STRESZCZENIE

Patogeneza depresji od lat stanowi przedmiot licznych badan, jednakze niejednorodny
obraz kliniczny nastrecza trudno$ci z wyjasnieniem podloza tego schorzenia. W ostatnich
latach podkresla si¢ istotne znaczenie czynnikéw stresowych w powstawaniu epizodow
depresyjnych, szczegolnie role stresu w okresie okotourodzeniowym, ktory zaburza interakcje
pomiedzy uktadami neuroendokrynnym, a odpornosciowym. W konsekwencji obserwuje si¢
dysfunkcje uktadu odporno$ciowego oraz nasilenie proceséOw zapalnych, nie tylko na

obwodzie, ale przede wszystkim w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Nowe spojrzenie na regulacje tych proceséw przyniosty ostatnie lata, podkreslajac
znaczenie bialek chemotaktycznych - chemokin oraz ich receptorow w wewngtrznej kontroli
mechanizméw immunoaktywacji. W mozgu wsrdd chemokin szczegdlne zainteresowanie
budza te, ktére posiadaja silne wilasciwosci chemotaktyczne i/lub uczestnicza w regulacji
procesOw migracji, proliferacji, synaptogenezy, tworzenia sieci neuronalnych oraz

komunikacji pomigdzy komoérkami neuronalnymi oraz mikroglejem.

Przedmiotem badan stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej byla ocena roli
wybranych chemokin - fraktalkiny (CX3CL1) oraz CCL2/MCP1 (ang. monocyte
chemoattractant protein) i ich receptorow w neuroimmunologicznym podlozu zaburzen

depresyjnych.

W pracach wykorzystano dwa uznane i opisane w literaturze modele do$wiadczalne:
zwierzecy model depresji oparty na procedurze stresu prenatalnego oraz model stymulacji
endotoksyng bakteryjng - lipopolisacharydem (LPS), czyli immunoaktywacji. W pierwszym
z tych modeli prowadzono badania na dwoch ptaszczyznach in vitro oraz in vivo, natomiast
stymulacje LPS-em wykorzystano jedynie do badan prowadzonych w korowych hodowlach

pierwotnych mikrogleju.

Przydatno$¢ modelu stresu prenatalnego do badan patogenezy depresji potwierdzita
jego weryfikacja behawioralna, ktora pokazata u dorostych 3-miesigcznych samcow Sprague-
Dawley (potomstwie matek stresowanych od 14 dnia cigzy do dnia porodu) obecnos$c
deficytow behawioralnych przypominajacych objawy depresji (w tescie preferencji spozycia
1% roztworu cukru oraz wymuszonego ptywania), lgkowych (test podniesionego labiryntu

krzyzowego), a takze zmiany w aktywnosci eksploracyjnej w nowym $rodowisku.



Poniewaz dotychczasowe nasze badania sugeruja, iz stres prenatalny prowadzi do
dysfunkcji w obrebie uktadu odpornosciowego, a w mozgu glownymi komoérkami
immunokompetentnymi sg komorki mikrogleju, w badaniach in vitro wykorzystano korowe
hodowle tych komorek, zaktadane zarowno od 1-2 dniowych oseskéw kontrolnych jak i od
potomstwa matek stresowanych w okresie cigzy. W prezentowanych badaniach wykazalismy,
ze stres prenatalny aktywuje komorki mikrogleju, prowadzac do zmian morfologicznych oraz
biochemicznych, w tym nasilenia ekspresji markerow powierzchniowych: MHCII i CD40
oraz produkcji czynnikow prozapalnych: cytokin IL-1B, TNF-a, IL-18, IL-6, chemokiny
CCL2 oraz jej receptora CCR2, jak i tlenku azotu. Jednoczes$nie mikroglej od zwierzat
stresowanych wykazywat ograniczong produkcje insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-

1).

