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1. Wykaz najważniejszych skrótów 

5-HT2a – receptor serotoninowy 2a 

5-HT7 – receptor serotoninowy 7 

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

BDNF – neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego (ang. Brain Derived Neurotrophic 

Factor) 

CMS – przewlekły łagodny stres (ang. Chronic Mild Stress) 

D2 – receptor dopaminowy 2 

DBS – głęboka stymulacja mózgu (ang. Deep Brain Stimulation) 

DR – jądro grzbietowe szwu (ang. Dorsal Raphe Nucleus) 

ECT – terapia elektrowstrząsowa (ang. Electroconvulsive Therapy) 

EPM – test podniesionego labiryntu krzyżowego (ang. Elevated Plus Maze) 

fMRI – funkcjonalne obrazowanie metodą rezonansu magnetycznego (ang. functional 

Magnetic Resonance Imaging) 

FST – test wymuszonego pływania (ang. Forced Swim Test) 

Hb – uzdeczka (ang. Habenula) 

HDRS – Skala Oceny Depresji Hamiltona (ang. Hamilton Depression Rating Scale) 

HPA – oś podwzgórze-przysadka-nadnercza (ang. Hypothalamic-Pituitary-Adrenal) 

HPT – oś podwzgórze-przysadka-tarczyca (ang. Hypothalamus-Pituitary-Thyroid) 

IEG – gen wczesnej odpowiedzi (ang. Immediate Early Gene) 

IPN – jądro międzykonarowe (ang. Interpeduncular Nucleus) 

LHb – boczne jądro uzdeczki (ang.  Lateral Habenular Nucleus) 

MADRS – Skala Oceny Depresji Montgomery-Åsberg (ang. Montgomery-Åsberg Depression 

Rating Scale) 

MAOI – inhibitory monoaminooksydazy (ang. Monoamine Oxidase Inhibitors) 

MHb – środkowe jądro uzdeczki (ang. Medial Habenular Nucleus) 

mPFC – środkowa kora przedczołowa (ang. medial Prefrontal Cortex) 

MnR – jądro środkowe 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 ośla (ang. Normal Donkey Serum) 

NMDA – receptor N-Metylo-D-Asparaginowy (ang. N-Methyl-D-Aspartate) 
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NOR – test rozpoznawania nowego obiektu (ang. Novel Object Recognition) 

NSFT – test spożywania pokarmu w nowym otoczeniu (ang. Novelty Suppressed Feeding Test) 

OFT – test otwartego pola (ang. Open Field Test)   

PFC – kora przedczołowa (ang. Prefrontal Cortex) 

PTSD – zespół stresu pourazowego (ang. Post-Traumatic Stress Disorder) 

RAADs – grupa szybko działających leków przeciwdepresyjnych (ang. Rapid Acting 

Antidepressants) 

RMTg – grzbietowo-przyśrodkowe jądro nakrywki (ang. Rostromedial Tegmental Nucleus) 

RT-qPCR – ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real Time 

quantitative Polymerase Chain Reaction) 

SHR – szczep szczura ze spontanicznie wysokim ciśnieniem tętniczym (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 pielęgnacyjny (ang. Splash Test, ST) 

STAI – Inwentarz Stanu i Cechy Lęku (ang. State-Trait Anxiety Inventory) 

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

TCA – trójpierścieniowe 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 błędnego (ang. Vagus Nerve Stimulation) 

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

WIS – szczury Wistar Han 

WKY – szczury Wistar Kyoto 
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2. Streszczenie 

Leczenie zaburzeń psychicznych pozostaje jednym z największych wyzwań współczesnej 

medycyny, głównie ze względu na ograniczone zrozumienie ich molekularnych podstaw oraz 

mechanizmów patofizjologicznych. Szczególnie poważnym problemem klinicznym jest 

depresja lekooporna, która dotyka około jednej trzeciej pacjentów z rozpoznaną depresją i 

charakteryzuje się brakiem odpowiedzi na standardowe terapie przeciwdepresyjne. Coraz 

więcej danych wskazuje, że dysfunkcja uzdeczki może odgrywać kluczową rolę w patogenezie 

zaburzeń nastroju. 

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej było molekularne scharakteryzowanie różnic w 

obrębie jąder uzdeczki pomiędzy zdrowymi szczurami a zwierzętami o fenotypie depresji 

lekoopornej – szczurami szczepu Wistar Kyoto. W kontekście poszukiwania nowych strategii 

terapeutycznych oceniono również wpływ psylocybiny – substancji o udokumentowanym 

potencjale przeciwdepresyjnym – na funkcjonowanie bocznego jądra uzdeczki. 

Wykorzystując metody biochemiczne i molekularne, zidentyfikowano istotne różnice w 

ekspresji miRNA, mRNA oraz białek. Szczególną uwagę zwrócono na kanał potasowy GIRK4, 

kodowany przez gen Kcnj5, który wyłonił się jako potencjalny molekularny cel działania 

psylocybiny. Badania elektrofizjologiczne wykazały, że podanie psylocybiny modulowało 

prądy dokomórkowe w bocznym jądrze uzdeczki, sugerując mechanizm jej działania oparty na 

przywracaniu równowagi pobudzenia i hamowania w tej strukturze. 

Uzyskane wyniki dostarczają nowych danych na temat molekularnych i funkcjonalnych 

zaburzeń w obrębie uzdeczki u zwierząt o fenotypie depresji lekoopornej oraz wskazują na 

psylocybinę jako potencjalny modulator aktywności neuronów bocznego jądra uzdeczki 

poprzez regulację kanału GIRK4. Wyniki te mogą stanowić punkt wyjścia do dalszych badań 

nad mechanizmami lekooporności oraz rozwoju innowacyjnych terapii przeciwdepresyjnych. 
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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. 
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4. Wstęp 

Depresja stanowi jedno z najpoważniejszych wyzwań współczesnej medycyny, 

charakteryzuje się złożonym obrazem klinicznym oraz wysoką częstością występowania. 

Choroba ta objawia się przewlekłym obniżeniem nastroju, utratą zdolności odczuwania 

przyjemności (anhedonią), a także zaburzeniami somatycznymi i poznawczymi, które znacząco 

obniżają jakość życia pacjentów. Pomimo rozwoju metod terapeutycznych, około jedna trzecia 

chorych nie uzyskuje poprawy po zastosowaniu standardowego leczenia, co prowadzi do 

rozpoznania depresji opornej na leczenie (ang. Treatment-Resistant Depression, TRD). W 

związku z tym istnieje pilna potrzeba opracowania nowych strategii terapeutycznych opartych 

na najnowszych odkryciach neurobiologicznych. 

Jednym z kluczowych obszarów badań nad neurobiologią depresji jest uzdeczka (ang. 

Habenula, Hb), niewielka struktura mózgu, odgrywająca istotną rolę w regulacji emocji, 

motywacji i przetwarzania bodźców awersyjnych. Boczne jądro uzdeczki (ang. Lateral 

Habenular Nucleus, LHb) poprzez projekcje do brzusznego pola nakrywki (ang. Ventral 

Tegmental Area, VTA) i jądra grzbietowego szwu (ang. Dorsal Raphe Nucleus, DR) reguluje 

aktywność układów dopaminergicznego i serotoninergicznego, kluczowych dla patofizjologii 

depresji. Nadmierna aktywacja LHb prowadząca do hamowania aktywności tych układów 

została uznana za istotny mechanizm patofizjologiczny depresji i potencjalny cel 

terapeutyczny. 

Wśród nowoczesnych metod leczenia TRD coraz większe zainteresowanie budzą 

substancje psychodeliczne, takie jak psylocybina, wykazujące obiecujące działanie 

przeciwdepresyjne w badaniach przedklinicznych i klinicznych. Badania na modelach 

zwierzęcych wskazują, że psylocybina nie tylko normalizuje zachowania depresyjne, ale także 

wywołuje zmiany w plastyczności synaptycznej, co otwiera nowe perspektywy terapeutyczne 

w leczeniu TRD.  

4.1. Depresja 

Depresja to poważna choroba psychiczna, z którą zmaga się coraz więcej osób na całym 

świecie, niezależnie od płci i wieku. Choroba ta objawia się długotrwałym obniżeniem nastroju, 

ciągłym uczuciem smutku, brakiem odczuwania przyjemności oraz utratą zainteresowania 

aktywnościami, które wcześniej sprawiały radość. Może również powodować symptomy 

fizyczne, takie jak zaburzenia snu, utratę apetytu, zmęczenie i problemy z koncentracją. Objawy 
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te mogą być przewlekłe i wyniszczające, prowadząc do poważnego pogorszenia codziennego 

życia. Według danych Światowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, 

WHO) z 2023 roku, depresja dotyka około 280 mln osób na całym świecie. Choroba ta jest 

diagnozowana o połowę częściej u kobiet niż u mężczyzn. Ze względu na wysoką 

zachorowalność, depresja jest najczęstszą przyczyną niezdolności do pracy na całym świecie, 

generując tym samym znaczące koszty społeczne i ekonomiczne (who.int, 2023). Depresja jest 

chorobą silnie powiązaną ze stresem. Doświadczenie stresujących wydarzeń życiowych 

stanowi istotny czynnik ryzyka wystąpienia epizodów depresyjnych. Wpływ stresu na rozwój 

depresji jest dodatkowo potęgowany przez predyspozycje genetyczne, które zwiększają 

indywidualną podatność na jego negatywne skutki (Caspi i wsp., 2010). U pacjentów 

cierpiących na depresję obserwuje się zaburzenie regulacji głównego układu odpowiedzialnego 

za reakcję na stres, czyli osi podwzgórze-przysadka-nadnercza (ang. Hypothalamic-Pituitary-

Adrenal, HPA), w tym osłabienie procesów ujemnego sprzężenia zwrotnego, czego skutkiem 

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

Szacuje się, że częstość występowania depresji w populacji ogólnej w ciągu życia wynosi 

od 13 do 15%. W leczeniu depresji początkowo stosuje się farmakoterapię, psychoterapię lub 

połączenie obu tych metod leczenia (Oliveira-Maia i wsp., 2023). Klasyczne leki 

przeciwdepresyjne odgrywają kluczową rolę w terapii depresji, oferując różnorodne 

mechanizmy działania i cele molekularne. Wśród nich wyróżnia się kilka głównych grup 

farmakologicznych: trójpierścieniowe 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 pełny efekt terapeutyczny pojawia się 

dopiero po około dwóch do czterech tygodniach codziennego ich przyjmowania (Chen i wsp., 

2023). Tak długi czas oczekiwania na poprawę objawów znacząco przedłuża okres cierpienia 

pacjentów i zwiększa ryzyko samobójstw (Ramaker i Dulawa, 2017). Co więcej, znaczna część 

pacjentów nie uzyskuje satysfakcjonującej odpowiedzi na pierwsze próby leczenia 

farmakologicznego. Ocenia się, że klasyczna farmakoterapia okazuje się całkowicie 

nieskuteczna u około jednej trzeciej pacjentów, prowadząc do rozpoznania TRD. Wystąpienie 

TRD wiąże się ze znaczącym pogorszeniem funkcjonowania fizycznego i psychicznego 

pacjentów, a znaczna część chorych z TRD pozostaje na długoterminowych zwolnieniach 

lekarskich lub traci zatrudnienie. Ponadto wskaźnik hospitalizacji w tej grupie jest dwukrotnie 
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wyższy niż w przypadku pacjentów reagujących na leczenie (Oliveira-Maia i wsp., 2023). 

Jednym z głównych wyzwań w leczeniu TRD jest ograniczona wiedza na temat patologicznych 

mechanizmów mózgowych odpowiedzialnych za lekooporność. Nadal nie do końca poznano 

także mechanizmy działania nowoczesnych terapii, takich jak głęboka stymulacja mózgu (ang. 

Deep Brain Stimulation, DBS) czy podania ketaminy (Schwartz i wsp., 2016). Coraz więcej 

danych wskazuje na istotny związek pomiędzy genetycznie uwarunkowaną podatnością na stres 

a zwiększonym ryzykiem TRD, co potwierdzono zarówno w badaniach na gryzoniach oraz 

naczelnych. Aby lepiej zrozumieć fizjologiczne podstawy TRD oraz opracować skuteczniejsze 

strategie terapeutyczne, niezbędne jest prowadzenie badań na odpowiednich modelach 

zwierzęcych. Modele te pozwalają na precyzyjną analizę neurobiologicznych mechanizmów 

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

4.2. Depresja lekooporna 

TRD jest definiowana jako stan, w którym pacjent nie osiąga znaczącej poprawy klinicznej 

pomimo zastosowania odpowiednich dawek co najmniej dwóch różnych leków 

przeciwdepresyjnych o różnym profilu farmakologicznym przez odpowiedni okres czasu. 

Warunkiem koniecznym jest stosowanie leków o różnych profilach działania, aby wykluczyć 

specyficzną oporność na pojedynczą grupę farmakologiczną (Kolasa i Faron-Górecka, 2023). 

Ponadto istotne jest utrzymanie leczenia przez odpowiedni czas, gdyż pełen efekt terapeutyczny 

klasycznych leków przeciwdepresyjnych może wystąpić dopiero po 6–8 tygodniach 

regularnego stosowania. Chociaż długotrwała remisja stanowi główny cel leczenia depresji, 

prawdopodobieństwo jej osiągnięcia po niepowodzeniu dwóch kolejnych prób terapeutycznych 

znacząco maleje, a ryzyko nawrotów oraz pogorszenia funkcjonowania społecznego i 

psychologicznego rośnie (Oliveira-Maia i wsp., 2023). Wraz ze wzrostem liczby nieudanych 

prób leczenia obniża się także szansa na osiągnięcie stabilnej remisji. Pacjenci z TRD często 

wykazują wyższe wskaźniki nawrotów choroby, obniżony poziom funkcjonowania 

społecznego oraz zwiększoną śmiertelność (Oliveira-Maia i wsp., 2023). Opracowywanie 

nowych strategii terapeutycznych TRD postępuje 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 agoniści receptora α2. Oprócz tego niektóre leki, które nie są 

zatwierdzone do stosowania jako monoterapia i nie działają bezpośrednio przeciwdepresyjnie, 

takie jak lit, hormon tarczycy oraz niektóre atypowe leki przeciwpsychotyczne, na przykład 

kwetiapina, mogą być stosowane jako uzupełnienie terapii przeciwdepresyjnej. Strategie 
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leczenia farmakologicznego TRD można podzielić na trzy główne kategorie: przełączanie 

(zmiana jednego leku przeciwdepresyjnego na inny), terapia skojarzona (dodanie innego 

nowego leku przeciwdepresyjnego do aktualnie stosowanego) oraz terapia 

wspomagająca/dodatkowa (stosowanie leku, niebędącego lekiem przeciwdepresyjnym, oprócz 

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), który jest podawany w postaci aerozolu do nosa w połączeniu z 

SSRI/SNRI (EMA, 2022). W USA, oprócz esketaminy (Spravato®), zatwierdzono również 

połączenie olanzapiny i chlorowodorku fluoksetyny (Symbyax®) (FDA, 2022).  

W leczeniu TRD istotne znaczenie ma zastosowanie różnorodnych metod terapeutycznych. 

Pomimo tego, że tradycyjne podejścia, takie jak farmakoterapia i psychoterapia często stanowią 

pierwszy krok w walce z chorobą, istnieją także inne bardziej zaawansowane metody 

terapeutyczne, które mogą przynieść ulgę pacjentom nieodpowiadającym na leczenie. Należą 

do nich terapia somatyczna oraz metody stymulacji mózgu, które zostały zbadane i 

wykorzystywane w leczeniu TRD. Nie są metodami pierwszego rzutu, lecz znajdują 

zastosowanie w przypadkach, gdy wielokrotne próby farmakoterapii i/lub psychoterapii 

okazały się nieskuteczne. Metody terapii stymulacji mózgu obejmują: terapię 

elektrowstrząsową (ang. Electroconvulsive Therapy, ECT), przezczaszkową stymulację 

magnetyczną (ang. Transcranial Magnetic Stimulation, TMS), stymulację impulsem theta (ang. 

Theta-Burst Stimulation, TBS), terapię rezonansem magnetycznym (ang. Magnetic Seizure 

Therapy, MST), stymulację nerwu błędnego (ang. Vagus Nerve Stimulation, VNS) oraz DBS. 

Te zaawansowane metody oferują nowe możliwości dla pacjentów, u których tradycyjne 

leczenie farmakologiczne nie przyniosło oczekiwanych rezultatów, dostarczając 

alternatywnych rozwiązań w walce z ciężką, oporną na leczenie depresją (Voineskos i wsp., 

2020). 

Molekularne podłoże TRD nie jest znane. Na rozwój TRD może wpływać wiele różnych 

czynników, które są indywidualne dla każdego pacjenta. Osoby z depresją różnią się pod 

względem neurobiologicznym, genetycznym, epigenetycznym i neurochemicznym, co może 

wpływać na różne odpowiedzi na zastosowane leki przeciwdepresyjne (Kolasa i Faron-

Górecka, 2023). Biologiczne czynniki związane z TRD obejmują między innymi: aktywację 

układu odpornościowego, zaburzenia osi HPA, dysfunkcje w obwodach neuroanatomicznych 

(szczególnie sieć trybu domyślnego), nieprawidłową aktywność neuronalną czy dysfunkcje w 
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neuroprzekaźnictwie. Pod względem klinicznym i psychospołecznym TRD pojawia się, gdy 

pacjent ma częste i nawracające epizody depresyjne, co przyczynia się do wydłużenia czasu 

trwania choroby, nie przeszedł pełnej remisji choroby, ma współwystępujące choroby 

psychiczne, wykazuje cechy choroby dwubiegunowej oraz przeszedł wiele stresujących 

wydarzeń życiowych i traum. Wśród genetycznych czynników łączonych z TRD są 

polimorfizmy w regionie promotora transportera dla serotoniny 5-HTT (ang. Serotonin-

Transporter-Linked Promoter Region, 5-HTTLPR) oraz polimorfizmy w genie 

neurotroficznego czynnika pochodzenia mózgowego (ang. Brain Derived Neurotrophic Factor, 

BDNF) i w genie kodującym receptor dla BDNF (ang. Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor 

2, NTRK2). Dysfunkcje osobowościowe, takie jak wysoki poziom neurotyczności, niski 

poziom otwartości oraz brak interakcji socjalnych, także związane są z wystąpieniem TRD 

(Murphy i wsp., 2017).  

4.3. Szczury Wistar Kyoto 

Modelowanie zaburzeń psychicznych na zwierzętach dostarcza nieocenionych informacji 

na temat fizjologii układów narządów oraz mechanizmów leżących u podstaw chorób 

neuropsychiatrycznych. Pomimo wyzwań związanych z odtworzeniem złożonych objawów 

klinicznych u zwierząt, odpowiednio dobrane modele pozwalają na dostarczenie cennych 

informacji o specyficznych aspektach behawioralnych i biologicznych tych chorób, w tym 

depresji (Monteggia i wsp., 2018). Szczególnie ważnym modelem zwierzęcym 

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

Szczep WKY został wyprowadzony w latach 70. ubiegłego wieku w Szkole Medycznej w 

Kioto w Japonii z tego samego szczepu Wistar co szczep szczura ze spontanicznie wysokim 

ciśnieniem tętniczym (ang. Spontaneously Hypertensive Rat, SHR), aby stanowić kontrolę 

normotensyjną (Okamoto i Aoki, 1963). Z czasem okazało się, że szczury WKY wykazują 

liczne cechy fenotypowe przypominające objawy depresji i zaburzeń lękowych, co 

doprowadziło do ich szerokiego zastosowania w badaniach nad mechanizmami depresji oraz 

oporności na leczenie (Willner i wsp., 2019; Papp i wsp., 2019). 

4.4. Szczury Wistar Kyoto – fenotyp behawioralny  

Fenotyp behawioralny szczurów WKY obejmuje szereg charakterystycznych zachowań 

odpowiadających objawom depresyjnym obserwowanym u ludzi (Huang i wsp., 2022; Petković 

i Chaudhury, 2022). W teście otwartego pola (ang. Open Field Test, OFT) szczury WKY 
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wykazują zmniejszoną aktywność lokomotoryczną oraz preferencję do przebywania w pobliżu 

ścian areny, co interpretuje się jako zwiększony poziom lęku i brak skłonności do eksploracji 

(Farinha-Ferreira i wsp., 2024). W teście podniesionego labiryntu krzyżowego (ang. Elevated 

Plus Maze, EPM) obserwuje się skrócenie czasu przebywania w otwartych ramionach, co 

potwierdza nasilone zachowania lękowe (Farinha-Ferreira i wsp., 2024; Willner i wsp., 2019). 

Również w teście spożywania pokarmu w nowym otoczeniu (ang. Novelty Suppressed Feeding 

Test, NSFT) szczury WKY wykazują wydłużony czas do rozpoczęcia jedzenia w nowym 

środowisku, wskazując na zwiększoną reakcję lękową (Farinha-Ferreira i wsp., 2024). Szczury 

WKY prezentują także deficyty w zachowaniach społecznych, spędzając mniej czasu na 

interakcjach z nowymi osobnikami w teście interakcji socjalnych (ang. Social Interaction Test, 

SIT) (Kolasa i wsp., 2024; Farinha-Ferreira i wsp., 2024). Spadek funkcji poznawczych został 

wykazany w teście rozpoznawania nowego obiektu (ang. Novel Object Recognition, NOR), w 

którym szczury WKY wykazują obniżone zainteresowanie nowymi przedmiotami (Kolasa i 

wsp., 2024, Willner i wsp., 2019). W teście labiryntu wodnego Morrisa (ang. Morris Water 

Maze, MWM) stwierdzono trudności w uczeniu się lokalizacji ukrytej platformy, co świadczy 

o upośledzeniu pamięci przestrzennej (She i wsp., 2015). Symptomy anhedonii zostały 

ocenione w teście pielęgnacyjnym (ang. Splash Test, ST), w którym szczury WKY wykazują 

opóźnioną motywację do pielęgnacji sierści po aplikacji słodkiego roztworu (Farinha-Ferreira 

i wsp., 2024). Co ciekawe, w krótkiej procedurze testu preferencji sacharozy (ang. Sucrose 

Preference Test, SPT) nie zaobserwowano istotnych różnic w spożyciu sacharozy między 

szczurami WKY a Wistar (Farinha-Ferreira i wsp., 2024). W teście wymuszonego pływania 

(ang. Forced Swim Test, FST) szczury WKY wykazują wydłużony czas bezruchu oraz 

zmniejszony czas wspinania się i pływania, co jest interpretowane jako behawioralna 

bezradność (Kolasa i wsp., 2024; Farinha-Ferreira i wsp., 2024). Szczury WKY charakteryzują 

się szeregiem specyficznych cech behawioralnych, które czynią je cennym modelem w 

badaniach nad depresją.  

Ponieważ stres jest podstawowym czynnikiem rozwoju depresji, większość ważnych 

modeli zwierzęcych opiera się na narażeniu zwierząt na sytuacje stresowe. Najczęściej 

stosowany model polega na narażeniu gryzoni na protokół przewlekłego łagodnego stresu (ang. 

Chronic Mild Stress, CMS), który obejmuje kilka tygodni narażenia na czynniki stresowe takie 

jak tymczasowe ograniczenie dostępu do wody i/lub pożywienia, modyfikację cyklu 

światło/ciemność, czy zmoczoną ściółkę (Willner, 2016). Szczury WKY poddane 8-

tygodniowej procedurze CMS spędzają mniej czasu w otwartym ramieniu w teście EPM, 
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wykazują mniejsze zainteresowanie nowym obiektem w teście NOR oraz wykazują 

zmniejszoną preferencję dla sacharozy w teście SPT w porównaniu ze szczurami WKY 

niestresowanymi. Zastosowanie procedury CMS pogłębia obserwowany fenotyp szczurów 

WKY i potwierdza występowanie zaburzeń lękowych, upośledzenie funkcji poznawczych oraz 

anhedonię u tych zwierząt (Willner i wsp., 2019; Papp i wsp., 2019). 

4.5. Szczury Wistar Kyoto – fenotyp fizjologiczny 

Fenotyp fizjologiczny odnosi się do obserwowanych cech organizmu, które wynikają z 

interakcji jego genotypu ze środowiskiem i dotyczą funkcji biologicznych oraz procesów 

fizjologicznych. Jednym z aspektów są reakcje hormonalne, w tym odpowiedź hormonalna na 

stres, czyli regulacja osi HPA oraz osi podwzgórze-przysadka-tarczyca (ang. Hypothalamus-

Pituitary-Thyroid, HPT) (Redei i wsp., 2023). Szczury WKY wykazują podwyższony 

podstawowy poziom hormonu adrenokortykotropowego (ang. Adrenocorticotropin Hormone, 

ACTH) i kortykosteronu (ang. Corticosterone, CORT) w osoczu w nocy, czyli w czasie 

największej aktywności (Solberg i wsp., 2001). U pacjentów cierpiących na depresję również 

obserwuje się znacznie wyższy poziom kortyzolu po przebudzeniu w porównaniu do zdrowych 

osób (Vreeburg i wsp., 2009).  W odpowiedzi na ostry stres szczury WKY wykazują większy 

wzrost i dłużej utrzymujący się podwyższony poziom ACTH i CORT w osoczu w porównaniu 

do szczurów kontrolnych (Rittenhouse i wsp., 2002). Dodatkowo szczury WKY mają 

największe nadnercza w porównaniu do szczurów Wistar, Sprague-Dawley i SHR (Nam i wsp., 

2014), co jest spójne ze znacząco zwiększoną objętością nadnerczy u osób z depresją (Rubin i 

wsp., 1995). Podwyższone podstawowe poziomy ACTH i CORT oraz zwiększona masa 

nadnerczy są cechami stanu przewlekłego stresu oraz nieustannej aktywacji osi HPA (Redei i 

wsp., 2023).  

Szczury WKY mają podwyższony podstawowy poziom hormonu tyreotropowego (ang. 

Thyroid-Stimulating Hormone, TSH) i trijodotyroniny (ang. Triiodothyronine, T3) w osoczu w 

porównaniu ze szczurami Wistar. Świadczy to o zmniejszonej wrażliwości na hormony 

tarczycy u szczurów WKY, co jest zgodne z doniesieniami o zaburzeniach regulacji osi HPT u 

pacjentów z TRD (Redei i wsp., 2001; Solberg i wsp., 2001). Zaobserwowane u szczurów WKY 

zmiany na poziomie fizjologicznym mogą wpływać na obserwowany behawioralny fenotyp 

biernego radzenia sobie ze stresem i nadreaktywności na stres (Redei i wsp., 2023). 
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4.6. Szczury Wistar Kyoto – fenotyp molekularny  

Fenotyp molekularny odnosi się do zestawu właściwości i cech organizmu na poziomie 

molekularnym i obejmuje m.in.: ekspresję genów, profil białkowy czy zmiany epigenetyczne. 

Szczury WKY wykazują nieprawidłowości w układach monoaminowych, a dokładniej 

wykazują niższe poziomy serotoniny, dopaminy i noradrenaliny w porównaniu do szczurów 

kontrolnych (De La Garza i Mahoney, 2004; Aleksandrova i wsp., 2019). Szczury WKY 

wykazują różnice w funkcjonowaniu układu serotoninergicznego. DR będące centrum 

serotoninergicznym charakteryzuje się znacznie niższą pobudliwością neuronów, zmniejszoną 

aktywnością neuronów serotoninowych (Bruzos-Cidon i wsp., 2014; Lemos i wsp., 2010) oraz 

obniżonym poziomem serotoniny (nawet o 30% w porównaniu do szczurów Wistar) (Yamada 

i wsp., 2013). Ponadto DR szczurów WKY cechuje obniżona ekspresja receptora 5-HT1a oraz 

hydroksylazy tryptofanu 2 (ang. Tryptophan Hydroxylase 2, TPH2), kluczowego enzymu 

zaangażowanego w produkcję serotoniny (Lemos i wsp., 2010). Zmiany w funkcjonowaniu 

układu dopaminergicznego również zaobserwowano u szczurów WKY. Wykazano obniżony 

poziom dopaminy w korze przedczołowej (ang. Prefrontal Cortex, PFC) oraz podwyższony 

poziom w jądrze półleżącym (De La Garza i Mahoney, 2004). Zaobserwowano zmniejszoną 

dostępność receptorów dopaminowych D1 w skorupie jądra ogoniastego i jądrze półleżącym, 

w przeciwieństwie do substancji czarnej (ang. Substantia Nigra, SN), gdzie dostępność była 

większa u szczurów WKY w porównaniu ze szczurami Wistar (Novick i wsp., 2008). 

Zwiększoną dostępność receptorów dopaminowych D2 wykazano w jądrze półleżącym 

(skorupie) i brzusznej części nakrywki, natomiast zmniejszoną dostępność w jądrze półleżącym 

(rdzeniu), skorupie jądra ogoniastego, podwzgórzu (Yaroslavsky i wsp., 2006) oraz w PFC 

(Korlatowicz i wsp., 2023) u szczurów WKY. Wykazano również obniżony poziom 

transportera dla dopaminy (ang. Dopamine Transporter, DAT) w jądrze półleżącym i ciele 

migdałowatym, a także w VTA i SN stanowiących centra dopaminergiczne. Wzrost poziomu 

zaobserwowano w hipokampie i podwzgórzu, natomiast brak zmian w skorupie jądra 

ogoniastego (Jiao i wsp., 2003). Różnice wykazano również w układzie noradrenergicznym. 

