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Skorowidz skrotow

Skorowidz skrotow uzywanych w pracy

AMPA - kwas alfa-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolo-propionowy
BDNF - Neurotrofowy czynnik pochodzenia mézgowego

CaMkll - zalezna od Ca?* i kalmoduliny kinaza biatkowa I|

CGP 37849 - kwas (E)-2-amino-4-metylo-5-fosfono-walerianowy

FST - test wymuszonego ptywania

GABA - kwas y-aminomastowy

GAD-65 - dekarboksylaza kwasu glutaminowego 65

GAD-67 - dekarboksylaza kwasu glutaminowego 67

GKAP - biatko sprzezone z cyklozg guanylowg,

GLYX-13 - treonina-prolina-prolina-treonina-NHa

IMAO-A — inhibitory monoaminooksydazy A

L-701,324 - 7-Chloro-4-hydroksyy-3-(3-phenoksy)fenylo-2(1H)-quinolinon
LTD - dtugotrwate wygaszanie synaptyczne

LTP — dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne

MK-801 - (5S,10R)-(+)-5-Metylo-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyklohepteno-5,10-imina
MT-1,2,3 — metalotioneiny 1,2,3

NMDA - kwas N-metylo-D-asparginowy

NRI - inhibitory wychwytu zwrotnego noradrenaliny

OB - bulbektomia
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PFC - kora przedczotowa
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P-S831 - fosforylacja seryny 831 podjednostki GluA1 receptora AMPA
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Rozdziat 1

Wprowadzenie

1.1 Farmakoterapia depresji

Obok nowotworéw oraz schorzen ukfadu krazenia depresja jest jedng z najdotkliwszych chordb
trapigcych wspdtczesne spoteczenstwa.  Szacuje sie, ze kilkanascie procent populacji zmaga sie
z depresjg badz spowodowanymi przez stres zaburzeniami nastroju (Wittchen i wsp. 2011). O wadze
problemu $wiadczy takze fakt, ze schorzeniem tym dotknieci sg ludzie nalezacy do kazdej kategorii
wiekowej, zaczynajac od dzieci, a na ludziach starych kofczac (Blumberg i |zard. 1986; Gatz i Hurwicz.
1990). Depresja nie tylko jest problemem dla kazdej cierpiacej z jej powodu jednostki, lecz rownoczesnie
stanowi bardzo powazny problem spoteczny odpowiadajacy za generowanie duzych kosztow

ekonomicznych (Wang i wsp. 2003; Cuijpers i wsp. 2007).

Niestety pomimo znaczacego postepu farmakoterapeutycznych metod leczenia rozwigzanie
problemu depresji z medycznego punktu widzenia wydaje sie nadal bardzo odlegte. Na przestrzeni lat
wypracowano szereg mozliwosci farmakoterapeutycznych opartych na lekach o zréznicowanym
mechanizmie dziatania. Niemniej owo zrdznicowanie mechanizmu dziatania poszczegolnych lekéw jest
dosy¢ waskie, poniewaz jest zrelatywizowane gtéwnie w stosunku do uktadu monoamin. Termin ten
desygnuje okoto dwadzie$cia roznych zwigzkdw o charakterze aminowym. W kontekscie leczenia zaburzen
nastroju kluczowg role odgrywajg trzy z nich: serotonina, noradrenalina i dopamina. Tym samym
mechanizmy dziatania istotnych klinicznie lekéw przeciwdepresyjnych rdznig sie od siebie przede
wszystkim stopniem oddziatywania na uktad konkretnej aminy oraz molekularnym punktem uchwytu. Jezeli
za gtowne kryterium podziatu uzna¢ molekularny punkt uchwytu, to leki przeciwdepresyjne sg zazwyczaj
inhibitorami enzyméw rozkfadajacych monoaminy badz inhibitorami transporteréw monoamin znajdujacych
sie w synapsie i odpowiadajacych za zwrotny wychwyt tych neuroprzekaznikow ze szczeliny synaptyczne;
do wnetrza komoérki. Dlatego tez nie dziwi fakt, ze leki obecnie stosowane w leczeniu depresji to
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najczesciej selektywne inhibitory wychwytu noradrenaliny i/lub serotoniny, rzadziej dopaminy. Nieco
mniejsze kliniczne znaczenie majq inhibitory monoaminooksydazy-A (IMAO-A), mitochondrialnego enzymu
rozktadajacego omawiane tu aminowe pochodne oraz trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne, ktdrych
molekularny mechanizm dziatania oprocz blokowania synaptycznych transporterow noradrenaliny czy
serotoniny zwigzany jest z pobudzaniem badz blokowaniem licznych receptorow dla wielu
neuroprzekaznikow (Heninger i wsp. 1996; Charney. 1998; Stahl. 2008; Stahl. 2009).

Nietrudno dostrzec, ze zaréwno blokada enzymatycznego rozktadu monoamin, jak i zapobieganie
wychwytowi tych czasteczek ze szczeliny synaptycznej sprzyjaja zwiekszonemu stezeniu tych
zwigzkow w synapsie badz komorce nerwowej. Powyzsza obserwacja, ktora wskazuje na
terapeutyczne znaczenie synaptycznego wzrostu stezenia monoamin, postuzyta swego czasu za pierwotng
przestanke w sformutowaniu monoaminowe;j teorii depresji w jej podstawowej postaci. W
najbardziej rudymentarnym ujeciu teoria ta wskazywata na redukcje stezenia neuroprzekaznikow
monoaminowych w newralgicznych rejonach moézgu odpowiedzialnych za procesy poznawcze |
emocjonalne, takich jak kora przedczotowa, hipokamp czy ciato migdatowate. W mysl tych teoretycznych
zatozen rolg lekéw przeciwdepresyjnych jest normalizacja zaburzonych parametrow do odpowiednich
wartosci fizjologicznych (Stahl. 2008; Stahl. 2009).

Niestety mimo niewatpliwych terapeutycznych sukcesow w zwalczaniu depresji, jakie daje
zastosowanie dostepnych na rynku farmaceutykow, od lat pozostajg nierozwigzane dwie niedogodnosci,
ktore dotyczg bezposrednio chorych, a posrednio lekarzy. Wszelkie leki przeciwdepresyjne zaliczane do
opisanych uprzednio grup wywotujg szereg dziatan niepozadanych oraz charakteryzujg sie opdznionym
0 kilka tygodni poczatkiem dziatania. Z praktycznego punktu widzenia sytuacja ta znaczaco komplikuje
wspotprace pomiedzy pacjentem a lekarzem, utrudniajac terapie dostepnymi metodami. Réwnoczesnie
owa znaczaca nhiedogodnos¢ stata sie bodzcem do rozpoczecia dalszych badan nad biologicznym
podiozem depresji. Doprowadzito to do modyfikacji pierwotnego brzmienia monoaminowej teorii depresiji.
W nowej formule teoria ta wskazuje na zmiany adaptacyjne dotyczace receptorédw serotoninowych
i noradrenergicznych, ktére sg konsekwencjg wzmozonej aktywno$ci neurotransmisji monoaminowej
(nastepstwo dziatania lekéw), jako na kluczowe wydarzenia komoérkowe konieczne do wystgpienia efektu
przeciwdepresyjnego. Ta teza zdaje sie w jaki$ sposob uwzglednia¢ fakt opdznionego poczatku dziatania
i dziatan niepozadanych, szczegoinie nasilonych w pierwszych tygodniach terapii, jednak, jak sie okaze

pozniej, ulegnie ona kolejnym przeksztatceniom (Stahl. 2008; Stahl. 2009).
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Obecnie uwaza sie, ze przeciwdepresyjny efekt uzywanych lekow jest konsekwencjg wzmozonych
procesow neuroplastycznos$ci, ktore sg miedzy innymi nastepstwem wzmozonej biosyntezy i uwalniania
mbzgowo-pochodnego czynnika wzrostu ((BDNF (z jez ang. Brain derived neurotrophic factor)). Innymi
stowy, rozumienie biologicznych podstaw dziatania lekéw przeciwdepresyjnych ewoluuje od wzrostu
stezenia neuroprzekaznikow w synapsie, poprzez zmiany adaptacyjne poszczegoinych receptorow,
modulacje wewnatrzkomdrkowych szlakow przekazywania sygnatu, az po wptyw na translacje biatka,
wzrost stezenia BDNF i wzmozong neuroplastyczno$é. Powyzszy fakt, opdzniony poczatek dziatania i
nieskutecznos¢ w wielu klinicznych przypadkach depresji stanowig przestanke do poszukiwan nowych
rozwigzan terapeutycznych, co wymusza réwnoczesnie formutowanie nowych teoretycznych postulatow
rozszerzajacych wiedze o patogenezie zaburzen depresyjnych. W ten sposdb powstajg nie tyle
konkurencyjne teoretyczne ujecia biologicznych podstaw depresiji, co koncepcje zwracajace uwage na
istotng role innych neuroprzekaznikow zaréwno w procesach patologicznych, jak i leczniczych. Przyktadem
takich rozwigzan moga by¢ np. teorie GABA-ergiczna czy tez glutaminianergiczna. Oczywiscie przytoczone
teoretyczne stanowiska nie wyczerpujg proponowanych mozliwosci teoretycznych (Sanacora i wsp. 2000;

Sanacora i wsp. 2008; Duman i Voleti. 2012; Duman i wsp. 2012).



1.1 Farmakoterapia depresji Rozdziat 1

" NDRI.
TLPD. (TLPD_
IMAO-A [IMAO-A Lekioraz
:SERE . ,_SHFH,,_ potencjalne leki
_SSRI _NRI_ 'NDRI_ Gl inne
L L Jd g 7

& @w

o 9- 9- @° (8

y
' Mechanizm
farmakologiczny

~ Uktad Uklad Uklad
| serotoninergiczny | noradrenergiczny dopaminergiczny

44

4 4
wr A} ' |
_Jiju ‘“'_““ﬂf (~)
Receptory Receptory Receptory Receptory Inne
serotoninergiczne noradrenergiczne dopaminergiczne glutaminianergiczne receptory
Dziatanie przeciwdepresyjne Zmiany
receptorowe Zmiany
Zmiany adaptacyjne
wewnatrzkomérkowe
'[DCREB]

Jadro komérkowe

BDNF

Efekty troficzne

}

Remodelowanie synaps Przetrwanie neuronéw
Neurogeneza

Dziatanie
przeciwdepresyjne

Rycina 1. Ogdlny schemat dziatania lekow przeciwdepresyjnych. Skroty: TLPD (tréjpierScieniowe leki
przeciwdepresyjne), SNRI (inhibitory wychwytu zwrotnego noradrenaliny i serotoniny), SSRI (selektywne inhibitory
wychwytu zwrotnego serotoniny), NDRI (inhibitory wychwytu zwrotnego noradrenaliny i dopaminy), NRI (inhibitory
wychwytu zwrotnego noradrenaliny. Rycina autorstwa Barttomieja Pochwata wykorzystana w ksigzce pt. Wokof

depresji pod redakcjq Gabriela Nowaka [ Dariusza Adamka, Krakow 2012
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1.2 Receptory glutaminianowe

Kwas glutaminowy jest podstawowym pobudzajacym neuroprzekaznikiem w mdzgu. Swoje efekty
komérkowe wywotuje poprzez pobudzanie dwoch klas receptordw. Kryterium podziatu oparte na
mechanizmie efektorowym zwigzanym z pobudzeniem receptora pozwala wyrdzni¢ receptory jonotropowe
oraz metabotropowe. Wrazliwo$¢ na pobudzenie przez odmienne ligandy pozwala na wyznaczenie
dalszego zroznicowania w obrebie grupy receptorow jonotropowych. W ten sposéb wyrdznia sie receptory
NMDA (wrazliwe na kwas N-metylo-D-aspaginowy), AMPA (wrazliwe na kwas alfa-amino-3-hydroksy-5-
metylo-4-izoksazolo-propionowy) oraz kainowe (pobudzane przez kwas kainowy) (Nakanishi. 1992;

Traynelis i wsp. 2010).

Podziat ze wzgledu na powinowactwo do konkretnych ligandow nie wyczerpuje istotnych dystynkcii
fizjologicznych pomiedzy podgrupami receptoréw jonotropowych. Z racji tego, ze ogromna liczba badan
wskazuje na kluczowg role receptorow AMPA i NMDA w badz rozwoju, badz w leczeniu depresji, w dalszej

czesci pracy pominieta zostanie blizsza charakterystyka receptoréw kainowych.
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1.3 Receptory NMDA - budowa i charakterystyka biologiczna

Podobnie jak receptory AMPA i receptory kainowe receptory NMDA zbudowane sg z czterech
podjednostek, ktdre potaczone ze sobg tworzg whasciwy kompleks receptora. Wskazuje sie na siedem
roznych podjednostek, ktére zaliczane sg do trzech odmiennych podrodzin. Klasyfikacja do danej
podrodziny jest nastepstwem homologii sekwencji reszt aminokwasowych, z ktorych zbudowane sg
podjednostki. Na tej podstawie zidentyfikowano podjednostki GluN1 (cztery warianty splicingowe), GIuN2
(do ktérych zalicza sie podjednostki GIUN2A, GIuN2B, GIuN2C i GIuN2D) oraz podjednostki GIuN3
(GIuN3A i GIuN3B) (Traynelis i wsp. 2010, Cull-Candy i wsp. 2001; Kohr. 2006; Traynelis i wsp. 2010).

W strukturze wszystkich podjednostek NMDA mozna wyodrebni¢ cztery charakterystyczne
elementy, ktére cho¢ zdajg sie petni¢ podobne funkcje, réznig si¢ od siebie sktadem aminokwaséw.
Najbardziej zewnetrznie w stosunku do btony komorkowej znajduje sie N-koniec, potaczony za pomocy
tacznika, tzw. liknera, z miejscem wigzacym agoniste. Ta cze$¢ podjednostki jest zwigzana z domeng
transmembranowa, do ktdrej przylega potozony wewnatrzkomdrkowo C-koniec odpowiedzialny za
aktywacje licznych kaskad przekazywania sygnatu. Warto podkresli¢, ze z domeng wigzacq agoniste
w podjednostce GIUN1 wigze sie glicyna, natomiast kwas glutaminowy jest agonistg dla podjednostki
GIuN2. Aktywny receptor NMDA sktada sie obligatoryjnie z dwdch podjednostek GIuN1 oraz dwéch
podjednostek GIuN2, ewentualnie zamiast podjednostek GIuN2 receptor mogg formowac podjednostki
GluN3. Co istotne, do pobudzenia receptora wymagane jest zwigzanie zaréwno dwéch czasteczek
koagonisty, jak i dwdch czasteczek agonisty, czyli odpowiednio glicyny i kwasu glutaminowego. Jak
nietrudno zauwazy¢, z powodu istnienia kilku typéw podjednostek w obrebie kazdej z podrodzin receptor
NMDA nie jest strukturg biatkowg o jednorodnej budowie, co przektada sie na funkcjonalng réznorodnosé
poszczegoinych typdw receptorow NMDA. Jak pokazujg liczne badania, receptory NMDA mogg by¢
zaréwno di-heteromeryczne, jak i tri-heteromeryczne. Podziat dw zasadza sie na mozliwo$ci wystepowania
w strukturze jednego receptora dwéch podjednostek GIUN2 z tej samej z podrodzin, badz tez z dwoch
roznych podrodzin. Na przyktad receptor NMDA o sktadzie GIuN1/GIuN2B bedzie receptorem di-
heteromerycznym, natomiast receptor NMDA zbudowany z dwéch podjednostek GIuN1 i jednocze$nie
podjednostek GIuN2A i GIUN2B bedzie zaklasyfikowany jako receptor tri-heteromeryczny. Tym samym
liczba kombinacji, w jakie mogq uktada¢ sie podjednostki, jest bardzo duza, co dodatkowo komplikuje
mozliwo$¢ petnego zrozumienia, jakie doktadnie funkcje w transmisji glutaminianergicznej petnig

poszczegolne typy receptorow NMDA (Cull-Candy i wsp. 2001; K6hr. 2006; Traynelis i wsp. 2010)
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Zroznicowanie w obrebie podjednostek powoduje, Ze poszczegblne receptory NMDA
charakteryzujg sie roznymi wiasciwosciami elektrofizjologicznymi. Najbardziej klasycznym przyktadem jest
wrazliwoS¢ receptora na tzw. blokade magnezowa. Przy spoczynkowych wartoSciach potencjatu
btonowego we wnetrzu kanatu jonowego receptora NMDA ulokowany jest jon magnezu, bedacy zawadq
przestrzenng uniemozliwiajaca przeptyw jonéw wapnia czy sodu do wnetrza komérki. Zmiana potencjatu
btonowego wywotana pobudzeniem znajdujacych sie w poblizu receptora NMDA receptorow, np. AMPA,
jest przyczyng usuniecia magnezu z wnetrza kanatu. Jakkolwiek etap ten jest niezbedny do aktywacii,
receptora nie jest on wystarczajacy. Réwnocze$nie miejsca wigzace agoniste kazdej z podjednostek
muszg zwigzac glicyne i kwas glutaminowy. Dopiero koincydencja tych trzech wydarzen aktywuje receptor
(Paoletti i wsp. 1995; Traynelis i wsp. 2010; Paoletti i wsp. 2013).

Zgodnie z danymi zawartymi w literaturze przedmiotu najwiekszg wrazliwo$¢ na blokade
magnezowg prezentujg receptory skiadajace sie z podjednostek GIuN2A badz GIuN2B. Jesli receptor
zawiera w swoim sktadzie podjednostke GIUN2C lub GIuN2D, opisany efekt jest kilkunastokrotnie stabszy i
wydaje sie, ze przy fizjologicznym stezeniu magnezu blokada taka nie odgrywa zadnej roli w pobudliwosci
receptorow o takiej strukturze. Blok magnezowy nie ma zupetnie wptywu na funkcjonowanie receptorow

zwierajacych podjednostke GIUN3 (Kotermanski i Johnson. 2009).

Warto takze doda¢, ze oprécz tworzenia blokady zaleznej od potencjatu magnez ostabia
aktywnos¢ receptora NMDA poprzez zablokowanie kinazy biatkowej C (PKC), ktéra poprzez fosforylacje

wzmaga aktywno$¢ receptoréw NMDA (Begon i wsp. 2001).

Sktad podjednostek determinuje profil pobudliwo$ci danego kompleksu receptorowego. Najnizsze
powinowactwo do kwasu glutaminowego i glicyny posiadajg receptory di-heteromeryczne GIuN1/GIuUN2A,
co przektada sie na najszybsze zanikanie pobudzajacego czynno$ciowego potencjatu wywotanego przez
receptory NMDA. Jednocze$nie prawdopodobienstwo otwarcia kanatu receptora NMDA o takiej strukturze
jest najwigksze. W przeciwienstwie do receptoréw zbudowanych z podjednostek GluN1/GIuN2A receptory,
w sktad ktérych wchodzg podjednostki GIuN1/GIuN2D, charakteryzujg sie najdtuzszym czasem zanikania
tego potencjatu. Receptory GIuN1/GIuN2B sytuujg sie posrodku skali wyznaczonej przez ten parametr.
Oprocz opisanej wczesniej wrazliwosci na blok magnezowy bedacy pochodng ukfadu podjednostek
budujacych receptor, pojedyncze z nich okres$lajq profil farmakologiczny — rozumiany w tym wypadku jako
wrazliwos¢ na modulacje za pomocg réznych ligandow. Na przyktad protony hamujg receptor NMDA
poprzez przytaczenie sie do podjednostek GIuN2B lub GIuN2D. Bardzo ciekawym przyktadem modulacii
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kompleksu NMDA jest blokada cynkowa. Jony te w niskim stezeniu wigzg sie selektywnie z podjednostkg
GluN2A. Natomiast gdy stezenie cynku jest odpowiednio wyzsze, kation ten hamuje receptor poprzez

przytaczenie sie do podjednostki GIUNZB (Szewczyk i wsp. 2012; Paoletti i wsp. 2013).

Sktad podjednostek, wyznaczajac profil farmakologiczny i elektrofizjologiczny receptorow NMDA,
determinuje takze role odpowiednich receptorow w poszczegoinych procesach fizjologicznych. Od wielu lat
dobrze ugruntowana w wynikach licznych badan jest teza mdwigca o udziale receptorow NMDA
w procesach neuronalnych zwigzanych z pamiecig i uczeniem sie. Procesy te, rozpatrywane na poziomie
morfologii i anatomii komorek nerwowych, sg Scisle powigzane z synaptogeneza. Bezsporny jest fakt
istnienia dlugotrwatego wzmocnienia i wygaszenia synaptycznego zaleznego od NMDA (LTPnwpa oraz
LTDnmoa). Niemniej pobudzenie receptoréw NMDA jest rowniez niezbedne dla dtugotrwatego wzmocnienia
synaptycznego zaleznego od receptorow AMPA (LTPawra). Aktywacja receptoréw di-heteromerycznych
GluN1/GIuN2A jest warunkiem koniecznym dla masywnego naptywu jondw wapnia do wnetrza neuronu.
Z kolei wewnatrzkomérkowy wzrost stezenia tych jonéw powoduje aktywacje mechanizméw efektorowych,
takich jak np. kinaza CaMKII (zwigzana z C-koricem podjednostki GIuN2B), umoZzliwiajacych fosforylacje
i mobilizacje receptorow AMPA. Jakkolwiek liczne dane nie pozostawiajg watpliwosci co do udziatu
receptorow GluN1/GIuN2A w generowaniu LTP, to rola receptoréw zawierajacych podjednostke GIuN2B
byta dosy¢ niejasna. Z jednej strony, blokada receptoréw przez antagonistow podjednostki GIUN2B nie
zaburzata wystepowania LTP, z drugiej strony, usunigcie tej podjednostki za pomocg metod inzynierii
genetycznej prowadzito do zahamowania LTP oraz LTD. Wydaje sie, ze spojnym rozwigzaniem, ktore
w jakim$ stopniu tlumaczy obydwie obserwacije, jest zwrdcenie uwagi na receptory tri-heteromeryczne
GluN1/GIluN2A/GIuN2B. O ile receptory GIUN1/GIuN2A sg kluczowe dla wzrostu stezenia jonow
wapniowych, o tyle pobudzenie kompleksdw tri-heteromerycznych jest koniecznym warunkiem mobilizacji
biatek gestosci posynaptycznej (PSD), takich jak GKAP, PSD-95, oraz aktywacji CaMKIIl. W $wietle tych
danych staje sie zrozumiate, dlaczego podanie Ro-6981, ktdry jest selektywnym antagonistg podjednostki
GIuN2B, nie hamuje LTP. Otéz receptory tri-heteromeryczne GIuN1/GIuN2A/GIuN2B sg stabiej hamowane
niz receptory o sktadzie GIuN1/GIuN2B. Tym samym pomimo blokady tej podjednostki zdolnos¢ do
wywotania LTP pozostaje zachowana, co jest zupetnie niemozliwe u zwierzat z knock-out genu dla GIuN2B
(Paoletti i wsp. 2013).
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1.4 Receptory AMPA - budowa i charakterystyka biologiczna

Na molekularng strukture receptora AMPA sktadajg sie dokfadnie te same elementy, ktdre
wyszczegolniono przy charakterystyce receptora NMDA. Receptor AMPA zbudowany jest z czterech
podjednostek, a w strukturze kazdej z nich wyréznia sie zewnatrzkomorkowy N-koniec, miejsce wigzace
agoniste, domene transmembranowg oraz wewnatrzkomorkowy C-koniec. Podjednostki wchodzace
w skiad receptorow AMPA nalezg do czterech podrodzin GluA1 do GluA4. Receptory AMPA mogq
przyjmowac posta¢ zaréwno heteromeryczng, jak i homomeryczna. Receptory homomeryczne najczescie;
ztozone sg z czterech podjednostek GluA1. Natomiast receptory heteromeryczne to przede wszystkim
heterodimery podjednostek GluA1/GIuA2 oraz GluA2/GluA3. Cecha, ktéra zasadniczo pozwala odroznié
receptory AMPA od receptorow NMDA, jest brak swoistego koagonisty, ktérego przytaczenie bytoby
konieczne do pobudzenia receptora. Zatem jedynym agonistg, ktory taczy sie z domenami wigzacymi
agoniste, jest kwas glutaminowy. Jako ze kwas glutaminowy charakteryzuje sie nizszym powinowactwem
do receptorow AMPA niz do NMDA, proces dysocjacji w przypadku pobudzenia tych pierwszych nastepuje
znacznie szybciej (Derkach i wsp. 2007; Traynelis i wsp. 2010).

