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WYKAZ SKROTOW

5-HT - serotonina
5-HT7R - receptor serotoninowy 5-HT7
5-HT7R KO - zwierzeta pozbawione ekspresji receptora 5-HT>

5-HT7;R shRNA - krotkie RNA tworzace strukture typu spinki o sekwencji wyciszajacej
i komplementarnej do receptora 5-HT7R

AAV - wektor wirusowy AAV (ang. adeno-associated virus)

AMPA - kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy

APS - nadsiarczan amonu

ANH - myszy anhedoniczne (ang. anhedonic)

BDNF - neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor)
BSA - albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

CA1 - pole 1 rogu Amona hipokampa (Yac. cornu ammonis 1)

CA3 - pole 3 rogu Amona hipokampa (tac. cornu ammonis 3)

cAMP - cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan

CDC42 - biatko kontrolujace podziat komoérek 42 (ang. cell division cycle 42)
CDC42-GTP - biatko CDC42 zwigzane z GTP

CRS - chroniczny stres unieruchomienia (ang. chronic restraint stress)

CSDS - chroniczny stres socjalny (ang. chronic social defeat stress)

CUS - chroniczny nieprzewidywalny stres (ang. chronic unpredictable stress)
Dil - nadchloran 1,10-dioktadecylo-3,3,3,30-tetrametyloindokarbocyjaniny
DG - zakret zebaty (Yac. gyrus dentatus)

ERK - kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomoérkowym (ang. extracellular signal-regulated
kinase)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

FST - test wymuszonego ptywania (ang. forced swimming test)




GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GFP - biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

GPCR - receptory sprzezone z biatkami G (ang. G protein-couples receptors)
GTPaza - guanozyno-5’-trifosfataza, enzym posredniczacy w hydrolizie GTP do GDP
HEPES - kwas N-2-hydroksyetylo-piperazyno-N’-2-etanosulfonowy

HRP - peroksydaza chrzanowa

MMP-9 KO - zwierzeta pozbawione ekspresji MMP-9

KTR - grupa kontrolna

LTP - dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. long term potentation)
LP - roztwor specyficznego agonisty 5-HT>

MMP-2 - metaloprotenaza macierzy zewngtrzkomérkowe;j 2

MMP-9 - metaloproteaza macierzy zewnatrzkomérkowej 9

NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy

DMSO - dimetylosulfotlenek

OF - test otwartego pola (ang. open field test)

SSRIs - selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. selective serotonin reuptake
inhibitors)

PFA - paraformaldehyd

PBS - buforowana sél fizjologiczna (ang. phosphate buftered saline)

PVDF - membrana z polifluorku winylidenu

S100p - biatko astrocytarne (ang. $100 calcium binding protein [ subunit)
SB - bufor obcigzajacy do SDS-PAGE (ang. sample buffer)

scr shRNA - krotkie RNA tworzace strukture typu spinki o sekwencji niekomplementarnej
do kwasow nukleinowych w obrebie komorki (ang. scramble RNA)

SDS - dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych (ang. sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)




SEM - btad standardowy Sredniej (ang. standard error of the mean)

shRNA - krotkie RNA tworzace strukture typu spinki (ang. short hairpin RNA)
SPT - test preferencji sacharozy (ang. sucrose preference test)

SPTO - test preferencji sacharozy przed CUS (ang. sucrose preference test)
SPT1 - test preferencji sacharozy po CUS (ang. sucrose preference test)

SPT2 - test preferencji sacharozy po leczeniu antydepresyjnym ketaming (ang. sucrose preference
test)

RT-gqPCR - ilosciowa reakcja tanicuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time reverse
transcription-quantitative polymerase chain reaction)

RES - myszy oporne, rezylientne (ang. resilient)

Racl - substrat 1 toksyny botulinowej C3 spokrewniony z biatkami Ras (ang. Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1)

RhoA - biatko A z rodziny biatek homologicznych do Ras (ang. Ras homolog gene family, member A)
TBS - s6l fizjologiczna buforowana za pomoca Tris (ang. 7ris-buftered saline)

TIMP-1 - tkankowy inhibitor metaloproteaz 1 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 1)
TEMED - N'N’'N’N’-tetrametylenodiamina

tPA - tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue p/asminogen activator)

Tris - 2-amino-2-hydroksymetylo-propanodiol

TST - test podwieszania za ogon (ang. tail suspension test)




STRESZCZENIE

Depresja jest globalnym problemem medycznym czesto prowadzacym do samobojstw.
Przyjmuje sie, ze objawy depresyjne pojawiaja sie w wyniku nieprawidtowej pobudzajacej
plastycznosci synaptycznej powstatej po przewleklym stresie. Plastycznos$¢ synaptyczna to zdolnos¢
neurondw do modulowania sily potaczen synaptycznych charakteryzujgca sie zmianami
strukturalnymi kolcéw dendrytycznych, na ktérych zlokalizowane s3g synapsy pobudzajace.
Niedawno odkryto, Ze aktywacja szlaku sygnatowego zaleznego od receptora serotoninowego
(5-HT7R) prowadzi do nieprawidtowej strukturalnej i funkcjonalnej plastycznosci synaptycznej
w neuronach hipokampa in vitro. Jednakze nie zbadano jeszcze, czy szlak ten istnieje in vivo
i jaka jestjego rola.

Stosujac kombinacje metod behawioralnych, biochemicznych i obrazowania, wykazano,
ze szlak sygnatowy zalezny od 5-HT7R jest aktywowany w hipokampie myszy i lezy u podstaw
fenotypu depresyjnego. Ponadto, otrzymane wyniki potwierdzity, Ze aktywacja szlaku sygnatowego
zaleznego od 5-HT7R jest takze powigzana ze zmianami strukturalnymi kolcéw dendrytycznych
zwierzat anhedonicznych. Zwierzeta rezylientne nie wykazywaly wspomnianych zmian
biochemicznych i strukturalnych w hipokampie podkreslajagc specyficzno$¢ obserwacii.
Co wiecej, wdrozenie procedury przewlektego nieprzewidywalnego stresu z lokalnym wyciszaniem
ekspresji genu Ahtr7 w regionie CA1 hipokampa pozwolito odkryé, ze wyciszenie 5-HT7R
w hipokampie jest wystarczajace, aby zapobiec rozwojowi anhedonii.

Uzyskane wyniki opisuja kluczowa role 5-HT7R w powstawaniu zachowan typu depresyjnego
oraz zmian w strukturze kolcéw dendrytycznych. Przeprowadzone badania ukazujg
5-HT-;R jako potencjalny molekularny punkt uchwytu przysztych farmakoterapii promujacych

mechanizmy rezyliencji zwigzanej ze stresem.




ABSTRACT

Depression is a global medical problem frequently leading to suicides. It is assumed that
depressive symptoms occur as a result of aberrant excitatory synaptic plasticity developed after
chronic stress. Synaptic plasticity is an ability of neurons to modulate the strength of synaptic
connections manifested by structural alterations of dendritic spines on which excitatory synapses
are located. Recently discovered activation of the serotonin type 7 receptor (5-HT7R)-dependent
signaling pathway leads to aberrant structural and functional synaptic plasticity in the hippocampal
neurons in vitro. However, whether this signaling pathway exists /n vivo or not and what its role is,
it has not yet been investigated.

Using a combination of behavioral, biochemical, and imaging methods, it has been
demonstrated that the 5-HT7R-dependent signaling pathway is activated in the murine hippocampus
and underlies the depressive-like phenotype. Additionally, the results confirmed that the activation
of the 5-HT7R-dependent signaling pathway is associated with the structural remodeling of dendritic
spines of anhedonic animals. The stress-resilient animals did not display the aforementioned
biochemical and structural alterations indicating the specificity of the obtained results.
Moreover, the implementation of the chronic unpredictable stress procedure with specific silencing
of htr7 gene expression in the CA1 hippocampal subregion enabled to discover that silencing
of 5-HTR in the hippocampus is sufficient to prevent the development of anhedonia.

The obtained results point out a crucial role of 5-HT7R in the pathogenesis of depressive-like
behavior and the dendritic spine structure as a possible decisive molecular target

for promoting stress resilience in future pharmacotherapies.




1. WSTEP
1.1. Plastycznos$¢ synaptyczna

Podstawowa jednostka funkcjonalng ukladu nerwowego jest komorka nerwowa (neuron),
ktéra zbudowana jest z ciata komérki i dwoch rodzajow wypustek: pojedynczego aksonu
oraz licznych dendrytéw /Rycina 1/. Akson stuzy do przekazywania informacji do innych komorek
nerwowych, podczas gdy dendryty odpowiedzialne s3a za przyjmowanie informacji.
Informacja (impuls nerwowy) przesylana miedzy komoérkami nerwowymi odbywa

sie za posrednictwem struktur zwanych synapsami [Harris i Weinberg, 2012].

KOMORKA NERWOWA

dendryty

Rycina 1. Schemat komoérki nerwowej zbudowanej z ciata komorki, pojedynczego aksonu oraz licznych
dendrytow, na ktérych zlokalizowane sa btonowe wypustki. Pomaranczowe i zétte strzatki wskazuja kierunek
przekazywania informacji. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu BioRender.com.

Plastyczno$¢ synaptyczna jest jedng z gléwnych cech osrodkowego uktadu nerwowego.
Jest to zdolno$¢ komdrek nerwowych do reorganizacji sieci potaczen synaptycznych na skutek
dziatania bodzcéw srodowiskowych. Definicja ta zostata wprowadzona przez polskiego naukowca -
Jerzego Konorskiego [Konorski, 1948]. Proces ten zachodzi w ciggu catego Zycia organizmu
i moze przejawia¢ sie na wielu poziomach organizacji biologicznej: od zmian w pojedynczych
komorkach nerwowych, do wielkoskalowych rearanzacji sieci potgczen komoérkowych.
Podstawg neuroplastycznos$ci jest zmiana sity potaczen synaptycznych miedzy komorkami
nerwowymi [Pascual-Leone i wsp., 2005; Rakic, 2002].

Ze wzgledu na mechanizm przekazywania impulsu nerwowego synapsy dzieli sie na dwa
podstawowe rodzaje: synapsy elektryczne oraz synapsy chemiczne. W synapsach elektrycznych

impuls jest przekazywany bezpos$rednio miedzy komdrkami, natomiast w synapsach chemicznych
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za posrednictwem neuroprzekaznikow, ktére wigza sie z receptorami zlokalizowanymi w btonie,
w tym na btonowych wypustkach tzw. kolcach dendrytycznych. Synapsa zbudowana jest z btony
presynaptycznej (cze$¢ presynaptyczna), skladajacej sie z zakonczenia aksonalnego neuronu,
szczeliny synaptycznej oraz btony postsynaptycznej (cze$¢ postsynaptyczna) nalezacej do komorki,
do ktoérej impuls nerwowy jest przekazywany. Aktualnie przyjmuje sie koncepcje tzw. poczwdrne;j
synapsy, w sklad ktorej poza cze$cig presynaptycznej i postsynaptyczng - wchodza wypustki

astrocytéw oraz macierz zewnatrzkomorkowa [Dityatev i wsp., 2011] /Rycina 2/.

MODEL POCZWORNEJ SYNAPSY

POTENCJAL CZYNNOSCIOWY

'h GLUTAMINIAN

> | | RECEPTORY AMPA, NMDA

MACIERZ ZEWNATRZKOMORKOWA

¥ ASTROCYT

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy koncepcje modelu poczwérnej synapsy. Schemat utworzono
z wykorzystaniem programu BioRender.com wzorujac sie na Rycinie 1 z Dityatev i wsp. (2011).

Mechanizm plastycznosci synaptycznej opiera sie na powstaniu zmian funkcjonalnych
zwigzanych z elektrofizjologicznymi wtasciwo$ciami synaps oraz zmian strukturalnych zwigzanych
z przebudowa struktury kolcéw dendrytycznych. Po wystapieniu bodzca sSrodowiskowego powstaje
potencjat czynnoSciowy prowadzacy do naptywu jondw w czeSci presynaptycznej powodujac
uwolnienie czgsteczek neuroprzekaznika do szczeliny synaptycznej, ktére nastepnie wiaza
sie ze swoistymi receptorami w czesci postsynaptycznej. Wigzanie to prowadzi do otwarcia kanatow
jonowych znajdujacych sie w gestoSci postsynaptycznej kolca dendrytycznego. W przypadku
receptoréw jonotropowych, ktore sag rownoczesnie kanatami jonowymi, dzieje sie to bezposrednio
po zwigzaniu neuroprzekaznika. Natomiast w przypadku receptorow metabotropowych
np. 5-hydroksytryptaminowy receptor 7 (5-HT7R), w otwarciu kanatu jonowego pos$redniczg wtorne
przekazniki wewnatrzkomdérkowe aktywowane przez biatka G (z ang. G protein-coupled receptor;
GPCR). Nastepnie w wyniku naptywu jonéw btona komoérkowa ulega depolaryzacji,
co prowadzi do zniesienia blokady magnezowej i do otwarcia receptoréw jonowych dla kwasu

glutaminowego (receptor N-metylo-D-asparaginowy, NMDA), a nastepnie naptywu jonéw wapnia.
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Zjawisko to lezy u podstaw dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (ang. long term potentation,
LTP) [Bliss i Lomo, 1973], prowadzgcego do wzrostu sity potgczen synaptycznych i wzmocnienia
przekazywania sygnatu pomiedzy neuronami. Badania wykazaty, ze LTP wywotuje trwate zmiany
strukturalne i funkcjonalne w komérkach nerwowych, zar6wno w cze$ci presynaptycznej (wzrost
uwalniania neuroprzekaznikéw), jak i postsynaptycznej (zmiana liczby oraz podjednostek
receptoréw). Wystepujgce zmiany strukturalne przejawiajg sie w rearanzacji drzewek aksonalnych,
dendrytycznych, jak réwniez w zmianach ksztaltu i gestosci kolcéw dendrytycznych
[Holtmaat i Svoboda, 2009]. Dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne uznawane jest za komorkowy
model uczenia i pamieci. Do tej pory LTP zostato najlepiej scharakteryzowane w hipokampie,

jednakze wystepuje rowniez we wszystkich strukturach moézgu [Lynch, 2004; Malenka, 2003].

1.1.1. Plastycznos¢ strukturalna kolcéw dendrytycznych

Wiekszo$¢ synaps pobudzajacych znajduje sie na kolcach dendrytycznych bedgcych matymi,
ruchliwymi wypustkami btonowymi komérek nerwowych [Bourne i Harris, 2008].
W przeciwienstwie do synaps pobudzajacych, synapsy hamujace wystepuja gléwnie na ciatach
komoérek, trzonach dendrytéw oraz poczatkowych segmentach wypustek aksonalnych. Ze wzgledu
na charakterystyczng budowe kolcow dendrytycznych znacznie wiecej wiadomo o synapsach
pobudzajacych niz hamujacych [Harris i Weinberg, 2012; Sheng i Kim, 2011].

Kolce dendrytyczne s3g strukturami dynamicznymi i mogg zmienia¢ sie samoistnie
lub w odpowiedzi na stymulacje, zaréwno w warunkach fizjologicznych (procesy uczenia i pamieci),
jak i patologicznych (choroby neuropsychiatryczne i neurodegeneracyjne) [Baczynska i wsp., 2021;
Chidambaram i wsp., 2019; Fiala i wsp., 2002; Yang i wsp., 2009]. Zmiany te zachodzg w sposob ciaggty
i utrzymuja sie nawet w dorostosci [Holtmaat i wsp. 2005; Trachtenberg i wsp., 2002].
Przyjmuje sie, ze ksztatt kolca dendrytycznego koreluje z sitg i funkcjg synaps, zatem rézne typy
ksztaltow kolcow dendrytycznych odzwierciedlajg rézng sile danego potgczenia synaptycznego.
W budowie kolca dendrytycznego wyrdznia sie szyjke oraz gtéwke, na podstawie ksztattu ktorych
klasyfikuje sie kolce do réznych typéw, w tym do kolcéw grzybkowatych, cienkich, przysadzistych,
filopodialnych, czy tak zwanych kolcow SHP (z ang. spine head protrusion), czyli kolcow
grzybkowatych zawierajgcych dodatkows, cienkg wypustka na gtéwce. Rdzne typy ksztattu kolcow

zostaty przedstawione na Rycinie 3.
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Rycina 3. Klasyfikacja ksztaltu kolcéw dendrytycznych. (A) Komoérka piramidowa hipokampa zbudowana
z ciata komorki i dwoch drzewek dendrytycznych: bazalnego i apikalnego, pokrytych kolcami dendrytycznymi.
(B) Fragment dendrytu przedstawiajacy rézne typu ksztattu kolcéw dendrytycznych. Schemat utworzono
z wykorzystaniem programu BioRender.com wzorujac sie na Rycinie 2 z Baczynska i wsp. (2021).

W dojrzatym moézgu okoto 65% kolcoéw ma ksztatt grzybkowaty, 20% cienki, a pozostate typy
ksztattu kolcéw stanowig 15% [Roo i wsp., 2008; Zuo i wsp. 2005]. Nowo powstate kolce
sa zwykle cienkie z malg gowka, czesto nazywane kolcami niedojrzatymi lub uczacymi sie.
Kolce te s3 niestabilne, ale w konsekwencji majg takze wiekszy potencjat do zmian plastycznych.
Przyjmuje sie, ze cienkie i filopodialne kolce sg prekursorami dojrzatych kolcow grzybkowatych,
okreslanych kolcami pamieciowymi [Bourne i Harris, 2007]. Kolce grzybkowate zbudowane
sa z cienkiej szyjki i duzej gtowki, ktora tworzy gestos$¢ postsynaptyczng (ang. postsynaptic density,
PSD) zawierajaca kanaty jonowe, receptory, czasteczki adhezji komoérek, biatka cytoszkieletu i inne
wewnatrzkomoérkowe czasteczki sygnatowe [Harris i Weinberg, 2012; Sheng i Kim, 2011].
Wielkos¢ gtowki kolca koreluje z liczbg postsynaptycznych receptoréw glutaminianergicznych AMPA
(kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy) [Matsuzaki i wsp., 2001; Zito i wsp.,
2009]. Dowodoéw na stabilno$¢ tej grupy kolcdw dostarczyly badania plastycznosci strukturalnej
in vivo wykazujace, ze grzybkowate kolce dendrytyczne moga by¢ stabilne przez miesiace,
a nawet lata [Grutzendler i wsp., 2002; Holtmaat i wsp., 2005; Trachtenberg i wsp., 2002].

Kolce filopodialne to grupa kolcéw, podobna do cienkich kolcéw stanowigca niedojrzate
formy kolcow dendrytycznych [Kayser i wsp., 2008; Ziv i Smith, 1996]. Nalezy podkresli¢, Ze pomimo
istnienia arbitralnie okres$lonej klasyfikacji ksztattow kolcéw dendrytycznych, a co za tym idzie
ich funkcji, kolce tak naprawde wykazujg kontinuum ksztattu [Pchitskaya i Bezprozvanny, 2020;
Ruszczycki i wsp., 2012; Yuste i Bonhoeffer, 2004].

Podstawg zmian ksztattu kolcéw dendrytycznych jest reorganizacja cytoszkieletu
aktynowego, ktéry odgrywa Kkluczowa role w tworzeniu, eliminacji i stabilno$ci kolcow

dendrytycznych, a takze w regulacji ich ksztattu. Modulacja dynamiki aktyny indukuje zmiany
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ksztattu kolcow dendrytycznych, ktore zwigzane sg ze zmianami sity synaptycznej [Hlushchenko
i wsp., 2016]. Na poziomie molekularnym istnieje wiele czasteczek, ktére regulujg polimeryzacje
i stabilizacje aktyny, w tym rodzina matych biatek G (Rho GTPazy). Rho GTPazy (Rho, Rac i CDC42)
moduluja fosforylacje miedzy innymi kofiliny, ktéra zar6wno wiaze, jak i kontroluje dynamike
filamentéw aktynowych, wptywajac na strukture kolcéw dendrytycznych [Ponimaskin i wsp., 2007;
Woolfrey i Srivastava, 2016]. Co wazne, aktywnos$¢ szlakow sygnatowych regulujacych strukture
i funkcje kolcow dendrytycznych jest przejsSciowa i czesto ograniczona do pojedynczych kolcow
[Nakahata i Yasuda, 2018]. Dlatego aby scharakteryzowa¢ zmiany przestrzenno-czasowe w obrebie
szlakéw sygnatowych regulujacych strukture kolcow dendrytycznych niezbednym jest zastosowanie
podejscia interdyscyplinarnego, uwzgledniajgcego poza obrazowaniem w wysokiej rozdzielczosci,

analizy biochemiczne i funkcjonalne.

1.1.2. Metody badania struktury kolcow dendrytycznych

Struktura kolcow dendrytycznych ze wzgledu na swoja dynamike i bardzo mate rozmiary
(rzedu kilku mikrometréw) stanowi duze wyzwanie, zaréwno w konteksScie obrazowania,
jak i ilosciowej analizy strukturalnej. Najpopularniejszg technika stosowang do wizualizacji kolcow
dendrytycznych jest fluorescencyjne znakowanie komérek nerwowych, a nastepnie obrazowanie
ich za pomoca fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej lub mikroskopii wysokorozdzielczej
[Baczyniska i wsp., 2021]. Rozdzielczo$¢ standardowej mikroskopii Swietlnej to okoto 250 nm
w plaszczyZnie bocznej, co pozwala precyzyjnie okresli¢ szeroko$¢ gtéwki i diugos¢ kolca
dendrytycznego [Tgnnesen i wsp. 2014]. Precyzyjne obrazowanie drobnych szczegétéw,
takie jak szeroko$c¢ i dtugos¢ szyjki kolca dendrytycznego stato sie mozliwe dopiero dzieki rozwojowi
technik mikroskopii wysokorozdzielczej, ktérej rozdzielczo$¢ poprzeczna wynosi 20-40 nm
[Betzig i Trautman, 1992; Huang i wsp., 2010; Simpson, 2006].

Postep w obrazowaniu wysokorozdzielczym rozpoczat sie wraz z opracowaniem technologii
mikroskopii stymulowanej redukcji emisji (ang. stimulated emission depletion) [Hell i Wichmann,
1994; Klar i Hell, 1999], a nastepnie nowych technik, takich jak mikroskopia fotoaktywowanej
lokalizacji (ang. photoactivated localization microscopy) [Betzig i wsp. 2006], mikroskopia
stochastycznej optycznej rekonstrukcji (ang. stochastic optical reconstruction microscopy),
ktére umozliwity detekcje obiektow w nanoskali [Rust i wsp., 2006; Xu i wsp., 2017]. Detekcja wyzej
wymienionych parametrow ksztattu kolca jest rowniez mozliwa przy zastosowaniu sekcyjnej
mikroskopii elektronowej (ang. scanning electron microscopy) [Arellano i wsp., 2007; Frotscher

i wsp., 2014; Ovtscharoffi wsp., 2008].
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Manualna analiza struktury kolcdw dendrytycznych jest czasochtonna i subiektywna, dlatego
mikroskopowe obrazy podlegaja analizie z uzyciem wyspecjalizowanych bioinformatycznych
algorytméw do automatycznej lub poédtautomatycznej segmentacji kolcéw dendrytycznych
pokrywajacych dendryty [Mancuso i wsp., 2014; Okabe, 2020; Ruszczycki i wsp., 2012].
Algorytmy te opieraja sie na binaryzacji obrazu, identyfikacji szkieletu oraz detekcji konturéw.
Niektéore z tych metod wykorzystuja dwuwymiarowa (2D) projekcje maksymalnego natezenia
obrazu otrzymanego z wykorzystaniem tradycyjnej fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej
[Ruszczycki i wsp., 2014]. Jednakze zwazywszy na fakt, ze kolce dendrytyczne to struktury
dynamiczne i trojwymiarowe (3D) niezbednym jest rozpatrywanie ich ksztattu w trzech wymiarach,
co wcigz stanowi duze wyzwanie, zaréwno z perspektywy obrazowania, jak i analizy obrazu.
Narzedzia informatyczne dedykowane do segmentacji catego fragmentu dendrytu pokrytego kolcami
dendrytycznymi zwykle nie sg w stanie doktadnie modelowa¢, w tym rekonstruowaé, struktury kolca
dendrytycznego w 3D [Basuiwsp., 2018; Swangeriwsp., 2011]. Co wiecej, warunki eksperymentalne
takie jak chroniczny stres, moga nastrecza¢ dodatkowych probleméw technicznych,
zarowno w trakcie obrazowania, jak i podczas rekonstrukcji 3D miedzy innymi w zwigzku
z obecnoscig réznego typu artefaktéw. Przyktadem takich artefaktéw moze by¢ wystepowanie
naktadajacych sie kolcéw, obecnos¢ cienkich i pofragmentowanych kolcow, ktore byty wizualizowane
na granicy rozdzielczoSci mikroskopu, aureola wokét dendrytu, zbyt rozgateziona struktura
pojedynczych kolcow dendrytycznych czy wysoka heterogeniczno$¢ obserwowanych obiektéw
wynikajagca z zastosowanego modelu eksperymentalnego (in vitro, ex vivo, in Vvivo).
Réznorodnosé obrazéw i obecnosé artefaktéow sg gtéwnymi przeszkodami w stosowaniu w peini
automatycznych algorytmoéw  segmentacji, dlatego wciaz wiele analiz opiera sie
na potautomatycznym przetwarzaniu obrazéw [Baczynska i wsp., 2021; Ruszczycki i wsp., 2012].

Przyktady réznych obrazéw mikroskopowych kolcéw dendrytycznych przedstawiono na Rycinie 4.

Rycina 4. Réznorodnos¢ obrazéw mikroskopowych przedstawiajacych fragment dendrytu pokrytego
kolcami dendrytycznymi w wykonaniu ktoérych zastosowane zostaly rézne techniki barwienia
i wizualizacji. Kolor zielony zostal nadany w obrdbce obrazu w programie Image]. (A-C) Obraz konfokalny
zywych  komoérek pierwotnej hodowli hipokampa transfekowanej wektorem plazmidowym
niosagcym sekwencje biatka czerwonej fluorescencji. (D) Obraz konfokalny utrwalonych skrawkéow
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hipokampa znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym Dil z wykorzystaniem techniki biolistyczne;j.
(E) Obraz mikroskopowy z wykonany z wykorzystaniem przyzyciowego przezczaszkowego obrazowania
dwufotonowego kory ruchowej oraz wektoréw wirusowych AAV (ang. adeno-associated virus) zawierajacych
sekwencje biatka zielonej fluorescencji (ang. green florescent protein, GFP) wprowadzonych za pomoca operacji
stereotaktycznych. Skala: 2 pm. Rycina utworzona na podstawie Ryciny 3 z Baczynska i wsp. (2021).

Jednym z rozwiazan majacych na celu szybka i obiektywng analize zmian ksztattu kolcow
dendrytycznych w 2D wydaje sie by¢ metoda 2dSpAn [Basu i wsp., 2016] oraz w 3D metoda 3dSpAn
[Basu i wsp., 2018]. W zaproponowanych narzedziach bioinformatycznych zdefiniowano parametry
opisujace ksztatt kolca (podstawe kolca, szyjke i gtdéwke kolca dendrytycznego) stosujac do tego
standardowe metody matematyczne. Na podstawie wartosci tych parametréw kolce dendrytyczne
klasyfikowane sg do matematycznie zdefiniowanych grup kolcow o danym ksztatcie [Basu i wsp.,
2016, 2018; Baczynska i wsp., 2021; Das i wsp., 2021]. Obecnie najpopularniejszymi narzedziami
programowymi do segmentacji i analizy kolcow sg: SpineMagick (patent nr W0/2013/021001),
2dSpAn [Basu i wsp. 2016], 3dSpAn [Basu i wsp., 2018], Neurolucida [Neurolucida® - MBF
Bioscience], SpineLab [Jungblut i wsp., 2012], Imaris [/maris Filament Tracer], NeuronlQ [Cheng
i wsp., 2007], MetaMorph [MetaMorph Software] oraz NeuronStudio [Wearne i wsp., 2005].

