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1. Wykaz najwazniejszych skrotow

5-HT?2a — receptor serotoninowy 2a

5-HT7 — receptor serotoninowy 7

BDI — Inwentarz Depresji Becka (ang. Beck Depression Inventory)

BDNF — neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang. Brain Derived Neurotrophic
Factor)

CMS — przewlekly tagodny stres (ang. Chronic Mild Stress)

D2 — receptor dopaminowy 2

DBS — gleboka stymulacja mozgu (ang. Deep Brain Stimulation)

DR — jadro grzbietowe szwu (ang. Dorsal Raphe Nucleus)

ECT — terapia elektrowstrzgsowa (ang. Electroconvulsive Therapy)

EPM — test podniesionego labiryntu krzyzowego (ang. Elevated Plus Maze)

fMRI — funkcjonalne obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (ang. functional
Magnetic Resonance Imaging)

FST — test wymuszonego plywania (ang. Forced Swim Test)

Hb — uzdeczka (ang. Habenula)

HDRS — Skala Oceny Depresji Hamiltona (ang. Hamilton Depression Rating Scale)
HPA — 0§ podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang. Hypothalamic-Pituitary-Adrenal)
HPT — o$ podwzgorze-przysadka-tarczyca (ang. Hypothalamus-Pituitary-Thyroid)
IEG — gen wczesnej odpowiedzi (ang. Immediate Early Gene)

IPN — jadro migdzykonarowe (ang. Interpeduncular Nucleus)

LHb — boczne jadro uzdeczki (ang. Lateral Habenular Nucleus)

MADRS — Skala Oceny Depresji Montgomery-Asberg (ang. Montgomery-Asberg Depression
Rating Scale)

MAOI — inhibitory monoaminooksydazy (ang. Monoamine Oxidase Inhibitors)
MHb — érodkowe jadro uzdeczki (ang. Medial Habenular Nucleus)

MPFC — $§rodkowa kora przedczotowa (ang. medial Prefrontal Cortex)

MnR — jadro srodkowe szwu (ang. Median Raphe Nucleus)

MST — terapia rezonansem magnetycznym (ang. Magnetic Seizure Therapy)

MTOR — kinaza ssaczego celu rapamycyny (ang. mammalian Target Of Rapamycin)
MWM - test labiryntu wodnego Morrisa (ang. Morris Water Maze)

NDS — normalna surowica osla (ang. Normal Donkey Serum)

NMDA — receptor N-Metylo-D-Asparaginowy (ang. N-Methyl-D-Aspartate)




NOR — test rozpoznawania nowego obiektu (ang. Novel Object Recognition)

NSFT — test spozywania pokarmu w nowym otoczeniu (ang. Novelty Suppressed Feeding Test)
OFT — test otwartego pola (ang. Open Field Test)

PFC — kora przedczotowa (ang. Prefrontal Cortex)

PTSD — zesp6t stresu pourazowego (ang. Post-Traumatic Stress Disorder)

RAADs - grupa szybko dziatajacych lekow przeciwdepresyjnych (ang. Rapid Acting
Antidepressants)

RMTg — grzbietowo-przysrodkowe jadro nakrywki (ang. Rostromedial Tegmental Nucleus)
RT-gPCR - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real Time
quantitative Polymerase Chain Reaction)

SHR — szczep szczura ze spontanicznie wysokim ci$nieniem tg¢tniczym (ang. Spontaneously
Hypertensive Rat)

SIT — test interakcji socjalnych (ang. Social Interaction Test)

SN — substancja czarna (ang. Substantia Nigra)

SNRI — inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (ang. Serotonin
Norepinephrine Reuptake Inhibitor)

SPT — test preferencji sacharozy (ang. Sucrose Preference Test)

SSRI — selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (ang. Selective Serotonin
Reuptake Inhibitor)

Sstr2 — receptor somatostatyny 2

Sstr4 — receptor somatostatyny 4

ST — test pielggnacyjny (ang. Splash Test, ST)

STAI — Inwentarz Stanu i Cechy Leku (ang. State-Trait Anxiety Inventory)

TBS - stymulacja impulsem theta (ang. Theta-Burst Stimulation)

TCA — trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne (ang. Tricyclic Antidepressants)

TMS — przezczaszkowa stymulacja magnetyczna (ang. Transcranial Magnetic Stimulation)
TRD - depresja lekooporna (ang. Treatment-Resistant Depression)

TrkB — kinaza receptora tropomiozyny B (ang. Tropomyosin receptor kinase B)

VNS — stymulacja nerwu btgdnego (ang. Vagus Nerve Stimulation)

VTA — brzuszne pole nakrywki (ang. Ventral Tegmental Area)

WIS — szczury Wistar Han

WKY - szczury Wistar Kyoto




2. Streszczenie

Leczenie zaburzen psychicznych pozostaje jednym z najwigkszych wyzwan wspolczesnej
medycyny, gtéwnie ze wzgledu na ograniczone zrozumienie ich molekularnych podstaw oraz
mechanizmow patofizjologicznych. Szczegdlnie powaznym problemem klinicznym jest
depresja lekooporna, ktora dotyka okoto jednej trzeciej pacjentdw z rozpoznang depresja i
charakteryzuje si¢ brakiem odpowiedzi na standardowe terapie przeciwdepresyjne. Coraz
wigcej danych wskazuje, ze dysfunkcja uzdeczki moze odgrywac kluczowa rolg w patogenezie

zaburzen nastroju.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo molekularne scharakteryzowanie rdéznic w
obrebie jader uzdeczki pomiedzy zdrowymi szczurami a zwierzetami o fenotypie depresji
lekoopornej — szczurami szczepu Wistar Kyoto. W konteks$cie poszukiwania nowych strategii
terapeutycznych oceniono rowniez wplyw psylocybiny — substancji o udokumentowanym

potencjale przeciwdepresyjnym — na funkcjonowanie bocznego jadra uzdeczki.

Wykorzystujac metody biochemiczne i molekularne, zidentyfikowano istotne rdéznice w
ekspresji miRNA, mRNA oraz biatek. Szczeg6lng uwage zwrocono na kanat potasowy GIRK4,
kodowany przez gen Kcnj5, ktory wytonit si¢ jako potencjalny molekularny cel dziatania
psylocybiny. Badania elektrofizjologiczne wykazaly, ze podanie psylocybiny modulowato
prady dokomorkowe w bocznym jadrze uzdeczki, sugerujagc mechanizm jej dzialania oparty na

przywracaniu rownowagi pobudzenia i hamowania w tej strukturze.

Uzyskane wyniki dostarczajag nowych danych na temat molekularnych i funkcjonalnych
zaburzen w obrgbie uzdeczki u zwierzat o fenotypie depresji lekoopornej oraz wskazuja na
psylocybing jako potencjalny modulator aktywnosci neuronéw bocznego jadra uzdeczki
poprzez regulacje kanatu GIRK4. Wyniki te mogg stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan

nad mechanizmami lekooporno$ci oraz rozwoju innowacyjnych terapii przeciwdepresyjnych.




3. Abstract

The treatment of mental disorders remains one of the most significant challenges in
contemporary medicine, mainly due to the limited understanding of their molecular bases and
underlying pathophysiological mechanisms. A particularly critical clinical issue is treatment-
resistant depression, which affects approximately one-third of patients diagnosed with
depression and is characterized by a lack of response to standard antidepressant therapies.
Growing evidence implicates habenular dysfunction as a key contributor to the pathogenesis of

mood disorders.

The present doctoral dissertation aimed to molecularly characterize differences within the
habenular nuclei between healthy rats and animals with a treatment-resistant depression
phenotype — the Wistar Kyoto strain. In the search for novel therapeutic strategies, the effects
of psilocybin — a compound with documented antidepressant potential — on the function of the

lateral habenula were also investigated.

Using a combination of biochemical and molecular approaches, significant alterations in
miRNA, mRNA, and proteins expression were identified. Special attention was given to the
GIRK4 potassium channel, encoded by the Kcnj5 gene, which emerged as a potential molecular
target of psilocybin. Electrophysiological analyses demonstrated that psilocybin administration
modulated inwardly currents in the lateral habenula, suggesting a mechanism of action

involving the restoration of excitation-inhibition balance within this structure.

These findings provide novel insights into the molecular and functional disturbances of the
habenula in animals with a treatment-resistant depression phenotype and highlight psilocybin
as a potential modulator of lateral habenula neuronal activity through regulation of the GIRK4
channel. Collectively, the results provide a basis for future research aimed at elucidating the
mechanisms underlying treatment resistance and developing innovative antidepressant

therapies.




4. Wstep

Depresja stanowi jedno z najpowazniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny,
charakteryzuje si¢ ztozonym obrazem klinicznym oraz wysoka czgstoscia wystepowania.
Choroba ta objawia si¢ przewleklym obnizeniem nastroju, utratg zdolnosci odczuwania
przyjemnosci (anhedonig), a takze zaburzeniami somatycznymi i poznawczymi, ktore znaczaco
obnizajg jako$¢ zycia pacjentow. Pomimo rozwoju metod terapeutycznych, okoto jedna trzecia
chorych nie uzyskuje poprawy po zastosowaniu standardowego leczenia, co prowadzi do
rozpoznania depresji opornej na leczenie (ang. Treatment-Resistant Depression, TRD). W
zwigzku z tym istnieje pilna potrzeba opracowania nowych strategii terapeutycznych opartych

na najnowszych odkryciach neurobiologicznych.

Jednym z kluczowych obszaréw badan nad neurobiologia depresji jest uzdeczka (ang.
Habenula, Hb), niewielka struktura moézgu, odgrywajaca istotng rolg w regulacji emocji,
motywacji 1 przetwarzania bodzcow awersyjnych. Boczne jadro uzdeczki (ang. Lateral
Habenular Nucleus, LHb) poprzez projekcje do brzusznego pola nakrywki (ang. Ventral
Tegmental Area, VTA) i jadra grzbietowego szwu (ang. Dorsal Raphe Nucleus, DR) reguluje
aktywno$¢ uktadow dopaminergicznego i serotoninergicznego, kluczowych dla patofizjologii
depresji. Nadmierna aktywacja LHb prowadzaca do hamowania aktywnos$ci tych ukladéw
zostala uznana za istotny mechanizm patofizjologiczny depresji 1 potencjalny cel

terapeutyczny.

Wsroéd nowoczesnych metod leczenia TRD coraz wigksze zainteresowanie budzg
substancje psychodeliczne, takie jak psylocybina, wykazujace obiecujace dzialanie
przeciwdepresyjne w badaniach przedklinicznych i klinicznych. Badania na modelach
zwierzecych wskazuja, Ze psylocybina nie tylko normalizuje zachowania depresyjne, ale takze
wywoluje zmiany w plastycznosci synaptycznej, co otwiera nowe perspektywy terapeutyczne

w leczeniu TRD.
4.1. Depresja

Depresja to powazna choroba psychiczna, z ktérag zmaga si¢ coraz wigcej osob na caltym
swiecie, niezaleznie od ptci 1 wieku. Choroba ta objawia si¢ dlugotrwalym obnizeniem nastroju,
cigglym uczuciem smutku, brakiem odczuwania przyjemno$ci oraz utratg zainteresowania
aktywno$ciami, ktoére wczesniej sprawialy rado$¢. Moze réwniez powodowaé symptomy

fizyczne, takie jak zaburzenia snu, utrate apetytu, zmgczenie i problemy z koncentracja. Objawy




te mogag by¢ przewlekte 1 wyniszczajace, prowadzac do powaznego pogorszenia codziennego
zycia. Wedlug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization,
WHO) z 2023 roku, depresja dotyka okoto 280 mlIn o0séb na calym $wiecie. Choroba ta jest
diagnozowana o polowe czgsciej u kobiet niz u mezczyzn. Ze wzgledu na wysoka
zachorowalno$¢, depresja jest najczestszg przyczyng niezdolnosci do pracy na calym $wiecie,
generujac tym samym znaczace koszty spoteczne i ekonomiczne (who.int, 2023). Depresja jest
choroba silnie powigzang ze stresem. Dos$wiadczenie stresujacych wydarzen zyciowych
stanowi istotny czynnik ryzyka wystapienia epizodoéw depresyjnych. Wplyw stresu na rozwoj
depresji jest dodatkowo potegowany przez predyspozycje genetyczne, ktore zwickszajg
indywidualng podatno$¢ na jego negatywne skutki (Caspi i wsp., 2010). U pacjentéw
cierpigcych na depresje¢ obserwuje si¢ zaburzenie regulacji gldéwnego uktadu odpowiedzialnego
za reakcj¢ na stres, czyli osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang. Hypothalamic-Pituitary-
Adrenal, HPA), w tym ostabienie procesdw ujemnego sprzezenia zwrotnego, czego skutkiem

jest przewlekle podwyzszony poziom kortyzolu we krwi (Dean i Keshavan, 2017).

Szacuje sig, ze czgstos¢ wystepowania depresji w populacji ogdlnej w ciagu zycia wynosi
od 13 do 15%. W leczeniu depresji poczatkowo stosuje si¢ farmakoterapig, psychoterapie lub
potaczenie obu tych metod leczenia (Oliveira-Maia i wsp., 2023). Klasyczne leki
przeciwdepresyjne odgrywaja kluczowa role w terapii depresji, oferujagc rdéznorodne
mechanizmy dzialania i cele molekularne. Wsrdd nich wyroznia sie kilka gléwnych grup
farmakologicznych: trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne (ang. Tricyclic Antidepressants,
TCA), selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (ang. Selective Serotonin
Reuptake Inhibitor, SSRI), inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (ang.
Serotonin Norepinephrine Reuptake Inhibitor, SNRI) oraz inhibitory monoaminooksydazy
(ang. Monoamine Oxidase Inhibitors, MAOI). Jednak petny efekt terapeutyczny pojawia sig
dopiero po okoto dwdch do czterech tygodniach codziennego ich przyjmowania (Chen 1 wsp.,
2023). Tak dtugi czas oczekiwania na poprawe objawow znaczaco przedtuza okres cierpienia
pacjentéw i zwieksza ryzyko samobdjstw (Ramaker i Dulawa, 2017). Co wigcej, znaczna czgs$¢
pacjentow nie uzyskuje satysfakcjonujacej odpowiedzi na pierwsze proby leczenia
farmakologicznego. Ocenia si¢, ze klasyczna farmakoterapia okazuje si¢ catkowicie
nieskuteczna u okoto jednej trzeciej pacjentéw, prowadzac do rozpoznania TRD. Wystapienie
TRD wiaze si¢ ze znaczacym pogorszeniem funkcjonowania fizycznego i psychicznego
pacjentow, a znaczna czg¢$¢ chorych z TRD pozostaje na dlugoterminowych zwolnieniach

lekarskich lub traci zatrudnienie. Ponadto wskaznik hospitalizacji w tej grupie jest dwukrotnie




wyzszy niz w przypadku pacjentow reagujgcych na leczenie (Oliveira-Maia i wsp., 2023).
Jednym z gtéwnych wyzwan w leczeniu TRD jest ograniczona wiedza na temat patologicznych
mechanizmow moézgowych odpowiedzialnych za lekoopornos¢. Nadal nie do kofica poznano
takze mechanizmy dziatania nowoczesnych terapii, takich jak gteboka stymulacja mézgu (ang.
Deep Brain Stimulation, DBS) czy podania ketaminy (Schwartz i wsp., 2016). Coraz wiecej
danych wskazuje na istotny zwigzek pomiedzy genetycznie uwarunkowang podatnoscia na stres
a zwigkszonym ryzykiem TRD, co potwierdzono zardwno w badaniach na gryzoniach oraz
naczelnych. Aby lepiej zrozumie¢ fizjologiczne podstawy TRD oraz opracowac skuteczniejsze
strategie terapeutyczne, niezbedne jest prowadzenie badan na odpowiednich modelach
zwierzecych. Modele te pozwalaja na precyzyjna analiz¢ neurobiologicznych mechanizmow

depresji oraz na testowanie nowych metod leczenia (Willner i Belzung., 2015).
4.2. Depresja lekooporna

TRD jest definiowana jako stan, w ktérym pacjent nie osigga znaczacej poprawy kliniczne;j
pomimo zastosowania odpowiednich dawek co najmniej dwoch roéznych lekow
przeciwdepresyjnych o réznym profilu farmakologicznym przez odpowiedni okres czasu.
Warunkiem koniecznym jest stosowanie lekow o roznych profilach dziatania, aby wykluczy¢
specyficzng opornos¢ na pojedyncza grupe farmakologiczng (Kolasa i Faron-Goérecka, 2023).
Ponadto istotne jest utrzymanie leczenia przez odpowiedni czas, gdyz peten efekt terapeutyczny
klasycznych lekoéw przeciwdepresyjnych moze wystgpi¢ dopiero po 6-8 tygodniach
regularnego stosowania. Chociaz dtugotrwala remisja stanowi glowny cel leczenia depresji,
prawdopodobienstwo jej osiagnigcia po niepowodzeniu dwoch kolejnych prob terapeutycznych
znaczgco maleje, a ryzyko nawrotdw oraz pogorszenia funkcjonowania spolecznego i
psychologicznego rosnie (Oliveira-Maia i wsp., 2023). Wraz ze wzrostem liczby nieudanych
prob leczenia obniza si¢ takze szansa na osiggnigcie stabilnej remisji. Pacjenci z TRD czgsto
wykazuja wyzsze wskazniki nawrotoéw choroby, obnizony poziom funkcjonowania
spotecznego oraz zwigkszong S$miertelno$¢ (Oliveira-Maia i wsp., 2023). Opracowywanie
nowych strategii terapeutycznych TRD postepuje powoli, a obecnie stosowana farmakoterapia
obejmuje wszystkie klasyczne leki przeciwdepresyjne zatwierdzone do stosowania w leczeniu
depresji, w tym SSRI, SNRI, TCA, MAOI oraz inne leki przeciwdepresyjne, takie jak
tianeptyna, agomelatyna i agonisci receptora a2. Oprdcz tego niektore leki, ktdre nie sa
zatwierdzone do stosowania jako monoterapia 1 nie dzialaja bezposrednio przeciwdepresyjnie,
takie jak lit, hormon tarczycy oraz niektore atypowe leki przeciwpsychotyczne, na przyktad

kwetiapina, moga by¢ stosowane jako uzupetnienie terapii przeciwdepresyjnej. Strategie
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leczenia farmakologicznego TRD mozna podzieli¢ na trzy glowne kategorie: przelaczanie
(zmiana jednego leku przeciwdepresyjnego na inny), terapia skojarzona (dodanie innego
nowego leku przeciwdepresyjnego do aktualnie  stosowanego) oraz terapia
wspomagajgca/dodatkowa (stosowanie leku, niebedacego lekiem przeciwdepresyjnym, oprocz
aktualnie przyjmowanego leku przeciwdepresyjnego) (Heerlein i wsp., 2021). Obecnie w
Europie jedynym zatwierdzonym leczeniem farmakologicznym TRD jest esketamina
(Spravato®), antagonista receptora N-Metylo-D-Asparaginowego (ang. N-Methyl-D-
Aspartate, NMDA), ktory jest podawany w postaci aerozolu do nosa w polaczeniu z
SSRI/SNRI (EMA, 2022). W USA, oprocz esketaminy (Spravato®), zatwierdzono réwniez
potaczenie olanzapiny i chlorowodorku fluoksetyny (Symbyax®) (FDA, 2022).

W leczeniu TRD istotne znaczenie ma zastosowanie roznorodnych metod terapeutycznych.
Pomimo tego, ze tradycyjne podejScia, takie jak farmakoterapia i psychoterapia czgsto stanowia
pierwszy krok w walce z chorobg, istniejg takze inne bardziej zaawansowane metody
terapeutyczne, ktore moga przynie$¢ ulge pacjentom nieodpowiadajacym na leczenie. Nalezg
do nich terapia somatyczna oraz metody stymulacji mozgu, ktére zostaly zbadane i
wykorzystywane w leczeniu TRD. Nie s3 metodami pierwszego rzutu, lecz znajduja
zastosowanie w przypadkach, gdy wielokrotne proby farmakoterapii i/lub psychoterapii
okazaty si¢ nieskuteczne. Metody terapii stymulacji moézgu obejmuja: terapi¢
elektrowstrzasowa (ang. Electroconvulsive Therapy, ECT), przezczaszkowsg stymulacje
magnetyczng (ang. Transcranial Magnetic Stimulation, TMS), stymulacj¢ impulsem theta (ang.
Theta-Burst Stimulation, TBS), terapi¢ rezonansem magnetycznym (ang. Magnetic Seizure
Therapy, MST), stymulacje nerwu btednego (ang. Vagus Nerve Stimulation, VNS) oraz DBS.
Te zaawansowane metody oferuja nowe mozliwosci dla pacjentow, u ktérych tradycyjne
leczenie farmakologiczne nie przyniosto oczekiwanych rezultatow, dostarczajac

alternatywnych rozwigzan w walce z ci¢zka, oporng na leczenie depresja (Voineskos 1 wsp.,
2020).

Molekularne podtoze TRD nie jest znane. Na rozwd] TRD moze wplywac wiele r6znych
czynnikéw, ktore sa indywidualne dla kazdego pacjenta. Osoby z depresja r6znig si¢ pod
wzgledem neurobiologicznym, genetycznym, epigenetycznym i neurochemicznym, co moze
wplywa¢ na roézne odpowiedzi na zastosowane leki przeciwdepresyjne (Kolasa i Faron-
Gorecka, 2023). Biologiczne czynniki zwigzane z TRD obejmuja migedzy innymi: aktywacje
uktadu odpornosciowego, zaburzenia osi HPA, dysfunkcje w obwodach neuroanatomicznych

(szczegoblnie sie¢ trybu domys$lnego), nieprawidtowg aktywnos$¢ neuronalng czy dysfunkcje w

10



neuroprzekaznictwie. Pod wzgledem klinicznym 1 psychospotecznym TRD pojawia sie, gdy
pacjent ma czeste i nawracajace epizody depresyjne, co przyczynia si¢ do wydtuzenia czasu
trwania choroby, nie przeszedl peinej remisji choroby, ma wspotwystepujace choroby
psychiczne, wykazuje cechy choroby dwubiegunowej oraz przeszedl wiele stresujacych
wydarzen zyciowych 1 traum. WSs$rdd genetycznych czynnikow taczonych z TRD sg
polimorfizmy w regionie promotora transportera dla serotoniny 5-HTT (ang. Serotonin-
Transporter-Linked Promoter Region, 5-HTTLPR) oraz polimorfizmy w genie
neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (ang. Brain Derived Neurotrophic Factor,
BDNF) i w genie kodujacym receptor dla BDNF (ang. Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor
2, NTRK?2). Dysfunkcje osobowo$ciowe, takie jak wysoki poziom neurotyczno$ci, niski
poziom otwarto$ci oraz brak interakcji socjalnych, takze zwigzane sg z wystgpieniem TRD

(Murphy i wsp., 2017).
4.3. Szczury Wistar Kyoto

Modelowanie zaburzen psychicznych na zwierzetach dostarcza nieocenionych informacji
na temat fizjologii uktadow narzadow oraz mechanizméw lezacych u podstaw chordb
neuropsychiatrycznych. Pomimo wyzwan zwigzanych z odtworzeniem ztozonych objawow
klinicznych u zwierzat, odpowiednio dobrane modele pozwalajg na dostarczenie cennych
informacji o specyficznych aspektach behawioralnych 1 biologicznych tych choréb, w tym
depresji  (Monteggia 1 wsp., 2018). Szczegdlnie waznym modelem zwierzecym

wykorzystywanym w badaniach nad TRD sg szczury Wistar Kyoto (WKY).

Szczep WKY zostat wyprowadzony w latach 70. ubiegtego wieku w Szkole Medycznej w
Kioto w Japonii z tego samego szczepu Wistar co szczep szczura ze spontanicznie wysokim
ci$nieniem tetniczym (ang. Spontaneously Hypertensive Rat, SHR), aby stanowi¢ kontrolg
normotensyjng (Okamoto 1 Aoki, 1963). Z czasem okazato si¢, ze szczury WKY wykazuja
liczne cechy fenotypowe przypominajace objawy depresji 1 zaburzen lekowych, co
doprowadzito do ich szerokiego zastosowania w badaniach nad mechanizmami depresji oraz

opornosci na leczenie (Willner i wsp., 2019; Papp i wsp., 2019).
4.4. Szczury Wistar Kyoto — fenotyp behawioralny

Fenotyp behawioralny szczurow WKY obejmuje szereg charakterystycznych zachowan
odpowiadajacych objawom depresyjnym obserwowanym u ludzi (Huang i wsp., 2022; Petkovié¢

i Chaudhury, 2022). W tesécie otwartego pola (ang. Open Field Test, OFT) szczury WKY
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wykazujg zmniejszong aktywnos$¢ lokomotoryczng oraz preferencje do przebywania w poblizu
$cian areny, co interpretuje si¢ jako zwigkszony poziom leku i brak sktonnosci do eksploracji
(Farinha-Ferreira 1 wsp., 2024). W tescie podniesionego labiryntu krzyzowego (ang. Elevated
Plus Maze, EPM) obserwuje si¢ skrdcenie czasu przebywania w otwartych ramionach, co
potwierdza nasilone zachowania lgkowe (Farinha-Ferreira i wsp., 2024; Willner i wsp., 2019).
Rowniez w tescie spozywania pokarmu w nowym otoczeniu (ang. Novelty Suppressed Feeding
Test, NSFT) szczury WKY wykazuja wydhuzony czas do rozpoczecia jedzenia w nowym
srodowisku, wskazujac na zwiekszong reakcj¢ lekowa (Farinha-Ferreira i wsp., 2024). Szczury
WKY prezentujg takze deficyty w zachowaniach spotecznych, spedzajac mniej czasu na
interakcjach z nowymi osobnikami w tescie interakcji socjalnych (ang. Social Interaction Test,
SIT) (Kolasa i wsp., 2024; Farinha-Ferreira i wsp., 2024). Spadek funkcji poznawczych zostat
wykazany w tescie rozpoznawania nowego obiektu (ang. Novel Object Recognition, NOR), w
ktérym szczury WKY wykazuja obnizone zainteresowanie nowymi przedmiotami (Kolasa 1
wsp., 2024, Willner i wsp., 2019). W tescie labiryntu wodnego Morrisa (ang. Morris Water
Maze, MWM) stwierdzono trudnosci w uczeniu si¢ lokalizacji ukrytej platformy, co $wiadczy
o upo$ledzeniu pamiegci przestrzennej (She 1 wsp., 2015). Symptomy anhedonii zostaly
ocenione w tescie pielegnacyjnym (ang. Splash Test, ST), w ktorym szczury WKY wykazuja
op6zniong motywacje do pielegnacji siersci po aplikacji stodkiego roztworu (Farinha-Ferreira
i wsp., 2024). Co ciekawe, w krotkiej procedurze testu preferencji sacharozy (ang. Sucrose
Preference Test, SPT) nie zaobserwowano istotnych réznic w spozyciu sacharozy migdzy
szczurami WKY a Wistar (Farinha-Ferreira i wsp., 2024). W tescie wymuszonego ptywania
(ang. Forced Swim Test, FST) szczury WKY wykazujag wydluzony czas bezruchu oraz
zmniejszony czas wspinania si¢ 1 plywania, co jest interpretowane jako behawioralna
bezradno$¢ (Kolasa i wsp., 2024; Farinha-Ferreira i wsp., 2024). Szczury WKY charakteryzuja
si¢ szeregiem specyficznych cech behawioralnych, ktére czynig je cennym modelem w

badaniach nad depresja.

Poniewaz stres jest podstawowym czynnikiem rozwoju depresji, wickszo$¢ waznych
modeli zwierzgcych opiera si¢ na narazeniu zwierzat na sytuacje stresowe. Najczesciej
stosowany model polega na narazeniu gryzoni na protokot przewlektego tagodnego stresu (ang.
Chronic Mild Stress, CMS), ktory obejmuje kilka tygodni narazenia na czynniki stresowe takie
jak tymczasowe ograniczenie dostepu do wody i/lub pozywienia, modyfikacje cyklu
Swiatto/ciemnos$¢, czy zmoczong S$cidtke (Willner, 2016). Szczury WKY poddane 8-

tygodniowej procedurze CMS spedzajag mniej czasu w otwartym ramieniu w tescie EPM,
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wykazuja mniejsze zainteresowanie nowym obiektem w teScie NOR oraz wykazujg
zmniejszong preferencje dla sacharozy w tescie SPT w poréwnaniu ze szczurami WKY
niestresowanymi. Zastosowanie procedury CMS poglebia obserwowany fenotyp szczurdéw
WKY i potwierdza wyst¢powanie zaburzen lgkowych, uposledzenie funkcji poznawczych oraz

anhedoni¢ u tych zwierzat (Willner 1 wsp., 2019; Papp 1 wsp., 2019).
4.5. Szczury Wistar Kyoto — fenotyp fizjologiczny

Fenotyp fizjologiczny odnosi si¢ do obserwowanych cech organizmu, ktére wynikaja z
interakcji jego genotypu ze Srodowiskiem i1 dotyczg funkcji biologicznych oraz procesow
fizjologicznych. Jednym z aspektow sg reakcje hormonalne, w tym odpowiedz hormonalna na
stres, czyli regulacja osi HPA oraz osi podwzgorze-przysadka-tarczyca (ang. Hypothalamus-
Pituitary-Thyroid, HPT) (Redei i wsp., 2023). Szczury WKY wykazuja podwyzszony
podstawowy poziom hormonu adrenokortykotropowego (ang. Adrenocorticotropin Hormone,
ACTH) i kortykosteronu (ang. Corticosterone, CORT) w osoczu w nocy, czyli w czasie
najwickszej aktywnosci (Solberg i wsp., 2001). U pacjentdow cierpigcych na depresje rowniez
obserwuje si¢ znacznie wyzszy poziom kortyzolu po przebudzeniu w poréwnaniu do zdrowych
0sob (Vreeburg 1 wsp., 2009). W odpowiedzi na ostry stres szczury WKY wykazujg wiekszy
wzrost 1 dtuzej utrzymujacy si¢ podwyzszony poziom ACTH 1 CORT w osoczu w poréwnaniu
do szczurow kontrolnych (Rittenhouse 1 wsp., 2002). Dodatkowo szczury WKY maja
najwigksze nadnercza w poréwnaniu do szczurow Wistar, Sprague-Dawley i SHR (Nam i wsp.,
2014), co jest spojne ze znaczaco zwigkszong objetoscig nadnerczy u 0sob z depresja (Rubin i
wsp., 1995). Podwyzszone podstawowe poziomy ACTH i CORT oraz zwigkszona masa
nadnerczy sg cechami stanu przewlektego stresu oraz nieustannej aktywacji osi HPA (Redei 1

wsp., 2023).

Szczury WKY maja podwyzszony podstawowy poziom hormonu tyreotropowego (ang.
Thyroid-Stimulating Hormone, TSH) i trijodotyroniny (ang. Triiodothyronine, T3) w 0soczu w
poréwnaniu ze szczurami Wistar. Swiadczy to o zmniejszonej wrazliwosci na hormony
tarczycy u szczurow WKY, co jest zgodne z doniesieniami o zaburzeniach regulacji osi HPT u
pacjentow z TRD (Redei i wsp., 2001; Solberg i wsp., 2001). Zaobserwowane u szczurow WKY
zmiany na poziomie fizjologicznym moga wplywacé na obserwowany behawioralny fenotyp

biernego radzenia sobie ze stresem 1 nadreaktywnosci na stres (Redei i wsp., 2023).