Po zwigzaniu sie dwdch czasteczek kwasu glutaminowego do miejsc wigzacych agoniste
podjednostek dochodzi do otwarcia kanatu i naptywu jondéw sodu do wnetrza komoérki. W zalezno$ci od
sktadu podjednostek takze inne jony mogg by¢ przepuszczane przez kanat receptora; np. homomeryczne
receptory AMPA ztozone z podjednostek GluA1 odpowiadajg za wprowadzenie jondw wapnia do wnetrza
komérki, co ma zasadnicze znaczenie dla proceséw zwigzanych z pamigcig i uczeniem sie. W kazdym
razie jest do$¢ dobrze ugruntowanym postulatem, ze receptory AMPA zwigzane sq z przewodzeniem
szybkiego potencjatu pobudzajacego pomiedzy synapsami glutaminianergicznymi, co wymaga naptywu
elektrododatnich jonéw do wnetrza neuronu. Ponadto, jak wspomniano wcze$niej, pobudzenie receptora
AMPA jest kluczowym synaptycznym procesem, ktéry poprzez zmiane potencjatu btony komdrkowe;
i nastepnie usuniecie blokady magnezowej inicjuje transmisje sygnatu poprzez receptory NMDA (Derkach i
wsp. 2007).

W poprzednim akapicie wspomniano o procesach diugotrwatego wzmocnienia synaptycznego oraz
dlugotrwatego wygaszania synaptycznego, jednocze$nie podkre$lajac w obydwu wzorcach neuronalnej
aktywnosci niebagatelng role receptordbw NMDA. Jakkolwiek liczne badania wskazujg na mozliwos¢ LTP

zaleznego od receptorow NMDA, to nalezy pamieta¢, ze ogromna wigkszo$¢ badan dotyczacych LTP
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i LTD przeprowadzonych na komoérkach obszaréw CA1 i CA3 hipokampa uwypukla fundamentalne

znaczenie receptorow AMPA w jednym i drugim wydarzeniu.

Diugotrwate wzmocnienie synaptyczne mozna podzieli¢ na trzy etapy. Pierwsze 30 minut bedace
nastepstwem pobudzenia synapsy przez bodzce o wysokiej czestotliwosci to tzw. e-LTP (wczesny LTP,
z ang. early LTP). W kolejnej fazie mowi sie o stabilizacji LTP, a ostatni etap to tzw. |-LTP (pozny LTP,
z ang. late LTP). O ile w trzeciej fazie LTP podjednostki receptorow AMPA sg syntetyzowane, o tyle dla
dwoch pierwszych faz aktywacja i pobudzenie receptorow AMPA sg warunkiem koniecznym. JeSli
czynnikiem wyzwalajacym LTP, czyli zarazem poczatkiem e-LTP jest masowy naptyw jonéw wapnia do
wnetrza komérki za pomocg pobudzonych receptoréw NMDA, to mozna powiedzie¢, ze w kolejnym kroku
wapniowy sygnat jest przeksztatcany miedzy innymi w aktywacje receptorow AMPA. W obu obszarach CA1
i CA3 hipokampa wzrost stezenia jonéw wapnia aktywuje liczne kinazy, w tym takze kinaze zalezng od
wapnia i kalmoduliny Il (CaMKII), kinaze biatkowg A (PKA) oraz kinaze biatkowg C (PKC). Biatka te
w aktywnej formie fosforylujg reszty seryny podjednostki GluA1 receptora AMPA. Najnowsze doniesienia
wskazuja, ze istniejg co najmniej trzy reszty seryny, ktére ulegajg fosforylacji, seryna 818, 831 i 845 (odp.
P-S818, P-S831, p-S845) (Esteban i wsp. 2003; Derkach i wsp. 2007; Lee i wsp. 2010).

Bazujac na badaniach przeprowadzonych na neuronach hipokampa, mozna stwierdzi¢, Ze
fosforylacja seryny 845 przez PKA jest potrzebna do zwiekszenia okotosynaptycznej puli receptorow AMPA
homomerycznych. Innymi stowy, nastepstwem tej fosforylacji jest zwiekszona dostepno$¢ receptoréw,
ktére w wyniku kolejnych zdarzen moga wej$¢ bezposrednio do synapsy. Natomiast ufosforylowanie seryny
831 przez PKC badz CaMKIl zwieksza przepuszczalno$¢ homomerycznych receptorow GluA1 dla jondw
wapnia oraz prawdopodobienstwo otwierania kanatu. Prace prowadzone z myszami genetycznie
modyfikowanymi pokazuja, ze brak jednej badz drugiej fosforylacji nie zaburza LTP w obszarze CA1
hipokampa. W sytuacji gdy obie reszty serynowe: 831 oraz 845 nie mogq ulec fosforylacji, wystepowanie
LTP jest upo$ledzone. Tym samym mozliwo$¢ fosforylacji jednej badz drugiej reszty jest warunkiem
koniecznym dla dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego w obszarze CA1 hipokampa. Dodatkowo ta
sama grupa badawcza pokazuje konieczng relacie pomiedzy fosforylacjq seryny 845 i dtugotrwatym

wygaszaniem synaptycznym (Lee i wsp. 2010).

Co prawda wiekszo$¢ eksperymentdw, ktorych celem jest okreslenie doktadnej roli fizjologicznej
poszczegolnych fosforylacji receptora AMPA, skupia sie na grupach neurondw hipokampa, jednak istnigjq
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takze dane, ktore wskazujg na zblizong fizjologiczng role poszczegdlnych fosforylacji takze w innych

obszarach mozgu (Lee i Kirkwood. 2011).

W dalszym etapie LTP, czyli po uptywie okoto 30 minut, podjednostki homomerycznych receptoréw
AMPA GluA1 ulegajg zamianie na podjednostki GIuA2. Receptory AMPA ziozone z podjednostek
GluA1/GIluA2 stajg sie nieprzepuszczalne dla jonow wapnia. Nie wyjasniono jak dotad znaczenia
fosforylacji podjednostek GluA1 budujacych heteromeryczne receptory GIuA1/GIuA2 (Lee i Kirkwood.
2011). Warto dodac, ze tak wiele miejsca po$wigcono w tym wprowadzeniu procesom neuroplastyczno$ci
i modulacji receptorow AMPA i NMDA, poniewaz majg one niebagatelne znaczenie dla farmakoterapii

depres;ji.
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1.5 Przeciwdepresyjny mechanizm dziatania antagonistow NMDA

Wspdiczesna terapia przeciwdepresyjna obejmuje szerokg game lekow, niestety o dos¢
jednorodnym mechanizmie dziatania, zwigzanym gtownie z aktywacjg uktadu monoamin. Stosunkowo niski
odsetek remisji wsrod pacjentow depresyjnych, liczne dziatania niepozadane i opdzniony poczatek

dziatania wymuszajg poszukiwanie nowych rozwigzan terapeutycznych (Stahl. 2008).

Ostatnie dwie dekady badan nad neurobiologicznymi fundamentami depresji zdominowaty prace
poSwiecone uktadowi glutaminanergicznemu. Odkrycia dotyczace ekscytotoksycznosci, czyli zjawiska,
u podtoza ktdrego lezy hiperstymulacja receptorow NMDA, i powigzanie jej z przewleklym stresem odgrywa
ogromng_ role w rozumieniu proceséw, ktdre mogq byc¢ istotne dla patofizjologii depresji (Palucha i Pilc.
2005; Skolnick i wsp. 2009; Kiss i wsp. 2012). Dodatkowo, znaczaca ilos¢ badan ukazuje zaréwno
podwyzszony, jak i obnizony poziom glutaminianu w surowicy chorych na depresje, a takze wahania
w stezeniu czy to glutaminianu, czy glutaminy w poszczegéinych rejonach kory przedczotowej oraz zakretu
obreczy, co zdaje sie Swiadczy¢ na korzyS¢ hipotezy moéwigcej o zaawansowanym rozregulowaniu

transmisji glutaminianergicznej w depres;ji (Krystal i wsp. 2013).

O ile jeszcze ponad dekade temu wspominajgc o kwasie glutaminowym w kontekscie depresji,
podkreslano przede wszystkim mozliwy udziat tego neuroprzekaznika w rozwoju choroby, o tyle ostatni
okres badan zdaje sie radykalnie zmienia¢ perspektywe, wskazujac na duzo bardziej skomplikowane
zalezno$ci pomiedzy funkcjonowaniem uktadu glutaminanergicznego a depresjq i jej leczeniem. Do takiego

stanu rzeczy przyczynity sie gtéwnie kliniczne sukcesy w leczeniu depres;ji ketaming (Zarate i wsp. 2006).

Z punktu widzenia budowy chemicznej ketamina to pochodna fencyklidyny (PCP) pozbawiona
heterocyklicznego pierscienia piperydyny. Jak si¢ okazuje, ta modyfikacja strukturalna znaczaco redukuje
dziatania uboczne znacznie bardziej nasilone w przypadku fencyklidyny, czynigc z ketaminy lek bardziej
akceptowalny klinicznie (MCCARTHY i wsp. 1965; Hevers i wsp. 2008). Farmakodynamiczny profil
ketaminy w najbardziej podstawowym ujeciu jest podobny do fencyklidyny. Obydwie czasteczki wykazujg
powinowactwo do tzw. miejsca wigzania dla fencyklidyny, ktore lezy wewnatrz kanatu receptora NMDA.
Blokada kanatu (antagonizm niekompetycyjny) uniemozliwia przeptyw jonéw i hamuje aktywacje
mechanizméw efektorowych zwigzanych z pobudzeniem receptora (Mealing i wsp. 1999; Mealing i wsp.
2001; Traynelis i wsp. 2010).
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Prosta blokada receptoréw NMDA to pierwotna robocza hipoteza ttumaczaca przeciwdepresyjne
wiasciwosci ketaminy. Obecnie wiadomo, Ze blokada receptora NMDA jest etapem inicjujgcym kaskade
wydarzen neuronalnych, ktérych punktem dojscia jest aktywacja proceséw biosyntezy nowych biatek
o0 zroznicowanych funkcjach, co w skali komérkowej odpowiada reorganizacii i tworzeniu nowych potaczen
synaptycznych (Li i wsp. 2010; Duman i Voleti. 2012; Duman i wsp. 2012). Jednakowoz blokada receptora
NMDA moze sugerowaé, ze przeciwdepresyjny efekt wywotany przez ketaming jest konsekwencjq
zahamowania transmisji  glutaminianergiczne;. Szczegbtowe badania poswiecone  zrozumieniu
przeciwdepresyjnego mechanizmu ketaminy wskazujg na dwie kluczowe zmienne, ktorych funkcjg jest
przeciwdepresyjna skuteczno$¢ ketaminy. Oczywiscie pierwszg zmienng jest blokada receptora NMDA,
natomiast druga zmienna to miejsce w mozgu, czy tez grupa neurondw, ktdrych receptory NMDA sg
blokowane, a ktdrych zablokowanie jest warunkiem niezbednym dla wystgpienia przeciwdepresyjnego

efektu ketaminy (Sanacora i wsp. 2013).

Na podstawie badan przedklinicznych oraz danych uzyskanych z neuroobrazowania ludzkiego
mozgu okreslono, ze blokada receptorow NMDA znajdujacych sie na interneuronach warstwy pigtej kory
przedczotowej jest najprawdopodobniej najwazniejszym mechanizmem molekularnym odpowiadajacym za
skuteczno$¢ ketaminy. W fizjologicznych warunkach wymienione interneurony tonicznie uwalniajg GABA,
ktory wigze sie z receptorami GABA znajdujacymi sie na neuronach glutaminianergicznych warstwy piate;
kory przedczotowej, hamujac ich aktywnos$¢. Po podaniu ketaminy dochodzi do wygaszenia toniczne;
aktywnosci interneuronow i do rownoczesnego wzmozenia aktywnosci neurondéw korowych, co ostatecznie
oznacza zwiekszone uwalnianie kwasu glutaminowego do przestrzeni synaptycznej. W tym wypadku
ostatecznym wydarzeniem rozpatrywanym w skali neuronalnej jest nasilenie transmisji glutaminanergicznej

w korze przedczotowej (Moghaddam i wsp. 1997; Sanacora i wsp. 2013).
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Rycina 3. Mechanizm prowadzacy do odhamowania neuronéw piramidowych kory przedczotowej po podaniu

ketaminy

W wyniku nagtego (nastepstwo blokady interneuronéw) zwiekszonego stezenia glutaminianu
w synapsie pobudzane sg postsynaptyczne receptory AMPA. Konsekwencjg wzmozonej aktywnosci
receptorow AMPA jest zwiekszona czestotliwo$¢ otwierania kanatéw wapniowych zaleznych od potencjatu.
Podwyzszony wewnatrzkomérkowy poziom jondw wapnia wzmaga uwalnianie do przestrzeni synaptycznej
czasteczek BDNF, ktdre faczg sie ze swoistym receptorem TrkB bedacym kinazg treoninowg. Dodatkowo
receptory AMPA aktywowane sg przez procesy fosforylacji podjednostki GIuA1 co skutkuje
wbudowywaniem tych receptordbw w synapse. Przytaczenie sie dwdch czasteczek BDNF do receptora
powoduje jego dimeryzacje i autofosforylacje, ktéra aktywuje mechanizmy efektorowe zwigzane

z fosforylacjg kinazy fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K) i kinazy Akt (Akt) oraz fosforylacjg tzw. MAP-kinaz.
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Wynikiem aktywacji obydwu wewnatrzkomérkowych szlakdéw przekazywania sygnatu jest fosforylacja
kompleksu kinazy mTOR (mTORc). Ufosforylowany kompleks fosforyluje kinaze S6 (S6K), ktdrej
aktywnosc¢ katalityczna zostaje tym samym zahamowana. To z kolei stanowi przyczyne obnizenia poziomu
fosforylacji eukariotycznego czynnika elongacyjnego (eEF2K), co jest réwnoznaczne z jego aktywacja.
Dodatkowo kompleks mTORc poprzez fosforylacje hamuje aktywnos¢ kinazy biatka wigzacego 4E (4E-BP).
Zarowno fosforylacja S6K, jak i obnizenie poziomu fosforylacji eEF2K i 4E-BP prowadzg do wzmozenia
procesow translacji i biosyntezy biatek gestosci synaptycznej, jak np. PSD-95 czy GKAP oraz BDNF
(Jourdi i wsp. 2009). Jest to pierwsza w miare mocno udokumentowana empirycznie hipoteza
umozliwiajgca kompleksowe wyjasnienie, w jaki sposob nieselektywny niekompetycyjny antagonista
receptora NMDA dziata przeciwdepresyjnie. Co wigcej, hipoteza ta wydaje si¢ zgodna z ogoiniejszg
hipotezg wskazujacg na wzmozenie procesdéw neuroplastyczno$ci jako konsekwencje terapii klasycznymi
lekami przeciwdepresyjnymi (Skolnick i wsp. 1996; Skolnick. 1999; Duman i Voleti. 2012). Konkurencyjng
teorig do opisanej wyzej jest koncepcja przedstawiona przez Autry i wsp., ktorzy wykazali, ze blokada
receptora NMDA przez ketamine hamuje fosforylacie eEF2K, co zwieksza synteze BDNF(Autry i wsp.
2011).
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1.6 Antagonisci receptora NMDA w badaniach klinicznych i przedklinicznych

Skutecznos¢ ketaminy w badaniach przedklinicznych byta wykazana na wiele réznych sposobow.
Najbardziej spektakularne sg badania przeprowadzone przez Li i wsp., w ktorych pokazano, ze pojedyncza
dawka ketaminy odwraca w tescie preferencji sacharozy zaburzenia wywotane przez chroniczny
nieprzewidywany stres (Li i wsp. 2011). W badaniach klinicznych jednorazowa dawka ketaminy znaczaco
poprawiata stan chorego juz kilka godzin po podaniu. Efekt ten utrzymywat si¢ od jednego do dwoch dni,
a w niektorych przypadkach nawet do dwoch tygodni (Berman i wsp. 2000; Zarate Jr. i wsp. 2006; Aan Het
Rot i wsp. 2012). Co najwazniejsze, skuteczno$¢ pojedynczej dawki ketaminy wykazano w przypadkach
depresji opornej na klasyczne leki przeciwdepresyjne, w depresji opornej na elektrowstrzasy, w depres;ji
z rodzinnym alkoholizmem, w depres;ji lekoopornej ze wspotwystepujacymi planami samobdjczymi, a takze
w lekoopornej depresji bipolarnej. We wszystkich tych przypadkach inna terapia okazata si¢ nieskuteczna
(Zarate Jr. i wsp. 2006; Phelps i wsp. 2009; Diazgranados i wsp. 2010; lbrahim i wsp. 2011; Ibrahim i wsp.
2012). Niestety pomimo niewatpliwych sukceséw terapeutycznych odniesionych dzieki podawaniu
ketaminy, zastosowanie tego leku u chorych na depresje czy inne schorzenia afektywne jest dos¢ mocno
ograniczone ze wzgledu na ryzyko wystgpienia dziatan niepozadanych. Szczegdiny problem stanowig
przede wszystkim efekty psychotyczne i potencjat uzalezniajacy ketaminy (Krystal i wsp. 2013; Pilc i wsp.
2013). Dlatego tez grupa antagonistéw receptora NMDA jest obecnie w centrum uwagi badaczy

poszukujacych nowych rozwigzan terapeutycznych w chorobach afektywnych.

Wydaje sie, ze wszelkie starania, ktérych celem jest znalezienie nowego leku
przeciwdepresyjnego, skupiajg sie na zachowaniu spektrum dziatania ketaminy z jednoczesnym
ostabieniem potencjatu do wywotywania dziatan niepozadanych. Z farmakodynamicznego punktu widzenia
modyfikacje badanych czasteczek zmierzajg w kierunku ograniczenia antagonizmu ketaminy. W badaniach
przedklinicznych testowane sg miedzy innymi substancje bedace modulatorami miejsca glicynowego, jak
GLYX-13 czy 7-CTKA, selektywni antagonici podjednostki GIuN2B receptora NMDA, jak Ro-25-698 (Li i
wsp. 2010; Burgdorf i wsp. 2011; Burgdorf i wsp. 2013; Lima-Ojeda i wsp. 2013; Workman i wsp. 2013; Zhu
i wsp. 2013). W drugiej fazie testéw klinicznych znajdujq sie selektywni antagonisci podjednostki GIuN2B,
tacy jak MK-0657, CP-101,606 czy tzw. low-trapping antagonisci kanatu receptora NMDA, jak AZD-6755
(lanicemina) (Preskorn i wsp. 2008; |brahim i wsp. 2012; Sanacora i wsp. 2013; Zarate Jr. i wsp. 2013).
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Pokazna liczba badan przedklinicznych, a takze pewna liczba préb klinicznych, wskazuje na
jeszcze jeden mozliwy kierunek rozwoju farmakoterapii depresji, mianowicie na wykorzystanie
endogennych antagonistow receptora NMDA. Kompleks receptora NMDA moze by¢ modulowany przez
wiele endogennych zwigzkow czy molekut. Posréd nich mozna wymieni¢ dwa kationy, mianowicie cynk i

magnez.
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1.7 Magnez w chorobach afektywnych

Znaczenie jonéw magnezu dla biochemicznych proceséw organizmu jest nie do przecenienia.
Pierwiastek ten jest niezbednym elementem dla aktywnosci katalitycznej okoto 300 biatek enzymatycznych
(Ryan. 1991). Stezenie jondw magnezu utrzymane w normie fizjologicznej jest konieczne dla prawidtowego
funkcjonowania miesni, uktadu sercowo-naczyniowego, uktadu kostnego, rownowagi kwasowo-zasadowe;
oraz biosyntezy biatek i kwaséw nukleinowych (Grubbs i Maguire. 1987). Magnez jednakze jest réwniez
mikroelementem o niebagatelnym znaczeniu dla witasciwego funkcjonowania centralnego systemu
nerwowego, a fluktuacie jego stezen mogg by¢ czynnikiem ryzyka prowadzacym do zaburzen

psychicznych (Paoletti i wsp. 1995; Szewczyk i wsp. 2008; Szewczyk i wsp. 2012).

Wyniki badan dotyczacych zawartosci magnezu w surowicy pacjentéw ze zdiagnozowang depresjq
nie sg jednorodne. Obnizone stezenie magnezu byto obserwowane gtownie u pacjentéw z przewlekig
depresjq jednobiegunowa (Kirov i wsp. 1994). Podobna korelacja nie wystepowata natomiast w ostrych
epizodach depres;ji (Linder i wsp. 1989; Hashizume i Mori. 1990; Hasey i wsp. 1993; Eby i Eby. 2006). Inne
badania takze ukazujg fluktuacje stezenia magnezu u chorych z chorobami afektywnymi. Co ciekawe,
wahania te sg skorelowane z fazg choroby. Obnizony poziom magnezu obserwowano u chorych
z rozwinietg petnoobjawowg depresja, natomiast wraz z ustepowaniem choroby stezenie magnezu wracato

do normy (Frizel i wsp. 1969; Hashizume i Mori. 1990).

Znaczenie deficytu magnezu dla pracy centralnego systemu nerwowego ukazujg takze wyniki
badan przedklinicznych. Zwierzeta z hypomagnezemia objawiajq zachowania depresyjne i lekowe.
Molekularne podtoze tych zmian jest wigzane z nadaktywnoscig osi HPA (podwzgérze-przysadka-
nadnercze). Notowano zaréwno wzrost transkrypcji mRNA dla kortykoliberyny w jadrze przykomorowym
podwzgbrza, jak i podwyzszony poziom adrenokortykotropiny (ACTH) w osoczu. Wszystkie te zaburzenia
byty normalizowane przez chroniczne podanie dezipraminy (Singewald i wsp. 2004; Sartori i wsp. 2012).

Dotychczas wskazywali$my na pewne efekty fizjologiczne i dysfunkcje behawioralne zwigzane
z deficytem magnezu. Jednakze nie wolno zapomnie€, ze istnieje pewna liczba préb przedklinicznych,
w ktorych wykazano aktywnos¢ samego magnezu w kontek$cie potencjalnego efektu terapeutycznego
w schorzeniach psychiatrycznych. Jony magnezu redukujg czas bezruchu w te$cie wymuszonego ptywania
(ang. forced swim test — FST) (Decollogne i wsp. 1997; Poleszak i wsp. 2005a). Jony magnezu podawane
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wspoinie z lekami przeciwdepresyjnymi w FST wzmacniaty efekt przeciwdepresyjnego dziatania leku
przeciwdepresyjnego (Poleszak i wsp. 2005b; Poleszak i wsp. 2007). Ponadto magnez w teScie
podniesionego labiryntu krzyzowego wykazywat dziatanie anksjolityczne (Poleszak i wsp. 2004; Poleszak i
wsp. 2004). Gtéwnym mechanizmem, ktory wydaje sie odpowiedzialny za skuteczno$¢ magnezu w FST,
jest blokada receptorow NMDA. W tych badaniach zwierzetom podawano magnez z kwasem NMDA, ktory
znosit przeciwdepresyjny efekt magnezu. Teze te wzmacnia fakt, Ze wspolne podanie jonéw magnezu
z nieaktywng dawkq antagonistow NMDA, np. CGP 37849, D-cykloseryna, L-701,324 czy MK-801,
znaczaco skraca czas immobilizacji zwierzat w FST (Poleszak i wsp. 2007; Poleszak i wsp. 2008b).
W bardziej zlozonych eksperymentach u miodych i starych szczurbw magnez usprawnia procesy
kognitywne, takie jak pamieC przestrzenna mierzona zachowaniem w tescie wodnego labiryntu.
Usprawnieniom procesow kognitywnych towarzyszyta reorganizacja potaczen synaptycznych w hipokampie
oraz nasilona ekspresja BDNF w hipokampie (Slutsky i wsp. 2010). Jakkolwiek trzeba zaznaczyé,

Ze aktywnos¢ magnezu w zwierzecych modelach depresji jak dotad nie byta sprawdzana.
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1.8 Metalotioneiny a choroby o$rodkowego uktadu nerwowego

Metalotioneiny (MT) nalezg do rodziny niskoczasteczkowych biatek, ktére dzieki duzej zawartosci
grup sulfhydrylowych majg zdolno$¢ do fatwego przytaczania jonéw metali. Zostaty one odkryte w 1957
roku przez Margoshesa i Valleego, ktorzy wyizolowali z kory nerek konskich biatko zwierajace duzg ilos¢
kadmu (Margoshes.1957). Biatka te ze wzgledu na swoje wiasciwosci zostaly pdzniej nazwane

metalotioneinami.