Szczury WKY charakteryzuje obniżony poziom noradrenaliny w miejscu sinawym (ang. Locus 

Coeruleus, LC) będącym centrum adrenergicznym oraz zwiększona aktywność neuronów 

noradrenergicznych (Bruzos-Cidon i wsp., 2014). Nieprawidłowości w funkcjonowaniu 

układów monoamin mogą powodować, że szczury WKY nie są w stanie odpowiednio 

zainicjować ani regulować reakcji na stres, co predysponuje je do przyjmowania strategii 

biernego radzenia sobie ze stresem (Aleksandrova i wsp., 2019). 
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Funkcjonowanie układu glutaminianergicznego i GABA-ergicznego jest także zmienione u 

szczurów WKY. Wykazano podwyższony poziom glutaminianu w PFC i hipokampie oraz 

podwyższony poziom kwasu gamma-aminomasłowego (ang. Gamma-Aminobutyric Acid, 

GABA) w jądrze półleżącym (Jastrzębska i wsp., 2015). Zaobserwowano zmniejszoną 

dostępność receptorów NMDA w przedniej korze obręczy, jądrze ogoniastym, jądrze 

półleżącym, regionie CA1 hipokampa oraz w części siateczkowatej SN u szczurów WKY w 

porównaniu ze szczurami Wistar. Z kolei zwiększoną dostępność receptora GABAA 

stwierdzono w ciele migdałowatym, jądrze ogoniastym, zakręcie zębatym, polach CA2 i CA3 

hipokampa, szarej części okołowodociągowej i części siateczkowatej SN u szczurów WKY w 

porównaniu ze szczurami Wistar (Lei i wsp., 2009). Wykazano obniżony poziom podjednostek 

receptora NMDA: GluN1, GluN2A, GluN2B, obniżony poziom podjednostki GluA1 receptora 

AMPA  oraz białka gęstości synaptycznej (ang. Postsynaptic Density Protein 95, PSD95) w 

PFC. Ponadto, obniżony poziom glutaminianergicznych receptorów metabotropowych 

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

Zgodnie z sugerowaną rolą czynników neurotroficznych w depresji i odpowiedzi na leki 

przeciwdepresyjne, odnotowano obniżony podstawowy poziom BDNF w surowicy u szczurów 

WKY w porównaniu do szczurów Wistar (Kyeremanteng i wsp., 2012). Co ważne, szczury 

WKY wykazują również niższy poziomy BDNF w tkance hipokampa i PFC w porównaniu do 

grup kontrolnych (Vinod i wsp., 2012), co wiąże się również ze znacznym zmniejszeniem 

objętości hipokampa i kory mózgowej u tego szczepu (Cominski i wsp., 2014). 

4.7. Szczury Wistar Kyoto – odpowiedź na leczenie 

Stosowanie różnych terapii przeciwdepresyjnych w modelach zwierzęcych dostarcza 

istotnych informacji na temat potencjalnej skuteczności w leczeniu depresji oraz mechanizmów 

działania odpowiedzialnych za obserwowany efekt. Ze względu na swoje unikalne cechy 

behawioralne, molekularne i fizjologiczne, szczury WKY stanowią odpowiedni model do 

badania reakcji na różne formy leczenia przeciwdepresyjnego, szczególnie leczenia TRD. 

Wykorzystanie tego modelu pozwala na ocenę skuteczności różnych terapii 

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

Jednorazowe podanie imipraminy (TCA) lub dezipraminy (TCA, SNRI), jak również 8-

OH-DPAT (8-hydroksy-2-(di-n-propyloamino)tetralina) będącego agonistą receptora 5-HT1a 

nie wpływa na poprawę fentotypu depresyjnego szczurów WKY w teście 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 

teście FST (Nagasawa i wsp., 2015; Lahmame i wsp., 1997). Podobnie, chroniczne podawanie 

nomifenzyny, inhibitora wychwytu zwrotnego noradrenaliny i dopaminy, wykazuje działanie u 

szczurów WKY (Tejani-Butt i wsp., 2003). Z kolei chroniczne podawanie fluoksetyny lub 

paroksetyny, należących do grupy SSRI nie wykazuje działania przeciwdepresyjnego u 

szczurów WKY w teście 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 działanie przeciwdepresyjne, widoczne już po 30 minutach w teście FST. Efekt ten 

utrzymuje się do 24 godzin po podaniu przy dawce 5 mg/kg. Ketamina (5 mg/kg) powoduje 

tymczasowe obniżenie aktywności lokomotorycznej szczurów WKY, obserwowane 30 minut 

po podaniu. Jednak po 24 godzinach różnice w aktywności lokomotorycznej nie są już 

zauważalne (McDonnell i wsp., 2021).  

Natychmiastowy efekt przeciwdepresyjny zaobserwowano u szczurów WKY po 

zastosowaniu DBS w obrębie LHb. Po 15 minutach od stymulacji odnotowano wzrost 

preferencji sacharozy w teście SPT, skrócenie czasu bezruchu w teście FST, zwiększenie 

aktywności lokomotorycznej oraz wzrost czasu spędzanego w obszarze centralnym w teście 

OFT. DBS w obrębie LHb znacząco łagodzi objawy depresyjne u szczurów WKY w ciągu 

kilku minut po stymulacji LHb (Li i wsp., 2023). 

Zastosowanie ECT u szczurów WKY również przyczyniło się do odwrócenia fenotypu 

depresyjnego. Już po jednokrotnym poddaniu szczurów ECT za pomocą elektrod 

umieszczanych na uszach odnotowano znaczące skrócenie czasu bezruchu w teście FST. Efekt 

ten utrzymał się po 5-dniowej codziennej ECT (Kyeremanteng i wsp., 2014). 

Szczury WKY poddane procedurze CMS wykazują oporność na konwencjonalne leki 

przeciwdepresyjne. Przeprowadzone badania wskazują, że chroniczne podawanie trzech leków 

o różnych profilach farmakologicznych: imipraminy (TCA), citalopramu (SSRI) i 

wenlafaksyny (SNRI) nie przyczynia się do poprawy objawów depresyjnych, które oceniono w 

trzech testach behawioralnych: EPM, NOR i SPT. Skuteczne okazało się dopiero połączenie 

leczenia farmakologicznego z DBS (dwie dwugodzinne sesje) w obrębie brzuszno-

przyśrodkowej korze przedczołowej (ang. ventro-medial Prefrontal Cortex, vm-PFC). Wyjątek 

stanowiło połączenie podawania imipraminy z DBS, które nie zwiększyło spożycia sacharozy 

w teście SPT. Poprawę zaobserwowano także po 8-dniowym, codziennym podawaniu ketaminy 
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(10 mg/kg) w teście SPT, dwukrotnym podaniu ketaminy w teście EPM i trzykrotnym podaniu 

ketaminy w teście NOR (Willner i wsp., 2019). 

Szczury WKY nie reagują na jednokrotne podanie klasycznych leków 

przeciwdepresyjnych, analogicznie do pacjentów chorujących na depresję. Ich słaba reakcja na 

długotrwałe leczenie przeciwdepresyjne, a nawet brak odpowiedzi w przypadku leków z grupy 

SSRI potwierdza, że szczury WKY stanowią dobry model do badania oporności na leki 

przeciwdepresyjne. Ponadto, szczury WKY reagują na nowoczesne, szybko działające terapie 

przeciwdepresyjne, takie jak podanie ketaminy, terapia ECT i DBS, które również okazały się 

skuteczne w leczeniu osób cierpiących na TRD (Aleksandrova i wsp., 2019).  

4.8. Szczury Wistar Kyoto – model depresji lekoopornej 

Pomimo złożoności TRD i licznych czynników, które mogą na nie wpływać, badania nad 

tym zaburzeniem są niezwykle ważne. Wydaje się, że model zwierzęcy TRD daje możliwość 

zbadania nie tylko mechanizmów leżących u podstaw opornej na leczenie depresji, ale także 

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

Dobry model zwierzęcy można opisać z perspektywy kilku kluczowych aspektów: 

● podobieństwa – odnosi się do podobieństwa czynników wywołujących chorobę i 

objawów u ludzi. Poprawność naśladowcza (ang. face validity) oznacza, że model 

zwierzęcy wykazuje zewnętrzne objawy i reakcje podobne do tych obserwowanych u 

ludzi cierpiących na daną chorobę; 

● przewidywalności – odnosi się do odpowiedzi i podobieństwa odpowiedzi na 

standardowe leczenie kliniczne. Poprawność prognostyczna (ang. predictive validity) 

wskazuje, że model zwierzęcy wykazuje reakcje na leczenie podobne do tych 

obserwowanych u ludzi, co umożliwia przewidywanie skuteczności terapii w populacji 

ludzkiej; 

● mechanizmu – odnosi się do podobieństwa fizjologicznych lub psychologicznych 

mechanizmów choroby. Poprawność konstrukcyjna (ang. construct validity) sugeruje, 

że model zwierzęcy odzwierciedla wewnętrzne mechanizmy i procesy chorobowe, które 

są odpowiedzialne za rozwój i przebieg choroby u ludzi. 

 

Pomimo złożoności zjawiska TRD, zwierzęcy model – szczury WKY – wydaje się spełniać 

powyższe kryteria. Szczury WKY wykazują podobieństwo zarówno czynników wywołujących 
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chorobę, jak i symptomów obserwowanych u ludzi. Stres, będący jednym z głównych 

czynników rozwoju depresji u ludzi, pogłębia fenotyp depresyjny szczurów WKY w 

procedurze CMS. Można również zaobserwować wystąpienie anhedonii, która jest 

charakterystycznym objawem depresji u ludzi. Ponadto, szczury WKY wykazują brak 

odpowiedzi na podawane leki przeciwdepresyjne, co jest zgodne z obserwacjami u około 30% 

chorych na depresję, którzy nie reagują na standardowe leczenie. To spełnia kryterium 

przewidywalności reakcji oraz podobieństwa odpowiedzi na standardowe leczenie kliniczne. 

Ostatnie kryterium dotyczy podobieństwa fizjologicznych lub psychologicznych 

mechanizmów choroby. U szczurów WKY obserwuje się m.in. rozregulowanie osi HPA oraz 

obniżony poziom monoamin, co również jest charakterystyczne dla osób cierpiących na 

depresję. Dzięki temu model szczurów WKY może być użyteczny w badaniach nad 

mechanizmami depresji oraz w poszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych (Kolasa i 

Faron-Górecka, 2023; Willner i wsp., 2019). 

4.9. Jądra uzdeczki 

Jądra Hb są neuroanatomiczną strukturą regulującą obwody mózgowe, które są krytyczne 

dla wielu stanów behawioralnych związanych z motywacją i podejmowaniem decyzji. 

Znajdujące się w międzymózgowiu (ang. diencephalon), będące częścią nadwzgórza (ang. 

epithalamus) i graniczące ze ścianą trzeciej komory mózgu, Hb jest wysoce konserwowanym 

obszarem mózgu kręgowców, występującym u wielu gatunków, takich jak ryby, płazy, gady, 

gryzonie, naczelne i ludzie (Groos i Helmchen, 2024). Hb dzieli się na dwa podregiony: 

środkowe jądro uzdeczki (ang. Medial Habenular Nucleus, MHb) i LHb. Bazując na 

morfologicznych i genetycznych wzorcach ekspresji zarówno MHb, jak i LHb można podzielić 

na kilka podjąder, natomiast funkcjonalne implikacje poszczególnych podjąder nie są jeszcze 

wyjaśnione (Aizawa i wsp., 2012).  

Pomimo tworzenia jednej struktury w mózgu, jądra Hb są anatomicznie i funkcjonalnie 

oddzielne, każde z unikalnymi wzorcami połączeń. LHb jest jednym z niewielu obszarów w 

mózgu wysyłających bezpośrednie i pośrednie projekcje zarówno do centrum 

dopaminergicznego, jak i serotoninergicznego. Natomiast MHb wysyła projekcje głównie do 

jądra międzykonarowego (ang. Interpeduncular Nucleus, IPN) i odbiera sygnały z przegrody 

(ang. Septum) (Sylwestrak i wsp., 2022). Mniej wiadomo o funkcji obwodów MHb w 

kontrolowaniu zachowań, natomiast neurony MHb odgrywają kluczową rolę w regulacji 

wzmocnienia nikotynowego, preferencji nowości i zachowań związanych z lękiem/strachem. 
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Łącznie MHb i LHb stanowią dwa w dużej mierze niezależne podsystemy, z których oba w 

istotny sposób przyczyniają się do regulacji różnych stanów behawioralnych (Hashikawa i 

wsp., 2020). 

LHb silnie unerwia DR i jądro środkowe szwu (ang. Median Raphe Nucleus, MnR), 

regulując układ serotoninergiczny i fenotypy behawioralne związane z depresją, a także VTA 

wpływając na aktywność neuronów dopaminergicznych i regulując zachowania apetytywne i 

awersyjne (Groos i Helmchen, 2024). Ponadto pośrednia kontrola ośrodków 

serotoninergicznego i dopaminergicznego w mózgu jest wywierana za pomocą projekcji do 

neuronów GABAergicznych w grzbietowo-przyśrodkowym jądrze nakrywki (ang. 

Rostromedial Tegmental Nucleus, RMTg), nazywanym również jako ogon-VTA. Neurony 

RMTg zwiększają swoją aktywność w odpowiedzi na różne bodźce awersyjne, a zmniejszają 

aktywność w odpowiedzi na nagrody i sygnały wskazujące na nagrody. W związku z tym biorą 

udział zarówno w pasywnych reakcjach na nieprzyjemne sytuacje, jak i w unikaniu miejsc, 

które kojarzą się z czymś nieprzyjemnym (Stamatakis i Stuber, 2012). LHb wywiera silną 

kontrolę hamującą nad VTA i SN nie tylko poprzez pośrednie projekcje RMTg, ale 

bezpośrednio celuje w neurony GABAergiczne w VTA. Projekcje bezpośrednie i pośrednie 

pochodzą z dwóch różnych subpopulacji LHb: bezpośrednie wejścia do VTA pojawiają się z 

przyśrodkowej części LHb, podczas gdy neurony projektujące do RMTg znajdują się głównie 

w bocznej części LHb. Neurony dopaminergiczne odbierające bezpośrednie projekcje znajdują 

się głównie w przyśrodkowej części VTA i projektują do środkowej kory przedczołowej (ang. 

medial Prefrontal Cortex, mPFC) (Omelchenko i wsp., 2009). Nie tylko VTA, ale także DR 

otrzymuje bezpośrednie i pośrednie sygnały z odrębnych części przyśrodkowych i bocznych 

LHb. Podczas gdy neurony LHb z części przyśrodkowej wysyłają projekcje bezpośrednio do 

DR, neurony z części bocznej unerwiają RMTg i pośrednio hamują aktywność DR i MnR, 

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

Aktywność LHb jest regulowana przez synaptyczne sygnały wejściowe. LHb otrzymuje 

hamujące, pobudzające i mieszane projekcje z przodomózgowia z jąder zlokalizowanych w 

podwzgórzu oraz z jąder podstawnych. Głównym źródłem sygnałów do LHb jest podwzgórze, 

głównie podwzgórze boczne (ang. Lateral Hypothalamus, LH), podwzgórze przyśrodkowe 

(ang. Medial Hypothalamus, MH) i boczna część przedwzrokowa (ang. Lateral Preoptic Area, 

LPO). Oddzielne projekcje pobudzające i hamujące pochodzą z LH i LPO, podczas gdy 

projekcje zdolne do współuwalniania glutaminianu/GABA pochodzą z MH (Lazardis i wsp., 

2019). W przypadku projekcji z jąder podstawy, oddzielne sygnały glutaminianergiczne i 
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GABAergiczne wychodzą z brzusznej gałki bladej (ang. Ventral Pallidum, VP), a projekcje 

współuwalniające glutaminian/GABA pochodzą z jądra wewnątrzkonarowego (ang. 

Entopeduncular Nucleus, EP) (Groos i Helmchen, 2024). Silne projekcje do LHb pochodzą z 

mPFC, w szczególności z przedniej części zakrętu obręczy (ang. Anterior Cingulate Cortex, 

ACC), a także dodatkowe rozproszone projekcje z kory wyspowej (ang. Insular Cortex) (Kim 

i Lee, 2012). Mniej zbadane sygnały wejściowe do LHb pochodzą z jąder pasma diagonalnego 

(ang. Diagonal Band Nuclei, DBN) oraz przegrody bocznej i przyśrodkowej (ang. 

Lateral/Medial Septum LS/MS), a także ze wzgórza wzrokowego (ang. Visual Thalamus) 

(Huang i wsp., 2019). 

LHb stanowi wysoce plastyczny ośrodek anatomiczny i funkcjonalny, przetwarzający 

informacje z różnych sygnałów wejściowych z przodomózgowia i wysyłający przetworzone 

informacje dalej do różnych typów komórek w ośrodkach neuromodulacyjnych śródmózgowia 

i tyłomózgowia (Groos i Helmchen, 2024). Jedną z najlepiej zbadanych funkcji LHb jest rola 

w kodowaniu bodźców awersyjnych, które mogą być potencjalnie szkodliwe. Neurony LHb 

wykazują silną aktywację w odpowiedzi na różne bodźce awersyjne, takie jak wstrząsy 

elektryczne stóp, podmuch powietrza skierowany w oko, promieniowanie cieplne skierowane 

na tylną łapę, dźwięk białego szumu, unieruchomienie fizyczne, atak agresora czy porażka 

społeczna. Badania pokazują, że LHb reaguje na szeroki zakres negatywnych bodźców, co 

sugeruje kluczową rolę w przetwarzaniu informacji o potencjalnym zagrożeniu i wpływie na 

zachowania obronne (Sylwestrak i wsp., 2022). 

Znaczenie jąder Hb w depresji postuluje się na podstawie ich nadmiernej aktywacji zarówno 

u ludzi, jak i w modelach zwierzęcych. Aktywacja tej struktury jest związana z negatywnymi 

emocjami i zachowaniami, które są charakterystyczne dla depresji, takimi jak anhedonia czy 

bezradność. W depresji neurony pobudzające LHb wykazują nadaktywność, co prowadzi do 

zwiększonego pobudzenia głównie neuronów hamujących w RMTg. Skutkuje to 

zahamowaniem neuronów dopaminergicznych w VTA oraz serotoninergicznych w DR, co w 

efekcie prowadzi do ogólnego zmniejszenia sygnalizacji w obwodzie nagrody oraz zachwiania 

równowagi emocjonalnej i psychicznej (Webster i wsp., 2021). Zmniejszenie pobudliwości 

neuronów LHb stanowi cel terapeutyczny w leczeniu depresji. DBS ukierunkowany na LHb 

powoduje zmniejszenie pobudliwości neuronów, co prowadzi do poprawy równowagi 

neurochemicznej i zmniejszenia objawów depresyjnych. Badania wskazują, że DBS w regionie 

LHb prowadzi do zwiększenia wydzielania dopaminy, noradrenaliny i serotoniny w 

hipokampie – obszarze odpowiedzialnym za przetwarzanie emocji i pamięci. Co ciekawe, 
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zmiany te obserwuje się nie tylko w mózgu, ale także w krwi, co sugeruje systemowy wpływ 

tej interwencji (Dandekar i wsp., 2018). Zarówno uszkodzenie LHb, jak i zastosowanie DBS 

wykazały skuteczność w łagodzeniu objawów przypominających depresję w modelach 

zwierzęcych (Meng i wsp., 2011). Dodatkowo, wyniki badań klinicznych na pacjentach 

opornych na tradycyjne leczenie przeciwdepresyjne pokazują, że DBS ukierunkowany na LHb 

może stanowić skuteczną opcję terapeutyczną. Pacjenci, którzy nie reagowali na inne formy 

leczenia, wykazali poprawę w zakresie nastroju, funkcjonowania społecznego i jakości życia 

po zastosowaniu tej interwencji (Wang i wsp., 2024; Yang i wsp., 2018; Sartorius i wsp., 2010). 

Modulacja aktywności synaptycznej neuronów LHb za pomocą interwencji farmakologicznych 

również wykazuje działanie przeciwdepresyjne. W szczególności blokada receptorów 

glutaminianergicznych typu NMDA, które odgrywają kluczową rolę w synaptycznej 

plastyczności i pobudliwości neuronów, prowadzi do zmniejszenia pobudliwości neuronów 

LHb. To zjawisko jest odpowiedzialne za przeciwdepresyjne działanie ketaminy, leku, który 

szybko łagodzi objawy depresji, zwłaszcza u pacjentów z TRD (Chen i wsp., 2024; Yang i 

wsp., 2018). Lokalna blokada receptora NMDA w LHb odwraca objawy anhedonii i 

bezradności w modelach depresji u szczurów (Nuno-Perez i wsp., 2021; Yang i wsp., 2018). 

Dodatkowo wykazano, że blokada receptora AMPA również wykazuje skuteczność 

przeciwdepresyjną (Li i wsp., 2017; Zhang i wsp., 2019). Gdy mechanizmy przetwarzania 

sygnałów hamujących w LHb stają się coraz bardziej zrozumiałe, pojawiają się również 

możliwości ich wykorzystania jako potencjalnych strategii terapeutycznych w leczeniu depresji 

(Webster i wsp., 2021). 

Jądra Hb stanowią ważny punkt przekaźnikowy łączący przodomózgowie z 

tyłomózgowiem. Przeprowadzone post-mortem badania ludzkiego mózgu wykazały znacznie 

zmniejszone objętości jąder Hb, zarówno MHb, jak i LHb u pacjentów z depresją w porównaniu 

do zdrowych grup kontrolnych i pacjentów ze schizofrenią. Stwierdzono również zmniejszenie 

liczby komórek neuronalnych i powierzchni komórek u pacjentów z depresją w porównaniu do 

grup kontrolnych i pacjentów ze schizofrenią (Ranft i wsp., 2010). Powyższe wyniki badań 

wskazują, że jądra Hb, szczególnie LHb, są kluczowym węzłem sieci neuronalnej 

zaangażowanej w rozwój depresji i jednocześnie stanowią perspektywiczny punkt uchwytu dla 

interwencji farmakologicznych i neuromodulacyjnych. 
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4.10. Psylocybina 

Psychodeliki to grupa substancji psychoaktywnych wywołujących zmiany percepcji, 

świadomości, sposobu myślenia oraz sposobu odczuwania emocji. Powszechny podział 

klasyfikuje substancje psychodeliczne na dwie grupy: „klasyczne” i „atypowe” (Wang i wsp., 

2024). Klasyczne psychodeliki obejmują substancje będące agonistą lub częściowym agonistą 

receptora serotoninowego 5-HT2a i są dzielone strukturalnie na dwie główne grupy: 

fenyloalkiloaminy i tryptaminy. Do fenyloalkiloamin zaliczamy związki takie jak meskalina 

(3,4,5-trimetoksyfenetyloamina) oraz jej syntetyczny analog DOI (2,5-dimetoksy-4-

jodoamfetamina). Natomiast tryptaminy można podzielić na dwie podgrupy: proste tryptaminy, 

takie jak psylocybina i jej aktywny metabolit psylocyna, oraz DMT (N,N-dimetylotryptamina), 

które zawierają pierścień indolowy, a także pochodne ergoliny, takie jak LSD (dietyloamid 

kwasu D-lizergowego) (Jaster i wsp., 2021). Atypowe substancje psychodeliczne mają różne 

mechanizmy działania, które nie są związane z receptorem 5-HT2a i należą do nich ketamina, 

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

Grzyby zawierające psylocybinę należą do zróżnicowanej grupy grzybów Basidiomycota, 

obejmującej ponad 200 gatunków z rodzajów, takich jak Psilocybe, Gymnopilus i Panaeolus, 

przy czym najbardziej rozpowszechnionym rodzajem jest Psilocybe, obejmujący około 144 

gatunków. Grzyby halucynogenne były spożywane i czczone jako obiekty religijne od czasów 

prehistorycznych przez wiele kultur, a dowody takich praktyk znaleziono w Europie, Afryce i 

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

Po spożyciu psylocybina jest szybko metabolizowana, a dokładniej defosforylowana przez 

fosfatazy alkaliczne do swojej farmakologicznie aktywnej formy, psylocyny (Dinis-Oliveira, 

2017). Psylocyna przechodzi przez barierę krew-mózg i wchodzi w interakcję z receptorami, 

co prowadzi do szeregu efektów neurologicznych, w tym zmiany percepcji, myślenia i 

świadomości, co jest charakterystyczne dla doświadczeń psychodelicznych (Madsen i wsp., 

2019). Podobnie jak wszystkie substancje psychodeliczne, psylocyna ma silne powinowactwo 

do receptorów serotoninowych w mózgu, działając głównie jako agonista receptorów 5-HT2a, 

5-HT2c i 5-HT1a. Psychodeliczne działanie psylocyny jest w dużym stopniu osłabiane przez 

ketanserynę – substancję blokującą receptor 5-HT2a – co sugeruje, że receptor ten odgrywa 

kluczową rolę w wywoływanych przez nią efektach. Rola receptorów 5-HT1a w 

psychoaktywnych efektach psylocyny nie została jeszcze zbadana. Ponadto psylocyna 
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oddziałuje z innymi receptorami serotoninowymi, w tym 5-HT1b, 5-HT1d, 5-HT2b, 5-HT5a, 

5-HT6 i 5-HT7 (Ray, 2010; Wojtas i Gołębiowska, 2023). 

Receptory serotoninowe są kluczowe w wielu procesach fizjologicznych związanych z 

regulacją nastroju, lęku, agresji, snu, apetytu i innych stanów emocjonalnych. Działanie SSRI 

polega na blokowaniu wychwytu zwrotnego serotoniny w neuronach presynaptycznych, co 

prowadzi do zwiększenia stężenia serotoniny w przestrzeni synaptycznej i wydłużenia czasu jej 

działania na receptory postsynaptyczne. Jednak mimo popularności i szerokiego zastosowania 

SSRI, ich skuteczność jest ograniczona, co stwarza potrzebę opracowania nowych metod 

terapeutycznych (Ślifirski i wsp., 2021). Dalsze badania nad mechanizmami działania 

psylocybiny mogą dostarczyć cennych informacji na temat alternatywnych ścieżek 

terapeutycznych. Jest to szczególnie istotne, biorąc pod uwagę znaczną liczbę pacjentów, 

którzy nie reagują na konwencjonalne leczenie.  

Badania przedkliniczne pokazują, że psylocybina szybko indukuje ekspresję genów 

związaną z neuroplastycznością, głównie w PFC szczurów, a ekspresja genów takich jak: 

Cebpb, c-Fos, Dups1, Fosb, Junb, Iκβ-α, Nr4a1, P11, Psd95, czy Sgk1 jest modulowana w 

zależności od podanej dawki psylocybiny (Jefsen i wsp., 2021). Zastosowanie mikroskopii 

dwufotonowej do obrazowania wierzchołkowych kolców dendrytycznych neuronów 

piramidowych warstwy piątej w mPFC myszy wykazało, że pojedyncza dawka psylocybiny 

doprowadziła do ~10% wzrostu rozmiaru i gęstości kolców. Przebudowa strukturalna nastąpiła 

szybko, w ciągu 24 godzin i utrzymywała się miesiąc później (Shao i wsp., 2021). Ponadto 

nowsze badanie wykorzystujące dwufotonową mikroskopię całego mózgu do mapowania 

bezpośredniej wczesnej ekspresji genów, wykazało, że zarówno po podaniu ketaminy jak i 

psylocybiny, ekspresja genu c-Fos jest obecna m. in. w ACC, LC, pierwotnej korze wzrokowej, 

środkowym i boczno-podstawnym jądrze migdałowatym oraz LHb i MHb u samców i samic 

myszy (Davoudian i wsp., 2023). Wyniki ostatnich badań przeprowadzonych przez Moliner i 

współautorów (2023) sugerują, że psylocyna wykazuje znacznie wyższe powinowactwo do 

kinazy receptora tropomiozyny B (ang. Tropomyosin receptor kinase B, TrkB) w porównaniu 

z innymi lekami przeciwdepresyjnymi. Chociaż psylocyna nie działa jako bezpośredni agonista 

TrkB, wspomaga działanie endogennego BDNF uwalnianego w synapsach poprzez działanie 

allosteryczne, co zwiększa dimeryzację i plastyczność receptora TrkB. Aktywacja receptora 

TrkB uruchamia sygnalizację kinazy ssaczego celu rapamycyny (ang. mammalian Target Of 

Rapamycin, mTOR) niezbędną do tworzenia nowych połączeń synaptycznych (Moliner i wsp., 

2023).  
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Hibicke i współautorzy (2020) wykazali, że pojedyncza dawka psylocybiny (1 mg/kg) ma 

działanie przeciwdepresyjne u zwierząt o fenotypie TRD – szczurach WKY, a zaobserwowany 

efekt terapeutyczny utrzymywał się dłużej niż po podaniu ketaminy (Hibicke i wsp., 2020). 

Autorzy wykazali również, że w modelu chronicznego stresu unieruchomienia u 

dojrzewających szczurów (ang. adolescent Chronic Restraint Stress, aCRS), pojedyncze 

podanie psylocybiny wystarczyło do normalizacji zachowań poznawczych u stresowanych 

szczurów (Hibicke i wsp., 2023). Badania przeprowadzone w naszym zespole (Kolasa i wsp., 

2024) wykazały, że jednokrotne podanie psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg szczurom WKY 

również wykazuje działanie przeciwdepresyjne w teście FST. Analiza molekularna wykazała, 

że w obrębie PFC dochodzi do wzrostu poziomu białka związanego z cytoszkieletem 

regulowanego aktywnością (ang. Activity-regulated cytoskeleton-associated protein, Arc) 

zarówno na poziomie transkryptu, jak i białka. Wzrost ten sugeruje, że jednokrotne podanie 

psylocybiny indukuje zmiany w plastyczności synaptycznej mózgu i wykazuje działanie 

przeciwdepresyjne (Kolasa i wsp., 2024). 