13



4.6. Szczury Wistar Kyoto — fenotyp molekularny

Fenotyp molekularny odnosi si¢ do zestawu wilasciwosci i cech organizmu na poziomie
molekularnym i obejmuje m.in.: ekspresje genow, profil biatkowy czy zmiany epigenetyczne.
Szczury WKY wykazuja nieprawidlowosci w ukladach monoaminowych, a doktadniej
wykazuja nizsze poziomy serotoniny, dopaminy i noradrenaliny w poréwnaniu do szczurow
kontrolnych (De La Garza i Mahoney, 2004; Aleksandrova i wsp., 2019). Szczury WKY
wykazuja réznice w funkcjonowaniu ukladu serotoninergicznego. DR bedace centrum
serotoninergicznym charakteryzuje si¢ znacznie nizszg pobudliwo$cig neuronow, zmniejszong
aktywno$cig neuronow serotoninowych (Bruzos-Cidon i wsp., 2014; Lemos i wsp., 2010) oraz
obnizonym poziomem serotoniny (nawet o 30% w poréwnaniu do szczurow Wistar) (Yamada
i wsp., 2013). Ponadto DR szczurow WKY cechuje obnizona ekspresja receptora 5-HT1a oraz
hydroksylazy tryptofanu 2 (ang. Tryptophan Hydroxylase 2, TPH2), kluczowego enzymu
zaangazowanego w produkcje serotoniny (Lemos 1 wsp., 2010). Zmiany w funkcjonowaniu
uktadu dopaminergicznego rowniez zaobserwowano u szczuréw WKY. Wykazano obnizony
poziom dopaminy w korze przedczolowej (ang. Prefrontal Cortex, PFC) oraz podwyzszony
poziom w jadrze potlezacym (De La Garza i Mahoney, 2004). Zaobserwowano zmniejszong
dostepnos¢ receptoréw dopaminowych D1 w skorupie jadra ogoniastego i jadrze potlezacym,
w przeciwienstwie do substancji czarnej (ang. Substantia Nigra, SN), gdzie dostepno$¢ byta
wicksza u szczuréw WKY w pordwnaniu ze szczurami Wistar (Novick 1 wsp., 2008).
Zwigkszong dostgpnos¢ receptoréow dopaminowych D2 wykazano w jadrze poétlezacym
(skorupie) 1 brzusznej cz¢sci nakrywki, natomiast zmniejszong dostepnos¢ w jadrze potlezacym
(rdzeniu), skorupie jadra ogoniastego, podwzgorzu (Yaroslavsky 1 wsp., 2006) oraz w PFC
(Korlatowicz i wsp., 2023) u szczurow WKY. Wykazano réwniez obnizony poziom
transportera dla dopaminy (ang. Dopamine Transporter, DAT) w jadrze potlezacym i ciele
migdalowatym, a takze w VTA 1 SN stanowiacych centra dopaminergiczne. Wzrost poziomu
zaobserwowano w hipokampie i podwzgoérzu, natomiast brak zmian w skorupie jadra
ogoniastego (Jiao 1 wsp., 2003). Réznice wykazano rowniez w uktadzie noradrenergicznym.
Szczury WKY charakteryzuje obnizony poziom noradrenaliny w miejscu sinawym (ang. Locus
Coeruleus, LC) bgdacym centrum adrenergicznym oraz zwigkszona aktywno$¢ neurondéw
noradrenergicznych (Bruzos-Cidon i wsp., 2014). Nieprawidlowosci w funkcjonowaniu
uktadow monoamin mogg powodowaé, ze szczury WKY nie sg w stanie odpowiednio
zainicjowaé ani regulowac reakcji na stres, co predysponuje je do przyjmowania strategii

biernego radzenia sobie ze stresem (Aleksandrova i wsp., 2019).
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Funkcjonowanie uktadu glutaminianergicznego i GABA-ergicznego jest takze zmienione u
szczurow WKY. Wykazano podwyzszony poziom glutaminianu w PFC 1 hipokampie oraz
podwyzszony poziom kwasu gamma-aminomastowego (ang. Gamma-Aminobutyric Acid,
GABA) w jadrze poétlezacym (Jastrzebska 1 wsp., 2015). Zaobserwowano zmniejszong
dostgpnos¢ receptorow NMDA w przedniej korze obrgczy, jadrze ogoniastym, jadrze
potlezacym, regionie CA1 hipokampa oraz w czesci siateczkowatej SN u szczurow WKY w
porownaniu ze szczurami Wistar. Z kolei zwigkszona dostgpnos¢ receptora GABAA
stwierdzono w ciele migdatowatym, jadrze ogoniastym, zakrecie zgbatym, polach CA2 i CA3
hipokampa, szarej cz¢sci okolowodociggowej i czesci siateczkowatej SN u szczurow WKY w
poréwnaniu ze szczurami Wistar (Lei i wsp., 2009). Wykazano obnizony poziom podjednostek
receptora NMDA: GluN1, GluN2A, GluN2B, obnizony poziom podjednostki GluA1 receptora
AMPA oraz biatka gestosci synaptycznej (ang. Postsynaptic Density Protein 95, PSD95) w
PFC. Ponadto, obnizony poziom glutaminianergicznych receptorow metabotropowych

mGLuR1 oraz mGluR5 zaobserwowano w PFC i Hip szczurow WKY (Millard i wsp., 2021)

Zgodnie z sugerowang rolg czynnikéw neurotroficznych w depresji i odpowiedzi na leki
przeciwdepresyjne, odnotowano obnizony podstawowy poziom BDNF w surowicy u szczuréw
WKY w poréwnaniu do szczurow Wistar (Kyeremanteng i wsp., 2012). Co wazne, szczury
WKY wykazuja rowniez nizszy poziomy BDNF w tkance hipokampa i PFC w poréwnaniu do
grup kontrolnych (Vinod 1 wsp., 2012), co wigze si¢ roOwniez ze znacznym zmniejszeniem

objetosci hipokampa i kory mozgowej u tego szczepu (Cominski 1 wsp., 2014).
4.7. Szczury Wistar Kyoto — odpowiedz na leczenie

Stosowanie roznych terapii przeciwdepresyjnych w modelach zwierzgcych dostarcza
istotnych informacji na temat potencjalnej skutecznosci w leczeniu depresji oraz mechanizméow
dziatania odpowiedzialnych za obserwowany efekt. Ze wzgledu na swoje unikalne cechy
behawioralne, molekularne 1 fizjologiczne, szczury WKY stanowig odpowiedni model do
badania reakcji na rdézne formy leczenia przeciwdepresyjnego, szczegdlnie leczenia TRD.
Wykorzystanie tego modelu pozwala na ocen¢ skutecznosci réznych terapii

przeciwdepresyjnych oraz ich podtoza molekularnego (Aleksandrova i wsp., 2019).

Jednorazowe podanie imipraminy (TCA) lub dezipraminy (TCA, SNRI), jak rowniez 8-
OH-DPAT (8-hydroksy-2-(di-n-propyloamino)tetralina) bedacego agonista receptora 5-HT1a
nie wptywa na poprawg fentotypu depresyjnego szczurow WKY w tescie FST (Lahmame i

wsp., 1997; Lahmame i Armario, 1996). Dopiero zastosowanie wysokiej dawki dezipraminy
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(25 mg/kg) (Lahmame i Armario, 1996), chroniczne podawanie dezipraminy (Tejani-Butt i
wsp., 2003) lub chroniczne podawanie imipraminy skutkuje zmniejszeniem czasu bezruchu w
tescie FST (Nagasawa i wsp., 2015; Lahmame i wsp., 1997). Podobnie, chroniczne podawanie
nomifenzyny, inhibitora wychwytu zwrotnego noradrenaliny 1 dopaminy, wykazuje dziatanie u
szczurow WKY (Tejani-Butt i wsp., 2003). Z kolei chroniczne podawanie fluoksetyny lub
paroksetyny, nalezacych do grupy SSRI nie wykazuje dziatania przeciwdepresyjnego u
szczurow WKY w tescie FST (Tejani-Butt i wsp., 2003; Griebel i wsp., 1999).

Jednorazowe podanie ketaminy szczurom WKY w dawkach 1, 3 oraz 5 mg/kg wykazuje
szybkie dziatanie przeciwdepresyjne, widoczne juz po 30 minutach w tescie FST. Efekt ten
utrzymuje si¢ do 24 godzin po podaniu przy dawce 5 mg/kg. Ketamina (5 mg/kg) powoduje
tymczasowe obnizenie aktywnosci lokomotorycznej szczurow WKY, obserwowane 30 minut
po podaniu. Jednak po 24 godzinach rdéznice w aktywnosci lokomotorycznej nie sg juz

zauwazalne (McDonnell i wsp., 2021).

Natychmiastowy efekt przeciwdepresyjny zaobserwowano u szczurow WKY po
zastosowaniu DBS w obrgbie LHb. Po 15 minutach od stymulacji odnotowano wzrost
preferencji sacharozy w tescie SPT, skrécenie czasu bezruchu w tescie FST, zwigkszenie
aktywno$ci lokomotorycznej oraz wzrost czasu spedzanego w obszarze centralnym w tescie
OFT. DBS w obrebie LHb znaczaco tagodzi objawy depresyjne u szczurow WKY w ciagu
Kilku minut po stymulacji LHb (Li i wsp., 2023).

Zastosowanie ECT u szczurow WKY roéwniez przyczynito si¢ do odwrdcenia fenotypu
depresyjnego. Juz po jednokrotnym poddaniu szczurow ECT za pomoca elektrod
umieszczanych na uszach odnotowano znaczace skrocenie czasu bezruchu w tescie FST. Efekt

ten utrzymat si¢ po 5-dniowej codziennej ECT (Kyeremanteng i wsp., 2014).

Szczury WKY poddane procedurze CMS wykazuja oporno$¢ na konwencjonalne leki
przeciwdepresyjne. Przeprowadzone badania wskazuja, ze chroniczne podawanie trzech lekow
o roznych profilach farmakologicznych: imipraminy (TCA), citalopramu (SSRI) 1
wenlafaksyny (SNRI) nie przyczynia si¢ do poprawy objawdw depresyjnych, ktore oceniono w
trzech testach behawioralnych: EPM, NOR i SPT. Skuteczne okazato si¢ dopiero potaczenie
leczenia farmakologicznego z DBS (dwie dwugodzinne sesje) w obrgbie brzuszno-
przysrodkowej korze przedczotowej (ang. ventro-medial Prefrontal Cortex, vm-PFC). Wyjatek
stanowilo potaczenie podawania imipraminy z DBS, ktore nie zwigkszyto spozycia sacharozy

w tescie SPT. Poprawg zaobserwowano takze po 8-dniowym, codziennym podawaniu ketaminy
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(10 mg/kg) w tescie SPT, dwukrotnym podaniu ketaminy w tescie EPM 1 trzykrotnym podaniu
ketaminy w tescie NOR (Willner i wsp., 2019).

Szczury WKY nie reaguja na jednokrotne podanie klasycznych lekéw
przeciwdepresyjnych, analogicznie do pacjentdw chorujacych na depresje. Ich staba reakcja na
dlugotrwate leczenie przeciwdepresyjne, a nawet brak odpowiedzi w przypadku lekow z grupy
SSRI potwierdza, ze szczury WKY stanowig dobry model do badania opornosci na leki
przeciwdepresyjne. Ponadto, szczury WKY reaguja na nowoczesne, szybko dziatajace terapie
przeciwdepresyjne, takie jak podanie ketaminy, terapia ECT 1 DBS, ktore rowniez okazaty si¢

skuteczne w leczeniu 0sob cierpigcych na TRD (Aleksandrova i wsp., 2019).
4.8. Szczury Wistar Kyoto — model depresji lekoopornej

Pomimo ztozono$ci TRD i licznych czynnikow, ktére moga na nie wptywac, badania nad
tym zaburzeniem sg niezwykle wazne. Wydaje si¢, ze model zwierzgcy TRD daje mozliwos¢
zbadania nie tylko mechanizméw lezacych u podstaw opornej na leczenie depresji, ale takze

nowych potencjalnych terapii (Kolasa i Faron-Gorecka, 2023; Willner i wsp., 2019).

Dobry model zwierzecy mozna opisaé z perspektywy kilku kluczowych aspektow:

e podobienstwa — odnosi si¢ do podobienstwa czynnikow wywotujacych chorobe i
objawoéw u ludzi. Poprawnos$¢ nasladowcza (ang. face validity) oznacza, ze model
zwierzecy wykazuje zewngtrzne objawy 1 reakcje podobne do tych obserwowanych u
ludzi cierpiacych na dang chorobe;

e przewidywalno$ci — odnosi si¢ do odpowiedzi 1 podobienstwa odpowiedzi na
standardowe leczenie kliniczne. Poprawnos¢ prognostyczna (ang. predictive validity)
wskazuje, ze model zwierzecy wykazuje reakcje na leczenie podobne do tych
obserwowanych u ludzi, co umozliwia przewidywanie skutecznosci terapii w populacji
ludzkiej;

e mechanizmu — odnosi si¢ do podobienstwa fizjologicznych lub psychologicznych
mechanizmow choroby. Poprawno$¢ konstrukcyjna (ang. construct validity) sugeruje,
ze model zwierzecy odzwierciedla wewngtrzne mechanizmy i procesy chorobowe, ktére

sg odpowiedzialne za rozwoj 1 przebieg choroby u ludzi.

Pomimo ztozonosci zjawiska TRD, zwierzecy model — szczury WKY — wydaje si¢ spetniac

powyzsze kryteria. Szczury WKY wykazuja podobienstwo zarowno czynnikéw wywotujacych
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chorobe, jak 1 symptomow obserwowanych u ludzi. Stres, bedacy jednym z gléwnych
czynnikow rozwoju depresji u ludzi, poglebia fenotyp depresyjny szczurow WKY w
procedurze CMS. Mozna réwniez zaobserwowal wystapienie anhedonii, ktéra jest
charakterystycznym objawem depresji u ludzi. Ponadto, szczury WKY wykazujg brak
odpowiedzi na podawane leki przeciwdepresyjne, co jest zgodne z obserwacjami u okoto 30%
chorych na depresje, ktorzy nie reaguja na standardowe leczenie. To speilnia kryterium
przewidywalnos$ci reakcji oraz podobienstwa odpowiedzi na standardowe leczenie kliniczne.
Ostatnie  kryterium dotyczy podobienstwa fizjologicznych lub psychologicznych
mechanizmow choroby. U szczurow WKY obserwuje si¢ m.in. rozregulowanie osi HPA oraz
obnizony poziom monoamin, co réwniez jest charakterystyczne dla osob cierpigcych na
depresje. Dzicki temu model szczurow WKY moze byé uzyteczny w badaniach nad
mechanizmami depresji oraz w poszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych (Kolasa i
Faron-Gorecka, 2023; Willner i wsp., 2019).

4.9. Jadra uzdeczki

Jadra Hb sg neuroanatomiczng strukturg regulujaca obwody moézgowe, ktore sg krytyczne
dla wielu stanéw behawioralnych zwigzanych z motywacja i podejmowaniem decyzji.
Znajdujace si¢ w miedzymozgowiu (ang. diencephalon), bedace czescia nadwzgorza (ang.
epithalamus) i graniczace ze $ciang trzeciej komory mozgu, Hb jest wysoce konserwowanym
obszarem mozgu kregowcodw, wystepujacym u wielu gatunkow, takich jak ryby, ptazy, gady,
gryzonie, naczelne i ludzie (Groos i Helmchen, 2024). Hb dzieli si¢ na dwa podregiony:
srodkowe jadro uzdeczki (ang. Medial Habenular Nucleus, MHb) i LHb. Bazujac na
morfologicznych 1 genetycznych wzorcach ekspresji zarowno MHb, jak 1 LHb mozna podzieli¢
na kilka podjader, natomiast funkcjonalne implikacje poszczegolnych podjader nie sg jeszcze

wyjasnione (Aizawa i wsp., 2012).

Pomimo tworzenia jednej struktury w moézgu, jadra Hb sg anatomicznie 1 funkcjonalnie
oddzielne, kazde z unikalnymi wzorcami potaczen. LHbD jest jednym z niewielu obszarow w
mézgu  wysylajacych  bezposrednie 1 posrednie projekcje zaréwno do centrum
dopaminergicznego, jak i serotoninergicznego. Natomiast MHb wysyta projekcje gtownie do
jadra migdzykonarowego (ang. Interpeduncular Nucleus, IPN) i odbiera sygnaly z przegrody
(ang. Septum) (Sylwestrak i wsp., 2022). Mniej wiadomo o funkcji obwodow MHb w
kontrolowaniu zachowan, natomiast neurony MHb odgrywaja kluczowa rol¢ w regulacji

wzmocnienia nikotynowego, preferencji nowosci i zachowan zwigzanych z lgkiem/strachem.
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Lacznie MHDb 1 LHb stanowig dwa w duzej mierze niezalezne podsystemy, z ktorych oba w
istotny sposob przyczyniajg si¢ do regulacji roznych stanéw behawioralnych (Hashikawa i

wsp., 2020).

LHb silnie unerwia DR i jadro $rodkowe szwu (ang. Median Raphe Nucleus, MnR),
regulujac uktad serotoninergiczny i fenotypy behawioralne zwigzane z depresja, a takze VTA
wplywajac na aktywnos$¢ neuronow dopaminergicznych i regulujagc zachowania apetytywne i
awersyjne  (Groos 1 Helmchen, 2024). Ponadto posrednia kontrola o$rodkow
serotoninergicznego i dopaminergicznego w mézgu jest wywierana za pomocg projekcji do
neuronow GABAergicznych w  grzbietowo-przysrodkowym jadrze nakrywki (ang.
Rostromedial Tegmental Nucleus, RMTg), nazywanym roéwniez jako ogon-VTA. Neurony
RMTg zwigkszaja swoja aktywnos¢ w odpowiedzi na rozne bodZce awersyjne, a zmniejszaja
aktywnos$¢ w odpowiedzi na nagrody i sygnaly wskazujace na nagrody. W zwigzku z tym biora
udziat zarowno w pasywnych reakcjach na nieprzyjemne sytuacje, jak i w unikaniu miejsc,
ktére kojarza si¢ z czym$ nieprzyjemnym (Stamatakis i Stuber, 2012). LHb wywiera silng
kontrole hamujaca nad VTA 1 SN nie tylko poprzez posrednie projekcje RMTg, ale
bezposrednio celuje w neurony GABAergiczne w VTA. Projekcje bezposrednie 1 posrednie
pochodza z dwoch roznych subpopulacji LHb: bezposrednie wejscia do VTA pojawiajg si¢ z
przysrodkowej czesci LHb, podczas gdy neurony projektujace do RMTg znajduja si¢ gtownie
w bocznej czesci LHb. Neurony dopaminergiczne odbierajace bezposrednie projekcje znajduja
si¢ gldownie w przysrodkowej czesci VTA 1 projektuja do srodkowej kory przedczotowej (ang.
medial Prefrontal Cortex, mPFC) (Omelchenko i wsp., 2009). Nie tylko VTA, ale takze DR
otrzymuje bezposrednie i posrednie sygnaty z odregbnych czgséci przysrodkowych i bocznych
LHb. Podczas gdy neurony LHb z czesci przysrodkowej wysytaja projekcje bezposrednio do
DR, neurony z cze¢sci bocznej unerwiaja RMTg i1 posrednio hamuja aktywno$¢ DR 1 MnR,

obnizajac poziom serotoniny (Weissbourd i wsp., 2014).

Aktywnos¢ LHb jest regulowana przez synaptyczne sygnaty wejSciowe. LHb otrzymuje
hamujace, pobudzajace i mieszane projekcje z przodomozgowia z jader zlokalizowanych w
podwzgorzu oraz z jader podstawnych. Gtownym zroédtem sygnatéw do LHb jest podwzgorze,
glownie podwzgorze boczne (ang. Lateral Hypothalamus, LH), podwzgorze przysrodkowe
(ang. Medial Hypothalamus, MH) i boczna czes$¢ przedwzrokowa (ang. Lateral Preoptic Area,
LPO). Oddzielne projekcje pobudzajace i hamujace pochodza z LH i1 LPO, podczas gdy
projekcje zdolne do wspotuwalniania glutaminianu/GABA pochodzg z MH (Lazardis i wsp.,
2019). W przypadku projekcji z jader podstawy, oddzielne sygnaly glutaminianergiczne 1
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GABAergiczne wychodza z brzusznej gatki bladej (ang. Ventral Pallidum, VP), a projekcje
wspotuwalniajagce  glutaminian/GABA pochodza z jadra wewnatrzkonarowego (ang.
Entopeduncular Nucleus, EP) (Groos i Helmchen, 2024). Silne projekcje do LHb pochodza z
mPFC, w szczegblno$ci z przedniej czesci zakrgtu obreczy (ang. Anterior Cingulate Cortex,
ACC), a takze dodatkowe rozproszone projekcje z kory wyspowej (ang. Insular Cortex) (Kim
i Lee, 2012). Mniej zbadane sygnaly wejsciowe do LHb pochodzg z jader pasma diagonalnego
(ang. Diagonal Band Nuclei, DBN) oraz przegrody bocznej i przysrodkowej (ang.
Lateral/Medial Septum LS/MS), a takze ze wzgdérza wzrokowego (ang. Visual Thalamus)
(Huang i wsp., 2019).

LHb stanowi wysoce plastyczny os$rodek anatomiczny i funkcjonalny, przetwarzajacy
informacje z réznych sygnatow wejsciowych z przodomozgowia i wysylajacy przetworzone
informacje dalej do roznych typow komoérek w osrodkach neuromodulacyjnych §rodmozgowia
I tytomozgowia (Groos i Helmchen, 2024). Jedna z najlepiej zbadanych funkcji LHb jest rola
w kodowaniu bodzcéw awersyjnych, ktére moga by¢ potencjalnie szkodliwe. Neurony LHb
wykazuja silng aktywacje w odpowiedzi na rézne bodzce awersyjne, takie jak wstrzasy
elektryczne stop, podmuch powietrza skierowany w oko, promieniowanie cieplne skierowane
na tylng tape, dzwigk biatego szumu, unieruchomienie fizyczne, atak agresora czy porazka
spoteczna. Badania pokazuja, ze LHb reaguje na szeroki zakres negatywnych bodzcow, co
sugeruje kluczowa role w przetwarzaniu informacji o potencjalnym zagrozeniu i wptywie na

zachowania obronne (Sylwestrak i wsp., 2022).

Znaczenie jader Hb w depresji postuluje si¢ na podstawie ich nadmiernej aktywacji zarowno
u ludzi, jak 1 w modelach zwierzgcych. Aktywacja tej struktury jest zwigzana z negatywnymi
emocjami i1 zachowaniami, ktore sa charakterystyczne dla depresji, takimi jak anhedonia czy
bezradno$¢. W depresji neurony pobudzajace LHb wykazujg nadaktywno$¢, co prowadzi do
zwigkszonego pobudzenia gléwnie neuronow hamujacych w RMTg. Skutkuje to
zahamowaniem neuronéw dopaminergicznych w VTA oraz serotoninergicznych w DR, co w
efekcie prowadzi do ogdlnego zmniejszenia sygnalizacji w obwodzie nagrody oraz zachwiania
rownowagi emocjonalnej 1 psychicznej (Webster 1 wsp., 2021). Zmniejszenie pobudliwosci
neuronow LHDb stanowi cel terapeutyczny w leczeniu depresji. DBS ukierunkowany na LHb
powoduje zmniejszenie pobudliwo$ci neurondéw, co prowadzi do poprawy rownowagi
neurochemicznej i zmniejszenia objawow depresyjnych. Badania wskazuja, ze DBS w regionie
LHb prowadzi do zwigkszenia wydzielania dopaminy, noradrenaliny 1 serotoniny w

hipokampie — obszarze odpowiedzialnym za przetwarzanie emocji i pamigci. Co ciekawe,
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zmiany te obserwuje si¢ nie tylko w mézgu, ale takze w krwi, co sugeruje systemowy wplyw
tej interwencji (Dandekar i wsp., 2018). Zarowno uszkodzenie LHD, jak i zastosowanie DBS
wykazaty skuteczno$¢ w lagodzeniu objawow przypominajacych depresje¢ w modelach
zwierzecych (Meng 1 wsp., 2011). Dodatkowo, wyniki badan klinicznych na pacjentach
opornych na tradycyjne leczenie przeciwdepresyjne pokazujg, ze DBS ukierunkowany na LHb
moze stanowi¢ skuteczng opcje terapeutyczng. Pacjenci, ktorzy nie reagowali na inne formy
leczenia, wykazali poprawe w zakresie nastroju, funkcjonowania spotecznego i jakosci zycia
po zastosowaniu tej interwencji (Wang i wsp., 2024; Yang i wsp., 2018; Sartorius i wsp., 2010).
Modulacja aktywnos$ci synaptycznej neuronow LHb za pomoca interwencji farmakologicznych
rowniez wykazuje dziatanie przeciwdepresyjne. W szczegoélnosci blokada receptorow
glutaminianergicznych typu NMDA, ktére odgrywaja kluczowa role w synaptycznej
plastycznosci 1 pobudliwosci neurondow, prowadzi do zmniejszenia pobudliwosci neuronow
LHb. To zjawisko jest odpowiedzialne za przeciwdepresyjne dziatanie ketaminy, leku, ktory
szybko tagodzi objawy depresji, zwlaszcza u pacjentow z TRD (Chen i wsp., 2024; Yang i
wsp., 2018). Lokalna blokada receptora NMDA w LHb odwraca objawy anhedonii i
bezradno$ci w modelach depresji u szczurow (Nuno-Perez i wsp., 2021; Yang i wsp., 2018).
Dodatkowo wykazano, ze blokada receptora AMPA réwniez wykazuje skutecznosé
przeciwdepresyjng (Li i wsp., 2017; Zhang i wsp., 2019). Gdy mechanizmy przetwarzania
sygnatow hamujacych w LHb stajg si¢ coraz bardziej zrozumiate, pojawiajg si¢ rowniez
mozliwos$ci ich wykorzystania jako potencjalnych strategii terapeutycznych w leczeniu depres;ji

(Webster i wsp., 2021).

Jadra Hb stanowig wazny punkt przekaznikowy taczacy przodomoézgowie z
tylomézgowiem. Przeprowadzone post-mortem badania ludzkiego mézgu wykazaly znacznie
zmniejszone objetosci jader Hb, zar6wno MHb, jak i LHb u pacjentéw z depresja w porOwnaniu
do zdrowych grup kontrolnych 1 pacjentow ze schizofrenig. Stwierdzono rdwniez zmniejszenie
liczby komorek neuronalnych 1 powierzchni komorek u pacjentow z depresja w porownaniu do
grup kontrolnych 1 pacjentéw ze schizofrenig (Ranft i wsp., 2010). Powyzsze wyniki badan
wskazuja, ze jadra Hb, szczegélnie LHb, sa kluczowym wezlem sieci neuronalnej
zaangazowanej w rozwo0j depresji 1 jednoczesnie stanowig perspektywiczny punkt uchwytu dla

interwencji farmakologicznych i neuromodulacyjnych.
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4.10. Psylocybina

Psychodeliki to grupa substancji psychoaktywnych wywolujacych zmiany percepcii,
Swiadomosci, sposobu myslenia oraz sposobu odczuwania emocji. Powszechny podziat
klasyfikuje substancje psychodeliczne na dwie grupy: ,,klasyczne” 1 ,,atypowe” (Wang 1 wsp.,
2024). Klasyczne psychodeliki obejmujg substancje bedace agonistg lub czesciowym agonistg
receptora serotoninowego 5-HT2a i sa dzielone strukturalnie na dwie glowne grupy:
fenyloalkiloaminy i tryptaminy. Do fenyloalkiloamin zaliczamy zwigzki takie jak meskalina
(3,4,5-trimetoksyfenetyloamina) oraz jej syntetyczny analog DOI (2,5-dimetoksy-4-
jodoamfetamina). Natomiast tryptaminy mozna podzieli¢ na dwie podgrupy: proste tryptaminy,
takie jak psylocybina i jej aktywny metabolit psylocyna, oraz DMT (N,N-dimetylotryptamina),
ktére zawierajg pierscien indolowy, a takze pochodne ergoliny, takie jak LSD (dietyloamid
kwasu D-lizergowego) (Jaster i wsp., 2021). Atypowe substancje psychodeliczne maja rdézne
mechanizmy dzialania, ktore nie sg zwigzane z receptorem 5-HT2a 1 nalezg do nich ketamina,

ibogaina, muscimol oraz salwinoryna A (Wang i wsp., 2024).

Grzyby zawierajace psylocybing naleza do zréznicowanej grupy grzyboéw Basidiomycota,
obejmujacej ponad 200 gatunkoéw z rodzajow, takich jak Psilocybe, Gymnopilus i Panaeolus,
przy czym najbardziej rozpowszechnionym rodzajem jest Psilocybe, obejmujacy okoto 144
gatunkéw. Grzyby halucynogenne byty spozywane 1 czczone jako obiekty religijne od czaséw
prehistorycznych przez wiele kultur, a dowody takich praktyk znaleziono w Europie, Afryce i

przede wszystkim w Mezoameryce (Wojtas i Gotgbiowska, 2023).

Po spozyciu psylocybina jest szybko metabolizowana, a doktadniej defosforylowana przez
fosfatazy alkaliczne do swojej farmakologicznie aktywnej formy, psylocyny (Dinis-Oliveira,
2017). Psylocyna przechodzi przez barier¢ krew-mozg i wchodzi w interakcje z receptorami,
co prowadzi do szeregu efektow neurologicznych, w tym zmiany percepcji, myslenia 1
swiadomosci, co jest charakterystyczne dla doswiadczen psychodelicznych (Madsen 1 wsp.,
2019). Podobnie jak wszystkie substancje psychodeliczne, psylocyna ma silne powinowactwo
do receptorow serotoninowych w mozgu, dziatajac gtdéwnie jako agonista receptorow 5-HT?2a,
5-HT2c i 5-HT1a. Psychodeliczne dziatanie psylocyny jest w duzym stopniu ostabiane przez
ketanseryne — substancje blokujaca receptor 5-HT2a — co sugeruje, ze receptor ten odgrywa
kluczowa rol¢ w wywolywanych przez nig efektach. Rola receptorow 5-HTla w

psychoaktywnych efektach psylocyny nie zostata jeszcze zbadana. Ponadto psylocyna
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oddziatuje z innymi receptorami serotoninowymi, w tym 5-HT1b, 5-HT1d, 5-HT2b, 5-HT5a,
5-HT6 i1 5-HT7 (Ray, 2010; Wojtas i Golgbiowska, 2023).

Receptory serotoninowe sg kluczowe w wielu procesach fizjologicznych zwigzanych z
regulacjg nastroju, leku, agresji, snu, apetytu i innych stanéw emocjonalnych. Dziatanie SSRI
polega na blokowaniu wychwytu zwrotnego serotoniny w neuronach presynaptycznych, co
prowadzi do zwigkszenia st¢zenia serotoniny w przestrzeni synaptycznej i wydluzenia czasu jej
dziatania na receptory postsynaptyczne. Jednak mimo popularnosci i szerokiego zastosowania
SSRI, ich skuteczno$¢ jest ograniczona, co stwarza potrzebe opracowania nowych metod
terapeutycznych (Slifirski i wsp., 2021). Dalsze badania nad mechanizmami dzialania
psylocybiny moga dostarczy¢ cennych informacji na temat alternatywnych $ciezek
terapeutycznych. Jest to szczegdlnie istotne, biorgc pod uwage znaczng liczbg pacjentow,

ktérzy nie reaguja na konwencjonalne leczenie.

Badania przedkliniczne pokazuja, ze psylocybina szybko indukuje ekspresje gendéw
zwigzang z neuroplastycznoscia, gtownie w PFC szczuréw, a ekspresja genoéw takich jak:
Cebpb, c-Fos, Dupsli, Fosb, Junb, Ixf-a, Nr4al, P11, Psd95, czy Sgkl jest modulowana w
zaleznos$ci od podanej dawki psylocybiny (Jefsen i wsp., 2021). Zastosowanie mikroskopii
dwufotonowej do obrazowania wierzchotkowych kolcéw dendrytycznych neuronow
piramidowych warstwy piatej w mPFC myszy wykazato, ze pojedyncza dawka psylocybiny
doprowadzita do ~10% wzrostu rozmiaru i ggstosci kolcéw. Przebudowa strukturalna nastgpita
szybko, w ciggu 24 godzin i utrzymywata si¢ miesigc pozniej (Shao i wsp., 2021). Ponadto
nowsze badanie wykorzystujagce dwufotonowa mikroskopi¢ calego moédzgu do mapowania
bezposredniej wezesnej ekspresji genow, wykazato, ze zarowno po podaniu ketaminy jak i
psylocybiny, ekspresja genu c-Fos jest obecna m. in. w ACC, LC, pierwotnej korze wzrokowej,
srodkowym 1 boczno-podstawnym jadrze migdalowatym oraz LHb 1 MHb u samcow 1 samic
myszy (Davoudian i wsp., 2023). Wyniki ostatnich badan przeprowadzonych przez Moliner i
wspotautorow (2023) sugeruja, ze psylocyna wykazuje znacznie wyzsze powinowactwo do
kinazy receptora tropomiozyny B (ang. Tropomyosin receptor kinase B, TrkB) w poréwnaniu
z innymi lekami przeciwdepresyjnymi. Chociaz psylocyna nie dziata jako bezposredni agonista
TrkB, wspomaga dziatanie endogennego BDNF uwalnianego w synapsach poprzez dziatanie
allosteryczne, co zwigksza dimeryzacje i plastycznos¢ receptora TrkB. Aktywacja receptora
TrkB uruchamia sygnalizacje kinazy ssaczego celu rapamycyny (ang. mammalian Target Of
Rapamycin, mTOR) niezbedng do tworzenia nowych potgczen synaptycznych (Moliner i wsp.,
2023).
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Hibicke i wspotautorzy (2020) wykazali, ze pojedyncza dawka psylocybiny (1 mg/kg) ma
dziatanie przeciwdepresyjne u zwierzat o fenotypie TRD — szczurach WKY, a zaobserwowany
efekt terapeutyczny utrzymywat si¢ dtuzej niz po podaniu ketaminy (Hibicke i wsp., 2020).
Autorzy wykazali réwniez, ze w modelu chronicznego stresu unieruchomienia u
dojrzewajacych szczurow (ang. adolescent Chronic Restraint Stress, aCRS), pojedyncze
podanie psylocybiny wystarczylo do normalizacji zachowan poznawczych u stresowanych
szczurow (Hibicke 1 wsp., 2023). Badania przeprowadzone w naszym zespole (Kolasa i wsp.,
2024) wykazaly, ze jednokrotne podanie psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg szczurom WKY
rowniez wykazuje dziatanie przeciwdepresyjne w tescie FST. Analiza molekularna wykazata,
ze w obrgbie PFC dochodzi do wzrostu poziomu biatka zwigzanego z cytoszkieletem
regulowanego aktywnoscig (ang. Activity-regulated cytoskeleton-associated protein, Arc)
zardwno na poziomie transkryptu, jak i biatka. Wzrost ten sugeruje, ze jednokrotne podanie
psylocybiny indukuje zmiany w plastyczno$ci synaptycznej mézgu i1 wykazuje dziatanie

przeciwdepresyjne (Kolasa i wsp., 2024).

