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WYKAZ SKRÓTÓW 

5-HT – serotonina 

5-HT7R – receptor serotoninowy 5-HT7 

5-HT7R KO – zwierzęta pozbawione ekspresji receptora 5-HT7 

5-HT7R shRNA – krótkie RNA tworzące strukturę typu spinki o sekwencji wyciszającej  

i komplementarnej do receptora 5-HT7R  

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

AMPA – kwas α-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy 

APS – nadsiarczan amonu 

ANH – myszy anhedoniczne (ang. anhedonic)  

BDNF – neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor) 

BSA – albumina surowicy bydlęcej (ang. bovine serum albumin) 

CA1 – pole 1 rogu Amona hipokampa (łac. cornu ammonis 1) 

CA3 – pole 3 rogu Amona hipokampa (łac. cornu ammonis 3)  

cAMP – cykliczny adenozyno-3′,5′-monofosforan 

CDC42 – białko kontrolujące podział komórek 42 (ang. cell division cycle 42) 

CDC42-GTP – białko CDC42 związane 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) 

DiI – nadchloran 1,10-dioktadecylo-3,3,3,30-tetrametyloindokarbocyjaniny 

DG – zakręt zębaty (łac. gyrus dentatus)  

ERK – kinaza regulowana sygnałem zewnątrzkomórkowym (ang. extracellular signal-regulated 

kinase) 

EDTA – kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 

FST – test wymuszonego pływania (ang. forced swimming test) 
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GAPDH – dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase) 

GFP – białko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)  

GPCR – receptory sprzężone z białkami G (ang. G protein-couples receptors)  

GTPaza – guanozyno-5’-trifosfataza, enzym pośredniczący w hydrolizie GTP do GDP 

HEPES – kwas N-2-hydroksyetylo-piperazyno-N’-2-etanosulfonowy 

HRP – peroksydaza chrzanowa 

MMP-9 KO – zwierzęta pozbawione ekspresji MMP-9 

KTR – grupa kontrolna  

LTP – długotrwałe wzmocnienie synaptyczne (ang. long term potentation) 

LP – roztwór specyficznego agonisty 5-HT7   

MMP-2 – metaloprotenaza macierzy zewnątrzkomórkowej 2 

MMP-9 – metaloproteaza macierzy zewnątrzkomórkowej 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 sól fizjologiczna (ang. phosphate buffered saline)  

PVDF – membrana z polifluorku winylidenu 

S100β – białko astrocytarne (ang. S100 calcium binding protein β subunit) 

SB – bufor obciążający do SDS-PAGE (ang. sample buffer) 

scr shRNA –  krótkie RNA tworzące strukturę typu spinki o sekwencji niekomplementarnej  

do kwasów nukleinowych w obrębie komórki (ang. scramble RNA) 

SDS – dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate) 

SDS-PAGE – elektroforeza w żelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujących (ang. sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 
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SEM – błąd standardowy średniej (ang. standard error of the mean) 

shRNA – krótkie RNA tworzące strukturę typu spinki (ang. short hairpin RNA) 

SPT – test preferencji sacharozy (ang. sucrose preference test) 

SPT0 – 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 ketaminą (ang. sucrose preference 

test) 

RT-qPCR – ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time reverse 

transcription-quantitative polymerase chain reaction)  

RES – myszy oporne, rezylientne (ang. resilient) 

Rac1 – substrat 1 toksyny botulinowej C3 spokrewniony z białkami Ras (ang. Ras-related C3 

botulinum toxin substrate 1) 

RhoA – białko A z rodziny białek homologicznych do Ras (ang. Ras homolog gene family, member A) 

TBS – sól fizjologiczna buforowana za pomocą Tris (ang. Tris-buffered 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 plasminogen activator) 

Tris – 2-amino-2-hydroksymetylo-propanodiol 

TST – test podwieszania za ogon (ang. tail suspension test) 
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STRESZCZENIE 

 Depresja jest globalnym problemem medycznym często prowadzącym do samobójstw. 

Przyjmuje się, że objawy depresyjne pojawiają się w wyniku nieprawidłowej pobudzającej 

plastyczności synaptycznej powstałej po przewlekłym stresie. Plastyczność synaptyczna to zdolność 

neuronów do modulowania siły połączeń synaptycznych charakteryzująca się zmianami 

strukturalnymi kolców dendrytycznych, na których zlokalizowane są synapsy pobudzające. 

Niedawno odkryto, że aktywacja szlaku sygnałowego zależnego od receptora serotoninowego  

(5-HT7R) prowadzi do nieprawidłowej strukturalnej i funkcjonalnej plastyczności synaptycznej  

w neuronach hipokampa in vitro. Jednakże nie zbadano jeszcze, czy szlak ten istnieje in vivo  

i jaka jest jego rola.  

 Stosując kombinację metod behawioralnych, biochemicznych i obrazowania, wykazano,  

że szlak sygnałowy zależny od 5-HT7R jest aktywowany w hipokampie myszy i leży u podstaw 

fenotypu depresyjnego. Ponadto, otrzymane wyniki potwierdziły, że aktywacja szlaku sygnałowego 

zależnego od 5-HT7R jest także powiązana ze zmianami strukturalnymi kolców dendrytycznych 

zwierząt anhedonicznych. Zwierzęta rezylientne nie wykazywały wspomnianych zmian 

biochemicznych i strukturalnych w hipokampie podkreślając specyficzność obserwacji.  

Co więcej, wdrożenie procedury przewlekłego nieprzewidywalnego stresu z lokalnym wyciszaniem 

ekspresji genu htr7 w regionie CA1 hipokampa pozwoliło odkryć, że wyciszenie 5-HT7R  

w hipokampie jest wystarczające, aby zapobiec rozwojowi anhedonii.  

 Uzyskane wyniki opisują kluczową rolę 5-HT7R w powstawaniu zachowań typu depresyjnego 

oraz zmian w strukturze kolców dendrytycznych. Przeprowadzone badania ukazują  

5-HT7R jako potencjalny molekularny punkt uchwytu przyszłych farmakoterapii promujących 

mechanizmy rezyliencji związanej ze stresem. 
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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 in 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-HT7R 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. 
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1. WSTĘP 

1.1. Plastyczność synaptyczna  

 Podstawową jednostką funkcjonalną układu nerwowego jest komórka nerwowa (neuron), 

która zbudowana jest z ciała komórki i dwóch rodzajów wypustek: pojedynczego aksonu  

oraz licznych dendrytów /Rycina 1/. Akson służy do przekazywania informacji do innych komórek 

nerwowych, podczas gdy dendryty odpowiedzialne są za przyjmowanie informacji.  

Informacja (impuls nerwowy) przesyłana między komórkami nerwowymi odbywa  

się za pośrednictwem struktur zwanych synapsami [Harris i Weinberg, 2012].  

 

Rycina 1. Schemat komórki nerwowej zbudowanej z ciała komórki, pojedynczego aksonu oraz licznych 

dendrytów, na których zlokalizowane są błonowe wypustki. Pomarańczowe i żółte strzałki wskazują kierunek 

przekazywania informacji. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu BioRender.com. 

 Plastyczność synaptyczna jest jedną z głównych cech ośrodkowego układu nerwowego.  

Jest to zdolność komórek nerwowych do reorganizacji sieci połączeń synaptycznych na skutek 

działania bodźców środowiskowych. Definicja ta została wprowadzona przez polskiego naukowca – 

Jerzego Konorskiego [Konorski, 1948]. Proces ten zachodzi w ciągu całego życia organizmu  

i może przejawiać się na wielu poziomach organizacji biologicznej: od zmian w pojedynczych 

komórkach nerwowych, do wielkoskalowych rearanżacji sieci połączeń komórkowych.  

Podstawą neuroplastyczności jest zmiana siły połączeń synaptycznych między komórkami 

nerwowymi [Pascual-Leone i wsp., 2005; Rakic, 2002].  

 Ze względu na mechanizm przekazywania impulsu nerwowego synapsy dzieli się na dwa 

podstawowe rodzaje: synapsy elektryczne oraz synapsy chemiczne. W synapsach elektrycznych 

impuls jest przekazywany bezpośrednio między komórkami, natomiast w synapsach chemicznych  
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za pośrednictwem neuroprzekaźników, które wiążą się z receptorami zlokalizowanymi w błonie,  

w tym na błonowych wypustkach tzw. kolcach dendrytycznych. Synapsa zbudowana jest z błony 

presynaptycznej (część presynaptyczna), składającej się z zakończenia aksonalnego neuronu, 

szczeliny synaptycznej oraz błony postsynaptycznej (część postsynaptyczna) należącej do komórki, 

do której impuls nerwowy jest przekazywany. Aktualnie przyjmuje się koncepcję tzw. poczwórnej 

synapsy, w skład której poza częścią presynaptycznej i postsynaptyczną – wchodzą wypustki 

astrocytów oraz macierz zewnątrzkomórkowa [Dityatev i wsp., 2011] /Rycina 2/.   

 

Rycina 2. Schemat przedstawiający koncepcję modelu poczwórnej synapsy. Schemat utworzono  

z wykorzystaniem programu BioRender.com wzorując się na Rycinie 1 z Dityatev i wsp. (2011).  

 Mechanizm plastyczności synaptycznej opiera się na powstaniu zmian funkcjonalnych 

związanych z elektrofizjologicznymi właściwościami synaps oraz zmian strukturalnych związanych 

z przebudową struktury kolców dendrytycznych. Po wystąpieniu bodźca środowiskowego powstaje 

potencjał czynnościowy prowadzący do napływu jonów w części presynaptycznej powodując 

uwolnienie cząsteczek neuroprzekaźnika do szczeliny synaptycznej, które następnie wiążą  

się ze swoistymi receptorami w części postsynaptycznej. Wiązanie to prowadzi do otwarcia kanałów 

jonowych znajdujących się w gęstości postsynaptycznej kolca dendrytycznego. W przypadku 

receptorów jonotropowych, które są równocześnie kanałami jonowymi, dzieje się to bezpośrednio 

po związaniu neuroprzekaźnika. Natomiast w przypadku receptorów metabotropowych  

np. 5-hydroksytryptaminowy receptor 7 (5-HT7R), w otwarciu kanału jonowego pośredniczą wtórne 

przekaźniki wewnątrzkomórkowe aktywowane przez białka G (z ang. G protein-coupled receptor, 

GPCR). Następnie w wyniku napływu jonów błona komórkowa ulega depolaryzacji,  

co prowadzi do zniesienia blokady magnezowej i do otwarcia receptorów jonowych dla kwasu 

glutaminowego (receptor N-metylo-D-asparaginowy, NMDA), a następnie napływu jonów wapnia.  
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Zjawisko to leży u podstaw długotrwałego wzmocnienia synaptycznego (ang. long term potentation, 

LTP) [Bliss i Lomo, 1973], prowadzącego do wzrostu siły połączeń synaptycznych i wzmocnienia 

przekazywania sygnału pomiędzy neuronami. Badania wykazały, że LTP wywołuje trwałe zmiany 

strukturalne i funkcjonalne w komórkach nerwowych, zarówno w części presynaptycznej (wzrost 

uwalniania neuroprzekaźników), jak i postsynaptycznej (zmiana liczby oraz podjednostek 

receptorów). Występujące zmiany strukturalne przejawiają się w rearanżacji drzewek aksonalnych, 

dendrytycznych, jak również w zmianach kształtu i gęstości kolców dendrytycznych  

[Holtmaat i Svoboda, 2009]. Długotrwałe wzmocnienie synaptyczne uznawane jest za komórkowy 

model uczenia i pamięci. Do tej pory LTP zostało najlepiej scharakteryzowane w hipokampie, 

jednakże występuje również we wszystkich strukturach mózgu [Lynch, 2004; Malenka, 2003].  

1.1.1. Plastyczność strukturalna kolców dendrytycznych 

 Większość synaps pobudzających znajduje się na kolcach dendrytycznych będących małymi, 

ruchliwymi wypustkami błonowymi komórek nerwowych [Bourne i Harris, 2008].  

W przeciwieństwie do synaps pobudzających, synapsy hamujące występują głównie na ciałach 

komórek, trzonach dendrytów oraz początkowych segmentach wypustek aksonalnych. Ze względu 

na charakterystyczną budowę kolców dendrytycznych znacznie więcej wiadomo o synapsach 

pobudzających niż hamujących [Harris i Weinberg, 2012; Sheng i Kim, 2011]. 

 Kolce dendrytyczne są strukturami dynamicznymi i mogą zmieniać się samoistnie  

lub w odpowiedzi na stymulacje, zarówno w warunkach fizjologicznych (procesy uczenia i pamięci), 

jak i patologicznych (choroby neuropsychiatryczne i neurodegeneracyjne) [Bączyńska i wsp., 2021; 

Chidambaram i wsp., 2019; Fiala i wsp., 2002; Yang i wsp., 2009]. Zmiany te zachodzą w sposób ciągły 

i utrzymują się nawet w dorosłości [Holtmaat i wsp., 2005; Trachtenberg i wsp., 2002].  

Przyjmuje się, że kształt kolca dendrytycznego koreluje z siłą i funkcją synaps, zatem różne typy 

kształtów kolców dendrytycznych odzwierciedlają różną siłę danego połączenia synaptycznego.  

W budowie kolca dendrytycznego wyróżnia się szyjkę oraz główkę, na podstawie kształtu których 

klasyfikuje się kolce do różnych typów, w tym do kolców grzybkowatych, cienkich, przysadzistych, 

filopodialnych, czy tak zwanych kolców SHP (z ang. spine head protrusion), czyli kolców 

grzybkowatych zawierających dodatkową, cienką wypustką na główce. Różne typy kształtu kolców 

zostały przedstawione na Rycinie 3.  
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Rycina 3. Klasyfikacja kształtu kolców dendrytycznych. (A) Komórka piramidowa hipokampa zbudowana 

z ciała komórki i dwóch drzewek dendrytycznych: bazalnego i apikalnego, pokrytych kolcami dendrytycznymi. 

(B) Fragment dendrytu przedstawiający różne typu kształtu kolców dendrytycznych. Schemat utworzono  

z wykorzystaniem programu BioRender.com wzorując się na Rycinie 2 z Bączyńska i wsp. (2021). 

 W dojrzałym mózgu około 65% kolców ma kształt grzybkowaty, 20% cienki, a pozostałe typy 

kształtu kolców stanowią 15% [Roo i wsp., 2008; Zuo i wsp., 2005]. Nowo powstałe kolce  

są zwykle cienkie z małą gówką, często nazywane kolcami niedojrzałymi lub uczącymi się.  

Kolce te są niestabilne, ale w konsekwencji mają także większy potencjał do zmian plastycznych. 

Przyjmuje się, że cienkie i filopodialne kolce są prekursorami dojrzałych kolców grzybkowatych, 

określanych kolcami pamięciowymi [Bourne i Harris, 2007]. Kolce grzybkowate zbudowane  

są z cienkiej szyjki i dużej główki, która tworzy gęstość postsynaptyczną (ang. postsynaptic density, 

PSD) zawierającą kanały jonowe, receptory, cząsteczki adhezji komórek, białka cytoszkieletu i inne 

wewnątrzkomórkowe cząsteczki sygnałowe [Harris i Weinberg, 2012; Sheng i Kim, 2011].  

Wielkość główki kolca koreluje z liczbą postsynaptycznych receptorów glutaminianergicznych AMPA  

(kwas α-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy) [Matsuzaki i wsp., 2001; Zito i wsp., 

2009]. Dowodów na stabilność tej grupy kolców dostarczyły badania plastyczności strukturalnej  

in vivo wykazujące, że grzybkowate kolce dendrytyczne mogą być stabilne przez miesiące,  

a nawet lata [Grutzendler i wsp., 2002; Holtmaat i wsp., 2005; Trachtenberg i wsp., 2002].  

 Kolce filopodialne to grupa kolców, podobna do cienkich kolców stanowiąca niedojrzałe 

formy kolców dendrytycznych [Kayser i wsp., 2008; Ziv i Smith, 1996]. Należy podkreślić, że pomimo 

istnienia arbitralnie określonej klasyfikacji kształtów kolców dendrytycznych, a co za tym idzie  

ich funkcji, kolce tak naprawdę wykazują kontinuum kształtu [Pchitskaya i Bezprozvanny, 2020; 

Ruszczycki i wsp., 2012; Yuste i Bonhoeffer, 2004].  

 Podstawą zmian kształtu kolców dendrytycznych jest reorganizacja cytoszkieletu 

aktynowego, który odgrywa kluczową rolę w tworzeniu, eliminacji i stabilności kolców 

dendrytycznych, a także w regulacji ich kształtu. Modulacja dynamiki aktyny indukuje zmiany 
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kształtu kolców dendrytycznych, które związane są ze zmianami siły synaptycznej [Hlushchenko  

i wsp., 2016]. Na poziomie molekularnym istnieje wiele cząsteczek, które regulują polimeryzację  

i stabilizację aktyny, w tym rodzina małych białek G (Rho GTPazy). Rho GTPazy (Rho, Rac i CDC42) 

modulują fosforylację między innymi kofiliny, która zarówno wiąże, jak i kontroluje dynamikę 

filamentów aktynowych, wpływając na strukturę kolców dendrytycznych [Ponimaskin i wsp., 2007; 

Woolfrey i Srivastava, 2016]. Co ważne, aktywność szlaków sygnałowych regulujących strukturę  

i funkcję kolców dendrytycznych jest przejściowa i często ograniczona do pojedynczych kolców 

[Nakahata i Yasuda, 2018]. Dlatego aby scharakteryzować zmiany przestrzenno-czasowe w obrębie 

szlaków sygnałowych regulujących strukturę kolców dendrytycznych niezbędnym jest zastosowanie 

podejścia interdyscyplinarnego, uwzględniającego poza obrazowaniem w wysokiej rozdzielczości, 

analizy biochemiczne i funkcjonalne.  

1.1.2. Metody badania struktury kolców dendrytycznych 

 Struktura kolców dendrytycznych ze względu na swoją dynamikę i bardzo małe rozmiary 

(rzędu kilku mikrometrów) stanowi duże wyzwanie, zarówno w kontekście obrazowania,  

jak i ilościowej analizy strukturalnej. Najpopularniejszą techniką stosowaną do wizualizacji kolców 

dendrytycznych jest fluorescencyjne znakowanie komórek nerwowych, a następnie obrazowanie  

ich za pomocą fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej lub mikroskopii wysokorozdzielczej 

[Bączyńska i wsp., 2021]. Rozdzielczość standardowej mikroskopii świetlnej to około 250 nm  

w płaszczyźnie bocznej, co pozwala precyzyjnie określić szerokość główki i długość kolca 

dendrytycznego [Tønnesen i wsp., 2014]. Precyzyjne obrazowanie drobnych szczegółów,  

takie jak szerokość i długość szyjki kolca dendrytycznego stało się możliwe dopiero dzięki rozwojowi 

technik mikroskopii wysokorozdzielczej, której rozdzielczość poprzeczna wynosi 20-40 nm  

[Betzig i Trautman, 1992; Huang i wsp., 2010; Simpson, 2006].  

 Postęp w obrazowaniu wysokorozdzielczym rozpoczął się wraz z opracowaniem technologii 

mikroskopii stymulowanej redukcji emisji (ang. stimulated emission depletion) [Hell i Wichmann, 

1994; Klar i Hell, 1999], a następnie nowych technik, takich jak mikroskopia fotoaktywowanej 

lokalizacji (ang. photoactivated localization microscopy) [Betzig i wsp., 2006], mikroskopia 

stochastycznej optycznej rekonstrukcji (ang. stochastic optical reconstruction microscopy),  

które umożliwiły detekcje obiektów w nanoskali [Rust i wsp., 2006; Xu i wsp., 2017]. Detekcja wyżej 

wymienionych parametrów kształtu kolca jest również możliwa przy zastosowaniu sekcyjnej 

mikroskopii elektronowej (ang. scanning electron microscopy) [Arellano i wsp., 2007; Frotscher  

i wsp., 2014; Ovtscharoff i wsp., 2008].  
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 Manualna analiza struktury kolców dendrytycznych jest czasochłonna i subiektywna, dlatego 

mikroskopowe obrazy podlegają analizie z użyciem wyspecjalizowanych bioinformatycznych 

algorytmów do automatycznej lub półautomatycznej segmentacji kolców dendrytycznych 

pokrywających dendryty [Mancuso i wsp., 2014; Okabe, 2020; Ruszczycki i wsp., 2012].  

Algorytmy te opierają się na binaryzacji obrazu, identyfikacji szkieletu oraz detekcji konturów. 

Niektóre z tych metod wykorzystują dwuwymiarową (2D) projekcję maksymalnego natężenia 

obrazu otrzymanego z wykorzystaniem tradycyjnej fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej 

[Ruszczycki i wsp., 2014]. Jednakże zważywszy na fakt, że kolce dendrytyczne to struktury 

dynamiczne i trójwymiarowe (3D) niezbędnym jest rozpatrywanie ich kształtu w trzech wymiarach, 

co wciąż stanowi duże wyzwanie, zarówno z perspektywy obrazowania, jak i analizy obrazu. 

Narzędzia informatyczne dedykowane do segmentacji całego fragmentu dendrytu pokrytego kolcami 

dendrytycznymi zwykle nie są w stanie dokładnie modelować, w tym rekonstruować, struktury kolca 

dendrytycznego w 3D [Basu i wsp., 2018; Swanger i wsp., 2011]. Co więcej, warunki eksperymentalne 

takie jak chroniczny stres, mogą nastręczać dodatkowych problemów technicznych,  

zarówno w trakcie obrazowania, jak i podczas rekonstrukcji 3D między innymi w związku  

z obecnością różnego typu artefaktów. Przykładem takich artefaktów może być występowanie 

nakładających się kolców, obecność cienkich i pofragmentowanych kolców, które były wizualizowane 

na granicy rozdzielczości mikroskopu, aureola wokół dendrytu, zbyt rozgałęziona struktura 

pojedynczych kolców dendrytycznych czy wysoka heterogeniczność obserwowanych obiektów 

wynikająca z zastosowanego modelu eksperymentalnego (in vitro, ex vivo, in vivo).  

Różnorodność obrazów i obecność artefaktów są głównymi przeszkodami w stosowaniu w pełni 

automatycznych algorytmów segmentacji, dlatego wciąż wiele analiz opiera się  

na półautomatycznym przetwarzaniu obrazów [Bączyńska i wsp., 2021; Ruszczycki i wsp., 2012]. 

Przykłady różnych obrazów mikroskopowych kolców dendrytycznych przedstawiono na Rycinie 4.  

 

Rycina 4. Różnorodność obrazów mikroskopowych przedstawiających fragment dendrytu pokrytego 

kolcami dendrytycznymi w wykonaniu których zastosowane zostały różne techniki barwienia  

i wizualizacji. Kolor zielony został nadany w obróbce obrazu w programie ImageJ. (A-C) Obraz konfokalny 

żywych komórek pierwotnej hodowli hipokampa transfekowanej wektorem plazmidowym  

niosącym sekwencje białka czerwonej fluorescencji. (D) Obraz konfokalny utrwalonych skrawków  
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hipokampa znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym DiI z wykorzystaniem techniki biolistycznej.  

(E) Obraz mikroskopowy z wykonany z wykorzystaniem przyżyciowego przezczaszkowego obrazowania 

dwufotonowego kory ruchowej oraz wektorów wirusowych AAV (ang. adeno-associated virus) zawierających 

sekwencje białka zielonej fluorescencji (ang. green florescent protein, GFP) wprowadzonych za pomocą operacji 

stereotaktycznych. Skala: 2 µm. Rycina utworzona na podstawie Ryciny 3 z Bączyńska i wsp. (2021).  

 Jednym z rozwiązań mających na celu szybką i obiektywną analizę zmian kształtu kolców 

dendrytycznych w 2D wydaje się być metoda 2dSpAn [Basu i wsp., 2016] oraz w 3D metoda 3dSpAn 

[Basu i wsp., 2018]. W zaproponowanych narzędziach bioinformatycznych zdefiniowano parametry 

opisujące kształt kolca (podstawę kolca, szyjkę i główkę kolca dendrytycznego) stosując do tego 

standardowe metody matematyczne. Na podstawie wartości tych parametrów kolce dendrytyczne 

klasyfikowane są do matematycznie zdefiniowanych grup kolców o danym kształcie [Basu i wsp., 

2016, 2018; Bączyńska i wsp., 2021; Das i wsp., 2021]. Obecnie najpopularniejszymi narzędziami 

programowymi do segmentacji i analizy kolców są: SpineMagick (patent nr WO/2013/021001), 

2dSpAn [Basu i wsp. 2016], 3dSpAn [Basu i wsp., 2018], Neurolucida [Neurolucida® - MBF 

Bioscience], SpineLab [Jungblut i wsp., 2012], Imaris [Imaris Filament Tracer], NeuronIQ [Cheng  

i wsp., 2007], MetaMorph [MetaMorph Software] oraz NeuronStudio [Wearne i wsp., 2005].  

