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STRESZCZENIE:

Depresja jest jedna z najpowszechniejszych choréb psychicznych dotykajacych ludzi w
réznym przedziale wiekowym i o statusie ekonomicznym. Czg¢sciej niz dotychczas depresja dotyka
ludzi coraz mtodszych, a leczenie farmakologiczne w tej grupie wiekowej nie jest tatwe. Pomimo
licznych badan nad mechanizmem powstawania depresji nie udata si¢ do konca wyjasni¢ jej
powstawania. Wiadomo jest ze depresja towarzyszy licznym chorobom uktadu nerwowego przez co
czasami utrudnione jest jej leczenie i1 diagnostyka. Ostatnie lata skupiajg si¢ nad wyznaczeniem
potencjalnych genetycznych markerow tej choroby, jednakze wydaje si¢ iz nie jest ona tak silnie
skorelowana z genetyka jak inne choroby psychiczne. Poszukiwanie nowych mechanizmow
taczacych wszystkie dotychczasowe teorie depresji zaprowadzito do wskazania potencjalnej roli
czynnikow epigenetycznych jako tagcznikow migdzy genami a oddziatywaniem $rodowiska. Nasze
badania skupity si¢ na potencjalnej roli MeCP2 w regulacji genu BDNF oraz wplywu innych
czynnikow epigenetycznych jak acH3K9/14, H3K27me2, Sin3a, HDAC2 i HDAC3 na mechanizm
powstawania depresji oraz ich wptyw na farmakoterapie tej choroby. W pracy wykorzystano tkanki
ludzkie post mortem oraz zwierzgce modele depresji: przewlekty tagodny stres (CMS) i usunigcie
opuszek wechowych (OB).

W tkankach ludzkich wykonano oznaczenia biatek metoda Western blot. Zarowno w korze
czolowej jak 1 hipokampie poziom biatka MeCP2 ulegl podwyzszeniu u osob ktore popelnity
samobojstwo. Wzrosty MeCP2 skorelowane sg z jednoczesnym spadkiem biatka BDNF w badanych
strukturach. Jedynie w hipokampie stwierdzono wzrost fosforylacji S421 dla MeCP2. W obydwaoch
strukturach stwierdzono wzrosty HDAC3 czynnika tworzacego kompleks represorowy z biatkiem
MeCP2. Ponadto w hipokampie jak i korze czolowej w grupie badanej odnotowano spadki
acH3K9/14. Podwyzszenie biatka Sin3a w hipokampie 1 HDAC2 w korze czotowej moze sugerowac
odmienny wplyw epigenomu w strukturach mézgu samobojcow.

Model przewleklego tagodnego stresu charakteryzowat si¢ brakiem zmian w poziomie biatka
i genu MeCP2 przy jednoczesnym spadku poziomu ekspresji genu bdnf i poziomu biatka dla
fosforylacji S421 w korze czotowej. Wsrdd oznaczonych czynnikow epigenetycznych w korze
czotowej poziom acetylacji histonu H3 na lizynie 9/14 ulegal zmniejszeniu natomiast w hipokamp
charakteryzowat si¢ zwigkszonym poziomem dimetylacji H3K27. Podania escitalopramu
powodowaty spadek ekspresji genu mecp2 w korze czotowej w grupie kontrolnej. Wzrost poziomu
biatka p-S421-MeCP2 w hipokampie jak i korze czotowej wywolany zostal przez podania

imipraminy 1 escitalopramu. Réwniez podania wenlafaksyny skutkowaty wzrostem poziomu biatka



p-S421-MeCP2 w korze czotowej w grupie stresowanej +lek. Podania imipraminy i wenlafaksyny w
badanych strukturach zwigkszaty ekspresje genu bdnf. Podwyzszony poziom genu bdnf w korze
czotowej zanotowaliSmy po podaniach escitalopramu. Podania wenlafaksyny zwigkszaty poziom
biatka acH3K9/14 w korze czotowej oraz zmniejszaly poziom biatka HDAC2 w hipokampie. Stres
wplywal na zwigkszenie poziomu miRNA 132* i 212* w hipokampie. W korze czotowej
podwyzszeniu ulegata réwniez ekspresja miRNA 212*. Podania lekéw escitalopramu, wenlafaksyny
i olanzapiny regulowato poziom mirl32* i 212* w hipokampie. Olanzapina wptywata na spadki
miRNA 212* w korze czotowe;.

