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Streszczenie

Depresja to choroba afektywna, o zlozonym obrazie klinicznym,
charakteryzujaca si¢ zaburzeniami nastroju oraz stanu emocjonalnego, ktorej etiologia
pomimo wielu lat badan nie zostatla do konca wyjasniona. Obecnie coraz czesciej
sugeruje si¢, ze zaburzenia metaboliczne moga leze¢ u podtoza zachorowan na depresje.
Obserwacje te pozostaja w zgodzie z danymi epidemiologicznymi wskazujacymi, ze
choroby metaboliczne, w tym cukrzyca, prowadza do pojawiania si¢ epizodow
depresyjnych, a z drugiej strony chorzy na depresj¢ czes$ciej zapadaja na cukrzyce.
Wstepne dane ostatnich lat pokazaly, ze nie tylko na obwodzie, ale takze w
osrodkowym uktadzie nerwowym dochodzi¢ moze do ostabienia dziatania insuliny,
zaburzen w przemianach glukozy i glikogenu w moézgu oraz nasilenia zmian
neurodegeneracyjnych. Jednocze$nie dotychczasowe badania, prowadzone gléwnie na
obwodzie, dotyczace wptywu lekéw przeciwdepresyjnych na szlaki metaboliczne, w
tym szlak zwigzany z dziataniem insuliny, jak i potencjalna mozliwos$¢ stosowania tej
grupy lekow w terapii wspomagajacej choréb metabolicznych sg niejednoznaczne i

niewystarczajace.

Z tego powodu w niniejszej rozprawie oceniono wptywu stresu prenatalnego
(zwierzecy model depresji) na Sciezke sygnatowa zwigzang z insuling, a takze
okreslenie jej regulacji poprzez chroniczne podania lekow przeciwdepresyjnych
(imipraminy,  fluoksetyny, tianeptyny), w obszarach modzgu szczegblnie

zaangazowanych w patofizjologie depresji (kora czotowa oraz hipokamp).

Badania prowadzono w modelu stresu prenatalnego, ktory jest uznanym i
opisanym zwierzecym modelem przypominajgcym depresj¢. Cigzarne samice SzczurOw
szczepu Spraque- Dawley poddawano stresowi unieruchomienia oraz oswietlano silnym
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Swiattem (trzy razy dziennie po 45 minut) od 14 dnia cigzy do dnia porodu.
Doswiadczenia prowadzono na 3-miesi¢cznych samcach szczuréw — potomstwie matek
stresowanych oraz kontrolnych, zaréwno bez jak i po chronicznych, 21-dniowych
podaniach lekéw przeciwdepresyjnych o réznym mechanizmie dziatania. Zastosowano:
trojcykliczny lek przeciwdepresyjny — imipraming, Selektywny inhibitor wychwytu
zwrotnego serotoniny - fluoksetyne oraz lek nietypowy — tianeptyne.

Przeprowadzajac weryfikacje behawioralng modelu- w teécie preferencji
spozycia 1% roztworu cukru- wykazano nieche¢ do picia stodkiej wody u dorostych,
prenatalnie stresowanych samcow, co $wiadczy o anhedonii. Natomiast w teScie
wymuszonego ptywania (zmodyfikowany test Porsolta) obserwowano wydtuzenie czasu
bezruchu, przy jednoczesnym skréceniu czasu ptywania oraz wspinania, u zwierzat po
stresie prenatalnym w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi. Zmiany w zachowaniu
obserwowane w zmodyfikowanym teScie Porsolta normalizowaly chroniczne podania

lekow przeciwdepresyjnych.

Oprocz testow behawioralnych wykonano takze badania elektrofizjologiczne,
ktore pokazaly obnizenie poziomu dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP) w
hipokampie oraz korze czotowej, w ktorej wykazano takze nasilenie transmisji

glutaminianergicznej u dorostego potomstwa matek stresowanych w ciazy.

W kolejnych etapach pracy prowadzono badania biochemiczne metodami: real-
time PCR, ELISA i Western blot, a takze z wykorzystaniem techniki proteomiki
roéznicowej (dwuwymiarowa elektroforeza potaczona z tandemowg spektrometrig mas),

w homogenatach kory czotowej oraz hipokampa.