Pilotażowe badania kliniczne dostarczyły obiecujących dowodów na to, że psylocybina 

może być skuteczna w leczeniu różnych zaburzeń neuropsychiatrycznych. W szczególności 

wykazano jej potencjał w leczeniu TRD (Carhart-Harris i wsp., 2016, 2018), lęku i depresji 

związanych z chorobą nowotworową (Grob i wsp., 2011; Ross i wsp., 2016; Griffiths i wsp., 

2016), a także uzależnieniu od nikotyny (Johnson i wsp., 2014) i alkoholu (Bogenschutz i wsp., 

2015). Badania te dostarczyły zachęcających wyników, wskazując na terapeutyczny potencjał 

psylocybiny w leczeniu zaburzeń zdrowia psychicznego. W związku z tym psylocybina stanowi 

nową i obiecującą opcję terapeutyczną dla pacjentów cierpiących na różne zaburzenia 

psychiczne, szczególnie w przypadkach, gdy tradycyjne leki okazały się mało skuteczne lub 

miały ograniczoną efektywność (Pouyan et al., 2022). 

W badaniu otwartym przeprowadzonym przez Carhart-Harris i współautorów (2016) na 

grupie 12 pacjentów z TRD, oceniono efekty dwóch dawek psylocybiny: 10 i 25 mg. 

Zastosowano początkową niską dawkę (10 mg) w celu oceny bezpieczeństwa oraz wysoką 

dawkę (25 mg) tydzień później, przy której zaobserwowano efekty psychodeliczne utrzymujące 

się przez około 6 godzin. Podana substancja była stosunkowo dobrze tolerowana, choć u 

niektórych uczestników występował przejściowy niepokój oraz łagodna tachykardia. Badanie 

wykazało znaczną poprawę w różnych skalach oceny depresji i lęku, takich jak Inwentarz 

Depresji Becka (ang. Beck Depression Inventory, BDI), Inwentarz Stanu i Cechy Lęku (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-Åsberg (ang. 

Montgomery-Åsberg Depression Rating Scale, MADRS) 3 miesiące po podaniu dwóch dawek 

psylocybiny. Wyniki te sugerują pozytywne efekty terapeutyczne psylocybiny w leczeniu 

objawów depresji i lęku u pacjentów z TRD (Carhart-Harris i wsp., 2016).  

Podobnie, w niedawno przeprowadzonym dużym, randomizowanym, podwójnie 

zaślepionym badaniu klinicznym, Godwin i współautorzy (2022) zbadali zastosowanie 

psylocybiny w leczeniu TRD. Badanie wykazało, że psylocybina w dawce 25 mg, a nie w 

dawce 10 mg, charakteryzowała się znaczną poprawą skuteczności w porównaniu z grupą 

kontrolną, która otrzymała 1 mg substancji. Skuteczność oceniano na podstawie wyniku w skali 

MADRS po 3 tygodniach. Kluczowym odkryciem badania był szybki początek działania 

przeciwdepresyjnego, zaobserwowany już drugiego dnia po podaniu psylocybiny. Dodatkowo, 

znacząca część uczestników (około jednej piątej), którzy otrzymali 25 mg psylocybiny, 

wykazała utrzymującą się odpowiedź terapeutyczną od 3. do 12. tygodni, co sugeruje 

długotrwałość efektów leczenia (Goodwin i wsp., 2022). 

Przeprowadzone przez Daws i współpracowników funkcjonalne obrazowanie metodą 

rezonansu magnetycznego (ang. functional Magnetic Resonance Imaging, fMRI) wykazało, że 

szybka i trwała odpowiedź przeciwdepresyjna psylocybiny była skorelowana ze spadkiem 

modułowości sieci mózgowej, co oznacza, że działanie przeciwdepresyjne psylocybiny może 

zależeć od globalnego wzrostu integracji sieci mózgowej. Analizy kartografii sieciowej 

wskazały, że bogate w receptory 5-HT2a wyższego rzędu funkcjonalne sieci stały się bardziej 

funkcjonalnie połączone i elastyczne po leczeniu psylocybiną. Natomiast odpowiedź 

przeciwdepresyjna na escitalopram była słabsza i nie zaobserwowano żadnych zmian w 

organizacji sieci mózgowej (Daws i wsp., 2022). 

Uznając ograniczenia konwencjonalnych leków przeciwdepresyjnych pierwszego rzutu 

oraz brak skutecznych opcji terapeutycznych dla pacjentów cierpiących na TRD, niedawna 

aprobata esketaminy przez amerykańską Agencję Żywności i Leków oraz Europejską Agencję 

Leków (McIntyre i wsp., 2021) przyczyniła się do wzrostu zainteresowania grupą szybko 

działających leków przeciwdepresyjnych (ang. Rapid Acting Antidepressants, RAADs). Leki 

te charakteryzują się zdolnością do wywołania efektu terapeutycznego już po jednej lub kilku 

dawkach w stosunkowo krótkim czasie, zwykle od kilku dni do tygodnia (Witkin i wsp., 2019). 

Przykładem RAADs jest ketamina, która wykazuje poprawę objawów depresyjnych już w ciągu 

kilku godzin po podaniu, w przeciwieństwie do leków przeciwdepresyjnych opartych na 

mechanizmach monoaminergicznych, wymagających zazwyczaj co najmniej czterech tygodni, 
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aby uzyskać efekt kliniczny (Ramaker i Dulawa, 2017). Pomimo obiecującej skuteczności 

ketaminy u części pacjentów, jej działanie często nie jest trwałe, a wielu chorych nie osiąga 

pełnej remisji objawów. Fakt ten podkreśla konieczność dalszych poszukiwań oraz rozwoju 

alternatywnych RAADs (Witkin i wsp., 2019). Australia jest pierwszym krajem, który 

formalnie uznał substancje psychedeliczne jako leki terapeutyczne. Australijska Agencja ds. 

Produktów Terapeutycznych (ang. Therapeutic Goods Administration, TGA) poinformowała, 

że od 1 lipca 2023 r. lekarze mogą przepisywać substancje psychodeliczne do leczenia 

niektórych schorzeń psychicznych. Specjalnie upoważnieni psychiatrzy mogą przepisywać leki 

psychodeliczne zawierające psylocybinę do leczenia TRD oraz MDMA 

(3,4‑metylenodioksymetamfetaminę) w leczeniu zespołu stresu pourazowego (ang. Post-

Traumatic Stress Disorder, PTSD). Decyzja TGA opiera się na rosnącej ilości badań 

naukowych wskazujących na potencjalne korzyści terapeutyczne substancji psychodelicznych. 

Badania te pokazują, że psylocybina i MDMA mogą prowadzić do trwałych pozytywnych 

zmian w zdrowiu psychicznym pacjentów, które są trudne do osiągnięcia za pomocą 

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

Celem niniejszej pracy jest molekularna charakterystyka jąder Hb szczurów szczepu WKY 

– uznanego zwierzęcego modelu oporności na działanie standardowych leków 

przeciwdepresyjnych – oraz ocena wpływu psylocybiny na funkcjonowanie tej struktury. 

Badania obejmują analizę ekspresji genów i białek w jądrach Hb, co pozwala na identyfikację 

mechanizmów molekularnych modulowanych przez psylocybinę. Dodatkowym, istotnym 

celem pracy jest poszukiwanie potencjalnych molekularnych i neuronalnych markerów 

lekooporności, które odpowiadają za brak skuteczności standardowych terapii 

przeciwdepresyjnych u szczurów WKY.   

Przeprowadzone badania mają na celu pogłębienie wiedzy o neurobiologicznych 

podstawach depresji, w szczególności TRD, oraz ocenę potencjalnej roli psylocybiny jako 

nowoczesnej strategii terapeutycznej. Wyniki tej pracy mogą przyczynić się do rozwoju 

bardziej efektywnych metod leczenia oraz lepszego zrozumienia mechanizmów 

odpowiedzialnych za lekooporność w depresji.  
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6. Materiały i metody 

6.1. Odczynniki chemiczne 

Odczynniki chemiczne użyte w doświadczeniach 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 

Sól fizjologiczna zbuforowana fosforanami, pH 7.4 (PBS) Sigma Aldrich, P5493 

Nadtlenek wodoru, H2O2 POCH, 885193111 

Triton X-100 Sigma Aldrich, X100 

 

6.2. Zwierzęta 

Samce szczurów Wistar Han (WIS) (w wieku 7 tygodni i wadze około 210 g) i samce 

szczurów WKY (w wieku około 7 tygodni i wadze około 200 g) zakupiono w Charles River 

(Sulzfeld, Niemcy). Zwierzęta przebywały w standardowej klatce laboratoryjnej, po 5 szczurów 

w klatce, ze swobodnym dostępem do pożywienia i wody w 12-godzinnym cyklu 

światło/ciemność (światło włączane o 8 rano) w warunkach stałej temperatury (22 ± 2 °C) i 

wilgotności (45 ± 5%). Wszystkie badania opisane w niniejszej rozprawie zostały zatwierdzone 

przez II Komisję Etyczną przy Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii 

Nauk w Krakowie (uchwała nr 256/2022 i 126/2024). 

6.3. Podanie psylocybiny 

Psylocybina została zsyntetyzowana w Zakładzie Chemii Leków Instytutu Farmakologii 

im. Jerzego Maja PAN, metodą opisaną przez Shirota i współautorów (2003). Użyty 

pirofosforan tetrabenzylu został przygotowany zgodnie z procedurą opisaną przez Nelsona i 

współautorów (2003). Psylocybinę rozpuszczono w roztworze soli fizjologicznej (Polpharma, 

Polska) i za pomocą iniekcji dootrzewnowej podano szczurom jednokrotną dawkę 0.3 mg/kg 

masy ciała. Zwierzęta kontrolne otrzymały jednokrotną dootrzewnową iniekcję roztworu soli 

fizjologicznej. W celu przeprowadzenia badań molekularnych, szczury poddano dekapitacji 4 
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oraz 24 godziny po podaniu psylocybiny. W przypadku badań elektrofizjologicznych, zwierzęta 

zdekapitowano po 24 godzinach od podania psylocybiny. 

6.4. Przygotowanie tkanki  

W celu przygotowania materiału do analiz molekularnych pobrano mózgi od szczurów. Do 

analiz ekspresji miRNA i mRNA mózgi natychmiast zamrożono w heptanie chłodzonym 

suchym lodem. Zamrożone mózgi pocięto na skrawki o grubości 20 µm za pomocą kriostatu 

Jung CM 3000 (Leica, Niemcy). Skrawki zawierające jądra Hb zostały umieszczone na 

szkiełkach podstawowych z membraną PEN 2.0 µm (ThermoFisher Scientific, USA) i 

wybarwione fioletem krezylu z zestawu LCM Staining Kit (Life Technologies, USA) zgodnie 

z instrukcją producenta. MHb i LHb zostały oddzielnie wycięte za pomocą mikrodysektora 

laserowego LMD (Leica, Niemcy). Do analiz ekspresji mRNA 4 godziny po podaniu 

psylocybiny z mózgów odseparowano mPFC, a za pomocą sztancy pozyskano DR i VTA. 

Pozostałą część mózgu zamrożono w celu pozyskania skrawków do wycięcia MHb i LHb za 

pomocą mikrodysektora laserowego LMD. Do analiz ekspresji mRNA 24 godziny po podaniu 

psylocybiny z mózgów odseparowano Hb, DR i VTA za pomocą sztancy. Wszystkie struktury 

zostały zebrane zgodnie ze stereotaktycznym atlasem mózgu szczura (Paxinos i Watson, 1998). 

Pozyskane tkanki przechowywano w temperaturze -80°C do momentu przeprowadzenia 

dalszych etapów. 

6.5. Izolacja miRNA z MHb i LHb 

Izolację miRNA przeprowadzono przy użyciu zestawu miRNeasy Micro Kit (Qiagen, 

Niemcy) zgodnie z instrukcją producenta. Całkowite stężenie miRNA mierzono za pomocą 

spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific, USA), a jakość miRNA 

oceniano metodą elektroforezy mikrokapilarnej przy użyciu zestawu Experion RNA HighSens 

Analysis Kit (Bio-Rad, USA) zgodnie z instrukcją producenta. Do dalszych eksperymentów 

wykorzystano próbki, które przekroczyły próg jakości (RIN > 8.0). 

6.6. Macierze TaqMan miRNA z MHb i LHb 

Według wstępnych badań zaprojektowano macierze TaqMan Array MicroRNA 

(ThermoFisher Scientific, USA) zawierające 32 wybrane miRNA (tabela 6.2) w trzech 

technicznych powtórzeniach. Próbki zduplikowano i jedną macierz TaqMan Array MicroRNA 

wykorzystano na 4 próbki. Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono za pomocą zestawu 
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TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific, USA) zgodnie z 

instrukcją producenta. Otrzymany cDNA poddano wstępnej amplifikacji w celu zwiększenia 

ilości cDNA przy użyciu TaqMan PreAmp Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) 

zgodnie z instrukcją producenta. Namnożony produkt rozcieńczono i przeprowadzono reakcję 

ilościową PCR przy użyciu TaqMan Universal PCR Master Mix II (no UNG) (ThermoFisher 

Scientific, USA) w systemie QuantStudio 12 K Flex (Applied Biosystems, USA). 

Dane analizowano za pomocą oprogramowania QuantStudio 12 K Flex (Applied Biosystems, 

USA). Dla wszystkich próbek ustalono ten sam próg równy 0.2. Wartości cyklu detekcji CT 

powyżej 31 uznano za niewykrywalne miRNA ze względu na przeprowadzenie reakcji 

preamplifikacji. Następnie zastosowano oprogramowanie qbase+ Biogazelle (Biogazelle, 

Belgia) i za pomocą algorytmu geNorm wybrano miR-7a-1-3p i miR-328a-3p jako miRNA 

referencyjne (Marabita i wsp., 2016). Następnie obliczono względny poziom ekspresji metodą 

2−ΔΔCT według Pfaffla (2001) ze zmodyfikowanym równaniem dla wielu referencji. Analizę 

statystyczną przeprowadzono za pomocą testu t Studenta dla prób niezależnych. Ze względu na 

jednoczesny pomiar ekspresji miRNA na jednej płytce zastosowano miarę False Discovery 

Rate (FDR), korzystając z dwuetapowej metody Benjamini, Kriegera i Yekutieli (FDR < 0.05) 

w celu oceny wyników testów 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 

miRNA 

Numer 

akcesyjny w 

bazie miRBase 

Identyfikator 

miRNA 
miRNA 

Numer 

akcesyjny w 

bazie miRBase 

Identyfikator 

miRNA 

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 MIMAT0005300 002599 rno-miR-328a-3p MIMAT0000564 000543 

rno-miR-203a-3p MIMAT0000876 000507 rno-miR-7 MI0029387 000582 

rno-miR-449a-5p MIMAT0001543 001030 rno-miR-7a-2-3p MIMAT0017091 462860_mat 

rno-miR-674-5p MIMAT0005329 002021 rno-miR-7a-5p MIMAT0000606 000268 

rno-miR-708-5p MIMAT0005331 002341 rno-miR-34b-3p MIMAT0017105 002618 

rno-miR-184 MIMAT0000861 000485 rno-miR-16-3p MIMAT0017094 462804_mat 

U6 snRNA NR_004394 001973 rno-miR-362-3p MIMAT0017357 002616 

rno-miR-19a-3p MIMAT0000789 000395 rno-miR-429 MIMAT0001538 001077 

ath-miR159a MIMAT0000177 000338 rno-miR-451-5p MIMAT0001633 001141 

rno-miR-29a-3p MIMAT0000802 002112 rno-miR-674-3p MIMAT0005330 001956 

rno-miR-214-3p MIMAT0000885 000517 rno-miR-16-5p MIMAT0000785 000391 

rno-miR-221-3p MIMAT0000890 000524 rno-miR-1-3p MIMAT0003125 002064 

rno-miR-223-3p MIMAT0000892 000526 rno-miR-7-1-3p MI0000263 001338 

rno-miR-23a-3p MIMAT0000792 000399 rno-miR-7a-1-3p MIMAT0000607 002062 
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6.7. Izolacja mRNA z mPFC, MHb, LHb, DR i VTA  

Izolację mRNA z mPFC, DR i VTA przeprowadzono przy użyciu zestawu RNeasy Mini 

Kit (Qiagen, Niemcy), natomiast z MHb i LHb przy użyciu zestawu RNeasy Micro Kit (Qiagen, 

Niemcy), zgodnie z instrukcjami producenta. Całkowite stężenie RNA mierzono za pomocą 

spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific, USA), a jakość RNA 

oceniano metodą elektroforezy mikrokapilarnej przy użyciu zestawu Experion RNA 

StdSens/HighSens Analysis Kit (Bio-Rad, USA) zgodnie z instrukcjami producenta. Do 

dalszych eksperymentów wykorzystano próbki, które przekroczyły próg jakości (RIN > 8.0). 

6.8. Macierze TaqMan mRNA z MHb i LHb 

Zgodnie z wynikami uzyskanymi z analizy miRNA oraz baz danych miRWalk i Target 

Scan, zaprojektowano macierze TaqMan Gene Expression Array Cards (ThermoFisher 

Scientific, USA) zawierające 32 wybrane geny (tabela 6.3) w trzech technicznych 

powtórzeniach. Zastosowano jedną macierz TaqMan Gene Expression Array Cards na 4 próbki. 

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono za pomocą zestawu High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (ThermoFisher, USA) zgodnie z instrukcją producenta. Reakcję 

ilościową PCR przeprowadzono przy użyciu TaqMan Universal PCR Master Mix II (no UNG) 

(ThermoFisher Scientific, USA) zgodnie z instrukcją producenta w systemie QuantStudio 12 K 

Flex (Applied Biosystems, USA). 

Dane analizowano za pomocą oprogramowania QuantStudio 12 K Flex (Applied Biosystems, 

USA). Dla wszystkich próbek ustalono ten sam próg równy 0.2. Wartość cyklu detekcji CT 

powyżej 34 uznawano za niewykrywalne mRNA. Następnie obliczono poziom ekspresji genów 

metodą 2−ΔΔCT według Pfaffla (2001) ze zmodyfikowanym równaniem dla wielu genów 

referencyjnych: białko rybosomalne L32 (Rpl32), izomeraza peptydyloprolilowa A (Ppia) i 18S 

rybosomalne RNA (18S). Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą testu t Studenta dla 

prób niezależnych lub dwuczynnikową ANOVA. Za istotną statystycznie uznano wartość 

p < 0.05. Ze względu na jednoczesny pomiar ekspresji mRNA na jednej płytce zastosowano 

miarę False Discovery Rate (FDR), korzystając z dwuetapowej metody Benjamini, Kriegera i 

Yekutieli (FDR < 0.05) w celu oceny wyników testów 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 pełną nazwą i identyfikatorem  

Gen Pełna nazwa genu 
Identyfikator 

genu 

Cdkn1c 
ang. Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1C 

Inhibitor kinazy zależnej od cyklin 1C 
Rn01502044_g1 

Drd2 
ang. Dopamine Receptor D2 

Receptor dopaminowy D2 
Rn00561126_m1 

Elk4 
ang. ETS Transcription Factor ELK4 

Czynnik transkrypcyjny ELK4 
Rn01484014_m1 

Htr2a 
ang. 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A 

Receptor 5-hydroksytryptaminy (serotoniny) 2A 
Rn01468302_m1 

Htr4 
ang. 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 4 

Receptor 5-hydroksytryptaminy (serotoniny) 4 
Rn00563402_m1 

Htr7 
ang. 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 7 

Receptor 5-hydroksytryptaminy (serotoniny) 7 
Rn00576048_m1 

Kcnj5 
ang. Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamily J Member 5 

Prostowniczy kanał potasowy 5 podrodziny J 
Rn01789221_mH 

Kcnj9 
ang. Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamily J Member 9 

Prostowniczy kanał potasowy 9 podrodziny J 
Rn00587665_m1 

Slc12a5 
ang. Solute Carrier Family 12 Member 5 

Transporter substancji rozpuszczonych 5 rodziny 12 
Rn00592624_m1 

Sstr4 
ang. Somatostatin Receptor 4 

Receptor somatostatyny 4 
Rn00564741_s1 

Slc6a6 
ang. Solute Carrier Family 6 (taurine transporter) Member 6 

Transporter substancji rozpuszczonych (transporter tauryny) 6 rodziny 6 
Rn00567962_m1 

Slc6a4 
ang. Solute Carrier Family 6 (serotonin transporter) Member 4 

Transporter substancji rozpuszczonych (transporter serotoniny) 4 rodziny 6 
Rn00564737_m1 

Slc6a2 
ang. Solute Carrier Family 6 (norepinephrine transporter) Member 2 

Transporter substancji rozpuszczonych (transporter noradrenaliny) 2 rodziny 6 
Rn00580207_m1 

Slc17a6 
ang. Solute Carrier Family 17 (vesicular glutamate transporter) Member 6 

Transporter substancji rozpuszczonych (transporter glutaminianu) 6 rodziny 17 
Rn00584780_m1 

Nrg1 
ang. Neuregulin 1 

Neuregulina 1 
Rn01482165_m1 

Prl8a5 
ang. Prolactin Family 8, Subfamily A, Member 5 

Rodzina prolaktyny 8, podrodzina A, członek 5 
Rn01789326_m1 

Prl3a1 
ang. Prolactin Family 3, Subfamily A, Member 1 

Rodzina prolaktyny 3, podrodzina A, członek 1 
Rn01434782_m1 

Mapk14 
ang. Mitogen Activated Protein Kinase 14 

Kinaza białkowa 14 aktywowana mitogenem 
Rn00578842_m1 

Mapk8 
ang. Mitogen Activated Protein Kinase 8 

Kinaza białkowa 8 aktywowana mitogenem 
Rn01218952_m1 

Tph1 
ang. Tryptophan Hydroxylase 1 

Hydroksylaza tryptofanu 1 
Rn01476867_m1 

Gpr55 
ang. G Protein-coupled Receptor 55 

Receptor 55 sprzężony z białkiem G 
Rn03037213_s1 

Sstr3 
ang. Somatostatin Receptor 3 

Receptor somatostatyny 3 
Rn02134439_s1 

Sstr2 
ang. Somatostatin Receptor 2 

Receptor somatostatyny 2 
Rn01464950_g1 

Gabra1 
ang. Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Alpha1 

Podjednostka alfa1 receptora kwasu gamma-aminomasłowego typu A 
Rn00788315_m1 

Gabrb1 
ang. Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Beta1 

Podjednostka beta1 receptora kwasu gamma-aminomasłowego typu A 
Rn00564146_m1 
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Chrna1 
ang. Cholinergic Receptor Nicotinic Alpha 1 Subunit 

Podjednostka alfa 1 cholinergicznego receptora nikotynowego 
Rn01278033_m1 

Ntrk3 
ang. Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 3 

Neurotroficzna receptorowa kinaza tyrozynowa 3 
Rn00570389_m1 

Ntrk2 
ang. Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 2 

Neurotroficzna receptorowa kinaza tyrozynowa 2 
Rn01441749_m1 

Cacna1b 
ang. Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alpha1 B 

Podjednostka Alpha1 B wapniowego kanału bramkowanego napięciem  
Rn00595911_m1 

18S 
ang. Eukaryotic 18S rRNA 

Eukariotyczna podjednostka 18S rRNA 
Hs99999901_s1 

Ppia 
ang. Peptidylprolyl Isomerase A 

Izomeraza peptydyloprolilowa A 
Rn00690933_m1 

Rpl32 
ang. Ribosomal Protein L32 

Białko rybosomalne L32 
Rn00820748_g1 

 

6.9. Ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy  

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono za pomocą zestawu High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (ThermoFisher, USA) zgodnie z instrukcją producenta. Ilościową 

reakcję łańcuchową polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real Time quantitative 

Polymerase Chain Reaction, RT-qPCR) przeprowadzono w duplikacie przy użyciu qPCR-HS 

Mix SYBR (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z instrukcją producenta w systemie detekcji 

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, USA) w następujących cyklach: 

aktywacja enzymu w temperaturze 95 °C przez 3 minuty, 40 cykli denaturacji w temperaturze 

95 °C przez 20 sekund, przyłączania starterów w temperaturze 60 °C przez 30 sekund, 

wydłużenia produktu w temperaturze 72 °C przez 15 sekund. Zastosowano odpowiednie 

sekwencje par starterów zawarte w tabeli 6.4. Poziom ekspresji genów obliczono metodą 2−ΔCT 

według Pfaffla (2001), ze zmodyfikowanym równaniem dla wielu genów referencyjnych: 

białko rybosomalne L32 (Rpl32), izomeraza peptydyloprolilowa A (Ppia). Analizę statystyczną 

przeprowadzono za pomocą testu t Studenta dla prób niezależnych lub dwuczynnikową 

ANOVA z wykorzystaniem programu GraphPad Prism 9.1.2  (GraphPad Software). Za istotną 

statystycznie uznano wartość p < 0.05. 
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Tabela 6.4. Sekwencje par starterów wykorzystanych w reakcji qPCR 

Nazwa 

genu 

Nazwa 

białka 
Sekwencja Forward (5′→3′) Sekwencja Reverse (5′→3′) 

Kcnj5 GIRK4 TTCTTAGCAAGGCCCCTTAA GACGACATTGTGTGTGCTCC 

Gabbr2 GABABR2 TGTGGAGGCCAATTCCTCAC CGATGACCCAGATCCCATCG 

Ppp2ca PP2A GACTATGTGGACAGAGGATATTAC CAAGGCAGTGAGAGGAAGG 

Grin2a GluN2A 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. Pełna nazwa genów sprawdzanych za pomocą reakcji qPCR 

Gen Pełna nazwa genu 

Kcnj5 
ang. Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamily J Member 5,  

Prostowniczy kanał potasowy 5 podrodziny J, zwany również GIRK4  

(ang. G Protein-Activated Inward Rectifier Potassium Channel 4) 

Gabbr2 
ang. Gamma-Aminobutyric Acid (GABA) Receptor Type B 2,  

Receptor kwasu gamma aminomasłowego (GABA) typu B 2 

Ppp2ca 
ang. Protein Phosphatase 2 Catalytic Subunit Alpha,  

Podjednostka katalityczna fosfatazy białkowej 2 alfa 

Grin2a 
ang. N-Methyl-D-Aspartate receptor (NMDA) 2A,  

Podjednostka typu 2A receptora N-metylo-D-asparaginowy (NMDA)  

c-Fos 
ang. Fos Proto-Oncogene 

Komórkowy Protoonkogen, należący do genów wczesnej odpowiedzi komórkowej 

Arc 
ang. Activity Regulated Cytoskeleton Associated Protein 

Białko związane z cytoszkieletem regulowane aktywnością 

Psd95 
ang. Postsynaptic Density Protein 95  

Białko Gęstości Postsynaptycznej 95  

Rpl32 
ang. Ribosomal Protein L32,  

Białko rybosomalne L32 

Ppia 
ang. Peptidylprolyl Isomerase A,  

Izomeraza peptydyloprolilowa A 

 

6.10. Barwienie immunofluorescencyjne – KCC2 i 5-HT7 

Zamrożone mózgi szczurze pocięto na skrawki o grubości 16 µm za pomocą kriostatu Jung 

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

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

0.2% żelatyną rozpuszczoną w 0.05 M Tris-HCl, pH=7.6. Skrawki obrysowano markerem 

tworzącym barierę hydrofobową (Vector Laboratories, USA) i utrwalono w zmrożonym 

metanolu przez 10 minut. Przepłukano w 0.1 M roztworze soli fizjologicznej zbuforowanej 
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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% normalną surowicą oślą (ang. Normal Donkey Serum, NDS) (Jackson 

ImmunoResearch, USA) przez noc w temperaturze 4 °C. Inkubowano z przeciwciałami 

pierwszorzędowymi: królicze anty-5-HT7 (1:100, #ABIN617922, Antibodies-online) lub 

królicze anty-KCC2 (1:200, #07-432, Sigma Aldrich) zawieszonymi w 0.1 M PBS z 5% NDS 

przez noc w temperaturze 4 °C. Przepłukano w 0.1 M PBS trzy razy po 10 minut. Inkubowano 

z przeciwciałami drugorzędowymi: anty-królicze Alexa488 (1:200, #A21206, Invitrogen) lub 

anty-królicze Alexa555 (1:200, #A31572, Invitrogen) przez 2 godziny w temperaturze 

pokojowej. Przepłukano 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 jąder. 

Przepłukano w 0.1 M PBS dwa razy po 5 minut. Skrawki pokryto środkiem utrwalającym 

VECTASHIELD Antifade Mounting Medium (Vector Laboratories, USA) i nałożono szkiełko 

nakrywkowe. Na każdym etapie barwienia immunofluorescencyjnego szkiełka 

przechowywano w czarnej komorze wilgotnościowej StainTray z czarną pokrywą (Sigma 

Aldrich, USA). Zdjęcia wykonano za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego Axio Imager A2 

(Carl Zeiss, Niemcy). Analiza sygnału została przeprowadzona za pomocą programu ImageJ. 