MT zbudowane sg z okoto 60 reszt aminokwasowych. W ich budowie wyrdznia sie dwie domeny -
a i B. Pierwsza zawiera 11, a druga 9 reszt cysteinylowych, ktére warunkujg wigzanie jedno- lub
dwuwartosciowych jonéw metali. W stanie fizjologicznym MT zwigzane sg gtéwnie z jonami cynku, ktory
tatwo ulega oddysocjowaniu i moze zostac zastgpiony metalem o wyzszym powinowactwie do MT (Babula i
wsp. 2012). MT wystepujg réwniez w formie niezwigzanej z metalami i wowczas noszg nazwe apotionein.
Pomimo dobrze okreslonej struktury biochemicznej i diugiego czasu trwania badan fizjologiczna rola tych
biatek nie jest do konca jasna. Podstawowg i najlepiej opisang funkcjg tych biatek jest ich udziat
w detoksyfikacji organizmu (zabezpieczajg one organizm przed toksycznym dziataniem metali cigzkich,
takich jak Cd, Pb czy Hg), homeostazie metali, zwtaszcza cynku i miedzi (Babula i wsp. 2012), oraz
procesach przeciwzapalnych (Babula i wsp. 2012). Obecnie zwraca sie uwage, ze MT sg zaangazowane
w takie procesy fizjologiczne jak hamowanie proceséw proapoptotycznych, zwiekszanie przezywalnosci
komoérek oraz regeneraciji tkanek (Santos i wsp. 2008).

Dotychczas odkryto i opisano cztery izoformy MT: MT-1, MT-2, MT-3 i MT-4. W centralnym
systemie nerwowym wystepujg trzy z nich: MT-1, MT-2 i MT-3.

1. MT-1i MT-2 (MT-1/2)

W mobzgu wystepujq gtéwnie w astrocytach i w mniejszej ilosci w neuronach korowych.
Interesujacy jest fakt, ze poziom MT-1/2 wzrasta po uszkodzeniu mozgu (Van Lockeren Campagne i wsp.
1999). Uwaza sie, ze ta zwiekszona ekspresja MT-1/2 pojawia sie w celu ochrony przed uszkodzeniem
neuronalnym wywotanym urazem chemicznym, niedokrwieniem lub ekscytotoksyczno$cig, jakkolwiek
mechanizm odpowiedzialny za neuroprotekcyjng role MT-1/2 nie zostat do tej pory wyjasniony. Wydaje sie,
ze w odpowiedzi na uszkodzenie mozgu dochodzi do uwalniania MT-1/2 z astrocytow do przestrzeni
zewnatrzkomdrkowej w obszarze uszkodzenia i ze to ta zewngtrzkomorkowa forma MT-1/2 moze

bezposrednio oddziatywa¢ na neurony (Yu i wsp. 2011). Astrocytarna forma MT-1/2 jest réwniez silnie
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indukowana w odpowiedzi na stres oksydacyjny, ktory uwazany jest obecnie za jedng z gtdwnych przyczyn

wzrostu poziomu metalotionein w catym mézgu (Ruttkay-Nedecky i wsp. 2013).

2. MT-3

MT-3 nazywana jest réwniez czynnikiem hamujgcym wzrost neurondw, ze wzgledu na jej
hamujacy wptyw na dojrzewanie i rozwoj komorek nerwowych. MT-3 byta poczatkowo uwazana za forme
specyficzng dla neurondw, jednak jej obecnos¢ stwierdza sie rowniez w komaérkach kanalikéw nerkowych
oraz niektérych nowotworéw. W mozgu MT-3 wystepuje gtownie w korze, hipokampie i jadrach
migdatowatych. Myszy transgeniczne z nadekspresja MT-3 wykazujg zwigkszony poziom cynku
w regionach mozgu, w ktérych obserwowano zwiekszong ekspresje MT-3 mRNA. MT-3, podobnie jak MT-
1/2, ma wiasciwosci antyoksydacyjne, przy czym dziatanie to jest dawkozalezne. Nie ma natomiast
wiasciwosci przeciwzapalnych. W zdrowym mozgu poziom MT-3 jest wysoki, ale jest znacznie obnizony

w mozgu pacjentow z chorobg Alzheimera.
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Rozdziat 2
Cel pracy

Wyniki opisanych we wstepie badan klinicznych i przedklinicznych wskazujg na mozliwos¢ zastosowania
jondw magnezu w terapii depresji. Gtownym celem niniejszej pracy byto okreslenie skutecznosci
chronicznego podania jonéw magnezu w odwracaniu zmian behawioralnych obserwowanych
w zwierzecych modelach depresji oraz okreslenie wptywu chronicznego podania jonéw magnezu na uktad
glutaminianergiczny w tych modelach. PowyZzsze zadania zrealizowano, wykorzystujac nastepujace

procedury:
1. Badania behawioralne

a) Okreslenie skuteczno$ci chronicznego podania trzech dawek jonéw magnezu (10, 15 i 20 mgMg/kg
masy ciata) w te$cie picia 1-procentowego roztworu sacharozy w modelu chronicznego tagodnego stresu

U szczuréw.

b) Okre$lenie skuteczno$ci chronicznego podania trzech dawek jonéw magnezu (10, 15 i 20 mgMg/kg
masy ciata) w testach biernego unikania (badanie zdolnosci nabywania odruchu biernego unikania)

i wolnego pola w modelu obustronnego usuniecia opuszek wechowych (bulbektomia lub OB) u szczuréw.
2. Badania biochemiczne

a) Oznaczenie za pomocg metody western blotting wptywu chronicznego tagodnego stresu i chronicznych

podan jonéw magnezu w dawce 15mg/Mg/kg na ekspresje wyszczegdinionych ponizej biatek:
- podjednostki GIuN1 receptora NMDA

- podjednostek GIuN2A i GIuN2B receptora NMDA

- podjednostek GluA1 i GIuA2 receptora AMPA

- ufosforylowanej podjednostki GluA1 P-S831 i P-S845

- biatka gestosci synaptycznej PSD-95 (ang. postsynaptic density protein)

- BDNF i GAD-67
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b) Oznaczenie za pomocg metody western blotting wptywu operacji usunigcia opuszek wechowych
i chronicznych podan jonéw magnezu w dawce 15mg/Mg/kg masy ciata na ekspresje wyszczegdlnionych

nizej biatek w korze przedczotowej, hipokampie i ciele migdatowatym:
- podjednostek receptorow NMDA (GluN2A, GIuN2B)
- podjednostki GluA1 receptora AMPA

- ufosforylowanych podjednostek receptora AMPA (GluA1-fosfoseryna-831) i AMPA (GluA1-fosfoseryna-
845)

- BDNF
- GAD-67

c) Okre$lenie za pomocg metody RT-PCR wptywu operacji usuniecia opuszek wechowych i chronicznych
podan jonéw magnezu w dawce 15mg/Mg/kg masy ciata na poziom mRNA podjednostek GIuN2A i GIuN2B

receptora NMDA oraz metalotioneiny 1, 2 i 3 w hipokampie, korze przedczotowej i ciele migdatowatym.

d) Oznaczenie stezenia jondw magnezu w surowicy w modelach bulbektomii i chronicznego tagodnego

stresu.
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Rozdziat 3
Materiaty i metody

3.1 Model chronicznego tagodnego stresu

1. Zwierzeta laboratoryjne

Eksperyment przeprowadzono na szczurzych samcach rasy Wistar (Charles River). Zwierzeta
umieszczono w laboratorium siedem tygodni przed rozpoczeciem witasciwego eksperymentu. Kazde ze
zwierzat zostato umieszczone i przechowywane w osobnej klatce z zachowaniem naturalnego cyklu
dobowego, w zakresie temperatur od 20 do 22°C i z petnym dostepem do wody i jedzenia. Wszystkie

badania na zwierzetach byty prowadzone za zgodq Lokalnej Komisji Etycznej przy IFPAN w Krakowie.
2. Procedura chronicznego fagodnego stresu

Podczas pierwszych dwdch tygodni zwierzeta adaptowano do nowego miejsca, a przez nastepne
pie¢ tygodni ich przebywania w laboratorium poddawano je dwa razy w tygodniu adaptacji do picia 1-
procentowego roztworu sacharozy. Kazda pojedyncza préba trwajaca godzing byta poprzedzana 14-
godzinng deprywacjg wody i jedzenia. llo$¢ wypijanego 1-procentowego roztworu sacharozy byta mierzona
za pomocg wazenia butelek przed i po kazdym tesScie. Na podstawie wynikdéw uzyskanych z ostatniego
adaptacyjnego testu picia sacharozy zwierzeta podzielono na dwie grupy. Kryterium podziatu byta
jednakowa ilo$¢ wypijanego roztworu sacharozy. Pierwsza z grup zostata poddana trwajgcej siedem
tygodni procedurze chronicznego tagodnego stresu, natomiast druga stuzyta za grupe kontrolng. Na jeden
tygodniowy cykl stresu sktadaty sie nastepujgace procedury: deprywacja wody i jedzenia, przekrecenie
podstawy klatki o0 45°, zmoczenie Scidtki, jednokrotne umieszczenie dwdch szczurdw w jednej klatce,
przerywane o$wietlenie (zmiana nastepujgca co dwie godziny), o$wietlanie za pomocg lampy
stroboskopowej i brak stresu. Bodzce stresowe byty aplikowane dzien i noc przez caly czas trwania
eksperymentu, a czas trwania poszczeg6inych bodzcow wahat sie od 10 do 14 godzin. Zwierzeta kontrolne

przebywaty w osobnym pomieszczeniu bez kontaktu z grupg stresowana.
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3. Podanie lekow

Po poczatkowych dwdch tygodniach (z siedmiu tygodni) stresu zwierzeta zostaty podzielone na 5
podgrup. Za kryterium podziatu przyjeto podobng ilos¢ wypijanego roztworu sacharozy. Réwnoczesnie
w ten sam sposob i na podstawie tego samego kryterium wyodrebniono 5 podgrup zwierzat kontrolnych.
Liczebno$¢ kazdej z 10 wyodrebnionych w ten sposob podgrup wynosita 8 osobnikéw. Nastepnie kazdej
podgrupie w obrebie kazdej z grup podawano przez pie¢ tygodni odpowiednio: sél fizjologiczna, jedng
z trzech zastosowanych dawek jonéw magnezu (10, 15, 20 mgMg/kg masy ciata w postaci soli —
wodoroasparaginianu magnezu - Farmapol) lub imipraming (Sigma Aldrich), ktéra stuzyta za lek
referencyjny. Wszystkie substancje byly podawane dootrzewnowo, codziennie okoto godziny 10,
Cotygodniowy test picia 1-procentowego roztworu sacharozy przeprowadzano zawsze 24 godziny po

ostatniej dawce magnezu, imipraminy badz roztworu soli fizjologiczne;.

Test

podstawowy
Adaptacja do warunkdw Adaptacja do picia Poczatkowy okres
laboratoryjnych roztworu cukru stresu Stres i podania lekéw
1 | | [ ]
Stlart 2 tygodnie | 5 tygodni 2 tygodnie | 5 tygodni !
CMS

Rycina 5. Schemat poszczegdlnych etapdw modelu chronicznego tagodnego stresu
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3.2 Model bulbektomii

1. Zwierzeta laboratoryjne

Eksperyment zostat przeprowadzony na samcach szczurdw rasy Sprague-Dawley. Masa zwierzat
poddanych operacji chirurgicznej wahata sie od 220 do 250 gramow. Zwierzeta trzymano w naturalnym
cyklu dobowym z dostepem do Swiatta w godzinach od 7 do 19, w pomieszczeniu o temperaturze od 19 do
21°C. Zwierzeta umieszczone po cztery w klatce; przez caly czas trwania eksperymentu miaty dostep do
wody oraz granulowanej karmy. Licznos¢ kazdej z eksperymentalnych grup zawierata sie w przedziale od 6
do 8 szczurdw. Po czternastu dniach podawania lekow wszystkie zwierzeta zostaty poddane testowi
wolnego pola, a dwa dni pdzniej testowi biernego unikania. Testy te zostaty wykonane w godzinach od 9%
do 14%, Wszystkie eksperymenty ze zwierzetami wykonano za zgodq Lokalnej Komisji Etycznej przy
IFPAN w Krakowie.

2. Bulbektomia - procedura chirurgiczna

Operacje obustronnego usunigcia opuszek wechowych przeprowadzono po trwajacym tydzien
okresie adaptacji zgodnie z procedurg opisang w pracy Nowak i wsp. 2003. Zwierzeta byly znieczulane
ketaming w dawce 100mg/kg masy ciata i ksylazyng w dawce 10 mg/kg masy ciata. Nastepnie szczury
umieszczano na stoliku stereotaktycznym. Po przecieciu skéry na gtowie odsuwano miesnie czaszkowe
oraz okostng w celu odstoniecia kosci czaszki. W odpowiednich punktach (A=5,7 mm od Bregmy i L=1,6
mm w zgodzie z atlasem Paxinosa i Watsona (1986)) wywiercono otwory w czaszce, przez ktore zostaty
wyssane opuszki wechowe. Procedure wysysania usunigcia opuszek wykonano za pomocg kapilary
podigczonej do pompy prézniowej. Powstate na skutek wiercenia otwory w czaszce zamknieto za pomocqg
hemostatycznego  spongostanu, hamujac jednoczes$nie  krwawienie. U zwierzat kontrolnych
przeprowadzono tzw. pozorowang operacje, ktéra polegata na wywierceniu otworu w czaszce
i zatamowaniu krwawienia spongostanem (tzw. zwierzeta Sham). Po wykonaniu operacji oraz przez dwa
dni po niej zwierzetom podawano podskérnie dziatajacy przeciwzapalnie i przeciwbolowo metoksykam
w dawce 0.05 mg/kg masy ciata. W nastepnym etapie zoperowane zwierzeta pogrupowano po cztery
w klatkach. W kazdej klatce znajdowaty sie¢ po dwa szczury kontrolne i dwa szczury z usunietymi
opuszkami wechowymi. Przez kolejne 14 dni tak podzielone zwierzeta pozostawiono w klatkach w celu

unormowania si¢ zmian behawioralnych wyniktych z przeprowadzonej operacji.
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3. Podanie lekow

Po dwdch tygodniach od operacji usuniecia opuszek wechowych zwierzeta zostaty podzielone na
pie¢ grup. Kazda z pieciu grup sktadata sie z dwdch podgrup. Do jednej podgrupy nalezaty zwierzeta,
ktorym usunieto opuszki wechowe, natomiast do drugiej zwierzeta, na ktorych przeprowadzono tylko
pozorng operacje. Po pogrupowaniu zwierzat na odpowiednie grupy rozpoczeto podawanie lekdw. Leki
byly podawane przez 14 dni raz dziennie w godzinach 8% do 10%. W zaleznosci od grupy
eksperymentalnej zwierzeta otrzymywaty sél fizjologiczna, amitryptyline (Sigma Aldrich) w dawce 10mg/kg
badz jedng z trzech dawek jondw magnezu. Dawki 10, 15 i 20 mgMg/kg masy ciata byty podawane
w postaci wodoroasparaginianu magnezu (Farmapol). Leki podawano dootrzewnowo w objetosci 1 ml/kg
masy ciata. 24 godziny po ostatnim podaniu leku wykonano test wolnego pola. Podawanie wszystkich
lekow byto kontynuowane do nastepnego dnia. Dwa dni po wykonaniu testu wolnego pola przeprowadzono

test biernego unikania, po ktorym zwierzeta takze otrzymaty leki.
4. Test biernego unikania

Test biernego unikania przeprowadzono wedtug procedury opisanej w pracy Nowak i wsp. 2003.
Do eksperymentu uzyto aparatu, ktory sktadat sie z szesciennego pojemnika, otwartego od goéry, o
wymiarach 50cm x 50cm x 50cm. Dno aparatu pokrywaty w odstepach 1,2-centymetrowych metalowe prety
z umieszczong posrodku drewniang platformg o wymiarach 12cm x 12 cm x 3cm. Podczas eksperymentu
szczury pojedynczo umieszczano na drewnianej platformie. Szczurom, ktére schodzity z platformy
I czterema tapami dotykaty metalowych pretow, aplikowano bodziec pradem o czasie trwania jedne;
sekundy i natezeniu 0,75mA. Nastepnie zwierze byto odstawiane na 30 sekund do domowej klatki, po czym
eksperyment powtarzano. Taki cykl byt powtarzany az do momentu, w ktérym zwierze pozostawato przez
minute na drewnianej platformie, wyskakiwato z aparatu badz liczba 15 préb nie byta wystarczajaca do

nabycia odruchu biernego unikania.
5. Test wolnego pola

Test przeprowadzono na podstawie procedury opisanej w pracy Nowak i wsp. 2003.
W zaciemnionym pomieszczeniu umieszczono aparat, ktdry skiadat sie z platformy w ksztalcie kota
o $rednicy 90cm, podzielonej na kwadraty. Przez caly czas trwania eksperymentu $rodek platformy byt
o$wietlany przez Swiatto lampy o mocy 60W umieszczonej 90cm nad platforma. Zwierzeta byty
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umieszczane pojedynczo posrodku kota i pozostawiane na 3 minuty na platformie. W tym czasie
obserwowano zachowania eksploracyje, ktorych miarg byta liczba ambulacji.
Operacje usuniecia Podania Test wolnego Test biernego Izolacja
opuszek wechowych magnezu pola unikania tkanki
| | | | | |
' i ' 1adni ! ! ! '
14 dni Start 15 dzieft 16 dziefd 17 dzierd 18 dziers

Podania magnezu

Rycina 6. Poszczegoine etapy modelu bulbektomii
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3.3 Oznaczanie poziomu biatka — metoda western blotting
1. Przygotowanie tkanki

24 godziny po podaniu ostatniej dawki lekéw (zarowno w modelu bulbektomii, jak i w chronicznym
tagodnym stresie) zwierzeta zostaty zabite przez dekapitacje, a ich mozgi pobrane. Za kazdym razem
izolowano hipokamp, ciato migdatowate i kore przedczotowa (ang. prefrontal cortex, PFC). Po
wyizolowaniu, tkanki zostaty zamrozone na suchym ludzie, a nastgpnie przechowywane w temperaturze
80°C. W nastepnym etapie poszczegolne tkanki zostaty zhomogenizowane na lodzie w 2-procentowym
roztworze dodecylosiarczanu sodu (SDS). Ciato migdatowate zawieszono w 0,5 ml, hipokamp w 1,25 ml,
a PFC w 1,5 ml 2-procentowego roztworu dodecylosiarczanu sodu. W kolejnym etapie homogenaty
poddano denaturacji w temperaturze 95°C przez okres 10 minut. Zdenaturowane homogenaty wirowano w
wiréwce z predkoscig 10000 obrotéw na minute przez 10 minut w temperaturze 4°C. Po zakonczeniu

wirowania z kazdej probki zebrano supernatant.

2. Otrzymany supernatant rozcienczano 10-krotnie 2-procentowym roztworem SDS i umieszczano
w dwdch powtérzeniach na plastikowej mikroptytce. Obok prébek zawierajacych tkanke, w ktdrej
oznaczano zawarto$¢ biatka, na ptytke natozono odpowiednio prébki z 2-, 1-, 0,5- i 0,25-procentowym
roztworem albuminy. Probki te stuzyty za roztwory wzorcowe dla prowadzonych oznaczen. W kolejnym
etapie przygotowano kwas bicynchoinowy wedtug instrukcji zawartej w zestawie Pierce BCA Protein Assay.
Tak sporzadzony reagent dodano w objetosci 200 pl do kazdego dotka zawierajacego albo oznaczang
tkanke, albo roztwor wzorcowy. Ptytke nastepnie przykryto i odstawiono do inkubacji trwajacej 30 minut
w temperaturze 37°C. Po 30 minutach za pomocg spektrofotometru przy dtugosci fali 562 nm zmierzono
absorbancje kazdej probki znajdujacej sie na ptytce. Uzyskany wynik byt proporcjonalny do zawartosci

biatka w badanej probce.

3. Elektroforetyczny rozdziat biatek w SDS zelu poliakrylamidowym i elektrotransfer z zelu na

membrane nitrocelulozowa

W celu przeprowadzenia rozdziatu elektroforetycznego biatek przygotowano rozdzielajace zele
poliakrylamidowe 10- lub 12-procentowe oraz poliakrylamidowy zel zageszczajacy w plastikowych
kasetkach (Bio Rad). Nastepnie do kazdej studzienki zelu zageszczajacego naktadano objeto$¢ prébki,
w ktorej znajdowato sie¢ 50 mikrograméw biatka. Kasetki z natozonymi na Zel prébkami umieszczono

w komorze do elektroforezy (Bio Rad) do elektroforezy. Poczatkowo elektroforeze prowadzono przy
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napieciu rownym 90V. Gdy czoto elektroforezy przeszto z zelu zageszczajacego do rozdzielajacego,
napiecie zwigkszono do 120V i kontynuowano proces rozdziatu.  Po zakonczeniu rozdziatu
elektroforetycznego przeprowadzano elektrotransfer rozdzielonych biatek na membrane nitrocelulozowa,
(Ivitrogen) z uzyciem apratu Bio Rad. Elektrotransfer prowadzono przez godzine, uzywajac pradu

o0 natezeniu 300mA.

Wykrywany antygen Typ Firma Numer Zastosowane
przeciwciata rozcienczenie
Anty-GIluN1 krolicze Abcam ab28669 1:500
Anty-GIuN2A krolicze Abcam ab14596 1:1000
Anty-GIuN2B krolicze Abcam ab65783 1:1000
Anty-GIluAl krolicze Abcam ab31232 1:1000
Anty-P-S831-GIluAl krolicze Abcam ab76321 1:1000
Anty-P-S845-GluAl krolicze Abcam ab109464 1:1000
Anty-GIluA2 mysie Abcam ab106515 1:1000
Anty-BDNF mysie Santa Cruz sc-546 1:500
Anty-GAD-67 mysie Milipore MAB-5406 1:7000
Anty-aktyna mysie Milipore MAB-1501 1:10000
Anty-PSD-95 kozie Abcam ab12093 1:1000

Tabela 1. Spis uzywanych w badaniach przeciwciat pierwszorzedowych
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4. Immunodetekcja badanych biatek

Nitrocelulozowe membrany zablokowano w 1-procentowym roztworze odczynnika pochodzacego
z zestawu BM Chemiluminescence Western blotting Kit Mouse Rabbit Roche. Nastepnie membrany
inkubowano przez kilkanascie godzin z odpowiednimi przeciwciatami pierwszorzedowymi (lista przeciwciat
w tabeli 1). Po zakonczeniu inkubacji membrany przeptukiwano 3-krotnie po 15 minut w buforze TBST
| odstawiano na 30 minut do blokowania z przeciwciatami drugorzedowymi. Jako przeciwciat
drugorzedowych uzywano przeciwciata Anty-mysie/Anty-krélicze, 1:7000, Chemiluminescence Western
Blotting Kit Mouse Rabbit Roche, znakowane peroksydazg chrzanowg. Po inkubacji z przeciwciatami
drugorzedowymi membrany ptukano 4-krotnie po 5 minut w buforze TBST. W ostatnim etapie
wizualizowano badane antygeny. By to wykona¢, membrany przenoszono do roztworu zawierajacego
substrat dla enzymu sprzezonego z przeciwciatem (Chemiluminescence KIT — Roche), a nastepnie
z powierzchni blotéw rejestrowano emisje chemiluminescencji za pomocg analizatora Fuji-LAS 1000
(FujiFilm, Tokio, Japonia), rbwnocze$nie rejestrujac i analizujgc obraz za pomocg oprogramowania Image
Reader i Image Gauge 4.0 (FuijiFilm). Ostatecznie kazdy otrzymany wynik byt stosunkiem pomiedzy

optyczng gestoscig poszczegolnego biatka a optyczng gestoscig B-aktyny.
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3.4 Oznaczanie poziomu mRNA - RT-PCR

1. Izolacja RNA

Catkowity RNA w korze przedczotowej oraz hipokampie poszczegdlnych zwierzat izolowano
metodq Chomczynskiego (Chomczynski 1993), przy uzyciu odczynnika TRIzol (Invitrogen). Tkanki
zalewano 1 ml TRIzolu i homogenizowano w urzadzeniu TissueLyser (Qiagen). Do homogenatéw
dodawano po 0,2 ml chloroformu (Sigma-Aldrich), wstrzasano je energicznie przez 15 sekund, a nastepnie
wirowano (12000 x g, 15 min, 4°C). Gorng wodng faze zawierajgcg RNA przenoszono do nowych
probowek, do ktdrych dodawano nastepnie po 0,5 ml 100-procentowego izopropanolu (Sigma-Aldrich). Po
zwirowaniu (12000 x g, 10 min, 4°C) usuwano nadsacz, a powstate pelety RNA zalewano 1 ml 75-
procentowego etanolu (POCh), delikatnie zwirowano, uzywajac wirowki typu worteks i zndw wirowano
(7500 x g, 5 min, 4°C). Po odlaniu etanolu pelety RNA suszono w komorze laminamej przez 5-10 minut, po
CZym rozpuszczano je w 60 pl wody wolnej od RNaz (Sigma-Aldrich). Integralnos¢ otrzymanego RNA
potwierdzano, wykonujac rozdziat elektroforetyczny w warunkach denaturujgcych w 1-procentowym Zelu
agarozowym. Czysto$¢ oraz koncentracje RNA mierzono w spektrofotometrze Nanodrop (Thermo

Scientific).

