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Streszczenie

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia depresja stanowi jedng z najbardziej
rozpowszechnionych chorob na swiecie. Wspodtczesna psychiatria jako definicje
depresji podaje, ze jest to wieloczynnikowe zaburzenie psychiczne zaliczane do
grupy chordb afektywnych. Najczestszg formg leczenia jest farmako- i psychoterapia.
Wiekszos¢ autoréw zgadza sie, ze uposledzenie funkcji seksualnych jest mozliwym
skutkiem ubocznym leczenia farmakologicznego, odnotowanym praktycznie ws$rod
kazdej grupy lekow przeciwdepresyjnych. Wykazano, ze ich toksycznos¢ na komorki
rozrodcze ma fundamentalne znaczenie ze wzgledu na mozliwos¢ zmian
genetycznych komorek przysztych pokoleh. Dlatego, toksycznos¢ Ilekdow
przeciwdepresyjnych staje sie waznym zagadnieniem w kontekscie skutecznosci
leczenia.

Postawiona w niniejszej pracy doktorskiej hipoteza badawcza zaktadata, ze
leki przeciwdepresyjne dziatajg toksycznie wzgledem komorek rozrodczych, co moze
stanowi¢ bezposrednig przyczyne obnizonej meskiej ptodnosci osobniczej. Z tego
powodu, zasadniczym celem naukowym prowadzonych badan byta wieloczynnikowa
ocena potencjalnej toksycznosci lekéw przeciwdepresyjnych (amitryptyliny,
escitalopramu, fluoksetyny, imipraminy, mirtazapiny, olanzapiny, reboksetyny,
wenlafaksyny) na komérki szlaku spermatogenezy (linie komérkowe GC-1 spg i GC-
2 spd) pod wzgledem cech komérkowych, molekularnych i biochemicznych in vitro.

Uzyskane wyniki sugerujg cytotoksyczne witasciwosci lekdw bezposrednio
zalezne od stezenia substancji oraz czasu ekspozycji, zaburzenia réwnowagi
oksydacyjno-redukcyjnej, niewydolno$¢ enzymatycznych oraz nieenzymatycznych
mechanizméw ochrony komorki, uposledzenie funkcji mitochondriéw i spadek
produkcji ATP, zatrzymanie cyklu komoérkowego zwigzane z aktywacjg biatek p21
i p53 oraz Sciezki zaleznej od p16, genotoksyczne wtasciwosci charakteryzujgce sie
uszkodzeniem DNA i nadprodukcjg mikrojgder. Ponadto, odnotowano uruchomienie
wewngtrzkomorkowych mechanizmoéw adaptacyjnych zaangazowanych w naprawe
uszkodzenn DNA, zabezpieczajgcych telomerowe odcinki chromosoméw oraz
stabilizujgcych wrzeciono kariokinetyczne.



Wykorzystane techniki umozliwity czesciowe zrozumienie patomechanizmow
dziatania lekdéw przeciwdepresyjnych i zwigzanej z nimi reprotoksycznosci wzgledem
komorek meskiego uktadu rozrodczego. Niewatpliwie opracowanie nowych podejs¢
terapeutycznych ukierunkowanych na zwiekszenie skutecznosci lub tolerancji juz
istniejgcych lekow jest bardzo istotne. Cel ten mozna zrealizowaC poprzez rozwoj
produktow leczniczych przy pomocy narzedzi biotechnologii, a z punktu widzenia
klinicznego, wazne jest zaproponowanie odpowiedzi na pytanie, ktory z lekow
przeciwdepresyjnych ma bardziej korzystny profil dziatan niepozgdanych w stosunku

do komorek meskiego uktadu rozrodczego



Abstract

According to the World Health Organization, depression is one of the most
widespread diseases in the world. Contemporary psychiatry as a definition
of depression states that it is a multifactorial mental disorder classified within the
group of affective disorders. The most common form of its treatment
is pharmacotherapy and psychotherapy. Most authors agree that sexual dysfunctions
are a possible side effects of pharmacological treatment, recorded in every group
of antidepressants applied in current treatment. It has been shown that their toxicity
to reproductive cells is fundamental due to the possibility of genetic changes in the
cells of future generations. Therefore, the toxicity of antidepressants becomes
an important issue in the context of treatment efficacy.

The research hypothesis presented in this dissertation assumed that
antidepressants are toxic to reproductive cells, which may be a direct cause
of decreased male fertility. For this reason, the main scientific goal of the conducted
research was the multilevel evaluation of the potential toxicity of antidepressants
(amitriptyline, escitalopram, fluoxetine, imipramine, mirtazapine, olanzapine,
reboxetine, venlafaxine) on the cells of the spermatogenesis pathway (GC-1 spg and
GC-2 spd) in cellular, molecular and biochemical features in vitro.

Obtained results suggest cytotoxic properties of drugs directly related to the
drug concentration and exposure time, disturbances in redox balance, failure
of enzymatic and non-enzymatic cell protection mechanisms, impairment
of mitochondrial functions and decrease in ATP production, cell cycle arrest
associated with activation of p21 and p53 proteins and pl6-dependent pathway,
genotoxic properties characterized by DNA damage and overproduction
of micronuclei. In addition, the initiation of intracellular adaptation mechanisms
involved in the repair of DNA damage, protecting telomere fragments
of chromosomes and stabilizing kariokinetic spindles were noted.

The techniques used in this study have made it possible to partially
understand the pathomechanisms of the action of antidepressants and their



associated reprotoxicity towards cells of the male reproductive system. Undoubtedly,
the development of new therapeutic approaches aimed at increasing the
effectiveness or tolerance of existing drugs is very important. This goal can
be achieved through the development of medicinal products using biotechnology
tools, and from a clinical point of view, it is important to propose an answer to the
question of which of the antidepressants has a more favorable profile of side effects

in relation to the cells of the male reproductive system.
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alfa-2a
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BCA
BSA
C6
CDK
cDNA
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DHE
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DMSO
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receptor alfa-2-adrenergiczny (ang. alpha-2 adrenergic receptor)
amitryptylina (ang. amitriptyline)

adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine-5*triphosphate)

kwas bicinchoninowy (ang. bicinchoninic acid)

albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)
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kinazy cyklinozalezne (ang. cyclin-dependent kinase)
komplementarny DNA (ang. complementary DNA)
4-amino-5-metyloamino-2',7'-difluorofluoresceina

(ang. 4-Amino-5-methylamino2’, 7*-difluorofluorescein)
4',6-diamidyno-2-fenyloindol (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole)
dihydroetydyna (ang. dihydroethidium)

medium do hodowli komorek (ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
sulfotlenek dimetylu (ang. dimethyl sulfoxide).

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

bufor DPBS (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)

system klasyfikacji zaburzeh psychicznych

(ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)
wersenian disodu (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

czynnik transkrypcyjny Egr-1 (ang. early growth response protein 1)
siateczka srdédplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)

kinazy aktywowane miogenami

(ang. extracellular signal-regulated kinases)

escitalopram (ang. escitalopram)

ptodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum)

czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor 2)
izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)
fluoksetyna (ang. fluoxetine)
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GBM8401
GC-1 spg
GC-2 spd
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H460

HCC

HE
Hep3B

hMSC

Hs683
HT-22

ICD-10

IMI
LPD
MAOIs
MAPK

MCF-7
MDD
MIR
MN
MTT

NF-kB

NuMa
oLz

linia komorek glejaka wielopostaciowego (ang. cellosaurus cell line)
linia spermatogonii typu B (ang. spermatogonia cell line)
linia spermatocytéw (ang. spermatocyte cell line)
receptor glukokortykoidowy (ang. glucocorticoid receptor)
linia komorek nowotworowych ptuc

(ang. non-small-cell lung cancer cell line)

linia komoérek raka watrobowo-komdrkowego

(ang. human hepatocellular carcinoma cell line)
hematoksylina/eozyna (ang. hematoxylin /eosin)

linia komorek raka watrobowo komérkowego

(ang. hepatocellular carcinoma cell line)

ludzkie mezenchymalne komoérki macierzyste

(ang. human mesenchymal stem cells)

linia komorek glejaka (ang. brain glioma cell line)

linia mysich komorek hipokampa

(ang. mouse hippocampal neuronal cell line)

miedzynarodowy system diagnozy nozologicznej (ang. International

Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems)
imipramina (ang. imipramine)

leki przeciwdepresyjne, antydepresanty, tymoleptyki

inhibitory monoaminooksydazy (ang. monoamine oxidase inhibitors)
kinazy aktywowane mitogenami

(ang. mitogen-activated protein kinases)

linia komorek ludzkiego raka piersi

(ang. human breast adenocarcinoma cell line)

duze epizody depresyjne (ang. major depressive disorder)
mirtazapina (ang. mirtazapine)

mikrojgdra (ang. micronuclei)

bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu

(ang. thiazolyl blue tetrazolium bromide)

czynnik transkrypcyjny NF-kB

(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
biatko sktadowe centrosomu (ang. nuclear mitotic apparatus protein)

olanzapina (ang. olanzapine)
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REB
RFA
RFT
RFU
RNA
RT
SCP1

SCP3
SD
SDS

SDS-PAGE

SERT
SK-Hepl

SNRIs

SSRIs

TCA

TEMED
TRF1

TRF2

U-87 MG
VEN

bufor PBS (ang. Phosphate Buffered Saline)

linia komodrek wyprowadzona z guza chromochtonnego nadnerczy
szczura (ang. rattus norvegicus adrenal gland pheochromocytoma)
reboksetyna (ang. reboxetine)

reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species)
reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

jednostka wzglednej fluorescencji (ang. relative fluorescence unit)
kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

temperatura pokojowa (ang. room temperature)

biatko kompleksu synaptonemalnego 1

(ang. synaptonemal complex protein 1)

biatko kompleksu synaptonemalnego 3

(ang. synaptonemal complex protein 3)

odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

laurylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

elektroforeza w warunkach SDS-PAGE

(ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
transporter serotoniny (ang. serotonin transporter)

linia komérek raka watrobowo-komdrkowego

(ang. hepatic adenocarcinoma cell line)

inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny

(ang. serotonin norepinephrine reuptake inhibitor)

selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny

(ang. selective serotonin reuptake inhibitors)

trojcykliczne leki przeciwdepresyjne, leki trojpierscieniowe

(ang. tricyclic antidepressants)

N'-tetrametyloetylenodiamina (ang. tetramethylethylenediamine)
bialko kompleksu telomerowego 1

(ang. telomeric repeat-binding factor 1)

bialko kompleksu telomerowego 2

(ang. telomeric repeat-binding factor 2)

linia komorek glejaka wielopostaciowego (ang. glioblastoma cell line)

wenlafaksyna (ang. venlafaxine)
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1. Wstep

1.1. Depresja—wprowadzenie

Wedlug Amerykanskiego Narodowego Instytutu Zdrowia Psychicznego
zaburzenia nastroju, a wsrdd nich duze epizody depresyjne (ang. MDD — major
depressive disorder) sg znaczgcym problemem zdrowotnym o zasiegu globalnym.
Dane pismiennictwa sugerujg, ze blisko 20 % kobiet oraz 12 % mezczyzn jest
leczonych z ich powodu [1-4]. Zrozumienie natury oraz przyczyn zaburzen
depresyjnych stanowito przedmiot licznych dyskusiji i intensywnych badan ostatniego
wieku [4, 5]. Do dzis w sSwiatowym piSmiennictwie mozna odnalez¢ wiele
sprzecznych informacji co do samej etiologii depresiji jak i jej objawéw. Niemniegj,
naukowcy zgodnie twierdzg: depresja destruktywnie wptywa na jakosS¢ zycia
codziennego i wydajno$¢ pracy przez co chorzy czesto czujg sie wyobcowani
w swoim srodowisku [6].