6.11. Barwienie immunofluorescencyjne – GIRK4  

Zamrożone mózgi szczurze pocięto na skrawki o grubości 16 µm za pomocą kriostatu Jung 

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

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

0.2% żelatyną rozpuszczoną w 0.05 M Tris–HCl, pH=7.6. Skrawki obrysowano markerem 

tworzącym barierę hydrofobową (Vector Laboratories, USA) i utrwalono w zmrożonym 

metanolu przez 10 minut. Przepłukano w 0.1 M PBS dwa razy po 5 minut. Inkubowano w 

buforze odsłaniającym antygen składającym się z: 0.1 M PBS, 0.2% nadtlenek wodoru, 0.2% 

Triton X-100, 20% metanol; przez 25 minut w temperaturze pokojowej. Przepłukano w 0.1 M 

PBS dwa razy po 5 minut. Inkubowano z przeciwciałem pierwszorzędowym: królicze anty-

KCNJ5 (1:100, #APC-027, Alomone Labs) zawieszone w roztworze składającym się z: 0.1 M 

PBS, 0.3% Triton X-100, 0.05% Tween-20, 2% NDS; przez 1 godzinę w temperaturze 

pokojowej, a następnie przez noc w temperaturze 4 °C. Przepłukano 0.1 M PBS z 2% NDS 

(Jackson ImmunoResearch, USA) dwa razy po 5 minut. Inkubowano z przeciwciałem 

drugorzędowym: anty-królicze Alexa488 (1:600, #A21206, Invitrogen) zawieszone w 

roztworze składającym się z: 0.1 M PBS, 0.3% Triton X-100, 0.05% Tween-20, 2% NDS; przez 

1 godzinę w temperaturze pokojowej, a następnie przez noc w temperaturze 4 °C. Przepłukano 
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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 jąder. Przepłukano w 0.1 M PBS dwa razy po 5 minut. 

Skrawki pokryto środkiem utrwalającym VECTASHIELD Antifade Mounting Medium 

(Vector Laboratories, USA) i nałożono szkiełko nakrywkowe. Na każdym etapie barwienia 

immunofluorescencyjnego szkiełka przechowywano w czarnej komorze wilgotnościowej 

StainTray z czarną pokrywą (Sigma Aldrich, USA). Zdjęcia wykonano za pomocą mikroskopu 

fluorescencyjnego Leica Thunder (Leica, Niemcy). Analiza sygnału została przeprowadzona 

za pomocą programu Fiji ImageJ z wykorzystaniem opcji tworzenia masek.  

6.12. Elektrofizjologia whole-cell patch clamp 

Samce szczurów WIS (około 7 tygodni, ważące około 210 g) i WKY (około 7 tygodni, 

ważące około 200 g) poddano dekapitacji 24 godziny po podaniu psylocybiny lub soli 

fizjologicznej. Wyizolowane mózgi pocięto na skrawki o grubości 250 µm przy użyciu 

wibrującego mikrotomu (Leica VT1000 S, Niemcy) w natlenowanym karbogenem, 

zmrożonym sztucznym płynie mózgowo-rdzeniowym (ang. Artificial Cerebrospinal Fluid, 

ACSF) przeznaczonym do preparatyki, składającym się z następujących składników: 92 mM 

NaCl, 2.5 mM KCl, 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; osmolarność 290-300 mOsmol kg-1). Skrawki zawierające boczne jądro 

uzdeczki przeniesiono do komory inkubacyjnej zawierającej natlenowany karbogenem, 

ogrzany (32°C) ACSF zawierający następujące składniki: 118 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 3 

mM KCl, 1.2 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl2, 1.3 mM MgSO4 i 10 mM glukoza (pH 7.4; 

osmolarność 290-300 mOsmol kg-1). Po co najmniej 90 minutach inkubacji, skrawki 

przeniesiono do zanurzonej komory rejestrującej, w której tkankę stale perfundowano (2 

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

Mikropipety rejestrujące (opór 6–7 MΩ) wyciągano na wyciągarce horyzontalnej (P-1000, 

Sutter Instruments, Novato, CA, USA) z kapilar ze szkła borokrzemowego (Sutter Instruments) 

i napełniono roztworem zawierającym: 145 mM glukonian potasu, 1.3 mM MgCl2, 4 mM 

Na2ATP, 0.4 mM Na3GTP, 5 mM EGTA, 10 mM HEPES (pH 7.3; osmolarność 290–300 

mOsmol kg-1) i biocytynę (0.05%) w celu immunofluorescencyjnej identyfikacji 

rejestrowanych neuronów. Obliczony potencjał prądu upływu dla ACSF i roztworu wewnątrz 

pipety wynosił + 15 mV, a wartość ta została odjęta od danych. 
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Neurony LHb zlokalizowano za pomocą mikroskopu świetlnego wyposażonego w kontrast 

różnicowo-interferencyjny (Axio Examiner.D1, Zeiss, Getynga, Niemcy). Kontrola ciśnienia 

płynu w pipecie odbywała się za pomocą kontrolera mikrociśnień NeoBiosystems EZ-

gSEAL100B (USA). Do rejestracji sygnału (filtrowanego dolnoprzepustowo przy 3 kHz i 

digitalizowanego przy 20 kHz) i akwizycji danych użyto wzmacniacza SEC 05 LX (NPI, 

Tamm, Niemcy), konwertera Micro 1401 mk II (Cambridge Electronic Design (CED), 

Cambridge, Wielka Brytania) oraz oprogramowania Signal i Spike2 (CED, 

RRID:SCR_017081, RRID:SCR_000903).  

W celu identyfikacji prądów przepływających przez kanały GIRK wykonano test kroków 

napięciowych przy potencjale utrzymania -50 mV w zakresie napięć od -140 mV do +40 mV. 

Skok napięciowy następował co 10 mV, a długość pojedynczego pulsu trwała 1s. Po 

przeprowadzeniu testów elektrofizjologicznych wymieniono ACSF na ACSF o wysokiej 

zawartości potasu o składzie: 25 mM NaHCO3, 25 mM KCl, 1.2 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl2, 

1.3 mM MgSO4 i 10 mM glukoza (pH 7.4; osmolarność 290-300 mOsmol kg-1). Po całkowitej 

wymianie powtórzono test kroków napięciowych. Następnie skrawek był opłukiwany ACSF o 

wysokiej zawartości potasu z dodatkiem 100 nm Tertiapin-Q (#1316, Tocris) w celu blokady 

prądów przepływających przez kanały GIRK.  

6.13. Barwienie immunofluorescencyjne po rejestracji patch clamp 

Po rejestracji, skrawki mózgu utrwalono w 4% formaldehydzie przez noc w temp. 4°C i 

wykonano barwienie immunofluorescencyjne w celu uwidocznienia zarejestrowanych 

neuronów. Przepłukano w PBS dwukrotnie przez 10 min. Inkubowano w roztworze blokującym 

i permeabilizującym składającym się z: PBS, 10% NDS, 0.3% Triton X-100; przez 3 godziny 

w temperaturze pokojowej. Następnie inkubowano z ekstrawidyną sprzężoną z Cy3 (1:200, 

#E4142, Sigma) zawieszoną w roztworze składającym się z: 0.1 M PBS, 2% NDS, 0.3% Triton 

X-100; przez 48 godzin w temp. 4 °C. Przepłukano w 0.1 M PBS 3 razy przez 15 min. Skrawki 

nałożono na szkiełka podstawowe, pokryto Fluoroshield™ zawierającym DAPI i przykryto 

szkiełkiem nakrywkowym. Zdjęcia wykonano przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego 

(Axio Imager.M2, Zeiss, Niemcy). 

6.14. Analiza statystyczna 

Analizy statystyczne i wizualizacje wyników przeprowadzono z wykorzystaniem 

oprogramowania GraphPad Prism (GraphPad Software). 
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Wyniki przedstawiono jako średnią arytmetyczną ze wszystkich zebranych pomiarów, z 

odchyleniami określonymi przez błąd standardowy średniej (ang. Standard Srror of the Mean, 

SEM). 

Analiza danych obejmowała ocenę rozkładu normalnego za pomocą testu Shapiro–Wilka i testu 

Kołmogorowa–Smirnowa oraz identyfikację wartości odstających za pomocą metody ROUT. 

Zastosowano poziom istotności (poziom alfa) wynoszący 5%. 

Do oceny różnic pomiędzy szczepem szczurów WIS i szczepem WKY, analizę statystyczną 

przeprowadzono przy użyciu Testu T Studenta dla prób niezależnych. Ze względu na 

jednoczesny pomiar ekspresji na jednej płytce zastosowano miarę False Discovery Rate (FDR), 

korzystając z dwuetapowej metody Benjamini, Kriegera i Yekutieli (FDR < 0.05) w celu oceny 

wyników testów wielokrotnych. Do oceny wpływu działania psylocybiny na szczepy WIS i 

WKY, analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu dwuczynnikowej ANOVA.  
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7. Wyniki  

MHb i LHb to niewielkie, ale funkcjonalnie istotne struktury zlokalizowane w grzbietowej 

części międzymózgowia (Groos i Helmchen, 2024). Niewielki rozmiar oraz bliskie sąsiedztwo 

stanowią istotne wyzwanie dla badań molekularnych wymagających precyzyjnego pozyskania 

materiału tkankowego. W niniejszej rozprawie doktorskiej kluczowe znaczenie miało 

zastosowanie techniki mikrodysekcji laserowej, która jako jedyna dostępna metoda pozwala na 

precyzyjne wyizolowanie konkretnych struktur anatomicznych z dużą dokładnością 

przestrzenną. Dzięki tej technice możliwe było niezależne pozyskanie tkanki z tej struktury oraz 

przeprowadzenie dalszych analiz molekularnych, które przedstawiono w niniejszej pracy. 

Lokalizację jąder uzdeczki oraz obszar wycięcia za pomocą mikrodysekcji laserowej 

przedstawiono na rycinie 7.1. 

 

 

Rycina 7.1. Lokalizacja bocznego i środkowego jądra uzdeczki w mózgu szczura. A) Reprezentatywny 

skrawek mózgu szczura przedstawiający lokalizację jąder uzdeczki. Obraz pochodzi z atlasu 

stereotaktycznego Paxinosa i Watsona (2007), poziom bregma: –3.30 mm. Niebieska ramka wskazuje 

lokalizację obu jąder uzdeczki. MHb – Medial Habenular Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – 

Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki. B) Reprezentatywny obraz jąder uzdeczki 

wykonany w trakcie mikrodysekcji laserowej po wybarwieniu fioletem krezylu. Boczne jądro uzdeczki 

obrysowane zieloną linią, środkowe jądro uzdeczki obrysowane czerwoną linią 
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7.1. Ekspresja mikroRNA w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki u szczurów 

Wistar Han i Wistar Kyoto 

W celu szczegółowego scharakteryzowania molekularnych różnic w obrębie jąder Hb 

między szczurami kontrolnymi szczepu WIS a szczurami WKY, wykazującymi fenotyp TRD, 

przeprowadzono analizę ekspresji cząsteczek mikroRNA (miRNA). MiRNA to niewielkie, 

niekodujące cząsteczki RNA, które odgrywają kluczową rolę w potranskrypcyjnej regulacji 

ekspresji genów, głównie poprzez hamowanie translacji lub degradację docelowych mRNA 

(Bartel, 2004). Ze względu na ich istotny udział w regulacji procesów neuronalnych, 

plastyczności synaptycznej oraz odpowiedzi na stres, analiza poziomu ich ekspresji w 

środkowym i bocznym jądrze uzdeczki może dostarczyć cennych informacji na temat 

mechanizmów molekularnych różnicujących osobniki podatne i oporne na leczenie 

przeciwdepresyjne. Schemat przebiegu doświadczenia przedstawiono na rycinie 7.2. 

 

Rycina 7.2. Schemat przebiegu analizy ekspresji miRNA w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki u 

szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS – Wistar Han; WKY – Wistar Kyoto; MHb – Medial 

Habenular Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro 

uzdeczki. Rycina została wykonana przy użyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com) 

 

Na podstawie literatury oraz wyników wstępnych uzyskanych we wcześniejszych 

badaniach w laboratorium wyselekcjonowano 32 miRNA. Ekspresję wybranych miRNA 

oceniono w MHb i LHb przy użyciu macierzy miRNA TaqMan. Wyniki analizy statystycznej 

ekspresji miRNA w MHb i LHb przedstawiono w tabeli 7.1. 
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Tabela 7.1. Wyniki analizy statystycznej ekspresji miRNA w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki u 

szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. Różnice w poziomie ekspresji pomiędzy szczepami sprawdzono 

za pomocą 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 detekcji 

miR-362-3p ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji 

*p <0.05; ** p<0.005 oznaczono istotnie statystyczne różnice w ekspresji. MHb – Medial Habenular 

Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki 

 

Większość analizowanych miRNA wykazywała zbliżony poziom ekspresji u obu szczepów 

szczurów w obu jądrach Hb. Jednak w obrębie MHb ekspresja sześciu miRNA różnicowała 

istotnie szczury WKY od szczurów WIS (tabela 7.1, rycina 7.3). Trzy z nich charakteryzowały 

się niższym poziomem ekspresji u szczurów WKY w porównaniu do szczurów WIS: miR-

133a-3p (p=0.0121), miR-182 (p=0.0017), miR-449a-5p (p=0.0078). Natomiast dla trzech 

pozostałych miRNA ekspresja była wyższa u szczurów 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 różnice w ekspresji między 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), wykazały 

wyższy poziom ekspresji u szczurów WKY w porównaniu do WIS, podczas gdy ekspresja miR-

92a-3p (p=0.0191) była niższa u szczurów WKY (rycina 7.3).  

Ze względu na fakt, że wszystkie miRNA analizowano na jednej płytce, przeprowadzono 

dodatkową kontrolę błędu statystycznego, stosując metodę korekcji dla wielokrotnych 

porównań. Wykorzystano dwuetapową metodę krokową Benjamina, Kriegera i Yekutieli, 

przyjmując próg istotności dla współczynnika fałszywych odkryć (FDR < 0.05). 
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Rycina 7.3. Ekspresja statystycznie istotnie różnicujących miRNA pomiędzy szczurami Wistar Han i 

Wistar Kyoto w: A) środkowym jądrze uzdeczki (MHb) oraz B) bocznym jądrze uzdeczki (LHb). 

Wyniki uzyskano dla 5 zwierząt na grupę i przedstawiono na wykresie jako krotność zmiany ± SEM. 

Wartości p oszacowano przy użyciu testu t Studenta; *p < 0.05; **p < 0.005. WIS – szczury Wistar 

Han; WKY – szczury Wistar Kyoto 

Uzyskane wyniki przedstawiono również na diagramie Venna w celu zobrazowania różnic 

w zmianach ekspresji miRNA pomiędzy MHb i LHb. Spośród analizowanych miRNA, miR-

133a-3p oraz miR-708-5p wykazywały istotne różnice w ekspresji między szczepami w obu 

jądrach Hb. Ekspresja miR-708-5p była wyższa u szczurów WKY w porównaniu do WIS w 

obu strukturach (rycina 7.4). Natomiast poziom ekspresji miR-133a-3p wykazywał odmienny 
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wzorzec: w MHb był istotnie niższy u szczurów WKY, podczas gdy w LHb – wyższy w 

porównaniu do szczurów WIS (rycina 7.4). 

 

Rycina 7.4. Diagram Venna przedstawiający porównanie zmian miRNA w obrębie środkowego 

i bocznego jądra uzdeczki u szczurów Wistar Kyoto w porównaniu z grupą kontrolną – szczurami 

Wistar Han. WIS – szczury Wistar Han; WKY – szczury Wistar Kyoto; MHb – Medial Habenular 

Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki 

 

Podsumowując uzyskane wyniki wykazano, że MHb i LHb wykazują wyraźnie 

zróżnicowany profil ekspresji miRNA, co sugeruje, że każda z tych struktur może podlegać 

odrębnym mechanizmom regulacji potranskrypcyjnej i pełnić różne funkcje molekularne w 

kontekście fenotypu oporności na leczenie przeciwdepresyjne. 

 

7.2. Ekspresja genów w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki u szczurów Wistar 

Han i Wistar Kyoto 

Uwzględniając biologiczną funkcję miRNA, polegającą na regulacji stabilności i translacji 

mRNA docelowych genów, w kolejnym etapie badań przeprowadzono analizę ekspresji 

mRNA. Na podstawie dostępnych baz danych, takich jak miRWalk oraz TargetScan – 

bezpłatnych otwartych platform bioinformatycznych umożliwiających identyfikację 

przewidywanych oraz eksperymentalnie zweryfikowanych miejsc wiązania cząsteczek miRNA 

z docelowymi mRNA – przeprowadzono analizę w celu wytypowania potencjalnych genów 
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regulowanych przez różnicujące się miRNA. Celem tej analizy było wskazanie cząsteczek 

mRNA, których ekspresja może być modulowana przez miRNA istotnie różniące się pomiędzy 

szczurami WIS i WKY. Sprawdzenie poziomu mRNA pozwoliło zweryfikować, czy zmiany w 

ekspresji miRNA przekładają się na zmiany w ekspresji ich potencjalnych celów na poziomie 

transkryptu. Schemat przebiegu doświadczenia przedstawiono na rycinie 7.5. 

 

Rycina 7.5. Schemat przebiegu analizy ekspresji mRNA w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki u 

szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS – Wistar Han; WKY – Wistar Kyoto; MHb – Medial 

Habenular Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro 

uzdeczki. Rycina została wykonana przy użyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com) 

 

Ekspresję wybranych mRNA oceniono w MHb i LHb przy użyciu macierzy mRNA 

TaqMan. Wyniki analizy statystycznej ekspresji wyselekcjonowanych genów przedstawiono w 

tabeli 7.2. 
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Tabela 7.2. Wyniki analizy statystycznej ekspresji genów w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki u 

szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. Różnice w poziomie ekspresji pomiędzy szczepami sprawdzono 

za pomocą testu t Studenta 

Gen Analiza ekspresji w MHb Analiza ekspresji w LHb  

Cacna1b p = 0,7583 p = 0,7641 

Cdkn1c p = 0,0011 ** p = 0,1462 

Chrna1 ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji 

Drd2 p = 0,5115 p = 0,0121 * 

Elk4 p = 0,0837 p = 0,0190 * 

Gabra1 p = 0,1620 p = 0,1147 

Gabrb1 p = 0,0647 p = 0,6410 

Gpr55 ekspresja poza progiem detekcji 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 

Nrg1 p = 0,3996 p = 0,4061 

Ntrk2 p = 0,0569 p = 0,3761 

Ntrk3 p = 0,3556 p = 0,0952 

Prl3a1 ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji 

Prl8a5 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 

Slc6a4 ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji 

Slc6a6 p = 0,4789 p = 0,7018 

Sstr2 p = 0,3926 ekspresja poza progiem detekcji 

Sstr3 ekspresja poza progiem detekcji p = 0,4838 

Sstr4 ekspresja poza progiem detekcji p = 0,0144 * 

Tph1 ekspresja poza progiem detekcji ekspresja poza progiem detekcji 

*p <0.05; ** p<0.005 oznaczono istotnie statystycznie różnice w ekspresji. MHb – Medial Habenular 

Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki 

 

Analiza statystyczna wykazała istotne różnice w ekspresji czterech genów pomiędzy 

szczepami WIS i WKY w obrębie MHb. Poziom ekspresji wszystkich tych genów był niższy u 

szczurów WKY w porównaniu do WIS: Cdkn1c (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 różnice w ekspresji ośmiu genów. Poziom ekspresji 

czterech z nich był wyższy u szczurów WKY w porównaniu do szczurów WIS: Htr4 
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(p=0.0428), Drd2 (p=0.0121), Kcnj5 (p=0.0126), Sstr4 (p=0.0144). Z kolei dla pozostałych 

czterech genów ekspresja była niższa u szczurów WKY: Htr2a (p=0.0037), Htr7 (p=0.0288), 

Elk4 (p=0.0190), Slc12a5 (p=0.0129) (tabela 7.2., rycina 7.6). 

 

Rycina 7.6.  Ekspresja statystycznie istotnie różnicujących mRNA pomiędzy szczurami Wistar Han i 

Wistar Kyoto w: A) środkowym jądrze uzdeczki (MHb) oraz B) bocznym jądrze uzdeczki (LHb). 

Wyniki uzyskano dla 6-9 zwierząt na grupę i przedstawiono na wykresie jako krotność zmiany ± SEM. 

Wartości p oszacowano przy użyciu testu t Studenta; *p < 0.05; **p < 0.005. WIS – szczury Wistar 

Han; WKY – szczury Wistar Kyoto 
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Uzyskane wyniki zilustrowano również za pomocą diagramu Venna (rycina 7.7) w celu 

porównania różnic w zmianach ekspresji mRNA pomiędzy MHb i LHb. Wspólnymi genami 

różnicującymi oba szczepy szczurów w obu strukturach były Htr7 oraz Slc12a5, przy czym ich 

poziomy ekspresji były niższe u szczurów WKY w porównaniu do szczurów WIS (rycina 7.7). 

 

Rycina 7.7.  Diagram Venna przedstawiający porównanie zmian mRNA w obrębie środkowego 

i bocznego jądra uzdeczki u szczurów Wistar Kyoto w porównaniu z grupą kontrolną – szczurami 

Wistar Han. WIS – szczury Wistar Han; WKY – szczury Wistar Kyoto; MHb – Medial Habenular 

Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki 

 

Podsumowując uzyskane wyniki, należy podkreślić, że w przypadku cząsteczek miRNA 

większa liczba wykazywała istotnie zmienioną ekspresję w MHb w porównaniu do LHb. 

Natomiast na poziomie transkryptomu (mRNA) więcej różnic pomiędzy szczurami WIS i 

WKY odnotowano w LHb. Taka rozbieżność w lokalizacji zmian ekspresji pomiędzy 

poziomem regulacyjnym a efektorowym może wskazywać na złożony układ regulacji 

transkrypcyjnej i potranskrypcyjnej w obrębie jąder Hb. Szczególnie interesujące jest to w 

kontekście danych przedstawionych przez Kim i Chang (2005), którzy wykazali strukturalną 

asymetrię połączeń pomiędzy jądrami Hb – jedynie MHb wysyła projekcje do LHb. Może to 

sugerować, że zmiany na poziomie miRNA w MHb oddziałują pośrednio na ekspresję mRNA 

w LHb, co stanowi potencjalny mechanizm komunikacji funkcjonalnej pomiędzy tymi 

strukturami i może mieć znaczenie w kontekście zaburzeń depresyjnych. 
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7.3. Poziom białka receptora serotoninowego 5-HT7 i kanału chlorkowo-potasowego 

KCC2 w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto 

Spośród genów, dla których stwierdzono istotne zmiany poziomu ekspresji w analizie 

transkryptomicznej, jedynie dwa wykazały zmienioną ekspresję zarówno w MHb, jak i LHb – 

gen Htr7 kodujący receptor serotoninowy 5-HT7 oraz gen Slc12a5 kodujący kanał chlorkowo-

potasowy KCC2. Biorąc pod uwagę ich potencjalne znaczenie funkcjonalne oraz fakt, że 

zmiany ekspresji występowały niezależnie od lokalizacji anatomicznej, zdecydowano się na 

dalszą charakterystykę tych genów na poziomie białkowym. Ze względu na ograniczenia 

techniczne, jedyną techniką umożliwiającą ocenę poziomu białka było barwienie 

immunofluorescencyjne. Zastosowanie tej metody pozwoliło na określenie, czy obserwowane 

zmiany w poziomie mRNA znajdują odzwierciedlenie również na poziomie białka. Schemat 

przebiegu doświadczenia przedstawiono na rycinie 7.8. 

 

Rycina 7.8. Schemat przebiegu analizy poziomu białka w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki u 

szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS – Wistar Han; WKY – Wistar Kyoto; MHb – Medial 

Habenular Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro 

uzdeczki. Rycina została wykonana przy użyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com) 

 

Przeprowadzona analiza immunofluorescencyjna wykazała obniżony poziom receptora 

serotoninowego 5-HT7, przy czym istotność statystyczną zaobserwowano jedynie w LHb 

(p=0.0288) (rycina 7.9).  
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Rycina 7.9. Poziom białka receptora serotoninowego 5-HT7 w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki 

u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. Reprezentatywne zdjęcia przedstawiające ekspresję 5-HT7 w 

MHb szczurów WIS (A, B) i WKY (C, D) oraz w LHb szczurów WIS (E, F) i WKY (G, H). Analizę 

przeprowadzono dla 4–5 zwierząt na grupę, a wyniki przedstawiono na wykresie jako średnie 

zintegrowanej gęstości ± SEM. Skala = 20 μm. WIS – szczury Wistar Han; WKY – szczury Wistar 

Kyoto; MHb – Medial Habenular Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – Lateral Habenular 

Nucleus, boczne jądro uzdeczki 

 

Z kolei ekspresja kanału chlorkowo-potasowego KCC2, kodowanego przez gen Slc12a5, 

była istotnie zmniejszona zarówno w LHb (p=0.0432), jak i w MHb (p=0.0328) (rycina 7.10).  

 

 

Rycina 7.10. Poziom białka kanału chlorkowo-potasowego KCC2 w środkowym i bocznym jądrze 

uzdeczki u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. Reprezentatywne zdjęcia przedstawiające ekspresję 

KCC2 w MHb szczurów WIS (A, B) i WKY (C, D) oraz LHb szczurów WIS (E, F) i WKY (G, H). 

Analizę przeprowadzono dla 4–5 zwierząt na grupę, a wyniki przedstawiono na wykresie jako średnie 

zintegrowanej gęstości ± SEM. Skala = 20 μm. Skróty: WIS – szczury Wistar Han; WKY – szczury 

Wistar Kyoto; MHb – Medial Habenular Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; LHb – Lateral Habenular 

Nucleus, boczne jądro uzdeczki 
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Podsumowując, wyniki te sugerują, że zaburzenia w ekspresji tych białek mogą odgrywać 

rolę w patofizjologii obserwowanego fenotypu szczurów WKY. 

 

7.4. Ekspresja genów w bocznym jądrze uzdeczki u szczurów Wistar Han i Wistar 

Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny 

Bazując na najnowszych doniesieniach dotyczących skuteczności psylocybiny w leczeniu 

depresji lekoopornej zarówno u ludzi, jak i w modelach zwierzęcych (Goodwin i wsp., 2022; 

Kolasa i wsp., 2024), postanowiono ocenić molekularny efekt jej działania po jednokrotnym 

podaniu. Szczury kontrolne WIS i WKY otrzymały dootrzewnowo roztwór soli fizjologicznej, 

natomiast szczury doświadczalne WIS i WKY otrzymały dootrzewnowo roztwór psylocybiny 

w dawce 0.3 mg/kg masy ciała. Po upływie 4 godzin od podania zwierzęta zostały poddane 

dekapitacji. Schemat przebiegu doświadczenia przedstawiono na rycinie 7.11. 

 

Rycina 7.11. Schemat przebiegu analizy ekspresji mRNA w bocznym jądrze uzdeczki 4 godziny po 

jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS – 

Wistar Han; WKY – Wistar Kyoto; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki. Rycina 

została wykonana przy użyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com) 

 

Po podaniu psylocybiny sprawdzano ekspresję tych samych genów, aby ocenić, czy 

substancja ta wpływa na molekularne cele wcześniej zidentyfikowane jako różnicujące szczury 

WIS i WKY. Wyniki przeprowadzonej analizy statystycznej ekspresji genów 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 genów w bocznym jądrze uzdeczki 4 godziny po 

jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. Różnice 

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

Gen 
Analiza ekspresji w LHb 

Interakcja Szczep Lek 

Cacna1b F (1, 32) = 0.6538   p=0.4247 F (1, 32) = 8.340   p=0.0069 ** F (1, 32) = 3.002   p=0.0928 

Cdkn1c F (1, 31) = 0.0367   p=0.8493 F (1, 31) = 5.133   p=0.0306 * F (1, 31) = 0.013   p=0.9092 

Chrna1 ekspresja poza progiem detekcji 

Drd2 F (1, 32) = 0.740   p=0.3961 F (1, 32) = 1.562   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 

Gabra1 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) = 1.249   p=0.2721 F (1, 32) = 4.996   p=0.0325 * F (1, 32) = 0.112   p=0.7396 

Htr4 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 

Mapk14 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 

Nrg1 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) = 2.592   p=0.1172 F (1, 32) = 1.904   p=0.1771 F (1, 32) = 0.053   p=0.8196 

Prl3a1 ekspresja poza progiem detekcji 

Prl8a5 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 

Slc17a6 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) = 2.261   p=0.1428 

Tph1 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 różnice w ekspresji. 

LHb –  Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki 

 

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazała istotną statystycznie interakcję w 

ekspresji czterech genów: Kcnj5 (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 Tph1 (F(1, 30)=4.304; p=0.0467) (tabela 7.3).  
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Ponadto analiza wykazała istotne różnice międzyszczepowe w ekspresji dziesięciu genów: 

Cacna1b (F(1, 32)=8.340, p=0.0069), Cdkn1c (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 wykazała istotny wpływ psylocybiny w ekspresji dwóch genów: 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 użyciu testu Tukeya ujawniła istotnie niższą ekspresję genu Slc6a6 

(p= 0.0004) oraz istotnie wyższą ekspresję genu Kcnj5 (p<0.0001) i Tph1 (p=0.0411) u 

szczurów WKY (tabela 7.3, rycina 7.12).  