Ostatnio powstaty rowniez nowe metody oparte na maszynowym uczeniu do automatycznej
segmentacji 3D i analizy kolcow dendrytycznych [Smirnov i wsp. 2018; Xiao i wsp. 2018].
Niemniej jednak, gléwnym ograniczaniem tych metod jest brak odpowiedniej weryfikacji
przeprowadzanych analiz wynikajgcych z niewystarczajacej ilosSci manualnie przeanalizowanych
kolcéw dendrytycznych w 3D. Podejscia te wymagaja réwniez wieloetapowej nadzorowanej
optymalizacji algorytmow, co skutkuje wydtuzeniem czasu analizy duzych zestawéw danych.

Aby oceni¢ zmiany ksztattu kolcow dendrytycznych zazwyczaj poréwnuje sie skiad
procentowy umownie przyjetych typow ksztattu kolcéw lub bezposrednio pordéwnuje
sie poszczeg6lne parametry morfometryczne, takie jak: dtugo$¢, powierzchnia, szerokos¢ gtowki
kolca. Ponadto aby odzwierciedli¢ zmiany w przebudowie strukturalnej kocéw dendrytycznych
dos¢ czesto stosuje sie bezwymiarowe parametry takie jak np. stosunek dtugosci kolca do szerokosci
jego gtowki. Zmiany w gestosci kolcoéw dendrytycznych ocenia sie przez poréwnanie gestosci liniowe;j
kolcéw (liczba kolcéw na dtugos¢ dendrytu) w réznych warunkach eksperymentalnych [Baczyniska
i wsp, 2021]. Analiza gestosci kolcow dendrytycznych przeprowadzana jest najczesciej
z wykorzystaniem poétautomatycznych narzedzi bioinformatycznych i wcigz stanowi wyzwanie
ze wzgledu na niejednorodnos$¢ ksztattu dendrytéw oraz powstawanie wyzej wymienionych
artefaktéw wynikajacych ze specyfiki eksperymentu i technik obrazowania. Precyzyjna kontrola

gestosci  kolcow dendrytycznych i tworzenie nowych synaps ma kluczowe znaczenie

16



dla fizjologicznych i patologicznych funkcji mézgu. Dlatego tez szlaki sygnalowe wptywajace

na wzrost i przebudowe tych wypustek pozostajg przedmiotem szeroko zakrojonych badan.

1.2. Receptory serotoninowe

Serotonina (5-HT) jako jeden z najbardziej rozpowszechnionych neurotransmiteréw
w mozgu reguluje plastyczno$¢ synaptyczng przez wigzanie z receptorami serotoninowymi
[Dahlstrom i Fuxe, 1964; Lesch i Waider, 2012; Steinbusch, 1981]. Receptory serotoninowe,
nazywane roéwniez receptorami 5-HT, stanowia réznorodna grupe biatek, w ktérej wyr6zni¢ mozna
siedem klas. W obrebie niektorych klas wystepuja takze dodatkowe podtypy, ktére zostaty
przedstawione na Rycinie 5.

Aktualna Kklasyfikacja receptoréw zwigzana jest z ich budowa, wlasciwo$ciami
farmakologicznymi oraz szlakami sygnalowymi, ktére sa przez nie regulowane. Receptory réznia
sie miedzy sobg lokalizacjg i funkcja, a takze powinowactwem do serotoniny [Hoyer i wsp., 2002].
W moézgu receptory 5-HT znajduja sie miedzy innymi w hipokampie, korze czotowej,
ciele migdatowatym, prazkowiu i podwzgoérzu [McCorvy i Roth, 2015; Millan i wsp., 2008; Olivier,
2015]. Serotoninowe szlaki sygnalowe reguluja procesy autonomiczne, reakcje motoryczne,
przetwarzanie sensoryczne, zdolno$ci poznawcze, czy emocje. Z kolei zaburzona plastycznos¢
synaptyczna zalezna od receptoréw 5-HT zwigzana jest z licznymi chorobami neurodegeneracyjnymi
i neuropsychiatrycznymi, w tym schizofrenia, depresjg, autyzmem czy zaburzeniami zwigzanymi
z nadpobudliwoscia (ang. attention deficit hyperactivity disorder, ADHD) [McCorvy i Roth, 2015;
Olivier, 2015].

Receptory serotoninowe
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5-HT1A 5-HT2a 5-HTsaA
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5-HT1D

5-HT1E

5-HT1F

Rycina 5. Klasyfikacja receptorow serotoninowych. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu
BioRender.com.
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Receptory serotoninowe nalezg do rodziny receptoréw sprzezonych z biatkiem G,
z wyjatkiem receptora 5-HTj3, ktory jest kanatem jonowym bramkowanym ligandem [Berger i wsp.,
2009]. Podjednostki biatka G modulujg aktywno$¢ wielu wewnatrzkomérkowych efektoréw
indukujgc wewnatrzkomdrkowe szlaki sygnatowe [Woehler i wsp., 2009]. Na przyktad, receptor
5-HT1 faczy sie preferencyjnie z Gou hamujac cyklaze adenylylowa, co skutkuje obnizeniem poziomu
cyklicznego monofosforanu adenozyny (cAMP). Z kolei receptory 5-HTs4, 5-HTe¢ i 5-HT; wiagza
sie z biatkiem Gos i w przeciwienstwie do receptora 5-HT: promujg tworzenie cAMP poprzez
aktywacje cyklazy adenylowej [Hoyer i wsp., 2002]. Dodatkowo wykazano, ze 5-HT7R moze taczy¢
sie z biatkami Goi2 oraz ze receptor 5-HT4 taczy sie z Gaus, nastepnie aktywujac mate Rho GTPazy
[Kvachnina i wsp., 2005; Ponimaskin i wsp., 2002]. Co ciekawe, szacuje sie, ze okoto 50% wszystkich
nowoczesnych lekéw reguluje aktywnosé GPCR [George i wsp., 2002].

Szlaki sygnatowe zalezne od receptoréw 5-HT mogg by¢ takze regulowane poprzez liczne
modyfikacje potranslacyjne, w tym miedzy innymi fosforylacje, glikozylacje, czy palmitoilacje [Millan
i wsp., 2008]. Na przyktad, dtugotrwata stymulacja receptoréw 5-HT prowadzi do fosforylacji
receptoréw za pomocg kinazy biatkowej A, kinazy biatkowej C, czy kinaz GRK (ang. G protein-coupled
receptor kinases) [Ferguson, 2001; Freedman i Lefkowitz, 1996; Gehret i Hinkle, 2010; Krupnick
i Benovic, 1998]. Glikozylacja zwigzana jest z transportem i internalizacjg do btony miedzy innymi
reeptora 5-HTsa [Dutton i wsp., 2008]. Z kolei palmitoilacja moduluje desensytyzacje i endocytoze
receptoréw 5-HT1a, 5-HTis, 5-HTs i 5-HT7 [Bouvier i wsp., 1995; Mumby, 1997; Ross, 1995].
Co ciekawe, palmitoilacja receptora 5-HT14 jest niezbedna do oddziatywania z biatkiem Ga; [Kobe
i wsp., 2008; Papoucheva i wsp., 2004; Woehler i wsp., 2009], podczas gdy brak palmitoilacji
receptoréw 5-HT,4 i 5-HT7 zmienia ich konformacje prowadzac do konstytutywnej aktywacji biatek
Goas [Kvachnina i wsp., 2009; Ponimaskin i wsp., 2005].

Powyzsze przyktady ukazujg niewielki fragment tego jak wysoce zorganizowany jest system
molekularny sygnalizacji zaleznej od receptoréw 5-HT i jak subtelne zmiany mogg aktywowac rézne
szlaki wewngtrzkomdrkowe. Co wiecej, w ostatnich latach szczegdlng uwage naukowcoéw skupiaja
szlaki sygnatowe zalezne od receptoréw 5-HT, regulujgce ksztatt kolcow dendrytycznych [Bijata
iwsp., 2017; Schill i wsp., 2020]. Jak opisano wyzej zmiany w strukturze kolcow dendrytycznych leza
u podstaw uczenia i licznych zaburzen neurologicznych [Baczyniska i wsp., 2021]. Doktadne poznanie
szlakdw sygnatowych zaleznych od receptoréw 5-HT moze przyczyni¢ sie do stworzenia nowych
selektywnych ligandéw, specyficznie ukierunkowanych na indukowanie zmian w strukturze kolcow

dendrytycznych. Niemniej jednak, badania te sa na wczesnym etapie rozwoju.
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1.2.1. Receptor 5-HT~

Wsrod wielu receptoréw serotoninowych w ostatnich latach spore zainteresowanie
naukowcéw skupia sie wokét 5-HT7R, ktéry po raz pierwszy zostal opisany przez trzy niezalezne
grupy w 1993 roku [Bard i wsp., 1993; Lovenberg i wsp., 1993; Ruat i wsp., 1993].
Receptor ten wystepuje powszechnie w osrodkowym ukladzie nerwowym, natomiast jego
najwieksza ekspresje zidentyfikowano w mézgu, w szczegélnosci we wzgdrzu, hipokampie, jadrach
szwu i jadrze nadskrzyzowaniowym, a takze w rdzeniu kregowym [Dogrul i Seyrek, 2006; Leopoldo
iwsp., 2011]. Wykazano, ze 5-HT7R zlokalizowany jest réwniez w komoérkach mie$ni gtadkich naczyn
krwionos$nych [Schoeffter i wsp., 1996] oraz w przewodzie pokarmowym, przez co zwigzany
jest z licznymi procesami autonomicznego ukladu nerwowego [Tuladhar i wsp., 2003].
Jednocze$nie, przeprowadzone badania sugerujg, ze 5-HT7R jest zaangazowany takze w regulacje
rytmu okotodobowego [Duncan i Congleton, 2010; Lovenbergi wsp., 1993], procesy uczenia i pamieci
[Cifariello i wsp., 2008], regulacje standw emocjonalnych [Stiedl i wsp., 2015] czy kontrolowanie
zachowania eksploracyjnego [Liu i Jordan, 2005; Takeda i wsp., 2005]. Ponadto istotng role 5-HT7R
zaobserwowano tez w chorobach neurologicznych miedzy innymi epilepsji [Perici¢ i Svob Strac,
2007; Yang i wsp., 2012], bélu neuropatycznym [Liu i wsp., 2021], chorobach neuropsychiatrycznych,
takich jak: schizofrenia, zaburzenia lekowe czy depresja [Hedlund, 2009; Okubo i wsp., 2021].
Niemniej jednak, ze wzgledu na szerokie spektrum proceséw, w ktére 5-HT7R jest zaangazowany,
poznanie zalezno$ci molekularnych i funkcjonalnych miedzy szlakami komdérkowymi, wydaje
sie kluczowe w celu stworzenia specyficznych lekéw dla danego zaburzenia neurologicznego.
W zwigzku z powyzszym, 5-HT7R moze stanowi¢ potencjalny molekularny punkt uchwytu
wielu farmakoterapii.

Analiza strukturalna 5-HT;R wykazata, Ze receptor ten zawiera heptahelikalng domene
transblonowa, w ktoérej helisy heptahelikalne sg potaczone trzema naprzemiennymi petlami
wewngtrzkomoérkowymi i trzema zewnatrzkomérkowymi, przy czym koniec N znajduje
sie na zewnatrz komorki, a koniec C wewngtrzkomérkowo. Istnieje pie¢ izoform 5-HT7R
(5-HT7aR, 5-HT7sR, 5-HT7cR, 5-HT7pR, 5-HT7:R), ktore powstajg na drodze alternatywnego sktadania
genu, réznigc sie dtugoscig C-konca oraz ekspresjag w réznych tkankach [Heidmann i wsp., 1998;
Krobert i wsp., 2001; H. Liu i wsp., 2001]. Niemniej jednak, zaréwno wigzanie ligandéw,
jak i przekazywanie sygnatu nie rézni sie pomiedzy izoformami, z wyjatkiem ludzkiej izoformy
5-HT7pR [Guthrie i wsp., 2005; Krobert i wsp., 2001]. Strukturalnie receptor 5-HT7 wykazuje mniej
niz 50% homologii z innymi receptorami serotoninowymi, co stanowi najmniejszag homologie
spos$raod wszystkich receptoréw 5-HT [Blattner i wsp., 2019]. Liczne badania wykazaty, ze aktywacja

5-HT7R zwieksza pobudliwos$¢ btony komérkowej neuronu zwiekszajac jednocze$nie podstawowa
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transmisje synaptyczna, w konsekwencji regulujgc aktywno$¢ sieci neuronalnych [Ciranna i Catania,
2014; Gill i wsp.,, 2002; Siwiec i wsp. 2020; Tokarski i wsp. 2003]. Co ciekawe, aktywacja
5-HT;R w hipokampie moduluje takze pobudliwo$¢ neurondéw GABA-ergicznych wrazliwych
na kwas y-aminomastowy [Tokarski i wsp., 2011].

Na poziomie komérkowym 5-HT7R taczy sie z biatkami Go, zaréwno z biatkami Gao,
jak i Goz [Guseva i wsp., 2014]. Receptor poprzez aktywacje biatka Gas prowadzi do aktywacji
cyklazy adenylowej i wzrostu poziomu cAMP [Norum i wsp., 2003]. Z kolei cAMP zwieksza aktywacje
kinazy biatkowej A, ktora fosforyluje kolejne biatka miedzy innymi kinazy regulowane sygnatem
zewnatrzkomoérkowym (ang. extracellular signal-regulated kinases, ERK) oraz kinaze biatkowg B
[Errico i wsp., 2001; Guseva i wsp., 2014; Johnson-Farley i wsp., 2005; Volpicelli i wsp., 2014].
Aktywacja kinaz ERK w wyniku aktywacji receptora 5-HT7; moze zachodzi¢, zaréwno wskutek
aktywacji kinazy biatkowej A [Norum i wsp., 2003], jak i w spos6b niezalezny od tej kinazy, z udziatem
biatek Epac (ang. exchange proteins directly activated by cAMP) [Bonsi i wsp., 2007; Chapin
i Andrade, 2001; Lin i wsp., 2003]. Co wiecej, badania El Khamlichi i wsp. (2022) wykazaly,
ze aktywacja ERK zalezy rowniez od B-arestyny [El Khamlichi i wsp., 2022]. Ponadto 5-HT-R moze
réwniez aktywowac biatko Gauz, przyczyniajac sie do aktywacji matych GTPaz z rodziny Rho: CDC42
i RHOA [Kobe i wsp., 2012; Kvachnina i wsp., 2005]. Wykazano, Zze mate Rho GTPazy odgrywaja
kluczowa role w synaptogenezie [Jontes i Smith, 2000] i plastycznosci strukturalnej kolcow
dendrytycznych [Bijataiwsp., 2017; Murakoshi i wsp., 2011; Schill i wsp., 2020; Tashiro i wsp., 2000;
Tashiro i Yuste, 2004]. Aktywacja GTPaz powoduje réwniez aktywacje czynnika transkrypcyjnego
SRF (ang. serum response factor), ktory przytacza sie do elementu odpowiedzi surowiczej SRE
(ang. serum response element). Schemat aktywowanych szlakéw sygnatowych po stymulacji 5-HT7R

przedstawiono na Rycinie 6.
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Rycina 6. Szlaki sygnalowe zalezne od aktywacji receptora 5-HT7. 5-HT7R - 5-hydroksytryptaminowy
receptor 7, cAMP - cykliczny monofosforan adenozyny, PKA - kinaza biatkowa A, RHOA i CDC42 - mate Rho
GTPazy, SRF - czynnik transkrypcyjny. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu BioRender.com.
Ponadto wykazano, ze aktywacja 5-HT7R prowadzi rowniez do zaleznego od ERK i kinazy
cyklinozaleznej 5 (ang. cyclin-dependent kinase 5) rozrostu neurytow w neuronach prazkowia
i kory [Speranza i wsp., 2013]. Aktywacja ERK jest kluczowa dla funkcji hipokampa w warunkach
zaburzonej plastycznos$ci synaptycznej [Ryu i wsp., 2019]. Co ciekawe, poziom ekspresji 5-HT7R
jest wyzszy na poczatkowych etapach rozwoju, podobnie jak poziom ekspresji biatka Ga12, natomiast
poziom ekspresji Gas nie zmienia sie wraz z wiekiem [Kobe i wsp., 2012]. 5-HT7R poza aktywacja
biatek G aktywuje takze alternatywne szlaki sygnatowe - miedzy innymi szlak (-arestyny
[El Khamlichi i wsp., 2022]. Dodatkowo wykazano, Ze konstytutywna aktywnos$¢ 5-HT;R
jest regulowana przez modyfikacje potranslacyjne. Palmitoilacja zachodzi w sposéb zalezny
od agonisty w resztach cysteiny 404, 438 i 441, zlokalizowanych w C-koticowej domenie receptora,
co rowniez moze modulowac site aktywacji danego szlaku wewnatrzkomoérkowego [Guseva i wsp.,
2014; Kvachnina i wsp., 2009]. Warto zauwazy¢ takze, ze stabilna ekspresja receptoréw 5-HT;
jest wystarczajaca do ostabienia aktywacji cyklazy adenylylowej przez inne endogenne receptory
sprzezone z Gos. W dodatku traktowanie odwrotnym agonistg 5-HT7R moze prowadzi¢ do dalszej
desensytyzacji receptoréw sprzezonych z biatkiem Gas nalezacych do innych rodzin [Krobert i wsp.,

2006], wskazujac na wysoki poziom skomplikowania uktadu.
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1.3. Depresja

Organizm jest nieustanie wystawiony na czynniki stresowe. Czesto jest to stres mobilizujacy,
ale kiedy wystepuje chronicznie moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla zycia i zdrowia. Dtugotrwate
doswiadczanie stresu wptywa na funkcjonowanie wielu uktadéw w organizmie, w tym ukiadu
nerwowego. Zdrowy organizm czlowieka adaptuje sie do warunkéw stresowych po ustapieniu
stresora. Jednakze kiedy stres jest zbyt intensywny moze doprowadzi¢ do przecigZenia psychicznego
i w konsekwencji rozwoju zaburzen neuropsychiatrycznych, takich jak depresja [Duman i wsp., 2016;
Richter-Levin i Sandi, 2021].

Depresja jest chorobg ztoZzona i wieloczynnikowa, ktérej etiologia wciaz nie zostata poznana.
Na jej rozwdj wplywaja zaré6wno uwarunkowania oraz predyspozycje genetyczne, jak réwniez
czynniki Srodowiskowe [Belmaker i Agam, 2008; Shadrina i wsp., 2018; Tafet i Nemeroff, 2016].
Niemniej jednak, przyjmuje sie, ze to ekspozycja na chroniczny stres stanowi gtowny czynnik
w patogenezie depresji [Schmitt i wsp., 2014]. NajczeSciej wystepujace objawy depresji to anhedonia,
czyli utrata odczuwania przyjemnos$ci z czynno$ci, ktére kiedys$ cieszyty, obnizony nastroéj, uczucie
przygnebienia, poczucie winy, niska samoocena, zmiany apetytu, problemy ze snem i koncentracja.
Depresja rézni sie od wahan nastroju, gdyz czesto nawraca bez uzasadnionego wyzwalacza.
Stan taki moze by¢ powaznym zagrozeniem dla zdrowia i zycia, gdyz kazdy epizod depresyjny wigze
sie z ryzykiem podjecia proby samobojczej, przez co depresja uwazana jest za chorobe $miertelna.
Powszechno$¢ wystepowania powyzszych objawéw sprawia, ze w praktyce medycznej depresja
jest jedna z najczesciej diagnozowanych choréb psychicznych na $wiecie [Malhi i Mann, 2018].
Co roéwnie istotne, depresja jest takze choroba towarzyszaca wielu innym zaburzeniom
neurodegeneracyjnym, takim jak: choroba Parkinsona, choroba Alzheimera, czy demencja [Baquero
i Martin, 2015; Galts i wsp., 2019].

Wedtug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO)
z 2017 roku chrooba ta dotyka okoto 350 milionéw ludzi na catym Swiecie. Co wiecej, w ciaggu
ostatnich 30 lat liczba os6b cierpigcych na depresje wzrosta o prawie 50% [Raport WHO, 2017].
Dane te jednak moga by¢ niedoszacowane, gdyz wiele przypadkéw stanowig osoby
niezdiagnozowane. Pomimo iz istniejg farmakologiczne metody leczenia depresji, ponad 75% ludzi
w krajach o niskich i §rednich dochodach nie otrzymuje zadnego leczenia. W Polsce w 2017 roku
z 1,5 miliona os6b, ktére zostaty zdiagnozowane, tylko okoto 750 000 byto leczonych
farmakologicznie. Problemy w skutecznej opiece medycznej zwigzane s3 miedzy innymi z brakiem
zasobdw, w tym odpowiednio wyszkolonych pracownikéw stuzby zdrowia, czy pietnem spotecznym
zwigzanym z zaburzeniami psychicznymi, z ktérymi borykajg sie osoby chore. Co roku na $wiecie

z powodu podjetej skutecznej préby samobodjczej umiera ponad 800 000 os6b. Co wiecej,
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samobdjstwo jest drugg co do czestosci przyczyng $Smierci oséb pomiedzy 15 a 29 rokiem zycia
[Raport WHO, 2017]. Niemniej jednak, dane te pochodza sprzed pandemii COVID-19, podczas ktorej
wiekszo$¢ os6b mierzyta sie z naglymi zmianami w Zyciu codziennym, ktére nasilaly stres
psychologiczny, w tym zaburzenia lekowe i depresyjne. Wiele badan przeprowadzonych w réznych
krajach na $wiecie wykazato wzrost zachorowalnosci na depresje w trakcie pandemii COVID-19
[Bueno-Notivol i wsp., 2021; Heitzman, 2020; Jia i wsp., 2020; Mazza i wsp., 2020]. Ponadto wybuch
wojny w Europie w 2022 roku réwniez stanowi istotny czynnik stresogenny przyczyniajacy
sie do rozwoju depresji wsrod Europejczykéw [Chaaya i wsp., 2022; Riad i wsp., 2022].

Dotychczas nie znaleziono uniwersalnej i skutecznej terapii antydepresyjnej, jak rowniez
powszechnie akceptowanych biologicznych markeréw zaburzen depresyjnych [Horwitz i wsp.,
2017]. Moze to by¢ spowodowane niedostatecznym poznaniem mechanizméw molekularnych
i komorkowych lezagcych u podstaw tej choroby. Obecnie, gléwnym celem badan
neuropsychiatrycznych jest okreslenie szybszych i bardziej skutecznych farmakoterapii zwigzanych
z danym obrazem klinicznym depresji. Z praktyki lekarskiej wynika, Ze rézne leki antydepresyjne
wykazuja rézng skuteczno$¢ u pacjentéw, w zaleznos$ci od ich uwarunkowan osobniczych i obrazu
klinicznego choroby. Dlatego tez zindywidualizowane farmakoterapie oparte na dowodach
naukowych stanowig obecnie gltéwne wyzwanie dla badan interdyscyplinarnych psychiatrii
i neurobiologii. Ponadto szczeg6lne =zainteresowanie naukowcéw skupiajg badania
nad mechanizmami biologicznymi lezacymi u podstaw adaptacji oSrodkowego uktadu nerwowego
do warunkéw chronicznego stresu. Zrozumienie tych mechanizméw umozliwitoby odpowiedzie¢
na intrygujace pytanie — dlaczego nie wszystkie osobniki wyksztatcaja objawy depresji w wyniku

doswiadczania takich samych czynnikéw stresowych?

1.3.1. Zaburzona plastyczno$¢ synaptyczna w depresji

Kluczowym systemem zwigzanym z reakcjg na stres jest 0§ podwzgdérzowo-przysadkowo-
nadnerczowa (ang. Aypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA). Wykazano, Ze chroniczny stres
powoduje wzrost aktywno$ci osi HPA (wzrost stezenia glukokortykosteroidow we krwi),
co bezposrednio zwigzane jest z rozwojem fenotypu depresyjnego [Willner, 2017].
Dlugotrwale utrzymujace sie wysokie stezenie glukokortykosteroidéw w oganiZmie ma dziatanie
neurotoksyczne, powodujgce zaré6wno uszkodzenia, jak i obumieranie neuronéw. Szczegdlnie
wrazliwe na dziatanie glukokortykosteroidéw sg struktury moézgu bogate w receptory
glukokortykoidowe - gléwnie hipokamp, kora przedczotowa i ciato migdatowate [Duman i wsp.,
2016]. U os6b chorujacych na depresje obserwuje sie zmniejszenie objetosci hipokampa

oraz uszkodzenie struktur kory przedczotowej i ciala migdatowatego. Zwiekszona aktywnos¢
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ciata migdatowatego negatywnie wplywa na aktywno$¢ uktadu dopaminergicznego zlokalizowanego
w $rodkowej czesci uktadu limbicznego, co bezposrednio zwigzane jest z rozwojem anhedonii
(kluczowego objawu w depresji). Stosowanie lekéw antydepresyjnych aktywuje neurotrofiny
stymulujac procesy neurogenezy w hipokampie i korze przedczotowej normalizujac jednocze$nie
prace uktadu HPA [Willner, 2017]. W zwigzku z tym, wiele badan na temat patogenezy depresji
postuluje hipotezy oparte na teoriach zwigzanych z deficytem neuroprzekaznikow, atrofig neuronéw,
stanem zapalnym, czy rozregulowaniem rytmu okotodobowego [Filatova i wsp., 2021].
Niestety zadna z tych teorii nie jest wystarczajaco przekonujgca, aby wyjasni¢ podtoze biologiczne
pelnego obrazu Kklinicznego depresji czy jej podtypow [Filatova i wsp., 2021; Hasler, 2010].
Niemniej jednak wszystkie te teorie dziela wspdlng koncepcje, ktérej zatozeniem jest,
ze nieprawidtowa plastycznos$¢ synaptyczna lezy u podstaw objawdw depresyjnych [Duman i wsp.,
2016; Holmes i wsp., 2019; Price i Duman, 2020]. Od lat 50. XX wieku, kiedy serotoninowa hipoteza
depres;ji zostata sformutowana [Woolley i Shaw, 1954], zaburzona sygnalizacja serotoninergiczna
uznawana jest za istotny czynnik ryzyka w patogenezie zachowan depresyjnych. Warto zauwazy¢
jednak, Ze hipoteza serotoninowa postulowata niedobdr serotoniny jako pierwotna przyczyne,
odwracang przez leki antydepresyjne. Jak dotad nie ma jasnych i przekonujgcych dowodow
na to, ze niedobdr serotoniny przyczynia sie do rozwoju depresji [Moncrieff i wsp. 2022].
Niemniej jednak, wewnatrzkomdrkowe szlaki sygnatowe zalezne od receptoréw serotoninowych,
wydaja sie odgrywal szczegbélng role w rozwoju zaburzen zwigzanych ze stresem,
w leczeniu antydepresyjnym oraz w dtugotrwatej remisji objawéw choroby [Belmaker i Agam, 2008;
Bhagwagar i wsp., 2004].

