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Wykaz skrotow

WYKAZ SKROTOW

AC - cyklaza adenylanowa

BDNF - czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego

CA1l, CA3 - obszary/pola hipokampa

CaMKII - kinaza biatkowa II zalezna od wapnia i kalmoduliny

cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan

CREB - czynnik trankrypcyjny wrazliwy na cAMP

CUS - przewlekty nieprzewidywalny stres

ECS - elektrowstrzasy- model stosowany w badaniach na zwierzg¢tach
ECT - terapia elektrowstrzasowa- stosowana u ludzi

ERK - kinazy biatkowe aktywowane dziataniem czynnikow zewnatrz-

- komérkowych (z grupy MAPK)

FST - test wymuszonego ptywania

Glu - kwas glutaminowy

GLYsB - miejsce wigzania glicyny na receptorze NMDA
HPA - podwzgdrze-przysadka-nadnercza

5-HT - serotonina

i.p. - dootrzewnowo

LPD - leki przeciwdepresyjne

mGluR - glutaminianergiczny receptor metabotropowy
mRNA - kwas rybonukleinowy (matrycowy)

MAPK - kinazy biatkowe aktywowane mitogenami
MT - metalotioneina

MT-I - MT-1V - izoformy metalotioneiny

NA - noradrenalina

NR1, NR2 - podjednostki receptora NMDA

OB - model usunigcia opuszek wegchowych

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PCP - fencyklidyna

PKA - kinaza biatkowa A

PKC - kinaza biatkowa C

PLC - fosfolipaza C
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SFK

SNRI

SSRI

TLPD

TrkB

TST

ZnT1, ZnT3

- kinazy z rodziny Src

- selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego noradrenaliny
- selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny

- tréjcykliczne leki przeciwdepresyjne

- kinaza tyrozynowa zwiazana z tropomiozyna

- test zawieszenia za ogon

- transportery cynkowe

NAZWY CHEMICZNE ZWIAZKOW

ACPC
AMPA
CaEDTA
CGP 37849
CGP 39551

CX 614

GABA
L-701,324
MK-801

NMDA
MPEP
MTEP
NBQX
NMDA

WAY 100635

-kwas 1-aminocyklopropanokarboksylowy

-kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy
-etylenodiaminoczterooctan wysycany jonami wapniowymi

-kwas D,L-(E)- 2-amino-4-metylo-5-fosfono-3-pentenowy
-karboksyetylester kwasu D,L-(E) — 2-amino-4-metylo-5-fosfono 3-
pentenowego
-2H,3H,6aH-pirolidyno(2",1"-3',2")1,3-oksazyno(6',5'-5,4)benzeno(e)1,4-
dioxan-10-on

-kwas y-aminomastowy

7-chloro-4-hydroksy-3-(3- fenoksy)fenylokwinolino-2[ 1H]-on
-maleinian 5-metylo-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyklohepteno-5,10-
imina

-kwas N-metylo-D-asparaginowy

-2-metylo-6-(fenyloetynylo)-pirydyna
-3-[(2-metylo-1,3-tiazolilo)etynylo]-pirydyna
-nitro-7-sulfamylobenzochinoksalino-2,3dion

-kwas N-metylo-D-asparaginowy
-N-{2-[4-(2-metoksyfenylo)-1-piperazynylo]etyl }-N-(2-pirydynylo)
cykloheksanokarboksamid
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DEPRESJA

Pierwsza wzmianka na temat depresji pojawia si¢ pod pojeciem melancholii (czarnej
z0kci) juz w tekstach Hipokratesa. Kolejne opisy choréb psychicznych konkuruja
z interpretacjami teologicznymi, uznajacymi melancholi¢ jako karg za grzechy. W XVIII
i XIX wieku podejscie do tematu melancholii ogranicza sie raczej do opisu objawdéw niz
przyczyn. Nastawienie do choréb umystowych ulega zmianie stopniowo, przez
dziesieciolecia. Nowoczesne koncepcje depresji wywodza si¢ z konca XIX wieku, kiedy
zaczyna si¢ ja réznicowac z innymi chorobami psychicznymi i ewoluuje do konca Il wojny
swiatowej, gdy nastgpuje liberalizacja spoteczenstwa, a chorzy uzyskuja szerszy dostep do
opieki zdrowotnej. Wynalezienie pierwszych LPD (1957 rok, imipramina) oraz leczenie
elektrowstrzasami daja poczatek nowej erze w historii tej choroby [Hallstréom i wsp. 2007,

Dudek i wsp. 2002].

Definicja

Definicja depresji jest niejednorodna. Wedtug europejskiego systemu diagnozy
nozologicznej ICD-10 (International Classification of Diseases), opublikowanego przez
WHO (World Health Organization) jest to grupa schorzen, o zréznicowanej patogenezie
okreslana obecnie zbiorcza nazwa "zaburzenia nastroju” (kod F30 - 39). System ten
wyrdznia:

I Epizod depresyjny:

= lagodny

* umiarkowany

= cigzki bez objawdéw psychotycznych
= cigzki z objawami psychotycznymi

* inny

* nieokre$lony
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II Zaburzenia depresyjne nawracajace

W epizodach depresyjnych pacjent cierpi z powodu obnizZenia nastroju, ubytku energii,
zmniejszenia aktywno$ci. Zmniejszone jest odczuwanie przyjemnosci, zakres
zainteresowan i koncentracja. Czgsto pojawia si¢ znaczne zmegczenie, nawet po niewielkim
wysitku. Samoocena 1 pewnoS¢ siebie sa zanizone, nawet w tagodnych stanach
depresyjnych pojawiaja si¢ idee winy i matej wartosci. ObnizZenie nastroju nie ulega
wigkszym zmianom, jest niezalezne od biezacych wydarzen, moga mu towarzyszy¢ tzw.
objawy "somatyczne": utrata zainteresowania przyjemnoscia i obnizenie zdolnosci do jej
przezywania, wczesne budzenie si¢ (kilka godzin wcze$niej niz zwykle), narastanie
depresji w godzinach porannych, wyrazne zahamowanie psychoruchowe, utrata apetytu,
ubytek masy ciata, utrata libido. Definicja obejmuje: pojedynczy epizod reakcji
depresyjnej, depresji psychogennej, depresji reaktywne;j.

Zaburzenia depresyjne nawracajace cechuja si¢ powtarzajacymi si¢ epizodami depres;ji,
opisanej jako epizod depresyjny, bez jakichkolwiek objawéw wzmozonego nastroju
i zwigkszonej energii (mania) w przesztosci. Bezposrednio po epizodzie depresyjnym
moga jednak pojawi¢ si¢ krotkotrwale stany wzmozonego samopoczucia i aktywnosci
(hipomania), niekiedy zwiazane ze stosowaniem leczenia przeciwdepresyjnego. Definicja
obejmuje nawracajace epizody: reakcji depresyjnej, depresji psychogennej, depresji
reaktywnej, sezonowych zaburzen depresyjnych.

System Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego w podrgczniku diagnostyki
i statystyki choréb psychicznych - DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders) zalicza depresje do "choréb afektywnych", okreslajac epizod duzej depresji
choroba afektywna jednobiegunowa (major depressive disorder), obok choroby
afektywnej dwubiegunowej, dystymii, cyklotymii oraz zaburzen afektywnych na podtozu
schorzen somatycznych i wywotywanych przez leki. Rozpoznanie choroby afektywne;j
wymaga stwierdzenia epizodow zaburzen afektywnych, ktére nie sa réwnoznaczne
z diagnoza. Za kryteria rozpoznawania duzej depresji uwaza si¢ wystgpowanie, co
najmniej pigciu z wymienionych nizej objawdow, ktére stanowia wyrazng zmiang
w poréwnaniu ze stanem przedchorobowym, przez minimum dwa tygodnie, przy czym
jednym z nich musi by¢ obnizenie nastroju lub ograniczenie zainteresowan. Do objawow
tych naleza:
= obnizenie nastroju
= wyrazne ograniczenie zainteresowan lub odczuwania przyjemnosci dotyczace

wszystkich lub niemal wszystkich czynnosci
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= znaczny przyrost lub spadek masy ciata albo wzrost/utrata taknienia
= bezsennos¢ lub nadmierna sennos¢

= pobudzenie lub spowolnienie psychoruchowe

= zmgczenie lub utrata energii

= poczucie niskiej warto$ci lub nieuzasadnionej winy

= zaburzenia koncentracji uwagi lub niezdecydowanie

= nawracajace mysli o $mierci lub samobdjstwie [1, Breslin 1998].

Rozpowszechnienie

Depresja jest najczgscie] wystgpujacym zaburzeniem psychicznym. Szacuje sig, ze
dotyka ona 121 milionéw ludzi na $wiecie, a roczna chorobowos$¢ w populacji os6b
dorostych wynosi 6-12%. Obecnie zajmuje czwarte miejsce na licie choréb o cigzkim
przebiegu, konczacych si¢ przedwczesna $miercia pacjentéw, a wedtug przewidywan
WHO w roku 2020 przesunie si¢ na drugie miejsce tej listy, ustgpujac jedynie chorobom
uktadu krazenia. Jednak juz dzi§ zajmuje druga pozycj¢ w kategorii wiekowej 15 - 44 lat
dla obydwu plci, co oznacza, ze choroba dotyka szczegdlnie ludzi w ich najbardziej
produktywnym okresie zycia. Relatywnie czg$ciej na depresj¢ zapadaja kobiety, a na
prewalencj¢ nie maja wptywu ani rasa, ani grupa etniczna. Zauwazalne obecnie wyzsze
wskazniki rozpowszechnienia depresji w poréwnaniu z danymi sprzed lat to wynik
poszerzenia kryteriow diagnostycznych, wigkszej wykrywalnosci, ale réwniez
rzeczywistego wzrostu zachorowan.

Etiologia depresji nie zastata w petni wyjasniona, a dowody sugeruja, ze choroba ta jest
wynikiem skomplikowanej interakcji pomigdzy czynnikami biologicznymi, genetycznymi,
psychosocjalnymi i sSrodowiskowymi [2, 3].

Podstawowym problemem jest $Smiertelno$¢ zwiazana z depresyjnymi zaburzeniami
nastroju. Rocznie w wyniku samobdjstw ginie 850000 os6b. Sytuacje pogarsza fakt, iz
tylko 25% chorych ma dostgp do skutecznej terapii, chociaz wilasciwa diagnoz¢ moze
postawi¢ nawet lekarz pierwszego kontaktu.

Obecnie stosowane leki przeciwdepresyjne nie przynosza poprawy az u jednej trzeciej
leczonych pacjentéw. Istnieje, zatem konieczno$¢ poszukiwania nowych, skutecznych,
a jednoczesnie bezpiecznych drég terapii. Istotnym ograniczeniem w badaniach nad
nowymi LPD jest fakt, Ze wiedza na temat patofizjologii tego schorzenia nadal opiera si¢

na hipotezach [Patucha i wsp. 2005].
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Leczenie depresji

Terapia farmakologiczna
Stosowane w klinice LPD mozna podzieli¢ w oparciu o rézne kryteria, jednak
najbardziej uzasadniony wydaje si¢ podzial w oparciu o mechanizm dziatania

farmakologicznego po podaniu jednorazowym. Podzial ten uwzglednia tabela 1
[Maj 2000].

Terapia niefarmakologiczna
Obejmuje ona nastgpujace metody:
= psychoterapi¢
= fototerapi¢
* deprywacje snu
= metody fizykalne:
- elektrowstrzasy (ECT - ang. electroconvulsive therapy)
- przezczaszkowa stymulacje magnetyczna (TMS - ang. transcranial magnetic
stimulation)
- elektryczna stymulacj¢ nerwu biednego (VNS - ang. vagus nerve stimulation)
- gleboka elektryczna stymulacje mézgu (DBS - ang. deep brain stimulation)
[Zyss 1 wsp. 2007].

10



Wstep

INHIBITORY WYCHWYTU ZWROTNEGO NA I 5-HT:
TROJPIERSCIENIOWE - O DZIAL.ANIU RECEPTOROWYM

imipramina
dezimipramina
amitryptylina
klomipramina

NIE-TROJPIERSCIENIOWE - BEZ DZIAL.ANIA RECEPTOROWEGO

wenlafaksyna

milnacipran

SELEKTYWNE INHIBITORY WYCHWYTU NA (NSRI)
maprotylina

reboksetyna

SELEKTYWNE INHIBITORY WYCHWYTU 5-HT (SSRI)
citalopram

fluoksetyna

fluwoksamina

paroksetyna

sertralina

INHIBITORY MAO (IMAO)
NIESELEKTYWNE

nialamid

tranylcypromina
SELEKTYWNE- MAO-A
klorgilina

moklobemid

SELEKTYWNE- MAO-B

Selegilina

NIETYPOWE
trimipramina
mianseryna
mirtazapina
trazodon
tianeptyna
bupropion

amineptyna

Tab. 1. Podziat LPD wg mechanizmu dziatania [z Maj 2000].
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Depresje lekooporne

Najwigkszym problemem w leczeniu depresji, a rownoczesnie najwigkszym
wyzwaniem dla klinicystow jest depresja lekooporna (TRD - ang. treatment - resistant
depression). W rzeczywisto$ci okoto jednej trzeciej pacjentéw leczonych z powodu duzej
depresji nie odpowiada satysfakcjonujaco na pierwszy LPD [Souery i wsp. 1999]. Niestety
nadal brak jednorodnej definicji TRD [Berlim i wsp. 2007, Tirney 2007, Carvalho i wsp.
2007]. Ogdlnie terminem tym okres$la si¢ depresje, ktére nie odpowiadaja na wlasciwe
leczenie, przy czym dotyczy to zaréwno tych pacjentéw, u ktérych brak jest w ogodle
odpowiedzi na leczenie, jak i tych, u ktérych odpowiedz ta jest niewystarczajaca [Tirney
2007]. Rozbieznos¢ definicji waha si¢ od niepowodzenia odpowiedzi na wiasciwe leczenie
pojedynczym LPD przez minimum cztery tygodnie [Rose i wsp. 1986] po niepowodzenie
w ostatniej, pojedynczej probie terapii ECS [Fink 1991]. Obecnie Amerykanskie
Towarzystwo Psychiatryczne (APA) uwaza, ze jesli, co najmniej umiarkowana poprawa,
nie wystgpuje w pomigdzy szdéstym, a 6smym tygodniem od zastosowania pierwszej
farmakoterapii, leczenie powinno by¢ ponownie przeszacowane [1]. Pacjentom z TRD
proponuje si¢ kilka strategii: zwigkszenie dawki stosowanego LPD, zmiang na LPD
o innym mechanizmie dziatania, potaczenie LPD z dwdch grup oraz terapi¢ potggujaca
[Bauer i wsp. 2002]. Taktyka potegowania polega na uzyciu lekéw, ktére nie naleza do
standardowych LPD, aby wzmocni¢ efekt terapeutyczny znanego LPD. Najbardziej
udokumentowane dzialanie wzmacniajace wykazuje lit [Bauer i wsp. 1999, 2000, Cowen
i wsp. 1991] oraz tréjjodotyroksyna [Aronson i wsp. 1996, losifescu i wsp. 2005,
Abraham 1 wsp. 2006]. Wyniki dla buspironu i pindololu sa mniej jednoznaczne. Poza tym
testuje si¢ prekursory serotoniny (tryptofan, 5-hydroksytryptofan), zwiazki o dziataniu
dopaminergicznym (bromokryptyna, pergolid, amantadyna, pramipeksol i ropinirol),
psychostymulanty  (metylfenidat, dekstroamfetamina, modafinil), atypowe leki
antypsychotyczne (risperidon, olanzapina, kwetiapina, aripiprazol, ziprasidon), leki
przeciwpadaczkowe (kwas walproinowy, karbamazepina, gabapentyna), estrogeny,
dihydroepiandrosteron, deksametazon, inozytol, S- adenosylmetioning,
antyglukokortykoidy (ketokonazol, aminoglutetimid, metyrapon), kwasy tluszczowe
z rodziny Omega 3, ketaming, zelazo [Carvalho i wsp. 2007] oraz jony cynku [Nowak
1 wsp. 2003]. Mimo, ze wyniki badan wydaja si¢ by¢ obiecujace, wigkszos¢ strategii
potegujacych wymaga dobrze zaplanowanych préb klinicznych, przeprowadzonych na

szeroka skalg, zanim zostang uzyte w rutynowej praktyce klinicznej w leczeniu TRD.
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PRZEDKLINICZNE METODY OCENY DZIALANIA
PRZECIWDEPRESYJNEGO

Do wstepnej oceny dziatania przeciwdepresyjnego nowych zwiazkéw uzywa sig testow
skryningowych. Uwzglednia si¢ podzial na testy biochemiczne, farmakologiczne,
neurochemiczne i behawioralne [Popik 1996]. Przedstawione zostang tu gléwnie wybrane

testy przydatne w niniejszej pracy.

Testy biochemiczne

Pozwalaja okresli¢ profil dziatania farmakologicznego badanych zwiazkéw. Naleza do
nich metody radioreceptorowe: analiza inhibicyjna - okreslajaca powinowactwo badanych
substancji oraz analiza saturacyjna - okres$lajaca zmiany receptorowe zachodzace pod

wplywem badanych zwiazkéw [Bylund i wsp. 1990, Nowak 1 wsp.1999a].

Testy behawioralne i modele depresji

Powszechnie wykorzystywane do oceny dzialania przeciwdepresyjnego danego
zwiazku, a ich najwigksza zaleta jest brak dzialania destrukcyjnego dla zwierzat. W testach
behawioralnych  manipulacje = warunkami  Srodowiskowymi  wywoluja  zmiany
w zachowaniu zwierzat, ktére sa modulowane przez LPD. Do najczgsciej stosowanych

zaliczamy:

* Test wymuszonego pltywania (forced swim test - FST)

Polega on na zanurzeniu zwierzat w cylindrycznym naczyniu z letnia woda, do wysokosci
uniemozliwiajacej zwierzgciu swobodne stanie na dnie. W takiej sytuacji zwierzgta usituja
wydostac si¢ z cylindra, lecz po pewnym czasie rezygnuja i utrzymuja si¢ nieruchomo na
powierzchni wody. Mierzony jest czas bezruchu (rezygnacji). LPD wydluzaja czas préb
wydostania si¢ zwierzat (skracaja czas bezruchu). Giéwnie stosowany wg metody Porsolta,
istnieje tez wiele modyfikacji [Porsolt 1 wsp. 1977, 1978, 2001, Detke i wsp. 1996, Lucki
1997, Bourin i wsp. 2005, Petit-Demouliere i wsp. 2005].
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= Test zawieszenia za ogon (fail suspension test - TST)

Zblizony pod wzgledem koncepcji teoretycznej do testu ptywania. Polega na uwiagzaniu za
ogon i podwieszeniu w powietrzu myszy, ktére usituja uwolni¢ si¢ z nieprzyjemnej dla
nich sytuacji. Rejestruje si¢ czas aktywnych wysitkéw prowadzacych do uwolnienia si¢ lub
tez czas bezruchu [Steru 1 wsp. 1985,. Porsolt i wsp. 2001, Bourin i wsp. 2005, Cryan
1 wsp. 2005].

Poza testami behawioralnymi stosuje si¢ rowniez modele (symulacje depresji) w celu
maksymalnego zblizenia niechorujacych na depresj¢ zwierzat do sytuacji kliniczne;j.
Pozwalaja one zbada¢ czynniki zwiazane z etiologia, patogeneza, symptomatologia oraz

leczeniem depresji [Popik 1996]. Do najczesciej wykorzystywanych naleza:

= Model chronicznego fagodnego stresu (chronic mild stress)

Fagodne bodzce stresowe, takie jak: niewielkie zmiany temperatury, oswietlenia
i liczebnosci zwierzat w klatkach oraz epizody deprywacji pokarmowej stosuje si¢
naprzemiennie i w sposob ciagly przez kilka tygodni. Efektem tych dziatan sa zmiany
w zachowaniu zwierzat (spadek spozywania roztworu cukru, zmniejszenie reakcji
samodraznienia oraz warunkowe] preferencji miejsca spowodowane] czynnikami
nagradzajacymi), interpretowane jako anhedonia. Zjawisko to nalezy do gléwnych
objawéw depresji u ludzi. Zmiany w zachowaniu zwierzat utrzymuja si¢ przez wiele
tygodni po zaprzestaniu stosowania bodzcow stresowych. LPD odwracaja deficyt

behawioralny u stresowanych zwierzat [Willner 1990, 1997, 2005, Papp i wsp. 1996].

*  Model przewleklego nieprzewidywalnego stresu (chronic unpredictable stress)

Bodzce stresowe, takie jak: szok elektryczny, zanurzanie w zimnej wodzie, zadawanie b6lu
uciskiem ogona, unieruchomienie, zmiany o$wietlenia i liczebnosci zwierzat w klatkach,
stosowane przez okoto trzy tygodnie wywoluja odpowiedzi w zachowaniu zwierzat
zwiazane z motywacyjna wartoscia bodzcéw. Wyrazaja si¢ one ostabieniem reakcji
samodraznienia, zmniejszeniem spozywania roztworu sacharozy, ostabieniem zdolnosci
uczenia si¢ 1 apatia, mierzong zmniejszeniem aktywnosci eksploracyjnej 1 wydituzeniem
czasu bezruchu w tescie ptywania. LPD zapobiegaja powstawaniu zmian behawioralnych
w trakcie trwania eksperymentu, ale nie odwracaja zmian juz istniejacych. Model ten
uwazany jest za jeden z najdoskonalszych modeli depresji (depresja powstrzasowa) [Popik

1996, Kroczka i wsp. 2001].
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= Uszkodzenie opuszek wechowych (olfactory bulbectomy)

Zabieg bulbektomii (chirurgicznego usunigcia opuszek wechowych), ktérego istota jest nie
tylko pozbawienie zwierzat odczuwania zapachow, ale takze wykrywania feromonéw,
prowadzi do szeregu zmian w zachowaniu. Objawiaja si¢ one zwigkszeniem pobudliwosci,
ruchliwosci 1 drazliwosci, wyrazonych agresja w stosunku do innych zwierzat, ostabieniem
odruchu biernego unikania 1 nasileniem odruchu aktywnego unikania. Badania
neurochemiczne pokazuja zmniejszenie obrotu noradrenaliny i serotoniny w Kkorze
czotowej, zwigkszony obrot GABA, wzrost poziomu kortykosterydow we krwi. Wydaje
sig, ze model ten odzwierciedla niektore cechy charakterystyczne dla depresji agitowane]
lub manii. Podanie LPD odwraca zmiany w zachowaniu [Van Riezen i wsp. 1977, Popik

1996, Song i wsp. 2005].

= Przewlekly stres psychospoteczny

Nowym i szczegélnie interesujacym wydaje si¢ zwierzgcy model depresji, w ktérym
wykorzystuje si¢ samce wiewidrecznikéw (Tupaia belangeri), nienalezace do gryzoni.
U zwierzat tych wystepuje silny terytorializm, ktéry wykorzystuje si¢ do stworzenia
naturalnie wystgpujacej sytuacji wyzwania, kontrolowanej w warunkach laboratoryjnych.
Kiedy podporzadkowany samiec pozostaje w kontakcie wzrokowym 1 wechowym
z samcem tego samego gatunku, przez ktérego zostal wczesniej pokonany, dochodzi
u niego do drastycznej zmiany zachowania, proceséw fizjologicznch, endokrynnych oraz
aktywnosci o.u.n. Zmiany te sa podobne do objawéw obserwowanych u oséb chorych na
depresj¢, a model ten nazwano modelem przewleklego stresu psychospotecznego. Co
wigcej LPD odwracaja zmiany behawioralne i neuroendokrynne wywotane stresem w tym

modelu [Fuchs 2004].
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HIPOTEZY DEPRESJI I KIERUNKI POSZUKIWAN
NOWYCH LPD

Hipoteza monoaminergiczna

Przypadkowe odkrycie w 1957 roku przeciwdepresyjnego dziatania imipraminy, leku
hamujacego wychwyt zwrotny noradrenaliny i serotoniny, oraz iproniazydu, blokujacego
metabolizm tych monoamin, skierowato na kilkadziesiat lat uwage badaczy na uktady
monoaminergiczne i zaowocowalo wprowadzeniem szeregu nowych LPD. Hipoteza
monoaminergiczna, wysuni¢ta w 1965 roku przez Schildkrauta, zaktada, ze przyczyna
depresji jest niedobér monoamin w moézgu, a mechanizm dziatania LPD ogranicza si¢ do
podnoszenia poziomu serotoniny (5-HT) i noradrenaliny (NA) w szczelinie synaptycznej
poprzez hamowanie ich wychwytu zwrotnego lub metabolizmu [Schildkraut 1965, Coppen
1967, Nowakowska i wsp. 2005, Pilc i wsp. 2000, Belmaker i wsp. 2008, Elhwuegi 2004].
Teori¢ deficytu monoamin potwierdzaja badania przeprowadzone na pacjentach
cierpiacych na depresje, u ktérych zaobserwowano: nawrét choroby przy zahamowaniu
hydroksylazy tyrozynowej lub niedoborze tryptofanu w diecie [Ruhé 1 wsp. 2007],
zwigkszong czestotliwo$¢ mutacji dotyczacych specyficznej dla mézgu hydroksylazy
tryptofanu (TPH-2) [Zhang i wsp. 2005], zwigkszenie wiazania specyficznego liganda do
MAO-A [Meyer i wsp. 2006], podwrazliwos¢ receptora 5-HT ;o [Pitchot i wsp. 2005],
defekt receptora 5-HT;g, obnizony poziom biatka pll [Svenningsson i wsp. 2006],
nieprawidlowa odpowiedz biatka G na sygnaly neurotransmiteréw [Chang i wsp. 2002,
Avissar 1 wsp. 1997] oraz stwierdzono obnizony poziom cAMP [Valdizan i wsp. 2003],
inozytolu [Shimon i wsp. 1997, Coupland i wsp. 2005] i CREB mierzony po$miertnie
w moézgach samobdjcéw [Blendy 2006].

Kontrargumentami dla tej hipotezy sa zaréwno konieczno$¢ wielokrotnego stosowania
LPD dla osiagnigcia efektu terapeutycznego w klinice [Oswald 1 wsp. 1972] jak i fakt, ze
wyczerpanie 5-HT lub NA nie wywotluje depresji u osobnikéw zdrowych. Dodatkowym
kontrargumentem jest brak dzialania przeciwdepresyjnego lekéw uwalniajacych
monoaminy (np. amfetamina, kokaina). Co wigce] wykazano rdéwniez dzialanie

przeciwdepresyjne nietypowych LPD, nie wptywajacych na wychwyt zwrotny monoamin
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lub ich metabolizm, lecz blokujacych receptory postsynaptyczne [Nowak 1997, Duman
2003].

Hipoteza zmian adaptacyjnych

Argumenty przemawiajace przeciwko hipotezie monoaminergicznej, a szczegdlnie
uwidocznienie dzialania przeciwdepresyjnego dopiero po 2-3 tygodniach po rozpoczeciu
kuracji LPD, sklonilty badaczy do obserwacji zmian zachodzacych po wielokrotnych
podaniach LPD u zwierzat. Badania te wykazaly, ze w wyniku podan chronicznych
pojawiaja  si¢ rézne  efekty, stwierdzone farmakologicznie, biochemicznie
i elektrofizjologicznie, ktére nie wystgpuja po podaniu jednorazowym. Zmiany te,
nazwane adaptacyjnymi lub wtérnymi, odnosza si¢ czgsto do postsynaptycznej czesci
neuronu, podczas, gdy lek podany jednorazowo dziata wytacznie na czg$¢ presynaptyczna.
Istota zjawiska adaptacji (powstawania zmian wtérnych do naglego podwyzszenia
monoamin w szczelinie synaptycznej) jest zwigkszanie (''up''- regulacja) lub
zmniejszanie ("'down''- regulacja) wrazliwosci i/lub aktywno$ci danego ukladu
neuroprzekaznikowego [Maj 2000, Nowak 1997, Vetulani 1 wsp. 2000]. Zaobserwowano:

Zmiany adaptacyjne w ukladzie noradrenergicznym

Chronologicznie pierwsza wykryta zmiana adaptacyjna byta B- adrenergiczna
"down''- regulacja [Vetulani i wsp. 1975]. Efekt ten wywotuje wigkszos¢ LPD (TLPD,
IMAO), wyjatek stanowia leki z grupy SSRI, dla ktérych wyniki nie sa jednoznaczne
[Nalepa i wsp. 1993]. Jest on rowniez charakterystyczny dla elektrowstrzaséw (ECS).
B- "down" - regulacja objawia si¢ zmniejszeniem (przede wszystkim w przodomézgowiu)
gestosei i/lub reaktywnosci receptoréw - adrenergicznych i obnizeniem syntezy cAMP
aktywowanej noradrenaling lub izoprenaling i pojawia si¢ wczesniej] w korze mézgowe]
niz w hipokampie [Vetulani i wsp. 1975]. B- "down"- regulacja moze by¢ wykorzystywana
jako marker aktywnos$ci przeciwdepresyjnej nowo odkrytych lekow [Duncan i wsp.
1985, Leonard 1997].

Kolejna zmiana u uktadzie noradrenergicznym jest a4- adrenergiczna "up''- regulacja
potwierdzona badaniami behawioralnymi i elektrofizjologicznymi, wywotywana przez
szereg LPD (np. inhibitory wychwytu zwrotnego NA i 5-HT, citalopram, tianeptyna [Maj
1 wsp. 1985, Menkes i wsp. 1980, 1981], mitrazapina [Rogoz i wsp. 2002], reboksetyna
[Rogoz 1 wsp. 2001], milnacipran [Maj 1 wsp. 2001] oraz ECS. Badania wtérnych
przekaznikow nie potwierdzaja jednoznacznie "up"- regulacji na poziomie

postreceptorowym.
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Istnieja tez dane, ktére $wiadcza o zmniejszeniu wrazliwosci receptorow
o, adrenergicznych, co moze prowadzi¢ do aktywacji uktadu noradrenergicznego [Maj
i wsp. 1984, Pilc i wsp. 1982]. Uwaza si¢, ze hamujace heteroreceptory o,- adrenergiczne
kontroluja uwalnianie serotoniny z zakonczen neuronéw serotoninergicznych, podczas gdy
ap- adrenergiczne autoreceptory kontroluja uwalnianie noradrenaliny z zakonczen
neuronéw noradrenergicznych. Desensytyzacja tych receptoréw prowadzi, zatem do
zwigkszenia dostgpnosci zaréwno NA jak i 5-HT w synapsie [Elwuegi 2004].

Interesujaca wydaje si¢ interakcja miedzy receptorami a i f na poziomie wtérnych
przekaznikéw. Udowodniono, ze wielokrotne podania LPD, pomimo efektu B- "down'"-
regulacji, w wyniku oddzialywan migdzy receptorami o i B moga spowodowac nasilenie
funkcji ukladu noradrenergicznego [Nalepa 1994, Elhwuegi 2004].

Zmiany adaptacyjne w ukladzie serotoninergicznym

Dotychczas badano gtéwnie wptyw LPD na receptory 5-HT; 1 5-HT», a dane uzyskane
z tych badan sa niejednoznaczne. Wigkszos¢ LPD powoduje 'down''- regulacje
receptoréow serotoninergicznych 5-HT,, (TLPD, IMAO). Przeciwny wplyw na te
receptory maja elektrowstrzasy. Dane dotyczace SSRI sa rozbiezne. W przypadku
receptora 5-HT;4 w badaniach radioreceptorowych zaobserwowano zaréwno wzrost,
spadek, jak i brak zmian gesto$ci receptorow 5-HT4 po wielokrotnych podaniach LPD.
Moze to wynika¢ z braku selektywno$ci pre- i post- synaptycznej w metodzie
radioreceptorowej, co wiaze si¢ z lokalizacja receptoréw 5-HT;s. Receptory 5-HTa
zlokalizowane presynaptycznie funkcjonuja jako somatodendrytyczne autoreceptory,
hamujac funkcje neuronéw serotoninergicznych. Moga one wystgpowacé réwniez
postsynaptycznie w rejonach limbicznych i korowych, gdzie nasilaja aktywnos$¢
serotoninergiczna [Elwuegi 2004]. Wigkszos¢ SSRI i inhibitoréw MAO zmniejsza
wrazliwo$¢ somatodendrytycznych receptoréw 5-HTa, co skutkuje nasileniem transmisji
serotoninergicznej w niektorych rejonach moézgu. Mechanizmu lezacego u podstaw
desensytyzacji receptorow 5-HT; upatruje si¢ na poziomie biatek G [Hensler 2002]. ECS
posiadaja dzialanie aktywujace na postsynaptyczna odpowiedz z receptoréw S5-HTa
[Chojnacka- W¢jcik 1996, Maj 1 wsp. 1984, Maj 1996, Heninger i wsp. 1996, Nowak
1997, Maj 2000].
Badania postmortem ujawnity wyzsza gesto$¢ receptoréw 5-HT,o w korze przedczolowej
i wyzszy poziom ekspresji mRNA dla tych receptorow w korze przedczolowej

i hipokampie nastoletnich [Pandey i wsp. 2002], jak i dorostych ofiar samobdjstwa [Arora

18



Wstep

1 wsp. 1989]. Potwierdza to tez¢ o zaburzeniu funkcji uktadu serotoninergicznego mézgu
w depresji i podczas prob samobdjczych [Elwuegi 2004].

Zmiany adaptacyjne w ukladzie dopaminergicznym

Pomimo, iz LPD podane jednorazowo nie dzialaja na uktad dopaminergiczny, podania
wielokrotne prowadza do powstania zmian adaptacyjnych w tym ukladzie.
Zaobserwowano wyrazna '‘down''- regulacj¢ receptorow D; i ''up'- regulacje
receptoréow D,, zaréwno po LPD jak i ECS, zachodzace gtéwnie w strukturach uktadu
limbicznego. "Down"- regulacja receptoréw D; wiaze si¢ ze spadkiem gestosci tych
receptoréw, natomiast "up"- regulacja receptoréw D, ze wzrostem powinowactwa agonisty
do tych receptorow. Zmiany te zostaly potwierdzone w badaniach behawioralnych.
Sugeruje si¢ réwniez "up''- regulacje receptorow D3 [Maj i wsp. 1984, Maj 1996, Maj
2000, Nowak 1997, Henninger i wsp. 1996].