Depresja zaliczana jest do grupy choréb afektywnych, w ktérych okresowo
wystepujg zaburzenia nastroju, emocji i aktywnosci psychoruchowej. Najczesciej
pacjenci uskarzajg sie na brak energii i motywacji do dziatania oraz utrate zdolnosci
do odczuwania przyjemnosci [7, 8]. Skuteczne rozpoznanie oraz leczenie zaburzen
depresyjnych jest stosunkowo trudne. Nie ma doktadnych badan laboratoryjnych
wykorzystywanych w diagnostyce depresji. Najprawdopodobniej dlatego, ze depresja
jest chorobg wieloczynnikowg, wywotywang przez potgczenie i czesto akumulacje
zaburzen  systemow  biologicznych,  genetycznych, ekologicznych  oraz
psychologicznych (Fig. 1.1.) [9]. W praktyce, rozpoznanie opiera sie na badaniu
stanu zdrowia psychicznego w oparciu o kryteria zawarte w aktualnych systemach
klasyfikacyjnych. Sg to: miedzynarodowy system diagnozy nozologicznej ICD-10
(ang. International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems) opracowany przez Swiatowg Organizacje Zdrowia oraz system klasyfikacji
zaburzen psychicznych DSM5 (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders) opracowany przez Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne. W oparciu

14



o zdobyte informacje w trakcie wywiadu lekarskiego, farmakoterapia o0so6b

z zaawansowang depresjg moze charakteryzowac sie duzg skutecznoscig [10, 11].
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Fig. 1.1. Objawy psychiczne oraz somatyczne zaburzen depresyjnych (opracowanie

wiasne).

Depresja to nie tylko problem medyczny oraz spoteczny ale réwniez
ekonomiczny. Zaliczana jest do chordb o zasiegu globalnym, niezaleznie od ptci,
wieku, rasy oraz statusu spotecznego. Dotychczasowe metody leczenia sg
niewystarczajgce [12, 13]. Nawracajgce epizody depresyjne generujg wzrost kosztéw
leczenia. Szacuje sie, ze u okoto 40 % zdiagnozowanych pacjentéw odnotowano
nawrét choroby w ciggu 6 miesiecy po zakonczeniu leczenia farmakologicznego [1].
Stad, identyfikacja nowych czynnikow ryzyka oraz biomarkeréw choroby stanowi
jedno z najwiekszych wyzwan dla swiatowego zdrowia psychicznego [14].
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1.2. Leki przeciwdepresyjne: definicja, podzial, mechanizm
dziatania.

W chwili obecnej leczenie zaburzen depresyjnych opiera sie gtéwnie na
stosowaniu indywidualnie dobranych lekéw przeciwdepresyjnych, jak rowniez w wielu
przypadkach psychoterapii. Wykorzystywane antydepresanty, tymoleptyki (LPD)
stanowig niejednolitg grupe lekow pod wzgledem budowy chemicznej
i mechanizmoéw dziatania. Zasadniczo sg to substancje chemiczne stosowane
gtéwnie w leczeniu zaburzeh nastroju. Poza leczeniem depresiji leki te sg czasami
stosowane w opanowaniu niektorych uzaleznien, leczeniu stanow lekowych,
przewlektego bolu, zaburzen snu i niektorych innych zaburzen, nie zawsze
zwigzanych bezposrednio z depresjg. Co wiecej, leki przeciwdepresyjne sg czesto
stosowane w potgczeniu ze sobg, w formie terapii skojarzonej [5, 15, 16].

Farmakoterapia  zaburzen  depresyjnych moze  obejmowacC  leki
przeciwdepresyjne pierwszej generacji (tréjpierscieniowe leki przeciwdepresyjne
i inhibitory oksydazy monoaminowej) oraz stosunkowo niedawno opracowane leki
przeciwdepresyjne drugiej generacji (selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego
serotoniny-SSRI oraz inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i norepinefryny-
SNRI). Kazda z pieciu gtéwnych grup lekdw przeciwdepresyjnych charakteryzuje sie
réznym profilem korzysci, ryzyka i odpowiedniego zastosowania. Niektore leki moga
by¢ uwazane za preferowane, jednakze ostateczny wybor leku zalezy od objawodw,
historii leczenia i wspotistniejgcych zaburzen psychicznych [16, 17].

Mechanizm dziatania wiekszosci z tych $rodkéw jest stabo poznany. Leki
poprawiajg nastroj pacjentéw i dziatajg, przynajmniej czesciowo, poprzez zmiane
poziomu substancji chemicznych w mobzgu (neuroprzekaznikéw), takich jak
serotonina, noradrenalina lub dopamina w osrodkowym uktadzie nerwowym. To
wiasnie niektére neuroprzekazniki, jak serotonina i noradrenalina, sg powigzane
z nastrojem i emocjami. Neuroprzekazniki wptywajg rowniez na sygnaty bolowe
wysytane przez nerwy, co moze wyjasniac, dlaczego niektore leki przeciwdepresyjne
sg stosowane niezgodnie z przeznaczeniem i mogg poméc tagodzi¢ dtugotrwaty bol
[17].

Leki przeciwdepresyjne zostaty podzielone w zaleznosci od tego, jak wptywajg
na funkcje moézgu. Podczas gdy leki przeciwdepresyjne w obrebie jednej grupy majg

podobne skutki uboczne i mechanizmy dziatania to istniejg zasadnicze réznice w ich
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strukturach, ktore mogg wptywaé miedzy innymi na to, jak dobrze lek jest tolerowany

u réznych ludzi.

1.3. Skutki uboczne lekéw przeciwdepresyjnych

Skuteczno$¢ antydepresantéw pierwszej i drugiej generaciji jest podobna [18].
Leki wykazujg opodzniony efekt terapeutyczny. Oznacza to, iz pierwsze oznaki
poprawy pojawiajg sie po 10 - 14 dniach stosowania leku, natomiast petny efekt
terapeutyczny obserwowany jest po okoto 4 tygodniach u wiekszosci pacjentow
[4, 19-21]. Wiadomo, ze oprocz wptywu na centralny uktad nerwowy (gtéwnie mézg)
antydepresanty mogg wywieraC wiele efektow ubocznych na tkanki obwodowe.
Efektami ubocznymi leczenia farmakologicznego sg tzw. dziatania niepozgdane
lekébw (ang. ADR — adverse drug reaction), potocznie efekty uboczne lub skutki
uboczne [5]. Z podstawowej definicji sg to wszelkie szkodliwe lub niepozgdane
reakcje, wynikajgce ze stosowania produktu leczniczego [22]. Stosowanie
konkretnego leku przeciwdepresyjnego w okreslonym przypadku klinicznym zalezy
bezposrednio od profilu farmakologicznego leku i moze by¢ zwigzane z odmiennym
stopniem zaburzen [4]. Do najczesciej wystepujgcych objawéw ubocznych
towarzyszgcych stosowaniu LPD nalezg efekty cholinolityczne, np.: wysychanie bton
Sluzowych jamy ustnej i drog oddechowych, zaburzenia ostrosci widzenia oraz efekty
adrenergiczne takie jak zaburzenia akcji serca. Na poziomie komdrkowym,
odnotowano miedzy innymi dziatanie genotoksyczne, zaburzenia w procesie mitozy
i mejozy a takze aberracje chromosomowe oraz uszkodzenia DNA [6, 8, 19, 23, 24].

Dziatania niepozgdane lekdbw mogg stanowi¢ powazng przeszkode
w skutecznym leczeniu depresji. W wiekszosci przypadkow efekty uboczne lekéw
przeciwdepresyjnych sg odwracalne na skutek zmniejszenia dawki stosowanych
lekéw [5, 18, 25], aczkolwiek w wielu przypadkach zmniejszenie dawki moze
prowadzi¢ do zahamowania efektu terapeutycznego [26]. Niestety aktualne metody
oceny negatywnego wptywu antydepresantéw na zdrowie i funkcjonowanie cztowieka
sg zazwyczaj ukierunkowane na wykrywanie skutkow, a nie mechanizméw ich
dziatania [27].
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Ponadto, leki przeciwdepresyjne mogg mieC negatywny wptyw na catoksztatt
reakcji seksualnych cziowieka, ktére z kolei mogg znaczaco wptywac na jakosé
zycia, poczucie wiasnej wartosci oraz stan zdrowia psychicznego [28, 29].
Czestotliwos¢ wystepowania zaburzehn seksualnych zwigzanych z LPD rézni sie
znaczgco pomiedzy badaniami, przez co trudno jest doktadnie oceni¢ ich
wystepowanie. Odnotowane problemy dotyczg zmniejszonego popedu piciowego,

obnizonej pobudliwosci seksualnej oraz problemédw z utrzymaniem erekcji

mata liczba plemnikéw

morfologiczne
nieprawidtowosci plemnikéw

zmniejszona ruchliwos¢
plemnikéw

zahamowanie
spermatogenezy

i opéznionym wytryskiem (Fig. 1.2.) [30, 31].

zmniejszony poped
seksualny (libido)

zmniejszona reakcja
pobudzenia fizjologicznego

problemy w osiggnieciu
satysfakcji seksualnej

niezdolnos¢ do
utrzymania erekcji

Fig. 1.2. Najczesciej obserwowane seksualne skutki uboczne stosowania lekow

przeciwdepresyjnych u mezczyzn (opracowanie wiasne).