Podanie psylocybiny spowodowało istotny spadek ekspresji Slc6a6 (p=0.0087) u szczurów 

WIS, a także obniżenie ekspresji Htr7 (p=0.0344) i Kcnj5 (p=0.0131) u szczurów WKY (tabela 

7.3, rycina 7.12). 
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Rycina 7.12. Ekspresja genów w bocznym jądrze uzdeczki 4 godziny po jednokrotnym podaniu 

psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. Wyniki uzyskano dla 7-9 

zwierząt na grupę i przedstawiono na wykresie jako ekspresję względną ± SEM. Grupy kontrolne 

(podanie roztworu soli fizjologicznej) przedstawiono jako symbole szarych kółek: puste kółko dla 

szczurów WIS, pełne kółko dla szczurów WKY. Grupy doświadczalne (podanie psylocybiny) 

przedstawiono jako symbole zielonych trójkątów: puste trójkąty dla szczurów WIS, pełne trójkąty dla 

szczurów WKY. Analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z 

testem post hoc wielokrotnych porównań Tukeya. Statystycznie istotne zmiany między 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 

 

Podsumowując, uzyskane wyniki sugerują, że gen Kcnj5 może odgrywać istotną rolę w 

mechanizmach molekularnych leżących u podstaw przeciwdepresyjnego działania 

psylocybiny. Jednokrotne podanie psylocybiny spowodowało spadek poziomu transkryptu 

Kcnj5 u szczurów WKY do wartości porównywalnych z poziomem obserwowanym u szczurów 

WIS. Może to wskazywać na potencjalne działanie normalizujące psylocybiny w zakresie 

ekspresji tego genu, co jest szczególnie istotne w kontekście jego roli w regulacji funkcji 

neuronalnych i zaburzeń depresyjnych. 

 

 

7.5. Poziom białka GIRK4 kodowanego przez gen Kcnj5 w bocznym jądrze uzdeczki 

u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny 

W związku z obserwowanymi, istotnymi zmianami w ekspresji genu Kcnj5 w LHb (rycina 

7.12), zdecydowano się na dalsze badania mające na celu określenie poziomu białka 

kodowanego przez ten gen – kanału potasowego GIRK4. Analiza poziomu tego białka została 

przeprowadzona w celu zweryfikowania, czy zmiany obserwowane na poziomie transkryptu 

znajdują odzwierciedlenie także na poziomie translacji. W tym celu wykonano barwienie 

immunofluorescencyjne 4 godziny po jednokrotnym dootrzewnowym podaniu psylocybiny w 

dawce 0.3 mg/kg masy ciała. Schemat przebiegu doświadczenia przedstawiono na rycinie 7.13. 
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Rycina 7.13. Schemat przebiegu analizy poziomu białka w bocznym jądrze uzdeczki 4 godziny po 

podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS – Wistar Han; 

WKY – Wistar Kyoto; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki. Rycina została 

wykonana przy użyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com) 

 

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazała istotną statystycznie interakcję w 

ekspresji białka kodowanego przez gen Kcnj5 (F(1, 24)=31.69, p<0.0001), różnice 

międzyszczepowe (F(1, 24)=12.10, p=0.0019) oraz wpływ psylocybiny (F(1, 24)=19.57, 

p=0.0002).  

 

Dalsza analiza post hoc przy użyciu testu Tukeya ujawniła istotnie wyższy poziom białka 

genu Kcnj5 (p<0.0001) u szczurów WKY kontrolnych, natomiast podanie psylocybiny 

spowodowało istotny spadek poziomu białka genu Kcnj5 (p<0.0001) u tych zwierząt (rycina 

7.14B). 
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Rycina 7.14. Ekspresja białka GIRK4 kodowanego przez gen Kcnj5 w bocznym jądrze uzdeczki 4 

godziny po jednokrotnym podaniu psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg u szczurów Wistar Han i Wistar 

Kyoto. A) Reprezentatywny skrawek mózgu szczura przedstawiający lokalizację jąder uzdeczki (atlas 

stereotaktyczny Paxinosa i Watsona (2007), poziom bregma: –3.30 mm) oraz reprezentatywne zdjęcia 

przedstawiające boczne jądro uzdeczki po barwieniu immunofluorescencyjnym dla GIRK4 oraz 

barwieniu jąder komórkowych za pomocą DAPI. B) Analizę ilościową ekspresji białka przeprowadzono 

dla 6–8 zwierząt w każdej grupie, a dane przedstawiono jako średnią zintegrowaną gęstość na komórkę 

± SEM. Grupy kontrolne (podanie roztworu soli fizjologicznej) przedstawiono jako symbole szarych 

kółek: puste kółko dla szczurów WIS, pełne kółko dla szczurów WKY. Grupy doświadczalne (podanie 

psylocybiny) przedstawiono jako symbole zielonych trójkątów: puste trójkąty dla szczurów WIS, pełne 

trójkąty dla szczurów WKY. Analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu dwuczynnikowej 

ANOVA wraz z testem post hoc wielokrotnych porównań Tukeya. Statystycznie istotne zmiany między 

grupami oznaczono jako ****p < 0.0001. ns – nieistotne statystycznie; WIS – szczury Wistar Han; 

WKY – szczury Wistar Kyoto; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki 

 

Podsumowując, wynik ten potwierdza zmiany obserwowane na poziomie transkryptu. 

Jednokrotne podanie psylocybiny spowodowało znaczące obniżenie poziomu białka GIRK4 u 

szczurów WKY do wartości zbliżonych do tych obserwowanych u szczurów WIS, co sugeruje 

potencjalny wpływ tej substancji na normalizację aktywności układów kanałów jonowych w 

modelu depresji lekoopornej. 

 

7.6. Ekspresja genu Kcnj5 w środkowym jądrze uzdeczki, środkowej korze 

przedczołowej, jądrze grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczurów Wistar 

Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny 

LHb jest strukturą mózgu należącą do międzymózgowia, pełniącą funkcję istotnego węzła 

integracyjnego pomiędzy przodomózgowiem, a śródmózgowiem i tyłomózgowiem. LHb 

wysyła projekcje m.in. do DR oraz VTA, natomiast otrzymuje projekcję m.in. z mPFC (rycina 
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7.15) (Groos i Helmchen, 2024). Uwzględniając tę sieć połączeń oraz wcześniej 

zaobserwowane zmiany w ekspresji genu Kcnj5 w LHb, zdecydowano się rozszerzyć analizę 

poziomu ekspresji tego genu również na inne, anatomicznie powiązane struktury, tj. mPFC, 

DR, VTA oraz MHb. 

 

Rycina 7.15. Schematyczne przedstawienie wybranych połączeń pomiędzy strukturami w mózgu 

szczura. mPFC – medial Prefrontal Cortex, środkowa kora przedczołowa; LHb – Lateral Habenular 

Nucleus, boczne jądro uzdeczki; DR – Dorsal Raphe Nucleus, jądro grzbietowe szwu; VTA – Ventral 

Tegmental Area, brzuszne pole nakrywki. Rycina została wykonana przy użyciu 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 ciała.  

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazała istotną statystycznie interakcje 

ekspresji Kcnj5 w mPFC (F(1, 24)=6.351, p=0.0188) (rycina 7.16B) oraz różnice 

międzyszczepowe w MHb (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 użyciu testu Tukeya wykazała istotnie wyższy poziom ekspresji 

Kcnj5 u szczurów 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 

środkowym jądrze uzdeczki (A), środkowej 

korze przedczołowej (B), jądrze grzbietowym 

szwu (C), brzusznym polu nakrywki (D) u 

szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto po 4 

godzinach od jednokrotnego podania 

psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg. Wyniki 

uzyskano dla 6-9 zwierząt na grupę i 

przedstawiono na wykresie jako ekspresję 

względną ± SEM. Grupy kontrolne (podanie 

roztworu soli fizjologicznej) przedstawiono 

jako symbole szarych kółek: puste kółko dla 

szczurów WIS, pełne kółko dla szczurów 

WKY. Grupy doświadczalne (podanie 

psylocybiny) przedstawiono jako symbole 

zielonych trójkątów: puste trójkąty dla 

szczurów WIS, pełne trójkąty dla szczurów 

WKY. Analizę statystyczną przeprowadzono 

przy użyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z 

testem post hoc wielokrotnych porównań 

Tukeya. Statystycznie istotne zmiany między 

grupami oznaczono jako *p < 0.05, **p<0.01. 

ns – nieistotne statystycznie; WIS – szczury 

Wistar Han; WKY – szczury Wistar Kyoto; 

MHb – Medial Habenular Nucleus, środkowe 

jądro uzdeczki; mPFC – medial Prefrontal 

Cortex, środkowa kora przedczołowa; DR – 

Dorsal Raphe Nucleus, jądro grzbietowe szwu; 

VTA – Ventral Tegmental Area, pole  brzuszne 

nakrywki

Podsumowując, szczury szczepu WKY wykazują istotnie wyższą ekspresję genu Kcnj5 nie 

tylko w LHb, ale również w MHb, a także w strukturach anatomicznie z nim powiązanych – tj. 

w DR oraz VTA, do których LHb wysyła projekcje, oraz w środkowej korze przedczołowej 

mPFC, która z kolei wysyła projekcje do LHb. Taki wzorzec może wskazywać na szeroko 

rozpowszechnione zaburzenia w regulacji kanałów potasowych GIRK4 u szczurów WKY. Co 

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

spowodowało obniżenia ekspresji Kcnj5 w żadnej z pozostałych badanych struktur, co może 
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sugerować, że efekt tej substancji jest regionowo specyficzny i ukierunkowany na kluczowe 

obszary związane z patofizjologią depresji. 

 

7.7. Ekspresja Gabbr2 w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki, środkowej korze 

przedczołowej, jądrze grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczurów Wistar 

Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny 

W świetle wcześniejszych doniesień literaturowych, które wskazują, że aktywacja kanałów 

GIRK przez receptor GABAB w obrębie LHb odgrywa kluczową rolę w kształtowaniu fenotypu 

depresyjnego (Lecca i wsp., 2016), postanowiono sprawdzić poziom ekspresji genu Gabbr2, 

kodującego podjednostkę 2 receptora GABAB, w tej strukturze oraz w pozostałych 

powiązanych strukturach. Analiza ta miała na celu ocenę, czy zmiany w układzie 

GABAergicznym mogą towarzyszyć obserwowanym zaburzeniom funkcji kanału GIRK4 i tym 

samym stanowić potencjalny mechanizm leżący u podstaw dysregulacji neuroprzekaźnictwa 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 ciała. 

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazała istotną statystycznie interakcję 

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 różnice międzyszczepowe 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 różnic w VTA (rycina 7.17E).  

Dalsza analiza post hoc przy użyciu testu Tukeya wykazała istotnie wyższy poziom ekspresji 

Gabbr2 w LHb (p=0.0156) (rycina 7.17A), MHb (p=0.0214) (rycina 7.17B) i DR (p=0.0027) 

u szczurów WKY.
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Rycina 7.17. Ekspresja genu Gabbr2 w 

bocznym jądrze uzdeczki (A), środkowym 

jądrze uzdeczki (B), środkowej korze 

przedczołowej (C), jądrze grzbietowym szwu 

(D), brzusznym polu nakrywki (E) u szczurów 

Wistar Han i Wistar Kyoto po 4 godzinach od 

jednokrotnego podania psylocybiny w dawce 

0.3 mg/kg. Wyniki uzyskano dla 5-9 zwierząt 

na grupę i przedstawiono na wykresie jako 

ekspresję względną ± SEM. Grupy kontrolne 

(podanie roztworu soli fizjologicznej) 

przedstawiono jako symbole szarych kółek: 

puste kółko dla szczurów WIS, pełne kółko dla 

szczurów WKY. Grupy doświadczalne 

(podanie psylocybiny) przedstawiono jako 

symbole zielonych trójkątów: puste trójkąty dla 

szczurów WIS, pełne trójkąty dla szczurów 

WKY. Analizę statystyczną przeprowadzono 

przy użyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z 

testem post hoc wielokrotnych porównań 

Tukeya. Statystycznie istotne zmiany między 

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 

jądro uzdeczki; MHb – Medial Habenular 

Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; mPFC – 

medial Prefrontal Cortex, środkowa kora 

przedczołowa; DR – Dorsal Raphe Nucleus, 

jądro grzbietowe szwu; VTA – Ventral 

Tegmental Area, brzuszne pole nakrywki
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Podsumowując, szczury WKY charakteryzują się istotnie wyższą ekspresją genu Gabbr2 

w LHb, MHb oraz DR, w porównaniu do szczurów WIS, co może wskazywać na nasiloną 

sygnalizację GABAergiczną w tych obszarach u tego szczepu. Nie stwierdzono natomiast 

różnic w ekspresji tego genu w mPFC ani w VTA. Co istotne, podanie psylocybiny nie 

wpłynęło istotnie na poziom ekspresji Gabbr2 w żadnej z analizowanych struktur mózgu.

7.8. Ekspresja Ppp2ca w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki, środkowej korze 

przedczołowej, jądrze grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczurów Wistar 

Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny 

Uwzględniając doniesienia literaturowe wskazujące, że nadaktywność LHb, obserwowana 

w depresji, może być związana ze zwiększoną aktywnością fosfatazy białkowej 2A (PP2A) – 

kluczowego regulatora szlaku sygnalizacyjnego receptora GABAB oraz kanału potasowego 

GIRK (Lecca i wsp., 2016) – przeprowadzono analizę poziomu ekspresji genu Ppp2ca, 

kodującego katalityczną podjednostkę PP2A, zarówno w LHb, jak i w pozostałych strukturach 

zaangażowanych w ten układ 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 ciała. 

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazała istotną statystycznie interakcję 

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 różnice międzyszczepowe 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 użyciu testu Tukeya wykazała istotnie wyższy poziom ekspresji 

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 szczurów WKY.  

Podanie psylocybiny spowodowało spadek ekspresji Ppp2ca w mPFC (p=0.0396) (rycina 

7.18C)  i DR (p=0.007) (rycina 7.18D) u szczurów WKY.  

Nie zaobserwowano żadnych różnic w ekspresji Ppp2ca w VTA (rycina  7.18E).
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Rycina 7.18. Ekspresja genu Ppp2ca w 

bocznym jądrze uzdeczki (A), środkowym 

jądrze uzdeczki (B), środkowej korze 

przedczołowej (C), jądrze grzbietowym szwu 

(D), brzusznym polu nakrywki (E) u szczurów 

Wistar Han i Wistar Kyoto po 4 godzinach od 

jednokrotnego podania psylocybiny w dawce 

0.3 mg/kg. Wyniki uzyskano dla 5-9 zwierząt 

na grupę i przedstawiono na wykresie jako 

ekspresję względną ± SEM. Grupy kontrolne 

(podanie roztworu soli fizjologicznej) 

przedstawiono jako symbole szarych kółek: 

puste kółko dla szczurów WIS, pełne kółko dla 

szczurów WKY. Grupy doświadczalne 

(podanie psylocybiny) przedstawiono jako 

symbole zielonych trójkątów: puste trójkąty dla 

szczurów WIS, pełne trójkąty dla szczurów 

WKY. Analizę statystyczną przeprowadzono 

przy użyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z 

testem post hoc wielokrotnych porównań 

Tukeya. Statystycznie istotne zmiany między 

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 

jądro uzdeczki; MHb – Medial Habenular 

Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; mPFC – 

medial Prefrontal Cortex, środkowa kora 

przedczołowa; DR – Dorsal Raphe Nucleus, 

jądro grzbietowe szwu; VTA – Ventral 

Tegmental Area, brzuszne pole nakrywki
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Podsumowując, szczury WKY charakteryzują się istotnie wyższą ekspresją genu Ppp2ca w 

LHb, MHb, mPFC oraz DR w porównaniu do szczurów WIS. Nie stwierdzono natomiast różnic 

w ekspresji tego genu w VTA. Co ciekawe, podanie psylocybiny spowodowało istotne 

obniżenie ekspresji Ppp2ca mPFC i DR u szczurów WKY, co może również stanowić kolejny 

potencjalny cel molekularny leżących u podstaw przeciwdepresyjnego działania psylocybiny. 

 

7.9. Ekspresja Grin2a w środkowym i bocznym jądrze uzdeczki, środkowej korze 

przedczołowej, jądrze grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczurów Wistar 

Han i Wistar Kyoto 4 godziny po podaniu psylocybiny 

Analiza ekspresji genu Grin2a, kodującego podjednostkę GluN2A receptora NMDA, 

została dołączona do badań ze względu na dobrze udokumentowaną rolę układu 

glutaminianergicznego – a w szczególności receptorów NMDA – w patofizjologii depresji oraz 

w mechanizmie działania ketaminy, wykazującej szybkie działanie przeciwdepresyjne u 

pacjentów chorujących na TRD (Chen i wsp., 2024; Yang i wsp., 2018). Zmiany w jego 

ekspresji mogą wpływać na plastyczność synaptyczną, neuroprzekaźnictwo i odpowiedź 

neuronalną na stres. Włączenie tego genu do analizy umożliwia zatem ocenę, czy obserwowane 

efekty molekularne psylocybiny obejmują również układ glutaminianergiczny, co mogłoby 

wspierać hipotezę o jej działaniu poprzez modulację neuroplastyczności. 

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 ciała. 

Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazała istotną statystycznie interakcję 

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 różnice międzyszczepowe w MHb (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 użyciu testu Tukeya wykazała istotnie wyższy poziom ekspresji 

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

Podanie psylocybiny spowodowało spadek ekspresji Grin2a w MHb u szczurów WKY 

(p=0.0110) (rycina 7.19B). 

Nie zaobserwowano żadnych różnic 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 jądrze uzdeczki (A), środkowym 

jądrze uzdeczki (B), środkowej korze 

przedczołowej (C), jądrze grzbietowym szwu 

(D), brzusznym polu nakrywki (E) u szczurów 

Wistar Han i Wistar Kyoto po 4 godzinach od 

jednokrotnego podania psylocybiny w dawce 

0.3 mg/kg. Wyniki uzyskano dla 5-9 zwierząt 

na grupę i przedstawiono na wykresie jako 

ekspresję względną ± SEM. Grupy kontrolne 

(podanie roztworu soli fizjologicznej) 

przedstawiono jako symbole szarych kółek: 

puste kółko dla szczurów WIS, pełne kółko dla 

szczurów WKY. Grupy doświadczalne 

(podanie psylocybiny) przedstawiono jako 

symbole zielonych trójkątów: puste trójkąty dla 

szczurów WIS, pełne trójkąty dla szczurów 

WKY. Analizę statystyczną przeprowadzono 

przy użyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z 

testem post hoc wielokrotnych porównań 

Tukeya. Statystycznie istotne zmiany między 

grupami oznaczono jako *p < 0.05, 

****p < 0.0001. ns – nieistotne statystycznie; 

WIS – szczury Wistar Han; WKY – szczury 

Wistar Kyoto; LHb – Lateral Habenular 

Nucleus, boczne jądro uzdeczki; MHb – Medial 

Habenular Nucleus, środkowe jądro uzdeczki; 

mPFC – medial Prefrontal Cortex, środkowa 

kora przedczołowa; DR – Dorsal Raphe 

Nucleus, jądro grzbietowe szwu; VTA – Ventral 

Tegmental Area, brzuszne pole nakrywki

Podsumowując, szczury WKY charakteryzują się istotnie wyższą ekspresją genu Grin2a w 

LHb i MHb w porównaniu do szczurów WIS, co może odzwierciedlać zwiększoną aktywność 
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glutaminianergiczną w tych strukturach. Natomiast bez różnic w ekspresji w mPFC, DR i VTA. 

Co ciekawe, podanie psylocybiny spowodowało istotne obniżenie ekspresji Grin2a w MHb u 

szczurów WKY, co może również stanowić kolejny potencjalny cel molekularny leżących u 

podstaw przeciwdepresyjnego działania psylocybiny.

7.10. Badania elektrofizjologiczne przepływu prądu dokomórkowego przez kanały 

GIRK w komórkach bocznego jądra uzdeczki u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto 24 

godziny po podaniu psylocybiny 

Na podstawie wcześniejszych analiz molekularnych, które wskazały na istotną rolę kanału 

GIRK4 w LHb oraz sugerowały potencjalne działanie przeciwdepresyjne psylocybiny, 

przeprowadzono badania elektrofizjologiczne metodą whole-cell patch clamp. Celem było 

określenie wpływu psylocybiny na udział kanałów GIRK4 w przewodnictwie błonowym 

neuronów LHb. Schemat eksperymentu przedstawiono na rycinie 7.20. 

 

Rycina 7.20. Schemat przebiegu badania elektrofizjologicznego udziału kanałów GIRK4 w bocznym 

jądrze uzdeczki 24 godziny po podaniu psylocybiny u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto. WIS – 

Wistar Han; WKY – Wistar Kyoto; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne jądro uzdeczki. Rycina 

została wykonana przy użyciu oprogramowania BioRender (https://biorender.com) 

 

Badanie przeprowadzono na szczurach WIS i WKY. Zwierzęta kontrolne otrzymały 

roztwór soli fizjologicznej, natomiast grupa doświadczalna – pojedynczą dawkę psylocybiny 

(0.3 mg/kg). Rejestracja elektrofizjologiczna obejmowała trzy etapy: 
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1. pomiar w ACSF w celu określenie podstawowego poziomu przepływu prądu; 

2. pomiar przy zwiększonym stężenia jonów potasu w ACSF w celu aktywacji kanałów 

GIRK; 

3. pomiar z zastosowaniem blokera kanałów GIRK – w tym przypadku Tertiapin-Q – w 

celu określenia udział kanałów GIRK4 w zarejestrowanym prądzie. 

Tertiapin-Q, będący stabilizowanym analogiem naturalnego peptydu pszczelego, zastosowano 

jako farmakologiczny bloker kanałów GIRK (Kir3.x), gdyż wykazuje on wysokie 

powinowactwo do kanałów Kir1.1 (ROMK1) oraz heterotetramerów GIRK1/4 (Kir3.1/3.4), z 

wartościami Ki odpowiednio 1.3 nM i 13.3 nM (tocris.com, tertiapin-q). Mimo braku 

całkowitej selektywności względem GIRK4 (Kir3.4), w dostępnych warunkach 

doświadczalnych był to najskuteczniejszy funkcjonalny bloker kompleksów zawierających 

podjednostkę GIRK4. 

Rycina 7.21. Przepływ prądów dokomórkowych przez kanały GIRK w komórkach bocznego jądra 

uzdeczki u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto po 24-godzinach od jednokrotnego podania 

psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg masy ciała. A) Reprezentatywne zdjęcia przedstawiające lokalizacje 

rejestrowanych komórek w bocznym jądrze uzdeczki po barwieniu immunofluorescencyjnym. B) 

Wykres przedstawiający średnie wartości znormalizowanych prądów (pA/pF) przy zadanym napięciu 

(mV). Grupy kontrolne (podanie roztworu soli fizjologicznej) przedstawiono jako symbol pustego 

czarnego kółka dla szczurów WIS i pełnego czarnego kółka dla szczurów WKY. Grupy doświadczalne 

(podanie psylocybiny) przedstawiono jako symbol pustego czerwonego trójkąta dla szczurów WIS i 

pełnego czerwonego trójkąta dla szczurów WKY. Analizę danych przeprowadzono metodą regresji 

liniowej dla każdej z grupy osobno. Statystycznie istotne zmiany między grupami oznaczono jako 

*p < 0.05. WIS – Wistar Han; WKY – Wistar Kyoto. Eksperyment przeprowadzony przez mgr Patryka 

Sambaka (współpraca z Uniwersytetem Jagiellońskim i dr hab. Anną Błasiak, prof. UJ) 
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Ostateczne wyniki pomiarów prądów przepływających przez kanały GIRK przedstawiono 

na rycinie 7.21B. Przepływ rejestrowanego prądu został znormalizowany poprzez podzielenie 

wartości prądu przez pojemność komórki. Przewodnictwo kanałów GIRK oceniano na 

podstawie nachylenia regresji liniowej w każdej grupie. Porównanie współczynników regresji 

umożliwiło ocenę wpływu szczepu oraz działanie psylocybiny. Pomimo że wcześniejsze 

analizy molekularne sugerowały zwiększony przepływ prądu u kontrolnych szczurów WKY 

(rycina 7.12 i 7.13), uzyskane pomiary elektrofizjologiczne tego nie potwierdziły. Co istotne, 

podanie psylocybiny istotnie zmniejszyło przepływ prądu przez kanały GIRK w LHb u 

szczurów WKY w porównaniu do grupy kontrolnej WKY (F(1,149)=5.135; p=0.0249) (rycina 

7.21B). 

7.11. Ekspresja genu wczesnej odpowiedzi komórkowej – c-Fos w uzdeczce, jądrze 

grzbietowym szwu i brzusznym polu nakrywki u szczurów Wistar Han i Wistar Kyoto 24 

godziny po podaniu psylocybiny 

W celu zbadania aktywacji neuronalnej wywołanej psylocybiną postanowiono sprawdzić 

poziom ekspresji genu c-Fos, stanowiący gen wczesnej odpowiedzi (ang. Immediate Early 

Gene, IEG), którego ekspresja ulega przejściowemu wzrostowi w odpowiedzi na bodźce 

prowadzące do aktywacji komórek nerwowych. Chociaż szczyt ekspresji c-Fos występuje 

zazwyczaj w ciągu 1–2 godzin od stymulacji, wykazano, że niektóre substancje mogą 

wywoływać również długofalowe zmiany w ekspresji tego genu. Analiza przeprowadzona po 

24 godzinach miała na celu wykrycie potencjalnych, trwałych efektów działania psylocybiny 

na aktywność neuronalną, które mogą mieć znaczenie dla jej mechanizmów 

przeciwdepresyjnych. 

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

istotnych statystycznie różnic w ekspresji genu c-Fos w Hb, DR oraz VTA pomiędzy dwoma 

szczepami WIS i WKY (rycina 7.22A, 7.22B, 7.22C). Ponadto, jednorazowe podanie 

psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg nie wywołało istotnych zmian w ekspresji c-Fos w 

analizowanych strukturach mózgowych 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), jądrze grzbietowym szwu (B), brzusznym 

polu nakrywki (C) u szczurów Wistar Han i 

Wistar Kyoto po 24 godzinach od 

jednokrotnego podania psylocybiny w dawce 

0.3 mg/kg masy ciała. Wyniki uzyskano dla 7-8 

zwierząt na grupę i przedstawiono na wykresie 

jako ekspresję względną ± SEM. Grupy 

kontrolne (podanie roztworu soli fizjologicznej) 

przedstawiono jako symbole szarych kółek: 

puste kółko dla szczurów WIS, pełne kółko dla 

szczurów WKY. Grupy doświadczalne 

(podanie psylocybiny) przedstawiono jako 

symbole pomarańczowych trójkątów: puste 

trójkąty dla szczurów WIS, pełne trójkąty dla 

szczurów WKY. Analizę statystyczną 

przeprowadzono przy użyciu dwuczynnikowej 

ANOVA wraz z testem post hoc wielokrotnych 

porównań Tukeya. ns – nieistotne statystycznie; 

WIS – szczury Wistar Han; WKY – szczury 

Wistar Kyoto; Hb – habenula, uzdeczka; DR – 

Dorsal Raphe Nucleus, jądro grzbietowe szwu; 

VTA – Ventral Tegmental Area, brzuszne pole 

nakrywki

Podsumowując, jednorazowe podanie psylocybiny nie spowodowało istotnych zmian w 

poziomie ekspresji genu c-Fos w żadnej z analizowanych struktur mózgowych po upływie 24 

godzin od podania. Wynik ten sugeruje, że efekt działania psylocybiny nie wiąże się z 

długotrwałą aktywacją neuronalną mierzoną poziomem c-Fos. 

7.12. Ekspresja genów będących markerami plastyczności synaptycznej – Arc i Psd95 

w uzdeczce, grzbietowym jądrze szwu i brzusznym polu nakrywki u szczurów Wistar Han 

i Wistar Kyoto 24 godziny po podaniu psylocybiny 

W celu zbadania potencjalnych zmian w plastyczności synaptycznej wywołanych 

psylocybiną postanowiono sprawdzić poziom ekspresji genów Arc i Psd95. Geny Arc oraz 

Psd95 kodują białka odgrywające istotną rolę w regulacji plastyczności synaptycznej i 

konsolidacji pamięci. Ich ekspresja jest indukowana przez aktywność neuronalną, a zmiany w 

ich poziomie mogą występować już w ciągu pierwszych godzin po stymulacji. W związku z 

tym, pomiar ekspresji tych genów 24 godziny po podaniu psylocybiny umożliwia ocenę 
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szybkich, potencjalnie adaptacyjnych zmian synaptycznych, które mogą leżeć u podstaw 

wczesnych efektów neuroplastycznych wywoływanych przez tą substancję. 

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

istotnych statystycznie różnic w ekspresji gen Arc i Psd95 w Hb, DR oraz VTA pomiędzy 

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

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

analizowanych strukturach mózgowych po 24 godzinach od podania (rycina 7.23 i rycina 7.24). 