Pilotazowe badania kliniczne dostarczyly obiecujacych dowodéw na to, ze psylocybina
moze by¢ skuteczna w leczeniu rdznych zaburzen neuropsychiatrycznych. W szczegoélno$ci
wykazano jej potencjat w leczeniu TRD (Carhart-Harris i wsp., 2016, 2018), Igku i depresji
zwigzanych z chorobg nowotworowg (Grob i wsp., 2011; Ross 1 wsp., 2016; Griffiths i wsp.,
2016), a takze uzaleznieniu od nikotyny (Johnson i wsp., 2014) i alkoholu (Bogenschutz i wsp.,
2015). Badania te dostarczyly zachecajacych wynikdw, wskazujac na terapeutyczny potencjat
psylocybiny w leczeniu zaburzen zdrowia psychicznego. W zwigzku z tym psylocybina stanowi
nowg 1 obiecujaca opcje terapeutyczng dla pacjentdw cierpigcych na rozne zaburzenia
psychiczne, szczegodlnie w przypadkach, gdy tradycyjne leki okazaty si¢ mato skuteczne lub

mialy ograniczong efektywnos$¢ (Pouyan et al., 2022).

W badaniu otwartym przeprowadzonym przez Carhart-Harris i wspotautoréw (2016) na
grupie 12 pacjentéw z TRD, oceniono efekty dwoch dawek psylocybiny: 10 i 25 mg.
Zastosowano poczatkowa niska dawke (10 mg) w celu oceny bezpieczenstwa oraz wysoka
dawke (25 mg) tydzien pdzniej, przy ktorej zaobserwowano efekty psychodeliczne utrzymujace
si¢ przez okolo 6 godzin. Podana substancja byla stosunkowo dobrze tolerowana, cho¢ u
niektorych uczestnikow wystepowal przejsciowy niepokdj oraz tagodna tachykardia. Badanie
wykazalo znaczng poprawg¢ w roznych skalach oceny depresji i leku, takich jak Inwentarz
Depresji Becka (ang. Beck Depression Inventory, BDI), Inwentarz Stanu i Cechy Leku (ang.
State-Trait Anxiety Inventory, STAI), Skala Oceny Depresji Hamiltona (ang. Hamilton
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Depression Rating Scale, HDRS) i Skala Oceny Depresji Montgomery-Asberg (ang.
Montgomery-dsberg Depression Rating Scale, MADRS) 3 miesigce po podaniu dwoch dawek
psylocybiny. Wyniki te sugeruja pozytywne efekty terapeutyczne psylocybiny w leczeniu
objawow depresji i leku u pacjentow z TRD (Carhart-Harris i wsp., 2016).

Podobnie, w niedawno przeprowadzonym duzym, randomizowanym, podwdjnie
za$lepionym badaniu klinicznym, Godwin 1 wspdtautorzy (2022) zbadali zastosowanie
psylocybiny w leczeniu TRD. Badanie wykazalo, ze psylocybina w dawce 25 mg, a nie w
dawce 10 mg, charakteryzowata si¢ znaczng poprawa skuteczno$ci w poréwnaniu z grupg
kontrolna, ktora otrzymata 1 mg substancji. Skutecznos$¢ oceniano na podstawie wyniku w skali
MADRS po 3 tygodniach. Kluczowym odkryciem badania byl szybki poczatek dziatania
przeciwdepresyjnego, zaobserwowany juz drugiego dnia po podaniu psylocybiny. Dodatkowo,
znaczaca czg$¢ uczestnikow (okoto jednej piatej), ktorzy otrzymali 25 mg psylocybiny,
wykazata utrzymujaca si¢ odpowiedz terapeutyczng od 3. do 12. tygodni, co sugeruje

dlugotrwatos¢ efektow leczenia (Goodwin 1 wsp., 2022).

Przeprowadzone przez Daws i wspolpracownikow funkcjonalne obrazowanie metoda
rezonansu magnetycznego (ang. functional Magnetic Resonance Imaging, fMRI) wykazato, ze
szybka 1 trwata odpowiedZ przeciwdepresyjna psylocybiny byla skorelowana ze spadkiem
modutowosci sieci mozgowej, co oznacza, ze dziatanie przeciwdepresyjne psylocybiny moze
zaleze¢ od globalnego wzrostu integracji sieci mozgowej. Analizy kartografii sieciowej
wskazaly, ze bogate w receptory 5-HT2a wyzszego rzedu funkcjonalne sieci staty si¢ bardziej
funkcjonalnie potaczone 1 elastyczne po leczeniu psylocybing. Natomiast odpowiedz
przeciwdepresyjna na escitalopram byta stabsza i nie zaobserwowano zadnych zmian w

organizacji sieci mézgowej (Daws 1 wsp., 2022).

Uznajac ograniczenia konwencjonalnych lekéw przeciwdepresyjnych pierwszego rzutu
oraz brak skutecznych opcji terapeutycznych dla pacjentow cierpigcych na TRD, niedawna
aprobata esketaminy przez amerykanskg Agencje Zywnosci i Lekow oraz Europejska Agencje
Lekow (McIntyre 1 wsp., 2021) przyczynila si¢ do wzrostu zainteresowania grupa szybko
dziatajacych lekow przeciwdepresyjnych (ang. Rapid Acting Antidepressants, RAADS). Leki
te charakteryzuja si¢ zdolnoscia do wywolania efektu terapeutycznego juz po jednej lub kilku
dawkach w stosunkowo krotkim czasie, zwykle od kilku dni do tygodnia (Witkin i wsp., 2019).
Przyktadem RA ADs jest ketamina, ktora wykazuje poprawe objawow depresyjnych juz w ciggu
kilku godzin po podaniu, w przeciwienstwie do lekéw przeciwdepresyjnych opartych na

mechanizmach monoaminergicznych, wymagajacych zazwyczaj co najmniej czterech tygodni,
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aby uzyskac¢ efekt kliniczny (Ramaker i Dulawa, 2017). Pomimo obiecujacej skutecznosci
ketaminy u czg$ci pacjentow, jej dzialanie czgsto nie jest trwale, a wielu chorych nie osiaga
pelnej remisji objawow. Fakt ten podkresla koniecznos¢ dalszych poszukiwan oraz rozwoju
alternatywnych RAADs (Witkin 1 wsp., 2019). Australia jest pierwszym krajem, ktory
formalnie uznat substancje psychedeliczne jako leki terapeutyczne. Australijska Agencja ds.
Produktow Terapeutycznych (ang. Therapeutic Goods Administration, TGA) poinformowata,
ze od 1 lipca 2023 r. lekarze moga przepisywac substancje psychodeliczne do leczenia
niektorych schorzen psychicznych. Specjalnie upowaznieni psychiatrzy moga przepisywac leki
psychodeliczne  zawierajace  psylocybing do  leczenia TRD oraz  MDMA
(3,4-metylenodioksymetamfetaming) w leczeniu zespotu stresu pourazowego (ang. Post-
Traumatic Stress Disorder, PTSD). Decyzja TGA opiera si¢ na rosngcej ilosci badan
naukowych wskazujacych na potencjalne korzys$ci terapeutyczne substancji psychodelicznych.
Badania te pokazuja, ze psylocybina i MDMA moga prowadzi¢ do trwatych pozytywnych
zmian w zdrowiu psychicznym pacjentéw, ktére sg trudne do osiggnigcia za pomoca

tradycyjnych metod leczenia (Haridy, 2023).
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5. Hipoteza i cel pracy

Celem niniejszej pracy jest molekularna charakterystyka jader Hb szczurow szczepu WKY
— uznanego zwierzecego modelu opornosci na dziatanie standardowych lekow
przeciwdepresyjnych — oraz ocena wptywu psylocybiny na funkcjonowanie tej struktury.
Badania obejmujg analiz¢ ekspresji genow 1 biatek w jadrach Hb, co pozwala na identyfikacje
mechanizmoéw molekularnych modulowanych przez psylocybing. Dodatkowym, istotnym
celem pracy jest poszukiwanie potencjalnych molekularnych i neuronalnych markerow
lekoopornosci, ktore odpowiadaja za brak skutecznosci standardowych terapii

przeciwdepresyjnych u szczurow WKY.

Przeprowadzone badania maja na celu poglebienie wiedzy o neurobiologicznych
podstawach depresji, w szczego6lnosci TRD, oraz oceng¢ potencjalnej roli psylocybiny jako
nowoczesne] strategii terapeutycznej. Wyniki tej pracy moga przyczyni¢ si¢ do rozwoju
bardziej efektywnych metod leczenia oraz lepszego zrozumienia mechanizmow

odpowiedzialnych za lekooporno$¢ w depresji.
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6. Materialy i metody
6.1. Odczynniki chemiczne

Odczynniki chemiczne uzyte w do$wiadczeniach opisanych w niniejszej rozprawie
doktorskiej przedstawiono w tabeli 6.1.

Tabela 6.1. Podstawowe odczynniki chemiczne

Odczynnik Producent, numer katalogowy
Heptan POCH, 470470117

Alkohol etylowy 96.6% POCH, 396480111

Alkohol metylowy POCH, 621990110

Sél fizjologiczna zbuforowana fosforanami, pH 7.4 (PBS) Sigma Aldrich, P5493
Nadtlenek wodoru, H20: POCH, 885193111

Triton X-100 Sigma Aldrich, X100

6.2. Zwierzeta

Samce szczuréw Wistar Han (WIS) (w wieku 7 tygodni i wadze okoto 210 g) i samce
szczurow WKY (w wieku okoto 7 tygodni i wadze okoto 200 g) zakupiono w Charles River
(Sulzfeld, Niemcy). Zwierzgta przebywaty w standardowej klatce laboratoryjnej, po 5 szczurow
w klatce, ze swobodnym dostgpem do pozywienia i wody w 12-godzinnym cyKlu
Swiatto/ciemnos¢ (Swiatto wigczane o 8 rano) w warunkach stalej temperatury (22+2 °C) 1
wilgotnosci (45 + 5%). Wszystkie badania opisane w niniejszej rozprawie zostaty zatwierdzone
przez 11 Komisje¢ Etyczna przy Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk w Krakowie (uchwata nr 256/2022 i 126/2024).

6.3. Podanie psylocybiny

Psylocybina zostata zsyntetyzowana w Zaktadzie Chemii Lekow Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja PAN, metoda opisang przez Shirota i wspoétautorow (2003). Uzyty
pirofosforan tetrabenzylu zostat przygotowany zgodnie z procedura opisang przez Nelsona i
wspoétautoréw (2003). Psylocybine rozpuszczono w roztworze Soli fizjologicznej (Polpharma,
Polska) i za pomocg iniekcji dootrzewnowej podano szczurom jednokrotng dawke 0.3 mg/kg
masy ciata. Zwierzeta kontrolne otrzymaty jednokrotng dootrzewnowg iniekcje roztworu soli

fizjologicznej. W celu przeprowadzenia badan molekularnych, szczury poddano dekapitacji 4
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oraz 24 godziny po podaniu psylocybiny. W przypadku badan elektrofizjologicznych, zwierz¢ta
zdekapitowano po 24 godzinach od podania psylocybiny.

6.4. Przygotowanie tkanki

W celu przygotowania materiatu do analiz molekularnych pobrano mozgi od szczurow. Do
analiz ekspresji miRNA 1 mRNA mozgi natychmiast zamrozono w heptanie chtodzonym
suchym lodem. Zamrozone mdzgi pocigto na skrawki o grubosci 20 um za pomocg kriostatu
Jung CM 3000 (Leica, Niemcy). Skrawki zawierajace jadra Hb zostaly umieszczone na
szkietkach podstawowych z membrang PEN 2.0 um (ThermoFisher Scientific, USA) i
wybarwione fioletem krezylu z zestawu LCM Staining Kit (Life Technologies, USA) zgodnie
z instrukcja producenta. MHb i LHb zostaly oddzielnie wycigte za pomoca mikrodysektora
laserowego LMD (Leica, Niemcy). Do analiz ekspresji mRNA 4 godziny po podaniu
psylocybiny z mézgéw odseparowano mPFC, a za pomocg sztancy pozyskano DR i VTA.
Pozostatg czg$¢ mozgu zamrozono w celu pozyskania skrawkéw do wycigcia MHb 1 LHb za
pomoca mikrodysektora laserowego LMD. Do analiz ekspresji mRNA 24 godziny po podaniu
psylocybiny z mézgéw odseparowano Hb, DR i VTA za pomocg sztancy. Wszystkie struktury
zostaty zebrane zgodnie ze stereotaktycznym atlasem moézgu szczura (Paxinos 1 Watson, 1998).
Pozyskane tkanki przechowywano w temperaturze -80°C do momentu przeprowadzenia

dalszych etapow.
6.5. 1zolacja miRNA z MHb i LHb

Izolacje¢ miRNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu miRNeasy Micro Kit (Qiagen,
Niemcy) zgodnie z instrukcja producenta. Calkowite st¢zenie miRNA mierzono za pomoca
spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific, USA), a jako$¢ miRNA
oceniano metoda elektroforezy mikrokapilarnej przy uzyciu zestawu Experion RNA HighSens
Analysis Kit (Bio-Rad, USA) zgodnie z instrukcjg producenta. Do dalszych eksperymentow
wykorzystano probki, ktore przekroczyly prog jakosci (RIN > 8.0).

6.6. Macierze TagMan miRNA z MHb i LHb

Wedlug wstgpnych badan zaprojektowano macierze TaqMan Array MicroRNA
(ThermoFisher Scientific, USA) zawierajace 32 wybrane miRNA (tabela 6.2) w trzech
technicznych powtorzeniach. Probki zduplikowano i jedng macierz TagMan Array MicroRNA

wykorzystano na 4 probki. Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono za pomocg zestawu
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TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific, USA) zgodnie z
instrukcja producenta. Otrzymany cDNA poddano wstepnej amplifikacji w celu zwigkszenia
ilosci cDNA przy uzyciu TagMan PreAmp Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA)
zgodnie z instrukcjg producenta. Namnozony produkt rozcienczono i przeprowadzono reakcje
ilosciowg PCR przy uzyciu TagMan Universal PCR Master Mix II (no UNG) (ThermoFisher
Scientific, USA) w systemie QuantStudio 12 K Flex (Applied Biosystems, USA).

Dane analizowano za pomocg oprogramowania QuantStudio 12 K Flex (Applied Biosystems,
USA). Dla wszystkich probek ustalono ten sam prog rowny 0.2. Wartosci cyklu detekcji CT
powyzej 31 uznano za niewykrywalne miRNA ze wzgledu na przeprowadzenie reakcji
preamplifikacji. Nastgpnie zastosowano oprogramowanie gbase+ Biogazelle (Biogazelle,
Belgia) i za pomocg algorytmu geNorm wybrano miR-7a-1-3p i miR-328a-3p jako miRNA
referencyjne (Marabita i wsp., 2016). Nastgpnie obliczono wzglgdny poziom ekspresji metoda

278ACT wedhug Pfaffla (2001) ze zmodyfikowanym réwnaniem dla wielu referencji. Analize

statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t Studenta dla prob niezaleznych. Ze wzglgdu na
jednoczesny pomiar ekspresji miRNA na jednej plytce zastosowano miar¢ False Discovery
Rate (FDR), korzystajac z dwuetapowej metody Benjamini, Kriegera i Yekutieli (FDR < 0.05)

w celu oceny wynikow testow wielokrotnych. Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem

programu GraphPad Prism 9.1.2 (GraphPad Software).

Tabela 6.2. Wybrane miRNA wraz z numerem akcesyjnym w bazie miRBase i identyfikatorem

Numer ] Numer :
MiRNA akcesyjny w Ide:ﬁg:\ll(ztor miRNA akcesyjny w Ide;ﬁygwitor
bazie miRBase bazie miRBase

rno-miR-92a-3p | MIMAT0000816 000430 rno-miR-29a-5p | MIMAT0004718 002447
rno-miR-133a-3p | MIMAT0000839 002246 rno-miR-30a-3p | MIMAT0000809 000416
rno-miR-182 MIMATO0005300 002599 rno-miR-328a-3p | MIMATO0000564 000543
rno-miR-203a-3p | MIMAT0000876 000507 rno-miR-7 M10029387 000582

rno-miR-449a-5p | MIMATO0001543 001030 rno-miR-7a-2-3p | MIMATO0017091 462860_mat
rno-miR-674-5p | MIMAT0005329 002021 rno-miR-7a-5p MIMATO0000606 000268
ro-miR-708-5p | MIMATO0005331 002341 rno-miR-34b-3p | MIMATO0017105 002618

rno-miR-184 MIMATO0000861 000485 rno-miR-16-3p MIMATO0017094 462804 _mat
U6 snRNA NR_004394 001973 rno-miR-362-3p | MIMAT0017357 002616
rno-miR-19a-3p | MIMATO0000789 000395 rno-miR-429 MIMAT0001538 001077
ath-miR159a MIMATO0000177 000338 rno-miR-451-5p MIMATO0001633 001141
rno-miR-29a-3p | MIMAT0000802 002112 rno-miR-674-3p | MIMAT0005330 001956
rno-miR-214-3p | MIMAT0000885 000517 rno-miR-16-5p MIMATO0000785 000391
rno-miR-221-3p | MIMATO0000890 000524 rno-miR-1-3p MIMAT0003125 002064
rno-miR-223-3p | MIMAT0000892 000526 rno-miR-7-1-3p M10000263 001338
rno-miR-23a-3p | MIMAT0000792 000399 rno-miR-7a-1-3p | MIMATO0000607 002062
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6.7. 1zolacja mMRNA z mPFC, MHb, LHb, DR i VTA

Izolacj¢ mRNA z mPFC, DR i VTA przeprowadzono przy uzyciu zestawu RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Niemcy), natomiast z MHb i LHb przy uzyciu zestawu RNeasy Micro Kit (Qiagen,
Niemcy), zgodnie z instrukcjami producenta. Catkowite stezenie RNA mierzono za pomocg
spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific, USA), a jako$¢ RNA
oceniano metodg elektroforezy mikrokapilarnej przy uzyciu zestawu Experion RNA
StdSens/HighSens Analysis Kit (Bio-Rad, USA) zgodnie z instrukcjami producenta. Do
dalszych eksperymentow wykorzystano probki, ktore przekroczyty prog jakosci (RIN > 8.0).

6.8. Macierze TagMan mRNA z MHb i LHb

Zgodnie z wynikami uzyskanymi z analizy miRNA oraz baz danych miRWalk i Target
Scan, zaprojektowano macierze TagMan Gene Expression Array Cards (ThermoFisher
Scientific, USA) zawierajace 32 wybrane geny (tabela 6.3) w trzech technicznych
powtdrzeniach. Zastosowano jedng macierz TagMan Gene Expression Array Cards na 4 probki.
Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono za pomocg zestawu High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (ThermoFisher, USA) zgodnie z instrukcja producenta. Reakcje
ilosciowg PCR przeprowadzono przy uzyciu TagMan Universal PCR Master Mix I (no UNG)
(ThermoFisher Scientific, USA) zgodnie z instrukcja producenta w systemie QuantStudio 12 K
Flex (Applied Biosystems, USA).

Dane analizowano za pomoca oprogramowania QuantStudio 12 K Flex (Applied Biosystems,
USA). Dla wszystkich probek ustalono ten sam prog rowny 0.2. Wartos¢ cyklu detekcji CT
powyzej 34 uznawano za niewykrywalne mRNA. Nastepnie obliczono poziom ekspresji genow

2—AACT

metoda wedtug Pfaffla (2001) ze zmodyfikowanym roéwnaniem dla wielu genow

referencyjnych: biatko rybosomalne L32 (Rpl32), izomeraza peptydyloprolilowa A (Ppia) i 18S
rybosomalne RNA (18S). Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca testu t Studenta dla
prob niezaleznych lub dwuczynnikowg ANOVA. Za istotng statystycznie uznano warto$¢
p<0.05. Ze wzgledu na jednoczesny pomiar ekspresji mRNA na jednej ptytce zastosowano
miar¢ False Discovery Rate (FDR), korzystajac z dwuetapowej metody Benjamini, Kriegera i
Yekutieli (FDR < 0.05) w celu oceny wynikow testow wielokrotnych. Analizy przeprowadzono
z wykorzystaniem programu GraphPad Prism 9.1.2 (GraphPad Software).
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Tabela 6.3. Wybrane 32 geny wraz z pelng nazwa i identyfikatorem

Identyfikator

Gen Pelna nazwa genu
genu
ang. Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1C
Cdknlc Inhibitor kinazy zaleznej od cyklin 1C Rn01502044_g1
Drd2 ang. Dopamine R«_—:-ceptor D2 RN00561126_m1
Receptor dopaminowy D2
ang. ETS Transcription Factor ELK4
Elk4 Czynnik transkrypcyjny ELK4 Rn01484014_ml
ang. 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A
Htra Receptor 5-hydroksytryptaminy (serotoniny) 2A Rn01468302_m1
Htra ang. 5-hydroxytryptamine (ser_otonln) recgptor 4 RN00563402_m1
Receptor 5-hydroksytryptaminy (serotoniny) 4
ang. 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 7
Htr7 Receptor 5-hydroksytryptaminy (serotoniny) 7 Rn00576048_m1
Kenj5 ang. Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamlly J Member 5 RN01789221_mH
Prostowniczy kanat potasowy 5 podrodziny J
Kcnjo ang. Potassium Inwa_rdly Rectifying Channel Subfamlly J Member 9 RN00587665_m1
Prostowniczy kanat potasowy 9 podrodziny J
ang. Solute Carrier Family 12 Member 5
Slc12a5 Transporter substancji rozpuszczonych 5 rodziny 12 Rn00592624_m1
ang. Somatostatin Receptor 4
Sstrd Receptor somatostatyny 4 Rn00564741_s1
ang. Solute Carrier Family 6 (taurine transporter) Member 6
Slc6a6 Transporter substancji rozpuszczonych (transporter tauryny) 6 rodziny 6 Rn00567962_m1
ang. Solute Carrier Family 6 (serotonin transporter) Member 4
Slc6a4 Transporter substancji rozpuszczonych (transporter serotoniny) 4 rodziny 6 Rn00564737_ml
ang. Solute Carrier Family 6 (norepinephrine transporter) Member 2
Slc6az Transporter substancji rozpuszczonych (transporter noradrenaliny) 2 rodziny 6 Rn00580207_m1
ang. Solute Carrier Family 17 (vesicular glutamate transporter) Member 6
Slc17ab Transporter substancji rozpuszczonych (transporter glutaminianu) 6 rodziny 17 Rn00584780_m1
ang. Neuregulin 1
Nrgl Neuregulina 1 Rn01482165_m1
ang. Prolactin Family 8, Subfamily A, Member 5
Prigas Rodzina prolaktyny 8, podrodzina A, cztonek 5 Rn01789326_m1
ang. Prolactin Family 3, Subfamily A, Member 1
Pri3al Rodzina prolaktyny 3, podrodzina A, cztonek 1 Rn01434782_m1
ang. Mitogen Activated Protein Kinase 14
Mapk14 Kinaza biatkowa 14 aktywowana mitogenem Rn00578842_m1
ang. Mitogen Activated Protein Kinase 8
Mapk8 Kinaza biatkowa 8 aktywowana mitogenem Rn01218952_m1
ang. Tryptophan Hydroxylase 1
Tphl Hydroksylaza tryptofanu 1 Rn01476867_m1
ang. G Protein-coupled Receptor 55
Gprs5 Receptor 55 sprzezony z biatkiem G Rn03037213_s1
ang. Somatostatin Receptor 3
Sstr3 Receptor somatostatyny 3 Rn02134439_s1
ang. Somatostatin Receptor 2
Sstr2 Receptor somatostatyny 2 Rn01464950_g1
Gabral ang. Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Alphal RN00788315_m1
Podjednostka alfal receptora kwasu gamma-aminomastowego typu A
Gabrb1 ang. Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Betal RN00564146_m1

Podjednostka betal receptora kwasu gamma-aminomastowego typu A
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ang. Cholinergic Receptor Nicotinic Alpha 1 Subunit
Chrnal Podjednostka alfa 1 cholinergicznego receptora nikotynowego Rn01278033_m1
ang. Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 3
Ntrk3 Neurotroficzna receptorowa kinaza tyrozynowa 3 Rn00570389_m1
Nitrk2 ang. Neu.rotrophlc Receptor Tyr05|ne Kinase 2 RN01441749_m1
Neurotroficzna receptorowa kinaza tyrozynowa 2
ang. Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alphal B

Cacnalb Podjednostka Alphal B wapniowego kanatu bramkowanego napieciem Rn00595911_ml

ang. Eukaryotic 18S rRNA
185 Eukariotyczna podjednostka 18S rRNA Hs99999901_s1
Ppia ang. Peptidylprolyl Isomgrase A RN00690933_m1

Izomeraza peptydyloprolilowa A

ang. Ribosomal Protein L32

Rpi32 Biatko rybosomalne L.32 Rn00820748_g1

6.9. Ilosciowa reakcja lancuchowa polimerazy

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono za pomocg zestawu High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (ThermoFisher, USA) zgodnie z instrukcja producenta. Ilosciowa
reakcje lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real Time quantitative
Polymerase Chain Reaction, RT-qPCR) przeprowadzono w duplikacie przy uzyciu qPCR-HS
Mix SYBR (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z instrukcjg producenta w systemie detekc;ji
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, USA) w nastepujacych cyklach:
aktywacja enzymu w temperaturze 95 °C przez 3 minuty, 40 cykli denaturacji w temperaturze
95 °C przez 20 sekund, przylaczania starterow w temperaturze 60 °C przez 30 sekund,
wydhuzenia produktu w temperaturze 72 °C przez 15 sekund. Zastosowano odpowiednie

sekwencje par starterow zawarte W tabeli 6.4. Poziom ekspresji genoéw obliczono metoda 274¢T

wedhug Pfaffla (2001), ze zmodyfikowanym réwnaniem dla wielu gendéw referencyjnych:
biatko rybosomalne L32 (Rpl32), izomeraza peptydyloprolilowa A (Ppia). Analizg statystyczna
przeprowadzono za pomocg testu t Studenta dla prob niezaleznych lub dwuczynnikowa
ANOVA z wykorzystaniem programu GraphPad Prism 9.1.2 (GraphPad Software). Za istotna

statystycznie uznano warto$¢ p <0.05.
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Tabela 6.4. Sekwencje par starterow wykorzystanych w reakcji qPCR

Ngaeznvl\ja l;li;\{(v: Sekwencja Forward (5'—3') Sekwencja Reverse (5'—3")
Kcnj5 GIRK4 TTCTTAGCAAGGCCCCTTAA GACGACATTGTGTGTGCTCC
Gabbr2 GABAgR2 TGTGGAGGCCAATTCCTCAC CGATGACCCAGATCCCATCG
Ppp2ca PP2A GACTATGTGGACAGAGGATATTAC CAAGGCAGTGAGAGGAAGG
Grin2a GIuN2A GATCAACAATTCAACCAACG AGACCACTTCACCTATCATTC
c-Fos c-Fos CATCCTTACGGACTCCCCAC TTCAAGTTGATCTGTCTCCGCT
Arc Arc GAGATGGCCGAAGGAACCTC CTGGTATGAATCACTGCTGGGG
Psd95 Psd95 CAACATGGACTGTCTCTGTATAGT TTCACCTGCAACTCATATCCTG
Rpl32 Rpl32 GTGAAGCCCAAGATCGTC GAACACAAAACAGGCACAC
Ppia Ppia TGACTTCACACGCCATAAT AGATGCCAGGACCTGTATGC

Tabela 6.5. Petna nazwa genow sprawdzanych za pomoca reakcji qPCR

Gen Pelna nazwa genu
ang. Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamily J Member 5,
Kcnj5 Prostowniczy kanat potasowy 5 podrodziny J, zwany rowniez GIRK4
(ang. G Protein-Activated Inward Rectifier Potassium Channel 4)
Gabbr? ang. Gamma-Aminobutyric Acid (GABA) Receptor Type B 2,
Receptor kwasu gamma aminomastowego (GABA) typu B 2
En e ang. Protein Phosphatase 2 Catalytic Subunit Alpha,
PP Podjednostka katalityczna fosfatazy biatkowej 2 alfa
Grina ang. N-Methyl-D-Aspartate receptor (NMDA) 2A,
Podjednostka typu 2A receptora N-metylo-D-asparaginowy (NMDA)
cEos ang. Fos Proto-Oncogene
Komoérkowy Protoonkogen, nalezacy do genow wcezesnej odpowiedzi komdrkowej
e ang. Activity Regulated Cytoskeleton Associated Protein
Biatko zwigzane z cytoszkieletem regulowane aktywnoS$cia
Psd95 ang. Postsynaptic Density Protein 95
Biatko Gestosci Postsynaptycznej 95
ang. Ribosomal Protein L32,
Rpl32 Biatko rybosomalne L32
ENT ang. Peptidylprolyl Isomerase A,
P Izomeraza peptydyloprolilowa A

6.10. Barwienie immunofluorescencyjne — KCC2 i 5-HT7

Zamrozone mozgi szczurze pocieto na skrawki o grubosci 16 um za pomoca kriostatu Jung

CM 3000 (Leica, Niemcy) zgodnie ze stereotaktycznym atlasem mozgu szczura (Paxinos i

Watson, 1998) i umieszczono na szkietkach SuperFrost (ThermoFisher Scientific) pokrytych

0.2% zelatyng rozpuszczong w 0.05 M Tris-HCI, pH=7.6. Skrawki obrysowano markerem

tworzacym barier¢ hydrofobowa (Vector Laboratories, USA) i utrwalono w zmrozonym

metanolu przez 10 minut. Przeptukano w 0.1 M roztworze soli fizjologicznej zbuforowane;j
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fosforanami, pH 7.4 (ang. Phosphate Buffered Saline, PBS), trzy razy po 10 minut. Blokowano
w 0.1 M PBS z 10% normalng surowicg o$la (ang. Normal Donkey Serum, NDS) (Jackson
ImmunoResearch, USA) przez noc w temperaturze 4 °C. Inkubowano z przeciwciatami
pierwszorzedowymi: krélicze anty-5-HT7 (1:100, #ABIN617922, Antibodies-online) lub
krolicze anty-KCC2 (1:200, #07-432, Sigma Aldrich) zawieszonymi w 0.1 M PBS z 5% NDS
przez noc w temperaturze 4 °C. Przeptukano w 0.1 M PBS trzy razy po 10 minut. Inkubowano
Z przeciwciatami drugorzedowymi: anty-krolicze Alexa488 (1:200, #A21206, Invitrogen) lub
anty-krélicze Alexa555 (1:200, #A31572, Invitrogen) przez 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Przeptukano w 0.1 M PBS trzy razy po 10 minut. Inkubowano z 0.1 M PBS z 4,6-
diamidyno-2-fenyloindolem — DAPI (1:1000, D1306, Invitrogen) w celu uwidocznienia jader.
Przeptukano w 0.1 M PBS dwa razy po 5 minut. Skrawki pokryto $rodkiem utrwalajacym
VECTASHIELD Antifade Mounting Medium (Vector Laboratories, USA) i nalozono szkietko
nakrywkowe. Na kazdym etapie barwienia immunofluorescencyjnego szkietka
przechowywano w czarnej komorze wilgotnosciowej StainTray z czarng pokrywa (Sigma
Aldrich, USA). Zdjecia wykonano za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego Axio Imager A2

(Carl Zeiss, Niemcy). Analiza sygnatu zostata przeprowadzona za pomocg programu Imagel.
6.11. Barwienie immunofluorescencyjne — GIRK4

Zamrozone mozgi szczurze pocieto na skrawki o grubosci 16 um za pomocg kriostatu Jung
CM 3000 (Leica, Niemcy) zgodnie ze stereotaktycznym atlasem mozgu szczura (Paxinos i
Watson, 1998) i umieszczono na szkietkach SuperFrost (ThermoFisher Scientific) pokrytych
0.2% zelatyng rozpuszczong w 0.05 M Tris—HCI, pH=7.6. Skrawki obrysowano markerem
tworzacym barier¢ hydrofobowg (Vector Laboratories, USA) 1 utrwalono w zmrozonym
metanolu przez 10 minut. Przeptukano w 0.1 M PBS dwa razy po 5 minut. Inkubowano w
buforze odstaniajacym antygen sktadajacym si¢ z: 0.1 M PBS, 0.2% nadtlenek wodoru, 0.2%
Triton X-100, 20% metanol; przez 25 minut w temperaturze pokojowe;j. Przeptukano w 0.1 M
PBS dwa razy po 5 minut. Inkubowano z przeciwcialem pierwszorzedowym: krolicze anty-
KCNJ5 (1:100, #APC-027, Alomone Labs) zawieszone w roztworze sktadajagcym si¢ z: 0.1 M
PBS, 0.3% Triton X-100, 0.05% Tween-20, 2% NDS; przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej, a nastepnie przez noc w temperaturze 4 °C. Przeptukano 0.1 M PBS z 2% NDS
(Jackson ImmunoResearch, USA) dwa razy po 5 minut. Inkubowano z przeciwcialem
drugorzedowym: anty-krolicze Alexa488 (1:600, #A21206, Invitrogen) zawieszone w
roztworze sktadajacym si¢ z: 0.1 M PBS, 0.3% Triton X-100, 0.05% Tween-20, 2% NDS; przez

1 godzing w temperaturze pokojowej, a nastgpnie przez noc w temperaturze 4 °C. Przeptukano
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0.1 M PBS z 2% NDS dwa razy po 5 minut. Inkubowano z 0.1 M PBS z DAPI (1:1000, D1306,
Invitrogen) w celu uwidocznienia jader. Przeptukano w 0.1 M PBS dwa razy po 5 minut.
Skrawki pokryto $rodkiem utrwalajagcym VECTASHIELD Antifade Mounting Medium
(Vector Laboratories, USA) 1 natozono szkietko nakrywkowe. Na kazdym etapie barwienia
immunofluorescencyjnego szkietka przechowywano w czarnej komorze wilgotno$ciowe;j
StainTray z czarng pokrywa (Sigma Aldrich, USA). Zdjecia wykonano za pomocg mikroskopu
fluorescencyjnego Leica Thunder (Leica, Niemcy). Analiza sygnatu zostata przeprowadzona

za pomocg programu Fiji Imagel z wykorzystaniem opcji tworzenia masek.
6.12. Elektrofizjologia whole-cell patch clamp

Samce szczurow WIS (okolo 7 tygodni, wazace okoto 210 g) i WKY (okoto 7 tygodni,
wazace okolo 200 g) poddano dekapitacji 24 godziny po podaniu psylocybiny lub soli
fizjologicznej. Wyizolowane modzgi poci¢to na skrawki o grubosci 250 um przy uzyciu
wibrujacego mikrotomu (Leica VT1000 S, Niemcy) w natlenowanym karbogenem,
zmrozonym sztucznym ptynie mézgowo-rdzeniowym (ang. Artificial Cerebrospinal Fluid,
ACSF) przeznaczonym do preparatyki, sktadajacym si¢ z nastepujacych sktadnikoéw: 92 mM
NaCl, 2.5 mM KClI, 1.25 mM NaH2PO4, 30 mM NaHCO3, 0.5 mM CaCl2, 10 mM MgSO4,
20 nM HEPES, 5 mM askorbinian sodu, 3 mM pirogronian sodu, 2 mM tiomocznik i 25 mM
glukoza (pH 7.4; osmolarnos¢ 290-300 mOsmol kg?). Skrawki zawierajace boczne jadro
uzdeczki przeniesiono do komory inkubacyjnej zawierajgcej natlenowany karbogenem,
ogrzany (32°C) ACSF zawierajacy nastepujace sktadniki: 118 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 3
mM KCI, 1.2 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl2, 1.3 mM MgSO4 i 10 mM glukoza (pH 7.4;
osmolarno$¢ 290-300 mOsmol kg™). Po co najmniej 90 minutach inkubacji, skrawki
przeniesiono do zanurzonej komory rejestrujacej, w ktorej tkanke stale perfundowano (2

ml/min) natlenowanym karbogenem, ogrzanym (32°C) ACSF o tym samym sktadzie.