W modelu usunigcia opuszek wechowych tylko w korze czotowej stwierdzono wzrosty biatka
MeCP2 oraz spadki jego fosforylacji. W korze czotowej rowniez stwierdzono spadek poziomu biatka
acH3K9/14 i1 wzrost biatka HDAC2. Podania amitryptyliny prowadzity do spadku poziomu biatka
MeCP2 w hipokampie, a podania fluoksetyny obnizaty poziom tego biatka w korze czotowej. Zmiany
fosforylacji S421 stwierdzono w korze czolowej po podaniach amitryptyliny, fluoksetyny i
wenlafaksyny. Podania wenlafaksyny i fluoksetyny wplywaty na podwyzszenie poziomu genu bdnf
w hipokampie szczuréw operowanych. Podania wenlafaksyny zmniejszaty poziom biatka acH3K9/14
w korze czotowej szczurow OB. Amitryptylina natomiast zmniejszata poziom biatka HDAC2 w
korze czotowej. Usunigcie opuszek wechowych skutkowato wzrostem ekspresji miR212* w
hipokampie. Podania amitryptyliny, Wenlafaksyny i Olanzapiny zmniejszaty ekspresj¢ zard6wno
miRNA 212* jak 1 132* w hipokampie szczur6w modelowanych.

Podsumowujac u 0s6b ktore popetnity samobojstwo jak i u szczurdOw z usunietymi opuszkami
wechowymi stwierdzono wzrost poziomu MeCP2 oraz HDAC2 przy spadku acetylacji histonu 3 na
lizynie 9/14 1 biatka BDNF. Model CMS rzutowal spadkami acetylacji histonu 3 na lizynie 9/14 1
biatka BDNF przy braku zmian w poziomie biatka MeCP2. Zalezno$¢ ta sugeruje podobny
mechanizm dzialania wytworzenia zachowan depresyjnych w modelu OB 1 samobodjcoéw. Ponadto
wykazano iz czynniki epigenetyczne, a w szczegdlnosci acetylacji histonu H3 odgrywaja istotng role
w mechanizmach powstawania depresji. MeCP2 bierze udziat w regulacji BDNF, a badania jego
fosforylacji moga by¢ kolejnym krokiem do wyznaczenia biomarkeréw skuteczno$ci terapii

przeciwdepresyjnej.



SUMMARY:

Depression is one of the most common mental diseases affecting people of different ages and
economic status. Moreover, depression affects younger and younger people, and pharmacological
treatment in this group is not easy. Despite of numerous studies on the mechanism of depression, it
is not fully understand and explained yet. It is known that depression accompanies many diseases of
the nervous system, which sometimes makes its treatment and diagnostics difficult. Recent years have
focused on the determination of potential genetic markers of this disease, however, it seems that it is
not as strongly correlated with genetics as other mental diseases. The search for new mechanisms
combining all current theories of depression led to the indication of the potential role of epigenetic
factors as linkers between genes and the impact of the environment. Our research focused on the
potential role of MeCP2 in the regulation of the BDNF gene and the influence of other epigenetic
factors like acH3K9/14, H3K27me2, Sin3a, HDAC2 and HDAC3 on the mechanism of depression
and their effect on the pharmacotherapy of this disease. Human post-mortem and animal models of
depression like: chronic mild stress (CMS) and removal of olfactory bulbs (OB) were used in the
work.

