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NOWOCZESNE TECHNIKI WYKORZYSTYWANE DO BADAN
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PLASTYCZNOSC NEURONALNA W
DEPRESJI

Depresja nalezy do mnajczestszych cho-
réb psychicznych na $§wiecie. Wedlug Swia-
towej Organizacji Zdrowia (WHO) na depre-
sje cierpi obecnie ok. 322 mln os6b, w tym
34 mln w Europie i 1,5-3 mln w Polsce
(DrRAPALA 2014, WHO 2017). Raport WHO z
2017 r. wskazuje, ze choroba ta jest glownag
przyczyna niezdolnosci ludzi do pracy. Co
wiecej, szacuje sie, ze w 2030 r. depresja
bedzie najbardziej rozpowszechnionym glo-
balnie problemem zdrowotnym. W leczeniu
depresji stosuje sie psychoterapie w potacze-
niu z farmakoterapia. Niestety ponad potowa
pacjentow jest oporna na standardowe lecze-
nie. Wiadomo, ze depresja jest choroba, w
ktorej obserwuje sie zmiany na wielu pozio-
mach funkcjonowania organizmu, poczawszy
od ekspresji genéow i budowy jadra komor-
kowego, przez zaburzenia struktur komor-
kowych przekladajace sie na nieprawidlowa
aktywnosc¢ elektryczng komorek nerwowych,
w konsekwencji prowadzace do zmian w za-
chowaniu (MALHI i MANN 2018).

Jedna z podstawowych wlasciwosci mo-
zgu jest zdolnos¢ do przetwarzania i prze-
chowywania informacji w zorganizowanych
sieciach neuronalnych, ktére moga wulegac
modyfikacji w odpowiedzi na bodzce. Zja-
wisko to nosi nazwe plastycznosci neuro-
nalnej. Bodzce awersyjne, takie jak stres

czy bol, pojawiajace sie chronicznie, moga
wywotywac epizod depresyjny, ktory na po-
ziomie komorkowym objawia sie zaburzo-
na plastycznoscia neuronalna. O nieprawi-
dlowosciach w plastycznosci neuronalnej u
chorych na depresje swiadcza wyniki badan
prowadzonych za pomoca testow neuropsy-
chologicznych i1 technik neuroobrazowania.
W trakcie epizodu depresyjnego obserwuje
sie zaburzenia pamieci operacyjnej i funk-
cji wykonawczych zwiazanych z dysfunkcja
kory przedczolowej, hipokampa oraz ciala
migdatowatego, czyli struktur moézgu szcze-
g6lnie wrazliwych na wplyw chronicznego
stresu (KRAUS i wspoétaut. 2019).
Towarzyszaca depresji zaburzona pla-
styczno$¢é neuronalna zostala najlepiej scha-
rakteryzowana w hipokampie. Dzieki licz-
nym polaczeniom z pozostalymi strukturami,
sktadajacymi sie na ukltad limbiczny, oraz
duzej wrazliwosci na hormony stresu, hipo-
kamp wydaje sie odgrywac¢ szczegdlna role
w patogenezie depresji. Uposledzenie funk-
cji hipokampa odbywa sie na wielu plasz-
czyznach: od zmniejszenia liczby rozgatezien
wypustek neuronalnych (dendrytow) i ge-
stosci kolcow dendrytycznych, stanowiacych
czeS¢ postsynaptyczna synaps pobudzaja-
cych, po ograniczenie neurogenezy (CONRAD
i wspétaut. 2017). Kora przedczolowa, od-
powiadajaca za regulacje motywacji, uwa-
gi i negatywnych emocji, rowniez wykazuje
atrofie dendrytow, co bezposrednio wiaze sie
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z obnizona motywacja do dzialania czy za-
burzong koncentracjg. Co ciekawe, w prze-
ciwienstwie do hipokampa i kory przedczo-
lowej, neurony ciala migdatowatego reaguja
zwiekszeniem plastycznosci neuronalnej, co
zwiazane jest ze wzmozona lekliwoscia, kto-
ra obserwuje sie zaré6wno u pacjentow cier-
piacych na depresje, jak i w zwierzecych
modelach depresji. Zaburzenia plastycznosci
neuronalnej w ukladzie nagrody sa réwniez
Scisle zwiazane z charakterystyczna dla de-
presji niezdolnoscia do odczuwania przyjem-
nosci - anhedonia.

Depresja to choroba wieloczynnikowa,
czesto nawracajaca i rozwijajaca sie w diu-
gim czasie, dlatego przyjmuje sie, ze musi
by¢ zwigzana z trwalymi zmianami w archi-
tekturze i funkcjonowaniu centralnego ukla-
du nerwowego (DUMAN i wspélaut. 2016). W
niniejszym artykule przedstawiamy wybrane,
doswiadczalne modele biologiczne oraz no-
woczesne techniki, dzieki ktéorym neurobio-
lodzy probuja poznaé¢ mechanizmy lezace u
podstaw depresji, co jest niezbedne w two-
rzeniu skutecznych farmakoterapii.

KRYTERIA MODELOWANIA DEPRESJI
U ZWIERZAT DOSWIADCZALNYCH

Z powodu braku wuznanych, specyficz-
nych markeréw depresji, stosuje sie kryteria
diagnostyczne dotyczace zaburzen emocjo-
nalno-poznawczych, zawarte w Miedzyna-
rodowej Statystycznej Klasyfikacji Chorob i
Probleméw Zdrowotnych ICD-10. Zgodnie z
wytycznymi epizod depresyjny to utrzymu-
jacy sie przez minimum 2 tygodnie zestaw
przynajmniej dwoch z trzech objawow: ob-
nizenie nastroju, anhedonia (niezdolnos¢ do
odczuwania przyjemnosci i radosci z czynno-
Sci, ktére normalnie te przyjemnos¢ wywoly-
waly), obnizenie aktywnos$ci ruchowej, oraz
przynajmniej dwoch z siedmiu objawow do-
tyczacych: zaburzen koncentracji, obnizenia
samooceny, bezpodstawnego poczucia winy,
wystepowania pesymistycznych mysli, ide-
acji samobdjczych, zaburzen snu czy apety-
tu (WHO 1993). Problemem w badaniach ko-
morkowych mechanizméw depresji jest ogra-
niczony dostep to tkanki nerwowej pacjen-
tow. Ingerencja chirurgiczna w celu pobrania
tkanki do badan jest najczesciej niemozliwa
(poza bardzo wyjatkowymi sytuacjami takimi
jak neurochirurgiczne usuwanie ognisk epi-
lepsji czy zmian nowotworowych lub pobra-
nie tkanki post mortem). Zas modelowanie
depresji u zwierzat jest ograniczone przez
wyjatkowo zlozong nature tej choroby. Po
pierwsze, zaburzeniom depresyjnym u ludzi
moga towarzyszy¢ inne choroby psychia-
tryczne, takie jak schizofrenia, alkoholizm,
zaburzenia lekowe czy choroba dwubiegu-

nowa. Po drugie, depresja moze miec¢ r1o6z-
na etiologie; poza czynnikami stresogennymi
zachowania depresyjne moga by¢ wywolane
zaburzeniami w gospodarce hormonalnej,
podwyzszonym poziomem cytokin prozapal-
nych lub mieé¢ podloze jatrogenne. Po trze-
cie, podatnos¢ na depresje jest w istotny
spos6éb uwarunkowana genetycznie (DUMAN
i wspotaut. 2016, KRrRAUS i wspolaut. 2019,
MALHI i MANN 2018). Doskonaly model zwie-
rzecy powinien reprezentowac¢ objawy depre-
sji podobne do tych obserwowanych u lu-
dzi. Poza zmianami w zachowaniu, powinien
rowniez reprezentowac¢ zmiany anatomiczne,
neuromorfologiczne i biochemiczne. Taki mo-
del powinien wykazywac si¢ ta sama etio-
logia, czyli pojawiajace si¢ objawy powinny
by¢é wywolywane przez te same lub podobne
czynniki, co dolegliwosci obserwowane u lu-
dzi. Wreszcie, doskonaly model powinien re-
agowac na znane czynniki terapeutyczne po-
dobnie jak ludzie. Niestety, z powodu wiel-
kiej zmiennos§ci zachowan obserwowanych u
ludzi, nie istnieja doskonate modele choréb
psychiatrycznych, a istniejace skupiaja sie
glownie na modelowaniu zaledwie pewnych
aspektow tych choréb. Nieliczne modele in
vitro, w szczegbdlnosci hodowle organoidéw
uzyskiwane z indukowanych komoérek ma-
cierzystych, moga w przysztosci pozwoli¢ na
zrozumienie niektorych aspektow molekular-
nych i komoérkowych depresji (WANG 2018).