Hipoteza przewleklego stresu

Wedtug tej hipotezy za gtéwna przyczyng depresji uznaje si¢ stres, ktéry powoduje
powstanie zmian patologicznych w moézgu [Tafet i wsp 2003, 2004]. W odpowiedzi na
stres dochodzi do wzmozonej aktywacji osi podwzgorze - przysadka - nadnercza
(HPA). Czynniki stresowe odbierane przez kor¢ mézgowa wplywaja na podwzgdrze
pobudzajac neurony jadra przykomorowego do wydzielania kortykoliberyny (CRF), ktéra
stymuluje syntezg i uwalnianie adrenokortykotropiny (ACTH) przez komérki przysadki.
ACTH stymuluje z kolei komoérki kory nadnerczy do syntezy 1 uwalniania
glukokortykoidéow, w tym Kkortyzolu, uznawanego za gléwny "hormon stresu".
W mechanizmie sprzgzenia zwrotnego dochodzi do zahamowania uwalniania CRF.
W przypadku nadmiernej aktywacji osi HPA, glukokortykoidy powoduja, migdzy innymi,
uszkodzenie neuronéw hipokampa i kory czolowej, a wigc struktur odpowiedzialnych
za powstawanie reakcji emocjonalnych. Szczegdlne znaczenie ma uszkodzenie neuronéw
hipokampa, poniewaz w duzej mierze kontroluja one aktywnos¢ osi HPA wywierajac efekt
hamujacy. Zaburzenie systemu sprz¢zen zwrotnych dodatkowo nasila aktywnos¢ osi HPA,
a zwigkszony poziom glukokortykoidéw dziata uszkadzajaco na neurony
glutaminianergiczne, serotoninergiczne 1 dopaminergiczne, redukuje rozgalezienie
dendrytéw, zmniejsza ilo$¢ kolcéw dendrytycznych, co w konsekwencji prowadzi do
zmniejszenia objetosci hipokampa i kory czotowej, charakterystycznego dla pacjentéw

z cigzka depresja [Nestler i wsp. 2002, Bremner i wsp. 2002, Sapolsky i wsp. 2000,

19



Wstep

Sheline i wsp. 1999, Patucha i wsp. 2005]. Podwyzszony poziom glukokortykoidéw moze
zahamowaé réwniez neurogenezg, co wiaze si¢ ze zmniejszong objetoscig hipokampa,
widoczng w obrazach uzyskanych technika rezonansu magnetycznego u licznych
pacjentéw chorych na depresje [MacQueen i wsp. 2003, Bremner 2006].

Istnieje wiele dowodéw potwierdzajacych udziat kortyzolu i CRF w patomechanizmie
depresji [Merali 1 wsp. 2004, MacMaster i wsp. 2006]. U pacjentéw z depresja czgsto
wystepuje podniesiony poziom kortyzolu w osoczu, CRF w plynie mézgowo-rdzeniowym
oraz zwigkszona ilos¢ mRNA i biatka dla CRF w uktadzie limbicznym [Merali i wsp
2004]. W badaniach z uzyciem deksametazonu u prawie polowy pacjentow z cigzka
depresja nie wystepuje normalna reakcja odpowiedzi na kortyzol, natomiast skutecznej
terapii przeciwdepresyjnej towarzyszy poprawa tych nieprawidtowosci [Carrol i wsp.
2007]. Potwierdzeniem roli stresu w patofizjologii depresji sa badania wskazujace, ze
ekspozycja na dlugotrwaty stres we wczesnym dziecifistwie czgsto prowadzi do trwatych
uszkodzen osi HPA, z nadmiernym wydzielaniem Kkortyzolu, owocujaca depresja
w dorostym zyciu [Arborelius i wsp. 1999]. Dodatkowym dowodem jest zwigkszony
poziom CRF w ptynie mézgowo- rdzeniowym u oséb dorostych, wykorzystywanych
fizycznie lub seksualnie jako dzieci [Lee 1 wsp. 2005].

Obecnie jedna z najintensywniej badanych grup potencjalnych antydepresantéw sa
antagonisci receptoréw glukokortykoidowych (np. mifepriston) [Belanoff i wsp. 2002]
oraz antagonisci receptoréow CRF (np. antagonista receptora CRF;-NBI-30775/R121919)
[Ising 1 wsp. 2007, Holsboer 1 wsp. 2008]. Poniewaz zwiazki te sa aktywne w badaniach
klinicznych, jak réwniez nie wykazuja istotnych dzialan niepozadanych wydaja si¢ by¢

bardzo obiecujace.

Hipoteza troficzna

Patologiczny wptyw stresu na hipokamp odnosi si¢ réwniez do hipotezy, w ktorej
proponuje si¢ udziat czynnikoéw neurotroficznych takich jak: NGF (ang. nerve growth
factor), BDNF (ang. brain derived neurotrophic factor) i NT3 (ang. neurotrophin-3)
w etiologii depresji 1 jej leczeniu [Duman i wsp. 1997, Altar 1999]. Neurotroficzna
hipoteza depresji zaktada, ze niedob6r neurotrofin przyczynia si¢ do rozwoju patologii
hipokampa w depresji, a uzupelnienie tego deficytu przez leki przeciwdepresyjne

odwraca symptomy choroby [Duman 2004a, Duman 2005].
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Badania nad czynnkiami neurotropowymi skoncentrowaly si¢ na jednym z najbardziej
rozpowszechnionych w dojrzalym mézgu - mézgowym czynniku neurotroficznym
BDNF. Peptyd ten ma kluczowe znaczenie dla wzrostu aksonalnego, decyduje o przezyciu
neurondéw oraz uczestniczy w procesach plastycznosci synaptycznej [Heldt i wsp. 2007].
Udowodniono, ze ekspresja BDNF w obszarze CA3 hipokampa zmniejsza si¢ pod
wplywem stresu i dziatania glukokortykoidéw (kortyzolu) [Smith 1 wsp. 1995, Kozlovsky
i wsp. 2007, Angelucci i wsp. 2005]. W badaniach postmortem u pacjentéw z depresja,
ktérych $mieré byta wynikiem samobdjstwa, wykazano zredukowany poziom BDNF
w hipokampie [Karege 1 wsp. 2005]. Natomiast chroniczne, lecz nie ostre podania LPD
zwigkszaja poziom BDNF w hipokampie u ludzi [Chen 1 wsp. 2001]. W antydepresyjne;j
indukcji BDNF przynajmniej czgsciowo posredniczy czynnik transkrypcyjny CREB
(ang. cAMP response element binding protein). Wptyw CREB na wzrost poziomu BDNF
stwierdzono zaréwno w badaniach in vitro jak i in vivo [Conti i wsp. 2002, Finkbeiner
1 wsp. 1997]. Wykazano réwniez, ze LPD wywotuja wzrost poziomu CREB w korze
moézgowej, hipokampie i jadrze migdatowatym [Thome i wsp. 2000, Nibuya i wsp. 1996],
co wiagze si¢ prawdopodobnie z podwyzszona aktywacja szlaku przekazywania sygnatu
zwiazanego z cAMP [Nestler 1 wsp. 1989].

Sugeruje sig, ze LPD, ktére wptywaja na podniesienie poziomu BDNF uruchamiaja system
naprawczy w obrebie neuronéw uszkodzonych w wyniku dlugotrwatego stresu i chronia
przed dalszym uszkodzeniem. BDNF stanowi zatem polaczenie pomiedzy stresem,
neurogenezg i atrofig hipokampa w depresji. Moze on by¢ réwniez zwiazany z innymi
schorzeniami psychiatrycznymi [Agnelucci 1 wsp. 2005]. Dodatkowo, od czasu, kiedy
pojawity si¢ doniesienia, ze BDNF utatwia potencjalizacj¢ dtugoterminowa LTP
(ang. long-term potentiation) 1 inne formy plastycznosci synaptycznej w hipokampie
[Korte i wsp. 1996] okazalo sig, ze zwigkszony poziom BDNF moze pobudza¢ funkcje
hipokampa. W ten spos6b mozna réwniez wyjasni¢ opdzniona odpowiedZ na LPD: czas
opOznienia jest niezbgdny dla osiagnigcia takiego wzrostu poziomu BDNF, ktéry wyzwoli
efekty neurotroficzne [Nestler i wsp. 2002].

Rézne dane epidemiologiczne $§wiadcza tez zwiazku pomiedzy duza depresja,
a zwigkszong zachorowalnoscia i Smiertelnoscia naczyniowo - sercowg [Lespérance 1 wsp.
2007]. Przekazywanie sygnalu z komoérek $rédbtonka odgrywa kluczowa rolg
w procesie neurogenezy. Biorac pod uwage, ze komorki endotelialne wydzielaja BDNF,
zarbwno depresja, jak i choroby sercowo - naczyniowe moga by¢ przykladami zaburzen

endotelialnych [Warner- Schmidt i wsp. 2007, Miilller 1 wsp. 2006].
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Kolejne doniesienia podkreslaja tez wplyw ¢wiczen fizycznych i odpowiedniej diety na
zwigkszenie ekspresji BDNF i1 procesu neurogenezy, ktéry wydaje si¢ by¢ podobny do
leczenia przeciwdepresyjnego [Russo - Neustadt i wsp. 2004, Lee i wsp. 2002, Duman
2005].

Hipoteza troficzna nie przyniosta efektow w postaci nowych LPD, ale znacznie poszerzyta
wiedz¢ na temat mechanizmu dziatania LPD oraz roli czynnikéw troficznych

w neurogenezie [Belmaker i wsp. 2008, Nowakowska i wsp. 2005].

Hipoteza zaburzen neuroplastycznosci oraz hipoteza sieci

neuronalnej

Zgodnie z hipoteza zaburzen neuroplastycznosci (strukturalnej plastycznosci mézgu,
zdolnosci do zmian i1 reagowania na wyzwania ze strony srodowiska), depresja powstaje
w wyniku zmian neuroplastycznosci réznorodnych obszaréw moézgu zwiazanych
z kontrola nastroju. Potwierdzaja to badania na zwierzgtach poddanych dziataniu silnych
bodzcéw emocjonalnych oraz badania postmortem na moézgach chorych na depresje,
w ktdérych zaobserwowano:
= oslabienie neurogenezy w hipokampie, w wieku dorostym
* zmniejszenie gestosci komorek glejowych 1 rozmiaréw neuronéw w  korze

przedczolowej, demielinizacjg, utratg aksonow oraz oznaki martwicy neuronéw
= wzmozenie przekaznictwa synaptycznego [Duman 2004b].

Efekty te moga wptywac na zmiany morfologiczne oméwione ponizej.

Badania morfometryczne z uzyciem jadrowego rezonansu magnetycznego u pacjentow

z zaburzeniami afektywnymi oraz badania postmortem wykazaty, ze dlugotrwate

wystgpowanie zaburzen nastroju wiaze si¢ z istotnymi nieprawidlowos$ciami

anatomicznymi w poréwnaniu z osobami zdrowymi z grupy kontrolnej, takimi jak:

* zmniejszenie objetosci istoty szarej w przysrodkowej i oczodotowej czesci kory
przedczotowe;j

= zanik (atrofia) hipokampa oraz brzusznej czgsci prazkowia

= poszerzenie komory trzeciej

Zanotowano rowniez zwigkszony przeptyw krwi w obszarze jadra migdatowatego,
mierzony za pomoca pozytronowej tomografii emisyjnej, ktéry korelowat z nasileniem

objawow depresji [ Vincent 2004].

22



Wstep

Postgpy neurobiologii umozliwily poznanie wielopoziomowego wptywu LPD na czynnos¢
neuronéw docelowych poza synapsa i receptorami monoamin. Do najwazniejszych
adaptacji wywotanych leczeniem przeciwdepresyjnym opartych na mechanizmie
neuroplastycznos$ci naleza: aktywacja kaskady cAMP, wzrost czynnikéw neurotroficznych
oraz nasilenie procesu neurogenezy [Duman 2004b].

Teoria sieci neuronalnych, $cisle wiaze si¢ z pojeciem neuroplastycznosci. Wedtug
niej zaburzeniom nastroju, w tym depresji, towarzyszy nieprawidtowe funkcjonowanie
krytycznych sieci neuronalnych, podczas gdy stopniowa naprawa tych sieci, poprzez
zalezna od aktywnoS$ci plastyczno$¢ neuronalna, przynosi efekt przeciwdepresyjny
[Castrén 1 wsp. 2007, Kozisek i wsp. 2008]. Krytyczne sieci neuronalne obejmuja
okreslone szlaki neuroanatmiczne: szlak limbiczno- wzgérzowo- korowy oraz szlak
limbiczno- prazkowiowo- gatkowo- wzgoérzowy. Tworza one obwdéd z wzajemnymi
polaczeniami z obszarami mézgu, w ktérych wystepuje utrata objgtosci [Sheline 2004].
Czynniki neurotropowe same w sobie nie kontroluja nastroju, lecz stluza jako niezbedne
narz¢dzia w zaleznej od aktywnosci modulacji sieci, ktérej fizjologiczne funkcjonowanie
determinuje wptyw zmian plastycznych na nastréj [Castrén i wsp. 2007, Kozisek i wsp.
2008]. LPD moga lokalnie nasila¢ aktywnos$¢ neuronalna, ktéra reguluje uwalnianie
czynnikéw neurotroficznych sterujacych procesami plastycznosci neuronalnej, wiaczajac
neurogeneze, synaptogenez¢ i dojrzewanie neuronéw w rejonach mézgu narazonych na
czynniki neurotoksyczne. Mechanizm dziatania LPD sprowadza si¢, zatem do odbudowy
funkcjonalnej sieci neuronalnej w okreslonych obszarach mézgu [Castrén 2005, Castrén
1 wsp. 2007]. Potwierdzaja to badania, w ktérych wykazano, ze LPD i elektrowstrzasy
pobudzaja procesy neurogenezy w hipokampie oséb dorostych [Malberg 2004, Schmidt
i wsp. 2007]. Hipoteza ta wyjasnia opdznienie efektu dziatania LPD, opierajac ich
mechanizm dziatania na procesach plastycznosci neuronalnej [D*Sa i wsp. 2002, Duman

2004b].
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ROLA UKLADU GLUTAMINIANERGICZNEGO
W PATOMECHANIZMIE DEPRESJI

Odkrycie zmian adpatacyjnych doprowadzilo do zmiany kierunku badan nad
patofizjologia depresji z teorii zaktadajacej deficyt monoamin do hipotezy, ktérej podstawa
jest zmiana wrazliwosci, czy reaktywnosci receptorow. Natomiast niespojno$s¢ wynikoéw
zmian adaptacyjnych w ukladach monoamin skierowata uwagg badaczy na inne systemy

neurotransmisyjne.

Budowa i funkcja ukladu glutaminianergicznego

W os$rodkowym ukladzie nerwowym dynamicznie roéwnowaza si¢ dwa systemy
kontrolujace homeostaz¢: pobudzajacy glutaminianergiczny i hamujacy GABA-ergiczny.
W zaleznosci od okolicy 1 warstwy kory mézgowej, neurony glutaminianergiczne stanowia
od kilku do 50% wszystkich komérek nerwowych. Uwalniany w wyniku depolaryzacji
gléwny 1 wszechobecny przekaznik pobudzajacy- kwas glutaminowy- oddziatuje
z receptorami glutaminianergicznymi nalezacymi do dwoéch rodzin. Pierwsza z nich to
rodzina receptoréw jonotropowych, zwiazanych z kanatem jonowym, reprezentowana
przez receptory typu: NMDA, AMPA i kainianowe, majace udziat w szybkim
przekaznictwie synaptycznym. Druga rodzing stanowia receptory metabotropowe
(mGluR) zwiazane z biatkiem G [Rang i wsp. 1999, Nowak i wsp. 2001, Danysz 1 wsp.
2004, Nowakowska i wsp. 2005].

Jonotropowe receptory glutaminianergiczne

Receptory NMDA

Receptory NMDA (dla kwasu N- metylo- D- asparaginowego) sa szeroko
rozpowszechnione w o.u.n., a szczegdlnie obficie wystepuja w hipokampie (obszar CAl),
korze moézgowej, jadrach podstawy, przegrodzie i jadrze migdatowatym, gdzie lokalizuja

si¢ gléwnie postsynaptycznie. Charakteryzuje je duza przewodnos¢ (ok. 50 pS)
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i powiazanie z kanatami jonowymi przepuszczalnymi dla jonéw Ca’*, Na* i K* [Danysz
1 wsp. 2004, Longstaff 1 wsp. 2000].

Receptory NMDA sktadaja si¢ z podjednostek nalezacych do trzech rodzin genéw
(NR1-3). Wszystkie receptory tego typu zbudowane sa z podjednostki NR1, ktéra spetnia
dwie funkcje: zawiera miejsce wiazace dla glicyny oraz jest niezbedna w zakotwiczeniu
heteromerycznego receptora w btonie komodrkowej. Podjednostka NR1 potaczona jest
z podjednostka NR2 (reprezentowana przez cztery geny: NR2 A, B, C, D), ktéra posiada
miejsca wigzace dla glutaminianu, rzadziej z podjednostka NR3 A/B, ktéra rowniez
zawiera miejsca wigzace dla glicyny, odlegle od miejsc znajdujacych si¢ na podjednostce
NRI1 [Mayer i wsp. 2004]. Receptor NMDA ma najczgsciej budowg tetrameryczna bedaca
kombinacja dwéch typéw podjednostek NR1 i dwéch NR2. Podjednostka NR2B dominuje

nad innymi formami [Danysz i wsp. 2004].

Miejsce wigzania
poliamin
Miejsce wiazania Zn
glutaminianu

3 KO
T glicynowe
przestrzen

zewnatrzkomdrkowa

OO O I

cytozol

24+

PCP Mg

o oz+
Ca

Nat

Ryc. 1. Schemat budowy receptora NMDA [z Danysz i wsp. 2004].
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Spos6b pobudzenia receptora NMDA jest stosunkowo ztozony, a do pelnej aktywacji
dochodzi w wyniku serii wytadowan zsynchronizowanych czasoprzestrzennie [Danysz
i wsp. 2004]. Gléwnym agonista endogennym, jest kwas glutaminowy, ale funkcj¢ t¢
moga petni¢ réwniez kwasy: asparaginowy, chinolinowy, L-homocysteinowy lub agonista
egzogenny, ktérym jest kwas NMDA. Warunkiem niezb¢dnym do aktywacji receptora jest
przytaczenie koagonisty- glicyny, ktéra wiaze si¢ z receptorem w miejscu oznaczonym
jako GLYp (miejsce glicynowe niewrazliwe na strychning). Konieczne jest przylaczenie az
dwoéch czasteczek glutaminianu, po jednej do kazdej z podjednostek NR2 oraz dwoch
czasteczek glicyny, po jednej do kazdej z podjednostek NR1 [Danysz i wsp.2004, Rang
1 wsp.1999]. Stymulacja znajdujacego si¢ zewnatrzkomérkowo miejsca GLYp jest
niezbe¢dna do otwarcia kanatu jonowego, nawet przy duzych st¢zeniach agonisty NMDA
[Palucha i wsp. 2001]. Dodatkowo kanal jonowy receptora blokowany jest przez jon
magnezowy 1 dopiero odpowiednio duza depolaryzacja btony komérkowej (np. podczas
przedtuzonej aktywacji receptorOw AMPA) znosi blokad¢ magnezowa umozliwiajac
dokomérkowy naptyw jonéw Na* i Ca 2 Jony wapnia uruchamiaja kaskade zdarzen,
ktéra moze prowadzi¢ do zmian czynnos$ciowych synapsy, co sugeruje udzial receptora
NMDA w procesach plastycznosci synaptycznej, uczeniu si¢, pamieci i adaptacji
[Danysz 1 wsp. 2004, Rang i wsp.1999]. W warunkach fizjologicznych poza szybka
transmisja synaptyczna receptor ten bierze udzial w regulacji i kontroli czynnosci
oddechowej, przekaznictwie impulséw wzrokowych, przewodzeniu czucia bdlu,
powstawaniu lgku i formowaniu reakcji awersyjnych [Siwek i wsp. 2005]. Receptory
NMDA jak i metabotropowe receptory dla glutaminianu zaangazowane sa rowniez w
procesy patofizjologiczne takie jak ekscytotoksyczno$¢ oraz powstawanie padaczki
i udaréow [Rang i wsp. 1999, Longstaff i wsp. 2000].

Wiele substancji, dziatajacych w miejscach innych niz miejsca wiazania dla
glutaminianu moze wplywa¢ modulujaco na kompleks receptora NMDA [Danysz
i wsp. 2004, Rang i wsp. 1999]. Do modulatoréw tych naleza poliaminy (spermina,
spermidyna- pozytywny wptyw modulujacy) [Danysz i wsp. 2004, Rang i wsp.1999
Longstaff i wsp. 2000, Patucha i wsp. 2001], ligandy sigma, histamina, hormony
steroidowe [Danysz i wsp. 2004]. Receptory NMDA sa takze wrazliwe na zmiany
potencjalu oksydoredukcyjnego (substancje utleniajace hamuja, a redukujace nasilaja
funkcje receptora) oraz wartosci pH srodowiska (obnizenie wartosci pH ponizej poziomu
fizjologicznego (7,4) powoduje zahamowanie funkcji receptora, jej podwyzszenie nasila

aktywacje). Kolejnym miejscem modulujacym jest lezace wewnatrz kanalu receptora
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NMDA miejsce wiazace fencyklidyne (PCP). PCP spetnia rolg¢ bezkompetycyjnego
antagonisty, uzyskujac dostgp do swojego miejsca rozpoznawczego dopiero przy otwartym
kanale (aktywacja receptora). Miejsce PCP stanowi istotny punkt uchwytu substancji
blokujacych kanal NMDA w spos6b bezkompetycyjny takich jak MK-801, memantyna,
ketamina, dekstrorfan, amantadyna [Danysz i wsp. 2004, Patucha i wsp. 2001].

Modulacja przez jony cynku

Istotnym czynnikiem modulujacym funkcje¢ receptora NMDA sa jony cynku [Danysz
2004]. Cynk jest antagonista receptora NMDA, o miejscu wiazania innym niz dla jonéw
magnezu [Christine 1 wsp. 1990, Paoletti 1 wsp. 1997]. Stgzenie jonéw cynku w mdzgu
(1uM) jest wystarczajace do interakcji z receptorem NMDA. Biometal ten jest réwniez
uwalniany z zakonczen glutaminianergicznych wraz z glutaminianem [Assaf i wsp. 1984].
W 1987 roku odkryto, ze cynk hamuje funkcj¢ receptora NMDA [Peters i wsp. 1987,
Westbrook i wsp. 1987]. Badania sugeruja, ze cynk uwalniany z zakonhczen widkien
mszystych umozliwia toniczne zablokowanie receptora NMDA w synapsach neuronéw
piramidowych pola CA3 hipokampa [Vogt i wsp. 2000]. Badania elektrofizjologiczne na
hodowlach neuronalnych wykazaty, ze Zn>* hamuje aktywacje receptora NMDA w dwdch,
oddzielnych mechanizmach. Niezaleznie od napigcia, w stgzeniach do 10uM, cynk dziata
poprzez miejsce wigzace znajdujace si¢ na zewnatrz kanatlu receptora, gdzie na drodze
allosterycznej interakcji z miejscem GLYp prowadzi do obnizenia powinowactwa
glicyny do miejsca glicynowego. Za efekt ten odpowiada zewnatrzkomdrkowa
N- koncowa domena na podjednostkach NR1 lub NR2, ktéra determiuje allosteryczng
inhibicj¢ receptora [Madry i wsp. 2007]. W stezeniach wyzszych (mM), cynk blokuje
bezposrednio kanal jonowy receptora, a efekt ten zalezy od potencjalu btonowego
[Smart i wsp. 1994, Patucha i wsp. 2001, Danysz i wsp. 2004, Frederickson i wsp. 2005].
Poszczegélne podtypy receptora NMDA, w zaleznosci od kombinacji podjednostek
cechuje rézna wrazliwos¢ na jony cynku. Rekombinowane receptory zbudowane
z podjednostek NR1/NR2B sa blokowane przez niskie, mikromolarne st¢zenia cynku,
natomiast receptory zawierajace podjednostki NR1/NR2A posiadaja miejsca o wysokim
i niskim powinowactwie dla cynku. Blokada receptoréw w miejscu o wysokim
powinowactwie pojawia si¢ juz przy niskich stg¢zeniach nanomolarnych (ICsy 0.005-0.08
uM), podczas gdy inhibicja w miejscu o nizszym powinowactwie (ICsyp 26-79 uM)
wymaga stgzen w przedziale 30-100 uM. Receptory triheteromeryczne o ekspresji

podjednostek: NR1/NR2A/NR2B pozostaja wysoce wrazliwe na cynk, ale efektywno$¢ ich
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hamowania przez cynk pozostaje mniejsza w porownaniu z diheteromerami [Paoletti
1 wsp.1997, Izumi 1 wsp. 2006].

Szczegdlnie interesujace wydaje si¢ miejsce o wysokim powinowactwie (ICsg
w przedziale nM) w obrebie podjednostki NR2A, poniewaz w zdrowym moézgu stgzenie
wolnych jonéw cynku miesci si¢ wiasnie pomigdzy 1 nM a 10 nM. Oznacza to, ze miejsce
to jest normalnie czg§ciowo okupowane przez cynk, a w ten sposOb kanal receptora
NMDA jest odpowiednio przyhamowany. Potwierdzaja to badania niektérych naukowcéw
z uzyciem chelatoréw cynku, obnizajacych jego stgzenie ponizej 0.1 nM. Zwigksza sig,
wowczas amplituda przesylanych przez NMDA odpowiedzi postsynaptycznych
[Frederickson i wsp. 2005, Izumi i wsp. 2006]. Z kolei wyniki badan grupy Erregera
wskazuja na fakt, ze nie tylko stgzenie, lecz rOowniez przebieg czasowy uwalniania
zaréwno jonéw cynku jak i glutaminianu sa czynnikami krytycznymi w determinowaniu
wplywu cynku na receptor NMDA. Sugeruje on, ze receptor NMDA o budowie:
NRI1/NR2A jest wrazliwy na nanomolarne st¢zenia cynku, ale tylko pod warunkiem
zachowania stanu réwnowagi Zn>* lub aktywnosci o wysokiej czestotliwoéci. Natomiast
uwalnianie cynku z glutaminianem przy niskiej cz¢stotliwos$ci mialoby minimalny wplyw
na prady synaptyczne przesylane przy udziale receptora NRI/NR2A NMDA, chociaz
synaptycznie uwalniany cynk moglby by¢ istotnym czynnikiem w osigganiu stanu
rownowagi [Erreger i wsp. 2005].

Efekt hamujacy cynku na podjednostke¢ NR2A wykazuje synergizm dziatania z hamujacym
efektem protonéw. Maksymalne zahamowanie receptora NMDA pojawia sig, gdy
roOwnolegle obniza si¢ na zewnatrz komorki zaréwno pH i pZn2+ [Low 1 wsp. 2000,
Frederickson i wsp. 2005, Erreger i wsp. 2008]. Sugeruje si¢ nawet, ze wiazanie cynku do
receptora powoduje zwigkszenie wrazliwosci na protony, ktérego rezultatem jest wzrost
inhibicji receptorow NMDA zwiazanych z cynkiem przez fizjologiczne stezenia protonéw
[Erreger 1 wsp. 2008].

Cynk powoduje rowniez paradoksalnie op6znienie wzrostu wrazliwosci receptora NMDA
na agonistow. Ten efekt opdznienia zwiazany jest ze zwigkszong fosforyzacja tyrozyny
podjednostek NR2A i NR2B, co obniza ich wrazliwo$¢ na toniczna inhibicje za
posrednictwem cynku [Kim i wsp. 2002, Frederickson i wsp. 2005].

Interesujacy wydaje si¢ fakt, ze wejscia zawierajace cynk preferencyjnie unerwiaja miejsca
postsynaptyczne z receptorami NMDA w stosunku do miejsc z receptorami AMPA czy

kainianowymi. Oznacza to, ze regulacja ,,w dot” receptora NMDA przez cynk bazuje na
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lokalnym uwalnianiu cynku z bezposrednio przyleglych zakonczen synaptycznych

[Sindreu 1 wsp. 2003].

Receptory nie- NMIDA: AMPA, Kainianowe

Receptory AMPA, zwiazane z kanalem jonowym przepuszczalnym gtéwnie dla Na*
i K*, sa tetramerycznymi kompleksami stanowiacymi kombinacje dwéch lub wigcej typow
podjednostek: GluR1, GluR2, GluR3, GluR4. W dojrzatych synapsach dochodzi do
koekspresji receptorow AMPA z receptorami NMDA, gdzie w duecie uczestnicza one
w zjawiskach plastyczno$ci synaptycznej [Danysz 1 wsp. 2004, Maeng i wsp. 2007].
Podobnie jak w przypadku receptora NMDA teoretyczna mozliwos¢ kompozycji
podjednostek AMPA jest ogromna. Receptory AMPA wykazuja mniejsze powinowactwo
do kwasu glutaminowego niz receptory NMDA, a ich aktywacja jest szybsza, dlatego
uwaza si¢, ze maja one podstawowe znaczenie w szybkim przekaZnictwie
synaptycznym ukfadu glutaminianergicznego. Cecha charakterystyczng tych receptorow
jest szybko pojawiajaca si¢ desensytyzacja reakcji na agonist¢ [Danysz i wsp. 2004].
Aktywacja receptora AMPA otwiera kanaty pozwalajac na naptyw jonéw sodu do wngtrza
komorki, co powoduje depolaryzacje blony komodrkowej. Ta zmiana tadunkéw znosi
blokad¢ magnezowa z kanatu jonowego receptora NMDA umozliwiajac tym samym

naplyw jonéw wapnia przez kanat receptora NMDA [Maeng i wsp. 2007].

Toxins
Polyamines

N\N

Antagonists

@® NBQX
: ® GYKI 52466
® zn*

Agonlsts qQ : L Modulators

Fliamate @ Cyclothiazide

Alternative spicing ® Aniracetam

@ ® Zn*

Ryc. 2. Schemat budowy receptora AMPA [z 4].
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Modulacja przez jony cynku

Jednym z modulatoréw receptora AMPA jest cynk. W matych stezeniach, okoto 30 uM
wzmaga on odpowiedzi mediowane przez AMPA, co powoduje przesunigcie rOwnowagi
pobudzenia w uktadzie glutaminianergicznym, zwiazanego z aktywacja receptoréw
NMDA, na korzy$¢ receptorow AMPA i/lub kainianowych [Smart i wsp. 1994].
Aktywowanie receptorow AMPA zaobserwowano w oocytach Xenopus [Rassender 1 wsp.
1990] oraz w skrawkach kory gruszkowatej [Hori i wsp. 1987]. W stgzeniach wigkszych
(mM), cynk hamuje receptor AMPA poprzez bezposrednia blokade kanatu jonowego.
W niektérych regionach mézgu (np. region CA1l hipokampa) pobudzenie receptora AMPA
jest z kolei niezbedne do zainicjowania aktywacji receptora NMDA [Smart i wsp. 1994,
Danysz i wsp. 2004]. W komorkach siatkéwki oka cynk ostabia wptyw glutaminianu na
receptor AMPA, co w warunkach patologicznych moze chroni¢ te komoérki przed
ekscytotoksyczna neurodegeneracja [Zhang i wsp. 2002].

Wysunigto hipotezg, ze cynk moze wzmacnia¢ prady mediowane przez receptor AMPA
poprzez zmniejszanie desensytyzacji receptora AMPA. Modulacja funkcji receptora
odbywa si¢ poprzez miejsca wiazace dla cynku. Scharakteryzowano pie¢ miejsc
wigzacych cynk bogatych w histydyng w rejonie S1/S2 AMPA i odkryto, Ze niektdre
z nich nie wystgpuja na wszystkich podjednostkach, w szczegélnosci His- 412, ktdra jest
obecna na podjednostkach GluR2-4, a nie wystepuje w GluR1. Réznica w kompozycji
podjednostek receptora AMPA ma wigc znaczenie w okre§laniu wrazliwosci na jony
cynku, jak roéwniez wrazliwos$¢ ta zalezy od wystgpowania formy receptora "flip" lub
"flop" [Shen i wsp. 1999].

Receptory kainianowe stanowia najpdzniej odkryta i najstabiej poznang grupg receptoréw
jonotropowych dla glutaminianu. Dotychczas zidentyfikowano pie¢ podjednostek
receptora kainianowego: GluRS, GluR6, GluR7 oraz KA1 i KA2 [Danysz i wsp. 2004].
Podczas, gdy receptory NMDA i AMPA wspétwystepuja obok siebie, receptory
kainianowe rozmieszczone sg bardziej restrykcyjnie [Rang i wsp. 1999].

Modulacja przez jony cynku

Dane dotyczace wpltywu cynku na receptory kainianowe sa sprzeczne. Wstgpne
badania wykazaty, ze cynk w ilosciach mikromolarnych praktycznie nie zmienia
odpowiedzi receptoréw kainianowych, natomiast przy stgzeniu 1mM stabo je hamuje
[Peters 1 wsp. 1987, Westbrook i wsp. 1987]. Natomiast wyniki ostatnich eksperymentéw

dowodza, ze cynk hamuje aktywnos$¢ receptorow kainianowych juz w niskich stezeniach,
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w sposo6b zalezny od pH i niezaleznie od napigcia, proporcjonalnie do stgzenia [Mott i wsp.

2008, Nakashima i wsp. 2009].

Receptory metabotropowe

Glutaminianergiczne receptory metabotropowe (mGIuR) zwigzane sa z bialkami G
1 moduluja metabolizm fosfatydyloinozytolu oraz poziom cAMP zaréwno pre- jak
1 postsynaptycznie [Rang i wsp. 1999, Danysz i wsp. 2004, Longstaff i wsp. 2000]. Maja
one siedem segmentéw transbtonowych (TMI-TMVII). Trzecia petla cytoplazmatyczna,
potozona pomigdzy segmentami V i1 VI wchodzi w interakcj¢ z biatkiem G. Rodzing
receptorow metabotropowych charakteryzuje obecno$¢ dtugiego konca N, zawierajacego
miejsce wigzace glutaminian [Longstaff i wsp. 2000, Zawilska i wsp. 2004]. Dotychczas
sklonowano i scharakteryzowano osiem typéw receptoréw mGluR: mGluR1 - mGluRS.
Receptor mGluR1 wystepuje w czterech odmianach (splice variants): a, b, ¢ i d, receptory

mGIluRS5, mGIluRS, mGluR7 i mGluR8 w dwdch: a i b [Patucha i wsp. 2005].