Seksualne skutki uboczne leczenia depresji odnotowano praktycznie wsréd
kazdej grupy lekdw przeciwdepresyjnych. Wyniki badan sugerujg, iz leki
przeciwdepresyjne nowej generacji wykazujg bardziej korzystny profil dysfunkciji
seksualnych w poréwnaniu do innych lekow przeciwdepresyjnych [32, 33].
Wiekszos¢ antydepresantow zmienia stezenie serotoniny, dlatego powszechnie
uwaza sie, ze jej podwyzszony pozom obniza funkcje seksualne. Stosowanie lekow
moze prowadzic do bezposredniego uszkodzenia btony komorkowej oraz
integralnosci komoérkowego DNA, tym samym powodujgc redukcje liczby plemnikow,

zaburzenia ruchliwosci oraz anomalie dotyczgce wyglgdu morfologicznego [34, 35].
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Biorgc pod uwage powyzsze, wydaje sie, ze to wiasnie toksycznosc lekdw
wobec komorek rozrodczych ma fundamentalne znaczenie ze wzgledu na mozliwosc

ich transmisji do przysztych pokolen [36, 37].

1.3.1. Tréjcykliczne leki przeciwdepresyjne (TCAS)

Leki trojpierscieniowe (ang. tricyclic antidepressants, TCAs) sg powszechnie
stosowane w przypadkach stwierdzenia zaburzen depresyjnych, stanow lekowych
oraz migreny [38]. Potencjalne skutki uboczne lekow trojpierscieniowych sg bardzo
powazne, szczegolnie w sytuacji przekroczenia zalecanych dawek. Typowe efekty
niepozagdane mogg obejmowac: sucho$¢ w jamie ustnej, sennosé, zawroty i bdle
glowy oraz arytmie [39]. W przypadku dysfunkcji seksualnych, najczesciej
odnotowywane objawy dotyczg (czestotliwos¢ 30 %): zmniejszone libido, zaburzenia
erekcji [4] oraz opdzniony wytrysk [4, 5]. Z kolei wtorne efekty odnotowane
w mniejszym stopniu dotyczg zmniejszenia nocnych erekcji [30], bolesnej ejakulaciji
[30, 40, 41] oraz trudnosci z osiggnieciem orgazmu [42]. W istocie, dziatania lekow
trojpierscieniowych prowadzg do znacznych, lecz odwracalnych zaburzeh w procesie
spermatogenezy [30, 43]. Kontynuujgc, badania nad lekami przeciwdepresyjnymi
wskazujg na ujemng korelacje miedzy jakoscig nasienia i TCAs [44, 45].

W  dostepnym  piSmiennictwie  zostaty = udokumentowane przyktady
strukturalnych oraz liczbowych nieprawidtowosci chromosomowych w komdrkach
somatycznych i rozrodczych [23]. Dodatkowo, obserwowano zmniejszenie indeksu
mitotycznego, spadek liczby podziatbw mejotycznych oraz liczne zaburzenia
morfologiczne plemnikow. Wszystkie nieprawidtowosci sg bezposrednio zwigzane

z dawkami stosowanych lekow [23, 24].

1.3.2. Inhibitory monoaminooksydazy (MAOQIs)

Leki z grupy MAOIs (ang. monoamine oxidase inhibitors) nalezg do
najstarszych lekow przeciwdepresyjnych — tzw. lekdw pierwszej generacji. Starsze
leki przeciwdepresyjne majg na ogot wyzszy wskaznik efektéw ubocznych

w kontekscie zaburzen seksualnych niz nowsze leki drugiej generacji [14, 25, 26, 46].
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Dziatania niepozgdane MAOQOIs czesto obejmujg: sennosc¢, zawroty gtowy, bole
miesni, mdtosci, zmeczenie, trudnosci z zasypianiem oraz w rzadkich przypadkach
niebezpieczny wzrost cisnienia krwi [47]. Aktualne badania wskazujg, ze MAOIs
mogg powodowacC zaburzenia seksualne zwigzane ze zmniejszonym libido,
trudnosciami z osiggnieciem orgazmu oraz utrzymaniem erekcji (czestotliwosc¢ 40 %)
[30, 47]. Badania na zwierzetach wskazujg, ze dziatania niepozgdane wystepujgce
u osobnikdéw dorostych sg odwracalne w sposob bezposrednio zalezny od dawki.
Oprécz tego, dane wskazujg, ze leki tej grupy powodujg zmniejszenie ilosci
plemnikéw, prowadzgc w pewnym stopniu do zahamowania procesu

spermatogenezy u mezczyzn oraz roznych modeli zwierzecych [48].

1.3.3. Selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRIs)

SSRI (ang. selective serotonin reuptake inhibitor) stanowig grupe najnowszych
antydepresantow pierwszego wyboru [49-51]. Leki nalezgce do tej grupy majg mniej
skutkow ubocznych niz starsze leki przeciwdepresyjne, jednakze nie sg ich
catkowicie pozbawione [52]. Najczes$ciej wystepujgce efekty ubocze to bdle gtowy,
mdiosci, podenerwowania, bezsennosé, nadmierne pocenie oraz ziewanie [53].
W dostepnym pismiennictwie odnotowano réwniez przypadki seksualnych skutkow
ubocznych zwigzanych z stosowaniem lekow z grupy SSRI
(czestotliwos¢ 25 % - 73 %) [25, 29, 52, 54]. Randomizowane, kontrolowane pod
wzgledem placebo, wielokrotnie slepe badania poréwnawcze przeprowadzone na
ludziach [55-58] wyszczegdlniajg najczestsze z nich: zmniejszenie popedu ptciowego
(libido) [5, 30, 59-62], zmniejszenie reakcji pobudzenia fizjologicznego — spadek
erekcji u mezczyzn oraz problemy z osiggnieciem zaspokojenia seksualnego [30, 59,
63].

Druga grupa badan =z kolei, koncentruje sie gtownie na dziataniach
niepozagdanych w stosunku do parametrow nasienia [26, 35]. Doswiadczenia
prowadzone na zwierzetach wskazaty wyraznie negatywny wptyw lekdw na jakosc¢
nasienia (ruchliwos¢ plemnikéw), a takze zaburzenia dotyczgce liczby chromosoméw
(trisomie i polisomie) oraz uszkodzenia integralnosci DNA, sugerujgc plemnikobdjcze
dziatanie SSRI [15, 19]. Kazdy parametr analizowanego nasienia byt istotnie
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skorelowany z czasem leczenia [30, 35, 43, 54]. Niezaleznie od roznic pomiedzy
SSRI, wszystkie wydajg sie mie¢ opozniony mechanizm dziatania terapeutycznego,

natomiast skutecznos¢ ich dziatania zdaje sie by¢ bardzo zblizona [64].

1.3.4. Inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (SNRISs)

SNRI (ang. serotonin norepinephrine reuptake inhibitor) stanowig grupe lekow
skutecznych w tagodzeniu objawow depresji. Tak jak wiekszo$¢ lekow
przeciwdepresyjnych, SNRI dziatajg poprzez zwigkszenie neurotransmis;ji
serotoninergicznej i noradrenergicznej, natomiast istotne dziatania niepozgdane
czesciowo ustepujg po kilku tygodniach leczenia. Najczesciej wystepujgce objawy to
gtdbwnie podwyzszone cisnienie krwi, nudnosci, zawroty i bole gtowy, nadmierne
pocenie sie oraz zmeczenie [65, 66].

Z punktu widzenia zaburzen seksualnych, pacjenci stosujgcy leki SNRI
tolerujg je stosunkowo dobrze [5]. Zgtaszane seksualne skutki uboczne lekow
z grupy SNRI dotyczg najczesciej zmniejszenia popedu piciowego, trudnosci
z osiggnieciem orgazmu lub niemoznosci utrzymania erekcji
(czestotliwosc¢ 58 % - 70 %) [30, 49, 67].

Podsumowujgc, pomimo wzglednego bezpieczenstwa stosowania lekow
przeciwdepresyjnych, badania sugerujg, ze mogg one powodowac¢ niezamierzone
skutki uboczne. Zaburzenia funkcji seksualnych w istotny sposob negatywnie
wptywajg na jakosc zycia, poczucie wiasnej wartosci, niepokoj oraz relacje seksualne
z partnerem [8, 26].

Rosngca Swiadomos¢ dotyczgca skutkow ubocznych lekow
przeciwdepresyjnych  doprowadzita do  préb  wprowadzenia  substanciji
wspomagajgcych lub terapii alternatywnych. Istniejgce pismiennictwo potwierdza
zaburzenia seksualne jako mozliwy efekt uboczy leczenie farmakologicznego
depresji jednakze brak szczegdétowych doniesien na temat mechanizmoéw dziatania
antydepresantow w stosunku do komoérek uktadu rozrodczego zacheca do podjecia

badan w tym zakresie [4, 30].

Nie jest jasne, czy skutki uboczne stosowania lekéw przeciwdepresyjnych
wynikajg gtéwnie z ich bezposrednich efektéw farmakologicznych [26].
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Prawdopodobnie leki przeciwdepresyjne mogg bezposrednio wptywaé na ptodnosc
mezczyzn poprzez zaburzenia produkcji plemnikéw lub posrednio, zmieniajgc
rownowage hormonalng i funkcjonowanie seksualne. Wiekszos¢ efektow ubocznych
jest odwracalna po krotkotrwatym stosowaniu lekow z nielicznymi wyjgtkami, ktorych
skutki mogg byc¢ trwate. Wiele lekdw, ktérych stosowanie wydaje sie nie miec
zadnego wptywu na podstawowe parametry nasienia w rzeczywistosci moze
wptywa¢ na ptodnos¢ i jako$¢ nasienia poprzez bardziej subtelne mechanizmy
powodujgc uszkodzenia DNA. W przysztosci, metody diagnostyczne oparte na
modelowych uktadach in vitro spermatogenezy, bedg stanowity istotne narzedzie do
petniejszego poznania mechanizmdéw molekularnych zwigzanych z wystepowaniem

skutkoéw ubocznych podczas leczenia przeciwdepresyjnego.
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2. Cel pracy i hipoteza badawcza

Cel prowadzonych badan:

Zasadniczym celem naukowym planowanych badan byta ocena potencjalnej
toksycznosci lekodw przeciwdepresyjnych o réznym mechanizmie dziatania na
komorki szlaku spermatogenezy, a w szczegolnosci uzyskanie odpowiedzi na szereg

nastepujgcych pytan:

- W jakim stopniu badane leki wptywajg na zywotnos¢, proliferacje oraz réwnowage
oksydacyjno-redukcyjng mysich linii komorkowych (GC-1spg i GC-2spd)?