 Ostatnio powstały również nowe metody oparte na maszynowym uczeniu do automatycznej 

segmentacji 3D i analizy kolców dendrytycznych [Smirnov i wsp., 2018; Xiao i wsp., 2018].  

Niemniej jednak, głównym ograniczaniem tych metod jest brak odpowiedniej weryfikacji 

przeprowadzanych analiz wynikających z niewystarczającej ilości manualnie przeanalizowanych 

kolców dendrytycznych w 3D. Podejścia te wymagają również wieloetapowej nadzorowanej 

optymalizacji algorytmów, co skutkuje wydłużeniem czasu analizy dużych zestawów danych. 

  Aby ocenić zmiany kształtu kolców dendrytycznych zazwyczaj porównuje się skład 

procentowy umownie przyjętych typów kształtu kolców lub bezpośrednio porównuje  

się poszczególne parametry morfometryczne, takie jak: długość, powierzchnia, szerokość główki 

kolca. Ponadto aby odzwierciedlić zmiany w przebudowie strukturalnej koców dendrytycznych  

dość często stosuje się bezwymiarowe parametry takie jak np. stosunek długości kolca do szerokości 

jego główki. Zmiany w gęstości kolców dendrytycznych ocenia się przez porównanie gęstości liniowej 

kolców (liczba kolców na długość dendrytu) w różnych warunkach eksperymentalnych [Bączyńska  

i wsp., 2021]. Analiza gęstości kolców dendrytycznych przeprowadzana jest najczęściej  

z wykorzystaniem półautomatycznych narzędzi bioinformatycznych i wciąż stanowi wyzwanie  

ze względu na niejednorodność kształtu dendrytów oraz powstawanie wyżej wymienionych 

artefaktów wynikających ze specyfiki eksperymentu i technik obrazowania. Precyzyjna kontrola 

gęstości kolców dendrytycznych i tworzenie nowych synaps ma kluczowe znaczenie  
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dla fizjologicznych i patologicznych funkcji mózgu. Dlatego też szlaki sygnałowe wpływające  

na wzrost i przebudowę tych wypustek pozostają przedmiotem szeroko zakrojonych badań. 

1.2. Receptory serotoninowe  

 Serotonina (5-HT) jako jeden z najbardziej rozpowszechnionych neurotransmiterów  

w mózgu reguluje plastyczność synaptyczną przez wiązanie z receptorami serotoninowymi 

[Dahlström i Fuxe, 1964; Lesch i Waider, 2012; Steinbusch, 1981]. Receptory serotoninowe, 

nazywane również receptorami 5-HT, stanowią różnorodną grupę białek, w której wyróżnić można 

siedem klas. W obrębie niektórych klas występują także dodatkowe podtypy, które zostały 

przedstawione na Rycinie 5.  

 Aktualna klasyfikacja receptorów związana jest z ich budową, właściwościami 

farmakologicznymi oraz szlakami sygnałowymi, które są przez nie regulowane. Receptory różnią  

się między sobą lokalizacją i funkcją, a także powinowactwem do serotoniny [Hoyer i wsp., 2002].  

W mózgu receptory 5-HT znajdują się między innymi w hipokampie, korze czołowej,  

ciele migdałowatym, prążkowiu i podwzgórzu [McCorvy i Roth, 2015; Millan i wsp., 2008; Olivier, 

2015]. Serotoninowe szlaki sygnałowe regulują procesy autonomiczne, reakcje motoryczne, 

przetwarzanie sensoryczne, zdolności poznawcze, czy emocje. Z kolei zaburzona plastyczność 

synaptyczna zależna od receptorów 5-HT związana jest z licznymi chorobami neurodegeneracyjnymi  

i neuropsychiatrycznymi, w tym schizofrenią, depresją, autyzmem czy zaburzeniami związanymi  

z nadpobudliwością (ang. attention deficit hyperactivity disorder, ADHD) [McCorvy i Roth, 2015; 

Olivier, 2015]. 

 

Rycina 5. Klasyfikacja receptorów serotoninowych. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu 

BioRender.com. 
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 Receptory serotoninowe należą do rodziny receptorów sprzężonych z białkiem G,  

z wyjątkiem receptora 5-HT3, który jest kanałem jonowym bramkowanym ligandem [Berger i wsp., 

2009]. Podjednostki białka G modulują aktywność wielu wewnątrzkomórkowych efektorów 

indukując wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe [Woehler i wsp., 2009]. Na przykład, receptor  

5-HT1 łączy się preferencyjnie z Gi hamując cyklazę adenylylową, co skutkuje obniżeniem poziomu 

cyklicznego monofosforanu adenozyny (cAMP). Z kolei receptory 5-HT4, 5-HT6 i 5-HT7 wiążą  

się z białkiem Gs i w przeciwieństwie do receptora 5-HT1 promują tworzenie cAMP poprzez 

aktywację cyklazy adenylowej [Hoyer i wsp., 2002]. Dodatkowo wykazano, że 5-HT7R może łączyć  

się z białkami G12 oraz że receptor 5-HT4 łączy się z G13, następnie aktywując małe Rho GTPazy 

[Kvachnina i wsp., 2005; Ponimaskin i wsp., 2002]. Co ciekawe, szacuje się, że około 50% wszystkich 

nowoczesnych leków reguluje aktywność GPCR [George i wsp., 2002]. 

 Szlaki sygnałowe zależne od receptorów 5-HT mogą być także regulowane poprzez liczne 

modyfikacje potranslacyjne, w tym między innymi fosforylacje, glikozylacje, czy palmitoilacje [Millan 

i wsp., 2008]. Na przykład, długotrwała stymulacja receptorów 5-HT prowadzi do fosforylacji 

receptorów za pomocą kinazy białkowej A, kinazy białkowej 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 związana jest z transportem i internalizacją do błony między innymi 

reeptora 5-HT5A [Dutton i wsp., 2008]. Z kolei palmitoilacja moduluje desensytyzację i endocytozę 

receptorów 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT4 i 5-HT7 [Bouvier i wsp., 1995; Mumby, 1997; Ross, 1995].  

Co ciekawe, palmitoilacja receptora 5-HT1A jest niezbędna do oddziaływania z białkiem Gαi [Kobe  

i wsp., 2008; Papoucheva i wsp., 2004; Woehler i wsp., 2009], podczas gdy brak palmitoilacji 

receptorów 5-HT4 i 5-HT7 zmienia ich konformację prowadząc do konstytutywnej aktywacji białek 

GαS [Kvachnina i wsp., 2009; Ponimaskin i wsp., 2005].  

 Powyższe przykłady ukazują niewielki fragment tego jak wysoce zorganizowany jest system 

molekularny sygnalizacji zależnej od receptorów 5-HT i jak subtelne zmiany mogą aktywować różne 

szlaki wewnątrzkomórkowe. Co więcej, w ostatnich latach szczególną uwagę naukowców skupiają 

szlaki sygnałowe zależne od receptorów 5-HT, regulujące kształt kolców dendrytycznych [Bijata  

i wsp., 2017; Schill i wsp., 2020]. Jak opisano wyżej zmiany w strukturze kolców dendrytycznych leżą 

u podstaw uczenia i licznych zaburzeń neurologicznych [Bączyńska i wsp., 2021]. Dokładne poznanie 

szlaków sygnałowych zależnych od receptorów 5-HT może przyczynić się do stworzenia nowych 

selektywnych ligandów, specyficznie ukierunkowanych na indukowanie zmian w strukturze kolców 

dendrytycznych. Niemniej jednak, badania te są na wczesnym etapie rozwoju. 
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1.2.1. Receptor 5-HT7  

 Wśród wielu receptorów serotoninowych w ostatnich latach spore zainteresowanie 

naukowców skupia się wokół 5-HT7R, który po raz pierwszy został opisany przez trzy niezależne 

grupy w 1993 roku [Bard i wsp., 1993; Lovenberg i wsp., 1993; Ruat i wsp., 1993].  

Receptor ten występuje powszechnie w ośrodkowym układzie nerwowym, natomiast jego 

największą ekspresję zidentyfikowano w mózgu, w szczególności we wzgórzu, hipokampie, jądrach 

szwu i jądrze nadskrzyżowaniowym, a także w rdzeniu kręgowym [Dogrul i Seyrek, 2006; Leopoldo 

i wsp., 2011]. Wykazano, że 5-HT7R zlokalizowany jest również w komórkach mięśni gładkich naczyń 

krwionośnych [Schoeffter i wsp., 1996] oraz w przewodzie pokarmowym, przez co związany  

jest z licznymi procesami autonomicznego układu nerwowego [Tuladhar i wsp., 2003].  

Jednocześnie, przeprowadzone badania sugerują, że 5-HT7R jest zaangażowany także w regulację 

rytmu okołodobowego [Duncan i Congleton, 2010; Lovenberg i wsp., 1993], procesy uczenia i pamięci 

[Cifariello i wsp., 2008], regulację stanów emocjonalnych [Stiedl i wsp., 2015] czy kontrolowanie 

zachowania eksploracyjnego [Liu i Jordan, 2005; Takeda i wsp., 2005]. Ponadto istotną rolę 5-HT7R 

zaobserwowano też w chorobach neurologicznych między innymi epilepsji [Pericić i Svob Strac, 

2007; Yang i wsp., 2012], bólu neuropatycznym [Liu i wsp., 2021], chorobach neuropsychiatrycznych, 

takich jak: schizofrenia, zaburzenia lękowe czy depresja [Hedlund, 2009; Okubo i wsp., 2021]. 

Niemniej jednak, ze względu na szerokie spektrum procesów, w które 5-HT7R jest zaangażowany, 

poznanie zależności molekularnych i funkcjonalnych między szlakami komórkowymi, wydaje  

się kluczowe w celu stworzenia specyficznych leków dla danego zaburzenia neurologicznego.  

W związku z powyższym, 5-HT7R może stanowić potencjalny molekularny punkt uchwytu  

wielu farmakoterapii. 

 Analiza strukturalna 5-HT7R wykazała, że receptor ten zawiera heptahelikalną domenę 

transbłonową, w której helisy heptahelikalne są połączone trzema naprzemiennymi pętlami 

wewnątrzkomórkowymi i trzema zewnątrzkomórkowymi, przy czym koniec N znajduje  

się na zewnątrz komórki, a koniec C wewnątrzkomórkowo. Istnieje pięć izoform 5-HT7R  

(5-HT7AR, 5-HT7BR, 5-HT7CR, 5-HT7DR, 5-HT7ER), które powstają na drodze alternatywnego składania 

genu, różniąc się długością C-końca oraz ekspresją w różnych tkankach [Heidmann i wsp., 1998; 

Krobert i wsp., 2001; H. Liu i wsp., 2001]. Niemniej jednak, zarówno wiązanie ligandów,  

jak i przekazywanie sygnału nie różni się pomiędzy izoformami, z wyjątkiem ludzkiej izoformy  

5-HT7DR [Guthrie i wsp., 2005; Krobert i wsp., 2001]. Strukturalnie receptor 5-HT7 wykazuje mniej  

niż 50% homologii z innymi receptorami serotoninowymi, co stanowi najmniejszą homologie 

spośród wszystkich receptorów 5-HT [Blattner i wsp., 2019]. Liczne badania wykazały, że aktywacja 

5-HT7R zwiększa pobudliwość błony komórkowej neuronu zwiększając jednocześnie podstawową 
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transmisję synaptyczną, w konsekwencji regulując aktywność sieci neuronalnych [Ciranna i Catania, 

2014; Gill i wsp., 2002; Siwiec i wsp., 2020; Tokarski i wsp., 2003]. Co ciekawe, aktywacja  

5-HT7R w hipokampie moduluje także pobudliwość neuronów GABA-ergicznych wrażliwych  

na kwas γ-aminomasłowy [Tokarski i wsp., 2011].  

 Na poziomie komórkowym 5-HT7R łączy się z białkami G, zarówno z białkami Gs,  

jak i G12 [Guseva i wsp., 2014]. Receptor poprzez aktywację białka Gαs prowadzi do aktywacji 

cyklazy adenylowej i wzrostu poziomu cAMP [Norum i wsp., 2003]. Z kolei cAMP zwiększa aktywację 

kinazy białkowej A, która fosforyluje kolejne białka między innymi kinazy regulowane sygnałem 

zewnątrzkomórkowym (ang. extracellular signal-regulated kinases, ERK) oraz kinazę białkową 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 może zachodzić, zarówno wskutek 

aktywacji kinazy białkowej A [Norum i wsp., 2003], jak i w sposób niezależny od tej kinazy, z udziałem 

białek Epac (ang. exchange proteins directly activated by cAMP) [Bonsi i wsp., 2007; Chapin  

i Andrade, 2001; Lin i wsp., 2003]. Co więcej, badania El Khamlichi i wsp. (2022) wykazały,  

że aktywacja ERK zależy również od β-arestyny [El Khamlichi i wsp., 2022]. Ponadto 5-HT7R może 

również aktywować białko G12, przyczyniając się do aktywacji małych GTPaz z rodziny Rho: CDC42 

i RHOA [Kobe i wsp., 2012; Kvachnina i wsp., 2005]. Wykazano, że małe Rho GTPazy odgrywają 

kluczową rolę w synaptogenezie [Jontes i Smith, 2000] i plastyczności strukturalnej kolców 

dendrytycznych [Bijata i wsp., 2017; Murakoshi i wsp., 2011; Schill i wsp., 2020; Tashiro i wsp., 2000; 

Tashiro i Yuste, 2004]. Aktywacja GTPaz powoduje również aktywację czynnika transkrypcyjnego 

SRF (ang. serum response factor), który przyłącza się do elementu odpowiedzi surowiczej SRE  

(ang. serum response element). Schemat aktywowanych szlaków sygnałowych po stymulacji 5-HT7R 

przedstawiono na Rycinie 6. 



 

21 

 

 

Rycina 6.  Szlaki sygnałowe zależne od aktywacji receptora 5-HT7. 5-HT7R – 5-hydroksytryptaminowy 

receptor 7, cAMP – cykliczny monofosforan adenozyny, PKA – kinaza białkowa A, RHOA i CDC42 – małe Rho 

GTPazy, SRF – czynnik transkrypcyjny. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu BioRender.com. 

 Ponadto wykazano, że aktywacja 5-HT7R prowadzi również do zależnego od ERK i kinazy 

cyklinozależnej 5 (ang. cyclin-dependent kinase 5) rozrostu neurytów w neuronach prążkowia  

i kory [Speranza i wsp., 2013]. Aktywacja ERK jest kluczowa dla funkcji hipokampa w warunkach 

zaburzonej plastyczności synaptycznej [Ryu i wsp., 2019]. Co ciekawe, poziom ekspresji 5-HT7R  

jest wyższy na początkowych etapach rozwoju, podobnie jak poziom ekspresji białka Gα12, natomiast 

poziom ekspresji Gαs nie zmienia się wraz z wiekiem [Kobe i wsp., 2012]. 5-HT7R poza aktywacją 

białek G aktywuje także alternatywne szlaki sygnałowe – między innymi szlak β-arestyny  

[El Khamlichi i wsp., 2022]. Dodatkowo wykazano, że konstytutywna aktywność 5-HT7R  

jest regulowana przez modyfikacje potranslacyjne. Palmitoilacja zachodzi w sposób zależny  

od agonisty w resztach cysteiny 404, 438 i 441, zlokalizowanych w C-końcowej domenie receptora, 

co również może modulować siłę aktywacji danego szlaku wewnątrzkomórkowego [Guseva i wsp., 

2014; Kvachnina i wsp., 2009]. Warto zauważyć także, że stabilna ekspresja receptorów 5-HT7  

jest wystarczająca do osłabienia aktywacji cyklazy adenylylowej przez inne endogenne receptory 

sprzężone z Gαs. W dodatku traktowanie odwrotnym agonistą 5-HT7R może prowadzić do dalszej 

desensytyzacji receptorów sprzężonych z białkiem Gαs należących do innych rodzin [Krobert i wsp., 

2006], wskazując na wysoki poziom skomplikowania układu. 
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1.3. Depresja 

 Organizm jest nieustanie wystawiony na czynniki stresowe. Często jest to stres mobilizujący, 

ale kiedy występuje chronicznie może stanowić poważne zagrożenie dla życia i zdrowia. Długotrwałe 

doświadczanie stresu wpływa na funkcjonowanie wielu układów w organizmie, w tym układu 

nerwowego. Zdrowy organizm człowieka adaptuje się do warunków stresowych po ustąpieniu 

stresora. Jednakże kiedy stres jest zbyt intensywny może doprowadzić do przeciążenia psychicznego 

i w konsekwencji rozwoju zaburzeń neuropsychiatrycznych, takich jak depresja [Duman i wsp., 2016; 

Richter-Levin i Sandi, 2021].  

 Depresja jest chorobą złożoną i wieloczynnikową, której etiologia wciąż nie została poznana. 

Na jej rozwój wpływają zarówno uwarunkowania oraz predyspozycje genetyczne, jak również 

czynniki środowiskowe [Belmaker i Agam, 2008; Shadrina i wsp., 2018; Tafet i Nemeroff, 2016]. 

Niemniej jednak, przyjmuje się, że to ekspozycja na chroniczny stres stanowi główny czynnik  

w patogenezie depresji [Schmitt i wsp., 2014]. Najczęściej występujące objawy depresji to anhedonia, 

czyli utrata odczuwania przyjemności z czynności, które kiedyś cieszyły, obniżony nastrój, uczucie 

przygnębienia, poczucie winy, niska samoocena, zmiany apetytu, problemy ze snem i koncentracją. 

Depresja różni się od wahań nastroju, gdyż często nawraca bez uzasadnionego wyzwalacza.  

Stan taki może być poważnym zagrożeniem dla zdrowia i życia, gdyż każdy epizod depresyjny wiąże  

się z ryzykiem podjęcia próby samobójczej, przez co depresja uważana jest za chorobę śmiertelną. 

Powszechność występowania powyższych objawów sprawia, że w praktyce medycznej depresja  

jest jedną z najczęściej diagnozowanych chorób psychicznych na świecie [Malhi i Mann, 2018].  

Co równie istotne, depresja jest także chorobą towarzyszącą wielu innym zaburzeniom 

neurodegeneracyjnym, takim jak: choroba Parkinsona, choroba Alzheimera, czy demencja [Baquero 

i Martín, 2015; Galts i wsp., 2019]. 

 Według raportu Światowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO)  

z 2017 roku chrooba ta dotyka około 350 milionów ludzi na całym świecie. Co więcej, w ciągu 

ostatnich 30 lat liczba osób cierpiących na depresję wzrosła o prawie 50% [Raport WHO, 2017].  

Dane te jednak mogą być niedoszacowane, gdyż wiele przypadków stanowią osoby 

niezdiagnozowane. Pomimo iż istnieją farmakologiczne metody leczenia depresji, ponad 75% ludzi  

w krajach o niskich i średnich dochodach nie otrzymuje żadnego leczenia. W Polsce w 2017 roku  

z 1,5 miliona osób, które zostały zdiagnozowane, tylko około 750 000 było leczonych 

farmakologicznie. Problemy w skutecznej opiece medycznej związane są między innymi z brakiem 

zasobów, w tym odpowiednio wyszkolonych pracowników służby zdrowia, czy piętnem społecznym 

związanym z zaburzeniami psychicznymi, z którymi borykają się osoby chore. Co roku na świecie  

z powodu podjętej skutecznej próby samobójczej umiera ponad 800 000 osób. Co więcej, 
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samobójstwo jest drugą co do częstości przyczyną śmierci osób pomiędzy 15 a 29 rokiem życia 

[Raport WHO, 2017]. Niemniej jednak, dane te pochodzą sprzed pandemii COVID-19, podczas której 

większość osób mierzyła się z nagłymi zmianami w życiu codziennym, które nasilały stres 

psychologiczny, w tym zaburzenia lękowe i depresyjne. Wiele badań przeprowadzonych w różnych 

krajach na świecie wykazało wzrost zachorowalności na depresję 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 również stanowi istotny czynnik stresogenny przyczyniający  

się do rozwoju depresji wśród Europejczyków [Chaaya i wsp., 2022; Riad i wsp., 2022]. 

 Dotychczas nie znaleziono uniwersalnej i skutecznej terapii antydepresyjnej, jak również 

powszechnie akceptowanych biologicznych markerów zaburzeń depresyjnych [Horwitz i wsp., 

2017]. Może to być spowodowane niedostatecznym poznaniem mechanizmów molekularnych  

i komórkowych leżących u podstaw tej choroby. Obecnie, głównym celem badań 

neuropsychiatrycznych jest określenie szybszych i bardziej skutecznych farmakoterapii związanych 

z danym obrazem klinicznym depresji. Z praktyki lekarskiej wynika, że różne leki antydepresyjne 

wykazują różną skuteczność u pacjentów, w zależności od ich uwarunkowań osobniczych i obrazu 

klinicznego choroby. Dlatego też zindywidualizowane farmakoterapie oparte na dowodach 

naukowych stanowią obecnie główne wyzwanie dla badań interdyscyplinarnych psychiatrii  

i neurobiologii. Ponadto szczególne zainteresowanie naukowców skupiają badania  

nad mechanizmami biologicznymi leżącymi u podstaw adaptacji ośrodkowego układu nerwowego  

do warunków chronicznego stresu. Zrozumienie tych mechanizmów umożliwiłoby odpowiedzieć  

na intrygujące pytanie – dlaczego nie wszystkie osobniki wykształcają objawy depresji w wyniku 

doświadczania takich samych czynników stresowych? 

1.3.1. Zaburzona plastyczność synaptyczna w depresji 

 Kluczowym systemem związanym z reakcją na stres jest oś podwzgórzowo-przysadkowo-

nadnerczowa (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA). Wykazano, że chroniczny stres 

powoduje wzrost aktywności osi HPA (wzrost stężenia glukokortykosteroidów we krwi),  

co bezpośrednio związane jest z rozwojem fenotypu depresyjnego [Willner, 2017].  

Długotrwale utrzymujące się wysokie stężenie glukokortykosteroidów w oganiźmie ma działanie 

neurotoksyczne, powodujące zarówno uszkodzenia, jak i obumieranie neuronów. Szczególnie 

wrażliwe na działanie glukokortykosteroidów są struktury mózgu bogate w receptory 

glukokortykoidowe – głównie hipokamp, kora przedczołowa i ciało migdałowate [Duman i wsp., 

2016]. U osób chorujących na depresję obserwuje się zmniejszenie objętości hipokampa  

oraz uszkodzenie struktur kory przedczołowej i ciała migdałowatego. Zwiększona aktywność  
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ciała migdałowatego negatywnie wpływa na aktywność układu dopaminergicznego zlokalizowanego  

w środkowej części układu limbicznego, co bezpośrednio związane jest z rozwojem anhedonii 

(kluczowego objawu w depresji). Stosowanie leków antydepresyjnych aktywuje neurotrofiny 

stymulując procesy neurogenezy w hipokampie i korze przedczołowej normalizując jednocześnie 

pracę układu HPA [Willner, 2017]. W związku z tym, wiele badań na temat patogenezy depresji 

postuluje hipotezy oparte na teoriach związanych z deficytem neuroprzekaźników, atrofią neuronów, 

stanem zapalnym, czy rozregulowaniem rytmu okołodobowego [Filatova i wsp., 2021].  

Niestety żadna z tych teorii nie jest wystarczająco przekonująca, aby wyjaśnić podłoże biologiczne 

pełnego obrazu klinicznego depresji czy jej podtypów [Filatova i wsp., 2021; Hasler, 2010].  

Niemniej jednak wszystkie te teorie dzielą wspólną koncepcję, której założeniem jest,  

że nieprawidłowa plastyczność synaptyczna leży u podstaw objawów depresyjnych [Duman i wsp., 

2016; Holmes i wsp., 2019; Price i Duman, 2020]. Od lat 50. XX wieku, kiedy serotoninowa hipoteza 

depresji została sformułowana [Woolley i Shaw, 1954], zaburzona sygnalizacja serotoninergiczna 

uznawana jest za istotny czynnik ryzyka w patogenezie zachowań depresyjnych. Warto zauważyć 

jednak, że hipoteza serotoninowa postulowała niedobór serotoniny jako pierwotną przyczynę, 

odwracaną przez leki antydepresyjne. Jak dotąd nie ma jasnych i przekonujących dowodów  

na to, że niedobór serotoniny przyczynia się do rozwoju depresji [Moncrieff i wsp., 2022].  

Niemniej jednak, wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe zależne od receptorów serotoninowych, 

wydają się odgrywać szczególną rolę w rozwoju zaburzeń związanych ze stresem,  

w leczeniu antydepresyjnym oraz w długotrwałej remisji objawów choroby [Belmaker i Agam, 2008; 

Bhagwagar i wsp., 2004].  

 Badania z wykorzystaniem modeli zwierzęcych wskazują, że zachowania typu depresyjnego 

związane są z nieprawidłowościami w utrzymaniu siły połączeń synaptycznych, które objawiają  

się utratą liczby kolców i/lub zwiększeniem proporcji kolców niedojrzałych [Qiao i wsp., 2016]. 