Glutaminian
Domena wiazaca
glutaminian
“rejon zawiasowy”

Miejsce wigzania pozytywnych
i negatywnych allosterycznych
modulatoréw

"4

Domena bogata
W reszty cysteinowe

7-TMD
obszar transblonowy

Domena
wewngtrzkomérkowa

Ryc. 3. Schemat budowy receptora metabotropowego dla glutaminianu.

Na podstawie wzajemnego podobienstwa sekwencji aminokwasowych, profilu
farmakologicznego oraz zwiazku z danym ukladem drugich przekaznikéw receptory

mGIuR zostaly podzielone na trzy grupy:
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= grupa I: receptory mGluR1 i mGluRS, zwiazane ze szlakiem fosfolipazy C
(PLC), zlokalizowane gtéwnie postsynaptycznie, poza aktywnym centrum synapsy,
w obszarach mézgu zwiazanych z zaburzeniami nastroju; ich aktywacja wywotuje
pobudzajacy efekt synaptyczny, ktéry prowadzi m.in. do pobudzenia receptora
NMDA
= grupa II: receptory mGluR2 i mGluR3, negatywnie zwiazane z cyklaza
adenylowa (AC), zlokalizowane presynaptycznie, na obrzezach synapsy , lub nawet
poza nia; sugeruje si¢, ze stymylacja receptora mGluR2 hamuje uwalnianie GABA
w mechanizmie presynaptycznym
= grupy III receptory mGluR4, mGluR6, mGluR7 i mGluR8, réwniez negatywnie
zwiazane z cyklaza adenylowa (AC), zlokalizowane presynaptycznie w okolicy
centrum aktywnego synapsy zarowno na neuronach jak i komdérkach glejowych;
kontroluja synaptyczna dostgpno$¢ glutaminianu, ale tez GABA, dopaminy
1 serotoniny [Danysz, 1 wsp. 2004, Patucha 1 wsp. 2005, Pilc i wsp. 2008].
Metabotropowe receptory glutaminianergiczne moduluja szybka transmisj¢ synaptyczna
zwiazana z kanalami jonowymi. Aktywacja danego uktadu przekaznikéw drugiego rzedu
lub bezposrednia fosforylacja biatek receptoréw jonotropowych moze mie¢ skutki zaréwno
pobudzajace jak 1 hamujace, w zaleznos$ci od tego, jaki wewnatrzkomérkowy typ uktadéw
efektorowych jest aktywowany [Danysz i wsp. 2004]. Receptory z tej rodziny uczestnicza
w wywolywanej przez glutaminian plastyczno$ci synaptycznej i ekscytotoksycznosci
[Rang 1 wsp.1999, Danysz 1 wsp. 2004]. Peinia istotng rol¢ w trakcie rozwoju
ontogenetycznego osrodkowego uktadu nerwowego [Danysz i wsp. 2004].

Modulacja przez jony cynku

Cynk zmniejsza odpowiedzi postsynaptyczne zachodzace z udzialem receptorow
metabotropowych dla glutaminianu [Xie i wsp. 1993]. W stezeniach pomigdzy 10-30 uM
ostabia reakcj¢ receptorow mGluR grupy I na agonistéw, mierzona poziomem akumulacji
IP3 w skrawkach mézgu, zmniejszajac w ten sposéb aktywacje kompleksu NMDA
[Patucha i wsp. 2001]. Wyniki badan grupy Zirpela wykazaly, ze cynk dziatajac na grupe
I receptoréw mGluR, hamuje uwalnianie wapnia z magazynéw wewnatrzkomoérkowych
neuronéw stuchowych jadra wielkokomérkowego (nucleus magnocellularis) 1 zaburza
zalezng od aktywnos$ci homeostazg wapnia w sposob identyczny, jak czyni to specyficzny

antagonista mGluR5- MPEP ((2-metylo-6-(fenyletynylo)-pirydyna)) [Zirpel i wsp. 2001].
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Uklad glutaminianergiczny w patofizjologii i leczeniu depresji

Hipoteza glutaminianergiczna

Uktad glutaminianergiczny, a szczeg6lnie nadmierna aktywacja receptora NMDA
moze odgrywac istotng rol¢ w patogenezie depresji [Toru i wsp. 1994, Plaznik i wsp.
1996]. Pierwsze prace, ktore zwrécity uwage badaczy na uklad glutaminianergiczny,
wykazaty, ze u pacjentdw z depresja poziom glutaminianu w surowicy i ptytkach krwi oraz
poziom glutaminy w plynie moézgowo- rdzeniowym jest znaczaco podwyzszony
w poréwnaniu z poziomem tych substancji u zdrowych ochotnikéw [Kim i wsp. 1982,
Levine 1 wsp. 2000, Altamura i wsp. 1993, 1995]. Dalsze badania wskazywaly, iz kuracja
LPD moze wplywa¢ na normalizacj¢ ostabionego metabolizmu aminokwasow
pobudzajacych [Maes i wsp. 1998]. Aktywacja receptora NMDA, prowadzaca do
zachodzacego w hipokampie procesu dlugotrwatej potencjalizacji (LTP) odpowiada
rowniez za reakcje nieprzewidywalnego stresu oraz wyuczonej bezradnosci
wywolywanych u zwierzat doswiadczalnych [Siwek 1 wsp. 2005]. Doswiadczenia
przeprowadzane na ludziach potwierdzaja udziatl receptora NMDA w etiopatogenezie
depresji. W korze czolowej ofiar samobdjstw dochodzi do zaburzenia funkcji receptora
NMDA [Nowak i wsp. 1995], a u oséb cierpiacych na depresj¢ stwierdzono zmiany
ekspresji. mRNA kodujacego podjednostke NR1 receptora NMDA w obszarze CAl
hipokampa i na terenie zakretu zgbatego [Law i wsp. 2001]. Badania z uzyciem
protonowej spektroskopii rezonansu magnetycznego (1H-MRS) wykazaly podwyzszony
poziom glutaminianu w korze potylicznej pacjentdw depresyjnych i obnizony poziom
w korze zakretu obrgczy i prawdopodobnie w innych regionach frontalnych [Maeng 1 wsp.
2007]. Znaleziono tez zwiazek pomigdzy zjawiskami takimi jak kindling (rozniecanie),
zahamowanie neurogenezy w obrgbie zakretu zgbatego hipokampa oraz zanik neuronéw
w odpowiedzi na stres, a nadmierna aktywacja receptora NMDA, znoszona przez
antagonistow tego receptora [Skolnick i wsp. 2001, Gould i wsp. 1999, Cameron i wsp.

1998].

Aktywnos$¢ przeciwdepresyjna ligandow receptoréw glutaminianergicznych
Sugestia, ze podwyzszona transmisja pobudzajaca moze mie¢ zwiazek z patogeneza
depresji, byla podstawa hipotezy o przeciwdepresyjnych wlasciwosciach substancji

hamujacych przekaznictwo glutaminianergiczne. Pierwsze prace potwierdzajace ta
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hipotezg opublikowali w 1990 Trullas i Skolnick [Trullas 1 wsp. 1990]. Wykazano, ze
funkcjonalni antagonisci receptora NMDA, a wigc ligandy miejsca glutamatergicznego
(AP7, CGP 37849, CGP 39551), poliaminowego (eliprodil), cynkowego (Zn2+),
glicynowego (kwas 7-chlorokynureninowy, ACPC) oraz fencyklidynowego (MK-801,
memantyna) s3 aktywne w testach stuzacych do oceny dzialania przeciwdepresyjnego,
takich jak: test wymuszonego ptywania, test zawieszenia za ogon. Co wigcej, funkcjonalni
antagonisci NMDA, w zwierz¢cych modelach depresji jak chroniczny tagodny stres (MK-
801, CGP 37849, CGP 40116, ACPC), czy chroniczny nieprzewidywalny stres lub model
usunigcia opuszek wechowych (amantadyna, MK-801) wykazuja dziatanie typowe dla
LPD [Nowak 2000a, Nowak 2005].

Efekty przedkliniczne antagonistow NMDA potwierdzono we wstgpnych badaniach
klinicznych na przykltadzie ketaminy i metapraminy. Ketamina (niekompetytywny
antagonista receptora NMDA, pochodna fencyklidyny) juz po jednorazowym podaniu
dozylnym poprawia nastrdj pacjentow z cig¢zka depresja lekooporng w ciagu 72 godzin od
momentu podania, co wigcej, efekt ten utrzymuje si¢ az do dwéch tygodni [Berman i wsp.
2000, Boireau i wsp. 1996, Zarate i wsp. 2006, Maeng i wsp. 2007]. Obecnie tak szybki
poczatek dzialania ketaminy tlumaczy si¢ przesunigciem réwnowagi w ukladzie
glutaminianergicznym z receptora  NMDA na AMPA, co zwigksza synaptyczna
potencjalizacje. Zwiazane jest to z dodatkowa wlasciwoscia ketaminy, jaka jest
presynaptyczne uwalnianie glutaminianu. Uwolniony glutaminian faworyzuje receptory
AMPA, poniewaz receptory NMDA sa zablokowane przez ketaming. Natomiast jej
przedtuzony efekt tlumaczy si¢ wywolywaniem wczesnych zmian neuroplastycznych
[Maeng i wsp.2007].

Metapramina natomiast (antagonista miejsca fencyklidynowego i inhibitor wychwytu
zwrotnego noradrenaliny) mimo duzej aktywnoS$ci przeciwdepresyjnej zostata wycofana,
ze wzgledu na silne dziatanie neurotoksyczne [Boireau i wsp. 1996].

Niestety, wtasnie dzialania niepozadane antagonistow receptora NMDA, do ktérych
naleza efekty psychozomimetyczne, zaburzenia pamigci, zaburzenia motoryczne,
wywolywanie zaleznosci czy indukcja proceséw neurodegeneracyjnych wykluczaja
wigkszos¢ tych substancji z grupy potencjalnych LPD. Obecnie poszukiwania nowych
LPD zawe¢zono do antagonistow o niskim powinowactwie do receptora NMDA, takich
jak memantyna czy amantadyna oraz ligandéw miejsca glicynowego np. 7-CKA,
5,7-DCKA, D-cykloseryna, ACPC [Patucha i wsp. 2005, Siwek i wsp. 2005, Maeng i wsp.
2007]. Zwiazki, ktére sa selektywnymi antagonistami podjednostki NR2B
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(np. Ro 25-6981) posiadaja zdecydowanie mniejsza zdolnos¢ do wywotywania efektéw
ubocznych charakterystycznych dla antagonistow NMDA [Maeng i wsp.2007].
Przeprowadzono pierwsze badania kliniczne z uzyciem selektywnych antagonistéw
podjednostki NR2B receptora NMDA (CP-101,606) u pacjentéw z depresja lekooporna,
ktore wskazuja na ich skutecznos¢ i bezpieczenstwo. Selektywni antagonisci podjednostki
NR2B receptora NMDA maja ogromna szans¢ sta¢ si¢ nowa grupa antydepresantow
cechujaca si¢ szybszym poczatkiem dziatania, silniejszym efektem, wyzsza skutecznos$cia
réwniez w przypadku depresji lekoopornych[Preskorn i wsp. 2009].

Ciekawym kierunkiem badan jest mozliwo$¢ zapobiegania efektom stymulacji
receptora NMDA poprzez blokade syntezy NO. Do aktywacji syntazy NO dochodzi
w wyniku doneuronalnego naptywu jonéw wapnia przez otwarty kanal receptora NMDA.
Powstajacy NO, bedacy wstecznym neurotransmiterem dyfunduje do zakonczen
presynaptycznych indukujac dalsze wuwalnianie glutaminianu, co w warunkach
fizjologicznych ma znaczenie w procesie dilugotrwalej potencjalizacji, natomiast
w warunkach patologicznych moze nasila¢ zjawisko ekscytotoksycznosci. Inhibitory
syntazy NO (btekit metylenowy, L-NMMA, L-NNA, L-NAME) wykazuja w tescie
wymuszonego plywania dzialanie przeciwdepresyjne pordwnywalne do imipraminy
[Rameau 1 wsp. 2004, Maffei i wsp. 2003].

Na receptor NMDA wptyna¢ moga réwniez substancje o dzialaniu posrednim np.
LY392098, wykazujacy zdolnos¢ do potencjalizacji aktywnosci receptoréw AMPA.
Prowadzi to do zmian w ukladzie glutaminianergicznym polegajacych na zmniejszeniu
ilosci pobudzen receptorow NMDA na rzecz receptorOw AMPA 1 kainianowych
w krytycznych sieciach neuronalnych. Na receptor AMPA uwage badaczy zwrdcit fakt, ze
potencjalizatory (pozytywne allosteryczne modulatory) AMPA tzw. AMPAKiny silnie
stymuluja produkcje BDNF [Skolnick i wsp. 2001, Li i wsp. 2003]. W dodatku
potencjalizatory receptora AMPA wykazuja dziatanie przeciwdepresyjne w zwierzgcych
modelach depresji [Li 1 wsp. 2001].

Istotnym elementem przeciwdepresyjnej aktywnosci antagonistéw receptora NMDA jest
ich zdolno$¢ do zwigkszania uwalniania glutaminianu, wynikajaca z blokady receptoréw
presynaptycznych (autoreceptorow) lub GABA-ergicznych interneuronéw. Wzrost
stgzenia glutaminianu w synapsie indukowany np. przez ketaming moze aktywowac
receptory AMPA. Maeng i wspdipracownicy wysungli, wigc hipoteze, ze antydepresyjne
dziatanie ketaminy, jak réwniez innych antagonistow NMDA moze wynika¢ wtasnie

z tego mechanizmu 1 przeprowadzili badania behawioralne, w ktérych przeciwdepresyjne
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dziatanie niektérych antagonistbow NMDA byto znoszone przez zwiazek NBQX,
antagonist¢ receptora AMPA [Maeng i wsp. 2008, Dybata i wsp. 2008].

Sugeruje si¢, zatem, ze aktywacja receptora AMPA moze stanowi¢ wspélny punkt
koncowy przeciwdepresyjnego dzialania antagonistow NMDA [Skolnick i wsp. 2008].
Badania wykazaly réwniez, ze dlugotrwate podania LPD (reboksetyna, fluoksetyna,
dezipramina) indukuja powierzchniowa ekspresj¢ receptora AMPA przez zmiang poziomu
fosforylacji dla specyficznych podjednostek AMPA [Barbon i wsp. 2006]. Podsumowujac
zarbwno aktywacja receptora AMPA, jak i inhibicja receptora NMDA sa zaangazowane

w dziatanie przeciwdepresyjne.

Zmiany adaptacyjne w obrebie ukladu glutaminianergicznego

Glutaminianergiczne receptory jonotropowe

W badaniach eksperymentalnych zaobserwowano, ze na skutek dlugotrwatego
podawania LPD, nalezacych do réznych grup (TLPD, SSRI, inhibitory MAO, inhibitory
wychwytu serotoniny i noradrenaliny oraz nietypowe LPD), a takze elektrowstrzaséw
dochodzi do powstawania zmian adaptacyjnych w obrgbie receptora NMDA,
prowadzacych do ostabienia jego funkcji. Z drugiej strony natomiast wzrost
powinowactwa glicyny do miejsc glicynowych receptora NMDA widoczny jest w modelu
chronicznego tagodnego stresu u szczuréw [Nowak i wsp. 1998a]. Funkcjonalna
desensytyzacja receptora NMDA przejawiaja si¢: spadkiem powinowactwa glicyny do
jej miejsca wigzacego w kompleksie receptora NMDA (miejsce Glyg) oraz
zmniejszeniem modulacji pomiedzy miejscem glicynowym a glutaminianergicznym
w korze moézgowej myszy i szczura, opdznieniem procesu wigzania selektywnego
liganda do miejsca fencyklidynowego oraz wzrostem powinowactwa cynku do
cynkowego miejsca modulacyjnego w korze mézgowej myszy, co zwiazane jest
z nasileniem zdolno$ci cynku do hamowania tego receptora [Layer 1995, Nowak 1993,
1996, 1998a,b Paul 1993, Szewczyk 2001]. Zmienia si¢ rOwniez wzajemna proporcja
podjednostek biatkowych budujacych receptor oraz ich kompozycja [Skolnick 1999].
Dtugotrwale stosowanie LPD moze wigc prowadzi¢ do ostabienia przewodnictwa
glutaminianergicznego. Hamowanie funkcji receptora NMDA poprzez zmniejszanie
pobudzajacego wplywu glutaminianu na hamujace interneurony GABA-ergiczne moze

prowadzi¢ posrednio do zwigkszenia pobudzenia w o.u.n. [Pilc 2000].
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Hipoteza Skolnick’a

Potaczeniem hipotezy neurotroficznej [Duman i wsp. 1997] i glutamatergicznej [Skolnick
1 wsp. 1996] jest hipoteza wysunigta przez Skolnick’a [Skolnick 1999]. Méwi ona, Ze pod
wplywem LPD (SNRI, IMAO) dochodzi do wzrostu poziomu neurotransmitera-
noradrenaliny w szczelinie synaptycznej, co powoduje stymulacje receptoréw
- adrenergicznych, prowadzaca do zwigkszenia poziomu cAMP w komoérce. Wielokrotne
podania LPD wywotuja B—,,down”- regulacj¢. Podwyzszony poziom noradrenaliny moze
jednak kompensowac spadek ilosci receptorow, wigc stezenie cAMP w komoérce moze byc¢
nawet wyzsze niz przed podaniem LPD. Do zwigkszenia stgzenia cAMP prowadza tez
inhibitory fosfodiesterazy (INH PDE), zwiazki o udowodnionej aktywnosci
przeciwdepresyjnej, ktére hamuja metabolizm cAMP. Wzrost stezenia cCAMP w komorce
prowadzi do nasilenia transdukcji sygnatu i wzrostu ilosci kinazy biatkowej A (PKA),
czego rezultatem jest zwigkszenie procesOw fosforylacji, w tym fosforylacji czynnika
transkrypcyjnego CREB. Do tego samego efektu prowadza réwniez LPD dziatajace
poprzez uktad serotoninowy (np. SSRI, IMAQO) oraz poprzez kinaz¢ zalezna od wapnia
1 kalmoduliny (CaM-K). Ufosforylowany CREB zwigksza poziom mézgowego czynnika
neurotropowego (BDNF), ktéry moze redukowa¢ syntezg niektérych podjednostek
receptora NMDA prowadzac do ostabienia jego funkcji. Bezposrednie ostabienie funkcji
receptora NMDA wywolywane jest z kolei przez antagonistow NMDA [Skolnick 1999,
Nowak 2000b].
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PKA CREB CaM-K
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LPD
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cAMP INH
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Ryc. 4. Hipoteza Skolnick’a. Wptyw LPD, antagonistéw NMDA oraz cynku na kompleks receptora NMDA.
INH PDE - inhibitory fosfodiesterazy.
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Glutaminianergiczne receptory metabotropowe

Rola  glutaminianergicznych  receptoréw  metabotropowych  jest modulacja
neurotransmisji dla glutaminianu, ale réwniez dla innych transmiteréw zaangazowanych
w regulacj¢ nastroju, ktéra odbywa si¢ na drodze presynaptycznej regulacji uwalniania
neuroprzekaznika lub poprzez modulacj¢ postsynaptycznej odpowiedzi na glutaminian
1 regulacje pobudliwosci neuronalnej. Modulacja transmisji glutaminianergicznej poprzez
receptory metabotropowe moze by¢ sposobem na osiagnig¢cie pozadanych w terapii
depresji zmian w obr¢bie uktadu glutaminianergicznego bezpiecznie, bez ryzyka groznych
dziatan niepozadanych towarzyszacych stosowaniu antagonistow receptora NMDA.

Badania dowodza, iz chroniczne stosowanie LPD powoduje powstawanie zmian
adaptacyjnych metabotropowych receptorow glutaminianergicznych, a ligandy tych
receptorow wykazuja aktywnos$¢ przeciwdepresyjna.

Powtarzalna ekspozycja na LPD obniza wrazliwo$¢ receptorow metabotropowych grupy I
w moézgu [Pilc 1 wsp. 2008]. Zaobserwowano wzrost poziomu ekspresji dla biatek
receptora mGluR5a w polu CA1 hipokampa po przewlektych podaniach imipraminy oraz
w polu CA3 po terapii ECS, jak réwniez dla biatek receptora mGluRla w rejonie rogu
Ammona po chronicznym stosowaniu ECS [Smiatowska i wsp. 2002]. Badania
Martisciano podaja z kolei wzrost ekspresji receptorow mGluRla w hipokampie przy
braku zmian ekspresji dla receptora mGIluRS po dlugotrwatych podaniach imipraminy
[Martisciano i1 wsp. 2002]. Efekt ,up”- regulacji moze by¢ wyrazem zmian
kompensacyjnych w stosunku do zmniejszenia wrazliwos$ci receptorow. Selektywni
antagonisci receptorow mGIluRS (MPEP, MTEP) oraz mGluR1 (EMQMCM) wykazuja
aktywno$¢ przeciwdepresyjna w zwierzecych testach i modelech depresji [Pilc i wsp.
2008].

W grupie II receptoréw mGIluR pod wplywem przewlektego podawania imipraminy
powstaja zmiany adaptacyjne w receptorach postsynaptycznych mGIluR2 i mGIluR3
polegajace na "up"- regulacji bialek receptorowych, natomiast funkcja receptoréw
presynaptycznych zostaje ostabiona [Matrisciano i wsp. 2002, 2005, Pilc i wsp. 2008].
Badanymi ligandami (antagonistami) receptoréw grupy II sa zwiazki: MGS0039
1 LY431495 [Pilc i wsp. 2008].

Niewiele wiadomo na temat udzialu receptoréw mGIluR grupy III w patomechanizmie
depresji i dziataniu LPD. Wykazano obnizenie ekspresji receptorow mGIluR7 w korze
moézgowej 1 hipokampie po przewlektych podaniach citalopramu, lecz nie imipraminy

[Wieronska 1 wsp. 2007]. W badaniach eksperymentalnych wykazano przeciwdepresyjne
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wlasciwosci zwiazkéw: ACPT-I, agonisty receptoréw III grupy mGlu, AMNO082, agonisty
mGluR7 oraz RS-PPG agonisty receptora mGlu8 [Pilc i wsp. 2008].

Wydaje sig, ze zastosowanie potencjalnie skutecznych antagonistow I i II grupy mGluR
oraz agonistow grupy III mGluR pozwoli zmniejszy¢ aktywno$¢ nadmiernie pobudzonego
ukfadu glutaminianergicznego w depresji przy jednoczesnym wyeliminowaniu efektow

ubocznych charakterystycznych dla antagonistow NMDA.
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CYNK W OSRODKOWYM UKLADZIE
NERWOWYM

Cynk w organizmie czlowieka

Cynk jest jednym z najwazniejszych 1 najobficiej wystgpujacych pierwiastkéw
sladowych. Organizm czlowieka zawiera 2-2.5 g cynku, przy dziennym zapotrzebowaniu
wynoszacym 10-15 mg [Cousins 1985]. Wchtanianie cynku jest odwrotnie proporcjonalne
do jego zawartosci w diecie [Schlegel- Zawadzka i wsp. 2001]. Biometal ten wchodzi
w sklad ponad 300 enzyméw, w ktorych pelni funkcje¢ katalityczna, strukturalng
i regulacyjna. Jest niezbedny w procesach replikacji DNA, transkrypcji, syntezy bialek
[Prasad 1993, Vallee 1993]. W organizmach zywych wystgpuje jedynie w formie jonu
dwuwarto$ciowego Zn**. Niedobér cynku prowadzi do spadku masy ciata, zahamowania
wzrostu, opéznienia dojrzewania, spadku odpornosci, a takze do zaburzen psychicznych,
w tym anoreksji, dysforii, stanéw lgkowych, uposledzenia proceséw uczenia sig, funkcji
poznawczych oraz niektérych choréb neurologicznych (np: choroba Alzheimera,

Parkinsona), [Takeda 2000, Takeda i wsp. 2007].

Zawarto$¢ i rozmieszczenie cynku w mézgu

W roku 1943 Sheline i wsp. doniesli o wychwycie cynku przez mézg u myszy i pséw
[Sheline i wsp. 1943]. Ponad dekad¢ pdzniej, Maske, uzywajac histochemicznej metody
barwienia, odkryl wymienialna pulg¢ cynku w mézgu [Maske 1955]. Tak rozpoczely sig
badania nad rozmieszczeniem 1 funkcja jondw cynku w osrodkowym ukladzie nerwowym.
Sposréd wszystkich organéw mozg zawiera najwigecej cynku, a jego $rednie stezenie
wynosi 150 uM. Stanowi to ilo§¢ ponad stukrotnie wigksza niz klasycznych
neurotransmiteréw (np. monoamin) i zaledwie szesciokrotnie mniejsza niz jonéw wapnia.
[Frederickson 1989, Takeda 2000]. Stgzenie jondw cynku w mézgu zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem organizmu i utrzymuje sig na stalym poziomie w dojrzatym mézgu. Obrét cynku

w moézgu jest znacznie wolniejszy niz w tkankach peryferyjnych np. w watrobie,
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w zwiazku z obecno$cia bariery krew- mézg oraz krew- plyn mézgowo- rdzeniowy
[Takeda 2000].

Rozmieszczenie jonéw cynku w mézgu jest nierdwnomierne. Wyzsze st¢zenie wystgpuje
w istocie szarej, w porOwnaniu z istota biata. Obszarami o najwyzszym st¢zeniu jonow
cynku s3: wi6kna mszyste hipokampa, gdzie, w pgcherzykach synaptycznych, osiaga
ono warto$ci 300-350 uM oraz jadro migdalowate 1 kora moézgowa. Badania
poszczegdlnych frakeji organelli komérkowych wykazaly najwigksza ilos¢ jonéw cynku
we frakcji jadrowej (34-58%), mniej we frakcji mitochondrialnej (15-22%), cytozolowe;j
(16%) 1 synaptosomalnej (15%) [Frederickson 1989].

Ryc. 5 Przekr6j w plaszczyznie strzatkowej przez mézg szczura po wybarwieniu autometalograficznym
(ztoto-brazowo-czarne plamy- barwienie metoda Timma- Danschera; niebieskie- metoda Nissla).
Najintensywniej zabarwione miejsca to obszary najbardziej obfitujace w cynk subiculum (s) hilus of dentate

gyrus (h) mossy fibers [z Frederickson 2000].

Transport cynku do mézgu

Transport cynku z krwi do mézgu odbywa si¢ poprzez barier¢ krew- mézg oraz bariere
krew- plyn mézgowo rdzeniowy. Badania na sztucznym modelu bariery krew - mdézg
wykazaty, ze bariera ta zapewnia utrzymanie homeostazy cynku w okresach niedoboru lub
nadmiaru tego pierwiastka [Lehmann i wsp. 2002].

Stezenie cynku w surowicy krwi wynosi 15 uM. Cynk osoczowy dzieli si¢ na trzy
frakcje: frakcj¢ zwiazana z biatkami takimi jak: albumina, transferyna, a,-makroglobulina,

ceruloplazmina, haptoglobina (98%), frakcj¢ zwiazana z ligandami o niskiej masie
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czasteczkowej (1-2%) oraz frakcj¢ wolnego cynku, ktérego stezenie oszacowano zaledwie
na 10°- 10" M, co stanowi najmniejsza pul¢ wymienialnego cynku w osoczu. Najwigksza
za$ pule stanowi cynk zwigzany z albuminami, ktére jednak nie sa istotne w transporcie
cynku do moézgu. Kolejna pula wymienialnego cynku w osoczu stanowi cynk zwiazany
z aminokwasami: histydyna i cysteing. Histydyna pelni istotng funkcje¢ w pokonywaniu
bariery krew- mozg przez cynk [Takeda 2000, 2001]. Szybkos¢ 1 wielkos¢ domézgowego
transportu cynku sa determinowane st¢zeniem cynku we krwi [Lehmann i wsp. 2002].
Mechanizm transportu cynku ze $rédbtonka i nabtonka do ptynu mézgowo- rdzeniowego
nadal pozostaje niewyjasniony [Takeda 2000, 2001]. Cynk pobierany jest prawdopodobnie
zarbwno przez btong ciata komoérki nerwowej, jak i zakonczenia aksonalne, a takze
transportowany do neuronéw posrednio, przy udziale komoérek glejowych. Olbrzymia
réznica stgzen cynku pomig¢dzy ptynem migdzykomérkowym (0.15 uM), a cytozolem
neuronéw (150 pM), sugeruje udziat specyficznych transporteréw cynku (transportery

z rodziny Zip), [Frederickson 1989, Takeda 2000 Law 1 wsp. 2003].

Pule cynku w mézgu

Wystepujacy w mézgu cynk mozna zasadniczo zaklasyfikowa¢ do dwéch oddzielnych
puli: biatkowej i synaptycznej.

Pierwsza pula, bialkowa, stanowiaca okoto 90% catkowitej zawartosci cynku
w moézgu obejmuje cynk zwiazany z metaloenzymami. Naleza do nich enzymy
cytoplazmatyczne  (np: dysmutaza  ponadtlenkowa, fosfodiesteraza), enzymy
mitochondrialne (np. oksydaza cytochromowa, karboksylaza pirogronianowa), jadrowe
(np. polimeraza DNA, RNA), enzymy aparatu Golgiego (peptydazy, mannozydazy). Jony
cynku buduja réwniez struktur¢ biatek strukturalnych, regulatorowych, w tym czynnikéw
transkrypcyjnych oraz tworza tzw. ''palce cynkowe' (sekwencje umozliwiajace wiazanie
czynnikéw transkrypcyjnych do DNA). We wszystkich tych strukturach jony cynku sa na
stale zwiazane, dlatego tez tworza one stabilng pulg zaangazowana tylko w specyficzne
funkcje bialek, w ktérych wystegpuja [Vallee i wsp. 1993, Frederickson 1989].

Druga, pule synaptyczna, stanowiaca okoto 5- 15 % catkowitej ilosci cynku w mézgu
tworzy cynk jonowy w formie niezwiazanej, zawarty w pgcherzykach presynaptycznych,
zwany inaczej cynkiem histochemicznie reaktywnym (uwidaczniany metoda barwienia
Timma 1 jej modyfikacjami), cynkiem pecherzykowym, synapycznym Ilub
chelatowalnym [Frederickson 1989, 2003].
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Cynk synaptyczny jest wybidrczo przechowywany i uwalniany z matych, owalnych
pecherzykéw synaptycznych specyficznych neuronéw, tzw. neuronéw cynkoergicznych -
ZEN (ang. zin - enriched neurons). Neurony te, w korze mézgowej, jadrze migdatowatym
i hipokampie to neurony glutaminianergiczne, uwalniajace glutaminian (ang. gluzinergic,
zinc- containing neurons), [Li 1 wsp. 2003, Frederickson 2005]. Ciata komérek ZEN
zlokalizowane sa prawie wytacznie w korze mézgowej oraz jadrach ciata migdatowatego,
skad wysytaja swoje projekcje do: kory mézgowej i ciala migdalowatego, prazkowia,
struktur uktadu limbicznego. Systemy przekaznikowe zawierajace cynk to zatem przede
wszystkim szlaki: kortyko- kortykalne, kortyko- limbiczne i limbiczno- kortykalne
[Frederickson 1 wsp. 2001]. Uwaza sig, ze szlaki te zwiazane s3a z funkcjonowaniem
pamigci epizodycznej, ekspresja emocji, zachowan oraz dzialan poznawczo-
pamigciowych [Takeda i wsp. 2004].
Istnieja jeszcze dwie grupy neurondéw zawierajacych cynk: wystgpujace w moézdzku
1 rdzeniu kregowym neurony zwiazane z transmisja GABA- ergiczna [Wang i wsp. 2002,
Smart i wsp. 1994] oraz wystepujace jedynie w rdzeniu krggowym neurony glicynergiczne
[Birinyi i wsp. 2001].

Czasem wyrdznia si¢ jeszcze trzecia, czysto hipotetyczng pule cynku ''wolnego',
ktory jest natychmiast wigzany. Jest to cynk tzw. szybko- wymienialny (ang. rapidly
exchangeable), uwalniany do przestrzeni synaptycznej w poblizu neuronu docelowego,

jedynie w szczegdlnych okolicznosciach [Frederickson 2003].

Magazynowanie cynku w neuronie. Transportery cynku

Cynk jest mata, hydrofilowa, wysoko natadowana czasteczka, ktéra nie przechodzi
przez btony biologiczne w procesie pasywnej dyfuzji. Dlatego tez niezbg¢dne sa specjalne
mechanizmy zaréwno dla jej wychwytu, jak i uwalniania [McMahon i wsp. 1998].
Transportery dla cynku u ssakéw sa biatkami o domenach transbtonowych, kodowanymi
przez dwie rodziny gendéw SLC (ang. solute- linked carrier): ZnT (SLC30) oraz ZIP
(SL.C39). Poznano dotychczas 10 transporteréw typu ZnT oraz 15 typu ZIP [Liuzzi i wsp.
2004, Nakashima i wsp. 2009].

Pelnia one przeciwstawna role w utrzymywaniu homeostazy cynku. Transportery z rodziny
ZIP (ang. Zrt- Irt- like proteins) zwigkszaja wewnatrzkomorkowa dostepnos¢ cynku
poprzez promowanie wychwytu z zewnatrz komorek i1 prawdopodobnie zwigkszaja

uwalnianie cynku z pgcherzykéw synaptycznych do cytoplazmy. Transportery z rodziny
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ZnT natomiast promuja wyplyw z komérek lub wychwyt do pecherzykow
synaptycznych, redukujac poprzez to wewnatrzkomoérkowe stezenie jonéw cynku.
Transportery ZnT (1,2,4,5,6,7) znajduja si¢ w wigkszosci komoérek, rowniez w neuronach.
Ich rola zostala dokladnie scharakteryzowana w réznych rejonach ciata, jednak
stosunkowo mato wiadomo o mechanizmie neuronalnego transportu cynku.

Pierwszym odkrytym transporterem cynku byl wszechobecny w mézgu ZnT1-
komoérkowy eksporter cynku, odpowiadajacy za jego wewnatrzkomorkowa homeostaze
[McMahon i wsp. 1998, Cousins i wsp.2000, Liuzzi i wsp. 2004, Palmiter i wsp. 1995].
ZnT2 1 ZnT4 transportuja cynk do endosoméw i lizosoméw. ZnT 5,6,7, sa zlokalizowane
na aparacie Golgiego. ZnT 8.9.10 zostaly odkryte niedawno 1 niewiele jeszcze na ich temat
wiadomo.