Mikropipety rejestrujace (opor 6—7 MQ) wyciggano na wyciagarce horyzontalnej (P-1000,
Sutter Instruments, Novato, CA, USA) z kapilar ze szkta borokrzemowego (Sutter Instruments)
1 napelniono roztworem zawierajagcym: 145 mM glukonian potasu, 1.3 mM MgClz, 4 mM
Na,ATP, 0.4 mM NasGTP, 5 mM EGTA, 10 mM HEPES (pH 7.3; osmolarnos¢ 290-300
mOsmol kg?) i biocytyne (0.05%) w celu immunofluorescencyjnej identyfikacji
rejestrowanych neuronéw. Obliczony potencjat pradu uptywu dla ACSF 1 roztworu wewnatrz

pipety wynosit + 15 mV, a wartos$¢ ta zostata odje¢ta od danych.
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Neurony LHb zlokalizowano za pomocg mikroskopu $wietlnego wyposazonego w kontrast
réznicowo-interferencyjny (Axio Examiner.D1, Zeiss, Getynga, Niemcy). Kontrola ci$nienia
ptynu w pipecie odbywata si¢ za pomoca kontrolera mikroci$nien NeoBiosystems EZ-
gSEAL100B (USA). Do rejestracji sygnatu (filtrowanego dolnoprzepustowo przy 3 kHz i
digitalizowanego przy 20 kHz) i akwizycji danych uzyto wzmacniacza SEC 05 LX (NPI,
Tamm, Niemcy), konwertera Micro 1401 mk Il (Cambridge Electronic Design (CED),
Cambridge, Wielka Brytania) oraz oprogramowania Signal i Spike2 (CED,
RRID:SCR_017081, RRID:SCR_000903).

W celu identyfikacji pradéw przeptywajacych przez kanaty GIRK wykonano test krokow
napi¢ciowych przy potencjale utrzymania -50 mV w zakresie napi¢¢ od -140 mV do +40 mV.
Skok napigciowy nastepowal co 10 mV, a dlugo$¢ pojedynczego pulsu trwata 1s. Po
przeprowadzeniu testow elektrofizjologicznych wymieniono ACSF na ACSF o wysokiej
zawarto$ci potasu o sktadzie: 25 mM NaHCO3, 25 mM KCI, 1.2 mM NaH2PO4, 2 mM CacCl2,
1.3 mM MgS04 i 10 mM glukoza (pH 7.4; osmolarno$¢ 290-300 mOsmol kg?). Po catkowite;
wymianie powtorzono test krokow napieciowych. Nastepnie skrawek byt optukiwany ACSF o
wysokiej zawartosci potasu z dodatkiem 100 nm Tertiapin-Q (#1316, Tocris) w celu blokady

pradow przeptywajacych przez kanaty GIRK.
6.13. Barwienie immunofluorescencyjne po rejestracji patch clamp

Po rejestracji, skrawki mozgu utrwalono w 4% formaldehydzie przez noc w temp. 4°C 1
wykonano barwienie immunofluorescencyjne w celu uwidocznienia zarejestrowanych
neuronow. Przeptukano w PBS dwukrotnie przez 10 min. Inkubowano w roztworze blokujacym
I permeabilizujacym sktadajacym si¢ z: PBS, 10% NDS, 0.3% Triton X-100; przez 3 godziny
w temperaturze pokojowej. Nastepnie inkubowano z ekstrawidyng sprz¢zong z Cy3 (1:200,
#E4142, Sigma) zawieszong w roztworze sktadajacym si¢ z: 0.1 M PBS, 2% NDS, 0.3% Triton
X-100; przez 48 godzin w temp. 4 °C. Przeptukano w 0.1 M PBS 3 razy przez 15 min. Skrawki
nalozono na szkietka podstawowe, pokryto Fluoroshield™ zawierajacym DAPI 1 przykryto
szkielkiem nakrywkowym. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego

(Axio Imager.M2, Zeiss, Niemcy).
6.14. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne 1 wizualizacje wynikow przeprowadzono z wykorzystaniem

oprogramowania GraphPad Prism (GraphPad Software).
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Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng ze wszystkich zebranych pomiarow, z
odchyleniami okre§lonymi przez btad standardowy $redniej (ang. Standard Srror of the Mean,
SEM).

Analiza danych obejmowata ocen¢ rozktadu normalnego za pomoca testu Shapiro—Wilka i testu
Kotmogorowa—Smirnowa oraz identyfikacj¢ wartosci odstajacych za pomocg metody ROUT.

Zastosowano poziom istotnosci (poziom alfa) wynoszacy 5%.

Do oceny réznic pomiedzy szczepem szczurdw WIS i szczepem WKY, analiz¢ statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu Testu T Studenta dla préb niezaleznych. Ze wzgledu na
jednoczesny pomiar ekspresji na jednej ptytce zastosowano miar¢ False Discovery Rate (FDR),
korzystajac z dwuetapowej metody Benjamini, Kriegera i Yekutieli (FDR < 0.05) w celu oceny
wynikow testow wielokrotnych. Do oceny wplywu dziatania psylocybiny na szczepy WIS i

WKY, analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej ANOVA.
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7. Wyniki

MHDb i LHb to niewielkie, ale funkcjonalnie istotne struktury zlokalizowane w grzbietowej
cze¢$ci migdzymozgowia (Groos i Helmchen, 2024). Niewielki rozmiar oraz bliskie sgsiedztwo
stanowig istotne wyzwanie dla badan molekularnych wymagajacych precyzyjnego pozyskania
materialu tkankowego. W niniejszej rozprawie doktorskiej kluczowe znaczenie miato
zastosowanie techniki mikrodysekcji laserowej, ktora jako jedyna dostepna metoda pozwala na
precyzyjne wyizolowanie konkretnych struktur anatomicznych z duza doktadnoscia
przestrzenng. Dzigki tej technice mozliwe byto niezalezne pozyskanie tkanki z tej struktury oraz
przeprowadzenie dalszych analiz molekularnych, ktore przedstawiono w niniejszej pracy.
Lokalizacj¢ jader uzdeczki oraz obszar wycigcia za pomoca mikrodysekcji laserowej

przedstawiono na rycinie 7.1.

Boczne jadro Srodkowe Srodkowe Boczne jadro
uzdeczKi jadro uzdeczki jadro uzdeczki uzdeczKi

Rycina 7.1. Lokalizacja bocznego i $rodkowego jadra uzdeczki w mdzgu szczura. A) Reprezentatywny
skrawek mozgu szczura przedstawiajacy lokalizacj¢ jader uzdeczki. Obraz pochodzi z atlasu
stereotaktycznego Paxinosa i Watsona (2007), poziom bregma: —3.30 mm. Niebieska ramka wskazuje
lokalizacje¢ obu jader uzdeczki. MHb — Medial Habenular Nucleus, érodkowe jadro uzdeczki; LHb —
Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki. B) Reprezentatywny obraz jader uzdeczki
wykonany w trakcie mikrodysekcji laserowej po wybarwieniu fioletem krezylu. Boczne jadro uzdeczki
obrysowane zielong linig, sSrodkowe jadro uzdeczki obrysowane czerwong linig
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7.1. Ekspresja mikroRNA w Srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki u szczurow

Wistar Han i Wistar Kyoto

W celu szczegdlowego scharakteryzowania molekularnych réznic w obrgbie jader Hb
miedzy szczurami kontrolnymi szczepu WIS a szczurami WKY, wykazujacymi fenotyp TRD,
przeprowadzono analize ekspresji czasteczek mikroRNA (miRNA). MiRNA to niewielkie,
niekodujace czasteczki RNA, ktore odgrywaja kluczowa role w potranskrypcyjnej regulacji
ekspresji gendow, gldéwnie poprzez hamowanie translacji lub degradacj¢ docelowych mRNA
(Bartel, 2004). Ze wzgledu na ich istotny udziat w regulacji proceséw neuronalnych,
plastyczno$ci synaptycznej oraz odpowiedzi na stres, analiza poziomu ich ekspresji w
srodkowym 1 bocznym jadrze uzdeczki moze dostarczy¢ cennych informacji na temat
mechanizmoéw molekularnych rdznicujacych osobniki podatne i oporne na leczenie

przeciwdepresyjne. Schemat przebiegu do§wiadczenia przedstawiono na rycinie 7.2.

Pozyskanie mézgéw

szczuréw WIS i WKY Izolacja miRNA

Analiza danych

Mikrodysekcja MHb i LHb Macierze miRNA TagMan

Created in BioRender.com bio

Rycina 7.2. Schemat przebiegu analizy ekspresji miRNA w $rodkowym i bocznym jadrze uzdeczki u
szczuré6w Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS — Wistar Han; WKY — Wistar Kyoto; MHb — Medial
Habenular Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro
uzdeczki. Rycina zostata wykonana przy uzyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com)

Na podstawie literatury oraz wynikdw wstepnych uzyskanych we wczesniejszych
badaniach w laboratorium wyselekcjonowano 32 miRNA. Ekspresj¢ wybranych miRNA
oceniono w MHb 1 LHb przy uzyciu macierzy miRNA TagMan. Wyniki analizy statystycznej
ekspresji mMiRNA w MHb i LHb przedstawiono w tabeli 7.1.
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Tabela 7.1. Wyniki analizy statystycznej ekspresji miRNA w srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki u
szczurow Wistar Han i Wistar Kyoto. Réznice w poziomie ekspresji pomiedzy szczepami sprawdzono
za pomocyg testu t Studenta

MiRNA Analiza ekspresji w MHb Analiza ekspresji w LHb
miR-133a-3p p=0.0121* p =0.0016 **
miR-708-5p p=0.0182 * p =0.0128 *
miR-203a-3p p = 0.0026 ** p = 0.0510
miR-449a-5p p =0.0078 ** p =0.3276
miR-674-3p p=0.0161* p = 0.9316

miR-182 p =0.0017 ** ekspresja poza progiem detekcji
miR-92a-3p p =0.7380 p=0.0191*

miR-7a-5p p = 0.5355 p = 0.3358

miR-16-5p p=0.4112 p = 0.6552
miR-19a-3p p =0.5270 p = 0.1525
miR-221-3p p = 0.0856 p =0.0738
miR-223-3p p = 0.1555 p =0.1875
miR-23a-3p p = 0.0644 p = 0.6320
miR-29a-5p p =0.1929 p =0.1637
miR-29a-3p p =0.6231 p =0.0632
miR-30a-3p p=0.1788 p=0.1719
miR-34b-3p p =0.6983 p=0.2618
miR-451-5p p = 0.5887 p = 0.2455
miR-674-3p p = 0.2507 p=0.3421
miR-7a-2-3p p=0.3738 p =0.1366
miR-7-1-3p p = 0.0535 p = 0.5885

miR-7 p =0.8160 p =0.5382

miR-184 p =0.1997 ekspresja poza progiem detekcji

miR-1-3p ekspresja poza progiem detekcji p=0.1148
miR-214-3p ekspresja poza progiem detekcji p=0.1118

miR-16-3p ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji
miR-429 ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekc;ji
miR-362-3p ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji

*p <0.05; ** p<0.005 oznaczono istotnie statystyczne roznice w ekspresji. MHb — Medial Habenular
Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki

Wigkszos¢ analizowanych miRNA wykazywata zblizony poziom ekspresji u obu szczepow
szczuroOw w obu jadrach Hb. Jednak w obrgbie MHb ekspresja szesciu miRNA roznicowata
istotnie szczury WKY od szczurow WIS (tabela 7.1, rycina 7.3). Trzy z nich charakteryzowaty
si¢ nizszym poziomem ekspresji u szczurow WKY w porownaniu do szczurow WIS: miR-
133a-3p (p=0.0121), miR-182 (p=0.0017), miR-449a-5p (p=0.0078). Natomiast dla trzech
pozostatych miRNA ekspresja byta wyzsza u szczurow WKY: miR-203a-3p (p=0.0026), miR-
674-3p (p=0.0161), miR-708-5p (p=0.0182) (rycina 7.3).
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W LHb istotne réznice w ekspresji miedzy szczepami odnotowano dla trzech miRNA (tabela
7.1, rycina 7.3). Dwa z nich, miR-133a-3p (p=0.0016) oraz miR-708-5p (p=0.0128), wykazaty
wyzszy poziom ekspresji u szczuréw WKY w porownaniu do WIS, podczas gdy ekspresja miR-

92a-3p (p=0.0191) byta nizsza u szczuréw WKY (rycina 7.3).

Ze wzgledu na fakt, ze wszystkie miRNA analizowano na jednej ptytce, przeprowadzono
dodatkowa kontrole btedu statystycznego, stosujac metod¢ korekcji dla wielokrotnych
poréwnan. Wykorzystano dwuetapowa metode krokowa Benjamina, Kriegera i Yekutieli,

przyjmujac prog istotnosci dla wspotczynnika fatszywych odkry¢ (FDR < 0.05).
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Rycina 7.3. Ekspresja statystycznie istotnie réznicujacych miRNA pomiedzy szczurami Wistar Han i
Wistar Kyoto w: A) $rodkowym jadrze uzdeczki (MHb) oraz B) bocznym jadrze uzdeczki (LHDb).
Wyniki uzyskano dla 5 zwierzat na grupe i przedstawiono na wykresie jako krotnos¢ zmiany + SEM.
Warto$ci p oszacowano przy uzyciu testu t Studenta; *p < 0.05; **p < 0.005. WIS — szczury Wistar
Han; WKY — szczury Wistar Kyoto

Uzyskane wyniki przedstawiono rowniez na diagramie Venna w celu zobrazowania rdznic
w zmianach ekspresji miRNA pomiedzy MHb i LHb. Sposréd analizowanych miRNA, miR-
133a-3p oraz miR-708-5p wykazywaly istotne roznice w ekspresji migdzy szczepami w obu
jadrach Hb. Ekspresja miR-708-5p byta wyzsza u szczuréw WKY w poréwnaniu do WIS w

obu strukturach (rycina 7.4). Natomiast poziom ekspresji miR-133a-3p wykazywal odmienny
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wzorzec: w MHD byt istotnie nizszy u szczurow WKY, podczas gdy w LHb — wyzszy w

poréwnaniu do szczuréw WIS (rycina 7.4).

Zmiany miRNA u szczurow WKY w poréwnaniu
do grupy kontrolnej — szczurow WIS

MHb LHb
miR-133a-3p l miR-133a-3p I
miR-674-3p I _
miR-708-5p I
miR-203a-3p '
miR-92a-3p 1
miR-449a-5p 1

miR-182 l

Rycina 7.4. Diagram Venna przedstawiajacy porownanie zmian miRNA w obrgbie sSrodkowego
i bocznego jadra uzdeczki u szczurow Wistar Kyoto w poréwnaniu z grupa kontrolng — szczurami
Wistar Han. WIS — szczury Wistar Han; WKY — szczury Wistar Kyoto; MHb — Medial Habenular
Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki

Podsumowujac uzyskane wyniki wykazano, ze MHb 1 LHb wykazuja wyraZznie
zroznicowany profil ekspresji miRNA, co sugeruje, ze kazda z tych struktur moze podlegac
odrebnym mechanizmom regulacji potranskrypcyjnej 1 pelni¢ rézne funkcje molekularne w

konteks$cie fenotypu opornos$ci na leczenie przeciwdepresyjne.

7.2. Ekspresja genow w Srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki u szczurow Wistar

Han i Wistar Kyoto

Uwzgledniajac biologiczng funkcje miRNA, polegajaca na regulacji stabilnosci i translacji
mRNA docelowych genéw, w kolejnym etapie badan przeprowadzono analiz¢ ekspresji
mRNA. Na podstawie dostgpnych baz danych, takich jak miRWalk oraz TargetScan —
bezptatnych otwartych platform bioinformatycznych umozliwiajacych identyfikacje
przewidywanych oraz eksperymentalnie zweryfikowanych miejsc wigzania czgsteczek miRNA

z docelowymi mRNA — przeprowadzono analize w celu wytypowania potencjalnych genéw

44



regulowanych przez roznicujace si¢ miRNA. Celem tej analizy bylo wskazanie czasteczek
mRNA, ktorych ekspresja moze by¢ modulowana przez miRNA istotnie rdznigce si¢ pomiedzy
szczurami WIS i WKY. Sprawdzenie poziomu mRNA pozwolilo zweryfikowaé, czy zmiany w
ekspresji miRNA przektadajg si¢ na zmiany w ekspresji ich potencjalnych celow na poziomie

transkryptu. Schemat przebiegu doswiadczenia przedstawiono na rycinie 7.5.

4 s >
Pozyskanie mézgéw \) )

szczuréw WIS i WKY Izolacja mRNA o Analiza danych

Mikrodysekcja MHb i LHb Macierze mRNA TagMan

Created in BioRender.com bio

Rycina 7.5. Schemat przebiegu analizy ekspresji mRNA w srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki u
szczuré6w Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS — Wistar Han; WKY — Wistar Kyoto; MHb — Medial
Habenular Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro
uzdeczki. Rycina zostata wykonana przy uzyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com)

Ekspresje wybranych mRNA oceniono w MHb i1 LHb przy uzyciu macierzy mRNA

TagMan. Wyniki analizy statystycznej ekspresji wyselekcjonowanych gendéw przedstawiono w
tabeli 7.2.
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Tabela 7.2. Wyniki analizy statystycznej ekspresji genow w srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki u
szczurow Wistar Han i Wistar Kyoto. Réznice w poziomie ekspresji pomiedzy szczepami sprawdzono

za pomocyg testu t Studenta

Gen Analiza ekspresji w MHb Analiza ekspresji w LHb
Cacnalb p =0,7583 p =0,7641
Cdknlc p =0,0011 ** p =0,1462
Chrnal ekspresja poza progiem detekc;ji ekspresja poza progiem detekcji
Drd2 p=0,5115 p=0,0121*
Elk4 p =0,0837 p=0,0190 *
Gabral p =0,1620 p =0,1147
Gabrbl p =0,0647 p =0,6410
Gpr55 ekspresja poza progiem detekc;ji ekspresja poza progiem detekcji
Htr2a ekspresja poza progiem detekcji p = 0,0037 **
Htr4 p = 0,0527 p =0,0428 *
Kcnj5 p =0,0983 p =0,0126 *
Kcnj9 p =0,0051 ** p =0,3263
Htr7 p =0,0096 ** p =0,0288 *
Mapk14 p = 0,6826 p = 0,3950
Mapk8 p =0,8766 p =0,7846
Nrgl p = 0,3996 p =0,4061
Ntrk2 p = 0,0569 p=0,3761
Ntrk3 p = 0,3556 p = 0,0952
Pri3al ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji
Pri8a5 ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji
Slc12a5 p =0,0028 ** p=0,0129 *
Slc17a6 p = 0,5356 p =0,9215
Slc6a2 ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji
Slc6ad ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekc;ji
Slc6a6 p =0,4789 p =0,7018
Sstr2 p = 0,3926 ekspresja poza progiem detekcji
Sstr3 ekspresja poza progiem detekcji p = 0,4838
Sstrd ekspresja poza progiem detekcji p=0,0144*
Tphl ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji

*p <0.05; ** p<0.005 oznaczono istotnie statystycznie roznice w ekspresji. MHb — Medial Habenular
Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki

Analiza statystyczna wykazata istotne roznice w ekspresji czterech genow pomigdzy
szczepami WIS 1 WKY w obrgbie MHDb. Poziom ekspresji wszystkich tych genow byl nizszy u
szczurow WKY w poréwnaniu do WIS: Cdknlc (p=0.0011), Htr7 (p=0.0096), Kcnj9
(p=0.0029) oraz Slc12a5 (p=0.0028) (tabela 7.2., rycina 7.6).

Natomiast w LHb zaobserwowano istotne roznice w ekspresji o$miu genéw. Poziom ekspresji

czterech z nich byt wyzszy u szczurow WKY w poréwnaniu do szczuréw WIS: Htrd
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(p=0.0428), Drd2 (p=0.0121), Kcnj5 (p=0.0126), Sstr4 (p=0.0144). Z kolei dla pozostatych
czterech genow ekspresja byta nizsza u szczurow WKY: Htr2a (p=0.0037), Htr7 (p=0.0288),
Elk4 (p=0.0190), Slc12a5 (p=0.0129) (tabela 7.2., rycina 7.6).
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Rycina 7.6. Ekspresja statystycznie istotnie réznicujacych mRNA pomiedzy szczurami Wistar Han i
Wistar Kyoto w: A) srodkowym jadrze uzdeczki (MHb) oraz B) bocznym jadrze uzdeczki (LHb).
Wyniki uzyskano dla 6-9 zwierzat na grupg i przedstawiono na wykresie jako krotnos¢ zmiany + SEM.
Warto$ci p oszacowano przy uzyciu testu t Studenta; *p < 0.05; **p < 0.005. WIS — szczury Wistar

Han; WKY - szczury Wistar Kyoto




Uzyskane wyniki zilustrowano réwniez za pomoca diagramu Venna (rycina 7.7) w celu
poréwnania réznic w zmianach ekspresji mRNA pomi¢edzy MHb i LHb. Wspolnymi genami
réznicujgcymi oba szczepy szczurOw w obu strukturach byty Htr7 oraz Slc12a5, przy czym ich

poziomy ekspresji byty nizsze u szczurow WKY w poréwnaniu do szczurow WIS (rycina 7.7).

Zmiany mRNA u szczuréw WKY w porownaniu do
grupy kontrolnej — szczurow WIS

MHb LHb

Cdknle 1 Htr7 l Kcnj5'

Sle12a5 || Ht

Kenj9 l

Rycina 7.7. Diagram Venna przedstawiajacy porownanie zmian mRNA w obr¢bie srodkowego
i bocznego jadra uzdeczki u szczurow Wistar Kyoto w poréwnaniu z grupg kontrolng — szczurami
Wistar Han. WIS — szczury Wistar Han; WKY — szczury Wistar Kyoto; MHb — Medial Habenular
Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki

Podsumowujac uzyskane wyniki, nalezy podkresli¢, ze w przypadku czasteczek miRNA
wigksza liczba wykazywata istotnie zmieniong ekspresj¢ w MHb w porownaniu do LHb.
Natomiast na poziomie transkryptomu (mRNA) wiecej réznic pomiedzy szczurami WIS i
WKY odnotowano w LHb. Taka rozbiezno§¢ w lokalizacji zmian ekspresji pomigdzy
poziomem regulacyjnym a efektorowym moze wskazywaé na zlozony uktad regulacji
transkrypcyjnej i potranskrypcyjnej w obrebie jader Hb. Szczegdlnie interesujace jest to w
kontekscie danych przedstawionych przez Kim i Chang (2005), ktérzy wykazali strukturalng
asymetri¢ potgczen pomiedzy jadrami Hb — jedynie MHb wysyta projekcje do LHb. Moze to
sugerowac, ze zmiany na poziomie miRNA w MHb oddziatujg posrednio na ekspresje mRNA
w LHb, co stanowi potencjalny mechanizm komunikacji funkcjonalnej pomiedzy tymi

strukturami 1 moze mie¢ znaczenie w kontek$cie zaburzen depresyjnych.
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7.3. Poziom bialka receptora serotoninowego 5-HT7 i kanalu chlorkowo-potasowego

KCC2 w srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki u szczuréow Wistar Han i Wistar Kyoto

Sposréd genéw, dla ktérych stwierdzono istotne zmiany poziomu ekspresji w analizie
transkryptomicznej, jedynie dwa wykazaty zmieniong ekspresj¢ zar6wno w MHb, jak i LHb —
gen Htr7 kodujacy receptor serotoninowy 5-HT7 oraz gen Slc12a5 kodujacy kanat chlorkowo-
potasowy KCC2. Bioragc pod uwage ich potencjalne znaczenie funkcjonalne oraz fakt, ze
zmiany ekspresji wystepowaty niezaleznie od lokalizacji anatomicznej, zdecydowano si¢ na
dalszg charakterystyke tych gendéw na poziomie biatlkowym. Ze wzgledu na ograniczenia
techniczne, jedyna technikag umozliwiajaca ocen¢ poziomu biatka bylo barwienie
immunofluorescencyjne. Zastosowanie tej metody pozwolito na okreslenie, czy obserwowane
zmiany w poziomie mRNA znajdujg odzwierciedlenie réwniez na poziomie biatka. Schemat

przebiegu doswiadczenia przedstawiono na rycinie 7.8.

o
| .+ W
/ e o i - _ I)(\ /(\' s =
Pozyskanie mézgow Barwienie :
szczuréw WIS i WKY immunofluorescencyjne Anphes dayeh
Uzyskanie skrawkow Mikroskopia
zMHb i LHb fluorescencyjna

Created in BioRender.com bio

Rycina 7.8. Schemat przebiegu analizy poziomu biatka w $rodkowym i bocznym jadrze uzdeczki u
szczuré6w Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS — Wistar Han; WKY — Wistar Kyoto; MHb — Medial
Habenular Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro
uzdeczki. Rycina zostata wykonana przy uzyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com)

Przeprowadzona analiza immunofluorescencyjna wykazala obnizony poziom receptora
serotoninowego 5-HT7, przy czym istotno$¢ statystyczng zaobserwowano jedynie w LHb
(p=0.0288) (rycina 7.9).
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Rycina 7.9. Poziom biatka receptora serotoninowego 5-HT7 w srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki
u szczurdw Wistar Han 1 Wistar Kyoto. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajace ekspresje 5-HT7 w
MHb szczurow WIS (A, B) i WKY (C, D) oraz w LHb szczuréw WIS (E, F) i WKY (G, H). Analize
przeprowadzono dla 4-5 zwierzat na grupg, a wyniki przedstawiono na wykresie jako $rednie
zintegrowanej gestosci + SEM. Skala = 20 um. WIS — szczury Wistar Han; WKY — szczury Wistar
Kyoto; MHb — Medial Habenular Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; LHb — Lateral Habenular
Nucleus, boczne jadro uzdeczki

Z kolei ekspresja kanalu chlorkowo-potasowego KCC2, kodowanego przez gen Slcl12a5,
byta istotnie zmniejszona zaréwno w LHb (p=0.0432), jak i w MHb (p=0.0328) (rycina 7.10).
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Rycina 7.10. Poziom biatka kanatu chlorkowo-potasowego KCC2 w $rodkowym i bocznym jadrze
uzdeczki u szczurow Wistar Han 1 Wistar Kyoto. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajace ekspresje
KCC2 w MHb szczuréw WIS (A, B) i WKY (C, D) oraz LHb szczurow WIS (E, F) i WKY (G, H).
Analize przeprowadzono dla 4-5 zwierzat na grupe¢, a wyniki przedstawiono na wykresie jako $rednie
zintegrowanej gestosci £ SEM. Skala = 20 um. Skroty: WIS — szczury Wistar Han; WKY — szczury
Wistar Kyoto; MHb — Medial Habenular Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; LHb — Lateral Habenular
Nucleus, boczne jadro uzdeczki
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Podsumowujac, wyniki te sugerujg, ze zaburzenia w ekspresji tych biatek moga odgrywac

rolg w patofizjologii obserwowanego fenotypu szczurow WKY.

7.4. Ekspresja genéow w bocznym jadrze uzdeczki u szczurow Wistar Han i Wistar

Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny

Bazujac na najnowszych doniesieniach dotyczacych skuteczno$ci psylocybiny w leczeniu
depresji lekoopornej zarowno u ludzi, jak i w modelach zwierzgcych (Goodwin i wsp., 2022;
Kolasa i wsp., 2024), postanowiono oceni¢ molekularny efekt jej dziatania po jednokrotnym
podaniu. Szczury kontrolne WIS 1 WKY otrzymaty dootrzewnowo roztwor soli fizjologicznej,
natomiast szczury doswiadczalne WIS 1 WKY otrzymaty dootrzewnowo roztwor psylocybiny
w dawce 0.3 mg/kg masy ciata. Po uplywie 4 godzin od podania zwierzeta zostaly poddane

dekapitacji. Schemat przebiegu doswiadczenia przedstawiono na rycinie 7.11.