2. Odwrotna transkrypcja

W celu usuniecia ewentualnych zanieczyszczen genomowym DNA 1 pg RNA kazdej probki
zawieszony w 8 pl wody trawiono enzymem DNaza (Sigma-Aldrich), a nastepnie przepisywano na
jednoniciowy cDNA przy uzyciu zestawu odczynnikéw do odwrotnej transkrypcji High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w 20 pl
objetosci, stosujac zalecane przez producenta warunki inkubacji: 25°C - 10 min, 37°C — 120 min, 85°C -5
min. Do kazdej serii wtasciwych reakcji odwrotnej transkrypcji dotaczano dwa rodzaje kontroli negatywnych:
a) bez dodania RNA,

b) zawierajace RNA, ale bez dodania enzymu odwrotnej transkryptazy.
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3. PCR z detekcja w czasie rzeczywistym (real-time PCR)

Reakcje PCR z detekcjg w czasie rzeczywistym przeprowadzono w urzgdzeniu CFX96 Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad) w 96-dotkowych ptytkach optycznych (Bio-Rad).
Poziom transkrypcji genow podjednostek GIUN2A i GIuN2B receptora NMDA mierzono z wykorzystaniem
barwnika SYBR Green, ktory wigze sie do dwuniciowych czasteczek DNA w kolejnych cyklach reakcji PCR,
emitujac fluorescencje o natezeniu proporcjonalnym do ilosci powstajacego produktu.
Reakcje przeprowadzano w objeto$ci 18 pl, na ktdrg sktadato sie:
a) 1,8 pl cDNA (rozciericzonego 10-krotnie wodg)
b) 9 pl 2x Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems)
c) 0,36 pl startera “forward” (10 pM/pl) (Applied Biosystems)
d) 0,36 pl startera “reverse” (10 pM/pl) (Applied Biosystems)
e) 6,48 pl wody

Sekwencje starterow obu badanych genéw oraz genu GAPDH bedacego kontrolg endogenng
przedstawiono w tabeli 2. Reakcje przebiegaty w nastepujacych warunkach:
a) aktywacja polimerazy: 95°C, 10 min
b) 40 cykli sktadajacych sie z 2 etapow:
- denaturacji DNA: 95°C, 15's
- przytaczania i elongacji starteréw: 60°C, 1 min
c) wyznaczenie krzywej topnienia w zakresie temperatur; od 60°C do 95°C z odczytem fluorescencji po

kolejnych wzrostach temperatury 0 0,5°C.

dlugosé
gen starter “forward” (5—3’) starter “reverse” (5—3’) ID sekwencji produktu
PCR
NMDA2A ACATTGCAGAAGCTGCCTTT TTCTGTGACCAGTCCTGCTG NM_012573.3 186 bp
NMDA2B GTGAGAGCTCCTTTGCCAAC TGAAGCAAGCACTGGTCATC NM_012574.1 157 bp
GAPDH AGACAGCCGCATCTTCTTGT CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT NM_017008.3 207 bp

Tabela 2. Sekwencje starteréw wykorzystanych w reakcjach real-time PCR
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Poziom transkrypcji gendéw Mt1a, Mt2A i Mt3 mierzono z wykorzystaniem zestawdéw TagMan Gene
Expression Assay (Applied Biosystems) zawierajacych specyficzne dla danego genu startery oraz sonde
wyznakowang na koncu 5 fluorochromem FAM, a na kofcu 3’ czasteczkg MGB (minor groove binder)
wygaszajacq fluorescencje. Sonda jest degradowana przez polimeraze w kolejnych cyklach PCR, co
prowadzi do nasilania sie sity fluorescencji w miare przyrostu liczby kopii syntetyzowanego produktu.
Reakcje przeprowadzano w objeto$ci 10 ul, na ktdrg sktadato sie:

a) 3 pl cDNA (rozciericzonego 20-krotnie woda)

b) 5 pl 2x Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)

c) 0,5 yl TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems)

d) 1,5 pl wody

Numery identyfikacyjne uzytych zestawéw TagMan Gene Expression Assay podano w tabeli 3. Reakcje
PCR przebiegaty w nastepujacych warunkach:

a) aktywacja polimerazy: 95°C, 10 min

b) 40 cykli sktadajacych sie z 2 etapow:

- denaturacji DNA: 95°C, 15's

- przytaczania i elongacji starteréw: 60°C, 1 min

gen numer identyfikacyjny zestawu dtugos¢ produktu PCR
Mt1a Rn00821759_g1 88 bp

Mt2A Rn01536588_gH 87 bp

Mt3 Rn00588658_g1 58 bp

Gapdh Rn01775763_g1 175 bp

Tabela 3. Numery identyfikacyjne zestawéw TagMan Gene Expression Assay wykorzystanych w reakcjach RT- PCR

Wszystkie reakcje (zaréwno z barwnikiem SYBR Green, jak i z sondami TagMan) przeprowadzano
w trzech powtdrzeniach, dla ktdrych obliczano $redniq warto$¢ Cr (threshold cycle, cykl, w ktérym
fluorescencja osiggneta ustalong warto$¢ progowa). Nastepnie dla kazdej probki cDNA wykonywano
nastepujace obliczenie: od wartosci Cr dla gendw badanych odejmowano warto$é Cr dla genu GAPDH.
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W ten sposob uzyskiwano wartosci ACt normalizujgce poziom transkryptow genédw badanych wzgledem
poziomu transkryptu genu referencyjnego (GAPDH) i eliminujace réznice pomiedzy prébkami, ktére
wynikaty jedynie z roznej ilosci cDNA dodawanego do reakcji PCR. Na koricu stosowano formute 2-ACt
(Livak i Schmittgen 2001), a otrzymane w ten sposéb warto$ci stanowity podstawe analizy statystyczne;

oraz graficznej prezentacji wynikow (Livak i Schmittgen. 2001).
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3.5 Oznaczenie poziomu magnezu w surowicy

Do badan wykorzystano surowice pobrang od dekapitowanych szczurow z modeli bulbektomii

i chronicznego fagodnego stresu. Badanie przeprowadzono w nastepujacych grupach zwierzat:
a) model bulbektomii

- NaCl Sham

- NaCl OB.

- Mg15 Sham

- Mg15 OB.

b) model chronicznego tagodnego stresu
- NaCl kontrola

- NaCl stres

- Mg15 kontrola

- Mg15 stres

Stezenie magnezu wyznaczono za pomocg metody kolorymetrycznej z uzyciem chlorofosfonazo-lll za

pomocq analizatora Cobas C - 501. Oznaczone stezenie magnezu podano w mg/l.
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Rozdziat 4

Chroniczny fagodny stres — opracowanie wynikow

4.1 Badania behawioralne — chroniczny tagodny stres

1. Przeciwdepresyjna aktywnos$¢ leku referencyjnego — imipraminy w tescie picia sacharozy w
modelu chronicznego tagodnego stresu

Po dwoch tygodniach stresu spozycie 1-procentowego roztworu sacharozy w grupie szczuréw
narazonych na stresujace bodzce byto istotnie statystycznie mniejsze niz w grupie kontrolnej (rycina 7,
tydzien 0). Po czterech tygodniach podawania imipraminy w dawce 10 mg/kg zaobserwowano istotnie
statystyczny wzrost spozycia sacharozy u szczurdw stresowanych (rycina 7, tydzien 3). Zwigkszone
spozycie sacharozy u zwierzat stresowanych, ktérym podawano przez caty czas imipramine, utrzymywato
sie przez kolejny tydzien trwania eksperymentu (rycina 7, tydzien 5). Chroniczne podanie imipraminy

u zwierzat kontrolnych pozostawato bez wptywu na poziom wypijanego roztworu sacharozy.

16+

12

llo$¢ wypijanej sacharozy (g)
¢

- Kon/NaCl @ Str/NaCl
<> Kon/IMI & Str/IMI

0 1 2 3 4 5

Czas podawania lekéw [tygodnie]

Rycina 7. Aktywno$¢ imipraminy w tescie picia 1-procentowego roztworu sacharozy w modelu chronicznego
tagodnego stresu. Wyniki zaprezentowano jako $rednie + SEM. Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=8. Do
wyznaczenia znamienno$ci statystycznych postuzyly wieloczynnikowa analiza wariancji oraz test LSD Fishera.

“p<0.01 vs. Kon/NaCl i vs. Con/Imi, *"p<0.001 vs Kon/NaCl i vs. Kon/Imi, #p<0.05 vs. Str/Imi w 0 tygodniu, #p<0.01
vs. Str/IMl w 0 tygodniu
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2. Przeciwdepresyjna aktywnos¢ jonéw magnezu w dawkach 10, 15 i 20 mgMg/kg w tesScie picia

sacharozy w modelu chronicznego fagodnego stresu

Dwutygodniowe nastawienie szczurow na bodzce stresujgce w statystycznie istotny sposéb
obnizato ilo$¢ wypijanego 1-procentowego roztworu sacharozy (rycina 8, tydzien 0). Jony magnezu
w postaci wodoroasparaginianu magnezu w dawce 15 mgMg/kg po trzech tygodniach chronicznego
podawania z istotno$cig statystyczng zwigkszaty spozycie 1-procentowego roztworu sacharozy w grupie
zwierzat wystawionych na stresujace bodzce (rycina 8, tydzien3). Tendencja ta utrzymywata sie przez
kolejne dwa tygodnie podawania tej dawki magnezu. Jony magnezu w dawkach 10 i 20 mgMg/kg
podawane w grupie zwierzat stresowanych nie miaty statystycznie istotnego wptywu na poziom spozywanej
sacharozy. Aczkolwiek przy dawce 20 mg/Mg/kg odnotowano tendencje wzrostowa. Jednoczesnie nie
zaobserwowano istotnych zmian w spozyciu sacharozy u zwierzat kontrolnych, ktére przez caty czas

trwania eksperymentu otrzymywaty jedng z dawek magnezu.

16+

12

llo$¢ wypijanej sacharozy (g)

-O- Kon/NaCl ARR -@- Str/NaCl

/v Kon/Mg-10mg A Str/Mg-10mg
<> Kon/Mg-15mg - Str/Mg-15mg
0 /- Kon/Mg-20mg -¥- Str/Mg-20mg
0 1 2 3 4 5

Czas podawania lekdw [tygodnie]

Rycina 8. Aktywno$¢ jondw magnezu w dawkach 10, 15 i 20 mgMg/kg w tescie picia sacharozy w modelu
chronicznego tagodnego stresu. Wyniki zaprezentowano jako + SEM. Liczebno$¢ zwierzat w grupie N=8.
Znamiennos$ci statystyczne wyznaczono za pomocg wieloczynnikowej analizy wariancji i testu LSD Fishera. p<0.05
vs. Kon/NaCl i Con/MgX; X=10, 15 lub 20mgMg/kg), “p<0.01 vs. Kon/NaCl i vs. Kon/MgX, *"p<0.001 vs. Kon/NaCl i
Kon/MgX, #p<0.05 vs. Str /Mg w 0 tygodniu, *p<0.01 vs. St/Mg w 0 tygodniu
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4.2 Badania biochemiczne — chroniczny tagodny stres

1. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i chronicznego podawania jondw magnezu na poziom
biatka podjednostki GIuN1 receptora NMDA w korze przedczotowej, hipokampie i ciele

migdatowatym

Chroniczny fagodny stres prowadzit do statystycznie istotnego wzrostu ekspresji podjednostki GluN1
receptora NMDA w ciele migdatowatym (rycina 9C). Chroniczne podawanie jonébw magnezu w postaci
wodoroasparaginianu magnezu w dawce 15 mgMg/kg u zwierzat stresowanych pozwolito obnizy¢ poziom
podjednostki GIuN1. Ponadto jony magnezu podawane u zwierzat narazonych na bodzce stresowe
obnizaty poziom podjednostki GIuN1 w korze przedfronatalnej w stosunku do grupy stresowanej

otrzymujacej sol fizjologiczna (rycina 9A).
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e . . -
£ 3001 o zwierzat w grupach N=6-8. ZnamiennoSci statystyczne
g o # % wyznaczono za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji
s © : . iy -
= k< Two-way ANOVA i testu Bonferroni. Wyniki ekspres;ji biatka
3 100+ S . . . . .
HEl R e s przedstawiono jako procent ekspresji w grupie kontrolnej
8 &
<% 0-

kontrola _ stres Mg kon Mg str (kontrola) “p<0.01 vs. kontrola, #p<0.05 vs. stres

40



4.2 Badania biochemiczne - chroniczny tagodny stres Rozdziat 4

2. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i chronicznego podawania jonéw magnezu na poziom
biatka podjednostki GIuUN2A receptora NMDA w korze przedczotowej, hipokampie i ciele

migdatowatym

Chroniczny tagodny stres prowadzit do istotnego statystycznie wzrostu ekspresji podjednostki
GIluN2A receptora  NMDA w hipokampie. Jony magnezu chronicznie podawane w postaci
wodoroasparaginianiu magnezu w dawce 15 mgMg/kg normalizowaty wzrost ekspresji podjednostki
GIuN2A do poziomu grupy kontrolnej (rycina 10B). W pozostatych strukturach nie odnotowano zmian

w ekspresji podjednostki GIUN2A ani po chronicznym tagodnym stresie, ani po podaniach jonéw magnezu.
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stres
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4.2 Badania biochemiczne - chroniczny tagodny stres Rozdziat 4

3. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i chronicznego podawania jonéw magnezu na poziom

biatka podjednostki GIuUN2B receptora NMDA w korze przedczotowej, hipokampie i ciele

migdatowatym

Chroniczny tagodny stres w zadnej w zbadanych struktur nie zmieniat poziomu podjednostki

GIuN2B receptora NMDA. Podawanie jonéw magnezu w postaci wodoroasparaginianu w dawce 15

mgMg/kg zwierzetom stresowanym w statystycznie istotny sposob podwyzszato poziom badanego biatka w

korze przedfrontalnej (rycina 11A). W pozostatych strukturach podanie jonéw magnezu nie miato wptywu

na ekspresje podjednostki GIUN2B zaréwno u zwierzat stresowanych i kontrolnych.
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Rycina 11. Wplyw chronicznego podawania jonow
magnezu w dawce 15mgMg/kg i chronicznego tagodnego
stresu na poziom ekspresji podjednostki GIUN2B receptora
NMDA. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamiennosci
statystyczne wyznaczono za pomocg dwuczynnikowej
analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Bonferroni. Wyniki
ekspresji biatka przedstawiono jako procent ekspresji w

grupie kontrolnej (kontrola), #p<0.05 vs. stres
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4.2 Badania biochemiczne - chroniczny tagodny stres Rozdziat 4

4. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i chronicznego podawania jonéw magnezu na poziom

biatka podjednostki GIuA1 receptora AMPA w korze przedczotowej, hipokampie i ciele

migdatowatym

Chroniczny fagodny stres prowadzit do istotnie statystycznego wzrostu poziomu biatka

podjednostki GluA1 receptora AMPA w hipokampie i ciele migdatowatym (ryciny 12 B i 12C). Podawanie

jondw magnezu w postaci wodoroasparaginianu normalizowato u zwierzat stresowanych ekspresje GluA1

zaréwno w hipokampie, jak i w ciele migdatowatym. Ponadto jony magnezu przyczyniaty sie¢ do bardzo

znamiennego spadku ekspresji podjednostki GluA1 w korze przedczotowej w obu grupach — zwierzat

kontrolnych i stresowanych (rycina 12A).
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Rycina 12. Wplyw chronicznego podawania jonow
magnezu w dawce 15mgMg/kg i chronicznego tagodnego
stresu na poziom ekspresji podjednostki GluA1 receptora
AMPA. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamiennosci
statystyczne wyznaczono za pomocg dwuczynnikowej
analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Bonferroni. Wyniki
ekspresji biatka przedstawiono jako procent ekspresji w
grupie kontrolnej (kontrola), 'p<0.05 vs. Kontrola, #p<0.05

vs. stres, "p<0.001 vs. Kontrola, ##p<0.001"vs. stres
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4.2 Badania biochemiczne - chroniczny tagodny stres

Rozdziat 4

5. Wplyw chronicznego fagodnego stresu i chronicznego podawania jonéw magnezu na poziom

fosforylacji seryny 831 podjednostki GluA1 receptora AMPA w korze przedfrontalnej, hipokampie i

ciele migdatowatym

W Zzadnej ze zbadanych struktur u zwierzat poddanych procedurze chronicznego tagodnego stresu

nie odnotowano zmian w fosforylacji seryny 831 podjednostki GluA1 receptora AMPA. Co ciekawe,

podawanie jonow magnezu w postaci wodoroasparaginianu w dawce 15mgMg/kg u zwierzat kontrolnych

w statystycznie istotny sposéb obnizato poziom fosforylacji w stosunku do grupy kontrolnej we wszystkich

strukturach (rycina 13 A, B i C). Podobng zalezno$¢ odnotowano pomiedzy grupg stresowang, ktdre;

podawano jony magnezu, i grupg stresowang otrzymujaca sol fizjologiczna.
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Rycina 13.  Wplyw chronicznego podawania jondw
magnezu w dawce 15mgMg/kg i chronicznego tagodnego
stresu na poziom fosforylacji seryny 831 podjednostki GluA1
receptora AMPA. Wyniki przedstawiono jako $rednie +
SEM. Liczebnos¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamienno$ci
statystyczne wyznaczono za pomocg dwuczynnikowe;
analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Bonferroni. Wyniki
fosforylacji biatka przedstawiono jako procent ekspresji w
grupie kontrolnej (kontrola), “p<0.01 vs., "p<0.001 vs.
#p<0.01 vs. ##p<0.001 vs.

##p<0.0001 vs. stres

kontrola, stres stres,
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4.2 Badania biochemiczne - chroniczny tagodny stres Rozdziat 4

6. Wplyw chronicznego fagodnego stresu i chronicznego podawania jonéw magnezu na poziom
fosforylacji seryny 845 podjednostki GluA1 receptora AMPA w korze przedfrontalnej, hipokampie i
ciele migdatowatym

Chroniczny tagodny stres nie przyczyniat sie w statystycznie istotny sposob do zmian w fosforylacii
seryny 845 podjednostki GIuA1 receptora AMPA. W korze przedfrontalnej i ciele migdatowatym
zaobserwowano wzrostowg tendencie w ufosforylowaniu seryny 845, jednak bez statystyczne;
znamiennosci. Ponadto podawanie jonow magnezu zwierzetom poddanym procedurze chronicznego
tagodnego stresu w znamienny statystycznie sposéb obnizato poziom fosforylacji badanego biatka we
wszystkich badanych strukturach w stosunku do grupy stresowanej otrzymujacej sél fizjologiczna.
Analogiczne sytuacje odnotowano w korze przedfrontainej i hipokampie zwierzat kontrolnych

otrzymujacych jony magnezu. Podobny profil dziatania jonéw magnezu nie wystapit w ciele migdatowatym
zwierzat kontrolnych.
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4.2 Badania biochemiczne - chroniczny tagodny stres Rozdziat 4

7. Wplyw chronicznego fagodnego stresu i chronicznego podawania jonéw magnezu na poziom

biatka podjednostki GIuA2 receptora AMPA w korze przedczotowej i hipokampie

Chroniczny fagodny stres nie powodowat istotnych zmian w ekspresji biatka GIuA2 ani

w hipokampie, ani korze przedczotowej. Jednoczesnie podawanie jonéw magnezu w postaci

wodoroasparaginianiu w dawce 15 mgMg/kg w znaczacy statystycznie sposéb podwyzszato poziom

badanej podjednostki w hipokampie zaréwno zwierzat kontrolnych, jak i stresowanych (rycina 15 B).

Podobne tendencje wystapity takze w korze przedczotowej, jednak bez istotno$ci statystycznej (rycina 15

A).
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Rycina 15. Wptyw chronicznego podawania jonéw
magnezu w dawce 15mgMg/kg i chronicznego tagodnego
stresu na poziom ekspresji podjednostki GluA2 receptora
AMPA. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamienno$ci
statystyczne wyznaczono za pomocg dwuczynnikowej
analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Bonferroni. Wyniki
ekspresji biatka przedstawiono jako procent ekspresji w
grupie kontrolnej (kontrola), 'p<0.05 vs. kontrola, #p<0.01

vs. stres
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poziom biaka (% vs. kontrola) poziom biaka (% vs. kontrola)

poziom biaka (% vs. kontrola)

8. Wplyw chronicznego fagodnego stresu i chronicznego podawania jonéw magnezu na poziom

biatka BDNF w korze przedczotowej, hipokampie i ciele migdatowatym

Efekt chronicznego tagodnego stresu na poziom BDNF byt zroznicowany. W hipokampie i korze
przedczotowej nie odnotowano zadnych statystycznie istotnych zmian. Natomiast chroniczny tagodny stres
prowadzit do wzrostu ekspresji BDNF w ciele migdatowatym (rycina 16 C). Chroniczne podawanie jonéw
magnezu w postaci wodoroasparaginianiu magnezu istotnie statystycznie podnosito poziom badanego
biatka w hipokampie szczuréw poddanych stresowi w stosunku do zwierzat stresowanych otrzymujacych
sol fizjologiczng (rycina 16 B). Ponadto jony magnezu podawane zwierzetom narazonym na stres obnizaty

z istotno$cig statystyczng poziom BDNF w ciele migdatowatym (rycina 16 C).
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9. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i chronicznego podawania jonéw magnezu na poziom

biatka GAD-67 w korze przedczotowej, hipokampie i ciele migdatowatym

Zwierzeta poddane chronicznemu tagodnemu stresowi miaty normalng ekspresje GAD-67 we

wszystkich badanych strukturach. Chroniczne podawanie jonéw magnezu w postaci wodoroasparaginianu

magnezu w dawce 15 mgMg/kg podwyzszato poziom badanego biatka w korze przedczotowej i ciele

migdatowatym w stosunku do grupy poddanej stresowi otrzymujacej sdl fizjologiczng (rycina 17 Ai C).
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Rycina 17. Wplyw chronicznego podawania jondw
magnezu w dawce 15mgMg/kg i chronicznego tagodnego
stresu na poziom ekspresji GAD-67. Wyniki przedstawiono
jako $rednie + SEM. Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=6-8.
ZnamiennoSci  statystyczne wyznaczono za pomocy
dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA i testu
Bonferroni. Wyniki ekspresji biatka przedstawiono jako
procent ekspresji w grupie kontrolnej (kontrola), #p<0.05 vs.

stres
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10. Wplyw chronicznego tagodnego stresu i chronicznego podawania jonéw magnezu na poziom

biatka PSD-95 w korze przedczotowej, hipokampie i ciele migdatowatym

Procedura chronicznego tagodnego stresu nie prowadzita do istotnych statystycznie roznic
w ekspresji biatka PSD-95 w badanych strukturach. Chroniczne traktowanie zwierzat stresowanych jonami
magnezu w postaci wodoroasparaginaniu magnezu w dawce 15 mgMg/kg pozostawato bez istotnego
wptywu na poziom ekspresji PSD-95 w hipokampie i ciele migdatowatym. Jednoczesnie jony magnezu
w korze przedczolowe] zwierzat narazonych na bodzce stresowe w statystycznie istotny sposob
podwyzszaty poziom PSD-95 w stosunku do zwierzat stresowanych otrzymujgcych sl fizjologiczng (rycina
18 A).
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4.2 Badania biochemiczne - chroniczny tagodny stres Rozdziat 4

11. Wplyw chronicznego podawania jonéw magnezu i chronicznego tagodnego stresu na poziom

jonéw magnezu w surowicy szczurow

Chroniczny tagodny stres nie prowadzit do statystycznie istotnych zmian w stezeniu magnezu
w surowicy. Natomiast podanie jonow magnezu redukuje stezenie magnezu w surowicy krwi zwierzat

stresowanych w poréwnaniu do zwierzat stresowanych otrzymujacych sél fizjologiczna.