ZWIERZECE MODELE DEPRESJI

Obecnie najczeSciej stosowane ekspery-
mentalne modele depresji oparte sga na eks-
pozycji zwierzat na czynniki stresowe, ktore
indukuja naturalne mechanizmy prowadzace
do powstawania objawéw depresji. Jednym z
powszechnie stosowanych modeli chronicz-
nego stresu jest stres unieruchomienia. Ze
wzgledu na prawdopodobienstwo pojawienia
sie¢ habituacji do unieruchomienia model ten
ma jednak ograniczone zastosowanie. Z ko-
lei w modelu stresu socjalnego prowadzi sie
dhugotrwala ekspozycje myszy na stres wy-
nikajacy z obecnosci dominujacego osobni-
ka. Procedura ta trwa ok. 2 tygodni i jest
powszechnie stosowana ze wzgledu na licz-
ne podobienstwa do depresji wystepujace;j
u ludzi. Model ten do niedawna ograniczo-
ny byt do badania doroslych osobnikéw ptci
meskiej, a obecnie wykorzystywany jest w
badaniach myszy obu plcii W paradygma-
cie nieprzewidywalnego chronicznego stre-
su zwierzeta wystawiane sa na rozne ro-
dzaje stresorow wybrane w sposob losowy,
co wyklucza ryzyko habituacji. Modele te
pozwalaja rowniez na uzyskanie wysokie-
go stopnia podobienistwa do depresji wyste-
pujacej u ludzi, poniewaz doprowadzaja do
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pojawienia sie zwierzat podatnych (depre-
syjnych) i odpornych na depresje, pomimo
ekspozycji na te same bodzce. Dla badaczy
jest to niezwykle ciekawe, poniewaz umoz-
liwia wglad w endogenne mechanizmy za-
bezpieczajace przed depresja (KRZYSTYNIAK
i wspoétaut. 2019). Z kolei w celu odwzoro-
wania zwieckszonej podatnosci na depresje u
oso6b, ktéore we wczesnym dziecinstwie byly
poddane traumatycznym przezyciom, stosuje
sie¢ model wczesnego stresu postnatalnego,
w ktorym dokonuje sie fizycznej separacji
mlodych myszy od matki na dluzsze odste-
py czasu (1-24h) w ciagu pierwszych dwu
tygodni zycia. Jednak ze wzgledu na ryzy-
ko wywolania zmian metabolicznych u ose-
skéw mysich, w czasie odstawienia od mat-
ki ostatnio wykorzystuje sie alternatywne
podejscie, polegajace na podawaniu samicy
malej ilosci materialu gniazdowego. Nastep-
stwem chaotycznej i niepelnej opieki nad
mlodymi osobnikami sa objawy przypomina-
jace depresje w ich poézniejszym dojrzatym
zyciu (WANG i wspotaut. 2017, GURURAJAN i
wspoélaut. 2019).

Poza wyzej wymienionymi modelami be-
hawioralnymi depresji, stosuje sie rowniez
model farmakologiczny, w ktorym zaburza
sie funkcjonowanie osi przysadka-podwzgo-
rze-kora nadnerczy (ang. HPA) przez chro-
niczne podawanie hormonu stresu-kortyko-
steronu. Jednak model ten obarczony jest
ograniczonym podobienstwem do zaburzen
obserwowanych u ludzi. Dodatkowo, zwigk-
szony metabolizm watrobowy egzogennie po-
dawanego kortykosteronu oraz =zalezna od
plci wrazliwos¢ na wysoki poziom hormo-
now kory nadnerczy, nastrecza wiele proble-
mow w interpretacji uzyskiwanych wynikow.
Cze$¢ pacjentow chorych na depresje skar-
zy sie na czeSciowa badz catkowitg utra-
te wechu w trakcie epizodéw depresyjnych.
Dlatego jednym z modeli badania mechani-
zmow depresji jest chirurgiczne usuniecie
opuszek wechowych u gryzoni, co prowadzi
do powstawania zachowan depresyjnych.
Od lat 90. XX w., kiedy wykazano bezpo-
Sredni zwiazek miedzy depresja a podwyz-
szonym poziomem stanu zapalnego, pojawi-
ly sie rowniez modele, w ktoérych wykorzy-
stuje sie czynniki indukujace stan zapalny
lub mediatory tego stanu (np. bakteryjny
lipopolisacharyd). Mimo iz uzyskany w ten
sposOb stan zapalny jest duzo silniejszy niz
ten obserwowany u ludzi chorych na de-
presje, to wywoluje zblizone objawy i odpo-
wiedZz na czynniki przeciwdepresyjne (WANG
i wspoétaut. 2017, GURURAJAN i wspolaut.
2019).

Zaawansowane badania nad ludzkim ge-
nomem doprowadzily do identyfikacji genéw
kodujacych biatka potencjalnie odpowiedzial-

ne za predyspozycje do depresji. Manipu-
lacja odpowiednikami tych genow u myszy
przyniosta interesujace rezultaty. Na przy-
ktad osobniki pozbawione funkcjonalnych
receptoréw lub transporteréw monoamin (se-
rotoniny, dopaminy, noradrenaliny), mézgo-
wego czynnika neurotroficznego (BDNF) oraz
jego receptora (TrkB), czy elementow szlaku
HPA czesciej zapadaja na depresje (PERO-
NA i wspoétaut. 2008, PHILLIPS 2017). Dzieki
nowoczesnej technologii edycji genéw, two-
rzenie zwierzat transgenicznych przyczynia-
jacych sie do postepu w badaniach nad pa-
togeneza depresji stalo sie prostsze i z pew-
noSciag bedzie coraz czesciej stosowane.

TESTY WYKORZYSTYWANE DO
BADANIA ZACHOWAN DEPRESYJNYCH
U MYSZY

W mysich modelach depresji zazwy-
czaj stosowane sg testy, za pomoca ktérych
okresla sie nastepujace parametry zachowan
depresyjnych: deficyty hedoniczne, obnizenie
motywacji, podniesiony poziom lekliwosci,
zaburzenia pamieci i koncentracji, zaburzone
interakcje socjalne, zaburzenia snu i utrate
wagi. Przyjmujac objawy depresji jako wy-
znacznik, sklasyfikowaliSmy i opisaliSmy po-
nizej najczeSciej wykorzystywane testy beha-
wioralne definiujgce zachowania depresyjne
u zwierzat laboratoryjnych.

Deficyty hedoniczne mozna badac testem
preferencji sacharozy, w ktorym zwierze ma
jednoczesny dostep do wody i roztworu sa-
charozy. Wynik tego testu moze by¢ wyrazo-
ny w ilosci wypitego roztworu cukru, w sto-
sunku do sumy ilosci wypitych pltynow, lub
stosunku do masy ciata. Obnizona preferen-
cja sacharozy definiuje anhedonie u zwierzat
(Liu i wspoétaut. 2018). W réznych modelach
depresji test ten okazal sie wyznacznikiem
zaburzen w dzialaniu ukladu nagrody. Za-
miennie stosowane testy to: test zapachu
uryny samicy, test warunkowej preferencji
miejsca czy samostymulacja wewnatrzczasz-
kowa. Z kolei w celu badania motywacji wy-
korzystuje sie test wymuszonego plywania
lub test podwieszenia za ogon. Oba testy
oparte sa na naturalnej tendencji myszy do
zamierania po zakonczeniu nieudanych préb
ucieczki w stresujacej sytuacji, jaka jest
umieszczenie zwierzecia w cylindrze z woda
lub zawieszenie za ogon. Wydluzony czas
bezruchu okreslany jest jako zachowanie
depresyjne i pozwala na ocene skutecznosci
dziatania potencjalnych terapeutykow, poda-
wanych zwierzetom przed badaniem. Metoda
weryfikacji poziomu lekliwosci u myszy jest
test otwartego pola, oparty na naturalnej dla
gryzoni sklonnosci do eksplorowania niezna-
nych przestrzeni i unikania jasno oswietlo-
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nych miejsc. W tescie tym mysz umieszcza-
na jest w otwartym pudetku, ktorego sSrodek
jest oswietlony. Wydluzony czas przebywania
zwierzecia przy zacienionych s$ciankach pu-
detka okresla zwiekszony poziom leku. Test
ten, ze wzgledu na prostote wykonania, jest
bardzo powszechnie wykorzystywany. Innymi
testami w tej kategorii pozostaja: test unie-
sionego labiryntu krzyzowego, test jasnego
i ciemnego pola czy ograniczenie zerowania
wywolane nowymi bodzcami. Do badan pro-
cesOW uczenia i pamieci powszechnie stosu-
je sie test rozpoznawania nowego obiektu, w
ktorym wykorzystuje sie tendencje gryzoni
do eksplorowania nowego miejsca lub nie-
znanych przedmiotéow. W tescie rozpoznawa-
nia zwierzeciu prezentowane sa dwa iden-
tyczne obiekty, ktore mysz ma okazje dowol-
nie eksplorowac, a nastepnie po okreslonym
czasie jeden z obiektow zamieniany jest na
nowy. Zwierzeta z zaburzeniami pamieci lub
koncentracji, w odréznieniu od zwierzat kon-
trolnych, spedzaja tyle samo czasu przy no-
wym i znanym obiekcie. Podobnie jak u lu-
dzi, u myszy mozna obserwowac i wyrazac
ilosciowo zaburzenia interakcji socjalnych,
zaburzenia snu czy zmiany wagi ciala. Na
przyklad test unikania interakcji socjalnych
polega na pozostawieniu myszy wyboru
przebywania w samotnosci lub w komparty-
mencie, w ktorym znajduje sie inna mysz.
W modelu depresji obserwuje sie skrocenie
czasu przebywania zwierzecia w towarzy-
stwie drugiego osobnika (WANG i wspétaut.
2017, GURURAJAN i wspélaut. 2019). Z ko-
lei zaburzenia snu mozna wyrazi¢ iloSciowo
przez pomiar czasu aktywnosci zwierzecia w
trakcie doby. Warto pokreslic, ze potwier-
dzenie wystepowania zachowan depresyjnych
powinno wigza¢ sie z pozytywnym wynikiem
uzyskanym w wiecej niz jednym z wymienio-
nych wyzej testow (LEZAK i wspélaut. 2017,
GURURAJAN i wspotaut. 2019). Po dokonaniu
behawioralnej charakterystyki zwierzecego

modelu depresji mozliwe jest przystapienie
do badan molekularnych i komoérkowych
mechanizméw tej choroby. Ponizej przedsta-
wiono wybrane aspekty badan tkanki ner-
wowej zwierzat, u ktorych testy behawioral-
ne potwierdzily wystepowanie zachowan de-
presyjnych.