- Czy badane leki powodujg uszkodzenia materiatu genetycznego na poziomie
molekularnym?

- Czy i w jakim stopniu badane leki wptywajg na zmiane aktywnosci kluczowych
gendw zwigzanych z tworzeniem wrzeciona kariokinetycznego podczas pierwszego
podziatu mejotycznego?

-Jaki jest mechanizm toksycznosci badanych lekow na komorki szlaku

spermatogenezy?

Hipoteza badawcza:

- Leki przeciwdepresyjne dziatajg toksycznie wzgledem komdérek rozrodczych,

co moze stanowi¢ bezposrednig przyczyne obnizonej meskiej ptodnosci osobnicze;.
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3. Materialy i metody

3.1. Materiatl doswiadczalny

Materiat do badan stanowity dwie komercyjnie dostepne mysie linie komoérkowe:
e linia spermatogonii typu B (GC-1 spg) (ATCC: CRL-2053, USA)
e linia spermatocytow (GC-2 spd) (ATCC: CRL-2196, USA)

Low Density

Fig. 3.1. Zdjecie mikroskopowe badanych linii komérkowych, a) GC-1 spg, b) GC-2
spd (zrodto: ATCC).
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Leki przeciwdepresyjne wykorzystane do badan Tab. 3.1. (Cayman Chemical, USA):

Tab. 3.1. Charakterystyka lekow przeciwdepresyjnych.

Nazwa leku

Stosowany

skrot

Charakterystyka

amitryptylina

AMI

PRODUCT INFORMATION

Amitriptyline (hydrochloride)
Item No. 15881

CAS Registry No.: 549-18-8

Formal Name:  3-(10,11-dihydro-5H-dibenzola,d]
cyclohepten-5-ylidene)-N.N-dimethyl-
1-propanamine, monohydrochloride

Synonyms: NIH 10794, Ro 4-1575
MF: CagHasN » HCI

FW: 3139 N HOI
Purity: 298%

UV/Vis:: At 239 0m .
Supplied as: A crystalline solid N
Storage: -20°C

Stability: 22 years

Information represents the product specifications. Batch specific analytical results are provided on each certificate of analysis.

escitalopram

ESC

PRODUCT INFORMATION

Escitalopram
Item No. 22405

CAS Registry No.: 128196-01-0

Formal Name: (15)-1-[3-(di i ]-1-(4 h \ E
1,3-dihydro-5-i nitril N—_

Synonym: (S)-Citalopram v4 ‘\ \\(

MF: CaoHyyFN,0 \7/

Fw: 3244 T

Purity: 298%

UV/Vis:: Apact 241 nm

Supplied as: A solution in ethanol

Storage: -20°C NG

Stability: >1 year

Information represents the product specifications. Batch specific analytical results are provided on each certificate of analysis.

—

Ca;f'nan

fluoksetyna

FLU

PRODUCT INFORMATION

Fluoxetine (hydrochloride)
Item No. 14418

CAS Registry No.: 56296-78-7
Formal Name: N-methyl-y-[4-(trifluoromethyl)

phenoxy]-benzenepropanamine, H
monohydrochloride 5 )
Synonym: LY110140 ~
MF: Cy7HygFsNO o HCI
Fw: 345.8 - *HQa
Purity: 298% .
UV/Vis. Ao 226, 268, 276 nm
Supplied as: A crystalline solid
Storage: -20°C
Stability: 22 years

imipramina

IMI

Product Information

Imipramine (hydrochloride)
Item No. 15890

CAS Registry No: 113520
Formal Name: 10,11-dihydro-
dibenz[b,flazcp

monohydrochlo

Synonyms: Melipramine, Tofranil

MEF: CHyN, « HCI

FW: 3169 +HCI
Purity: 298%

Stability: 22 years at -20°C W
Supplied as: A erysalline solid ‘
UV/Vis.: Ayt 212,250 nm

-

Cagyman
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mirtazapina

MIR

PRODUCT INFORMATION

Mirtazapine
Item No. 19994

CAS Registry No.: 85650-52-8 /

Formal Name: 1,2,3,4,10,14b-hexahydro-2-methyl- N
pyrazino|2,1-a]pyrido[2,3-c][2]benzazepine

Synonyms: 6-Azamianserin, ORG 3770

MF: Cy7HioN, N

FW: 265.4 N~

Purity: 298% (/ M\ )

UV/Vis.: :293 nm s o

Supplied as: :‘\"?:yslalline solid = =

Storage: -20°C

Stability: As supplied, 2 years from the QC date provided on the Certificate of Analysis, when

stored properly

[<

Cayman

olanzapina

oLz

PRODUCT INFORMATION

Olanzapine
Item No. 11937

CAS Registry No.: 132539-06-1 7

Formal Name: 2-methyl-4-(4-methyl-1-piperazinyl)-10H- N
thieno[2,3-b][1,5]benzodiazepine (\

Synonym: LY170053 \é

MF: CyyHyoN4g N\{

Fw: 3124 —

Purity: >98% -

UV/Vis.: Aot 226,272 nm //< ﬂ\

Supplied as: A crystalline solid N

Storage: -20°C | s

Stability: 22 years "

Information represents the product specifications. Batch specific analytical results are provided on each certificate of analysis.

L

Caﬁnan

reboksetyna

REB

Product Information

Reboxetine (mesylate)
Item No. 15038

CAS Registry No.:  98769-84-7
Formal Name: (2R)-rel-2-[(R)-(2-ethoxyphenoxy)
phenylmethyl]-morpholine,

K\o o
methanesulfonate
Synonyms: Davedax, Edronax, FCE 20124, N o
PNU 155950E H
MF: C,,H,;NO, * CH,SO,H
FW: 409.5

Purity: 298% +CH,SOH
Stability: 22 years at -20°C.

Supplicd as: A crysalline solid

UV/Vis.: Tt 276 nm

—
&

Cayman

wenlafaksyna

VEN

PRODUCT INFORMATION

Venlafaxine (hydrochloride)
Item No. 11567

CAS Registry No.: 99300-78-4

Formal Name: 1-[2-(dimeth: ino)-1-(4 heny ‘/ h h
ethyl]-cyclohexanol, monohydrochloride {

Synonym: Wy 45030 S /\N/

MF: Cy;H,,NO, o HCI |

FW: 313.9

Purity: 298% *HCI

Supplied as: A neat solid

Storage: -20°C

Stability: 25 years 0.

Special Conditions: Light sensitive
Information represents the product specifications. Batch specific analytical results are provided on each certificate of analysis.

—
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Cayman

Wszystkie leki zostaly rozpuszczone w DMSO (Sigma, Niemcy) zgodnie

z kartg charakterystyki

(szczegodtowa informacja ponizej).

substancji chemicznej dotgczonej przez producenta
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3.2. Metody

3.2.1. Hodowla in vitro linii komérkowych GC-1 spg oraz GC-2 spd

Odczynniki:
a) medium hodowlane DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

zawierajgce glukoze 4.5 g/L, czerwien fenolowg, weglan oraz pirogronian
sodu, filtrowane (0.2 um) (Corning, USA),

b) ptodowa surowica bydleca FBS (ang. Fetal Bovine Serum) inaktywowana
termicznie (Biowest, Francja),

c) mieszanina antybiotykéw z L-glutaming 100x (Biowest, Francja):
- L-glutamina: 29.2 mg/ml,
- penicylina G: 10 000 U/ml,
- streptomycyna: 10 mg/ml,

d) bufor PBS (ang. Phosphate Buffered Saline) (Gibco, USA),

e) 0.25% roztwor trypsyny z 0.02% dodatkiem EDTA (Thermo Fisher Scientific,
USA).

Wykonanie:

Pierwszym etapem przy pracy z liniami komérkowymi byto przygotowanie
petnego medium hodowlanego w sterylnych warunkach. W tym celu, podtoze DMEM
(przechowywane w 4°C i ogrzewane do temperatury 37°C tuz przed uzyciem) zostato
uzupetnione 10 % FBS oraz 1x mieszaning antybiotykow z L-glutaming. Catos¢
doktadnie wymieszano, a nastepnie do butelek hodowlanych o powierzchni 25 cm?
wprowadzono 5 ml petnego medium DMEM. Do tak przygotowanych butelek
wprowadzono komorki linii GC-1 spg oraz GC-2 spd bezposrednio po ich
rozmrozeniu w fazni wodnej w temperaturze 37°C. Hodowle in vitro prowadzono
w inkubatorze w temperaturze 37°C z 5 % atmosferg CO, i 95 % wilgotnoscig
(Galaxy 170 R New Brunswick, USA). Medium hodowlane byto zmieniane co 48h. Po
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osiggnieciu ~80% konfluencji komorki pasazowano. W tym celu powierzchnia butelki
zostata przemyta niewielkg iloscig buforu PBS (1 ml), a nastepnie dodano 0.25 %
roztwor trypsyny (1 ml). Pod mikroskopem odwréconym wyposazonym w kamere
monochromatyczng CCD  (Zeiss Axiowert 40 CFL, oprogramowanie
AxioVs 40 V 4.8.1.0, USA) monitorowano stopien odklejenia komérek od dna
naczynia hodowlanego. Dziatanie trypsyny zostato zneutralizowane poprzez dodanie
petnego medium (1 ml), po czym komorki przeniesiono do probéwek typu falcon
i odwirowano przy predkosci 300 x g, 5 min (RT) i zawieszono w 1-5 ml Swiezego
medium DMEM. Gestos¢ zawiesiny komodrkowej okreslano przy uzyciu
hemocytometru (komory Biirkera), a nastepnie komoérki wysiewano w ilosci 1 x 103
komorek/cm?®.  Obserwacje i dokumentacje fotograficzng wykonywano przy
powiekszeniu 10x w mikroskopie odwroconym. Wszystkie prace z komdrkami byty
prowadzone w sterylnych warunkach w komorze z laminarnym przeptywem
powietrza, wysterylizowanej uprzednio poprzez naswietlanie Swiattem UV
(ESCO class Il BSC, USA).