In human tissues, Western blot protein determinations were performed. Both in the frontal
cortex and the hippocampus, the level of MeCP2 protein was increased in people who committed
suicide. MeCP2 increases are correlated with the simultaneous decrease of BDNF protein in the
examined structures. Only in the hippocampus was the increase in phosphorylation of S421 for
MeCP2. In both structures, the HDAC3 the factor forming the repressor complex with the MeCP2
protein was increase. Moreover, in the hippocampus and frontal cortex, the acH3K9/14 was decreased
in the study group. The increase of the Sin3a protein in the hippocampus and HDAC?2 in the frontal
cortex may suggest a different effect of the epigenome in this structures of the suicide brain.

The model of chronic mild stress was characterized by the lack of changes in the protein and
MeCP2 gene levels with a simultaneous decrease in the expression level of the bdnf gene and the
protein level for phosphorylation of S421 in the frontal cortex. Among the exanimated epigenetic
factors in the frontal cortex, the level of histone H3 acetylation on lysine 9/14 was decreased while
the hippocampus was characterized by an increased level of H3K27 dimethylation. Administration
of escitalopram caused a downregulation mecp2 gene expression in the frontal cortex in the control
group.

The increase protein level of p-S421-MeCP2 in the hippocampus and frontal cortex was
caused by administration of imipramine and escitalopram. Also, venlafaxine administration resulted
in an increase in p-S421-MeCP2 protein in the frontal cortex in the stress group + drug.
Administration of imipramine and venlafaxine in the examined structures upregulate the expression
of the bdnf gene. The elevated level of the bdnf gene in the frontal cortex was noted after the

administration of escitalopram. Venlafaxine administration increased the level of acH3K9/14 protein



in the frontal cortex and decreased HDAC?2 protein in the hippocampus. Stress influenced the increase
of 132 * and 212 * miRNA levels in the hippocampus. In the frontal cortex, miRNA 212 * expression
was also increased. Administration of drugs escitalopram, venlafaxine and olanzapine regulated the
level of mirl32 * and 212 * in the hippocampus. Olanzapine affected the 212 * miRNA declines in
the frontal cortex.

In the model of removal of olfactory bulbs only in the frontal cortex, increases in MeCP2
protein and decreases in its phosphorylation were found. In the frontal cortex, the protein level of
acH3K9/14 and HDAC2 was increased. Administration of amitriptyline led to a decrease protein
level of MeCP2 in the hippocampus, and administration of fluoxetine reduced the level of this protein
in the frontal cortex. Changes in phosphorylation of S421 were found in the frontal cortex after
administration of amitriptyline, fluoxetine and venlafaxine. Administration of venlafaxine and
fluoxetine upregulate the level of the bdnf gene in the hippocampus of operated rats. Venlafaxine
dosing reduced the level of acH3K9/14 in the frontal cortex of OB rats. Amitriptyline, on the other
hand, reduced the HDAC2 protein level in the frontal cortex. Removal of the olfactory bulbs resulted
in an increase in miR212* expression in the hippocampus. Administration of amitriptyline,
venlafaxine and olanzapine reduced the expression of both 212* and 132* miRNAs in the
hippocampus of modeled rats.

In summary, in suicide as well as in rats with removed of olfactory bulbs there was increase
protein level of MeCP2 and HDAC2 with decrease protein of histone 3 acetylation on 9/14 and
BDNF. The CMS model was influenced by the decreases in acetylation of histone 3 on 9/14 and
BDNF protein in the absence of changes in the level of MeCP2 protein. This dependence suggests a
similar mechanism of action for depressive behaviors in the OB model and suicides. In addition, it
has been demonstrated that epigenetic factors, in particular histone H3 acetylation, play an important
role in the mechanisms of depression. MeCP2 is involved in the regulation of BDNF, and studies on
its phosphorylation may be the next step to determine the biomarkers of the effectiveness of

antidepressant therapy.