 

 

Rycina 7.23. Ekspresja genu Arc w uzdeczce 

(A), jądrze grzbietowym szwu (B), brzusznym 

polu nakrywki (C) u szczurów Wistar Han i 

Wistar Kyoto po 24 godzinach od 

jednokrotnego podania psylocybiny w dawce 

0.3 mg/kg masy ciała. Wyniki uzyskano dla 7-8 

zwierząt na grupę i przedstawiono na wykresie 

jako ekspresję względną ± SEM. Grupy 

kontrolne (podanie roztworu soli fizjologicznej) 

przedstawiono jako symbole szarych kółek: 

puste kółko dla szczurów WIS, pełne kółko dla 

szczurów WKY. Grupy doświadczalne 

(podanie psylocybiny) przedstawiono jako 

symbole pomarańczowych trójkątów: puste 

trójkąty dla szczurów WIS, pełne trójkąty dla 

szczurów WKY. Analizę statystyczną 

przeprowadzono przy użyciu dwuczynnikowej 

ANOVA wraz z testem post hoc wielokrotnych 

porównań Tukeya. ns – nieistotne statystycznie; 

WIS – szczury Wistar Han; WKY – szczury 

Wistar Kyoto; Hb – habenula, uzdeczka; DR – 

Dorsal Raphe Nucleus, jądro grzbietowe szwu; 

VTA – Ventral Tegmental Area, brzuszne pole 

nakrywki
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Rycina 7.24. Ekspresja genu Psd95 w uzdeczce 

(A), jądrze grzbietowym szwu (B), brzusznym 

polu nakrywki (C) u szczurów Wistar Han i 

Wistar Kyoto po 24 godzinach od 

jednokrotnego podania psylocybiny w dawce 

0.3 mg/kg masy ciała. Wyniki uzyskano dla 7-8 

zwierząt na grupę i przedstawiono na wykresie 

jako ekspresję względną ± SEM. Grupy 

kontrolne (podanie roztworu soli fizjologicznej) 

przedstawiono jako symbole szarych kółek: 

puste kółko dla szczurów WIS, pełne kółko dla 

szczurów WKY. Grupy doświadczalne 

(podanie psylocybiny) przedstawiono jako 

symbole pomarańczowych trójkątów: puste 

trójkąty dla szczurów WIS, pełne trójkąty dla 

szczurów WKY. Analizę statystyczną 

przeprowadzono przy użyciu dwuczynnikowej 

ANOVA wraz z testem post hoc wielokrotnych 

porównań Tukeya. ns – nieistotne statystycznie; 

WIS – szczury Wistar Han; WKY – szczury 

Wistar Kyoto; Hb – habenula, uzdeczka; DR – 

Dorsal Raphe Nucleus, jądro grzbietowe szwu; 

VTA – Ventral Tegmental Area, brzuszne pole 

nakrywki

Podsumowując, zarówno ekspresja genu Arc, jak i Psd95 nie różniła się istotnie 

statystycznie pomiędzy szczepami WIS i WKY w żadnej z analizowanych struktur mózgowych 

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

na poziom ekspresji tych genów po upływie 24 godzin. Wyniki te sugerują, że ani 

predyspozycja genetyczna do fenotypu TRD, ani działanie psylocybiny nie oddziałują na 

regulację ekspresji Arc i Psd95 w tych regionach mózgu w analizowanym czasie. 
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8. Dyskusja 

Badania przeprowadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej rozpoczęto od analizy zmian 

na poziomie mikroRNA, ponieważ cząsteczki te odgrywają kluczową rolę w regulacji ekspresji 

genów, kontrolując poziomy docelowych mRNA. W porównaniu z pełnym transkryptomem, 

liczba znanych mikroRNA jest relatywnie mniejsza, co czyni je dogodnym punktem wyjścia w 

poszukiwaniu potencjalnych markerów zmienności związanej z zaburzeniami psychicznymi. 

Takie podejście pozwala nie tylko na uchwycenie szerszego kontekstu molekularnego, ale także 

stanowi solidną podstawę do dalszych analiz, szczególnie w obszarze poszukiwania nowych 

celów terapeutycznych i biomarkerów depresji (Kaurani, 2024) . 

W przeprowadzonych badaniach wykazano istotne różnice w ekspresji siedmiu miRNA 

pomiędzy szczurami WKY, które są zwierzęcym modelem TRD, a szczepem kontrolnym – 

szczurami Wistar – w obu jądrach Hb. miR-708-5p wyróżniał się spójnym wzorcem 

podwyższonej ekspresji zarówno w LHb, jak i MHb u szczurów WKY. Jak wynika z 

wcześniejszych badań, miR-708-5p odgrywa istotną rolę w odpowiedzi na stres i może pełnić 

funkcję biomarkera zaburzeń nastroju. Zwiększoną ekspresję miR-708-5p obserwowano w PFC 

oraz hipokampie w modelach stresu społecznego i izolacji społecznej (Chen i wsp., 2015; 

Gilardi i wsp., 2025). Co więcej, obecność w krwi obwodowej pacjentów z wysokim ryzykiem 

rozwoju zaburzeń afektywnych sugeruje na potencjalne zastosowanie tego miRNA w 

diagnostyce (Gilardi i wsp., 2025). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy są zgodne z tymi 

doniesieniami, wspierając hipotezę o udziale miR-708-5p w patogenezie depresji poprzez 

modulację aktywności struktur limbicznych, w tym Hb. 

Kolejnym istotnym miRNA, którego ekspresja była zróżnicowana w badanych strukturach, 

jest miR-133a-3p. U szczurów WKY w LHb jego poziom był podwyższony, natomiast w MHb 

– obniżony. Taki dwukierunkowy wzorzec sugeruje regionowo specyficzne funkcje 

regulacyjne tego miRNA. Zmniejszoną ekspresję miR-133a-3p wcześniej obserwowano w PFC 

pacjentów z chorobą dwubiegunową (Azevedo i wsp., 2017), natomiast jego wzrost wiązano z 

zaburzeniami lękowymi (Jurkiewicz i wsp., 2020). Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu są 

zgodne z tymi obserwacjami, sugerując, że zmiany ekspresji miR-133a-3p w różnych obszarach 

mózgu mogą odzwierciedlać złożoność fenotypu depresyjno-lękowego. Co więcej, zarówno 

miR-133a-3p, jak i miR-92a-3p, którego obniżoną ekspresję stwierdzono w LHb u WKY, 

zostały wcześniej zidentyfikowane jako obwodowe biomarkery depresji poudarowej (Zhang i 

wsp. 2016; He i wsp., 2017). Równoczesne zmiany ekspresji miR-133a-3p i miR-92a-3p w 
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LHb, a także ich wcześniejsze powiązania z zaburzeniami nastroju w kontekście biomarkerów 

obwodowych, mogą wskazywać na ich możliwy współudział w patofizjologii depresji. 

Niemniej, aby określić charakter ich potencjalnego działania, konieczne są dalsze badania. 

Ekspresja miR-92a-3p jest szczególnie interesująca ze względu na szerokie powiązania z 

chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Alzheimera i Parkinsona (Siedlecki-

Wullich i wsp., 2019; Taguchi i Wang, 2018), a także ze schizofrenią (Ma i wsp., 2018). W 

modelach stresu obserwowano zarówno zwiększoną, jak i zmniejszoną  ekspresję tego miRNA, 

co sugeruje jego kontekstowo zależną regulację (Munoz-Llanos i wsp., 2018; Ji i Zhao, 2023). 

Uzyskane w niniejszym badaniu obniżenie poziomu miR-92-3p w LHb u szczurów WKY może 

odzwierciedlać zaburzenia równowagi molekularnej w obrębie układu limbicznego, 

charakterystyczne dla TRD. 

Podwyższona ekspresja miR-203a-3p i miR-674-3p w MHb szczurów WKY jest zgodna z 

wcześniejszymi badaniami wskazującymi na ich udział w odpowiedzi na stres. Wzrost poziomu 

miR-203a-3p obserwowano w hipokampie w modelu przewlekłego nieprzewidywalnego 

łagodnego stresu (ang. Chronic Unpredictable Mild Stress, CUMS) (Kavuran Buran i wsp., 

2022), co sugeruje jego możliwą rolę adaptacyjnych mechanizmach odpowiedzi mózgu na 

przewlekły stres. Z kolei miR-674-3p, którego ekspresja była podwyższona w ciele 

migdałowatym oraz surowicy w zwierzęcym modelu PTSD (Balakathiresan i wsp., 2014), a 

także u ludzi cierpiących na PTSD (Lee i wsp., 2019), może pełnić funkcję wskaźnika 

podatności na rozwój zaburzeń stresowych. Co istotne, nasze wcześniejsze badania również 

wykazały regionowo zróżnicowaną regulację tego miRNA w układzie nagrody w modelu CMS, 

co potwierdza jego istotną rolę w odpowiedzi na przewlekły stres (Zurawek i wsp., 2016). 

Odmienny kierunek zmian zaobserwowano dla miR-182 i miR-449a-5p, których ekspresja  

była obniżona u szczurów WKY. Wcześniejsze badania wskazują, że miR-182 odgrywa 

dwoistą rolę – jego podwyższona ekspresja w hipokampie wiązała się ze zmniejszeniem 

objawów depresyjnych i obniżeniem poziomu BDNF oraz CREB1 (Li i wsp., 2016), podczas 

gdy w innych modelach jego wyciszenie łagodziło objawy depresyjne (Zheng i wsp., 2024). 

Obniżony poziom tego miRNA w LHb może zatem wskazywać na mechanizmy 

kompensacyjne lub na odmienną, regionowo specyficzną funkcję. Podobnie, miR-449a-5p – 

dotychczas kojarzony z odpowiedzią przysadki na stres (Nemoto i wsp., 2013) i obecny we 

krwi obwodowej pacjentów ze schizofrenią (Lai i wsp., 2016) – może mieć znaczenie w 
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modulacji osi HPA oraz systemów monoaminergicznych, szczególnie w kontekście przewlekłej 

ekspozycji na stres. 

Podsumowując, uzyskane wyniki potwierdzają zróżnicowaną regulację miRNA w obu 

jądrach Hb w TRD. Analiza ekspresji poszczególnych miRNA, w kontekście wcześniejszych 

doniesień literaturowych, sugeruje, że obserwowane zmiany odzwierciedlają złożone 

mechanizmy molekularne związane z przetwarzaniem emocji, odpowiedzią na stres oraz 

regulacją osi HPA. Wyniki te podkreślają potencjał miRNA jako celów terapeutycznych i 

biomarkerów depresji, a także wskazują na konieczność dalszych badań funkcjonalnych nad 

ich rolą w specyficznych obszarach mózgu. 

Biorąc pod uwagę, że miRNA wpływają na stabilność i translację mRNA, przeprowadzono 

analizę transkryptomiczną, aby zbadać potencjalne konsekwencje obserwowanych zmian w 

ekspresji miRNA. Analiza ta wykazała większe zróżnicowanie ekspresji genów w LHb 

pomiędzy szczurami szczepów WIS i WKY. Osiem genów różnicowało szczury WKY od WIS 

w LHb, natomiast cztery geny wykazywały różnice w obrębie MHb. Obniżony poziom 

ekspresji genu dla receptora serotoninowego 5-HT7 i kanału chlorkowo-potasowego KCC2 u 

szczurów WKY był wspólny dla obu jąder Hb. Oba jądra charakteryzowały się odmiennym 

profilem ekspresji genów zależnych od białka G prostowniczych kanałów potasowych GIRK. 

W obrębie MHb zaobserwowano zmniejszoną ekspresję genu Kcnj9, kodującego kanał GIRK3, 

natomiast w LHb – zwiększoną ekspresję genu Kcnj5, kodującego kanał GIRK4, w LHb. 

Dodatkowo w MHb zaobserwowano obniżenie ekspresji genu Cdkn1c kodującego inhibitor 

kinazy zależnej od cyklin 1C. W LHb odnotowano natomiast zmiany ekspresji aż trzech genów 

dla receptorów serotoninowych: obniżenie poziomu 5-HT2a i 5-HT7, oraz wzrost ekspresji 5-

HT4. Zaobserwowano również zwiększoną ekspresję genu dla receptora dopaminowego D2 

oraz receptora somatostatyny typu 4, oraz spadek ekspresji genu czynnika transkrypcyjnego 

Elk4.  

Kotransporter potasowo-chlorkowy KCC2 odgrywa kluczową rolę w utrzymywaniu 

niskiego stężenia jonów chlorkowych (Cl⁻) wewnątrz neuronów, co jest niezbędne do 

powstawania hiperpolaryzacyjnych, hamujących potencjałów postsynaptycznych zależnych od 

jonotropowych receptorów GABAA i receptorów glicyny (GlyR). Jego funkcja zależy zarówno 

od poziomu ekspresji na powierzchni komórki jak i efektywności transportu, które są 

precyzyjnie regulowane przez mechanizmy fosforylacji, umożliwiające szybkie i łatwo 

odwracalne zmiany aktywności transportera (Kahle i wsp., 2013). Zaburzenia w ekspresji i 
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funkcjonowaniu KCC2, prowadzące do utraty lub osłabienia hamującego działania GABA i 

zwiększenia pobudliwości neuronów, zostały wykazane w różnych stanach patologicznych, 

m.in. w padaczce (Barmashenko i wsp., 2011),  urazach mózgu (Bonislawski i wsp., 2007) czy 

niedokrwieniu mózgu (Papp i wsp., 2008). Wykazano również, że zaburzenia funkcji KCC2 w 

obszarach związanych z przetwarzaniem emocji mogą sprzyjać rozwojowi objawów 

depresyjnych (MacKenzie i Maguire, 2015). Wzmożona aktywność neuronów w jądrach Hb 

została wykazana zarówno w zwierzęcych modelach depresji jak i  u pacjentów z depresją 

(Yang i wsp., 2018). Obniżona ekspresja KCC2 w obu jądrach Hb u szczurów WKY może 

prowadzić do zwiększonej aktywności neuronów w tej strukturze i stanowić jedno z możliwych 

wyjaśnień ich depresyjnego fenotypu. Coraz więcej dowodów wskazuje, że zmiany w 

homeostazie chlorkowej stanowią fizjologiczną odpowiedź regulacyjną. Wykazano, że ostry 

stres związany z unieruchomieniem oraz wczesne doświadczenia stresowe prowadzą do 

obniżenia ekspresji KCC2 w jądrze przykomorowym podwzgórza (ang. Paraventricular 

Nucleus, PVN), co wynika z defosforylacji reszty serynowej 940 (S940). Zmiany te prowadzą 

do załamania gradientu chlorkowego w neuronach, depolaryzującego działania GABA oraz 

aktywacji osi HPA (Sarkar i wsp., 2011). Ponieważ stres jest jednym z głównych czynników 

prowadzących do dysregulacji osi HPA, a KCC2 odgrywa rolę w GABA-ergicznej regulacji 

neuronów uwalniających hormon uwalniający kortykotropinę (ang. Corticotropin-Releasing 

Hormone, CRH) w PVN – strukturze kluczowej dla uruchamiania fizjologicznej odpowiedzi 

organizmu na stres (Hewitt i wsp. 2009) – można przypuszczać, że transporter ten odgrywa 

istotną rolę w patofizjologii depresji. Ponadto wykazano, że aktywność Hb również jest 

regulowana przez działanie osi HPA. Wykazano, że CRH zwiększa pobudliwość neuronów 

LHb oraz osłabia transmisję GABAergiczną skierowaną na te neurony (Authement i wsp., 

2018). Co istotne, zaburzenia funkcjonowania transportera KCC2 zostały powiązane z 

mechanizmami oporności na leczenie (Kadam i Hegarty, 2024). Wykazano, że zwiększenie lub 

przywrócenie ekspresji bądź aktywności KCC2 może nie tylko przywracać skuteczność, ale 

także wydłużać okno terapeutyczne leków przeciwdrgawkowych i przeciwbólowych 

pierwszego rzutu (Li i wsp., 2016; Sullivan i wsp., 2021). Co istotne, interwencje 

farmakologiczne prowadzące do zwiększenia poziomu KCC2 poprawiają skuteczność leków 

przeciwdrgawkowych, takich jak benzodiazepiny i kwas walproinowy, a także poprawiają 

efektywność działania selektywnych inhibitorów wychwytu zwrotnego serotoniny, morfiny 

oraz antagonistów receptora NMDA w zwierzęcych modelach chorób neurologicznych i 

bólowych (Li i wsp., 2020; Aby i wsp., 2022; Shi i wsp., 2023). Obniżona ekspresja mRNA 
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kodującego KCC2, oraz spadek poziomu białka w obu jądrach Hb u szczurów WKY, mogą 

przyczyniać się zarówno do ich fenotypu depresyjnego jak i oporności na działanie klasycznych 

leków przeciwdepresyjnych. 

Dysregulacja układu serotoninergicznego jest powszechnie wiązana z patofizjologią 

depresji. Neurony LHb wysyłają projekcje do DR i MnR, a także otrzymują od nich sygnały 

zwrotne. Wzajemna komunikacja z neuronami serotoninergicznymi odgrywa istotną rolę w 

modulacji aktywności układu serotoninergicznego. mPFC, zaangażowana w regulację emocji, 

również wysyła projekcje neuronalne do DR, co sprawia, że oba te szlaki odgrywają istotną 

rolę w przetwarzaniu informacji związanych z regulacją nastroju. Projekcje z mPFC i LHb 

mogą aktywować lokalne neurony GABAergiczne w DR, prowadząc do zahamowania 

aktywności neuronów serotoninergicznych. Połączenia te są szczególnie istotne w kontekście 

roli serotoniny w przewidywaniu bodźców awersyjnych i hamowaniu reakcji behawioralnych. 

Dysfunkcja sygnalizacji serotoninergicznej uznawana jest za jeden z  kluczowych 

mechanizmów rozwoju zaburzeń depresyjnych (Proulx i wsp., 2014). Obniżony poziom 

ekspresji receptora serotoninowego 5-HT7 w obu jądrach Hb wykazano u szczurów WKY. 

Dodatkowo w LHb zaobserwowano zmniejszony poziom transkryptu dla receptora 5-HT2A 

oraz zwiększoną ekspresję genu dla receptora 5-HT4. Zmiany te mogą odzwierciedlać istotne 

zaburzenia w modulacji sygnałów serotoninergicznych w tej strukturze i przyczyniać się do 

zakłóconego przetwarzania bodźców awersyjnych oraz regulacji nastroju u szczurów WKY. 

Receptor 5-HT2A stanowi kluczowy element sygnalizacji serotoninergicznej, zaangażowany 

m.in. w regulację plastyczności synaptycznej, lęku oraz działania substancji psychodelicznych. 

Wykazano, że serotonina moduluje transmisję glutaminianergiczną w LHb z wyraźną 

dominacją roli receptorów 5-HT2A. Podanie antagonisty tego receptora osłabia uwalnianie 

glutaminianu, podczas gdy zastosowanie agonisty lub inhibitora wychwytu zwrotnego 

serotoniny ułatwia transmisję glutaminianergiczną w neuronach LHb (Xie i wsp., 2016). 

Obniżona ekspresja 5-HT2A w LHb u szczurów WKY może zatem prowadzić do ograniczenia 

zdolności modulacji aktywności neuronalnej w odpowiedzi na serotoninergiczne sygnały 

związane z przetwarzaniem emocji i stresu. Z kolei receptor 5-HT7 pełni istotną rolę w regulacji 

nastroju, plastyczności synaptycznej oraz rytmów okołodobowych (Crispino i wsp., 2020). 

Obniżona ekspresja 5-HT7 w jądrach Hb u szczurów WKY może wskazywać na zmienioną 

odpowiedź serotoninową w mózgu. Natomiast badania pokazują, że zwierzęta pozbawione 

ekspresji receptora 5-HT7R, jak i farmakologiczna blokada 5-HT7R, wywołują efekt 

przeciwdepresyjny w zwierzęcych modelach depresji (Guscott i wsp., 2005; Wesołowska i 
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wsp., 2007). Co ciekawe wykazano, że aktywacja receptora 5-HT7 zwiększa pobudliwość 

komórek piramidowych CA1 (Siwiec i wsp., 2020), co sugeruje, że jego obniżona ekspresja u 

szczurów WKY może stanowić kolejny mechanizm kompensacyjny nadmiernej aktywności 

Hb. Co interesujące, doniesienia wskazują, że agoniści receptorów serotoninowych 5-HT2A i 

5-HT7 mogą zwiększać ekspresję KCC2, co przyczynia się do przywrócenia hamowania 

neuronalnego po urazie rdzenia kręgowego (Gackière i wsp., 2014). Wykazano również, że 

aktywacja 5-HT2A zwiększa fosforylację KCC2, szczególnie w pozycji S940, co normalizuje 

funkcję transportera chlorkowego i przywraca hamowanie endogenne. Szlak ten jest zależny 

od sygnalizacji kinazy białkowej C, a jego zablokowanie uniemożliwia odwrócenie zaburzeń 

(Kimmey i wsp., 2019). Z tego względu interakcje pomiędzy układem serotoninergicznym a 

ekspresją KCC2, mogą mieć istotne znaczenie w kontekście TRD. Uzyskane wyniki sugerują, 

że obniżenie ekspresji zarówno KCC2, jak i receptora 5-HT7 w Hb szczurów WKY może 

zaburzać hamowanie neuronalne w tym kluczowym ośrodku emocjonalnym, stanowiąc jeden 

z potencjalnych mechanizmów ich depresyjnego, lekoopornego fenotypu. 

W przeciwieństwie do wcześniej omówionych receptorów serotoninowych, receptor 5-HT4 

wykazywał podwyższoną ekspresję w LHb szczurów WKY. Receptor ten znany jest z działania 

pobudzającego wynikającego ze sprzężenia z białkiem Gs i aktywacji cyklazy adenylanowej 

(Hagena i Manahan-Vaughan, 2017). Zwiększona ekspresja 5-HT4 może zatem sprzyjać 

nadaktywności LHb, prowadząc do przesunięcia równowagi pobudzeniowo–hamującej w 

kierunku nadaktywności. Taka zmiana może nasilać awersyjne przetwarzanie bodźców oraz 

tłumić działanie szlaków nagrody, co wpisuje się w obserwowaną anhedonię i unikanie 

zachowań eksploracyjnych u szczurów WKY. Co interesujące, w modelu hemiparkinsonizmu 

(szczury 6_OHDA; ang. hemiparkinsonian rats), aktywacja lub blokada receptorów 5-HT4 w 

LHb wywierała działanie przeciwdepresyjne oraz przywracała równowagę monoamin 

(dopaminy i serotoniny) w mPFC, hipokampie i LHb (Guo i wsp., 2021). Zwiększona ekspresja 

tego receptora u szczurów WKY może być również interpretowana jako jeden z czynników 

leżących u podstaw ich fenotypu depresyjnego – szczególnie w kontekście badań Vidala i wsp. 

(2010, 2014), którzy wykazali, że przewlekłe podawanie leków przeciwdepresyjnych, takich 

jak fluoksetyna, paroksetyna i wenlafaksyna (ale nie reboksetyna), prowadziło do obniżenia 

gęstości receptorów 5-HT4 w mózgu szczura. 

Analiza molekularna wykazała istotnie zwiększoną ekspresję genu Kcnj5 w LHb oraz 

znacząco obniżony poziom Kcnj9 w MHb u szczurów WKY. Gen Kcnj5 koduje białko GIRK4, 

natomiast gen Kcnj9 koduje białko GIRK3. Oba te białka należą do rodziny prostowniczych 
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kanałów potasowych sprzężonych z białkiem G, które odgrywają kluczową rolę w hamowaniu 

neuronalnym, poprzez regulację spoczynkowego potencjału błonowego oraz modulację 

odpowiedzi neuronów na sygnały pochodzące z receptorów metabotropowych. Aktywacja 

kanałów GIRK prowadzi do hiperpolaryzacji błony komórkowej, co ogranicza generowanie 

potencjałów czynnościowych i tłumi aktywność neuronalną (Luo i wsp., 2022). Nadekspresja 

Kcnj5 w LHb może sugerować kompensacyjne zwiększenie ilości kanałów GIRK4 w 

odpowiedzi na nadmierną aktywność tej struktury. Wykazano, że bodziec awersyjny, taki jak 

ekspozycja na szok elektryczny, prowadzi do  nadaktywności LHb, czemu towarzyszy 

wzmożona aktywność fosfatazy PP2A i internalizacja GABABR-GIRK. Farmakologiczne 

zahamowanie PP2A wykazuje działanie przeciwdepresyjne – przywraca funkcję GABABR-

GIRK i normalizuje pobudliwość LHb (Lecca i wsp., 2016). Potencjalnie zaburzony proces 

internalizacji tych kompleksów u szczurów WKY, może powodować zwiększenie ekspresji 

Kcnj5, natomiast większa liczba kanałów nie przekłada się na funkcjonalną aktywność 

hamującą i obserwowany fenotyp depresyjny. Z kolei obniżona ekspresja Kcnj9 w MHb u 

szczurów WKY może osłabiać mechanizmy skutecznego hamowania neuronalnego w szlaku 

MHb–IPN, co również może wspierać utrwalenie fenotypu depresyjno-awersyjnego. 

Analogiczny mechanizm został opisany w modelu uzależnienia od alkoholu, gdzie brak GIRK3 

w VTA prowadził do zwiększonej konsumpcji alkoholu i nasilonej aktywności 

dopaminergicznej (Mitten i wsp., 2025). To pokazuje, że sprawność układu hamującego GIRK 

w Hb może być kluczowym czynnikiem prawidłowego utrzymania równowagi 

neuroprzekaźnictwa i regulacji zachowania.  

Jedną z funkcji LHb jest regulacja układu nagrody oraz jego odwrotna zależność 

funkcjonalna względem układu dopaminergicznego. Neurony LHb uczestniczą w 

przetwarzaniu tzw. błędu przewidywania nagrody (ang. Reward Prediction Error, RPE), a 

część ich sygnałów przekazywana jest do neuronów dopaminergicznych śródmózgowia. 

Neurony te są pobudzane w odpowiedzi na pozytywny RPE i hamowane przez negatywny RPE. 

Interakcja pomiędzy LHb a układem dopaminergicznym zachodzi głównie za pośrednictwem 

RMTg, które składa się z neuronów GABAergicznych o działaniu hamującym (Jhou i wsp., 

2009). Zwiększona aktywacja szlaku LHb – neurony dopaminergiczne prowadzi do obniżenia 

aktywności dopaminergicznej, co przejawia się w zachowaniach takich jak unikanie sytuacji 

awersyjnych lub ryzykownych, niechęć do eksploracji oraz brak motywacji do podejmowania 

wymagających działań. Zmiany te, zarówno na poziomie poznawczym, jak i behawioralnym, 

mogą odzwierciedlać objawy charakterystyczne dla zaburzeń depresyjnych (Russo i Nestler, 



 

79 

 

2013). W przeprowadzonych badaniach wykazano, że szczury WKY charakteryzowały się 

istotnie zwiększoną ekspresją receptora dopaminowego D2 w LHb. Receptory D2 należą do 

grupy receptorów sprzężonych z białkiem Gi/o, których aktywacja prowadzi do obniżenia  

poziomu  cAMP oraz hiperpolaryzacji błony komórkowej, co skutkuje zahamowaniem 

aktywności neuronalnej (Zhao i wsp., 2022). W kontekście LHb nadmierna ekspresja receptora 

D2 może pełnić funkcję mechanizmu kompensacyjnego, mającego na celu przeciwdziałanie 

nadmiernej aktywności tej struktury. Co więcej, wzrost ekspresji receptora dopaminowego D2, 

w warunkach hipodopaminergii, czyli obniżonego uwalniania dopaminy – co jest obserwowane 

w depresji (Lambert i wsp., 2000) – może prowadzić do nieskutecznego tłumienia aktywności 

neuronów, a tym samym do utrwalenia negatywnego stanu behawioralnego (Meye i wsp. 2013). 

Utrzymująca się nadekspresja receptora D2 w LHb, przy jednoczesnym obniżonym poziomie 

dopaminy, może nasilać symptomy depresyjne, takie jak anhedonia, unikanie zachowań 

eksploracyjnych oraz obniżoną motywację. 

W obrębie LHb wykazano obniżoną ekspresję genu Elk4 kodującego białko Elk-4 (białko 

zawierające domenę ETS) będące czynnikiem transkrypcyjnym z rodziny Ets. Elk-4 tworząc 

kompleks z białkiem SRF (ang. Serum Response Factor) wiąże się z fragmentem SRE (ang. 

Serum Response Element) w promotorze genu c-Fos i reguluje jego transkrypcję. C-Fos jest 

IEG, który jest aktywowany w odpowiedzi na różne bodźce, np. stres, hormony, czynniki 

wzrostu czy neuroprzekaźniki (Buchwalter i wsp., 2004). Obniżona ekspresja Elk-4 u szczurów 

WKY może wskazywać na zaburzoną aktywację genu c-Fos, prowadzącą do osłabionej 

reaktywności neuronów LHb. Może to ograniczać zdolność adaptacyjną tych neuronów wobec 

bodźców emocjonalnych i stresogennych. W modelu niedotlenienia przerywanego u myszy, 

obniżona ekspresja Elk-4 wiązała się z nasileniem stresu oksydacyjnego, wzrostem produkcji 

cytokin prozapalnych (IL-1β, IL-6, TNF-α) oraz zaburzeń funkcji poznawczych. Co istotne, 

zwiększenie poziomu Elk-4 prowadziło do zmniejszenia neurozapalenia, wzrostu  poziomu 

czynników przeciwzapalnych (IL-10, TGF-β1) i neuroprotekcyjnego czynnika BDNF (Yang i 

wsp., 2024). Można przypuszczać, że obniżony poziom Elk-4 w LHb u szczurów WKY może 

sprzyjać lokalnej dysregulacji mikrośrodowiska neuronalnego poprzez nasilenie procesów 

zapalnych i stresu oksydacyjnego. Dodatkowo wykazano, że Elk-4 pełni istotną rolę w 

utrzymaniu integralności bariery krew-mózg. Jej dysfunkcja, wynikająca z obniżonej ekspresji 

Elk-4, skutkuje zwiększoną przepuszczalnością tej bariery, co może sprzyjać rozwojowi stanu 

zapalnego w mózgu (Liu i wsp., 2020). W strukturach takich jak LHb, szczególnie podatnych 

na wpływy środowiskowe, może to prowadzić do trwałej aktywacji mikrogleju i przewlekłej 
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reakcji zapalnej, pogłębiającej nadaktywność i patologiczną sygnalizację neuronalną. 