3.2.2. Przygotowanie roztworow lekéw

Odczynniki:
a) leki przeciwdepresyjne: 1) amitryptylina, 2) escitalopram, 3) fluoksetyna,
4) imipramina, 5) mirtazapina, 6) olanzapina, 7) reboksetyna, 8) wenlafaksyna
(Cayman Chemical, USA),
b) rozpuszczalnik dla lekow: DMSO (Sigma, Niemcy).

Wykonanie:

Na podstawie masy molowej obliczono ilos¢ kazdego leku jakg nalezy
odwazyc¢ celem przygotowania roztworu wyjsciowego o stezeniu 100 mM. Nastepnie
dodano rozpuszczalnik DMSO i wymieszano do catkowitego rozpuszczenia osadu.
Tak uzyskany roztwor rozpipetowano do mniejszych probdéwek i przechowywano
w temperaturze -20°C. Kolejno, bezposrednio przed witasciwym eksperymentem
przygotowano dalsze rozciehczenia poprzez rozciehczenie wyjsciowego roztworu.
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Kazde kolejne rozcienczenie byto przygotowywane w petnym medium DMEM

w szerokim zakresie stezen, tj.:

1) amitryptylina: 5, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100 [pM]

2) escitalopram: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 100 [uM]

3) fluoksetyna: 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 30, 40 [uM]

4) imipramina: 5, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100 [uM]

5) mirtazapina: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 [uM]

6) olanzapina: 10, 20, 40, 60, 80, 100, 125, 150 [uM]

7) reboksetyna: 5, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100 [uM]

8) wenlafaksyna: 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 600 [uM]

W dalszym etapie, rozcienczenia byty dodawane do naczyn hodowlanych
w wybranym stezeniu w zaleznosci od eksperymentu (stezenia zostaty podane

niezaleznie dla kazdej metodyki).

3.2.3. Ocena aktywnosci metabolicznej komérek — test MTT

Odczynniki:
a) DPBS (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (Corning, USA),

b) roztwér wyjsciowy soli MTT (ang. Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)
w stezeniu 5 mg/ml przygotowany w buforze DPBS (Cayman Chemical, USA),

c) rozpuszczalnik - sulfotlenek dimetylu DMSO (Sigma, Niemcy).

Wykonanie:

Komorki wysiano w petnym medium DMEM na przezroczyste ptytki
96-dotkowe o ptaskim dnie w gestosci 3 x 10° komdrek/cm? (powierzchnia dotka
0.32 cm?). Po 24h medium zebrano, a nastepnie dodano nowe medium zawierajgce
leki w szerokim zakresie stezeh zgodnie z metodykg pkt 3.2.2. W komorkach
kontrolnych dodano petne medium DMEM bez lekow. Ptytki pozostawiono
w inkubatorze przez 24, 48, 72 oraz 96h. W przypadku inkubacji 72 i 96h medium
zostato zmienione na Swieze po uptywie 48h. Po zakonczeniu kazdego czasu
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inkubaciji, do ptytek dodano 20 pl roztworu MTT (w stezeniu 5 mg/ml) i ponownie
umieszczono w inkubatorze na okres 4h. Nastepnie medium delikatnie odciggnieto,
a powstate krysztaty rozpuszczono w objetosci 100 yl DMSO/dotek. Ptytki przykryto
folig aluminiowg, przeniesiono na wytrzgsarke orbitalng i pozostawiono na 3 min,
az do momentu rozpuszczenia wszystkich krysztatow. Spektrofotometrycznego
pomiaru absorbancji dokonano przy uzyciu czytnika wielodetekcyjnego (PerkinElmer
Victor X4 2030, USA) przy dtugosci fali 590 nm z uwzglednieniem fali referencyjnej
o dtugosci 620 nm. Aktywnos¢ metaboliczna komdérek obu badanych linii zostata
obliczona jako AA (A590 - A620). Wyniki podano jako aktywno$é metaboliczng

komédrek w %, natomiast wartos¢ kontroli przyjeto jako 100%.

3.2.4. Oznaczenie rownowagi redoks (RFT, RFA, redukcja glutationu)

Odczynniki:
a) sonda dihydroetydyna (DHE) 5 mM (Thermo Fisher Scientific, USA),

b) sonda 4-amino-5-metyloamino-2’',7'-difluorofluoresceina (DAF-FM) 5 mM
(Thermo Fisher Scientific, USA),

c) sonda Thiol Tracker Violet 20 mM (Gibco, USA),

d) bufor PBS-glukoza-EDTA: 0.1% glukoza, 0.5 mM EDTA w PBS.

Wykonanie:

Komorki wysiano na plytki 96-dotkowe (czarne, o przezroczystym i ptaskim
dnie) w gestosci 3 x 10% komérek/cm? (powierzchnia dotka 0.32 cm?). Po 24h dodano
badane leki w pojedynczym, wybranym na podstawie testu MTT stezeniu
(AMI 10 pM, ESC 30 pM, FLU 5 uM, IMI 20 uM, MIR 150 uM, OLZ 40 uM,
REB 30 uM, VEN 250 pM). Tak przygotowane ptytki inkubowano przez 48h i 96h
w standardowych warunkach. Po zakonczeniu czasu inkubacji, komorki przeptukano
buforem DPBS i zawieszono w 100 pl przygotowanej mieszaniny o sktadzie: bufor
PBS-glukoza-EDTA oraz wybrana sonda fluorescencyjna (stezenie koncowe kazdej
z nich to 5 uyM). Piytki inkubowano 10 minut w temperaturze 37°C. Analize
przeprowadzono za pomocg cytometru obrazowego InCell Analyzer 2000
(GE Healthcare, USA). Pomiaru intensywnosci fluorescencji wykonano przy
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zastosowaniu dotgczonego do urzgdzenia oprogramowania (kanat niebieski — DAPI,
zielony — FITC, czerwony — Texas Red). Wyniki podano jako jednostki wzglednej
fluorescencji RFU (ang. relative fluorescence unit).

3.2.5. Ocena zmian morfologicznych

Wykonanie:

Komorki linii GC-1 spg oraz GC-2 spd zostaty wysiane na przezroczyste ptytki
6-dotkowe o ptaskim dnie w gestosci 3 x 10° komorek/cm? (powierzchnia dotka
9.6 cm?). Po uptywie 24h, medium odciagnieto i dodano nowe z lekami
w odpowiednich stezeniach. W dotkach kontrolnych zmieniono medium na sSwieze
(bez dodatku lekow). Komorki inkubowano przez 96h (zmiana medium po 48h),
wykonujgc dokumentacje fotograficzng co 12, 24, 48, 72, 96h za pomocg mikroskopu
odwrdéconego wyposazonego w kamere monochromatyczng CCD (Zeiss Axiowert
40 CFL, oprogramowanie AxioVs 40V 4.8.1.0, USA).

3.2.6. Analiza przemian energetycznych komérek

Odczynniki:
a) komercyjny zestaw ATPlite (PerkinElmer, USA):

- liofilizowany roztwor substratu,

- roztwor lizujgcy komorki (MCLS),

- roztwér buforu substratu,

- liofilizowany roztworu standardowego ATP,
- 96-dotkowa ptytka (OptiPlate-96hS).

Wykonanie:

Procedura zostata wykonana zgodnie z protokotem dostarczonym przez
producenta. Komorki wysiano na nieprzezroczystg ptytke 96-dotkowg w gestosci
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3 x 10° komérek/cm? (powierzchnia dotka 0.32 cm?) i umieszczono w inkubatorze na
24h. Po tym czasie, medium zebrano, a komorki poddano dziataniu lekow
w odpowiednich stezeniach w petnym medium DMEM. W dotkach kontrolnych bez
dodatku leku podtoze wymieniono na sSwieze. Ptytki umieszczono w inkubatorze
I poddano 48h i 96h inkubacji. Nastepnie, zawartos¢ dotkdw zebrano, dodano po
100 pl roztworu lizujgcego i ptytki wytrzgsano przez 10 min. Kolejno, do kazdego
z dotkdéw dodano po 50 pl roztworu substratu. Kazdg studzienke przepipetowano,
a cate ptytki inkubowano przez doktadnie 15 minut w ciemnosci. Po uptywie tego
czasu dokonano pomiaru luminescencji w czytniku wielodetekcyjnym (PerkinElmer
Victor X4 2030, USA). Wyniki podano jako poziom komérkowego ATP %, natomiast
wartos¢ kontroli przyjeto jako 100%.

3.2.7. Analiza profilu cyklu komérkowego

Odczynniki:
a) Barwnik Hoechst 33342 (Sigma, Niemcy),

b) DPBS (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (Corning, USA).

Wykonanie:

Komorki zostaty wysiane na czarne 96-dotkowe ptytki dedykowane do technik
fluorescencyjnych w gestosci 3 x 10° komérek/cm? (powierzchnia dotka 0.32 cm?),
a nastepnie umieszczone w inkubatorze na 24h. Dalej, komérki poddano dziataniu
lekébw w odpowiednio przygotowanych stezeniach, a ptytki odstawiono do inkubatora
na 48h i 96h. Po zakonczeniu inkubacji, medium odciggnieto, a komérki przeptukano
roztworem DPBS i zawieszono w 100 pl mieszaniny barwnika Hoechst 33342
(1 pg/ml) w medium DMEM niezawierajgcym FBS oraz mieszaniny antybiotykéw.
Plytke odstawiono na 20 min w 37°C. Nastepnie wykonano dokumentacje zdje¢
fluorescencyjnych przy uzyciu cytometru obrazowego InCell Analyzer 2000. Oceny
cyklu komérkowego dokonano w wyniku pomiaru intensywnosci fluorescencii
z zastosowaniem programu Imaged z wtyczkg do analizy profilu cyklu komoérkowego
(DNA Cell Cycle plug-in). Wyniki podano jako % wszystkich komorek.
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3.2.8. Detekcja uszkodzen — powstawanie mikrojader (MN)

Odczynniki:
a) DPBS (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (Corning, USA),

b) 3.7% formaldehyd (Chempur, Polska),
c) barwnik Hoechst 33258 (Sigma, Niemcy).