PLASTYCZNOSC STRUKTURALNA
KOLCOW DENDRYTYCZNYCH

Kolce dendrytyczne to wypustki dendry-
tow, Lktore tworza postsynaptyczng czesé
wiekszosci synaps pobudzajacych w mozgu.
Trojwymiarowa rekonstrukcja kolcow den-
drytycznych pozwala na uwidocznienie od-
chodzacej od dendrytu cienkiej szyjki za-
koniczonej szersza glowka. Taka budowa
kolcow dendrytycznych umozliwia zachodze-
nie niezaleznych proceséw biochemicznych
i elektrycznych, zaréwno w poszczegbdlnych
kompartymentach kolca, jak i w synap-
sach. Jedna z najbardziej charakterystycz-
nych cech kolcow dendrytycznych jest ich
roznorodnos¢ morfologiczna (Ryc. 1). Naj-
powszechniej stosowana nomenklatura opie-
ra sie na porownaniu wzgledem siebie roz-
miarow glowki i szyjki kolca. W ten sposob
wyroznia sie kolce cienkie (ang. thin spines),
grzybkowate (ang. mushroom spines) i przy-
sadziste (ang. stubby spines). Kolce cienkie,
okreslane ,niedojrzalymi”, charakteryzuja sie
malg glowka i waska szyjka. Zazwyczaj sa
znacznie dluzsze niz pozostale typy kolcow.
Kolce grzybkowate, opisywane jako ,doj-
rzale”, cechuja sie duza glowka i wyraznie
ciensza szyjka. Z kolei kolce przysadziste
sa bardzo krotkie i trudno u nich wyréz-
ni¢ szyjke (BOURNE i HARRIS 2008, BAILEY i
wspolaut. 2015, CHIDAMBARAM i wspotaut.
2019).

Ksztalt i liczba kolcow dendrytycznych
podlegaja dynamicznym zmianom. Nowo
utworzone dendryty nie posiadaja na swojej

Sy

cienki grz;bkowaty pfzysadz;sty ﬁi:)podralny rozgalel-;)ny -SHP-_/

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy réznorodnosc¢ ksztattu kolcow dendrytycznych.
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powierzchni kolcow. Dopiero w trakcie dal-
szych etapow dojrzewania neuronu formujg
sie kolce dendrytyczne, na ktoérych nastep-
nie powstaja synapsy. Poczatkowo kolce sa
dhugie i cienkie, natomiast w miare postepu
procesu synaptogenezy, w wyniku tworzenia
stabilnych potaczen synaptycznych, wydituzo-
ne kolce dojrzewaja i stajg sie grzybkowate.
Mtlode osobniki charakteryzuja sie zwiek-
szona dynamika kolcow w poréwnaniu do
osobnikoéw dorostych, co bezposrednio zwia-
zane jest ze specjalizacja istniejacych pola-
czen synaptycznych i eliminacja niepotrzeb-
nych polaczen (BOURNE i HARRIS 2008, Ba-
ILEY i wspotaut. 2015, CHIDAMBARAM i wspol-
aut. 2019).

Kolce dendrytyczne moga zmienia¢ swoj
ksztalt spontanicznie lub w odpowiedzi na
stymulacje. Interesujacym przykladem tego
zjawiska jest pojawianie sie dlugiej cienkiej
wypustki na powierzchni gléwki kolca den-
drytycznego (ang. spine head protrusion,
SHP) w komoérkowym modelu uczenia, w
ktorym chemicznie indukowany jest wzrost
aktywnosci sieci neuronalnej. Chociaz funk-
cja SHP jest wcigz nieznana przypuszcza
sie, ze ich obecnos¢ zwigzana jest z proce-
sami przebudowy struktury kolcow i z two-
rzeniem nowych sladéw pamieciowych.

Gloéwna funkcja kolcow dendrytycznych
jest przewodnictwo synaptyczne i kompar-
tymentalizacja czasteczek sygnalnych. Jak
wspomniano wyzej, kolce z wieksza glowka
sa bardziej stabilne i tworza bardziej trwale
potaczenia synaptyczne. Powiekszanie glowki
kolca moze by¢ zwigzane ze wzrostem licz-
by receptoréw dla glownego neuroprzekaz-
nika pobudzajacego w mobzgu, glutaminia-
nu, w blonie postsynaptycznej. Sa to m.in.
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receptory NMDA i AMPA, ktore odgrywaja
szczegblna role w transmisji synaptycznej i
dlugotrwalym wzmocnieniu synaptycznym
(ang. long-term potentiation, LTP). Co cieka-
we, wielko§¢ kolca dendrytycznego koreluje
rowniez z liczba pecherzykéw zawierajacych
neuroprzekaznik uwalniany z czeSci presy-
naptycznej synapsy. Z kolei dtugosc¢ i szero-
kos¢ szyjki moduluje dyfuzje jonow wapnia,
regulujac tym samym wydajnos¢ synapsy.
Przyjmuje sie, ze nowo powstajace kolce,
najczesciej z waska glowka, odpowiadaja za
przyswajanie nowych informacji, natomiast
kolce stabilne, z szersza glowka, stluza do
dlugotrwatego przechowywania S§ladow pa-
mieciowych (BOURNE i HARRIS 2008, BAILEY
i wspotaut. 2015, CHIDAMBARAM i wspélaut.
2019).

W zwierzecych modelach depresji obser-
wuje sie spadek gestosci kolcow dendrytycz-
nych i wydluzanie pozostatych kolcow, co
bezposrednio zwiazane jest z uposledzonym
neuroprzekaznictwem glutaminianergicznym
(Ryc. 2) i zaburzeniem funkcji kognityw-
nych (BANASR i wspoétaut. 2011). Pod wply-
wem przewleklego stresu neurony hipokam-
pa, kory przedczolowej i ciala migdalowatego
nieprawidlowo przebudowuja sie¢ polaczen
synaptycznych objawiajac tzw. plastycznosé
patologiczna. Podobnie pacjenci z depresja
wykazuja zredukowana objetos¢ hipokampa,
co bezposrednio zwigzane jest ze zmniejszo-
nym stopniem rozgalezienia drzewek den-
drytycznych i redukcja liczby kolcow. Tym-
czasem komorki ciata migdatowatego i jadra
pollezacego wykazuja wzrost gestosci kolcow,
co moze by¢ zwigzane z kompensowaniem
utraty funkcji neuronéow w hipokampie (LAI
i Ip 2013, QIA0 i wspoétaut. 2016). W zwiaz-

n AMPA receptor
ﬂ NMDA receptor

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy dynamike kolcow dendrytycznych wywolana chronicznym stresem.
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ku z powyzszym, nieprawidtowosci w budo-
wie i gestosci kolcow dendrytycznych sa do-
skonatymi wyznacznikami zmian struktural-
nych lezacych u podstaw depresji. Podejscia
terapeutyczne, majace na celu przywrocenie
utraty gestosci kolcow i prawidlowej pla-
stycznosci neuronalnej w hipokampie, moga
okazaC sie przelomowe w opracowaniu sku-
tecznej farmakoterapii.

METODY WIZUALIZACJI DYNAMIKI
KOLCOW DENDRYTYCZNYCH

Dokladna charakterystyka kolcow den-
drytycznych jest niezbedna do zrozumienia
ich roli w rozwoju sieci neuronalnej towarzy-
szacej fizjologicznej aktywnosci synaptycznej,
jak i stanom patologicznym. Badania kolcow
dendrytycznych utrudnia fakt, ze struktury
te sa niewielkie, czesto o rozmiarach beda-
cych na granicy zdolnosci rozdzielczej mikro-
skopii swietlnej (0,5-1 pum). NajczeSciej stoso-
wanymi metodami eksperymentalnymi stuza-
cymi do wizualizacji kolcow jest posmiertne
barwienie tkanek mozgu (immunohistoche-
miczne lub metoda Golgiego). Glowna zaleta
tych metod jest uzyskiwanie wyraznego obra-
zu (wysoki kontrast), ale jednoczesnie powaz-
na wada jest ograniczona mozliwo§¢ okresle-
nia typéw wybarwionych neuronéw. Ponadto,
metody te znajduja swoje zastosowanie wy-
tacznie w odniesieniu do utrwalonej tkanki i
nie mozna ich stosowac¢ do wizualizacji zy-
wych komoérek. Jednak ciagly postep techno-
logiczny w mikroskopii, biologii molekularnej
oraz inzynierii biatek i inzynierii genetycznej
sprawil, ze obrazowanie dynamiki kolcow
dendrytycznych w zywym mozgu stalo sie
realne. Wiele zaawansowanych technik mi-
kroskopii fluorescencyjnej, takich jak: kon-
fokalna mikroskopia skaningowa, mikrosko-
pia dwufotonowa czy mikroskopia super-roz-
dzielcza, pokonujac ograniczenie dyfrakcyj-
ne, umozliwia obrazowanie struktury kolcow
dendrytycznych na wczesniej nie osiggalnym
poziomie (CHIDAMBARAM i wspoélaut. 2019).

Opracowanie i doskonalenie metod bar-
wienia fluorescencyjnego z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnych barwnikéw znakuja-
cych, przeciwcial powigzanych z fluorochro-
mem, a takze wprowadzanie do zywych ko-
morek genetycznie kodowanych biatek fluore-
scencyjnych (np. bialtko zielonej fluorescencji,
GFP) pozwala na szczegolowa identyfikacje
znakowanych neuronéw. Nastepujace pozniej
obrazowanie wyznakowanych komorek jest
wykonywane za pomoca mikroskopii kon-
fokalnej, a uzyskane obrazy sa poddawane
dalszej analizie.

Stosowanie ré6znorodnych technik wizu-
alizacji kolcow czy modeli eksperymental-
nych wymaga wykorzystania zunifikowanych

narzedzi pozwalajacych na rzetelna analize
morfometryczna. Ostatnio opracowano sze-
reg wyspecjalizowanych programow kompu-
terowych umozliwiajacych zaréwno poétauto-
matyczng dwuwymiarowa analize morfologii
(Spine Magick, 2dSpAn), gestosci (2dSpAn-
-AUTO), jak i pélautomatyczng trojwymia-
rowa analize wybranych segmentow dendry-
tow. Programy te daja mozliwos¢ obiektyw-
nej oceny zmian strukturalnych, niezaleznie
od stosowanych modeli eksperymentalnych
czy sposobu wizualizacji kolcow (BAsu i
wspotaut. 2016, 2018).