Podanie psylocybiny
(dootrzewnowo; 0.3 mg/kg)

Pozyskanie mézgéw
szczuréw WIS i WKY
4 godziny po podaniu

Izolacja mRNA

Analiza danych

Mikrodysekcja LHb Macierze mRNA TagMan

Created in BioRender.com bio

Rycina 7.11. Schemat przebiegu analizy ekspresji mRNA w bocznym jadrze uzdeczki 4 godziny po
jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczuréw Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS —
Wistar Han; WKY — Wistar Kyoto; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki. Rycina
zostala wykonana przy uzyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com)

Po podaniu psylocybiny sprawdzano ekspresj¢ tych samych gendéw, aby oceni¢, czy
substancja ta wptywa na molekularne cele weze$niej zidentyfikowane jako réznicujace szczury
WIS 1 WKY. Wyniki przeprowadzonej analizy statystycznej ekspresji gendow w LHb po
podaniu psylocybiny szczurom WIS i WKY przedstawiono w tabeli 7.3.
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Tabela 7.3. Wyniki analizy statystycznej ekspresji genow w bocznym jadrze uzdeczki 4 godziny po

jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczuréw Wistar Han i Wistar Kyoto. Roznice

w poziomie ekspresji sprawdzono za pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)

Analiza ekspresji w LHb

Gen
Interakcja Szczep Lek
Cacnalb | F(1,32)=0.6538 p=0.4247 | F(1, 32)=8.340 p=0.0069 ** F (1, 32) =3.002 p=0.0928
Cdknlc F (1,31) =0.0367 p=0.8493 | F(1,31)=5.133 p=0.0306 * F(1,31) =0.013 p=0.9092
Chrnal ekspresja poza progiem detekcji
Drd2 F(1,32)=0.740 p=0.3961 F(1,32) =1562 p=0.2204 F(1,32)=0.161 p=0.6908
Elk4 F(1,32)=0.880 p=0.3552 F (1,32) =0.063 p=0.8041 F(1,32)=0.391 p=0.5362
Gabral ekspresja poza progiem detekcji
Gabrb1 F (1,32)=0.477 p=0.4949 ‘ F (1,32) =0.285 p=0.5969 ‘ F (1,32) =0.090 p=0.7664
Gpr55 ekspresja poza progiem detekcji
Htr2a F(1,32)=1249 p=0.2721 F(1,32)=4.996 p=0.0325* F(1,32)=0.112 p=0.7396
Htrd F (1,32)=0.393 p=0.5349 F (1,32)=1.847 p=0.1836 F(1,32)=0.011 p=0.9174
Kcnj5 F(1,29) =6.006 p=0.0205* | F(1,29)=28.06 p<0.0001 **** | F(1,29)="5.256 p=0.0293 *
Kcnj9 F (1,30)=1.540 p=0.2243 F (1, 30) =0.00083 p=0.9772 F (1,30)=0.241 p=0.6273
Htr7 F(1,29)=7.000 p=0.0130* | F(1,29)=24.63 p<0.0001 **** | F(1,29)=1.554 p=0.2225
Mapkl14 | F(1,29)=6.013 p=0.0205* | F(1,29)=5.856 p=0.0220 * F(1,29)=1.662 p=0.2076
Mapk8 F (1,32)=0.048 p=0.8274 F(1,32)=0.131 p=0.7201 F(1,32)=2.919 p=0.0972
Nrgl F(1,32)=2.668 p=0.1122 F(1,32)=0.326 p=0.5722 F(1,32)=1.171 p=0.2872
Ntrk2 F (1,31)=3.213 p=0.0828 F (1,31)=0.533 p=0.4709 F(1,31) =0.228 p=0.6368
Ntrk3 F(1,32)=2592 p=0.1172 F(1,32)=1904 p=0.1771 F (1, 32) =0.053 p=0.8196
Pri3al ekspresja poza progiem detekcji
Pri8a5 ekspresja poza progiem detekcji
Slc12a5 | F (1, 30) =2.028 p=0.1648 F (1,30) =14.31 p=0.0007 *** | F(1,30)=0.983 p=0.3294
Slcl7a6 | F (1, 32) =0.077 p=0.7829 F (1,32) =0.066 p=0.7983 F(1,32) =2.406 p=0.1307
Slc6a2 ekspresja poza progiem detekcji
Slc6a4 ekspresja poza progiem detekcji
Slc6a6 F(1,32)=0.770 p=0.3867 F (1,32) =30.51 p<0.0001 **** | F (1, 32) =15.80 p=0.0004***
Sstr2 F(1,32)=1.878 p=0.1800 F (1,32) =4.758 p=0.0366 * F(1,32)=0.136 p=0.7145
Sstr3 F (1,32) =0.043 p=0.8370 F(1,32) =2.448 p=0.1275 F(1,32)=3.770 p=0.0610
Sstr4 F (1,31) =0.187 p=0.6680 F(1,31)=5.085 p=0.0313* F(1,31)=2261 p=0.1428
Tphl F (1,30) =4.304 p=0.0467* | F (1, 30) = 3.094 p=0.0888 F (1, 30) =0.204 p=0.6550

*p <0.05; ** p<0.005; ***p<0.001; ****p<0.0001 oznaczono istotne statystyczne réznice w ekspres;ji.
LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazala istotng statystycznie interakcje w
ekspres;ji czterech genow: Kenj5 (F(1, 29)=6.006, p=0.0205), Htr7 (F(1, 29)=7.000, p=0.0130),
Mapk14 (F(1, 29)=6.013; p=0.0205) oraz Tphl (F(1, 30)=4.304; p=0.0467) (tabela 7.3).
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Ponadto analiza wykazala istotne r6znice miedzyszczepowe w ekspresji dziesigciu genow:
Cacnalb (F(1, 32)=8.340, p=0.0069), Cdknlc (F(1, 31)=5.133, p=0.0306), Htr2a
(F(1, 32)=4.996, p=0.0325), Kcnj5 (F(1, 29)=28.06, p<0.0001), Htr7 (F(1, 29)=24.63,
p<0.0001), Mapk14 (F(1, 29) = 5.856, p=0.0220), Slc12a5 (F(1, 30)=14.31, p=0.0007), Slc6a6
(F(1, 32)=30.51, p<0.0001), Sstr2 (F(1, 32)=4.758, p=0.0366) oraz Sstr4 (F(1, 31)=5.085,
p=0.0313) (tabela 7.3, rycina 7.12)

Dodatkowo analiza wykazata istotny wplyw psylocybiny w ekspresji dwoch gendow: Kcnj5
(F(1, 29)=5.256, p=0.0293) oraz Slc6a6 (F(1, 32)=15.80, p=0.0004) (tabela 7.3, rycina 7.12).

Dalsza analiza post hoc przy uzyciu testu Tukeya ujawnila istotnie nizszg ekspresj¢ genu Slc6a6d
(p= 0.0004) oraz istotnie wyzsza ekspresj¢ genu Kcnj5 (p<0.0001) i Tphl (p=0.0411) u
szczurow WKY (tabela 7.3, rycina 7.12).

Podanie psylocybiny spowodowato istotny spadek ekspresji Slc6a6 (p=0.0087) u szczurow
WIS, a takze obnizenie ekspresji Htr7 (p=0.0344) i Kcnj5 (p=0.0131) u szczuréw WKY (tabela
7.3, rycina 7.12).
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Rycina 7.12. Ekspresja gendw w bocznym jadrze uzdeczki 4 godziny po jednokrotnym podaniu
psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczuréw Wistar Han i Wistar Kyoto. Wyniki uzyskano dla 7-9
zwierzat na grupe i przedstawiono na wykresie jako ekspresj¢ wzgledng = SEM. Grupy kontrolne
(podanie roztworu soli fizjologicznej) przedstawiono jako symbole szarych kotek: puste kotko dla
szczurow WIS, pele kotko dla szczurow WKY. Grupy doswiadczalne (podanie psylocybiny)
przedstawiono jako symbole zielonych trojkatow: puste trojkaty dla szczuréw WIS, petne trojkaty dla
szczurow WKY. Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z
testem post hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya. Statystycznie istotne zmiany mig¢dzy grupami
oznaczono jako *p <0.05, **p <0.01, ***p<0.001, ****p <0.0001. ns — nieistotne statystycznie; WIS
— szczury Wistar Han; WKY — szczury Wistar Kyoto

* Kontrola
+  Psylocybina

ekspresja wzglgdna £ SEM

Podsumowujac, uzyskane wyniki sugeruja, ze gen Kcnj5 moze odgrywac istotng rolg w
mechanizmach molekularnych lezacych u podstaw przeciwdepresyjnego dzialania
psylocybiny. Jednokrotne podanie psylocybiny spowodowalo spadek poziomu transkryptu
Kcnj5 u szczurow WKY do wartoséci porownywalnych z poziomem obserwowanym u szczuréw
WIS. Moze to wskazywac na potencjalne dzialanie normalizujace psylocybiny w zakresie
ekspresji tego genu, co jest szczegélnie istotne w kontekScie jego roli w regulacji funkcji

neuronalnych i zaburzen depresyjnych.

7.5. Poziom bialka GIRK4 kodowanego przez gen Kcnj5 w bocznym jadrze uzdeczki
u szczurow Wistar Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny

W zwigzku z obserwowanymi, istotnymi zmianami w ekspresji genu Kcnj5 w LHb (rycina
7.12), zdecydowano si¢ na dalsze badania majace na celu okreslenie poziomu biatka
kodowanego przez ten gen — kanatu potasowego GIRK4. Analiza poziomu tego biatka zostata
przeprowadzona w celu zweryfikowania, czy zmiany obserwowane na poziomie transkryptu
znajduja odzwierciedlenie takze na poziomie translacji. W tym celu wykonano barwienie
immunofluorescencyjne 4 godziny po jednokrotnym dootrzewnowym podaniu psylocybiny w

dawce 0.3 mg/kg masy ciata. Schemat przebiegu doswiadczenia przedstawiono na rycinie 7.13.
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Rycina 7.13. Schemat przebiegu analizy poziomu biatka w bocznym jadrze uzdeczki 4 godziny po
podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczuréw Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS — Wistar Han;
WKY — Wistar Kyoto; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki. Rycina zostata
wykonana przy uzyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com)

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazata istotng statystycznie interakcje w
ekspresji bialka kodowanego przez gen Kcnj5 (F(1, 24)=31.69, p<0.0001), roéznice
migdzyszczepowe (F(1, 24)=12.10, p=0.0019) oraz wplyw psylocybiny (F(1, 24)=19.57,
p=0.0002).

Dalsza analiza post hoc przy uzyciu testu Tukeya ujawnita istotnie wyzszy poziom biatka
genu Kcnj5 (p<0.0001) u szczurow WKY kontrolnych, natomiast podanie psylocybiny
spowodowato istotny spadek poziomu biatka genu Kcnj5 (p<0.0001) u tych zwierzat (rycina
7.14B).
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Rycina 7.14. Ekspresja biatka GIRK4 kodowanego przez gen Kcnj5 w bocznym jadrze uzdeczki 4
godziny po jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczuréw Wistar Han i Wistar
Kyoto. A) Reprezentatywny skrawek moézgu szczura przedstawiajacy lokalizacje jader uzdeczki (atlas
stereotaktyczny Paxinosa i Watsona (2007), poziom bregma: —3.30 mm) oraz reprezentatywne zdjecia
przedstawiajace boczne jadro uzdeczki po barwieniu immunofluorescencyjnym dla GIRK4 oraz
barwieniu jader komorkowych za pomoca DAPI. B) Analize ilosciowa ekspresji biatka przeprowadzono
dla 6-8 zwierzat w kazdej grupie, a dane przedstawiono jako $rednig zintegrowang gesto$¢ na komorke
+ SEM. Grupy kontrolne (podanie roztworu soli fizjologicznej) przedstawiono jako symbole szarych
kotek: puste kotko dla szczuréw WIS, petne kotko dla szczurow WKY. Grupy doswiadczalne (podanie
psylocybiny) przedstawiono jako symbole zielonych trojkatow: puste trojkaty dla szczuréw WIS, petne
trojkaty dla szczurow WKY. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej
ANOVA wraz z testem post hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya. Statystycznie istotne zmiany mi¢dzy
grupami oznaczono jako ****p<(.0001. ns — nieistotne statystycznie; WIS — szczury Wistar Han;
WKY - szczury Wistar Kyoto; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki

Podsumowujac, wynik ten potwierdza zmiany obserwowane na poziomie transkryptu.
Jednokrotne podanie psylocybiny spowodowato znaczace obnizenie poziomu biatka GIRK4 u
szczurow WKY do wartosci zblizonych do tych obserwowanych u szczuréw WIS, co sugeruje
potencjalny wplyw tej substancji na normalizacj¢ aktywnos$ci uktadow kanatéw jonowych w

modelu depresji lekoopornej.

7.6. Ekspresja genu Kcnj5 w srodkowym jadrze uzdeczki, Srodkowej korze
przedczolowej, jadrze grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczuréw Wistar

Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny

LHD jest strukturag mézgu nalezaca do miedzymozgowia, petnigca funkcje¢ istotnego wezta
integracyjnego pomigdzy przodomoédzgowiem, a $rodmoézgowiem i tylomoézgowiem. LHb

wysyla projekcje m.in. do DR oraz VTA, natomiast otrzymuje projekcje m.in. z mPFC (rycina
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7.15) (Groos 1 Helmchen, 2024). Uwzgledniajac te sie¢ potaczen oraz wczesniej
zaobserwowane zmiany w ekspresji genu Kcnj5 w LHb, zdecydowano si¢ rozszerzy¢ analize
poziomu ekspresji tego genu réwniez na inne, anatomicznie powigzane struktury, tj. mPFC,

DR, VTA oraz MHb.

Created in BioRender.com bio

Rycina 7.15. Schematyczne przedstawienie wybranych potaczen pomiedzy strukturami w moézgu
szczura. mPFC — medial Prefrontal Cortex, srodkowa kora przedczotowa; LHb — Lateral Habenular
Nucleus, boczne jadro uzdeczki; DR — Dorsal Raphe Nucleus, jadro grzbietowe szwu; VTA — Ventral
Tegmental Area, brzuszne pole nakrywki. Rycina zostata wykonana przy uzyciu oprogramowania
BioRender (https://biorender.com)

Poziom ekspresji genu Kcnj5 oznaczono w MHb, mPFC, DR i VTA 4 godziny po
jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg masy ciata.

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazata istotng statystycznie interakcje
ekspresji Kcnj5 w mPFC (F(1, 24)=6.351, p=0.0188) (rycina 7.16B) oraz rdznice
miedzyszczepowe w MHD (F(1, 30)=10.18, p=0.0033) (rycina 7.16A), DR (F (1, 30)=19.27,
p=0.0001) (rycina 7.16C) i VTA (F(1, 27)=10.94, p=0.027) (rycina 7.16D).

Dalsza analiza post hoc przy uzyciu testu Tukeya wykazala istotnie wyzszy poziom ekspres;ji
Kcnj5 u szczuréw WKY kontrolnych w MHb (p=0.0445), mPFC (p=0.0454), DR (p=0.0299)
oraz VTA (p=0.0091) (rycina 7.16)
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Rycina 7.16. Ekspresja genu Kcnj5 w
srodkowym jadrze uzdeczki (A), Srodkowej
korze przedczotowej (B), jadrze grzbietowym
szwu (C), brzusznym polu nakrywki (D) u
szczuréw Wistar Han i Wistar Kyoto po 4
godzinach od  jednokrotnego  podania
psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg. Wyniki
uzyskano dla 6-9 zwierzat na grupg i
przedstawiono na wykresie jako ekspresje
wzgledng £ SEM. Grupy kontrolne (podanie
roztworu soli fizjologicznej) przedstawiono
jako symbole szarych kotek: puste kotko dla
szczurow WIS, pelne koétko dla szczurdéw
WKY. Grupy doswiadczalne (podanie
psylocybiny) przedstawiono jako symbole
zielonych trojkatow: puste trojkaty dla
szczurow WIS, pelne trojkaty dla szczurow
WKY. Analize statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z
testem post hoc wielokrotnych poréwnan
Tukeya. Statystycznie istotne zmiany miedzy
grupami oznaczono jako *p<0.05, **p<0.01.
ns — nieistotne statystycznie; WIS — szczury
Wistar Han; WKY — szczury Wistar Kyoto;
MHb — Medial Habenular Nucleus, srodkowe
jadro uzdeczki; mPFC — medial Prefrontal
Cortex, $rodkowa kora przedczotowa; DR —
Dorsal Raphe Nucleus, jadro grzbictowe szwu;
VTA — Ventral Tegmental Area, pole brzuszne
nakrywki

Podsumowujac, szczury szczepu WKY wykazuja istotnie wyzsza ekspresje genu Kenj5 nie

tylko w LHb, ale rowniez w MHb, a takze w strukturach anatomicznie z nim powigzanych — tj.

w DR oraz VTA, do ktérych LHb wysyta projekcje, oraz w §rodkowej korze przedczotowe;j

mPFC, ktora z kolei wysyta projekcje do LHb. Taki wzorzec moze wskazywac na Szeroko

rozpowszechnione zaburzenia w regulacji kanalow potasowych GIRK4 u szczuréw WKY. Co

istotne, jednorazowe podanie psylocybiny, mimo wpltywu obserwowanego w LHb, nie

spowodowato obnizenia ekspresji Kcnj5 w zadnej z pozostatych badanych struktur, co moze
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sugerowac, ze efekt tej substancji jest regionowo specyficzny i ukierunkowany na kluczowe

obszary zwigzane z patofizjologia depresji.

7.7. Ekspresja Gabbr2 w srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki, Srodkowej korze
przedczolowej, jadrze grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczurow Wistar

Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny

W $wietle wczesniejszych doniesien literaturowych, ktore wskazuja, ze aktywacja kanatow
GIRK przez receptor GABAg w obrgbie LHb odgrywa kluczowa role w ksztattowaniu fenotypu
depresyjnego (Lecca i wsp., 2016), postanowiono sprawdzi¢ poziom ekspresji genu Gabbr2,
kodujacego podjednostke 2 receptora GABAg, w tej strukturze oraz w pozostalych
powiazanych strukturach. Analiza ta miala na celu oceng, czy zmiany w ukladzie
GABAergicznym moga towarzyszy¢ obserwowanym zaburzeniom funkcji kanatlu GIRK4 i tym
samym stanowi¢ potencjalny mechanizm lezacy u podstaw dysregulacji neuroprzekaznictwa w

modelu depresji lekoopornej.

Poziom ekspresji genu Gabbr2 oznaczono w LHb, MHb, mPFC, DR oraz VTA 4 godziny po

jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg masy ciata.

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazala istotng statystycznie interakcje
ekspresji Gabbr2 w mPFC (F(1, 22)=7.211, p=0.0135) (rycina 7.17C) i DR (F(1,27)=6.593,
p=0.161) (rycina 7.17D) oraz rdéznice mig¢dzyszczepowe w LHb (F(1, 24)=15.63 p=0.0006)
(rycina 7.17A), MHb (F (1, 22)=9.756, p=0.0049) (rycina 7.17B) i DR (F (1, 27)=9.644,
p=0.0044) (rycina 7.17D) oraz brak r6znic w VTA (rycina 7.17E).

Dalsza analiza post hoc przy uzyciu testu Tukeya wykazata istotnie wyzszy poziom ekspresji
Gabbr2 w LHb (p=0.0156) (rycina 7.17A), MHb (p=0.0214) (rycina 7.17B) i DR (p=0.0027)

u szczurow WKY.

60



Gabbr2 LHb

[ ]
1

S ns
A HLE] $a
s
% . Ayl
]
T

Gabbr2 MHb

ekspresja wzgledna £ SEM

ekspresja wzgledna £+ SEM

ekspresja wzgledna £ SEM

[
m?

[ ]

ekspresja wzgledna = SEM

Gabbr2 VTA

o -
- o
1 ]

e
o

1

1
'S

o
[N

ekspresja wzgledna = SEM

=4
o

* Kontrola

+ Psylocybina

* Kontrola

+  Psylocybina

* Kontrola

+  Psylocybina

Kontrola

4+ Psylocybina

* Kontrola

s+ Psylocybina

Rycina 7.17. Ekspresja genu Gabbr2 w
bocznym jadrze uzdeczki (A), $rodkowym
jadrze uzdeczki (B), $rodkowej korze
przedczotowej (C), jadrze grzbietowym szwu
(D), brzusznym polu nakrywki (E) u szczurow
Wistar Han i Wistar Kyoto po 4 godzinach od
jednokrotnego podania psylocybiny w dawce
0.3 mg/kg. Wyniki uzyskano dla 5-9 zwierzat
na grupe i przedstawiono na wykresie jako
ekspresje wzgledng £ SEM. Grupy kontrolne
(podanie  roztworu  soli  fizjologicznej)
przedstawiono jako symbole szarych kolek:
puste kotko dla szczurow WIS, petne kotko dla
szczurow ~ WKY. Grupy doswiadczalne
(podanie psylocybiny) przedstawiono jako
symbole zielonych trojkatow: puste trojkaty dla
szczurow WIS, pelne trojkaty dla szczuréw
WKY. Analizg statystyczna przeprowadzono
przy uzyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z
testem post hoc wielokrotnych poréwnan
Tukeya. Statystycznie istotne zmiany miedzy
grupami oznaczono jako *p <0.05, **p <0.01.
ns — nieistotne statystycznie; WIS — szczury
Wistar Han; WKY — szczury Wistar Kyoto;
LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne
jadro uzdeczki; MHb — Medial Habenular
Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; mPFC —
medial Prefrontal Cortex, s$rodkowa kora
przedczotowa; DR — Dorsal Raphe Nucleus,
jadro grzbietowe szwu; VTA - Ventral
Tegmental Area, brzuszne pole nakrywki
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Podsumowujac, szczury WKY charakteryzujg si¢ istotnie wyzsza ekspresjg genu Gabbr2
w LHb, MHb oraz DR, w poréwnaniu do szczuréw WIS, co moze wskazywaé na nasilong
sygnalizacje GABAergiczng w tych obszarach u tego szczepu. Nie stwierdzono natomiast
roznic w ekspresji tego genu w mPFC ani w VTA. Co istotne, podanie psylocybiny nie

wplyneto istotnie na poziom ekspresji Gabbr2 w zadnej z analizowanych struktur mozgu.

7.8. Ekspresja Ppp2ca w srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki, Srodkowej korze
przedczolowej, jadrze grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczurow Wistar

Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny

Uwzgledniajac doniesienia literaturowe wskazujace, ze nadaktywno$¢ LHb, obserwowana
w depresji, moze by¢ zwigzana ze zwigkszong aktywnos$cig fosfatazy biatkowej 2A (PP2A) —
kluczowego regulatora szlaku sygnalizacyjnego receptora GABAg oraz kanatu potasowego
GIRK (Lecca i wsp., 2016) — przeprowadzono analiz¢ poziomu ekspresji genu Ppp2ca,
kodujacego katalityczng podjednostk¢ PP2A, zar6wno w LHb, jak i w pozostatych strukturach

zaangazowanych w ten uktad funkcjonalny.

Poziom ekspresji genu Ppp2ca oznaczono w LHb, MHb, mPFC, DR i VTA cztery godziny po
jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg masy ciata.

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazala istotng statystycznie interakcje
ekspresji Ppp2ca w mPFC (F(1, 24)=8.260, p=0.0084) (rycina 7.18C) i DR (F(1, 29)=9.007,
p=0.0055) (rycina 7.18D) oraz ro6znice migedzyszczepowe w LHb (F(1,28)=15.99, p=0.004)
(rycina 7.18A) i MHb (F(1, 29)=9.338, p=0.0048) (rycina 7.18B).

Dalsza analiza post hoc przy uzyciu testu Tukeya wykazala istotnie wyzszy poziom ekspres;ji
Ppp2ca w LHb (p=0.0465) (rycina ().18A), MHb (p=0.0414) (rycina 7.18B), mPFC (p=0.0270)
(rycina 7.18C) i DR (p=0.0387) (rycina 7.18D) u szczurow WKY.

Podanie psylocybiny spowodowato spadek ekspresji Ppp2ca w mPFC (p=0.0396) (rycina
7.18C) 1 DR (p=0.007) (rycina 7.18D) u szczurow WKY.

Nie zaobserwowano zadnych roznic w ekspresji Ppp2ca w VTA (rycina 7.18E).
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Rycina 7.18. Ekspresja genu Ppp2ca w
bocznym jadrze uzdeczki (A), $rodkowym
jadrze wuzdeczki (B), s$rodkowej korze
przedczotowej (C), jadrze grzbietowym szwu
(D), brzusznym polu nakrywki (E) u szczurow
Wistar Han i Wistar Kyoto po 4 godzinach od
jednokrotnego podania psylocybiny w dawce
0.3 mg/kg. Wyniki uzyskano dla 5-9 zwierzat
na grupe i przedstawiono na wykresie jako
ekspresje wzgledng £ SEM. Grupy kontrolne
(podanie  roztworu  soli  fizjologicznej)
przedstawiono jako symbole szarych kolek:
puste kotko dla szczurow WIS, petne kotko dla
szczurow ~ WKY. Grupy doswiadczalne
(podanie psylocybiny) przedstawiono jako
symbole zielonych trojkatow: puste trojkaty dla
szczurow WIS, pelne trojkaty dla szczurow
WKY. Analizg statystyczna przeprowadzono
przy uzyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z
testem post hoc wielokrotnych poréwnan
Tukeya. Statystycznie istotne zmiany miedzy
grupami oznaczono jako *p <0.05, **p <0.01.
ns — nieistotne statystycznie; WIS — szczury
Wistar Han; WKY — szczury Wistar Kyoto;
LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne
jadro uzdeczki; MHb — Medial Habenular
Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki; mPFC —
medial Prefrontal Cortex, s$rodkowa kora
przedczotowa; DR — Dorsal Raphe Nucleus,
jadro grzbietowe szwu; VTA — Ventral
Tegmental Area, brzuszne pole nakrywki
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Podsumowujac, szczury WKY charakteryzujg si¢ istotnie wyzsza ekspresja genu Ppp2ca w
LHb, MHb, mPFC oraz DR w poréwnaniu do szczuréw WIS. Nie stwierdzono natomiast réznic
w ekspresji tego genu w VTA. Co ciekawe, podanie psylocybiny spowodowato istotne
obnizenie ekspresji Ppp2ca mPFC i DR u szczurow WKY, co moze rowniez stanowi¢ kolejny

potencjalny cel molekularny lezgcych u podstaw przeciwdepresyjnego dziatania psylocybiny.

7.9. Ekspresja Grin2a w $srodkowym i bocznym jadrze uzdeczki, Srodkowej korze
przedczolowej, jadrze grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczuréw Wistar

Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny

Analiza ekspresji genu Grin2a, kodujacego podjednostke GluN2A receptora NMDA,
zostala dofaczona do badan ze wzgledu na dobrze udokumentowang rolg¢ uktadu
glutaminianergicznego — a w szczegdlnosci receptorow NMDA — w patofizjologii depresji oraz
w mechanizmie dzialania ketaminy, wykazujacej szybkie dzialanie przeciwdepresyjne u
pacjentow chorujacych na TRD (Chen i wsp., 2024; Yang i wsp., 2018). Zmiany w jego
ekspresji moga wptywaé na plastyczno$¢ synaptyczna, neuroprzekaznictwo i odpowiedz
neuronalng na stres. Wlaczenie tego genu do analizy umozliwia zatem oceng, czy obserwowane
efekty molekularne psylocybiny obejmujg réwniez uklad glutaminianergiczny, co mogtoby

wspiera¢ hipoteze o jej dziataniu poprzez modulacje neuroplastycznosci.

Poziom ekspresji genu Grin2a oznaczono w LHb, MHb, mPFC, DR i VTA cztery godziny po

jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg masy ciala.

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazala istotng statystycznie interakcje
ekspresji Grin2a w MHb (F(1, 21) = 7.047, p=0.0148) (rycina 7.19B) i mPFC (F(1, 25)=6.813,
p=0.0151) (rycina 7.19C) oraz réznice miedzyszczepowe w MHbD (F(1, 21)=130.2, p<0,0001)
(rycina 7.19B) i LHb (F(1, 24)=20.94, p=0.0001) (rycina 7.19A).

Dalsza analiza post hoc przy uzyciu testu Tukeya wykazata istotnie wyzszy poziom ekspresji

Grin2a w LHb (p=0.0216) (rycina 7.19A) i MHb (p<0.0001) (rycina 7.19B) u szczurow WKY.

Podanie psylocybiny spowodowato spadek ekspresji Grin2a w MHb u szczurow WKY
(p=0.0110) (rycina 7.19B).

Nie zaobserwowano zadnych r6znic w ekspresji Grin2a w DR (rycina 7.19D) oraz VTA (rycina
7.19E).
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Rycina 7.19. Ekspresja genu Grin2a w
bocznym jadrze uzdeczki (A), s$rodkowym
jadrze uzdeczki (B), $rodkowej korze
przedczotowej (C), jadrze grzbietowym szwu
(D), brzusznym polu nakrywki (E) u szczurow
Wistar Han i Wistar Kyoto po 4 godzinach od
jednokrotnego podania psylocybiny w dawce
0.3 mg/kg. Wyniki uzyskano dla 5-9 zwierzat
na grupe i przedstawiono na wykresie jako
ekspresje wzgledng £ SEM. Grupy kontrolne
(podanie  roztworu  soli  fizjologicznej)
przedstawiono jako symbole szarych kotek:
puste kotko dla szczurow WIS, petne kotko dla
szczurow ~ WKY. Grupy doswiadczalne
(podanie psylocybiny) przedstawiono jako
symbole zielonych trojkatow: puste trojkaty dla
szczurow WIS, pelne trojkaty dla szczurow
WKY. Analize statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z
testem post hoc wielokrotnych poréwnan
Tukeya. Statystycznie istotne zmiany miedzy
grupami 0znaczono jako *p<0.05,
**%%*p <0.0001. ns — nieistotne statystycznie;
WIS — szczury Wistar Han; WKY — szczury
Wistar Kyoto; LHb — Lateral Habenular
Nucleus, boczne jadro uzdeczki; MHb — Medial
Habenular Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki,
mPFC — medial Prefrontal Cortex, srodkowa
kora przedczotowa; DR — Dorsal Raphe
Nucleus, jadro grzbietowe szwu; VTA — Ventral
Tegmental Area, brzuszne pole nakrywki

Podsumowujac, szczury WKY charakteryzujg si¢ istotnie wyzsza ekspresjg genu Grin2a w

LHb i MHb w poréwnaniu do szczurow WIS, co moze odzwierciedla¢ zwigkszong aktywnos¢
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glutaminianergiczng w tych strukturach. Natomiast bez r6znic w ekspresji w mPFC, DR 1 VTA.
Co ciekawe, podanie psylocybiny spowodowato istotne obnizenie ekspresji Grinza w MHb u
szczurow WKY, co moze réwniez stanowi¢ kolejny potencjalny cel molekularny lezacych u

podstaw przeciwdepresyjnego dziatania psylocybiny.

7.10. Badania elektrofizjologiczne przeplywu pradu dokomoérkowego przez kanaly
GIRK w komérkach bocznego jadra uzdeczki u szczuréw Wistar Han i Wistar Kyoto 24

godziny po podaniu psylocybiny

Na podstawie wczesniejszych analiz molekularnych, ktére wskazaly na istotng role kanatu
GIRK4 w LHb oraz sugerowaly potencjalne dzialanie przeciwdepresyjne psylocybiny,
przeprowadzono badania elektrofizjologiczne metoda whole-cell patch clamp. Celem byto
okreslenie wplywu psylocybiny na udziat kanatow GIRK4 w przewodnictwie btonowym

neuronéw LHb. Schemat eksperymentu przedstawiono na rycinie 7.20.

Podanie psylocybiny
(dootrzewnowo; 0.3 mg/kg)

Pozyskanie m6zgéw
szczuréw WIS i WKY
24 godziny po podaniu

Uzyskanie skrawkéw Rejestracja elektrofizjologiczna Analiza danych

z LHb

Created in BioRender.com bio

Rycina 7.20. Schemat przebiegu badania elektrofizjologicznego udziatu kanatéw GIRK4 w bocznym
jadrze uzdeczki 24 godziny po podaniu psylocybiny u szczuréw Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS —
Wistar Han; WKY — Wistar Kyoto; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne jadro uzdeczki. Rycina
zostata wykonana przy uzyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com)

Badanie przeprowadzono na szczurach WIS i WKY. Zwierzeta kontrolne otrzymaty
roztwor soli fizjologicznej, natomiast grupa doswiadczalna — pojedyncza dawke psylocybiny

(0.3 mg/kg). Rejestracja elektrofizjologiczna obejmowala trzy etapy:
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1. pomiar w ACSF w celu okreslenie podstawowego poziomu przeptywu pradu;

2. pomiar przy zwigkszonym stezenia jonow potasu w ACSF w celu aktywacji kanatow
GIRK;

3. pomiar z zastosowaniem blokera kanatow GIRK — w tym przypadku Tertiapin-Q — w

celu okreslenia udzial kanatow GIRK4 w zarejestrowanym pradzie.

Tertiapin-Q, bedacy stabilizowanym analogiem naturalnego peptydu pszczelego, zastosowano
jako farmakologiczny bloker kanatéw GIRK (Kir3.x), gdyz wykazuje on wysokie
powinowactwo do kanatéow Kirl.1 (ROMKI1) oraz heterotetrameréw GIRK1/4 (Kir3.1/3.4), z
wartosciami Ki odpowiednio 1.3 nM i 13.3 nM (tocris.com, tertiapin-q). Mimo braku
catkowitej selektywnosci wzgledem GIRK4 (Kir3.4), w dostepnych warunkach
doswiadczalnych byl to najskuteczniejszy funkcjonalny bloker komplekséw zawierajacych

podjednostke GIRK4.

A

B

przeplyw pradow dokomoérkowych
przez kanaly GIRK

‘WIS kontrola
WKY Kontrola
WIS psylocybina
WKY psylocybina

L I

znormalizowane prady [pA/pF]

I I I
-140 -120 -100 -80 -60 -40
napiecie [mV]

b
200 pm.