Wykonanie:

Komorki zostaty rutynowo wysiane na czarne 96-dotkowe ptytki dedykowane
do technik fluorescencyjnych. Kolejno, dodano leki i cato$¢ inkubowano 48h i 96h.
Nastepnie, komérki utrwalono w 3.7% formaldehydzie (20 min, RT — temperatura
pokojowa, ang. room temperature) i dodano 100 ul mieszaniny barwnika
fluorescencyjnego Hoechst 33258 (1 ug/ml) przygotowanego w medium hodowlanym
DMEM. Ptytki pozostawiono na 10 min inkubacji w RT. Dalej, dotki przeptukano
i zawieszono w 100 ul DPBS. llosciowej oceny mikrojgder dokonano na podstawie
obserwacji dokumentacji fotograficznej wykonanych przy uzyciu cytometru
obrazowego InCell Analyzer 2000. Wyniki podano jako ilo§¢ komérek posiadajgcych

mikrojgdra na tle wszystkich przeanalizowanych komérek wyrazone w %.

3.2.9. I1zolacja catkowitego RNA

Odczynniki:
a) DPBS (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (Corning, USA),

b) odczynnik TRI (Sigma, Niemcy),

c) izopropanol (Sigma, Niemcy),

d) chloroform (Chempur, Polska),

e) woda pozbawiona RN-az i DN-az (Sigma, Niemcy).
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Wykonanie:

Komorki linii GC-1 spg oraz GC-2 spd wysiano do butelek hodowlanych
o pojemnosci 25cm? w 5 ml petnego medium DMEM w gestosci 3 x 10°
komorek/cm?. Dalej, komoérki poddano dziataniu lekéw w odpowiednim stezeniu
I odstawiono na 48h i 96h inkubacji. Nastepnie, rozpoczeto procedure izolacji RNA
zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta dla odczynnika TRI. Z naczyn
hodowlanych usunieto medium, a komérki przeptukano 2 x sterylnym buforem DPBS.
Dodano 1 ml odczynnika TRI do kazdej butelki i pozostawiono do catkowitej lizy
komédrek (zmiany obserwowano pod mikroskopem odwréconym). Tak uzyskang
zawiesine przeniesiono do probowek typu eppendorf 1.5 ml. Kolejno, dodano 200 pl
chloroformu, energicznie wytrzgsano przez 15 s i odwirowano 12000 x g w 4°C. Po
wirowaniu, gorng frakcje zebrano, przeniesiono do nowej probowki i RNA strgcono
za pomocg 500 pl izopropanolu. Wszystkie probki odwirowano 12000 x g, a
uzyskany biaty osad przeptukano 75% etanolem i ponownie odwirowano. W ostatnim
etapie osad pozostawiono do wysuszenia przez 10-15 min w termobloku w
temperaturze 45°C. Po tym czasie uzyskany osad rozpuszczono w 50-100 pl

sterylnej wody.

3.2.10. llosciowa i jakosciowa ocena preparatow RNA

Odczynniki:
a) agaroza (Sigma, Niemcy),
b) 1 x bufor TBE (Sigma, Niemcy),
c) bufor obcigzajgcy (Sigma, Niemcy),
d) bromek etydyny (Sigma, Niemcy),

e) woda pozbawiona RN-az i DN-az (Sigma, Niemcy).

Wykonanie:

Stezenie oraz czysto$¢ uzyskanych preparatdéw oceniono poprzez pomiar
absorpcji swiatta UV. W tym celu przeprowadzono pomiar stosunku absorbanciji przy
dtugoséci fali A260/A280 nm na spektrofotometrze typu Nanodrop 2000 (Thermo

34



Fischer, USA). Stezenie wyrazono w jednostkach ug/pl. Nastepnie, preparaty zostaty
poddane ocenie jakosciowej przy uzyciu elektroforezy w 0.8% zelu agarozowym.
Celem wizualizacji struktury kwasow nukleinowych na transiluminatorze UV dodano
1 ul bromku etydyny. Na tak przygotowany zel naktadano prébki (0.5 ug RNA z 2 pl
buforu obcigzajgcego). Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono przy napieciu
80 V przez 1 godzine. Oceny preparatbw dokonano z uzyciem systemu do
wizualizacji zeli Fusion Fx7 (ViberLourant, USA) wyposazonego w kamere CCD,

a takze oprogramowania Fusion software.

3.2.11. Analiza ekspresji genéw na poziomie mRNA (Real — Time PCR)

Synteza cDNA oraz amplifikacja z analizg przyrostu produktu w czasie rzeczywistym

Odczynniki:
a) High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA):

- 10 x RT buffer,

- 10 x RT Random Primers,

- 25 X dNTP Mix,

- MultiScribe Reverse Transcriptase,

- RNase Inhibitor,

- Nuclease- free H,0.
b) TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, USA),
c) Sondy molekularne (Applied Biosystems, USA):

- TagMan Gene Expression Assay, Gene Symbol: SCP1

- TagMan Gene Expression Assay, Gene Symbol: SCP3

- TagMan Gene Expression Assay, Gene Symbol: NuMa

-TagMan Gene Expression Assay, Gene Symbol: 18s rRNA

d) woda pozbawiona RN-az i DN-az (Sigma, Niemcy).
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Wykonanie:

Synteze cDNA przeprowadzono z uzyciem komercyjnego zestawu High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) zgodnie
z zaleceniami producenta. Zestaw wykorzystuje startery oligo(dT) komplementarne
wylgcznie do czgsteczki mRNA. Do syntezy uzyto 2 pg catkowitego RNA.
Sporzgdzono master mix zgodnie z protokotem i zmieszano z preparatami RNA
w stosunku 1:1 uzyskujgc koncowg objetos¢ prébki 20 pl. Reakcje odwrotnej
transkrypcji przeprowadzono w termocyklerze z nastepujgcym profilem
czasowo/temperaturowym: Etap | przylgczanie starteréw: 25°C/10 min, Etap Il
wiasciwa reakcja odwrotnej transkrypcji: 37°C/120 min, Etap Il inaktywacja enzymu:
85°C/5 min. Po zakonczeniu programu, prébki zostaty przechowywane w -20°C do
dalszych analiz.

W reakcji Real-time PCR zastosowano komercyjnie dostepne sondy TagMan
oraz mieszanine reakcyjng TagMan Gene Expression Master Mix dedykowang dla
tego typu sond. Reakcje przeprowadzono na 96 dotkowych ptytkach w objetoSci
koncowej 10 ul i przy nastepujgcym profilu czasowo/temperaturowym: denaturacja
wstepna 2 min/95°C, denaturacja witasciwa 15 s/95°C, synteza 1 min/60°C. Liczba
cykli reakcyjnych 40. Eksperyment znormalizowano wzgledem genu referencyjnego
18S rRNA. Analize przyrostu produktu oceniano poprzez pomiar intensywnosci
fluorescenciji sondy, natomiast do analizy ekspresji wybranych genéw uzyto metody
komparatywnej 27T, Wyniki przedstawiono jako roznice poziomu ekspresiji

badanego genu miedzy prébami badanymi, a probg referencyjna.

3.2.12. Analiza poziomu syntezy biatek (technika Western Blot)

Izolacja lizatéw biatkowych z hodowli oraz oznaczenie stezenia biatek metodg BCA

Odczynniki:
a) DPBS (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (Corning, USA),

b) roztwor 0.25 % trypsyny z 0.02 % EDTA (Biowest, Francja),
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c) bufor lizujgcy (RIPA):
- 50 mM Tris- HCI pH 7.5 (Sigma, Niemcy),
- 1 % NP40 (Sigma, Niemcy),
- 0.5 % deoksycholan sodu (Sigma, Niemcy),
- 0.1 % SDS (Sigma, Niemcy),
- 150 mM NaCl (Sigma, Niemcy),
-1 mM EDTA (BioShop, USA),
-1 mM PMSF (ROTH, Niemcy),
a) zestaw do oznaczania biatka metodg BCA (Thermo Fisher Scientific, USA):
- odczynnik A: BCA (kwas bicynchoninowy),
- odczynnik B: 4% siarczan miedzi,
b) roztwdr wzorcowy albuminy (BSA) (Sigma, Niemcy),
c) bufor probkowy LB (5x):
- 25 % B-merkaptoetanol (Sigma, Niemcy),
- 0.3 M Tris-HCI pH 6.8 (Sigma, Niemcy),
- 50 % glicerol (Sigma, Niemcy),
- 0.05 % btekit bromofenolowy (Sigma, Niemcy),
- 10 % SDS (Sigma, Niemcy),
d) lizaty biatkowe.

Wykonanie:

Komoérki badanych linii wysiano w gestosci 3 x 10° komoérek/cm? do butelek
hodowlanych o pojemnosci 75 cm? w 15 ml petnego medium DMEM. Nastepnie,
komorki poddano dziataniu lekéw przez 48h i 96h. Po zakonhczeniu inkubacji medium
zebrano, butelki przeptukano DPBS i zawieszono w 0.25 % roztworu trypsyny, az do
momentu oderwania komorek od podtoza naczynia hodowlanego. Dziatanie trypsyny
zostato zatrzymane poprzez dodanie petnego medium DMEM. Nastepnie preparaty
odwirowano, a osad zawieszono w 100-200 pl zimnego buforu RIPA do lizy
uzupetnionego inhibitorem proteaz w stosunku 1:100. Osad komodrek inkubowano
w termobloku z wytrzgsaniem w 4°C i kilkukrotnie worteksowano az do momentu
catkowitego rozbicia osadu (okoto 30-45 min). Lizaty biatek odwirowano 15000 x g,

(15 min) w celu usuniecia pozostatosci komoérkowych. Klarowny supermatant
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przeniesiono do nowych probdéwek i rozpoczeto procedure oznaczania stezenia
biatek komercyjng metodg BCA.