W badaniach dynamiki kolcow dendry-
tycznych, towarzyszacej roznym chorobom
moézgu, znalazly réwniez zastosowanie: no-
woczesne metody inzynierii genetycznej (CHI-
DAMBARAM i wspétaut. 2019). Technologia
rekombinacji umozliwia genetyczne modyfi-
kowanie m.in. szczepow wirusowych w celu
wykorzystania ich jako narzedzi do mapo-
wania i Sledzenia wybranych Sciezek neuro-
nalnych. Wektory wirusowe zwykle latwo in-
fekuja komoérki nerwowe i rozprzestrzeniajac
sie w nich stanowia doskonale narzedzie do
precyzyjnego mapowania polaczen synaptycz-
nych okreslonej populacji neuronow. Z kolei
technologia optogenetyczna, bedaca potacze-
niem inZynierii genetycznej i technik optycz-
nych, pozwala na $ledzenie aktywnosci sy-
naptycznej w zywych organizmach. Podstawa
tego podejscia jest wprowadzenie do komorki
nerwowej genow kodujacych biatka kanatow
jonowych (np. kanalorodopsyny czy halopsy-
ny), ktore wbudowuja sie¢ w blone neuronu
i aktywowane Swiatlem umozliwiaja przeplyw
jonéw. W ten sposob naswietlajac tkanke
nerwowa falg elektromagnetyczna okreslone;j
dlugosci mozliwe jest uzyskanie depolaryzacji
lub hiperpolaryzacji btony neuronu i w kon-
sekwencji zwiekszenie lub zmniejszenie jego
aktywnosci.

PLASTYCZNOSC FUNKCJONALNA
NEURONOW NA PRZYKELADZIE SYNAPS
POBUDZAJACYCH

Zmiany strukturalne w neuronach opi-
sane wyzej, wiaza sie nieodilacznie ze zmia-
nami funkcjonalnymi w synapsach, pobudli-
wosci neuronéw i przekazywania informacji
w sieciach neuronalnych. Z badan ekspery-
mentalnych wiadomo, ze synapsy dynamicz-
nie reaguja na zmiany aktywnosci neuronow
pre- i postsynaptycznego, wzor czasowy ak-
tywnosci neuronu presynaptycznego (czesto-
tliwos¢ jego wyladowan) oraz ze kolejnosc
wyladowan neuronéw pre- i postsynaptycz-
nego ma wplyw na zmiane wydajnosci sy-
naps.

Mechanizm plastycznosci synaps osrod-
kowego ukladu nerwowego zostal najlepiej
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poznany na przykladzie synaps pobudza-
jacych (CITRI i MALENKA 2008). Potencjat
czynnosciowy docierajacy aksonem do za-
koniczenia presynaptycznego, wywoluje ak-
tywacje bialek napieciowo-zaleznych, naptyw
jonow wapniowych ze Srodowiska zewnatrz-
komorkowego do wnetrza kolbki synaptycz-
nej i egzocytoze pecherzykow zawierajacych
neurotransmiter. Kiedy aktywnos¢ komorki
presynaptycznej chwilowo ulega zwiekszeniu
(np. wskutek sumowania sie kilku bodzcow
w czasie w skali dziesiatek lub setek milise-
kund), moze dojs¢ do kumulacji jonow wap-
niowych w czeSci presynaptycznej i zwiek-
szenia wydzielania neurotransmitera w sy-
napsie. W ten sposéb wydajno$¢ transmisji
synaptycznej w odpowiedzi na zwiekszona
aktywnos¢ neuronu presynaptycznego zwiek-
sza sie, a bodziec z podprogowego staje sie
bodzcem ponadprogowym. Z drugiej strony,
kiedy aktywnos¢ neuronu presynaptycznego
zmienia sie w dluzszej perspektywie czasu
(sekundy, minuty), zwiekszona transmisja
synaptyczna prowadzi do naplywu jonow
wapniowych rowniez do czesci postsynap-
tycznej przez wyspecjalizowane biatka-kana-
ly wapniowe, takie jak receptor dla gluta-
minianu typu NMDA. Tam, jako przekaznik
II rzedu, jony wapniowe moga uruchamiaé
szereg procesow, takich jak: fosforylacja, ak-
tywacja bialek G, dalsze uwalnianie jonéw
wapniowych z magazynow wewnatrzkomor-
kowych, czy w koncu, transkrypcja genow i
translacja nowych biatek. Te wszystkie pro-
cesy moga dlugoterminowo (minuty, godziny,
dni) wplyna¢ na wydajnos¢ dzialania synap-
sy. W ten sposob powstaja m.in. slady pa-
mieciowe.

Co jednak dzieje sie, kiedy neuron post-
synaptyczny (POST) jest juz pobudzony w
wyniku aktywnosci innych synaps? Jak w
takiej sytuacji aktywno$¢é presynaptyczna
(PRE) wplywa na wage synapsy? Kiedy zba-
dano to zagadnienie eksperymentalnie od-
kryto, ze w tym przypadku obowigzuja inne
zasady. Moze np. nastapi¢ wzrost wydajno-
Sci synapsy, kiedy aktywnos¢ o kierunku
z czeSci presynaptycznej do postsynaptycz-
nej (PRE-POST) odbywa sie sekwencyjnie w
waskim oknie czasowym (kilku do stu mi-
lisekund). Jezeli jednak aktywnos¢ bedzie
POST-PRE, w tym samym oknie czasowym,
moze dojs¢ do dlugoterminowego ostabie-
nia transmisji synaptycznej (MARKRAM i
wspoélaut. 2012). Warto podkresli¢, ze wzmo-
zonej aktywnosci neuronow, poza egzocy-
toza neuroprzekaznika w synapsie, czesto
towarzyszy wydzielanie dodatkowych czyn-
nikow, np.: neutrofin, endokanabinoidow,
tlenku azotu, ktére moga w istotny sposob
wplywa¢ na zmiany wydajnosci synapsy w
perspektywie krotko- i dhugoterminowej. Co

istotne, jedna synapsa nie decyduje o pobu-
dzeniu neuronu postsynaptycznego. To wy-
nik integracji aktywnosSci wszystkich synaps
pobudzajacych, hamujacych i modulujacych
determinuje, czy neuron postsynaptyczny
przekazuje sygnal dalej w sieci neuronalne;j.
Stosujac roznorodne modele eksperymental-
ne in vivo, ex vivo oraz in vitro mozliwe jest
porownanie zjawisk zachodzacych w tkance
osobnikéw zdrowych i z depresja, jak row-
niez badanie wplywu wybranych zwigzkow
farmakologicznych na zjawisko plastycznosci
synaptycznej.

Stres i zwiazana z tym wzmozona akty-
wacja receptorow glikokortykoidow zmienia
wydzielanie glutaminianu w wielu regionach
mozgu. Co wiecej, stres moze uposledzac
dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne w hi-
pokampie i korze przedczolowej, a poglebiac
dtugotrwale ostabienie synaptyczne. Obser-
wuje sie rowniez obnizenie ekspresji blo-
nowych biatek receptorowych dla glutami-
nianu (np. receptorow typu AMPA i NMDA)
oraz biatek tworzacych rusztowanie synap-
sy, co prowadzi do zmniejszenia wydajno-
§ci transmisji synaptycznej. Co wazne, szla-
ki wewnatrzkomorkowe, ktorych aktywacja
jest niezbedna do dlugoterminowej zmiany
w depresji, operuja inaczej. Obserwuje sie
spadek aktywnosci kinaz (PKA, ERK, Akt,
GSK-3f), syntazy tlenku azotu czy czynni-
kow transkrypcyjnych (np. CREB). Efekty te
sg czeSciowo odwracalne przez zastosowanie
antydepresantow (DUMAN i wspoétaut. 2016).
Niektore z nich, o relatywnie szybkim dziata-
niu (godziny, dni) to blokery lub negatywne
allosteryczne modulatory kanatu typu NMDA
(ketamina, lanicemina, CP 101,606, GLYX-
13) albo antagonisci receptora acetylocholiny
(skopolamina). W przywracaniu roéwnowagi
w dzialaniu neurotransmitera glutaminianu
znajduje zastosowanie tianeptyna. Natomiast
terapia elektrowstrzasowa, magnetyczna sty-
mulacja przezczaszkowa i stymulacja nerwu
btednego stosowana jest w celu podniesienia
poziomu BDNF i/lub wzmocnienia plastycz-
nosci neuronalne;j.

TECHNIKI ELEKTROFIZJOLOGICZNE
W BADANIACH ZABURZONEJ
PLASTYCZNOSCI NEURONALNEJ W
MODELU DEPRESJI

Réznorodne techniki elektrofizjologiczne
umozliwiajg rejestracje aktywnosci elektrycz-
nej na poziomie pojedynczych bialek prze-
wodzacych jony, aktywnosci synaps, aktyw-
nosci komoérek nerwowych, az po sieci neu-
ronalne i cale obszary osrodkowego uktadu
nerwowego. W badaniach elektrofizjologicz-
nych wykorzystuje sie powszechnie fakt, iz
komorki pobudliwe takie jak neurony, posia-



192

EwA BACZYNSKA i wspotaut.