Unikalnym dla mézgu bialkiem transportujacym cynk jest ZnT3. Transporter ZnT3
zdobi btony wszystkich matych, okraglych pecherzykéw synaptycznych widkien
mszystych hipokampa u myszy i1 malp. 60-80% tych pegcherzykéw zawiera cynk
synaptyczny, co sugeruje, ze ZnT3 odpowiada za transport cynku do pecherzykéw
[Wenzel 1 wsp. 1997]. Co wigcej ZnT3 kontroluje nie tylko ilos¢ cynku
szybkowymienialnego (histochemicznie reaktywnego), ale réwniez catkowita ilo$¢ cynku
w pecherzykach synaptycznych neuronéw cynkoergicznych [Linkous 1 wsp. 2008]. mRNA
dla transportera ZnT3 wykryto w mézgu i jadrach gryzoni [Liuzzi i wsp. 2004, McMahon
i wsp. 1998, Cousins i wsp.2000], ludzkich liniach komérkowych nabtonka piersi oraz
w grasicy u myszy [Luizzi 1 wsp. 2004]. Natomiast biatko ZnT3 obserwowano
w hipokampie, korze moézgowej i1 rdzeniu kregowym myszy. W dojrzalym mézgu mysim
ekspresja tego transportera pokrywa si¢ z lokalizacja neurondéw glutaminianergicznych
zawierajacych cynk synaptyczny, w widknach mszystych hipokampa [Luizzi i wsp. 2004].
Obecnosé transportera ZnT3, o wysokim powinowactwie do jonéw Zn>* pomaga utrzymaé
niskie stgzenie cynku w cytoplazmie neurondéw poprzez istotne dla funkcjonowania
neuronéw upakowanie wolnego cynku do pgcherzykéw synaptycznych [Cousins i wsp.
2000, Ketterman i wsp. 2008]. Myszy pozbawione genu kodujacego ZnT3 nie posiadaja
cynku histochemicznie reaktywnego w pecherzykach [Frederickson 2000].

Inna grupg biatek zaangazowana w obrét cynku stanowia tzw. metalotioneiny (MT).
Tioneiny to mate biatka (ok. 3000 Da) zawierajace miejsca cysteinowe, o wlasciwosciach
wigzania metali, w tym cynku. Ich funkcja w warunkach fizjologicznych polega na
przyjmowaniu cynku od innych ligandéw wiazacych cynk. Potrafia one zwiaza¢ siedem

atoméw cynku w dwudziestu miejscach cysteinowych w tzw. klastry cynkowe. Procesy
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oksydacji lub nitrozylacji miejsc cysteinowych uwalniaja zwiazany cynk, tak wigc MT
dziataja réwniez jako donory cynku. Metalotioneina- 3 (MT-III) jest izoforma
charakterystyczng wylacznie dla mézgu, co wigcej tylko w neuronach zawierajacych
cynk synaptyczny [Frederickson 2005]. Stanowi ona regulator dostgpnosci cynku

w mozgu.
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Ryc. 6. Transportery istotne dla utrzymania homeostazy cynku w neuronie [z Nakashima 2009].

Uwalnianie i wychwyt zwrotny

Stymulacja dr6g nerwowych zawierajacych histochemicznie reaktywny cynk powoduje
uwolnienie jonéw cynku z pegcherzykéw synaptycznych do szczeliny synaptycznej na
drodze egzocytozy zaleznej od jonéw wapnia [Pérez-Clausell 1 wsp. 1986, Katterman
1 wsp. 2008]. Wéwczas jego stezenie w szczelinie synaptyczne] moze przejSciowo
wzrasta¢ do przedziatu 100-300 uM, podczas gdy w neuronie wynosi zaledwie 10 uM
[Frederickson 2005]. W okreslonych warunkach (wystgpujace jednoczesnie uwalnianie
presynaptyczne i otwarcie kanaléw postsynaptycznych) cynk moze przemieszczaé sie
z wnetrza neuronu presynaptycznego do wewnatrz neuronu postsynaptycznego.
Poniewaz zaréwno glutaminian, jak i depolaryzacja otwieraja kanaty przepuszczalne dla
cynku, maksymalna translokacja jonéw cynku nastepuje podczas intensywnej aktywnosci

neuronalnej.
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Poczatkowo sadzono, ze ma to zwiazek jedynie ze zjawiskiem ekscytotoksycznosci
1 moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju procesOw patologicznych (w sytuacji uszkodzenia
tkanki moézgowej podczas niedokrwienia, napadu padaczkowego, urazu modzgu)
indukujacych $mieré¢ komorki [Frederickson i wsp. 2004, Frederickson 2005, Ketterman
1 wsp. 2008, Nakashima i wsp. 2009]. Dzieje si¢ tak w przypadku masywnej
1 niekontrolowanej penetracji cynku wraz z glutaminianem do wngtrza neuronu
postsynaptycznego. Dochodzi wéwczas do egzocytozy nawet wszystkich pecherzykéw
przechowujacych cynk, czego rezultatem jest kilkukrotne przekroczenie jego
fizjologicznego stezenia w szczelinie synaptycznej. Przy niewydolnych mechanizmach
wychwytu zwrotnego moze dochodzi¢ do translokacji olbrzymiej ilosci cynku do wngtrza
neuronu postsynaptycznego, czego efektem jest uruchomienie proceséw apoptozy
[Frederickson i wsp. 2000].

Obecnie, na podstawie przeprowadzonych badan, uwaza sig, ze rowniez w warunkach
fizjologicznych, cynk moze wchodzi¢ do neuronu postsynaptycznego i wyzwala¢ cala
gamg efektow. Jony cynku sa jedynymi jonami metali, ktére podlegaja uwalnianiu, tak jak
neurotransmitery ~w  procesie  transmisji  synaptycznej i spelniaja  funkcje
neuromodulujaca [Ketterman i wsp. 2008]. Ciala neuronéw i dendryty usiane sa
przepuszczalnymi dla cynku, bramkowanymi kanalami, ktére sa jednoczesnie
przepuszczalne dla jondw wapnia, takimi jak: kanal receptora NMDA, bramkowane
napieciem kanaly wapniowe (VDCC) oraz przepuszczalne dla wapnia kanaly
receptora AMPA i kainianowego. Potwierdzily to badania z uzyciem techniki
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) i badania fluorescencyjne [Frederickson
2005]. Dodatkowe drogi wejscia zwiazane sa z funkcjonowaniem wymiennika sodowo-
cynkowego oraz transporteréw ZIP [Nakashima i wsp. 2009]. Przechodzacy do neuronu
postsynaptycznego cynk zmienia swa funkcje z neurotransmitera na drugi przekaznik
wchodzacy w interakcje z kinazami (PKC, CaMKII, TrkB, SFK) oraz proteinami jadra
komoérkowego [Li 1 wsp. 2001, Yamasaki 1 wsp. 2007, Nakashima 1 wsp. 2009].

Istnieja réwniez dowody na wystgpowanie receptoréw, ktérych ligandem jest
endogenny cynk. Pierwotnie odkryto je w kulturach komoérek kolonocytéw, ostatnie
doniesienia sugeruja, ze sa one obecne takze w mézgu. Receptor cynkowy - GPR39 to
receptor zwigzany z bialkiem G, zaliczany przez swoje podobienstwo do rodziny
receptorow dla greliny. Wysoka ekspresj¢ tego receptora zaobserwowano w hipokampie,

jadrze migdatowatym 1 korze stuchowej. Receptor jest sensorem sygnalizujacym
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zewnatrzkomorkowe st¢zenia jondw cynku. Jego aktywacja prowadzi do zwigkszenia

syntezy cAMP i aktywnosci transkrypcyjnej [Holst i wsp. 2007, Nakashima i wsp. 2009].

n Kainate Receptor

. NMDA Receptor

' AMPA Receptor

. VDCC

.Sodiuma’Zinc Exchanger

a GABA Receptor
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"" Glutamate

s Zinc
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Cellular _ Signal Transduction
Responses Pathways
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Ryc. 7. Potencjalne dzialanie cynku w neuronie postsynaptycznym. Cynk w stgzeniach fizjologicznych
uwalniany z neuronu presynaptycznego wywiera wptyw na receptory w btonie neuronu postsynaptycznego,
hamujac receptory NMDA, kainianowe i GABA, oraz potencjalizujac receptory AMPA. Cynk moze réwniez
dyfundowa¢ do pobliskich komérek glejowych i hamowa¢ EAAT-1. Do neuronu postsynaptycznego cynk
moze wchodzi¢ poprzez kanaty receptoréw NMDA, AMPA, napigciozalezne kanaty wapniowe VDCC oraz
wymiennik sodowo- cynkowy. Cynk moze modulowa¢ $ciezki przekazywania sygnalu (CaMKII, PKC

i cAMP) bezposrednio lub posrednio poprzez aktywacjg receptora cynkowego GPR39 [z Nakashima 2009].

Mechanizm wychwytu zwrotnego cynku nie jest do konca poznany. Cynk uwolniony do
szczeliny synaptycznej jest nastgpnie pobierany zwrotnie (wychwyt o wysokim
powinowactwie) przez zakonczenia cynkoergiczne, ale roéwniez przez perikarion.
Przypuszcza si¢ réwniez, ze w pobieraniu cynku do neuronéw uczestnicza takze komoérki
glejowe [Takeda 2000]. Czg$¢ uwolnionego do szczeliny synaptycznej cynku zostaje
zwiazana przez pozakomoérkowe ligandy takie jak glutation, albumina czy histydyna.
Odpowiadaja one za usuwanie nadmiaru cynku i utrzymywanie jego fizjologicznych stgzen

[Palmiter i wsp. 1996, Li i wsp. 2001].
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CYNK W PATOFIZJOLOGII DEPRESJI

Historia badan

W roku 1983 Hansen i wsp. doniesli o przypadkach pacjentéw z depresja lekooporna
(TRD), u ktérych poziom cynku w osoczu byl znacznie obnizony [Hansen 1 wsp. 1983].
Siedem lat p6zniej McLoughlin i Hodge odkryli, ze pacjenci cierpiacy na depresj¢ cechuja
si¢ znaczaco obnizonym stezeniem cynku w osoczu w poréwnaniu z osobami zdrowymi,
co wigcej klinicznej poprawie towarzyszy wzrost obnizonego poziomu cynku
[McLoughlin i wsp. 1990]. Potwierdzily to badania, w ktérych dodatkowo znaleziono
negatywna korelacj¢ pomigdzy nat¢zeniem depresji, a poziomem cynku w osoczu [Maes
1 wsp. 1994, Nowak i wsp. 1999b, Schlegel-Zawadzka i wsp. 2000]. Zaproponowano
hipotez¢ wedlug ktérej zmniejszony poziom cynku w depresji moze by¢ zmiana wtérna do
odpowiedzi immunologicznej/zapalnej, a wrecz moze odzwierciedla¢ obecnos¢ ostrej fazy
tej odpowiedzi. Kolejna praca Maesa 1 wsp. doniosta, Zze najnizszy poziom cynku cechuje
pacjentow z TRD, a analiza danych wykazata, Ze obnizony poziom cynku w osoczu moze
by¢ uznany za wrazliwy i specyficzny marker TRD. Nie znaleziono natomiast zalezno$ci
pomigdzy terapia LPD, a normalizacja poziomu cynku w osoczu. Fakt ten moze wynika¢
z doboru populacji do badan (gtéwnie pacjenci z TRD), [Maes 1 wsp. 1997]. Ten sam
zesp6t wykluczyt korelacj¢ pomigdzy hipocynkemia wystgpujaca u pacjentéw
depresyjnych a czynnikami hormonalnymi (hiperkortykolizm) i dieta. Wyniki nast¢pnych
do$wiadczen wyjasnialy, ze obnizony poziom cynku w depresji moze by¢ czgSciowo
tlumaczony spadkiem poziomu albumin w osoczu, co moze mie¢ zwiazek ze zwigkszona
produkcja interleukiny-6 (IL-6) [Maes i wsp. 1999]. Produkcja cytokin 1 aktywacja uktadu
immunologicznego moze, jak wiadomo, indukowa¢ rozwdj klinicznych objawéw depresji

[Anisman i wsp. 2005, 2008, Kim i wsp. 2007].
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Badania eksperymentalne na zwierzetach - testy biochemiczne

Przewlekle podania LPD lub terapia ECS prowadza do zwi¢kszenia stezenia cynku
W mozgu szczura

Chroniczne podania citalopramu lub imipraminy zwigkszaja poziom cynku
w hipokampie szczura o ok. 10% obnizajac go jednocze$nie w korze mézgowej, mézdzku
1 przodomézgowiu. Poréwnujac poziom cynku obserwowany w hipokampie po uzyciu
obydwu LPD w stosunku do pozostatych regionéw moézgu, wykazano, ze poziom cynku
w tej strukturze jest wigkszy o ok. 20%. Wyniki te pokazuja, ze LPD moga wywotywa¢
redystrybucje lub tez reorganizacje poziomu cynku w poszczegdlnych rejonach moézgu.
Dodatkowo, podanie citalopramu powoduje wzrost poziomu cynku réwniez w surowicy
krwi (ok. 20%).
Natomiast terapia ECS wywotuje az 30% wzrost poziomu cynku w hipokampie i ok.
11-15% wzrost w korze mézgowej i mézdzku szczura [Nowak i wsp. 1999b]. Metoda
barwienia histochemicznego wykazano, ze chroniczne ESC powoduja rozrastanie sig
widkien komérek granularnych szlaku mszystego hipokampa, czyli rejonu najbardziej
obfitujacego w cynk, co sugeruje jednoczesnie wzrost puli cynku synaptycznego [Vaidya
i wsp. 1999, Lamont i wsp. 2001]. Efekt zwigkszenia puli cynku synaptycznego wywotuje

tez chroniczne podanie samego cynku [Szewczyk i wsp. 2006].

Chroniczne podania cynku zwi¢kszaja synteze BDNF w korze mézgowej szczura
Wigkszos¢ LPD, jak tez ECS zwigkszaja ekspresje genow dla BDNF w hipokampie.
Efekt ten obserwowano rowniez w korze mézgowej, lecz tylko po zastosowaniu niektorych
LPD 1 ECS. Najnowsze dane podkreslaja, ze réwniez cynk, w dawce 11.5 mg/kg,
podawany codziennie przez dwa tygodnie podnosit poziom mRNA dla BDNF, ale tylko
w korze moézgowej szczura [Nowak i wsp. 2004]. Mechanizm tego zjawiska zachodzi
prawdopodobnie przy udziale receptora NMDA. Najnowsze badania z wykorzystaniem
techniki Northenblot 1 Westernblot wykazaty, ze wielokrotne podania cynku nasilaja
ekspresje zarobwno mRNA dla BDNF, jak i biatka BDNF. Wzrost ekspresji mRNA dla
BDNF widoczny jest szczegdlnie w hipokampie szczura, przy zastosowaniu dawki
10 mg/kg juz w 7 dniu stosowania i utrzymuje si¢ w 14 i 35 dniu podan, podczas, gdy
w korze efekt ten obserwowany jest dopiero po 35 dniach stosowania tej samej dawki.
W korze mézgowej skuteczniejsze okazuje si¢ podanie dawki 65 mg/kg. Wzrost poziomu

BDNF obserwowano po 7 i 14 dniach podan cynku, ale jedynie w hipokampie
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[Sowa-Kuéma 1 wsp. 2008]. Réwniez grupa Franco potwierdzita, ze chroniczne (30
dniowe) podania cynku (doustnie, w dawce 15-18 mg/kg masy ciata) zwigkszaja poziom

ekspresji BDNF w korze mézgowej szczura [Franco i wsp. 2008].

LPD wplywaja na interakcj¢ cynku z kompleksem receptora NMDA

Zbadano wplyw wielokrotnych podan imipraminy na powinowactwo cynku do
receptora NMDA, ktére mierzono hamowaniem wiazania [3H]MK—801 do kanatu
jonowego receptora NMDA w korze mézgowej i hipokampie myszy. Wielokrotnie
podawana imipramina znaczaco zmniejsza warto$¢ ICsp hamowania wiazania tego liganda
przez cynk, co oznacza wzrost powinowactwa cynku do kompleksu receptora NMDA
w korze mézgowej, lecz nie w hipokampie myszy. Efekt ten jest specyficzny gatunkowo

i nie wystepuje u szczuréw [Szewczyk i wsp. 2001].

Badania eksperymentalne na zwierzetach - testy behawioralne

i modele depresji

Cynk dziala przeciwdepresyjnie w FST i TST

Cynk wykazuje dziatanie przeciwdepresyjne w tescie wymuszonego ptywania (FST)
zardwno u myszy, jak 1 szczuréw oraz w tescie zawieszenia za ogon (TST) u myszy. Co
wigcej cynk podawany w niskiej nieaktywnej dawce, tacznie z imipramina w niskiej,
nieaktywnej dawce, powoduje znaczne skrocenie czasu bezruchu. Sugeruje to mozliwa
potencjalizacje dziatania LPD przez ten biometal [Cunha i wsp. 2008, Kroczka i wsp.

2000, 2001, Nowak 1 wsp. 2003c, Rosa i wsp. 2003].

Niedobor cynku w diecie powoduje objawy depresyjne u szczuréow

U szczurow poddanych trzytygodniowej diecie bezcynkowej zaobserwowano
zachowania pro- depresyjne takie jak: anoreksja (zmniejszenie przyjmowania pokarmu
widoczne juz od 10 dnia diety i spadek masy ciala o 25% w stosunku do grup
kontrolnych), anhedonia (znamienne obnizenie przyjmowania roztworu sacharozy
w stosunku do wody), lek (mierzony czasem ekploracji w o$wietlonych/zaciemnionych
boksach), [Tassabehji i wsp. 2008]. Wyniki eksperymentéw przeprowadzonych na

myszach poddanych diecie ubogocynkowej (40% dziennego zapotrzebowania) wykazaty
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nasilenie zachowan pro- depresyjnych w teScie ptywania i zawieszenia za ogon, ktore

odwracaty chroniczne podania dezipraminy [Whittle i wsp. 2009].

Cynk odwraca efekt depresyjny wywolany malationem w FST

Malation jest insektycydem wykorzystywanym w rolnictwie, nalezacym do grupy
zwiazkéw fosforoorganicznych. Wywotuje on efekt depresjogenny, przektadajacy si¢ na
zwigkszenie czasu bezruchu w tescie ptywania. Cynk odwraca dzialanie malationu,
obnizajac czas bezruchu w FST. Wykazuje tez efekt neuroprotekcyjny [Brocardo i wsp.

2007].

Cynk jest aktywny w modelach depresji: OB, CUS i CMS

W modelu bulbektomi (OB) zaobserwowano zmniejszenie ilosci préb koniecznych do
nabycia odruchu biernego unikania i obnizong ruchliwos¢ oraz ilo§¢ wydawanych przez
zwierzgta z uszkodzonymi opuszkami wechowymi dzwigkoéw [Nowak 1 wsp. 2003c].
Aktywno$¢ przeciwdepresyjna cynku udowodniono réwniez w modelu chronicznego
nieprzewidywalnego stresu (CUS), w ktérym cynk (30 mg/kg/24h wodoroasparaginian)
zapobiega zachowaniom pro- depresyjnym (deficyt zachowan agresywnych) zwierzat
polegajacym [Ossowska i wsp. 2002, Cieslik i wsp. 2007]. Suplementacja cynkiem (niska
nieaktywna dawka 15 mg/kg/24h wodoroasparaginianu) wzmacnia réwniez efekt dziatania
imipraminy (niskiej, nieaktywnej dawki 5 mg/kg/24h) w tym modelu [Cieslik i wsp. 2007].
Cynk wykazuje réwniez aktywno$s¢ w modelu chronicznego tagodnego stresu (CMS)

u szczuréw [Sowa-Kuéma i wsp. 2008].

Badania kliniczne

Badania przedkliniczne przeprowadzone na kobietach cigzarnych dowodza, ze
obnizony poziom cynku w surowicy krwi wspétwystepuje z objawami depresji zardwno
przed- jak 1 poporodowej. Wyniki badania pokazuja tez zaleznos¢ migdzy nasileniem
objawéw depresji, a obnizonym stezeniem cynku w surowicy krwi u pacjentek z depresja
poporodowa [Wdjcik i wsp. 2006]. Wykazano tez po raz pierwszy korzystne efekty
suplementacji cynkiem terapii przeciwdepresyjnej. W badaniu tym pacjentéw cierpiacych
na depresjg, leczonych przy pomocy standardowej terapii przeciwdepresyjnej z uzyciem

TLPD lub SSRI, podzielono na dwie grupy. Jedna z nich dodatkowo otrzymywata 25 mg
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cynku raz dziennie. Do oceny skutecznosci terapii uzyto Skali Depresji Hamiltona (HDRS)
1 kwestionariusza Becka (BDI) przed jej rozpoczgciem, oraz w 2, 6 1 12 tygodniu leczenia.
Suplementacja cynkiem znaczaco zredukowata wyniki HRDS i BDI w 6 i 12 tygodniu
kuracji w poréwnaniu z grupa, ktéra otrzymywata placebo [Nowak i wsp. 2003a].
Przeprowadzono tez badanie postmortem na moézgach samobdjcéw, ktére jednak nie
wykazato réznic w zawartosci cynku w hipokampie czy korze mézgowej, w poréwnaniu
z osobami, ktére zmarly z przyczyn innych niz psychiatryczne. Dowiedziono natomiast, ze
istnieje statystycznie istotny spadek (ok. 26%) zdolnosci cynku do hamowania wigzania
liganda (PHIMK-801) do receptora NMDA w hipokampach ofiar samobdjstwa. Dane te
dowodza, ze zmieniona interakcja cynku z receptorem NMDA moze by¢ istotna

w patofizjologii préb samobdjczych [Nowak i wsp. 2003b].

Potencjalne mechanizmy przeciwdepresyjnego dzialania jonow

cynku
(+)
CREB |
(+)
GSK-3
NA 5HT

Ryc. 8. Molekularny mechanizm dziatania cynku oraz wptyw BDNF na funkcje receptora NMDA

[z Szewczyk i wsp. 2008, zmienione]
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Pomimo znacznego postgpu w badaniach, ktéry osiagni¢to w przeciagu ostatniej
dekady, mechanizm przeciwdepresyjnej aktywnos$ci jonéw cynku nie zostal w pelni
wyjasniony. Istnieje kilka potencjalnych drég dziatania jonéw cynku w depres;ji.

Coraz wigksza liczba badan potwierdza udzial receptora NMDA w patomechanizmie
1 leczeniu tego schorzenia. Substancje, ktére hamuja funkcj¢ receptora NMDA wykazuja
aktywnos$¢ przeciwdepresyjna w testach 1 modelach depresji u zwierzat [Pittenger 1 wsp.
2007]. Cynk jest potencjalnym antagonista kompleksu receptora NMDA [Smart i wsp.
1994, Harrison 1 wsp. 1994], dlatego tez moze rozwija¢ swoja aktywnos¢
przeciwdepresyjna w oparciu o ten mechanizm (bezposrednie hamowanie funkcji receptora
NMDA). Klinicznie aktywne, konwencjonalne LPD, wptywajace na systemy monoamin,
moga hamowa¢ funkcj¢ receptora NMDA posrednio, poprzez zwigkszanie syntezy BDNF
[Duman i wsp. 1997]. Zmniejszenie aktywno$ci receptora NMDA wywoltuja tez
potencjalizatory AMPA i antagonisci grupy I mGluR [Patucha i wsp. 2002]. Kolejnym
mozliwym mechanizmem uzyskiwania aktywnosci przeciwdepresyjnej przez jony cynku
jest ich dziatanie posrednie poprzez: antagonistyczny wplyw na receptory mGluR1 [Zirpel
i wsp. 2001], wzmacnianie funkcji receptoréw AMPA [Rassendern i wsp. 1990], jak tez
zwigkszanie syntezy BDNF [Nowak i wsp. 2004, Franco 1 wsp. 2008], ktére prowadzi
w rezultacie do zmniejszenia aktywnosci receptora NMDA.

Inny, potencjalny mechanizm przeciwdepresyjnej aktywnosci jonow cynku moze
by¢ zwigzany z ukladem serotoninergicznym. W teScie ptywania u gryzoni
zaobserwowano, ze cynk potencjalizowal dzialanie imipraminy (inhibitora wychwytu
zwrotnego serotoniny 1 adrenaliny), [Kroczka 1 wsp. 2001, Szewczyk 1 wsp. 2002, Rosa
i wsp. 2003]. Wyniki ostatnich doswiadczen z uzyciem LPD z grupy SSRI: citalopramu
i fluoksetyny oraz reboksetyny- NSRI, dowodza, ze dzialanie przeciwdepresyjne cynku
zwiazane jest raczej z uktadem serotoninergicznym niz adrenergicznym. Cynk podawany
wraz z reboksetyng w niskich nieaktywnych dawkach nie zmieniat zachowania zwierzat
w FST, w przeciwienstwie do potaczen cynk- citalopram lub cynk- fluoksetyna (réwniez
w niskich nieaktywnych dawkach), w ktérych znaczaco obnizal czas bezruchu
u testowanych zwierzat [dane niepublikowane].

Badania wykazaly, ze cynk moduluje wewnatrzkomorkowe kaskady
przekazywania sygnalu wplywajac na kinazy MAP (ang. mitogen- activated protein
kinases), kinaz¢ bialkowa C (PKC), bialkowe fosfatazy tyrozynowe (PTP), kinaze
biatkowa Il zalezna do wapnia i kalmoduliny (CaMK-II), uczestniczace w proliferacji

1 réznicowaniu komoérek oraz ich apoptozie [Beyersmann i wsp. 2001, Li 1 wsp. 2003].
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Klasyczne LPD takie jak fluoksetyna, imipramina i amitryptylina réwniez moduluja
niektére kinazy z rodziny MAP np. kinazg ERK1/2 (ang. intracellural signal- regulated
protein kinase 1/2) [Fumagalli i wsp. 2005, Hisaoka i wsp. 2007]. Grupa Franco odkryta,
ze cynk zwigksza fosforylacj¢ kinazy ERK1/2 i wysungta hipoteze, ze to "up"- regulacja
czynnikow neuroprotekcyjnych BDNF, ERK, glutationu (GSH), odpowiada za
przeciwdepresyjne wlasciwosci tego pierwiastka sladowego [Franco i wsp. 2008]. Przez
niektérych autoréw cynk uwazany jest nawet za wewnatrzkomoérkowy drugi przekaznik,
czyli substancjg, ktérej wewnatrzkomérkowy stan jest bezposrednio zmieniany przez
zewnatrzkomoérkowa stymulacje i w ten sposéb umozliwia transdukcj¢ sygnatu
zewnatrzkomoérkowego w ciag zdarzen zachodzacych wewnatrz komorki. Potwierdzaja to
badania zjawiska tzw. "fali cynkowej" zachodzacego w mastocytach [Yamasaki i wsp.
2007].

Innym mozliwym mechanizmem molekularnego dziatania jonéw cynku jest
antagonistyczny wplyw na kinaze- 3 syntazy glikogenu (GSK-3). GSK-3 jest enzymem,
kinaza serynowo- treoninowa, ktéry dezaktywuje syntazg glikogenu poprzez proces
fosforylacji. Dziatanie GSK-3 nie ogranicza si¢ jedynie do syntazy glikogenu, lecz
zwigzane jest takze z wplywem na insulino- zalezny czynnik wzrostu (IGF-1), czy tez
czynniki neurotropowe np. CREB [Ilouz 1 wsp. 2002, Doble 1 wsp. 2003, Gould i wsp.
2005]. Cynk, podobnie jak lit i magnez hamuje aktywnos$¢ fosforylacyjna GSK-3
(izoformy ) w sposéb bezkompetycyjny, w stezeniach, ktére odnosza si¢ do
terapeutycznej aktywnosci tych jonéw [Ilouz 1 wsp. 2002]. Takie samo dziatanie na enzym
GSK-3 wywieraja LPD, ECS 1 niektore leki przeciwpsychotyczne. Co wigcej inhibitory
GSK-3 cechuja si¢ aktywnos$cia przeciwdepresyjna w tescie ptywania [Gould i wsp. 2005,
Szewczyk i wsp. 2008]. Zaleznos¢ pomigdzy GSK-3, CREB i BDNF jest skomplikowana.
GSK-3 hamuje aktywnos¢ CREB i jest negatywnie regulowana przez BDNF, ktory
pozostaje pod kontrola CREB. W ten spos6b hamowanie GSK-3 przez cynk prowadzi do
zwigkszenia aktywnosci CREB 1 BDNF, co z kolei redukuje funkcj¢ GSK-3 (ujemne
sprzezenie zwrotne). Zatem cynk zwigksza funkcj¢ BDNF takze poprzez hamowanie
GSK-3 [Szewczyk i wsp. 2008].

Zaproponowano takze mechanizm przeciwdepresyjnego dziatania cynku polegajacy na
interakcji receptora NMDA ze szlakami L- arginina- tlenek azotu [Rosa i wsp. 2003].
Tlenek azotu (NO) syntezowany jest z argininy przy udziale enzymu syntazy tlenku azotu
(NOS) (ang. nitric oxide synthase) obecnej zaréwno w tkankach obwodowych (forma

endotelialna), jak 1 w neuronach (forma neuronalna nNOS), w odpowiedzi na naptyw
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jonéw wapnia indukowany aktywacja receptora NMDA przez glutaminian [Prast 1 wsp.
2001, Joca 1 wsp. 2006]. W uktadzie nerwowym NO jest neurotransmiterem, a jego udziat
uznaje si¢ za istotny m.in. w patofizjologii choréb neuropsychiatrycznych takich jak:
depresja, choroba afektywna dwubiegunowa czy schizofrenia [Yanik i wsp. 2004]. Poziom
NO w chorobie afektywnej dwubiegunowej jest podwyzszony [Savas 1 wsp. 2002].
Inhibitory neuronalnej odmiany NOS (nNOS) (np. ester metylowy N-nitro-L- argininy)
wykazuja efekt przeciwdepresyjny w FST i TST u gryzoni [Jefferys i wsp. 1996, Harkin
i wsp. 1999]. Dodatkowo zaobserwowano [-adrenergiczna "down"- regulacje,
charakterystyczna dla LPD, po przewlektych podaniach innego inhibitora NOS (nitro
L- argininy), [Karolewicz 1 wsp. 1999]. Efekt ten wydaje si¢ by¢ rezultatem hamowania
neuronalnej NOS, co potwierdzaja badania z uzyciem bardziej selektywnego inhibitora
nNOS [Yildiz i wsp. 2000]. U pacjentéw cierpiacych na depresj¢ zanotowano
podwyzszony poziom nitratéw 1 zwigkszona ekspresj¢ nNOS w hipokampie, a wigc
strukturze zaangazowanej w neurobiologi¢ stresu i depresji. Dohipokampalne iniekcje
antagonistow NMDA odwracaja behawioralne zmiany powstale na skutek stresu
unieruchomienia (ang. restraint stres) i powoduja efekt przeciwdepresyjny w FST
u szczuréw [Padovan 1 wsp. 2004]. Lokalne perfuzje LPD wptywajacymi na ukfad
serotoninergiczny obnizaja aktywno$s¢ NOS w hipokampie [Joca 1 wsp. 2003].
Udowodniono, ze cynk ma zdolno$¢ do hamowania neuronalnej NOS [Mittal i wsp.
1995]. W badania Rosa i wsp. wykazano, ze uzycie substratu dla NOS (L-arginina), czy tez
donora NO (SNAP) =znosi efekt przeciwdepresyjny cynku w FST. Aktywnos¢
przeciwdepresyjna jonéw cynku moze by¢ wigc zwigzana z modulacja aktywnosci NOS

[Rosa i wsp. 2003].
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MODULACJA TRANSMISJI NEURONALNE]J PRZEZ
JONY CYNKU

Wplyw na pozostale receptory dla neuroprzekaznikow

Poza modulacja funkcji uktadu glutaminianergicznego cynk wplywa réwniez na inne

uktady neuroprzekaznikowe poprzez oddziatywanie z receptorami dla neuroprzekaznikow.

Receptory GABA- budowa, funkcja i znaczenie w mechanizmie depresji

Kwas y-aminomastowy (GABA) jest gldwnym przekaznikiem hamujacym
w osrodkowym uktadzie nerwowym, obecnym w 40% wszystkich neuronéw. Transmisja
GABA- ergiczna wystepuje w interneuronach modulujacych lokalna neurotransmisje,
wlaczajac neurony noradrenergiczne, dopaminergiczne i serotoninergiczne.
Istnieja trzy gtéwne klasy receptoréw GABA (A, B i C). Receptory GABA A i GABAC
naleza do rodziny receptoréw jonotropowych bramkowanych ligandem, podczas gdy
GABAg to receptory metabotropowe zwiazane z biatkiem G.
Receptory GABA, tworza heteromeryczne kanaty chlorkowe o wielu miejscach
modulujacych [Pilc 1 wsp. 2005]. Dwie czasteczki GABA musza potaczyC sig
z receptorem, aby kanat stat si¢ przepuszczalny dla jonéw CI'. Naptyw jonéw chlorkowych
do wnetrza neuronu powoduje miejscowa hiperpolaryzacj¢ blony komorki nerwowej, co
prowadzi do wzrostu progowego potencjatu depolaryzacyjnego dla pobudzajacych
neuroprzekaznikow, a w konsekwencji do ostabienia gotowosci komoérki na pobudzenie.
Wigkszos¢ receptorow GABA, zbudowanych jest z dwdch podjednostek o, jednej
podjednostki B oraz dwéch podjednostek vy, ktére sa niezbedne w formowaniu miejsca
wiazania dla beznodiazepin [Gasior i wsp. 2004, Pilc i wsp. 2005].
Receptory GABAp w osrodkowym uktadzie nerwowym wystepuja zaréwno jako
receptory  presynaptyczne  (auto- 1 heteroreceptory), hamujac  uwalnianie
neuroprzekaznikéw z zakonczen nerwowych, jak rowniez jako receptory postsynaptyczne,
ktoérych pobudzenie przez GABA powoduje hiperpolaryzacj¢ [Bowery i wsp. 2002, Gasior
i wsp. 2004]. Receptory GABAp wykazuja najwyzsza homologie z metabotropowymi
receptorami dla glutaminianu. Moga byé one zwiazane z kanatami dla K* lub Ca®* oraz

moga hamowac¢ produkcj¢ cAMP. Receptory te wystgpuja jako heterodimery, zbudowane
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z dwoch homologicznych podjednostek GABAp; (odpowiada za wiazanie liganda)
1 GABAg; (umiejscawia podjednostke GABAg; na powierzchni komérki, odpowiada za
interakcj¢ z biatkiem G. Najwigksze zaggszczenie receptoréow GABAp wystgpuje we
wzgbrzu, korze i mézdzku [Bowery i wsp. 2002, Pilc i wsp. 2005]. Wysoki poziom
ekspresji receptora GABAg w uktadzie limbicznym podkresla udzial receptora w regulacji
nastroju [McDonald 1 wsp. 2004].