Najnowsze badania Wang i wsp. (2025) pokazują, że Elk‑4 bezpośrednio wiąże się z 

promotorem genu Homer3, indukując jego ekspresję w komórkach glejaka i aktywując szlak 

Wnt/β‑catenin/EMT. W układzie nerwowym białka Homera modulują sygnalizację wapniową, 

kluczową dla plastyczności synaptycznej, procesów uczenia się i pamięci (Szumlinski i wsp., 

2008). Zatem niska ekspresja Elk‑4 w LHb u szczurów WKY może prowadzić do obniżenia 

poziomu HOMER3, co z kolei osłabia mechanizmy adaptacyjne zależne od szlaku 

Wnt/beta‑catenin i utrudnia reakcję na sygnały nagradzające, podtrzymując stan awersyjny. 

W LHb szczurów WKY wykazano zwiększoną ekspresję genu Sstr4, kodującego receptor 

somatostatynowy typu 4 (Sstr4). Receptor ten charakteryzuje się wysoką ekspresją w 

strukturach limbicznych, takich jak hipokamp i ciało migdałowate oraz jądra Hb. Poprzez 

sprzężenie z białkami Gi/o, Sstr4 hamuje aktywność cyklazy adenylanowej, ograniczając tym 

samym produkcję cAMP. W układzie nerwowym wpływa na zmniejszenie uwalniania 

glutaminianu, hamowanie nadmiernej pobudliwości synaptycznej, a tym samym modulację 

pamięci awersyjnej i reakcji lękowej (Adamcyzk i wsp., 2021). Badania farmakologiczne 

wykazały, że selektywni agoniści Sstr4 wykazują działanie przeciwlękowe i przeciwdepresyjne 

w modelach zwierzęcych, poprzez modulację uwalniania glutaminianu i zwiększenie 

reaktywności na stres, szczególnie w obrębie ciała migdałowatego (Scheich i wsp., 2016). 

Podwyższona ekspresja Sstr4 w LHb u szczurów WKY może odzwierciedlać próbę 

zahamowania nadmiernej aktywności tej struktury, poprzez  modulację neurotransmisji GABA- 

i glutaminianergicznej. Wzmocniona aktywacja receptorów Sstr4 tłumi przetwarzanie 

informacji awersyjnych (Adamcyzk i wsp., 2021) – co u WKY może skutkować kumulacją 

negatywnych stanów emocjonalnych przy jednoczesnym braku odpowiedniego hamowania 

synaptycznego.   

Z kolei w MHb wykazano obniżony poziom transkryptu Cdkn1c, kodującego białko 

p57Kip2, który jest inhibitorem kinaz zależnych od cyklin i pełni kluczową funkcję jako regulator 

cyklu komórkowego, różnicowania komórek oraz przeżywalności neuronów (Stampone i wsp., 

2018). W kontekście rozwoju układu nerwowego Cdkn1c odpowiada za właściwe tempo 

neurogenezy oraz utrzymanie stabilności i plastyczności komórek nerwowych. Jak pokazują 

badania na modelach genetycznych, jego niedobór prowadzi do zmniejszenia objętości mózgu 

i zwiększonej śmierci neuronalnej w rozwijającej się korze nowej (Imaizumi i wsp., 2020). 

MHb jest strukturą szczególnie zaangażowaną w przetwarzanie emocji, kontrolę reakcji na stres 

oraz mechanizmy związane z uzależnieniem i odstawieniem. Obniżona ekspresja Cdkn1c w 
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tym obszarze może skutkować deficytami w liczbie i funkcji neuronów, co przekłada się na 

zaburzoną integrację sygnałów projekcyjnych do IPN. Taka dysfunkcja może zakłócać 

prawidłowe przetwarzanie bodźców emocjonalnych i stresowych, sprzyjając rozwojowi 

anhedonii, nadmiernej reaktywności awersyjnej i obniżonej odporności na stres – cech 

typowych dla fenotypu WKY. Z translacyjnego punktu widzenia istotne jest, że podobne 

zmiany obserwowano u ludzi z depresją – stwierdzono hipermetylację promotora Cdkn1c w 

komórkach krwi obwodowej oraz obniżoną ekspresję jego mRNA (Xiu i wsp., 2022). Wskazuje 

to na możliwe epigenetyczne mechanizmy regulujące aktywność Cdkn1c w warunkach stresu i 

sugeruje, że jego zmniejszona ekspresja może stanowić wspólny cel molekularny w modelach 

zwierzęcych i u ludzi cierpiących na zaburzenia depresyjne. 

W świetle rosnącej liczby dowodów na przeciwdepresyjny potencjał psylocybiny, coraz 

więcej badań koncentruje się na zrozumieniu jej mechanizmów działania, zarówno w 

strukturach korowych, jak i podkorowych. LHb odgrywająca istotną rolę w patofizjologii 

depresji (Yang i wsp., 2018), stanowi ważny obszar badań, szczególnie w kontekście zwierząt 

o fenotypie TRD, jakimi są szczury WKY, co zostało potwierdzone w niniejszej rozprawie 

doktorskiej. LHb uczestniczy w przetwarzaniu sygnałów awersyjnych, hamowaniu aktywności 

układu nagrody oraz w regulacji funkcji serotoninergicznych i dopaminergicznych. 

Nadaktywność tej struktury koreluje z występowaniem fenotypu depresyjnego zarówno u ludzi, 

jak i w modelach zwierzęcych (Yang i wsp., 2018). 

Psylocybina, naturalny alkaloid tryptaminowy, działa jako agonista receptorów 

serotoninowych (przede wszystkim 5-HT2A) i jest badana eksperymentalnie jako potencjalna 

terapia TRD (Carhart-Harris i wsp., 2021; Goodwin i wsp., 2022). Obserwacje kliniczne 

wskazują, że jednorazowe podanie psylocybiny może prowadzić do długotrwałych efektów 

przeciwdepresyjnych, nawet po pojedynczej dawce (Griffiths i wsp., 2016). W związku z tym 

w niniejszych badaniach zdecydowano się na jednokrotne podanie psylocybiny w celu oceny 

zmian w ekspresji genów w LHb u szczurów WIS i WKY. Na podstawie przeglądu dostępnej 

literatury, obejmującej zarówno badania kliniczne na ludziach (Carhart-Harris i wsp., 2021; 

Goodwin i wsp., 2022), jak i badania na modelach zwierzęcych (Hibicke i wsp., 2020; Higgins 

i wsp., 2021; Kolasa i wsp., 2024; Seillier i wsp., 2025) zdecydowano się na podanie 

psylocybiny w dawce 0.3 mg/kg. W badaniu Higginsa i wsp. (2021), analizującym zależność 

dawka–odpowiedź u szczurów, dawka ta została zidentyfikowana jako dawka progowa, 

aktywująca receptory 5-HT2A, lecz nie wywołująca jeszcze typowych efektów 

psychomotorycznych, takich jak z „head-twitch responses” (HTR), które są charakterystyczne 
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dla wyższych dawek psylocybiny. Dodatkowo najnowsze badania przeprowadzone przez 

Seillier i wsp. (2025) wykazały istnienie wąskiego okna terapeutycznego dla działania 

psylocybiny i jedynie dawka 0.32 mg/kg skutecznie wywoływała szybką i długotrwałą 

skuteczność przeciwdepresyjną w teście FST u szczurów WIS. Zaobserwowano także efekty 

prospołeczne i hedonistyczne, bez działań niepożądanych obserwowanych przy wyższych 

dawkach. Z kolei wyższe dawki (1.0 i 3.2 mg/kg) nie wykazały działania przeciwdepresyjnego, 

lecz powodowały liczne działania niepożądane takie jak: obniżona temperatura ciała, zaburzona 

lokomocja oraz zahamowanie przyrostu masy ciała (Seillier i wsp., 2025). Co istotne, 

psylocybina w dawce 0.3 mg/kg podana szczurom WKY również wykazuje działanie 

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

Analiza ekspresji genów po podaniu psylocybiny potwierdziła różnice w ekspresji 

większości genów pomiędzy szczurami WIS i WKY w obrębie LHb: obniżony poziom 

ekspresji Htr2a, Htr7, Slc12a5 oraz podwyższony poziom Kcnj5 i Sstr4. Nie potwierdziły się 

różnice w ekspresji: Htr4, Drd2 i Elk4. Dodatkowo analiza statystyczna wykazała istotne 

różnice pomiędzy szczepami w ekspresji Cacna1b, Cdkn1c, Mapk14, Slc6a6 i Sstr2 oraz 

istotnie wyższy poziom ekspresji Tph1 u szczurów WKY. Rozbieżności pomiędzy wynikami 

testu t Studenta z pierwszego etapu badań a wynikami analizy wariancji (ANOVA) są 

konsekwencją różnic w podejściu statystycznym. Test t Studenta umożliwia porównanie 

jedynie dwóch grup, nie uwzględniając wpływu dodatkowych czynników, takich jak działanie 

psylocybiny czy interakcje między zmiennymi. Z kolei analiza dwuczynnikowa (ANOVA), 

obejmująca jednoczesne uwzględnienie wszystkich grup badawczych, pozwala na 

dokładniejsze modelowanie struktury danych – analizując zarówno główny efekt szczepu, jak 

i możliwe interakcje szczep × psylocybina. Dzięki temu możliwe było wykrycie subtelnych, 

wcześniej niewidocznych różnic w ekspresji genów, co podkreśla większą czułość i trafność 

analizy dwuczynnikowej w kontekście danych biologicznych o złożonym charakterze. 

Gen Cacna1b koduje podjednostkę α-1b zależnego od napięcia kanału wapniowego typu N 

- Cav2.2. Znajduje się on głównie w presynaptycznych zakończeniach nerwowych, gdzie 

współdziała z kanałem Cav2.1, regulując napływ jonów wapnia, warunkując tym samym 

uwalnianie neuroprzekaźników (Caminski i wsp., 2022). Zmienność w funkcjonowaniu tego 

kanału postuluje się 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 ból neuropatyczny (Kutzsche i wsp., 2024). Badania na modelach zwierzęcych 

wykazały, że myszy z niedoborem Cav2.2 charakteryzują się obniżoną wrażliwość na bodźce 
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bólowe oraz zmniejszonym poziomem lęku (Saegusa i wsp., 2001). Alternatywne składanie 

eksonu 37 genu Cacna1b prowadzi do zmian w strukturze kanału Cav2.2, co skutkuje 

wzmożoną reakcją na bodźce awersyjne poprzez zmianę sygnalizacji glutaminergicznej (Bunda 

i wsp., 2019). Z kolei, podanie inhibitora Cav2.2, ω-konotoksyny GVIA, bezpośrednio do 

mózgu wywołuje zachowania przypominające depresję co sugeruje, że zaburzenie funkcji 

kanałów wapniowych w układzie nerwowym może przyczyniać się do rozwoju zaburzeń 

depresyjnych (Zhou i wsp., 2015). W najnowszym badaniu, w którym przeprowadzono 

precyzyjne mapowanie genów ryzyka związanych z chorobą afektywną dwubiegunową 

wykazano, że warianty genetyczne mogą wpływać na rozwój tej choroby poprzez alternatywne 

składanie mRNA m.in. genu CACNA1B w mózgu (Koromina i wsp., 2025). Zmiany w ekspresji 

tego genu i funkcjonowaniu kanału Cav2.2 mają istotny wpływ na wiele procesów 

emocjonalnych i behawioralnych, w tym odpowiedź na lęk oraz rozwój depresji. Obniżona 

ekspresja genu Cacna1b w LHb, a tym samym ograniczenie funkcji kanałów wapniowych typu 

N (Cav2.2), może zaburzać równowagę pomiędzy układami pobudzającymi a hamującymi w 

mózgu, prowadząc do nadaktywności tej struktury. Może to stanowić jeden z mechanizmów 

molekularnych leżących u podstaw depresyjnego fenotypu obserwowanego u szczurów WKY. 

Co ciekawe, analiza ujawniła podwyższony poziom ekspresji genu Cdkn1c w LHb, którego 

istotnie obniżoną ekspresję zaobserwowano w MHb u szczurów WKY. Wyższa ekspresja tego 

genu w LHb może sugerować istnienie mechanizmów kompensacyjnych lub adaptacyjnych w 

odpowiedzi na nieprawidłowości w innych strukturach mózgowych, takich jak MHb. 

Zwiększony poziom Cdkn1c może wpływać na funkcjonowanie i przeżywalność komórek 

nerwowych, przyczyniając się do stabilizowania aktywności LHb u szczurów WKY. 

Ciekawym wynikiem okazał się wpływ psylocybiny na obniżenie ekspresji receptora Htr7 

u szczurów WKY, którego nie obserwowano u szczurów WIS. Co istotne, mimo że u szczurów 

WKY ekspresja tego receptora była już obniżona w warunkach kontrolnych, psylocybina 

dodatkowo ją redukowała. Wynik ten jest to zgodny z doniesieniami literaturowymi, 

wskazującymi, że blokada 5-HT7 w LHb wywołuje działanie przeciwdepresyjne, zwiększając 

poziom serotoniny i dopaminy, natomiast jego aktywacja indukuje wystąpienie fenotypu 

depresyjnego (Han i wsp., 2016). Aktywność terapeutyczna antagonistów receptora 5-HT7 

prawdopodobnie wynika z ich obecności na neuronach GABA-ergicznych. Wykazano, że 

aktywacja receptora 5-HT7 w hipokampie moduluje pobudliwość neuronów GABA-

ergicznych wpływając na równowagę między aktywnością neuronów pobudzających i 
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hamujących (Tokarski i wsp., 2011). Choć bezpośrednie dane dotyczące lokalizacji i funkcji 5-

HT7 w LHb są ograniczone, obniżenie jego ekspresji w odpowiedzi na psylocybinę może 

prowadzić do zmniejszenia nadmiernej aktywności neuronów LHb, co potencjalnie tłumaczy 

obserwowane działanie terapeutyczne. 

W przypadku ekspresji genu Mapk14 nie zaobserwowano różnic międzyszczepowych, 

jednak stwierdzono wpływ psylocybiny na obniżenie ekspresji tego genu u szczurów WKY. 

Gen Mapk14 koduje kinazę białkową p38, która odgrywa kluczową rolę w odpowiedzi na stres 

oraz regulacji procesów zapalnych. Kinaza p38 jest aktywowana poprzez fosforylację, co 

prowadzi do jej przejście w formę aktywną, zdolną do modulowania ekspresji genów i 

odpowiedzi komórkowych (Canovas i wsp., 2021). Co istotne, badania wskazują, że u zwierząt 

poddanych stresowi nie dochodzi do wzrostu poziomu ekspresji transkryptu genu Mapk14 

(Reisi i wsp., 2017) ani poziomu białka (Zhao i wsp., 2018). Zamiast tego obserwuje się wzrost 

poziomu fosforylowanej, aktywnej formy tej kinazy (Zhao i wsp., 2018; Zhao i wsp., 2020), co 

sugeruje, że aktywacja kinazy p38 w odpowiedzi na stres nie zależy od zmiany jej ekspresji, 

lecz od fosforylacji, a więc aktywacji tej kinazy. Podanie zarówno inhibitora p38, jak i 

fluoksetyny, skutkuje zmniejszeniem poziomu fosforylowanej, aktywnej formy p38 bez 

wpływu na formę nieaktywną, co przekłada się na efekt przeciwdepresyjny (Zhao i wsp., 2018; 

Zhao i wsp., 2020). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazują, że psylocybina może działać 

już na poziomie regulacji transkrypcji tego genu, obniżając jego ekspresję i wywołując efekt 

przeciwdepresyjny. Brak zmiany w ekspresji Mapk14 u szczurów WIS może świadczyć o tym, 

że mechanizmy związane z kinazą p38 nie są angażowane w taki sam sposób, jak w przypadku 

szczurów WKY.  

W przypadku ekspresji genu Slc6a6 wykazano istotnie obniżoną ekspresję u szczurów 

WKY, z kolei podanie psylocybiny spowodowało spadek ekspresji tego genu tylko u szczurów 

WIS. Gen Slc6a6 koduje transporter dla tauryny TauT, który odgrywa kluczową rolę w 

utrzymaniu homeostazy tego aminokwasu w mózgu. Tauryna, będąca jednym z głównych 

aminokwasów osmotycznych w układzie nerwowym, pełni wiele funkcji w mózgu, w tym 

reguluje ciśnienie osmotyczne, moduluje aktywność neurotransmiterów oraz chroni neurony 

przed stresem oksydacyjnym (Bala i wsp., 2013). Badania przeprowadzone na zwierzęcych 

modelach depresji wywołanej stresem wykazały, że obniżony poziom tauryny w mózgu jest 

charakterystyczny dla stanów depresyjnych, a suplementacja tauryną wykazuje działanie 

przeciwdepresyjne, między innymi poprzez ochronę neuronów przed utratą kolców 
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dendrytycznych oraz przywrócenie ekspresji białek synaptycznych (Zhu i wsp., 2022). Ponadto 

suplementacja tauryną wykazała efekty protekcyjne w kontekście depresji, zapobiegając 

dysregulacji hormonów i neuroprzekaźników w procedurze CUMS, co może być związane z 

regulacją osi HPA (Wu i wsp., 2017). Co ciekawe, u pacjentów leczonych wenlafaksyną 

dochodzi do obniżenia poziomu TauT w komórkach krwi (Fazzino i wsp., 2009), natomiast w 

modelu zwierzęcym fluoksetyna zwiększała transport tauryny bez wpływu na poziom samego 

transportera (Colmenares-Aguilar i wsp., 2017). Obniżony poziom TauT u szczurów WKY 

może wskazywać na zaburzoną homeostazę tauryny, która w połączeniu z dysfunkcją osi HPA 

może prowadzić do rozregulowania odpowiedzi stresowej i utrwalenia objawów depresyjnych. 

Z kolei obniżenie poziomu transkryptu Slc6a6 po podaniu psylocybiny tylko u szczurów WIS 

sugeruje, że mechanizmy molekularne związane z tauryną i jej transporterem mogą być różnie 

regulowane w zależności od szczepu i stanu zdrowia.  

Analiza wykazała obniżoną ekspresję genu Sstr2 u szczurów WKY. Gen Sstr2 koduje 

receptor somatostatynowy typu 2 (Sstr2), należący do rodziny receptorów sprzężonych z 

białkami G, który pełni istotną rolę w regulacji neuroprzekaźników oraz odpowiedzi na stres 

(Robinson i Thiele, 2020). W badaniach na zwierzętach poddanych procedurze przewlekłego 

stresu (CMS) stwierdzono obniżony poziom ekspresji Sstr2 w mózgu, przy jednoczesnym 

podwyższeniu poziomu somatostatyny w osoczu, co wskazuje na jego udział w modulacji 

odpowiedzi na stres (Faron-Górecka i wsp., 2015). Obniżona ekspresja Sstr2 w LHb może 

zatem stanowić kolejny molekularny czynnik odpowiedzialny za występowanie fenotypu 

depresyjnego i lękowego u szczurów WKY. Zmiany w aktywności receptorów 

somatostatynowych mogą prowadzić do zaburzeń regulacji nastroju i odpowiedzi na stres, co 

może utrudniać skuteczność leczenia depresji, zwłaszcza w jej opornych formach. Delecja genu 

Sstr2 prowadzi do wystąpienia zaburzeń lękowych oraz zachowań przypominających depresję, 

co wiąże się z podwyższonym poziomem kortykosteronu, hormonu stresu, odgrywającego 

kluczową rolę w regulacji osi HPA oraz w mechanizmach odpowiedzi organizmu na stres 

(Prevot i wsp., 2017). Co istotne, podanie agonisty Sstr2 wykazuje działanie przeciwlękowe i 

przeciwdepresyjne, a także skutkuje obniżeniem poziomu kortykosteronu (Prevot i wsp., 2017). 

W hipokampie postsynaptyczna aktywacja Sstr2 zmniejsza pobudliwość komórek poprzez 

hiperpolaryzację błony komórkowej po aktywacji kanałów potasowych (Boehm i Betz, 1997). 

Mechanizm ten może być istotny w regulacji równowagi pomiędzy sygnałami pobudzającymi 

i hamującymi w mózgu zależnymi od Sstr2. Obniżona ekspresja Sstr2 w LHb może zatem 

stanowić kolejny molekularny cel odpowiedzialny za występowanie fenotypu depresyjnego i 
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lękowego u szczurów WKY. Zmiany w aktywności receptorów somatostatynowych mogą 

prowadzić do zaburzeń regulacji nastroju i stresu, co może utrudniać skuteczność leczenia 

depresji, zwłaszcza TRD.  

Analiza wykazała istotnie wyższą ekspresję genu Tph1 u szczurów WKY. Gen Tph1 koduje 

enzym hydroksylazę tryptofanu 1 (Tph1), odpowiedzialny za hydroksylację tryptofanu do 5-

hydroksytryptofanu, który jest bezpośrednim prekursorem serotoniny. W badaniach 

przeprowadzonych na zwierzętach wykazano, że obniżenie ekspresji zarówno Tph1, jak i Tph2 

prowadzi do obniżenia poziomu serotoniny w mózgu, co pozostaje w ścisłym związku z 

rozwojem fenotypu depresyjnego (Chen i wsp., 2017). Podwyższona ekspresja Tph1 w LHb u 

szczurów WKY może sugerować istnienie mechanizmu kompensacyjnego, mającego na celu 

zrównoważenie obniżonego poziomu serotoniny u tych zwierząt (Yamada i wsp., 2013), a także 

o próbie adaptacji organizmu do zaburzeń w funkcjonowaniu układu serotoninergicznego.  

Jednym z najbardziej zaskakujących wyników niniejszej rozprawy okazał się wpływ 

psylocybiny na ekspresję genu Kcnj5, kodującego kanał potasowy GIRK4. Psylocybina 

znacząco obniżyła poziom ekspresji tego genu, przywracając go do wartości porównywalnych 

z obserwowanymi u zdrowych szczurów szczepu WIS. Wynik ten został potwierdzony także 

na poziomie białkowym – analiza ilości białka GIRK4 wykazała podobny efekt, co sugeruje, 

że psylocybina może oddziaływać na molekularne mechanizmy leżące u podstaw TRD, poprzez 

regulację ekspresji Kcnj5 i aktywność kanałów GIRK4.  

Pomimo zwiększonej ekspresji białka GIRK4 u szczurów WKY kontrolnych, która 

mogłaby sugerować nasilenie aktywności kanałów potasowych, badania elektrofizjologiczne 

wykazały co prawda wzrost prądów GIRK, aczkolwiek nieistotny statystycznie u tych 

szczurów. Co istotne, u szczurów WKY podanie psylocybiny istotnie zmniejszyło przepływ 

prądów dokomórkowych przez kanały GIRK4. Wynik ten  sugeruje, że psylocybina może 

wpływać także na funkcję kanałów GIRK4, a nie tylko na poziom ekspresji. Ponieważ 

nadmierna aktywność LHb jest ściśle powiązana z fenotypem depresyjnym i może być 

kluczowym czynnikiem zaburzającym równowagę neuronalną w tej strukturze, w tym 

kontekście psylocybina może pełnić rolę neuromodulatora, wspierającego przywrócenie tej 

równowagi. 

Kanały GIRK4 odgrywają kluczową rolę w regulacji pobudliwości neuronalnej, 

uczestnicząc w hiperpolaryzacji błony komórkowej i zmniejszaniu aktywności neuronów 

(Hibino i wsp., 2010). Z tego względu, ich zwiększona ekspresja w obrębie LHb mogłaby 
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teoretycznie ograniczać nadmierną aktywność neuronów glutaminianergicznych, co 

sprzyjałoby efektowi przeciwdepresyjnemu. Jednak u szczurów WKY – u których stwierdzono 

podwyższony poziom ekspresji genu Kcnj5 oraz białka GIRK4 – efekt ten nie występuje. Może 

to sugerować, że kanały GIRK4 nie są w pełni funkcjonalne, np. z powodu defektów 

strukturalnych, braku aktywacji przez receptory sprzężone z białkiem G lub zaburzeń w 

szlakach sygnalizacyjnych. Innym potencjalnym wyjaśnieniem jest możliwość, że GIRK4 w 

LHb ulegają ekspresji nie na neuronach glutaminianergicznych, lecz na interneuronach GABA-

ergicznych. W takim układzie ich aktywacja prowadziłaby do hiperpolaryzacji neuronów 

hamujących, co w konsekwencji skutkowałoby odhamowaniem neuronów pobudzających i 

zwiększeniem aktywności LHb. Paradoksalnie, zwiększona ekspresja GIRK4 mogłaby 

przyczyniać się do nasilenia fenotypu depresyjnego, zamiast prowadzić do jego łagodzenia. 

Dodatkowo należy uwzględnić mechanizmy regulujące aktywność kanałów GIRK poprzez 

receptory sprzężone z białkiem G. Kanały te są aktywowane przez podjednostkę βγ białka G, 

jednak ich funkcja może być osłabiana przez szlak fosfolipazy C (PLC) i kinazy białkowej C 

(PKC), aktywowany przez receptory typu Gq, takie jak 5-HT2A. Ten szlak prowadzi m.in. do 

zmniejszenia dostępności PIP2 – fosfolipidu niezbędnego do prawidłowego działania kanałów 

(Lou i wsp., 2022). Psylocybina, jako agonista receptora 5-HT2A, może uruchamiać ten 

mechanizm, co może tłumaczyć zaobserwowany w niniejszym badaniu spadek przepływu 

prądów GIRK u szczurów WKY po jej podaniu – mimo wcześniejszej nadekspresji GIRK4. 

Szczury WKY wykazały podwyższony poziom receptorów GABAB w LHb, MHb oraz DR, 

co może sugerować, że mechanizm hamowania aktywności neuronalnej przez te receptory jest 

zaburzony. Zwiększona ekspresja receptorów GABAB na neuronach hamujących może 

prowadzić do nadmiernej aktywności neuronów glutaminergicznych, co wiąże się z rozwojem 

objawów depresyjnych. Z kolei Lecca i wsp., (2016) wykazali, że zwiększona aktywność PP2A 

prowadzi do internalizacji receptorów GABAB oraz kanałów GIRK, co osłabia prądy GIRK. 

To zjawisko zmniejsza zdolność GIRK do hamowania aktywności neuronalnej. Zwiększoną 

ekspresję Ppp2ca zaobserwowano w LHb, MHb, mPFC oraz DR u szczurów WKY. W tym 

kontekście zwiększona aktywność PP2A może tłumić działanie receptorów GABAB oraz 

kanałów GIRK, co dodatkowo zaburza równowagę pomiędzy neuroprzekaźnictwem 

hamującym i pobudzającym oraz pogłębia objawy depresyjne. 

Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki wskazują, że nadekspresja kanału GIRK4 może 

stanowić jeden z potencjalnych czynników patofizjologicznych warunkujących fenotyp TRD 

obserwowany u szczurów szczepu WKY. Zwierzęta te wykazują zwiększoną ekspresję 



 

88 

 

transkryptu dla tego kanału w LHb oraz MHb, a także w mPFC która wysyła projekcje do LHb. 

Dodatkowo podwyższona ekspresja transkryptu Kcnj5 została zaobserwowana w DR oraz 

VTA, strukturach regulowanych przez LHb. Nadekspresja Kcnj5 w LHb oraz powiązanych 

obszarach może sugerować kompensacyjne zwiększenie ekspresji kanałów GIRK4 w 

odpowiedzi na nadmierną aktywność neuronalną. Tego typu zmiany mogą świadczyć o 

zaburzeniach w regulacji neuroprzekaźnictwa, szczególnie w kontekście modulacji aktywności 

kanałów potasowych oraz równowagi między sygnałami pobudzającymi a hamującymi w 

mózgu, co może przyczyniać się do charakterystycznych dla tego modelu zaburzeń nastroju i 

odpowiedzi na stres. Obserwowany wpływ psylocybiny, polegający na obniżeniu ekspresji 

genu Kcnj5, poziomu białka GIRK4 oraz zmniejszeniu przepływu prądów dokomórkowych w 

LHb, może stanowić unikalny mechanizm leżący u podstaw jej przeciwdepresyjnego działania.  

W badaniach zespołu prof. Pappa, przeprowadzonych na szczurach WKY poddanych 

procedurze CMS, wykazano istotny wpływ psylocybiny na ekspresję genu Kcnj5 w obrębie 

mPFC. Psylocybina wywołała istotny wzrost ekspresji Kcnj5 w tej strukturze u szczurów 

poddanych stresowi (p=0.0304) (rycinia 8.1A). W przeciwieństwie do psylocybiny, ketamina 

– mimo, że również stosowana w leczeniu TRD – nie wpłynęła na poziom ekspresji Kcnj5 w 

mPFC szczurów stresowanych (rycina 8.1B). Dwuczynnikowa analiza ANOVA wykazała 

istotny wpływ psylocybiny na ekspresję Kcnj5 w mPFC (F(1, 11)=9.860; p=0.0094), co 

potwierdza, że zmiana poziomu ekspresji tego genu jest wynikiem działania psylocybiny.  

