Depresja staje sie powaznym problemem spotecznym, szczeg6lnie w tzw. krajach wysokorozwinietych gdzie postep
techniczny, a co za tym idzie stawiane przed nami wcigz nowe wyzwania i konkurencja na rynku pracy, nasilajg stres zycia
codziennego. Lekarze podstawowej opieki zdrowotnej borykaja sie coraz czesciej ze zgtaszanych przez pacjentdw przypadkami
roznych dolegliwosci o nieustalonym podtozu (tzw. choréb somatycznych), ktérych dalsza diagnostyka prowadzi do kwalifikacji
leczenia w kierunku zaburzen lekowych czy depresyjnych. Niestety, pomimo ponad 50 lat jakie uptyneto od wprowadzenia
pierwszego leku przeciwdepresyjnego, w dalszym ciggu depresja jest choroba trudno poddajaca sie terapii. Wspdtczesnie
stosowane leki przeciwdepresyjne (LPD), niezaleznie od mechanizmu dziatania, posiadajg jedng zasadnicza wade: wymagaja
dhugotrwatego stosowania (rzedu kilku tygodni) zanim pojawig sie pierwsze odczucia poprawy. Co wiecej, w tym wstepnym
okresie poprzedzajacym remisje (cofniecie objawdw) badz nawet catkowite wyleczenie, epizody depresyjne moga sie nasila¢ a
ucigzliwe, niepozadane efekty czesto towarzyszace stosowaniu LPD zniechecajg wielu pacjentéw do kontynuowania terapii. Jak
by tego bylo mato, trzeba pamietaé, ze okoto 30% pacjentébw wykazuje catkowita oporno$¢ na farmakoterapie depresji,
niezaleznie od préb doboru réznych lekéw.

Depresja to schorzenie dotyczace osrodkowego ukladu nerwowego, czyli mézgu. Mdzg zbudowany jest z komorek
nerwowych — neurondw, ktore komunikujg sie poprzez przekazywanie sobie miedzy innymi sygnatéw chemicznych w postaci
neuroprzekaznikdw. Neuroprzekazniki sg syntetyzowane w neuronach, uwalniane z jednego neuronu do waskiej szczeliny
synaptycznej (miedzyneuronalnej), a nastepnie oddziatywaja na receptory zlokalizowane na sasiednim neuronie. Po ,,wykonaniu”
swojej ,,pracy” neuroprzekaznik jest usuwany ze szczeliny synaptycznej. Na takiej samej zasadzie odbywa sie przekazywanie
sygnatow w obrebie mdzgu, w sytuacji pobudzenia stresowg sytuacja, odbierang ze srodowiska przez nasze zmysty. Nie znamy
doktadnej przyczyny depresji, choC istnieje wiele prawdopodobnych hipotez, dotyczacych jej etiologii — m.in. wspomniany
weczesniej stres (bardziej ten przewlekty, dtugotrwaty, kumulujacy sie w ciggu zycia), traumatyczne przezycia z dziecifnstwa,
procesy zapalne, predyspozycje genetyczne. Wiemy jednak, ze za objawy odpowiadajg bezposrednio zaburzenia funkcjonowania
neuroprzekaznikdw, gtéwnie noradrenaliny, dopaminy lub serotoniny, ktdrych poziomy w mézgu chorego na depresje sg zwykle
obnizone. Stad, mechanizm dziatania LPD opiera sie przede wszystkim na nasileniu neurotransmisji poprzez stymulacje albo
blokowanie odpowiednich receptorow, hamowanie dziatania enzymdw rozktadajacych neuroprzekazniki badZ tez zapobieganie
ich tzw. wychwytowi zwrotnemu ze szczeliny synaptycznej. Wszystkie te strategie majg na celu przywrdcenie poziomu
neuroprzekaznika do normy i co za tym idzie, zapewnienie prawidtowego funkcjonowania tych czeSci moézgu, ktére sa
odpowiedzialne za sterowanie naszymi emocjami.

Skuteczne leczenie depresji pozostaje jednak nadal sprawa otwartg i badania prowadzone zaréwno w laboratoriach placéwek
naukowych jak i firm farmaceutycznych zmierzajg do wynalezienia lekéw o bardziej efektywnym i szybszym dziataniu poprzez
poszukiwanie nowych, badz bardziej selektywnych substancji. Trzeba pamieta¢, ze droga do wprowadzenia nowego leku do
lecznictwa jest dtuga, zmudna i wymaga wielu lat badan na poziomie eksperymentalnym, testéw klinicznych i wreszcie wdrozenia
produkcji komercyjnej. Nasza wiedza na temat mechanizméw przekazywania sygnatu wewnatrzkomorkowego poszerzyta sie
znacznie od czasu wprowadzenia do kliniki wielu wspétczesnie stosowanych LPD. Poznano szereg istotnych biatek ulegajacych
modyfikacji pod wptywem dziatania LPD, wyodrebniono tez metodami farmakologicznymi i genetycznymi szereg nowych
podtypoéw receptoréw odpowiedzialnych za modulacje efektéw dziatania LPD. M.in. wéréd receptoréw adrenergicznych grupy
alfa(1)-AR, istotnych dla dziatania noradrenaliny, znane sg od lat 90. XX wieku trzy podtypy alfa(1)A-AR, alfa(1)B-AR,
alfa(1)D-AR. Petnig one zréznicowane funkcje i sg do$¢ dobrze opisane, ale w organach obwodowych. Ich dziatanie w
osrodkowym uktadzie nerwowym jest wcigz stabo poznane a badania zasadniczo utrudnione i czestokroé niewykonalne z uwagi
na brak tzw. ,,narzedzi farmakologicznych”, czyli wysoce specyficznych ligandéw (zwigzkéw chemicznych aktywujacych lub
hamujacych dany receptor) rozrézniajacych poszczeg6lne podtypy i przenikajacych do mdzgu. Stad, alternatywnym podejsciem
jest zastosowanie do badan linii komorkowych oraz genetycznie zmodyfikowanych myszy, w ktérych mozliwa jest eliminacja
konkretnego podtypu receptora alfa(1)-AR i w ten sposéb badanie jego roli poprzez ocene zaburzeh wywotanych tym zabiegiem.
Niniejszy projekt jest oparty na roboczej hipotezie zakladajacej zrdznicowany udziat podtypow receptora alfa(l)-AR w
mechanizmie dziatania LPD. Sugerujg to nasze wczesniejsze badania prowadzone na poziomie analizy mRNA kodujacego
podtypy alfa(1)A-AR i alpha(1)B-AR po podaniach imipraminy (popularnego LPD dziatajgcego na uktad noradrenergiczny),
ktére wykazaty odmienng regulacje tych podtypdw pod wptywem przewlektego stosowania leku.