Badania z wykorzystaniem modeli zwierzecych wskazuja, ze zachowania typu depresyjnego
zwigzane s3 z nieprawidlowo$ciami w utrzymaniu sity potgczen synaptycznych, ktére objawiaja
sie utratg liczby kolcow i/lub zwiekszeniem proporcji kolcdw niedojrzatych [Qiao i wsp., 2016].
Obserwacje te sugerujg, ze kluczem w zrozumieniu podioza zachowan typu depresyjnego moze
by¢ zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za transformacje kolcéw dendrytycznych z formy
niedojrzatej w formy bardziej stabilne [Baczynska i wsp., 2021; Qiao i wsp., 2016].
Zjawisko to jest jednak niezwykle ztozone ze wzgledu na fakt, Ze strukturalna przebudowa kolcow
dendrytycznych nie jest konieczna dla wywotania efektéw antydepresyjnych, natomiast odgrywa
kluczowa role w utrzymaniu remisji zachowan typu depresyjnego [Beyeler, 2019; Moda-Sava i wsp.,
2019; Treccani i wsp., 2019]. Co wiecej, wyniki badan wskazuja, ze to hipokampalne
wewnagtrzkomoérkowe szlaki sygnatowe regulujace ksztatt kolcow dendrytycznych moga by¢
kluczowe, zar6wno w patogenezie, jak i skutecznym dziataniu lekéw antydepresyjnych [MacQueen

i Frodl, 2011; Treccani i wsp., 2019].
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1.3.2. Szlak sygnalowy zalezny od receptora 5-HT7

W badaniach Bijata i wsp. (2017) wykazano istnienie in vitro szlaku sygnatowego zaleznego
od receptora 5-HT; ktorego aktywacja prowadzi do zaburzonej plastyczno$ci synaptyczne;j.
Autorzy udowodnili, Ze stymulacja receptora 5-HT7 w pierwotnych hodowlach komérek hipokampa
zwieksza aktywnos$¢ metaloproteazy macierzy zewngtrzkomorkowej 9 (MMP-9) i matej Rho GTPazy
CDC42 prowadzac do wydluzania kolcéw dendrytycznych i uposledzenia LTP /Rycina 7/.
Co ciekawe, podobne zmiany strukturalne i funkcjonalne obserwuje sie w zwierzecych modelach

depres;ji [Qiao i wsp., 2016].

MMP-9

5-HT,R _—a N
CDC42

CDC42

Rycina 7. Schemat przedstawiajacy aktywacje szlaku sygnalowego zaleznego od receptora 5-HT?.
Stymulacja receptora 5-HT7 prowadzi do aktywacji metaloproteazy macierzy zewnatrzkomérkowej 9 (MMP-9)
i uwolnienia jej do przestrzeni zewngtrzkomdérkowej, ktéra w wyniku swojej aktywnosci proteolitycznej trawi
biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz biatka transbtonowe. Zmiany te prowadza do aktywacji szlakéw
wewnatrzkomérkowych, w tym wzrostu aktywnos$ci matej Rho GTPazy CDC42, ktéra bezposrednio oddziatuje
z cytoszkieletem aktynowym prowadzac do zmian strukturalnych i funkcjonalnych. Wzrost aktywnosci CDC42
w pierwotnych hodowlach komérek hipokampa prowadzi do wydtuzania kolcéw dendrytycznych
oraz zaburzenia dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu
BioRender.com wzorujac sie na graficznym streszczeniu publikacji Bijata i wsp. (2017).

Ponadto w innych badaniach wykazano, Ze zaréwno zwierzeta pozbawione ekspres;ji
receptora 5-HT7R, jak i farmakologiczna blokada 5-HT;R wywotujg efekt antydepresyjny
w zwierzecych modelach depresji, dlatego tez 5-HT7R uwazany jest za potencjalny molekularny punkt
uchwytu farmakoterapii antydepresyjnych [Guscotti wsp., 2005; Hedlund, 2009; Wesotowska i wsp.,
2006a; Wesotowska i wsp., 2006b; Wesotowska i wsp., 2007]. Co wiecej, wiele lekoéw
antypsychotycznych i antydepresyjnych (np. klozapina, risperidon i wortioksetyna) oddziatuje
bezposrednio z 5-HT7R [D’Agostino i wsp., 2015; Guseva i wsp., 2014; Roth i wsp., 1994]. W szlaku
sygnatowym zaleznym od 5-HT7R réwniez MMP-9 odgrywa istotng role w zaburzonej plastycznosci
synaptycznej w chorobach zwigzanych ze stresem. Wynika to z faktu, ze MMP-9 aktywowana jest przy

stymulacji neuronéw, zaréwno w warunkach fizjologicznych (podczas uczenia) [Knapska

i Kaczmarek, 2016], jak i w patologicznych (w trakcie ekspozycji na chroniczny stres) [Alaiyed i wsp.,
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2020; Bijata i wsp., 2022a; Breviario i wsp., 2022; van der Kooij i wsp, 2014]. Wykazano,
ze przewlekty stres zwieksza aktywnos$¢ proteolityczng MMP-9 w hipokampie oraz Ze podawanie
rekombinowanego inhibitora MMP-9 - TIMP-1 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 1)
zapobiega rozwojowi zachowan przypominajgcych zachowania depresyjne u szczuréw [van der Kooij
i wsp., 2014]. Warto zauwazy¢, ze podwyzszone poziomy MMP-9 stwierdzono réwniez we krwi
u pacjentéw z depresjg opisujagc MMP-9 jako jeden z wazniejszych biomarkerdéw depresji [Domenici
i wsp., 2010; Rybakowski i wsp., 2013]. Ponadto w badaniach Puscian i wsp. (2021) zaobserwowano,
ze leczenie antydepresyjne przy zastosowaniu lekow z klasy selektywnych inhibitoréw wychwytu
zwrotnego serotoniny (ang. selective serotonin reuptake inhibitors, SSRIs) - fluoksetyny -
redukowato aktywno$¢ MMP-9 w mézgu, ukazujac tym samym zalezno$¢ pomiedzy aktywno$cia
MMP-9 a uktadem serotoninergicznym [PusScian i wsp., 2021].

Aktywno$¢ MMP-9 przyczynia sie do tworzenia i stabilizacji struktury kolcow
dendrytycznych, jak réwniez odgrywa kluczowa role w regulacji LTP [Bijata i wsp., 2017; Magnowska
i wsp., 2016; Stawarski i wsp., 2014]. Ponadto w przebudowie kolcéw dendrytycznych,
synaptogenezie, jak i regulacji LTP, rowniez mate GTPazy z rodziny Rho, takie jak CDC42, Rac i RhoA
takze odgrywaja istotng role poprzez regulacje organizacji aktyny [Bijata i wsp., 2017; Costa i wsp.,
2020; Figiel i wsp., 2021; Jontes i Smith, 2000; Schill i wsp., 2020]. Badania in vitro wykazaly,
ze zarowno CDC42, jak i Rac sprzyjaja tworzeniu i utrzymaniu kolcéw dendrytycznych,
podczas gdy RhoA moze negatywnie regulowac synaptogeneze [Ahnert-Hilger i wsp. 2004;
Bijata i wsp., 2017; Nakayama i wsp., 2000; Newey i wsp., 2005]. Te GTPazy sg regulowane
przez wiele réznych aktywatoréw, miedzy innymi czynniki wymiany nukleotydéw guaninowych,
jakiinaktywatoréw [Van Aelst i D’Souza-Schorey, 1997]. Co ciekawe, wcze$niejsze badania wykazaty
aktywacje CDC42 przez ponad 30 minut w obrebie pojedynczych kolcow dendrytycznych
podlegajacych plastycznosci strukturalnej. Ta aktywacja byta ograniczona do stymulowanych gtéwek
kolcéw, co sugeruje, ze CDC42 moze by¢ $cisle zaangazowany w utrzymanie dtugotrwatych
zmian w plastyczno$ci kolcow dendrytycznych [Matsuzaki i wsp., 2001; Yasuda i Murakoshi, 2011].

Powszechnie uwaza sie, ze szlaki zwigzane z aktywacjag CDC42 odgrywaja kluczowa role
we wzroscie neurytéw [Luo, 2000], polaryzacji neuronalnej [Garvalov i wsp., 2007; Schwamborn
i Piischel, 2004], neuronalnej migracji [Wong i wsp., 2001] i morfogenezy dendrytycznej [Scotti wsp.,
2003] poprzez aktywacje szlakow rodziny WASP i rodziny PAK [Kreis i Barnier, 2009].
Niewiele jednak wiadomo na temat roli CDC42 w kolcach dendrytycznych w warunkach
fizjologicznych. Niemniej jednak badania in vivo, wykazaly, ze genetycznie zmodyfikowane myszy,
u ktoérych usunieto CDC42 z neuronéw pobudzajacych w przodomoézgowiu, charakteryzowaty

sie zmniejszona liczba kolcéw oraz zaburzonym LTP w hipokampie. W badaniach Bijata i wsp. (2017)
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opisano, ze zwiekszona aktywnos¢ CDC42 w neuronach hipokampa zwigzana jest z nieprawidtowg
plastycznos$cia synaptyczng objawiajaca sie wydtuzeniem kolcéw i zaburzonym LTP, co pokazuje
jak subtelne zmiany w aktywno$ci CDC42 mogg zaburza¢ funkcjonowanie wielu sieci neuronalnych.
Podsumowujac, doniesienia naukowe wskazujg, Zze aktywacja szlaku sygnatowego zaleZnego
od receptora 5-HT; odgrywa istotng role w zaburzonej plastyczno$ci synaptycznej, sugerujac
potencjalne implikacje w rozwoju zachowan typu depresyjnego. Jednakze wystepowanie tego szlaku

in vivo oraz jego rola nie byty do tej pory przedmiotem badan.

1.4. Rezyliencja na rozwoj zachowan depresyjnych

Adaptacja organizmu do zmieniajacych sie warunkéw Srodowiskowych jest gléwnym
mechanizmem ewolucji [Ho i Zhang, 2018]. Jednym z jej przyktadéw jest zjawisko rezyliencji
(z ang. stress resilience), charakteryzujace sie zdolno$cia organizmu do utrzymania funkcji,
pomimo narazenia na warunki stresowe przez dostosowanie swoich mechanizmdéw fizjologicznych
i komorkowych. Zjawisko to jest czesto obserwowane w chorobach neurologicznych czlowieka,
szczegOlnie w zaburzeniach neurodegeneracyjnych i neuropsychiatrycznych, takich jak depresja
[Arenaza-Urquijo i Vemuri, 2018; Davydov i wsp., 2010; Faye i wsp., 2018; Kane i wsp., 2019; Mizuno
i wsp, 2016]. Dos$wiadczenie traumy czesto powoduje zaburzenia emocjonalne, jednakze
nie u wszystkich os6b prowadzi do rozwoju depresji. Osoby nierozwijajace choroby, okreslane
jako rezylientne, wykazuja wieksza zdolno$¢ radzenia sobie ze stresem, ktéra wynika
z indywidualnych predyspozycji i poziomu wrazliwosci na glikokortykosteroidy [Franklin i wsp.,
2012; Maul i wsp., 2020; Rakesh i wsp., 2019; Wu i wsp., 2013]. Jednakze gdy stresory sg zbyt
intensywne i wystepujg przewlekle, moga przyttoczy¢ fizjologiczng reakcje na stres i przeksztalci¢
adaptacyjny stan rezyliencji bezpos$rednio w patofizjologie lezaca u podstaw depresji, leku, czy stresu
pourazowego [McEwen i wsp., 2014].

Wielu badaczy podkres$la zasadniczg role predyspozycji genetycznych w rozwoju rezyliencji,
podczas gdy inni uwazaja, ze kluczowe s3 czynniki $rodowiskowe wptywajace na mechanizmy
molekularne zwigzane z uktadem nagrody, rezerwa neuronalng czy zmiang funkcji pojedynczych
biatek zaangazowanych w procesy synaptyczne [Friedman i wsp., 2016; Highland i wsp., 2019;
Isingrini i wsp., 2016; Krishnan i wsp., 2007; Pefia i wsp., 2019; Stainton i wsp., 2019; Wu i wsp.,
2013]. Istniejg rowniez dowody na to, ze zjawisko rezyliencji jest procesem dynamicznym mozliwym
do modulowania i wzmacniania przez trening behawioralny [Lambert i wsp., 2016], czy interwencje
farmakologiczng np. z wykorzystaniem ketaminy - antagonisty receptora kwasu glutaminowego
[Brachman i wsp., 2016; Krzystyniak i wsp., 2019; Okine i wsp., 2020]. Jednakze jednym

z podstawowych pytan, na ktére wciaz brakuje jednoznacznej odpowiedzi, jest to, czy rezyliencja
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moze by¢ réwniez aktywnie regulowanym i wyzwalanym przez czynniki Srodowiskowe procesem
w wieku dorostym? W ostatnich latach obserwuje sie wzrost badan dotyczacych tego zagadnienia,
jednakze wcigz istotnym ograniczeniem jest dostepno$¢ modeli zwierzecych odwzorowujacych rézne
typy odpowiedzi behawioralnej na chroniczny stres. Jest to szczeg6lnie wazne, gdyz bez odpowiednio
scharakteryzowanego modelu badawczego niemozliwym jest zrozumienie réznic molekularnych

wystepujacych miedzy jednostkami wykazujacymi zachowania typu depresyjnego a rezylientnymi.

1.5. Zwierzece modele zachowan typu depresyjnego

W zwiagzku ze ztozong etiologia depresji w badaniach podstawowych wykorzystywane
sa réznorodne podej$cia metodologiczne do modelowania zachowan typu depresyjnego u zwierzat
laboratoryjnych. Mozna wyrézni¢ modele farmakologiczne, w ktérych zmiany z zachowaniu
(gtownie gryzoni) indukowane sa przez pojedyncze lub chroniczne podawanie substancji
chemicznych np. kortykosteronu, lipopolisacharydu. Modele genetyczne wykorzystujace techniki
inzynierii genetycznej umozliwiajagce generowanie genetycznie zmodyfikowanych zwierzat
(np. myszy pozbawione ekspresji danego genu). Modele te stwarzaja mozliwo$ci do badania
mechanizmow zwigzanych z predyspozycjami, uwarunkowaniami genetycznymi, czy zmianami
epigenetycznymi lezacymi u podstaw, zaréwno depresji, jak i innych zaburzen zwigzanych
ze stresem. Z kolei w modelach fizjologicznych (inaczej behawioralnych) zmiany w zachowaniu
powstaja w wyniku ekspozycji na stresujgce Srodowiskowo. Jednakze wcigz trwajg dyskusije,
ktéry z modeli najlepiej odzwierciedla podioze biologiczne powstawania, zaréwno zachowania
depresyjnego, jak i rezylientnego [Antoniuk i wsp., 2019; Dziedzicka-Wasylewska i wsp., 2021;
Planchez i wsp., 2019].

Poczatkowo zwierzece modele depresji zwigzane byly z wyuczaniem gryzoni bezradnosci
[Overmier i Seligman, 1967], poddawaniu przymusowemu ptywaniu [Porsolt i wsp. 1977],
ingerencjach chirurgicznych [Cairncross i wsp., 1978], czy poprzez stosowanie pojedynczych,
dotkliwych stresoréw np. poprzez zawieszenie za ogon [Steru i wsp., 1985]. Jednakze zwazywszy
na rozwo6j wiedzy i to, ze podej$cia te byly uproszczone, przyjeto, ze modelowanie zachowan
depresyjnych powinno spetnia¢ minimum kryteriéw metodologicznych odnoszacych sie do czasu
trwania, dotkliwosci i réznorodnosci stosowanych procedur [Czéh i wsp. 2016; Duman, 2010;
Planchez i wsp., 2019; Slattery i Cryan, 2017]. W zwigzku z tym, zwierzece modele depresji obecnie
najczesciej opieraja sie na dtugotrwatej ekspozycji na czynniki stresowe, ktéra uznawana
jest za gtdwny czynnik ryzyka rozwoju zachowan depresyjnych, zaréwno u ludzi, jak i zwierzat
laboratoryjnych [Czéh i wsp., 2016; Duman i wsp., 2016; Han i wsp., 2015; Kraus i wsp., 2019; Malhi
i Mann, 2018; Schmitt i wsp., 2014]. Spos$rdd nich wyrdznia sie takie modele jak: chroniczny stres
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unieruchomienia (ang. chronic restraint stress, CRS) [Renaud, 1959], chroniczny nieprzewidywalny
stres (ang. chronic unpredictable stress, CUS) [Katz i wsp., 1981; Willner, 1997] oraz chroniczny stres
socjalny (ang. chronic social defeat stress, CSDS) [Blanchard i wsp., 1998]. Jednakze kazde z wyzej
wymienionych podej$¢ metodologicznych posiada swoje ograniczenia. Model unieruchomienia
jest jednym z najczesciej stosowanych modeli, jednak w ostatnich latach naukowcy zwracajg uwage
na jego niskag skutecznos$¢ i powtarzalno$¢ [Mao i wsp., 2022]. Z kolei model chronicznego stresu
socjalnego jest gtéwnie stosowany w badaniach jednej ptci (samcach). Co prawda, w ostatnich latach
powstaja nowe protokoly chronicznego stresu socjalnego dedykowane dla samic, niemniej jednak
poziom ztoZonos$ci takiego modelu sprawia, Ze nie jest on jeszcze dobrze scharakteryzowany
pod katem zmian molekularnych [Harris i wsp., 2018].

Drugim, réwnie kluczowym aspektem skutecznego modelowania zachowan depresyjnych
u zwierzat jest réznorodnos$¢ stosowanych stresor6w oraz wystepowanie ich w sposob niemozliwy
do przewidzenia, utrudniajac tym samym adaptacje organizmu do nieustanie zmieniajacych
sie warunkéw $rodowiskowych. Badania wykazaly, ze stan w ktérym organizm jest w stanie
leku zwigzanym z mozliwo$cig wystapienia stresora prowadzi do licznych zaburzen neurologicznych,
w tym atrofii struktur korowych lub/i uktadu limbicznego [Marsden, 2013], zmniejszenia
neurogenezy w hipokampie [Schoenfeld i wsp., 2017], nadwrazliwos$ci uktadu serotoninergicznego,
nadmiernej aktywacji uktadu noradrenergicznego [Pereira i wsp., 2019], stanu zapalnego
w hipokampie [Beurel i wsp., 2020], wzmozonej aktywacji mikrogleju [Brites i Fernandes, 2015]
czy rozregulowania osi HPA [Filatova i wsp., 2021; Ménard i wsp., 2017]. Co wazne, wymienione
zaburzenia nie s3g specyficzne wylacznie dla zaburzen depresyjnych, gdyz zaréwno w schizofrenii,
jak i w chorobie dwubiegunowej, obserwuje sie podobne zmiany strukturalne i funkcjonalne
[Han i wsp., 2015; Scheltens, 1999]. Dlatego tak wazna jest kompleksowa i interdyscyplinarna
charakterystyka réznych fenotypéw zachowan typu depresyjnego w stosowanych modelach
zwierzecych. Obecnie dostepny jest szeroki zakres protokotow wywolywania zachowan
depresyjnych u gryzoni mierzonych testami behawioralnymi, jednakze charakterystyka
plastycznos$ci synaptycznej lezacej u podstaw zmian w zachowaniu po ekspozycji na chroniczny stres
jest wcigz mato poznana i trudna do zunifikowania. Wynika to z faktu, iZ pomimo stosowania
jednakowych podej$¢ metodologicznych np. chronicznego nieprzewidywalnego stresu, protokoty
stresu w badaniach czesto znacznie réznig sie miedzy sobg - miedzy innymi czasem trwania
protokotu lub rodzajem stosowanych stresorow. Roézorodno$¢ protokotéw prowadzi
do wystepowania roéznic w wynikach koncowych analiz biochemicznych, strukturalnych
oraz funkcjonalnych obserwowanych u stresowanych zwierzat [Planchez i wsp., 2019; Wang i wsp.,

2017].
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Uwzgledniajac wyzej wymienione aspekty zwigzane z modelowaniem zachowan typu
depresyjnego u dorostych zwierzat laboratoryjnych to podejscie chronicznego nieprzewidywalnego
stresu zyskato najwiecej uznania naukowcé6w [Antoniuk i wsp., 2019]. Wynika to z faktu, Ze model
ten spetnia niezbedne Kkryteria, zapobiega habituacji do wystepujacych stresoréw oraz moze
by¢ stosowany u obu ptci, generujgc powtarzalne wyniki, zar6wno behawioralne, neurochemiczne,
jak i neuroendokrynne. Ponadto zastosowanie takiego podej$cia prowadzi do rozwoju réznych
fenotypow behawioralnych w odpowiedzi na chroniczny stres, w tym rezyliencji. Jest to szczegélnie
wazne, gdyz umozliwia z duzym prawdopodobienstwem okresli¢ specyficzno$¢ otrzymanych
wynikéw molekularnych wobec danego typu zachowania [Antoniuk i wsp, 2019;

Dziedzicka-Wasylewska i wsp., 2021; Planchez i wsp., 2019].
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2. HIPOTEZAI CEL PRACY

Gléwnym celem rozprawy doktorskiej byto poznanie roli szlaku sygnatowego zaleznego

od 5-HT7R w rozwoju zachowan typu depresyjnego u myszy.

Na podstawie danych literaturowych postawiono nastepujace hipotezy badawcze:

1. Aktywacja receptora 5-HT7R u myszy prowadzi do rozwoju zachowania typu depresyjnego.
2. Wystepowanie fenotypu depresyjnego zwigzane jest ze zmianami strukturalnymi kolcow

dendrytycznych.
Do weryfikacji postawionych hipotez wyznaczono nastepujace, szczegétowe cele badawcze:

e wyjasnienie wptywu aktywacji 5-HT7R na rozwo6j zachowan typu depresyjnego u myszy;

e wyjasnienie czy szlak sygnalowy zalezny od 5-HT7R jest aktywowany w hipokampie myszy
wykazujacych zachowania typu depresyjnego w wyniku ekspozycji na chroniczny stres;

e wyjasnienie czy fenotyp depresyjny zwigzany jest ze zmianami strukturalnymi kolcéw

dendrytycznych w hipokampie.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. Stosowane odczynniki chemiczne

Lista odczynnikow chemicznych uzytych w eksperymentach opisanych w niniejszej
rozprawie doktorskiej zostata przedstawiona w Tabeli 1.

Tabela 1. Podstawowe odczynniki chemiczne

Odczynnik

Producent, numer katalogowy

Akryloamid: bis akryloamid, 30% roztwor

Sigma, A3699

Alkohol etylowy 96.6% POCh, 396420420
Alkohol metylowy Chempur, 363-116219904
Btekit bromofenolowy Carl Roch, T116

B-merkaptoetanol

Sigma, M6250

Chlorek sodu - NaCl

Chempur, 363-117941206

Chlorek potasu - KCI

Chempur, 363-117397402

Czerwien Ponceau S

Lab Empire, PON0O1

Dimetylosulfotlenek Sigma, 67-68-5

Glicerol POCh, 44332013

Glicyna Lab Empire, GLN0OO2
[zopropanol Chempur, 363-117515002
Ketamina Biowet, Putawy

Kwas octowy Chempur, 363-115687330

Kwas wersenowy - C10H16N20g (EDTA)

Thermo Fisher Scientific,17892

LP-211 (LP)

Sigma, SML1561-5MG

Monolurynian polioksyetylenosorbitolu - Tween 20

Sigma, P9416

Nadtlenosiarczan diamonu (APS)

Sigma, A3678

N,N,N’,N’- tetrametylo-1,2 diamina (TEMED)

Sigma, T9281
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Paraformaldehyd 4% w PBS (PFA) Santa Cruz, sc-281692

Sél sodowa siarczanu dodecylu (SDS) Lab Empire, SDS999

Tris - (hydroksymetylo) - aminometan (Tris) POCh, 853470115

Triton X-100 Sigma, T8787

Wodorofosforan sodu - Na;HPO4 POCh, 799230112

Wodorofosforan potasu - K;HPO4 POCh, 742100117

Zbuforowany roztwdr soli fizjologicznej, pH 7,4 (PBS) Thermo Fisher Scientific, 18912014

3.2. Wektory wirusowe

Wektory wirusowe uzyte w eksperymentach opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej
zostaty przedstawione w Tabeli 2.

Tabela. 2. Spis uzytych wektorow wirusowych

Nazwa Opis Zrédlo
AAV

Adenowirus niosgcy sekwencje shRNA, specyficznie
5-HTsR

’ rozpoznajacy sekwencje nukleotydowa 5-HT7R
shRNA
Labus i wsp., 2020

AAV Adenowirus niosgcy przypadkowg sekwencje shRNA

scramble | niewykazujaca homologii w stosunku do zadnego mysiego

shRNA genu

Nosniki adenowirusowe AAV kodujace shRNA scramble (RNA o sekwencji
niekomplementarnej do kwasow nukleinowych w obrebie komorki, scr shRNA, ang. scramble shRNA)
i anti-5-HT7R-shRNA (RNA o sekwencji komplementarnej do 5-HT7R, 5-HT7R shRNA) otrzymano
od dr Josephine Labus (Hannover Medical School, Niemcy) i wygenerowano je jak opisano
we wcze$niejszych badaniach Labus i wsp. (2021). Procedura ta obejmowata kotransfekcje komdrek
linii HEK293 bicistronowym wektorem wirusowym kodujacym sekwencje shRNA specyficzng
dla genu Ahtr7 (5-HT7R shRNA: 5' TCCTTTATCATTATGGTGT-3") lub sekwencje scr shRNA,
niewyciszajaca ekspresji 5-HT7R (scr shRNA : 5" ACTACCGTTGTTATAGGTG-3") wraz z eGFP (plazmid
pHelper i plazmid pAAV-D]) - System pakowania AAV-D], Cell Biolabs. Trzy dni po transfekcji
komérek AAV wyizolowano materiat poprzez trzykrotne rozmrozenie i zamrozenie proébek,

po ktoérych nastepowato trawienie benzonazg. Wektory AAV zatezano przy uzyciu probdéwek
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do wirowania Amicon z odcieciem 10 kDa. W celu okreslenia miana wiruséw, kapsyd wirusa trawiono
przy uzyciu proteinazy K, natomiast wirusowy DNA analizowano przy uzyciu iloSciowej reakcji
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time reverse transcription-quantitative
polymerase chain reaction, RT-qPCR) ze starterami ukierunkowanymi na wirusowy potranslacyjny
element regulatorowy WPRE (ang. woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory
element).

Sekwencje starterow:

-E1-F2: 5-CCTGTTGCTGTCTCTTTATGAGG-3’;

- E1-R2: 5’-TGACAGGTGGTGGCAATGC-3’;

- sonda 5’-/6FAM/CGTTGTCAGGCAACGTGG CGTGGTG/TAMRA/-3’ (Sigma).

Do obliczenia liczby kopii genu wirusa na 1 pl zastosowano metode wzglednej krzywej standardowe;.