FSA R e

Rycina 7.21. Przeptyw pradow dokomorkowych przez kanaty GIRK w komorkach bocznego jadra
uzdeczki u szczurow Wistar Han i Wistar Kyoto po 24-godzinach od jednokrotnego podania
psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg masy ciata. A) Reprezentatywne zdjecia przedstawiajace lokalizacje
rejestrowanych komoérek w bocznym jadrze uzdeczki po barwieniu immunofluorescencyjnym. B)
Wykres przedstawiajacy srednie warto$ci znormalizowanych pradéw (pA/pF) przy zadanym napigciu
(mV). Grupy kontrolne (podanie roztworu soli fizjologicznej) przedstawiono jako symbol pustego
czarnego koltka dla szczurow WIS i petnego czarnego kotka dla szczurow WKY. Grupy do$wiadczalne
(podanie psylocybiny) przedstawiono jako symbol pustego czerwonego trojkata dla szczurow WIS i
pelego czerwonego trojkata dla szczurow WKY. Analize danych przeprowadzono metoda regresji
liniowej dla kazdej z grupy osobno. Statystycznie istotne zmiany miedzy grupami oznaczono jako
*p <0.05. WIS — Wistar Han; WKY — Wistar Kyoto. Eksperyment przeprowadzony przez mgr Patryka
Sambaka (wspolpraca z Uniwersytetem Jagiellonskim i dr hab. Anng Blasiak, prof. UJ)
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Ostateczne wyniki pomiarow pragdow przepltywajacych przez kanaty GIRK przedstawiono
na rycinie 7.21B. Przeplyw rejestrowanego pradu zostat znormalizowany poprzez podzielenie
warto$ci pradu przez pojemnos¢ komorki. Przewodnictwo kanatéw GIRK oceniano na
podstawie nachylenia regresji liniowej w kazdej grupie. Porownanie wspotczynnikéw regresji
umozliwito ocen¢ wptywu szczepu oraz dziatanie psylocybiny. Pomimo ze wczes$niejsze
analizy molekularne sugerowaty zwigkszony przeptyw pradu u kontrolnych szczurow WKY
(rycina 7.12 1 7.13), uzyskane pomiary elektrofizjologiczne tego nie potwierdzity. Co istotne,
podanie psylocybiny istotnie zmniejszyto przeptyw pradu przez kanaty GIRK w LHb u
szczurow WKY w porownaniu do grupy kontrolnej WKY (F(1,149)=5.135; p=0.0249) (rycina
7.21B).

7.11. Ekspresja genu wczesnej odpowiedzi komorkowej — c-Fos w uzdeczce, jadrze
grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczuréw Wistar Han i Wistar Kyoto 24

godziny po podaniu psylocybiny

W celu zbadania aktywacji neuronalnej wywotanej psylocybing postanowiono sprawdzi¢
poziom ekspresji genu c-Fos, stanowigcy gen wczesnej odpowiedzi (ang. Immediate Early
Gene, IEQG), ktorego ekspresja ulega przejsciowemu wzrostowi w odpowiedzi na bodzce
prowadzace do aktywacji komorek nerwowych. Chociaz szczyt ekspresji C-FOS wystepuje
zazwycza] w ciggu 1-2 godzin od stymulacji, wykazano, ze niektére substancje moga
wywotywa¢ rowniez dtugofalowe zmiany w ekspresji tego genu. Analiza przeprowadzona po
24 godzinach miata na celu wykrycie potencjalnych, trwatych efektéw dziatania psylocybiny
na aktywno$¢ neuronalng, ktére moga mie¢ znaczenie dla jej mechanizméw

przeciwdepresyjnych.

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wraz z testem post hoc Tukeya nie wykazata
istotnych statystycznie roznic w ekspresji genu c-Fos w Hb, DR oraz VT A pomi¢dzy dwoma
szczepami WIS i WKY (rycina 7.22A, 7.22B, 7.22C). Ponadto, jednorazowe podanie
psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg nie wywotato istotnych zmian w ekspresji c-Fos w
analizowanych strukturach moézgowych po 24 godzinach od podania (rycina 7.22A, 7.22B,
7.22C).
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Rycina 7.22. Ekspresja genu c-Fos w uzdeczce

A ¢-Fos Hb (A), jadrze grzbietowym szwu (B), brzusznym
ém_ IL' * Kontrola polu nakrywki (C) u szczuréw Wistar Han i
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Podsumowujac, jednorazowe podanie psylocybiny nie spowodowalo istotnych zmian w
poziomie ekspresji genu c-Fos w zadnej z analizowanych struktur mézgowych po uptywie 24
godzin od podania. Wynik ten sugeruje, ze efekt dzialania psylocybiny nie wiaze si¢ z

dhugotrwatg aktywacja neuronalng mierzong poziomem c-Fos.

7.12. Ekspresja gen6w bedacych markerami plastycznosci synaptycznej — Arc i Psd95
w uzdeczce, grzbietowym jadrze szwu i brzusznym polu nakrywki u szczuréw Wistar Han

i Wistar Kyoto 24 godziny po podaniu psylocybiny

W celu zbadania potencjalnych zmian w plastyczno$ci synaptycznej wywotanych
psylocybing postanowiono sprawdzi¢ poziom ekspresji genéw Arc i Psd95. Geny Arc oraz
Psd95 koduja biatka odgrywajace istotna role w regulacji plastycznosci synaptycznej i
konsolidacji pamieci. Ich ekspresja jest indukowana przez aktywnos$¢ neuronalng, a zmiany w
ich poziomie mogg wystepowac juz w ciggu pierwszych godzin po stymulacji. W zwigzku z

tym, pomiar ekspresji tych genéw 24 godziny po podaniu psylocybiny umozliwia ocen¢
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szybkich, potencjalnie adaptacyjnych zmian synaptycznych, ktére moga leze¢ u podstaw

wczesnych efektoéw neuroplastycznych wywolywanych przez ta substancje.

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wraz z testem post hoc Tukeya nie wykazata

istotnych statystycznie r6znic w ekspresji gen Arc i Psd95 w Hb, DR oraz VTA pomig¢dzy

dwoma szczepami WIS i WKY (rycina 7.23 i rycina 7.24). Ponadto, jednorazowe podanie

psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg nie wywotato istotnych zmian w ekspresji Arc i Psd95 w

analizowanych strukturach mézgowych po 24 godzinach od podania (rycina 7.23 i rycina 7.24).
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Rycina 7.23. Ekspresja genu Arc w uzdeczce
(A), jadrze grzbietowym szwu (B), brzusznym
polu nakrywki (C) u szczurow Wistar Han i
Wistar Kyoto po 24 godzinach od
jednokrotnego podania psylocybiny w dawce
0.3 mg/kg masy ciata. Wyniki uzyskano dla 7-8
zwierzat na grup¢ i przedstawiono na wykresie
jako ekspresje wzgledna = SEM. Grupy
kontrolne (podanie roztworu soli fizjologicznej)
przedstawiono jako symbole szarych kotek:
puste kotko dla szczurow WIS, petne kotko dla
szczurow ~ WKY. Grupy doswiadczalne
(podanie psylocybiny) przedstawiono jako
symbole pomaranczowych trojkatow: puste
trojkaty dla szczurow WIS, pelne trojkaty dla
szczurow  WKY.  Analiz¢  statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowe;j
ANOVA wraz z testem post hoc wielokrotnych
poréwnan Tukeya. nS — nieistotne statystycznie;
WIS — szczury Wistar Han; WKY — szczury
Wistar Kyoto; Hb — habenula, uzdeczka; DR —
Dorsal Raphe Nucleus, jadro grzbietowe szwu;
VTA — Ventral Tegmental Area, brzuszne pole
nakrywki
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Rycina 7.24. Ekspresja genu Psd95 w uzdeczce
(A), jadrze grzbietowym szwu (B), brzusznym
polu nakrywki (C) u szczurow Wistar Han i
Wistar Kyoto po 24 godzinach od
jednokrotnego podania psylocybiny w dawce
0.3 mg/kg masy ciata. Wyniki uzyskano dla 7-8
zwierzat na grup¢ i przedstawiono na wykresie
jako ekspresje wzgledna = SEM. Grupy
kontrolne (podanie roztworu soli fizjologicznej)
przedstawiono jako symbole szarych kotek:
puste kotko dla szczurow WIS, petne kotko dla
szczurow ~ WKY. Grupy doswiadczalne
(podanie psylocybiny) przedstawiono jako
symbole pomaranczowych trojkatow: puste
trojkaty dla szczuréw WIS, pelne trojkaty dla
szczurow ~ WKY.  Analize  statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej
ANOVA wraz z testem post hoc wielokrotnych
poréwnan Tukeya. ns — nieistotne statystycznie;
WIS — szczury Wistar Han; WKY — szczury
Wistar Kyoto; Hb — habenula, uzdeczka; DR —
Dorsal Raphe Nucleus, jadro grzbictowe szwu;
VTA - Ventral Tegmental Area, brzuszne pole
nakrywki

Podsumowujac, zaro6wno ekspresja genu Arc, jak i Psd95 nie roéznita si¢ istotnie

statystycznie pomig¢dzy szczepami WIS 1 WKY w Zadnej z analizowanych struktur mézgowych

(Hb, DR, VTA). Co wigcej, jednorazowe podanie psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg nie wplyngto

na poziom ekspresji tych gendéw po uplywie 24 godzin. Wyniki te sugeruja, ze ani

predyspozycja genetyczna do fenotypu TRD, ani dzialanie psylocybiny nie oddziatuja na

regulacje ekspresji Arc i Psd95 w tych regionach mézgu w analizowanym czasie.
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8. Dyskusja

Badania przeprowadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej rozpoczgto od analizy zmian
na poziomie mikroRNA, poniewaz czgsteczki te odgrywaja kluczowa rolg w regulacji ekspres;ji
genow, kontrolujac poziomy docelowych mRNA. W poréwnaniu z pelnym transkryptomem,
liczba znanych mikroRNA jest relatywnie mniejsza, co czyni je dogodnym punktem wyjscia w
poszukiwaniu potencjalnych markeréw zmienno$ci zwigzanej z zaburzeniami psychicznymi.
Takie podej$cie pozwala nie tylko na uchwycenie szerszego kontekstu molekularnego, ale takze
stanowi solidng podstaw¢ do dalszych analiz, szczegdlnie w obszarze poszukiwania nowych

celow terapeutycznych i biomarkerow depresji (Kaurani, 2024) .

W przeprowadzonych badaniach wykazano istotne réznice w ekspresji siedmiu miRNA
pomiedzy szczurami WKY, ktore sag zwierzecym modelem TRD, a szczepem kontrolnym —
szczurami Wistar — w obu jadrach Hb. miR-708-5p wyr6zniat si¢ spojnym wzorcem
podwyzszonej ekspresji zarowno w LHb, jak i MHb u szczurow WKY. Jak wynika z
wcezesniejszych badan, miR-708-5p odgrywa istotng role¢ w odpowiedzi na stres i moze petnié
funkcje¢ biomarkera zaburzen nastroju. Zwigkszong ekspresje miR-708-5p obserwowano w PFC
oraz hipokampie w modelach stresu spotecznego i izolacji spotecznej (Chen i wsp., 2015;
Gilardi i wsp., 2025). Co wiecej, obecnos¢ w krwi obwodowej pacjentéw z wysokim ryzykiem
rozwoju zaburzen afektywnych sugeruje na potencjalne zastosowanie tego miRNA w
diagnostyce (Gilardi i wsp., 2025). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sg zgodne z tymi
doniesieniami, wspierajagc hipotez¢ o udziale miR-708-5p w patogenezie depresji poprzez

modulacje aktywnosci struktur limbicznych, w tym Hb.

Kolejnym istotnym miRNA, ktorego ekspresja byla zroznicowana w badanych strukturach,
jest miR-133a-3p. U szczurow WKY w LHb jego poziom byt podwyzszony, natomiast w MHb
— obnizony. Taki dwukierunkowy wzorzec sugeruje regionowo specyficzne funkcje
regulacyjne tego miRNA. Zmniejszong ekspresje miR-133a-3p wczesniej obserwowano w PFC
pacjentow z choroba dwubiegunowa (Azevedo 1 wsp., 2017), natomiast jego wzrost wigzano z
zaburzeniami lgkowymi (Jurkiewicz i wsp., 2020). Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu sg
zgodne z tymi obserwacjami, sugerujac, ze zmiany ekspresji miR-133a-3p w réznych obszarach
mozgu moga odzwierciedla¢ ztozonos¢ fenotypu depresyjno-lekowego. Co wigcej, zaroOwno
miR-133a-3p, jak i miR-92a-3p, ktorego obnizong ekspresj¢ stwierdzono w LHb u WKY,
zostaly wczesniej zidentyfikowane jako obwodowe biomarkery depresji poudarowej (Zhang i

wsp. 2016; He i wsp., 2017). Réwnoczesne zmiany ekspresji miR-133a-3p i miR-92a-3p w
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LHb, a takze ich wczesniejsze powigzania z zaburzeniami nastroju w kontekscie biomarkerow
obwodowych, moga wskazywa¢ na ich mozliwy wspoludzial w patofizjologii depresji.

Niemniej, aby okresli¢ charakter ich potencjalnego dziatania, konieczne sg dalsze badania.

Ekspresja miR-92a-3p jest szczegolnie interesujgca ze wzgledu na szerokie powigzania z
chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Alzheimera i Parkinsona (Siedlecki-
Waullich i wsp., 2019; Taguchi i Wang, 2018), a takze ze schizofrenig (Ma i wsp., 2018). W
modelach stresu obserwowano zarowno zwigkszong, jak 1 zmniejszong ekspresje tego miRNA,
co sugeruje jego kontekstowo zalezng regulacje (Munoz-Llanos i wsp., 2018; Ji i Zhao, 2023).
Uzyskane w niniejszym badaniu obnizenie poziomu miR-92-3p w LHb u szczurow WKY moze
odzwierciedla¢ zaburzenia roéwnowagi molekularnej w obrebie ukladu limbicznego,

charakterystyczne dla TRD.

Podwyzszona ekspresja miR-203a-3p i miR-674-3p w MHDb szczurow WKY jest zgodna z
wczesniejszymi badaniami wskazujacymi na ich udzial w odpowiedzi na stres. Wzrost poziomu
miR-203a-3p obserwowano w hipokampie w modelu przewleklego nieprzewidywalnego
tagodnego stresu (ang. Chronic Unpredictable Mild Stress, CUMS) (Kavuran Buran i wsp.,
2022), co sugeruje jego mozliwg role adaptacyjnych mechanizmach odpowiedzi mdzgu na
przewlekty stres. Z kolei miR-674-3p, ktérego ekspresja byla podwyzszona w ciele
migdalowatym oraz surowicy w zwierzgcym modelu PTSD (Balakathiresan i wsp., 2014), a
takze u ludzi cierpigcych na PTSD (Lee i1 wsp., 2019), moze peli¢ funkcje wskaznika
podatnosci na rozwo¢j zaburzen stresowych. Co istotne, nasze wczesniejsze badania réwniez
wykazaty regionowo zroznicowang regulacje tego miRNA w uktadzie nagrody w modelu CMS,

Cco potwierdza jego istotng role w odpowiedzi na przewlekty stres (Zurawek 1 wsp., 2016).

Odmienny kierunek zmian zaobserwowano dla miR-182 i miR-449a-5p, ktorych ekspresja
byla obnizona u szczurow WKY. Wczesniejsze badania wskazuja, ze miR-182 odgrywa
dwoistg role — jego podwyzszona ekspresja w hipokampie wigzata si¢ ze zmniejszeniem
objawdéw depresyjnych i obnizeniem poziomu BDNF oraz CREBI1 (Li i wsp., 2016), podczas
gdy w innych modelach jego wyciszenie tagodzito objawy depresyjne (Zheng 1 wsp., 2024).
Obnizony poziom tego miRNA w LHb moze zatem wskazywaé na mechanizmy
kompensacyjne lub na odmienng, regionowo specyficzng funkcj¢. Podobnie, miR-449a-5p —
dotychczas kojarzony z odpowiedzig przysadki na stres (Nemoto i wsp., 2013) i obecny we

krwi obwodowej pacjentdw ze schizofrenig (Lai 1 wsp., 2016) — moze mie¢ znaczenie w
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modulacji osi HPA oraz systemdéw monoaminergicznych, szczegdlnie w kontekscie przewlektej

ekspozycji na stres.

Podsumowujac, uzyskane wyniki potwierdzajg zréznicowang regulacje miRNA w obu
jadrach Hb w TRD. Analiza ekspresji poszczegdlnych miRNA, w kontekscie wczesniejszych
doniesien literaturowych, sugeruje, ze obserwowane zmiany odzwierciedlaja zlozone
mechanizmy molekularne zwigzane z przetwarzaniem emocji, odpowiedzig na stres oraz
regulacja osi HPA. Wyniki te podkreslajg potencjal miRNA jako celow terapeutycznych i
biomarkeréw depresji, a takze wskazuja na koniecznos$¢ dalszych badan funkcjonalnych nad

ich rolg w specyficznych obszarach mozgu.

Biorac pod uwage, ze miRNA wplywaja na stabilno$¢ i translacje mRNA, przeprowadzono
analize transkryptomiczng, aby zbada¢ potencjalne konsekwencje obserwowanych zmian w
ekspresji miRNA. Analiza ta wykazala wigksze zrdéznicowanie ekspresji genow w LHb
pomigdzy szczurami szczepow WIS 1 WKY. Osiem gendéw roznicowato szczury WKY od WIS
w LHb, natomiast cztery geny wykazywaly réznice w obrgbie MHb. Obnizony poziom
ekspresji genu dla receptora serotoninowego 5-HT7 i kanatu chlorkowo-potasowego KCC2 u
szczurow WKY byt wspdlny dla obu jader Hb. Oba jadra charakteryzowaty si¢ odmiennym
profilem ekspresji genow zaleznych od biatka G prostowniczych kanatéw potasowych GIRK.
W obrebie MHD zaobserwowano zmniejszong ekspresje genu Kcnj9, kodujacego kanat GIRK3,
natomiast w LHb — zwigkszong ekspresj¢ genu Kcnj5, kodujacego kanat GIRK4, w LHb.
Dodatkowo w MHb zaobserwowano obnizenie ekspresji genu Cdknlc kodujacego inhibitor
kinazy zaleznej od cyklin 1C. W LHb odnotowano natomiast zmiany ekspresji az trzech genow
dla receptoréw serotoninowych: obnizenie poziomu 5-HT2a i 5-HT7, oraz wzrost ekspresji 5-
HT4. Zaobserwowano rowniez zwigkszong ekspresje genu dla receptora dopaminowego D2
oraz receptora somatostatyny typu 4, oraz spadek ekspresji genu czynnika transkrypcyjnego
Elk4.

Kotransporter potasowo-chlorkowy KCC2 odgrywa kluczowag rolg w utrzymywaniu
niskiego stezenia jonéw chlorkowych (Cl7) wewnatrz neurondéw, co jest niezbedne do
powstawania hiperpolaryzacyjnych, hamujacych potencjaléw postsynaptycznych zaleznych od
jonotropowych receptoréw GABAA i receptorow glicyny (GlyR). Jego funkcja zalezy zar6wno
od poziomu ekspresji na powierzchni komorki jak i efektywno$ci transportu, ktére sa
precyzyjnie regulowane przez mechanizmy fosforylacji, umozliwiajace szybkie 1 tatwo

odwracalne zmiany aktywnosci transportera (Kahle i wsp., 2013). Zaburzenia w ekspresji i
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funkcjonowaniu KCC2, prowadzace do utraty lub ostabienia hamujacego dzialania GABA i
zwigkszenia pobudliwo$ci neuronéw, zostaly wykazane w réznych stanach patologicznych,
m.in. w padaczce (Barmashenko i wsp., 2011), urazach m6zgu (Bonislawski i wsp., 2007) czy
niedokrwieniu mozgu (Papp 1 wsp., 2008). Wykazano réwniez, ze zaburzenia funkcji KCC2 w
obszarach zwigzanych z przetwarzaniem emocji moga sprzyja¢ rozwojowi objawoOw
depresyjnych (MacKenzie i Maguire, 2015). Wzmozona aktywno$¢ neuronéw w jadrach Hb
zostata wykazana zarowno w zwierzecych modelach depresji jak i u pacjentéw z depresja
(Yang 1 wsp., 2018). Obnizona ekspresja KCC2 w obu jadrach Hb u szczurow WKY moze
prowadzi¢ do zwigkszonej aktywnosci neuronow w tej strukturze i stanowi¢ jedno z mozliwych
homeostazie chlorkowej stanowig fizjologiczng odpowiedz regulacyjng. Wykazano, ze ostry
stres zwigzany z unieruchomieniem oraz wczesne do$wiadczenia stresowe prowadza do
obnizenia ekspresji KCC2 w jadrze przykomorowym podwzgorza (ang. Paraventricular
Nucleus, PVN), co wynika z defosforylacji reszty serynowej 940 (S940). Zmiany te prowadza
do zalamania gradientu chlorkowego w neuronach, depolaryzujacego dziatania GABA oraz
aktywacji osi HPA (Sarkar 1 wsp., 2011). Poniewaz stres jest jednym z gldwnych czynnikéw
prowadzacych do dysregulacji osi HPA, a KCC2 odgrywa role w GABA-ergicznej regulacji
neuronow uwalniajgcych hormon uwalniajacy kortykotroping (ang. Corticotropin-Releasing
Hormone, CRH) w PVN — strukturze kluczowej dla uruchamiania fizjologicznej odpowiedzi
organizmu na stres (Hewitt i wsp. 2009) — mozna przypuszczaé, ze transporter ten odgrywa
istotng role¢ w patofizjologii depresji. Ponadto wykazano, ze aktywno$¢ Hb rowniez jest
regulowana przez dziatanie osi HPA. Wykazano, ze CRH zwigksza pobudliwo$¢ neurondéw
LHb oraz ostabia transmisje GABAergiczng skierowang na te neurony (Authement 1 wsp.,
2018). Co istotne, zaburzenia funkcjonowania transportera KCC2 zostaly powiazane z
mechanizmami opornosci na leczenie (Kadam i Hegarty, 2024). Wykazano, ze zwigkszenie lub
przywrdcenie ekspresji badz aktywnosci KCC2 moze nie tylko przywraca¢ skuteczno$c, ale
takze wydluza¢ okno terapeutyczne lekow przeciwdrgawkowych 1 przeciwbolowych
pierwszego rzutu (Li i wsp., 2016; Sullivan i wsp., 2021). Co istotne, interwencje
farmakologiczne prowadzace do zwickszenia poziomu KCC2 poprawiaja skutecznos¢ lekow
przeciwdrgawkowych, takich jak benzodiazepiny i kwas walproinowy, a takze poprawiaja
efektywnos¢ dziatania selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego serotoniny, morfiny
oraz antagonistow receptora NMDA w zwierzgcych modelach chorob neurologicznych i

bolowych (Li 1 wsp., 2020; Aby 1 wsp., 2022; Shi i wsp., 2023). Obnizona ekspresja mRNA
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kodujacego KCC2, oraz spadek poziomu biatka w obu jadrach Hb u szczuréw WKY, moga
przyczynia¢ si¢ zarowno do ich fenotypu depresyjnego jak i opornosci na dziatanie klasycznych

lekéw przeciwdepresyjnych.

Dysregulacja ukladu serotoninergicznego jest powszechnie wigzana z patofizjologia
depresji. Neurony LHb wysylaja projekcje do DR i MnR, a takze otrzymuja od nich sygnaty
zwrotne. Wzajemna komunikacja z neuronami serotoninergicznymi odgrywa istotng role w
modulacji aktywnosci uktadu serotoninergicznego. mPFC, zaangazowana w regulacj¢ emocji,
rowniez wysyta projekcje neuronalne do DR, co sprawia, ze oba te szlaki odgrywajg istotng
rolg w przetwarzaniu informacji zwigzanych z regulacja nastroju. Projekcje z mPFC i LHb
moga aktywowac¢ lokalne neurony GABAergiczne w DR, prowadzac do zahamowania
aktywno$ci neurondw serotoninergicznych. Polaczenia te sg szczegdlnie istotne w kontekscie
roli serotoniny w przewidywaniu bodZzcow awersyjnych i hamowaniu reakcji behawioralnych.
Dysfunkcja sygnalizacji serotoninergicznej uznawana jest za jeden z  kluczowych
mechanizmoéw rozwoju zaburzen depresyjnych (Proulx i wsp., 2014). Obnizony poziom
ekspresji receptora serotoninowego 5-HT7 w obu jadrach Hb wykazano u szczurow WKY.
Dodatkowo w LHb zaobserwowano zmniejszony poziom transkryptu dla receptora 5-HT2A
oraz zwigkszong ekspresje genu dla receptora 5S-HT4. Zmiany te moga odzwierciedla¢ istotne
zaburzenia w modulacji sygnalow serotoninergicznych w tej strukturze i przyczynia¢ si¢ do
zaktoconego przetwarzania bodzcoéw awersyjnych oraz regulacji nastroju u szczurow WKY.
Receptor 5-HT2A stanowi kluczowy element sygnalizacji serotoninergicznej, zaangazowany
m.in. w regulacje plastycznosci synaptycznej, leku oraz dziatania substancji psychodelicznych.
Wykazano, ze serotonina moduluje transmisj¢ glutaminianergiczng w LHb z wyrazng
dominacja roli receptoréw 5-HT2A. Podanie antagonisty tego receptora ostabia uwalnianie
glutaminianu, podczas gdy zastosowanie agonisty lub inhibitora wychwytu zwrotnego
serotoniny ulatwia transmisj¢ glutaminianergiczng w neuronach LHb (Xie 1 wsp., 2016).
Obnizona ekspresja 5-HT2A w LHb u szczuréw WKY moze zatem prowadzi¢ do ograniczenia
zdolnosci modulacji aktywno$ci neuronalnej w odpowiedzi na serotoninergiczne sygnaty
zwigzane z przetwarzaniem emocji i stresu. Z kolei receptor 5-HT7 petni istotng rol¢ w regulacji
nastroju, plastyczno$ci synaptycznej oraz rytmow okolodobowych (Crispino i wsp., 2020).
Obnizona ekspresja 5-HT7 w jadrach Hb u szczurow WKY moze wskazywa¢ na zmieniong
odpowiedz serotoninowga w mozgu. Natomiast badania pokazuja, ze zwierzeta pozbawione
ekspresji receptora 5-HT7R, jak i farmakologiczna blokada 5-HT7R, wywotuja efekt

przeciwdepresyjny w zwierzecych modelach depresji (Guscott 1 wsp., 2005; Wesotowska 1
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wsp., 2007). Co ciekawe wykazano, ze aktywacja receptora 5-HT7 zwigksza pobudliwos¢
komorek piramidowych CA1 (Siwiec 1 wsp., 2020), co sugeruje, ze jego obnizona ekspresja u
szczurow WKY moze stanowi¢ kolejny mechanizm kompensacyjny nadmiernej aktywnosci
Hb. Co interesujace, doniesienia wskazuja, ze agonisci receptorow serotoninowych 5-HT2A |
5-HT7 moga zwigksza¢ ekspresje¢ KCC2, co przyczynia si¢ do przywrocenia hamowania
neuronalnego po urazie rdzenia kregowego (Gackiére i wsp., 2014). Wykazano rowniez, ze
aktywacja 5-HT2A zwigksza fosforylacje KCC2, szczegdlnie w pozycji S940, co normalizuje
funkcje¢ transportera chlorkowego i przywraca hamowanie endogenne. Szlak ten jest zalezny
od sygnalizacji kinazy biatkowej C, a jego zablokowanie uniemozliwia odwrocenie zaburzen
(Kimmey 1 wsp., 2019). Z tego wzgledu interakcje pomiedzy uktadem serotoninergicznym a
ekspresja KCC2, moga mie¢ istotne znaczenie w kontekscie TRD. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze obnizenie ekspresji zarowno KCC2, jak i receptora 5-HT7 w Hb szczurow WKY moze
zaburza¢ hamowanie neuronalne w tym kluczowym osrodku emocjonalnym, stanowigc jeden

z potencjalnych mechanizmoéw ich depresyjnego, lekoopornego fenotypu.

W przeciwienstwie do wezesniej omowionych receptorow serotoninowych, receptor 5-HT4
wykazywal podwyzszong ekspresje w LHb szczuréw WKY. Receptor ten znany jest z dziatania
pobudzajacego wynikajacego ze sprze¢zenia z biatkiem Gs i1 aktywacji cyklazy adenylanowej
(Hagena i Manahan-Vaughan, 2017). Zwigkszona ekspresja 5-HT4 moze zatem sprzyjaé
nadaktywnos$ci LHb, prowadzac do przesunigcia rdéwnowagi pobudzeniowo—hamujacej w
kierunku nadaktywnos$ci. Taka zmiana moze nasila¢ awersyjne przetwarzanie bodzcow oraz
thumi¢ dziatanie szlakéw nagrody, co wpisuje si¢ w obserwowang anhedoni¢ 1 unikanie
zachowan eksploracyjnych u szczurow WKY. Co interesujagce, w modelu hemiparkinsonizmu
(szczury 6_OHDA; ang. hemiparkinsonian rats), aktywacja lub blokada receptorow 5-HT4 w
LHb wywierala dziatanie przeciwdepresyjne oraz przywracata réwnowag¢ monoamin
(dopaminy i serotoniny) w mPFC, hipokampie i LHb (Guo i wsp., 2021). Zwigkszona ekspresja
tego receptora u szczurow WKY moze by¢ rowniez interpretowana jako jeden z czynnikow
lezacych u podstaw ich fenotypu depresyjnego — szczegodlnie w kontekscie badan Vidala i wsp.
(2010, 2014), ktorzy wykazali, ze przewlekte podawanie lekow przeciwdepresyjnych, takich
jak fluoksetyna, paroksetyna i wenlafaksyna (ale nie reboksetyna), prowadzito do obnizenia

gestosci receptorow 5-HT4 w mozgu szczura.

Analiza molekularna wykazata istotnie zwickszona ekspresj¢ genu Kcnj5 w LHb oraz
znaczgco obnizony poziom Kcnj9 w MHbD u szczurow WKY. Gen Kcnj5 koduje biatko GIRK4,
natomiast gen Kcnj9 koduje biatko GIRK3. Oba te biatka nalezg do rodziny prostowniczych
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kanaléw potasowych sprzgzonych z biatkiem G, ktore odgrywajg kluczowa role¢ w hamowaniu
neuronalnym, poprzez regulacje spoczynkowego potencjalu blonowego oraz modulacje
odpowiedzi neurondéw na sygnaly pochodzace z receptorow metabotropowych. Aktywacja
kanaléw GIRK prowadzi do hiperpolaryzacji btony komdrkowej, co ogranicza generowanie
potencjatoéw czynnosciowych i thumi aktywno$¢ neuronalng (Luo i wsp., 2022). Nadekspresja
Kcnj5 w LHb moze sugerowaé kompensacyjne zwigkszenie ilosci kanatow GIRK4 w
odpowiedzi na nadmierng aktywno$¢ tej struktury. Wykazano, ze bodziec awersyjny, taki jak
ekspozycja na szok elektryczny, prowadzi do nadaktywnosci LHb, czemu towarzyszy
wzmozona aktywno$¢ fosfatazy PP2A i internalizacia GABAgR-GIRK. Farmakologiczne
zahamowanie PP2A wykazuje dziatanie przeciwdepresyjne — przywraca funkcj¢ GABABR-
GIRK i normalizuje pobudliwos$¢ LHb (Lecca i wsp., 2016). Potencjalnie zaburzony proces
internalizacji tych komplekséw u szczuréw WKY, moze powodowac zwigkszenie ekspresji
Kcnj5, natomiast wigksza liczba kanalow nie przeklada si¢ na funkcjonalng aktywno$¢
hamujaca i obserwowany fenotyp depresyjny. Z kolei obnizona ekspresja Kcnj9 w MHb u
szczurow WKY moze ostabia¢ mechanizmy skutecznego hamowania neuronalnego w szlaku
MHb-IPN, co rowniez moze wspiera¢ utrwalenie fenotypu depresyjno-awersyjnego.
Analogiczny mechanizm zostat opisany w modelu uzaleznienia od alkoholu, gdzie brak GIRK3
w VTA prowadzit do zwickszonej konsumpcji alkoholu 1 nasilonej aktywnos$ci
dopaminergicznej (Mitten i wsp., 2025). To pokazuje, ze sprawnos¢ uktadu hamujacego GIRK
w Hb moze by¢ kluczowym czynnikiem prawidlowego utrzymania rownowagi

neuroprzekaznictwa i regulacji zachowania.