Procedure wykonano na ptytkach 96-dotkowych. W tym celu sporzgdzono
krzywg wzorcowg poprzez seryjne rozcienczenie BSA w buforze RIPA: 25, 125, 250,
500, 750, 1000 i 2000 mg/ml. Przygotowano réwniez roztwor roboczy BCA mieszajgc
odczynnik A i B w stosunku 50:1. Kolejno, do kazdego z dotkéw rozpipetowano
po 48 pl roztworu roboczego BCA i 6 pl lizatow biatkowych/rozcienczen BSA do
krzywej (stosunek 8:1). Plytke inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 min,
a nastepnie wykonano pomiar absorbancji przy dtugosci fali 562 nm na czytniku
wielodetekcyjnym (PerkinElmer Victor X4 2030, USA). Na podstawie uzyskanych
wynikdéw, stezenie kazdej z probek doprowadzono do 1.5 pg/pl dopetniajgc
odpowiednig iloscig buforu RIPA. W ostatnim etapie, poddano denaturaciji
w obecnosci buforu prébkowego w temperaturze 95°C przez 5 minut. Gotowe probki

schfodzono i przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

Identyfikacja biatek z wykorzystaniem techniki Western Blot

Odczynniki:
a) 30 % mieszanina monomerdw akrylamid/ bisakrylamid (Bio-Rad, USA),

b) 1.5 M Tris- HCI pH 8.8 (Sigma, Niemcy),
c) 0.5 M Tris- HCI pH 6.8 (Sigma, Niemcy),
d) 10 % SDS (Sigma, Niemcy),
e) 10 % APS (nadsiarczan amonu) (Sigma, Niemcy),
f) TEMED (Sigma, Niemcy),
g) izopropanol (Chempur, Polska),
h) bufor do elektroforezy SDS-PAGE o sktadzie:
- 192 mM glicyna (Sigma, Niemcy),
- 25 mM Tris (Sigma, Niemcy),
- 0.1 % SDS (Sigma, Niemcy),
i) bufor do transferu WB o skfadzie:
- 192 mM glicyna (Sigma, Niemcy),
- 25 mM Tris (Sigma, Niemcy),
- 20 % (v/v) metanol (Chempur, Polska),
j) bufor TBST pH 7.6 o sktadzie:
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- 137 mM NaCl, (POCH, Polska),
- 20 mM Tris (Sigma, Niemcy),
- 0.1 % (v/v) Tween 20 (Sigma, Niemcy),
k) marker wielkosci biatek (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder)
(Thermo Fisher Scientific, USA),
[) albumina bydleca (BSA) (Sigma, Niemcy),
m) bufor blokujgcy: 1 % BSA w TBST,
n) membrana PVDF o wielkosci porow 0.45 um (Thermo Fisher Scientific, USA),
0) przeciwciata | rzedowe przygotowane w 1% BSA w TBST:
- krélicze poliklonalne a—B-aktyna (Thermo Fischer Scientific, USA) 1:10,000,
- krélicze poliklonalne a—NF-kB (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:1000,
- mysie monoklonalne o—FGF2 (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:1000,
- mysie monoklonalne a—p16 (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:500,
- krolicze poliklonalne a—p21 (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:1000,
- krélicze poliklonalne a—p27 (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:1000,
- krélicze poliklonalne a—p53 (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:1000,
- mysie monoklonalne o—TRF1 (Novus Biologicals, USA) 1:1000,
- krélicze poliklonalne a—TRF2 (Novus Biologicals, USA) 1:1000,
- mysie monoklonalne a—kalneksyna (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:100,
- krélicze poliklonalne a—NuMa (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:1000,
- krélicze poliklonalne a—alfa-2a (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:500,
- kozie poliklonalne o—SERT (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:200,
- krélicze poliklonalne a—SCP1 (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:100,
- krélicze poliklonalne a—SCP3 (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:2000,
- mysie monoklonalne a—kaspaza 3 (Novus Biologicals, USA) 1:2000,
- mysie monoklonalne a—Bcl-2 (Santa Cruz, USA) 1:100,
p) przeciwciata ll-rzedowe w 1% BSA w 1x TBST:
- krédlicze poliklonalne a—kozie sprzezone 2z peroksydazg chrzanowg
(Santa Cruz, USA) 1:5000,
- kozie poliklonalne a-krélicze sprzezone 2z peroksydazg chrzanowg
(Sigma, Niemcy) 1:80000,
- krolicze poliklonalne a-mysie sprzezone z peroksydazg chrzanowg
(Sigma, Niemcy) 1:80000,
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q) bufor detekcyjny Clarity Western ECL Blotting Substrate, sktadajacy sie
z roztworéw A (luminol/enhancer reagent) i B (peroxide reagent),

przygotowany w stosunku 1:1 tuz przed uzyciem (Bio-Rad, USA).

Wykonanie:

Na poczatku procedury przygotowano kasete zawierajgcg dwuwarstwowy zel
poliakrylamidowy do rozdziatu biatek podczas elektroforezy SDS-PAGE. W tym celu,
sporzgdzono mieszanine 10 % zelu rozdzielajgcego: 4 ml 30 % roztwor
akrylamid/bisakrylamid, 3 ml 1.5 M Tris—HCI pH 8.8, 120 pl 10 % SDS, 60 ul 10 %
APS, 6 ul TEMED, 4.8 ml H,O. Wszystkie sktadniki wymieszano i wprowadzono
pomiedzy szkietka, uzupetniajgc niewielkg warstwg izopropanolu (na powierzchni) do
czasu petnej polimeryzacji zelu (okoto 45 min). W podobny sposéb sporzgdzono
mieszaning dla 3.9 % Zzelu zageszczajgceo: 670 pl 30 % roztwor
akrylamid/bisakrylamid, 1.25 ml Tris—HCI pH 6.8, 50 pyl 10 % SDS, 50 pl 10 % APS,
5 pyl TEMED, 3 ml H,O. Ponownie, sktadniki wymieszano, wprowadzono miedzy
szkietka (po usunieciu izopropanolu), umieszczono grzebien i odstawiono na kolejne
45 min (czas polimeryzacji). Aparat do elektroforezy wypetniono zimnym buforem do
elektroforezy, a nastepnie umieszczono w nim kasety z Zelami. Do pierwszej
studzienki wprowadzono 1 pl markera, a do pozostatych po 25 ul przygotowanych
probek (ilos¢ biatka w studzience rowna 30 pg). Rozdziat elektroforetyczny
przeprowadzono przy napieciu 90 V przez 25 minut dla zelu zageszczajgcego,
a nastepnie napiecie zwiekszono do 130 V dla rozdziatu w zZelu rozdzielajgcym
(ok. 90 min). Po zakonczeniu petnego rozdziatu, przystgpiono do transferu ,mokrego
biatek” na membrane PVDF. W tym celu zel zostat delikatnie wyjety z kasety
i umieszczony w ,kanapce” transferowej zlozonej odpowiednio z: kasety
transferowej, ggbki, warstwy bibuty Whatman'a, zelu, membrany PVDF aktywowanej
w metanolu (1 min), warstwy bibuty Whatman'a, gabki i kasety transferowej z
zamknieciem. Transfer prowadzono przez 100 min przy napieciu 100 V zapewniajgc
odprowadzenie nadmiaru ciepta dzieki umieszczeniu catego uktadu w lodzie.

Po zakonczeniu transferu, membrany umieszczono w buforze blokujgcym
(1 % BSA w TBST, 60 min, kotyszgc), a nastepnie membrany przeniesiono do
roztworow specyficznych przeciwciat I-rzedowych i inkubowano przez 24 godziny
w 4°C. Po uptywie czasu inkubacji, membrany przeptukano w TBST 4 x 5 min,

umieszczono w roztworze przeciwciat Il rzedowych na 60 min w temperaturze
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pokojowej, po czym ponownie przeptukano w TBST 4 x 5 min. Detekcje
przeprowadzono za pomocg zestawu Clarity Western ECL Substrate. Na kazdag
z membran natozono 1 ml substratu dla peroskydazy chrzanowej
(5 min, w ciemnosci). Po zakonczonej inkubacji odciggnieto nadmiar odczynnika
i przeprowadzono detekcje przy uzyciu systemu do wizualizacji zeli Fusion Fx7
(Viber Lourant, USA), kamery CCD, a takze oprogramowania Fusion software.
Membrany naswietlano przez 10-30 sekund. Pomiary densytometryczne wykonano w
programie komputerowym GelQuantNET, a uzyskane wyniki znormalizowano
wzgledem

B-aktyny. Wyniki przedstawiono jako rdéznice poziomu syntezy badanego biatka

miedzy probami badanymi, a probg kontrolna.

3.2.13. Analiza uszkodzen DNA metoda TUNEL

Odczynniki:
a) komercyjny zestaw DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System (Promega, USA)

o sktadzie:
- bufor ekwilibracyjny,
- mieszanina nukleotydow,
- rekombinowany enzym rTdT (terminal deoxynucleotidyl transferase),
- bufor 20x SSC,
- proteinaza K,
b) 4% paraformaldehyd (Sigma, Niemcy),
c) 0.1% Triton X, 0.1% cytrynian sodu, PBS (Sigma, Niemcy),
d) enzym DNase | (Promega, USA),
e) barwnik DAPI (Kreatech, Belgia).

Wykonanie:

Analiza uszkodzen DNA zostata wykonana z uzyciem komercyjnie dostepnego
testu DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System. Komorki wysiano na czarne ptytki
96-dotkowe dedykowane do technik fluorescencyjnych w gestosci 3 x 10°
komorek/cm? (powierzchnia dotka 0.32 cm?), a nastepnie umieszczono w inkubatorze
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na 24h. Po tym czasie dodano nowe medium z lekami w odpowiednich stezeniach
I inkubowano przez 48h i 96h. Nastepnie, komorki utrwalono w roztworze
4 % paraformaldehydu (20 min, RT) oraz wykonano kontrole pozytywng poprzez
trawienie enzymem DNazg | (3 U/ml w 50 mM Tris—HCI, pH 7.5, 1 mg/ml BSA)
(inkubacja 10 min, 37°C). Kolejno, dofki zostaty przeptukane DPBS i pokryte
mieszaning do znakowania zwierajgcg rekombinowany enzym oraz mix nukleotydow
(w buforze ekwilibracyjnym). Ptytke szczelnie zamknieto i umieszczono w komorze
wilgotnej w temperaturze 37°C na 60 min. W ostatnim etapie dodano do kazdego
dotka barwnik DAPI w celu wizualizacji jader komorkowych. Analiza zostata
wykonana za pomocg cytometru obrazowego InCell Analyzer 2000 na dwdch
kanatach (kanat niebieski —DAPI, zielony — FITC). Komérki TUNEL+ (pozytywne)

przedstawiono jako % na tle wszystkich analizowanych komérek.

3.2.14. Ocena zywotnosci komérek za pomocg barwienia bromek etydyny/oranz
akrydyny (EtBr/OA)

Odczynniki:
a) roztwor bromku etydyny w stezeniu 100 ug/ml w PBS (Sigma, Niemcy),

b) roztwdr oranzu akrydyny w stezeniu 100 pg/ml w PBS (Sigma, Niemcy).