Odkrycie nowych narzedzi farmakologicznych i genetycznych w ciagu ostatniej dekady
pomoglto w wyjasnieniu roli receptora GABAg w regulacji zachowan emocjonalnych.
Postep ten sprawil, ze receptor GABAg stat si¢ celem farmakoterapii lgku 1 depresji.

Wielokrotne podania LPD wywotuja zmiany adaptacyjne w obrgbie receptora GABAg,
co wskazuje, ze receptory te stanowia wazny element ,,GABA- ergicznej hipotezy
dziatania LPD” [Patucha i wsp. 2005, Pilc i wsp. 2005]. Stezenie GABA w plynie
moézgowo- rdzeniowym 1 osoczu jest nizsze u pacjentOw cierpiacych na depresje niz
u pacjentow kontrolnych [Brambilla i wsp. 2003]. Co wigcej, zaobserwowano obnizone
stezenie GABA mierzone w korze potylicznej chorych na depresj¢ w poréwnaniu
z pacjentami leczonymi LPD z grupy SSRI, czy tez elektrowstrzasami, u ktérych
wykazano wzrost st¢zenia GABA [Sanacorra i wsp. 2002, 2004].

Poczatkowo uwazano, ze substancje, ktére zwigkszaja transmisj¢ GABA-ergiczng moga
mie¢ dziatanie przeciwdepresyjne. Hipoteza ta opierata si¢ na odkryciu, ze baklofen
(selektywny agonista GABAp) wykazuje dzialanie przeciwdepresyjne w modelu
bulbektomii u szczuréw, co dodatkowo dokumentowaty przeciwdepresyjne efekty innych
agonistow GABAjp takich jak progabina i fengabina. Poniewaz dalsze badania nad
baklofenem, nie potwierdzaly jego dzialania przeciwdepresyjnego (liczne testy i modele
depresji), obecnie uwaza sig, ze raczej dlugotrwate obnizenie neurotransmisji GABA-
ergicznej ma zwiazek z dziataniem przeciwdepresyjnym. Dlatego tez nowych LPD
poszukuje si¢ bardziej wsréd antagonistow niz agonistow receptora GABAgp [Bowery
1 wsp. 2002, Pilc 1 wsp. 2005]. Na potwierdzenie tej teorii wskazuje wiele badan migdzy
innymi fakt, ze myszy ,knock-out GABAg,” wykazuja aktywno$¢ przypominajaca
dziatanie LPD w tescie wymuszonego ptywania (FST), podobnie jak antagoni$ci GABAg:
CGP56433A (FST na myszach 1 szczurach) lub CGP55845A (FST na szczurach).
Dodatkowo antagonisci receptora GABAp migdzy innymi CGP56433A wplywaja na
podniesienie poziomu BDNF w hipokampie i korze mézgowej szczura. W badaniach na
gryzoniach antagonisci GABAp (np. SGS742) wplywaja na poprawg procesow

poznawczych, ktérych zaburzenia czgsto wspotwystegpuja z chorobami afektywnymi. Efekt
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przeciwdepresyjny moze by¢ rowniez zwigzany z interakcja receptorow GABAg
z uktadem serotoninergicznym [Patucha i wsp.2005, Cryan i wsp. 2002, 2005]. Ligandy
receptora GABAgp sa obecnie jedna z najintensywniej badanych grup zwiazkéw
w kontekscie ich dziatania przeciwdepresyjnego.

Wiele jeszcze pozostaje do wyjasnienia biorac pod uwage fakt, ze receptor GABAg moze
wystgpowac zaréwno pre- jak i postsynaptycznie, prowadzac w ten sposéb w pierwszym
przypadku do hamowania uwalniania GABA i pobudzenia lub wywotywa¢ efekt hamujacy
w przypadku drugim. Co wigcej mozliwa jest rowniez lokalizacja receptora GABAg jako
heteroreceptora na zakonczeniach glutaminianergicznych oraz jego interakcja z receptorem
serotoninergicznym, co poszerza pole dalszych badan prowadzacych do zrozumienia jego
funkcji i roli w patogenezie depresji [Pilci wsp. 2005, Cryan i wsp. 2005].

Modulacja przez jony cynku - receptor GABA

Wptyw cynku na receptor GABA, zostal poddany szerokiej analizie przez zesp6t
badawczy Smarta [Xie 1 wsp. 1993, Smart i wsp. 1994]. Metodami modelowania
molekularnego zidentyfikowano trzy miejsca wigzace ten biometal w obrgbie receptora
GABA,: pierwsze zlokalizowane jest w kanale jonowym receptora, pozostate dwa na
zewnetrznej N- koncowej czg$ci receptora w przestrzeni pomigdzy podjednostka o i B
[Hosie 1 wsp. 2003]. Cynk hamuje receptor GABA, w mechanizmie allosterycznym
[Barberis 1 wsp. 2000, Hosie i wsp. 2003, Frederickson i wsp. 2005, Casagrande i wsp.
2000], ktory jest SciSle zalezny od kompozycji podjednostek receptora. Najbardziej
wrazliwa jest kombinacja podjednostek: alp3, podczas, gdy inne warianty o, B cechuja si¢
mniejsza wrazliwoscia na cynk. Natomiast receptory GABA, zawierajace podjednostke
vy posiadaja znacznie zredukowana wrazliwo$¢ na jony cynku [Hosie i wsp. 2003,
Frederickson i wsp. 2005, Casagrande i wsp. 2003]. W rdzeniu krggowym wystepuja
neurony, ktére uwalniaja GABA wraz z cynkiem, a modulacja receptorow GABA, przez
cynk jest najprawdopodobniej istotnym czynnikiem w prawidlowym funkcjonowaniu
mézgu [Wang 1 wsp. 2001]. Zmienia si¢ ona gwaltownie podczas wczesnego rozwoju
moézgu [Brooks-Kayal i wsp. 2001]. Sugeruje si¢ réwniez, ze zmiany w modulacji
receptorow GABA przez cynk moga stanowi¢ podtoze do rozwoju epilepsji [Coulter i wsp.
2001, Barberis i wsp. 2000].

Modulacja przez jony cynku - receptor GABAg

W badaniach autoradiograficznych cynk w st¢zeniach do 100 uM bezkompetycyjnie
hamuje wiazanie liganda do receptorow GABAp w sposéb =zalezny od dawki.

W niektérych regionach cynk moduluje wigzanie do GABAg w sposoéb dwufazowy:
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w stgzeniach pomigdzy 10-100 puM cynk znaczaco utatwia wiazanie do GABAgp
w hipokampie i w mé6zdzku, ale nie we wzgdrzu [Turgeon 1 wsp. 1992]. Kolejne badania
potwierdzaja, ze cynk petni funkcje endogennego neuromodulatora. Wydaje sig, ze jon ten
utatwia powstawanie IPSP (postsynaptycznych potencjaléw hamujacych) poprzez
zwigkszenie pobudliwosci interneurondw hamujacych, zwigkszajac w ten sposob

uwalnianie GABA [Zhou i wsp.1993].

Wplyw cynku na transportery dla neuroprzekaznikow

Wiele choréb psychiatrycznych, neurologicznych i neurodegeneracyjnych wiaze si¢ ze
zmianami w kaskadzie neurotransmisji. W rzeczywistosci duza liczba Srodkow
farmakologicznych wchodzi w reakcje z transporterami dla neuroprzekaznikéw,
dzialajac glownie jako ich inhibitory. Szczegdlnie dobrze ilustruja to antydepresanty
1 psychostymulanty, ktére dzialaja poprzez zahamowanie transporteréw dla monoamin
[Masson i wsp. 1999]. Jony cynku maja zdolno$¢ modulacji wychwytu neuroprzekaznikéw

zwiazanych z okreslonymi grupami transporteréow.

Transporter dopaminy

Wyniki badan na moézgach szczurzych wskazuja, ze cynk wplywa na wychwyt
dopaminy [Richfield 1993]. Transporter dopaminy (DAT) zlokalizowany jest
presynaptycznie w zakonczeniach nerwowych 1 reguluje ilos¢ dostepnej dopaminy
w synapsie poprzez uczestnictwo w szybkim wychwycie uwolnionej dopaminy. DAT
uwazany jest za specyficzny marker neuronéw dopaminergicznych. Jest on gléwnym
punktem uchwytu srodkéw psychostymulujacych o dziataniu uzalezniajacym takich jak
kokaina i amfetamina [Norregaard i wsp. 1998, Masson i wsp. 1999].
Ludzki transporter dopaminy (hDAT) posiada endogenne miejsce wiazace jony cynku
z trzema miejscami koordynacyjnymi na jego zewnatrzkomodrkowej powierzchni (His 193,
His 375 1 Glu 396) [Scholze i wsp. 2002, Norregaard i wsp. 1998, Loland i wsp. 2004].
W stezeniach mikromolarnych Zn** dzialta jako potencjalny, niekompetycyjny bloker
wychwytu dopaminy w komdérkach COS (komérki nerki malpy) z ekspresja hDAT
(dwufazowo hamuje wychwyt [3H]dopaminy; Ki=0.8 uM 1 Ki>1000 uM).
W przeciwienstwie do tego Zn** potencjalizuje dziatanie analogu kokainy: WIN 35,428.

Co ciekawe efekty te nie byly obserwowane w blisko zwiazanym ludzkim transporterze
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noradrenaliny (hNAT). Poniewaz jony cynku nie zapobiegaja wiazaniu dopaminy, ale
hamuja jej translokacje sugeruje sig, iz Zn®* moze ogranicza¢ zmiany konformacyjne
kluczowe dla proceséw transportu [Norregaard i wsp. 1998]. Tak wigc blokowanie
wewnetrznego transportu przez cynk nie zalezy od prostej inhibicji obrotu transportera
[Scholze 1 wsp. 2002]. Wyniki ostatnich badan sugeruja, ze cynk ulatwia przewodnictwo
jondéw chlorkowych przez hDAT, dzigki czemu posiada zdolno$¢ modulowania potencjatu
btonowego w komoérkach z ekspresja DAT, co w efekcie powoduje jednoczesne
hamowanie wychwytu i wzmocnienie wyptywu neuroprzekaznika [Meinild i wsp. 2004].
Transportery dla GABA

Transportery dla kwasu y-aminomastowego (GATs) odgrywaja istotng rolg
w neurotransmisji hamujacej poprzez oczyszczanie synaptycznie uwolnionego GABA oraz
utrzymywanie niskiego, stalego poziomu GABA w synapsie oraz regionach
pozasynaptycznych [Cohen- Kfir i wsp. 2005]. U ssakéw zidentyfikowano cztery izoformy
transporterow dla GABA: GATI1, GAT2, GAT3 i GAT4. GATI 1 4 sa pierwotnie
zlokalizowane w centralnym systemie nerwowym, szeroko rozpowszechnione w mézgu
i rdzeniu kregowym. Szczegdlnie geste rozmieszczenie GAT4 odkryto w obszarze CAl
1 CA3 hipokampa. GAT1 1 GAT4 ze wzglgdu na ich obfitos¢ 1 kolokalizacj¢ z synapsami
GABA sa uwazane za gléwne czynniki regulujace neurotransmisje GABA-ergiczna
w uktadzie nerwowym [Cohen- Kfir i wsp. 2005, Masson i wsp. 1999].
Zbadano, ze w stezeniach odpowiadajacych fizjologicznym, cynk silnie hamuje GAT4.
Kolokalizacja transportera GAT4 1 zakonczen glutamatergicznych zawierajacych cynk
w rejonie CA1l i CA3 hipokampa wskazuja na funkcje cynku jako istotne, potencjalne
potaczenie neuromodulujace pomiedzy pobudzajaca a hamujaca neurotransmisja. W ten
sposéb, przez blokowanie wychwytu GABA, cynk uwalniany tacznie z glutaminianem
moze utatwia¢ hamujaca transmisj¢ GABA-ergiczna. Dziatanie to z kolei moze odgrywac
rolg ochronna przeciwko indukowanej glutaminianem ekscytotoksycznosci w podatnych
na wytadowania neuronach hipokampa. Tak wigc cynk peini funkcj¢ neuroprotekcyjng,
tak jak wszystkie srodki odwracajace aktywnos¢ GAT [Cohen- Kfir i wsp. 2005, Masson
i wsp. 1999].
Transportery aminokwasow pobudzajacych

Wiadomo, ze komérki nerwowe moga ulega¢ zniszczeniu pod wptywem ekspozycji na
wysokie stgzenia glutaminianu. Neurotoksyczno$¢ ta spowodowania jest nadstymulacja
kanalu jonowego tego receptora prowadzaca do nadmiernie wysokiego poziomu wapnia

w komorkach nerwowych [Masson i wsp. 1999]. Podniesiony poziom glutaminianu

60



Wstep

w przestrzeni zewnatrzkomérkowej ma zwiazek =z patofizjologia wielu choréb
neurodegeneracyjnych takich jak: plasawica Huntingtona czy choroba Alzheimera. Co
wigcej, wykazano, ze glutaminian jest odpowiedzialny za powazne uszkodzenia
powstajace podczas urazéw moézgu, udaréw, niedokrwienia, niedotlenienia i stanu
padaczkowego [Masson i wsp. 1999]. Transportery dla aminokwaséw pobudzajacych
utrzymuja zewnatrzkomorkowe stgzenie glutaminianu ponizej poziomu toksycznego oraz
reguluja kinetyke aktywacji receptora dla glutaminianu [Vandenberg i wsp. 1998,
Vandenberg i wsp. 2004]. Poznano do tej pory pi¢¢ ludzkich transporteréw dla
glutaminianu: EAATI1-5. ETATI jest szczeg6lnie obecny w korze mézdzku, podczas gdy
obszarem zawierajacym najwyzsze poziomy EAAT?2 sa kora mézgu, hipokamp, przegroda,
wzgdrze, prazkowie, jadro pétlezace przegrody oraz mézdzek [Masson i wsp. 1999].
Grupa badawcza Spiridiona wykazata, ze cynk hamuje transport glutaminianu
w komorkach Miillera i1 czopkach siatkéwki salamandry. Efekty dziatania cynku byty
gwaltowne 1 w pelni odwracalne, co sugerowalo, ze cynk taczy si¢ bezposrednio
z transporterem. Nie wydaje si¢ on wspotzawodniczy¢ z glutaminianem, sodem, potasem
lub protonami w wigzaniu do transportera, co wskazuje na zdolno$¢ do allosterycznej
modulacji jego funkcji. Dodatkowo cynk réznorodnie moduluje aktywno$¢ zwiazanego
z transporterem kanalu chlorkowego. W komodrkach Miillera jony cynku stymuluja
aktywno$¢ kanalu chlorkowego podczas gdy w czopkach siatkowki hamuja kanat
chlorkowy [Spiridon i wsp. 1998].

Zesp6t naukowy Vandenberga zbadal wptyw jondéw cynku na dwa, najszerzej wystgpujace
ludzkie transportery dla aminokwaséw pobudzajacych: EAATI 1 EAAT2. Okazalo sig, ze
cynk dziata jako niekompetycyjny, cz¢Sciowy inhibitor transportera EAAT1 (warto$¢
IC50=9.9+2.3 uM), nie zmieniajac przewodnictwa chlorkéw. Nie ma on natomiast
wptywu na EAAT2 w stezeniach siggajacych do 300 uM. Badania molekularne wykazaty,
ze za réznicg ta odpowiadaja miejsca histydynowe wiazace cynk w pozycji 146, obecne
w obydwu transporterach oraz w pozycji 156, ktére w EAAT2 zajmuje glicyna
[Vandenberg i wsp. 1998, 2004]. Podobnie wiaze si¢ cynk do EAAT4. Miejsce wiazace
dla cynku jest odlegle od miejsc wiazacych dla glutaminianu czy protonéw. Badania
Mirtovica potwierdzily, iz cynk nie wiaze si¢ z EAAT2 i 3, lecz wiaze si¢ z EAAT4
1 selektywnie hamuje przewodnictwo chlorkowe, z niewielkim wptywem na sam transport
glutaminianu [Mitrovic i wsp. 2001]. Poprzez oddzialywanie na transportery dla

glutaminianu cynk moze odgrywac role neuromodulujaca podczas transmisji synaptycznej
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oraz neuroprotekcyjna podczas stanéw niedokrwiennych [Vandenberg i wsp. 1998, 2004,
Spiridon 1 wsp. 1998].
Transportery glicyny

Aminokwas glicyna, wraz z glutaminianem jest koagonista, receptora NMDA, jak
rOwniez agonista hamujacych, wrazliwych na strychning receptoréw glicynowych.
Zidentyfikowano dwa transportery o wysokim powinowactwie dla glicyny: GLYTI1
i GLYT?2, kazdy w kilku alternatywnych izoformach, regulujace synaptyczne st¢zenia
glicyny. Podtyp GLYT1 wystepuje w komdrkach glejowych mézgu i rdzenia kregowego,
w sasiedztwie zaréwno pobudzajacych synaps glutaminianergicznych, jak i hamujacych
synaps glicynergicznych. Ekspresj¢ podtypu GLYT2 obserwuje si¢ w hamujacych
neuronach glicynergicznych rdzenia krggowego i pnia mézgu. Sugeruje si¢, ze GLYTI jest
odpowiedzialny za regulacje stezenia glicyny w synapsach pobudzajacych, podczas gdy
kombinacja podtypéw GLYTI i 2 wykorzystywana jest w hamujacych synapsach
glicynergicznych [Ju 1 wsp. 2004, Masson 1 wsp. 1999, Betz 1 wsp. 2006].
Grupa badawcza Ju sprawdzata dziatanie jonéw cynku na transportery dla glicyny:
GLYTI1b oraz GLYT2a w oocytach Xenopus laevis. Wyniki badan wykazaty, ze cynk jest
niekompetycyjnym inhibitorem GLYT1, nie ma natomiast wplywu na GLYT2.
Wartosci ICsy dla hamowania transportu glicyny oraz hamowanie wychwytu [*H]glicyny
przez cynk wynosza odpowiednio 9.7 i 11 uM, co miesci si¢ w granicach przewidywanych
stezen wolnego, zewnatrzkomérkowego cynku w moézgu. Zidentyfikowano rowniez dwa
miejsca histydynowe: His -243 1 His-410, jako koordynujace miejsca wigzace cynk na
GLYTIDb [Ju 1 wsp. 2004].
Sugeruje sig, ze GLYTIb moze stanowi¢ wrazliwy cel dla cynku uwalnianego
synaptycznie, a modulacja transportera moze nie$¢ ze soba wazne fizjologiczne
i patologiczne nastgpstwa. Udowodniono ostatnio, ze stezenia glicyny w synapsach
pobudzajacych nie sa wystarczajace do wysycenia miejsca glicynowego receptora NMDA
oraz, ze transporter GLYT1 moze skutecznie kontrolowa¢ modulacj¢ funkcji receptora
NMDA przez glicyne. Dlatego wydaje si¢ interesujace zbadanie, czy regulacja aktywnosci
transportera GLYT1 przez cynk odgrywa istotna role¢ w ksztattowaniu dynamiki

pobudzajacej neurotransmisji mediowanej przez NMDA [Ju 1 wsp. 2004].
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CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo oKkreslenie mechanizméw przeciwdepresyjnego

dzialania jonow cynku poprzez:

- zbadanie wybranych zmian adaptacyjnych, zachodzacych pod wptywem jonéw
tego biometalu oraz poréwnanie tych zmian z efektami wywolanymi przez
klasyczne leki przeciwdepresyjne

- zbadanie roli ukladéw glutaminianergicznego 1 serotoninergicznego
w mechanizmie dziatania przeciwdepresyjnego jondéw cynku w tescie

wymuszonego plywania.

Cel pracy zrealizowano przez:

1. Badanie wptywu cynku na receptory a;, o2, Bi- adrenergiczne w korze
mozgowej myszy.

2. Badanie wptywu cynku na kompleks receptora NMDA (miejsce glicynowe)
w korze mézgowej szczura.

3. Badanie wptywu cynku na receptory serotoninergiczne SHT;s i SHTs
w hipokampie i korze mézgowej szczura.

4. Badanie wplywu cynku na receptory mGluRS grupy I w korze mézgowe;j
szczura.

5. Badanie roli ukladu serotoninergicznego 1 glutaminianergicznego
w  mechanizmie przeciwdepresyjnego dzialania cynku w tescie

wymuszonego plywania u myszy i szczuréw.
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MATERIALY I METODY

ZWIERZETA

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach- samcach, szczepu Wistar, z hodowli
Wydzialu Farmaceutycznego UJCM, kod: krf: WI(WU) o masie 200-250 g oraz na
myszach szczepu Albino Swiss CDI10, z hodowli M. Staniszewska (Kielce), o masie
20-25 g. Zwierzgta przetrzymywano w klimatyzowanych pomieszczeniach o statej
temperaturze 22+2°C, w standardowych klatkach plastikowych (4-6 szczuréw lub 10-15
myszy na klatkg¢), z zachowaniem naturalnego, 12-godzinnego cyklu dobowego
swiatto/noc oraz wolnym dostgpem do wody 1 suchej karmy granulowanej. Zwiazki
podawano miedzy godzinami: 9.00 a 11.00. Testy behawioralne przeprowadzano
pomigdzy godzing 9.00 a 14.00. Wszystkie do§wiadczenia przeprowadzone byly za zgoda

komisji bioetycznej ds. badan na zwierzgtach.

SCHEMAT PODAWANIA ZWIAZKOW

W _eksperymentach nad wptywem przewleklych podah zwiazkéw na powstawanie

zmian adaptacyjnych zwiazki podawano dootrzewnowo (i.p.) w objgtosci 10 ml/kg u
myszy lub 2 ml/kg u szczuré6w, raz dziennie o stalej porze. Zwierzgta kontrolne
otrzymywaty odpowiednio 0,9% wodny roztwér NaCl. Nazwy, dawki i pochodzenie

stosowanych zwiazkow opisano przy poszczegdlnych eksperymentach.

W_testach behawioralnych po podaniach jednorazowych u myszy badane zwiazki

podawano zwierz¢tom dootrzewnowo (i.p.) w objetosci 10 ml/kg. Stosowane dawki
substancji oraz przedzialy czasowe podano przy opisie poszczegdlnych procedur
w szczegOtowej czgsci metodyki. Zwierzgta z grup kontrolnych otrzymywaty odpowiednie
objetosci 0,9% roztworu chlorku sodu. Zwierzgta z grup badanych otrzymywaty podania

dwoéch zwiazkow w odstepie 15 minutowym. 45 minut pézniej wykonywano test pltywania.
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W testach behawioralnych po podaniach subchronicznych u szczuréw badane zwiazki

podawano dootrzewnowo (i.p.) w objetosci 2ml/kg masy ciata. Zwierzgta z grup
kontrolnych otrzymywaty odpowiednie objetosci 0,9% roztworu chlorku sodu. Zwiazki
podawano szczurom trzykrotnie: 24 godziny, 5 godzin i 1 godzing przed testem ptywania.

Grupy liczyty po 8-14 osobnikow.

BADANIA BIOCHEMICZNE

Analizy radioreceptorowe — pobieranie i przechowywanie tkanek do oznaczen

receptorowych

Doswiadczenia przeprowadzono po przewleklych (14 dni) podaniach imipraminy
w dawce 15 mg/kg masy ciata oraz wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg masy
ciata (w przeliczeniu 11.5 mg cynku/kg masy ciata; dawki aktywne we wczesniejszych
eksperymentach). Zwierzgta z grupy kontrolnej otrzymywaty sél fizjologiczna. Po dwéch
tygodniach, 24 godziny od podania ostatniej dawki zwierzeta dekapitowano. Wyizolowano
kor¢ nowa 1 hipokampy, ktére zamrazano na suchym lodzie i przechowywano
w temperaturze -70 °C przez okres od dwoch do szesciu tygodni do czasu oznaczen.
Analizy radioreceptorowe - substancje podawane zwierzetom:

* imipramina (chlorowodorek, Polfa, Polska)

= cynk (wodoroasparaginian, Farmapol, Poznan, Polska).

Wiazanie [3H]Prazosyny do receptora a; w korze moézgowej

myszy

Przygotowanie tkanki

Kor¢ mézgowa homogenizowano w 10 ml 50 mmol/l buforu Tris-HCl o pH 7.6
1 wirowano przez 20 min (20 000 x g) w temp. 0-4 °C. Otrzymany pelet homogenizowano
w tej samej objgtosci buforu i ponownie wirowano przez 20 min. (20 000xg) w temp.
0-4 °C. Ostateczny pelet zawieszono w buforze Tris-HCI w proporcji 1g tkanki na 35 ml

buforu.
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Procedura oznaczenia

Mieszanina inkubacyjna zawierata 240 pl zawiesiny tkankowej, 30 pl buforu i 30 pl,
0,2 nM lub 1 nM [3H]Prazosyny. Wiazanie niespecyficzne oznaczano przy pomocy 30 pl
10 uM fentolaminy. Probki w dwukrotnych powtérzeniach inkubowano w temperaturze 30
°C przez 30 min. Doswiadczenie przeprowadzano na ptytkach Millipore MAFCNOB 10.
Inkubacje przerywano poprzez filtracj¢ (urzadzenie filtracyjne, Millipore) przez filtry
Glass Fiber Type C pluczac dwukrotnie 100 pl lodowatego buforu. Filtry umieszczano
w naczynkach scyntylacyjnych i zalewano ptynem scyntylacyjnym. Radioaktywnos$¢
mierzono w liczniku scyntylacyjnym WALLAC 1409 DSA. Wyniki opracowywano przy
uzyciu programu GraphPAD/Prism, Version 3.0 — San Diego, CA, USA.

Wigzanie [3H]Klonidyny do receptora a, w korze modzgowej

myszy

Przygotowanie tkanki

Kor¢ m6ézgowa homogenizowano w 20 objgtosciach 50 mmol/l buforu Tris-HCI o pH
7.6 1 wirowano przez 10 minut z predkoscia 1000 x g w temp. 0-4 °C. Zebrany supernatant
wirowano nastgpnie przez 20 min z predkoscia 20000 x g. Otrzymany pelet
homogenizowano ponownie w tej samej objgtosci buforu i inkubowano przez 15 min.
w temp. 37 °C a nastgpnie wirowano przez 20 min. (20 000 x g w temp. 0 °C). Ostateczny
pelet zawieszono w buforze Tris-HC1 w proporcji 1 g tkanki na 35 ml buforu.
Procedura oznaczenia

Mieszanina inkubacyjna zawierata 240 pl zawiesiny tkankowej, 30 pl buforu i 30 pl,
2 nM lub 10 nM [3H] Klonidyny. Wiazanie niespecyficzne oznaczano w obecnosci 10 uM
klonidyny. Prébki w dwukrotnych powtérzeniach inkubowano na ptytkach MAFCNOB
10, Millipore przez 25 min. w temp. 30 °C. Inkubacj¢ przerwano poprzez filtracj¢ (E-DOS,
Zeiss) przez filtry Whatman GF/C ptuczac dwukrotnie 100 pl buforu.
Filtry umieszczano w naczynhkach scyntylacyjnych i zalewano ptynem scyntylacyjnym.
Radioaktywnos¢ mierzono w liczniku scyntylacyjnym WALLAC 1409 DSA. Wyniki
opracowywano przy uzyciu programu GraphPAD/Prism, Version 3.0 — San Diego, CA,
USA.
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Wiazanie ’HICGP 12177 do receptora ; w korze mozgowej

myszy

Przygotowanie tkanki

Kor¢ mézgowa homogenizowano w 50 mmol/l buforze Tris-HCI o pH 7.6, w proporcji
1 g tkanki na 30 ml buforu i wirowano przez 10 minut z predkoscia 1000 x g w temp. 4 °C.
Zebrano supernatant 1 wirowano go z predkoscig 20 000 x g przez 20 minut. Otrzymany
pelet ponownie homogenizowano w takiej samej objgtosci buforu i wirowano przez 20
minut z taka sama predkoscia. Ostateczny pelet zawieszono w buforze Tris-HCI
w proporcji 1 g tkanki na 35 ml buforu.
Procedura oznaczenia

Mieszanina inkubacyjna zawierata: 240 pl zawiesiny tkankowej, 30 ul [3H] CGP
12177 w stezeniu 0,2 nM lub 1 nM oraz 30 pl buforu do oznaczenia wiazania calkowitego
lub 30 pl 10 uM propranololu do oznaczenia wigzania niespecyficznego. Catkowita
obje¢to$¢ mieszaniny inkubacyjnej wynosita 0,3 ml. Inkubacj¢ przeprowadzono na ptytkach
Millipore MAFCNOB 10. Probki w dwukrotnych powtérzeniach inkubowano w temp.
37 °C przez 60 minut. Inkubacj¢ przerywano poprzez filtracj¢ na filtrach Millipore Type C.
Filtry ptukano dwukrotnie 100 pl lodowatego buforu, umieszczano w naczynkach
1 zalewano ptynem scyntylacyjnym. Radioaktywno$¢ mierzono w liczniku scyntylacyjnym
WALLAC 1409 DSA. Wyniki opracowywano przy uzyciu programu GraphPAD/Prism,
Version 3.0 — San Diego, CA, USA.

Wiazanie [’H]8-OH-DPAT do receptora 5-HT;, w hipokampie

Szczura

Przygotowanie tkanki

Tkanke (hipokamp) homogenizowano w 4 ml 50 mmol/l buforu Tris-HCI o pH 7.7,
a nastepnie wirowano przez 10 minut z predkoscia 20 000 x g w temp. 4 °C. Otrzymany
pelet ponownie homogenizowano w takiej samej objgtosci buforu i inkubowano przez
10 minut w temp. 37 °C. Po tym czasie zawiesing odwirowano z predkoscia 20 000 x g

przez 10 min. Otrzymany pelet homogenizowano i zawieszono ostatecznie w buforze
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ostatecznym w proporcji 5 mg tkanki w 1 ml mieszaniny inkubacyjnej. Bufor ostateczny
zawieral kwas askorbinowy w stgzeniu 0,1%, CaCl2 w stgzeniu 4 mM, oraz pargyling
w stezeniu 10 pM.
Procedura oznaczenia

Mieszanina inkubacyjna zawierata: 750 pl zawiesiny tkankowej, 75 pl [3H]8-OH-
DPAT stgzeniach od 1,3 do 14 nM (5 stgzen) oraz 75 pl buforu Tris-HCI lub 10 uM
serotoniny. Calkowita objgto§¢ mieszaniny inkubacyjnej wynosita 0,9 ml. Inkubacjg
prowadzono w probéwkach w temp. 37 °C przez 20 min. Inkubacje przerwano filtrujac
mieszaning przez filtry GF/B za pomoca urzadzenia filtrujacego Harvester i dwukrotnego
przeptukania objgtoscia 4 ml lodowatym buforem. Filtry umieszczono w naczynkach
i zalano ptynem scyntylacyjnym. Radioaktywno$¢ mierzono w liczniku scyntylacyjnym
WALLAC 1409 DSA. Stezenia bialka w zawiesinie tkankowej okreslono przy uzyciu
zestawu do oznaczania biatka firmy Sigma (BSA protein assay/kit). Maksymalne wiazanie
(Bmax) obliczano przy uzyciu programu komputeronego GraphPAD Prism 3.0. Zostato

ono przedstawione w fmol/mg biatka.

Wiazanie [3H]Ketanseryny do receptora 5-HT,, w Kkorze

mozgowej szczura

Przygotowanie tkanki

Kor¢ mézgowa homogenizowano w 8 ml buforu (50 mmol/l1) Tris-HCI o pH 7.7,
a nastgpnie wirowano przez 20 minut (20 000 x g) w temp. 4 °C. Pelet homogenizowano
ponownie w obj. 6 ml buforu i inkubowano przez 10 min. w 37 °C. Po inkubacji zawiesing
odwirowano (20 minut 20 000 x g). Otrzymany pelet ostateczny zhomogenizowano
1 zawieszono w buforze w proporcji 9 mg tkanki na 1 ml mieszaniny inkubacyjne;j.
Procedura oznaczenia

Mieszanina inkubacyjna zawierata 500 pl zawiesiny tkankowej, 50 pl buforu i 50 pl,
[3H] Ketanseryny- szesS¢ stgzen: od 0,5 do 6 nM. Wiazanie niespecyficzne oznaczano przy
pomocy 50 pl 10 uM mianseryny. Inkubacje prowadzono w probéwkach w temperaturze
37 °C przez 20 minut. Inkubacje przerwano przez filtracj¢ na filtrach GF/B za pomoca
urzadzenia Harvester i dwukrotnie plukano lodowatym buforem w objetosci 4 ml. Filtry

umieszczono w naczynkach 1 zalewano ptynem scyntylacyjnym. Radioaktywnos$¢
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mierzono w liczniku scyntylacyjnym WALLAC 1409 DSA. Stgzenia biatka w zawiesinie
tkankowej okreslono przy uzyciu zestawu do oznaczania biatka firmy Sigma (BSA protein
assay/kit). Wartosci Bmax (wiazanie maksymalne) oraz KD (powinowactwo) wyznaczono

przy pomocy programu komputerowego GraphPAD Prism 3.