3.3. Tkanka ludzka post mortem

Prébki mézgu ludzkiego (hipokamp) pobrano podczas rutynowych sekcji zwlok
wykonywanych przez patologa sagdowego w Zaktadzie Medycyny Sadowej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego (wg Dz. U. z 2018 r. poz. 617) oraz w Instytucie Medycyny Sadowej
Hannover Medical School, Niemcy (zatwierdzenie Komisji Etycznej Hannover Medical School,
nr 3440-2016). Grupa eksperymentalna sktadata sie z 10 pacjentéw, ktérzy popeinili samobéjstwo
i u ktorych w wywiadzie Kklinicznym zdiagnozowano wecze$niej depresje. Grupa kontrolna
obejmowata 6 ofiar wypadkéw drogowych, u ktérych nie zdiagnozowano wcze$niej depres;ji.
Zaréwno pacjenci z grupy kontrolnej, jak i pacjenci z depresjg nie cierpieli na inne choroby
przewlekte, w tym inne zaburzenia psychiczne. Material pobrany od oséb, u ktérych badania
toksykologiczne nie wykazaty obecno$ci substancji psychoaktywnych zostat przeznaczony na analize
aktywnosci MMP-9 przy zastosowaniu techniki zymografii zelowej opisanej w Materialy i Metody
(podrodziat 3.6.3). Tkanki hipokampa po pobraniu post mortem ptukano w PBS (pH 7,4), a nastepnie
zamrozono na suchym lodzie i przechowywano w temperaturze -80°C. W dniu wykonania zymografii
zelowej przeprowadzano dysekcje regionéw hipokampa, podczas ktorej starano sie wyizolowac

gtownie pole rogu Amona (region CA1, tac. cornu ammonis 1) hipokampa.

3.4. Zwierzeta

Samce myszy typu dzikiego szczepu C57BL/6] w wieku 8-12 tygodni (Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. Nenckiego PAN, Warszawa; Uniwersytet Medyczny w Bialystoku, Polska)
oraz myszy pozbawione ekspresji MMP-9 o tle genetycznym myszy szczepu C57BL/6], MMP-9 KO

(Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego PAN, Warszawa, Polska) poddano eksperymentom
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behawioralnym i analizom biochemicznym opisanym ponizej. W procedurze CUS wykorzystano
dwunastotygodniowe samce myszy szczepu CD1 (Janvier Labs, Francja) i dwunastotygodniowe
samce szczurow stada Wistar (Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskego
PAN, Warszawa, Polska). Wszystkie procedury na zwierzetach wykonano zgodnie z wytycznymi
Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach (zezwolenie nr 132/2016;
248/2017; 927/2019; 957/2019; 211/2020; 359/2020) oraz zgodnie z zezwoleniami
na wykorzystanie organizmoéw genetycznie zmodyfikowanych (32/2016). Warunki utrzymania
zwierzat w do$wiadczeniach byty nastepujgce - temperatura: 21-23°C, wilgotno$¢: 50-60%, liczba
wymian powietrza: 10-15 na godzine, $ciétka z witdkna drzewnego z topoli (Lignocel Select).
Zwierzeta miaty dostep do wody oraz paszy ad libidum z wyjatkiem sytuacji, w ktorej specyfika
przeprowadzanych procedur to uniemozliwiata. W trakcie do$wiadczenia zwierzeta utrzymywano
w $rodowisku standardowym - w przypadku zwierzat poddawanych CUS byto to $rodowisko
niewzbogacone, natomiast w grupie kontrolnej - S$rodowisko wzbogacone. Wzbogaceniem
Srodowiska byty drewniane klocki oraz reczniki i rury papierowe. Utrzymywanie niewzbogaconego
Srodowiska w grupie stresowanej pozwala na zwiekszenie efektu wywotanego chronicznym stresem,
co przekltada sie na udang indukcje zachowan typu depresyjnego u zwierzat laboratoryjnych.
Liczebo$¢ zwierzat wykorzystana w danym eksperymencie zostala przedstawiona w opisie

poszczegblnych procedur.

3.4.1. Dootrzewnowe zastrzyki u myszy

Do eksperymentéw wykorzystano dwunastotygodniowe samce myszy typu dzikiego szczepu
C58BL/6] oraz myszy MMP-9 KO. W celu aktywacji 5-HT7R myszom wykonano zastrzyk
dootrzewnowy zawierajacy roztwoér agonisty 5-HT;R - LP (Sigma-Aldrich, USA) rozpuszczonego
w 3,4% dimetylosulfotlenku (DMSO) w dawce 10mg/kg masy ciata i objetosci 10 ml/kg masy ciata.
W celu wykluczenia obserwacji efektu wynikajacego z samej iniekcji grupe kontrolng (KTR)
stanowity myszy, ktérym dootrzewnowo podano roztwor soli fizjologicznej z 3,4% DMSO i objetosci
10 ml/kg masy ciata. Po iniekcji zwierzeta przebywaty pojedynczo w klatce domowej przez 30 min,
a nastepnie byly poddawane testom behawioralnym: te$cie podwieszania za ogon, te$cie otwartego
pola oraz tescie preferencji sacharozy. Charakterystyka przygotowania zwierzat do wyzej
wymienionych testdw behawioralnych zostata szczeg6towo opisana w rozdziale , Materialy i Metody”
(podrozdziat 3.5.). W celu unikniecia wplywu stosowanych procedur na parametry behawioralne
zwierzat, do przeprowadzenia kazdego z testu behawioralnego wykorzystano oddzielne kohorty
zwierzat. Schemat eksperymentdéw behawioralnych wraz z liczebnos$cia zwierzat w danej kohorcie

zostatl przedstawiony na Rycinie 8.
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» LP
» SOL FIZJOLOGICZNA (KTR)

7 DNI H 30 MIN.
--------------------- P TESTPODWIESZANIA ZA OGON (TST)

7 DNI E 30 MIN.
..................... P TESTOTWARTEGO POLA (OF)

ﬁ 8GODZ.
______________ 4§ TEST PODWIESZANIA ZA OGON (TST2)

TEST PREFERENCJI SACHAROZY (SPT)

Test Liczebnosé¢ grup Liczebnos¢ grup
behawioralny (typ dziki) (KO MMP-9)
TST KTR: N =37, LP: N=35 KTR:N=16,LP:N=18
OF KTR:N= 7, LP:N=7 -
SPT KTR: N =23, LP: N=26 -
TST2 KTR:N=12,LP: N=13 -

Rycina 8. Schemat eksperymentéw behawioralnych przeprowadzonych 30 min po wykonaniu iniekcji
dootrzewnowej agonistg 5-HT7R (LP) lub sol3 fizjologiczng (KTR), przedstawiajacy kolejnos¢ wykonywanych
procedur oraz liczebnos$¢ grup stosowang w danym tescie behawioralnym.

Ponadto w procedurze opisanej w podrozdziale 3.4.2.1., myszom wykonano pojedynczg
iniekcje dootrzewnowg roztworu ketaminy rozpuszczonej w soli fizjologicznej w dawce 3mg/kg
masy ciata i objetosci 10 ml/kg masy ciata, natomiast jako wariant kontrolny przeprowadzono
zastrzyk z solg fizjologiczng w objetosci 10 ml/kg masy ciata. Iniekcje dootrzewnowe (ketamina,
sol fizjologiczna) wykonano w tym samym czasie u zwierzat kontrolnych (niestresowanych)

i stresowanych (po CUS).

3.4.2. Mysi model chronicznego nieprzewidywalnego stresu

Na podstawie dostepnej literatury [Antoniuk i wsp., 2019; Planchez i wsp., 2019] wybrano
i wdrozono mysi model depresji, ktéry uznany jest przez naukowcéw za model najbardziej
odzwierciedlajacy obraz kliniczny depresji wystepujacej u ludzi. Procedure CUS przeprowadzono
wedtug wczes$niej opisanych protokotéw z niewielkimi modyfikacjami [Couch i wsp., 2013;
Strekalova i Steinbusch, 2010]. Procedura ta =zostala zoptymalizowana i wykorzystana

we wcze$niejszych badaniach zespotu Pracowni Biofizyki Komorki [Bijatai wsp., 2022a; Bijata i wsp.,
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2022b; Krzystyniak i wsp., 2019]. O$miotygodniowe samce myszy typu dzikiego szczepu C57BL/6]
trzymano pojedynczo w klatkach hodowlanych w warunkach odwréconego cyklu dobowego -
12 godz. wilaczone Swiatto biate (faza jasna, 8:00-20:00); 12 godz. wylaczone Swiatto biale
(faza ciemna, 20:00-8:00). Po tygodniu aklimatyzacji do pomieszczenia eksperymentalnego
myszy poddano codziennej habituacji do eksperymentatora przez kolejnych siedem
dni (3-6 min/mysz/dzien). Nastepnie przeprowadzono test preferencji sacharozy oraz pomiar masy
ciata w celu okreSlenia bazowych parametrow behawioralnych (preferencja sacharozy)
i fizjologicznych (masa ciata). Na podstawie wyzej wymienionych bazowych parametréw myszy
przydzielono do dwoch jednorodnych grup (grupy kontrolnej i grupy stresowanej),
ktére umieszczono w dwdch osobnych pomieszczeniach do konca eksperymentu. Jednorodnos¢
obu grup zostata przetestowana pod katem jednakowych S$rednich arytmetycznych, odchylen
standardowych oraz spelnionych warunkéw rozktadu normalnego préb danej grupy
oraz jednorodnosSci ich wariancji. Nastepnie, dziesieciotygodniowe samce myszy poddano
dwutygodniowej procedurze CUS, w ktdrej rézne typy stresoréw (stres unieruchomienia, stres
podwieszania za ogon, stres socjalny, stres zwigzany z ekspozycja na drapieznika) byty stosowane
codziennie i naprzemiennie w obu fazach (faza jasna i faza ciemna) cyklu dobowego.
Dwa z trzech stosowanych stresoréw w fazie ciemnej wybierano kolejno z sekwencji o nastepujacej
kolejnosci: stres socjalny, stres unieruchomienia, stres podwieszania za ogon. Stresory w fazie
ciemnej przeprowadzono z uzyciem $wiatlta czerwonego umozliwiajgcego eksperymentatorowi
przeprowadzenie procedur. Podczas kazdej fazy jasnej myszy poddawano 12-godzinnej ekspozycji
na obecnos¢ drapieznika (szczur). W czasie przerwy miedzy stresorami trwajacej co najmniej 3 godz.
myszy przebywaty pojedyczno w klatce hodowlanej, w ktérej miaty nieograniczony dostep do wody
i pokarmu. Po dwdch tygodniach procedury stresowania wykonano ocene behawioralng
(okoto 16 godzin od ostatniego stresora) obejmujaca test preferencji sacharozy (SPT1) i test
wymuszonego plywania (FST) oraz pomiar masy cata. Zmiana masy ciata stanowi fizjologiczny
wskaznik do$wiadczenia przewlektego stresu u zwierzat laboratoryjnych [Tamashiro i wsp., 2011].
Zwierzeta kontrolne (KTR), ktére nie doswiadczyty procedury stresowania réwnolegle poddawano
wyZej wymienionym testom i pomiarom. Zastosowanie procedury CUS prowadzi do wyodrebnienia
dwdch subpopulacji behawioralnych w grupie stresowanej - myszy anhedonicznych (ANH) i myszy
rezylientnych (RES). Kryterium przydzielenia danej myszy do grupy ANH lub RES byta wartos¢
preferencji sacharozy ustalana w danym eksperymencie [Bijata i wsp., 2022b]. W podrodziale 3.5.2.
kryterium anhedonii zostato szczegétowo opisane. Schemat procedury CUS zostat przedstawiony na
Rycinie 9. Eksperyment przeprowadzono w trzech niezaleznych potwdrzenaich, zwykorzystaniem

tacznie 120 myszy, z czego 39 myszy stanowito grupe kontrolng a 81 grupe stresowana.
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SPTO

7 DNI 7 DNI ' 14 DNI 24 GODZ PO STRESIE

1 AKLIMATYZACJA HABITUACJA CHRON]CZNY STRES TESTY BEHAWIORALNE
ADAPTACJA DO ODWROCENEGO 1& Q
CYKLU DOBOWEGO Q\(@ Q
8:00-20:00 C @}4\%&/{ H
20:00-8:00 Y% TEST POMIAR TEST

PREFERENC]I MASY WYMUSZONEGO

: SACHAROZY CIALA PLYWANIA
E (SPT1) (W1) (FST)

Rycina 9. Schemat procedury chronicznego nieprzewidywalnego stresu wraz z ewaluacja behawioralng
przedstawiajacy kolejnos¢ wykonywanych procedur.

Opis stosowanych stresoréw w procedurze CUS:

Stres unieruchomienia. Myszy umieszczano w przezroczystej plastikowej rurce (26 mm $rednicy
wewnetrznej) na 2 godz. W celu zapewnienia odpowiedniej wentylacji rurka posiadata otwory

na catej powierzchni oraz otwor na ogon.

Stres podwieszania za ogon. Myszy podwieszano za ogon na 40 min za pomocg taS§my samoprzylepnej,
50 cm nad podtoga. Aby zapobiec wspinaniu sie myszy po ogonach, u podstawy

ich ogon6w umieszczano plastikowe cylindry (0,5 cm X 4 cm).

Stres socjalny. Na kazda 30-minutowa sesje stresu socjalnego, jedng agresywna mysz szczepu CD1
umieszczano w kazdej klatce domowej myszy eksperymentalnej szczepu C57BL/6]. Myszy C57BL/6]
wykazywaly oznaki stresu zwigzanego ze stresem socjalnym, takie jak ucieczka, ulegta postawa
i wokalizacje. Je$li myszy eksperymentalne C57BL/6] nie wykazywaty oznak stresu socjalnego
woweczas mysz CD1 zastepowano inng, bardziej dominujaca, agresywna mysza CD1. W trakcie stresu
socjalnego eksperymentator obserwowatl zachowania myszy i w razie zbyt agresywnych interakcji

myszy rozdzielano za pomocg cienkiej pipety serologicznej (objeto$¢ 1 ml).

Stres zwigzany z ekspozycja na drapieznika. Myszy umieszczono pojedynczo w przezroczystych,
dobrze wentylowanych szklanych cylindrach (15 cm X 8 cm) ze standardowym pozywieniem
i $ci6étka. Cylindry umieszczono nastepnie w klatce domowej samca szczura na 12 godz. (faza jasna,
20:00-8:00). Tak przeprowadzona procedura umozliwiata myszom eksperymentalnym C57BL/6]

widzenie drapieznika oraz odczuwanie jego zapachu.
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3.4.2.1. Podanie leku antydepresyjnego w modelu chronicznego nieprzewidywalnego

stresu

W celu okreslenia réznic behawioralnych obserwowanych w fenotypach behawioralnych
myszy po ekspozycji na CUS sprawdzono, czy fenotypy te wykazujg réznice we wrazliwosci
na leczenie antydepresyjne ketaming. W eksperymencie zastosowano wyzej opisang procedure CUS,
po ktérej myszom Kontrolnym i stresowanym wykonano pojedynczy zastrzyk dootrzewnowy
z roztworem ketaminy (3 mg/kg masy ciata) lub soli fizjologicznej. W eksperymencie, zaré6wno
myszy w grupie kontrolnej (myszy niestresowane), jak i w grupie eksperymentalnej po stresie
(myszy ANH i RES) podzielono na dwie dodatkowe podgrupy, z ktoérych jednej grupie wykonano
iniekcje z roztworem ketaminy, a drugiej iniekcje z roztworem soli fizjologicznej. Po zastrzykach
dootrzewnowych zwierzeta przebywaly pojedynczo w klatkach hodowlanych do czasu
przeprowadzenia drugiego testu preferencji sacharozy (SPT2), ktory miat miejsce 12 godz.
po wykonaniu iniekcji dootrzewnowej. SPT2 przeprowadzono analogicznie do SPT1, w jednakowych
warunkach eksperymentalnych. Schemat eksperymentu przedstawiono na Rycinie 10.
Dawke ketaminy wybrano na podstawie wcze$niejszego badania, w ktéorym zastosowano wyzej
wymieniong procedure CUS [Krzystyniak i wsp., 2019]. Eksperyment przeprowadzono

z wykorzystaniem 44 myszy, z czego 13 myszy stanowito grupe kontrolng a 31 grupe stresowana.

KET (+)
SOL (-)
SPTO SPT1 SPT2
7 DNI 7 DNI 14 DNI
AKLIMATYZACJA HABITUACJA CHRONICZNY STRES ' %'

Rycina 10. Schemat procedury chronicznego nieprzewidywalnego stresu wraz z ewaluacja
behawioralng po podaniu roztowru ketaminy lub soli fizjologicznej przedstawiajacy kolejnos¢
wykonywanych procedur.

3.4.3. Operacje stereotaktyczne

Os$miotygodniowe samce myszy typu dzikiego szczepu C57BL/6] poddano pelnemu
znieczuleniu ogdélnemu (izofluran) a nastepnie umieszczono w ramie stereotaktyczne;j.
W celu u$mierzenia bdélu myszom podano podskérnie zastrzyk butorfanolu (Butomidor).
Oczy zwierzecia zabezpieczono mascia zapobiegajaca wysychaniu rogéwki (Vita-Pos).
Skére na glowie ogolono, oczyszczono (70% alkohol etylowy) oraz miejscowo znieczulono
(2% lidokaina w zelu). Nastepnie wykonano naciecie skalpelem o dtugosci 0,5 cm i oczyszczono
powierzchnie czaszki w celu zlokalizowania punktu bregmy na czaszce, na podstawie ktérego

wyznaczono koordynaty miejsca infuzji. Koordynaty dla regionu CA1 hipokampa wyznaczono
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na podstawie atlasu anatomicznego mézgu myszy [Paxinos i Franklin, 2008] i wynosity wzgledem
punktu bregmy: przéd/tyt: -1,9 mm; boczny: +/-1,5 mm; i brzuszny: -1,6 mm. Wierttem
dentystycznym wywiercono w czaszce milimetrowy otwor, przez Kktéry wprowadzono
igte strzykawki Hamiltona, w ktérej znajdowata sie zawiesina no$nikéw adenowirusowych:
adenowirus niosigcy sekwencje shRNA specyficznie rozpoznajacy sekwencje nukleotydowa 5-HT7R
(AAV 5-HT7R shRNA), adenowirus niosacy przypadkowg sekwencje shRNA niewykazujgcg homologii
w stosunkudo zadnego mysiego genu (AAV scramble shRNA). Nastepnie przeprowadzono
5-minutowg infuzjel ul AAV-H1-shRNA-scramble-Syn-GFP lub AAV-H1-5-HT7R-shRNA-Syn-eGFP
do kazdej z pétkul mézgu, co stanowito 2x107 genoméw wirusowych. Po zakonczeniu infuzji igte
pozostawiono w moézgu przez kolejne 3 min w celu umozliwienia dyfuzji no$nikéw wirusowych.
Nastepnie igte delikatnie usunieto z mdzgu, skére na gtowie zaszyto i zdezynfekowano oraz
posmarowano mascig znieczulajaca (2% lidokaina). Myszy otrzymaty podskornie zastrzyki kwasu
tolfenamowego (Tolfedine) i enrofloksacyny (Baytril) w celu wyeliminowania stanu zapalnego
wynikajgcego z przeprowadzonej operacji. Po zakonficzeniu zabiegu myszy umieszczono w czystej
klatce domowej, ktora byta ogrzewana za pomocg poduszki elektrycznej do momentu wybudzenia
sie zwierzat. Kazda operacja trwata do 45 minut. Stan zdrowia i kondycja zwierzat byty kontrolowane
codziennie przez eksperymentatora. Okres rekonwalescencji po operacji wynosit dwa tygodnie.
Jest to czas niezbedny do zajScia ekspresji wprowadzanych wektoréw wirusowych.
Po okresie rekonwalescencji myszy poddano procedurze CUS wraz z ewaluacja behawioralna.
W celu zweryfikowania skutecznos$ci shRNA wobec wyciszania ekspresji genu Atr” zainfekowany
region CA1l z jednej potkuli mézgu myszy wyizolowano i przeznaczono na analizy RT-gqPCR.
Druga pétkula mézgu zostata przeznaczona na procedure znakowania neuronéw w celu wizualizacji
kolcéw dendrytycznych (szczegétowy opis w rozdziale ,Materialy i Metody’, podrozdziat 3.8).
Eksperyment przeprowadzono w dwdch niezaleznych powtdrzeniach z wykorzystaniem tgcznie

56 myszy, z czego 18 myszy stanowito grupe kontrolng a 38 grupe stresowana.

3.5. Testy behawioralne
3.5.1. Test podwieszania za ogon (TST)

Tydzien przed wykonaniem testu podwieszania za ogon dwunastotygodniowe samce myszy
szczepu C57BL/6] oraz myszy MMP-9 KO rozdzielono do pojedynczych klatek i codziennie przez
siedem kolejnych dni (3-4 min/dzien) przyzwyczajano do reki i obecnosci eksperymentatora.
Test podwieszania za ogon przeprowadzono 30 min po wykonaniu zastrzyku dootrzewnowego
zawierajgcego roztwor agonisty 5-HT7R (LP) lub roztwor soli fizjologicznej (KTR). Test ten polega

na zawieszeniu myszy za ogon za pomocg taSmy samoprzylepnej w pozycji uniemozliwiajacej
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ucieczke oraz zaczepienie sie o $ciany komory eksperymentalnej. Mysz zawieszona za ogon
naprzemiennie porusza sie i nieruchomieje. Aby zapobiec wspinaniu sie myszy po ogonie, u podstawy
ogona umieszczono plastikowe cylindry (0,5 cm X 4 cm). Test nagrywano za pomocg kamery
a nastepnie analizowano manualnie z wykorzystaniem stopera. f.gczny czas bezruchu 6-minutowego
testu stanowi miare poziomu motywacji do ucieczki i ratowania sie. Wydtuzony czas bezruchu
w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych interpretowao jako obnizony poziom motywacji, komponent

behawioralny fenotypu depresyjnego.

3.5.2. Test preferencji sacharozy (SPT)

Test preferencji sacharozy jest standardowym testem wykorzystywanym do analizy poziomu
anhedonii u myszy C57BL/6] [Liu i wsp., 2018]. Test przeprowadzono w fazie ciemnej cyklu
dobowego przy czerwonym S$wietle, zgodnie z wcze$niejszym opisem [Bijata i wsp., 2022a; Bijata
i wsp., 2022b; Krzystyniak i wsp., 2019; Liu i wsp. 2018; Strekalova i Steinbusch, 2010].
Myszy umieszczono pojedynczo w klatkach przez 8 godz. ze swobodnym dostepem do 1% roztworu
sacharozy i wody, ktoére znajdowaly sie w dwdch identycznych przezroczystych butelkach
w jednakowej objetosci. Spozycie wody i roztworu sacharozy przez zwierzeta kontrolne
i doSwiadczalne oszacowano réwnolegle przez wazenie butelek na poczatku i na korncu testu.
Aby wyeliminowa¢ mozliwe skutki preferencji strony, pozycje butelek w klatce zamieniono po 4 godz.
trwania testu. Natomiast aby zapobiec mozliwym skutkom neofobii smakowej, dzieni przed SPT
wszystkim zwierzetom podano 2,5% roztwdr sacharozy na 2 godz. Tydzien przed wykonaniem SPT
myszy rozdzielonodo pojedynczych klatek i codziennie przez siedem kolejnych dni (3-4 min/dzien)
przyzwyczajano do reki i obecnosci eksperymentatora. W przypadku procedury CUS aklimatyzacja
do warunkéw eksperymentalnych (odwrécona faza cyklu dobowego) trwata dwa tygodnie,
w tym jeden tydzien przyzwyczajania do reki i obecno$ci eksperymentatora. Preferencja sacharozy

obliczana byta w nastepujgcy sposob:

preferencja sacharozy = (masa spozytego roztworu sacharozy / [masa spozytego roztworu

sacharozy + masa spozytej wody]) X 100%

W modelu CUS preferencja sacharozy w grupie stresowanej ponizej 70,41%, mierzona
24 godz. po zakonczeniu procedury stresowania stanowita kryterium anhedonii.
Kryterium zdefiniowano jako réznice miedzy grupa kontrolng i stresowang wieksza od dwdch
odchylen standardowych (2x SD, ang. standard deviations). WczeSniej wykazano, Ze myszy
anhedoniczne wykazuja fenotyp typu depresyjnego [Bijata i wsp., 2022a; Liu i wsp., 2018; Strekalova
i wsp., 2004; Strekalova i Steinbusch, 2010].

41



3.5.3. Test wymuszonego ptywania (FST)

W te$cie FST myszy umieszczano pojedynczo w szklanym cylindrze (20 cm X 40 cm)
wypelnionym cieptg wodg (~27°C) do poziomu 15 cm. Test przeprowadzono w procedurze CUS
(1 godz. po SPT1) w fazie ciemnej cyklu dobowego w $wietle czerwonym. Myszy aklimatyzowano
przez 1 godz. w pomieszczeniu, w ktérym wykonano FST. Zwierzeta kontrolne i stresowane poddano
testowi réwnolegle, w tym samym czasie. Test nagrywano za pomoca kamery a nastepnie
analizowano manualnie z wykorzystaniem stopera. Laczny czas bezruchu w czterech ostatnich
minutach trwania 6-minutowego testu stanowi miare poziomu motywacji do ucieczki i ratowania sie.
Miarg obniZonej motywacji u myszy stresowanych (po procedurze CUS) jest wydluzony czas

bezruchu w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.

3.5.4. Test otwartego pola (OF)

Tydzien przed wykonaniem testu otwartego pola dwunastotygodniowe samce myszy szczepu
C57BL/6] rozdzielono do pojedynczych klatek i codziennie przez siedem kolejnych
dni (3-4 min/dzien) przyzwyczajano do reki i obecnosci eksperymentatora. Test wykonano w fazie
ciemnej cyklu dobowego przy czerwonym S$wietle. Test przeprowadzono 30 min po wykonaniu
zastrzyku dootrzewnowego zawierajagcego roztwdr agonisty 5-HT;R (LP) lub roztwoér soli
fizjologicznej (KTR). W tescie OF myszy umieszczono pojedynczo na $Srodku biatego pudetka
z pleksiglasu (33 x 33 x 20 cm) na 10 minut. Aktywno$¢ myszy, miedzy innymi catkowita przebyta
odlegto$¢ (cm), rejestrowano i analizowano retrospektywnie przy uzyciu programu do $ledzenia
wideo EthoVision™ (Noldus, Holandia). Aparat czyszczono 70% roztworem etanolu

po badaniu kazdej myszy, w celu usuniecia wszelkich sladéw zapachowych.

3.6. Techniki biochemiczne
3.6.1. Elektroforeza biatlek w zelu denaturujacym

Elektroforeze biatek w Zelu denaturujacym (ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) przeprowadzano zgodnie z procedurg opisang przez Laemmliego
(1970). Rozdziat biatek wykonywano przy uzyciu systemu Tetra Cell (Bio-Rad). Przygotowywano
dwuwarstwowe Zele poliakryloamidowe o wymiarach 80 x 100 x 1 mm. Pierwsza warstwe stanowit
zel zageszczajacy sktadajacy sie z: 5% akryloamid/bis akryloamid; 0,125 M Tris-HCl pH 6,8. Z kolei
zel rozdzielajacy zawierat: 15% akryloamid/bis akryloamid; 0,375 M Tris-HCI pH 8,8. W sktadzie obu
zeli znajdowat sie 0,1% SDS. Polimeryzacja Zeli byta indukowana przez dodanie nadsiarczanu amonu

i katalizatora TEMED. Do proébek biatkowych, przed natozeniem na zel, dodawano odpowiednig
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objeto$¢ stezonego buforu Laemmliego, a nastepnie prdébki denaturowano przez 6 min
w temperaturze 95°C. Elektroforeze prowadzano 30 min przy napieciu 90 V, a nastepnie 1 godz. przy
120 V. W celu identyfikacji analizowanych biatek uzywano standardéw o znanej masie czasteczkowej

biatek firmy Thermo Scientific, o zakresie 10-180 kDa (nr. kat. 26616).