W prezentowanych pracach wykorzystany zostal takze model immunoaktywacji
wywotanej endotoksyna bakteryjng - lipopolisacharydem (LPS), ktéory uzywany jest
standardowo do badan roli aktywacji komorek mikrogleju oraz dziatania substancji
immunomodulacyjnych, m.in. niektorych lekow przeciwdepresyjnych. Uzyskane wyniKi
pokazaty, ze endotoksyna bakteryjna indukuje fenotyp M1 mikrogleju, w tym nasila ekspresj¢
markerow: CD40 1 MHCII, zwigksza uwalnianie cytokin prozapalnych IL-1p, TNF-a, IL-18,
IL-6 oraz chemokiny CCL2, a takze synteze tlenku azotu oraz ekspresje kluczowego enzymu
zwigzanego z jego produkcja indukowalnej syntazy tlenku azotu. Co wigcej w zastosowanym
modelu pokazano, ze atypowy lek przeciwdepresyjny — tianeptyna wykazuje dzialanie
immunomodulujace o potencjale przeciwzapalnym, a mechanizm jej dziatania w hodowlach
stymulowanych LPS-em zwigzany jest nie tylko z hamowaniem ekspresji receptora TLR4
1 pobudzenia kinaz ERK1/2, ale takze wptywem tego leku na hamowanie, mediowanej

kaspaza-3, aktywacji kinazy PKC3d.

W kolejnym etapie badan in vitro oceniono rolg egzogennej fraktalkiny w modulacji
aktywacji zapalnej w hodowlach zaktadanych od zwierzat stresowanych prenatalnie.
Pokazano, ze fraktalkina obniza, podwyzszong przez stres prenatalny, sekrecj¢ cytokin
prozapalnych, chemokiny CCL2, jak rowniez produkcje tlenku azotu, a wigc hamuje fenotyp
M1 mikrogleju. Dzialanie fraktalkiny normalizowalo takze poziom jej receptora - CX3CR1
zlokalizowanego na komorkach mikrogleju, a przeciwzapalne dziatanie tej chemokiny znosito

zastosowanie przeciwciata blokujacego receptor CX3CRI.



Podsumowujgc, w badaniach przeprowadzonych w hodowlach pierwotnych
mikrogleju pokazano, ze zaré6wno stymulacja lipopolisacharydem, jak i stres prenatalny
powoduja aktywacje komodrek mikrogleju. Natomiast badane chemokiny, w tym szczegolnie
fraktalkina dziatajac przez receptor CX3CRI1, kontroluje przebieg proceséw zapalnych w

mozgu poprzez hamowanie aktywacji mikrogleju.

W pracach stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej zawarto takze wyniki badan
in vivo prowadzonych w homogenatach kory czotowej oraz hipokampa w modelu stresu
prenatalnego. Wykazano, ze aktywacja zapalna u zwierzat stresowanych prenatalnie jest
dlugotrwata, obecna w badanych strukturach moézgu zaréwno u miodego 7-dniowego, jak
i dorostego 3-miesigcznego potomstwa szczurow. Jej przejawem byl miedzy innymi wzrost
liczby komorek mikrogleju, ekspresji markeréw CD40, CD68, Clq jak i syntezy cytokin o
profilu prozapalnym, a réwnocze$nie obnizenie poziomu fraktalkiny oraz jej receptora

zard6wno w hipokampie jak i korze czolowe;.

Dalsze badania wykazaty istotng rol¢ deficytow w poziomie fraktalkiny w
dysfunkcjach behawioralnych, obserwowanych u dorostego potomstwa matek stresowanych
w ostatnim tygodniu cigzy. Co ciekawe, jednorazowe dokomorowe podanie egzogennej
fraktalkiny normalizowato (w 7 dniu po jej podaniu) zaburzenia pro-depresyjne, lekowe oraz
zmiany w aktywnosci eksploracyjnej w nowym srodowisku, u dorostych samcow
po stresie prenatalnym. Nasze wyniki pokazaty takze przeciwzapalne dzialanie podanej
dokomorowo fraktalkiny, zwigzane w korze czolowej z normalizacja produkcji IL-18, IL-18,
TNF-a oraz CCL2, podczas gdy w hipokampie z obnizeniem poziomu jedynie IL-18. Istotna
role w mechanizmach dziatania fraktalkiny w korze czolowej wydaje si¢ odgrywac jej wplyw

na inflamasom NLRP3.

Uzyskane w zaprezentowanym cyklu prac wyniki wskazuja, na istotng rol¢ uktadu
fraktalkina - receptor fraktalkiny w modulacji aktywno$ci komorek mikrogleju, a tym samym
procesow zapalnych. Dlugotrwate zaburzenia tych mechanizméw moga prowadzi¢ do
przedtuzonej immunoaktywacji w OUN oraz stanowi¢ podloze deficytow behawioralnych

wywotanych procedurg stresu prenatalnego.