Grupa zwierzat Stezenie magnezu (mg/1)
NaCl stres 19.50 +0.2474
Mg15 kontrola 19.30 + 0.3092
NaCl stres 19.34 £ 0.1267
Mg15 stres
18.31 £0.2757 *

Tabela 4. Wptyw chronicznego podawania jonow magnezu na poziom magnezu w surowicy w modelu chronicznego
tagodnego stresu. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM. Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=8. Znamiennosci
statystyczne wyznaczono za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA oraz testu Bonferroni.
"p<0.05 vs. NaCl kontrola
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5.1 Badania behawioralne - bulbektomia Rozdziat 5

Rozdziat 5

Bulbektomia — opracowanie wynikow

5.1 Badania behawioralne — bulbektomia

1. Przeciwdepresyjne dziatanie jondw magnezu w tescie wolnego pola

Operacja obustronnego usuniecia opuszek wechowych w istotny sposéb spowodowata
zwigkszenie ruchliwosci zwierzat w teScie wolnego pola. Miarg ruchliwosci byta liczba zmierzonych
ambulacji. Chroniczne podawanie amitryptyliny oraz jonéw magnezu w postaci wodoroasparaginianiu
magnezu w dawkach 10, 15 i 20 mgMg/kg masy ciata obnizato liczbe ambulacji u zwierzat OB. Efekt
obserwowany po amitryptylinie i po jonach magnezu byt podobny. Chroniczne podanie lekéw u szczuréw

Sham nie spowodowato obserwowalnych zmian behawioralnych w tescie wolnego pola.

250+ Wolne pole

2001

1504

1004

50+

Ambulacje

Rycina 19. Wptyw chronicznego podawania amitryptyliny i jonéw magnezu w dawkach 10, 15 i 20 mgMg/kg masy
ciata na ruchliwos¢ w teScie wolnego pola w modelu obustronnego usunigcia opuszek wechowych. Wyniki
przedstawiono jako $rednie + SEM. Liczebnos$¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamiennosci statystyczne wyznaczono

za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Newman-Keuls. ##p<0.001 vs. NaCl Sham,

"p<0.05 vs. NaCl OB
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5.1 Badania behawioralne - bulbektomia Rozdziat 5

2. Przeciwdepresyjne dziatanie jondow magnezu w tescie biernego unikania

Obustronne usuniecie opuszek wechowych wyraznie obnizyto zdolno$¢ do nabywania odruchu
biernego unikania. U szczuréw OB znaczaco wzrosta ilos¢ prob wymaganych do nauczenia sie unikania
bodzca elektrycznego. Chroniczne podanie amitryptyliny u szczuréw OB istotnie statystycznie zmniejszato
liczbe prob potrzebng do nabycia odruchu biernego unikania. Jony magnezu podawane chronicznie
w postaci wodoroasparaginianu magnezu w dawce 15 i 20 mgMg/kg w podobnym nasileniu jak lek
referencyjny normalizowaty behawioralny defekt odruchu biernego unikania u zwierzat OB. Dawka
magnezu 10 mgMg/kg nie wykazata podobnej aktywnosci. U zwierzat z pozorowang operacjg (Sham)

podanie magnezu oraz amitryptyliny nie spowodowato zadnych obserwowalnych zmian.

Biernie unikanie

llo§¢ wymaganych préb

Rycina 20. Wplyw chronicznego podawania amitryptyliny i jonéw magnezu w dawkach 10, 15 i 20 mg/Mg/kg na
nabywanie odruchu biernego unikania w modelu obustronnego usunigcia opuszek wechowych. Wyniki
przedstawiono jako $rednie £ SEM. Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamienno$ci statystyczne wyznaczono
za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Newman-Keuls. ##p<0.001 vs. NaCl Sham,
"p<0.05 vs. NaCl OB., “p<0.01 vs. NaCl OB
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5.2 Badania biochemiczne — bulbektomia

1. Wptyw bulbektomii i chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg na poziom
biatka podjednostki GIuN2A receptora NMDA w korze przedczotowej, hipokampie i ciele

migdatowatym

Usuniecie opuszek wechowych nie spowodowato istotnych zmian w poziomie podjednostki
GluN2A w Zadnej z badanych struktur. Podawanie wodoroasparaginaniu magnezu w dawce 15 mgMg/kg
rowniez nie zmieniato ekspresji podjednostki GIUN2A w badanych strukturach moézgu, ani u zwierzat

kontrolnych, ani u operowanych.
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OB Mgissh Mglsob magnezu w dawce 15mgMg/kg i operacji usuniecia opuszek

e GIuN2A wechowych na poziom podjednostki GIuN2A receptora

NMDA. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.

Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamienno$ci

statystyczne wyznaczono za pomocg dwuczynnikowe;

analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Bonferroni. Wyniki

poziom biatka (% vs. NaCl Sham)
Cialo migdatowate

0- : ekspresji biatka przedstawiono jako procent ekspresji w
NaCl Sham NaCl OB Mg15 Sh Mg15 OB

grupie kontrolnej (NaCl Sham)
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5.2 Badania biochemiczne - bulbektomia Rozdziat 5

2. Wplyw bulbektomii i chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg na poziom
biatka podjednostki GIuN2B receptora NMDA w korze przedczotowej, hipokampie i ciele

migdatowatym

Usuniecie opuszek wechowych nie prowadzito do zmian w ekspresji podjednostki GIuUN2B
receptora  NMDA w Zadnej z badanych struktur. Podawanie jondw magnezu w postaci
wodoroasparaginianiu magnezu w dawce 15 mgMg/kg prowadzito do istotnego statystycznie wzrostu

ekspresji podjednostki GIUN2B w ciele migdatowatym u szczuréw OB (rycina 22 C).
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Rycina  22. Wplyw chronicznego podawania jondw
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300+ c —— . wechowych na poziom podjednostki GIUN2B receptora

NMDA. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
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Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamienno$ci

statystyczne wyznaczono za pomocg dwuczynnikowe;

analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Bonferroni. Wyniki

poziom biatka (% vs. NaCl Sham)

Ciato migdatowate

ekspresji biatka przedstawiono jako procent ekspresji w

O-NaCI Sham NaCl Mg15Sh Mg15 OB . . .
grupie kontrolnej(NaCl Sham). ‘p<0.05 vs. NaCl OB
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3. Wplyw bulbektomii i chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg na poziom
biatka podjednostki GIuA1 receptora AMPA w korze przedczotowej, hipokampie i ciele

migdatowatym

Usuniecie opuszek wechowych nie spowodowato istotnych zmian w poziomie podjednostki GluA1
w zadnej ze zbadanych struktur. Podawanie jonéw magnezu w postaci wodoroasparaginianu magnezu
w dawce 15mgMg/kg réwniez nie zmieniato ekspresji podjednostki GluA1 w badanych strukturach mézgu,

ani u zwierzat kontrolnych, ani u operowanych.
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5.2 Badania biochemiczne - bulbektomia

Rozdziat 5

4. Wptyw bulbektomii i chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg na poziom

ufosforylowanej seryny 831 podjednostki GIluA1 receptora AMPA w korze przedczotowej,

hipokampie i ciele migdatowatym

Po usunieciu opuszek wechowych nie zaobserwowano istotnych réoznic w fosforylacji seryny 831

podjednostki GIuA1 receptora AMPA w Zzadnej z badanych struktur. Chroniczne podawanie jonéw magnezu

w postaci wodoroasparaginianu magnezu w dawce 15mgMg/kg prowadzito do statystycznie istotnego

wzrostu ufosforylowania seryny 831 podjednostki GluA1 w korze przedczotowej (rycina 24 A) szczuréw OB.
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Rycina 24. Wplyw chronicznego podawania jondw
magnezu w dawce 15mgMg/kg i operacji usuniecia opuszek
wechowych na poziom ufosforylowania seryny 831
podjednostki GluA1 receptora AMPA. Wyniki przedstawiono
jako $rednie + SEM. Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=6-8.
Znamiennosci  statystyczne wyznaczono za pomocg
dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA i testu
Bonferroni. Wyniki ekspresji biatka przedstawiono jako
procent ekspresji grupy kontrolnej (NaCl Sham) p<0.05 vs.
NaCl OB
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5.2 Badania biochemiczne - bulbektomia Rozdziat 5

5. Wptyw bulbektomii i chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg na poziom
ufosforylowanej seryny 845 podjednostki GIluA1 receptora AMPA w korze przedczotowej,

hipokampie i ciele migdatowatym

Usuniecie opuszek wechowych nie powodowato istotnych zmian w fosforylacji seryny 845
podjednostki GluA1 receptora AMPA w korze przedczotowej i ciele migdatowatym. Natomiast
w hipokampie u zwierzat OB odnotowano istotny statystycznie wzrost ufosforylowania badanego biatka
(rycina 25 B). Podawanie jonow magnezu w postaci wodoroasparaginianu magnezu w dawce 15mgMg/kg
masy zmniejszato stopien fosforylacji do poziomu zwierzat kontrolnych. Ponadto w korze przedczotowe;
jony magnezu podawane szczurom OB istotnie statystycznie podwyzszaty poziom ufosforylowanego biatka
(rycina 25 A).
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(@]

0- l
NaCl Sham NaCl OB Mg15 Sh Mg15 OB

57



5.2 Badania biochemiczne - bulbektomia Rozdziat 5

6. Wptyw bulbektomii i chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg na poziom

ekspresji biatka BDNF w korze przedczotowej, hipokampie i ciele migdatowatym

Operacja usunigcia opuszek wechowych nie prowadzita do istotnych zmian w poziomie BDNF
w zadnej z badanych struktur. Jednakze chroniczne podawanie jonéw magnezu w postaci
wodorasparaginianu magnezu w dawce 15mgMg/kg istotnie zwiekszato ekspresje BDNF u szczurow OB w

korze przedczotowej, hipokampie i ciele migdatowatym (ryciny 26 A, Bi C).
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5.2 Badania biochemiczne - bulbektomia Rozdziat 5

7. Wptyw bulbektomii i chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg na poziom

ekspresji biatka GAD-67 w korze przedczotowej, hipokampie i ciele migdatowatym

Operacja usuniecia opuszek wechowych w statystycznie znamienny sposéb obnizata poziom
GAD-67 w korze przedczotowej szczuréw OB. Jednocze$nie podawanie jonéw magnezu w postaci
wodoroasparaginianu w dawce 15 mgMg/kg normalizowato poziom GAD-67 w grupie zwierzat z usunigtymi
opuszkami wechowymi (rycina 27 A). Nie odnotowano podobnych zmian w hipokampie i ciele
migdatowatym (ryciny 27 B i 27 C).
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5.2 Badania biochemiczne - bulbektomia Rozdziat 5

8. Wplyw bulbektomii i chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg na poziom

mRNA podjednostek GIuN2A i GIuN2B receptora NMDA w korze przedczotowej i hipokampie

Operacja usuniecia opuszek wechowych istotnie statystycznie obnizata poziom mRNA
podjednostek GIuN2A (rycina 28 B) i GIuN2B (rycina 28 D) w hipokampie. Podawanie jonéw magnezu
w postaci wodoroasparginianu magnezu w dawce 15 mgMg/kg masy ciata nie normalizowato poziomu
mRNA podjednostki GIuN2A w hipokampach szczuréw OB. W przypadku podjednostki GIuN2B podanie
jondw magnezu wywotywato bardzo wyrazny wzrost mMRNA w hipokampie zwierzat OB. Ponadto podanie
jondbw magnezu w bardzo znamienny sposéb podnosito ekspresie mRNA podjednostki GIuN2B
w hipokampie zwierzat Sham oraz w korze przedczotowej zwierzat Sham oraz OB (odpowiednio ryciny 28
Ci28D).
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Rycina 28. Wptyw chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg masy ciata i operacji usuniecia
opuszek wechowych na poziom mRNA podjednostek GIuN2A i GIuN2B receptora NMDA. Wyniki przedstawiono
jako srednie + SEM. Liczebnos¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamienno$ci statystyczne wyznaczono za pomocq
dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Bonferroni. Poziom mRNA jest podany jako procent
ekspresji mRNA grupy kontrolnej (NaCl Sham). #p<0.05 vs. NaCl Sham, ##p<0.001 vs. NaCl Sham, ##p<0.0001 vs.
NaCl Sham, "“p<0.0001 vs. NaCl OB
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5.2 Badania biochemiczne - bulbektomia Rozdziat 5

9. Wplyw bulbektomii i chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg na poziom

mRNA metalotionein 1, 2 i 3 w korze przedczotowej i hipokampie

Operacja bulbektomii istotnie zwiekszata ekspresie mRNA dla MT-1, MT-2 i MT-3 w korze
przedczotowej oraz MT-2 w hipokampie (rycina 29 A, B, C oraz rycina 29 E). Chroniczne podawanie jondw
magnezu u zwierzat OB obnizato poziom MT-1 i MT-2 w PFC, oraz MT-2 i MT-3 w hipokampie w stosunku
do zwierzat OB otrzymujacych sl fizjologiczng (ryciny 29 A i B oraz 29 E i F). Jednocze$nie podobna
relacja miedzy grupg NaCl a Ami OB zachodzita w przypadku MT-1, MT-2, MT-3 w PFC oraz MT-2
w hipokampie. Ponadto podanie jondw magnezu istotnie statystycznie obnizato poziom MT-3 u zwierzat

Sham w stosunku do grupy NaCl Sham.
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Rycina 29. Wptyw chronicznego podawania jonéw magnezu w dawce 15 mgMg/kg masy ciata i operacji usunigcia
opuszek wechowych na poziom mRNA MT-1, MT-2, MT-3 w PFC i hipokampie. Wyniki przedstawiono jako $rednie
+ SEM. Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=6-8. Znamiennosci statystyczne wyznaczono za pomocg dwuczynnikowe;
analizy wariancji Two-way ANOVA i testu Bonferroni. Poziom mRNA jest podany jako procent ekspresji mRNA grupy
kontrolnej (NaCl Sham). *p<0.05 vs. NaCl Sham, #p<0.05 vs. NaCl OB
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10. Wplyw chronicznego podawania jonéw magnezu i bulbektomii na poziom jonéw magnezu

W surowicy szczuréow

Operacja bulbektomii nie wywarta istotnie statystycznego wptywu na poziom magnezu w surowicy.
Natomiast podanie jonéw magnezu u szczurdw OB redukowato stezenie magnezu w surowicy krwi

w stosunku do stezenia magnezu w surowicy szczurow NaCl OB (tabela 5).

Grupa zwierzat Stezenie magnezu (mg/1)
NaCl Sham 18.5+0.28

Mg15 Sham 18.8 £0.50

NaCl OB 19.5+0.33

Mgl5 OB 17.9£0.62 *

Tabela 5. Wptyw chronicznego podawania jondw magnezu na poziom magnezu w surowicy w modelu bulbektomii.
Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM. Liczebno$¢ zwierzat w grupach N=8. Znamiennosci statystyczne
wyznaczono za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA oraz testu Bonferroni. 'p<0.05 vs. NaCl
OB
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6.1 Dyskusja wynikow - chroniczny tagodny stres Rozdziat 6

Rozdziat 6

Dyskusja wynikow

6.1 Dyskusja wynikow — chroniczny tagodny stres

1. Model chronicznego fagodnego stresu - tto teoretyczne

Teoretyczng podstawg modelu chronicznego tagodnego stresu jest jego podobienstwo do ludzkiej
depresji w dwdch istotnych aspektach. Po pierwsze, geneza zaburzen behawioralnych obserwowanych
u zwierzat laboratoryjnych ma w pewnej mierze odzwierciedla¢ komponente chronicznego stresu, ktora jest
istotnym czynnikiem ryzyka wystgpienia depresji. Po drugie, nastepstwem stosowanych u szczuréw
bodzcow stresowych winny byC zaburzenia behawioralne analogiczne do behawioralnych dysfunkcji
diagnozowanych u pacjentéw z depresjg. W modelu chronicznego tagodnego stresu zwierzeta traktowane
sq bodzcami stresogennymi w sposob naprzemienny i nieprzerwany, co ostatecznie spetnia drugi
z wymienionych postulatow teoretycznych prowadzac do szeregu zaburzen behawioralnych, ktére w jakiejs
mierze przypominajg objawy depresji. Wydaje sie, ze szczegolnie wazna w kontekscie potencjalnej
aktywnosSci przeciwdepresyjnej badanej substancji jest mozliwo$¢ zredukowania przez te substancje
dysfunkcji behawioralnej, ktéra, po pierwsze, zostata wygenerowana przez bodzce, mogace przypominac
bodzce prowadzace do depresji ludzkiej, a po drugie, jest analogiczna do tej obserwowanej u chorych
ludzi. Jednym z najpowazniejszych nastepstw chronicznego tagodnego stresu odnotowywanych u zwierzat
poddanych tej procedurze jest obnizenie spozywania 1-procentowego roztworu sacharozy w stosunku do
zwierzat kontrolnych. Przyjmuje sie, ze zmniejszona atrakcyjno$¢ stodkiego roztworu cukru moze

nasladowac osiowy objaw depresji ludzkiej — anhedonie (Willner i wsp. 1992; Willner. 2005).

To, ze obnizone spozycie roztworu sacharozy po chronicznym tagodnym stresie moze by¢
analogiczng dysfunkcjg behawioralng do ludzkiej anhedonii, a w najgorszym wypadku jakim$ markerem
zaburzen przypominajacym depresje u ludzi, jest w sposdb posredni takze potwierdzane przez
skuteczno$¢ licznych lekdw przeciwdepresyjnych w teScie picia sacharozy. Trojcykliczne leki
przeciwdepresyjne po kilku tygodniach podania wykazujg efekt przeciwdepresyjny, zwigkszajac spozycie
sacharozy u szczurow stresowanych (Kubera i wsp. 1996; Sowa-Kuéma i wsp. 2008). Nowsze leki

przeciwdepresyjne, jak fluoksetyna czy citalopram, wywotujg przeciwdepresyjny efekt w sacharozowym
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6.1 Dyskusja wynikow - chroniczny tagodny stres Rozdziat 6

tescie odpowiednio po trzech i dwoch tygodniach stosowania (Sanchez i wsp. 2003). Cynk, ktory jest
antagonistg receptora NMDA i ktoéry mozna traktowaC jako substancje atypowg o aktywnosci
przeciwdepresyjnej, daje obserwowalny efekt w tescie sacharozowym po jednym tygodniu stosowania
(Sowa-Kuéma i wsp. 2008). Natomiast ketamina — syntetyczny antagonista receptora NMDA, co prawda
W nieco innym uktadzie eksperymentalnym, tj. chronicznego nieprzewidywalnego stresu, juz po podaniu

jednej dawki odwraca obnizone spozycie sacharozy (Li i wsp. 2011).

Rozpatrujgc wyniki badan pod wzgledem czasu potrzebnego do zaobserwowania efektow
przeciwdepresyjnych w tescie picia sacharozy, mozna stwierdzi¢, ze na pierwszy plan wysuwajg sie przede
wszystkim réznice pomiedzy poszczegdinymi antagonistami NMDA. Cynk, ktéry podobnie jak magnez jest
endogennym regulatorem aktywnosci receptorow NMDA, ujawnia swg aktywno$¢ juz dwa tygodnie
wczesniej (Sowa-Kuéma i wsp. 2008). Spoérdd wielu mozliwych przyczyn prowadzacych do odmiennego
dziatania cynku i magnezu warto wskaza¢ na to, ze obydwa pierwiastki majg rézne miejsca wigzania na
receptorze NMDA (Szewczyk i wsp. 2012), co moze przyczynia¢ si¢ do aktywacji odrebnych szlakow
efektorowych. Jest takze prawdopodobne, Ze kinetyka przekraczania bariery krew — mozg dla cynku
i magnezu jest znaczaco inna, co z duzg dozg prawdopodobienstwa nie jest obojetne dla dynamiki zmian
przeciwdepresyjnych charakteryzujacych obydwie substancje. Gdyby o przeciwdepresyjnej aktywnosci
ketaminy i magnezu decydowata tylko jedna zmienna, mianowicie miejsce wigzania na receptorze NMDA
zawierajagcym podjednostki GIuN2A badz GIuN2B, mozna by oczekiwac, ze przeciwdepresyjne efekty
obydwu substancji bedq w duzej mierze podobne, gdyz jak pokazujg badania, miejsce wigzania magnezu
i ketaminy wewnatrz kanatu jonowego receptora NMDA jest barzo podobne (Orser i wsp. 1997; Murck.
2013) (Kotermanski i Johnson. 2009). Wyniki naszych badan dotyczace czasu wystapienia efektu
przeciwdepresyjnego jondw magnezu w tescie picia sacharozy w modelu chronicznego fagodnego stresu
(Pochwat i wsp. 2013) i wyniki dotyczace innych antagonistow uzyskane przez Lie i wsp. (z ketaming) (Li i
wsp. 2011) czy Quana i wsp. (z memantyng) (Quan i wsp. 2011) wskazuja, ze z pewno$cig istniejq réznice
jakosciowe badz ilosciowe w mechanizmach przeciwdepresyjnych powyzszych antagonistow receptora
NMDA.

2. Chroniczny tagodny stres — wyniki biochemiczne

Badania biochemiczne w modelu chronicznego tagodnego stresu z teoretycznej perspektywy
powinny umozliwi¢, po pierwsze, poznanie molekularnego podtoza zmian behawioralnych bedacych
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konsekwencjg przewlektego stresu, i po drugie, zrozumienie mechanizméw molekularnych, ktére

odpowiadajq za przeciwdepresyjng aktywnos$¢ badanej substancii.

W zwigzku z tym, ze w literaturze przedmiotu opisano zalezno$¢ pomiedzy stresem, ludzkg
depresjq a zaburzeniami strukturalno-funkcjonalnymi kory przedczotowej, hipokampa i ciata migdatowatego
(Whalen i wsp. 2002; Campbell i wsp. 2004; Lemogne i wsp. 2012), a takze odnotowano w po$miertnych
badaniach zaburzenia na poziomie neuroprzekaznikow czy czynnikow neurotropowych w wyze
wymienionych strukturach mézgu u pacjentéw chorych na depresje (Karolewicz i wsp. 2009; Karolewicz
i wsp. 2010a; Sher. 2011), do badan biochemicznych wybrano kore przedczotowa, hipokamp i ciato
migdatowate szczura. Jako markery zmian w uktadzie glutaminianergicznym wybrano podjednostki GIuN1,
GIuN2A i GIuN2B receptora NMDA, podjednostki GluA1 i GIuA2 receptora AMPA oraz ufosforylowane
podjednostki GIuA1 P-S831 i P-S845. Dodatkowo badano poziom biatka gestosci synaptycznej PSD-95,
BDNF i biatko ,z pogranicza” uktadéw glutaminanergicznego i GABA-ergicznego, GAD-67. Celem tych prac
byto okreslenie, czy procedura stresu zastosowana w naszych badaniach prowadzi do zmian w uktadzie
glutaminianergicznym w wybranych strukturach mdzgu szczura oraz czy podawanie aktywnej w tescie picia
sacharozy dawki jondw magnezu jest skorelowane ze zmianami ekspresji wybranych przez nas biatek.
Takie postepowanie pozwolito uzyska¢ odpowiedz, przynajmniej czastkowg, na pytanie, na ile proces
normalizowania zmian behawioralnych  poprzez substancje o wilasciwosciach  potencjalnie
przeciwdepresyjnych jest prostym odwracaniem zmian na poziomie molekularnym, a na ile moze on
zaleze¢ od aktywacji nowych mechanizmoéw, niekoniecznie bezposrednio zaangazowanych w ekspresje

zachowan spowodowanych przez chroniczny przewlekly stres.

3. Wplyw stresu na wybrane biatka w korze przedczotowej, hipokampie i ciele migdatowatym

Jak wspomniano wyzej, strukturg mozgu, ktéra jest szczegolnie narazona na uszkodzenia z
powodu chronicznego stresu, jest hipokamp. Pamietajac jednoczes$nie, ze uktad glutaminianergiczny moze
by¢ szczegblnie zaangazowany w proces uszkadzania neurondw na drodze ekscytotoksyczno$ci, mozna
byto przypuszczac, ze w tej strukturze pomiedzy zwierzetami kontrolnymi a stresowanymi mogg pojawic sie
istotne roznice w ekspresji analizowanych biatek. Te przewidywania potwierdzity sie tylko w przypadku
podjednostek GIUN2A receptora NMDA oraz GluA1 receptora AMPA, ktorych poziom u zwierzat
stresowanych byt istotnie statystycznie podwyzszony w stosunku do szczuréw kontrolnych. Bazujgc na
danych zawartych w literaturze przedmiotu, ktore podaja, ze myszy knock-out pozbawione podjednostki
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GIluN2A w tescie wymuszonego ptywania (FST) przejawiajg zachowania, ktére mogq wskazywa¢ na
fenotyp przeciwdepresyjny (Boyce-Rustay i Holmes. 2006), mozna byto sadzi¢, ze nadmierna ekspresja
podjednostki GIUN2A moze mieC udziat w ekspresji zaburzen behawioralnych u zwierzat stresowanych.
Nalezy pamieta¢, ze badana byfa tylko ekspresja biatka, a na tej podstawie nie mozna stawia¢ twierdzen

dotyczacych aktywnosci receptoréw zawierajacych dang podjednostke.