daja w blonie komorkowej wyspecjalizowane
biatka umozliwiajace przepltyw jonéw przez
blone. Biatka te aktywowane sa przez zmia-
ne pola elektrycznego na blonie (biatka na-
pieciowo-zalezne) lub przez zwigzanie ligandu
(zwykle neurotransmitera), za$§ przeplyw jo-
noéw odbywa sie zgodnie z gradientem stezen
jonow w polu elektrycznym (zjawisko elek-
trodyfuzji). Zaré6wno ruch jonow to mierzalny
prad, jak rowniez zmiana gestosci tadunku
to mierzalna ro6znica potencjatéow elektrycz-
nych (napiecie elektryczne). Technika patch-
-clamp, udoskonalona przez Erwina Nehera
i Berta Sakmanna w latach 70. i 80. (Na-
groda Nobla 1991), jest obecnie powszechnie
stosowana w badaniach patomechanizmu
depresji i jest rozwinieciem techniki pomiaru
przy ustalonym napieciu (ang. voltage-clamp)
autorstwa Kenetha Cole (COLE 1949). Dzie-
ki rozwojowi techniki patch-clamp mozliwe
jest rejestrowanie pradow od- i dokomorko-
wych na poziomie pojedynczych kanatéw jo-
nowych, synaps czy calych komoérek nerwo-
wych. Do tego celu wykorzystuje sie pipety
ze szkla o stozkowatym ksztalcie i Srednicy
koncowki okoto 1 um, a wiec wielokrotnie
mniejszym niz cialo komorki nerwowej (Ryc.
3A). Pipeta jest wypelniana elektrolitem (roz-
tworem elektrodowym), ktéry umozliwia kon-
takt elektryczny miedzy elektroda pomiarowa
a otoczeniem. Elektroda pomiarowa reje-
struje zmiane napiecia lub pradu wzgledem
elektrody odniesienia, zanurzonej w roztwo-
rze. Sygnal jest nastepnie wzmacniany, fil-
trowany i zapisywany na dysk komputera
dzieki przetwornikowi analogowo-cyfrowemu.
Technika patch-clamp pozwala na ustalenie
stalego napiecia elektrycznego w obwodzie i
obserwacje pradu rejestrowanego przez elek-
trode. Alternatywnie, istnieje mozliwos¢é kon-
trolowania pradu plynacego przez obwodd i
obserwacji zmian napiecia elektrycznego. Je-
zeli eksperymentator utworzy wysokooporo-
we polaczenie pipety szklanej na powierzch-
ni blony komoérkowej, wowczas mozliwe jest
rejestrowanie np. aktywnosci kanaléw jono-
wych lub potencjatéw czynnosciowych w ob-
rebie fragmentu blony pod pipeta pomiarowa
(o powierzchni od 1 do kilku um?). Zerwanie
tatki blonowej, znajdujacej sie bezposrednio
pod koncowka pipety poprzez puls ciSnienia,
pozwala na uzyskanie kontaktu elektryczne-
go z wnetrzem komoérki nerwowej i rejestra-
cje sygnalow elektrycznych plynacych przez
cala komorke.

W centralnym ukladzie nerwowym wazna
role w przewodzeniu sygnaléow miedzy neu-
ronami odgrywa przekaznictwo chemiczne.
Szacuje sie, ze w synapsach chemicznych,
receptory postsynaptyczne eksponowane sa
na wysokie stezenie neurotransmitera przez
bardzo krotki czas (<1lms). Po osiggnieciu

wartosci maksymalnej, stezenie neurotran-
smitera maleje wykladniczo w czasie. Mo-
dyfikacja warunkoéw panujacych w synapsie
(np. profil czasowy wydzielania neurotran-
smitera i jego wychwyt, czy liczba i funkcja
kanaléw jonowych w blonie postsynaptycz-
nej) ma wplyw na przebieg czasowy pradu
synaptycznego. W rozwinietej sieci neuro-
nalnej czestotliwoS¢ pojawiania sie pradow
synaptycznych jest zwykle tak duza, ze
kolejne prady nakladaja sie na siebie, co
uniemozliwia precyzyjna analize kinetyczna
wydarzen synaptycznych. Jednak, gdy egzo-
cytoza pecherzykéw synaptycznych zachodzi
spontanicznie (przy braku wyladowan sieci
neuronalnej), w neuronie postsynaptycznym
zarejestrowaé mozna pojedyncze miniaturo-
we prady postsynaptyczne, ktére posiadaja
wszystkie cechy opisanego wczesniej typo-
wego pradu synaptycznego i sa powszechnie
stosowanym modelem badania transmisji sy-
naptycznej i jej modulacji przez zwiazki far-
makologiczne, np. antydepresanty (Rys. 3A).
Analiza czestotliwosci tych pradéw, ich am-
plitudy, kinetyki przyrostu i deaktywaciji,
pozwala ilosciowo opisa¢ tak roznorodne za-
gadnienia jak: liczbe synaps, liczbe kanalow
jonowych w synapsie czy modyfikacje po-
translacyjne bialek w neuronach.

Prady synaptyczne zawierajace sie w
waskiej skali czasowej (zwykle <100ms) sa
przykladem fazowego przejawu dziatania sy-
naps chemicznych. Inna istotna forma kon-
troli pobudliwosci komorki neuronalnej jest
prad toniczny. Ot6z, poza synapsa neuro-
transmiter osigga stezenie ponadtysiackrot-
nie mniejsze niz w synapsie, a mimo to wy-
starczajace do aktywacji receptorow wysokie-
go powinowactwa, znajdujacych sie w blonie
dendrytéow, aksonu czy ciala neuronu (FAR-
RANT i NUSSER 2005). Cho¢ amplituda pradu
tonicznego nie jest tak duza jak synaptycz-
nego, jego stala obecno$s¢ powoduje, ze ta
droga przenoszone jest duzo wiecej ladun-
kow przez blone, co ma wplyw na jej opor
i pobudliwosé. W plastycznosci neuronalnej,
kluczowa role odgrywaja receptory NMDA.
Biatka te, stymulowane podczas wzmozonej
aktywnosci synaptycznej, przewodza jony
wapniowe, ktore jako przekazniki drugiego
rzedu inicjujg kaskady wewnatrzkomorkowe.
Badania pobudzajacych miniaturowych pra-
doéw postsynaptycznych i pradu tonicznego
umozliwily poznanie mechanizmu dziatania
memantyny (stosowanej w leczeniu choroby
Alzheimera) i antydepresanta ketaminy. Wy-
kazano, ze cho¢ oba zwiazki sg antagonista-
mi receptoréow dla glutaminianu typu NMDA,
ketamina dziala na ten receptor nawet, gdy
jest on nieaktywny, zmniejsza dokomorkowy
naplyw jonow wapnia przez receptory NMDA
w synapsie i blokuje lokalna translacje bia-
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tek, takich jak moézgowy czynnik wzrostu
BDNF (GIDEONS i wspotaut. 2014). Z kolei
ketamina, blokujac prad toniczny receptorow
NMDA poza synapsa (zawierajacych glow-
nie podjednostke GIuN2B i przewodzacych
istotnie wiecej jonow wapnia niz receptory
synaptyczne), sprzyja lokalnej translacji bial-
ka 1 wydajniejszej transmisji pobudzajace;j
w neuronach piramidowych kory przedczo-
towej (MILLER i wspétaut. 2014). Jednym z
najbardziej skutecznych antydepresantow w
grupie inhibitorow wychwytu zwrotnego se-
rotoniny jest escitalopram (MONTGOMERY I

MOLLER 2009). Wykorzystujac technike ze-

§ci czynnosciowej pojedynczych neuronow i
technike patch-clamp wykazano, ze escitalo-
pram moze zwickszac czestotliwos¢ wylado-
wan neuronéw dopaminergicznych VTA oraz
amplitude pradéw receptorow typu NMDA w
neuronach kory przedczolowej (SCHILSTROM i
wspotaut. 2011). Z kolei zastosowanie tech-
niki patch-clamp w neuronach hodowanych
in vitro pozwolilo wykazac, iz antydepresant
fluoksetyna, ktéory rowniez jest inhibitorem
wychwytu zwrotnego serotoniny, blokuje
wydajniej niz lek desipramina prady wywo-
lane egzogennym podaniem NMDA (SzAsz i
wspotaut. 2007). Warto dodaé, ze dzialanie

wnatrzkomorkowych
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niektorych lekéw stosowanych klinicznie w
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Ryc. 3. Wybrane metody elektrofizjologiczne stosowane w badaniach eksperymentalnych mechanizméow
depres;ji.

A) Technika patch-clamp umozliwia pomiar pradéw synaptycznych z pojedynczych komoérek nerwowych. Pokaza-
no przykladowa rejestracje pradow synaptycznych przy ustalonym napieciu (-60mV; prawy panel, gorny przebieg)
oraz amplitude i przebieg czasowy typowego miniaturowego postsynaptycznego pradu pobudzajacego przewodzonego
przez receptory AMPA (prawy panel, dolny przebieg). B) Technika potencjaléw polowych umozliwia rejestracje zbior-
czej aktywnosci neuronow i synaps przez rejestracje zmian potencjalu elektrycznego w miejscu pomiaru wywotang
usrednionym pradem jonowym. Na zdjeciu przedstawiono uklad elektrod stosowany do wywolywania i rejestracji po-
tencjalow polowych w skrawku hipokampa. Ponizej pokazano przykladowa rejestracje postsynaptycznych potencjatow
pobudzajacych wywotanych aktywnoscia receptorow AMPA i NMDA. Strzatki wskazuja szybka i wolna komponente
sygnatu (z receptoréw odpowiednio AMPA i NMDA). C) Zdjecie macierzy wieloelektrodowej (pow. 15x) i przyktadowe
20-minutowe zapisy z 64 elektrod.
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leczeniu epilepsji, zaburzen Ilekowych bez-
sennosci czy znieczuleniu, opiera sie rowniez
na modulacji funkcji kanatow GABA, prze-
wodzacych jony chlorkowe i prad toniczny
hamujacy (np.: Ganaxolone, Propofol, Tiaga-
bine, Vigabatrin (BRICKLEY i MODY 2012).
Pod wplywem aktywnosci synaptycznej
dochodzi do przeplywu pradu przez plyn ze-
wnatrzkomorkowy, ktory jest przewodnikiem
elektrycznym. Plynacy prad generuje z kolei
spadki potencjalu w roztworze, ktére mozna
rejestrowaé w przestrzeni zewnatrzkomorko-
wej. Naplyw kationéw do wnetrza neuronu
podczas aktywnosci synaps pobudzajacych,
tworzy na zewnatrz komorki aktywny zlew
potencjalu. Prad wewnatrzkomoérkowy, ply-
nac po linii najmniejszego oporu, zwykle
opuszcza komoérke w okolicach ciata komor-
ki, gdzie tym samym powstaje zrédto prado-
we, 1 zamyka obwod. Zatem podczas lokal-
nej aktywnosci synaps, neuron staje sie di-
polem elektrycznym, bowiem okolice drzew-
ka dendrytycznego chwilowo wykazuja ujem-
ny potencjal w stosunku do ciatla komorki.
Gdy duza grupa neuronéw skupiona jest w
jednym miejscu, mozliwe jest, po zastoso-
waniu wzmocnienia i filtrowania w zakre-
sie 0,1-3 kHz, rejestrowanie do$¢ znacznych
(rzedu kilku miliwoltéw) zmian zsumowanej
roznicy potencjaléw, zwanej potencjatem po-
lowym (Ryc. 3B). Co istotne, czas trwania
potencjalu polowego jest wypadkowa wszyst-
kich pradow w tym miejscu i moze odzwier-
ciedlac kinetyke transmisji synaptyczne;j.
Poniewaz potencjaly polowe sa wypadkowag
aktywnosci wielu neuronéw i pradoéw jono-
wych o réoznym ladunku i kierunku, meto-
da ich pomiaru pozwala w sposob posred-
ni, ale nie jednoznaczny, opisa¢ aktywnosc¢
wielu synaps, neuronéw lub sieci neuro-
nalnych. Polaczenie stymulacji elektryczne;j
i farmakologii w anatomicznie zidentyfiko-
wanym miejscu umozliwia studiowanie wy-
branej populacji synaps badz neuronéw.
Stymulacja aksonéw odpowiednio dobranym
przez eksperymentatora wzorem impulsow
pobudzajacych pozwala wywola¢ diugotrwata
plastycznos¢ synaptyczna. W badaniach in
vivo niezwykle pomocna jest rowniez tech-
nika jonoforezy, w ktorej wykorzystuje sie
fakt, ze wiele zwigzkow zawieszonych w pty-
nie o fizjologicznym pH lub po jego zakwa-
szeniu niesie ladunek elektryczny rézny od
zera, wiec ich ruch w roztworze moze byc¢
kontrolowany przez zewnetrzne pole elek-
tryczne wustalone przez eksperymentatora.
Stosujac obwod pradu statego w trybie cia-
glym mozna zapewni¢ obecnos¢ statego pola
elektrycznego utrzymujacego neurotransmiter
w pipecie podajacej. Wlaczenie kolejnego ob-
wodu generujacego pole elektryczne pozwala
na kierowanie neurotransmitera poza obszar