Jedng z funkcji LHb jest regulacja uktadu nagrody oraz jego odwrotna zaleznos$¢
funkcjonalna wzgledem ukladu dopaminergicznego. Neurony LHb uczestnicza w
przetwarzaniu tzw. bledu przewidywania nagrody (ang. Reward Prediction Error, RPE), a
czes¢ ich sygnatéow przekazywana jest do neurondow dopaminergicznych srédmoézgowia.
Neurony te sg pobudzane w odpowiedzi na pozytywny RPE i hamowane przez negatywny RPE.
Interakcja pomigedzy LHb a ukladem dopaminergicznym zachodzi gtéwnie za posrednictwem
RMTyg, ktore sktada si¢ z neurondéw GABAergicznych o dziataniu hamujacym (Jhou i wsp.,
2009). Zwigkszona aktywacja szlaku LHb — neurony dopaminergiczne prowadzi do obnizenia
aktywnos$ci dopaminergicznej, co przejawia si¢ w zachowaniach takich jak unikanie sytuacji
awersyjnych lub ryzykownych, nieche¢ do eksploracji oraz brak motywacji do podejmowania
wymagajacych dziatan. Zmiany te, zardwno na poziomie poznawczym, jak i behawioralnym,

moga odzwierciedla¢ objawy charakterystyczne dla zaburzen depresyjnych (Russo i1 Nestler,
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2013). W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze szczury WKY charakteryzowaty si¢
istotnie zwigkszong ekspresja receptora dopaminowego D2 w LHb. Receptory D2 naleza do
grupy receptoréow sprzezonych z biatkiem Gi/o, ktorych aktywacja prowadzi do obnizenia
poziomu cAMP oraz hiperpolaryzacji btony komodrkowej, co skutkuje zahamowaniem
aktywnosci neuronalnej (Zhao 1 wsp., 2022). W konteks$cie LHb nadmierna ekspresja receptora
D2 moze pethi¢ funkcje mechanizmu kompensacyjnego, majacego na celu przeciwdziatanie
nadmiernej aktywnosci tej struktury. Co wigcej, wzrost ekspresji receptora dopaminowego D2,
w warunkach hipodopaminergii, czyli obnizonego uwalniania dopaminy — 0 jest obserwowane
w depresji (Lambert i wsp., 2000) — moze prowadzi¢ do nieskutecznego ttumienia aktywnosci
neuronoéw, a tym samym do utrwalenia negatywnego stanu behawioralnego (Meye i wsp. 2013).
Utrzymujaca si¢ nadekspresja receptora D2 w LHb, przy jednoczesnym obnizonym poziomie
dopaminy, moze nasila¢ symptomy depresyjne, takie jak anhedonia, unikanie zachowan

eksploracyjnych oraz obnizong motywacje.

W obregbie LHb wykazano obnizong ekspresje genu Elk4 kodujacego biatko Elk-4 (biatko
zawierajace domen¢ ETS) bedace czynnikiem transkrypcyjnym z rodziny Ets. Elk-4 tworzac
kompleks z biatkiem SRF (ang. Serum Response Factor) wiaze si¢ z fragmentem SRE (ang.
Serum Response Element) w promotorze genu c-Fos i reguluje jego transkrypcje. C-Fos jest
IEG, ktéry jest aktywowany w odpowiedzi na rézne bodzce, np. stres, hormony, czynniki
wzrostu czy neuroprzekazniki (Buchwalter i wsp., 2004). Obnizona ekspresja Elk-4 u szczuréw
WKY moze wskazywa¢ na zaburzong aktywacj¢ genu C-Fos, prowadzaca do oslabionej
reaktywnosci neurondw LHb. Moze to ogranicza¢ zdolnos¢ adaptacyjng tych neuronow wobec
bodzcoéw emocjonalnych 1 stresogennych. W modelu niedotlenienia przerywanego u myszy,
obnizona ekspresja Elk-4 wigzata si¢ z nasileniem stresu oksydacyjnego, wzrostem produkcji
cytokin prozapalnych (IL-1B, IL-6, TNF-a) oraz zaburzen funkcji poznawczych. Co istotne,
zwigkszenie poziomu Elk-4 prowadzito do zmniejszenia neurozapalenia, wzrostu poziomu
czynnikow przeciwzapalnych (IL-10, TGF-B1) i neuroprotekcyjnego czynnika BDNF (Yang i
wsp., 2024). Mozna przypuszczac, ze obnizony poziom Elk-4 w LHb u szczurow WKY moze
sprzyja¢ lokalnej dysregulacji mikrosrodowiska neuronalnego poprzez nasilenie proceséw
zapalnych 1 stresu oksydacyjnego. Dodatkowo wykazano, ze Elk-4 pelni istotng role w
utrzymaniu integralnosci bariery krew-mozg. Jej dysfunkcja, wynikajaca z obnizonej ekspres;ji
Elk-4, skutkuje zwigkszong przepuszczalnoscig tej bariery, co moze sprzyjac¢ rozwojowi stanu
zapalnego w mozgu (Liu i wsp., 2020). W strukturach takich jak LHb, szczegdlnie podatnych

na wplywy srodowiskowe, moze to prowadzi¢ do trwatej aktywacji mikrogleju i przewleklej
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reakcji zapalnej, poglebiajacej nadaktywno$¢ 1 patologiczng sygnalizacje¢ neuronalna.
Najnowsze badania Wang i wsp. (2025) pokazuja, ze Elk-4 bezposrednio wiaze si¢ z
promotorem genu Homer3, indukujac jego ekspresje w komodrkach glejaka i aktywujac szlak
Wnt/B-catenin/EMT. W uktadzie nerwowym biatka Homera modulujg sygnalizacje wapniowa,
kluczowg dla plastyczno$ci synaptycznej, procesOw uczenia si¢ 1 pamigci (Szumlinski 1 wsp.,
2008). Zatem niska ekspresja Elk-4 w LHb u szczurow WKY moze prowadzi¢ do obnizenia
poziomu HOMER3, co z kolei ostabia mechanizmy adaptacyjne zalezne od szlaku

Whnt/beta-catenin i utrudnia reakcj¢ na sygnaty nagradzajace, podtrzymujac stan awersyjny.

W LHb szczuréw WKY wykazano zwigkszong ekspresje genu Sstr4, kodujacego receptor
somatostatynowy typu 4 (Sstr4). Receptor ten charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja w
strukturach limbicznych, takich jak hipokamp 1 cialo migdatowate oraz jadra Hb. Poprzez
sprzg¢zenie z biatkami Gi/o, Sstr4 hamuje aktywno$¢ cyklazy adenylanowej, ograniczajac tym
samym produkcje cAMP. W ukladzie nerwowym wplywa na zmniejszenie uwalniania
glutaminianu, hamowanie nadmiernej pobudliwosci synaptycznej, a tym samym modulacje
pamieci awersyjnej i reakcji lekowej (Adamcyzk 1 wsp., 2021). Badania farmakologiczne
wykazaly, ze selektywni agonisci Sstr4 wykazuja dziatanie przeciwlgkowe i przeciwdepresyjne
w modelach zwierzecych, poprzez modulacj¢ uwalniania glutaminianu i zwigkszenie
reaktywnosci na stres, szczegolnie w obrebie ciata migdatowatego (Scheich 1 wsp., 2016).
Podwyzszona ekspresja Sstr4 w LHb u szczurow WKY moze odzwierciedla¢ probe
zahamowania nadmiernej aktywnosci tej struktury, poprzez modulacj¢ neurotransmisji GABA-
i glutaminianergicznej. Wzmocniona aktywacja receptorow Sstrd4 thumi przetwarzanie
informacji awersyjnych (Adamcyzk i wsp., 2021) — co u WKY moze skutkowaé¢ kumulacja
negatywnych stanow emocjonalnych przy jednoczesnym braku odpowiedniego hamowania

synaptycznego.

Z kolei w MHb wykazano obnizony poziom transkryptu Cdknlc, kodujgcego biatko
p57KiP2 ktory jest inhibitorem kinaz zaleznych od cyklin i petni kluczows funkcje jako regulator
cyklu komérkowego, roznicowania komorek oraz przezywalnosci neurondw (Stampone i wsp.,
2018). W kontekscie rozwoju uktadu nerwowego Cdknlc odpowiada za wilasciwe tempo
neurogenezy oraz utrzymanie stabilnos$ci i plastycznosci komoérek nerwowych. Jak pokazujg
badania na modelach genetycznych, jego niedobor prowadzi do zmniejszenia objgtosci mézgu
1 zwigkszonej $mierci neuronalnej w rozwijajacej si¢ korze nowej (Imaizumi i wsp., 2020).
MHBD jest strukturg szczegdlnie zaangazowang w przetwarzanie emocji, kontrole reakcji na stres

oraz mechanizmy zwigzane z uzaleznieniem i odstawieniem. Obnizona ekspresja Cdknlc w
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tym obszarze moze skutkowa¢ deficytami w liczbie 1 funkcji neuronéw, co przeklada si¢ na
zaburzong integracje sygnatow projekcyjnych do IPN. Taka dysfunkcja moze zaktocaé
prawidtowe przetwarzanie bodzcéw emocjonalnych i1 stresowych, sprzyjajac rozwojowi
anhedonii, nadmiernej reaktywno$ci awersyjnej i obnizonej odpornosci na stres — cech
typowych dla fenotypu WKY. Z translacyjnego punktu widzenia istotne jest, ze podobne
zmiany obserwowano u ludzi z depresja — stwierdzono hipermetylacj¢ promotora Cdknlc w
komorkach krwi obwodowej oraz obnizong ekspresj¢ jego mRNA (Xiu i wsp., 2022). Wskazuje
to na mozliwe epigenetyczne mechanizmy regulujgce aktywnos¢ Cdknlc w warunkach stresu i
sugeruje, ze jego zmniejszona ekspresja moze stanowi¢ wspolny cel molekularny w modelach

zwierzecych i u ludzi cierpigcych na zaburzenia depresyjne.

W $wietle rosnacej liczby dowodow na przeciwdepresyjny potencjal psylocybiny, coraz
wiecej badan koncentruje si¢ na zrozumieniu jej mechanizméw dziatania, zardwno w
strukturach korowych, jak i podkorowych. LHb odgrywajaca istotng role w patofizjologii
depresji (Yang i wsp., 2018), stanowi wazny obszar badan, szczegolnie w kontekscie zwierzat
o fenotypie TRD, jakimi sa szczury WKY, co zostalo potwierdzone w niniejszej rozprawie
doktorskiej. LHb uczestniczy w przetwarzaniu sygnaldw awersyjnych, hamowaniu aktywnosci
uktadu nagrody oraz w regulacji funkcji serotoninergicznych i dopaminergicznych.
Nadaktywno$¢ tej struktury koreluje z wystgpowaniem fenotypu depresyjnego zarowno u ludzi,

jak 1 w modelach zwierzgcych (Yang i wsp., 2018).

Psylocybina, naturalny alkaloid tryptaminowy, dziala jako agonista receptorow
serotoninowych (przede wszystkim 5-HT2A) i jest badana eksperymentalnie jako potencjalna
terapia TRD (Carhart-Harris i wsp., 2021; Goodwin i wsp., 2022). Obserwacje kliniczne
wskazujg, ze jednorazowe podanie psylocybiny moze prowadzi¢ do dtugotrwatych efektow
przeciwdepresyjnych, nawet po pojedynczej dawce (Griffiths 1 wsp., 2016). W zwigzku z tym
w niniejszych badaniach zdecydowano si¢ na jednokrotne podanie psylocybiny w celu oceny
zmian w ekspresji genéw w LHb u szczurow WIS 1 WKY. Na podstawie przegladu dostgpne;j
literatury, obejmujacej zar6wno badania kliniczne na ludziach (Carhart-Harris i wsp., 2021,
Goodwin i wsp., 2022), jak i badania na modelach zwierze¢cych (Hibicke i wsp., 2020; Higgins
1 wsp., 2021; Kolasa 1 wsp., 2024; Seillier i wsp., 2025) zdecydowano si¢ na podanie
psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg. W badaniu Higginsa 1 wsp. (2021), analizujacym zalezno$¢
dawka—odpowiedz u szczuréw, dawka ta zostata zidentyfikowana jako dawka progowa,
aktywujaca receptory 5-HT2A, lecz nie wywotujgca jeszcze typowych efektow
psychomotorycznych, takich jak z ,,head-twitch responses” (HTR), ktore sg charakterystyczne
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dla wyzszych dawek psylocybiny. Dodatkowo najnowsze badania przeprowadzone przez
Seillier 1 wsp. (2025) wykazaly istnienie waskiego okna terapeutycznego dla dzialania
psylocybiny 1 jedynie dawka 0.32 mg/kg skutecznie wywotywala szybka i dlugotrwatla
skutecznos¢ przeciwdepresyjng w tescie FST u szczurow WIS. Zaobserwowano takze efekty
prospoteczne i1 hedonistyczne, bez dziatan niepozadanych obserwowanych przy wyzszych
dawkach. Z kolei wyzsze dawki (1.0 i 3.2 mg/kg) nie wykazaly dziatania przeciwdepresyjnego,
lecz powodowaty liczne dziatania niepozadane takie jak: obnizona temperatura ciala, zaburzona
lokomocja oraz zahamowanie przyrostu masy ciata (Seillier i wsp., 2025). Co istotne,
psylocybina w dawce 0.3 mg/kg podana szczurom WKY rowniez wykazuje dziatanie

przeciwdepresyjne oraz skutkuje zmianami molekularnymi w mPFC (Kolasa i wsp., 2024).

Analiza ekspresji gendow po podaniu psylocybiny potwierdzita réznice w ekspresji
wiekszosci gendw pomigdzy szczurami WIS 1 WKY w obrebie LHb: obnizony poziom
ekspresji Htr2a, Htr7, Slc12a5 oraz podwyzszony poziom Kcnj5 i Sstr4. Nie potwierdzity si¢
réznice w ekspresji: Htr4, Drd2 i Elk4. Dodatkowo analiza statystyczna wykazata istotne
roznice pomiedzy szczepami w ekspresji Cacnalb, Cdknlc, Mapkl4, Slc6a6 i Sstr2 oraz
istotnie wyzszy poziom ekspresji Tphl u szczuréw WKY. Rozbiezno$ci pomiedzy wynikami
testu t Studenta z pierwszego etapu badan a wynikami analizy wariancji (ANOVA) sa
konsekwencja réznic w podejsciu statystycznym. Test t Studenta umozliwia poréwnanie
jedynie dwoch grup, nie uwzgledniajac wptywu dodatkowych czynnikéw, takich jak dzialanie
psylocybiny czy interakcje migdzy zmiennymi. Z kolei analiza dwuczynnikowa (ANOVA),
obejmujgca jednoczesne uwzglednienie wszystkich grup badawczych, pozwala na
doktadniejsze modelowanie struktury danych — analizujgc zarowno gtowny efekt szczepu, jak
1 mozliwe interakcje szczep x psylocybina. Dzigki temu mozliwe byto wykrycie subtelnych,
wczesniej niewidocznych roznic w ekspresji gendw, co podkresla wieksza czutos¢ 1 trafthosé

analizy dwuczynnikowej w kontekscie danych biologicznych o ztozonym charakterze.

Gen Cacnalb koduje podjednostke a-1b zaleznego od napigcia kanatu wapniowego typu N
- Cav2.2. Znajduje si¢ on gléwnie w presynaptycznych zakonczeniach nerwowych, gdzie
wspoldziata z kanatem Cay2.1, regulujgc naptyw jondéw wapnia, warunkujgc tym samym
uwalnianie neuroprzekaznikow (Caminski 1 wsp., 2022). Zmienno$¢ w funkcjonowaniu tego
kanatu postuluje si¢ jako potencjalny mechanizm patogenetyczny w takich jednostkach
chorobowych jak autyzm (Liao i Li, 2020), padaczka (Mayo i wsp., 2023), nowotwory (Phan i
wsp., 2017) czy bol neuropatyczny (Kutzsche i wsp., 2024). Badania na modelach zwierzegcych

wykazaty, ze myszy z niedoborem Cay2.2 charakteryzuja si¢ obnizong wrazliwo$¢ na bodzce
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bolowe oraz zmniejszonym poziomem leku (Saegusa 1 wsp., 2001). Alternatywne sktadanie
eksonu 37 genu Cacnalb prowadzi do zmian w strukturze kanatu Cay2.2, co skutkuje
wzmozong reakcja na bodzce awersyjne poprzez zmiang sygnalizacji glutaminergicznej (Bunda
i wsp., 2019). Z kolei, podanie inhibitora Cav2.2, m-konotoksyny GVIA, bezposrednio do
mozgu wywotuje zachowania przypominajace depresje co sugeruje, ze zaburzenie funkcji
kanatéw wapniowych w uktadzie nerwowym moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju zaburzen
depresyjnych (Zhou i wsp., 2015). W najnowszym badaniu, w ktérym przeprowadzono
precyzyjne mapowanie genoOw ryzyka zwigzanych z chorobg afektywng dwubiegunowsg
wykazano, ze warianty genetyczne mogg wptywac na rozwdj tej choroby poprzez alternatywne
sktadanie mRNA m.in. genu CACNA1B w moézgu (Koromina i wsp., 2025). Zmiany w ekspresji
tego genu i funkcjonowaniu kanalu Cay2.2 maja istotny wplyw na wiele procesow
emocjonalnych i behawioralnych, w tym odpowiedZ na lgk oraz rozwdj depresji. Obnizona
ekspresja genu Cacnalb w LHb, a tym samym ograniczenie funkcji kanatow wapniowych typu
N (Ca2.2), moze zaburza¢ rownowage pomig¢dzy uktadami pobudzajacymi a hamujagcymi w
moézgu, prowadzac do nadaktywnosci tej struktury. Moze to stanowi¢ jeden z mechanizméow

molekularnych lezacych u podstaw depresyjnego fenotypu obserwowanego u szczuréw WKY.

Co ciekawe, analiza ujawnita podwyzszony poziom ekspresji genu Cdknlc w LHb, ktorego
istotnie obnizong ekspresje zaobserwowano w MHD u szczuréw WKY. Wyzsza ekspresja tego
genu w LHb moze sugerowac istnienie mechanizméw kompensacyjnych lub adaptacyjnych w
odpowiedzi na nieprawidtowosci w innych strukturach mozgowych, takich jak MHb.
Zwigkszony poziom Cdknlc moze wplywaé na funkcjonowanie i przezywalno$¢ komorek

nerwowych, przyczyniajac si¢ do stabilizowania aktywnos$ci LHb u szczurow WKY.

Ciekawym wynikiem okazat si¢ wplyw psylocybiny na obnizenie ekspresji receptora Htr7
u szczurow WKY, ktdrego nie obserwowano u szczurow WIS. Co istotne, mimo ze u szczurow
WKY ekspresja tego receptora byta juz obnizona w warunkach kontrolnych, psylocybina
dodatkowo ja redukowala. Wynik ten jest to zgodny z doniesieniami literaturowymi,
wskazujacymi, ze blokada 5-HT7 w LHb wywotuje dziatanie przeciwdepresyjne, zwickszajac
poziom serotoniny i dopaminy, natomiast jego aktywacja indukuje wystapienie fenotypu
depresyjnego (Han i wsp., 2016). Aktywnos$¢ terapeutyczna antagonistow receptora 5-HT7
prawdopodobnie wynika z ich obecnosci na neuronach GABA-ergicznych. Wykazano, ze
aktywacja receptora 5-HT7 w hipokampie moduluje pobudliwos¢ neuronéow GABA-

ergicznych wplywajac na réwnowage migdzy aktywnoscia neuronéw pobudzajacych i
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hamujacych (Tokarski i wsp., 2011). Cho¢ bezposrednie dane dotyczace lokalizacji i funkcji 5-
HT7 w LHb sa ograniczone, obnizenie jego ekspresji w odpowiedzi na psylocybing moze
prowadzi¢ do zmniejszenia nadmiernej aktywnosci neuronow LHb, co potencjalnie thumaczy

obserwowane dziatanie terapeutyczne.

W przypadku ekspresji genu Mapkl4 nie zaobserwowano rdznic migdzyszczepowych,
jednak stwierdzono wptyw psylocybiny na obnizenie ekspresji tego genu u szczurow WKY.
Gen Mapk14 koduje kinaze¢ biatkowg p38, ktora odgrywa kluczowa role w odpowiedzi na stres
oraz regulacji proceséw zapalnych. Kinaza p38 jest aktywowana poprzez fosforylacje, co
prowadzi do jej przejScie w forme¢ aktywna, zdolng do modulowania ekspresji gendéw i
odpowiedzi komérkowych (Canovas i wsp., 2021). Co istotne, badania wskazujg, ze u zwierzat
poddanych stresowi nie dochodzi do wzrostu poziomu ekspresji transkryptu genu Mapkl14
(Reisi 1 wsp., 2017) ani poziomu biatka (Zhao i wsp., 2018). Zamiast tego obserwuje si¢ wzrost
poziomu fosforylowanej, aktywnej formy tej kinazy (Zhao i wsp., 2018; Zhao i wsp., 2020), co
sugeruje, ze aktywacja kinazy p38 w odpowiedzi na stres nie zalezy od zmiany jej ekspresji,
lecz od fosforylacji, a wigc aktywacji tej kinazy. Podanie zar6wno inhibitora p38, jak i
fluoksetyny, skutkuje zmniejszeniem poziomu fosforylowanej, aktywnej formy p38 bez
wptywu na form¢ nieaktywna, co przeklada si¢ na efekt przeciwdepresyjny (Zhao i wsp., 2018;
Zhao 1 wsp., 2020). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, ze psylocybina moze dziataé
juz na poziomie regulacji transkrypcji tego genu, obnizajac jego ekspresje 1 wywotujac efekt
przeciwdepresyjny. Brak zmiany w ekspresji Mapk14 u szczurow WIS moze $wiadczy¢ o tym,
ze mechanizmy zwiazane z kinaza p38 nie sg angazowane w taki sam sposob, jak w przypadku

szczurow WKY.

W przypadku ekspresji genu Slc6a6 wykazano istotnie obnizong ekspresje u szczurow
WKY, z kolei podanie psylocybiny spowodowato spadek ekspresji tego genu tylko u szczurow
WIS. Gen Slc6a6 koduje transporter dla tauryny TauT, ktory odgrywa kluczows role w
utrzymaniu homeostazy tego aminokwasu w mozgu. Tauryna, bedaca jednym z gidéwnych
aminokwasow osmotycznych w ukladzie nerwowym, pelni wiele funkcji w mozgu, w tym
reguluje ci$nienie osmotyczne, moduluje aktywnos$¢ neurotransmiterOw oraz chroni neurony
przed stresem oksydacyjnym (Bala i wsp., 2013). Badania przeprowadzone na zwierzecych
modelach depresji wywolanej stresem wykazaty, ze obnizony poziom tauryny w mézgu jest
charakterystyczny dla stanéw depresyjnych, a suplementacja tauryna wykazuje dziatanie

przeciwdepresyjne, migdzy innymi poprzez ochron¢ neurondéw przed utrata kolcow
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dendrytycznych oraz przywrdcenie ekspresji biatek synaptycznych (Zhu 1 wsp., 2022). Ponadto
suplementacja tauryng wykazata efekty protekcyjne w kontekscie depresji, zapobiegajac
dysregulacji hormonow i neuroprzekaznikéw w procedurze CUMS, co moze by¢ zwigzane z
regulacjg osi HPA (Wu 1 wsp., 2017). Co ciekawe, u pacjentow leczonych wenlafaksyna
dochodzi do obnizenia poziomu TauT w komorkach krwi (Fazzino i wsp., 2009), natomiast w
modelu zwierzgcym fluoksetyna zwigkszala transport tauryny bez wptywu na poziom samego
transportera (Colmenares-Aguilar i wsp., 2017). Obnizony poziom TauT u szczurow WKY
moze wskazywac na zaburzong homeostaze tauryny, ktéra w potaczeniu z dysfunkcja osi HPA
moze prowadzi¢ do rozregulowania odpowiedzi stresowej i utrwalenia objawow depresyjnych.
Z kolei obnizenie poziomu transkryptu Slc6a6 po podaniu psylocybiny tylko u szczurow WIS
sugeruje, ze mechanizmy molekularne zwigzane z tauryng i jej transporterem mogg by¢ rdznie

regulowane w zalezno$ci od szczepu 1 stanu zdrowia.

Analiza wykazata obnizong ekspresj¢ genu Sstr2 u szczurow WKY. Gen Sstr2 koduje
receptor somatostatynowy typu 2 (Sstr2), nalezacy do rodziny receptorow sprz¢zonych z
biatkami G, ktory pelni istotng rolg w regulacji neuroprzekaznikow oraz odpowiedzi na stres
(Robinson 1 Thiele, 2020). W badaniach na zwierzetach poddanych procedurze przewlektego
stresu (CMS) stwierdzono obnizony poziom ekspresji Sstr2 w mozgu, przy jednoczesnym
podwyzszeniu poziomu somatostatyny w osoczu, co wskazuje na jego udzial w modulacji
odpowiedzi na stres (Faron-Goérecka i wsp., 2015). Obnizona ekspresja Sstr2 w LHb moze
zatem stanowi¢ kolejny molekularny czynnik odpowiedzialny za wystgpowanie fenotypu
depresyjnego 1 Igkowego u szczurow WKY. Zmiany w aktywnos$ci receptorow
somatostatynowych moga prowadzi¢ do zaburzen regulacji nastroju i odpowiedzi na stres, co
moze utrudnia¢ skuteczno$¢ leczenia depresji, zwlaszcza w jej opornych formach. Delecja genu
Sstr2 prowadzi do wystapienia zaburzen lekowych oraz zachowan przypominajacych depresje,
co wigze si¢ z podwyzszonym poziomem kortykosteronu, hormonu stresu, odgrywajacego
kluczowa role w regulacji osi HPA oraz w mechanizmach odpowiedzi organizmu na stres
(Prevot i wsp., 2017). Co istotne, podanie agonisty Sstr2 wykazuje dziatanie przeciwlgkowe i
przeciwdepresyjne, a takze skutkuje obnizeniem poziomu kortykosteronu (Prevot i wsp., 2017).
W hipokampie postsynaptyczna aktywacja Sstr2 zmniejsza pobudliwos¢ komorek poprzez
hiperpolaryzacj¢ btony komérkowej po aktywacji kanatow potasowych (Boehm i Betz, 1997).
Mechanizm ten moze by¢ istotny w regulacji rownowagi pomig¢dzy sygnatami pobudzajacymi
1 hamujacymi w mdzgu zaleznymi od Sstr2. Obnizona ekspresja Sstr2 w LHb moze zatem

stanowi¢ kolejny molekularny cel odpowiedzialny za wystepowanie fenotypu depresyjnego i
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lekowego u szczurow WKY. Zmiany w aktywnos$ci receptorow somatostatynowych moga
prowadzi¢ do zaburzen regulacji nastroju i stresu, co moze utrudnia¢ skuteczno$¢ leczenia

depresji, zwlaszcza TRD.

Analiza wykazala istotnie wyzsza ekspresj¢ genu Tphl u szczurow WKY. Gen Tphl koduje
enzym hydroksylaze tryptofanu 1 (Tphl), odpowiedzialny za hydroksylacje tryptofanu do 5-
hydroksytryptofanu, ktory jest bezposrednim prekursorem serotoniny. W badaniach
przeprowadzonych na zwierzetach wykazano, ze obnizenie ekspresji zarowno Tphl, jak i Tph2
prowadzi do obnizenia poziomu serotoniny w modzgu, co pozostaje w Scistym zwigzku z
rozwojem fenotypu depresyjnego (Chen i wsp., 2017). Podwyzszona ekspresja Tphl w LHb u
szczurow WKY moze sugerowac istnienie mechanizmu kompensacyjnego, majacego na celu
zrbwnowazenie obnizonego poziomu serotoniny u tych zwierzat (Yamada i wsp., 2013), a takze

o probie adaptacji organizmu do zaburzen w funkcjonowaniu uktadu serotoninergicznego.

Jednym z najbardziej zaskakujacych wynikow niniejszej rozprawy okazat si¢ wplyw
psylocybiny na ekspresje genu Kcnj5, kodujacego kanal potasowy GIRK4. Psylocybina
znaczaco obnizyla poziom ekspresji tego genu, przywracajac go do wartosci porownywalnych
z obserwowanymi u zdrowych szczuréw szczepu WIS. Wynik ten zostal potwierdzony takze
na poziomie biatkowym — analiza ilosci biatka GIRK4 wykazata podobny efekt, co sugeruje,
ze psylocybina moze oddzialywa¢ na molekularne mechanizmy lezace u podstaw TRD, poprzez

regulacje ekspresji Kcnj5 i aktywnos¢ kanatow GIRK4.

Pomimo zwigkszonej ekspresji biatka GIRK4 u szczuréw WKY kontrolnych, ktora
moglaby sugerowac nasilenie aktywnos$ci kanatéw potasowych, badania elektrofizjologiczne
wykazaty co prawda wzrost pradow GIRK, aczkolwiek nieistotny statystycznie u tych
szczurow. Co istotne, u szczurow WKY podanie psylocybiny istotnie zmniejszyto przeptyw
pradow dokomoérkowych przez kanaty GIRK4. Wynik ten sugeruje, ze psylocybina moze
wplywa¢ takze na funkcje kanalow GIRK4, a nie tylko na poziom ekspresji. Poniewaz
nadmierna aktywno$¢ LHb jest $cisle powigzana z fenotypem depresyjnym i moze by¢
kluczowym czynnikiem zaburzajacym rdéwnowage neuronalng w tej strukturze, w tym
kontek$cie psylocybina moze petni¢ role neuromodulatora, wspierajacego przywrdcenie tej

rownowagi.

Kanaty GIRK4 odgrywaja kluczowa role w regulacji pobudliwosci neuronalnej,
uczestniczac w hiperpolaryzacji btony komoérkowej 1 zmniejszaniu aktywno$ci neuronow

(Hibino i wsp., 2010). Z tego wzgledu, ich zwiekszona ekspresja w obrebie LHb moglaby
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teoretycznie ogranicza¢ nadmierng aktywno$¢ neurondow glutaminianergicznych, co
sprzyjatoby efektowi przeciwdepresyjnemu. Jednak u szczurow WKY —u ktorych stwierdzono
podwyzszony poziom ekspresji genu Kcnj5 oraz biatka GIRK4 — efekt ten nie wystepuje. Moze
to sugerowaé, ze kanaty GIRK4 nie sg w pelni funkcjonalne, np. z powodu defektow
strukturalnych, braku aktywacji przez receptory sprzezone z biatkiem G lub zaburzen w
szlakach sygnalizacyjnych. Innym potencjalnym wyjasnieniem jest mozliwos¢, ze GIRK4 w
LHb ulegaja ekspresji nie na neuronach glutaminianergicznych, lecz na interneuronach GABA-
ergicznych. W takim uktadzie ich aktywacja prowadzitaby do hiperpolaryzacji neuronow
hamujacych, co w konsekwencji skutkowatoby odhamowaniem neuronéw pobudzajacych i
zwigkszeniem aktywnosci LHb. Paradoksalnie, zwigkszona ekspresja GIRK4 mogtaby
przyczynia¢ si¢ do nasilenia fenotypu depresyjnego, zamiast prowadzi¢ do jego tagodzenia.
Dodatkowo nalezy uwzgledni¢ mechanizmy regulujace aktywno$¢ kanatéw GIRK poprzez
receptory sprzezone z biatkiem G. Kanaty te sg aktywowane przez podjednostke Py biatka G,
jednak ich funkcja moze by¢ ostabiana przez szlak fosfolipazy C (PLC) i kinazy biatkowej C
(PKC), aktywowany przez receptory typu Gq, takie jak 5-HT2A. Ten szlak prowadzi m.in. do
zmniejszenia dostepnosci PIP2 — fosfolipidu niezbednego do prawidtowego dziatania kanalow
(Lou i wsp., 2022). Psylocybina, jako agonista receptora 5-HT2A, moze uruchamiaé ten
mechanizm, co moze tlumaczy¢ zaobserwowany w niniejszym badaniu spadek przeptywu

pradow GIRK u szczurow WKY po jej podaniu — mimo wczesniejszej nadekspresji GIRK4.

Szczury WKY wykazaty podwyzszony poziom receptoréw GABAB w LHb, MHb oraz DR,
co moze sugerowac, ze mechanizm hamowania aktywnosci neuronalnej przez te receptory jest
zaburzony. Zwigkszona ekspresja receptorow GABAB na neuronach hamujacych moze
prowadzi¢ do nadmiernej aktywnosci neuronow glutaminergicznych, co wigze si¢ z rozwojem
objawow depresyjnych. Z kolei Lecca i wsp., (2016) wykazali, ze zwigkszona aktywnos$¢ PP2A
prowadzi do internalizacji receptorow GABAB oraz kanatéw GIRK, co ostabia prady GIRK.
To zjawisko zmniejsza zdolnos¢ GIRK do hamowania aktywnosci neuronalnej. Zwigkszong
ekspresje Ppp2ca zaobserwowano w LHb, MHb, mPFC oraz DR u szczurow WKY. W tym
kontekscie zwigkszona aktywno§¢ PP2A moze ttumi¢ dziatanie receptorow GABAB oraz
kanatow GIRK, co dodatkowo zaburza réwnowage pomigdzy neuroprzekaznictwem

hamujgcym i pobudzajgcym oraz poglebia objawy depresyjne.

Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki wskazuja, Ze nadekspresja kanalu GIRK4 moze
stanowi¢ jeden z potencjalnych czynnikdéw patofizjologicznych warunkujacych fenotyp TRD

obserwowany u szczurow szczepu WKY. Zwierzeta te wykazujg zwiekszong ekspresje
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transkryptu dla tego kanatu w LHb oraz MHb, a takze w mPFC ktéra wysyta projekcje do LHb.
Dodatkowo podwyzszona ekspresja transkryptu Kcnj5 zostata zaobserwowana w DR oraz
VTA, strukturach regulowanych przez LHb. Nadekspresja Kcnj5 w LHb oraz powigzanych
obszarach moze sugerowa¢ kompensacyjne zwigkszenie ekspresji kanalow GIRK4 w
odpowiedzi na nadmierng aktywnos$¢ neuronalng. Tego typu zmiany mogg $wiadczy¢ o
zaburzeniach w regulacji neuroprzekaznictwa, szczeg6lnie w kontek§cie modulacji aktywnosci
kanatow potasowych oraz réwnowagi migdzy sygnatami pobudzajacymi a hamujacymi w
mozgu, co moze przyczynia¢ si¢ do charakterystycznych dla tego modelu zaburzen nastroju i
odpowiedzi na stres. Obserwowany wptyw psylocybiny, polegajacy na obnizeniu ekspresji
genu Kcnj5, poziomu biatka GIRK4 oraz zmniejszeniu przeptywu pradow dokomoérkowych w

LHb, moze stanowi¢ unikalny mechanizm lezacy u podstaw jej przeciwdepresyjnego dziatania.

W badaniach zespolu prof. Pappa, przeprowadzonych na szczurach WKY poddanych
procedurze CMS, wykazano istotny wplyw psylocybiny na ekspresje genu Kcnj5 w obrgbie
mPFC. Psylocybina wywolata istotny wzrost ekspresji Kcnj5 w tej strukturze u szczurow
poddanych stresowi (p=0.0304) (rycinia 8.1A). W przeciwienstwie do psylocybiny, ketamina
— mimo, ze réwniez stosowana w leczeniu TRD — nie wptyneta na poziom ekspresji Kcnj5 w
mPFC szczuréw stresowanych (rycina 8.1B). Dwuczynnikowa analiza ANOVA wykazata
istotny wptyw psylocybiny na ekspresje Kcnj5 w mPFC (F(1, 11)=9.860; p=0.0094), co

potwierdza, Ze zmiana poziomu ekspresji tego genu jest wynikiem dziatania psylocybiny.
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Rycina 8.1. Ekspresja genu Kcnj5 w srodkowej korze przedczotowej u samcoéw szczurow Wistar Kyoto
poddanych procedurze chronicznego tagodnego stresu i leczonych psylocybing (A) lub ketaming (B).
Wyniki przedstawiono na wykresie jako ekspresje wzgledng = SEM. Analize statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z testem post hoc wielokrotnych
poréwnan Tukeya. Statystycznie istotne zmiany mig¢dzy grupami oznaczono jako *p<0.05. ns —

nieistotne statystycznie; WKY — szczury Wistar Kyoto; mPFC — medial Prefrontal Cortex, srodkowa
kora przedczolowa
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Dane literaturowe wyraznie wskazuja, ze klasyczne substancje psychodeliczne gwattownie
zmniejszaja tacznos$¢ funkcjonalng w obrgbie sieci trybu domys$lnego i zwigkszaja tacznosé
migdzy sieciami. Zatem podczas doswiadczenia psychodelicznego wydaje sie zachodzié
wyjatkowa zmiana w tgcznos$ci neuronowej, odzwierciedlajgca przejscie od bardziej
modutowego, posegregowanego mozgu do bardziej polaczonej sieci globalnej. To zmniejszenie
segregacji miedzysieciowej wydaje si¢ by¢ w pewnym stopniu specyficzne dla klasycznych
substancji psychodelicznych, chociaz zmniejszona segregacja wystepuje rowniez w przypadku
ketaminy. Nie obserwuje si¢ jej w przypadku lekéw przeciwdepresyjnych z grupy SSRI,
stymulantow, lekéw uspokajajacych ani MDMA (Gattuso 1 wsp., 2022).

Wyniki te sugeruja, ze ckspresja genu Kcnj5 jest modulowana przez psylocybing u
szczurow szczepu WKY, przy czym wplyw psylocybiny na ekspresj¢ tego genu rdzni si¢ w
zalezno$ci od poziomu stresu oraz konkretnej struktury moézgowej. Wskazuje to na wazny
aspekt, jakim jest tzw. “set and settings”, czyli od wewngtrznego nastawienia osoby (emocji,
oczekiwan, stanu psychicznego), w tym przypadku dziatanie stresu, oraz od otoczenia, w
ktorym substancja jest podawana, co moduluje potencjalne efekty terapeutyczne (Hartogsohn,
2016). Zroznicowane zmiany w ekspresji Kcnj5 w réznych obszarach moézgu wskazuja na
ztozono$¢ mechanizmoéw molekularnych, za posrednictwem ktorych psylocybina wywiera

swoje dziatanie, obejmujac rdézne szlaki neurobiologiczne aktywowane w odpowiedzi na stres.

Co istotne, Kcnj5 wydaje si¢ by¢ specyficznym molekularnym celem dziatania psylocybiny
—réwniez w mPFC w warunkach stresowych — co nie dotyczy ketaminy, co podkresla roznice
w molekularnych mechanizmach tych dwdéch substancji, mimo ze obie wykazujg skutecznos¢
przeciwdepresyjng w modelu TRD. Ketamina, cho¢ efektywna klinicznie, moze dziataé
poprzez odmienne $ciezki molekularne, niezwiazane z regulacja kanatoéw potasowych GIRK4.
Sugeruje to, ze pomimo podobnych efektow behawioralnych, psylocybina i ketamina angazuja
rézne szlaki molekularne, prowadzac do zréznicowanej regulacji aktywnosci neuronalnej 1

neuroplastycznosci.

Kolejne badania przeprowadzone w ramach eksperymentéw prof. Pappa wykazaly, ze u
szczurow WKY, ktore zostalty poddane procedurze CMS i poddanych procedurze DBS w
obrebie LHb, dochodzi do wzrostu ekspresji Kcnj5 w Hb. Co istotne, wigksza ekspresje
zaobserwowano zarowno u samic, ktore byly poddane stresowi (p=0.0322), jak i u samic
niestresowanych (p=0.0231) (rycina 8.2A). Natomiast u samcow istotny wzrost ekspresji Kcnj5

byt zauwazalny tylko u szczuréw niestresowanych (p=0.0402) (rycina 8.2B). Dwuczynnikowa
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analiza ANOVA wykazata istotny wptyw DBS na poziom ekspresji Kcnj5 zaréwno u samic
(F(1, 29)=17.80; p=0.0002), jak i u samcow (F(1, 26)=11.07; p=0.0026),co potwierdza, ze

zmiana poziomu ekspresji tego genu jest wynikiem dzialania DBS.
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Rycina 8.2. Ekspresja genu Kcnj5 w jadrach uzdeczki u samic (A) i samcow (B) szczuréw Wistar Kyoto
poddanych procedurze chronicznego tagodnego stresu i leczonych za pomoca glgbokiej stymulacji
moézgu w obrebie LHb. Wyniki przedstawiono na wykresie jako ekspresje wzgledng = SEM. Analizg
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z testem post hoc
wielokrotnych poréwnan Tukeya. Statystycznie istotne zmiany miedzy grupami oznaczono jako
*p <0.05. ns — nieistotne statystycznie; WKY — szczury Wistar Kyoto; Hb — Habenula, uzdeczka; DBS
— Deep Brain Stimulation, gieboka stymulacja mézgu

Mechanizm terapeutyczny DBS nadal jest nie w pelni zrozumiany, natomiast teoria
postuluje, ze DBS dziala poprzez mechanizm multimodalny. Obecnie wiodaca hipoteza
dotyczaca potencjalu terapeutycznego DBS zaktada, ze moduluje ona aktywno$¢ w obrebie
sieci neuronowych. Jest to spojne z danymi, ktore pokazuja, ze wiele chorob leczonych za
pomoca DBS wigze si¢ z zaburzeniami sieci neuronowych. DBS mozna by wigc uznaé za
terapi¢ sieciowa, co sprawia, ze identyfikacja odpowiednich sieci neuronowych bedzie miata

kluczowe znaczenie dla polepszenia skutecznosci tej terapii (Sandoval-Pistorius i wsp., 2023).

Psylocybina wptywa na moézg, wywolujac glebokie zmiany w percepcji, nastroju oraz
mysleniu. Jednym z efektow dziatania psylocybiny jest jej zdolnos¢ do resetowania sieci
neuronowych, co ma szczegélne znaczenie w kontek$cie leczenia zaburzen psychicznych,
takich jak depresja. Psylocybina prowadzi do rozluznienia sztywnych wzorcéw aktywnosci
neuronalnej oraz zaburza taczno$¢ funkcjonalng w korze oraz czgsciach podkorowych.
Najsilniejsze zmiany w tacznosci zaobserwowano w sieci trybu domyslnego, ktory jest
polaczony z przednim hipokampem i1 uwaza si¢, ze odpowiada za poczucie przestrzeni, czasu 1

siebie. Trwata redukcja tacznos$ci sieci trybu domys$lnego moze stanowi¢ neuroanatomiczny i
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mechanistyczny  korelat proplastycznosci 1 terapeutycznego dziatania  substancji

psychodelicznych (Siegel i wsp., 2024).

Wyniki te sugeruja, ze DBS, bedaca skuteczng formga terapii w leczeniu TRD, réwniez
wplywa na ekspresje genu Kcnj5 u szczurow WKY, co potwierdza istotng rol¢ tego genu w
mechanizmie dzialania przeciwdepresyjnego. Zmiana poziomu ekspresji Kcnjs w odpowiedzi
na DBS wskazuje, ze kodowany przez ten gen kanat potasowy moze petni¢ kluczowa funkcje
w regulacji aktywnos$ci neuronalnej w strukturach moézgowych zaangazowanych w
przetwarzanie emocji oraz odpowiedzi na stres. Tym samym, modyfikacja ekspresji Kcnj5
moze stanowi¢ jedno z molekularnych ogniw dziatania DBS, co podkresla potencjalne

znaczenie tego kanatu w leczeniu TRD.

Zwigkszony poziom ekspresji Grin2za w LHb oraz MHb u szczurow WKY moze mieé
kluczowe znaczenie dla obserwowanego fenotypu tych szczurdéw, zwlaszcza w kontekscie
zaburzen neurobiologicznych charakterystycznych dla depresji. Gen Grin2a koduje
podjednostke GIuN2A receptora NMDA, a jego podwyzszona ekspresja sugeruje nadmierng
aktywno$¢ glutaminianergiczng w tych strukturach mézgowych, co moze przyczynia¢ si¢ do
zaburzen neuroplastycznosci i nieprawidlowego przetwarzania bodzcow emocjonalnych. Co
ciekawe, w badaniach na szczurach WKY stwierdzono obnizony poziom GluN2A w PFC u
samcoOw (Millard 1 wsp., 2019) oraz u samic, u ktérych dodatkowo zaobserwowano spadek
poziomu tej podjednostki réwniez w hipokampie (Millard 1 wsp., 2021). Wyniki te sugeruja, ze
réwnowaga aktywnos$ci glutaminianergicznej moze by¢ zréznicowana zaréwno ze wzgledu na
pte¢, jak 1 lokalizacje mozgowa, co moze wplywac na sposob, w jaki szczury WKY reaguja na
stres 1 bodzce emocjonalne. Z kolei w badaniach przeprowadzonych na myszach wykazano, ze
podwyzszony poziom GluN2A w synapsach zaktoca dtugotrwalg plastyczno$¢ synaptyczng w
neuronach CA1 hipokampa (Li i wsp., 2022), natomiast zastosowanie antagonistow GluN2A
wywierato dziatanie przeciwdepresyjne (Jimenez-Sanches i wsp., 2014; Lundbye i wsp., 2018).
Co wigcej, badania przeprowadzone przez Su i wsp. (2023) wykazaty, ze przeciwdepresyjne
dziatanie ketaminy jest posredniczone wtasnie przez podjednostke GIuN2A, co dodatkowo
podkresla jej role w kontekscie neuroplastyczno$ci i odpowiedzi na terapi¢ przeciwdepresyjna.
Z kolei analiza Davoudiana i wsp. (2023) wykazala, ze endogenne poziomy ekspresji Grin2a
w roznych obszarach moézgu moga przewidywaé, ktore regiony beda wrazliwe na

neuroplastyczno$¢ indukowang przez psylocybing. Sugeruje to, ze receptory glutaminianowe,

91



w tym GIuN2A, petnig kluczowg rol¢ w mechanizmach dziatania psylocybiny, a ich aktywacja

lub modulacja moze by¢ odpowiedzialna za jej efekty.

Mechanizmy dzialania substancji psychodelicznych, takich jak psylocybina, sg
przedmiotem intensywnych badan, ktore koncentrujg si¢ na ich wptywie na struktury mozgowe
i zwigzanych z tym zmianach w aktywnosci neuronalnej. Jednym z kluczowych narzg¢dzi
wykorzystywanych do oceny aktywacji neuronow w odpowiedzi na rdézne bodzce jest analiza
poziomu ekspresji gendw wczesne] odpowiedzi, takich jak c-Fos, ktory peini role markera
aktywnos$ci neuronalnej. c-Fos jest biatkiem, ktorego ekspresja jest natychmiastowo
indukowana przez aktywno$¢ neuronalng, a jego poziom odzwierciedla stopien pobudzenia

neuronow w odpowiedzi na bodzce, w tym takze na substancje psychoaktywne (Sakurai, 2024).

W przeprowadzonych badaniach, majacych na celu ocen¢ wpltywu psylocybiny na
aktywno$¢ neuronow, ekspresje c-Fos zbadano 24 godziny po podaniu substancji. Wyniki tych
badan nie wykazaty istotnego wzrostu poziomu c-F0S w zadnej z analizowanych struktur
moézgowych, co moze sugerowaé, ze psylocybina nie wywotuje istotnej aktywacji neurondow.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze brak obserwowanych zmian moze wynika¢ z wyboru
niewlasciwego punktu czasowego. Jak wskazuje przeglad Calder i Hasler (2022), wzrost
ckspresji genow wczesnej odpowiedzi, w tym c-Fos, pod wplywem substancji
psychodelicznych jest zazwyczaj obserwowany w kréotkim czasie po podaniu substancji —
zwykle do 3 godzin (rycina 8.3). Tym samym, wybrany punkt czasowy (24 godziny po podaniu)

mogt by¢ zbyt odlegly, aby uchwyci¢ wczesng odpowiedz neurobiologiczna.

Zatem uzyskane wyniki sugeruja, ze brak wzrostu ekspresji c-Fos 24 godziny po podaniu
psylocybiny moze by¢ wynikiem zastosowanego punktu czasowego, a nie braku dziatania
substancji. Z drugiej strony, badania przeprowadzone na modelach zwierzecych wykazaty, ze
krotko po podaniu psylocybiny dochodzi do zwigkszenia ekspresji c-Fos w LHb — zaréwno u
myszy (Davoudian i wsp., 2023), jak i u szczuréw (Funk 1 wsp., 2024). Wzrost ten §wiadczy o
aktywacji neuronéw w tej strukturze w odpowiedzi na psylocybing, co podkresla potencjalng
role LHb w mechanizmach dziatania tej substancji, szczegdlnie w kontekscie jej whasciwosci
przeciwdepresyjnych. LHb odgrywa kluczowa role w regulacji reakcji na stres, emocji oraz
zachowan depresyjnych, co sugeruje, ze jej modulacja moze by¢ jednym z gléwnych

mechanizmow terapeutycznego dziatania psylocybiny.
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Efekt przeciwdepresyjny substancji psychodelicznych, takich jak psylocybina, jest czesto
powiazany ze wzrostem neuroplastycznos$ci, czyli zdolnosci uktadu nerwowego do adaptacji,
reorganizacji i tworzenia nowych potaczen neuronalnych. Zjawisko to obejmuje migdzy innymi
zmiany w ekspresji genow zwigzanych z plastycznoscig synaptyczng, takich jak Arc i Psd95,
ktore pelnig kluczowag role w procesach synaptogenezy i modyfikacji strukturalnych w
odpowiedzi na bodzce srodowiskowe. Wzrost poziomu tych markerdw jest czgsto uznawany za
jeden z gléwnych mechanizméw dzialania substancji psychodelicznych, ktére moga
przyczynia¢ si¢ do poprawy funkcjonowania mozgu w konteks$cie leczenia depresji oraz innych

zaburzen psychiatrycznych (Jefsen 1 wsp., 2021).

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano jednak zadnych istotnych réznic w ekspresji
genu Arc oraz Psd95 24 godziny po podaniu psylocybiny, co sugeruje, ze zmiany w
neuroplastycznos$ci zwigzane z dziataniem tej substancji nie wystepuja w tak krotkim okresie.
Wynik ten moze by¢ konsekwencja doboru nieoptymalnego punktu czasowego, poniewaz jak
wskazuje przeglad Calder i1 Hasler (2022), wzrost ekspresji gendw zwigzanych z
neuroplastycznoscia w odpowiedzi na substancje psychodeliczne, w tym psylocybiny,
zazwyczaj obserwowany jest po dluzszym czasie, czgsto dopiero po 7 dniach od podania

substancji (rycina 8.3).

Z kolei dtugoterminowe badania przeprowadzone przez Kolasa i wsp. (2024), wykazaty
wzrost poziomu Arc w mPFC u szczurow WKY po 24 dniach od jednokrotnego podania
psylocybiny. Wyniki te sugeruja, ze zmiany neuroplastyczne wywotane przez psylocybing
moga rozwijac¢ si¢ stopniowo 1 wymagac czasu, aby osiggng¢ mierzalny poziom, co moze
stanowi¢ podstawe jej dlugotrwatego dzialania terapeutycznego. Powyzsze obserwacje
podkreslaja znaczenie odpowiedniego doboru punktéw czasowych w badaniach nad
mechanizmami dziatania psylocybiny, szczegélnie w konteks$cie jej potencjatu w leczeniu

depresji 1 innych zaburzen afektywnych.
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Rycina 8.3. O$ czasu przedstawiajgca najwczesniejsze i najpozniejsze obserwacje réznych zmian
neuroplastycznosci po leczeniu pojedyncza dawksg serotoninergicznych substancji psychodelicznych:
LSD, psylocybiny/psylocyny, DMT lub DOI. Jedna kropka reprezentuje jedno badanie i punkt czasowy;
badania przeprowadzone na zwierzetach i in vitro. Rycina sporzadzona na podstawie publikacji Calder

i Hasler, 2022 (doi: 10.1038/s41386-022-01389-2)

Uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki potwierdzaja zrealizowanie
zatozonych gtownych celow pracy, jakimi byto molekularne scharakteryzowanie jader Hb u
szczurdw szczepu WKY oraz ocenienie wptywu psylocybiny na funkcjonowanie tej struktury
(Tabela 8.1). Dodatkowo przeprowadzona poglebiona analiza wskazuje na kanat GIRK4,
kodowany przez gen Kcnj5, jako potencjalny molekularny marker lekoopornos$ci, ktéry moze
odgrywac¢ kluczowg role w braku skutecznos$ci standardowych terapii przeciwdepresyjnych u
szczuréw szczepu WKY. Regulacja ekspresji Kcnj5 w tym modelu jest widoczna juz na
poziomie miRNA, ktore — dziatajac jako regulatory potranskrypcyjne — wptywaja na stabilnos¢
i translacje mRNA. W szczegdlnosci, obnizony poziom miR-92a-3p w LHb szczuréw WKY,
bedacy jednym z regulatorow Kcnj5, moze przyczynia¢ si¢ do podwyzszenia ekspresji tego

genu i zwigkszenia poziomu biatka GIRK4.

Pomimo obserwowanej nadekspresji GIRK4 w LHb szczuréw WKY, nie stwierdzono
istotnego statystycznie zwiekszenia przeptywu pradéw dokomorkowych, co sugeruje, ze kanaty
te mogg by¢ niefunkcjonalne lub ich aktywnos$¢ jest w istotnym stopniu zaburzona. Moze to

oznaczaé, ze w warunkach zwierzgcego modelu TRD, podwyzszona ekspresja GIRK4 nie
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przektada si¢ na skuteczne ograniczenie pobudliwo$ci neuronalnej, co w efekcie utrudnia

dziatanie standardowych lekow przeciwdepresyjnych.

Z kolei psylocybina wykazuje istotny wpltyw na obnizenie zarowno poziomu transkryptu
Kcnjb, jak i iloSci biatka GIRK4. Jednoczesnie, pod jej wptywem dochodzi do zmniejszenia
przeptywu pradow dokomoérkowych w neuronach LHb szczurow WKY, co sugeruje, ze
psylocybina moze dziata¢ poprzez modulacje funkcji GIRK4, przywracajac rownowage w
aktywno$ci neuronalnej tej struktury. Wplyw ten moze sprzyjaé reorganizacji polaczen
neuronalnych w obrebie LHb, co prowadzi do redukcji jego nadmiernej aktywnosci, stanowigc

jeden z mechanizméw przeciwdepresyjnych dziatania psylocybiny.

W s$wietle powyzszych wynikow, miR-92a-3p, Kcnj5 oraz GIRK4 mogg stanowi¢ istotne
biomarkery w konteks$cie molekularnych mechanizméw depresji lekoopornej. Zrozumienie roli
tych elementéw moze otworzy¢ nowe perspektywy terapeutyczne, obejmujace np. modulacje
miRNA lub funkcji kanatléw potasowych, w celu poprawy odpowiedzi na leczenie
przeciwdepresyjne. W przysziosci moze to umozliwi¢ opracowanie bardziej precyzyjnych,
ukierunkowanych terapii, zdolnych do przezwyci¢zenia opornosci na tradycyjne leki

przeciwdepresyjne.
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Tabela 8.1. Podsumowanie najwazniejszych wynikow

Obszar badawczy Opis / Wynik
1. Roznice molekularne u szczuréw WKY w porownaniu do szczurow WIS
MHb
| miR-133a-3p
. LHb | miR-182
Ekspresja miRNA l mlR-92a-3p 1 miR-203a-3p
| miR-133a-3p | miR-449a-5p
 miR-708-5 } miR-674-5p
1 miR-708-5p

receptory dla monoamin (Htr2a, Htr4, Htr7, Drd2)

receptory dla aminokwasow (Gabbr2, Grin2a)
kanaty jonowe (Slc12a5, Kcnj5, Kenj9, Cacnalb)
receptory somatostatyny (Sstr2, Sstr4)

Ekspresja genow kinazy biatkowe (Cdknlc, Mapk14)

fosfataza (Ppp2ca)

czynnik transkrypcyjny (Elk4)

transporter tauryny (Slc6a6)

enzym hydroksylaza tryptofanu (Tphl)

LHb
o | 5-HT7 MHb
Ekspresja bialek | KCC2 L KCC2
1 GIRK4

2. Wplyw psylocybiny

| Kenj5 (w LHb u WKY)
Ekspresja genow | Htr7 (w LHb u WKY)
| Slc6a6 (w LHb u WIS)

Ekspresja biatka | GIRK4 (w LHb u WKY)

Zmiany funkcjonalne Psylocybina zmniejsza przepltyw pradow przez kanaty GIRK w LHb

szczurow WKY
Wptyw na aktywnosc¢ Psylocybina obniza poziom Kcnj5 i biatka GIRK4, zmniejszajac
neuronalng aktywno$¢ LHb i wspierajac dziatanie przeciwdepresyjne

WIS — szczury Wistar Han; WKY — szczury Wistar Kyoto; LHb — Lateral Habenular Nucleus, boczne
jadro uzdeczki; MHb — Medial Habenular Nucleus, srodkowe jadro uzdeczki
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9. Podsumowanie

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki mozna osadzi¢ w $wietle dwoch nowych,
koncepcyjnych modeli opisujacych neurokognitywny mechanizm powstawania oraz leczenia
depresji — modelu TIBER (ang. Tlghtened BEliefs in Response to uncertainty) oraz REBUS
(ang. RElaxed Beliefs Under pSychedelics) (Carhart-Harris, 2019; Carhart-Harris i Friston,
2019). Oba te modele zostaly opracowane w odpowiedzi na rosngcg potrzebe zrozumienia, w

jaki sposob psychodeliki oddzialujg na mézg, szczegodlnie w kontekscie leczenia TRD.

Model TIBER zaktada, ze w wyniku przewleklego stresu, niepewnosci lub traumy, mozg
zaczyna reagowac¢ defensywnie poprzez usztywnienie przekonan oraz sposobie postrzegania
rzeczywisto$ci. Takie sztywne przekonania sterujg tym, jak odbieramy rzeczywistos$¢, co moze
prowadzi¢ do blednego kola, przyczyniajac si¢ w konsekwencji do tego, ze wszystko
interpretujemy w sposob potwierdzajacy te przekonania, a elastyczno$¢ poznawcza maleje. W
ujeciu neurobiologicznym stan ten odpowiada zmniejszeniu plastycznosci sieci neuronalnych
oraz obnizeniu réznorodnosci aktywnosci mozgu. W kontekscie przedstawionych wynikdw,
szczury WKY - stanowigce uznany model TRD — wykazywaty szereg cech odpowiadajacych
tej koncepcji, m.in. podwyzszong ekspresje kanatow GIRK4 (Kcnj5), zaburzong sygnalizacje
receptorow serotoninowych 5-HT2A i 5-HT7 oraz obnizong ekspresje transportera KCC2, co

razem sugeruje uposledzong zdolnos¢ do elastycznej regulacji aktywnosci neuronéw Hb.

Z kolei model REBUS odnosi si¢ do dziatania psychodelikéw jako substancji, ktore
tymczasowo ,,rozluzniaja” te sztywne przekonania. Psychodeliki, dzialajac poprzez receptory
5-HT2A, zwiekszaja neuroplastyczno$¢ oraz entropi¢ aktywnos$ci mézgowej, prowadzac do
dezintegracji patologicznie zorganizowanych sieci funkcjonalnych (np. sieci tryby
domyslnego). W tym stanie zwigkszonej elastycznosci, wczesniej niedostepne perspektywy
poznawcze i emocjonalne moga zosta¢ ponownie zintegrowane w sposob bardziej adaptacyjny.
W odniesieniu do uzyskanych wynikow, podanie psylocybiny u szczurow WKY skutkowato
m.in. obnizeniem ekspresji Kcnj5 w LHb, co moze §wiadczy¢ o zmniejszeniu nadaktywnosci
uktadu awersyjnego. Zidentyfikowane zmiany w ekspresji miRNA — zwlaszcza obnizony
poziom miR-92-3p w LHb - moga dodatkowo wspiera¢ hipotez¢ o molekularnym
,»zakleszczeniu” sieci awersyjnej, ktora stanowi istotng barier¢ dla skutecznego leczenia
klasycznymi lekami przeciwdepresyjnymi. Ich obecno$¢ jedynie u zwierzat z fenotypem TRD
moze wskazywac na bardziej trwate zmiany epigenetyczne, ktére wymagajg dluzszego okresu

leczenia lub wielokrotnej ekspozycji terapeutycznej.
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Podsumowujac, dane uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej wspierajg zalozenia
modeli TIBER i REBUS, wskazujac, ze TRD moze by¢ rozumiana jako stan utrwalonych i
sztywnych przekonan zakodowanych w okreslonych wzorcach aktywno$ci i ekspresji
genetycznej w obrgbie takich struktur jak Hb. Psychodeliki, takie jak psylocybina, poprzez
wplyw na receptory serotoninowe oraz kluczowe mechanizmy plastycznos$ci, moga
odblokowywac¢ te wzorce, tworzac ,,0kno” neurobiologicznej elastycznosci niezbednej do
zmiany percepcji i schematow zachowania. Integracja modeli neurokognitywnych z danymi
molekularnymi moze stanowi¢ istotny krok w kierunku lepszego zrozumienia mechanizmow

lezacych u podstaw skutecznosci terapii psychodelicznej w leczeniu TRD.
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10. Ograniczenia badawcze

Chociaz przeprowadzone badania dostarczyly cennych informacji na temat roli kanatow
GIRK4 i ich potencjalnego zwigzku z mechanizmami TRD, istnieje kilka kluczowych
ograniczen, ktére moga wptywac na interpretacje wynikow i wskazujg na obszary wymagajgce
dalszych badan. Ponizej przedstawiono gtéwne ograniczenia, ktére powinny by¢ uwzglednione

przy dalszym rozwoju badan w tym zakresie:

1. Brak badan pokazujacych, na jakich typach neurondéw znajduja si¢ kanaly GIRKA4,
wynikajacy z niespecyficznosci przeciwcial. W badaniach nad kanatami GIRK4, kluczowym
aspektem jest doktadna lokalizacja tych kanatoéw. Cho¢ przeprowadzone badania wskazuja na
zwicgkszong ekspresj¢ Kcnj5 w okreslonych obszarach moézgu, brak precyzyjnych danych
dotyczacych typow neurondéw, na ktérych znajduja si¢ te kanaty, stanowi istotne ograniczenie.
Dalsze badania, z zastosowaniem specyficznych przeciwcial, pozwolityby na doktadniejsza
identyfikacj¢ miejsc ekspresji GIRK4 i umozliwityby lepsze zrozumienie, jak zmiana w jego

ekspresji wptywa na rézne typy neuronéw i ich funkcje.

2. Brak badan pokazujacych interakcje GABAg i GIRK4. Chociaz wcze$niejsze badania
sugeruja, ze GIRK4 moze peti¢ role w modulowaniu aktywno$ci neuronalnej, brak jest
wystarczajacych danych dotyczacych interakcji miedzy receptorami GABAg a kanatami
GIRK4. Receptory GABAg s3 znane z tego, ze regulujg pobudliwo$¢ neuronalng poprzez
aktywacje kanatow potasowych, a interakcja z kanatami GIRK4 moze odgrywa¢ wazna rolg w
hamowaniu synaptycznym oraz w regulacji rownowagi pobudzeniowo-hamujacej w mézgu.
Brak badan pokazujacych bezposrednig interakcj¢ migdzy tymi dwoma elementami stanowi
luke w zrozumieniu mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje emocji, odpowiedz na stres
oraz efekty terapeutyczne psylocybiny. Aby doktadniej zrozumie¢, jak te interakcje wptywaja
na aktywnos$¢ neuronalna, konieczne be¢da eksperymenty z zastosowaniem antagonistow
receptoréw GABABg oraz inhibitoréw GIRK4, ktére pozwola na bardziej precyzyjne zbadanie

ich wspotdziatania w roznych regionach mozgu.

3. Brak sprawdzenia aktywnosci fosfatazy PP2A. Pomimo tego, ze fosfataza PP2A odgrywa
kluczowa rolg w regulacji aktywnosci receptorow i kanatow, a jej aktywnos$¢ jest powigzana z
mechanizmami adaptacyjnymi mézgu, w przeprowadzonych badaniach brak jest doktadnych
pomiarow aktywnosci tej fosfatazy. PP2A jest waznym regulatorem szlakéw sygnalizacyjnych,

ktore kontroluja funkcje neuronalne. Brak sprawdzenia aktywnos$ci PP2A w kontekscie
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zmieniajacej si¢ ekspresji GIRK4 i innych receptorow w odpowiedzi na psylocybine utrudnia
pelne zrozumienie, jak te mechanizmy regulacyjne wplywaja na efekty terapeutyczne tej
substancji. Nalezy przeprowadzi¢ eksperymenty oceniajace aktywno$¢ fosfatazy PP2A w
roznych obszarach moézgu 1 jej zwigzek z procesami plastycznosci neuronalnej 1 regulacji

nastroju.

4. Brak badan proteomicznych wynikajacych z niewielkich rozmiaréw jader Hb. Kolejnym
ograniczeniem jest brak badan proteomicznych, ktore moglyby dostarczy¢ kompleksowego
obrazu zmian w ekspresji bialek w jadrach Hb, ktére majg kluczowe znaczenie w regulacji
emocji 1 reakcji na stres. Hb jest stosunkowo matlg strukturg moézgowa, co utrudnia
przeprowadzenie szczegdélowych analiz proteomicznych w tym obszarze. Rozwdj metod
umozliwiajacych precyzyjng izolacj¢ biatek z matych struktur mézgowych, takich jak jadra Hb,
oraz zastosowanie zaawansowanych technik proteomicznych, moze znacznie poszerzy¢ nasza
wiedze na temat mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw dzialania psylocybiny i

innych terapii farmakologicznych.

W przysztych badaniach nalezy skupi¢ si¢ na: dokladnym okresleniu lokalizacji
kanatlow GIRK4 w okreslonych typach neurondéw, zbadaniu ich interakcji z receptorami
GABABg, ocenie aktywnosci fosfatazy PP2A oraz przeprowadzeniu zaawansowanych analiz
proteomicznych jader Hb. Takie podejscie umozliwi pelniejsze zrozumienie mechanizméw

dziatania psylocybiny w kontekscie TRD.
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11. Opublikowane prace naukowe

Praca naukowa zawierajagca wyniki wlasne, wchodzace w sklad rozprawy doktorskie;j,

zostata podkreslona.
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