Obserwacje te sugerują, że kluczem w zrozumieniu podłoża zachowań typu depresyjnego może  

być zrozumienie mechanizmów odpowiedzialnych za transformację kolców dendrytycznych z formy 

niedojrzałej w formy bardziej stabilne [Bączyńska i wsp., 2021; Qiao i wsp., 2016].  

Zjawisko to jest jednak niezwykle złożone ze względu na fakt, że strukturalna przebudowa kolców 

dendrytycznych nie jest konieczna dla wywołania efektów antydepresyjnych, natomiast odgrywa 

kluczową rolę w utrzymaniu remisji zachowań typu depresyjnego [Beyeler, 2019; Moda-Sava i wsp., 

2019; Treccani i wsp., 2019]. Co więcej, wyniki badań wskazują, że to hipokampalne 

wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe regulujące kształt kolców dendrytycznych mogą być 

kluczowe, zarówno w patogenezie, jak i skutecznym działaniu leków antydepresyjnych [MacQueen  

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

 W badaniach Bijata i wsp. (2017) wykazano istnienie in vitro szlaku sygnałowego zależnego 

od receptora 5-HT7, którego aktywacja prowadzi do zaburzonej plastyczności synaptycznej.  

Autorzy udowodnili, że stymulacja receptora 5-HT7 w pierwotnych hodowlach komórek hipokampa 

zwiększa aktywność metaloproteazy macierzy zewnątrzkomórkowej 9 (MMP-9) i małej Rho GTPazy 

CDC42 prowadząc do wydłużania kolców dendrytycznych i upośledzenia LTP /Rycina 7/.  

Co ciekawe, podobne zmiany strukturalne i funkcjonalne obserwuje się w zwierzęcych modelach 

depresji [Qiao i wsp., 2016]. 

 

Rycina 7. Schemat przedstawiający aktywację szlaku sygnałowego zależnego od receptora 5-HT7. 

Stymulacja receptora 5-HT7 prowadzi do aktywacji metaloproteazy macierzy zewnątrzkomórkowej 9 (MMP-9)  

i uwolnienia jej do przestrzeni zewnątrzkomórkowej, która w wyniku swojej aktywności proteolitycznej trawi 

białka macierzy zewnątrzkomórkowej oraz białka transbłonowe. Zmiany te prowadzą do aktywacji szlaków 

wewnątrzkomórkowych, w tym wzrostu aktywności małej Rho GTPazy CDC42, która bezpośrednio oddziałuje 

z cytoszkieletem aktynowym prowadząc do zmian strukturalnych i funkcjonalnych. Wzrost aktywności CDC42 

w pierwotnych hodowlach komórek hipokampa prowadzi do wydłużania kolców dendrytycznych  

oraz zaburzenia długotrwałego wzmocnienia synaptycznego. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu 

BioRender.com wzorując się na graficznym streszczeniu publikacji Bijata i wsp. (2017). 

 Ponadto w innych badaniach wykazano, że zarówno zwierzęta pozbawione ekspresji 

receptora 5-HT7R, jak i farmakologiczna blokada 5-HT7R, wywołują efekt antydepresyjny  

w zwierzęcych modelach depresji, dlatego też 5-HT7R uważany jest za potencjalny molekularny punkt 

uchwytu farmakoterapii antydepresyjnych [Guscott i wsp., 2005; Hedlund, 2009; Wesołowska i wsp., 

2006a; Wesołowska i wsp., 2006b; Wesołowska i wsp., 2007]. Co więcej, wiele leków 

antypsychotycznych i antydepresyjnych (np. klozapina, risperidon i wortioksetyna) oddziałuje 

bezpośrednio z 5-HT7R [D’Agostino i wsp., 2015; Guseva i wsp., 2014; Roth i wsp., 1994]. W szlaku 

sygnałowym zależnym od 5-HT7R również MMP-9 odgrywa istotną rolę w zaburzonej plastyczności 

synaptycznej w chorobach związanych ze stresem. Wynika to z faktu, że MMP-9 aktywowana jest przy 

stymulacji neuronów, zarówno 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,  

że przewlekły stres zwiększa aktywność proteolityczną MMP-9 w hipokampie oraz że podawanie 

rekombinowanego inhibitora MMP-9 – TIMP-1 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 1) 

zapobiega rozwojowi zachowań przypominających zachowania depresyjne u szczurów [van der Kooij 

i wsp., 2014]. Warto zauważyć, że podwyższone poziomy MMP-9 stwierdzono również we krwi  

u pacjentów z depresją opisując MMP-9 jako jeden z ważniejszych biomarkerów depresji [Domenici  

i wsp., 2010; Rybakowski i wsp., 2013]. Ponadto w badaniach Puścian i wsp. (2021) zaobserwowano, 

że leczenie antydepresyjne przy zastosowaniu leków z klasy selektywnych inhibitorów wychwytu 

zwrotnego serotoniny (ang. selective serotonin reuptake inhibitors, SSRIs) – fluoksetyny – 

redukowało aktywność MMP-9 w mózgu, ukazując tym samym zależność pomiędzy aktywnością 

MMP-9 a układem serotoninergicznym [Puścian i wsp., 2021].  

 Aktywność MMP-9 przyczynia się do tworzenia i stabilizacji struktury kolców 

dendrytycznych, jak również odgrywa kluczową rolę w regulacji LTP [Bijata i wsp., 2017; Magnowska 

i wsp., 2016; Stawarski i wsp., 2014]. Ponadto w przebudowie kolców dendrytycznych, 

synaptogenezie, jak i regulacji LTP, również małe GTPazy z rodziny Rho, takie jak CDC42, Rac i RhoA 

także odgrywają istotną rolę poprzez regulację 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 wykazały,  

że zarówno CDC42, jak i Rac sprzyjają tworzeniu i utrzymaniu kolców dendrytycznych,  

podczas gdy RhoA może negatywnie regulować synaptogenezę [Ahnert-Hilger i wsp., 2004;  

Bijata i wsp., 2017; Nakayama i wsp., 2000; Newey i wsp., 2005]. Te GTPazy są regulowane  

przez wiele różnych aktywatorów, między innymi czynniki wymiany nukleotydów guaninowych,  

jak i inaktywatorów [Van Aelst i D’Souza-Schorey, 1997]. Co ciekawe, wcześniejsze badania wykazały 

aktywację CDC42 przez ponad 30 minut w obrębie pojedynczych kolców dendrytycznych 

podlegających plastyczności strukturalnej. Ta aktywacja była ograniczona do stymulowanych główek 

kolców, co sugeruje, że CDC42 może być ściśle zaangażowany w utrzymanie długotrwałych 

 zmian w plastyczności kolców dendrytycznych [Matsuzaki i wsp., 2001; Yasuda i Murakoshi, 2011].  

 Powszechnie uważa się, że szlaki związane z aktywacją CDC42 odgrywają kluczową rolę  

we wzroście neurytów [Luo, 2000], polaryzacji neuronalnej [Garvalov i wsp., 2007; Schwamborn  

i Püschel, 2004], neuronalnej migracji [Wong i wsp., 2001] i morfogenezy dendrytycznej [Scott i wsp., 

2003] poprzez aktywację szlaków 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, wykazały, że genetycznie zmodyfikowane myszy,  

u których usunięto CDC42 z neuronów pobudzających w przodomózgowiu, charakteryzowały  

się zmniejszoną liczbą kolców oraz zaburzonym LTP w hipokampie. W badaniach Bijata i wsp. (2017) 
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opisano, że zwiększona aktywność CDC42 w neuronach hipokampa związana jest z nieprawidłową 

plastycznością synaptyczną objawiającą się wydłużeniem kolców i zaburzonym LTP, co pokazuje  

jak subtelne zmiany w aktywności CDC42 mogą zaburzać funkcjonowanie wielu sieci neuronalnych. 

Podsumowując, doniesienia naukowe wskazują, że aktywacja szlaku sygnałowego zależnego  

od receptora 5-HT7 odgrywa istotną rolę w zaburzonej plastyczności synaptycznej, sugerując 

potencjalne implikacje w rozwoju zachowań typu depresyjnego. Jednakże występowanie tego szlaku 

in vivo oraz jego rola nie były do tej pory przedmiotem badań.  

1.4. Rezyliencja na rozwój zachowań depresyjnych  

 Adaptacja organizmu do zmieniających się warunków środowiskowych jest głównym 

mechanizmem ewolucji [Ho i Zhang, 2018]. Jednym z jej przykładów jest zjawisko rezyliencji  

(z ang. stress resilience), charakteryzujące się zdolnością organizmu do utrzymania funkcji,  

pomimo narażenia na warunki stresowe przez dostosowanie swoich mechanizmów fizjologicznych  

i komórkowych. Zjawisko to jest często obserwowane w chorobach neurologicznych człowieka, 

szczególnie 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]. Doświadczenie traumy często powoduje zaburzenia emocjonalne, jednakże  

nie u wszystkich osób prowadzi do rozwoju depresji. Osoby nierozwijające choroby, określane  

jako rezylientne, wykazują większą zdolność radzenia sobie ze stresem, która wynika  

z indywidualnych predyspozycji i poziomu wrażliwości na glikokortykosteroidy [Franklin i wsp., 

2012; Maul i wsp., 2020; Rakesh i wsp., 2019; Wu i wsp., 2013]. Jednakże gdy stresory są zbyt 

intensywne i występują przewlekle, mogą przytłoczyć fizjologiczną reakcję na stres i przekształcić 

adaptacyjny stan rezyliencji bezpośrednio w patofizjologię leżącą u podstaw depresji, lęku, czy stresu 

pourazowego [McEwen i wsp., 2014].  

 Wielu badaczy podkreśla zasadniczą rolę predyspozycji genetycznych w rozwoju rezyliencji, 

podczas gdy inni uważają, że kluczowe są czynniki środowiskowe wpływające na mechanizmy 

molekularne związane z układem nagrody, rezerwą neuronalną czy zmianą funkcji pojedynczych 

białek zaangażowanych w procesy synaptyczne [Friedman i wsp., 2016; Highland i wsp., 2019; 

Isingrini i wsp., 2016; Krishnan i wsp., 2007; Peña i wsp., 2019; Stainton i wsp., 2019; Wu i wsp., 

2013]. Istnieją również dowody na to, że zjawisko rezyliencji jest procesem dynamicznym możliwym 

do modulowania i wzmacniania przez trening behawioralny [Lambert i wsp., 2016], czy interwencję 

farmakologiczną np. z wykorzystaniem ketaminy - antagonisty receptora kwasu glutaminowego 

[Brachman i wsp., 2016; Krzystyniak i wsp., 2019; Okine i wsp., 2020]. Jednakże jednym  

z podstawowych pytań, na które wciąż brakuje jednoznacznej odpowiedzi, jest to, czy rezyliencja 
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może być również aktywnie regulowanym i wyzwalanym przez czynniki środowiskowe procesem  

w wieku dorosłym? W ostatnich latach obserwuje się wzrost badań dotyczących tego zagadnienia, 

jednakże wciąż istotnym ograniczeniem jest dostępność modeli zwierzęcych odwzorowujących różne 

typy odpowiedzi behawioralnej na chroniczny stres. Jest to szczególnie ważne, gdyż bez odpowiednio 

scharakteryzowanego modelu badawczego niemożliwym jest zrozumienie różnic molekularnych 

występujących między jednostkami wykazującymi zachowania typu depresyjnego a rezylientnymi. 

1.5. Zwierzęce modele zachowań typu depresyjnego 

 W związku ze złożoną etiologią depresji w badaniach podstawowych wykorzystywane  

są różnorodne podejścia metodologiczne do modelowania zachowań typu depresyjnego u zwierząt 

laboratoryjnych. Można wyróżnić modele farmakologiczne, w których zmiany z zachowaniu  

(głównie gryzoni) indukowane są przez pojedyncze lub chroniczne podawanie substancji 

chemicznych np. kortykosteronu, lipopolisacharydu. Modele genetyczne wykorzystujące techniki 

inżynierii genetycznej umożliwiające generowanie genetycznie zmodyfikowanych zwierząt  

(np. myszy pozbawione ekspresji danego genu). Modele te stwarzają możliwości do badania 

mechanizmów związanych z predyspozycjami, uwarunkowaniami genetycznymi, czy zmianami 

epigenetycznymi leżącymi u podstaw, zarówno depresji, jak i innych zaburzeń związanych  

ze stresem. Z kolei w modelach fizjologicznych (inaczej behawioralnych) zmiany w zachowaniu 

powstają w wyniku ekspozycji na stresujące środowiskowo. Jednakże wciąż trwają dyskusje,  

który z modeli najlepiej odzwierciedla podłoże biologiczne powstawania, zarówno zachowania 

depresyjnego, jak i rezylientnego [Antoniuk i wsp., 2019; Dziedzicka-Wasylewska i wsp., 2021; 

Planchez i wsp., 2019]. 

 Początkowo zwierzęce modele depresji związane były z wyuczaniem gryzoni bezradności 

[Overmier i Seligman, 1967], poddawaniu przymusowemu pływaniu [Porsolt i wsp., 1977], 

ingerencjach chirurgicznych [Cairncross i wsp., 1978], czy poprzez stosowanie pojedynczych, 

dotkliwych stresorów np. poprzez zawieszenie za ogon [Steru i wsp., 1985]. Jednakże zważywszy  

na rozwój wiedzy i to, że podejścia te były uproszczone, przyjęto, że modelowanie zachowań 

depresyjnych powinno spełniać minimum kryteriów metodologicznych odnoszących się do czasu 

trwania, dotkliwości i różnorodności stosowanych procedur [Czéh i wsp., 2016; Duman, 2010; 

Planchez i wsp., 2019; Slattery i Cryan, 2017]. W związku z tym, zwierzęce modele depresji obecnie 

najczęściej opierają się na długotrwałej ekspozycji na czynniki stresowe, która uznawana  

jest za główny czynnik ryzyka rozwoju zachowań depresyjnych, zarówno u ludzi, jak i zwierząt 

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]. Spośród nich wyróżnia się 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]. Jednakże każde z wyżej 

wymienionych podejść metodologicznych posiada swoje ograniczenia. Model unieruchomienia  

jest jednym z najczęściej stosowanych modeli, jednak w ostatnich latach naukowcy zwracają uwagę 

na jego niską skuteczność i powtarzalność [Mao i wsp., 2022]. Z kolei model chronicznego stresu 

socjalnego jest głównie stosowany w badaniach jednej płci (samcach). Co prawda, w ostatnich latach 

powstają nowe protokoły chronicznego stresu socjalnego dedykowane dla samic, niemniej jednak 

poziom złożoności takiego modelu sprawia, że nie jest on jeszcze dobrze scharakteryzowany  

pod kątem zmian molekularnych [Harris i wsp., 2018].  

 Drugim, równie kluczowym aspektem skutecznego modelowania zachowań depresyjnych  

u zwierząt jest różnorodność stosowanych stresorów oraz występowanie ich w sposób niemożliwy 

do przewidzenia, utrudniając tym samym adaptacje organizmu do nieustanie zmieniających  

się warunków środowiskowych. Badania wykazały, że stan w którym organizm jest w stanie  

lęku związanym z możliwością wystąpienia stresora prowadzi do licznych zaburzeń neurologicznych,  

w tym atrofii struktur korowych lub/i układu limbicznego [Marsden, 2013], zmniejszenia 

neurogenezy w hipokampie [Schoenfeld i wsp., 2017], nadwrażliwości układu serotoninergicznego, 

nadmiernej aktywacji układu noradrenergicznego [Pereira i wsp., 2019], stanu zapalnego  

w hipokampie [Beurel i wsp., 2020], wzmożonej aktywacji mikrogleju [Brites i Fernandes, 2015]  

czy rozregulowania osi HPA [Filatova i wsp., 2021; Ménard i wsp., 2017]. Co ważne, wymienione 

zaburzenia nie są specyficzne wyłącznie dla zaburzeń depresyjnych, gdyż zarówno w schizofrenii,  

jak i w chorobie dwubiegunowej, obserwuje się podobne zmiany strukturalne i funkcjonalne 

 [Han i wsp., 2015; Scheltens, 1999]. Dlatego tak ważna jest kompleksowa i interdyscyplinarna 

charakterystyka różnych fenotypów zachowań typu depresyjnego w stosowanych modelach 

zwierzęcych. Obecnie dostępny jest szeroki zakres protokołów wywoływania zachowań 

depresyjnych u gryzoni mierzonych testami behawioralnymi, jednakże charakterystyka 

plastyczności synaptycznej leżącej u podstaw zmian w zachowaniu po ekspozycji na chroniczny stres 

jest wciąż mało poznana i trudna do zunifikowania. Wynika to z faktu, iż pomimo stosowania 

jednakowych podejść metodologicznych np. chronicznego nieprzewidywalnego stresu, protokoły 

stresu w badaniach często znacznie różnią się między sobą – między innymi czasem trwania 

protokołu lub rodzajem stosowanych stresorów. Różorodność protokołów prowadzi  

do występowania różnic w wynikach końcowych analiz biochemicznych, strukturalnych  

oraz funkcjonalnych obserwowanych u stresowanych zwierząt [Planchez i wsp., 2019; Wang i wsp., 

2017].  
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 Uwzględniając wyżej wymienione aspekty związane z modelowaniem zachowań typu 

depresyjnego u dorosłych zwierząt laboratoryjnych to podejście chronicznego nieprzewidywalnego 

stresu zyskało najwięcej uznania naukowców [Antoniuk i wsp., 2019]. Wynika to z faktu, że model 

ten spełnia niezbędne kryteria, zapobiega habituacji do występujących stresorów oraz może  

być stosowany u obu płci, generując powtarzalne wyniki, zarówno behawioralne, neurochemiczne, 

jak i neuroendokrynne. Ponadto zastosowanie takiego podejścia prowadzi do rozwoju różnych 

fenotypów behawioralnych w odpowiedzi na chroniczny stres, w tym rezyliencji. Jest to szczególnie 

ważne, gdyż umożliwia z dużym prawdopodobieństwem określić specyficzność otrzymanych 

wyników molekularnych wobec danego typu zachowania [Antoniuk i wsp., 2019;  

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

 Głównym celem rozprawy doktorskiej było poznanie roli szlaku sygnałowego zależnego  

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

Na podstawie danych literaturowych postawiono następujące hipotezy badawcze:  

1. Aktywacja receptora 5-HT7R u myszy prowadzi do rozwoju zachowania typu depresyjnego. 

2. Występowanie fenotypu depresyjnego związane jest ze zmianami strukturalnymi kolców 

dendrytycznych. 

Do weryfikacji postawionych hipotez wyznaczono następujące, szczegółowe cele badawcze: 

 wyjaśnienie wpływu aktywacji 5-HT7R na rozwój zachowań typu depresyjnego u myszy;  

 wyjaśnienie czy szlak sygnałowy zależny od 5-HT7R jest aktywowany w hipokampie myszy 

wykazujących zachowania typu depresyjnego w wyniku ekspozycji na chroniczny stres; 

 wyjaśnienie czy fenotyp depresyjny związany jest ze zmianami strukturalnymi kolców 

dendrytycznych w hipokampie. 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

32 

 

3. MATERIAŁY I METODY  

3.1. Stosowane odczynniki chemiczne 

 Lista odczynników chemicznych użytych w eksperymentach opisanych w niniejszej 

rozprawie doktorskiej została przedstawiona w Tabeli 1.  

Tabela 1. Podstawowe odczynniki chemiczne 

Odczynnik  Producent, numer katalogowy  

Akryloamid: bis akryloamid, 30% roztwór Sigma, A3699 

Alkohol etylowy 96.6%  POCh, 396420420  

Alkohol metylowy  Chempur, 363-116219904  

Błękit bromofenolowy  Carl Roch , T116  

β-merkaptoetanol  Sigma, M6250  

Chlorek sodu - NaCl  Chempur, 363-117941206  

Chlorek potasu - KCl  Chempur, 363-117397402  

Czerwień Ponceau S  Lab Empire, PON001  

Dimetylosulfotlenek  Sigma, 67-68-5 

Glicerol  POCh, 44332013  

Glicyna  Lab Empire, GLN002  

Izopropanol  Chempur, 363-117515002  

Ketamina Biowet, Puławy 

Kwas octowy  Chempur, 363-115687330  

Kwas wersenowy - C10H16N2O8 (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 

Sól sodowa siarczanu dodecylu (SDS)  Lab Empire, SDS999  

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

Triton X-100  Sigma, T8787  

Wodorofosforan sodu - Na2HPO4  POCh, 799230112  

Wodorofosforan potasu - K2HPO4  POCh, 742100117  

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

 

3.2. Wektory wirusowe 

     Wektory wirusowe użyte w eksperymentach opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej 

zostały przedstawione w Tabeli 2.  

Tabela. 2. Spis użytych wektorów wirusowych  

Nazwa Opis Źródło 

AAV  

5-HT7 R 

shRNA 

Adenowirus niosący sekwencję shRNA, specyficznie 

rozpoznający sekwencję nukleotydową 5-HT7R  

Labus i wsp., 2020 
AAV 

scramble 

shRNA 

Adenowirus niosący przypadkową sekwencję shRNA 

niewykazującą homologii w stosunku do żadnego mysiego 

genu 

 Nośniki adenowirusowe AAV kodujące shRNA scramble (RNA o sekwencji 

niekomplementarnej do kwasów nukleinowych w obrębie komórki, 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 wcześniejszych badaniach Labus i wsp. (2021). Procedura ta obejmowała kotransfekcję komórek 

linii HEK293 bicistronowym wektorem wirusowym kodującym sekwencję shRNA specyficzną  

dla genu htr7 (5-HT7R shRNA: 5' TCCTTTATCATTATGGTGT-3') lub sekwencję scr shRNA, 

niewyciszającą ekspresji 5-HT7R (scr shRNA : 5' ACTACCGTTGTTATAGGTG-3') wraz z eGFP (plazmid 

pHelper i plazmid pAAV-DJ) – System pakowania AAV-DJ, Cell Biolabs. Trzy dni po transfekcji 

komórek AAV wyizolowano materiał poprzez trzykrotne rozmrożenie i zamrożenie próbek,  

po których następowało trawienie benzonazą. Wektory AAV zatężano przy użyciu probówek  
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do wirowania Amicon z odcięciem 10 kDa. W celu określenia miana wirusów, kapsyd wirusa trawiono 

przy użyciu proteinazy K, natomiast wirusowy DNA analizowano przy użyciu ilościowej reakcji 

łańcuchowej 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 starterów: 

- 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 µl zastosowano metodę względnej krzywej standardowej. 

3.3. Tkanka ludzka post mortem 

 Próbki mózgu ludzkiego (hipokamp) pobrano podczas rutynowych sekcji zwłok 

wykonywanych przez patologa sądowego w Zakładzie Medycyny Sądowej Warszawskiego 

Uniwersytetu Medycznego (wg Dz. U. z 2018 r. poz. 617) oraz w Instytucie Medycyny Sądowej 

Hannover Medical School, Niemcy (zatwierdzenie Komisji Etycznej Hannover Medical School,  

nr 3440-2016). Grupa eksperymentalna składała się z 10 pacjentów, którzy popełnili samobójstwo 

i u których w wywiadzie klinicznym zdiagnozowano wcześniej depresję. Grupa kontrolna 

obejmowała 6 ofiar wypadków drogowych, u których nie zdiagnozowano wcześniej depresji. 

Zarówno pacjenci z grupy kontrolnej, jak i pacjenci z depresją nie cierpieli na inne choroby 

przewlekłe, w tym inne zaburzenia psychiczne. Materiał pobrany od osób, u których badania 

toksykologiczne nie wykazały obecności substancji psychoaktywnych został przeznaczony na analizę 

aktywności MMP-9 przy zastosowaniu techniki zymografii żelowej opisanej w Materiały i Metody 

(podrodział 3.6.3). Tkanki hipokampa po pobraniu post mortem płukano w PBS (pH 7,4), a następnie 

zamrożono na suchym lodzie i przechowywano w temperaturze -80°C. W dniu wykonania zymografii 

żelowej przeprowadzano dysekcję regionów hipokampa, podczas której starano się wyizolować 

głównie pole rogu Amona (region CA1, łac. cornu ammonis 1) hipokampa. 

3.4. Zwierzęta 

 Samce myszy typu dzikiego szczepu C57BL/6J w wieku 8-12 tygodni (Instytut Biologii 

Doświadczalnej im. Nenckiego PAN, Warszawa; Uniwersytet Medyczny w Białystoku, Polska)  

oraz myszy pozbawione ekspresji MMP-9 o tle genetycznym myszy szczepu C57BL/6J, MMP-9 KO 

(Instytut Biologii Doświadczalnej im. Nenckiego PAN, Warszawa, Polska) poddano eksperymentom 
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behawioralnym i analizom biochemicznym opisanym poniżej. W procedurze CUS wykorzystano 

dwunastotygodniowe samce myszy szczepu CD1 (Janvier Labs, Francja) i dwunastotygodniowe 

samce szczurów stada Wistar (Instytut Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskego 

PAN, Warszawa, Polska). Wszystkie procedury na zwierzętach wykonano zgodnie z wytycznymi 

Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doświadczeń na Zwierzętach (zezwolenie nr 132/2016; 

248/2017; 927/2019; 957/2019; 211/2020; 359/2020) oraz zgodnie z zezwoleniami  

na wykorzystanie organizmów genetycznie zmodyfikowanych (32/2016). Warunki utrzymania 

zwierząt w doświadczeniach były następujące – temperatura: 21-23⁰C, wilgotność: 50-60%, liczba 

wymian powietrza: 10-15 na godzinę, ściółka z włókna drzewnego z topoli (Lignocel Select). 