Wiazanie [*HIMPEP do receptora mGluRS w korze mézgowej

i hipokampie szczura

Przygotowanie tkanki

Kor¢ mézgowa homogenizowano w objetosci 8 ml 50 mmol/l buforu Tris-HCI o pH
7.5 przygotowanym na 0,9% roztworze NaCl. Nastgpnie wirowano przez 20 minut
z predkoscia 20 000 x g w temp. 4 °C. Pelet ponownie zhomogenizowano, zawieszono
w takiej samej objgtosci buforu i wirowano przez 20 minut (20 000 x g). Ostateczny pelet
homogenizowano i zawieszono w buforze w proporcji 8 mg tkanki na 1 ml mieszaniny
inkubacyjne;j.
Procedura oznaczenia

Mieszanina inkubacyjna zawierata: 500 pl zawiesiny tkankowej, 50 ul [3H] MPEP
w (szes¢ stezen: od 2 nM do 35 nM) oraz 50 pul buforu (wigzanie catkowite) lub 50 pl
10 uM MTEP (wiazanie niespecyficzne). Catkowita objgto$¢ mieszaniny inkubacyjnej
wynosita 0,6 ml. MTEP rozpuszczono w buforze z DMSO w stosunku 1:40. Inkubacjg
prowadzono w probéwkach przez 45 minut w temperaturze 25 °C. Inkubacje¢ przerwano
przez filtracje¢ urzadzeniem Harvester na filtrach GF/B i dwukrotnie ptukano lodowatym
roztworem buforu. Filtry zalewano w naczynkach plynem scyntylacyjnym.
Radioaktywnos¢ mierzono w liczniku scyntylacyjnym WALLAC 1409 DSA. Stgzenia
biatka w zawiesinie tkankowej okreslono przy uzyciu zestawu do oznaczania biatka firmy
Sigma (BSA protein assay/kit). Wartosci Bmax (wiazanie maksymalne) oraz KD
(powinowactwo) wyznaczono przy pomocy programu komputerowego GraphPAD Prism

3.0.
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Wiazanie [’H]L-689 560 do miejsca glicynowego kompleksu

receptora NMDA w korze mézgowej szczura

Przygotowanie tkanki

Kor¢ mézgowa homogenizowano w dwudziestokrotnej objgtosci 50 mmol/l buforu
Tris-HCl o pH 7.6. Tkanke wirowano i homogenizowano czterokrotnie przez 20 min.
z predkoscia 20 000 x g w temperaturze 4 °C. Ostateczny pelet zawieszono w buforze
w proporcji 12 mg tkanki na 1 ml zawiesiny tkankowe;.
Procedura oznaczenia

Pierwsza mieszanina inkubacyjna zawierata: 230 pl zawiesiny tkankowej, 30 ul 1nM
[3H]L-689 560, 10 pl buforu. Druga mieszanina inkubacyjna zawierata: 230 pl zawiesiny
tkankowej, 30 pl 1nM [3H]L-689 560, 10 pl 500 puM roztworu wodoroasparaginianu
cynku. Trzecia mieszanina inkubacyjna zawierata: 230 pl zawiesiny tkankowej, 30 ul InM
[3H]L-689 560, 10 pl 1000 uM roztworu wodoroasparaginianu cynku. Do mieszanin
inkubacyjnych dodawano kolejno wzrastajace st¢zenia (od 10* do 10™°) roztworu glicyny
w objetosci 30 upl. Wiazanie niespecyficzne oznaczono w obecnosci 1mM roztworu
glicyny. Inkubacja zostata przeprowadzona na ptytkach Millipore/Multiscreen MAFCNOB
10. Probki w  dwukrotnych powtérzeniach inkubowano przez 60 minut
w temp. 4 °C. Inkubacje przerwano przez filtracj¢ (urzadzenie flitrujace Millipore) na
filtrach Whatman GF/C ptuczac dwa razy po 100 pl zimnego buforu. Filtry umieszczono
w naczynkach scyntylacyjnych i zalewano ptynem scyntylacyjnym. Radioaktywnos$¢
mierzono w liczniku scyntylacyjnym WALLAC 1409 DSA. Wyniki opracowano przy
uzyciu programu GraphPAD/Prism.

70



Materiaty i metody

BADANIA BEHAWIORALNE

Stosowane zwigzki

* imipramina (chlorowodorek, Polfa, Polska) rozpuszczona w soli fizjologicznej,
podawana dootrzewnowo (i.p.)

= cynk (wodoroasparaginian, Farmapol, Poznan, Polska) rozpuszczony w soli
fizjologicznej, podawany dootrzewnowo (i.p.)

= NMDA (Sigma, Steinheim, Niemcy) rozpuszczony w soli fizjologicznej, podawany
dootrzewnowo (i.p.)

= [-701,324 (Sigma) rozpuszczony w 1% wodnym roztworze Tweenu 80, podawany
dootrzewnowo (i.p.)

= CGP 37849 (Ciba-Geigy, Bazylea, Szwajcaria), rozpuszczony w soli fizjologicznej,
podawany dootrzewnowo (i.p.)

= MK-801 (Sigma) rozpuszczony w soli fizjologicznej, podawany dootrzewnowo
(i.p.)

* WAY 100635 (zsyntetyzowany przez Dr J. Boksa IF PAN, Krakéw) rozpuszczony
w soli fizjologicznej, podawany podskornie (s.c.)

= Ritanseryna (Tocris Cookson Ltd., Bristol, UK) rozpuszczona w mieszaninie
DMSO/soli fizjologicznej w stosunku 1:250, podawana dootrzewnowo (i.p.)

* NBQX (Tocris House, Bristol, UK) rozpuszczony w soli fizjologicznej, podawany
dootrzewnowo (i.p.)

» Fluoksetyna (Sigma) rozpuszczona w soli fizjologicznej, podawana dootrzewnowo
(i.p.)

= CX 614 (Cortexpharm, USA) rozpuszczona w soli fizjologicznej, podawana

dootrzewnowo (i.p.)

Test wymuszonego plywania (FST) u myszy

Test wymuszonego plywania, zwany testem rezygnacji, u myszy wykonywano

wg metody opisanej przez Porsolta i wsp. 1977. Zgodnie z ta metoda myszy umieszczano
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pojedynczo w szklanych cylindrach o wysokosci 25 cm i $rednicy 10 cm wypetnionych do
wysokosci 10 cm woda o temperaturze 25°C. Myszy pozostawiano w wodzie na czas
6 minut. Po uplywie pierwszych dwéch minut mierzono czas bezruchu przez ostatnie
4 minuty testu. Za bezruch przyjeto stan, w ktérym myszy zmuszone do ptywania na
ograniczone] przestrzeni, po okresie energiczne] aktywnosci zwigzanej z probami
wydostania si¢, przyjmuja charakterystyczng, semihoryzontalng postawe (bezruch- ang.
immobility) oraz wykonuja jedynie niezbedne ruchy umozliwiajace utrzymanie gtowy tuz

nad powierzchnia wody.

Test wymuszonego ptywania (FST) u szczuréw

Test wymuszonego ptywania u szczuréw przeprowadzono wedtug metody Porsolta
[Porsolt i wsp. 1978]. Zwierzgta umieszczano w szklanych cylindrach o wysokos$ci 40 cm
1 srednicy 20 cm, wypelionych woda, o temperaturze 25°C, do wysokosci 30 cm.
Przeprowadzono dwie sesje ptywania: pierwotny, 15 minutowy pretest oraz 5 minutowy
test wlasciwy wykonany 24 godziny pdézniej. Behawior zwierzat oceniano wedtug metody
Detke [Detke i wsp. 1995] podczas 5 minutowego testu wilasciwego. Zliczano czasy
nastgpujacych zachowan: czas bezruchu (kiedy szczury pasywnie dryfowaly wykonujac
jedynie ruchy pozwalajace utrzymac gtowe tuz nad powierzchnia wody), czas ptywania
(kiedy szczury wykonywaly aktywne ruchy ptywania), czas wspinania (kiedy szczury
wykonywaly aktywne ruchy przy uzyciu czterech konczyn w wodzie i ponad nia,

skierowane zazwyczaj w kierunku $cianek cylindra, w celu wydostania si¢ z naczynia.
A. Badanie dawko- zaleznoSci dzialania przeciwdepresyjnego cynku

Zwierzgta losowo przydzielono do jednej z pigciu grup. Kazda z grup liczyta 8 - 12
osobnikéw. 45 minut przed wykonaniem testu myszom podano:

= Qr. 1- sdl fizjologiczng — grupa kontrolna

* Gr. 2- cynk w dawce 2.5 mg/kg m.c.

» Gr. 3- cynk w dawce 5 mg/kg m.c.

* Gr. 4- cynk w dawce 10 mg/kg m.c.
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B. Badanie wudzialu ukladéw glutamatergicznego i serotoninergicznego

w przeciwdepresyjnym mechanizmie dzialania cynku u myszy

Zwierzeta losowo przydzielono do jednej z liczacych 8 - 12 osobnikéw grup. Godzing
przed testem zwierzg¢ta otrzymaty pierwsze podanie badanych zwiazkéw, badz soli
fizjologicznej (grupa kontrolna), a po uptywie 15 minut kolejne wg podanego ponizej
schematu:

=S¢l fizjologiczna + sl fizjologiczna

= Cynk w dawce 5 mg/kg m.c. + sdl fizjologiczna

= Cynk w dawce 2.5 mg/kg m.c. + s6l fizjologiczna

= Ritanseryna w dawce 4 mg/kg m.c. + s6l fizjologiczna

= Ritanseryna w dawce 4 mg/kg m.c. + cynk w dawce 5 mg/kg m.c.

= WAY 100635 w dawce 0,3 mg/kg m.c. + sdl fizjologiczna

= WAY 100635 w dawce 0,3 mg/kg m.c. + cynk w dawce 5 mg/kg m.c.

» Fluoksetyna w dawce 5 mg/kg m.c. + sdl fizjologiczna

» Fluoksetyna w dawce 5 mg/kg m.c. + cynk w dawce 2.5 mg/kg m.c.

= NMDA w dawce 75 mg/kg m.c. + s6l fizjologiczna

= NMDA w dawce 75 mg/kg m.c. + cynk w dawce 5 mg/kg m.c.

= L 701324 w dawce 1 mg/kg m.c. + sl fizjologiczna

= L[ 701324 w dawce 1 mg/kg m.c. + cynk w dawce 2.5 mg/kg m.c.

= CGP 37849 w dawce 0.3 mg/kg m.c. + cynk w dawce 2.5 mg/kg m.c.

= MK-801 w dawce 0.05 mg/kg m.c. + cynk w dawce 2.5 mg/kg m.c.

= NBQX w dawce 10 mg/kg m.c. + s6l fizjologiczna

= NBQX w dawce 10 mg/kg m.c. + cynk w dawce 5 mg/kg m.c.

= CX 614 wdawce 1 mg/kg m.c. + sdl fizjologiczna

= CX 614 wdawce 1 mg/kg m.c. + cynk w dawce 2.5 mg/kg m.c.

C. Badanie udzialu komponenty serotoninergicznej i glutaminianergicznej

w przeciwdepresyjnym mechanizmie dzialania cynku u szczuréw

Zwierzgta losowo przydzielono do jednej z liczacych 8-14 osobnikéw grup. Te same
zwiazki podawano trzykrotnie: 24 godziny, 5 godzin i 1 godzing przed testem
w nastgpujacych dawkach i schematach:

= Sl fizjologiczna + sdl fizjologiczna
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= Cynk w dawce 5 mg/kg m.c. + sdl fizjologiczna

* Fluoksetyna w dawce 20 mg/kg m.c. + s6l fizjologiczna

= NMDA w dawce 75 mg/kg m.c.+ sdl fizjologiczna

= NMDA w dawce 75 mg/kg m.c.+ cynk w dawce 5 mg/kg m.c.

Test spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej u myszy

Badanie ruchliwo$ci spontanicznej u myszy wykonywano metoda fotoopornikowa,
w specjalnie skonstruowanych klatkach - aktometrach o $rednicy 25 centymetréw, przez
ktore przebiegaja dwie prostopadte wiazki promieni §wietlnych, padajace na odpowiednie
fotooporniki. Badane zwiazki podawano zwierz¢tom zachowujac dawki, odstgpy czasu
oraz liczebno$¢ w grupach tak, jak w te$cie wymuszonego ptywania. Zwierzgta
umieszczano w aktometrach pojedynczo. Aktywnos$¢ lokomotoryczna mierzono przez 30
minut. Kazde przerwanie promienia §wietlnego przez poruszajace si¢ zwierzg rejestrowano
za pomoca odpowiednich licznikéw i oceniano jako aktywnos$¢ lokomotoryczna. Ilos¢
impulséw, generowanych ilo$cia ruchéw przecinajacych wiazke $wiatta, odczytywano po
uptywie: 2, 4, 6, 10, 15, 20 i 30 minut. Test aktywnosci lokomotorycznej wykonano tylko
dla dawek dziatajacych w tescie wymuszonego ptywania.
Test spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej jest konieczny do oceny falszywie
dodatnich wynikéw testu Porsolta. Skrécenie czasu bezruchu w teScie wymuszonego
ptywania potaczone ze wzmozona ruchliwos$cia zwierzat w tescie aktywnosci

lokomotorycznej nie jest uznawane za efekt przeciwdepresyjny.

Analizy statystyczne

Do oceny statystycznej wynikéw stosowano test t- Studenta oraz analize¢ wariancji

(ANOVA) jedno- lub dwu-czynnikowa.
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WYNIKI

BADANIA BIOCHEMICZNE -
RADIORECEPTOROWE

Analiza dwupunktowa wigzania [3H]Prazosyny do receptora

o;-adrenergicznego w korze mozgowej myszy

Wodoroasparaginian cynku podawany myszom przez okres dwoch tygodni w dawce
65 mg/kg masy ciata (11.5 mg cynku/kg m.c.) spowodowal znamienny wzrost wigzania
liganda [ H]Prazosyny do receptoréw a;-adrenergicznych w obu zastosowanych stezeniach

liganda: 0,2 1 1 nM kolejno o0 46% 1 33% (Rycina 9, Tabela 2).

Wiazanie [*H]Prazosyny do receptora a1-adrenergicznego w
korze mézgowej myszy

1,8+

1,6+
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Ryc. 9. Zmiany wiazania ["H]Prazosyny do receptoréw o, pod wptywem dwutygodniowego podawania
wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. Analiza testem t-studenta, *p<0,05. Liczebno$¢

w grupach N=5.
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C0,565£0,07 | 0824+0,03 |  146%p<0,02 p<0,02

I- 1,268 +0,15 1,685 +0,18 133* p<0,05

Tab. 2. Zmiany wiazania [3H]Prazosyny do receptoré6w o, pod wpltywem dwutygodniowego podawania

wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c.

Analiza dwupunktowa wigzania [3H]Klonidyny do receptora
oy-adrenergicznego w korze mozgowej myszy

Badanie wplywu przewleklego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce
65 mg/kg m.c na powstawanie zmian adaptacyjnych receptoréw o, nie wykazato

znamiennej statystycznie roznicy (Rycina 10, Tabela 3).

Wiazanie [3H]Klonidyny do receptorow a2 w korze
moézgowej myszy

0-
2 10

stezenie liganda [nM]

wigzanie liganda
[fmol/mg tk.]
A O o®
o O O

N
o

Ryc. 10. Zmiany wiazania [3H]Klonidyny do receptoréw o, pod wplywem dwutygodniowego podawania

wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. Analiza testem t-studenta. Liczebno$¢ w grupach N=5.
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20,04 + 3,33

18,98 + 4,64

|_‘ 59,00 + 6,93 63,55 + 9,94 108 p<0,7

Tab. 3. Wiazanie ['H] Klonidyny do receptoréw a, pod wplywem dwutygodniowego podawania

wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c.

Analiza dwupunktowa wigzania [3 H]CGP 12177 do receptora
Bi-adrenergicznego w korze mozgowej myszy

Badajac zmiany receptoréw Pj-adrenergicznych zachodzace pod wpltywem
przewleklego podania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c.
zaobserwowano spadek wiazania liganda [’H] CGP 12177 do receptoréw w przypadku obu
zastosowanych stgzen liganda 0,21 1 nM 0 40% 1 19%. Znamienno$¢ statystyczng osiaga

jedynie zmiana przy st¢zeniu liganda 0,2 nM. (Rycina 11, Tabela 4)

Wiazanie [3H] CGP 12177 do receptoréow 1
w korze mézgowej myszy

0,4
2 Ng 013
SEE 02
83
== E 0,1
0

0,2 1
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Ryc. 11. Zmiany wigzania [3H] CGP 12177 do receptoréw B1 pod wptywem dwutygodniowego podawania
wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. Analiza testem t-studenta, *p<0,05. Liczebnos¢

w grupach N=5
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Stezenie liganda NaCl Zn % kontroli
[nM] [fmol/mg tk.] [fmol/mg tk.]
srednia+SEM srednia+SEM

0,2 0,266 + 0,03 0,157 £ 0,03 60* p<0,03

1 0,393 + 0,04 0,317 £ 0,03 81 p<0,07

Tab. 4. Zmiany wiazania ["H]CGP 12177 do receptoréw B; pod wptywem dwutygodniowego podawania

wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c.

Analiza dwupunktowa wigzania "H]SOH-DPAT receptora

serotoninergicznego 5-HT;, w hipokampie szczura

Uzyskane w przeprowadzonych badaniach wyniki wskazuja na wzrost wiazania
[3H]8—hydroxy—DPAT do receptoréw 5-HT ;o w hipokampie szczura po wielokrotnym
podawaniu imipraminy i wodoroasparaginianu cynku w poréwnaniu do tkanki otrzymanej
od szczuréw, ktéorym podawano roztwor fizjologiczny soli (0.9% NacCl), kolejno o 39%
1 45% (dla stezenia liganda 1 nM), oraz kolejno o 33% i 27% (dla stezenia liganda 5 nM)
(Rycina 12,13, Tabela 5). Wyniki sa znamienne statystycznie tylko przy stgzeniu liganda
5 nM.
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Ryc. 12. Zmiany wiazania [’H]SOH-DPAT do receptoréw serotoninergicznych 5-HT;, w hipokampie
szczura pod wplywem dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c
oraz imipraminy w dawce 15 mg/kg m.c. w poréwnaniu z grupa kontrolng (st¢zenie liganda 1 nM).
Zastosowano analiz¢ wariancji (ANOVA) i test Dunnett’a. Brak znamiennosci. Liczebno$¢ w grupach

N=6-8.
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Ryc. 13. Zmiany wiazania [’H]8OH-DPAT do receptoréw serotoninergicznych 5-HT,, w hipokampie
szczura pod wptywem dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c
oraz imipraminy w dawce 15 mg/kg m.c. w poréwnaniu z grupa kontrolng (st¢zenie liganda 5 nM).

Znamienno$¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA) i testu Dunnett’a, *p<0,05.

Liczebnos$¢ w grupach N= 6-8.

1,01+0,15 1,40+0,21 1,46+0,36

3,24+0,12 4,32+0,45%* 4,10+£0,45%*

Tab. 5. Zmiany wiazania ["H]SOH-DPAT do receptoréw serotoninergicznych 5-HT, , w hipokampie szczura
pod wplywem dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c oraz

imipraminy w dawce 15 mg/kg m.c.
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Analiza saturacyjna — wigzanie [’H]8-OH-DPAT do receptora

5-HT;, w hipokampie szczura

Wyniki eksperymentoéw saturacyjnych receptorow 5-HT ;A po przewleklym podawaniu
wodoroasparaginianu cynku oraz kontrolnie soli fizjologicznej, wskazuja na statystycznie
istotne zwigkszenie wartosci Byax po podaniach wodoroasparaginianu cynku o okoto 94%.

Wyniki przedstawiono w tabeli 6 i na rycinie 14.

150+ *
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mE £
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Ryc. 14. Zmiany wiazania ['H]8-OH DPAT do receptoréw serotoninergicznych 5-HT,, w hipokampie
szczura pod wptywem dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c.
w poréwnaniu do grupy kontrolnej otrzymujacej sol fizjologiczng. Znamienno$¢ statystyczng wyznaczono
przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA) i testu Dunnett’a. NaCl vs Zn *p<0,05. Liczebnos¢ w grupach
N=3.

Bumax
Kp (mM) % kontroli dla B,ax
(fmol/mg biatka)
Kontrola 5,8+1,6 65,4 100
Cynk 9,6+2,1 126,9 194*

Tab. 6. Wplyw wielokrotnych podan wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. w poréwnaniu do

kontroli na wigzanie [3H] 8-OH DPAT do receptoréw 5-HT, 5 w korze hipokampie szczura.
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Analiza dwupunktowa wigzania [3H]Ketanseryny do receptora

serotoninergicznego 5-HT, w korze mozgowej szczura

Uzyskane wyniki wskazuja na wzrost wiazania ["H]Ketanseryny do receptoréw 5-HT,
w korze moézgowej szczura po wielokrotnym podawaniu wodoroasparaginianu cynku
0 31% (przy stezeniu liganda 0.6 nM) i 0 39% (przy st¢zeniu liganda 3 nM). W przypadku
imipraminy natomiast, zaobserwowano spadek wiazania [*H]Ketanseryny do receptoréw
5-HT, w korze mézgowej, w poréwnaniu do tkanki otrzymanej od szczuréw, ktérym
podawano roztwor fizjologiczny soli (0.9% NaCl), o 16% ([L]=0.6 nM) i o 28%
([L]1=3 nM) (Rycina 15, 16, Tabela 7). Wyniki sa znamienne statystycznie tylko przy

stezeniu liganda 3 nM.
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Ryc. 15. Zmiany wiazania ['H] Ketanseryny do receptoréw serotoninergicznych 5-HT, w korze mézgowe;j
szczura pod wplywem dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c
oraz imipraminy w dawce 15 mg/kg m.c. w poréwnaniu z grupa kontrolng (stg¢zenie liganda 0,6 nM).
Znamienno$¢ statystyczna wyznaczono przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA) i testu Dunnett’a,. Brak

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

81



Wyniki

[F] *

S 10000

[®]

=

g 7500

] E n

c&

*]

"E = 5000-

2]

N

oy

= 2500-
0_

NaCl IMI Zn

Ryc. 16. Zmiany wiazania [*H]Ketanseryny do receptoréw serotoninergicznych 5-HT, w korze mézgowe;j
szczura pod wptywem dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c
oraz imipraminy w dawce 15 mg/kg m.c. w porOdwnaniu z grupa kontrolng (st¢zenie liganda 3 nM).
Znamienno$¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA) i testu Dunnett’a, *p<0,05.

Liczebnos$¢ w grupach N= 6-8.

5,92+0,72 4,96+1,10 7,77+1,28

6,53+0,71 4,71+0,78 9,07+0,73*

Tab. 7. Zmiany wiazania [*H]Ketanseryny do receptoréw 5-HT, w korze mézgowej szczura pod wptywem
dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg i imipraminy w dawce
15 mg/kg. Wyniki przedstawiono jako $redniexSEM z 5 oznaczen na grupg. *p<0,05 vs. grupa kontrolna
(NaCl).
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Analiza saturacyjna — wigzanie [H]Ketanseryny do receptora

5-HT, w korze mozgowej szczura

Wyniki eksperymentoéw saturacyjnych receptorow 5-HT, po przewleklym podawaniu
wodoroasparaginianu cynku oraz kontrolnie soli fizjologicznej, wskazuja na statystycznie
istotne zwigkszenie wartosci Bnax po podaniach wodoroasparaginianu cynku o okoto 55%.

Wyniki przedstawiono w tabeli 8 i na rycinie 17.
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Ryc. 17. Zmiany wiazania [*H]Ketanseryny do receptoréw serotoninergicznych 5-HT, w korze mézgowej
szczura pod wptywem dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c.
Znamienno$¢ statystycznag wyznaczono przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA) i testu Dunnett’a.

NaCl vs Zn *p<0,05. Liczebno$¢ w grupach N=5.

Biax
Kp (mM) % kontroli dla B,.x
(fmol/mg biatka)
Kontrola 0,70+0,18 158,7+6,6 100
Cynk 0,61%+0,10 245,8+27.6 156*

Tab. 8. Wplyw wielokrotnych podafh wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. w poréwnaniu do

kontroli na wiazanie [’H]Ketanseryny do receptoréw 5-HT, w korze mézgowej szczura.

83




Wyniki

Analiza saturacyjna - wigzanie CHIMPEP do receptora

mGluR5 w korze mézgowej szczura

Wykonane analizy wysyceniowe kory mézgowej szczura po wielokrotnym podawaniu
wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. nie wykazaly statystycznie istotnych
zmian warto$ci Byax W poréwnianiu z grupa kontrolna. Wyniki ilustruja rycina 18, tabela
9.
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Ryc. 18 Wptyw wielokrotnych podan wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. na ggstosé
receptor6w mGIuRS w korze mézgowej szczura. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM. Do obliczen

zastosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) i test Dunnetta. Liczebno$¢ w grupach N= 5-7.

8,63+0,69

308,7£15,56

7,69+1,72 330,0+34,18 106

Tab. 9. Wptyw wielokrotnych podan wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. na wiazanie

[’HIMPEP do receptoréw mGIluR5 w korze mézgowej szczura. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM
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Analiza inhibicyjna — badanie powinowactwa glicyny do miejsca
glicynowego kompleksu receptora NMDA w korze modzgowej

szczura przy zastosowaniu liganda ["H]L-689 560

Badanie wplywu chronicznego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce
65 mg/kg m.c. na hamowanie przez glicyng wigzania [*H]L-689 560 do kompleksu
receptora NMDA w korze mézgowej szczura, wykazato nieznaczny wzrost wartosci 1Csg
po terapii cynkiem w S$rodowisku buforu (Rycina 19) Obecno$¢ w mieszaninie
inkubacyjnej jonéw cynku poprawita detekcj¢ otrzymanych zmian adaptacyjnych
w obregbie kompleksu receptora NMDA. Chroniczne podania cynku spowodowaty
znamienny statystycznie wzrost wartosci ICsyp o 88% (obnizenie powinowactwa glicyny)

(Rycina 20).
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Ryc. 19. Wynik dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. na
wypieranie [H’]L-689,560 przez glicyng z wiazania do receptoréw NMDA w korze mézgowej szczura
w §rodowisku buforu. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy

wariancji (ANOVA). Liczebnos$¢ w grupach N=4-5.
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Ryc. 20. Wynik dwutygodniowego podawania wodoroasparaginianu cynku w dawce 65 mg/kg m.c. na
wypieranie [H’]L-689,560 przez glicyng z wiazania do receptorow NMDA w korze mézgowej szczura.
Analiza przeprowadzona w obecnosci 1 mM Zn. Znamienno$§¢ statystyczna wyznaczono przy uzyciu

dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) *p<0,05 vs NaCl. Liczebno$¢ w grupach N=4-5.

86



Wyniki

2 BADANIA BEHAWIORALNE

Wyznaczanie dawki aktywnej cynku w teScie wymuszonego
plywania wg Porsolta

Eksperyment przeprowadzono w celu ustalenia aktywnej dawki cynku (w postaci soli:
wodoroasparaginian) w tescie ptywania u myszy. Wyniki dziatania cynku poréwnywano
do soli fizjologicznej jako kontroli. Pierwsza z badanych dawek (2.5 mg/kg m.c.) nie
zmienita w sposéb znamienny czasu bezruchu u badanych myszy. Podanie cynku w dawce
5 mg/kg m.c. skracalo czas bezruchu o ~15 %, a w dawce 10 mg/kg m.c. o ~30%. Do
dalszych badan uzyto najmniejszej, aktywnej w tescie ptywania dawki (5 mg/kg m.c.).

Otrzymane wyniki przedstawiono graficznie na rycinie 21 1 zestawiono w tabeli 10.
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Ryc. 21. Wyznaczanie dawki aktywnej cynku w tedcie Porsolta u myszy. Znamienno$¢ statystyczna
wyznaczono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu Bonferroni, *p<0,05,

*p<0,01 vs NaCl. Liczebno$¢ w grupach N=9-11.
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Czas bezruchu [s] % Kkontroli
NaCl 185,9+16,2 100
Zn 2,5 mg/kg m.c. 181,3+15,2 97,5
Zn 5 mg/kg m.c. 159,4+16,9 85,7*
Zn 10 mg/kg m.c. 130,7+£26,8 70,3%%%

Tab. 10. Wpltyw podania réznych dawek cynku na zachowanie myszy w te$cie Porsolta. Wyniki

przedstawiono jako $rednie + SEM.

Badanie udzialu receptorow 5-HT 4 i 5-HT)a,c

w przeciwdepresyjnym mechanizmie dziatania cynku - FST

Eksperyment przeprowadzono przy uzyciu zwiazkow: WAY 100635 w dawce 0,3
mg/kg m.c., podawanego podskodrnie, wykazujacego dzialanie antagonistyczne w stosunku
do receptoréw 5-HT;n oraz ritanseryny w dawce 4 mg/kg m.c o dzialaniu
antagonistycznym w stosunku do receptorow 5-HTac. Nastgpnie dootrzewnowo
podawano cynk (5 mg/kg m.c.). Analiza otrzymanych wynikéw wskazuje na istotne
skrécenie czasu bezruchu w poréwnaniu do grupy kontrolnej tylko w przypadku podania
cynku o ~ 21 %. Podanie zwiazku WAY 100635 oraz ritanseryny w grupach faczonych
z cynkiem blokowato catkowicie aktywnos¢ cynku w wykonywanym tescie (Rycina 22,

Tab. 11).

Czas bezruchu [s] % Kkontroli
NaCl 205+3,09 100
Zn5 162,745,51* 794
WAY +Zn 5 189.85,524 92,6
RIT + Zn 5 191.7+6.73# 93,5
WAY 189,8+4,16 92,6
RIT 191,445,63 934

Tab. 11. Wptyw podania WAY 100635 (WAY) w dawce 0.3 mg/kg m.c. i ritanseryny (RIT) w dawce
4 mg/kg m.c. na aktywnos$¢ cynku (Zn) w teScie wymuszonego ptywania u myszy. Wyniki przedstawiono

jako srednie + SEM.
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Ryc. 22. Wplyw podania WAY 100635 i ritanseryny na aktywno$¢ cynku w te$cie wymuszonego ptywania.
Analiza statystyczna przeprowadzona z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)

*p<0,01 vs NaCl; #p < 0.01 vs Zn. Liczebno$¢ w grupach N=6-13.

Fluoksetyna jest LPD selektywnie blokujacym wychwyt serotoniny. Do badan uzyto
fluoksetyny w nieaktywnej w tescie ptywania dawce 5 mg/kg m. c. oraz nieaktywnej
dawki cynku (2.5 mg/kg m. c.). Zaobserwowano znamienne skrécenie czasu bezruchu

0 ~ 22% w przypadku tacznego podania w/w zwiazkéw (Rycina 23 i Tabela 12).

Czas bezruchu [s] % Kkontroli
NaCl 210,2+5,6 100
Zn 25 213,5+3,8 102
Flu + Zn 2.5 163,1+8,3 78%
Flu 199,3+4.,0 95

Tab. 12. Wplyw podania fluoksetyny w dawce 5 mg/kg m.c. na aktywnos$¢ cynku w teScie wymuszonego

ptywania. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
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Ryc. 23. Wptyw tacznego podania fluoksetyny w dawce 5 mg/kg m.c. i cynku w dawce 2.5 mg/kg m. c. na
czas bezruchu w te§cie wymuszonego ptywania. Analiza statystyczna przeprowadzona z wykorzystaniem

dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) *p<0,01 vs NaCl, #p<0.001 vs Zn (Test Bonferroni).

Liczebno$¢ w grupach N=9-10.

Badanie udzialu receptoré6w NMDA w przeciwdepresyjnym

mechanizmie dziatania cynku - test Porsolta

W eksperymencie zastosowano dawke 75 mg NMDA /kg m.c., ktéra nie wplywata na
aktywnos$¢ zwierzat w tescie ptywania. Stwierdzono znamienne skrdcenie czasu bezruchu

w przypadku podania cynku oraz zablokowanie tego dzialania w przypadku tacznego

podania NMDA i cynku (Rycina 24 i Tabela 13).

Zn+Flu

Czas bezruchu [s] % Kkontroli
NaCl 198,5+12,7 100
Zn 5 159,6£11,3 80,4*
NMDA +Zn 5 205,6%15,9 103,6
NMDA 193,0£14.9 97,2

Tab. 13. Wptyw podania NMDA w dawce 75 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w teScie wymuszonego

ptywania. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
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Ryc. 24. Wplyw podania NMDA w dawce 75 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w teScie wymuszonego
ptywania. Analiza statystyczna przeprowadzona z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji

(ANOVA) i testu Bonferroni. *p<0,05 vs NaCl. Liczebno$¢ w grupach N=§8-11.

Do badan uzyto dawki 1 mg/kg m.c. zwiazku L 701,324 (antagonista miejsca
glicynowego receptora NMDA), ktéra pozostawata bez wplywu na aktywnos¢ zwierzat
w wykonywanym tescie. Podanie taczne L 701,324 z nieaktywna dawka cynku (2.5 mg/kg

m.c.) znamiennie skrécito czasu bezruchu w tescie ptywania (Rycina 25 i Tabela 14)

Czas bezruchu [s] % Kkontroli
NaCl 191,6+17,9 100
Zn 2.5 175,8+34.4 91,7
L1 184,9+28,6 96,5
L1+ Zn2.5 135,8+19,3 70,9%

Tab. 14. Wptyw podania L 701,324 w dawce 1 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w tescie wymuszonego

ptywania. Wyniki przedstawiono jako srednie + SEM.
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Ryc. 25. Wplyw podania L 701,324 w dawce 1 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w te$cie wymuszonego
ptywania. Analiza statystyczna przeprowadzona z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji

(ANOVA) i testu Bonferroni. *p<0,05 vs NaCl, # p<0,05, L p<0,01vs. Zn+Ll. Liczebno$¢ w grupach N=9-12

W eksperymencie zastosowano dawke 0.3 mg/kg m.c CGP 37849 (kompetycyjny
antagonista receptora NMDA), ktéra nie wplywala na aktywno$S¢ zwierzat
w wykonywanym tescie, podobnie jak uzyta dawka 2.5 mg/kg m.c. cynku. Stwierdzono
istotne statystycznie skrdcenie czasu bezruchu w przypadku tacznego podania zwiazkéw

(Rycina 26 i Tabela 15).

Czas bezruchu [s] % Kkontroli
NaCl 197,9+10,5 100
CGP+Zn 2.5 142,7433,2 72,1%

Tab. 15. Wplyw podania CGP37849 w dawce 0.3 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w teScie wymuszonego

ptywania. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
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Ryc. 26. Wplyw podania CGP 37849 w dawce 0.3 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku (2.5 mg/kg) w tescie
wymuszonego plywania. Analiza statystyczna przeprowadzona z wykorzystaniem testu t-studenta. *p<0,05

vs. NaCl. Liczebno$¢ w grupach N=11.

Do doswiadczenia uzyto dawki 0.05 mg/kg m.c MK-801 (bloker kanatu receptora
NMDA), ktéra nie wptywata na aktywno$¢ zwierzat w wykonywanym tescie, podobnie jak
zastosowana tu dawka cynku (2.5 mg/kg m.c.). Zaobserwowano znamienne skrdécenie

czasu bezruchu w przypadku facznego podania w/w zwiazkéw (Rycina 27 1 Tabela 16).