Wydaije sie, ze w przypadku podjednostki GluA1 receptora AMPA sytuacja jest nieco mniej jasna.
Istnieje szereg badan, ktore wskazujg na kluczowy udziat tej podjednostki w generowaniu wczesnego LTP
w hipokampie, poprzez wbudowywanie sie jej do synapsy i zarazem formowanie homomerycznych
receptorow AMPA (Lee i wsp. 2010; Lee i Kirkwood. 2011) kluczowych dla procesdéw neuroplastycznosci —
a co za tym idzie fundamentalnych dla efektu lekdw przeciwdepresyjnych (Mathews i wsp. 2012). Ponadto
przeciwdepresyjna aktywnosS¢ ketaminy, ktéra w ostatecznosci prowadzi do synaptogenezy, wymaga
pobudzenia receptorow AMPA (Li i wsp. 2010). Takze bardziej klasyczne leki przeciwdepresyjne, jak
fluoksetyna (Svenningsson i wsp. 2002) i imipramina (Du i wsp. 2004a; Du i wsp. 2007; Du i wsp. 2007; Du
i wsp. 2008), i nowsze atypowe leki o dziataniu przeciwdepresyjnym, jak tianepetyna, swoje terapeutyczne
efekty zdajg sie opieraC na aktywacji transmisji glutaminianergicznej poprzez receptory AMPA
(Svenningsson i wsp. 2007). Tym samym wzrost ekspresji podjednostki GluA1 w hipokampie zwierzat
stresowanych, ktéra wydaje sie zaangazowana w efekty przeciwdepresyjne znanych lekdw, jest w jakiej$
mierze zagadkowy. Warto jednak pamieta, ze caly czas myslimy o wzroscie ekspresji wszystkich
dostepnych w komorce form podjednostki GluA1. Zgodnie z informacjami, ktore przedstawiono we wstepie
niniejszej pracy, funkcjonalny status poszczegélnych biatek — w tym takze podjednostki GluA1 — jest Scisle
zalezny od licznych, czesto bardzo subtelnych modyfikaciji. O stanie funkcjonalnym podjednostki GluA1, a
co za tym idzie o jej rzeczywistym wptywie na procesy zachodzace w komérce nerwowej w duzej mierze
decyduje stopien jej ufosforylowania w $cisle okreslonych miejscach. Wymienia sie kilka fosforylacii
podjednostki GluA1, ale dwie z nich zostaty najlepiej przebadane (Lee i wsp. 2010) i ich biologiczne
znaczenie najlepiej poznane. Sg to ufosforylowanie reszt seryny S831 i S845. Fosforylacja S845 umozliwia
wedrowke podjednostki GIuA1 do przestrzeni okotosynaptycznej i jest jednym z newralgicznych punktow
wieloetapowego obrotu podjednostki GluA1 w hipokampie (ang. multistep trafficking). Przestrzen
okotosynaptyczna stanowi rezerwuar dla podjednostki GluA1, ktdra w kolejnym etapie jest wbudowywana
do synapsy. Na dzien dzisiejszy nie wiemy, ktéra modyfikacja jest odpowiedzialna za przemieszczenie

podjednostki GIuA1 z przestrzeni okofosynaptycznej do synapsy w neuronach hipokampa. Wiemy
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natomiast, ze P-S831 zwieksza czestotliwo$¢ otwierania kanatu homomerycznych receptoréw GluA1-
AMPA i przepuszczalno$¢ jonéw wapnia, co jest niezbedne dla e-LTP (Derkach i wsp. 2007; Lee i wsp.
2010; Lee i Kirkwood. 2011). Zdajac sobie sprawe z tego, w jak wazne procesy neuronalne zaangazowana
jest podjednostka GIluA1 receptora AMPA, postanowiono zbada¢ takze ufosforylowane S831 i S845
warianty podjednostki GIuA1. Wyniki tych badan nie wykazaty zadnych istotnych réznic pomiedzy
poziomem ufosforylowania S845 i S831 ani u zwierzat kontrolnych, ani u tych poddanych procedurze
stresu. Jesli przyja¢ za prawdziwg przestanke, ze te dwie fosforylacje sq niezbedne dla procesow
neuroplastycznosci w hipokampie, a badania z myszami typu knock-in pozbawionymi mozliwosci
ufosforylowania obydwu seryn naraz zdajq sie to potwierdza¢ (Lee i wsp. 2010), to wydaje sie, ze wzrost
poziomu ekspresji ogélnej liczby podjednostki GluA1 nie musi mie¢ istotnego znaczenia dla transmisji
glutaminianergicznej w hipokampie zwierzat stresowanych. Mowigc scislej, trudno przypuszczac, by mogt
on mie¢ udziat w generowaniu behawioralnych deficytéw, takich jak obnizone spozycie 1-procentowego
roztworu sacharozy. Wydaje sie, ze te teze posrednio wzmacniajg takze badania z lekami
przeciwdepresyjnymi, ktorych chroniczne stosowanie prowadzi przede wszystkim do wzrostu fosforylacji
podjednostki GIuA1 (Svenningsson i wsp. 2002; Du i wsp. 2004b; Svenningsson i wsp. 2007),
a niekoniecznie do wzmozonej ogoinej ekspresji podjednostki GIuA1 receptora AMPA. Innymi stowy, nie
mozna z catg stanowczoscig twierdzi¢, ze wzrost ekspresji podjednostki GluA1 w hipokampach szczurow
stresowanych jest w jaki$ sposob sprzeczny z tym, co zawierajg dane zawarte w literaturaturze przedmiotu
moéwigce 0 mechanizmach przeciwdepresyjnych lekdw i proceséw patofizjlogocznych prowadzacych do
rozwoju petnoobjawowej depresji. Na obecnym etapie badan trudno konkretnie powiedzie¢, jakie przyczyny

odpowiadajg za wzrost ekspresji podjednostki GIuA1 w hipokampie.

Dodatkowo z calg stanowczo$cig nalezy podkresli¢, ze aktywacja receptorow AMPA jest
warunkiem koniecznym, lecz niewystarczajacym do uzyskania odpowiedzi przeciwdepresyjnej dla ketaminy
(Li i wsp. 2010). Jest takze warunkiem koniecznym dla uzyskania odpowiedzi przeciwdepresyjnej w FST
dla tianeptyny (Wlaz i wsp. 2011). Przynajmniej w przypadku przeciwdepresyjnego dziatania ketaminy
pobudzenie receptora AMPA jest tylko poczatkiem wydarzen, ktére ostatecznie majgq doprowadzi¢ do
uwolnienia i syntezy BDNF i synaptogenezy (Li i wsp. 2010; Autry i wsp. 2011; Zhou i wsp.). Nasze
badania nie wykazaty istotnych zmian w poziomie BDNF w hipokampie szczuréw stresowanych, co zdaje
sie jeszcze bardziej ostabia¢ hipoteze dotyczacq korelacji pomiedzy wzrostem podjednostki GluA1

a indukowanymi stresem zaburzeniami behawioralnymi. By¢ moze wzrost poziomu podjednostki GluA1 jest
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jakim$ mechanizmem adaptacyjnym zwigzanym z innymi zdarzeniami molekularnymi wywotywanymi przez
stres, lecz w sSwietle omdwionych danych wydaje sig, ze nie jest on szczegdlnie istotny dla obserwowalnych

zmian behawioralnych.

Wczesniej wspomniano, ze uktad glutaminianergiczny moze byC zaangazowany w procesy
uszkadzania komorek nerwowych poprzez mechanizmy ekscytotoksyczne. Jednym z takich mechanizméw
jest aktywacja produkcji wolnych rodnikéw poprzez pobudzanie pozasynaptycznie zlokalizowanych
heterodimerycznych receptorow NMDA zawierajacych podjednostke GIUN2B skoniugowang z biatkiem
PSD-95 i syntazg tlenku azotu (Fan i wsp. 2010; Krystal i wsp. 2013; Paoletti i wsp. 2013). Jednak nasze
badania dotyczace ekspresji tych biatek w hipokampie szczurow stresowanych, a takze w pozostatych
strukturach, nie pokazujg zadnych takich zalezno$ci, a zatem wydaje sie, ze rola tego szlaku dla

behawioralnych dysfunkcji moze byc¢ nieistotna.

Obok hipokampa strukturg mozgu, ktéra ma réwnie donioste znaczenie w przetwarzaniu bodzcow
stresowych, jest ciato migdatowate. Jej szczegdlna fizjologiczna waga wynika choéby z pobudzajacego
wptywu na komérki jadra przykomorowego podwzgérza, ktére uwalniajg kortykoliberyne (CRH), aktywujac
tym samym 0§ HPA (Nestler i wsp. 2002). Jak tatwo zauwazy¢, jest to efekt przeciwstawny do aktywnosci
neurondw hipokampa, ktére hamujg uwalnianie CRH z komorek jadra przykomorowego (Nestler i wsp.
2002). Ponadto chroniczny stres w odmienny sposob wptywa na morfologie komérek hipokampa i ciata
migdatowatego, prowadzac do atrofii hipokampa i rozrostu drzewek dendrytycznych neurondw ciata
migdatowatego (Vyas i wsp. 2002). Jesli przewlektemu stresowi towarzysza procesy synaptogenezy w ciele
migdatowatym, a te z kolei sg zwigzane z aktywnoscig uktadu glutaminianergicznego oraz z czynnikami
neurotropowymi, miedzy innymi BDNF, mozna byto oczekiwaé, ze takze w naszym modelu stresu te
czynniki mogg mie¢ wazny udziat. Jak si¢ okazato, zastosowany w badaniach chroniczny tagodny stres
zwigkszat ekspresje podjednostki GIuN1 receptora NMDA, podjednostki GluA1 receptora AMPA oraz
dodatnio wptywat na synteze BDNF. Roéwnocze$nie nie odnotowano istotnego wptywu stresu na
fosforylacje podjednostki GIuA1 ani wzmozonej ekspresji podjednostek GIUN2A i GIuN2B. Szczegdlnie
ciekawy, a zarazem zgodny z pewnymi wczesniejszymi ustaleniami dotyczacymi stresu i aktywnosci ciata
migdatowatego, moze by¢ wzrost ekspresji BDNF. Badania nad molekularnym podtozem nastepstw stresu
unieruchomienia wyraznie wskazujg na podwyzszony poziom BDNF w podstawno-bocznym ciele
migdatowatym, ktéry utrzymuje sie nawet 21 dni po zakonczeniu stresowania. Réwnocze$nie w obszarze

CA3 hipokampa stres unieruchomienia obniza poziom BDNF, ktéry po 21 dniach wraca do normy
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(Lakshminarasimhan i Chattarji. 2012). Jakkolwiek wiadomo, ze wzrost ekspresji BDNF nie upowaznia
w petni do postawienia tezy, ze mamy do czynienia z nadaktywnos$cig ciata migdatowatego i przerostem
jego drzewka dendrytycznego, to na podstawie licznych badan i zalezno$ci pomiedzy BDNF a procesami
remodelingu synaptycznego moze on powyzsze wydarzenia sugerowac. Warto takze wspomniec, ze lezje
ciata migdatowatego hamujg efekt stresu na funkcjonowanie neuronéw hipokampa, zapobiegajac
upo$ledzeniu LTP (Kim i wsp. 2001; Kim i wsp. 2005). Dodatkowo lezja ciata migdatowatego prowadzi do
przeciwdepresyjnych zachowan w FST (Castro i wsp. 2010). Z jednej strony, wydaje sie, ze w Swietle
powyzszych badan nadmierna ekspresja podjednostek receptoréw glutaminianergicznych i BDNF sugeruije,
iz w modelu stresu ciato migdatowate odgrywa centralng role w ekspresji zaburzenn behawioralnych.
Z drugiej jednak strony, mozna spodziewac sie, ze pewne odzwierciedlenie efektow stresu i nadaktywnosci
ciata migdatowatego winno by¢ w jaki§ sposob zauwazalne na poziomie ekspresji chocby BDNF
w hipokampie. Bo wydaje sie, ze te dwa wydarzenia wspotwystepujgq ze soba. W przeprowadzonych
badaniach nie wykazano jednak takiej korelacji. By¢ moze owa korelacja nie wystepuje, moze jest stabie;
nasilona, a by¢ moze ma ona miejsce w bardziej subtelnych czesciach hipokampa (oznaczenia dotyczg
catej struktury), jak np. w rejonie CA3, ktdry wydaje sie szczegdlnie narazony na bodzce stresowe. Szereg
badan przedklinicznych czyni jednak watpliwg kluczowq teze, ze obnizenie poziomu BDNF w hipokampie
jest warunkiem koniecznym do wystepowania dziatan niepozadanych. Co prawda mozna takze
wspomnie¢, ze odnotowano niewielkg tendencje spadkowg w ekspresji BDNF w hipokampie szczurdéw

poddanych stresowi, nie jest ona istotna statystycznie.

4. Chroniczne podanie jondw magnezu, stres, uktad glutaminianergiczny, BDNF

Wydaje sie, ze molekularny obraz procesu leczenia, czy tez przywracanie prawidtowych zachowan
w zwierzecym modelu depresji, powinny polegac¢ na odwracaniu zaburzen na poziomie komorkowym przez
substancje leczniczg. Taka sytuacja w przypadku chronicznego podania jondw magnezu w modelu
chronicznego tagodnego stresu ma miejsce przy ekspresji podjednostki GluA1 receptora AMPA,
podjednostki GuN1 receptora NMDA i BDNF w ciele migdatowatym. Podanie jonéw magnezu zwierzetom
stresowanym normalizuje podwyzszony poziom tych biatek. Réwnocze$nie warto w tym miejscu nadmienic,
ze magnez takze obniza poziom P-S831 i P-S845 podjednostki GIuA1 receptora AMPA w ciele
migdatowatym zwierzat stresowanych w stosunku do zwierzat stresowanych otrzymujgcych sol

fizjologiczng. Jakkolwiek 6w poziom nie roznit sie istotnie w grupie stresowanej i grupie kontrolnej. Jesli
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aktywacja receptorbw AMPA poprzez fosforylacje jest kluczowym wstepnym warunkiem proceséw
synaptogenezy, ktore rownoczes$nie wymagajg aktywacji receptorow NMDA i uwolnienia BDNF, to jest
prawdopodobne, Ze obnizenie poziomu fosforylacji receptora AMPA, poziomu BDNF, a takze podjednostki
GluN1 receptoréw NMDA (Derkach i wsp. 2007; Lee i wsp. 2010; Lee i Kirkwood. 2011), obserwowane po
chronicznym podaniu magnezu, redukuje szanse wystapienia tych proceséow. Zwazywszy ze hipertrofia i
wzmozona aktywno$¢ ciata migdatowatego mogg by¢ zaangazowane w ekspresje zaburzen
behawioralnych spowodowanych przez stres, jest prawdopodobne (McEwen. 2007; Lakshminarasimhan i
Chattarji. 2012), Zze redukcja ekspresji wyzej wymienionych biatek i fosforylacji S-831 i S845 moze by¢
jednym z istotniejszych przeciwdepresyjnych mechanizméw dziatania magnezu w chronicznym fagodnym
stresie. Warto takze doda¢, ze poziom BDNF po chronicznym podaniu magnezu istotnie wzrost w
hipokampie, co razem zdaje sie sugerowaC aktywacje neuronéw hipokampa i ostabienie funkcji ciata
migdatowatego. By¢ moze zmiany te prowadzg do zahamowania nadmiemnego rozrostu drzewka

dendrytycznego ciata migdatowatego i zmniejszenia jego wptywu na hipokamp i 0§ HPA.

Analizujgc wyniki dotyczace ekspresji biatek w ciele migdatowatym, warto takze doda¢, ze
chroniczne podanie jondw magnezu zwieksza ekspresje GAD-67 u zwierzat stresowanych w stosunku do
zwierzat stresowanych otrzymujacych sol fizjologiczna. Jest to o tyle istotne, Ze jak wynika z danych
przedstawionych w literaturze przedmiotu, muscymol, ktéry jest agonistg receptorébw GABA-A, podany
bezposrednio do ciata migdatowatego zapobiega zaburzeniom LTP w hipokampie. Jesli GAD-67 zwieksza
poziom kwasu GABA, to nalezy takze rozwazy¢ wzrost ekspresji tego biatka w ciele migdatowatym jako
kolejny potencjalny mechanizm przeciwdepresyjny jonéw magnezu (Kim i wsp. 2005). Réwnoczes$nie
nalezy pamieta¢, ze GAD-67 jest biatkiem, ktére przede wszystkim odpowiada za produkcje tzw.
spoczynkowej puli GABA (Karolewicz i wsp. 2010a), dlatego tez potrzebne sg dalsze badania, by ustali¢

zalezno$ci pomiedzy stresem, GAD-67, ciatem migdatowatym i dziataniem przeciwdepresyjnym.

Wspomniano wyzej, ze podanie jondw magnezu u zwierzat narazonych na przewlekty stres
powodowato podwyzszenie poziomu BDNF w hipokampie. Jednoczesnie badania skierowane na
oznaczenie zmian w ukfadzie receptordbw AMPA wskazujg na dosy¢ zaskakujace odkrycia. Po pierwsze,
stres wzmagat ekspresje podjednostki GIuA1, po drugie, zaobserwowano znaczacy spadek ekspresji tej
podjednostki oraz obydwu badanych fosforylacji zaréwno u zwierzat kontrolnych (bez istotnosci
statystycznej) otrzymujacych magnez, jak i u zwierzat stresowanych, po trzecie, magnez zwigkszat
ekspresje podjednostki GIuA2 receptora AMPA. Wyniki te wydajq sie szczegélnie zaskakujace, biorac pod
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uwage pewne zaleznosci pomiedzy receptorami AMPA, podjednostka GluA1, BDNF i przeciwdepresyjng
aktywnoscig lekow. Jaka$ probg wyttumaczenia powyzszych zmian moze by¢ przyjecie, ze sg to zmiany
adaptacyjne, ktore powstaty na skutek przewlektej stymulacji receptorow AMPA. Nie mozna zapominac, ze
poczatek dziatania jondow magnezu zaobserwowano po trzecim tygodniu ich podawania. Tkanka zostata
pobrana dwa tygodnie pozniej. Nie mozna wykluczy¢, ze jesli pobudzenie receptorow AMPA
zapoczatkowuje cykl procesow prowadzacych do synaptogenezy, to przy ciggtym pojawianiu sie bodzca
wzbudzajacego (w tym wypadku jonéw magnezu) w koncu dochodzi do aktywacji mechanizméw
adaptacyjnych, ktore hamujg nadmierne pobudzenie jakiego$ biatka. Wydaje sie, Zze z takim mechanizmem
mozemy mie¢ do czynienia w przypadku chronicznie podawanej ketaminy, ktéra obniza poziom fosforylacji
P-S845 podjednostki GluA1 (Maeng i wsp. 2008). Patrzac na to z innego punktu widzenia, mozna réwnie
dobrze stwierdzi¢, ze powyzsze zmiany zachodzg takze u zwierzat kontrolnych otrzymujacych magnez,
ktére w tescie picia sacharozy nie réznig sie od zwierzat kontrolujgcych otrzymujacych sdl fizjologiczna.

Zatem same fosforylacje nie musza mie¢ istotnego wptywu na zachowanie zwierzat.

Sadzimy jednak, Ze istnieje jeszcze jedna mozliwos¢, ktdrg warto rozpatrzy¢ w interpretacii
powyzszych wynikéw. Wiadomo na podstawie wczesniejszych badan, ze jony litu takze sg skuteczne
W znoszeniu behawioralnych zaburzen w chronicznym nieprzewidywanym stresie. Co wiecej, wiadomo
takze, ze lit podawany razem z imipraming znacznie skraca poczatek dziatania imipraminy w tym modelu
(Sluzewska i Szczawinska. 1996). Réwnoczesnie istniejg badania kliniczne, ktére pokazuja, ze wspdine
podanie litu czy kwasu walproinowego z magnezem pozwala obnizy¢ stosowane dawki tych uznanych
lekow, co moze sugerowac, ze mechanizmy tych trzech substancji w jakis sposéb na siebie zachodzg
(Heiden i wsp. 1999). Wydaje sie, ze przeprowadzone badania i szereg badan Du i wsp. w jakiej$ mierze
potwierdzajg powyzszg teze. Chroniczne podanie jonow litdbw u szczuréw znaczaco obniza poziom
fosforylacji P-S845 w synaptosomach hipokampa. Odwrotnie dziata imipramina, ktéra indukuje wzrost P-
S845. Prace Du i wsp. wskazujg ponadto na bardzo ciekawg zalezno$¢ pomiedzy P-S845 a potencjalnym
przejsciem z fazy depresyjnej do maniakalnej (Du i wsp. 2004a; Du i wsp. 2004b; Du i wsp. 2007; Du
i wsp. 2008), wskazujac na fakt, iz fosforylacja S845 moze byC jednym z istotnych mechanizméw tego
wydarzenia. Réwnoczesnie kwas walproinowy w badaniach na komérkach hipokampa obniza poziom
ekspresji podjednostki GluA2. Odwrotnie dziata na podjednostke GluA2 receptora AMPA atypowy lek
przeciwdepresyjny riluzol (Du i wsp. 2007). W Swietle ustalen badarn grupy Du i wsp., prezentowanych tutaj

badan oraz wcze$niejszych badan prowadzonych z magnezem, ktére wskazujg na jego przeciwlekowg
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aktywnos$¢ (Poleszak i wsp. 2004; Poleszak. 2008), rysuje sie pewien posredni profil aktywno$ci magnezu.
Z jednej strony, widzimy jego aktywnos¢ w przedklinicznych testach lekowych, z drugiej, pokazujemy
aktywnos¢ w chronicznym fagodnym stresie, w bulbektomii i mozemy przeczyta¢ o synergizmie
z substancjami tymoleptycznymi. Je$li zawezi si¢ mechanizm dziatania magnezu tylko do uktadu
receptorow AMPA i sprobuje nakresli¢ jaka$ zalezno$¢ pomiedzy funkcjonowaniem tego uktadu a efektami
behawioralnymi, to tutaj takze wychodzi pewna ,posrednio$¢”, ktdrg oferuje chroniczne podawanie jondw
magnezu. Z jednej strony, magnez zachowuje sie podobnie do substancji tymoleptycznych w hipokampie,
zmniejszajac fosforylacje podjednostki GluA1. Z drugiej jednak strony, zwieksza on ekspresje podjednostki
GluA2 receptora AMPA, co jest charakterystyczne dla atypowego leku przeciwdepresyjnego riluzolu. Na
dodatek u zwierzat stresowanych odnotowano wzrost ekspresji BDNF w hipokampie, co charakteryzuje leki
przeciwdepresyjne (Nestler i wsp. 2002; Duman i Voleti. 2012; Duman i wsp. 2012). Oczywiscie nie mozna
powiedzie¢, ze powyzsze efekty po prostu sie sumujg lub redukujg. Jednoczesny wzrost ekspresji
podjednostki GIuA2 i obnizenie poziomu podjednostki GIuA1 moze sugerowa¢ zwiekszenie znaczenia
monomerycznych receptorbw AMPA sktadajacych sie z podjednostki GluA2, ktérych rola w procesach

przeciwdepresyjnego dziatania magnezu wymaga dalszych badan.

