Streszczenie pracy.

Immunohistochemiczna ocena hipokampalnych interneuron6w GABAergicznych

w eksperymentalnych modelach depresji.

Niniejsza praca miala za cel wyjasnienie roli ukladu GABA-ergicznego w
patofizjologii wzbudzonych stanow depresji w eksperymentalnych zwierzecych modelach:
chronicznym nieprzewidywalnym stresie CUS (wykonany w Katedrze Farmakologii
Doswiadczalnej i Klinicznej UM w Lublinie), chronicznym umiarkowanym stresie CMS, oraz
bulbektomii opuszek wechowych OB (wykonane w Zakladzie Neurobiologii IF PAN w
Krakowie). Ponadto zakladano weryfikacje tezy o odmiennym wzorcu wrazliwosci i
funkcjonowania uktadu GABA-ergicznego w dorsalnej i wentralnej czgéci formacji
hipokampa, oraz badanie wptywu leku antydepresyjnego, amitryptyliny, na zmiany zaistniate
w obrebie ukladu GABA-ergicznego w nastepstwie procedur eksperymentalnych. Prace
realizowano przy uzyciu metod histologicznych, histochemicznych — wykorzystujac techniki
Nissla, PAS, 1 trojchromatyczne Massona-Goldnera, oraz immunohistochemicznych
wykorzystujac seri¢ przeciwcial, m.in.: anty-kalbindyna, -kalretynina, -parwalbumina, -
GFAP, -Bax; -Bcl2, oraz anty-Ki67 (w technice LAB-SA (Labeled Streptavidin-Biotin).
Seryjne skrawki tkankowe, dla OB osobno z trzech czg¢$ci hipokampa: dorsalnego (z bieguna
septalnego), posredniego, i wentralnego (z bieguna temporalnego), wybarwione zostaty
wymienionymi technikami. W analizie gg¢stosci numerycznej interneurondéw tkanki zostaty
poddane pomiarom morfometrycznym, a w analizie nasilenia immunoreaktywnosci —
pomiarom densytometrycznym gestosci optycznej produktu reakcji (oprogramowanie
CellSens Dimension firmy Olympus). Prace wzbogacono o analiz¢ morfologiczna
1 histologiczng wykorzystujac mozliwosci stwarzane przez reakcje immunohistochemiczne,
zastosowano takze dodatkowe metody histologiczne. To ogdétem oznacza, ze dla kazdego
zwierzecia analizowano co najmniej 50 skrawkoéw tkankowych. W modelach CUS 1 CMS
zebrane wyniki wykazaly redukcje gestosci numerycznej gtéwnych neurondéw ziarnistych w
zakrgcie zgbatym hipokampoéw zwierzat poddanych modelowanej depresji za pomoca
chronicznego nieprzewidywalnego i chronicznego tagodnego stresu. W obszarach CA3-1
stabilna populacja komoérek kalbindynowych, ktéra przetrwata warunki modelowego stresu,
wykazata wzrastajaca gesto$¢ optyczng produktu reakcji w perikarionach, co moze korelowaé
z cytoprotekcyjnym dziataniem kalbindyny. Wykonanie tej czg$ci pracy pozwolito

zweryfikowaé pierwotne zalozenia metodologii badan, tak aby w dalszej ich cz¢éci uniknaé



niepowodzen proceduralnych i merytorycznych. Idea bulbektomii jako modelu depresji opiera
si¢ na utracie zmystu wechu 1 na tym tle rozwoju behawioru zwierzat charakterystycznego dla
depresji. Analiza morfologiczna i morfometryczna tkanek hipokampoéw zwierzat po usunieciu
opuszek wechowych potwierdzita, ze — co wspotczesnie coraz czesciej jest podkreslane w
literaturze przedmiotu — nastgpcze powszechne, lokalne zmiany degeneracyjne tkanki, ktére
charakterystyczne sg dla chorob neurodegeneracyjnych w ogolnosci, nie za$ tylko do depres;ji.
Degeneracja neuronéw w tkance hipokampa miata, jak powiedziano, charakter lokalny.
Najsilniejsze zmiany obserwowano w najbardziej dorsalnych i najbardziej wentralnych
cze$ciach szczurzego hipokampa. Lokalnos¢ i specyficzno$§¢ zmian degeneracyjnych
ujawniala si¢ tez w osi transwersalnej hipokampa, np. w dystalnym CA1l dominowaly
zjawiska apoptozy/atrofii neuronéw, a w CA3 dominowaly neurofibrylarne zmiany
degeneracyjne oraz zmiany obejmujace zachwianie rownowagi osmoregulacyjnej i pgcznienie
neuronéw. Miejsce degeneracji, bioragc pod uwage rozmaito§¢ funkcji kognitywnych
hipokampa, ma nast¢gpnie wplyw na rodzaj zaburzen behawioru. Stwierdzono tez bardzo
szeroki zakres indywidualnych reakcji zwierzat na procedury eksperymentu. Roéwniez
w przypadku uktadu GABAergicznego per se dla rzetelnej analizy poroéwnawczej
najistotniejsze okazalo si¢ porownywanie tkanek wedlug koordynantow wzgledem Bregmy
aby unikna¢ ryzyka niepeilnych lub fatszywych wnioskéw. Interneurony z ekspresja biatek
wigzacych wapn zdaja si¢ rzeczywiscie podlega¢ ich cytoprotekcyjnemu dziataniu i zostajg
czgsciowo zachowane nawet w miejscach degeneracji neuronow gléwnych, ale -
uwzgledniajac ich lokalne dziatanie w obwodach nerwowych — tatwo wnioskowa¢ o utracie
ich funkcjonalnych wlasciwosci w zdegenerowanej tkance. W pracy analizowano
interneurony z ekspresjg trzech rodzajoéw biatek wigzacych wapn, kalbindyny, kalretyniny, i
parwalbuminy. Cho¢ te populacje komodrek czeSciowo si¢ na siebie nakladaja, 1 wykazuja
cze$ciowy kolokalizacj¢ ekspresji biatek wigzacych, stwierdzono wyraznie inny model reakcji
neuronow na procedury eksperymentow, w zadnym przypadku jednak warunki modelowania
depresji nie doprowadzily do znacznej utraty badanych populacji interneuronow, jesli nie
towarzyszyly temu lokalne zjawiska degeneracji neurondw w ogodlnosci. Stwierdzony
odmienny model reakcji interneuronéw na procedury doswiadczalne dotyczyl raczej zmiany
ich gestosci numerycznej na skutek zastosowanego leku. Amitryptylina wywoluje
najprawdopodobniej modulacje ekspresji biatek wigzacych wapn w neuronach. Zwigkszona
immunoreaktywno$¢ perineuronalna w warstwie komorek gtownych zdaje si¢ potwierdzac

unikalne neurotroficzne wlasciwos$ci amitryptyliny.