Czas bezruchu [s] % Kkontroli
NaCl 185,2+16,2 100
Zn 2.5 184,8+13.,6 99,8
MK+ Zn 2.5 135,7+28,8 73,3"

Tab. 16. Wptyw podania MK-801 w dawce 0.05 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w te$cie wymuszonego

ptywania. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
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Ryc. 27. Wptyw podania MK-801 w dawce 0.05 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w teScie wymuszonego
ptywania. Analiza statystyczna przeprowadzona z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji

(ANOVA) i testu Student-Newman-Keuls. *p<0,05 vs. NaCl. Liczebno$¢ w grupach N=9-10.

Badanie udzialu receptorow AMPA w przeciwdepresyjnym

mechanizmie dziatania cynku - test Porsolta

NBQX jest antagonista receptorow AMPA. Podany zwierz¢tom w dawce 10 mg/kg
m.c. zablokowal aktywnos$¢ cynku w tescie wymuszonego ptywania. Skrdcenie czasu
bezruchu w poréwnaniu do grupy kontrolnej jest znamienne statystycznie jedynie dla

grupy: Cynk 5. (Tabela 17, Rycina 28).

Czas bezruchu [s] % Kkontroli
NaCl 213,8+10,2 100
Zn5 155,1£18,5 72,5%
NBQX +Zn 5 197,0+£14,7 92,1
NBQX 213,245,3 99,7

Tab. 17. Wplyw podania NBQX w dawce 10 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w teScie wymuszonego

ptywania. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
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Ryc. 28. Wptyw podania NBQX w dawce 10 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w teScie wymuszonego
ptywania. Analiza statystyczna przeprowadzona z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji i testu

Bonferroni. *p<0,01vs NaCl. Liczebnos¢ w grupach N=5-8.

Zwigzek CX 614 pozytywnym allosterycznym modulatorem receptora AMPA
(tzw. AMPAKkina). Podany zwierzgtom w niskiej, nieaktywnej dawce 1 mg/kg m.c. tacznie
z cynkiem w niskiej nieaktywnej dawce 2.5 mg/kg m.c. wywotuje staba, ale statystycznie
znamienna redukcje czasu bezruchu u testowanych zwierzat w porOwnaniu z grupa

kontrolna. (Tabela 18, Rycina 29).

Czas bezruchu [s] % Kkontroli
NaCl 212+6.5 100
Zn 2.5 218+5.8 102.8
CX1.0+Zn25 190+4.9 89.6%*
CX 1.0 196+7.3 924

Tab. 18. Wptyw tacznych podan cynku w dawce 2.5 mg/kg m.c. i zwigzku CX 614 w dawce 1 mg/kg m.c. na

czas bezruchu zwierzat w tescie wymuszonego ptywania. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.
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Ryc. 29. Wplyw lacznych podan cynku w dawce 2.5 mg/kg m.c. i zwiazku CX 614 w dawce 1 mg/kg m.c. na
czas bezruchu zwierzat w teScie wymuszonego plywania Analiza statystyczna przeprowadzona
z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji i testu Bonferroni. *p<0,05 vs NaCl. Liczebno$¢

w grupach N= 8-12

Ocena komponenty serotoninergicznej cynku w tescie pltywania

u SZCZUrow

Efekt podania fluoksetyny i cynku na czasy bezruchu, ptywania i wspinania w FST
ilustruja ryciny 30 i 31. Fluoksetyna w dawce 20 mg/kg m.c. zredukowata (o 49.1%) czas
bezruchu, zwigkszyta (o 100.6%) czas plywania i pozostata bez wltywu na czas wspinania.
Cynk w dawce 5 mg/kg m.c. obnizyl o 42.2% czas bezruchu, zwigkszyt o 80.4% czas
ptywania i réwniez nie wplynal w sposéb istotny statystycznie na czas wspinania

u szczuréw w tescie pltywania.
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Ryc. 30. Wiyw podan fluoksetyny w dawce 20 mg/kg m.c. (FLU 20) na parametry: bezruch, ptywanie,
wspinanie w FST u szczuréw. Wyniki podano jako wartos$ci $rednie + SEM. *p < 0.05, #p < 0.001 vs NaCl

(test t-studenta). Liczebno$¢ w grupach n=9-10
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Ryc. 31. Wiyw podan cynku w dawce 5 mg/kg m.c. (Zn 5) na parametry: bezruch, ptywanie, wspinanie

w FST u szczuréw. Wyniki podano jako wartosci érednie + SEM, liczebno$é w grupach n=9-10 “p<0.05,

*p<0.05 vs NaCl (test t-studenta).
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Ocena komponenty glutaminianergicznej cynku w teScie
plywania u szczuréow

W badaniach zastosowano dawke 75 mg/kg m. c. NMDA, ktéra nie zmieniala
aktywnos$ci zwierzat w tescie ptywania oraz aktywna dawke¢ cynku (5 mg/kg m. c.).
Stwierdzono znamienne skrdcenie czasu bezruchu w przypadku podania cynku oraz
zablokowanie tego efektu w przypadku lacznego podania NMDA i cynku (Rycina 32,
Tabela 19).

184,1+6,2

156,6+6,9 85%
182,845,4 99"
200,1+4.5 109

Tab. 19. Wptyw podania NMDA w dawce 75 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w tecie wymuszonego

ptywania u szczuréw. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SEM.

NaCl Zn NMDA Zn+NMDA

Ryc. 32. Wplyw podania NMDA w dawce 75 mg/kg m.c. na aktywno$¢ cynku w tescie wymuszonego
ptywania. Analiza statystyczna przeprowadzona z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji

(ANOVA) i testu Newman-Keulsa. *p<0,05 vs NaCl, #p<0,05 vs Zn. Liczebno$¢ w grupach N=8.
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Wplyw podania cynku i WAY100635 na aktywnos¢

lokomotoryczna myszy

WAY 100635 w dawce 0,3 mg/kg m.c. i cynk w dawce 5 mg/kg m.c. podane razem lub

osobno nie nasilaja aktywnosci lokomotorycznej myszy (Tabela 20).

Po 2 min po 4 min po 6 min | po 10 min | po 30 min

Srednia + SEM Srednia + SEM Srednia + SEM Srednia + SEM Srednia + SEM

NaCl 72,7+8,6 | 128,749,6 | 175,0£14,6 | 258,0+30,4 | 481,4+7.8
WAY 0.3 | 598+49 | 108,0+10,1 | 154,8+12,5 | 220,3+19,6 | 380,5+40,5
Zn 5 28,0£10,0° | 51,0+24,2" | 62,0+33,2" | 118,0+60,6 | 165,0+38,0°
In+WAY | 303156 | 55,3+11,0° | 66,8+13,5" | 101,8+26,0" | 174,5+52,6

Tab. 20. Wptyw podania cynku w dawce 5 mg/kg m.c. i WAY 100635 w dawce 0,3 mg/kg m.c. na aktywnos¢
lokomotoryczna myszy. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA).

*p < 0.05 vs NaCl (Test Bonferroni). Liczebno$¢ w grupach N= 6.

Wplyw podania cynku 1 ritanseryny na aktywnos¢

lokomotoryczna myszy

Cynk w dawce 5 mg/kg m.c. podany tacznie z ritanseryna w dawce 4 mg/kg m.c. nie

nasilal w spos6b istotny statystycznie aktywnosci lokomotorycznej myszy.

Zaobserwowano natomiast hamowanie ruchliwo$ci zwierzat podczas dwéch pierwszych
minut testu w wyniku podania samej ritanseryny. Spadek aktywnosci lokomotorycznej
w tym przypadku byl znamienny statystycznie (*p<0,05 vs NaCl). Po uptywie dwéch

minut nie obserwowano istotnej réznicy pomiedzy grupami (Tabela 21).
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Po 2 min po 4 min po 6 min | po 10 min | po 30 min

$rednia + SEM Srednia + SEM Srednia + SEM Srednia + SEM Srednia + SEM

NaCl 61,3+8,5 | 99,8+13,4 | 131,3+18,5 | 181,5+26,3 | 395,8+44.9
Rit 4 413+1,9" | 86,7478 | 104,6+6,5 | 143,2+13,4 | 249,2425.6
Zn 5 28,6451 | 46,6+83" | 65,0+11,0" | 120,0+13,3" | 150,0+24,0"
Zn+Rit | 442454" | 872+14,1 | 115,5422,6 | 159,8+40,2 | 223,7+53,7"

Tab. 21. Wplyw podania cynku w dawce 5 mg/kg m.c. i Ritanseryny (Rit) w dawce 4 mg/kg m.c. na
aktywno$¢ lokomotoryczna myszy. Analiz¢ przeprowadzono przy pomocy jednoczynnikowej analizy

wariancji (ANOVA). *p < 0.05 vs NaCl (Test Bonferroni). Liczebno§¢ w grupach N= 6.

Wplyw podania cynku i NMDA na aktywnos¢ lokomotoryczng

myszy

Nie zaobserwowano nasilenia aktywnos$ci lokomotorycznej u myszy ani po facznym
podania cynku (5 mg/kg m.c.) i NMDA (75 mg/kg m.c), ani tez po podaniu kazdego z tych

zwiazkow osobno. Wyniki analizy przedstawiono w tabeli 22.

po 2 min po 4 min po6min | po 10 min | po 30 min

Srednia + SEM Srednia + SEM Srednia + SEM Srednia + SEM Srednia + SEM

NaCl 76,77,5 | 113,8+10,1 | 147,0£13,9 | 207,017.,9 | 440,0+49,7
Zn5 27,8444 | 51,049,6 | 62,0+13,7 | 82,0+20,8" |120,5+27.8
Zn+NMDA | 41,546,8° | 59,3484 | 76,249,3 | 89,7+10,0° | 194,2434,6"
NMDA 54,8459 | 101,0+10,8 | 141,7+15,7 | 198,8+20,0 | 314,8+43.,6

Tab. 22. Wplyw podania cynku w dawce 5 mg/kg m.c. i NMDA w dawce 75 mg/kg m.c. na aktywnos$¢
lokomotoryczna myszy. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy

wariancji (ANOVA). *p < 0.05 vs NaCl (Test Bonferroni). Liczebno§¢ w grupach N= 6.
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Wplyw

glutamatergicznych na aktywnos$¢ lokomotoryczng myszy

podania cynku i ligandow receptorow

Nie zaobserwowano zwigkszenia aktywnosci lokomotorycznej w grupach faczonych po
podaniach cynku w dawce 2.5 mg/kg m. c. kolejno ze zwiazkami: 1.-701,324 (w dawce
1 mg/kg m. c.), MK-801 (w dawce 0.05 mg/kg m. c.), CX 614 (1 mg/kg m.c.) i CGP 37849

(w dawce 0,3 mg/kg m. c.) u myszy w poréwnaniu z grupa kontrolna. Otrzymane wyniki

zestawiono w tabeli 23.

PO 2 min srednia | PO 4 MinN srednia | PO 6 MiN srednia po 10 min

+ SEM + SEM + SEM $rednia + SEM

NaCl 64,2+3,5 130,1+7,1 186,9+10 298,0+10,3
L+Zn 71,5+£10,3 134,2+7,1 188,5+19,8 293,3+32,1
MK+Zn 68,6+3,4 124,6+9,3 179,2£15,6 265,6+20,4
CX+Zn 67,0+5,1 127,0£11,1 176,7£19,7 265,1+£33,6
NaCl 45,3+5,1 81,3+7,5 113,7+10,8 176,8+24,3
CGP+Zn 58,0£3,0 94,14£3,2 123,0+£7,4 162,5+£19,1

Tab. 23. Wptyw tacznych podan cynku w dawce 2.5 mg/kg m.c. i zwigzkéw L- 701,324, MK- 801, CX 614
oraz CGP 37849 kolejno w dawkach 1, 0.05, 1 i 0.3 mg/kg m.c. na aktywno$¢ lokomotoryczna myszy.
Analizg przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu Bonferroni.

Liczebnos$¢ w grupach N= 8-12.

Wplyw podania cynku i NBQX na aktywnos¢ lokomotoryczng
myszy

Zaréwno cynk (5 mg/kg m.c.) i NBQX (10 mg/kg m.c.) podane razem, jak i osobno nie
zwigkszaty aktywnoSci lokomotorycznej u myszy w poréwnaniu z grupa kontrolng.

Otrzymane wyniki zestawiono w tabeli 24.
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po2min | po4min | po6 min | po 10 min | po 30 min

$rednia + SEM | Srednia £ SEM | $rednia + SEM | Srednia + SEM | Srednia + SEM

NaCl (58,032 |962+7,1 |[128,4+12,5|173,4+16,4 |270,2+25,8
Zn5 28,7+10,2° [46,7+15,6° |58,2421,0 [69,2+29.4" |104,7+33,7
Zn+NBQX [23,8+8,1 (43,0156 [52,8+19,5 [71,8430,2 |150,0+79,5
NBQX |51,5#4,5 |96,8+10,0 |133,0+13,8|167,3+20,2 |287,2+45,1

Tab. 24. Wpltyw podania cynku w dawce 5 mg/kg m.c. i NBQX w dawce 10 mg/kg m.c. na aktywnos$¢
lokomotoryczna myszy. Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy

wariancji (ANOVA). *p < 0.05 vs NaCl (Test Bonferroni). Liczebno$¢ w grupach N= 6.
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DYSKUSJA

KOMPLEKS RECEPTORA NMDA
W PRZECIWDEPRESYJNYM MECHANIZMIE
DZIALANIA JONOW CYNKU

Uktad glutaminianergiczny, a szczegdélnie modulacja aktywno$ci receptora NMDA
oraz zaburzenia zaleznych od tego uktadu mechanizméw plastyczno$ci neuronalnej sa
zaangazowane w etiopatogenez¢ zaburzen depresyjnych i1 mechanizm dzialania LPD
[Duman 2004a]. Swiadcza o tym miedzy innymi obserwowane w przebiegu depresji
obwodowe i osrodkowe oznaki zaburzenia funkcji uktadu aminokwaséw pobudzajacych,
czynnosciowa 1 strukturalna patologia tego uktadu widoczna w zwierzecych testach
1 modelach depresji oraz w badaniach klinicznych [Zarate i wsp. 2003], jak réwniez
przeciwdepresyjne dzialanie zwiazkéw hamujacych aktywnos¢ receptora NMDA
[Skolnick 2002]. Wyniki badan analizujacych wptyw LPD na powinowactwo agonistow
miejsc pobudzajacych i1 modulujacych receptora oraz ekspresje gendéw kodujacych
poszczegbdlne podjednostki, wskazuja na redukcj¢ aktywnosci receptora NMDA

w odpowiedzi na chronicznie stosowane LPD lub elektrowstrzasy [Patucha i wsp. 2005].

Wplyw chronicznych podan cynku na powstawanie zmian

adaptacyjnych kompleksu receptora NMDA

Efekt kliniczny dzialania LPD uwidacznia si¢ dopiero po 2-3 tygodniach stosowania
tych lekéw [Oswald i wsp. 1973], a za jego zrédio uznaje si¢ dlugoterminowe, stopniowo
powstajace wtérne zmiany adaptacyjne pojawiajace si¢ w odpowiedzi na nasilong
transmisj¢ monoaminergiczng.

Udowodniono, ze wielokrotne podania LPD, nalezacych do réznych grup (TLPD,
IMAO, SSRI), a takze ECS powoduja powstanie zmian adaptacyjnych takze w kompleksie
receptora NMDA w moézgu gryzoni [Nowak 1 wsp. 1993, Nowak 1997, Skolnick 1 wsp.
1996, 1996, Popik 1 wsp. 2000]. Zmiany te przejawiaja sig¢ redukcja powinowactwa glicyny
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do jej miejsca wiazacego w obregbie kompleksu receptora NMDA (podobny efekt
wystgpuje po wielokrotnych podaniach antagonistow receptora NMDA: ACPC
i eliprodilu), [Nowak i wsp. 1993, Layer i wsp. 1995] oraz zmniejszeniem zdolno$ci
glicyny do modulowania miejsc glutamatergicznych w kompleksie receptora NMDA [Paul
1 wsp. 1993, Nowak 1 wsp. 1993, 1996, 1998a].

Kolejne badania dowiodly, ze w wyniku wielokrotnych podafh imipraminy dochodzi do
spowolnienia procesu wiazania selektywnego liganda [PHIMK-801 do miejsca
fencyklidynowego receptora NMDA w korze mézgowej myszy [Nowak i wsp. 1993], co
moze mie¢ zwigzek z obnizeniem szybkoSci otwierania si¢ kanalu wapniowego
zwigzanego z receptorem NMDA.

Poniewaz skiad podjednostek receptora NMDA jest istotny dla powinowactwa ligandéw
do miejsc modulujacych tego receptora, wyzej opisane efekty receptorowe wiaze si¢ ze
zmianami w syntezie mRNA i biatek podjednostek budujacych receptor NMDA.
Rezultatem wielokrotnie stosowanych LPD, jest zmiana wzajemnych proporcji
podjednostek budujacych kompleks receptora, prowadzaca do ostabienia jego funkcji [Paul
i wsp. 2003].

Cynk jest antagonista receptora NMDA [Peters 1 wsp. 1987, Westbrook 1 wsp. 1987].
Chroniczne podania imipraminy powoduja wzrost powinowactwa cynku do cynkowego
miejsca modulacyjnego receptora NMDA, czego efektem jest hamowanie aktywnosci
receptora NMDA [Szewczyk i wsp. 2001]. Hamowanie aktywnosci receptora NMDA jest
tez efektem ECS, ktére indukuja wzrost st¢zenia synaptycznego cynku w hipokampie
[Vaidya i wsp. 1999]. Wykazano réwniez zmiany w powinowactwie cynku do receptora
NMDA, w hipokampach ofiar samobdjstw [Nowak i wsp. 2003b]. W kontrolowanym
badaniu klinicznym suplementacja standardowego leczenia przeciwdepresyjnego
preparatami cynku przyniosta istotna poprawe stanu zdrowia chorych [Nowak i wsp.
2003a, Siwek i wsp. 2009].

We wczesniejszych eksperymentach zmniejszenie powinowactwa glicyny do jej miejsc
wiazacych w kompleksie receptora NMDA mierzono hamowaniem wiazania znakowanego
liganda: [3H]kwasu 5,7-dichlorokinurenowego (5,7-DCKA) przez glicyng [Nowak i wsp.
1993, Paul 1 wsp. 1993]. Imipramina, w dawce 15 mg/kg masy ciala podawana szczurom
chronicznie przez dwa tygodnie powoduje statystycznie istotne zmniejszenie hamowania
przez glicyng¢ wiazania [3H]5,7-DCKA do miejsca glicynowego. Procedura wigzania do
receptora oraz sposéb przygotowania tkanki do oznaczen, przy uzyciu wyzej

wymienionego liganda sa niestety nie tylko bardzo czaso- ale i praco- chtonne ze wzgledu
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na etap wirowania niezbedny w procesie rozdzialu. Dlatego zdecydowatam
o zastosowaniu innego liganda znakujacego miejsca glicynowe w kompleksie receptora
NMDA:[3H]L-689,560[(+-4-(trans)-karboksy-5,7-dichloro-4phenylaminokarbonyloamino-
1,2,3,4-tetrahydrokwinolina]. Procedura oznaczenia w tym wypadku nie wymaga
wirowania, lecz szybkiej filtracji w procesie rozdziatlu. W przeprowadzonych przez nas
wczesniejszych badaniach, w ktérych ocenialiSmy wrazliwos¢ tej metody analizy
radioreceptorowej na powstate zmiany adaptacyjne po przewlekltych dwutygodniowych
podaniach imipraminy w dawce 15 mg/kg masy ciala, nie zaobserwowaliSmy statystycznie
istotnych réznic w zdolnosci glicyny do hamowania wiazania [3H]L-689,560 w korze
moézgowe] myszy lub szczura. Natomiast imipramina podawana przez okres czterech
tygodni myszom, w tej samej dawce spowodowata znaczacy wzrost (71%) wartosci ICsg
dla glicyny. Dodanie jonéw cynku do mieszaniny inkubacyjnej znacznie poprawito
detekcje powstatych zmian, ktére byly widoczne juz po dwoéch tygodniach stosowania
imipraminy [Dybata 1 wsp. 2006]. Wysycenie miejsc wigzacych cynk w kompleksie
receptora NMDA jonami cynku, ujawnia wyzwalana przez imipraming redukcj¢
powinowactwa glicyny do jej miejsca wiazacego w obrebie receptora NMDA, przy
zastosowaniu metodyki badawczej, wykorzystujacej do oznaczen ligand [3H]L-689,560.
Zjawisko to sugeruje potencjalng mozliwo$¢ wyjasnienia mechanizmu, zwiazanego
z nasilaniem efektywnos$ci terapii przeciwdepresyjnej suplementacja jonami cynku,
potwierdzonej zaréwno w badaniach eksperymentalnych jak i klinicznych [Nowak i wsp.
2003a, Szewczyk 1 wsp. 2008, Siwek 1 wsp. 2009]

Dla celéw niniejszej pracy wykonatam analizy radioreceptorowe z uzyciem liganda
[3H]L-689,560, w ktérych badatam wptyw chronicznego podawania wodoroasparaginianu
cynku w dawce 65 mg/kg m.c. na hamowanie przez glicyn¢ wiazania [3H]L-689,560 do
kompleksu receptora NMDA w korze mézgowej szczura. Wyniki, ktére otrzymatam,
wykazaly wzrost wartosci ICsy dla glicyny po dwutygodniowej terapii cynkiem. Nie byty
one jednak stastystycznie istotne przy zastosowaniu standardowej procedury. Podobnie jak
w przypadku imipraminy, dopiero obecno$¢ jonéw cynku o stgzeniu 1000 uM
w mieszaninie inkubacyjnej, ujawnita zmiany adaptacyjne w obregbie kompleksu receptora
NMDA, po chronicznych podaniach cynku. Zanotowatam istotny statystycznie wzrost
warto$ci ICsy glicyny, wskazujacy na zmniejszenie powinowactwa glicyny do jej miejsca
wiazacego w obrebie kompleksu receptora NMDA, a zatem na hamowanie funkcji
receptora NMDA. Obserwowane zmiany sa analogiczne do wywotywanych przez

imipraming.
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Miejsce glicynowe (Glyg) zlokalizowane jest preferencyjnie na podjednostce NRI1
kompleksu receptora NMDA [Mayer i wsp.2004], a miejsca o wysokim powinowactwie
dla L-689,560 wystepuja na receptorze NMDA zbudowanym z podjednostek NR1/NR2A
[Avent i wsp. 1997]. Cynk z kolei hamuje receptor NMDA o sktadzie podjednostkowym
NRI1/NR2A z wysokim powinowactwem, podczas gdy receptor zawierajacy podjednostki
NR1/NR2B jest hamowany przez ten jon bardzo stabo [Paoletti 1 wsp. 1997, Izumi 1 wsp.
2006]. Wysycenie miejsc wiazacych cynk o niskim (i prawdopodobnie wysokim)
powinowactwie przez ImM Zn** zredukowato powinowactwo glicyny w korze mézgowej
po chronicznych podaniach imipraminy i1 cynku. W ten sposob, wyniki eksperymentu
moga sugerowa¢ zmiany Ww interakcji pomigdzy podjednostkami NRI1/NR2A,
a NRI/NR2B kompleksu receptora NMDA indukowane chroniczna terapia
przeciwdepresyjna, aczkolwiek obserwacje te wymagaja potwierdzenia w dalszych
badaniach.

Pojawienie si¢ zmian adaptacyjnych w kompleksie receptora NMDA jest niezbednym
elementem odpowiedzi neuronalnej na stosowanie LPD [Skolnick i wsp. 1996]. Wyniki
naszych badan pokazuja, ze chronicznie stosowany cynk wywoluje zmiany adaptacyjne
receptora NMDA podobne do zmian powstatych po klasycznym LPD- imipraminie. Teoria
Skolnicka taczy adaptacje receptora NMDA z wywolanym przez LPD pobudzajacym
wptywem na syntez¢ BDNF. Sam BDNF hamuje funkcj¢ receptora NMDA poprzez
zmniejszanie ekspresji biatlek podjednostek tego receptora [Skolnick 1999]. Chroniczne
podania cynku zwigkszaja poziom mRNA biatka dla BDNF w hipokampie i/lub korze
moézgowe] [Nowak 1 wsp. 2004; Sowa- Kuéma i wsp. 2008]. W $wietle przedstawionych
danych mechanizm przeciwdepresyjnego dziatania cynku wydaje si¢ by¢ $cisle powiazany

z receptorem NMDA.

Udzial kompleksu receptora NMDA w mechanizmie
przeciwdepresyjnej aktywnosci jonow cynku - test plywania.

Test wymuszonego ptywania (FST) [Porsolt i wsp. 1977] jest jednym z behawioralnych
testow skryningowych, w ktérych wykorzystuje si¢ manipulacje warunkami $rodowiska,
co prowadzi do zmian w zachowaniu si¢ testowanych zwierzat. Zmiany te z kolei sa

modulowane przez LPD. Wigkszos¢ LPD wykazuje aktywno$¢ w tym tescie [Borsini
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1 wsp. 1988, Kroczka 1 wsp. 2001]. Ze wzgledu na stosunkowo proste wykonanie oraz
skutecznos¢ wykrywania aktywnos$ci przeciwdepresyjnej, najczesciej zaréwno po
podaniach jedno- jak i wielokrotnych, jest chgtnie i czgsto wykorzystywany przez badaczy
[Cryan i wsp. 2002, 2005, Petit- Demouliere i wsp. 2005, Borsini i wsp.1988].

Aktywnos$¢ przeciwdepresyjna cynku w testach behawioralnych (FST, TST) [Kroczka
1 wsp. 2001, Nowak i wsp. 2003c, Rosa i wsp. 2003] oraz potencjalizacja aktywnosci
przeciwdepresyjnej klasycznych LPD (imipramina, citalopram) w FST [Kroczka i wsp.
2001, Szewczyk i wsp. 2002, Rosa i wsp. 2003], jak réwniez aktywnos$¢ cynku
w modelach depresji: bulbektomii (ang. olfactory bulbectomy- OB), [Nowak 1 wsp. 2003c],
chronicznym nieprzewidywalnym stresie (ang. chronic unpredictable stress- CUS)
[Cieslik i wsp. 2007], czy chronicznym tagodnym stresie (ang. chronic mild stress- CMS)
[Sowa- Kuéma i wsp. 2008], jak réwniez wyniki wtasnych badan radioreceptorowych,
sktonity mnie do postawienia pytania o udzial receptorow NMDA w mechanizmie
dziatania przeciwdepresyjnego tego biometalu. W pierwszym etapie postanowitam zbadac
role receptora NMDA w tescie wymuszonego plywania, wedlug procedury Porsolta
[Porsolt i wsp. 1977], w ktérym uzytam agonisty receptora NMDA: kwasu N-metylo-D-
asparaginowego, w celu aktywacji tego receptora. Cynk podany zwierzg¢tom, ktére
uprzednio otrzymaty NMDA, nie skrocit czasu bezruchu badanych zwierzat. NMDA
zablokowal aktywno$¢ przeciwdepresyjna cynku, nie zwigkszajac przy tym aktywnosci
lokomotorycznej testowanych zwierzat. Wskazuje to na udzial kompleksu receptora
NMDA w mechanizmie przeciwdepresyjnego dziatania cynku.

Kolejnym etapem badan bylo zastosowanie w teScie wymuszonego ptywania
u myszy antagonistow receptora NMDA. Dzigki nim mogtam udzieli¢ odpowiedzi na
nurtujace mnie pytanie: czy wystapi potencjalizacja dzialania cynku, w jego niskiej,
nieaktywnej dawce podanego tacznie z niskimi, nieaktywnymi dawkami antagonistow
receptora NMDA. Unikalno$¢ receptora NMDA wiaze si¢ z obligatoryjna obecnoscia
koagonisty (glicyna lub D-seryna), ktéry wiaze si¢ w miejscu odleglym od miejsca
wiazacego dla glutaminianu, zwigkszajac powinowactwo receptora do jego endogennego
agonisty glutaminianu. W obrgbie kompleksu tego receptora wystepuja takze miejsca
wiazace dla substancji, ktére moga modulowac jego aktywno$¢ (poliaminy, fencyklidyna,
jony magnezu czy cynku). Antagonistow receptora NMDA mozna zatem podzieli¢ na kilka
grup. Antagonisci kompetycyjni, do ktérych nalezy uzyty przez nas CGP 37849, dziataja
W miejscu wigzania glutaminianu. Antagonisci bezkompetycyjni (w tym wybrany przeze

mnie zwiazek MK-801) dziataja jako blokery kanatu receptora NMDA. Kolejna grupa sa
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antagonis$ci miejsca GLYg, do ktérych zaliczamy zastosowany w moim eksperymencie
zwiazek L-701,324. Wybrane przeze mnie zwiazki prezentowaly kilka mozliwych
sposobow oslabienia aktywno$ci receptora NMDA. Wyniki mojego doswiadczenia
pokazaly, ze istnieje synergizm dziatania pomigedzy cynkiem, a kazda z wymienionych tu
drég prowadzacych do obnizenia funkcji receptora NMDA.

Potwierdzeniem moich eksperymentéw sa badania z uzyciem D-seryny. Wykazano, ze
aktywacja miejsca glicynowego w kompleksie receptora NMDA wywolana przez ten

zwiazek znosi aktywnos$¢ cynku w tescie Porsolta u myszy [Poleszak i wsp. 2008].

UDZIAL RECEPTORA AMPA W MECHANIZMIE
PRZECIWDEPRESYJNEJ AKTYWNOSCI JONOW
CYNKU

Nie tylko inhibicja receptora NMDA, ale tez aktywacja receptora AMPA sa
zaangazowane w mechanizm dziatania przeciwdepresyjnego [Skolnick i wsp. 2001, Li
i wsp. 2001, 2003, Mareng i wsp. 2008]. Potencjalizatory receptora AMPA wykazuja
dzialanie przeciwdepresyjne w zwierzecych modelach depresji [Li 1 wsp. 2001].
W dodatku czyste potencjalizatory AMPA (tzw. AMPAKkiny) silnie stymuluja produkcje
BDNF [Skolnick i wsp. 2001, Li i wsp. 2003]. Najwicksze zaggszczenie receptoréw
AMPA (kora przedczotowa, hipokamp) obejmuje struktury odpowiedzialne za regulacj¢
nastroju 1 bezposrednio zwiazane z patofizjologia depresji [Bleakman 1 wsp. 2007].
Aktywacja receptora AMPA, wedlug najnowszej hipotezy Skolnicka moze stanowic
wspOlny punkt koncowy dziatania antagonistow NMDA [Skolnick i wsp. 2008]. Blokada
receptoroOw presynaptycznych, czy tez heteroreceptoréw na GABA-ergicznych
interneuronach przez antagonistow NMDA moze w rzeczywistoSci prowadzi¢ do
zwigkszenia stgzenia glutaminianu w szczelinie synaptycznej. Podwyzszony poziom
glutaminianu moze z kolei aktywowa¢ receptory AMPA indukujac aktywnos$¢
przeciwdepresyjna. Teori¢ ta potwierdzaja badania behawioralne, w ktérych dziatanie
przeciwdepresyjne antagonistow NMDA (ketamina, MK-801) bylo znoszone przez
zwiazek NBQX, antagonistg receptora AMPA [Maeng i wsp. 2008].

Jednym z pozytywnych modulatoréw receptora AMPA jest antagonista receptora

NMDA - cynk. Jony cynku w niskich st¢zeniach (30 uM) wzmagaja aktywnos¢ receptora
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AMPA, natomiast w st¢zeniach wyzszych (mM) hamuja go przez bezposrednia blokadg
kanalu jonowego [Rassendren i wsp. 1990].

W moim eksperymencie uzytam zwiazku NBQX, aby zbada¢ udziat receptoréw AMPA
w mechanizmie przeciwdepresyjnej aktywnosci cynku. Stwierdzitam zablokowanie efektu
przeciwdepresyjnego cynku w tescie plywania po uprzednim zastosowaniu antagonisty
receptora AMPA - NBQX. Otrzymane wyniki sugeruja, ze w mechanizm dziatania
antydepresyjnego cynku, analogicznie jak niektérych antagonistéw receptora NMDA,
zaangazowane sa glutaminianergiczne receptory jonotropowe AMPA.

Kolejnym krokiem podjgtym w niniejszej pracy byto zastosowanie zwiazku CX 614 —
pozytywnego allosterycznego modulatora receptora AMPA, aby sprawdzi¢, czy wystgpuje
synergizm dziatania z jonami cynku w te$Scie pltywania u myszy. Zwiazki podano
w niskich, nieaktywnych w FST dawkach. Otrzymatam staby, ale znamienny efekt
przeciwdepresyjny w tym tescie, Swiadczacy o wzajemnym potggowaniu dziatania jonow
cynku i badanej AMPAKiny.

W S$wietle najnowszej wiedzy patofizjologia i symptomatologia depresji moga by¢
rozumiane jako odzwierciedlenie uszkadzania neuronéw powstajacego w warunkach
szeroko rozumianego stresu: nadmiernej aktywacji receptorow NMDA oraz zaburzenia
rownowagi w ukladzie glutamatergicznym (zaburzenia proporcji  aktywnosci
poszczegdlnych receptoréw jonotropowych). Cynk tworzy jedno z podstawowych
zabezpieczen chroniacych neurony przed nadmierng aktywacja receptoréw NMDA
[Frederickson i wsp. 2005], a efektywno$¢ suplementacji cynkiem w klinice mozna
tlhumaczy¢ migdzy innymi jego antagonistycznym wptywem na jonotropowe receptory dla

glutaminianu typu NMDA/AMPA.

BRAK WPLYWU PRZEWLEKLEYCH PODAN
CYNKU NA POWSTAWANIE ZMIAN
ADAPTACYJNYCH RECEPTOROW
METABOTROPOWYCH GLU 5

Potencjalna funkcja receptoréw metabotropowych dla glutaminianu w terapii depresji

jest modulacja transmisji glutaminianergicznej. Odbywa si¢ ona poprzez presynaptyczna
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regulacj¢ uwalniania neuroprzekaznika lub poprzez modulacj¢ postsynaptycznej
odpowiedzi na glutaminian i regulacj¢ pobudliwosci neuronalnej [Pin i wsp. 1995].
Antagonisci 1 grupy receptorow mGluR (MPEP, MTEP, AIDA) wykazuja aktywnos$¢
przeciwdepresyjna w testach behawioralnych (FST, TST), a MTEP i MPEP dodatkowo
w modelu bulbektomii [Pilc 1 wsp. 2002, Tatarczynska 1 wsp. 2001, Wieronska i wsp.
2002]. Myszy pozbawione receptora mGluS (tzw. mGluRS ,.knock- out”) posiadaja fenotyp
cechujacy si¢ zachowaniami pro- depresyjnymi (znaczaco zwigkszony czas bezruchu
w tescie wymuszonego ptywania) [Lii wsp. 2006].