Jak dotad, dyskutujgc nasze badania, nie wspomnieliSmy o wynikach uzyskanych w korze
przedczotowej. Juz na pierwszy rzut oka wida¢, ze w PFC podanie magnezu znaczaco obniza poziom
ekspresiji podjednostki GluA1 oraz obydwu badanych fosforylacji. Obserwowana sytuacja, podobnie jak
w hipokampie, ma miejsce w tkankach pochodzacych zaréwno od zwierzat kontrolnych otrzymujgcych
magnez, jak i od zwierzat stresowanych otrzymujacych magnez. Jednoczesnie nie odnotowano zadnych
istotnych zmian w poziomie BDNF. Je$li przyja¢, ze w jakiej§ mierze mechanizm dziatania
przeciwdepresyjnego magnezu przypomina innych antagonistéw receptora NMDA, to powyzsze fakty sq
zastanawiajace. Z drugiej jednak strony, pewne badania pokazuja, ze poziom BDNF w PFC (Fraga i wsp.
2013) po chronicznym podaniu ketaminy zalezy od czasu, w ktorym pobierana jest tkanka. Przedstawia sie
to w ten sposdb, ze poziom BDNF ro$nie, kiedy tkanka jest pobierana po godzinie od ostatniego podania
leku, a spada po 6 godzinach od ostatniego podania (Fraga i wsp. 2013). By¢ moze jednak znowu mamy
do czynienia z aktywacjg mechanizméw adaptacyjnych, ktére wyhamowujg poczatkowy wzrost ekspresji
czy fosforylacji badanych biatek, bo nalezy ciagle pamieta¢, ze efekt przeciwdepresyjny magnezu
wystepuje po trzech tygodniach jego podawania. Sg to oczywiscie tylko przypuszczenia i jednoznaczna

odpowiedz na tym etapie badan jest trudna do sformutowania.
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Bardzo ciekawym efektem obserwowanym u zwierzat stresowanych traktowanych magnezem jest
wzrost poziomu podjednostki GIUN2B receptora NMDA ze wspottowarzyszacym temu podwyzszonym
poziomem biatka gestoSci synaptycznej PSD-95. Wiadomo, Ze tri-hetermoeryczne receptory
GluN1/GluN2A/GIuN2B zlokalizowane w synapsie sg odpowiedzialne za mobilizacje biatek gestosci
synaptycznej, takich jak PSD-95 czy GKAP, ktére sg niezbedne dla rozwoju owych potaczen
synaptycznych (Paoletti i wsp. 2013). Omawiajgc oznaczenia biochemiczne w hipokampie, wskazaliSmy na
powyzsze biatka jako na mechanizm prowadzacy rowniez do ekscytotoksycznosci, jakkolwiek w uktadzie
receptorow di-hetereomerycznych GluN1/GIluN2B zlokalizowanych pozasynaptycznie. Jednak w kontek$cie
przeciwdepresyjnych efektéw ujawnionych w tescie picia sacharozy wydaje sie, ze powyzszy wzrost moze
by¢ oznakaq takze wzmozonej synaptogenezy i reorganizacji potaczen synaptycznych w korze
przedczotowej. Warto dodaé, ze badania nad treoninianem magnezu, czyli preparatem magnezu
0 wysokiej biodostepnos$ci, pokazujg wzrost gestosci podjednostki GIUN2B u szczurdw po 28 dniach jego
chronicznego podawania. Ponadto 6w wzrost jest skorelowany ze wzmozong synaptogenezg
i zwigkszonym stezeniem BDNF w PFC (Slutsky i wsp. 2010). Jakkolwiek trzeba pamieta¢, ze paradygmaty
postepowania zaproponowane w naszej pracy i w badaniach Slutksy i wsp. sg zupetnie inne. Rdznig sie
przede wszystkim rasg szczurdw, dawkowaniem i sposobem dostarczenia magnezu do organizmu, czasem
ekspozycji na jony magnezu, a takze tym, ze my obserwowali$my wzrost poziomu PSD-95 i GIuN2B tylko u
zwierzat poddanych stresowi. Efekty obserwowane przez Slutsky i wsp. dotyczyty szczurdw, ktére nie byty

poddane zadnym bodzcom awersyjnym.

Szczegoinie wazne jest to, ze potencjat jonow magnezu do podwyzszania poziomu podjednostki
GIuN2B w korze przedczotowej moze mie¢ takze znaczenie dla farmakoterapii depresji. Niektére badania
post mortem wskazujg, Ze u ludzi chorych na depresje, ktorzy nie otrzymywali lekdéw przeciwdepresyjnych,
w grzbietowo-bocznej korze przedczotowej dochodzi do obnizenia ekspresii tej podjednostki i biatka PSD-

95, a zmiany te sq redukowane przez leki przeciwdepresyjne (Feyissa i wsp. 2009).

Kolejna istotna obserwacja to wzrost poziomu ekspresji GAD-67 u zwierzat poddanych stresowi i
jednoczesnie otrzymujacych magnez. Spadek w ekspresji GAD-67 w korze przedczotowej notowano takze
w badaniach post mortem u chorych na depresje (Karolewicz i wsp. 2010a). Réwniez badania
przedkliniczne prowadzone na myszach pokazujg, ze stres obniza poziom GAD-67 w PFC. Co ciekawe, w
tych badaniach obnizony poziom GAD-67 korelowat z przerostem drzewka dendrytycznego interneuronéw

w korze przedczotowej, co mozna ttumaczy¢ jako mechanizm ochronny neurondéw piramidowych,
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zapobiegajacy ich nadmiernemu pobudzeniu (Gilabert-Juan i wsp. 2012). Moze to sugerowaé, ze jony
magnezu poprzez wzrost syntezy GAD-67 w jaki§ sposdb zwigkszajg udziat transmisji GABA-ergicznej w
PFC i w ten sposob chronig neurony korowe przed uszkadzajacym dziataniem nadmiernej stymulacii

generowanej przez przewlekly stres.

Podsumowujac opisane wyzej wyniki, wydaje sie, ze jesli uktad glutaminianergiczny
w zastosowanym przez nas modelu do ewaluacji przeciwdepresyjnej aktywnosci magnezu ma rzeczywisty
wptyw na generowanie zachowan depresyjnych, to efekt ten jest najsilniej zaznaczony w ciele
migdatowatym poprzez wzrost biosyntezy podjednostki GluA1 receptora AMPA, GIuN1 receptora NMDA
i BDNF. Wszystkie powyzsze zmiany sg normalizowane przez podanie magnezu. Dodatkowo wydaje sie,
ze podanie jonow magnezu moze indukowac efekt przeciwdepresyjny w innych strukturach mozgu, jak
chocby przez wzrost poziomu BDNF w hipokampie. Niewykluczone jest takze, Ze znaczenie terapeutyczne
magnezu moze polega¢ na podnoszeniu poziomu PSD-95 i podjednostki GIuN2B w PFC oraz na nasileniu

syntezy GAD-67 w ciele migdatowatym i PFC.
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6.2 Dyskusja wynikow — bulbektomia

1. Model bulbektomii a ludzka depresja

W modelu chronicznego tagodnego stresu okreslono potencjat magnezu do odwrocenia anhedonii
mierzonej w tescie picia sacharozy. Jednak jak wspomniano wczesniej, depresja jest diagnozowana na
podstawie wspotwystepowania szeregu réznych innych objawdw, ktorych neurobiologiczne podtoze jest
zroznicowane (Stahl. 2008). Liczny odsetek chorych cierpi na depresje z pobudzeniem psychoruchowym
I zaburzeniami lekowymi. Nadmierne pobudzenie psychoruchowe jest szczegolnie niebezpiecznym
objawem dla zycia chorego, poniewaz stanowi istotny czynnik ryzyka wystgpienia proby samobojczej
(Busch i wsp. 2003; Maj i wsp. 2003). Dlatego leki, ktore sg skuteczne w redukowaniu pobudzenia
psychoruchowego u chorych na depresje, sq szczegdlnie cenne z terapeutycznego punktu widzenia.
Obustronne usuniecie opuszek wechowych jest zwierzecym modelem depresji agitowanej. Zwierzeta
pozbawione opuszek wechowych w stresujgcym, nowym Srodowisku, jakie proponuje np. test wolnego
pola, wykazujg hiperaktywno$¢ (Kelly i wsp. 1997; Harkin i wsp. 2003; Song i Leonard. 2005). Ponadto
model bulbektomii generuje szereg innych zmian behawioralnych miedzy innymi obnizenie libido czy
deficyty nabywania odruchu biernego unikania i interakcji socjalnych (Kelly i wsp. 1997; Harkin i wsp. 2003;
Song i Leonard. 2005; Wang i wsp. 2007). Co ciekawe, wszystkie z wymienionych deficytow
behawioralnych u zwierzat OB znajdujg odzwierciedlenie w symptomach ludzkiej depresji (Stahl. 2008;
Stahl. 2009). Zaburzenia behawioralne spowodowane usunigciem opuszek wechowych sg redukowane
przez leki przeciwdepresyjne oraz substancje o takim potencjale. Mozna w tym miejscu wymieni¢ chocby
amitryptyling, fluoksetyne, dezipramine czy cynk, jakkolwiek lista ta nie wyczerpuje wszystkich aktywnych

lekéw w modelu bulbektomii (Nowak i wsp. 2003; Wang i wsp. 2007; MacHado i wsp. 2012).

2. Model bulbektomii — neurobiologiczne i neuroanatomiczne podtoze zaburzen

Opuszki wechowe stanowig okoto 4% masy mozgu dorostego szczura. Potgczone sg zaréwno z
wyzszymi o$rodkami korowymi, jak i z uktadem limbicznym. Usuniecie opuszek wechowych powoduje
anterogradowe, retrogradowe i transneuronalne neurodegeneracje. W rejonach mézgu czy to posrednio,
czy bezposrednio unerwianych przez opuszki wechowe dochodzi do zmian w liczbie synaps, struktur
drzewek dendrytycznych, odnerwieni i innych podobnych zaburzeh (Van Riezen i Leonard. 1990; Kelly

i wsp. 1997). Procesy neurodegeneracyjne dotycza przede wszystkim takich struktur jak: ciato
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migdatowate, hipokamp, kora przedczotowa, miejsce sinawe i jadro szwu mostu (Song i Leonard. 2005).
Badania prowadzone z uzyciem rezonansu magnetycznego wskazujg rowniez na roznice w intensywnosci
sygnatu pomiedzy szczurami Sham i OB w rejonach korowych, hipokampa i ciata migdatowatego (Wrynn
i wsp. 2000). Tak szeroki zakres uszkodzen w wymiarze anatomicznym jest takze zwigzany z licznymi
dysfunkcjami w obrebie uktadéw réznych neuroprzekaznikéw. Mozna wymieni¢ niemal kazdy ze znanych
neuroprzekaznikow i Smiato postawiC hipoteze, ze w jakim$ regionie mozgu operacja bulbektomii
doprowadzi albo do zaburzen jego syntezy, albo do zmiany w ekspresji odpowiednich receptoréw badz
transporterow zlokalizowanych w synapsie. Niemniej rozpatrujac zaburzenia wywotane przez OB, wskazuje
sie przede wszystkim na uktad noradrenergiczny i serotonergiczny jako gtowne uktady uwiktane w
ekspresje deficytow behawioralnych. Takze leki, ktorych aktywno$¢ przeciwdepresyjna wigze sie z tymi
uktadami, sg skuteczne w znoszeniu tych zaburzen (Song i Leonard. 2005). Je$li idzie o zaburzenia
w funkcjonowaniu uktadu glutaminianergicznego, to jedna z pierwotnych hipotez prébujacych wyjasni¢
geneze behawioralnych efektdw bulbektomii wskazywata na zaburzenie réwnowagi pomiedzy
pobudzajacymi i hamujgcymi neuroprzekaznikami. Hipoteza ta zostata wsparta przez kilka istotnych prac
badawczych, ktore miedzy innymi wskazywaty na podwyzszone stezenie glicyny i obnizone stezenie
glutaminianiu i asparginianiu w mézgu szczuréw OB (Harvey i wsp. 1975; Collins. 1984). Dodatkowo, liczne
badania, ktére szczegbtowo omowimy w dalszej czesci tej pracy, ukazujg znaczace roznice w ekspresji
biatek receptorowych uktadu glutaminianergicznego (Nowak. 1996; Ho i wsp. 2001; Robichaud i wsp. 2001;
Wang i wsp. 2007). Majac na uwadze powyzsze przestanki, postanowili$my oceni¢ potencjat magnezu do
odwracania behawioralnych dysfunkcji w tescie biernego unikania i wolnego pola w modelu bulbektomii.
Podobnie jak w przypadku modelu chronicznego tagodnego stresu postanowiliSmy wyznaczy¢

dawkozaleznos¢ dla trzech dawek jonéw magnezu. Jako leku referencyjnego uzylismy amitryptyliny.

3. Model bulbektomii — badania behawioralne

Chroniczne podawanie jonéw magnezu w dawkach 15 i 20 mgMg/kg ostabiato deficyt w nabywaniu
odruchu biemego unikania. Srednia liczba préb wymagana do nabycia odruchu bierego unikania byta po
podawaniu magnezu podobna do liczby wymaganych préb dla amitryptyliny. Jednoczesnie podawanie
jonéw magnezu nie zmieniato w tescie biernego unikania zachowania zwierzat kontrolnych. Ostabienie
zdolno$ci nabywania odruchu biernego unikania u szczurow OB jest dysfunkcjg proceséw pamieci i
uczenia sie (Leonard. 1984; Joly i Sanger. 1986; Lumia i wsp. 1992). Skuteczno$¢ magnezu w te$cie
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biernego unikania zdaje si¢ potwierdzaC wczesniejsze doniesienia wskazujace na potencjat magnezu do
usprawniania pamieci przestrzennej, asocjacyjnej zaréwno u mtodych, jak i starych szczuréw (Slutsky i
wsp. 2010).

W drugim z przeprowadzonych testdw jony magnezu we wszystkich trzech zastosowanych
dawkach obnizaty hiperaktywno$¢ w tescie wolnego pola mierzong liczbg ambulacji. Ponadto nie
zaobserwowano zadnego wptywu magnezu na zachowanie zwierzat kontrolnych. Z racji tego, ze
wzmozona aktywno$¢ w tescie wolnego pola jest interpretowana jako wzrost poziomu leku w wyniku
nagtego stresu, skutecznos¢ magnezu w tym teScie moze wzmacnia¢ dos¢ dobrze ugruntowang
w badaniach przedklinicznych teze o przeciwdepresyjno-anksjolitycznym profilu tego pierwiastka (Poleszak
i wsp. 2004; Poleszak i wsp. 2004; Poleszak i wsp. 2005; Eby i Eby. 2006; Poleszak i wsp. 2008a;
Abumaria i wsp. 2011; Serefko i wsp. 2013)

4. Model bulbektomii — oznaczenia biochemiczne

Badania dotyczace zaleznosci pomiedzy lezjg poszczegolnych struktur mézgu a ich wptywem na
zachowania pokazaty, Zze hipokamp i ciato migdatowate majg decydujgce znaczenie dla nabywania
odruchu biernego unikania. Zniszczenie tych struktur prowadzi do utraty odruchu biernego unikania
(Slotnick. 1973; Lorenzini i wsp. 1996; Ambrogi Lorenzini i wsp. 1997). Ponadto ciato migdatowate wspdlnie
z korg przedczotowg majg fundamentalne znaczenie dla przetwarzania bodzcéw zwigzanych ze strachem
(LeDoux. 2000; Corcoran i Quirk. 2007). Powyzsze ustalenia oraz fakty wskazujgce na mozliwe
uposledzenie potaczen neuronalnych pomiedzy ciatem migdatowatym, korg przedczotowg i hipokampem
zwigzane z mozliwymi procesami neurodegeneracji jako nastepstwami bulbektomii pozwalajg
przypuszczac, ze rozregulowanie w tych strukturach uktadu glutaminianergicznego i nastepstwa tego
procesu mogq mie¢ powazny wptyw na zachowanie szczuréw bulbektomizowanych w tescie biernego
unikania. Teze te wzmacniata przestanka dotyczaca znaczenia uktadu glutaminianergicznego dla procesow
pamieci i uczenia sie (Danysz i wsp. 1995; Day i wsp. 2003; Riedel i wsp. 2003). Dodatkowo na podstawie
licznych opisanych badan wydaje sie, ze jony magnezu mogq takze istotnie wptywa¢ na wspomniane

systemy.

W Zadnej ze zbadanych struktur nie zaobserwowano istotnych réznic w ekspresji badanych
podjednostek receptorbw NMDA, AMPA ani tez BDNF pomiedzy grupg zwierzat Sham i OB. Wyniki

dotyczace receptorow AMPA wydajq sie zgodne z dostepnymi w literaturze danymi, ktore pokazuja, ze
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bulbektomia nie zmienia ekspresji podjednostki GluA1 AMPA (Webster i wsp. 2000). Wyniki badan
dotyczacych podjednostek receptora NMDA sg podobne do tych, ktére uzyskali Wang i wsp., aczkolwiek
ich badania dotyczyty grzbietowej czesci kory przedczotowej, poszczegdinych czesci hipokampa (CA1-CA3
i zakret zebaty) oraz wybranych czesci ciata migdatowatego (Wang i wsp. 2003). Brak zmian w ekspres;i
powyzszych biatek moze sugerowac, ze rola receptorow uktadu glutaminianergicznego w ekspresji
zaburzen indukowanych przez OB jest ograniczona. Réwnocze$nie nie mozna wykluczyc¢, ze takie zmiany

zachodza, lecz dotycza Scisle okreslonych obszardéw badanych struktur.

Jakkolwiek nie odnotowano Zadnych zmian w zakresie ekspresji biatek receptorowych uktadu
glutaminianergicznego u zwierzat OB, to chronczine podawanie jondw magnezu prowadzito do istotnego
statystycznie wzrostu biatek podjednostki GIUN2B i BDNF w ciele migdatowatym. To nastepstwo
chronicznego podawania magnezu moze mieC udziat w jego dziataniu przeciwdepresyjnym w modelu
bulbektomii. Jak wczesniej wspomniano, ciato migdatowate jest kluczowq strukturg dla ekspresji odruchu
biernego unikania, cho¢ nie ma bezposrednich danych méwiacych o zaleznosci pomiedzy ekspresjg czy
nabywaniem odruchu biernego unikania a transmisjg glutaminianergiczng. Jednocze$nie liczne dane
wskazujg na udziat transmisji glutaminianergicznej w ciele migdatowatym w zwigzku z warunkowaniem
strachu (Miserendino i wsp. 1990; Goosens i wsp. 2003). Tym samym majac na uwadze przestanki, ze OB
prowadzi do degeneraciji potaczen ciata migdatowatego z innymi strukturami mdzgu, ze glutaminian i BDNF
Sq zaangazowane W procesy neurogenezy, ktore, jak dzisiaj sie sadzi, sq gtdbwnym mechanizmem
dziatania lekéw przeciwdepresyjnych, jest mozliwe, ze nadmierny wzrost ekspresji BDNF i GIuN2B
prowadzi do odpowiedniej reorganizacji potaczen synaptycznych w ciele migdatowatym, co skutkuje tym,
ze szczury OB otrzymujace magnez lepiej wypadajg w tescie biernego unikania (Kelly i wsp. 1997; Skolnick
i wsp. 2009; Li i wsp. 2010). By¢ moze jest to odpowiedz organizmu, polegajaca na tym, ze wzrost
pozioméw BDNF i podjednostki GIUN2B i ich potencjalne fizjologiczne nastepstwa regulujg funkcjonowanie
neuronéw ciata migdatowatego, ktérych funkcjonalno$¢ jest zaburzona na innym poziomie, np. na poziomie

odmiennych uktadéw neuroprzekaznikow (Song i Leonard. 2005).

Podobnych nastepstw podawania jonéw magnezu nie dopatrzono sie w korze przedczotowej oraz
w hipokampie. Powyzsze ustalenia nie znalazty potwierdzenia w badaniach poziomu ekspresji mRNA. Jak
sie okazato, podawanie magnezu w bardzo znaczacy sposéb zwiekszato ekspresje mRNA dla podjednostki
GluN2B w hipokampie i korze przedczotowej zaréwno u zwierzat Sham, jak i szczuréw OB. Brak

podobienstwa wzorcéw ekspresji na poziomie biatkowym i mRNA moze by¢ tlumaczony co najmniej na
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kilka sposobow. Po pierwsze, zastosowane metody roznig sie od siebie czuto$cig detekciji. Po drugie, nie
mozna wykluczy¢ licznych modyfikacji postranslacyjnych i postranskrypcyjnych czy roznych czaséw
pottrwania dla mRNA i biatka. Warto takze wspomnie¢, ze w modelu chronicznego tagodnego stresu po
podawaniu jondw magnezu uzyskano wzrost poziomu podjednostki GIuN2B w korze przedczotowe;
zwierzat stresowanych. Jednak éw wzrost odnotowano po pigciu tygodniach podawania. Takze 28 dni
doustnych podan treoninianu magnezu skutkowato wzmozong ekspresjg podjednostki GIuN2B (Abumaria i
wsp. 2011). By¢ moze zatem dwa tygodnie to zbyt krotki okres, by odnotowa¢ wzmozong ekspresje biatka
podjednostki GIuUN2B.

Wcze$niej opisano wzrost poziomu BDNF w ciele migdatowatym zwierzat OB otrzymujacych
magnez. Podobny efekt obserwuje sie u tych zwierzat w hipokampie i korze przedczotowej. Wydaje sie
jednak, ze powyzszy wzrost poziomu BDNF obserwowany po magnezie nie wynika bezposrednio
z odwracania patologicznych nastepstw usunigcia opuszek wechowych, poniewaz w Zadnej
z przebadanych struktur mézgu szczuréw OB nie stwierdzono obnizonego poziomu BDNF w stosunku do
zwierzat Sham. Wyniki tych badan sa w zgodne z danymi w literaturze przedmiotu, ktére wskazujg na brak
istotnej korelacji pomiedzy usunieciem opuszek wechowych a ekspresjq biatka BDNF u szczuréw (Luo
i wsp. 2010). Warto doda¢, pamietajac o wszelkich zastrzezeniach wspomnianych wyzej, ze bulbektomia

u szczuréw nie zmienia takze poziomu mRNA dla BDNF (Van Hoomissen i wsp. 2003).

Omawiajac
mechanizm przeciwdepresyjny ketaminy, wskazano na etap aktywacji receptorow AMPA jako na warunek
konieczny wystapienia efektow przeciwdepresyjnych (Li i wsp. 2010). Takze klasyczne leki
przeciwdepresyjne aktywujg receptory AMPA poprzez ich fosforylacje, ktéra umozliwia wbudowanie
podjednostki GluA1 do synapsy (Svenningsson i wsp. 2002; Svenningsson i wsp. 2007). Ponadto
wspolnym dla ketaminy i klasycznych lekow przeciwdepresyjnych etapem jest wzmozona biosynteza BDNF
i aktywacja proceséw neuroplastycznosci (Skolnick. 1999; Li i wsp. 2010). Analizujgc wyniki z kory
przedczotowej szczuréw OB, mozna stwierdzié wzmozone fosforylacie S831, S845 podjednostki GluA1
receptora AMPA, a takze wzrost poziomu BDNF. Jak wcze$niej nadmieniono, modyfikacje te sq
odpowiedzialne za przesuniecie puli receptorow AMPA do przestrzeni synaptycznej, co jest rbwnoznaczne
ze zwigkszeniem udziatu tych receptorow w transmisji glutaminianergicznej. Réwnocze$nie warto
odnotowaé, ze ogolny poziom podjednostki GluA1 nie ulega zmianie, co moze oznaczaé¢, ze w tym

wypadku obserwowana jest nie produkcja nowego biatka GluA1, lecz redystrybucja tego, ktére jest w
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komérce dostepne. Zwiekszony stopien fosforylacji podjednostki GIuA1 sugeruje aktywacje
wewnatrzkomaérkowych kinaz, typu PKA i PKC i CaMkIl, aktywacja ktéra jest zalezna od podwyzszonego
poziomu wapnia wewnatrz komorki (Lee i wsp. 2010; Lee i Kirkwood. 2011). Z jednej strony, owe
wzmozone fosforylacje moga by¢ nastepstwem wzmozonej transmisji glutaminianergicznej, ktéra zwigksza
poziom jonéw wapnia we wnetrzu komorki. Z drugiej jednak strony, nie mozna wykluczy¢, ze chroniczne
podawanie jondw magnezu szczurom OB pierwotnie aktywuje Sciezke wewnagtrzkomorkowego
przekazywania sygnatu zwigzang z czynnikiem transkrypcyjnym CREB, co takze moze prowadzi¢ do
aktywacji CaMkll, PKC, PKA, i fosforylacji podjednostki GluA1 (Nestler i wsp. 1989; Meyer i Habener. 1993;
Abumaria i wsp. 2011). W kontekscie tych przypuszczen warto wspomnie¢, ze we wczesniejszych pracach
wykazano potencjat chronicznie podawanych jonéw magnezu do fosforylacji CREB u szczuréw oraz
potencjat magnezu jako antagonisty NMDA do hamowania represora genu kodujacego CREB (Abumaria i
wsp. 2011; Miyashita i wsp. 2012). Chociaz na tym etapie badan nie mozna jednoznacznie pokazaé
Sciezek transdukcji sygnatu, poprzez ktore chronicznie podawany magnez zwigksza poziom BDNF i
ufosforylowania podjednostki GIuA1, to biorac pod uwage znaczenie BDNF i aktywacji receptorow
AMPA dla przeciwdepresyjnego dziatania lekéw, jest prawdopodobne, Zze powyzsze wydarzenia majq

istotny wktad w przeciwdepresyjny mechanizm dziatania magnezu w modelu bulbektomii.