Zwierzęta miały dostęp do wody oraz paszy ad libidum z wyjątkiem sytuacji, w której specyfika 

przeprowadzanych procedur to uniemożliwiała. W trakcie doświadczenia zwierzęta utrzymywano  

w środowisku standardowym – w przypadku zwierząt poddawanych CUS było to środowisko 

niewzbogacone, natomiast w grupie kontrolnej – środowisko wzbogacone. Wzbogaceniem 

środowiska były drewniane klocki oraz ręczniki i rury papierowe. Utrzymywanie niewzbogaconego 

środowiska w grupie stresowanej pozwala na zwiększenie efektu wywołanego chronicznym stresem, 

co przekłada się na udaną indukcję zachowań typu depresyjnego u zwierząt laboratoryjnych. 

Liczebość zwierząt wykorzystana w danym eksperymencie została przedstawiona w opisie 

poszczególnych procedur. 

3.4.1. Dootrzewnowe zastrzyki u myszy 

 Do eksperymentów wykorzystano dwunastotygodniowe samce myszy typu dzikiego szczepu 

C58BL/6J oraz myszy MMP-9 KO. W celu aktywacji 5-HT7R myszom wykonano zastrzyk 

dootrzewnowy zawierający roztwór agonisty 5-HT7R – LP (Sigma-Aldrich, USA) rozpuszczonego  

w 3,4% dimetylosulfotlenku (DMSO) w dawce 10mg/kg masy ciała i objętości 10 ml/kg masy ciała. 

W celu wykluczenia obserwacji efektu wynikającego z samej iniekcji grupę kontrolną (KTR) 

stanowiły myszy, którym dootrzewnowo podano roztwór soli fizjologicznej z 3,4% DMSO i objętości 

10 ml/kg masy ciała. Po iniekcji zwierzęta przebywały pojedynczo w klatce domowej przez 30 min,  

a następnie były poddawane testom behawioralnym: teście podwieszania za ogon, teście otwartego 

pola oraz teście preferencji sacharozy. Charakterystyka przygotowania zwierząt do wyżej 

wymienionych testów behawioralnych została szczegółowo opisana w rozdziale „Materiały i Metody” 

(podrozdział 3.5.). W celu uniknięcia wpływu stosowanych procedur na parametry behawioralne 

zwierząt, do przeprowadzenia każdego z testu behawioralnego wykorzystano oddzielne kohorty 

zwierząt. Schemat eksperymentów behawioralnych wraz z liczebnością zwierząt w danej kohorcie 

został przedstawiony na Rycinie 8. 
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Rycina 8. Schemat eksperymentów behawioralnych przeprowadzonych 30 min po wykonaniu iniekcji 

dootrzewnowej agonistą 5-HT7R (LP) lub solą fizjologiczną (KTR), przedstawiający kolejność wykonywanych 

procedur oraz liczebność grup stosowaną w danym teście behawioralnym. 

 Ponadto w procedurze opisanej w podrozdziale 3.4.2.1., myszom wykonano pojedynczą 

iniekcję dootrzewnową roztworu ketaminy rozpuszczonej w soli fizjologicznej w dawce 3mg/kg 

masy ciała i objętości 10 ml/kg masy ciała, natomiast jako wariant kontrolny przeprowadzono 

zastrzyk z solą fizjologiczną w objętości 10 ml/kg masy ciała. Iniekcje dootrzewnowe (ketamina,  

sól fizjologiczna) wykonano w tym samym czasie u zwierząt kontrolnych (niestresowanych)  

i stresowanych (po CUS).  

3.4.2. Mysi model chronicznego nieprzewidywalnego stresu 

 Na podstawie dostępnej literatury [Antoniuk i wsp., 2019; Planchez i wsp., 2019] wybrano  

i wdrożono mysi model depresji, który uznany jest przez naukowców za model najbardziej 

odzwierciedlający obraz kliniczny depresji występującej u ludzi. Procedurę CUS przeprowadzono 

według wcześniej opisanych protokołów z niewielkimi modyfikacjami [Couch i wsp., 2013; 

Strekalova i Steinbusch, 2010]. Procedura ta została zoptymalizowana i wykorzystana  

we wcześniejszych badaniach zespołu Pracowni Biofizyki Komórki [Bijata i wsp., 2022a; Bijata i wsp., 



 

37 

 

2022b; Krzystyniak i wsp., 2019]. Ośmiotygodniowe samce myszy typu dzikiego szczepu C57BL/6J 

trzymano pojedynczo w klatkach hodowlanych w warunkach odwróconego cyklu dobowego –  

12 godz. włączone światło białe (faza jasna, 8:00-20:00); 12 godz. wyłączone światło białe  

(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/dzień). Następnie przeprowadzono test preferencji sacharozy oraz pomiar masy 

ciała w celu określenia bazowych parametrów behawioralnych (preferencja sacharozy)  

i fizjologicznych (masa ciała). Na podstawie wyżej wymienionych bazowych parametrów myszy 

przydzielono do dwóch jednorodnych grup (grupy kontrolnej i grupy stresowanej),  

które umieszczono w dwóch osobnych pomieszczeniach do końca eksperymentu. Jednorodność  

obu grup została przetestowana pod kątem jednakowych średnich arytmetycznych, odchyleń 

standardowych oraz spełnionych warunków rozkładu normalnego prób danej grupy  

oraz jednorodności ich wariancji. Następnie, dziesięciotygodniowe samce myszy poddano 

dwutygodniowej procedurze CUS, w której różne typy stresorów (stres unieruchomienia, stres 

podwieszania za ogon, stres socjalny, stres związany z ekspozycją na drapieżnika) były stosowane 

codziennie i naprzemiennie w obu fazach (faza jasna i faza ciemna) cyklu dobowego.  

Dwa z trzech stosowanych stresorów w fazie ciemnej wybierano kolejno z sekwencji o następującej 

kolejności: stres socjalny, stres unieruchomienia, stres podwieszania za ogon. Stresory w fazie 

ciemnej przeprowadzono z użyciem światła czerwonego umożliwiającego eksperymentatorowi 

przeprowadzenie procedur. Podczas każdej fazy jasnej myszy poddawano 12-godzinnej ekspozycji 

na obecność drapieżnika (szczur). W czasie przerwy między stresorami trwającej co najmniej 3 godz. 

myszy przebywały pojedyczno w klatce hodowlanej, w której miały nieograniczony dostęp do wody 

i pokarmu. Po dwóch tygodniach procedury stresowania wykonano ocenę behawioralną  

(około 16 godzin od ostatniego stresora) obejmującą test preferencji sacharozy (SPT1) i test 

wymuszonego pływania (FST) oraz pomiar masy cała. Zmiana masy ciała stanowi fizjologiczny 

wskaźnik doświadczenia przewlekłego stresu u zwierząt laboratoryjnych [Tamashiro i wsp., 2011]. 

Zwierzęta kontrolne (KTR), które nie doświadczyły procedury stresowania równolegle poddawano 

wyżej wymienionym testom i pomiarom. Zastosowanie procedury CUS prowadzi do wyodrębnienia 

dwóch subpopulacji behawioralnych w grupie stresowanej – myszy anhedonicznych (ANH) i myszy 

rezylientnych (RES). Kryterium przydzielenia danej myszy do grupy ANH lub RES była wartość 

preferencji sacharozy ustalana w danym eksperymencie [Bijata i wsp., 2022b]. W podrodziale 3.5.2. 

kryterium anhedonii zostało szczegółowo opisane. Schemat procedury CUS został przedstawiony na 

Rycinie 9. Eksperyment przeprowadzono w trzech niezależnych potwórzenaich, zwykorzystaniem 

łącznie 120 myszy, z czego 39 myszy stanowiło grupę kontrolną a 81 grupę stresowaną. 
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Rycina 9. Schemat procedury chronicznego nieprzewidywalnego stresu wraz z ewaluacją behawioralną 

przedstawiający kolejność wykonywanych procedur. 

 

Opis stosowanych stresorów w procedurze CUS: 

Stres unieruchomienia. Myszy umieszczano w przezroczystej plastikowej rurce (26 mm średnicy 

wewnętrznej) na 2 godz. W celu zapewnienia odpowiedniej wentylacji rurka posiadała otwory  

na całej powierzchni oraz otwór na ogon. 

Stres podwieszania za ogon. Myszy podwieszano za ogon na 40 min za pomocą taśmy samoprzylepnej, 

50 cm nad podłogą. Aby zapobiec wspinaniu się myszy po ogonach, u podstawy  

ich ogonów umieszczano plastikowe cylindry (0,5 cm × 4 cm). 

Stres socjalny. Na każdą 30-minutową sesję stresu socjalnego, jedną agresywną mysz szczepu CD1 

umieszczano w każdej klatce domowej myszy eksperymentalnej szczepu C57BL/6J. Myszy C57BL/6J 

wykazywały oznaki stresu związanego ze stresem socjalnym, takie jak ucieczka, uległa postawa 

i wokalizacje. Jeśli myszy eksperymentalne C57BL/6J nie wykazywały oznak stresu socjalnego 

wówczas mysz CD1 zastępowano inną, bardziej dominującą, agresywną myszą CD1. W trakcie stresu 

socjalnego eksperymentator obserwował zachowania myszy i w razie zbyt agresywnych interakcji 

myszy rozdzielano za pomocą cienkiej pipety serologicznej (objętość 1 ml). 

Stres związany z ekspozycją na drapieżnika. Myszy umieszczono pojedynczo w przezroczystych, 

dobrze wentylowanych szklanych cylindrach (15 cm × 8 cm) ze standardowym pożywieniem 

i ściółką. Cylindry umieszczono następnie w klatce domowej samca szczura na 12 godz. (faza jasna, 

20:00-8:00). Tak przeprowadzona procedura umożliwiała myszom eksperymentalnym C57BL/6J 

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

stresu 

 W celu określenia różnic behawioralnych obserwowanych w fenotypach behawioralnych 

myszy po ekspozycji na CUS sprawdzono, czy fenotypy te wykazują różnice we wrażliwości 

na leczenie antydepresyjne ketaminą. W eksperymencie zastosowano wyżej opisaną procedurę CUS, 

po której myszom kontrolnym i stresowanym wykonano pojedynczy zastrzyk dootrzewnowy 

z roztworem ketaminy (3 mg/kg masy ciała) lub soli fizjologicznej. W eksperymencie, zarówno  

myszy w grupie kontrolnej (myszy niestresowane), jak i w grupie eksperymentalnej po stresie 

(myszy ANH i RES) podzielono na dwie dodatkowe podgrupy, z których jednej grupie wykonano  

iniekcję z roztworem ketaminy, a drugiej iniekcję z roztworem soli fizjologicznej. Po zastrzykach 

dootrzewnowych zwierzęta przebywały pojedynczo w klatkach hodowlanych do czasu 

przeprowadzenia drugiego testu preferencji sacharozy (SPT2), który miał miejsce 12 godz.  

po wykonaniu iniekcji dootrzewnowej. SPT2 przeprowadzono analogicznie do SPT1, w jednakowych 

warunkach eksperymentalnych. Schemat eksperymentu przedstawiono na Rycinie 10.  

Dawkę ketaminy wybrano na podstawie wcześniejszego badania, w którym zastosowano wyżej 

wymienioną procedurę CUS [Krzystyniak i wsp., 2019]. Eksperyment przeprowadzono  

z wykorzystaniem 44 myszy, z czego 13 myszy stanowiło grupę kontrolną a 31 grupę stresowaną.  

 

Rycina 10. Schemat procedury chronicznego nieprzewidywalnego stresu wraz z ewaluacją 

behawioralną po podaniu roztowru ketaminy lub soli fizjologicznej przedstawiający kolejność 

wykonywanych procedur. 

3.4.3. Operacje stereotaktyczne 

 Ośmiotygodniowe samce myszy typu dzikiego szczepu C57BL/6J poddano pełnemu 

znieczuleniu ogólnemu (izofluran) a następnie umieszczono w ramie stereotaktycznej.  

W celu uśmierzenia bólu myszom podano podskórnie zastrzyk butorfanolu (Butomidor).  

Oczy zwierzęcia zabezpieczono maścią zapobiegającą wysychaniu rogówki (Vita-Pos).  

Skórę na głowie ogolono, oczyszczono (70% alkohol etylowy) oraz miejscowo znieczulono  

(2% lidokaina w żelu). Następnie wykonano nacięcie skalpelem o długości 0,5 cm i oczyszczono 

powierzchnię czaszki w celu zlokalizowania punktu bregmy na czaszce, na podstawie którego 

wyznaczono koordynaty miejsca infuzji. Koordynaty dla regionu CA1 hipokampa wyznaczono  
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na podstawie atlasu anatomicznego mózgu myszy [Paxinos i Franklin, 2008] i wynosiły względem 

punktu bregmy: przód/tył: -1,9 mm; boczny: +/-1,5 mm; i brzuszny: -1,6 mm. Wiertłem 

dentystycznym wywiercono w czaszce milimetrowy otwór, przez który wprowadzono  

igłę strzykawki Hamiltona, w której znajdowała się zawiesina nośników adenowirusowych: 

adenowirus niosiący sekwencje shRNA specyficznie rozpoznający sekwencję nukleotydową 5-HT7R 

(AAV 5-HT7R shRNA), adenowirus niosący przypadkową sekwencję shRNA niewykazującą homologii 

w stosunkudo żadnego mysiego genu (AAV scramble shRNA). Następnie przeprowadzono  

5-minutową infuzję1 µl AAV-H1-shRNA-scramble-Syn-GFP lub AAV-H1-5-HT7R-shRNA-Syn-eGFP  

do każdej z półkul mózgu, co stanowiło 2x107 genomów wirusowych. Po zakończeniu infuzji igłę 

pozostawiono w mózgu przez kolejne 3 min w celu umożliwienia dyfuzji nośników wirusowych. 

Następnie igłę delikatnie usunięto z mózgu, skórę na głowie zaszyto i zdezynfekowano oraz 

posmarowano maścią ̨znieczulającą (2% lidokaina). Myszy otrzymały podskórnie zastrzyki kwasu 

tolfenamowego (Tolfedine) i enrofloksacyny (Baytril) w celu wyeliminowania stanu zapalnego 

wynikającego z przeprowadzonej operacji. Po zakończeniu zabiegu myszy umieszczono w czystej 

klatce domowej, która była ogrzewana za pomocą poduszki elektrycznej do momentu wybudzenia 

się zwierząt. Każda operacja trwała do 45 minut. Stan zdrowia i kondycja zwierząt były kontrolowane 

codziennie przez eksperymentatora. Okres rekonwalescencji po operacji wynosił dwa tygodnie.  

Jest to czas niezbędny do zajścia ekspresji wprowadzanych wektorów wirusowych.  

Po okresie rekonwalescencji myszy poddano procedurze CUS wraz z ewaluacją behawioralną.  

W celu zweryfikowania skuteczności shRNA wobec wyciszania ekspresji genu htr7 zainfekowany 

region CA1 z jednej półkuli mózgu myszy wyizolowano i przeznaczono na analizy RT-qPCR.  

Druga półkula mózgu została przeznaczona na procedurę znakowania neuronów w celu wizualizacji 

kolców dendrytycznych (szczegółowy opis w rozdziale „Materiały i Metody”, podrozdział 3.8). 

Eksperyment przeprowadzono w dwóch niezależnych powtórzeniach z wykorzystaniem łącznie  

56 myszy, z czego 18 myszy stanowiło grupę kontrolną a 38 grupę stresowaną. 

3.5. Testy behawioralne 

3.5.1. Test podwieszania za ogon (TST) 

 Tydzień przed wykonaniem testu podwieszania za ogon dwunastotygodniowe samce myszy 

szczepu C57BL/6J oraz myszy MMP-9 KO rozdzielono do pojedynczych klatek i codziennie przez 

siedem kolejnych dni (3-4 min/dzień) przyzwyczajano do ręki i obecności eksperymentatora.  

Test podwieszania za ogon przeprowadzono 30 min po wykonaniu zastrzyku dootrzewnowego 

zawierającego roztwór agonisty 5-HT7R (LP) lub roztwór soli fizjologicznej (KTR). Test ten polega  

na zawieszeniu myszy za ogon za pomocą taśmy samoprzylepnej w pozycji uniemożliwiającej 
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ucieczkę oraz zaczepienie się o ściany komory eksperymentalnej. Mysz zawieszona za ogon 

naprzemiennie porusza się i nieruchomieje. Aby zapobiec wspinaniu się myszy po ogonie, u podstawy 

ogona umieszczono plastikowe cylindry (0,5 cm × 4 cm). Test nagrywano za pomocą kamery  

a następnie analizowano manualnie z wykorzystaniem stopera. Łączny czas bezruchu 6-minutowego 

testu stanowi miarę poziomu motywacji do ucieczki i ratowania się. Wydłużony czas bezruchu  

w porównaniu do zwierząt kontrolnych interpretowao jako obniżony 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/6J [Liu i wsp., 2018]. Test przeprowadzono w fazie ciemnej cyklu 

dobowego przy czerwonym świetle, zgodnie z wcześniejszym 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 dostępem do 1% roztworu 

sacharozy i wody, które znajdowały się w dwóch identycznych przezroczystych butelkach  

w jednakowej objętości. Spożycie wody i roztworu sacharozy przez zwierzęta kontrolne  

i doświadczalne oszacowano równolegle przez ważenie butelek na początku i na końcu testu.  

Aby wyeliminować możliwe skutki preferencji strony, pozycje butelek w klatce zamieniono po 4 godz. 

trwania testu. Natomiast aby zapobiec możliwym skutkom neofobii smakowej, dzień przed SPT 

wszystkim zwierzętom podano 2,5% roztwór sacharozy na 2 godz. Tydzień przed wykonaniem SPT 

myszy rozdzielonodo pojedynczych klatek i codziennie przez siedem kolejnych dni (3-4 min/dzień) 

przyzwyczajano do ręki i obecności eksperymentatora. W przypadku procedury CUS aklimatyzacja 

do warunków eksperymentalnych (odwrócona faza cyklu dobowego) trwała dwa tygodnie,  

w tym jeden tydzień przyzwyczajania do ręki i obecności eksperymentatora. Preferencja sacharozy 

obliczana była w następujący sposób:  

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

sacharozy + masa spożytej wody]) × 100% 

 W modelu CUS preferencja sacharozy w grupie stresowanej poniżej 70,41%, mierzona  

24 godz. po zakończeniu procedury stresowania stanowiła kryterium anhedonii.  

Kryterium zdefiniowano jako różnicę między grupą kontrolną i stresowaną większą od dwóch 

odchyleń standardowych (2x SD, ang. standard deviations). Wcześniej wykazano, że myszy 

anhedoniczne wykazują fenotyp typu depresyjnego [Bijata i wsp., 2022a; Liu i wsp., 2018; Strekalova 

i wsp., 2004; Strekalova i Steinbusch, 2010].  
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3.5.3. Test wymuszonego pływania (FST) 

 W teście FST myszy umieszczano pojedynczo w szklanym cylindrze (20 cm × 40 cm) 

wypełnionym ciepłą wodą (~27°C) do poziomu 15 cm. Test przeprowadzono w procedurze CUS  

(1 godz. po SPT1) w fazie ciemnej cyklu dobowego w świetle czerwonym. Myszy aklimatyzowano 

przez 1 godz. w pomieszczeniu, w którym wykonano FST. Zwierzęta kontrolne i stresowane poddano 

testowi równolegle, w tym samym czasie. Test nagrywano za pomocą kamery a następnie 

analizowano manualnie z wykorzystaniem stopera. Łączny czas bezruchu w czterech ostatnich 

minutach trwania 6-minutowego testu stanowi miarę poziomu motywacji do ucieczki i ratowania się. 

Miarą obniżonej motywacji u myszy stresowanych (po procedurze CUS) jest wydłużony czas 

bezruchu w porównaniu do zwierząt kontrolnych. 

3.5.4. Test otwartego pola (OF) 

 Tydzień przed wykonaniem testu otwartego pola dwunastotygodniowe samce myszy szczepu 

C57BL/6J rozdzielono do pojedynczych klatek i codziennie przez siedem kolejnych  

dni (3-4 min/dzień) przyzwyczajano do ręki i obecności eksperymentatora. Test wykonano w fazie 

ciemnej cyklu dobowego przy czerwonym świetle. Test przeprowadzono 30 min po wykonaniu 

zastrzyku dootrzewnowego zawierającego roztwór agonisty 5-HT7R (LP) lub roztwór soli 

fizjologicznej (KTR). W teście OF myszy umieszczono pojedynczo na środku białego pudełka  

z pleksiglasu (33 x 33 x 20 cm) na 10 minut. Aktywność myszy, między innymi całkowita przebyta 

odległość (cm), rejestrowano i analizowano retrospektywnie przy użyciu programu do śledzenia 

wideo EthoVision™ (Noldus, Holandia). Aparat czyszczono 70% roztworem etanolu  

po badaniu każdej myszy, w celu usunięcia wszelkich śladów zapachowych.  

3.6. Techniki biochemiczne  

3.6.1. Elektroforeza białek w żelu denaturującym 

 Elektroforezę białek w żelu denaturującym (ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE) przeprowadzano zgodnie z procedurą opisaną przez Laemmliego 

(1970). Rozdział białek wykonywano przy użyciu systemu Tetra Cell (Bio-Rad). Przygotowywano 

dwuwarstwowe żele poliakryloamidowe o wymiarach 80 x 100 x 1 mm. Pierwszą warstwę stanowił 

żel zagęszczający składający się z: 5% akryloamid/bis akryloamid; 0,125 M Tris-HCl pH 6,8. Z kolei 

żel rozdzielający zawierał: 15% akryloamid/bis akryloamid; 0,375 M Tris-HCl pH 8,8. W składzie obu 

żeli znajdował się 0,1% SDS. Polimeryzacja żeli była indukowana przez dodanie nadsiarczanu amonu  

i katalizatora TEMED. Do próbek białkowych, przed nałożeniem na żel, dodawano odpowiednią 
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objętość stężonego buforu Laemmliego, a następnie próbki denaturowano przez 6 min  

w temperaturze 95°C. Elektroforezę prowadzano 30 min przy napięciu 90 V, a następnie 1 godz. przy 

120 V. W celu identyfikacji analizowanych białek używano standardów o znanej masie cząsteczkowej 

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

3.6.2. Technika western blot 

 Technika ta służy do identyfikacji określonych białek. Pierwszym jej etapem był opisany 

wyżej rozdział elektroforetyczny białek SDS-PAGE. Po SDS-PAGE przeprowadzano transfer białek  

z żelu na błonę PVDF Immobilon P (Millipore) metodą mokrego elektrotransferu, w buforze Towbin’a 

[Towbin i wsp., 1979], w aparacie firmy BioRad, stosując prąd o stałym natężeniu 350 mA  

przez 1,5 godz. w temperaturze 4°C. W celu oceny jakości i wydajności transferu, białka 

immobilizowane na błonie nitrocelulozowej barwiono w roztworze czerwieni Ponceau S.  

Po wybarwieniu błonę płukano buforem TBS-T i inkubowano w buforze blokującym przez 2 godz.  

w temperaturze pokojowej. Następnie przeprowadzano całonocną immunodetekcję badanego białka 

poprzez inkubację błonyz odpowiednim przeciwciałem (tzw. przeciwciałem pierwszorzędowym)  

w temperaturze 4°C. Przeciwciała pierwszorzędowe oraz skład buforów blokujących użytych  

w niniejszej rozprawie doktorskiej wymieniono w Tabeli 3.  

Tabela 3. Spis użytych przeciwciał pierwszorzędowych oraz warunki reakcji immunoblottingu 

w technice western blot 

Przeciwciało 
Firma, nr 

katalogowy 
Rozcieńczenie 

Bufor  

blokujący 

Mysie 

monoklonalne 

anty-5-HT7R 

Abcam/ab128892  1:1000 1 % BSA w TBS-T 

Mysie 

monoklonalne 

anty-CDC42 

Cell Signalling, 

11A11 
1:500 3 % BSA w TBS-T 

Mysie 

monoklonalne 

anty-GAPDH 

Milipore, MAB374  1:10000 5% mleko w TBS-T 

 Następnego dnia błonę płukano trzykrotnie buforem TBS-T przez 10 min i inkubowano przez 

1 godz. w temperaturze pokojowej z odpowiednim przeciwciałem drugorzędowym sprzężonym 

z peroksydazą chrzanową (HRP), rozcieńczonym w buforze blokującym. Błonę ponownie płukano 

buforem TBS-T, a następnie przeprowadzano detekcję reakcji immunologicznej stosując 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 wyników wykorzystywano system Gbox chemi xt4 (Syngene). 