pipety w sposob, ktory nasladuje lokalne
wydzielenie go w tkance nerwowej. Wykorzy-
stujac te metode, mozliwe jest poszukiwanie
zwiazkow o pozadanym dzialaniu na aktyw-
nos¢ neuronalna, badanie lekow badz funk-
cji wybranych neurotransmiterow. Zastoso-
wanie tej techniki w skrawkach mozgowych
zwierzat poddanych réznorodnym czynnikom
stresowym wykazalo m.in. ostabienie dlugo-
trwalego wzmocnienia (LTP) i wzrost diugo-
terminowego oslabienia synaptycznego (LTD)
w rejonie CAl hipokampa, odmiennie niz
w regionie zakretu zebatego. Sugeruje to,
ze rozne synapsy pobudzajace w obrebie
tej samej struktury moga odmiennie reago-
waé na stres. Istotnie, w ciele migdatowa-
tym, stres unieruchomienia zwiecksza LTP i
prady NMDA w neuronach jadra migdalo-
watego podstawno-bocznego, ale uposledza
LTP w potaczeniach ciala migdatowatego do
kory przedczolowej (VOSE i STANTON 2017).
Natomiast dlugoterminowe stosowanie an-
tydepresanta fluoksetyny zwieksza lokalnie
wywolane potencjaly polowe bedace wyni-
kiem aktywnosci synaps pobudzajacych, ale
uposledza LTP i LTD selektywnie w regionie
CAl hipokampa (RUBIO i wspoétaut. 2013).
Dzialanie to prawdopodobnie wynika z pod-
wyzszonego poziomu serotoniny, ktéra ma
istotny i negatywny wplyw na plastycznosé
funkcjonalna w hipokampie.

Wspoblczesna odmiang techniki potencja-
6w polowych, zdobywajaca coraz wieksza
popularno$é, sa macierze wieloelektrodowe
(Ryc. 3C). W tym przypadku elektrody (zwy-
kle 64) sa wdrukowane w plytki hodowlane
i umozliwiaja rejestracje w czasie rzeczywi-
stym wyladowan dziesiatek neuronow w sie-
ci in vitro. Taki uklad pomiarowy daje moz-
liwos¢ wysokoprzepustowej analizy wplywu
wielu zwigzkéw chemicznych i ich potencjal-
nego neuroaktywnego dzialania, ze szczegdl-
nym uwzglednieniem wplywu na wzor wyta-
dowan neuronow i interakcje sieciowe.

Powyzsze metody eksperymentalne majg
jedna wade: ingeruja w integralnos¢ tkanki
nerwowej. Dlatego istotnym uzupelnieniem
powyzszych modeli badawczych sa rejestracje
elektrycznej czynnosci moézgu u ludzi za po-
moca elektroencefalografu. Rozmieszczone na
powierzchni skoéry czaszki elektrody umozli-
wiaja rejestracje zmian potencjalu elektrycz-
nego, pochodzace przede wszystkim od ak-
tywnosci neuronow kory moézgu, podobnie
jak w wyzej opisanej technice pomiaru po-
tencjatow polowych. Dziewietnascie elektrod
w ukladzie zalecanym przez Miedzynarodowa
Federacje Neurofizjologii Klinicznej do badan
klinicznych, rejestruje fale mézgowe o czesto-
tliwosci od 1 do 100Hz i amplitudzie od 5
do kilkuset mikrowoltow. W ostatnich latach
wykazano, ze pacjenci z depresja charaktery-
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zuja sie mniejsza objetoscig kory ptata czoto-
wego mozgu oraz liczba potaczen i aktywno-
Scia kory zakretu obreczy (SMART i wspolaut.
2015). Badanie EEG wdraza sie we wcze-
snym diagnozowaniu depresji, bowiem pa-
cjenci wykazuja wieksza aktywno$é w pasmie
fal wolnych alfa (1-4Hz), szczegolnie w lewej
czesci kory przedczolowej oraz zwieckszong
aktywnos¢ neuronéw brzuszno-przysrodkowe;j
czesci kory przedczolowej (SMART i wspoétaut.
2015). Pacjenci z rozwijajaca sie depresja i
niskim poziomem serotoniny charakteryzuja
sie zwiekszonym potencjalem EEG w elek-
trodach rejestrujacych z kory przedczotowej
(Fpl, Fp2 i Fpz) w odpowiedzi na bodzce
dzwiekowe, dlatego zaproponowano nowa me-
tode wczesnej detekcji depresji oparta na tej
obserwacji (CAI i wspétaut. 2018). Jednym 2z
objawow depresji sa zaburzenia snu. Zagad-
nienie to badane jest od dekad za pomocg
EEG. W ten spos6b zaobserwowano u cho-
rych m.in. zwiekszenie czestotliwosci ruchow
gatek ocznych w fazie REM, skrocenie czasu
trwania fazy REM czy zmiany zapisu fal wol-
nych (<4Hz) (OLBRICH I ARNS 2013). Wydaje
sie, ze polaczenie zapisow EEG z innymi ba-
daniami diagnostycznymi moze w przysztosci
sta¢ sie wydajnym predyktorem depresji we
wczesnym etapie jej powstawania. Z kolei w
modelach zwierzecych istnieje obecnie moz-
liwos¢ prowadzenia badan korelacyjnych, 1a-
czacych techniki behawioralne, elektrofizjolo-
giczne i obrazowania tkanki nerwowe;.

METODY PROTEOMICZNE I ICH
ZASTOSOWANIE W DIAGNOSTYCE
DEPRESJI

W ostatnich latach nastapit ogromny
wzrost znaczenia badan proteomicznych w
wielu dziedzinach biologii i medycyny. Pro-
teomika to jedna z najmtodszych i jednocze-
Snie szybko rozwijajacych sie dyscyplin na-
ukowych. Jest ona definiowana jako nauka
zajmujaca sie proteomem (ang. PROTEin
complement of the genOME), czyli kompo-
nentem biatkowym kodowanym przez genom
(WILKINS i wspoétaut. 1996). Proteom jest ze-
stawem wszystkich bialek wystepujacych w
komorce, tkance czy organizmie w okreslo-
nym czasie. Glownym celem badan prote-
omicznych jest identyfikacja biatek produko-
wanych przez komoérki i narzady zaréwno w
stanach fizjologicznych, jak i patologicznych.
Proteomika obejmuje trzy glowne obszary:
analize ekspresji biatek i ich wzajemnych
zaleznoSci, badanie modyfikacji potranslacyj-
nych biatek (PTM) oraz poznanie ich struk-
tury (TYERS i MANN 2003).

Jednym 2z najczeSciej stosowanych po-
dejs¢ proteomicznych w diagnostyce jest po-
rownywanie skladow biatkowych (tzw. profili

biatkowych) o0s6b zdrowych i chorych. Wy-
krywane zmiany w profilu bialkowym moga
by¢ traktowane jako markery biologiczne
(biomarkery) danego stanu patologicznego.
Ponadto, analiza réznicowa proteoméw do-
starcza informacji na temat potencjalnych
celow terapeutycznych i dzieki temu moze
by¢ wykorzystana do opracowania nowych
lekow. Warto jednak pamietac, ze ilos¢ bia-
lek i ich funkcje w komoérce sa kontrolowa-
ne nie tylko przez szybkos¢ ich powstawa-
nia i degradacji, ale takze przez modyfikacje
potranslacyjne. Procesy te polegaja na przy-
laczeniu m.in. okreslonych grup funkcyj-
nych do czasteczki biatka. Takie modyfikacje
wplywaja na strukture biatek, ich interakcje,
stabilnos¢ i lokalizacje. Dotychczas opisano
okolo 300 réznych modyfikacji potransla-
cyjnych. Wsrod nich wystepuja: fosforyla-
cja, ubikwitynacja, palmitylacja i nitrozyla-
cja (MANN i JENSEN 2003). Postep zwiazany
z rozwojem technik poroteomicznych spra-
wia, ze sukcesywnie odkrywane sa kolejne.
Proteomika strukturalna zajmuje sie przede
wszystkim poznawaniem struktury prze-
strzennej biatek i precyzyjnym okresleniem
miejsc ich oddzialywania z innymi biatkami,
badz zwigzkami maloczasteczkowymi, np. le-
kami.