3.6.2. Technika western blot

Technika ta stuzy do identyfikacji okreslonych biatek. Pierwszym jej etapem byt opisany
wyzej rozdziat elektroforetyczny biatek SDS-PAGE. Po SDS-PAGE przeprowadzano transfer biatek
z zelu na btone PVDF Immobilon P (Millipore) metoda mokrego elektrotransferu, w buforze Towbin’a
[Towbin i wsp., 1979], w aparacie firmy BioRad, stosujac prad o stalym natezeniu 350 mA
przez 1,5 godz. w temperaturze 4°C. W celu oceny jakosci i wydajnosci transferu, biatka
immobilizowane na btonie nitrocelulozowej barwiono w roztworze czerwieni Ponceau S.
Po wybarwieniu btone ptukano buforem TBS-T i inkubowano w buforze blokujacym przez 2 godz.
w temperaturze pokojowej. Nastepnie przeprowadzano catlonocng immunodetekcje badanego biatka
poprzez inkubacje btonyz odpowiednim przeciwciatem (tzw. przeciwciatem pierwszorzedowym)
w temperaturze 4°C. Przeciwciala pierwszorzedowe oraz sktad buforéw blokujacych uzytych

w niniejszej rozprawie doktorskiej wymieniono w Tabeli 3.

Tabela 3. Spis uzytych przeciwciatl pierwszorzedowych oraz warunki reakcji immunoblottingu

w technice western blot

.. Firma, nr L, . Bufor
Przeciwciato Rozcienczenie .
katalogowy blokujacy
Mysie
monoklonalne Abcam/ab128892 1:1000 1 % BSA w TBS-T
anty-5-HT7R
Mysie
Cell Signalling,
monoklonalne o 1:500 3 % BSA w TBS-T
anty-CDC42
Mysie
monoklonalne Milipore, MAB374 1:10000 5% mleko w TBS-T
anty-GAPDH

Nastepnego dnia btone ptukano trzykrotnie buforem TBS-T przez 10 min i inkubowano przez
1 godz. w temperaturze pokojowej z odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym sprzezonym
z peroksydazg chrzanowg (HRP), rozcienczonym w buforze blokujacym. Btone ponownie ptukano

buforem TBS-T, a nastepnie przeprowadzano detekcje reakcji immunologicznej stosujgc substrat
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chemiluminescencyjny dla HRP, do wykrywania CDC42 i 5-HT7R - SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate lub do wykrywania GAPDH - SuperSignal West Pico PLUS (Thermo Fisher
Scientific). Do wizualizacji wynikéw wykorzystywano system Gbox chemi xt4 (Syngene).
Oprogramowanie Image] zostato uzyte do pomiaru S$rednich gestosci optycznych prazkow
odpowiadajacych 5-HT;R, CDC42 i GAPDH. Analizy biochemiczne zostaly przeprowadzone
we wspotpracy z dr Monikg Bijatg i mgr Krystianem Bijatg (Pracownia Biofizyki Komdrki, Instytut

Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN).

3.6.3. Zymografia zelowa

Hipokampy myszy homogenizowano w buforze WB (50 mM Tris-CI (pH 7,5), 150 mM Nacl,
5 mM CaClz, 1% Triton X-100, 0,02% NaN3) w szklanym homogenizatorze. Homogenaty wirowano
przez 15 min przy 12000 x g, w 4°C. Z supernatantu pobierano 5 pul w celu wyznaczenia steZenia biatek
metodag BCA (Thermo Scientific). Z kolei stezenie biatka w probkach wyréwnywano poprzez
rozcieficzanie buforem WB. W celu wzbogacenia supernatantu w Zelatynazy (MMP-9 i MMP-2)
uzywano zloza Gelatin Sepharose 4B (Amersham Biosciences). ZloZe byto ptukane w buforze WB
w proporcjach 1:1, a nastepnie wirowane 3 min przy 6000 x g w 4°C. Kulki zelatynowe zawieszono
w buforze WB tak, aby koncowe stezenie wynosito 50%. Nastepnie do 350 pl odpowiednio
rozcienczonych prébek dodawano po 100 pl 50% zawiesiny zréwnowazonych kulek zelatynowych
i inkubowano na rotatorze przez 16 godz. w 4°C, a nastepnie wirowano (15 min, 6000 x g, 4°C).
Supernatant odrzucano, a kulki zelatynowe ptukano 1 ml buforu WB. Po odwirowaniu kulki
zawieszano w 40 pl buforu WB+DMSO (50 mM Tris-Cl (pH 7,5), 150 mM NacCl, 5mM CaCl, 1% Triton
X-100, 0,02% NaNs3;, 10% DMSO) i wytrzasano przy 1000 obr./min w 4°C, przez 2 godz.
Ponownie probki wirowano (15 min, 6000 x g, 4°C) i otrzymany supernatant mieszano z buforem
5x SB bez dodatku [-merkaptometanolu a nastepnie uzywano w zymografii zelowe;.
W tej technice, elektroforetyczny rozdzial bialek w probce wykonywany zostal analogicznie
do opisanej wyzej elektroforezy biatek w zelu denaturujacym z tg réznicg, ze 8% zel rozdzielajacy
zawiera dodatkowo zelatyne w stezeniu 1 mg/ml. Po zakonczonej elektroforezie zele byty ptukane
w 2,5% Triton X-100 przez 30 min w temperaturze pokojowej, a nastepnie inkubowane w buforze
wywotujacym przez 24 godz. w 37°C. Nastepnie zele ptukano woda destylowang przez 5 min
i barwiono buforem zawierajacym btekit Coomassie przez 1 godz. w temperaturze pokojowej, po
czym ptukano w roztworze odbarwiacza przez okoto 1 godz. Do pomiaru Srednich gestosci
optycznych uzyskanych prazkéw, odpowiadajacych MMP-9 i MMP-2, stosowano oprogramowanie

Image].
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3.6.4. Test aktywnosci CDC42

Hipokampy myszy po CUS homogenizowano w buforze lizujacym, a nastepnie wirowano
14000 x g przez 10 min. Z supernatantu pobierano 5 pl w celu wyznaczenia stezenia biatka metoda
BCA (Thermo Scientific). Stezenia biatka w prébkach wyréwnywano poprzez rozcieficzanie wyzej
wymienionym buforem. Otrzymane ekstrakty biatkowe inkubowano ze ztozem zawierajacym
zwigzane biatko fuzyjne GST-PAK-PBD (Cell BioLabs) w 4°C przez noc, a nastepnie ptukano w buforze
do homogenizacji. Frakcje aktywnej formy GTPazy CDC42 wykrywano za pomoca techniki western
blot z uzyciem odpowiedniego przeciwciata (Cell Signalling, 11A11).

Bufory uzyte w technikach biochemicznych opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej

przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Spis uzytych buforéw w technikach biochemicznych

Nazwa Skiad

10 x bufor do elektroforezy biatek w Zelu

25 M Tris pH 8,4; 2 M gli ; 10% SD
poliakryloamidowym (Tris-glicyna-SDS) 0,25 M Tris pH 8,4; glicyna; 10% SDS

10 x TBS 0,5 M Tris-HCl; 1,5 M NaCl; pH 7,5

1x TBS-T 0,05 M Tris-HCI; 0,15 M NaCl; 0,1% Tween20

0,025 M Tris Base; 0,192 M glicyny;

1 x bufor Towbin’
x butor towbin a 1% SDS; 20% metanol

0,315 M Tris-HCl pH 6,8; 50% glicerol;
5 x bufor Laemmliego 10% SDS; 25% B-merkaptoetanol;
0,0125% btekit bromofenolowy

0,25% btekit Coomasie, 40% metanol,

Bufor zawierajacy btekit Coomassie 10% kwas octowy

Roztwor odbarwiacza 40% metanol; 10% kwas octowy

Bufor blokujgcy btony nitrocelulozowe 5% mleko odttuszczone w 1x TBS-T

0,25% czerwien Ponceau S; 40% metanol;

Roztwor czerwieni Ponceau S
15% kwas octowy

50mM Tris-Cl (pH 7,5); 150mM Na(l,

Bufor WB
ufor 5mM CacCly; 0,02% NaNj3

Bufor zawierajacy substrat HRP Super Signal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Thermo Scientific 34095);
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SuperSignal West Pico PLUS (Thermo
Scientific 34577)

25 mM HEPES (pH 7,5); 150 mM NacCl;
Bufor lizujgcy 1% Nonidet P-40; 10 mM MgClz; 1 mM EDTA;
2% glicerol

50 mM Tris-Cl; 10 mM CaCly; 1 uM ZnCly;

Bufor wywotujacy w zymografii zelowej 1% Triton X-100; 0,02% NaNs, pH 7,5

3.7.losciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

[zolacje catkowitego RNA z tkanki mézgowej (Stratum Oriens i Stratum Radiatum regionu
CA1 hipokampa lub catego regionu CA1 hipokampa myszy) przeprowadzono przy uzyciu zestawu
RNeasy Mini Kit (Qiagen). Réwne ilosci RNA transkrybowano przy uzyciu zestawu SuperScript III
First-Strand Synthesis System (Invitrogen). Poziomy ekspresji 5-HT7R analizowano z uzyciem
systemu StepOne (Applied Biosystems) przy zastosowaniu TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) oraz zestawu Gene Expression Assays (ThermoFisher). Analize ilo$ciowa
poziomdéw ekspresji 5-HT7R przeprowadzono réwnolegle z analizg ekspresji GAPDH (biatko
referencyjne) stosujac nastepujace sekwencje starter/sonda:
-E1-F2: 5°-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’;
- E1-R2: 5’-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’;
- sonda 5’/6FAM/CCCTGGCCAAGGTCATCCATGACAAC/TAMRA/-30 (Sigma).

3.8. Badanie struktury kolcow dendrytycznych
3.8.1. Znakowanie neuronéw metodgq biolistyczna

Aby zobrazowaé zmiany w strukturze neuronéw, wykonano barwienie utrwalonych catych
skrawkow  myszy  nadchloranem  1,10-dioktadecylo-3,3,3,30-tetrametyloindokarbocyjaniny
(Dil; Invitrogen). Barwnik fluorescencyjny Dil wykazuje wlasciwosci lipofilne i wbudowuje
sie do bton komoérkowych. Barwnik ten wprowadzono do komoérek za pomocg bombardowania
dzialem genowym (Helios, Gene Gun System, Bio-Rad). W celu przygotowania czastek wolframu
pokrytych barwnikiem Dil najpierw zawieszono Dil (5mg, Invitrogen) w dichlorometanie
(5000 pg/ml w metanolu SUPELCO), ktére nastepnie rozprowadzono na szkietku podstawowym,
na ktérym znajdowata sie cienka warstwa mikroczasteczek wolframowych (150 mg, Tungsten M-20
1,3uM Biorad). Tak przygotowang monowarstwe polewano trzykrotnie zawieszonym

w dichlorometanie barwnikiem Dil. Po wyschnieciu, pokryte barwnikiem czgstki wolframu
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zawieszano w wodzie i sonikowano przez 30 minut. Wyptukang w etanolu (EtOH, 99,8%) rurke
do przygotowania naboi do dziala genowego (Tefzel Tubing BioRad) pokrywano
poliwinylopirolidonem (PVP, BioRad) przygotowanym wcze$niej, przez rozpuszczenie roztworu
wodnego PVP 20 mg/ml PVP w etanolu (EtOH 99,8%) w stosunku 1:200. Nastepnie rurke wypeiniono
zawiesing mikroczasteczek wolframowych i mieszano jg przez 30 min w stacji do przygotowania
naboi (Tubing preparation system, BioRad). Nastepnie rurke suszono azotem o przeptywie 0,1 LPM
AIR przez 30 min oraz 1 godz. 0,4 LPM AIR. Tak przygotowana rurke cieto gilotyng (Tubing
preparation system, BioRad) na naboje o dtugos$ci 1 cm, ktére przechowywano w ciemnosci,
w temperaturze pokojowej.

Myszy po procedurze CUS zostaty poddane eutanazji przez przerwanie rdzenia kregowego,
a nastepnie dekapitacji. W celu wyeliminowania wptywu anestetykdw na plastyczno$¢ synaptyczna,
eutanazja  zostala  przeprowadzana bez dodatkowych S$rodkéw  farmakologicznych
(zgodnie z otrzymanymi zgodami I Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie). Po dekapitacji mozgi
myszy wyizolowano i optukano zimnym roztworem PBS (1x), a nastepnie inkubowano przez 1 godz.
w buforze 4% paraformaldehydu rozpuszczonego w PBS (1x). Nastepnie mdzg pocieto koronalnie
na skrawki o grubosci 140 pm przy uzyciu wibratomu (Leica). W celu regeneracji tkanki
po procedurze krojenia, skrawki zawierajgce struktury hipokampa, kory przedczotowe;j
oraz ciala migdatowatego, pozostawiono na 1,5 godz. w roztworze PBS w temperaturze pokojowe;j.
Losowe znakowanie komoérek przeprowadzono przy uzyciu uprzednio przygotowanych
mikroczastek wolframu o Srednicy 1,6 pm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) pokrytych barwnikiem
fluorescencyjnym (Dil;) dostarczanym do komdrek przy uzyciu dziata genowego przy ci$nieniu helu
doprowadzonego do dziata wynoszacym 100 psi. Wyznakowane skrawki inkubowano przez 12 godz.
w temperaturze 4°C w buforze PBS, w miejscu niedostepnym dla $wiatta. Nastepnie skrawki
dodatkowo utrwalano w buforze 1,5% paraformaldehydu rozpuszczonego w PBS (1x) przez 1,5 godz.
w temperaturze pokojowej. Skrawki wyktadano na szkietka podstawowe i =zatapiano
odczynnikiem Fluoromount-G (Invitrogen, 00-4958-02) umozliwiajagcym obrazowanie preparatow

z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjne;.

3.8.2. Obrazowanie kolcow dendrytycznych

Obrazowanie wyznakowanych skrawkéw mdzgu przeprowadzano z wykorzystaniem
fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej (Zeiss LSM800). Zdjecia dendrytéw neurondw z regiondw
CA1 (Yac. cornu ammonis 1), CA3 (Yac. cornu ammonis 3) i zakretu zebatego (Yac. gyrus dendtatus,
DG) hipokampa oraz neuronéw Kory przedczotowej i ciata migdatowatego wykonywano w ustalonej

odlegtosci od ciata komérki (50 - 200 pum). Serie obrazéw wzdtuz osi z zbierano w odstepach
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wynoszacych 0,4 pum, przy rozdzielczosci 1024 x 1024 i w dodatkowym powiekszeniu 2,4x,
co pozwalato na uzyskanie wielkosci piksela wynoszacej 0,07 um x 0,07 pm. Podczas obrazowania
uzywano wzbudzenia $wiattem lasera o dtugosci fali 561 nm oraz obiektywu 63x o aperturze
numerycznej 1,4 NA. Obrazy otrzymane z mikroskopu konfokalnego przetworzono przy uzyciu

oprogramowania Image] (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

3.8.3. Analiza struktury kolcow dendrytycznych

Otrzymane obrazy konfokalne zawierajace fragmenty dendrytéw pokryte kolcami
dendrytycznymi poddano analizie strukturalnej w obrebie poszczegélnych parametréow
morfometrycznych (dtugos¢ kolca, szeroko$¢ gtowki, catkowita powierzchnia) oraz analizie gestosci
kolcow na dendrycie. W tym celu zastosowano programy bioinformatyczne umozliwiajgce analize
strukturalng w dwéch wymiarach (SpineMagick) oraz w trzech wymiarach (3dSpAn),
jak opisano w pracach: [Basu i wsp., 2018; Bijata i wsp., 2022a; Das i wsp., 2021; Figiel i wsp., 2022;
Krzystyniak i wsp., 2019; Strackeljan i wsp., 2021]. Obie metody analizy struktury kolcéw pozwalaja
na uzyskanie powtarzalnych wynikéw z duza doktadnos$cia. Program 3DSpAn (analiza 3D) zostat
stworzony z wykorzystaniem obrazéw uzyskanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej.
Analiza poréwnawcza otrzymanych wynikéw z wykorzystaniem algorytméw SpineMagick i 3dSpAn
nie wykazata istotnych réznic miedzy programami wskazujac, ze analiza struktury kolcow
dendrytycznych w 3D nie dostarcza dodatkowych informacji na otrzymanym zestawie danych.
W zwiazku z tym, kompleksowg analize morfometryczng kolcow dendrytycznych myszy kontrolnych
i poddanych CUS (ANH i RES), wykonano w 2D przy wykorzystaniu oprogramowania SpineMagick
(p6tautomatyczne oprogramowanie stworzone na zamoéwienie, patent nr W0/2013/021001).

Rycina 11 przedstawia segmentacje i analize 2D oraz 3D tego samego fragmentu dendrytu pokrytego

kolcami dendrytycznymi.

Rycina 11. (A) Przykladowy obraz konfokalny drzewka dendrytycznego komodrki hipokampa
na fragmencie, ktérego wykonano segmentacje kolcéw dendrytycznych (B) w dwdéch wymiarach z uzyciem
programu informatycznego SpineMagick oraz (C) w trzech wymiarach z uzyciem stworzonego programu
3dSpAn.
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Analizowane kolce dendrytyczne zlokalizowane byly na dendrytach drugo-
i trzeciorzedowych, co umozliwito zminimalizowanie réznic w strukturze kolcéw dendrytycznych
wynikajacych z potozenia ich na dendrytach o réznych kategoriach. W zwiagzku z tym, Ze kolce
dendrytyczne cechuje duza zmienno$¢ strukturalna, w analizie ksztattu kolcéw wykorzystano
bezskalowy parametr wzglednych zmian stosunku dtugosci kolca do szerokosci jego glowki
(dtugos¢/szerokosc¢ gtéwki). Parametr ten odzwierciedla ksztatt kolca - im jego warto$¢ jest wieksza
tym kolce s3g bardziej cienkie i wydtuzone, natomiast zmniejszenie tej wartosci $wiadczy o skracaniu
dtugosci kolca i/lub zwiekszaniu powierzchni jego gtéwki, co wskazuje na powstawanie bardziej
stabilnych potaczen synaptycznych. W oprogramowaniu SpineMagick dtugos$¢ kolca dendrytycznego
okreslono poprzez pomiar dtugosci krzywoliniowej wzdtuz dopasowanego wirtualnego szkieletu
ksztattu kolca. Procedure dopasowania przeprowadzono szukajac krzywej, wzdtuz ktérej emitowana
fluorescencja byta najbardziej intensywna. Z kolei szeroko$¢ gtowki zdefiniowano przez Srednice
najwiekszego odcinka kolca z wytgczeniem dolnej czesci kolca (1/3 dtugosci kolca przylegajacego
do dendrytu). Analizie morfometrycznej poddano segmenty dendrytyczne komoérek hipokampa
(po 5 zwierzat na grupe behawioralng; 70-93 dendryty/grupe), komérek kory przedczotowej
(po 3 zwierzeta na grupe behawioralng,; 29-32 dendryty/grupe) oraz komoérek ciata migdatowatego
(po 3-5 zwierzat na grupe behawioralng; 10-28 dendryty/grupe). Aby oceni¢ catkowita dtugos¢
przeanalizowanych dendrytéw zmierzono diugosé krzywoliniowa wzdtuz analizowanego odcinka
dendrytycznego, ktora zostata uzyskana przez dopasowanie wielomianu rzedu n. Nastepnie przy
zastosowaniu oprogramowania Image] zliczono manualnie liczbe kolcéw dendrytycznych
na uprzednio zmierzonej dtugosci dendrytow wyliczajac w ten sposéb gestos¢ kolcow na 100 pm

dtugosci dendrytu.

3.9. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne i wizualizacja wynikéw przeprowadzono przy zastosowaniu
oprogramowania GraphPad Prism8 (GraphPad Software). Wyniki przedstawiono w postaci $redniej
arytmetycznej ze wszystkich zebranych pomiarédw, z odchyleniami w postaci btedu standardowego
$redniej (ang. standard error of the mean, SEM). W celu sprawdzenia spetnienia warunkéw rozktadu
normalnego préb danej grupy oraz jednorodno$ci ich wariancji zastosowano kolejno test Shapiro -
Wilka oraz test Fishera. Do oceny istotnoSci statystycznej réznic pomiedzy dwoma wariantami
doswiadczalnymi spelniajgcymi zatozenia testu parametrycznego zastosowano test t-Studenta.
W przypadku nieré6wnych wariancji stosowano poprawke Welcha, natomiast jezeli dane nie spetniaty
zatozen rozktadu normalnego, stosowano nieparametryczny test Manna-Whitneya. Do poréwnan

wielokrotnych zastosowano analize wariancji (ANOVA), a nastepnie odpowiednie dla zestawu
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danych testy post-hoc (test Tuckey, test Dunn’a, lub test Holm-Sidak). Wyniki otrzymane za pomocg
techniki western blot i zymografii Zelowej analizowano iloSciowo przez dodanie do siebie
poszczegblnych powtérzen (kazdy punkt danych na powtérzeniu podzielony zostatl przez sume
wartosSci wszystkich punktéw danych w powtérzeniu) [Degasperi i wsp., 2014]. Wyniki te zostaty
nastepnie znormalizowane do warunku kontrolnego. Analizy behawioralne i analizy plastycznosci
strukturalnej przeprowadzono w sposdéb zaslepiony. Rodzaj testu statystycznego zastosowany
dla konkretnego zbioru danych zostat wskazany w opisie wynikéw danego eksperymentu.

Zastosowano nastepujace oznaczenia poziomow istotnosci: * - p < 0,05; **-p < 0,01; *** - p < 0,001.
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4. WYNIKI

4.1. Stymulacja 5-HT7R indukuje zalezne od MMP-9 zachowania typu depresyjnego
u myszy

W celu poznania roli 5-HT7R w rozwoju zachowan typu depresyjnego przeprowadzono
charakterystyke behawioralng dorostych samcéw myszy po ogdlnoustrojowej aktywacji 5-HT7R.
Schemat eksperymentu zostat przedstawiony na Rycinie 8 w Materiaty i Metody. Analiza parametrow
behawioralnych wykazata, ze krétkoterminowa (30 min) aktywacja 5-HT7R prowadzi do obniZenia
poziomu motywacji mierzonej wydluzeniem czasu bezruchu w teScie podwieszania za ogon
(p =0,010; dwukierunkowa analiza ANOVA, Nip= 35, Nkrr=37) /Rycina 12.(A)/, nie wptywajac
na ogo6lng aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzat mierzong w te$cie otwartego pola (p=0,783;
niesparowany test t-Studenta, Nyp= 7, Nxtr = 7) /Rycina 12.(B)/. U myszy traktowanych agonista
5-HT;R (LP) zaobserwowano takze spadek preferencji sacharozy (anhedonie) w poréwnaniu
do grupy traktowanej solg fizjologiczng (p = 0,012; test Manna-Whitneya, Nip= 26, Nxrr= 23)
/Rycina 12.(C)/. Co wiecej, po dziewieciu godzinach od wykonania iniekcji dootrzewnowej
nie zaobserwowano utrzymujgcego sie wzrostu czasu bezruchu w teScie podwieszania za ogon
u grupy traktowanej LP w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p = 0,479; niesparowany test t-Studenta,
Nip=13, Nkrr=12) /Rycina 12.(D/). Ponadto aby sprawdzié¢, czy wzrost zachowan typu
depresyjnego (tj. obnizona motywacja) 30 min po aktywacji 5-HT-R jest zalezny od MMP-9,
przeprowadzono analogiczny eksperyment z wykorzystaniem testu podwieszania za ogon
na myszach pozbawionych ekspresji MMP-9 (MMP-9 KO). Zaobserwowano, ze u myszy MMP-9 KO
wstrzykniecie LP nie wplywato na czas bezruchu w TST w poréwnaniu do myszy kontrolnych
(p=0,162; dwukierunkowa analiza ANOVA z dwustopniowg liniowg procedurg stopniowa
Benjaminiego, Kriegera i Yekutieli, Nwmmp.9 kop=18, Nwmmpo koxkrr= 16) /Rycina 12.(A)/.
Pomimo wykorzystania w eksperymencie mniejszej liczby zwierzat KO podjeto sie roéwniez
sprawdzenia czy zwiekszenie liczby zwierzat do 36 osobnikéw w grupie mogtoby doprowadzié
do osiggniecia istotnos$ci statystycznej na poziomie obserwowanym u zwierzat o fenotypie dzikim.
W tym celu przeprowadzono dodatkowa analize metodg szacowania rozktadu btedéw estymacji,
za pomoca wielokrotnego losowania ze zwracaniem z préby (z ang. bootstrap). Analiza bootstrap
wykazata, ze przy zatozeniu liczebnosci grupy KO stanowigcej 36 myszy, prawdopodobienstwo
istotnosci statystycznej ponizej p = 0,010 wynosi 24%. Otrzymane wyniki wskazuja, ze aktywacja
szlaku sygnatowego zaleznego od 5-HT;R, w ktérym posredniczy MMP-9, jest zaangazowana

w rozwoj zachowan typu depresyjnego u myszy.
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Rycina 12. Aktywacja 5-HT7R in vivo prowadzi do rozwoju zachowan typu depresyjnego.
(A) Czas bezruchu w te$cie podwieszania za ogon (TST) 30 min. od wykonania iniekcji dootrzewnowej
roztworem soli fizjologicznej (KTR) lub agonista receptora 5-HT7 (LP) myszy o fenotypie dzikim oraz myszy
pozbawionych ekspresji MMP-9 - MMP-9 KO (dwukierunkowa analiza ANOVA). (B) Catkowity przebyty
dystans w tescie otwartego pola (OF) 30 min. od wykonania iniekcji dootrzewnowej KTR lub LP (niesparowany
test t-Studenta). (C) Preferencja sacharozy w tescie preferencji sacharozy (SPT) 8 godz. od wykonania iniekcji
dootrzewnowej KTR lub LP (test Manna-Whitneya). (D) Czas bezruchu w tescie podwieszania za ogon (TST2)
9 godz. od wykonania iniekcji dootrzewnowej KTR lub LP (niesparowany test t-Studenta). Dane przedstawiono
jako $rednie wartosci + SEM. *p < 0,05.