Oprogramowanie ImageJ zostało użyte do pomiaru średnich gęstości optycznych prążków 

odpowiadających 5-HT7R, CDC42 i GAPDH. Analizy biochemiczne zostały przeprowadzone 

we współpracy z dr Moniką Bijatą i mgr Krystianem Bijatą (Pracownia Biofizyki Komórki, Instytut 

Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN). 

3.6.3. Zymografia żelowa 

 Hipokampy myszy homogenizowano w buforze WB (50 mM Tris-Cl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 

5 mM CaCl2, 1% Triton X-100, 0,02% NaN3) w szklanym homogenizatorze. Homogenaty wirowano 

przez 15 min przy 12000 x g, w 4oC. Z supernatantu pobierano 5 µl w celu wyznaczenia stężenia białek 

metodą BCA (Thermo Scientific). Z kolei stężenie białka w próbkach wyrównywano poprzez 

rozcieńczanie buforem WB. W celu wzbogacenia supernatantu w żelatynazy (MMP-9 i MMP-2) 

używano złoża Gelatin Sepharose 4B (Amersham Biosciences). Złoże było płukane w buforze WB 

w proporcjach 1:1, a następnie wirowane 3 min przy 6000 x g w 4oC. Kulki żelatynowe zawieszono  

w buforze WB tak, aby końcowe stężenie wynosiło 50%. Następnie do 350 µl odpowiednio 

rozcieńczonych próbek dodawano po 100 µl 50% zawiesiny zrównoważonych kulek żelatynowych 

i inkubowano na rotatorze przez 16 godz. w 4oC, a następnie wirowano (15 min, 6000 x g, 4oC). 

Supernatant odrzucano, a kulki żelatynowe płukano 1 ml buforu WB. Po odwirowaniu kulki 

zawieszano w 40 µl buforu WB+DMSO (50 mM Tris-Cl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 5mM CaCl2, 1% Triton 

X-100, 0,02% NaN3, 10% DMSO) i wytrząsano przy 1000 obr./min w 4oC, przez 2 godz.  

Ponownie próbki wirowano (15 min, 6000 x g, 4oC) i otrzymany supernatant mieszano z buforem  

5x SB bez dodatku β-merkaptometanolu a następnie używano w zymografii żelowej.  

W tej technice, elektroforetyczny rozdział białek w próbce wykonywany został analogicznie  

do opisanej wyżej elektroforezy białek w żelu denaturującym z tą różnicą, że 8% żel rozdzielający 

zawiera dodatkowo żelatynę w stężeniu 1 mg/ml. Po zakończonej elektroforezie żele były płukane  

w 2,5% Triton X-100 przez 30 min w temperaturze pokojowej, a następnie inkubowane w buforze 

wywołującym przez 24 godz. w 37°C. Następnie żele płukano wodą destylowaną przez 5 min  

i barwiono buforem zawierającym błękit Coomassie przez 1 godz. w temperaturze pokojowej, po 

czym płukano w roztworze odbarwiacza przez około 1 godz. Do pomiaru średnich gęstości 

optycznych uzyskanych prążków, odpowiadających MMP-9 i MMP-2, stosowano oprogramowanie 

ImageJ.  
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3.6.4. Test aktywności CDC42  

 Hipokampy myszy po CUS homogenizowano w buforze lizującym, a następnie wirowano 

14000 x g przez 10 min. Z supernatantu pobierano 5 µl w celu wyznaczenia stężenia białka metodą 

BCA (Thermo Scientific). Stężenia białka w próbkach wyrównywano poprzez rozcieńczanie wyżej 

wymienionym buforem. Otrzymane ekstrakty białkowe inkubowano ze złożem zawierającym 

związane białko fuzyjne GST-PAK-PBD (Cell BioLabs) w 4°C przez noc, a następnie płukano w buforze 

do homogenizacji. Frakcję aktywnej formy GTPazy CDC42 wykrywano za pomocą techniki western 

blot z użyciem odpowiedniego przeciwciała (Cell Signalling, 11A11).  

Bufory użyte w technikach biochemicznych opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej 

przedstawiono w Tabeli 4.  

Tabela 4. Spis użytych buforów w technikach biochemicznych 

Nazwa  Skład  

10 x bufor do elektroforezy białek w żelu 

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

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

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

1 x bufor Towbin’a  
0,025 M Tris Base; 0,192 M glicyny;  

1% SDS; 20% metanol   

5 x bufor Laemmliego  

0,315 M Tris-HCl pH 6,8; 50% glicerol;  

10% SDS; 25% β-merkaptoetanol;  

0,0125% błękit bromofenolowy  

Bufor zawierający błękit Coomassie  
0,25% błękit Coomasie, 40% metanol,  

10% kwas octowy 

Roztwór odbarwiacza  40% metanol; 10% kwas octowy 

Bufor blokujący błony nitrocelulozowe  5% mleko odtłuszczone w 1x TBS-T 

Roztwór czerwieni Ponceau S  
0,25% czerwień Ponceau S; 40% metanol; 

15% kwas octowy  

Bufor WB 
50mM Tris-Cl (pH 7,5); 150mM NaCl,  

5mM CaCl2; 0,02% NaN3 

Bufor zawierający substrat HRP Super Signal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate (Thermo Scientific 34095); 
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SuperSignal West Pico PLUS (Thermo 

Scientific 34577) 

Bufor lizujący 

25 mM HEPES (pH 7,5); 150 mM NaCl; 

1% Nonidet P-40; 10 mM MgCl2; 1 mM EDTA; 

2% glicerol 

Bufor wywołujący w zymografii żelowej 
50 mM Tris-Cl; 10 mM CaCl2; 1 µM ZnCl2;  

1% Triton X-100; 0,02% NaN3, pH 7,5 

 

3.7. Ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym  

 Izolację całkowitego RNA z tkanki mózgowej (Stratum Oriens i Stratum Radiatum regionu 

CA1 hipokampa lub całego regionu CA1 hipokampa myszy) przeprowadzono przy użyciu zestawu 

RNeasy Mini Kit (Qiagen). Równe ilości RNA transkrybowano przy użyciu zestawu SuperScript III 

First-Strand Synthesis System (Invitrogen). Poziomy ekspresji 5-HT7R analizowano z użyciem 

systemu StepOne (Applied Biosystems) przy zastosowaniu TaqMan Universal PCR Master Mix 

(Applied Biosystems) oraz zestawu Gene Expression Assays (ThermoFisher). Analize ilościową 

poziomów ekspresji 5-HT7R przeprowadzono równolegle z analizą ekspresji GAPDH (białko 

referencyjne) stosując następujące sekwencje starter/sonda:  

- E1-F2: 5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’;  

- E1-R2: 5’-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’; 

- sonda 5’/6FAM/CCCTGGCCAAGGTCATCCATGACAAC/TAMRA/-30 (Sigma).  

3.8. Badanie struktury kolców dendrytycznych 

3.8.1. Znakowanie neuronów metodą biolistyczną 

 Aby zobrazować zmiany w strukturze neuronów, wykonano barwienie utrwalonych całych 

skrawków myszy nadchloranem 1,10-dioktadecylo-3,3,3,30-tetrametyloindokarbocyjaniny 

(DiI; Invitrogen). Barwnik fluorescencyjny DiI wykazuje właściwości lipofilne i wbudowuje  

się do błon komórkowych. Barwnik ten wprowadzono do komórek za pomocą bombardowania 

działem genowym (Helios, Gene Gun System, Bio-Rad). W celu przygotowania cząstek wolframu 

pokrytych barwnikiem DiI najpierw zawieszono DiI (5mg, Invitrogen) w dichlorometanie  

(5000 µg/ml w metanolu SUPELCO), które następnie rozprowadzono na szkiełku podstawowym, 

na którym znajdowała się cienka warstwa mikrocząsteczek wolframowych (150 mg, Tungsten M-20 

1,3 μM Biorad). Tak przygotowaną monowarstwę polewano trzykrotnie zawieszonym 

w dichlorometanie barwnikiem DiI. Po wyschnięciu, pokryte barwnikiem cząstki wolframu 
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zawieszano w wodzie i sonikowano przez 30 minut. Wypłukaną w etanolu (EtOH, 99,8%) rurkę 

do przygotowania naboi do działa genowego (Tefzel Tubing BioRad) pokrywano 

poliwinylopirolidonem (PVP, BioRad) przygotowanym wcześniej, przez rozpuszczenie roztworu 

wodnego PVP 20 mg/ml PVP w etanolu (EtOH 99,8%) w stosunku 1:200. Następnie rurkę wypełniono 

zawiesiną mikrocząsteczek wolframowych i mieszano ją przez 30 min w stacji do przygotowania 

naboi (Tubing preparation system, BioRad). Następnie rurkę suszono azotem o przepływie 0,1 LPM 

AIR przez 30 min oraz 1 godz. 0,4 LPM AIR. Tak przygotowaną rurkę cięto gilotyną (Tubing 

preparation system, BioRad) na naboje o długości 1 cm, które przechowywano w ciemności, 

w temperaturze pokojowej.  

 Myszy po procedurze CUS zostały poddane eutanazji przez przerwanie rdzenia kręgowego,  

a następnie dekapitacji. W celu wyeliminowania wpływu anestetyków na plastyczność synaptyczną, 

eutanazja została przeprowadzana bez dodatkowych środków farmakologicznych  

(zgodnie z otrzymanymi zgodami I Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie). Po dekapitacji mózgi 

myszy wyizolowano i opłukano zimnym roztworem PBS (1x), a następnie inkubowano przez 1 godz. 

w buforze 4% paraformaldehydu rozpuszczonego w PBS (1x). Następnie mózg pocięto koronalnie  

na skrawki o grubości 140 µm przy użyciu wibratomu (Leica). W celu regeneracji tkanki 

po procedurze krojenia, skrawki zawierające struktury hipokampa, kory przedczołowej  

oraz ciała migdałowatego, pozostawiono na 1,5 godz. w roztworze PBS w temperaturze pokojowej. 

Losowe znakowanie komórek przeprowadzono przy użyciu uprzednio przygotowanych 

mikrocząstek wolframu o średnicy 1,6 µm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) pokrytych barwnikiem 

fluorescencyjnym (DiI;) dostarczanym do komórek przy użyciu działa genowego przy ciśnieniu helu 

doprowadzonego do działa wynoszącym 100 psi. Wyznakowane skrawki inkubowano przez 12 godz. 

w temperaturze 4°C w buforze PBS, w miejscu niedostępnym dla światła. Następnie skrawki 

dodatkowo utrwalano w buforze 1,5% paraformaldehydu rozpuszczonego w PBS (1x) przez 1,5 godz.  

w temperaturze pokojowej. Skrawki wykładano na szkiełka podstawowe i zatapiano  

odczynnikiem Fluoromount-G (Invitrogen, 00-4958-02) umożliwiającym obrazowanie preparatów  

z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej.  

3.8.2. Obrazowanie kolców dendrytycznych 

 Obrazowanie wyznakowanych skrawków mózgu przeprowadzano z wykorzystaniem 

fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej (Zeiss LSM800). Zdjęcia dendrytów neuronów z regionów 

CA1 (łac. cornu ammonis 1), CA3 (łac. cornu ammonis 3) i zakrętu zębatego (łac.  gyrus dendtatus, 

DG) hipokampa oraz neuronów kory przedczołowej i ciała migdałowatego wykonywano w ustalonej 

odległości od ciała komórki (50 – 200 μm). Serie obrazów wzdłuż osi z zbierano w odstępach 
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wynoszących 0,4 μm, przy rozdzielczości 1024 x 1024 i w dodatkowym powiększeniu 2,4x,  

co pozwalało na uzyskanie wielkości piksela wynoszącej 0,07 μm x 0,07 μm. Podczas obrazowania 

używano wzbudzenia światłem lasera o długości fali 561 nm oraz obiektywu 63x o aperturze 

numerycznej 1,4 NA. Obrazy otrzymane z mikroskopu konfokalnego przetworzono przy użyciu 

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

3.8.3. Analiza struktury kolców dendrytycznych 

 Otrzymane obrazy konfokalne zawierające fragmenty dendrytów pokryte kolcami 

dendrytycznymi poddano analizie strukturalnej w obrębie poszczególnych parametrów 

morfometrycznych (długość kolca, szerokość główki, całkowita powierzchnia) oraz analizie gęstości 

kolców na dendrycie. W tym celu zastosowano programy bioinformatyczne umożliwiające analizę 

strukturalną w dwóch 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 kolców pozwalają 

na uzyskanie powtarzalnych wyników z dużą dokładnością. Program 3DSpAn (analiza 3D) został 

stworzony z wykorzystaniem obrazów uzyskanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej. 

Analiza porównawcza otrzymanych wyników z wykorzystaniem algorytmów SpineMagick i 3dSpAn 

nie wykazała istotnych różnic między programami wskazując, że analiza struktury kolców 

dendrytycznych w 3D nie dostarcza dodatkowych informacji na otrzymanym zestawie danych.  

W związku z tym, kompleksową analizę morfometryczną kolców dendrytycznych myszy kontrolnych 

i poddanych CUS (ANH i RES), wykonano w 2D przy wykorzystaniu oprogramowania SpineMagick 

(półautomatyczne oprogramowanie stworzone na zamówienie, patent nr WO/2013/021001). 

Rycina 11 przedstawia segmentację i analizę 2D oraz 3D tego samego fragmentu dendrytu pokrytego 

kolcami dendrytycznymi. 

 

Rycina 11. (A) Przykładowy obraz konfokalny drzewka dendrytycznego komórki hipokampa  

na fragmencie, którego wykonano segmentację kolców dendrytycznych (B) w dwóch wymiarach z użyciem 

programu informatycznego SpineMagick oraz (C) w trzech wymiarach z użyciem stworzonego programu 

3dSpAn.  
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 Analizowane kolce dendrytyczne zlokalizowane były na dendrytach drugo- 

i trzeciorzędowych, co umożliwiło zminimalizowanie różnic w strukturze kolców dendrytycznych 

wynikających z położenia ich na dendrytach o różnych kategoriach. W związku z tym, że kolce 

dendrytyczne cechuje duża zmienność strukturalna, w analizie kształtu kolców wykorzystano 

bezskalowy parametr względnych zmian stosunku długości kolca do szerokości jego główki 

(długość/szerokość główki). Parametr ten odzwierciedla kształt kolca – im jego wartość jest większa 

tym kolce są bardziej cienkie i wydłużone, natomiast zmniejszenie tej wartości świadczy o skracaniu 

długości kolca i/lub zwiększaniu powierzchni jego główki, co wskazuje na powstawanie bardziej 

stabilnych połączeń synaptycznych. W oprogramowaniu SpineMagick długość kolca dendrytycznego 

określono poprzez pomiar długości krzywoliniowej wzdłuż dopasowanego wirtualnego szkieletu 

kształtu kolca. Procedurę dopasowania przeprowadzono szukając krzywej, wzdłuż której emitowana 

fluorescencja była najbardziej intensywna. Z kolei szerokość główki zdefiniowano przez średnicę 

największego odcinka kolca z wyłączeniem dolnej części kolca (1/3 długości kolca przylegającego  

do dendrytu). Analizie morfometrycznej poddano segmenty dendrytyczne komórek hipokampa  

(po 5 zwierząt na grupę behawioralną; 70-93 dendryty/grupę), komórek kory przedczołowej  

(po 3 zwierzęta na grupę behawioralną,; 29-32 dendryty/grupę) oraz komórek ciała migdałowatego 

(po 3-5 zwierząt na grupę behawioralną; 10-28 dendryty/grupę). Aby ocenić całkowitą długość 

przeanalizowanych dendrytów zmierzono długość krzywoliniową wzdłuż analizowanego odcinka 

dendrytycznego, która została uzyskana przez dopasowanie wielomianu rzędu n. Następnie przy 

zastosowaniu oprogramowania ImageJ zliczono manualnie liczbę kolców dendrytycznych  

na uprzednio zmierzonej długości dendrytów wyliczając w ten sposób gęstość kolców na 100 µm 

długości dendrytu.  

3.9. Analiza statystyczna 

 Analizy statystyczne i wizualizacja wyników przeprowadzono przy zastosowaniu 

oprogramowania GraphPad Prism8 (GraphPad Software). Wyniki przedstawiono w postaci średniej 

arytmetycznej ze wszystkich zebranych pomiarów, z odchyleniami w postaci błędu standardowego 

średniej (ang. standard error of the mean, SEM). W celu sprawdzenia spełnienia warunków rozkładu 

normalnego prób danej grupy oraz jednorodności ich wariancji zastosowano kolejno test Shapiro – 

Wilka oraz test Fishera. Do oceny istotności statystycznej różnic pomiędzy dwoma wariantami 

doświadczalnymi spełniającymi założenia testu parametrycznego zastosowano test t-Studenta.  

W przypadku nierównych wariancji stosowano poprawkę Welcha, natomiast jeżeli dane nie spełniały 

założeń rozkładu normalnego, stosowano nieparametryczny test Manna-Whitneya. Do porównań 

wielokrotnych zastosowano analizę wariancji (ANOVA), a następnie odpowiednie dla zestawu 
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danych testy post-hoc (test Tuckey, test Dunn’a, lub test Holm-Sidak). Wyniki otrzymane za pomocą 

techniki western blot i zymografii żelowej analizowano ilościowo przez dodanie do siebie 

poszczególnych powtórzeń (każdy punkt danych na powtórzeniu podzielony został przez sumę 

wartości wszystkich punktów danych w powtórzeniu) [Degasperi i wsp., 2014]. Wyniki te zostały 

następnie znormalizowane do warunku kontrolnego. Analizy behawioralne i analizy plastyczności 

strukturalnej przeprowadzono w sposób zaślepiony. Rodzaj testu statystycznego zastosowany  

dla konkretnego zbioru danych został wskazany w opisie wyników danego eksperymentu. 

Zastosowano następujące oznaczenia poziomów istotności: * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001.     
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4. WYNIKI 

4.1. Stymulacja 5-HT7R indukuje zależne od MMP-9 zachowania typu depresyjnego  

u myszy 

 W celu poznania roli 5-HT7R w rozwoju zachowań typu depresyjnego przeprowadzono 

charakterystykę behawioralną dorosłych samców myszy po ogólnoustrojowej aktywacji 5-HT7R. 

Schemat eksperymentu został przedstawiony na Rycinie 8 w Materiały i Metody. Analiza parametrów 

behawioralnych wykazała, że krótkoterminowa (30 min) aktywacja 5-HT7R prowadzi do obniżenia 

poziomu motywacji mierzonej wydłużeniem czasu bezruchu w teście podwieszania za ogon 

(p = 0,010; dwukierunkowa analiza ANOVA, NLP = 35, NKTR = 37) /Rycina 12.(A)/, nie wpływając  

na ogólną aktywność lokomotoryczną zwierząt mierzoną w teście otwartego pola (p=0,783; 

niesparowany test t-Studenta, NLP = 7, NKTR  = 7) /Rycina 12.(B)/. U myszy traktowanych agonistą  

5-HT7R (LP) zaobserwowano także spadek preferencji sacharozy (anhedonię) w porównaniu  

do grupy traktowanej solą fizjologiczną (p = 0,012; test Manna-Whitneya, NLP = 26, NKTR = 23)  

/Rycina 12.(C)/. Co więcej, po dziewięciu godzinach od wykonania iniekcji dootrzewnowej  

nie zaobserwowano utrzymującego się wzrostu czasu bezruchu w teście podwieszania za ogon  

u grupy traktowanej LP w porównaniu do grupy kontrolnej (p = 0,479; niesparowany test t-Studenta, 

NLP = 13, NKTR = 12) /Rycina 12.(D/). Ponadto aby sprawdzić, czy wzrost zachowań typu 

depresyjnego (tj. obniżona motywacja) 30 min po aktywacji 5-HT7R jest zależny od MMP-9, 

przeprowadzono analogiczny eksperyment z wykorzystaniem testu podwieszania za ogon  

na myszach pozbawionych ekspresji MMP-9 (MMP-9 KO). Zaobserwowano, że u myszy MMP-9 KO 

wstrzyknięcie LP nie wpływało na czas bezruchu w TST w porównaniu do myszy kontrolnych 

(p = 0,162; dwukierunkowa analiza ANOVA z dwustopniową liniową procedurą stopniową 

Benjaminiego, Kriegera i Yekutieli, NMMP-9 KO/LP = 18, NMMP-9 KO/KTR = 16) /Rycina 12.(A)/.  

Pomimo wykorzystania w eksperymencie mniejszej liczby zwierząt KO podjęto się również 

sprawdzenia czy zwiększenie liczby zwierząt do 36 osobników w grupie mogłoby doprowadzić  

do osiągnięcia istotności statystycznej na poziomie obserwowanym u zwierząt o fenotypie dzikim.  

W tym celu przeprowadzono dodatkową analizę metodą szacowania rozkładu błędów estymacji,  

za pomocą wielokrotnego losowania ze zwracaniem z próby (z ang. bootstrap). Analiza bootstrap 

wykazała, że przy założeniu liczebności grupy KO stanowiącej 36 myszy, prawdopodobieństwo 

istotności statystycznej poniżej p = 0,010 wynosi 24%. Otrzymane wyniki wskazują, że aktywacja 

szlaku sygnałowego zależnego od 5-HT7R, w którym pośredniczy MMP-9, jest zaangażowana  

w rozwój zachowań typu depresyjnego u myszy.  
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Rycina 12. Aktywacja 5-HT7R in vivo prowadzi do rozwoju zachowań typu depresyjnego.  

(A) Czas bezruchu w teście podwieszania za ogon (TST) 30 min. od wykonania iniekcji dootrzewnowej 

roztworem soli fizjologicznej (KTR) lub agonistą receptora 5-HT7 (LP) myszy o fenotypie dzikim oraz myszy 

pozbawionych ekspresji MMP-9 – MMP-9 KO (dwukierunkowa analiza ANOVA). (B) Całkowity przebyty 

dystans w teście otwartego pola (OF) 30 min. od wykonania iniekcji dootrzewnowej KTR lub LP (niesparowany 

test t-Studenta). (C) Preferencja sacharozy w teście preferencji sacharozy (SPT) 8 godz. od wykonania iniekcji 

dootrzewnowej KTR lub LP (test Manna-Whitneya). (D) Czas bezruchu w teście podwieszania za ogon (TST2) 

9 godz. od wykonania iniekcji dootrzewnowej KTR lub LP (niesparowany test t-Studenta). Dane przedstawiono 

jako średnie wartości ± SEM. *p < 0,05. 

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

 Wykazano, że zastosowanie procedury CUS prowadzi do rozwoju dwóch typów zachowań  

u myszy: zachowań anhedonicznych (ANH) i zachowań rezylientnych (RES) różniących się wartością 

preferencji sacharozy w SPT1 /Rycina 13.(A-C)/. Myszy zaklasyfikowano jako myszy ANH jeśli 

wykazywały preferencję sacharozy w SPT1 < 70,41%. Wartość ta została zdefiniowana poprzez 

różnicę > 2x odchylenie standardowe między grupą kontrolną (KTR) i stresowaną (p < 0,0001;  

test Kruskal-Wallis, NKTR = 39, NANH = 42, NRES = 39) /Rycina 13.(C)/. W populacji myszy ANH 

zaobserwowano zwiększony czas bezruchu w teście wymuszonego pływania (FST) świadczący  

o obniżonej motywacji w porównaniu ze zwierzętami niestresowanymi i rezylientnymi (KTR vs. ANH 

p < 0,0001; KTR vs. RES p < 0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym 

porównaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a) /Rycina 13.(D)/. Myszy, które wykazywały 

preferencję sacharozy powyżej 70.41% zaklasyfikowano do grupy myszy RES. Zwierzęta RES  

po procedurze CUS nie wykazywały parametrów behawioralnych jak myszy ANH, tj. brak istotnych 

różnic w preferencji sacharozy w SPT1 oraz w czasie bezruchu w FST w porównaniu do myszy KTR 

/Rycina 13.(C-D)/. Po procedurze CUS, zarówno myszy ANH, jak i RES charakteryzowały  

się mniejszym przyrostem masy ciała w porównaniu z myszami KTR (p < 0,0001; test Kruskal-Wallis, 

NKTR = 39, NANH = 42, NRES = 39) /Rycina 13.(E). Podsumowując, zastosowany protokół CUS prowadzi 
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do rozwoju zachowań anhedonicznych u 52,07%±7,94% myszy, podczas gdy pozostałe osobniki 

(47,93±7,94%) wykazują fenotyp rezylientny /Rycina 13.(C)/.  

 
Rycina 13. Chroniczny nieprzewidywalny stres prowadzi do rozwoju anhedonii i rezyliencji u myszy. 