Celem projektu jest zatem zbadanie zaangazowania trzech podtypow (A, B i D) receptora alfa(1)-AR w mechanizmach
dziatania LPD przy wykorzystaniu:

» modeli in vitro — linii komorek nadekspresjonujacych (czyli wykazujacych nadmiar) danego podtypu alfa(1)-AR a na ktérych

nie wystepuja pozostate podtypy;
» modeli in vivo — myszy z usunietymi genami (tzw. knock-out, KO) kodujacymi poszczegdlne podtypy alfa(1)-AR.

Pierwsza faza projektu (badania na liniach komérkowych) bedzie obejmowata okre$lenie, czy i w jaki sposéb LPD wptywajg
na reaktywno$¢ podtypéw alfa(1l)-AR, poprzez ich odpowiedZ na agonistéw (substancje stymulujgce) mierzong metodami
farmakologicznymi (m.in. oznaczenie tzw. wtdrnych przekaznikdw oraz poziomu rdéznych wewnatrzkomérkowych biatek
sygnatowych). Roéwnolegle przeprowadzone zostanie tzw. profilowanie ekspresji genéw na myszach pozbawionych
poszczegélnych podtypéw alfa(1)-AR (A-KO, B-KO, D-KO), metodg mikromacierzy cDNA w materiale wyizolowanym ze
struktur mézgowych szczegolnie istotnych dla modulacji odpowiedzi po LPD. Metoda ta polega na przesiewowym zbadaniu
praktycznie wszystkich gendw danej myszy poprzez oznaczenie kierunku i istotnosci zmian w ich ekspresji, co zostanie wykonane
zaréwno w odniesieniu do wptywu na organizm samej mutacji (brak danego podtypu alfa(1)-AR) jak i efektu przewlektego
podania LPD. W przypadku profilowania ekspresji genéw nie tyle chodzi o wyodrebnienie konkretnych, poszczegélnych genéw,
ktérych ekspresja ulega modyfikacji, ale o znalezienie catych grup genéw (tzw. klastréw) odpowiadajacych za zmiany w szlakach
molekularnych przekazywania sygnatu wewnatrz komoérki. W tym celu stosuje sie zaawansowane narzedzia bioinformatyczne i
specjalistyczne oprogramowanie pozwalajace okresli¢, czy wywotane zmiany prowadza do proceséw zapalnych, apoptotycznych



(zaprogramowanej Smierci komérkowej) czy tez odwrotnie, ich kierunek moze skutkowac nasileniem mechanizméw obronnych.
Oczywiscie, takie procesy wykryte na poziomie mRNA nie muszg mie¢ przetozenia na zmiany funkcjonalne, prowadzace do
rzeczywistych efektéw odpowiedzi komdrkowej. Podobnie, wyniki badan in vitro przeprowadzone na sztucznym modelu linii
komorkowej z modulacjg konkretnego podtypu alfa(1)-AR nie oddadza catego spektrum interakcji w ztozonym organizmie
wielokomérkowym. Niemniej jednak, wyniki uzyskane w tej czesci projektu postuza do wyznaczenia dalszych etapéw,
realizowanych juz na poziomie badania ekspresji biatek kluczowych dla okreslenia zmian w $ciezkach molekularnych
wyodrebnionych po pierwszej fazie projektu i ktdre sg rozwazane jako istotne punkty uchwytu dla dziatania LPD (m.in. kinaz
aktywowanych miogenami, czynnika transkrypcyjnego CREB, kinaz syntazy glikogenu). Nalezy pamietaé, ze same receptory
alfa(1)-AR réwniez stanowig punkt uchwytu dla wielu LPD, ktére maja bezposrednie powinowactwo do tych receptoréw.
Dotychczasowe badania nad wptywem LPD na podtypy alfa(1)-AR sg jednak nieliczne.

Eksperymenty wykonane w ramach niniejszego projektu dostarcza nowych danych i pozwolg zdefiniowa¢ bardziej
precyzyjnie funkcje podtypéw alfa(1)-AR w odpowiedzi na LPD. Dalsza dogtebna identyfikacja molekularnych szlakéw
wewnatrzkomdrkowych zaangazowanych w mechanizmy dziatania LPD moze wplyng¢ na lepsze poznanie czynnikow
odpowiedzialnych za etiologie depresji jak i przyczyni¢ sie do rozwoju nowych strategii w projektowaniu przysztych, bardziej
efektywnych terapii.