4.2. Chroniczny stres prowadzi do rozwoju zachowan typu depresyjnego u myszy

Wykazano, ze zastosowanie procedury CUS prowadzi do rozwoju dwoéch typéw zachowan
u myszy: zachowan anhedonicznych (ANH) i zachowan rezylientnych (RES) réznigcych sie wartoscia
preferencji sacharozy w SPT1 /Rycina 13.(A-C)/. Myszy zaklasyfikowano jako myszy ANH jesli
wykazywaty preferencje sacharozy w SPT1 < 70,41%. Warto$¢ ta zostata zdefiniowana poprzez
réznice > 2x odchylenie standardowe miedzy grupa kontrolng (KTR) i stresowang (p < 0,0001;
test Kruskal-Wallis, Nkrr= 39, Nanu=42, Nres= 39) /Rycina 13.(C)/.W populacji myszy ANH
zaobserwowano zwiekszony czas bezruchu w tesScie wymuszonego plywania (FST) $wiadczacy
o obniZonej motywacji w por6wnaniu ze zwierzetami niestresowanymi i rezylientnymi (KTR vs. ANH
p<0,0001; KTR vs. RES p<0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym
poréwnaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a) /Rycina 13.(D)/. Myszy, ktére wykazywaty
preferencje sacharozy powyzej 70.41% zaklasyfikowano do grupy myszy RES. Zwierzeta RES
po procedurze CUS nie wykazywaty parametréw behawioralnych jak myszy ANH, tj. brak istotnych
réznic w preferencji sacharozy w SPT1 oraz w czasie bezruchu w FST w poréwnaniu do myszy KTR
/Rycina 13.(C-D)/. Po procedurze CUS, zar6wno myszy ANH, jak i RES charakteryzowaty
sie mniejszym przyrostem masy ciala w poréwnaniu z myszami KTR (p < 0,0001; test Kruskal-Wallis,

Nkrr = 39, Nanu = 42, Nres = 39) /Rycina 13.(E). Podsumowujac, zastosowany protokoét CUS prowadzi
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do rozwoju zachowan anhedonicznych u 52,07%+7,94% myszy, podczas gdy pozostate osobniki

(47,931+7,94%) wykazuja fenotyp rezylientny /Rycina 13.(C)/.
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Rycina 13. Chroniczny nieprzewidywalny stres prowadzi do rozwoju anhedonii i rezyliencji u myszy.
(A) Schematyczne przedstawienie planu eksperymentalnego. (B) Bazowa preferencja sacharozy w SPTO,
(C) Preferencja sacharozy po ekspozycji na chroniczny stres w SPT1. (D) Czas bezruchu w te$cie wymuszonego
ptywania, FST. (E) % wagi poczatkowej. Dla poréwnania trzech grup zostata przeprowadzona analiza
jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a (SPT)
lub Tuckey’a (FST, waga), natomiast dla préwnania dwoéch grup niesparowany test t-Studenta.
Dane przedstawiono jako $rednie wartosci + SEM. *** < 0,001.

Ponadto w celu lepszego zrozumienia réznic behawioralnych wystepujacych w fenotypach
ANH i RES, podjeto sie weryfikacji czy myszy ANH i RES wykazuja réznice we wrazliwosci
na interwencje farmakologiczng ketaming. Przeprowadzone analizy wykazaty wzrost preferencji
sacharozy u myszy ANH traktowanych ketaming w poréwnaniu z myszami ANH traktowanymi sola
fizjologiczng (p = 0,010; Analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup
eksperymentalnych testem Holm-Sidak) /Rycina 14/. Myszy RES, ktdore otrzymaty ketamine

nie wykazywaty istotnych réznic w preferencji sacharozy (SPT2) w poréwnaniu do myszy RES,

ktdre otrzymaty sdl fizjologiczna.
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Rycina 14. Preferencja sacharozy myszy anhedonicznych (ANH) i rezylientnych (RES) po interwencji
farmakologicznej. (A) Schematyczne przedstawienie planu eksperymentalnego. (B) Test preferencji
sacharozy po ekspozycji na chroniczny stres (SPT1). (C) Test preferencji sacharozy 24 godz. po wykonaniu
dootrzewnowej iniekcji ketaminy w dawce 3mg/kg masy ciata lub soli fizjologicznej (SPT2).
Analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup eksperymentalnych testem
Holm-Sidak. Dane przedstawiono jako Srednie wartosci + SEM. *p <0,05; *** < 0,001.

Podsumowujac, wyniki otrzymane z analiz behawioralnych wykazaly, ze wdrozenie
procedury CUS u dorostych myszy prowadzi do rozwoju anhedonii lub rezyliencji.
W celu sprawdzenia czy szlak sygnalowy 5-HT;R/MMP-9/CDC42 aktywowany jest w hipokampie
myszy po ekspozycji na CUS, do dalszych analiz biochemicznych wybrano reprezentatywne zwierzeta
z wyzej wymienionych grup behawioralnych, ktérych parametry behawioralne (SPT1, FST, wage)

przedstawiono na Rycinie 15.
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Rycina 15. Charakterystyka behawioralna reprezentatywnych myszy wybranych do dalszych analiz
biochemicznych i analiz plastycznosci strukturalnej kolcéw dendrytycznych. (A) Schematyczne
przedstawienie planu eksperymentalnego. (B) Preferencja sacharozy po ekspozycji na chroniczny stres w SPT1.
(C) Czas bezruchu w te$cie wymuszonego ptywania, FST. (D) % wagi poczatkowej po procedurze chronicznego
nieprzewidywalnego stresu. Analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup
eksperymentalnych testem Dunn’a (SPT) lub Tuckey’a (FST, waga). Dane przedstawiono jako $rednie wartos$ci
+SEM. *p<0,05; **p <0,01; *** < 0,001.

4.3. Szlak sygnalowy zalezny od 5-HT7R aktywowany jest w hipokampie myszy
poddanych ekspozycji na chroniczny stres

W celu zbadania czy szlak sygnatowy 5-HT7R/MMP-9/CDC42 jest aktywowany u myszy
po CUS przeprowadzono analizy biochemiczne, ktére wykazaty, ze zar6wno aktywnos¢ MMP-9,
(MMP-9: KTR vs. ANH p =0,029; ANH vs. RES p=0,041; analiza jednoczynnikowa wariancji
z wielokrotnym poréwnaniem grup eksperymentalnych testem Sidak’a) /Rycina 16.(A)/,
jak i aktywnos¢é CDC42 (CDC42: KTR vs. ANH p = 0,041; ANH vs. RES p=0,008; jednoczynnikowa
wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup eksperymentalnych testem Sidak’a) w hipokampie
zwierzat ANH byly zwiekszone w poréwnaniu do poziomow aktywno$ci MMP-9 i CDC42 myszy KTR
i RES /Rycina 16.(B)/. Poziom ekspresji 5-HT7R po CUS nie r6znit sie miedzy myszami ANH i KTR,
podczas gdy u myszy RES zaobserwowano istotnie obnizong ekspresje 5-HT;R w hipokampie
w poréwnaniu do myszy KTR (KTR vs. RES p=0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji
testem Sidak’a) /Rycina 16.(C)/.

z wielokrotnym poréwnaniem grup eksperymentalnych

Podsumowujac, otrzymane szlaku

5-HT;R/MMP-9/CDC42 w hipokampie myszy ANH.

wyniki  wykazaty  aktywacje sygnatowego
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Rycina 16. Chroniczny stres prowadzi do aktywacji szlaku sygnalowego 5-HT-R/MMP-9/CDC42
w hipokampie myszy ANH. (A) Analiza ilo$ciowa aktywnos$ci MMP-9 mierzona jako stosunek aktywno$ci
MMP-9/MMP-2. (B) Aktywno$¢ CDC42 mierzona jako stosunek CDC42-GTP do catkowitego poziomu CDC42.
(C) Poziom ekspresji 5-HT7R w hipokampie myszy KTR, ANH, RES. Reprezentatywne fragmenty obrazéw
zymografii zelowej oraz western blot wizualizujace (D) wzrost aktywnos$ci MMP-9 i (E) CDC42 u myszy ANH
oraz (F) obniZzong ekspresje 5-HT7R u myszy RES w poréwnaniu do myszy KTR. Dla poréwnania trzech grup
zostata przeprowadzona analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup
eksperymentalnych testem Sidak’a. Dane przedstawiono jako $rednie wartosci + SEM. *p < 0,05; **p < 0,01.

4.4. Podwyzszona aktywnos¢ MMP-9 w hipokampie 0s6b cierpigcych na depresje

Dodatkowo, zbadano czy analogiczne zmiany wystepuja réwniez u oséb chorujacych
na depresje. W tym celu przeprowadzono analize biochemiczng post mortem aktywnosci MMP-9
w hipokampie oséb, ktére popetnity samobdjstwo i ktdre w obrazie klinicznym przejawiaty wczesniej
objawy depresyjne (DEPR). Analizy wykazaty, ze osoby cierpigce na depresje cechuje podwyzszona
aktywno$¢ MMP-9 w hipokampie /Rycina 17.(A-C)/ w poréwnaniu do os6b zdrowych (p = 0,030;

niesparowany test t-Studenta).
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Rycina 17. Wzrost aktywno$ci MMP-9 w hipokampie osdb cierpiacych na depresje. (A) Reprezentatywny
zel obrazujacy aktywno$¢ zelatynaz w prébkach pos$miertnych oséb ze zdiagnozowana depresja,
ktére popethily samobdjstwo (Npepr=10) i 0oséb kontrolnych (Nkrr=6). (B) IloSciowa analiza aktywno$ci
MMP-9 w stosunku do aktywnos$ci MMP-2 (niesparowany test t-Studenta). (C) Wykres przedstawiajacy wiek
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i pte¢ os6b badanych. Dane przedstawiono jako $srednie wartosci * SEM. *p < 0,05. Analizy biochemiczne zostaty
przeprowadzone we wspotpracy z mgr Krystianem Bijata (Pracownia Biofizyki Komorki, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN).

4.5. Aktywacja szlaku sygnalowego zaleznego od 5-HT7R w wyniku ekspozycji
na chroniczny stres prowadzi do zburzonej plastycznosci strukturalnej kolcow
dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa

W nawigzaniu do badan Bijata i wsp. (2017), w ktérych wykazano, ze aktywacja szlaku
sygnatowego 5-HT;R/MMP-9/CDC42 powoduje zmiany strukturalne kolcow dendrytycznych
(tj. ich wydtuzanie) w pierwotnych hodowlach komérek hipokampa, podjeto sie zbadania
czy podobne zmiany w strukturze kolcéw dendrytycznych sg obecne réwniez in vivo w hipokampie
myszy ANH, u ktérych szlak ten jest aktywowany.

Analize morfometryczng kolcéw dendrytycznych przeprowadzono oddzielnie dla kazdego
z regiondéw hipokampa: CA1, CA3, DG /Rycina 18.(A)/. Otrzymane wyniki wykazaty, Ze anhedonia
wywotana CUS prowadzi do wydtuzania kolcow dendrytycznych (wieksza warto$¢ parametru
stosunku dtugosci do szerokosci gtéwki kolca) /Rycina 18.(B)/. Zaobserwowane wydtuzanie kolcéw
dendrytycznych myszy ANH w poréwnaniu do myszy KTR i RES, wystepowato wylacznie
w regionie CA1 hipokampa (p < 0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym
poréwnaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a) /Rycina 18.(B)/. Szczeg6towa analiza
poszczegdlnych parametréw morfometrycznych kolcéw dendrytycznych wykazata takze, ze kolce
dendrytyczne myszy RES w regionie CA1 cechuje zwiekszona szeroko$¢ gtéwki w poréwnaniu
do myszy ANH (p < 0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup
eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 18.(C)/, przy jednoczesnym braku réznic w dtugosci
/Rycina 18.(D)/ i powierzchni kolcow /Rycina 18.(E)/.

Podsumowujac, u zwierzat ANH w regionie CA1 hipokampa kolce dendrytyczne ulegty
wydtuzeniu, podczas gdy u myszy RES zaobserwowano wzrost szerokosci gtowki wykazujac,
ze myszy RES wyksztatcity bardziej stabilne potaczenia synaptyczne w tym regionie pomimo
doswiadczania takiej samej procedury stresowania jak myszy ANH. Reprezenatywne zdjecia kolcow

dendrytycznych regionu CA1 hipokampa myszy po procedurze CUS przedstawiono na Rycinie 18.(F).
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Rycina 18. Analiza morfometryczna kolcéw dendrytycznych myszy poddanych chronicznemu stresowi
wykazala zmiany strukturalne kolcéw dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa u myszy ANH.
(A) Rysunek skrawka moézgu myszy z atlasu neuroanatomicznego przedstawiajacy regiony CA1, CA3, DG
hipokampa. Analiza iloSciowa poszczegélnych parametrow morfometrycznych kolcéw dendrytycznych:
(B) stosunku dtugosci do szerokos$ci gtéwki kolca, (C) szerokosci gtéwki, (D) dtugosci, (E) powierzchni kolca
dendrytycznego (analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup eksperymentalnych
testem Tuckey’a). (F) Reprezentatywne obrazy konfokalne przedstawiajace fragmenty dendrytéw pokryte
kolcami dendrytycznymi komérek piramidowych regionu CA1 hipokampa myszy KTR, ANH i RES. Skala 2 pm.
KTR Nkolce = 7735, Ndendryty = 116; ANH Nkoice = 7918, Naendryty = 120; RES Nkoice = 7026, Ndendryty = 107.
Dane przedstawiono jako $rednie wartosci + SEM. *p <0,05; **p <0,01; *** < 0,001.

W celu sprawdzenia czy obserwowane zmiany ksztattu kolcow dendrytycznych
s3 charakterystyczne dla regionu CA1 hipokampa, przeprowadzono takze analize morfometryczng
kolcow dendrytycznych w innych strukturach mézgu, szczegdlnie wrazliwych na wplyw
chronicznego stresu - korze przedczotowej i ciele migdatowatym - u myszy poddanych procedurze
CUS. Otrzymane wyniki wskazuja, Ze obserwowane zmiany strukturalne w hipokampie
sa specyficzne, gdyz w innych strukturach mézgu nie zaobserwowano istotnych zmian w ksztatcie
kolcow dendrytycznych (brak zmian w stosunku dtugosci do szerokosci gléwki kolca),

zaréwno u myszy ANH, jak i RES /Rycina 19/.
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Rycina 19. Analiza morfometryczna kolcow dendrytycznych w Kkorze przedczolowej i ciele
migdatlowatym myszy poddanych chronicznemu stresowi. (A) Rysunek skrawka moézgu myszy z atlasu
neuroanatomicznego przedstawiajacy analizowany region kory przedczotowej. (B) Analiza ilo§ciowa stosunku
dtugosci do szerokosci gtdwki kolcdw dendrytycznych kory przedczotowej. (C) Rysunek skrawka mézgu myszy
z atlasu neuroanatomicznego przedstawiajacy analizowany region ciata migdatowatego. (D) Analiza iloSciowa
stosunku dtugosci do szerokos$ci gtéwki kolcdw dendrytycznych ciata migdatowatego. Przeprowadzone analizy
nie wykazaly istotnych zmian miedzy grupami eksperymentalnymi (analiza jednoczynnikowa wariancji
z wielokrotnym poréwnaniem grup eksperymentalnych testem Tuckey’a). Kora przedczotowa:
KTR Nroice = 2769, Ndendryty = 29; ANH Nikoice = 2753, Ndendryty = 30; RES Nkoice = 3351, Ndendryty = 32.
Ciato migdatowate: KTR Nkoice = 1107, Ndendryty = 10 ; ANH Nkoice = 1989, Ndendryty = 18; RES Nkolce = 2051,
Ndendryty = 28. Dane przedstawiono jako Srednie warto$ci + SEM.

4.6. Chroniczny stres prowadzi do zréznicowanych zmian strukturalnych w drzewku
apikalnym i bazalnym komoérek piramidowych w hipokampie myszy

Nastepnie podjeto sie proby zweryfikowania czy ekspresja 5-HT7R oraz struktura kolcow
dendrytycznych analizowanych komorek piramidowych w regionie CA1l rézni sie w obrebie
obszarow komoérkowych w warunkach bazowych (myszy KTR) oraz po ekspozycji na CUS.

W celu okres$lenia ekspresji 5-HT7R w hipokampie w warunkach bazowych przeprowadzono
dysekcje tkanek Stratum Oriens i Stratum Radiatum regionu CA1 hipokampa u myszy o fenotypie
dzikim i nastepnie poddano je analizie RT-qPCR /Rycina 20.(A-B)/. Otrzymane wyniki wykazaty, ze
Stratum Oriens cechuje obnizona ekspresja genu htr7 w poréwnaniu do Stratum Radiatum
(p = 0,009; niesparowany test t-Studenta, Nmyszy = 3) /Rycina 20.(B)/. llosciowa analiza struktury
kolcéw dendrytycznych hipokampa nie wykazata istotnych réznic miedzy dendrytami bazalnymi
a apikalnymi w parametrach morfometrycznych kolcéw dendrytycznych takich jak: stosunek
dtugosci do szerokosci gtéwki /Rycina 20.(C)/, dtugos¢ kolca /Rycina 20.(D)/, szerokos$¢ gtowki
/Rycina 20.(E)/, catkowita powierzchnia /Rycina 20.(F)/ oraz w gestos$ci kolcow /Rycina 20.(G)/.

Podsumowujac, w warunkach bazowych (bez stresu) Stratum Oriens CA1 cechuje obnizona
ekspresja genu Ahtr7 w poréwnaniu do Stratum Radiatum, podczas gdy Kksztaltt kolcow
dendrytycznych nie rdézni sie w obrebie dendrytéw komoérek piramidowych zlokalizowanych

we wspomnianych obszararach hipokampa.
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Rycina 20. Ekspresja genu Atr7 i analiza strukturalna kolcéw dendrytycznych w Stratum Oriens i Radiatum
regionu CA1 hipokampa myszy o fenotypie dzikim niepoddanych chronicznemu stresowi.
(A) Rysunek skrawka mdzgu myszy przedstawiajacy miejsce lokalizacji komdrek piramidowych regionu CA1
hipokampa zbudowanych z dwéch drzewek dendrytycznych: bazalnych umiejscowionych w Stratum Oriens
i apikalnych w Stratum Radiatum. (B) Analiza iloSciowa ekspresji genu hAtr7 w Stratum Oriens i Stratum
Radiatum (niesparowany test t-Studenta). Analiza poszczegélnych parametréw morfometrycznych kolcow
dendrytycznych: (C) stosunek dtugosci do szerokosci gtéwki (niesparowany test t-Studenta); (D) dtugosé¢
(niesparowany test t-Studenta); (E) szeroko$¢ gitowki (test Manna-Whitneya); (F) powierzchnia
(niesparowany test t-Studenta); (G) gestos$¢ kolcéw wyrazona przez liczbe kolcéw na 100 pm dtugosci dendrytu
(niesparowany test t-Studenta). BAZALNE Nkolce = 747, Ndendryty = 10, dtugo$¢ przeanalizowanych dendrytéw =
2743, 25 um. APIKALNE Nkoce = 2368, Ndendaryty = 35, dlugo$¢ przeanalizowanych
dendrytéw = 7413,15 pm. Dane przedstawiono jako $rednie wartosci + SEM. **p < 0,01. Schemat utworzono
z wykorzystaniem programu BioRender.com.

Z kolei analiza plastycznosci strukturalnej kolcéw dendrytycznych myszy poddanych
procedurze CUS wykazata u zwierzat ANH jednakowy kierunek zmian strukturalnych
w obrebie dendrytow bazalnych i apikalnych w regionie CA1 hipokampa /Rycina 21.(A-E)/.
Kolce myszy ANH wydtuzaty sie w poré6wnaniu do kolcéw myszy KTR i RES (dendryty apikalne: KTR
vs. ANH p =0,003; RES vs. ANH p =0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym
porownaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a; dendryty bazalne: KTR vs. ANH p = 0,036;
RES vs. ANH p < 0,001, analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup

eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 21.(B)/. Co wiecej, szczegétowa analiza parametrow
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morfometrycznych kolcéw dendrytycznych, takich jak dtugo$¢ kolca /Rycina 21.(C)/, szerokosé
gtowki /Rycina 21.(D)/ czy catkowita powierzchnia /Rycina 21.(E)/ wykazata, ze myszy RES
na dendrytach bazalnych cechuja bardziej dojrzate kolce dendrytyczne charakteryzujgce sie wiekszg
szerokoscig gléwki (KTR vs. RES p=0,003; RES vs. ANH p < 0,001, analiza jednoczynnikowa
wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 21.(D)/
i catkowita powierzchnig, w poréwnaniu do myszy KTR (KTR vs. RES p=0,017; RES vs. ANH
p=0,005; analiza wielokrotnym poréwnaniem grup

jednoczynnikowa wariancji z

eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 21.(E)/.
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Rycina 21. Analiza morfometryczna kolcow dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa myszy
poddanych chronicznemu stresowi wykazala odmienne zmiany strukturalne w obrebie drzewka
apikalnego i bazalnego komoérek piramidowych. (A) Schemat skrawka moézgu myszy przedstawiajgcy
lokalizacje regionéw hipokampa (CA1, CA3, DG) oraz budowe komérki piramidowej. Analiza iloSciowa
poszczeg6lnych parametréw morfometrycznych kolcdw dendrytycznych w drzewku apikalnym i bazalnym:
(B) stosunku dtugosci do szerokosci gtéwki kolca, (C) dtugosci, (D) szerokosci gtéwki oraz (E) powierzchni
kolca dendrytycznego (analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup
eksperymentalnych testem Tuckey’a). KTR Nkolce = 3105, Ndendryty = 45; ANH Nkolce = 3542, Ndendryty = 54;
RES Nkoice = 3075, Ndendryty = 42. Dane przedstawiono jako $rednie wartosci + SEM. *p < 0,05; **p <0,01;
*#* < 0,001. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu BioRender.com.

W celu lepszego zrozumienia obserwowanych zmian ksztattu kolcéw dendrytycznych podjeto

sie zbadania wptywu CUS na gesto$¢ kolcéw dendrytycznych w poszczegolnych regionach hipokampa
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oraz w dendrytach apikalnych i bazalnych komérek piramidowych regionu CA1 hipokampa /Rycina
22/. Otrzymanie wyniki wykazaty, Zze zwierzeta ANH i RES charakteryzuja sie istotnym spadkiem
gestosci kolcow dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa w poréwnaniu do myszy KTR
(KTRvs. ANH p < 0,0001; KTR vs. RES p = 0,044; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym
poréwnaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a), podczas gdy w regionie CA3 i DG
zmiany te nie wystepowaty /Rycina 22.(A)/. Niemniej jednak, u myszy RES zaobserwowano wzrost
gestosci kolcéw w regionie DG hipokampa w poréwnaniu do myszy KTR i ANH (KTR vs. RES
p = 0,047; RES vs. ANH p < 0,001, analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem
grup eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 22.(A)/.

Analiza gesto$ci kolcow w poszczegdlnych obszarach dendrytycznych komoérek
piramidowych regionu CA1 wykazata spadek gestosci kolcéw dendrytycznych u myszy ANH, zaréwno
w drzewkach apikalnych, jak i bazalnych, co pokrywa sie z obserwowanymi zmianami ksztattu
kolcéw dendrytycznych (tj. wydtuzanie) w tych obszarach komoérkowych /Rycina 22.(B)/.
Co ciekawe, obserwowany spadek gestosci kolcow w regionie CA1 u myszy RES w poréwnaniu
do myszy KTR, zwigzany byt z obniZong gestos$cia kolcdw wylgcznie w drzewku bazalnym
(KTR vs. RES p < 0,001, analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem grup
eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 22.(B)/. W drzewku apikalnym myszy RES
nie zaobserwowano zadnych istotnych réznic, zar6wno w gestosci, jak i ksztatcie kolcow

dendrytycznych w poréwnaniu do myszy KTR.

A HIPOKAMP B CA1
3
E CA1 CA3 DG E. APIKALNE BAZALNE
< 180+ * * S 180~
< s *% Kk Fededk
S 160 Lk "o G 160+
o e . Fekk
5 140 = i . g 1404 . "
'8 120 <% oot | e T e © 120 s o, =
° $ 4 'Y b . =] . o % .
3’100-%.-1.-; . -"°.~.i‘1£? 2100 E o ek .
S T 3 Y ¥ C e T god n B e i3, e
g4 T & & : . 2 £ s T E

E- 60- . ~‘ . oe ‘ P ee, ?’ =1 60 - . ? .:. -
S 40- o B Y N ’ g 40- ;
= 204 s 204
0 0
o | 8 |
o T T T T T T T T 1 g Ll L) L] T T T
; KTR ANH RES KTR ANH RES KTR ANH RES % KTR ANH RES KTR ANH RES

Rycina 22. Analiza gestosci kolcow dendrytycznych myszy poddanych chronicznemu stresowi
w poszczeg6lnych (A) regionach hipokampa (CA1, CA3, DG) oraz (B) obszarach komoérki piramidowej regionu
CA1 - dendryty apikalne i dendryty bazalne (analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym poréwnaniem
grup eksperymentalnych). Dtugos¢ przeanalizowanych dendrytéw KTR = 23 795,67 um, ANH = 27 179,45 pm,
RES = 21 996,42 pm; dendryty apikalne CA1: KTR = 7413,15 um; ANH = 8646,39 pm; RES =8160,43 pm;
dendryty bazalne: KTR = 2743,25 pm; ANH = 4197,49 um; RES = 3269,78 um. Dane przedstawiono jako $rednie
wartosci + SEM. *p <0,05; **p <0,01; *** < 0,001.

62



Podsumowujac, wyniki analizy strukturalnej wykazaty, ze zachowanie typu depresyjnego
cechuje wydtuzenie kolcéw dendrytycznych i zmniejszona gestos$¢ kolcow w regionie CA1 hipokampa
myszy, podczas gdy zachowanie rezylientne kompensacja strukturalna w tym regionie (zwiekszona

szeroko$¢ gtowek kolcdw pomimo zmniejszonej ich liczby).

4.7.0bnizenie ekspresji genu htr7 w hipokampie przed ekspozycja na chroniczny stres
zapobiega rozwojowi anhedonii u myszy

Aby zweryfikowa¢, czy ekspresja 5-HT7R w regionie CA1 hipokampa jest konieczna
do wywotywania zachowan typu depresyjnego przeprowadzono eksperyment, w ktérym lokalnie
i selektywne obnizono ekspresje genu Atr7 kodujacego 5-HT-;R. Nastepnie zwierzeta poddano
procedurze CUS wraz z ewaluacja behawioralng testem preferencji sacharozy (SPT1)
/Rycina 23.(A)/. Jako wariant kontrolny zastosowano wirus AAV niosgcy sekwencje shRNA
(scr shRNA), niewyciszajaca ekspresji 5-HT7R. Oba konstrukty kodujace 5-HT7R shRNA oraz
scr shRNA =zawieraly dodatkowag sekwencje kodujagca biatko zielonej fluorescencji (GFP)
pod promotorem synapsyny, co umozliwiato wizualizacje i tym samym identyfikacje zainfekowanych
obszaréw /Rycina 23.(B-C)/. Zainfekowany region CA1l z jednej potkuli mézgu poddano dysekcji
i przeznaczono na analizy RT-qPCR w celu zweryfikowania skutecznosci shRNA wobec wyciszania
ekspresji genu Atr7 /Rycina 23.(D)/.

Analiza parametréw behawioralnych wykazala, Ze obnizenie ekspresji genu Ahtr7
nie wptyneto na bazowg preferencje sacharozy (SPT0), gdyz nie zaobserwowano réznic pomiedzy
grupami traktowanymi 5-HT7R shRNA i kontrolnymi scr shRNA. Natomiast analiza preferencji
sacharozy po procedurze CUS (SPT1) wykazata, ze obnizenie ekspresji genu Atr7 w regionie CA1
hipokampa przed procedurg CUS zapobiega rozwojowi anhedonii po stresie /Rycina 23.(E)/.
Otrzymane wyniki wykazaty, ze siedem z 16 zwierzat (44%), ktorym wprowadzono wektor AAV
kodujacy scr shRNA rozwineto zachowanie anhedoniczne, podczas gdy w grupie, ktorej
wprowadzono AAV kodujacy 5-HT7R shRNA byly to dwie z 22 myszy (9%) /Rycina 23.(E)/.