(A) Schematyczne przedstawienie planu eksperymentalnego. (B) Bazowa preferencja sacharozy w SPT0,  

(C) Preferencja sacharozy po ekspozycji na chroniczny stres w SPT1. (D) Czas bezruchu w teście wymuszonego 

pływania, FST. (E) % wagi początkowej. Dla porównania trzech grup została przeprowadzona analiza 

jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a (SPT)  

lub Tuckey’a (FST, waga), natomiast dla prównania dwóch grup niesparowany test t-Studenta. 

Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM. *** < 0,001.  

 Ponadto w celu lepszego zrozumienia różnic behawioralnych występujących w fenotypach 

ANH i RES, podjęto się weryfikacji czy myszy ANH i RES wykazują różnice we wrażliwości  

na interwencję farmakologiczną ketaminą. Przeprowadzone analizy wykazały wzrost preferencji 

sacharozy u myszy ANH traktowanych ketaminą w porównaniu z myszami ANH traktowanymi solą 

fizjologiczną (p = 0,010; Analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup 

eksperymentalnych testem Holm-Sidak) /Rycina 14/. Myszy RES, które otrzymały ketaminę  

nie wykazywały istotnych różnic w preferencji sacharozy (SPT2) w porównaniu do myszy RES,  

które otrzymały sól fizjologiczną.  
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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 ciała lub soli fizjologicznej (SPT2).  

Analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup eksperymentalnych testem  

Holm-Sidak. Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM. *p  < 0,05; *** < 0,001.   

 Podsumowując, wyniki otrzymane z analiz behawioralnych wykazały, że wdrożenie 

procedury CUS u dorosłych myszy prowadzi do rozwoju anhedonii lub rezyliencji.  

W celu sprawdzenia czy szlak sygnałowy 5-HT7R/MMP-9/CDC42 aktywowany jest w hipokampie 

myszy po ekspozycji na CUS, do dalszych analiz biochemicznych wybrano reprezentatywne zwierzęta 

z wyżej wymienionych grup behawioralnych, których parametry behawioralne (SPT1, FST, wagę) 

przedstawiono na Rycinie 15. 
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Rycina 15. Charakterystyka behawioralna reprezentatywnych myszy wybranych do dalszych analiz 

biochemicznych i analiz plastyczności strukturalnej kolców dendrytycznych. (A) Schematyczne 

przedstawienie planu eksperymentalnego. (B) Preferencja sacharozy po ekspozycji na chroniczny stres w SPT1.  

(C) Czas bezruchu w teście wymuszonego pływania, FST. (D) % wagi początkowej po procedurze chronicznego 

nieprzewidywalnego stresu. Analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup 

eksperymentalnych testem Dunn’a (SPT) lub Tuckey’a (FST, waga). Dane przedstawiono jako średnie wartości 

± SEM. *p < 0,05; **p < 0,01; *** < 0,001.   

4.3. Szlak sygnałowy zależny od 5-HT7R aktywowany jest w hipokampie myszy 

poddanych ekspozycji na chroniczny stres 

 W celu zbadania czy szlak sygnałowy 5-HT7R/MMP-9/CDC42 jest aktywowany u myszy  

po CUS przeprowadzono analizy biochemiczne, które wykazały, że zarówno aktywność MMP-9,  

(MMP-9: KTR vs. ANH p = 0,029; ANH vs. RES p = 0,041; analiza jednoczynnikowa wariancji  

z wielokrotnym porównaniem grup eksperymentalnych testem Sidak’a) /Rycina 16.(A)/,  

jak i aktywność CDC42 (CDC42: KTR vs. ANH p = 0,041; ANH vs. RES p=0,008; jednoczynnikowa 

wariancji z wielokrotnym porównaniem grup eksperymentalnych testem Sidak’a) w hipokampie 

zwierząt ANH były zwiększone w porównaniu do poziomów aktywności MMP-9 i CDC42 myszy KTR 

i RES /Rycina 16.(B)/. Poziom ekspresji 5-HT7R po CUS nie różnił się między myszami ANH i KTR,  

podczas gdy u myszy RES zaobserwowano istotnie obniżoną ekspresję 5-HT7R w hipokampie  

w porównaniu do myszy KTR (KTR vs. RES p = 0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji  

z wielokrotnym porównaniem grup eksperymentalnych testem Sidak’a) /Rycina 16.(C)/. 

 Podsumowując, otrzymane wyniki wykazały aktywacje szlaku sygnałowego  

5-HT7R/MMP-9/CDC42 w hipokampie myszy ANH.  
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Rycina 16. Chroniczny stres prowadzi do aktywacji szlaku sygnałowego 5-HT7R/MMP-9/CDC42  

w hipokampie myszy ANH. (A) Analiza ilościowa aktywności MMP-9 mierzona jako stosunek aktywności  

MMP-9/MMP-2. (B) Aktywność CDC42 mierzona jako stosunek CDC42-GTP do całkowitego poziomu CDC42.  

(C) Poziom ekspresji 5-HT7R w hipokampie myszy KTR, ANH, RES. Reprezentatywne fragmenty obrazów 

zymografii żelowej oraz western blot wizualizujące (D) wzrost aktywności MMP-9 i (E) CDC42 u myszy ANH 

oraz (F) obniżoną ekspresję 5-HT7R u myszy RES w porównaniu do myszy KTR. Dla porównania trzech grup 

została przeprowadzona analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup 

eksperymentalnych testem Sidak’a. Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM. *p < 0,05; **p < 0,01.   

4.4. Podwyższona aktywność MMP-9 w hipokampie osób cierpiących na depresję 

 Dodatkowo, zbadano czy analogiczne zmiany występują również u osób chorujących  

na depresje. W tym celu przeprowadzono analizę biochemiczną post mortem aktywności MMP-9 

w hipokampie osób, które popełniły samobójstwo i które w obrazie klinicznym przejawiały wcześniej 

objawy depresyjne (DEPR). Analizy wykazały, że osoby cierpiące na depresję cechuje podwyższona 

aktywność MMP-9 w hipokampie /Rycina 17.(A-C)/ w porównaniu do osób zdrowych (p = 0,030; 

niesparowany test t-Studenta). 

 

Rycina 17. Wzrost aktywności MMP-9 w hipokampie osób cierpiących na depresję. (A) Reprezentatywny 

żel obrazujący aktywność żelatynaz w próbkach pośmiertnych osób ze zdiagnozowaną depresją,  

które popełniły samobójstwo (NDEPR = 10) i osób kontrolnych (NKTR = 6). (B) Ilościowa analiza aktywności  

MMP-9 w stosunku do aktywności MMP-2 (niesparowany test t-Studenta). (C) Wykres przedstawiający wiek  
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i płeć osób badanych. Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM. *p < 0,05. Analizy biochemiczne zostały 

przeprowadzone we współpracy z mgr Krystianem Bijatą (Pracownia Biofizyki Komórki, Instytut Biologii 

Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN).  

4.5. Aktywacja szlaku sygnałowego zależnego od 5-HT7R w wyniku ekspozycji  

na chroniczny stres prowadzi do zburzonej plastyczności strukturalnej kolców 

dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa 

 W nawiązaniu do badań Bijata i wsp. (2017), w których wykazano, że aktywacja szlaku 

sygnałowego 5-HT7R/MMP-9/CDC42 powoduje zmiany strukturalne kolców dendrytycznych  

(tj. ich wydłużanie) w pierwotnych hodowlach komórek hipokampa, podjęto się zbadania  

czy podobne zmiany w strukturze kolców dendrytycznych są obecne również in vivo w hipokampie 

myszy ANH, u których szlak ten jest aktywowany.  

 Analizę morfometryczną kolców dendrytycznych przeprowadzono oddzielnie dla każdego  

z regionów hipokampa: CA1, CA3, DG /Rycina 18.(A)/. Otrzymane wyniki wykazały, że anhedonia 

wywołana CUS prowadzi do wydłużania kolców dendrytycznych (większa wartość parametru 

stosunku długości do szerokości główki kolca) /Rycina 18.(B)/. Zaobserwowane wydłużanie kolców 

dendrytycznych myszy ANH w porównaniu do myszy KTR i RES, występowało wyłącznie  

w regionie CA1 hipokampa (p < 0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym 

porównaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a) /Rycina 18.(B)/. Szczegółowa analiza 

poszczególnych parametrów morfometrycznych kolców dendrytycznych wykazała także, że kolce 

dendrytyczne myszy RES w regionie CA1 cechuje zwiększona szerokość główki w porównaniu  

do myszy ANH (p < 0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup 

eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 18.(C)/, przy jednoczesnym braku różnic w długości 

/Rycina 18.(D)/ i powierzchni kolców /Rycina 18.(E)/.  

 Podsumowując, u zwierząt ANH w regionie CA1 hipokampa kolce dendrytyczne uległy 

wydłużeniu, podczas gdy u myszy RES zaobserwowano wzrost szerokości główki wykazując,  

że myszy RES wykształciły bardziej stabilne połączenia synaptyczne w tym regionie pomimo 

doświadczania takiej samej procedury stresowania jak myszy ANH. Reprezenatywne zdjęcia kolców 

dendrytycznych regionu CA1 hipokampa myszy po procedurze CUS przedstawiono na Rycinie 18.(F). 
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Rycina 18. Analiza morfometryczna kolców dendrytycznych myszy poddanych chronicznemu stresowi 

wykazała zmiany strukturalne kolców dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa u myszy ANH.  

(A) Rysunek skrawka mózgu myszy z atlasu neuroanatomicznego przedstawiający regiony CA1, CA3, DG 

hipokampa. Analiza ilościowa poszczególnych parametrów morfometrycznych kolców dendrytycznych:  

(B) stosunku długości do szerokości główki kolca, (C) szerokości główki, (D) długości, (E) powierzchni kolca 

dendrytycznego (analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup eksperymentalnych 

testem Tuckey’a). (F) Reprezentatywne obrazy konfokalne przedstawiające fragmenty dendrytów pokryte 

kolcami dendrytycznymi komórek piramidowych regionu CA1 hipokampa myszy KTR, ANH i RES. Skala 2 µm. 

KTR Nkolce = 7735, Ndendryty = 116; ANH Nkolce = 7918, Ndendryty = 120; RES Nkolce = 7026, Ndendryty = 107.  

Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM. *p < 0,05; **p < 0,01; *** < 0,001.  

 W celu sprawdzenia czy obserwowane zmiany kształtu kolców dendrytycznych  

są charakterystyczne dla regionu CA1 hipokampa, przeprowadzono także analizę morfometryczną 

kolców dendrytycznych w innych strukturach mózgu, szczególnie wrażliwych na wpływ 

chronicznego stresu - korze przedczołowej i ciele migdałowatym - u myszy poddanych procedurze 

CUS. Otrzymane wyniki wskazują, że obserwowane zmiany strukturalne w hipokampie  

są specyficzne, gdyż w innych strukturach mózgu nie zaobserwowano istotnych zmian w kształcie 

kolców dendrytycznych (brak zmian w stosunku długości do szerokości główki kolca),  

zarówno u myszy ANH, jak i RES /Rycina 19/.   
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Rycina 19. Analiza morfometryczna kolców dendrytycznych w korze przedczołowej i ciele 

migdałowatym myszy poddanych chronicznemu stresowi. (A) Rysunek skrawka mózgu myszy z atlasu 

neuroanatomicznego przedstawiający analizowany region kory przedczołowej. (B) Analiza ilościowa stosunku 

długości do szerokości główki kolców dendrytycznych kory przedczołowej. (C) Rysunek skrawka mózgu myszy 

z atlasu neuroanatomicznego przedstawiający analizowany region ciała migdałowatego. (D) Analiza ilościowa 

stosunku długości do szerokości główki kolców dendrytycznych ciała migdałowatego. Przeprowadzone analizy 

nie wykazały istotnych zmian między grupami eksperymentalnymi (analiza jednoczynnikowa wariancji  

z wielokrotnym porównaniem grup eksperymentalnych testem Tuckey’a). Kora przedczołowa:  

KTR Nkolce = 2769, Ndendryty = 29; ANH Nkolce = 2753, Ndendryty = 30; RES Nkolce = 3351, Ndendryty = 32.  

Ciało migdałowate: KTR Nkolce = 1107, Ndendryty = 10 ; ANH Nkolce = 1989, Ndendryty = 18; RES Nkolce = 2051,  

Ndendryty = 28. Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM.   

4.6. Chroniczny stres prowadzi do zróżnicowanych zmian strukturalnych w drzewku 

apikalnym i bazalnym komórek piramidowych w hipokampie myszy 

 Następnie podjęto się próby zweryfikowania czy ekspresja 5-HT7R oraz struktura kolców 

dendrytycznych analizowanych komórek piramidowych w regionie CA1 różni się w obrębie 

obszarów komórkowych w warunkach bazowych (myszy KTR) oraz po ekspozycji na CUS.  

 W celu określenia ekspresji 5-HT7R w hipokampie w warunkach bazowych przeprowadzono 

dysekcję tkanek Stratum Oriens i Stratum Radiatum regionu CA1 hipokampa u myszy o fenotypie 

dzikim i następnie poddano je analizie RT-qPCR /Rycina 20.(A-B)/. Otrzymane wyniki wykazały, że 

Stratum Oriens cechuje obniżona ekspresja genu htr7 w porównaniu do Stratum Radiatum 

(p = 0,009; niesparowany test t-Studenta, Nmyszy = 3) /Rycina 20.(B)/. Ilościowa analiza struktury 

kolców dendrytycznych hipokampa nie wykazała istotnych różnic między dendrytami bazalnymi  

a apikalnymi w parametrach morfometrycznych kolców dendrytycznych takich jak: stosunek 

długości do szerokości główki /Rycina 20.(C)/, długość kolca /Rycina 20.(D)/, szerokość główki 

/Rycina 20.(E)/, całkowita powierzchnia /Rycina 20.(F)/ oraz w gęstości kolców /Rycina 20.(G)/. 

 Podsumowując, w warunkach bazowych (bez stresu) Stratum Oriens CA1 cechuje obniżona 

ekspresja genu htr7 w porównaniu do Stratum Radiatum, podczas gdy kształt kolców 

dendrytycznych nie różni się w obrębie dendrytów komórek piramidowych zlokalizowanych  

we wspomnianych obszararach hipokampa. 
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Rycina 20. Ekspresja genu htr7 i analiza strukturalna kolców dendrytycznych w Stratum Oriens i Radiatum 

regionu CA1 hipokampa myszy o fenotypie dzikim niepoddanych chronicznemu stresowi.  

(A) Rysunek skrawka mózgu myszy przedstawiający miejsce lokalizacji komórek piramidowych regionu CA1 

hipokampa zbudowanych z dwóch drzewek dendrytycznych: bazalnych umiejscowionych w Stratum Oriens  

i apikalnych w Stratum Radiatum. (B) Analiza ilościowa ekspresji genu htr7 w Stratum Oriens i Stratum 

Radiatum (niesparowany test t-Studenta). Analiza poszczególnych parametrów morfometrycznych kolców 

dendrytycznych: (C) stosunek długości do szerokości główki (niesparowany test t-Studenta); (D) długość 

(niesparowany test t-Studenta); (E) szerokość główki (test Manna-Whitneya); (F) powierzchnia 

(niesparowany test t-Studenta); (G) gęstość kolców wyrażona przez liczbę kolców na 100 µm długości dendrytu 

(niesparowany test t-Studenta). BAZALNE Nkolce = 747, Ndendryty = 10, długość przeanalizowanych dendrytów = 

2743, 25 µm. APIKALNE Nkolce = 2368, Ndendryty = 35, długość przeanalizowanych  

dendrytów = 7413,15 µm. Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM. **p < 0,01. Schemat utworzono  

z wykorzystaniem programu BioRender.com. 

 Z kolei analiza plastyczności strukturalnej kolców dendrytycznych myszy poddanych 

procedurze CUS wykazała u zwierząt ANH jednakowy kierunek zmian strukturalnych  

w obrębie dendrytów bazalnych i apikalnych w regionie CA1 hipokampa /Rycina 21.(A-E)/.  

Kolce myszy ANH wydłużały się w porównaniu do kolców myszy KTR i RES (dendryty apikalne: KTR 

vs. ANH p = 0,003; RES vs. ANH p = 0,001; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym 

porównaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a; dendryty bazalne: KTR vs. ANH p = 0,036; 

RES vs. ANH p < 0,001, analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup 

eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 21.(B)/. Co więcej, szczegółowa analiza parametrów 
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morfometrycznych kolców dendrytycznych, takich jak długość kolca /Rycina 21.(C)/, szerokość 

główki /Rycina 21.(D)/ czy całkowita powierzchnia /Rycina 21.(E)/ wykazała, że myszy RES  

na dendrytach bazalnych cechują bardziej dojrzałe kolce dendrytyczne charakteryzujące się większą 

szerokością główki (KTR vs. RES p = 0,003; RES vs. ANH p < 0,001, analiza jednoczynnikowa 

wariancji z wielokrotnym porównaniem grup eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 21.(D)/  

i całkowitą powierzchnią, w porównaniu do myszy KTR (KTR vs. RES p = 0,017; RES vs. ANH 

p = 0,005; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup 

eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 21.(E)/. 

 

Rycina 21. Analiza morfometryczna kolców dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa myszy 

poddanych chronicznemu stresowi wykazała odmienne zmiany strukturalne w obrębie drzewka 

apikalnego i bazalnego komórek piramidowych. (A) Schemat skrawka mózgu myszy przedstawiający 

lokalizacje regionów hipokampa (CA1, CA3, DG) oraz budowę komórki piramidowej. Analiza ilościowa 

poszczególnych parametrów morfometrycznych kolców dendrytycznych w drzewku apikalnym i bazalnym:  

(B) stosunku długości do szerokości główki kolca, (C) długości, (D) szerokości główki oraz (E) powierzchni 

kolca dendrytycznego (analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup 

eksperymentalnych testem Tuckey’a). KTR Nkolce = 3105, Ndendryty = 45; ANH Nkolce = 3542, Ndendryty = 54;  

RES Nkolce = 3075, Ndendryty = 42.  Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM. *p < 0,05; **p < 0,01;  

*** < 0,001. Schemat utworzono z wykorzystaniem programu BioRender.com. 

 W celu lepszego zrozumienia obserwowanych zmian kształtu kolców dendrytycznych podjęto 

się zbadania wpływu CUS na gęstość kolców dendrytycznych w poszczególnych regionach hipokampa 
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oraz w dendrytach apikalnych i bazalnych komórek piramidowych regionu CA1 hipokampa /Rycina 

22/. Otrzymanie wyniki wykazały, że zwierzęta ANH i RES charakteryzują się istotnym spadkiem 

gęstości kolców dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa w porównaniu do myszy KTR  

(KTR vs. ANH p < 0,0001; KTR vs. RES p = 0,044; analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym 

porównaniem grup eksperymentalnych testem Dunn’a), podczas gdy w regionie CA3 i DG  

zmiany te nie występowały /Rycina 22.(A)/. Niemniej jednak, u myszy RES zaobserwowano wzrost 

gęstości kolców w regionie DG hipokampa w porównaniu do myszy KTR i ANH (KTR vs. RES 

p = 0,047; RES vs. ANH p < 0,001, analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem 

grup eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 22.(A)/.  

 Analiza gęstości kolców w poszczególnych obszarach dendrytycznych komórek 

piramidowych regionu CA1 wykazała spadek gęstości kolców dendrytycznych u myszy ANH, zarówno 

w drzewkach apikalnych, jak i bazalnych, co pokrywa się z obserwowanymi zmianami kształtu 

kolców dendrytycznych (tj. wydłużanie) w tych obszarach komórkowych /Rycina 22.(B)/.  

Co ciekawe, obserwowany spadek gęstości kolców w regionie CA1 u myszy RES w porównaniu  

do myszy KTR, związany był z obniżoną gęstością kolców wyłącznie w drzewku bazalnym  

(KTR vs. RES p < 0,001, analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem grup 

eksperymentalnych testem Tuckey’a) /Rycina 22.(B)/. W drzewku apikalnym myszy RES  

nie zaobserwowano żadnych istotnych różnic, zarówno w gęstości, jak i kształcie kolców 

dendrytycznych w porównaniu do myszy KTR.  

 

Rycina 22. Analiza gęstości kolców dendrytycznych myszy poddanych chronicznemu stresowi  

w poszczególnych (A) regionach hipokampa (CA1, CA3, DG) oraz (B) obszarach komórki piramidowej regionu 

CA1 – dendryty apikalne i dendryty bazalne (analiza jednoczynnikowa wariancji z wielokrotnym porównaniem 

grup eksperymentalnych). Długość przeanalizowanych dendrytów KTR = 23 795,67 µm, ANH = 27 179,45 µm, 

RES = 21 996,42 µm; dendryty apikalne CA1: KTR = 7413,15 µm; ANH = 8646,39 µm; RES = 8160,43 µm; 

dendryty bazalne: KTR = 2743,25 µm; ANH = 4197,49 µm; RES = 3269,78 µm. Dane przedstawiono jako średnie 

wartości ± SEM. *p < 0,05; **p < 0,01; *** < 0,001.  
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 Podsumowując, wyniki analizy strukturalnej wykazały, że zachowanie typu depresyjnego 

cechuje wydłużenie kolców dendrytycznych i zmniejszona gęstość kolców w regionie CA1 hipokampa 

myszy, podczas gdy zachowanie rezylientne kompensacja strukturalna w tym regionie (zwiększona 

szerokość główek kolców pomimo zmniejszonej ich liczby). 

4.7. Obniżenie ekspresji genu htr7 w hipokampie przed ekspozycją na chroniczny stres 

zapobiega rozwojowi anhedonii u myszy 

 Aby zweryfikować, czy ekspresja 5-HT7R w regionie CA1 hipokampa jest konieczna  

do wywoływania zachowań typu depresyjnego przeprowadzono eksperyment, w którym lokalnie  

i selektywne obniżono ekspresję genu htr7 kodującego 5-HT7R. Następnie zwierzęta poddano 

procedurze CUS wraz z ewaluacją behawioralną testem preferencji sacharozy (SPT1)  

/Rycina 23.(A)/. Jako wariant kontrolny zastosowano wirus AAV niosący sekwencję shRNA  

(scr shRNA), niewyciszającą ekspresji 5-HT7R. Oba konstrukty kodujące 5-HT7R shRNA oraz  

scr shRNA zawierały dodatkową sekwencję kodującą białko zielonej fluorescencji (GFP)  

pod promotorem synapsyny, co umożliwiało wizualizację i tym samym identyfikację zainfekowanych 

obszarów /Rycina 23.(B-C)/. Zainfekowany region CA1 z jednej półkuli mózgu poddano dysekcji  

i przeznaczono na analizy RT-qPCR w celu zweryfikowania skuteczności shRNA wobec wyciszania 

ekspresji genu htr7 /Rycina 23.(D)/.  

 Analiza parametrów behawioralnych wykazała, że obniżenie ekspresji genu htr7  

nie wpłynęło na bazową preferencję sacharozy (SPT0), gdyż nie zaobserwowano różnic pomiędzy 

grupami traktowanymi 5-HT7R shRNA i kontrolnymi scr shRNA. Natomiast analiza preferencji 

sacharozy po procedurze CUS (SPT1) wykazała, że obniżenie ekspresji genu htr7 w regionie CA1 

hipokampa przed procedurą CUS zapobiega rozwojowi anhedonii po stresie /Rycina 23.(E)/. 

Otrzymane wyniki wykazały, że siedem z 16 zwierząt (44%), którym wprowadzono wektor AAV 

kodujący scr shRNA rozwinęło zachowanie anhedoniczne, podczas gdy w grupie, której 

wprowadzono AAV kodujący 5-HT7R shRNA były to dwie z 22 myszy (9%) /Rycina 23.(E)/. 

 Podsumowując, ekspresja 5-HT7R w regionie CA1 hipokampa związana jest z behawioralną 

odpowiedzią na chroniczny stres. 
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Rycina 23. Wyciszenie ekspresji genu htr7 przed procedurą chronicznego stresu zapobiega rozwojowi 

anhedoni u myszy. (A) Schematyczne przedstawienie planu eksperymentalnego. (B) Rysunek skrawka  

mózgu myszy z atlasu neuroanatomicznego przedstawiający miejsce wprowadzanych konstruktów AAV. 

(C) Reprezentatywne zdjęcia otrzymane z mikroskopu fluorescencyjnego skrawków mózgu myszy po podaniu 

AAV niosących scramble shRNA i 5-HT7R shRNA. (D) Analiza ilościowa ekspresji genu htr7 w zainfekowanych 

obszarach regionu CA1 (niesparowany test t-Studenta). (E) Preferencja sacharozy myszy kontrolnych (KTR) i 

stresowanych (STRES) po podaniu AAV zawierających sekwencję scramble shRNA, SCR (NKTR = 8; NSTRES = 16) 

lub 5-HT7R shRNA (NKTR = 10; NSTRES = 22), Test Chi-Kwadrat. Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM. 

*p < 0,05; **p < 0,01.   