Uzyskane wyniki nie wykazaly wptywu stresu prenatalnego oraz chronicznych
podan lekoéw przeciwdepresyjnych na ekspresje mRNA i poziom insuliny oraz
catkowity poziom receptora insulinowego (IR) w obu badanych strukturach.
Stwierdzono natomiast, ze zarowno W korze czotowej jak i hipokampie procedura stresu
prenatalnego istotnie statystycznie obnizyta poziom ufosforylowanej (aktywnej),
wewnatrzkomorkowej podjednostki 3 receptora insulinowego, a podania lekow

przeciwdepresyjnych mialy normalizujacy wptyw.
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Ze wzgledu na to, ze aktywnos¢ biologiczna receptora insulinowego regulowana
jest glownie przez biatka substratowe (IRS-1 oraz IRS-2) oraz adaptorowe (Shcl oraz
Grb2), w kolejnych badaniach oceniono wplyw stresu i podan lekow na ekspresje
MRNA oraz poziom tych biatek. Wykazano wzrost poziomu fosforylacji seryny, przy
jednoczesnym obnizeniu poziomu fosforylacji tyrozyny, substratu receptora
insulinowego (IRS-1) w  korze czolowej. Wszystkie zastosowane leki
przeciwdepresyjne normalizowaly obie badane zmiany w fosforylacji IRS-1, a
tianeptyna podnosita takze, obnizony pod wptywem stresu, poziom IRS-2 w korze
czotowej. Natomiast w hipokampie zwierzat po stresie prenatalnym stwierdzono spadek
ekspresji biatka adaptorowego Shcl, ktory normalizowaty podania wszystkich lekow
przeciwdepresyjnych. Rownolegle, zarowno w korze czolowej jak i hipokampie,
wykazano nizszy poziom biatka adaptorowego Grb2 u zwierzat prenatalnie

stresowanych.

Badania ostatnich lat sugeruja zwigzek zmian w insulinowej $ciezce sygnatowej
z dysfunkcjami mitochondrialnymi, dlatego tez w kolejnym etapie pracy oceniono
wplyw stresu prenatalnego i podan lekow przeciwdepresyjnych na: biatko biogenezy
mitochondriow PGC-1a, biatko proapoptotyczne Bax oraz przeciwapoptotyczne Bcl-2
w homogenatach obu struktur mézgu. W modelu stresu prenatalnego wykazano spadek
ekspresji PGC1-a w korze czotowej I hipokampie oraz wzrost ekspresji biatka Bax w
korze czotowej. Leki przeciwdepresyjne w zroznicowany sposob modulowaly te

czynniki.

W niniejszej pracy po raz pierwszy zastosowano takze strategi¢ proteomicznej
analizy roéznicowej - do okreslenia zmian w ekspresji biatlek mitochondriow kory
czotowej oraz hipokampa- w zwierzecym modelu przypominajagcym depresje oraz do
oceny wpltywu chronicznych podan lekow przeciwdepresyjnych. Wykazano, ze stres
prenatalny w zréznicowany, zalezny od badanej struktury sposob, zmienia profil biatek
mitochondrialnych zwigzanych migedzy innymi z biogeneza mitochondriow, enzymami
tancucha oddechowego czy stresem oksydacyjnym. Réwniez chroniczne podania lekow
przeciwdepresyjnych powodowaly ztozone zmiany bialek mitochondrialnych, ktory
zalezaty od zastosowanego leku oraz analizowanej struktury mozgu. Niektore ze
stwierdzonych zmian w biatkach mitochondrialnych kory czotowej oraz hipokampa
opisano po raz pierwszy, cz¢$¢ z nich wigza¢ mozna jak si¢ wydaje ze Sciezka
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insulinowg, inne moga stanowi¢ podloze do dalszych badan podstaw zaburzen
depresyjnych. Co wiecej chroniczne podania imipraminy, fluoksetyny lub tianepetyny
normalizowaly wigkszos¢ wywotanych stresem prenatalnym zmian w profilu bialek
mitochondrialnych, wskazujac na nowy potencjat tych lekow w regulacji zaburzen

metabolicznych w zwierzgcym modelu depresji.

Przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej badania wykazaly wptyw
procedury stresu prenatalnego na zaburzenia w mozgowej $ciezce sygnatowej zwigzane;j
z insuling, na proces biogenezy oraz ckspresje bialek zwigzanych z mitochondriami
kory czotowej i hipokampa. Wydaje si¢ prawdopodobne, iz u podstaw normalizujagcego
wplywu lekow przeciwdepresyjnych na zaburzenia behawioralne, obserwowane w
zwierzecym modelu depresji, moze leze¢ ich wplyw na dysfunkcje metaboliczne
Zwigzane ze $ciezkg insulinowg oraz zmianami biatek w mitochondriach kory czotowe;j

i hipokampa.
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