Podsumowujac, ekspresja 5-HT7R w regionie CA1 hipokampa zwigzana jest z behawioralng

odpowiedzig na chroniczny stres.
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Rycina 23. Wyciszenie ekspresji genu htr7 przed procedurg chronicznego stresu zapobiega rozwojowi
anhedoni u myszy. (A) Schematyczne przedstawienie planu eksperymentalnego. (B) Rysunek skrawka
moézgu myszy z atlasu neuroanatomicznego przedstawiajacy miejsce wprowadzanych konstruktéow AAV.
(C) Reprezentatywne zdjecia otrzymane z mikroskopu fluorescencyjnego skrawkéw mézgu myszy po podaniu
AAV niosacych scramble shRNA i 5-HT7R shRNA. (D) Analiza iloSciowa ekspresji genu htr7 w zainfekowanych
obszarach regionu CA1 (niesparowany test t-Studenta). (E) Preferencja sacharozy myszy kontrolnych (KTR) i
stresowanych (STRES) po podaniu AAV zawierajacych sekwencje scramble shRNA, SCR (Nkrr = 8; Nsrres = 16)
lub 5-HT7R shRNA (Nkrr = 10; Nstres = 22), Test Chi-Kwadrat. Dane przedstawiono jako Srednie wartosci + SEM.
*p <0,05; **p <0,01.

4.8. Obnizenie ekspresji genu htr7 w hipokampie myszy przed ekspozycja na
chroniczny stres prowadzi do zmian strukturalnych kolcéw dendrytycznych

Otrzymane wyniki behawioralne wykazaty, zZe obnizenie ekspresji genu Atr7
w regionie CA1 hipokampa promuje powstawanie fenotypu rezylientnego. Dlatego podjeto sie préby
zweryfikowania, czy fenotyp RES powstaly przez obnizenie ekspresji 5-HT;R w regionie CA1
hipokampa  charakteryzujg = podobne zmiany  strukturalne kolcéw  dendrytycznych,
jak te obserwowane u myszy RES powstatych spontanicznie po ekspozycji na CUS /Rycina 24.(A-D)/.

Procedura wizualizacji kolcow dendrytycznych zostata przeprowadzona na drugiej po6tkuli
mozgu myszy, ktérym wykonano dohipokampalne iniekcje stereotaktyczne AAV kodujacym
scr shRNA lub shRNA 5-HT7R oraz protokole CUS /Rycina 24.(E) /. Analiza morfometryczna wykazata,
ze u myszy scr shRNA RES kolce dendrytyczne charakteryzowaty sie mniejsza wartoscig stosunku
dtugosci do szerokosci w dendrytach bazalnych w poréwnaniu do scr shRNA KTR (p = 0,006;
niesparowany test t-Studenta) /Rycina 24.(C)/. Z kolei w grupie 5-HT7R shRNA RES zaobserwowano
mniejsza warto$¢ tego parametru, zarowno w dendrytach apikalnych (p = 0,021; niesparowany test
t-Studenta), jak i bazalnych (p = 0,020; niesparowany test t-Studenta) komdrek piramidowych
regionu CA1 hipokampa w poréwnaniu do myszy 5-HT7R shRNA KTR /Rycina 24.(D)/.
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Podsumowujac, otrzymane wyniki analizy strukturalnej kolcow dendrytycznych wykazaty,
ze myszy 5-HT7R shRNA RES cechuja bardziej stabilne potgczenia synaptyczne w obrebie
obu drzewek dendrytycznych komdrek piramidowych regionu CA1 w poréwnaniu do myszy RES

/Rycina 24/.
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Rycina 24. Wyciszenie ekspresji genu htr7 przed procedurg chronicznego stresu prowadzi do zmian
strukturalnych kolcéw dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa. (A) Schematyczne przedstawienie
planu eksperymentalnego. Analiza morfometryczna kolcéw dendrytycznych w dendrytach apikalnych
i bazalnych komoérek piramidowych regionu CA1l: (B-D) stosunek dtugosci do szerokosci gtowki kolca
(niesparowany test t-Studenta). (E) Zdjecie tego samego skrawka moézgu myszy 5-HT7R shRNA, ktérego
neurony zostaty wyznakowane barwnikiem Dil. Dendryty apikalne: NkolcowSCTRNA KTR = 612, NdendrytswSCrRNA
KTR = 13, NkolcswSCrRNA RES = 984, NdendrytowSCrRNA RES = 17. NkoleswShRNA KTR = 505, NdendrytswShRNA KTR =
12, Nkoicow ShRNA RES = 901, NdendrytowShRNA RES = 14. Dendryty bazalne: NkocswSCcrRNA KTR = 726,
NdendrytswSCFRNA KTR = 16, NkolcswSCTRNA RES = 977, NdendrytswSCTRNA RES = 20, NkolcswShRNA KTR = 506,
NdendrytswShRNA KTR = 10, Nkolcsw SARNA RES = 804, NdendrytswShRNA RES = 15. Dendryty apikalne: NkoieswKTR =
2368, Ndendrytow KTR = 35, Nkolcsw RES = 2147, NdendrytswRES = 29; dendryty bazalne: : Nkolcow KTR =747, Ndendrytow
KTR = 10, Nkolcow RES = 928, NdendrytswRES = 13. Dane przedstawiono jako $rednie warto$ci + SEM. *p <0,05;
**p <0,01.
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5. DYSKUSJA

Receptor serotoninowy typu 7 wystepuje w obszarach mézgu kluczowych dla prawidtowego
rozwoju i transmisji synaptycznej, przez co odpowiedzialny jest za rézne funkcje, w tym miedzy
innymi uczenie sie i pamie¢, regulacje cyklu dobowego, czy odczuwanie bélu [Ciranna i Catania,
2014]. Szereg badan sugeruje, ze 5-HT7R moze by¢ potencjalnym celem farmakoterapeutycznym
dla zaburzen poznawczych takich jak np. zmiany otepienne w chorobie Alzhaimera [Cifariello i wsp.,
2008; Gasbarri i Pompili, 2014; Hedlund, 2009; Solas i wsp., 2021]. Badania, w ktérych stosowano,
zaréwno farmakologiczne interwencje, jak i genetyczne modyfikacje 5-HT-R wskazujg, ze receptor
ten moze takze odgrywac istotng role w regulowaniu nastroju, a tym samym w chorobach zwigzanych
ze stresem [Hedlund, 2009; Nikiforuk, 2015]. Niemniej jednak, mechanizm molekularny 5-HT7R
lezacy u podstaw regulowania zmian w zachowaniu nie zostat do tej pory opisany.

Interesujgcymi badaniami dotyczacymi roli 5-HT;R w regulowaniu plastycznosci
synaptycznej jest praca Bijata i wsp. (2017), w ktérej opisano funkcjonalne oddziatywanie miedzy
5HT7R a proteaza MMP-9 w hipokampalnych hodowlach komérkowych. W badaniach tych wykazano,
ze aktywacja 5-HT7R in vitro prowadzi do wzrostu aktywno$ci MMP-9, w konsekwencji wywotujac
patologiczne zmiany strukturalne i funkcjonalne w synapsach - upos$ledzenie komérkowych
procesOw uczenia przez zmniejszenie wydajnosci istniejgcych potaczen synaptycznych (wydtuzanie
kolcéw dendrytycznych). Aktywnos¢ MMP-9 stanowi istotny regulator plastyczno$ci synaptycznej
oraz marker wielu standw patologicznych choréb neurologicznych [Reinhard i wsp. 2015;
Stawarski i wsp., 2014; Vafadari i wsp., 2016]. Co wazne, wiele badan omawianych w niniejszej
rozprawie doktorskiej wykorzystujacych zwierzece modele zachowan typu depresyjnego réwniez
opisuje podobne zmiany w strukturze i funkcji komoérek nerwowych w hipokampie,
jak te obserwowane w badaniach Bijata i wsp. (2017). Jednakze to jaka doktadnie role petni 5-HT7R
w plastycznosci synaptycznej w hipokampie in vivo oraz czy aktywacja szlaku sygnatowego
zaleznego od 5-HT7R zwigzana jest z rozwojem zachowann typu depresyjnego nie zostato do tej pory
zbadane. Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto poznanie roli 5-HT7R in vivo w rozwoju
zachowan typu depresyjnego oraz okreslenie funkcjonalnych konsekwencji aktywacji szlaku
sygnatowego zaleznego od 5-HT7R.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze aktywacja 5-HT-R prowadzi do rozwoju zachowan
typu depresyjnego oraz zmian strukturalnych w komoérkach nerwowych w hipokampie myszy.
Szczegbétowa charakterystyka behawioralna wykazata, ze szlak sygnatowy zalezny od 5-HT;R
aktywowany jest w hipokampie myszy ANH po ekspozycji na CUS [Bijata i wsp., 2022a]. Ponadto,
dzieki wynikom otrzymanym w ramach niniejszej pracy doktorskiej potwierdzono, ze MMP-9

zwieksza swojg aktywnos$¢ w hipokampie 7n vivo podczas ekspozycji na chroniczny stres [Baczynska
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i wsp., 2022, bioRxiv; Bijata i wsp. 2022a]. Co wiecej, zmiany te sg specyficznie zwigzane z fenotypem
depresyjnym, gdyz u zwierzat RES nie zaobserwowano, zaréwno aktywacji szlaku sygnatowego
zaleznego od 5-HT7R, jak i wydtuzania kolcow dendrytycznych [Baczynska i wsp., 2022, bioRxiv].
Niemniej jednak, nie mozna wykluczy¢, Ze szlak ten jest r6wniez aktywowany w innych strukturach
mozgu wrazliwych na wplyw chronicznego stresu (kora przedczotowa, cialo migdatowate)
i ze zmiany w plastyczno$ci synaptycznej majg ogdlny charakter. Wyniki zawarte w badaniach Bijata
i wsp. (2022a) moga posrednio potwierdzaé to zatozenie, gdyz przeprowadzone analizy
biochemiczne wykazaty wzrost aktywnos$ci MMP-9 i CDC42 w korze przedczotowej po wykonaniu
iniekcji LP. Aczkolwiek analiza ksztattu kolcow dendrytycznych po CUS nie wykazata istotnych zmian
w korze przedczotowiej myszy ANH, co moze $§wiadczy¢ o tym, Ze szlak sygnatowy zalezny od 5-HT7R
nie jest aktywowany w korze przedczotowiej podczas CUS lub ze jego aktywacja jest niewystarczajgca
do wywotlania zmian strukturalnych w kolcach dendrytycznych. Zagadnienie to wymaga
dodatkowych analiz biochemicznych i strukturalnych przeprowadzonych w korze przedczotowej.
Niemniej jednak, otrzymane wyniki wskazuja, Ze aktywacja 5-HT7R zwigzana jest z rozwojem
zachowan typu depresyjnego u myszy.

Co warte podkreslenia, do przeprowadzonych anliz biochemicznych i strukturalnych kolcéw
dendrytycznych wybrano reprezenatywne myszy dla danego fenotypu behawioralnego CUS
/Rycina 15/. Biorgc pod uwage, ze obecnie dostepne s3 rdézne podejscia metodologiczne
w modelowaniu zachowan typu depresyjnego u zwierzat labolatoryjnych, jak np. stres
unieruchomienia, to wyb6r modelu CUS umozliwit potwierdzenie, Ze ekspresja receptora 5-HT7R
w hipokampie zwigzana jest regulacja odpowiedzi behawioralnej na stres. Wynika to z faktuy,
ze w modelu tym wystepuja dwie behawioralne subpopulacje myszy po CUS (ANH i RES)
w jednakowych proporcjach (1:1), co stanowi odpowiedni model do badania mechanizméw, zaréwno
prodepresyjnych, jak i promujgcych rezyliencje [Bijata i wsp. 2022b]. Co wiecej, dodatkowa
charakterstyka behawioralna myszy po procedurze CUS i zastosowaniu ketaminy wskauje, ze myszy
ANH moga wykazywaé odpowiedZ behawioralng na leki antydepresyjne. Niemniej jednak,
aby to potwierdzi¢ potrzebnych jest wiecej badan z zastosowaniem tego modelu, w ktérych
stosowane bylyby klasyczne interwencje farmakologiczne lekami z grupy SSRIs.

Wprawdzie liczne badania sugeruja, Zze 5-HT7R moze odgrywa¢ wazna role w chorobach
zwigzanych ze stresem (ze wzgledu na terapeutyczne efekty blokowania jego ekspresji oraz zdolnos¢
do interakcji z licznymi lekami antydepresyjnymi), to doktadny mechanizm lezacy u podstaw tego
zjawiska wciaz wydaje sie niewyjasniony [Bijata i wsp., 2022a; Guscott i wsp., 2005; Hedlund i wsp.,
2005; Roth i wsp., 1994; Wesotowska i wsp., 2006a; Wesotowska i wsp., 2006b; Wesotowska i wsp.,

2007]. Podobnie jest z rola MMP-9 w rozwoju zaburzen depresyjnych, ktérej mechanizm molekularny
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dziatania wydaje sie rdwnie skomplikowany [Li i wsp., 2022]. Dlatego, zeby lepiej zrozumie¢ role
szlaku sygnatowego zaleznego od 5-HT7R w regulacji, zaré6wno w behawioralnej odpowiedzi na CUS,
jak i plastycznosci strukturalnej kolcéw dendrytycznych potrzebne s3 dodatkowe badania w tym
analizy biochemiczne w poszczegélnych regionach hipokampa oraz obszarach komérkowych
(Stratum Oriens, Stratum Radiatum) regionu CA1 hipokampa myszy poddanych CUS. Wiedza na ten
temat jest wcigz niekompletna i wymaga dalszych badan.

Pomimo iZ wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy
wykazaly istnienie szlaku sygnatowego 5-HT7R/MMP-9 in vivo to wcze$niejsze doniesienia naukowe
posrednio moga sugerowac jego istnienie. W badaniach Stroth i Svenningsson (2015) wykazano,
ze 5-HT7R oddziatuje z astrocytarnym biatkiem S10083 (ang. S700 calcium binding protein ( subunit),
o ktérym wiadomo, Ze reguluje poziom cAMP. Z kolei w badaniach Szepesi i wsp. (2013)
udowodniono, ze wzrost cAMP zwieksza aktywno$s¢ MMP-9, natomiast badania Xu i wsp. (2016)
wykazaty, Ze biatko S100f indukuje uwalnianie MMP-9. Otrzymane wyniki, zawarte w pracy Bijata
i wsp. (2022a), potwierdzily, ze stymulacja 5-HT7R specyficznym agonistg (LP) in vivo zwieksza
poziom aktywno$ci MMP-9 w hipokampie oraz ze blokada Kkonstytutywnej aktywnosci
5-HT;R poprzez 5-HT7R KO Ilub traktowanie odwrotnym agonista SB269970 prowadzi
do zmniejszenia jej aktywnosci. Istotng role aktywacji MMP-9 w rozwoju zachowan depresyjnych
indukowanych stymulacja 5-HT7R potwierdzity réwniez przeprowadzone eksperymenty na myszach
MMP-9 KO. U zwierzat tych nie zaobserwowano zmian behawioralnych po traktowaniu agonista
5-HT7R (LP), w przeciwienstwie do efektéw prodepresyjnych obserwowanych u myszy o fenotypie
dzikim po traktowaniu LP /Rycina 12.(A)/. Co wazne, wyniki te moga potwerdzac¢ inne dotychczas
prowadzone badania zwigzane z analiza krwi pacjentow ze depresja, u ktérych zaobserwowano
podwyzszony poziom MMP-9 w poréwnaniu do os6b zdrowych [Domenici i wsp., 2010; Garvin i wsp.,
2009; Jonsson i wsp., 2014; Rybakowski i wsp., 2013]. Badania te $wiadcza o tym, ze pomiar MMP-9
w krwi moze stanowic¢ skuteczny biomarker zaburzen depresyjnych [Li i wsp., 2022], chociaz wciaz
nie ma jednoznacznego dowodu wskazujacego na korelacje poziomu MMP-9 we krwi a aktywnoscig
tego biatka w mozgu.

Badania opierajace sie na analizach post mortem poziomu MMP-9 w strukturach korowych
0s6b chorujacych na depresje nie wykazaty istotnych réznic w poréwnaniu do oséb zdrowych
[Alaiyed i wsp., 2020]. Wydaje sie to przeciwstawng obserwacja w odniesieniu do wynikéw
prezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, ktére wskazuja na wzrost aktywnos$ci MMP-9
w hipokampach o0séb z depresjg w poréwnaniu do oséb zdrowych. Te pozornie sprzeczne obserwacje
mozna jednak wyjasni¢ réznymi protokotami badawczymi, gdyz we wspomnianym badaniu [Alaiyed

i wsp., 2020] badano poziom nieaktywnej enzymatycznie proMMP-9, podczas gdy w badaniach
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prezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej oznaczony zostal poziom aktywnosci MMP-9
z wykorzystaniem zymografi Zelowej. Ponadto przedmiotem obu badan byly inne struktury
anatomiczne - kora przedczotowa oraz hipokamp, ktére w zalezno$ci od obrazu klinicznego depresji
moga wykazywac roéznice funkcjonalne i molekularne [Trifu i wsp., 2020]. Otrzymany wynik
wskazujacy na wzrost aktywno$ci MMP-9 post mortem w hipokampie oséb z depresja moze
Swiadczy¢ o tym, ze szlak sygnatowy zalezny od 5-HT;R takze jest aktywowany u tych osob.
Niemniej jednak, analiza post mortem aktywnosci CDC42 nie zostata przeprowadzona,
gdyz aktywno$¢ GTPaz jest szczegllnie wrazliwa na hydrolize i byta niemozliwa do wykrycia
w otrzymanym materiale badawczym. Gtéwna przyczyna byl sposéb przechowywania materiatu
do momentu pobrania tkanek hipokampa (warunki chtodnicze). Ponadto, istotnym ograniczeniem
byt takze czas pobrania materiatu. Zgodnie z polskim prawem sekcja zwtok nie moze odby¢
sie wcze$niej niz 12 godzin po $mierci. W praktyce autopsje zwykle odbywajg sie nawet do 24-48
godzin, a opdZnienie to moze wptywac na uzyskane wyniki, uniemozliwiajgc wykonanie niektoérych
pomiaréw biochemicznych, np. aktywnosci CDC42. Niemniej jednak, badania kliniczne wykazaty,
ze polimorfizmy genu MMP-9 zwigzane sg z zaburzeniami depresyjnymi [Bobinska i wsp., 2016;
Rybakowski, 2009], dlatego tez MMP-9 obecnie skupia uwage neuropsychiatréow jako potencjalny
predyktor i/lub biomarker epizodéw depresyjnych [Li i wsp., 2022].

Regulacja aktywnos$ci MMP-9 moze odbywac sie na wielu poziomach miedzy innymi poprzez
interakcje z endogennym inhibitorem TIMP-1, ktérego obecno$¢ jest potrzebna do powstawania
stabilnych potaczen synaptycznych w hipokampie [Magnowska i wsp., 2016]. Ponadto aktywacja
MMP-9 moze by¢ takze kontrolowana przez kaskady sygnalizacyjne obejmujace inne proteazy
i inhibitory. Jednym z nich jest tkankowy aktywator plazminogenu (tPA), ktéry aktywuje konwersje
plazminogenu do plazminy, ktéra nastepnie aktywuje MMP-9 [Baramova i wsp., 1997].
Co ciekawe, w badaniach Pawlak i wsp. (2005) zaobserwowano, ze po przewleklym stresie szybkos$¢
aktywacji plazminogenu do plazminy przez tPA jest najwyzsza w regionie CA1 hipokampa. Co wiecej,
dane te s3 zgodne z innymi badaniami opisujacymi wzrost aktywno$ci MMP-9 w regionie CA1
u szczuréw poddanych przewlektemu stresowi [van der Kooij i wsp., 2014]. Obserwacje
te potwierdzaja otrzymane wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej zwigzane
ze wzrostem aktywno$ci MMP-9 w hipokampie, zaré6wno myszy ANH, jak i u pacjentow z depresja.
W zwigzku z tym mozliwym jest, Ze zwiekszona aktywnos¢ MMP-9 w depres;ji jest specyficzna
dla regionu CA1 hipokampa, co moze bezposrednio by¢ zwigzane z obserwowanymi zmianami
strukturalnymi kolcéw dendrytycznych w tym regionie. Jednak wecigz niejednoznacznym
jest czy podwyzszony poziom aktywno$ci MMP-9 pochodzi z neurondéw, czy moze komorek

mikrogleju, ktére réwniez ulegaja aktywacji podczas chronicznego stresu [Couch i wsp., 2013;
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Hinwood i wsp., 2012]. Niemniej jednak, wyniki te wskazuja, ze aktywacja szlaku sygnatowego
zaleznego od 5-HT7R, w tym zwiekszona aktywno$¢ MMP-9, w hipokampie zwigzane sg z rozwojem
zachowan typu depresyjnego. Co wiecej, przeprowadzony eksperyment, w ktérym obnizono
ekspresje genu htr7 specyficznie w regionie CA1 hipokampa myszy zapobiegajac tym samym
rozwojowi anhedonii potwierdzil, ze region CA1l odgrywa szczeg6lna role w plastycznosci
synaptycznej lezacej u podstaw zachowan depresyjnych. Jest to zgodne z wcze$niejszymi badaniami
opisujagcymi zaburzong plastyczno$¢ synaptyczng w regionie CA1 podczas chronicznego stresu
[Alfarez i wsp., 2003; Champagne i wsp., 2008; Dahlin i wsp., 2019; Zhang i wsp., 2019].

Kolejnymi dowodami wskazujacymi na istotng role MMP-9 w depresji s3 badania Puscian
i wsp. (2020), w ktérych autorzy wykazali, Ze leczenie lekiem antydepresyjnym z grupy SSRIs
(fluoksetyng) prowadzi do spadku aktywnosci MMP-9 w mézgu. Zjawisko to mozna ttumaczy¢
wplywem dziatania fluoksetyny na poziom serotoniny w synapsie, od ktérej stezenia zalezy profil
modyfikacji potranslacyjnych 5-HT7R regulujacych miedzy innymi jego konstytutywna aktywnos¢
[Gorinski i Ponimaskin, 2013]. Przyktadem takiej modyfikacji jest S-palmitoilacja, ktéra w ostatnich
latach zwrécita szczegdlng uwage naukowcéw jako potencjalny cel molekularny terapii choréb
zwigzanych ze stresem [Gorinski i Ponimaskin, 2013; Liu i wsp., 2022; Zareba-Koziol i wsp., 2019;
Zareba-Koziot i wsp., 2018] i regulacja plastycznosci strukturalnej kolcéw dendrytycznych [Albanesi
i wsp., 2020; Ji i Skup, 2021]. Mozna zatem zatozy¢, Ze zwiekszenie poziomu serotoniny zwieksza
palmitoilacje 5-HT7R, co z kolei zmniejsza jego konstytutywng aktywno$¢ zwigzang z biatkami Gois
prawdopodobnie posredniczacymi w aktywacji MMP-9. Z drugiej strony obnizony poziom serotoniny
podczas chronicznego stresu moze powodowaé odwrotny efekt - wzrost aktywnosci MMP-9
w wyniku wzrostu konstytutywnej aktywnosci receptora zwigzanej z biatkami Gas. Jednakze oba
te zaloZzenia wymagaja weryfikacji eksperymentalnej in vitro z zastosowaniem narzedzi
biofizycznych umozliwiajacych okre$lenie zwigzku przyczynowo-skutkowego pomiedzy
palmitoilacja, ekspresjg 5-HT7R oraz aktywno$cig MMP-9. Co ciekawe, najnowsze dane wskazuja,
ze przewlekly stres moze modyfikowaé profil palmitoilacji wielu bialek, w tym receptorow
serotoninowych, zaréwno u gryzoni, jak i u ludzi [Gorinski i wsp., 2019; Zareba-Koziol i wsp., 2019,
Baczynska i wsp., 2022, bioRxiv]. Warto jednak podkresli¢, Ze aby zrozumie¢ role palmitoilacji
w mechanizmie zaleznym od 5-HT;R w stresie nalezatoby zbada¢ jej dynamike i zwigzek
z aktywnos$ciag MMP-9. Ponadto chociaz dane sugeruja, ze aktywacja MMP-9, w wyniku stymulacji
5-HT7R, jest istotnym etapem rozwoju zachowan typu depresyjnego, proces ten moze by¢ bardziej
ztozony przez mozliwe zaangazowanie innych szlakéw sygnatowych np. obejmowaé aktywacje
CDC42 przez biatko Gaiz lub inne modyfikacje potranslacyjne, co réwniez moze indukowaé

rézne wewnatrzkomdrkowe szlaki sygnalowe zalezne od 5-HTsR [Guseva i wsp., 2014].
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Niemniej jednak, doniesienia te ukazuja jak skomplikowany i zarazem wazny jest mechanizm
molekularny szlaku sygnatowego 5-HT;R/MMP-9 w zrozumieniu zaburzonej plastycznosci
synaptycznej w stresie.

Jako przejaw plastyczno$ci moézgu, przebudowa kolcéw dendrytycznych moze przybierac
rézne formy - od zmian ksztalttu do zmian liczby kolcdw na dendrycie [Baczynska i wsp., 2021].
Zmiany zachodzace w $rodowisku takie jak np. chroniczny stres wptywajg na dynamike zmian kolcow
dendrytycznych przez zwiekszanie lub zmniejszanie ich gesto$ci oraz zmiane ich ksztatty,
co bezposrednio wplywa na transmisje synaptyczng [Laine i Shansky, 2022]. Analizy gestosci kolcow
dendrytycznych w réznych obszarach anatomicznych mézgu, szczegélnie wrazliwych na wptyw
chronicznego stresu (hipokamp, kora przedczotowa i ciato migdatowate) wykazaty, ze wplyw stresu
na kolce dendrytyczne jest zalezny od struktury mdzgu. Wczesne prace skupialy sie gléwnie
na badaniach gestosci kolcow dendrytycznych w strukturach korowych i hipokampa donoszac,
ze ekspozycja na chroniczny stres prowadzi do atrofii dendrytéw i zmniejszenia gestosci kolcow
dendrytycznych w tych obszarach [Colyn i wsp., 2019; Conrad i wsp., 2017; Cook i Wellman, 2004;
Eiland i wsp., 2012; Goldwater i wsp., 2009; Henckens i wsp., 2015; Lambert i wsp., 1998; Liston
i wsp., 2006; Luczynski i wsp., 2015; Patel i wsp., 2018; Radley i wsp., 2005, 2006]. W p6zniejszych
latach, badacze odkryli, Ze w ciele migdalowatym wystepuje przeciwstawny efekt - hipertrofia
komoérek nerwowych i wzrost gestosci kolcéw dendrytycznych [Bennur i wsp., 2007; Mitra i wsp.,
2005; Vyas i wsp., 2003, 2004, 2006; Yi i wsp., 2017]. Co wiecej, badanie in vitro przeprowadzone
przez Bijata i wsp. (2015) wskazuje na to, Ze réwniez podwyzszona aktywno$¢ MMP-9 prowadzi
do atrofii drzewek dendrytycznych w hipokampie. Prezentowane wyniki w niniejszej rozprawie
doktorskiej potwierdzaja wczedniejsze doniesienia naukowe in vitro i in vivo, gdyz w hipokampie
réwniez zaobserwowano wzrost aktywnos$ci MMP-9 oraz spadek gestosci kolcow dendrytycznych
u myszy ANH /Rycina 16, 22/. Co wiecej, otrzymane wyniki wskazujg na zwigzek miedzy typem
odpowiedzi behawioralnej na CUS (ANH, RES) a aktywno$cig MMP-9 oraz zmianami strukturalnymi
w neuronach hipokampa. Ponadto, przeprowadzony eksperyment, w ktérym lokalnie wyciszono
ekspresje genu Atr7 w regionie CA1 hipokampa potwierdzil, ze ekspresja 5-HT7R jest konieczna
dla rozwoju fenotypu depresyjnego.