 

Rycina 8.1. Ekspresja genu Kcnj5 w środkowej korze przedczołowej u samców szczurów Wistar Kyoto 

poddanych procedurze chronicznego łagodnego stresu i leczonych psylocybiną (A) lub ketaminą (B). 

Wyniki przedstawiono na wykresie jako ekspresję względną ± SEM. Analizę statystyczną 

przeprowadzono przy użyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z testem post hoc wielokrotnych 

porównań Tukeya. Statystycznie istotne zmiany między grupami oznaczono jako *p < 0.05. ns – 

nieistotne statystycznie; WKY – szczury Wistar Kyoto; mPFC – medial Prefrontal Cortex, środkowa 

kora przedczołowa 
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Dane literaturowe wyraźnie wskazują, że klasyczne substancje psychodeliczne gwałtownie 

zmniejszają łączność funkcjonalną w obrębie sieci trybu domyślnego i zwiększają łączność 

między sieciami. Zatem podczas doświadczenia psychodelicznego wydaje się zachodzić 

wyjątkowa zmiana w łączności neuronowej, odzwierciedlająca przejście od bardziej 

modułowego, posegregowanego mózgu do bardziej połączonej sieci globalnej. To zmniejszenie 

segregacji międzysieciowej wydaje się być w pewnym stopniu specyficzne dla klasycznych 

substancji psychodelicznych, chociaż zmniejszona segregacja występuje również w przypadku 

ketaminy. Nie obserwuje się jej w przypadku leków przeciwdepresyjnych z grupy SSRI, 

stymulantów, leków uspokajających ani MDMA (Gattuso i wsp., 2022). 

Wyniki te sugerują, że ekspresja genu Kcnj5 jest modulowana przez psylocybinę u 

szczurów szczepu WKY, przy czym wpływ psylocybiny na ekspresję tego genu różni się w 

zależności od poziomu stresu oraz konkretnej struktury mózgowej. Wskazuje to na ważny 

aspekt, jakim jest tzw. “set and settings”, czyli od wewnętrznego nastawienia osoby (emocji, 

oczekiwań, stanu psychicznego), w tym przypadku działanie stresu, oraz od otoczenia, w 

którym substancja jest podawana, co moduluje potencjalne efekty terapeutyczne (Hartogsohn, 

2016). Zróżnicowane zmiany w ekspresji Kcnj5 w różnych obszarach mózgu wskazują na 

złożoność mechanizmów molekularnych, za pośrednictwem których psylocybina wywiera 

swoje działanie, obejmując różne szlaki neurobiologiczne aktywowane w odpowiedzi na stres.  

Co istotne, Kcnj5 wydaje się być specyficznym molekularnym celem działania psylocybiny 

– również w mPFC w warunkach stresowych – co nie dotyczy ketaminy, co podkreśla różnice 

w molekularnych mechanizmach tych dwóch substancji, mimo że obie wykazują skuteczność 

przeciwdepresyjną w modelu TRD. Ketamina, choć efektywna klinicznie, może działać 

poprzez odmienne ścieżki molekularne, niezwiązane z regulacją kanałów potasowych GIRK4. 

Sugeruje to, że pomimo podobnych efektów behawioralnych, psylocybina i ketamina angażują 

różne szlaki molekularne, prowadząc do zróżnicowanej regulacji aktywności neuronalnej i 

neuroplastyczności.  

Kolejne badania przeprowadzone w ramach eksperymentów prof. Pappa wykazały, że u 

szczurów WKY, które zostały poddane procedurze CMS i poddanych procedurze DBS w 

obrębie LHb, dochodzi do wzrostu ekspresji Kcnj5 w Hb. Co istotne, większą ekspresję 

zaobserwowano zarówno u samic, które były poddane stresowi (p=0.0322), jak i u samic 

niestresowanych (p=0.0231) (rycina 8.2A). Natomiast u samców istotny wzrost ekspresji Kcnj5 

był zauważalny tylko u szczurów niestresowanych (p=0.0402) (rycina 8.2B). Dwuczynnikowa 
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analiza ANOVA wykazała istotny wpływ DBS na poziom ekspresji Kcnj5 zarówno u samic 

(F(1, 29)=17.80; p=0.0002), jak i u samców (F(1, 26)=11.07; p=0.0026),co potwierdza, że 

zmiana poziomu ekspresji tego genu jest wynikiem działania DBS.  

 

Rycina 8.2. Ekspresja genu Kcnj5 w jądrach uzdeczki u samic (A) i samców (B) szczurów Wistar Kyoto 

poddanych procedurze chronicznego łagodnego stresu i leczonych za pomocą głębokiej stymulacji 

mózgu w obrębie LHb. Wyniki przedstawiono na wykresie jako ekspresję względną ± SEM. Analizę 

statystyczną przeprowadzono przy użyciu dwuczynnikowej ANOVA wraz z testem post hoc 

wielokrotnych porównań Tukeya. Statystycznie istotne zmiany między grupami oznaczono jako 

*p < 0.05. ns – nieistotne statystycznie; WKY – szczury Wistar Kyoto; Hb – Habenula, uzdeczka; DBS 

– Deep Brain Stimulation, głęboka stymulacja mózgu 

 

Mechanizm terapeutyczny DBS nadal jest nie w pełni zrozumiany, natomiast teoria 

postuluje, że DBS działa poprzez mechanizm multimodalny. Obecnie wiodąca hipoteza 

dotycząca potencjału terapeutycznego DBS zakłada, że moduluje ona aktywność w obrębie 

sieci neuronowych. Jest to spójne z danymi, które pokazują, że wiele chorób leczonych za 

pomocą DBS wiąże się z zaburzeniami sieci neuronowych. DBS można by więc uznać za 

terapię sieciową, co sprawia, że identyfikacja odpowiednich sieci neuronowych będzie miała 

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

Psylocybina wpływa na mózg, wywołując głębokie zmiany w percepcji, nastroju oraz 

myśleniu. Jednym z efektów działania psylocybiny jest jej zdolność do resetowania sieci 

neuronowych, co ma szczególne znaczenie w kontekście leczenia zaburzeń psychicznych, 

takich jak depresja. Psylocybina prowadzi do rozluźnienia sztywnych wzorców aktywności 

neuronalnej oraz zaburza łączność funkcjonalną w korze oraz częściach podkorowych. 

Najsilniejsze zmiany w łączności zaobserwowano w sieci trybu domyślnego, który jest 

połączony z przednim hipokampem i uważa się, że odpowiada za poczucie przestrzeni, czasu i 

siebie. Trwała redukcja łączności sieci trybu domyślnego może stanowić neuroanatomiczny i 
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mechanistyczny korelat proplastyczności i terapeutycznego działania substancji 

psychodelicznych (Siegel i wsp., 2024). 

Wyniki te sugerują, że DBS, będąca skuteczną formą terapii w leczeniu TRD, również 

wpływa na ekspresję genu Kcnj5 u szczurów WKY, co potwierdza istotną rolę tego genu w 

mechanizmie działania przeciwdepresyjnego. Zmiana poziomu ekspresji Kcnj5 w odpowiedzi 

na DBS wskazuje, że kodowany przez ten gen kanał potasowy może pełnić kluczową funkcję 

w regulacji aktywności neuronalnej w strukturach mózgowych zaangażowanych w 

przetwarzanie emocji oraz odpowiedzi na stres. Tym samym, modyfikacja ekspresji Kcnj5 

może stanowić jedno z molekularnych ogniw działania DBS, co podkreśla potencjalne 

znaczenie tego kanału w leczeniu TRD. 

Zwiększony poziom ekspresji Grin2a w LHb oraz MHb u szczurów WKY może mieć 

kluczowe znaczenie dla obserwowanego fenotypu tych szczurów, zwłaszcza w kontekście 

zaburzeń neurobiologicznych charakterystycznych dla depresji. Gen Grin2a koduje 

podjednostkę GluN2A receptora NMDA, a jego podwyższona ekspresja sugeruje nadmierną 

aktywność glutaminianergiczną w tych strukturach mózgowych, co może przyczyniać się do 

zaburzeń neuroplastyczności i nieprawidłowego przetwarzania bodźców emocjonalnych. Co 

ciekawe, w badaniach na szczurach WKY stwierdzono obniżony poziom GluN2A w PFC u 

samców (Millard i wsp., 2019) oraz u samic, u których dodatkowo zaobserwowano spadek 

poziomu tej podjednostki również w hipokampie (Millard i wsp., 2021). Wyniki te sugerują, że 

równowaga aktywności glutaminianergicznej może być zróżnicowana zarówno ze względu na 

płeć, jak i lokalizację mózgową, co może wpływać na sposób, w jaki szczury WKY reagują na 

stres i bodźce emocjonalne. Z kolei w badaniach przeprowadzonych na myszach wykazano, że 

podwyższony poziom GluN2A w synapsach zakłóca długotrwałą plastyczność synaptyczną w 

neuronach CA1 hipokampa (Li i wsp., 2022), natomiast zastosowanie antagonistów GluN2A 

wywierało działanie przeciwdepresyjne (Jimenez-Sanches i wsp., 2014; Lundbye i wsp., 2018). 

Co więcej, badania przeprowadzone przez Su i wsp. (2023) wykazały, że przeciwdepresyjne 

działanie ketaminy jest pośredniczone właśnie przez podjednostkę GluN2A, co dodatkowo 

podkreśla jej rolę w kontekście neuroplastyczności i odpowiedzi na terapię przeciwdepresyjną. 

Z kolei analiza Davoudiana i wsp. (2023) wykazała, że endogenne poziomy ekspresji Grin2a 

w różnych obszarach mózgu mogą przewidywać, które regiony będą wrażliwe na 

neuroplastyczność indukowaną przez psylocybinę. Sugeruje to, że receptory glutaminianowe, 
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w tym GluN2A, pełnią kluczową rolę w mechanizmach działania psylocybiny, a ich aktywacja 

lub modulacja może być odpowiedzialna za jej efekty. 

Mechanizmy działania substancji psychodelicznych, takich jak psylocybina, są 

przedmiotem intensywnych badań, które koncentrują się na ich wpływie na struktury mózgowe 

i związanych z tym zmianach w aktywności neuronalnej. Jednym z kluczowych narzędzi 

wykorzystywanych do oceny aktywacji neuronów w odpowiedzi na różne bodźce jest analiza 

poziomu ekspresji genów wczesnej odpowiedzi, takich jak c-Fos, który pełni rolę markera 

aktywności neuronalnej. c-Fos jest białkiem, którego ekspresja jest natychmiastowo 

indukowana przez aktywność neuronalną, a jego poziom odzwierciedla stopień pobudzenia 

neuronów w odpowiedzi na bodźce, w tym także na substancje psychoaktywne (Sakurai, 2024).  

W przeprowadzonych badaniach, mających na celu ocenę wpływu psylocybiny na 

aktywność neuronów, ekspresję c-Fos zbadano 24 godziny po podaniu substancji. Wyniki tych 

badań nie wykazały istotnego wzrostu poziomu c-Fos w żadnej z analizowanych struktur 

mózgowych, co może sugerować, że psylocybina nie wywołuje istotnej aktywacji neuronów. 

Należy jednak zaznaczyć, że brak obserwowanych zmian może wynikać z wyboru 

niewłaściwego punktu czasowego. Jak wskazuje przegląd Calder i Hasler (2022), wzrost 

ekspresji genów wczesnej odpowiedzi, w tym c-Fos, pod wpływem substancji 

psychodelicznych jest zazwyczaj obserwowany w krótkim czasie po podaniu substancji – 

zwykle do 3 godzin (rycina 8.3). Tym samym, wybrany punkt czasowy (24 godziny po podaniu) 

mógł być zbyt odległy, aby uchwycić wczesną odpowiedź neurobiologiczną.  

Zatem uzyskane wyniki sugerują, że brak wzrostu ekspresji c-Fos 24 godziny po podaniu 

psylocybiny może być wynikiem zastosowanego punktu czasowego, a nie braku działania 

substancji. Z drugiej strony, badania przeprowadzone na modelach zwierzęcych wykazały, że 

krótko po podaniu psylocybiny dochodzi do zwiększenia ekspresji c-Fos w LHb – zarówno u 

myszy (Davoudian i wsp., 2023), jak i u szczurów (Funk i wsp., 2024). Wzrost ten świadczy o 

aktywacji neuronów w tej strukturze w odpowiedzi na psylocybinę, co podkreśla potencjalną 

rolę LHb w mechanizmach działania tej substancji, szczególnie w kontekście jej właściwości 

przeciwdepresyjnych. LHb odgrywa kluczową rolę w regulacji reakcji na stres, emocji oraz 

zachowań depresyjnych, co sugeruje, że jej modulacja może być jednym z głównych 

mechanizmów terapeutycznego działania psylocybiny. 
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Efekt przeciwdepresyjny substancji psychodelicznych, takich jak psylocybina, jest często 

powiązany ze wzrostem neuroplastyczności, czyli zdolności układu nerwowego do adaptacji, 

reorganizacji i tworzenia nowych połączeń neuronalnych. Zjawisko to obejmuje między innymi 

zmiany w ekspresji genów związanych z plastycznością synaptyczną, takich jak Arc i Psd95, 

które pełnią kluczową rolę w procesach synaptogenezy i modyfikacji strukturalnych w 

odpowiedzi na bodźce środowiskowe. Wzrost poziomu tych markerów jest często uznawany za 

jeden z głównych mechanizmów działania substancji psychodelicznych, które mogą 

przyczyniać się do poprawy funkcjonowania mózgu w kontekście leczenia depresji oraz innych 

zaburzeń psychiatrycznych (Jefsen i wsp., 2021). 

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano jednak żadnych istotnych różnic w ekspresji 

genu Arc oraz Psd95 24 godziny po podaniu psylocybiny, co sugeruje, że zmiany w 

neuroplastyczności związane z działaniem tej substancji nie występują w tak krótkim okresie. 

Wynik ten może być konsekwencją doboru  nieoptymalnego punktu czasowego, ponieważ jak 

wskazuje przegląd Calder i Hasler (2022), wzrost ekspresji genów związanych z 

neuroplastycznością w odpowiedzi na substancje psychodeliczne, w tym psylocybiny, 

zazwyczaj obserwowany jest po dłuższym czasie, często dopiero po 7 dniach od podania 

substancji (rycina 8.3).  

Z kolei długoterminowe badania przeprowadzone przez Kolasa i wsp. (2024), wykazały 

wzrost poziomu Arc w mPFC u szczurów WKY po 24 dniach od jednokrotnego podania 

psylocybiny. Wyniki te sugerują, że zmiany neuroplastyczne wywołane przez psylocybinę 

mogą rozwijać się stopniowo i wymagać czasu, aby osiągnąć mierzalny poziom, co może 

stanowić podstawę jej długotrwałego działania terapeutycznego. Powyższe obserwacje 

podkreślają znaczenie odpowiedniego doboru punktów czasowych w badaniach nad 

mechanizmami działania psylocybiny, szczególnie w kontekście jej potencjału w leczeniu 

depresji i innych zaburzeń afektywnych. 
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Rycina 8.3. Oś czasu przedstawiająca najwcześniejsze i najpóźniejsze obserwacje różnych zmian 

neuroplastyczności po leczeniu pojedynczą dawką serotoninergicznych substancji psychodelicznych: 

LSD, psylocybiny/psylocyny, DMT lub DOI. Jedna kropka reprezentuje jedno badanie i punkt czasowy; 

badania przeprowadzone na zwierzętach i in vitro. Rycina sporządzona na podstawie publikacji Calder 

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

Uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki potwierdzają zrealizowanie 

założonych głównych celów pracy, jakimi było molekularne scharakteryzowanie jąder Hb u 

szczurów szczepu WKY oraz ocenienie wpływu psylocybiny na funkcjonowanie tej struktury 

(Tabela 8.1). Dodatkowo przeprowadzona pogłębiona analiza wskazuje na kanał GIRK4, 

kodowany przez gen Kcnj5, jako potencjalny molekularny marker lekooporności, który może 

odgrywać kluczową rolę w braku skuteczności standardowych terapii przeciwdepresyjnych u 

szczurów szczepu WKY. Regulacja ekspresji Kcnj5 w tym modelu jest widoczna już na 

poziomie miRNA, które – działając jako regulatory potranskrypcyjne – wpływają na stabilność 

i translację mRNA. W szczególności, obniżony poziom miR-92a-3p w LHb szczurów WKY, 

będący jednym z regulatorów Kcnj5, może przyczyniać się do podwyższenia ekspresji tego 

genu i zwiększenia poziomu białka GIRK4. 

Pomimo obserwowanej nadekspresji GIRK4 w LHb szczurów WKY, nie stwierdzono 

istotnego statystycznie zwiększenia przepływu prądów dokomórkowych, co sugeruje, że kanały 

te mogą być niefunkcjonalne lub ich aktywność jest w istotnym stopniu zaburzona. Może to 

oznaczać, że w warunkach zwierzęcego modelu TRD, podwyższona ekspresja GIRK4 nie 
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przekłada się na skuteczne ograniczenie pobudliwości neuronalnej, co w efekcie utrudnia 

działanie standardowych leków przeciwdepresyjnych. 

Z kolei psylocybina wykazuje istotny wpływ na obniżenie zarówno poziomu transkryptu 

Kcnj5, jak i ilości białka GIRK4. Jednocześnie, pod jej wpływem dochodzi do zmniejszenia 

przepływu prądów dokomórkowych w neuronach LHb szczurów WKY, co sugeruje, że 

psylocybina może działać poprzez modulację funkcji GIRK4, przywracając równowagę w 

aktywności neuronalnej tej struktury. Wpływ ten może sprzyjać reorganizacji połączeń 

neuronalnych w obrębie LHb, co prowadzi do redukcji jego nadmiernej aktywności, stanowiąc 

jeden z mechanizmów przeciwdepresyjnych działania psylocybiny.  

W świetle powyższych wyników, miR-92a-3p, Kcnj5 oraz GIRK4 mogą stanowić istotne 

biomarkery w kontekście molekularnych mechanizmów depresji lekoopornej. Zrozumienie roli 

tych elementów może otworzyć nowe perspektywy terapeutyczne, obejmujące np. modulację 

miRNA lub funkcji kanałów potasowych, w celu poprawy odpowiedzi na leczenie 

przeciwdepresyjne. W przyszłości może to umożliwić opracowanie bardziej precyzyjnych, 

ukierunkowanych terapii, zdolnych do przezwyciężenia oporności na tradycyjne leki 

przeciwdepresyjne. 
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Tabela 8.1. Podsumowanie najważniejszych wyników 

Obszar badawczy Opis / Wynik 

1. Różnice molekularne u szczurów WKY w porównaniu do szczurów WIS 

Ekspresja miRNA 

LHb 

↓ miR-92a-3p 

↓ miR-133a-3p 

↑ miR-708-5 

MHb 

↓ miR-133a-3p 

↓ miR-182 

↑ miR-203a-3p 

↓ miR-449a-5p 

↑ miR-674-5p 

↑ miR-708-5p 

Ekspresja genów 

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

receptory dla aminokwasów (Gabbr2, Grin2a) 

kanały jonowe (Slc12a5, Kcnj5, Kcnj9, Cacna1b) 

receptory somatostatyny (Sstr2, Sstr4) 

kinazy białkowe (Cdkn1c, Mapk14) 

fosfataza (Ppp2ca) 

czynnik transkrypcyjny (Elk4) 

transporter tauryny (Slc6a6) 

enzym hydroksylaza tryptofanu (Tph1) 

Ekspresja białek 

LHb 

↓ 5-HT7 

↓ KCC2 

↑ GIRK4 

MHb 

↓ KCC2 

2. Wpływ psylocybiny 

Ekspresja genów 

↓ Kcnj5 (w LHb u WKY) 

↓ Htr7 (w LHb u WKY) 

↓ Slc6a6 (w LHb u WIS) 

Ekspresja białka ↓ GIRK4 (w LHb u WKY) 

Zmiany funkcjonalne 
Psylocybina zmniejsza przepływ prądów przez kanały GIRK w LHb 

szczurów WKY 

Wpływ na aktywność 

neuronalną 

Psylocybina obniża poziom Kcnj5 i białka GIRK4, zmniejszając 

aktywność LHb i wspierając działanie przeciwdepresyjne 

 

WIS – szczury Wistar Han; WKY – szczury Wistar Kyoto; LHb – Lateral Habenular Nucleus, boczne 

jądro uzdeczki; MHb – Medial Habenular Nucleus, środkowe jądro uzdeczki 
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9. Podsumowanie 

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki można osadzić w świetle dwóch nowych, 

koncepcyjnych modeli opisujących neurokognitywny mechanizm powstawania oraz leczenia 

depresji – modelu TIBER (ang. TIghtened BEliefs in Response to uncertainty) oraz REBUS 

(ang. RElaxed Beliefs Under pSychedelics) (Carhart-Harris, 2019; Carhart-Harris i Friston, 

2019). Oba te modele zostały opracowane w odpowiedzi na rosnącą potrzebę zrozumienia, w 

jaki sposób psychodeliki oddziałują na mózg, szczególnie w kontekście leczenia TRD. 

Model TIBER zakłada, że w wyniku przewlekłego stresu, niepewności lub traumy, mózg 

zaczyna reagować defensywnie poprzez usztywnienie przekonań oraz sposobie postrzegania 

rzeczywistości. Takie sztywne przekonania sterują tym, jak odbieramy rzeczywistość, co może 

prowadzić do błędnego koła, przyczyniając się w konsekwencji do tego, że wszystko 

interpretujemy w sposób potwierdzający te przekonania, a elastyczność poznawcza maleje. W 

ujęciu neurobiologicznym stan ten odpowiada zmniejszeniu plastyczności sieci neuronalnych 

oraz obniżeniu różnorodności aktywności mózgu. W kontekście przedstawionych wyników, 

szczury WKY – stanowiące uznany model TRD – wykazywały szereg cech odpowiadających 

tej koncepcji, m.in. podwyższoną ekspresję kanałów GIRK4 (Kcnj5), zaburzoną sygnalizację 

receptorów serotoninowych 5-HT2A i 5-HT7 oraz obniżoną ekspresję transportera KCC2, co 

razem sugeruje upośledzoną zdolność do elastycznej regulacji aktywności neuronów Hb. 

Z kolei model REBUS odnosi się do działania psychodelików jako substancji, które 

tymczasowo „rozluźniają” te sztywne przekonania. Psychodeliki, działając poprzez receptory 

5-HT2A, zwiększają neuroplastyczność oraz entropię aktywności mózgowej, prowadząc do 

dezintegracji patologicznie zorganizowanych sieci funkcjonalnych (np. sieci tryby 

domyślnego). W tym stanie zwiększonej elastyczności, wcześniej niedostępne perspektywy 

poznawcze i emocjonalne mogą zostać ponownie zintegrowane w sposób bardziej adaptacyjny. 

W odniesieniu do uzyskanych wyników, podanie psylocybiny u szczurów WKY skutkowało 

m.in. obniżeniem ekspresji Kcnj5 w LHb, co może świadczyć o zmniejszeniu nadaktywności 

układu awersyjnego. Zidentyfikowane zmiany w ekspresji miRNA – zwłaszcza obniżony 

poziom miR-92-3p w LHb – mogą dodatkowo wspierać hipotezę o molekularnym 

„zakleszczeniu” sieci awersyjnej, która stanowi istotną barierę dla skutecznego leczenia 

klasycznymi lekami przeciwdepresyjnymi. Ich obecność jedynie u zwierząt z fenotypem TRD 

może wskazywać na bardziej trwałe zmiany epigenetyczne, które wymagają dłuższego okresu 

leczenia lub wielokrotnej ekspozycji terapeutycznej. 
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Podsumowując, dane uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej wspierają założenia 

modeli TIBER i REBUS, wskazując, że TRD może być rozumiana jako stan utrwalonych i 

sztywnych przekonań zakodowanych w określonych wzorcach aktywności i ekspresji 

genetycznej w obrębie takich struktur jak Hb. Psychodeliki, takie jak psylocybina, poprzez 

wpływ na receptory serotoninowe oraz kluczowe mechanizmy plastyczności, mogą 

odblokowywać te wzorce, tworząc „okno” neurobiologicznej elastyczności niezbędnej do 

zmiany percepcji i schematów zachowania. Integracja modeli neurokognitywnych z danymi 

molekularnymi może stanowić istotny krok w kierunku lepszego zrozumienia mechanizmów 

leżących u podstaw skuteczności terapii psychodelicznej w leczeniu TRD. 
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10. Ograniczenia badawcze 

Chociaż przeprowadzone badania dostarczyły cennych informacji na temat roli kanałów 

GIRK4 i ich potencjalnego związku z mechanizmami TRD, istnieje kilka kluczowych 

ograniczeń, które mogą wpływać na interpretację wyników i wskazują na obszary wymagające 

dalszych badań. Poniżej przedstawiono główne ograniczenia, które powinny być uwzględnione 

przy dalszym rozwoju badań w tym zakresie: 

1. Brak badań pokazujących, na jakich typach neuronów znajdują się kanały GIRK4, 

wynikający z niespecyficzności przeciwciał. W badaniach nad kanałami GIRK4, kluczowym 

aspektem jest dokładna lokalizacja tych kanałów. Choć przeprowadzone badania wskazują na 

zwiększoną ekspresję Kcnj5 w określonych obszarach mózgu, brak precyzyjnych danych 

dotyczących typów neuronów, na których znajdują się te kanały, stanowi istotne ograniczenie. 

Dalsze badania, z zastosowaniem specyficznych przeciwciał, pozwoliłyby na dokładniejszą 

identyfikację miejsc ekspresji GIRK4 i umożliwiłyby lepsze zrozumienie, jak zmiana w jego 

ekspresji wpływa na różne typy neuronów i ich funkcje. 

2. Brak badań pokazujących interakcję GABAB i GIRK4. Chociaż wcześniejsze badania 

sugerują, że GIRK4 może pełnić rolę w modulowaniu aktywności neuronalnej, brak jest 

wystarczających danych dotyczących interakcji między receptorami GABAB a kanałami 

GIRK4. Receptory GABAB są znane z tego, że regulują pobudliwość neuronalną poprzez 

aktywację kanałów potasowych, a interakcja z kanałami GIRK4 może odgrywać ważną rolę w 

hamowaniu synaptycznym oraz w regulacji równowagi pobudzeniowo-hamującej w mózgu. 

Brak badań pokazujących bezpośrednią interakcję między tymi dwoma elementami stanowi 

lukę w zrozumieniu mechanizmów odpowiedzialnych za regulację emocji, odpowiedź na stres 

oraz efekty terapeutyczne psylocybiny. Aby dokładniej zrozumieć, jak te interakcje wpływają 

na aktywność neuronalną, konieczne będą eksperymenty z zastosowaniem antagonistów 

receptorów GABAB oraz inhibitorów GIRK4, które pozwolą na bardziej precyzyjne zbadanie 

ich współdziałania w różnych regionach mózgu. 

3. Brak sprawdzenia aktywności fosfatazy PP2A. Pomimo tego, że fosfataza PP2A odgrywa 

kluczową rolę w regulacji aktywności receptorów i kanałów, a jej aktywność jest powiązana z 

mechanizmami adaptacyjnymi mózgu, w przeprowadzonych badaniach brak jest dokładnych 

pomiarów aktywności tej fosfatazy. PP2A jest ważnym regulatorem szlaków sygnalizacyjnych, 

które kontrolują funkcje neuronalne. Brak sprawdzenia aktywności PP2A w kontekście 
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zmieniającej się ekspresji GIRK4 i innych receptorów w odpowiedzi na psylocybinę utrudnia 

pełne zrozumienie, jak te mechanizmy regulacyjne wpływają na efekty terapeutyczne tej 

substancji. Należy przeprowadzić eksperymenty oceniające aktywność fosfatazy PP2A w 

różnych obszarach mózgu i jej związek z procesami plastyczności neuronalnej i regulacji 

nastroju. 

4. Brak badań proteomicznych wynikających z niewielkich rozmiarów jąder Hb. Kolejnym 

ograniczeniem jest brak badań proteomicznych, które mogłyby dostarczyć kompleksowego 

obrazu zmian w ekspresji białek w jądrach Hb, które mają kluczowe znaczenie w regulacji 

emocji i reakcji na stres. Hb jest stosunkowo małą strukturą mózgową, co utrudnia 

przeprowadzenie szczegółowych analiz proteomicznych w tym obszarze. Rozwój metod 

umożliwiających precyzyjną izolację białek z małych struktur mózgowych, takich jak jądra Hb, 

oraz zastosowanie zaawansowanych technik proteomicznych, może znacznie poszerzyć naszą 

wiedzę na temat mechanizmów molekularnych leżących u podstaw działania psylocybiny i 

innych terapii farmakologicznych. 

W przyszłych badaniach należy skupić się na: dokładnym określeniu lokalizacji 

kanałów GIRK4 w określonych typach neuronów, zbadaniu ich interakcji z receptorami 

GABAB, ocenie aktywności fosfatazy PP2A oraz przeprowadzeniu zaawansowanych analiz 

proteomicznych jąder Hb. Takie podejście umożliwi pełniejsze zrozumienie mechanizmów 

działania psylocybiny w kontekście TRD.  
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