Mechanizm dziatania LPD jest powiazany ze zmianami adaptacyjnymi w obrgbie
grupy I receptoréw mGluR. Powtarzalna ekspozycja na LPD obniza wrazliwo$¢ grupy 1
mGIluR w moézgu. Wielokrotne podania imipraminy lub elektrowstrzasow powoduja
spadek wrazliwosci komoérek hipokampa w obszarze CA1 na agonistow receptorow grupy
I mGluR- ACPD, DHPG [Pilc i wsp. 2007]. Dlugotrwale stosowane ECS powoduja
zwigkszenie immunoreaktywnosci receptor6w mGluR1 w hipokampie, a szczegélnie
w regionie CA3. Zaobserwowano tez, ze chroniczne podania imipraminy zwigkszaja
ekspresje mRNA dla receptoréw mGIluRS w obszarze CA1 hipokampa, a wielokrotne ECS
w rejonie CA3 [Smialowska 1 wsp. 2002]. Uwaza sig, ze ta ,up’- regulacja moze
odzwierciedla¢ mechanizm kompensacyjny w stosunku do spadku wrazliwosci receptoréw
po terapii przeciwdepresyjnej [Pilc i wsp. 2007]. Chroniczny tagodny stres u szczuréw
podnosi poziom biatka receptorowego mGluR5 w obszarze CA1 hipokampa potwierdzajac
zaangazowanie tego podtypu receptora w patofizjologi¢ depresji [Pilc 1 wsp. 2007].
O powiazaniu z depresja Swiadczy tez sama lokalizacja zmian adaptacyjnych receptorow
I grupy mGluR, obejmujaca obszar najbardziej charakterystyczny dla powstawania zmian
patologicznych w depresji - formacj¢ hipokampa [Nestler i wsp. 2002].

Jednym z mozliwych mechanizméw uzyskiwania aktywnos$ci przeciwdepresyjnej przez
jony cynku jest ich dzialanie posrednie na receptor NMDA, poprzez antagonistyczny
wplyw na receptory I grupy mGluR [Zirpel 1 wsp. 2001]. Antagonisci grupy I mGluR
(mGluR1, mGIuRS) posiadaja, bowiem zdolno$¢ zmniejszenia aktywno$ci receptora
NMDA [Patucha i wsp. 2002]. Badania przeprowadzone przez Pomierny—Chamioto
wykazaly, ze zwiazek MTEP (selektywny antagonista receptora mGluRS) podawany
chronicznie, podobnie jak imipramina znamiennie zwigksza ggstos¢ receptorow mGIluRS
w hipokampie i korze m6zgowej szczura [Pomierny- Chamioto 2008].

Wyniki przeprowadzonego przeze mnie eksperymentu nie wykazalty jednak zadnych,

istotnych statystycznie zmian w ggstosci receptorow mGluRS5 pod wptywem chronicznych
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podan cynku. Analizowana struktura byla kora mézgowa. By¢ moze zmiany takie

zachodza w hipokampie, co wymaga potwierdzenia w dalszych badaniach.

ROLA UKEADU ADRENERGICZNEGO
W PRZECIWDEPRESYJNEJ AKTYWNOSCI
JONOW CYNKU

Mechanizmy adaptacji do naglego podwyzszenia stgzenia monoamin stanowia
niezwykle istotny element dzialania terapeutycznego LPD. Teorie depresji oparte na
mechanizmach receptorowych moga by¢ uznawane za przejaw plastycznosci neuronalne;j.
Pierwsza opisana [Vetulani i wsp. 1975], a zarazem najlepiej udokumentowang zmiang
adpatacyjna po LPD w uktadach neuroprzekaznikowych jest - adrenergiczna ,,down-
regulacja”. Przejawia si¢ ona zmniejszeniem gestosci i/lub wrazliwosci receptoréw
B- adrenergicznych w obszarach limbicznych mézgu oraz spadkem syntezy cAMP
aktywowanej noradrenalina. Zjawisko to, wywolywane przez LPD nalezace do réznych
grup (TLPD, IMAO, nietypowe, wyjatek SSRI), [Vetulani i wsp. 1975, Sulser 1 wsp. 1978,
Neliat i wsp. 1996, Nalepa 1 wsp. 1996, Harkin i wsp. 2000] oraz ESC, jest tak
charakterystyczne, ze prawie statlo si¢ swoistym markerem wykrywajacym aktywnos$¢
przeciwdepresyjna badanych substancji [Duncan i wsp. 1985, Leonard 1997]

Poniewaz dane pochodzace zaréwno z doSwiadczen na zwierzgtach, jak 1 badan
klinicznych dowodza, ze cynk posiada aktywno$¢ przeciwdepresyjna, postanowitam
sprawdzi¢, czy jon ten bedzie wywotywal ,B-down”- regulacjc w ukladzie
noradrenergicznym w korze mézgowej myszy. Wyniki moich badan wykazatly
zmniejszenie wiazania liganda do receptoréw P—adrenergicznych pod wptywem
dwutygodniowych podan cynku, a zmiana ta byla statystycznie istotna. Otrzymane wyniki
sugeruja podobienstwo zmian adaptacyjnych w przypadku receptoréw [ pomigdzy terapia
LPD a chronicznym podaniem jonéw cynku. Swiadcza o zaangazowaniu uktadu
noradrenergicznego w mechanizm przeciwdepresyjnego dziatania jonéw cynku.

O powiazaniu cynku z receptorem — adrenergicznym méwig réwniez badania Swaminath
[Swaminath i wsp. 2002]. Receptor P,— adrenergiczny przesyta odpowiedzi zaréwno
w osrodkowym uktadzie nerwowym jak 1 w ukfadzie wspétczulnym. Odkryto, ze cynk

dziata jako pozytywny allosteryczny modulator receptora ,—adrenergicznego. Efekt, jaki
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wywiera cynk na funkcjonowanie tego receptora jest ztozony. Wigzanie cynku do miejsca
o wysokim powinowactwie, ktére udato si¢ dokladnie zidentyfikowa¢ [Swaminath 1 wsp.
2003], zwigksza powinowactwo agonistow do receptora [,—adrenergicznego i utatwia
stymulowana agonista akumulacj¢ cAMP. Istotne znaczenie ma fakt, ze efekt ten pojawia
sig, przy stezeniach, ktére moga by¢ osiagane w synapsie in vivo. Wiazanie cynku do
miejsca o niskim powinowactwie hamuje wigzanie antagonistow [Swaminath i wsp. 2002].
Aby  potwierdzi¢ udziat innych receptorOw ukladu noradrenergicznego
w przeciwdepresyjnej aktywnosci jondw cynku wykonatam badania zmian adaptacyjnych
w receptorach - adrenergicznych. Terapia przeciwdepresyjna moze powodowaé
powstawanie zmian adaptacyjnych w uktadzie o- adrenergicznym. W przypadku receptora
o stwierdzono ,,up”- regulacj¢ wywolywana przez szereg LPD (inhibitory wychwytu
zwrotnego noradrenaliny i serotoniny, citalopram, tianeptyna i inne) [Vetulani i wsp. 1984,
Nowak i wsp. 1988, Menkes i wsp. 1981]. Wykonane przeze mnie eksperymenty wykazaty
znamienny wzrost wiazania ["H] Prazosyny do receptoréw o w korze mézgowej myszy
po chronicznych podaniach cynku, a zatem zwigkszenie gestosci i/lub wrazliwosci
receptorow ;.
W  przypadku receptora 0p- adrenergicznego nie wykazalam Zadnych istotnych
statystycznie zmian, ktére moglyby uczestniczy¢ w przeciwdepresyjnym mechanizmie

dziatania jonéw cynku.

UKEAD SEROTONINERGICZNY
W PRZECIWDEPRESYJNYM MECHANIZMIE
DZIALANIA JONOW CYNKU

Uktad serotoninergiczny odgrywa istotna rol¢ w patofizjologii depresji oraz
mechanizmie dzialania antydepresantéw. Poczatki hipotezy serotoninergicznej si¢gaja lat
60-tych ubieglego stulecia [Glowinski i wsp. 1964, Schildkraut 1965]. Hipoteza ta jest
stale modyfikowana i dostosowywana do obecnego stanu wiedzy [Cryan i wsp. 2000].
O jej stusznosci dowodza nastgpujace dane:

= SSRI stanowia skuteczna grupg lekow w leczeniu depresji

» aktywnos¢ terapeutyczna niektérych LPD jest znoszona przez uzycie pCPA

(para-chloro-fenyloalaning) - inhibitora syntezy serotoniny [O'Leary i wsp. 2007]
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= dieta pozbawiona tryptofanu (prekursora 5-HT) powoduje obnizenie nastroju, oraz

powr6t symptomow depresji u pacjentéw leczonych LPD [Heniger i wsp. 1996].

Wplyw przewleklych podan cynku na powstanie zmian
adaptacyjnych receptoréow ukladu serotoninergicznego 5-HT,

i 5-HT,A

Wptyw przewlektych podan LPD na uklad serotoninergiczny jest ztozony
1 niejednoznaczny. Badania elektrofizjologiczne wskazuja na nasilenie przekaznictwa
serotoninergicznego pod wptywem réznych LPD [Blier i wsp. 1998]. Zwigkszenie
aktywnosci receptoréw 5-HT;4, w hipokampie moze stanowi¢ jeden z mechanizmdéw
dziatania LPD. Rézne klasy LPD zwigkszaja wrazliwo$¢ lub czynno$¢ receptorow 5-HT 4,
cho¢ za sprawa réznych mechanizméw. IMAO lub SSRI zwigkszaja aktywno$¢
receptorow 5-HT;n po dluzszej terapii, powodujac desensytyzacje presynaptycznych
autoreceptoréw. Autoreceptory te kontroluja uwalnianie serotoniny, a ich desensytyzacja
powoduje ~ wzmozenie  uwalniania  serotoniny i  nasilenie  przekaznictwa
serotoninergicznego. Wykazano réwniez, ze stosowanie terapii ECS powoduje
zwigkszenie wrazliwosci postsynaptycznych receptorow 5-HT;, w hipokampie
i w przodomézgowiu. ECS nie wptywa natomiast na aktywnos$¢ autoreceptoréow S5-HT 4.
Zainteresowanie receptoremi 5-HT ;4 wzrosto ponownie, kiedy odkryto, ze stymulacja tych
receptorow przez SSRI nasila neurogenez¢ w hipokampie os6b dorostych [Duman 2004a,
Roman 2007]. Uszkodzenie serotoninergicznych jader szwu zaburza ten proces [Olie
i wsp. 2004]. U chorych na depresjg¢, zmartych w wyniku samobdéjstwa stwierdza si¢
z kolei wzrost ekspresji receptora 5-HT ;5 w jadrach szwu oraz obnizenie ekspresji mRNA
w niektérych obszarach korowych. Podobne efekty daly badania przyzyciowe wykonane
metoda PET [Roman 2007].
W badaniach radioreceptorowych w przypadku receptora 5-HT;, obserwuje si¢ zaréwno
obnizenie (paroksetyna) jak i wzrost (imipramina, ECS) gestosci receptoréw w hipokampie
po dlugotrwatej kuracji tymi lekami [Maj i wsp. 1996].
W przypadku receptoréw 5-HT,, naliczniej wystgpujacych w korze mézgowej, badania
radioreceptorowe wskazuja z kolei na obnizenie ich ggstosci pod wptywem TLPD i IMAO.
Efekt przeciwny do LPD na receptor 5-HT,5 wywieraja natomiast ECS. Dane odnoszace

si¢ do SSRI pozostaja ze soba w sprzecznosci [Maj 1 wsp. 1996, 2000,
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Klimek i wsp. 1994]. Badnia postmortem wykazaly wzrost gestosci receptora 5-HTya
w korze przedczotowej. Badania przyzyciowe potwierdzity wzrost wigzania ligandéw do
tego receptora jedynie w przypadku niektérych typéw depresji [Roman 2007].

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie eksperymentéw wykazaly wzrost wiagzania
[’H]8-OH-DPAT do receptoréw 5-HT;x w hipokampie szczura po wielokrotnych
podaniach cynku. Wyniki analizy saturacyjnej wykazaty, ze chroniczne podania cynku
indukuja wzrost gestosci receptorow 5-HT;4. Zmiany te sa podobne do zmian
zachodzacych po terapii imipraming oraz ECS [Nowak 1997] i §wiadcza o udziale
transmisji serotoninergicznej w przeciwdepresyjnym mechanizmie dziatania jonéw cynku.

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach radioreceptorowych po przewlektych
podaniach cynku zaobserwowatam wzrost wiazania [*H]Ketanseryny do receptoréw
5-HT,4 w korze mézgowej szczura. Wyniki analizy saturacyjnej wykazaly wzrost ggstosci
receptoréw 5-HT,, pod wptywem chronicznych podan cynku. Wyniki te nie przypominaja
zmian adaptacyjnych po terapii LPD, ktérych efektem jest przewaznie ,,down”- regulacja
receptorow 5-HT, [Duman i wsp. 2004]. Z drugiej strony nie wszystkie sposoby leczenia
przeciwdepresyjnego powoduja zmniejszenie liczby receptoréw 5-HT,. LPD z grupy SSRI
daja wyniki rozbiezne przy zastosowaniu tej metody [Maj 2000]. Liczba receptoréw 5-HT),
w korze moézgowe] nie zmniejsza sig, a zwigksza po przewleklej terapii
elektrowstrzasowej, ktéra jest jedna z najskuteczniejszych metod leczenia depresji.
W przypadku ECS zmiany te sa charakterystyczne jedynie dla samcow, zmian podobnych
nie wykazano u samic. W pewnym stopniu hamowanie funkcji receptoréw 5-HT,4 mozna

osiagna¢ przez nasilenie aktywnosci receptoréw 5-HT;» [Roman 2007].

Udzial receptorow ukladu serotoninergicznego 5-HT,

i 5-HT,xn,c w mechanizmie przeciwdepresyjnej aktywnosci
jonow cynku - test plywania

Cynk cechuje si¢ aktywnoscia przeciwdepresyjna potwierdzona w testach
behawioralnych i modelach depresji [Kroczka i wsp. 2001, Szewczyk i wsp. 2002, Nowak
1 wsp. 2003c, Cieslik i wsp. 2007, Sowa- Ku¢ma 2008]. Efekt przeciwdepresyjny
zaobserwowano migdzy innymi w tescie ptywania zaréwno u myszy jak i u szczuréw oraz
teScie zawieszenia za ogon u myszy [Kroczka i wsp. 2001, Kroczka i wsp. 2002,

Nowak i wsp. 2003c, Rosa i wsp. 2003]. Ponadto w tych badaniach zaobserwowano, ze
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cynk podany w niskich, nieaktywnych w tescie ptywania dawkach, wraz z niskimi,
nieaktywnymi w tym teScie dawkami imipraminy lub citalopramu wywotuje ,,aktywnos¢
przeciwdepresyjna”’, wyrazona skréceniem czasu bezruchu u testowanych zwierzat
(synergizm dziatania), [Kroczka i wsp. 2001, Szewczyk i wsp. 2002]. To skierowato moja
uwage na uklad serotoninergiczny w  kontek$cie ~mechanizmu aktywnosci
przeciwdepresyjnej wykazywanej przez cynk. Wiadomo réwniez, ze antagonisci receptora
NMDA maja zdolno$¢ uwalniania/zwigkszaniast¢zenia serotoniny oraz zwigkszaja obrét
tego neurotransmitera w mézgu [Loscher 1 wsp. 1993]. Tak wigc cynk poprzez interakcjg
z receptorem NMDA moégtby prowadzi¢ do nasilenia uwalniania serotoniny.

Celem mojego eksperymentu bylo sprawdzenie, czy aktywno$¢ przeciwdepresyjna

jonéw cynku jest zwigzana z uktadem serotoninergicznym. Do badan zastosowalam
antagonistg¢ receptoréw 5-HTa- WAY 100635 i 5-HT,a/c- ritanseryng. Wyniki pokazaty,
ze przeciwdepresyjny efekt cynku wykazany w teScie Porsolta jest znoszony zaréwno
przez zwiazek WAY 100635 jak 1 ritanseryng. Zaobserwowane zmiany mierzone
skréceniem czasu bezruchu sa istotne statystycznie. Otrzymane dane $wiadcza, iz
obserwowany efekt przeciwdepresyjny wywotany podaniem cynku jest zalezny od
receptor6w 5-HT 4 oraz 5-HT)x/c.
W zaprezentowanych przeze mnie wynikach, podanie nieaktywnej dawki fluoksetyny wraz
z cynkiem (w dawce nieaktywnej), podobnie jak w badaniach z citalopramem [Szewczyk
i wsp. 2002], znamiennie statystycznie skracato czas bezruchu u testowanych myszy. Cynk
poteguje zatem dziatanie zaréwno citalopramu jak i fluoksetyny, a mechanizm tego efektu
moze mie¢ zwiazek z nasilaniem przekaznictwa serotoninergicznego. Dodatkowym
potwierdzeniem sa wyniki eksperymentéw, w ktérych wykonano u zwierzat lezje uktadu
serotoninergicznego indukowane pCPA. Redukcja stgzenia serotoniny nie zmienita
podstawowej aktywnosci w FST, ale calkowicie zniosta aktywnos$¢ przeciwdepresyjna
cynku [dane w publikacji]. Ciekawych obserwacji dostarczyt test wymuszonego ptywania,
w ktorym fluoksetyna w aktywnej dawce nie obnizyta czasu bezruchu u szczuréw
poddanych diecie bezcynkowej. Sugeruje to nizsza efektywno$§¢ SSRI przy niedoborze
cynku 1 powiagzanie mechanizméw dziatania tego pierwiastka z ukladem
serotoninergicznym [Tassabehji 1 wsp. 2008].

Ocena zachowania zwierzat w tescie ptywania pod wzgledem zaangazowania uktadéw
serotoninergicznego lub noradrenergicznego zaproponowana przez Detke [Detke 1995]
wg ktoérej przeprowadzitam moj kolejny eksperyment rowniez wskazuje na powiazanie

efektu przeciwdepresyjnego cynku z systemem serotoninergicznym. Nasilenie transmisji
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serotoninergicznej redukuje czas bezruchu 1 wydtuza czas ptywania zwierzat, podczas gdy
uktad noradrenergiczny zwigzany jest z obnizeniem czasu bezruchu i wydtuzeniem czasu
wspinania w FST u szczuréw. W moim doswiadczeniu, cynk, podobnie do fluoksetyny,
poza obnizeniem czasu bezruchu, wydluzal czas plywania, ale nie wptywal na czas
wspinania. Wyzej wymienione zmiany w parametrach FST wywotane przez cynk podczas
tego testu sugeruja raczej serotoninergiczny niz adrenergiczny mechanizm
przeciwdepresyjnej aktywnosci tych jonow.

Dane te pozostaja jednak czeSciowo w sprzecznosci z wynikami badan grupy Cunha,
w ktorych efekt synergistyczny zaobserwowano nie tylko w przypadku ukiadu
serotoninergicznego, ale 1 noradrenergicznego oraz dopaminergicznego w tescie
zawieszenia za ogon (TST) u myszy [Cunha i wsp. 2008]. Na rozbiezno$¢ obserwacji
wskazuja takze badania Garcia-Colunga i wspotpracownikéw, ktérzy donosza, ze cynk
utatwia wychwyt zwrotny serotoniny w ciele modzelowatym (corpus callosum), korze
obreczy (cingulate cortex) i jadrze szwu (raphe nucleus) u szczuréw. Wolny cynk moze,
zatem modulowa¢ zewnatrzkomoérkowe stezenia serotoniny oraz proces jej usuwania
z synapsy [Garcia-Colunga i wsp. 2005]. Z drugiej strony dane otrzymane
z do$wiadczenia in vitro, w ktérych badano wplyw cynku (10*M) na wiazanie
[*H]citalopramu w korze mézgowej szczura sugeruja brak wplywu cynku na wychwyt
5-HT [dane niepublikowane]. Najnowsze badania radioreceptorowe przeprowadzone przez
Barrondo okreslity wptyw cynku na wiazanie ligandéw do receptoréw 5-HT; [Barrondo
i wsp. 2009]. Do do$wiadczen uzyto zaréwno antagonisty receptora 5-HT s (PHIWAY
100635), jak réwniez agonistéw ([’H]8-OH-DPAT i endogennego neurotransmitera -
5-HT). Cynk w stezeniach fizjologicznych hamowal wiazanie tych ligandéw
(agonisty/antagonisty) do receptora 5-HT;s poprzez obnizanie ich powinowactwa oraz
maksymalnej liczby miejsc wiazacych. Cynk okazat si¢ wigc negatywnym allosterycznym
modulatorem receptora 5-HT;s, nie udato si¢ jednak okresli¢ jego miejsca na tym
receptorze. Znaczenie fizjologiczne modulacji receptora 5-HT,5 jest nadal niejasne, ale
koloalizacja receptorow 5-HT;n i jonéw cynku w o.u.n. (hipokamp, kora mézgowa)
sugeruje, ze cynk uwalniany z zakonczen nerwowych wywiera taki sam efekt in vivo.
Badania te stanowia kolejny dowdd, potwierdzajacy, ze przeciwdepresyjny mechanizm
dziatania jonéw cynku powiazany jest z uktadem serotoninergicznym, a jony cynku moga
stanowi¢ istotny czynnik wptywajacy na efektywnos$¢ terapii, ktéra zalezy od aktywnosci

receptora 5-HT A,
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Interakcja cynku z uktadem serotoninergicznym wymaga dalszych badan. Jon ten moze
roOwniez nasila¢ wigzanie agonistow (lecz nie antagonistow) do receptora 5-HT;, ostabiac¢
proces desensytyzacji receptora i zwigksza¢ wielko§¢ maksymalnych pradéw jonowych

przechodzacych przez jego kanat [Hubbard i wsp. 2000].

W Swietle zaprezentowanych wynikoéw, najistotniejsza w przeciwdepresyjnym
mechanizmie dzialania jonéw cynku wydaje si¢ by¢ modulacja transmisji
glutaminianergicznej i serotoninergicznej. Potwierdzaja to pozytywne wyniki zaréwno
analiz biochemicznych jak i testow behawioralnych przeprowadzonych na obydwu
gatunkach gryzoni (myszy, szczury). Zmiany adaptacyjne po chronicznych podaniach soli
cynku w w/w uktadach neuroprzekaznikéw przypominaja zmiany po terapii klasycznymi
lekami przeciwdepresyjnymi i/lub elektrowstrzasami. Test wymuszonego plywania
jednoznacznie wskazuje na udzial receptorow NMDA, AMPA oraz 5-HT,s, 5- HTac
w mechanizmie przeciwdepresyjnej aktywnosci jondw tego biometalu. Rownoczesnie
zaangazowanie systemOw neurotransmisji serotoninergicznej i glutaminianergicznej
w patofizjologig i leczenie depresji pozostaje kwestig bezsprzeczna. Konieczne natomiast
pozostaje przeprowadzenie dalszych badan dotyczacych wplywu cynku na metabotropowe
receptory dla  glutaminianu 1 rozstrzygnigcie  udzialu  adrenoreceptorow
w przeciwdepresyjnym mechanizmie dziatania jonéw cynku.

Reasumujac, mechanizmy przeciwdepresyjnego dziatania cynku, wykazane
W niniejszej pracy, pozwalaja wysunac przypuszczenie, iz odgrywaja one istotng rolg
w suplementacji cynkiem terapii przeciwdepresyjnej, szczegéinie w przypadku depresji

lekoopornych.
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PODSUMOWANIE

1. Aktywno$¢ przeciwdepresyjna cynku w tescie wymuszonego ptywania (Porsolta) jest
zwigzana z hamowaniem aktywnosci receptor6w NMDA (antagonizm agonisty NMDA
1 nasilanie przez antagonistow receptora NMDA) oraz transmisja informacji przez receptor
AMPA (blokowanie przez antagonist¢ NBQX i nasilanie przez potencjatora receptora

CX 614).

2. Chroniczne stosowanie cynku wywotuje redukcj¢ powinowactwa glicyny do miejsca
glicynowego w obrgbie kompleksu receptora NMDA (przy zastosowaniu liganda

[*H]L-689 560) w korze mézgowej szczura.

3. Aktywnos¢ przeciwdepresyjna cynku w teScie wymuszonego ptywania (Porsolta) jest
zwiazana z transmisja serotoninergiczng (nasilanie efektu przez selektywnego inhibitora
wychwytu zwrotnego serotoniny — fluoksetyne, charakterystyczny serotoninergiczny efekt
u szczuréw) przez receptory 5-HT;4 (antagonizm przez WAY 100635) i przez receptory

5-HT,a/c (antagonizm przez ritanseryng).

4. Chroniczne stosowanie cynku wywoluje wzrost gestosci (Bpnax) receptoréw S5-HTa

([’H]8-OH-DPAT) i 5-HT» ([*H]Ketanseryny) w hipokampie i korze mézgowej szczura.

5. Chroniczne stosowanie cynku nie wptywa na wiazanie ["HJMPEP do receptora mGluR5

w korze mézgowej szczura.

6. Chroniczne stosowanie cynku wywotuje wzrost wiazania ["H]Prazosyny do receptoréw
oj-adrenergicznych, nie wplywa na wiazanie ['H]Klonidyny do receptora
op-adrenergicznego, oraz wywoluje redukcje wiazania [PHJCGP 12177 do receptora

Bi-adrenergicznego w korze mézgowej myszy.
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WNIOSKI

. Mechanizm  przeciwdepresyjny cynku jest zwiazany z  ukladem

glutamatergicznym (receptory NMDA i AMPA).

. Mechanizm przeciwdepresyjny cynku jest zwiazany z ukladem

serotoninergicznym (receptory 5S-HT 4 1 5-HT74).

. Mechanizm przeciwdepresyjny cynku jest zwiazany z ukladem

noradrenergicznym (receptory a;- i ;- adrenergiczne).

. Mechanizmy przeciwdepresyjnego dziatania cynku wskazuja na podobienstwo

tych mechanizméw do mechanizméw klasycznych lekéw przeciwdepresyjnych
1 elektrowstrzasow. Wyniki badan prezentowanych w tej rozprawie dostarczaja
dalszych przed-klinicznych dowodéw na przeciwdepresyjna aktywno$¢ cynku
oraz wskazuja na mozliwo$¢ potencjalizacji terapii przeciwdepresyjnej przez

suplementacj¢ cynkiem.
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STRESZCZENIE

Cynk, metal dwuwarto$ciowy, bierze udzial w bardzo wielu procesach komorkowych
zaczynajac od interakcji z palcami cynkowymi, kinazami biatkowymi, a konczac na
modulacji transmisji synaptycznej. Rola cynku w os$rodkowym uktadzie nerwowym
wydaje si¢ by¢ rOwniez powiazana z funkcjami umystowymi. Staje si¢ to szczegélnie
widoczne w okresach jego niedoboru, w kontekscie zaburzen takich jak Igk czy depresja.
Przeprowadzone dotychczas badania wykazaty, ze cynk jest zwiazany z patofizjologia
depresji. Badania przedkliniczne pokazaty przeciwdepresyjna aktywno$¢ cynku w testach
i modelach depresji. Najwigksze zaggszczenie neurondéw glutaminianergicznych
sekwestrujacych cynk lokalizuje si¢ w strukturach, takich jak hipokamp i1 kora mézgowa,
w ktorych zaobserwowano postgpujace zmiany morfologiczne w przebiegu depresji.
Wiadomo, ze cynk moduluje odpowiedz receptorow NMDA, chroniac w ten sposob
neurony przed nadmierna aktywacja. Wplywa on réwniez na ekspresj¢ BDNF, a posrednio
na procesy neurogenezy i plastycznosci synaptycznej. Niejasny nadal natomiast pozostaje
mechanizm dziatania przeciwdepresyjnego cynku.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie mechanizméw przeciwdepresyjnej
aktywnosci jonéw cynku. Badania przeprowadzono przy zastosowaniu zaréwno metod
biochemicznych (radioreceptorowych) jak i behawioralnych (test wymuszonego ptywania).
Podjete w pracy badania koncentrowaly si¢ na uktadach glutaminianergicznym,
serotoninergicznym i adrenergicznym.

Pierwsza czg$¢ pracy obejmowata zbadanie zmian adaptacyjnych w mézgu szczura
1 myszy powstatych pod wptywem przewlektych podan cynku w mézgu szczura 1 myszy
przy uzyciu metody radioreceptorowej. W ukladzie glutaminianergicznym wykazano
zmiany adaptacyjne polegajace na zmniejszeniu powinowactwa glicyny do miejsca
glicynowego receptora NMDA w korze mézgowej szczura. Nie stwierdzono zmian
gestosci/wrazliwosci  receptorow mGIluRS w korze moézgowej szczura. W uktadzie
serotoninergicznym  zaobserwowano  zwigkszenie  ggstosci  receptorOw  5-HT4
(w hipokampie) i 5-HT, (w korze moézgowej szczura). W przypadku uktadu
noradrenergicznego stwierdzono redukcje gestosci receptoréw [-adrenergicznych oraz
zwigkszenie gestosci receptor6w a;-adrenergicznych w korze moézgowej myszy. Nie
wykazano istotnych statystycznie zmian dla receptoréw op. Zmiany adaptacyjne

spowodowane chronicznym podaniem cynku sa analogiczne do zmian wywotywanych
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przez klasyczne leki przeciwdepresyjne (LPD) w przypadku receptoréw: NMDA, 5-HT) 4,
B- oraz o,-adrenergicznych. Adaptacje w przypadku receptora 5-HT,4 przypominaja
natomiast zmiany po zastosowaniu jednej z najskuteczniejszych form terapii depresji -
elektrowstrzasow.

W drugiej czgSci pracy zastosowano test wymuszonego ptywania w celu okreslenia
zaangazowania ukladéw glutaminianergicznego 1 serotoninergicznego w mechanizm
przeciwdepresyjnego dziatania jonéw cynku. Wyniki tych eksperymentow wykazatly, ze
aktywnos$¢ przeciwdepresyjna cynku jest zalezna od aktywnosci receptoréw NMDA oraz
AMPA, jak tez od aktywnosci receptorow 5-HT ;s oraz 5-HToc.

Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy wskazuja na pewne podobienstwa
mechanizmu dziatania cynku i LPD, co potwierdza mozliwo$¢ zastosowania cynku
w terapii klinicznej. Szczegdlnie istotnego znaczenia moze nabiera¢ ten biometal
w aspekcie terapii depresji lekoopornych, gdzie jego funkcja polega¢ miataby na
potegowaniu dziatania przeciwdepresyjnego innych LPD, nieskutecznych w monoterapii.
Ponadto wsrdd chorych na depresje istnieje wiele subpopulacji o zr6znicowanych cechach
psychopatologicznych i biochemicznych. Jedna z nich wydaje si¢ by¢ depresja
z obnizonym poziomem cynku we krwi. U tych pacjentéw suplementacja cynkiem miataby
kluczowe znaczenie w efektywnosci terapii.

W kontekscie danych wskazujacych na fakt, ze prawie potowa populacji ludnosci na
swiecie nie otrzymuje odpowiedniej ilosci cynku, przy wzrastajacej zachorowalno$ci na
depresjg, okreslenie mechanizméw aktywnosci przeciwdepresyjnej jondw cynku staje sig

niezwykle istotne dla zmniejszenia ekspansji w/w schorzenia.
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ABSTRACT

Zinc, a divalent metal, is involved in a myriad of cellular processes, ranging from
interactions with zinc- finger proteins and protein kinases to modulation of synaptic
neurotransmission. It is possible that zinc function is linked to the mental function. It
seems to be especially important in zinc deficiency in the context of psychiatric diseases,
such as anxiety and depression. Recent data indicated that zinc is implicated in
pathophysiology of depression and the mechanism of action by antidepressant drugs.
Preclinical studies showed the antidepressant-like activity of zinc in tests and models of
depression. The greatest concentration of zinc sequestring glutamatergic neurons is
localized in structures, such as hippocampus and cortex, in which progressive morfological
changes are beeing observed during depression ilness. Zinc modulates responses from
NMDA receptors; protect on this way neurons from excessive activity. It also affects the
BDNF expression and indirectly neurogenesis and synaptic plasticity. However, the exact
zinc antidepressant mechanism of action remains unknown.

The aim of this study was to investigate the mechanism of antidepressant zinc activity.
Experiments were carried out by using both: biochemical (radioligand binding assay) and
behavioral (forced swim test) methods. Experiments were directed on glutamateric,
serotonergic and adrenergic systems.

First part examined several adaptive changes after repeated zinc treatment in rodent
brains using radioreceptor methods. In glutamatergic system adaptive changes (reduction
in glycine affinity to glycine site of the NMDA receptor complex) in rat cortex were
shown. Multiple zinc administration had no effect on the density/affinity of mGIluR5
receptors. In serotoninergic system 5-HT;s “up”- regulation (in hippocampus) and 5-HT,
“up”- regulation (in cerebral cortex) were observed. The results of our studies also shown a
,»p- down” and ,,a;- up”- regulation in the mouse cerebral cortex. No changes were shown
in ap- adrenoceptors.

Adaptive changes in NMDA, 5-HT;a, B- and oy- adrenergic receptors caused by
chronic zinc administration are similar to these alterations induced by conventional
antidepressant drugs. On the other hand, adaptation in 5-HT,s receptors, is similar to
changes induced by electroconvulsive shocks, one of the most effective treatment of

depression.
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Streszczenie

In the second part forced swim test was used to estimate the involvement of
glutamatergic and serotonergic systems in antidepressant zinc action. Results demonstrated
that antidepressant zinc activity is dependent on NMDA, AMPA, 5-HT;x and 5-HT;a/c
receptor’s activity.

Results presented in this dissertation indicate some similarities in the mechanisms of
action of zinc and classic antidepressant drugs that confirms possibility of using zinc in the
clinical therapy. It seems to be especially important in the therapy of treatment- resistant
depression, in which zinc may augment antidepressants’ effect, inefficient in monotherapy.
Moreover, there are many subpopulations with a variety of psychopathological and
biochemical features among people suffering from depression. One of them seems to be
depression with lowered serum zinc level. In those patients zinc supplementation may be
crucial for therapy efficacy enhancement.

In the context of the available data which indicates that almost half of the world human
population are not receiving an adequate amount of zinc and increasing prevalence of
depression, the determination of mechanisms of antidepressant zinc action becomes really

important to reduce this illness expansion.
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