Istotng cecha komoérek nerwowych jest takze ich zdolno$¢ do regeneracji po ekspozycji
na chroniczny stres, co obserwuje sie czesto w zwierzecych modelach po okresie rekonwalescencji,
interwencji antydepresyjnej czy ekspozycji na wzbogacone srodowisko [Ashokan i wsp., 2018; Bessa
iwsp., 2009; Ortiz i Conrad, 2018; Vyas i wsp., 2004]. Co ciekawe, wykazano, ze to proksymalne czeSci
dendrytow posiadajg wieksze zdolnos$ci do regeneracji w poréwnaniu do dendrytéw dystalnych

[Goldwater i wsp., 2009; Radley i wsp., 2005], co jest zgodne z obserwowanymi réznymi efektami
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strukturalnymi w bazalnych i apikalnych drzewkach dendrytycznych komérek piramidowych
po ekspozycji na CUS /Rycina 21, 22/. Otrzymane wyniki z analiz strukturalnych wydaja
sie szczegblnie interesujace zwazywszy na fakt, Ze poza réZnym rozmieszczeniem
neuroanatomicznym drzewka te réznia sie pod katem molekularnym i funkcjonalnym, w tym réwniez
aktywnos$cia metaloproteaz [Brzdak i wsp. 2019]. Otrzymane wyniki z analiz plastycznosci
strukturalnej sugerujg, Ze chroniczny stres w rézny sposéb wptywa na plastycznos¢ proksymalnych
(dendryty bazalne) i dystalnych obszaréw komérki (dendryty apikalne) w regionie CA1 hipokampa.
Specyficzne zmiany w tych obszarach zwigzane sg réwniez z rodzajem fenotypu rozwinietego
w wyniku CUS (RES lub ANH). Co ciekawe, zmiany te nie s3 obserwowane w warunkach bazowych
(bez stresu). Wyniki te moga sugerowa¢, ze szlak sygnatowy zalezny od 5-HT;R w warunkach
chronicznego stresu jest aktywowany w rézny sposéb w orebie dwéch drzewek dendrytycznych
zlokalizowanych w Stratum Oriens i Stratum Radiatum regionu CAl. Obecnie poza technikami
bioficzyznymi wykorzystujacymi obrazowanie w wysokiej rodzielczoSci oraz analizami
biochemicznymi brakuje metod genetycznych, ktére umozliwityby specyficzne kontrolowanie
ekspresji 5-HT7R, MMP-9 czy CDC42 w réznych obszarach komdrkowych.

Przyzyciowe obrazowanie kolcéw dendrytycznych z uzyciem mikroskopu dwufotonowego
myszy wystawionych na chroniczny stres ujawnito, ze to kolce grzybkowate (bardziej dojrzate)
sa eliminowane najszybciej, natomiast profilaktycznie, antydepresyjne leczenie ketaming moze
zapobiegac¢ tej eliminacji [Ng i wsp., 2018]. Co ciekawe, badania przeprwoadzone z wykorzystaniem
ketaminy przed procedurg CUS wykazaty, Ze farmaceutyk ten promuje rezyliencje za posrednictwem
zmian strukturalnych w kolcach dendrytycznych w hipokampie [Krzystyniak i wsp. 2019].
Moze to réwniez stanowi¢ przestanke do tego, ze regulacja kolcow dendrytycznych jest kluczowa
dla behawioralnej odpowiedzi na stres. Otrzymane wyniki w niniejszej rozprawie doktorskiej
wskazuja, ze receptor 5-HT7R moze stanowi¢ potencjalny cel molekularny, wzmacniajacy
plastyczno$¢ strukturalng w obszarach mozgu szczegélnie podatnych na atrofie neuronéw w wyniku
ekspozycji na chroniczny stres. Jednakze do tej pory nikt nie badat zmian ksztattu kolcow
dendrytycznych w obrebie drzewka bazalnego i apikalnego komoérek piramidowych w réznych
fenotypach behawioralnych po ekspozycji na CUS. Dlatego tez obserwacja, ze zwierzeta RES wykazuja
kompensacje strukturalng w regionie CA1 hipokampa wydaje sie szczegélnie intrygujaca.
Obserwowane zmiany strukturalne u myszy RES (spadek gesto$ci kolcow oraz wytworzenie bardziej
stabilnych potaczen synaptycznych na juz istniejacych kolcach dendrytéw bazalnych) sugeruje,
Ze transmisja synaptyczna lezaca u podstaw LTP u tych myszy moze r6zni¢ sie od LTP w hipokampie
myszy ANH, ktére doswiadczyly tej samej procedury stresowania, ale wykazuja przeciwstawny

efekt w strukturze kolcéw dendrytycznych (wydluzanie sie kolcéw dendrytycznych).
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Protoko6t CUS stosowany w prezentowanych badaniach oparty jest na wczesniejszych badaniach
[Couch i wsp., 2013; Strekalova i wsp., 2004; Strekalova i Steinbusch, 2010], w ktorych
przeprowadzono ocene behawioralng procesé6w uczenia i pamieci, wykazujgc uposledzenie funkcji
poznawczych u zwierzat ANH oraz brak zmian u zwierzat RES. Jednakze czy zmiany strukturalne
kolcéw dendrytycznych w hipokampie u myszy ANH i RES maja odzwierciedlenie w zmianach LTP
oraz jaki to ma wptyw na zachowanie zwierzat, wymaga dodatkowych badan uwzgledniajacych
pomiary elektrofizjologiczne wraz z kompleksowa ewaluacja behawioralng. Niemniej jednak,
ten kierunek badan wydaje sie szczegdlnie interesujgcy, gdyz badania na ludziach wykazaty, ze osoby
rezylientne réwniez cechuje poprawa funkcji poznawczych [Miyagi i wsp., 2020; Parsons i wsp.,
2016]. Co wiecej, wzrost gestosci kolcow w DG myszy RES w poréwnaniu do myszy KTR i ANH
réwniez sugeruje, Ze transmisja synaptyczna u tych myszy moze by¢ inaczej regulowana /Rycina 22/.
Badania te moga przyblizy¢ nas do odpowiedzi na pytanie - czy zmiany ksztaltu kolcow
dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa moga stanowi¢ strukturalny marker stanu
behawioralnego po stresie.

Warto zauwazy¢, ze prawie wszystkie wyzej wymienione badania, w ktérych stosowano
protokoty chronicznego stresu przeprowadzono z wykorzystaniem wylgcznie samcéw myszy
i szczurédw. Biorac pod uwage czestsze wystepowanie zaburzen psychicznych zwigzanych ze stresem,
takich jak depresja, u kobiet w poréwnaniu z mezczyznami jest to istotne wykluczenie [Bangasser
i Cuarenta, 2021; Hasin i wsp., 2005; Helzer i wsp., 1987; Kessler, 2007; McLaughlin i wsp., 2009;
McLean i wsp., 2011]. Ponadto coraz wiecej doniesienn naukowych wskazuje, ze wptyw chronicznego
stresu na strukture neurondw moze mie¢ rézne skutki u obu ptci np. u samcéw moga
by¢ one nieobecne lub wystepowaé w odwrotnym kierunku niz u samic. W badaniach Gaspar
i wsp. (2021) wykazano, Ze procedura CUS prowadzi do atrofii dendrytéw w hipokampie wytgcznie
u samcow szczuréw, podczas gdy u samic efektéw tych nie zaobserwowano. W innym badaniu
z wykorzystaniem procedury CUS u samic myszy zaobserwowano wzrost gestosci kolcow w korze
przedczotowej, podczas gdy u samcow wystepowal przeciwstawny efekt - spadek gestosci
[Bueno-Fernandez i wsp., 2021]. Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Galea i wsp. (1997)
wykazano, ze procedura chronicznego stresu unieruchomienia zwigzana jest atrofia dendrytow
apikalnych komorek piramidowych regionu CA3 hipokampa samcéw szczuréw, podczas gdy u samic
atrofia ta przejawiata sie wylaczenie w dendrytach bazalnych. Co ciekawe, badania przeprowadzone
na mtodych szczurach $wiadcza o tym, Ze chroniczny stres prowadzi do podobnych efektow
strukturalnych w hipokampie, korze przedczotowej i ciele migdalowatym u obu pici.
Wyniki te wskazujg, ze zar6wno etap rozwoju, jak i dtugo$¢ trwania stresu s waznym modulatorem

potencjalnych réznic miedzy piciami [Eiland i wsp., 2012; Planchez i wsp., 2019].
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Niemniej jednak, duzo wiecej spéjnych wynikéw z analiz plastycznosci strukturalnej kolcéw
dendrytycznych dotyczy samcow myszy szczepu C57BL6], wykazujacych zachowania typu
depresyjnego. Dlatego tez w badaniach stanowigcych podstawe prezentowanej rozprawy doktorskiej
skupiono sie gtéwnie na zweryfikowaniu czy zaimplementowany model CUS prowadzi do podobnych
zmian behawioralnych i strukturalnych w hipokampie, jak te obserwowane w wyzej wymienionych
badaniach. Kompleksowa charakterystyka strukturalna kolcéw dendrytycznych myszy ANH i RES
w réznych regionach hipokampa dostarczyta nowych informacji na temat tego jak zmiany
behawioralne korelujg ze zmianami strukturalnymi w moézgu. Z pewno$cia analogicznie
przeprowadzone badania na samicach mogtyby dostarczy¢ kluczowych informacji na temat réznic
piciowych wystepujacych po ekspozyji na chroniczny stres.

Kolejnym istotnym aspektem w badaniach nad mechanizmami molekularnymi lezacymi
u podstaw zachowan typu depresyjnego jest negatywny wptyw dtugotrwatych zmian pozioméw
glikokortykoidéw oraz neutrotrofin na funkcjonowanie neuronéw [Altar, 1999; Numakawa i wsp.,
2014]. Liczne badania wykazaly, Ze egzogenne podanie glikokortykoidéw (kortykosteronu)
wywotuje atrofie komoérek w hipokampie i korze przedczolowej oraz hipertrofie
w ciele migdatowatym [Cerqueira i wsp., 2008; Kim i wsp., 2014; Roozendaal i wsp., 2009; Sousa
i wsp., 2000]. Zmiany strukturalne w kolcach dendrytycznych w wyZej wymienionych obszarach
mozgu moga wynikaé z faktu, ze struktury te sg szczegélnie bogate w receptory glukokortykoidowe
w poréwnaniu do innych obszaréw moézgu [Krugers i wsp., 2010]. Innym peptydem czesto wigzanym
ze stresem, plastycznos$cig, a nawet leczeniem antydepresyjnym, jest neurotroficzny czynnik
pochodzenia mdzgowego (z ang. brain-dervied neutrotrophic factor, BDNF) [Castrén i Monteggia,
2021]. BDNF nalezy do rodziny neurotrofin, ktéra odgrywa kluczowa role w wielu procesach
neuronalnych [Yang i wsp., 2020]. W hipokampie delecja genu kodujgcego BDNF jest wystarczajgca
do wywotania zmian strukturalnych, podobnych do tych jakie obserwuje sie w chronicznym stresie
[Magarifios i wsp., 2011]. Z kolei nadekspresja BDNF ostabia czesto atrofie dendrytéw hipokampa
obserwowang po ekspozycji na chroniczny stres, a takze hipertrofie dendrytow
w ciele migdatowatym [Govindarajan i wsp., 2006]. Co wiecej, badania wykazaly odmienny wptyw
BDNF w zalezno$ci od ptci zwierzat. W szczegdlnosci stezenie BDNF w niektorych czesciach mozgu,
jak rowniez tendencja do rozwoju choréb zwigzanych z niedoborem BDNF (takich
jak zachowania typu depresyjnego) s3a wieksze u samic. Najprawdopodobniej wynika
to ze wzajemnego oddziatywania miedzy BDNF i hormonami piciowymi, gdyz wykazano miedzy
innymi, ze estrogen wplywa stymulujaco na ekspresje i sygnalizacje BDNF [Chan i Ye, 2017].
Dlatego tez BDNF wydaje sie doskonalym kandydatem molekularnym posredniczacym

w przekazywaniu skutkdw stresu na strukture kolcéw dendrytycznych stanowiac potencjalny
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marker skutecznych odpowiedzi antydepresyjnych [Fernandes i wsp., 2015; Peng i wsp., 2018;
Polyakova i wsp., 2015; Rana i wsp., 2021]. Co wazne, BDNF w mozgu jest substratem MMP-9
[Kuzniewska i wsp., 2013; Lee i wsp., 2001; Mizoguchi i wsp., 2011], co wydaje sie szczegdlnie istotne
w kontekscie prezentowanych badan. Yoshida i wsp. (2012) zbadali réwniez zwigzek poziomu BDNF
i MMP-9 w surowicy krwi pacjentéw z depresjg i wykazali, ze poziom BDNF byl znacznie nizszy
u 0s6b chorych w poréwnaniu do oséb zdrowych, podczas gdy poziom MMP-9 i proBDNF w surowicy
nie réznity sie. Co ciekawe, autorzy ci odnotowali dodatnig korelacje miedzy nasileniem depresji
a poziomem MMP-9 w surowicy. Wedtug autoréw wspomnianej publikacji zwiekszona ekspresja
MMP-9 jest odpowiedzig kompensacyjng na redukcje BDNF u pacjentéw z depresja. Co wiecej badania
in vitro wykazaty bezposredni zwigzek miedzy wzrostem ekspresji BDNF a kontrolg aktywnos$ci
MMP-9 w neuronach szczuréw [Kuzniewska i wsp., 2013]. Zatem, zaréwno ekspresja BDNF,
jak i aktywno$¢ MMP-9, modulowane przez aktywno$¢ synaptyczng wydaja sie by¢ krytycznym
elementem szlakéw sygnalizacyjnych, waznych dla plastycznos$ci synaptycznej neuronéw, zaréwno
tej fizjologicznej, jak i patologiczne;j.

Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej wpisuja sie w jeden z gtéwnych
nurtdw rozumienia wspotzalezno$ci stresu, plastyczno$ci mdzgu i réznych obrazoéw klinicznych
zaburzen depresyjnych, jakim jest rozrdéznienie miedzy stanem allostazy a przecigzeniem
allostatycznym [Goldstein i McEwen, 2002; McEwen, 2010]. Allostaza odnosi sie do dynamicznej
zmiany stanu fizjologicznego majacego na celu wsparcie organizmu przezwyciezajacego niekorzystne
zmiany Srodowiskowe. Stresujgce bodZce wymagaja adaptacji organizmu, ktérg zawiaduje
oS podwzgorze-przysadka-nadnercza. Zjawisko allostazy jest przejSciowe i odwracalne umozliwiajac
organizmowi ponowne osiggniecie homeostazy. W tym kontekscie plastyczno$¢ kolcow
dendrytycznych po stresie moze odzwierciedla¢ taka reorganizacje i adaptacje, a nie jak sie czesto
przyjmuje - forme ,uszkodzenia” [McEwen, 2010]. Jednakze wartym podkres$lenia jest fakt, ze kiedy
stresor utrzymuje sie dlugotrwale, zmiany allostatyczne moga zacza¢ powodowaé ,zuzycie”
organizmu prowadzac do przecigzenia allostatycznego, co stanowi podstawe teorii, w jaki sposéb
przewlekly stres moze szkodzi¢ zdrowiu prowadzac miedzy innymi do rozwoju depres;ji.
Jednakze do$wiadczalne okreslenie, czy szkodliwy wptyw stresu na zdrowie psychiczne jest zwigzany
przyczynowo z patologiczng plastycznos$cia strukturalng kolcéw dendrytycznych jest bardzo trudne
i wymaga interdyscyplinarnych badan podituznych i rozwoju nowych technologii przyzyciowego
obrazowania umozliwiajgcego badanie dynamiki duzych populacji kolcow dendrytycznych w czasie.
Badania wtasne oraz dostepna literatura sugerujg, ze zrozumienie mechanizmoéw lezgcych u podstaw
transformacji kolcow niedojrzatych w formy bardziej stabilne moze by¢ kluczowe, zaréwno

w leczeniuy, jak i zapobieganiu rozwojowi choréb neuropsychiatrycznych [Baczyniska i wsp., 2021;
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Berouniwsp., 2019; Bijataiwsp., 2022a; Forrestiwsp., 2018; Krzystyniaki wsp., 2019; Lima Caldeira
i wsp., 2019; Zhang i wsp., 2018].

Nowe narzedzia biofizyczne, takie jak fotoaktywowalne biatko Racl ukierunkowane
na aktywna synapse (AS-PaRacl), umozliwiaja kontrole synaps wzdtuz wybranych segmentéw
dendrytycznych [Hayashi-Takagi i wsp., 2015]. Co ciekawe, metoda ta zostata ostatnio zastosowana
do selektywnej eliminacji nowo powstatych kolcow dendrytycznych a tym samym cofniecia efektu
antydepresyjnego ketaminy [Moda-Sava i wsp. 2019] ukazujgc tym samym potencjal nowych
technologii, ktére wkrotce moga umozliwi¢ modulowanie struktury kolcéw dendrytycznych na duzg
skale [McEwen, 2017].

Innym podejsSciem w celu lepszego zrozumienia funkcjonalnego znaczenia zmian
strukturalnych kolcéw dendrytycznych w stresie jest badanie zmian strukturalnych nastepstw
stresu, a nie samej ekspozycji na stres. W rzeczywistosci, tylko u okoto 15% os6b narazonych
na traumatyczne przezycia rozwija sie pelny obraz Kkliniczny depresji [Alisic i wsp., 2014].
Liczne badania podkreslajg znaczenie indywidualnych réznic w behawioralnych i molekularnych
reakcjach na stres. Waznym aspektem jest miedzy innymi rezerwa neuronalna okreslajgca poziom
stresu, do ktérego organizm jest w stanie sie przystosowac [Bagot i wsp., 2016; Etkin i wsp., 2004;
Neves i wsp., 2019; Widman i wsp., 2019]. Takie indywidualne réznice mogg wynika¢ miedzy innymi
z podtoza genetycznego [Hovatta i wsp., 2005], rodzaju matczynej opieki w okresie dojrzewania
[Millstein i Holmes, 2007], czy zmian epigenetycznych [McEwen, 2017]. Czeste usrednianie wynikéw
w modelach choréb neuropsychiatrycznych (bez rozrézniania osobnikéw na podtypy behawioralne)
sprawia, ze niektére zmiany strukturalne moga zosta¢ zamaskowane i niezauwazone. Zmiany te moga
by¢ rowniez specyficzne dla ptci, czego dowodza wyniki Gruene i wsp. (2016). Biorac pod uwage
te odkrycia, eksperymenty uwzgledniajace subpopulacje behawioralne (ANH i RES) moga zapewni¢
krytyczny wglad w formutowane wnioski.

Szczegblnie waznym wydaje sie kompleksowa charakterystyka behawioralna i molekularna
réznych subpopulacji poddanych chronicznemu stresowi. W ostatnich latach obserwuje sie wzrost
liczby doniesien naukowych zwigzanych z badaniem podtoza molekularnego réznych fenotypéw
behawioralnych rozwinietych w wyniku tej samej procedury stresowania [Anacker i wsp., 2016;
Baczynska i wsp., 2022; Gururajan i wsp., 2019]. Szczeg6lny nacisk potozony jest na badanie
rezyliencji, przez co badania te stale rozwijaja sie i obecnie staja przed wyzwaniem wytonienia
spojnego obrazu i syntezy wynikow otrzymanych z réznych technik obrazowania, modeli
badawczych czy badanych obszaréw moézgu. Chociaz prawdopodobnie niemozliwym jest ,cofniecie

zegara” i odwrdcenie zmian patologicznych wywotanych chronicznym stresem, to zrozumienie
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mechanizméw molekularnych regulujacych te zjawiska moze wspomdc wiedze o sposobach
uzyskania rezyliencji i powrotu do zdrowia.

Koncepcja nabycia rezyliencji, w wyniku wzmacniania mechanizméw molekularnych
opornosci na stres, zapobiegajaca tym samym rozwojowi choroby lub umozliwiajgca powrot
do zdrowia, cieszy sie w ostatnich latach duzym zainteresowaniem naukowcéw w kontekscie leczenia
zaburzen depresyjnych [Brachman i wsp. 2016; Hodes i wsp. 2014; Lambert i wsp., 2016;
Liu i wsp., 2018; Wang i wsp., 2020]. Liczne badania, w tym badania wtasne [Basile i wsp., 2020;
Baczynska i wsp., 2022; Franklin i wsp., 2012; Ryan i Ryznar, 2022; Stainton i wsp., 2019] opisuja
mechanizm rezyliencji jako dynamicznie wyksztalcone zjawisko, co potwierdzajag miedzy innymi
wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy, dotyczace plastycznosci strukturalnej kolcow
dendrytycznych.

Interesujaca koncepcja wydaja sie takze profilaktyczne interwencje farmakologiczne przez
zastosowanie np. subanestetycznych dawek ketaminy przed chronicznym stresem [Brachman i wsp.,
2016; Krzystyniak i wsp., 2019; McGowan i wsp., 2017; Parise i wsp., 2021]. W przeprowadzonych
wczesniej badaniach z wykorzystaniem prezentowanego modelu CUS wykazano, Ze ketamina
promuje rozwéj fenotypu RES oraz przyspiesza powrot do zdrowia zwierzat podatnych na anhedonie.
Co wiecej, zwierzeta leczone ketaming cechowaly zmiany w gesto$ci i ksztalcie kolcow
dendrytycznych w obszarach moézgu zwigzanych z depresja w pordéwnaniu ze zwierzetami,
ktérym podawano sél fizjologiczng [Krzystyniak i wsp., 2019]. Wyniki te potwierdzajg wcze$niejsze
odkrycia oraz dostarczaja dalszych dowod6w na temat zwigzku pomiedzy efektem antydepresyjnym
a znaczeniem rearanzacji potgczen synaptycznych w moézgu.

Niemniej jednak, zdecydowanie wiecej wiadomo na temat wpltywu antydepresantow
na plastyczno$¢ strukturalng kolcow dendrytycznych po ekspozycji na chroniczny stres, aczkolwiek
wyniki te z racji stosowanych réznych lekéw i ich dawek oraz protokotéw chronicznego stresu
sg trudne do unifikacji. Na przyktad, fluoksetyna przywraca fizjologiczne parametry behawioralne
oraz dlugo$¢ dendrytéw jedynie w hipokampie, ale nie w korze przedczotowej, podczas gdy
inny typ leku antydepresyjnego —imipramina, przywraca pierwotne rozgatezienie drzewka
dendrytycznego w obu tych regionach [Bessa i wsp., 2009]. Z kolei inne poréwnanie fluoksetyny
i imipraminy sugeruje, ze podawanie fluoksetyny po ekspozycji na stres prowadzi do atrofii komoérek
nerwowych w DG, podczas gdy szczury otrzymujace imipramine wykazujg hipertrofie
w DG w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych [Alves i wsp., 2017]. Z kolei inne nietypowe substancje
wywotujace efekty antydepresyjne, jak np. psilocybina i ketamina, przywracaja wywotane stresem

zmiany w zachowaniu i w strukturze kolcéw dendrytycznych w korze przedczotowej [Moda-Sava
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i wsp., 2019; Shao i wsp., 2021]. Odkrycia te ukazuja ztozony zwigzek miedzy réznymi rodzajami
farmakoterapii oraz ich wptywem na zmiany strukturalne w obrebie réznych obszaréw maézgu.
Podsumowujgc, poznanie mechanizmu molekularnego lezacego u podstaw zmian
behawioralnych i strukturalnych podczas chronicznego stresu wydaje sie kluczowe dla zrozumienia
jak funkcjonuje mézg. Niniejsza rozprawa doktorska ukazuje jeden z wielu szlakéw sygnatowych
w hipokampie, zaangazowanych w rozwoéj zachowan typu depresyjnego jako potencjalny
molekularny punkt uchwytu przyszlych farmakoterapii. Przeprowadzone badania umozliwity
potwierdzenie stawianych hipotez o roli 5-HT7R w rozwoju zachowan typu depresyjnego u myszy
oraz w patologicznej plastycznosci kolcow dendrytycznych. Jednakze, jak staratam sie wykazac
w niniejszej dyskusji, zaréwno patogeneza depresji, jak i zjawisko rezyliencji wymagaja
wspotzaleznosci wielu czynnikéw, od indywidualnych predyspozycji do interakcji wielu szlakéw
sygnatowych miedzy sieciami neuronalnymi réznych obszaréw moézgu. Wyniki niniejszej pracy
doktorskiej przyczyniaja sie do zrozumienia jak funkcjonuje moézg w warunkach stresu
a takze wskazujg kierunki przyszlych badan interdyscyplinarnych umozliwiajgcych rozwdéj nowych,
skutecznych terapii antydepresyjnych, w ktérych potencjalnym molekularnym punktem uchwytu

mogtby by¢ 5-HT7R lub szlak sygnatowy od niego zalezny.
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Wyniki niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczace roli 5-HT7R w rozwoju zachowan typu

depresyjnego u myszy wskazujg, iz:

aktywacja szlaku sygnatowego zaleznego od 5-HT7R, w ktérym posredniczy MMP-9, moze by¢
zaangazowana w rozwadj zachowan typu depresyjnego u myszy;

wdrozenie procedury CUS u dorostych myszy prowadzi do rozwoju zachowan
anhedonicznych i rezylientnych;

aktywacja szlaku sygnatowego 5-HT;R/MMP-9/CDC42 w hipokampie myszy zwigzana
jest z fenotypem anhedonicznym;

brak aktywacji szlaku sygnatowego 5-HT;R/MMP-9/CDC42 w hipokampie po ekspozycji
na chroniczny stres moze by¢ zwigzany z wyksztatceniem zachowania rezylientnego;

wzrost aktywnosci MMP-9 w hipokampie moze stanowi¢ uniwersalne zjawisko,
wspotistniejace z rozwojem zachowan depresyjnych;

aktywacja szlaku sygnatowego 5-HT7R/MMP-9/CDC42 moze by¢ kluczowa do wywotania
zmian strukturalnych w kolcach dendrytycznych;

zachowanie anhedoniczne myszy zwigzane jest patologiczng plastycznoscig strukturalng
kolcéw dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa, podczas gdy zachowanie rezylientne
cechuje kompensacja strukturalna w tym regionie;

ekspresja 5-HT7R w regionie CA1l hipokampa odgrywa istotng role w regulowaniu

behawioralnej odpowiedzi na chroniczny stres.

Otrzymane wyniki potwierdzajg przyjete hipotezy badawcze stwierdzajace, zZe:

aktywacja receptora 5-HT7R u myszy prowadzi do rozwoju zachowania typu depresyjnego;
wystepowanie fenotypu depresyjnego zwigzane jest ze zmianami strukturalnymi kolcow

dendrytycznych.
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