4.8. Obniżenie ekspresji genu htr7 w hipokampie myszy przed ekspozycją na 

chroniczny stres prowadzi do zmian strukturalnych kolców dendrytycznych 

 Otrzymane wyniki behawioralne wykazały, że obniżenie ekspresji genu htr7  

w regionie CA1 hipokampa promuje powstawanie fenotypu rezylientnego. Dlatego podjęto się próby 

zweryfikowania, czy fenotyp RES powstały przez obniżenie ekspresji 5-HT7R w regionie CA1 

hipokampa charakteryzują podobne zmiany strukturalne kolców dendrytycznych,  

jak te obserwowane u myszy RES powstałych spontanicznie po ekspozycji na CUS /Rycina 24.(A-D)/. 

 Procedura wizualizacji kolców dendrytycznych została przeprowadzona na drugiej półkuli 

mózgu myszy, którym wykonano dohipokampalne iniekcje stereotaktyczne AAV kodującym  

scr shRNA lub shRNA 5-HT7R oraz protokole CUS /Rycina 24.(E)/. Analiza morfometryczna wykazała, 

że u myszy scr shRNA RES kolce dendrytyczne charakteryzowały się mniejszą wartością stosunku 

długości do szerokości w dendrytach bazalnych w porównaniu do scr shRNA KTR (p = 0,006; 

niesparowany test t-Studenta) /Rycina 24.(C)/. Z kolei w grupie 5-HT7R shRNA RES zaobserwowano 

mniejszą wartość tego parametru, zarówno w dendrytach apikalnych (p = 0,021; niesparowany test 

t-Studenta), jak i bazalnych (p = 0,020; niesparowany test t-Studenta) komórek piramidowych 

regionu CA1 hipokampa w porównaniu do myszy 5-HT7R shRNA KTR /Rycina 24.(D)/.   
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 Podsumowując, otrzymane wyniki analizy strukturalnej kolców dendrytycznych wykazały,  

że myszy 5-HT7R shRNA RES cechują bardziej stabilne połączenia synaptyczne w obrębie  

obu drzewek dendrytycznych komórek piramidowych regionu CA1 w porównaniu do myszy RES 

/Rycina 24/. 

 
Rycina 24. Wyciszenie ekspresji genu htr7 przed procedurą chronicznego stresu prowadzi do zmian 

strukturalnych kolców dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa. (A) Schematyczne przedstawienie 

planu eksperymentalnego. Analiza morfometryczna kolców dendrytycznych w dendrytach apikalnych  

i bazalnych komórek piramidowych regionu CA1: (B-D) stosunek długości do szerokości główki kolca 

(niesparowany test t-Studenta). (E) Zdjęcie tego samego skrawka mózgu myszy 5-HT7R shRNA, którego 

neurony zostały wyznakowane barwnikiem DiI. Dendryty apikalne: NkolcówscrRNA KTR = 612, NdendrytówscrRNA 

KTR = 13, NkolcówscrRNA RES = 984, NdendrytówscrRNA RES = 17. NkolcówshRNA KTR = 505, NdendrytówshRNA KTR = 

12, Nkolców shRNA RES = 901, NdendrytówshRNA RES = 14. Dendryty bazalne: NkolcówscrRNA KTR = 726, 

NdendrytówscrRNA KTR = 16, NkolcówscrRNA RES = 977, NdendrytówscrRNA RES = 20, NkolcówshRNA KTR = 506, 

NdendrytówshRNA KTR = 10, Nkolców shRNA RES = 804, NdendrytówshRNA RES = 15. Dendryty apikalne: NkolcówKTR = 

2368, Ndendrytów KTR = 35, Nkolców RES = 2147, NdendrytówRES = 29; dendryty bazalne: : Nkolców KTR =747, Ndendrytów 

KTR = 10, Nkolców RES = 928, NdendrytówRES = 13. Dane przedstawiono jako średnie wartości ± SEM. *p < 0,05;  

**p < 0,01.   
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5. DYSKUSJA   

 Receptor serotoninowy typu 7 występuje w obszarach mózgu kluczowych dla prawidłowego 

rozwoju i transmisji synaptycznej, przez co odpowiedzialny jest za różne funkcje, w tym między 

innymi uczenie się i pamięć, regulacje cyklu dobowego, czy odczuwanie bólu [Ciranna i Catania, 

2014]. Szereg badań sugeruje, że 5-HT7R może być potencjalnym celem farmakoterapeutycznym  

dla zaburzeń poznawczych takich jak np. zmiany otępienne w chorobie Alzhaimera [Cifariello i wsp., 

2008; Gasbarri i Pompili, 2014; Hedlund, 2009; Solas i wsp., 2021]. Badania, w których stosowano, 

zarówno farmakologiczne interwencje, jak i genetyczne modyfikacje 5-HT7R wskazują, że receptor 

ten może także odgrywać istotną rolę w regulowaniu nastroju, a tym samym w chorobach związanych 

ze stresem [Hedlund, 2009; Nikiforuk, 2015]. Niemniej jednak, mechanizm molekularny 5-HT7R 

leżący u podstaw regulowania zmian w zachowaniu nie został do tej pory opisany. 

 Interesującymi badaniami dotyczącymi roli 5-HT7R w regulowaniu plastyczności 

synaptycznej jest praca Bijata i wsp. (2017), w której opisano funkcjonalne oddziaływanie między 

5HT7R a proteazą MMP-9 w hipokampalnych hodowlach komórkowych. W badaniach tych wykazano, 

że aktywacja 5-HT7R in vitro prowadzi do wzrostu aktywności MMP-9, w konsekwencji wywołując 

patologiczne zmiany strukturalne i funkcjonalne w synapsach – upośledzenie komórkowych 

procesów uczenia przez zmniejszenie wydajności istniejących połączeń synaptycznych (wydłużanie 

kolców dendrytycznych). Aktywność MMP-9 stanowi istotny regulator plastyczności synaptycznej 

oraz marker wielu stanów patologicznych chorób neurologicznych [Reinhard i wsp., 2015;  

Stawarski i wsp., 2014; Vafadari i wsp., 2016]. Co ważne, wiele badań omawianych w niniejszej 

rozprawie doktorskiej wykorzystujących zwierzęce modele zachowań typu depresyjnego również  

opisuje podobne zmiany w strukturze i funkcji komórek nerwowych w hipokampie,  

jak te obserwowane w badaniach Bijata i wsp. (2017). Jednakże to jaką dokładnie rolę pełni 5-HT7R  

w plastyczności synaptycznej w hipokampie in vivo oraz czy aktywacja szlaku sygnałowego  

zależnego od 5-HT7R związana jest z rozwojem zachowanń typu depresyjnego nie zostało do tej pory 

zbadane. Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej było poznanie roli 5-HT7R in vivo w rozwoju 

zachowań typu depresyjnego oraz określenie funkcjonalnych konsekwencji aktywacji szlaku 

sygnałowego zależnego od 5-HT7R. 

 Przeprowadzone badania wykazały, że aktywacja 5-HT7R prowadzi do rozwoju zachowań 

typu depresyjnego oraz zmian strukturalnych w komórkach nerwowych w hipokampie myszy.  

Szczegółowa charakterystyka behawioralna wykazała, że szlak sygnałowy zależny od 5-HT7R 

aktywowany jest w hipokampie myszy ANH po ekspozycji na CUS [Bijata i wsp., 2022a]. Ponadto, 

dzięki wynikom otrzymanym w ramach niniejszej pracy doktorskiej potwierdzono, że MMP-9 

zwiększa swoją aktywność w hipokampie in vivo podczas ekspozycji na chroniczny stres [Bączyńska 
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i wsp., 2022, bioRxiv; Bijata i wsp. 2022a]. Co więcej, zmiany te są specyficznie związane z fenotypem 

depresyjnym, gdyż u zwierząt RES nie zaobserwowano, zarówno aktywacji szlaku sygnałowego 

zależnego od 5-HT7R, jak i wydłużania kolców dendrytycznych [Bączyńska i wsp., 2022, bioRxiv]. 

Niemniej jednak, nie można wykluczyć, że szlak ten jest również aktywowany w innych strukturach 

mózgu wrażliwych na wpływ chronicznego stresu (kora przedczołowa, ciało migdałowate)  

i że zmiany w plastyczności synaptycznej mają ogólny charakter. Wyniki zawarte w badaniach Bijata  

i wsp. (2022a) mogą pośrednio potwierdzać to założenie, gdyż przeprowadzone analizy 

biochemiczne wykazały wzrost aktywności MMP-9 i CDC42 w korze przedczołowej po wykonaniu 

iniekcji LP. Aczkolwiek analiza kształtu kolców dendrytycznych po CUS nie wykazała istotnych zmian 

w korze przedczołowiej myszy ANH, co może świadczyć o tym, że szlak sygnałowy zależny od 5-HT7R  

nie jest aktywowany w korze przedczołowiej podczas CUS lub że jego aktywacja jest niewystarczająca  

do wywołania zmian strukturalnych w kolcach dendrytycznych. Zagadnienie to wymaga 

dodatkowych analiz biochemicznych i strukturalnych przeprowadzonych w korze przedczołowej. 

Niemniej jednak, otrzymane wyniki wskazują, że aktywacja 5-HT7R związana jest z rozwojem 

zachowań typu depresyjnego u myszy.  

 Co warte podkreślenia, do przeprowadzonych anliz biochemicznych i strukturalnych kolców 

dendrytycznych wybrano reprezenatywne myszy dla danego fenotypu behawioralnego CUS  

/Rycina 15/. Biorąc pod uwagę, że obecnie dostępne są różne podejścia metodologiczne  

w modelowaniu zachowań typu depresyjnego u zwierząt labolatoryjnych, jak np. stres 

unieruchomienia, to wybór modelu CUS umożliwił potwierdzenie, że ekspresja receptora 5-HT7R  

w hipokampie związana jest regulacją odpowiedzi behawioralnej na stres. Wynika to z faktu,  

że w modelu tym występują dwie behawioralne subpopulacje myszy po CUS (ANH i RES)  

w jednakowych proporcjach (1:1), co stanowi odpowiedni model do badania mechanizmów, zarówno 

prodepresyjnych, jak i promujących rezyliencje [Bijata i wsp., 2022b]. Co więcej, dodatkowa 

charakterstyka behawioralna myszy po procedurze CUS i zastosowaniu ketaminy wskauje, że myszy 

ANH mogą wykazywać odpowiedź behawioralną na leki antydepresyjne. Niemniej jednak,  

aby to potwierdzić potrzebnych jest więcej badań z zastosowaniem tego modelu, w których 

stosowane byłyby klasyczne interwencje farmakologiczne lekami z grupy SSRIs. 

 Wprawdzie liczne badania sugerują, że 5-HT7R może odgrywać ważną rolę w chorobach 

związanych ze stresem (ze względu na terapeutyczne efekty blokowania jego ekspresji oraz zdolność 

do interakcji z licznymi lekami antydepresyjnymi), to dokładny mechanizm leżący u podstaw tego 

zjawiska wciąż wydaje się niewyjaśniony [Bijata i wsp., 2022a; Guscott i wsp., 2005; Hedlund i wsp., 

2005; Roth i wsp., 1994; Wesołowska i wsp., 2006a; Wesołowska i wsp., 2006b; Wesołowska i wsp., 

2007]. Podobnie jest z rolą MMP-9 w rozwoju zaburzeń depresyjnych, której mechanizm molekularny 
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działania wydaje się równie skomplikowany [Li i wsp., 2022]. Dlatego, żeby lepiej zrozumieć rolę 

szlaku sygnałowego zależnego od 5-HT7R w regulacji, zarówno w behawioralnej odpowiedzi na CUS, 

jak i plastyczności strukturalnej kolców dendrytycznych potrzebne są dodatkowe badania w tym 

analizy biochemiczne w poszczególnych regionach hipokampa oraz obszarach komórkowych 

(Stratum Oriens, Stratum Radiatum) regionu CA1 hipokampa myszy poddanych CUS. Wiedza na ten 

temat jest wciąż niekompletna i wymaga dalszych badań. 

 Pomimo iż wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy 

wykazały istnienie szlaku sygnałowego 5-HT7R/MMP-9 in vivo to wcześniejsze doniesienia naukowe 

pośrednio mogą sugerować jego istnienie. W badaniach Stroth i Svenningsson (2015) wykazano,  

że 5-HT7R oddziałuje z astrocytarnym białkiem S100β (ang. S100 calcium binding protein β subunit), 

o którym wiadomo, że reguluje poziom cAMP. Z kolei w badaniach Szepesi i wsp. (2013) 

udowodniono, że wzrost cAMP zwiększa aktywność MMP-9, natomiast badania Xu i wsp. (2016) 

wykazały, że białko S100β indukuje uwalnianie MMP-9. Otrzymane wyniki, zawarte w pracy Bijata  

i wsp. (2022a), potwierdziły, że stymulacja 5-HT7R specyficznym agonistą (LP) in vivo zwiększa 

poziom aktywności MMP-9 w hipokampie oraz że blokada konstytutywnej aktywności  

5-HT7R poprzez 5-HT7R KO lub traktowanie odwrotnym agonistą SB269970 prowadzi  

do zmniejszenia jej aktywności. Istotną rolę aktywacji MMP-9 w rozwoju zachowań depresyjnych 

indukowanych stymulacją 5-HT7R potwierdziły również przeprowadzone eksperymenty na myszach 

MMP-9 KO. U zwierząt tych nie zaobserwowano zmian behawioralnych po traktowaniu agonistą 

5-HT7R (LP), w przeciwieństwie do efektów prodepresyjnych obserwowanych u myszy o fenotypie 

dzikim po traktowaniu LP /Rycina 12.(A)/. Co ważne, wyniki te mogą potwerdzać inne dotychczas 

prowadzone badania związane z analizą krwi pacjentów ze depresją, u których zaobserwowano 

podwyższony poziom MMP-9 w porównaniu do osób zdrowych [Domenici i wsp., 2010; Garvin i wsp., 

2009; Jönsson i wsp., 2014; Rybakowski i wsp., 2013]. Badania te świadczą o tym, że pomiar MMP-9 

w krwi może stanowić skuteczny biomarker zaburzeń depresyjnych [Li i wsp., 2022], chociaż wciąż 

nie ma jednoznacznego dowodu wskazującego na korelację poziomu MMP-9 we krwi a aktywnością 

tego białka w mózgu.  

 Badania opierające się na analizach post mortem poziomu MMP-9 w strukturach korowych 

osób chorujących na depresję nie wykazały istotnych różnic w porównaniu do osób zdrowych 

[Alaiyed i wsp., 2020]. Wydaje się to przeciwstawną obserwacją w odniesieniu do wyników 

prezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, które wskazują na wzrost aktywności MMP-9  

w hipokampach osób z depresją w porównaniu do osób zdrowych. Te pozornie sprzeczne obserwacje 

można jednak wyjaśnić różnymi protokołami badawczymi, gdyż 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 został poziom aktywności MMP-9  

z wykorzystaniem zymografi żelowej. Ponadto przedmiotem obu badań były inne struktury 

anatomiczne – kora przedczołowa oraz hipokamp, które w zależności od obrazu klinicznego depresji 

mogą wykazywać różnice funkcjonalne i molekularne [Trifu i wsp., 2020]. Otrzymany wynik 

wskazujący na wzrost aktywności MMP-9 post mortem w hipokampie osób z depresją może 

świadczyć o tym, że szlak sygnałowy zależny od 5-HT7R także jest aktywowany u tych osób.  

Niemniej jednak, analiza post mortem aktywności CDC42 nie została przeprowadzona,  

gdyż aktywność GTPaz jest szczególnie wrażliwa na hydrolizę i była niemożliwa do wykrycia  

w otrzymanym materiale badawczym. Główną przyczyną był sposób przechowywania materiału  

do momentu pobrania tkanek hipokampa (warunki chłodnicze). Ponadto, istotnym ograniczeniem 

był także czas pobrania materiału. Zgodnie z polskim prawem sekcja zwłok nie może odbyć  

się wcześniej niż 12 godzin po śmierci. W praktyce autopsje zwykle odbywają się nawet do 24–48 

godzin, a opóźnienie to może wpływać na uzyskane wyniki, uniemożliwiając wykonanie niektórych 

pomiarów biochemicznych, np. aktywności CDC42. Niemniej jednak, badania kliniczne wykazały,  

że polimorfizmy genu MMP-9 związane są z zaburzeniami depresyjnymi [Bobińska i wsp., 2016; 

Rybakowski, 2009], dlatego też MMP-9 obecnie skupia uwagę neuropsychiatrów jako potencjalny 

predyktor i/lub biomarker epizodów depresyjnych [Li i wsp., 2022].  

 Regulacja aktywności MMP-9 może odbywać się na wielu poziomach między innymi poprzez 

interakcję z endogennym inhibitorem TIMP-1, którego obecność jest potrzebna do powstawania 

stabilnych połączeń synaptycznych w hipokampie [Magnowska i wsp., 2016]. Ponadto aktywacja 

MMP-9 może być także kontrolowana przez kaskady sygnalizacyjne obejmujące inne proteazy  

i inhibitory. Jednym z nich jest tkankowy aktywator plazminogenu (tPA), który aktywuje konwersję 

plazminogenu do plazminy, która następnie aktywuje MMP-9 [Baramova i wsp., 1997].  

Co ciekawe, w badaniach Pawlak i wsp. (2005) zaobserwowano, że po przewlekłym stresie szybkość 

aktywacji plazminogenu do plazminy przez tPA jest najwyższa w regionie CA1 hipokampa. Co więcej, 

dane te są zgodne z innymi badaniami opisującymi wzrost aktywności MMP-9 w regionie CA1  

u szczurów poddanych przewlekłemu stresowi [van der Kooij i wsp., 2014]. Obserwacje  

te potwierdzają otrzymane wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej związane  

ze wzrostem aktywności MMP-9 w hipokampie, zarówno myszy ANH, jak i u pacjentów z depresją.  

W związku z tym możliwym jest, że zwiększona aktywność MMP-9 w depresji jest specyficzna  

dla regionu CA1 hipokampa, co może bezpośrednio być związane z obserwowanymi zmianami 

strukturalnymi kolców dendrytycznych w tym regionie. Jednak wciąż niejednoznacznym  

jest czy podwyższony poziom aktywności MMP-9 pochodzi z neuronów, czy może komórek 

mikrogleju, które również ulegają aktywacji podczas chronicznego stresu [Couch i wsp., 2013; 
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Hinwood i wsp., 2012]. Niemniej jednak, wyniki te wskazują, że aktywacja szlaku sygnałowego 

zależnego od 5-HT7R, w tym zwiększona aktywność MMP-9, w hipokampie związane są z rozwojem 

zachowań typu depresyjnego. Co więcej, przeprowadzony eksperyment, w którym obniżono 

ekspresję genu htr7 specyficznie w regionie CA1 hipokampa myszy zapobiegając tym samym 

rozwojowi anhedonii potwierdził, że region CA1 odgrywa szczególną rolę w plastyczności 

synaptycznej leżącej u podstaw zachowań depresyjnych. Jest to zgodne z wcześniejszymi badaniami 

opisującymi zaburzoną plastyczność synaptyczną w regionie CA1 podczas chronicznego stresu 

[Alfarez i wsp., 2003; Champagne i wsp., 2008; Dahlin i wsp., 2019; Zhang i wsp., 2019].  

 Kolejnymi dowodami wskazującymi na istotną rolę MMP-9 w depresji są badania Puścian  

i wsp. (2020), w których autorzy wykazali, że leczenie lekiem antydepresyjnym z grupy SSRIs 

(fluoksetyną) prowadzi do spadku aktywności MMP-9 w mózgu. Zjawisko to można tłumaczyć 

wpływem działania fluoksetyny na poziom serotoniny w synapsie, od której stężenia zależy profil 

modyfikacji potranslacyjnych 5-HT7R regulujących między innymi jego konstytutywną aktywność 

[Gorinski i Ponimaskin, 2013]. Przykładem takiej modyfikacji jest S-palmitoilacja, która w ostatnich 

latach zwróciła szczególną uwagę naukowców jako potencjalny cel molekularny terapii chorób 

związanych ze stresem [Gorinski i Ponimaskin, 2013; Liu i wsp., 2022; Zareba-Koziol i wsp., 2019; 

Zaręba-Kozioł i wsp., 2018] i regulacją plastyczności strukturalnej kolców dendrytycznych [Albanesi 

i wsp., 2020; Ji i Skup, 2021]. Można zatem założyć, że zwiększenie poziomu serotoniny zwiększa 

palmitoilację 5-HT7R, co z kolei zmniejsza jego konstytutywną aktywność związaną z białkami Gs 

prawdopodobnie pośredniczącymi w aktywacji MMP-9. Z drugiej strony obniżony poziom serotoniny 

podczas chronicznego stresu może powodować odwrotny efekt – wzrost aktywności MMP-9  

w wyniku wzrostu konstytutywnej aktywności receptora związanej z białkami Gs. Jednakże oba  

te założenia wymagają weryfikacji eksperymentalnej in vitro z zastosowaniem narzędzi 

biofizycznych umożliwiających określenie związku przyczynowo-skutkowego pomiędzy 

palmitoilacja, ekspresją 5-HT7R oraz aktywnością MMP-9. Co ciekawe, najnowsze dane wskazują,  

że przewlekły stres może modyfikować profil palmitoilacji wielu białek, w tym receptorów 

serotoninowych, zarówno u gryzoni, jak i u ludzi [Gorinski i wsp., 2019; Zareba-Koziol i wsp., 2019, 

Bączyńska i wsp., 2022, bioRxiv]. Warto jednak podkreślić, że aby zrozumieć rolę palmitoilacji  

w mechanizmie zależnym od 5-HT7R w stresie należałoby zbadać jej dynamikę i związek  

z aktywnością MMP-9. Ponadto chociaż dane sugerują, że aktywacja MMP-9, w wyniku stymulacji  

5-HT7R, jest istotnym etapem rozwoju zachowań typu depresyjnego, proces ten może być bardziej 

złożony przez możliwe zaangażowanie innych szlaków sygnałowych np. obejmować aktywację 

CDC42 przez białko Gα12 lub inne modyfikacje potranslacyjne, co również możę indukować  

różne wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe zależne od 5-HT7R [Guseva i wsp., 2014].  
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Niemniej jednak, doniesienia te ukazują jak skomplikowany i zarazem ważny jest mechanizm 

molekularny szlaku sygnałowego 5-HT7R/MMP-9 w zrozumieniu zaburzonej plastyczności 

synaptycznej w stresie. 

 Jako przejaw plastyczności mózgu, przebudowa kolców dendrytycznych może przybierać 

różne formy – od zmian kształtu do zmian liczby kolców na dendrycie [Bączyńska i wsp., 2021]. 

Zmiany zachodzące w środowisku takie jak np. chroniczny stres wpływają na dynamikę zmian kolców 

dendrytycznych przez zwiększanie lub zmniejszanie ich gęstości oraz zmianę ich kształtu,  

co bezpośrednio wpływa na transmisję synaptyczną [Laine i Shansky, 2022]. Analizy gęstości kolców 

dendrytycznych w różnych obszarach anatomicznych mózgu, szczególnie wrażliwych na wpływ 

chronicznego stresu (hipokamp, kora przedczołowa i ciało migdałowate) wykazały, że wpływ stresu 

na kolce dendrytyczne jest zależny od struktury mózgu. Wczesne prace skupiały się głównie  

na badaniach gęstości kolców dendrytycznych w strukturach korowych i hipokampa donosząc,  

że ekspozycja na chroniczny stres prowadzi do atrofii dendrytów i zmniejszenia gęstości kolców 

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 późniejszych 

latach, badacze odkryli, że w ciele migdałowatym występuje przeciwstawny efekt – hipertrofia 

komórek nerwowych i wzrost gęstości kolców dendrytycznych [Bennur i wsp., 2007; Mitra i wsp., 

2005; Vyas i wsp., 2003, 2004, 2006; Yi i wsp., 2017]. Co więcej, badanie in vitro przeprowadzone 

przez Bijata i wsp. (2015) wskazuje na to, że również podwyższona aktywność MMP-9 prowadzi  

do atrofii drzewek dendrytycznych w hipokampie. Prezentowane wyniki w niniejszej rozprawie 

doktorskiej potwierdzają wcześniejsze doniesienia naukowe in vitro i in vivo, gdyż w hipokampie 

również zaobserwowano wzrost aktywności MMP-9 oraz spadek gęstości kolców dendrytycznych  

u myszy ANH /Rycina 16, 22/.  Co więcej, otrzymane wyniki wskazują na związek między typem 

odpowiedzi behawioralnej na CUS (ANH, RES) a aktywnością MMP-9 oraz zmianami strukturalnymi 

w neuronach hipokampa. Ponadto, przeprowadzony eksperyment, w którym lokalnie wyciszono 

ekspresję genu htr7 w regionie CA1 hipokampa potwierdził, że ekspresja 5-HT7R jest konieczna  

dla rozwoju fenotypu depresyjnego.    