Rozw¢@j badan proteomicznych jest niero-
zerwalnie zwiazany z doskonaleniem techni-
ki analitycznej, spektrometrii mas. Technika
ta oparta jest na jonizacji czasteczek, a na-
stepnie detekcji liczby i stosunku masy do
ladunku (m/z) powstajacych jonéw. Postep
w tej dziedzinie polega na opracowywaniu
nowych metod jonizacji, sposobéw rozdzia-
hu generowanych jonow oraz podwyzszeniu
czutosci metody. Podstawowymi problemami
neuroproteomiki sa: heterogennosé¢ probek
biologicznych (komérki nerwowe i komorki
gleju), zalezna od typu komoérki ekspresja
biatek czy w koncu subkomorkowa lokaliza-
cja i modyfikacja biatek. Obecnie nie istnieje
proteomiczna metoda, ktéra pozwolitaby na
jednoczesne zidentyfikowanie kompletnego
proteomu. W zwiazku z tym, wykorzystuje
sie réznorodne techniki frakcjonowana pro-
teomu, a poszczegolne subfrakcje sa na-
stepnie analizowane osobno. Frakcjonowanie
subkomorkowe nie tylko zmniejsza zlozonosc
neuroproteomu, lecz umozliwia wzbogace-
nie biatek wystepujacych w komérkach w
mniejszej liczebnosci, takich jak czasteczki
sygnatowe. Ponadto, nawet w stanach fizjo-
logicznych biatka zmieniaja lokalizacje, prze-
mieszczajac sie miedzy cytoplazma a blona
komorkowa. Przykladem podejscia ekspery-
mentalnego, unikatowego dla tkanki nerwo-
wej, sa doswiadczenia z uzyciem synaptoso-
mow i bialek zageszczenia postsynaptycznego
(ang. postsynaptic density, PSD) (DIETERICH
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i KrREUTZ 2016). Synaptosomy sa to arte-
faktowe struktury, ktore powstaja w wyni-
ku tagodnej homogenizacji tkanki nerwowe;.
Tworza je oderwane zakonczenia nerwowe
zawierajace pelen aparat synaptyczny, czyli
m.in.: blone presynaptycza i postsynaptycz-
na, pecherzyki synaptyczne, mitochondria,
rybosomy oraz specyficznie ulokowane w
synapsach biatka cytoplazmatyczne. Ograni-
czenie zlozonosci ukltadu pozwolilo na duzo
pelniejsza identyfikacje jego skladnikoéw pod
wzgledem skladu biatkowego, jak i modyfi-
kacji potranslacyjnych bialek synaptycznych.
Dotychczas zidentyfikowano ponad 5000 bia-
tek synaptycznych. Co wiecej pokazano, ze
bardzo duza czes¢ tych biatek ulega mody-
fikacjom potranslacyjnym, takim jak: fosfo-
rylacja, nitrozylacja czy palmitylacja. Kolejna
frakcja bialek neuronalnych, czesto wykorzy-
stywang w badaniach proteomicznych, jest
zageszczenie postsynaptyczne (PSD). Jest to
zlozona, wielobialkowa struktura, zlokalizo-
wana przy blonie postsynaptycznej synaps
pobudzajacych i specjalizujaca sie w od-
bieraniu i przekazywaniu sygnaléow w neu-
ronach. Frakcja ta zawiera rézne klasy re-
ceptorow postsynaptycznych wraz ze skitad-
nikami specyficznych szlakéw sygnatowych.
Dzieki rozwojowi technik spektrometrii mas
W zageszczeniu postsynaptycznym zidenty-
fikowano okoto 2000 bialek zaréwno u lu-
dzi, jak i w modelach zwierzecych. Badania
proteomiczne pokazaly, ze biatka PSD two-
rza duze, hierarchicznie potaczone komplek-
sy, wsréd ktérych mozna wyréznic¢ trzy gru-
py: receptory blonowe i kanaly jonowe (np.
NMDA i AMPA), biatka kotwiczace i adapto-
rowe (np. PSD-95, Shank, Homer) oraz bial-
ka cytoszkieletu (np. neurofilamenty).

W kolejnym etapie badan czesto doko-
nuje sie wstepnego rozdzielenia bialek przy
uzyciu jedno- lub dwukierunkowej elektro-
forezy (2-DE) w zelach poliakrylamidowych.
Po rozdziale poszczegolne biatka sa wycina-
ne z zelu i poddawane trawieniu enzymem
proteolitycznym, a nastepnie osobno analizo-
wane w spektrometrze mas w celu identyfi-
kacji. Rozwinieciem tego podejScia stalo sie
roznicowe wybarwianie bialek poddawanych
wspolnej elektroforezie zwiazkami fluore-
scencyjnymi (2-DE DIGE) (LARANCE i LAMOND
2015). Obecnie w analizie iloSciowej stosu-
je sie tzw. ‘shotgun proteomics’ (z ang.), w
ktéorym do spektrometru wprowadzana jest
mieszanina peptydow pochodzacych z tra-
wienia wszystkich bialek znajdujacych sie w
badanej probce biologicznej. W metodzie tej
czesto stosuje sie dodatkowy rozdzial bia-
tek/peptydéw oparty na ich wlasciwosciach
fizykochemicznych np. ultrawirowanie (ge-
stosc), elektroforeze kapilarng (wielkos¢ i ta-
dunek), ogniskowanie izoelektryczne IEF (pI),

chromatografie jonowymiennag (ladunek) czy
chromatografie w ukladzie faz odwréconych
(hydrofobowos¢). W celu znakowania wybra-
nych biatek mozna stosowac tzw. znakowa-
nie metaboliczne, SILAC (ang. stable isoto-
pe labeling in cell culture) (ONG i wspélaut.
2002). W trakcie hodowli komorek okreslo-
ny aminokwas w pozywce zostaje zastapio-
ny wyznakowanym analogiem i metabolicz-
nie wbudowany do bialek. Nastepnie, proby
kontrolne i wyznakowane sg ze sobg laczo-
ne i wspélnie poddawane analizie. Uzyska-
ne dane pozwalajg na okreslenie ewentual-
nych roznic miedzy probkami. W przypadku
analizy tkanek zwierzecych rzadko wuzywa
sie znacznikéw metabolicznych, gléwnie ze
wzgledu na ogromne koszty takich ekspe-
rymentow, zwigzane 2z koniecznoscia wy-
znakowania wszystkich tkanek zwierzecia w
trakcie jego rozwoju. Duzo czeSciej stosowa-
ne sa metody takie jak: ICAT (ang. isotope-
-coded affinity tag) czy iTRAQ (ang. isobaric
tag for relative and absolute quantitation),
w ktorych biatka znakowane sa dopiero po
ich wyizolowaniu, (LARANCE i LAMOND 2015).
W metodzie ICAT biatka wyizolowane z ko-
morek sa znakowane izotopowo, laczone
ze sobg i analizowane za pomoca spektro-
metrii mas. Natomiast w przypadku meto-
dy iTRAQ, peptydy w probce sa znakowane
znacznikami izobarycznymi, ktore podczas
fragmentacji generuja charakterystyczne jony
(tzw. jony reporterowe) umozliwiajgce analize
iloSciowa.

Jedna z najlepiej zbadanych modyfika-
cji potranslacyjnych jest fosforylacja. Bada-
nia nad ta modyfikacja prowadzone sa od
dziesiecioleci, ale dopiero znaczacy postep w
spektrometrii mas zrewolucjonizowal anali-
ze tej modyfikacji, umozliwiajac precyzyjna
i szybka identyfikacje miejsc fosforylacji w
biatkach. Jednak ostatnio wyraznie wzrosto
zainteresowanie innymi modyfikacjami, ta-
kimi jak palmitylacja czy nitrozylacja (ZARE-
BA-KozIOL i wspotaut. 2018). Pierwsza grupa
stosowanych tu metod obejmuje metody me-
tabolicznego znakowania polegajace na wbu-
dowywaniu syntetycznych analogow kwasow
thuszczowych w miejsce endogennego kwasu
thuszczowego. Druga grupa zawiera metody
oparte na selektywnym uwolnieniu palmity-
nianu i tlenku azotu z cystein za pomoca
specyficznych reduktorow. Najnowsza meto-
da PANIMoni (ang. palmitylation and nitro-
sylation monitoring) pozwala na symulta-
niczna analize palmitylacji i nitrozylacji (ZA-
REBA-KOzIOL i wspotaut. 2019). To podejscie
opiera si¢ na selektywnej redukcji palmity-
lowanych i nitrozylowanych cystein przy po-
mocy hydroksyloaminy i kwasu askorbino-
wego oraz podstawieniu w miejsce uprzednio
modyfikowanych tioli pochodnej biotyny. Na-
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Tabela 1. Badania proteomiczne w zwierzecych modelach depresji (CARBONI 2014).

Gatunek Model depresji Tkanka Metoda proetomiczna

Myszy CD1 chroniczna iniekcja kortyko- podwzgorze hipokamp DIGE
steronu kora

Szczury Sprague-Dawley  stres prenatalny hipokamp 2-DE

Myszy C57BL/6J stres na wczesnym etapie zy- kora przedczolowa Label free
cia

Szczury Wistar chroniczny lagodny stres hipokamp (cal, ca3) iTRAQ

Szczury Wistar chroniczny tagodny stres hipokamp DIGE

Szczury Wistar chroniczny tagodny stres hipokamp (dg) 2DE

Szczury Sprague-Dawley chroniczny stres unierucho- caly mozg DIGE
mieniowy

Szczury Sprague-Dawley chroniczny tagodny stres hipokamp 2DE

Szczury Sprague-Dawley chroniczny tagodny stres kora przedczotowa 2DE

Szczury Sprague-Dawley chroniczny tagodny stres hipokamp (frakcja synapto- 2DE

somalna)
Szczury Sprague-Dawley  chroniczny tagodny stres hipokamp iTRAQ

stepnie biatka poddawane sa cigciu proteoli-
tycznemu. Dzieki zastosowaniu chromatogra-
fii powinowactwa i zloza zawierajacego awi-
dyne, mozliwe jest wyodrebnienie ta metoda,
jedynie tych peptydow, ktére uprzednio byly
modyfikowane. Polaczenie tej techniki anali-
tycznej z metoda spektrometrii mas pozwala
na jakosciowa i iloSciowa analize roznicowg
palmitylacji i nitrozylacji, a takze identyfika-
cje precyzyjnych miejsc tych modyfikacji w
endogennych biatkach.