O ile w korze przedczotowej podawanie magnezu u zwierzat bulbektomizowanych zwigkszato
ekspresje BDNF i aktywacije receptorow AMPA, o tyle w hipokampie obserwowana sytuacja jest odmienna.
Co prawda podawanie magnezu zwierzetom OB podobnie jak w korze przedczotowej zwieksza w
hipokampie poziom BDNF w stosunku do zwierzat OB otrzymujacych sdl, ale rbwnoczes$nie u zwierzat OB
traktowanych solg fizjologiczng odnotowano wzrost P-S845 w stosunku do zwierzat NaCl Sham. Co
ciekawe, podwyzszony poziom P-S845 byt normalizowany przez magnez. Rozpatrywana z punktu widzenia
transmisji glutaminanergicznej w hipokampie, P-S845 jest odpowiedzialna za transport podjednostki GluA1
do przestrzeni okotosynaptycznej, ktora jest rezerwuarem receptordow AMPA (Lee i wsp. 2010; Lee
i Kirkwood. 2011). Nie jest znany na obecng chwile nastepny krok warunkujacy przejscie z przestrzeni
okotosynaptycznej do synapsy. Tym samym nie mozna wykluczy¢, ze u zwierzat OB dochodzi do
potencjalizaciji transmisji glutaminianergicznej przez receptory AMPA. Jednakze nawet jesli jest to prawda,
to powyzszym zdarzeniom nie towarzyszy zwigkszona ekspresja BDNF, co ma miejsce po podaniu
magnezu. Przy omawianiu wynikéw chronicznego tagodnego stresu wspomniano o mozliwej roli P-S845

podjednostki GluA1 w generowaniu zmiany faz z depresyjnej na maniakalng w chorobie dwubiegunowe;.
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Pokazano takze, ze leki o dziataniu tymoleptycznym, jak lit czy kwas walproinowy, obnizajg fosforylacje
S845 w synaptosomach CA1 hipokampa, obnizajac jednocze$nie stosunek udziatu receptoréw
AMPA/NDMA w transmisji glutaminianergicznej (Du i wsp. 2007; Du i wsp. 2008). W tym konteksScie cenng
informacjq, jest takze fakt, iz wzmozona P-S845 w zakrecie zebatym hipokampa jest istotnym elementem
w indukowaniu hiperaktywno$ci zaleznej od amfetaminy, ktéra jest hamowana po podaniu czynnika
hamujacego fosforylacie (Duiwsp. 2008). W zwigzku z powyzszymi twierdzeniami nasuwa sie kilka pytan.
Po pierwsze, na ile wzrost P-S845 podjednostki GluA1 jest charakterystyczny dla catej populacji neuronéw
hipokampa szczurow OB, a na ile jest to zjawisko charakterystyczne dla wybranego regionu tej struktury?
Jest to o tyle istotna kwestia, ze zwigkszona ekspresja BDNF, obserwowana w naszych badaniach,
niekoniecznie musi dotyczy¢ tych samych regiondéw hipokampa, w ktorych znaleziono podwyzszony
poziom P-S845. Taka interpretacja ma rowniez uzasadnienie w kontek$cie omawianych wczesniej wynikow
dotyczacych chronicznego tagodnego stresu, gdzie odnotowano wzrost ekspresji BDNF przy spadku
ekspresii i fosforylacji podjednostki GluA1 receptora AMPA. Po drugie, wyniki badan nad molekularnym
podtozem aktywno$ci magnezu w chronicznym tagodnym stresie oraz OB, a takze dane ptynace z literatury
przedmiotu, sugerujg podobieristwo pomiedzy mechanizmami dziatania litu i magnezu. By¢ moze
rzeczywiscie obydwa jony w pewnej mierze wywotujg podobne efekty na podjednostki receptorow AMPA.
Jednakze nie mozna w przesadny sposob zestawiaC przeciwdepresyjnej aktywnosci jonéw magnezu
z dziataniem jondw litu. Teze te wzmacniajg chociazby badania, w ktérych wykazano, Ze jony litu
chronicznie podawane nie sq w stanie odwrdcic wywotanej przez usunigcie opuszek wechowych
hiperaktywno$ci w tescie wolnego pola (Song i Leonard. 1994). W zwigzku z tym muszg istnie¢ takze

istotne réznice w molekularnych mechanizmach dziatania obydwu jonow.

Nastepnym istotnym aspektem tej pracy jest rola transmisji GABA-ergicznej w modelu bulbektomii.
Jednym z kluczowych punktéw w biosyntezie GABA jest przeksztatcenie glutaminianu w GABA za pomocg
reakcji enzymatycznej katalizowanej przez biatka GAD-67 i GAD-65. Jest to szczegdlnie istotne
w kontekscie obecnych rozwazan nad przeciwdepresyjng aktywnos$cig magnezu, poniewaz obnizony
poziom GAD-67 w grzbietowo-bocznej korze przedczotowej jest, jak juz wspomniano, skorelowany
z wystepowaniem depresji u ludzi (Karolewicz i wsp. 2010b). Badania dotyczace gestosci receptoréw
GABA w modelu bulbektomii pokazujg obnizony poziom gestosci receptorbw GABA-B w korze czotowej
i podwyzszony poziom receptoréw GABA-A w hipokampie (Dennis i wsp. 1993). Dodatkowo chroniczne

podawanie szczurom OB dezipraminy leku o przeciwdepresyjnej aktywnosci zwieksza gestos¢ receptorow
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GABA-B w korze czotowej. Dane te mogg wskazywac, ze zwiekszony udziat transmisji GABA-ergicznej
w korze czotowej moze wptywa¢ na procesy odwracania behawioralnych zmian wywotanych przez
bulbektomie. Stuzebna rola aktywacji uktadu GABA-ergicznego w modelu bulbektomii wydaje sie jeszcze
wyrazniej podkreslona w badaniach pokazujgcych aktywno$¢ w tym modelu takich lekéw jak baklofen czy
progabid, ktdre sg zwigzkami z bardzo silnie zaznaczong komponenta GABA-mimetyczng (Lloyd i wsp.
1983; Kelly i wsp. 1997). W omawianych badaniach zaobserwowano znaczace obnizenie poziomu GAD-67
w korze przedczotowej szczurdow bulbektomizowanych. Sugeruje to znaczne obnizenie biosyntezy GABA,
poniewaz GAD-67 jest biatkiem odpowiedzialnym za synteze okoto 90% catej puli tego zwigzku. Wazna
réznica pomiedzy GAD-67 a izoformg GAD-65 polega na tym, ze biatko GAD-65 syntezuje GABA przede
wszystkim w sytuacji podwyzszonej aktywno$ci neuronéw GABA-ergicznych, GAD-67 jest z kolei
odpowiedzialne za biosynteze GABA zuzywanego w spoczynkowej aktywnosci neurondw GABA-
ergicznych. Jesli tak, to nalezy sie spodziewac, ze przede wszystkim spoczynkowa aktywnos¢ neuronow
GABA-ergicznych w korze przedczotowej szczurébw OB bedzie uposledzona (Patel i wsp. 2006).
Zestawiajac te ustalenia z danymi dotyczacymi obnizonej gestosci receptorow GABA-B u zwierzat
bulbektomizowanych oraz ze skuteczno$cig w modelu bulbektomii takich lekéw jak baklofen czy progabid,
mozna interpretowa¢ powyzsze wyniki jako wskazujgce na znaczace upo$ledzenie transmisji GABA-
ergicznej w korze przedczotowej szczurdw poddanych bulbektomii. Osobng kwestia, wymagajacq dalszych
i gtebszych badan, jest to, czy spadek biosyntezy GAD-67 jest efektem np. bezposredniej dysfunkcii
korowych interneuronéw GABA, czy tez moze ostabienie funkcjonowania uktadu GABA-ergicznego to
konsekwencja aktywacji mechanizméw adaptacyjnych, ktore ,celowo” ostabiajg funkcjonowanie uktadu

GABA-ergicznego.

W literaturze pojawito sie¢ w ostatnich latach szereg danych wskazujacych, ze zaréwno stres
oksydacyjny, jak i procesy zapalne w centralnym systemie nerwowym mogq przyczynia¢ si¢ do ostabienia
funkcji poznawczych i proceséw neurodegeneracyjnych obserwowanych w wielu chorobach psychicznych,
takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona czy depresja (Scapagnini i wsp. 2012). Z drugiej strony,
wiadomo réwniez, ze jednym z czynnikow indukujacych mechanizmy oksydacyjne jest nadmierna
aktywacja receptorébw glutaminianergicznych NMDA, ktéra jest takze jednym z mechanizméw

zaangazowanych w patogeneze depres;ji.

Biorac pod uwage przedstawione we wstepie dane dotyczace roli metalotionein w funkcjonowaniu

centralnego systemu nerwowego oraz zmian w poziomie tych biatek w przebiegu chordb

82



6.2 Dyskusja wynikow - bulbektomia Rozdziat 6

neurodegeneracyjnych, za cel tej pracy przyjeto okreslenie, czy zmiany w poziomach MT towarzyszg

rowniez depresji oraz czy zmiany te sq odwracane przez leki przeciwdepresyjne i jony magnezu.

Poziom MT-1, MT-2 i MT-3 oznaczono w korze oraz hipokampie szczurow poddanych procedurze
usuniecia opuszek wechowych (OB), zwierzat kontrolnych (Sham) oraz u zwierzat, u ktdrych zastosowano
chroniczne podania amitryptyliny i jonow magnezu. Usuniecie opuszek wechowych powodowato znaczne
podwyzszenie poziomu wszystkich badanych MT w korze przedczotowej szczurdw Pamigtajac, ze
usuniecie opuszek wechowych indukuje zmiany neurodegeneracyjne w rejonach mézgu posrednio lub
bezposrednio unerwianych przez opuszki wechowe, takich jak: ciato migdatowate, hipokamp, kora
przedczotowa czy miejsce sinawe (Wrynn i wsp. 2000; Song i Leonard. 2005), oraz ze MT-1/2 majq
wiasciwosci neuroprotekcyjne (Santos i wsp. 2012), nalezy stwierdzi¢, iz zaobserwowany wzrost poziomu
tych MT u szczurdw bulbektomizowanych potwierdza ich neuroprotekcyjne dziatanie i ich role
w patomechanizmie choréb neurodegeneracyjnych, w tym depresji. Wzrost poziomu badanych MT w PFC,
ale nie hipokampie szczurow moze by¢ zwigzany z ekspresjg samych MT (Santos i wsp. 2012). Jak
wspomniano we wstepie, MT, a zwlaszcza MT-1/2, wystepujq gtéwnie w korze, jedynie MT-3 wystepuje

zardwno w korze, jak i hipokampie.

Druga istotna obserwacja wynikajaca z otrzymanych wynikéw to fakt, ze zmiany w poziomie MT sg
odwracane przez lek przeciwdepresyjny, w tym wypadku amitryptyling, co moze by¢ skorelowane ze
skutecznym przeciwdepresyjnym dziataniem amitryptyliny w tym modelu i normalizacjgq przez ten lek
symptomow depresji obserwowanych zarowno w teScie wolnego pola, jak i teScie biernego unikania.
Podawanie jondw magnezu zmnigjszyto jedynie poziom MT-1 i MT-2 w PFC i hipokampie szczuréw
bulbektomizowanych, nie wptyneto natomiast na poziom MT-3 w PFC, ale obnizyto znaczaco poziom MT-3
w hipokampie. Z drugiej strony, jony magnezu zmniejszyty rownoczesnie poziom MT-2 i MT-3 u zwierzat
kontrolnych w hipokampie, co sugeruje istnienie dodatkowego mechanizmu regulacji tych MT przez
magnez oprocz znoszenia objawow depresji. Jak wspomniano wyzej, nadmierna aktywacja receptorow
NMDA prowadzi do oksydacyjnego uszkodzenia neurondéw (Yu i wsp. 2011). Inne badania pokazaty, ze
ekscytotoksyczno$¢ zwigzana z nadaktywacjg receptora NMDA znaczaco zwieksza poziom MT-1/2
w hodowli komdrek neuronalnych kory (Chung i wsp. 2004) co zostato pdzniej potwierdzone w badaniach
in vivo, gdzie stwierdzono, ze ekspozycja na kwas NMDA prowadzi do wzrostu poziomu MT-1/2 w korze
myszy (Yu i wsp. 2011). Badania na myszach transgenicznych pokazaty, ze istnieje okre$lony poziom MT

w mdzgu, ktéry chroni komorki przed oksydacyjnym uszkodzeniem wynikajagcym z nadmiernej aktywacii

83



6.2 Dyskusja wynikow - bulbektomia Rozdziat 6

receptorow NMDA (Yu i wsp. 2011). Obnizony poziom MT-2 w hipokampie po podaniu jonéw magnezu
moze sugerowac, ze hamowanie funkcji receptora NMDA przez jony magnezu moze w sposob posredni
regulowa¢ réwniez poziom MT lub zastepowac ich funkcje. Sq to jedynie przypuszczenia i taka hipoteza
wymaga weryfikacji. MT-3 rozni sie doS¢ znacznie od MT-1/2 i jej rola zwigzana jest sciSle z homeostazg
cynku w mozgu, co potwierdzatoby brak zmian w poziomie tej metalotioneiny w PFC. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze to raczej MT-1 i MT-2, a nie MT-3, mogg by¢ zaangazowane w mechanizmy zwigzane

z przeciwdepresyjnym dziataniem jondw magnezu.
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Rozdziat 7

Zakonczenie

7.1 Podsumowanie

1. W przeprowadzonych  badaniach  wykazano aktywno$¢ przeciwdepresyjng  magnezu
(wodoroasparaginianu magnezu) w modelu chronicznego tagodnego stresu (test picia sacharozy)
a w modelu bulbektomii — usuniecia opuszek wechowych (test wolnego pola i test biernego unikania)
u szczurow. Magnez w dawce 15mgMg/kg masy ciata odwracat wywotang stresem redukcje picia
sacharozy (juz w trzecim tygodniu stosowania) w modelu chronicznego tagodnego stresu. Natomiast,
w modelu bulbektomii wykazano aktywno$¢ magnezu w dawkach 10, 15 i 20 mgMg/kg w tescie wolnego
pola oraz 15 i 20 mgMg/kg w teScie biernego unikania. Do badan biochemicznych wybrano dawke 15

mgMa/kg.

2. Chroniczny tagodny stres zwigkszat ekspresje BDNF, podjednostki GluA1 receptora AMPA
i podjednostki GIUN1 receptora NMDA w ciele migdatowatym, a chronicznie stosowany magnez
normalizowat te zmiany. Ponadto, chroniczne stosowanie magnezu u zwierzat poddawanych chronicznemu
tagodnemu stresowi zwigkszato ekspresje biatek PSD-95, GIUN2B i GAD-67 w korze przedczotowej i BDNF

w hipokampie w stosunku do zwierzat stresowanych otrzymujgcych sél fizjologiczna.

3. Operacja usuniecia opuszek wechowych wywotata spadek ekspresji GAD-67 w korze przedczotowej
oraz wzrost P-S845 w hipokampie. Poziom obydwu protein byt normalizowany przez chroniczne
stosowanie magnezu. Ponadto, chroniczne stosowanie magnezu szczurom OB skutkowato wzmozonym
ufosforylowaniem S-831 i S-845 podjednostki GluA1 oraz zwiekszonym poziomem ekspresji BDNF w korze
przedczotowej. Zwiekszong ekspresje BDNF indukowang przez magnez odnotowano takze w ciele
migdatowatym i hipokampie szczurow OB. W ciele migdatowatym wykazano takze wzmozong ekspresje
podjednostki GIUN2B.

4. Usuniecie opuszek wechowych zwiekszato transkrypcje mRNA dla Metalotionein 1, 2 i 3 w korze

przedczotowej, a efekt dla MT 2 byt normalizowany przez chroniczne stosowanie magnezu.
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7.2 Wnioski

1. Magnez wykazuje aktywno$¢ przeciwdepresyjng w dwoch eksperymentalnych modelach depres;i
(chroniczny tagodny stres i bulbektomia) co jest kolejnym waznym argumentem potwierdzajgcym

potencjalng aktywno$¢ jondw magnezu w klinicznej depres;ji.

2. Chroniczne podawanie jonéw magnezu zwierzetom stresowanym obnizyto podwyzszony przez stres
poziom BDNF, podjednostki GIuN1 receptora NMDA oraz podjednostki GIuA1 receptora AMPA w ciele
migdatowatym. Ponadto u zwierzat stresowanych otrzymujacych magnez wykazano wzrost ekspresji BDNF

w hipokampie w stosunku do zwierzat stresowanych otrzymujgcych sdl fizjologiczna.

3. Chroniczne podawanie jonéw magnezu w modelu bulbektomii zwigksza poziom fosforylacji S-831 i S-
845 podjednostki GluA1 receptora AMPA w korze przedczotowej szczuréw OB. Aktywacji receptoréw
AMPA w PFC towarzyszy wzrost ekspresji BDNF. Zwiekszony poziom BDNF odnotowano takze
w hipokampie i ciele migdatowatym zwierzat OB otrzymujacych magnez. Zwiekszonej ekspresji BDNF

w ciele migdatowatym towarzyszyt zwiekszony poziom podjednostki GIuN2B receptora NMDA.

4. Wyniki badan wskazujg na zaangazowanie szlaku transmisji NMDA/AMPA/BDNF w aktywnosci

przeciwdepresyjnej magnezu.
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7.3 Streszczenie

Gtéwnym celem pracy byto okre$lenie przeciwdepresyjnego potencjatu magnezu w modelu

chronicznego tagodnego stresu oraz w modelu bulbektomii (usunigcia opuszek wechowych).

Badania przeprowadzono na samcach szczuréw rasy Wistar (chroniczny tagodny stres) i samcach
szczurdw rasy Sprague-dawley (bulbektomia). Przeciwdepresyjg aktywnos¢ jonéw magnezu w modelu
chronicznego fagodnego stresu badano za pomocq skutecznosci w tescie picia sacharozy, natomiast
przeciwdepresyjng aktywnos¢ jondw magnezu w modelu bulbektomii okreslano w testach biernego
unikania i wolnego pola. W badaniach biochemicznych, ktorych celem byto okreslenie wptywu
poszczegdlnych procedur i jondbw magnezu na elementy ukfadu glutaminianergicznego wykorzystano
odpowiednio: metode western blotting do oznaczania ekspresji biatek i metode RT-PCR do oznaczania

poziomu mRNA.

W przeprowadzonych badaniach wykazano aktywno$¢ przeciwdepresyjng magnezu
(wodoroasparaginianu magnezu) w modelu chronicznego fagodnego stresu (test picia sacharozy) i
w modelu bulbektomii (test wolnego pola i test biernego unikania) u szczurow. Magnez w dawce
15mgMg/kg masy ciata odwracat wywotang stresem redukcje picia sacharozy (juz w trzecim tygodniu
stosowania) w modelu chronicznego tagodnego stresu. Natomiast, w modelu bulbektomii wykazano
aktywno$¢ magnezu w dawkach 10, 15 i 20 mgMg/kg w te$cie wolnego pola oraz 15 i 20 mgMg/kg w te$cie

biernego unikania. Do badan biochemicznych wybrano dawke 15 mgMg/kg.

Chroniczny fagodny stres zwiekszat ekspresie BDNF, podjednostki GIuA1 receptora AMPA
i podjednostki GIuUN1 receptora NMDA w ciele migdatowatym, a chronicznie stosowany magnez
normalizowat te zmiany. Ponadto, chroniczne stosowanie magnezu u zwierzat poddawanych chronicznemu
tagodnemu stresowi zwigkszato ekspresje biatek PSD-95, GIUN2B i GAD-67 w korze przedczotowej i BDNF

w hipokampie w stosunku do zwierzat stresowanych otrzymujgcych sél fizjologiczna.

Operacja usuniecia opuszek wechowych wywotata spadek ekspresji GAD-67 w korze
przedczotowej oraz wzrost P-S845 w hipokampie. Poziom obydwu protein byt normalizowany przez
chroniczne stosowanie magnezu. Ponadto, chroniczne stosowanie magnezu u szczuréw OB skutkowato
wzmozonym ufosforylowaniem S-831 i S-845 podjednostki GluA1 oraz zwigkszonym poziomem ekspres;i

BDNF w korze przedczotowe]. Zwigkszong ekspresje BDNF indukowang przez magnez odnotowano takze
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w ciele migdatowatym i hipokampie szczurdw OB. W ciele migdatowatym wykazano takze wzmozong
ekspresje podjednostki GIUN2B. Usuniecie opuszek wechowych zwiekszyto transkrypcje mRNA dla
metalotionein 1, 2 i 3 w korze przedczotowej, a efekt dla MT-2 zostat znormalizowany przez chroniczne

stosowanie magnezu.

Wyniki badan prezentowanych w tej rozprawie dostarczajg dalszych przed-klinicznych dowodow
na przeciwdepresyjng aktywno$¢ magnezu w dwdch eksperymentalnych modelach depresji, co jest
kolejnym waznym argumentem potwierdzajacym potencjalng aktywno$¢ jonéw magnezu w kliniczne;
depresji. Ponadto badania biochemiczne wskazujag na zaangazowanie szlaku transmisji

NMDA/AMPA/BDNF w aktywnos$¢ przeciwdepresyjng magnezu.
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The determination of antidepressant-like activity of magnesium in the chronic mild stress and

olfactory bulbectomy-the animal models of depression was the main objective of these studies.

Studies were conducted on Wistar male rats (chronic mild stress) and Sprague-Dawley male rats
(olfactory bulbectomy). The antidepressant-like activity of magnesium in the chronic mild stress model was
measured in the sucrose solution intake test. For evaluation of antidepressant-like activity of magnesium in
the olfactory bulbectomy model the passive avoidance and open field tests were used. The expression of
chosen proteins and mRNA of molecules’ engaged in the functioning of glutamate system were

determinated respectively by western blotting and RT-PCR methods.

Magnesium at a dose of 15mgMg/kg reversed reduction in the sucrose solution intake evoke by
chronic mild stress after 3 weeks of treatment. Administration of magnesium at doses of 15 and 20
mgMg/kg significantly improved ability to acquisition of passive avoidance reflex in OB rats. In the open
field test all used doses (10, 15 i 20 mgMg/kg) of magnesium reduced hyperactivity induced by

bulbectomy.

After chronic mild stress increased levels of GIuN1 subunit of NMDA receptors and GluA1 subunit
of AMPA receptors in amygdala were observed. These changes were accompanied by elevated level of
BDNF. All of these alterations were reversed by chronic magnesium treatment. Furthermore, magnesium
administration in stressed rats led to the increase level of GIuN2B subunit of NMDA receptor and PSD-95,

compare to control stress animals.

Removal of olfactory bulbs induced a decreased level of GAD-67 in PFC and reduced level of P-
S845 of GluA1 subunit of AMPA receptors in the hippocampus. Chronic administration of magnesium at a
dose of 15mgMg/kg reversed these changes. Two weeks of magnesium treatment in OB rats led to
enhanced P-S831 and P-S845 of GluA1 subunit of AMPA receptors in PFC, compare to OB rats treated by
NaCl. Concomitantly the BDNF level in PFC after magnesium treatment was also increased compare to OB
Nacl rats. The enhanced expression of BDNF after magnesium treatment in OB rats was also noticed in
amygdala and hippocampus. In amygdala of OB rats chronically treated with magnesium also elevated
level of GIuUN2B subunit of NMDA receptors was found. In PFC of OB animals decreased levels of mMRNA of
MT 1, 2 and 3 were observed. Chronic magnesium treatment normalized level of mMRNA of MT 1 and MT 2.
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The results obtained in this PhD thesis provide further, preclinical evidence for the antidepressant-
like activity of magnesium. Antidepressant-like activity of magnesium showed in two animal model of
depression is very important argument for potential utility of magnesium in treatment of clinical depression.
Additionally, biochemical assays let argue that the antidepressant-like activity of magnesium may involve
NMDA/AMPA/BDNF pathways.
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