 Istotną cechą komórek nerwowych jest także ich zdolność do regeneracji po ekspozycji  

na chroniczny stres, co obserwuje się często w zwierzęcych modelach po okresie rekonwalescencji, 

interwencji antydepresyjnej czy ekspozycji na wzbogacone środowisko [Ashokan i wsp., 2018; Bessa  

i wsp., 2009; Ortiz i Conrad, 2018; Vyas i wsp., 2004]. Co ciekawe, wykazano, że to proksymalne części 

dendrytów posiadają większe zdolności do regeneracji w porównaniu do dendrytów dystalnych 

[Goldwater i wsp., 2009; Radley i wsp., 2005], co jest zgodne z obserwowanymi różnymi efektami 
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strukturalnymi w bazalnych i apikalnych drzewkach dendrytycznych komórek piramidowych  

po ekspozycji na CUS /Rycina 21, 22/. Otrzymane wyniki z analiz strukturalnych wydają  

się szczególnie interesujące zważywszy na fakt, że poza różnym rozmieszczeniem 

neuroanatomicznym drzewka te różnią się pod kątem molekularnym i funkcjonalnym, w tym również 

aktywnością metaloproteaz [Brzdak i wsp., 2019]. Otrzymane wyniki z analiz plastyczności 

strukturalnej sugerują, że chroniczny stres w różny sposób wpływa na plastyczność proksymalnych 

(dendryty bazalne) i dystalnych obszarów komórki (dendryty apikalne) w regionie CA1 hipokampa. 

Specyficzne zmiany w tych obszarach związane są również z rodzajem fenotypu rozwiniętego  

w wyniku CUS (RES lub ANH). Co ciekawe, zmiany te nie są obserwowane w warunkach bazowych 

(bez stresu). Wyniki te mogą sugerować, że szlak sygnałowy zależny od 5-HT7R w warunkach 

chronicznego stresu jest aktywowany w różny sposób w orębie dwóch drzewek dendrytycznych 

zlokalizowanych w Stratum Oriens i Stratum Radiatum regionu CA1. Obecnie poza technikami 

bioficzyznymi wykorzystującymi obrazowanie w wysokiej rodzielczości oraz analizami 

biochemicznymi brakuje metod genetycznych, które umożliwiłyby specyficzne kontrolowanie 

ekspresji 5-HT7R, MMP-9 czy CDC42 w różnych obszarach komórkowych.  

 Przyżyciowe obrazowanie kolców dendrytycznych z użyciem mikroskopu dwufotonowego 

myszy wystawionych na chroniczny stres ujawniło, że to kolce grzybkowate (bardziej dojrzałe)  

są eliminowane najszybciej, natomiast profilaktycznie, antydepresyjne leczenie ketaminą może 

zapobiegać tej eliminacji [Ng i wsp., 2018]. Co ciekawe, badania przeprwoadzone z wykorzystaniem 

ketaminy przed procedurą CUS wykazały, że farmaceutyk ten promuje rezyliencje za pośrednictwem 

zmian strukturalnych w kolcach dendrytycznych w hipokampie [Krzystyniak i wsp., 2019].  

Może to również stanowić przesłankę do tego, że regulacja kolców dendrytycznych jest kluczowa  

dla behawioralnej odpowiedzi na stres. Otrzymane wyniki w niniejszej rozprawie doktorskiej 

wskazują, że receptor 5-HT7R może stanowić potencjalny cel molekularny, wzmacniający 

plastyczność strukturalną w obszarach mózgu szczególnie podatnych na atrofię neuronów w wyniku 

ekspozycji na chroniczny stres. Jednakże do tej pory nikt nie badał zmian kształtu kolców 

dendrytycznych w obrębie drzewka bazalnego i apikalnego komórek piramidowych w różnych 

fenotypach behawioralnych po ekspozycji na CUS. Dlatego też obserwacja, że zwierzęta RES wykazują 

kompensację strukturalną w regionie CA1 hipokampa wydaje się szczególnie intrygująca. 

Obserwowane zmiany strukturalne u myszy RES (spadek gęstości kolców oraz wytworzenie bardziej 

stabilnych połączeń synaptycznych na już istniejących kolcach dendrytów bazalnych) sugeruje,  

że transmisja synaptyczna leżąca u podstaw LTP u tych myszy może różnić się od LTP w hipokampie 

myszy ANH, które doświadczyły tej samej procedury stresowania, ale wykazują przeciwstawny  

efekt w strukturze kolców dendrytycznych (wydłużanie się kolców dendrytycznych).  
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Protokół CUS stosowany w prezentowanych badaniach oparty jest na wcześniejszych badaniach 

[Couch i wsp., 2013; Strekalova i wsp., 2004; Strekalova i Steinbusch, 2010], w których 

przeprowadzono ocenę behawioralną procesów uczenia i pamięci, wykazując upośledzenie funkcji 

poznawczych u zwierząt ANH oraz brak zmian u zwierząt RES. Jednakże czy zmiany strukturalne 

kolców dendrytycznych w hipokampie u myszy ANH i RES mają odzwierciedlenie w zmianach LTP 

oraz jaki to ma wpływ na zachowanie zwierząt, wymaga dodatkowych badań uwzględniających 

pomiary elektrofizjologiczne wraz z kompleksową ewaluacją behawioralną. Niemniej jednak,  

ten kierunek badań wydaje się szczególnie interesujący, gdyż badania na ludziach wykazały, że osoby 

rezylientne również cechuje poprawa funkcji poznawczych [Miyagi i wsp., 2020; Parsons i wsp., 

2016]. Co więcej, wzrost gęstości kolców w DG myszy RES w porównaniu do myszy KTR i ANH 

również sugeruje, że transmisja synaptyczna u tych myszy może być inaczej regulowana /Rycina 22/. 

Badania te mogą przybliżyć nas do odpowiedzi na pytanie - czy zmiany kształtu kolców 

dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa mogą stanowić strukturalny marker stanu 

behawioralnego po stresie.  

 Warto zauważyć, że prawie wszystkie wyżej wymienione badania, w których stosowano 

protokoły chronicznego stresu przeprowadzono z wykorzystaniem wyłącznie samców myszy 

 i szczurów. Biorąc pod uwagę częstsze występowanie zaburzeń psychicznych związanych ze stresem, 

takich jak depresja, u kobiet w porównaniu z mężczyznami 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 więcej doniesień naukowych wskazuje, że wpływ chronicznego 

stresu na strukturę neuronów może mieć różne skutki u obu płci np. u samców mogą  

być one nieobecne lub występować w odwrotnym kierunku niż u samic. W badaniach Gaspar  

i wsp. (2021) wykazano, że procedura CUS prowadzi do atrofii dendrytów w hipokampie wyłącznie  

u samców szczurów, podczas gdy u samic efektów tych nie zaobserwowano. W innym badaniu  

z wykorzystaniem procedury CUS u samic myszy zaobserwowano wzrost gęstości kolców w korze 

przedczołowej, podczas gdy u samców występował przeciwstawny efekt – spadek gęstości  

[Bueno-Fernandez i wsp., 2021]. Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Galea i wsp. (1997) 

wykazano, że procedura chronicznego stresu unieruchomienia związana jest atrofią dendrytów 

apikalnych komórek piramidowych regionu CA3 hipokampa samców szczurów, podczas gdy u samic 

atrofia ta przejawiała się wyłączenie w dendrytach bazalnych. Co ciekawe, badania przeprowadzone  

na młodych szczurach świadczą o tym, że chroniczny stres prowadzi do podobnych efektów 

strukturalnych w hipokampie, korze przedczołowej i ciele migdałowatym u obu płci.  

Wyniki te wskazują, że zarówno etap rozwoju, jak i długość trwania stresu są ważnym modulatorem 

potencjalnych różnic między płciami [Eiland i wsp., 2012; Planchez i wsp., 2019].  
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 Niemniej jednak, dużo więcej spójnych wyników z analiz plastyczności strukturalnej kolców 

dendrytycznych dotyczy samców myszy szczepu C57BL6J, wykazujących zachowania typu 

depresyjnego. Dlatego też w badaniach stanowiących podstawę prezentowanej rozprawy doktorskiej 

skupiono się głównie na zweryfikowaniu czy zaimplementowany model CUS prowadzi do podobnych 

zmian behawioralnych i strukturalnych w hipokampie, jak te obserwowane w wyżej wymienionych 

badaniach. Kompleksowa charakterystyka strukturalna kolców dendrytycznych myszy ANH i RES  

w różnych regionach hipokampa dostarczyła nowych informacji na temat tego jak zmiany 

behawioralne korelują ze zmianami strukturalnymi w mózgu. Z pewnością analogicznie 

przeprowadzone badania na samicach mogłyby dostarczyć kluczowych informacji na temat różnic 

płciowych występujących po ekspozyji na chroniczny stres.  

 Kolejnym istotnym aspektem w badaniach nad mechanizmami molekularnymi leżącymi  

u podstaw zachowań typu depresyjnego jest negatywny wpływ długotrwałych zmian poziomów 

glikokortykoidów oraz neutrotrofin na funkcjonowanie neuronów [Altar, 1999; Numakawa i wsp., 

2014]. Liczne badania wykazały, że egzogenne podanie glikokortykoidów (kortykosteronu) 

wywołuje atrofię komórek w hipokampie i korze przedczołowej oraz hipertrofię  

w ciele migdałowatym [Cerqueira i wsp., 2008; Kim i wsp., 2014; Roozendaal i wsp., 2009; Sousa  

i wsp., 2000]. Zmiany strukturalne w kolcach dendrytycznych w wyżej wymienionych obszarach 

mózgu mogą wynikać z faktu, że struktury te są szczególnie bogate w receptory glukokortykoidowe  

w porównaniu do innych obszarów mózgu [Krugers i wsp., 2010]. Innym peptydem często wiązanym 

ze stresem, plastycznością, a nawet leczeniem antydepresyjnym, jest neurotroficzny czynnik 

pochodzenia mózgowego (z ang. brain-dervied neutrotrophic factor, BDNF) [Castrén i Monteggia, 

2021]. BDNF należy do rodziny neurotrofin, która odgrywa kluczową rolę w wielu procesach 

neuronalnych [Yang i wsp., 2020]. W hipokampie delecja genu kodującego BDNF jest wystarczająca 

do wywołania zmian strukturalnych, podobnych do tych jakie obserwuje się w chronicznym stresie 

[Magariños i wsp., 2011]. Z kolei nadekspresja BDNF osłabia często atrofię dendrytów hipokampa 

obserwowaną po ekspozycji na chroniczny stres, a także hipertrofię dendrytów  

w ciele migdałowatym [Govindarajan i wsp., 2006]. Co więcej, badania wykazały odmienny wpływ 

BDNF w zależności od płci zwierząt. W szczególności stężenie BDNF w niektórych częściach mózgu, 

jak również tendencja do rozwoju chorób związanych z niedoborem BDNF (takich  

jak zachowania typu depresyjnego) są większe u samic. Najprawdopodobniej wynika  

to ze wzajemnego oddziaływania między BDNF i hormonami płciowymi, gdyż wykazano między 

innymi, że estrogen wpływa stymulująco na ekspresję i sygnalizację BDNF [Chan i Ye, 2017].  

Dlatego też BDNF wydaje się doskonałym kandydatem molekularnym pośredniczącym  

w przekazywaniu skutków stresu na strukturę kolców dendrytycznych stanowiąc 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 ważne, BDNF w mózgu jest substratem MMP-9 

[Kuzniewska i wsp., 2013; Lee i wsp., 2001; Mizoguchi i wsp., 2011], co wydaje się szczególnie istotne 

w kontekście prezentowanych badań. Yoshida i wsp. (2012) zbadali również związek poziomu BDNF 

i MMP-9 w surowicy krwi pacjentów z depresją i wykazali, że poziom BDNF był znacznie niższy  

u osób chorych w porównaniu do osób zdrowych, podczas gdy poziom MMP-9 i proBDNF w surowicy 

nie różniły się. Co ciekawe, autorzy ci odnotowali dodatnią korelację między nasileniem depresji  

a poziomem MMP-9 w surowicy. Według autorów wspomnianej publikacji zwiększona ekspresja 

MMP-9 jest odpowiedzią kompensacyjną na redukcję BDNF u pacjentów z depresją. Co więcej badania 

in vitro wykazały bezpośredni związek między wzrostem ekspresji BDNF a kontrolą aktywności 

MMP-9 w neuronach szczurów [Kuzniewska i wsp., 2013]. Zatem, zarówno ekspresja BDNF,  

jak i aktywność MMP-9, modulowane przez aktywność synaptyczną wydają się być krytycznym 

elementem szlaków sygnalizacyjnych, ważnych dla plastyczności synaptycznej neuronów, zarówno 

tej fizjologicznej, jak i patologicznej. 

 Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej wpisują się w jeden z głównych 

nurtów rozumienia współzależności stresu, plastyczności mózgu i różnych obrazów klinicznych 

zaburzeń depresyjnych, jakim jest rozróżnienie między stanem allostazy a przeciążeniem 

allostatycznym [Goldstein i McEwen, 2002; McEwen, 2010]. Allostaza odnosi się do dynamicznej 

zmiany stanu fizjologicznego mającego na celu wsparcie organizmu przezwyciężającego niekorzystne 

zmiany środowiskowe. Stresujące bodźce wymagają adaptacji organizmu, którą zawiaduje  

oś podwzgórze-przysadka-nadnercza. Zjawisko allostazy jest przejściowe i odwracalne umożliwiając 

organizmowi ponowne osiągnięcie homeostazy. W tym kontekście plastyczność kolców 

dendrytycznych po stresie może odzwierciedlać taką reorganizację i adaptację, a nie jak się często 

przyjmuje - formę „uszkodzenia” [McEwen, 2010]. Jednakże wartym podkreślenia jest fakt, że kiedy 

stresor utrzymuje się długotrwale, zmiany allostatyczne mogą zacząć powodować „zużycie” 

organizmu prowadząc do przeciążenia allostatycznego, co stanowi podstawę teorii, w jaki sposób 

przewlekły stres może szkodzić zdrowiu prowadząc między innymi do rozwoju depresji.  

Jednakże doświadczalne określenie, czy szkodliwy wpływ stresu na zdrowie psychiczne jest związany 

przyczynowo z patologiczną plastycznością strukturalną kolców dendrytycznych jest bardzo trudne 

i wymaga interdyscyplinarnych badań podłużnych i rozwoju nowych technologii przyżyciowego 

obrazowania umożliwiającego badanie dynamiki dużych populacji kolców dendrytycznych w czasie. 

Badania własne oraz dostępna literatura sugerują, że zrozumienie mechanizmów leżących u podstaw 

transformacji kolców niedojrzałych w formy bardziej stabilne może być kluczowe, zarówno  

w leczeniu, jak i zapobieganiu rozwojowi chorób neuropsychiatrycznych [Bączyńska i wsp., 2021; 
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Beroun i wsp., 2019; Bijata i wsp., 2022a; Forrest i wsp., 2018; Krzystyniak i wsp., 2019; Lima Caldeira 

i wsp., 2019; Zhang i wsp., 2018].  

 Nowe narzędzia biofizyczne, takie jak fotoaktywowalne białko Rac1 ukierunkowane  

na aktywną synapsę (AS-PaRac1), umożliwiają kontrolę synaps wzdłuż wybranych segmentów 

dendrytycznych [Hayashi-Takagi i wsp., 2015]. Co ciekawe, metoda ta została ostatnio zastosowana 

do selektywnej eliminacji nowo powstałych kolców dendrytycznych a tym samym cofnięcia efektu 

antydepresyjnego ketaminy [Moda-Sava i wsp., 2019] ukazując tym samym potencjał nowych 

technologii, które wkrótce mogą umożliwić modulowanie struktury kolców dendrytycznych na dużą 

skalę [McEwen, 2017].  

 Innym podejściem w celu lepszego zrozumienia funkcjonalnego znaczenia zmian 

strukturalnych kolców dendrytycznych w stresie jest badanie zmian strukturalnych następstw 

stresu, a nie samej ekspozycji na stres. W rzeczywistości, tylko u około 15% osób narażonych  

na traumatyczne przeżycia rozwija się pełny obraz kliniczny depresji [Alisic i wsp., 2014].  

Liczne badania podkreślają znaczenie indywidualnych różnic w behawioralnych i molekularnych 

reakcjach na stres. Ważnym aspektem jest między innymi rezerwa neuronalna określająca poziom 

stresu, do którego organizm jest w stanie się przystosować [Bagot i wsp., 2016; Etkin i wsp., 2004; 

Neves i wsp., 2019; Widman i wsp., 2019]. Takie indywidualne różnice mogą wynikać między innymi  

z podłoża genetycznego [Hovatta i wsp., 2005], rodzaju matczynej opieki w okresie dojrzewania 

[Millstein i Holmes, 2007], czy zmian epigenetycznych [McEwen, 2017]. Częste uśrednianie wyników 

w modelach chorób neuropsychiatrycznych (bez rozróżniania osobników na podtypy behawioralne) 

sprawia, że niektóre zmiany strukturalne mogą zostać zamaskowane i niezauważone. Zmiany te mogą 

być również specyficzne dla płci, czego dowodzą wyniki Gruene i wsp. (2016). Biorąc pod uwagę  

te odkrycia, eksperymenty uwzględniające subpopulacje behawioralne (ANH i RES) mogą zapewnić 

krytyczny wgląd w formułowane wnioski.  

 Szczególnie ważnym wydaje się kompleksowa charakterystyka behawioralna i molekularna 

różnych subpopulacji poddanych chronicznemu stresowi. W ostatnich latach obserwuje się wzrost 

liczby doniesień naukowych związanych z badaniem podłoża molekularnego różnych fenotypów 

behawioralnych rozwiniętych w wyniku tej samej procedury stresowania [Anacker i wsp., 2016; 

Bączyńska i wsp., 2022; Gururajan i wsp., 2019]. Szczególny nacisk położony jest na badanie 

rezyliencji, przez co badania te stale rozwijają się i obecnie stają przed wyzwaniem wyłonienia 

spójnego obrazu i syntezy wyników otrzymanych z różnych technik obrazowania, modeli 

badawczych czy badanych obszarów mózgu. Chociaż prawdopodobnie niemożliwym jest „cofnięcie 

zegara” i odwrócenie zmian patologicznych wywołanych chronicznym stresem, to zrozumienie 
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mechanizmów molekularnych regulujących te zjawiska może wspomóc wiedzę o sposobach 

uzyskania rezyliencji i powrotu do zdrowia. 

 Koncepcja nabycia rezyliencji, w wyniku wzmacniania mechanizmów molekularnych 

oporności na stres, zapobiegająca tym samym rozwojowi choroby lub umożliwiająca powrót  

do zdrowia, cieszy się w ostatnich latach dużym zainteresowaniem naukowców w kontekście leczenia 

zaburzeń 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 własne [Basile i wsp., 2020; 

Bączyńska i wsp., 2022; Franklin i wsp., 2012; Ryan i Ryznar, 2022; Stainton i wsp., 2019] opisują 

mechanizm rezyliencji jako dynamicznie wykształcone zjawisko, co potwierdzają między innymi 

wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy, dotyczące plastyczności strukturalnej kolców 

dendrytycznych.  

 Interesującą koncepcją wydają się także 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 

wcześniej badaniach z wykorzystaniem prezentowanego modelu CUS wykazano, że ketamina 

promuje rozwój fenotypu RES oraz przyspiesza powrót do zdrowia zwierząt podatnych na anhedonię. 

Co więcej, zwierzęta leczone ketaminą cechowały zmiany w gęstości i kształcie kolców 

dendrytycznych w obszarach mózgu związanych z depresją w porównaniu ze zwierzętami,  

którym podawano sól fizjologiczną [Krzystyniak i wsp., 2019]. Wyniki te potwierdzają wcześniejsze 

odkrycia oraz dostarczają dalszych dowodów na temat związku pomiędzy efektem antydepresyjnym  

a znaczeniem rearanżacji połączeń synaptycznych w mózgu.  

 Niemniej jednak, zdecydowanie więcej wiadomo na temat wpływu antydepresantów  

na plastyczność strukturalną kolców dendrytycznych po ekspozycji na chroniczny stres, aczkolwiek 

wyniki te z racji stosowanych różnych leków i ich dawek oraz protokołów chronicznego stresu  

są trudne do unifikacji. Na przykład, fluoksetyna przywraca fizjologiczne parametry behawioralne 

oraz długość dendrytów jedynie w hipokampie, ale nie w korze przedczołowej, podczas gdy  

inny typ leku antydepresyjnego – imipramina, przywraca pierwotne rozgałęzienie drzewka 

dendrytycznego w obu tych regionach [Bessa i wsp., 2009]. Z kolei inne porównanie fluoksetyny  

i imipraminy sugeruje, że podawanie fluoksetyny po ekspozycji na stres prowadzi do atrofii komórek 

nerwowych w DG, podczas gdy szczury otrzymujące imipraminę wykazują hipertrofię  

w DG w porównaniu do zwierząt kontrolnych [Alves i wsp., 2017]. Z kolei inne nietypowe substancje 

wywołujące efekty antydepresyjne, jak np. psilocybina i ketamina, przywracają wywołane stresem 

zmiany w zachowaniu i w strukturze kolców dendrytycznych w korze przedczołowej [Moda-Sava  



 

78 

 

i wsp., 2019; Shao i wsp., 2021]. Odkrycia te ukazują złożony związek między różnymi rodzajami 

farmakoterapii oraz ich wpływem na zmiany strukturalne w obrębie różnych obszarów mózgu.  

 Podsumowując, poznanie mechanizmu molekularnego leżącego u podstaw zmian 

behawioralnych i strukturalnych podczas chronicznego stresu wydaje się kluczowe dla zrozumienia 

jak funkcjonuje mózg. Niniejsza rozprawa doktorska ukazuje jeden z wielu szlaków sygnałowych  

w hipokampie, zaangażowanych w rozwój zachowań typu depresyjnego jako potencjalny 

molekularny punkt uchwytu przyszłych farmakoterapii. Przeprowadzone badania umożliwiły 

potwierdzenie stawianych hipotez o roli 5-HT7R w rozwoju zachowań typu depresyjnego u myszy 

oraz w patologicznej plastyczności kolców dendrytycznych. Jednakże, jak starałam się wykazać  

w niniejszej dyskusji, zarówno patogeneza depresji, jak i zjawisko rezyliencji wymagają 

współzależności wielu czynników, od indywidualnych predyspozycji do interakcji wielu szlaków 

sygnałowych między sieciami neuronalnymi różnych obszarów mózgu. Wyniki niniejszej pracy 

doktorskiej przyczyniają się do zrozumienia jak funkcjonuje mózg w warunkach stresu  

a także wskazują kierunki przyszłych badań interdyscyplinarnych umożliwiających rozwój nowych, 

skutecznych terapii antydepresyjnych, w których potencjalnym molekularnym punktem uchwytu 

mógłby być 5-HT7R lub szlak sygnałowy od niego zależny. 

 

  



 

79 

 

6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI  

 Wyniki niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczące roli 5-HT7R w rozwoju zachowań typu 

depresyjnego u myszy wskazują, iż: 

 aktywacja szlaku sygnałowego zależnego od 5-HT7R, w którym pośredniczy MMP-9, może być 

zaangażowana w rozwój zachowań typu depresyjnego u myszy; 

 wdrożenie procedury CUS u dorosłych myszy prowadzi do rozwoju zachowań 

anhedonicznych i rezylientnych; 

 aktywacja szlaku sygnałowego 5-HT7R/MMP-9/CDC42 w hipokampie myszy związana  

jest z fenotypem anhedonicznym;  

 brak aktywacji szlaku sygnałowego 5-HT7R/MMP-9/CDC42 w hipokampie po ekspozycji  

na chroniczny stres może być związany z wykształceniem zachowania rezylientnego; 

 wzrost aktywności MMP-9 w hipokampie może stanowić uniwersalne zjawisko, 

współistniejące z rozwojem zachowań depresyjnych; 

 aktywacja szlaku sygnałowego 5-HT7R/MMP-9/CDC42 może być kluczowa do wywołania 

zmian strukturalnych w kolcach dendrytycznych; 

 zachowanie anhedoniczne myszy związane jest patologiczną plastycznością strukturalną 

kolców dendrytycznych w regionie CA1 hipokampa, podczas gdy zachowanie rezylientne 

cechuje kompensacja strukturalna w tym regionie; 

 ekspresja 5-HT7R w regionie CA1 hipokampa odgrywa istotną rolę w regulowaniu 

behawioralnej odpowiedzi na chroniczny stres. 

Otrzymane wyniki potwierdzają przyjęte hipotezy badawcze stwierdzające, że:  

 aktywacja receptora 5-HT7R u myszy prowadzi do rozwoju zachowania typu depresyjnego; 

 występowanie fenotypu depresyjnego związane jest ze zmianami strukturalnymi kolców 

dendrytycznych. 
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7. OPUBLIKOWANE PRACE NAUKOWE  

 Prace naukowe zawierające wyniki własne, wchodzące w skład rozprawy doktorskiej,  

zostały podkreślone. 
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