Opisane wyzej narzedzia proteomiczne
umozliwiaja poréwnanie proteomow o0s6b
zdrowych i cierpiacych na ro6zne schorze-
nia. Taka analiza przybliza poznanie przy-
czyn, mechanizméw i przebiegu tych scho-
rzen. Metody te sa wykorzystywane do ba-
dan zaréwno u pacjentéw, jak i w zwierze-
cych modelach chorob. Pierwsze badania
proteomiczne stosowane w depresji wyko-
rzystywaly plyn moézgowo-rdzeniowy o0so6b
zdrowych oraz pacjentow ze zdiagnozowana
choroba. Uzywajac klasycznych metod prote-
omicznych, czyli dwuwymiarowych zeli 2-DE
w polaczeniu ze spektrometrig mas, zidenty-
fikowano 39 biatek (m.in. apoliporoteiny E
i prostaglandyny-D2) o znaczaco zmienionej
ekspresji u os6b chorych. ZHANG i wspolaut.
(2019), stosujac te same techniki badawcze,
udowodnili przydatnos¢ oznaczen apolipopro-
teiny E w plynie mézgowo-rdzeniowym jako
potencjalnego markera depresji. Natomiast
przy uzyciu wielkoskalowej metody iTRAQ,
w osoczu pacjentow z depresja znaleziono
dziewie¢ biatek z zaburzona ekspresja. Oba
wspomniane biatka sa zwigzane glownie z
metabolizmem lipidow i ukladem odporno-

Sciowym. Autorzy tych badan wskazuja, ze
sg to procesy, ktore moga by¢ zaangazowa-
ne we wczesne stadia patofizjologii depres;ji.
Bardzo interesujacy kierunek badan, zmie-
rzajacy do identyfikacji nowych bialkowych
markeréow depresji, wskazuje praca JOHN-
STON-WILSONA i wspoétaut. (2000). Wykorzy-
stujac techniki 2DE, DIGE i spektrometrie
mas autorzy dokonali analizy probek post
mortem uzyskanych 2z mozgow pacjentow
ze zdiagnozowana depresja i oséb z grupy
kontrolnej. W ten sposéb zidentyfikowano
pie¢ bialek rézniacych sie ekspresja w korze
przedczotowej u pacjentow kliniki psychia-
trycznej, w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Do biatek tych nalezg na przykiad aldolaza
fruktozo-1,6-bisfosforanu, anhydraza wegla-
nowa 1 czy kwasne fibylarne biatko glejo-
we. Ponadto, analiza ilosciowa biatek kory
przedczotowej z uzyciem metody °‘lable free’
u osob ze zdiagnozowana depresja wykazala
obecnos¢ az 39 biatek o zaburzonej ekspre-
sji, czyli potencjalnych biatkowych markeréw
depresji. Wsrod bialek istotnie ro6zniacych
sie poziomem ekspresji wyrozniono biatka
zaangazowane w plastycznosé synaptyczna,
metabolizm energetyczny, czy organizacje cy-
toszkieletu.

Alternatywa dla ludzkiej tkanki pozyski-
wanej od pacjentéw z depresja sa zwierzece
modele chor6b, ktére z powodzeniem znaj-
duja zastosowanie w badaniach proteomicz-
nych zmierzajacych do poznania natury oraz
sposobow leczenia stanow psychopatologicz-
nych zachodzacych w organizmie. Stosowa-
nie modeli zwierzecych zaklada, ze okreslo-
ne zmiany zachowania zwierzat wywolane w
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warunkach eksperymentalnych sa odwzoro-
waniem symptomow zaburzen psychiatrycz-
nych. W ciagu ostatnich kilku lat przepro-
wadzono szereg badan proteomicznych z
uzyciem zwierzecych modeli depresji maja-
cych na celu identyfikacje molekularnych
podstaw tej choroby (Tabela 1). Wyniki tych
badan pokazaly, ze stres wywoluje zmiany
poziomu biatek zwiazanych z plastycznoscia
synaptyczna, organizacja cytoszkieletu, mor-
fogeneza oraz metabolizmem energetycznym.
Pomimo ogromnych postepow jakie poczy-
niono w rozwoju i zastosowaniu wielkoska-
lowych technik takich jak transkryptomika
i proteomika, niewiele wiadomo na temat
modyfikacji potranslacyjnych w patogenezie
depresji. Ostatnie badania wskazuja na zna-
czaca role modyfikacji cystein: palmitylacji i
nitrozylacji. W mysim modelu depresji, dzie-
ki wykorzystaniu nowej metody PANIMoni,
taczacej metody biochemiczne ze spektro-
metria mas, zidentyfikowano nie tylko bial-
ka, ale takze specyficzne miejsca w biatku
ulegajace palmitylacji i nitrozylacji. Sposrod
wszystkich zidentyfikowanych biatek wyroz-
niono 122 bialka wykazujace zaburzona in-
terakcje tych dwoch modyfikacji. Wsréd nich
znalazly sie biatka zaangazowane w procesy
plastycznosci synaptycznej (PSD-95, Shank,
podjednostki receptora NMDA), organizacje
cytoszkieletu i metabolizm energetyczny.

Badania proteomiczne dotyczace depre-
sji koncentruja sie roéwniez na sprawdzeniu
skutecznosci stosowanych lekéw. W jednym
z modeli depresji, szczurom podawano lek
antydepresyjny fluoksetyne, a nastepnie po
dwu tygodniach badano profil biatkowy hi-
pokampa (CARBONI 2014). Wykazano zalez-
nosS¢ miedzy dlugoScia trwania leczenia a
zmieniona ekspresja 30 biatek, zaangazowa-
nych gléwnie w neurogeneze i procesy re-
generacyjne komoérki. W innych badaniach
nad mechanizmem dzialania fluoksetyny
potwierdzono, ze lek ten znaczaco modulu-
je ekspresje bialek zwiazanych z neuroge-
neza, takich jak bialko BDNF (SAIRANEN i
wspoétaut. 2005). Przy uzyciu metod prote-
omicznych badano réwniez wplyw nowego
leku antydepresyjnego ketaminy na poziom
biatek kory przedczotowej i hipokampa (LI i
wspolaut. 2010). W badaniach tych pokaza-
no, ze niskie dawki ketaminy dzialaja przez
aktywacje szlakow sygnatowych rapamycyny.
Co wiecej wykazano, ze ketamina powoduje
zwiekszona ekspresje bialek synaptycznych,
w tym biatka PSD-95, synapsyny-1 i pod-
jednostki receptora AMPA (GLUR1) w Srod-
kowej korze przedczolowej szczuréw i pod-
jednostek receptora AMPA (GLURI1 i GLUR?2)
w hipokampie myszy.

Podsumowujac, zrozumienie mechanizmu
choréb psychicznych wydaje sie niezwykle

trudne. Jak staraliSmy sie wykazaé powyzej,
laczenie nowoczesnych technik badawczych
z roznych obszarow nauki oraz stosowanie
modeli zwierzecych jest niezbedne do pel-
nego zrozumienia patomechanizmu depres;ji
oraz do opracowania nowych skutecznych
terapii.

Streszczenie

Depresja nalezy obecnie do najczestszych choréb
psychicznych na Swiecie, lecz dostepnosé¢ jej skutecz-
nych terapii jest ograniczona. Brak pelnego zrozumienia
mechanizméw molekularnych i komoérkowych lezacych
u podstaw tej choroby utrudnia opracowanie nowych i
efektywnych metod leczenia. Zdolnos¢ adaptacji osrod-
kowego ukladu nerwowego przejawia sie plastycznoscia
neuronalna, ktéra polega m.in. na reorganizacji polaczen
synaptycznych przez zmiany ich budowy czy wydajno-
Sci przekazywanej przez nie informacji. Bodzce awersyj-
ne takie jak stres czy bol, pojawiajace sie chronicznie,
moga wywolywac depresje, ktéora na poziomie komérko-
wym objawia sie zaburzeniem plastycznosci neuronalne;.
W niniejszym artykule prezentujemy wybrane techniki
eksperymentalne stosowane wspolczesnie w badaniach
patomechanizmu depresji, takie jak: obrazowanie struk-
tury neuronéw, pomiary ich aktywnosci elektrycznej oraz
metody proteomiczne. Ponadto omoéwione zostaly réowniez
modele zwierzece, w ktorych probuje sie odzwierciedli¢
wybrane aspekty choroby, wystepujace u ludzi z depre-
sja. Wydaje sie, ze laczenie réznych technik badawczych
z modelami zwierzecymi pozwoli nam w najblizszych la-
tach na glebsze poznanie patomechanizmu depresji oraz
opracowanie nowych, skutecznych terapii.
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CONTEMPORARY RESEARCH TECHNIQUES EMPLOYED IN EXPERIMENTAL STUDIES OF ABERRANT NEURONAL
PLASTICITY IN DEPRESSION

Summary

Depression is the most common psychiatric disease but the effectiveness of available therapies is limited. The
underlying molecular and cellular mechanisms are largely unknown and significantly limit the treatment strate-
gies. Neuronal plasticity is crucial for adaptation of the central nervous system to the environment and requires
the reorganization of existing synapses, their structure and efficacy of information transfer. Aversive cues such as
stress or pain when chronic may induce depression and aberrant neuronal plasticity on the cellular level. In this
article we present selected experimental techniques currently employed in studies of the pathomechanism of depres-
sion, including structural imaging, electrophysiology and proteomic analysis. We also review current animal models
that reflect some aspects of depression observed in humans. Combining of multidisciplinary approach and multiple
research techniques with animal models should provide us with a better understanding of the pathomechanism of
depression and allow to formulate more efficient therapies.
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