Wykonanie:

Komorki  wysiano na  96-dotkowe  ptytki dedykowane do technik
fluorescencyjnych w gestosci 3 x 10° komorek/cm? (powierzchnia dotka 0.32 cm?)
I wstawiono do inkubatora na 24h. Nastepnie komorki poddano dziataniu lekow
w odpowiednich stezeniach przez 48h i 96h. Po uptywie czasu ekspozycji medium
odciggnieto, a do kazdego dotka dodano po 100 pl roztworu barwigcego (oranz
akrydyny + bromek etydyny w medium DMEM w stosunku 1:50). Dokumentacje zdje¢
fluorescencyjnych wykonano bezposrednio po barwieniu przyzyciowym komorek za
pomocg cytometru obrazowego InCell Analyzer 2000 przy powigkszeniu 10% na
dwodch kanatach: czerwony-Texas Red i zielony-FITC. Wyniki podano jako zywotnos¢

komoérek w %.
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3.2.15. Ocena zywotnosci za pomocg zestawu Fluo Cell Double Staining Kit
Calcein AM/PI

Odczynniki:
a) Fluo Cell Double Staining Kit Calcein AM/PI (MoBiTec, Niemcy):

- roztwor A: 1 mM Kalceina-AM w DMSO,
- roztwor B: 1.5 mM jodek propidyny w H;O,
b) PBS (ang. Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 (Biowest, Francja).

Wykonanie:

Komérki dwoch badanych linii zostaty rutynowo wysiane na 96-dotkowe ptytki
dedykowane do technik fluorescencyjnych w gestosci 3 x 10° komdrek/cm?
(powierzchnia dotka 0.32 cm?). Po 24h inkubacji komdrki poddano dziataniu lekéw
I pozostawiono na 48h i 96h ekspozycje. Po tym czasie wykonano procedure oceny
zywotnosci komorek (zgodnie z zaleceniami producenta). W pierwszym etapie
sporzgdzono mieszanine: 2.5 pl kalceiny-AM + 5 pul jodku propidyny (Pl) w 5 ml PBS.
Komorki na ptytkach przeptukano w PBS, a nastepnie dodano po 50 pl mieszaniny
barwigcej do kazdego z dotkow i inkubowano 15 min w 37°C. Kolejno,
przeprowadzono detekcje sygnatu z wykorzystaniem cytometru obrazowego In Cell
Analyzer 2000 przy powiekszeniu 10x i kanatach: czerwony-Texas Red

i zielony-FITC. Wyniki podano jako zywotno$¢ komorek w %.

3.2.16. Lokalizacja receptora alfa-2-adrenergicznego oraz transportera
serotoniny metoda immunohistochemiczng oraz immunofluorescencyjng

Odczynniki:
a) 4 % bufor formalinowy (Chempur, Polska),

b) absolutny alkohol etylowy (Chempur, Polska),
c) ksylen (Chempur, Polska),
d) paraplast (Sigma, Niemcy),
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e) albumina (BSA) (Sigma, Niemcy),

f) APS (Sigma, Niemcy),

g) bufor cytrynianowy 0.01 M; pH 6.0 (Chempur, Polska),

h) bufor PBST (0.25 % Triton X-100) (Sigma, Niemcy),

1) bufor blokujacy: 1% BSA w PBST,

j) zestaw DAKO Envision skoniugowany z HRP (polimer znakowany
peroksydazg) (Dako, USA),

k) medium zamykajgce DPX (Sigma, Polska),

[) przeciwciato krélicze poliklonalne a-alfa-2a (Thermo Fisher Scientific, USA)
1:100,

m) przeciwciato kozie poliklonalne o—SERT (Thermo Fisher Scientific, USA)
1:100,

n) bufor utrwalajgcy: 3.7 % formaldehyd + 0.1% Triton X—100 w buforze PBS,

0) przeciwciato kozie poliklonalne a — krélicze sprzezone z FITC (Thermo
Scientific, USA) 1:1000,

p) przeciwciato kozie poliklonalne a — krélicze sprzezone z Texas Red (Thermo
Scientific, USA) 1:1000,

q) roztwor Hoechst 33258 w stezeniu 1 ug/ml (Sigma, Niemcy),

N 1 % roztwdr eozyny (Sigma, Niemcy),

s) 1 % roztwor hematoksyling (Sigma, Niemcy).

Wykonanie:

Metoda immunohistochemiczna oznaczania receptorow w tkankach jgder

Fragmenty tkanki jgder szczura pobrano posmiertnie (dzieki wspoétpracy
z Instytutem Farmakologii PAN w Krakowie), a nastepnie utrwalono wedtug
procedury przedstawionej w Tab. 3.2. Tak przygotowane preparaty zatopiono
w bloczkach paraplastowych, pokrojono mikrotomem (Leica Wetzlar, USA) na
skrawki o grubosci 4 um i naniesiono na szkietka podstawowe pokryte uprzednio

warstwg APS.
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Tab. 3.2. Schemat procedury zatapiania preparatow tkankowych.

Odczynnik Czas inkubacji
4 % bufor formalinowy 24h
alkohol 50 % 24h
alkohol 70 % 24h
alkohol 96 % 24h
alkohol absolutny 1h
alkohol absolutny 1h
alkohol
absolutny+ksylen h
ksylen | 20 min
ksylen Il 20 min
paraplast | 12 h
paraplast I 24h

W kolejnym etapie, preparaty mikroskopowe tkanki jgdra nawodniono poprzez

przeprowadzenie przez szereg wodnych roztwordw alkoholu etylowego o malejgcych

stezeniach zgodnie z Tab. 3.3.

Tab. 3.3. Schemat procedury nawadniana preparatow mikroskopowych.

Odczynnik Czas inkubaciji
ksylen | 3 min
ksylen Il 3 min

alkohol absolutny | 3 min
alkohol absolutny Il 3 min
alkohol 96 % | 3 min
alkohol 96 % I 3 min
alkohol 70 % 3 min
alkohol 50 % 3 min
woda destylowana 3 min
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Tak przygotowane preparaty (nawodnione i odparafinowane) wystawiono na
dziatanie wysokiej temperatury w kuchence mikrofalowej (2 x po 3 min, 800 W)
w buforze cytrynianowym o pH 6.0 celem odstoniecia epitopéw dla przeciwciat.
Nastepnie szkietka ostudzono, umieszczono w PBST w celu permabilizacji bton
komorkowych (10 min, RT), a nastepnie w 1 % BSA w PBST w celu zablokowania
niespecyficznych miejsc (30 min, RT). Dalej, na szkietka naniesiono roztwor
przeciwciat pierwszorzedowych i pozostawiono na catg noc inkubacji w 4°C
w komorach wilgotnych. Kolejnego dnia preparaty odptukano 3 x 2 min w PBST
i natozono po 100 pl polimeru znakowanego peroksydazg. Inkubacje prowadzono
w ciemnosci przez 30 min RT. Szkietka ponownie odptukano 2 x 1 min w PBST
i naniesiono 100 pl substratu chromogenu. Stopien wybarwiania monitorowano na
biezgco, po czym reakcja zostata zatrzymana poprzez przeptukanie w wodzie
destylowanej. Na koniec preparaty zostaty zamkniete w medium DPX. Dokumentacje
fotograficzng wykonano za pomocg mikroskopu Olympus CX41 wyposazonego
w oprogramowanie Motic Images Plus 3.0. Reakcje kontrolng wykonano wedtug
powyzszej procedury z pominieciem etapu dodania przeciwciat pierwszorzedowych

(zastgpione buforem blokujgcym).

Barwienie hematoksylina/eozynya (HE) tkanek jgder

Preparaty mikroskopowe po nawodnieniu umieszczono w roztworze
hamtoksyliny na 10 min, RT. Kolejno, nadmiar barwnika usunigeto przez ptukanie
preparatow w wodzie destylowanej przez 10 min. Szkietka przeniesiono do roztworu
eozyny na 5 min i ponownie odptukano w wodzie destylowanej przez 5 min.
Preparaty poddano nawodnieniu, a nastepnie zamknieto w medium DPX.
Dokumentacje fotograficzng wykonano za pomocg mikroskopu Olympus CX41

wyposazonego w oprogramowanie Motic Images Plus 3.0.

Metoda immunofluorescencyjna oznaczania receptorow w liniach komorkowych

Lokalizacje receptorbw metodg immunofluorescencyjng wykonano na
preparatach komorek utrwalonych na ptytkach 96-dotkowych. W pierwszym etapie
medium hodowlane usunieto i dodano 100 pl buforu utrwalajagcego na 20 min. Dalej,

46



dotki przeptukano 2 x PBS i 1 x PBST, a nastepnie blokowano przez 30 min w 1%
BSA w PBST. Po inkubacji, zawartos¢ dotkow usunieto i dodano roztwor przeciwciat
I-rzedowych (4°C, 12h). Dotki ponownie przeptukano 3 x PBST i wprowadzono
przeciwciato ll-rzedowe znakowane fluorescencyjnie (inkubacja 60 min, RT,
w ciemnosci). Na koniec procedury ptytki przeptukano w PBST, komorki zawieszono
w roztworze Hoechst 33258 na 10 min, przeptukano 3 x PBS i pozostawiono
w 100 pl PBS. Dokumentacje zdje¢ wykonano za pomocg cytometru obrazowego

InCell Analyzer 2000 (GE Healthcare, USA) z wykorzystaniem odpowiednich filtrow.

3.2.17. Analiza statystyczna i opracowanie wynikéw

Uzyskane wyniki przedstawiono jako srednig + odchylenie standardowe z co
najmniej trzech biologicznych powtérzen oraz trzech niezaleznych technicznie
eksperymentéw. Robznice statystyczne wynikdbw oznaczono przy pomocy
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post testem Dunnett’a. Statystyczne
zestawienie wynikdw oraz obliczenia przygotowano w programie GraphPad Prism
ver. 6.0. Wartos¢ p <0.05 uznano za istotng statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01;
*** p< 0.001) (* réznice w obrebie jednej grupy czasowej pomiedzy lekami a kontrolg,
A réznice pomiedzy grupami czasowymi 48h i 96h). Graficzna prezentacja wynikéw
oraz panele pogladowe dokumentacji fotograficznej zostaty wykonane w programie
Adobe Photoshop ver. CC i nie zostaly poddane jakimkolwiek modyfikacjom

graficznym.
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4. Wyniki

4.1. Lokalizacja receptoréw  alfa-2-adrenergicznych oraz
transporterow biatkowych serotoniny w preparatach
histologicznych jader szczura oraz komoérkach spermatocytow
badanych linii komérkowych in vitro

Jednym z pierwszych etapéw prowadzonych badan bylo uzyskanie
odpowiedzi na pytanie czy w komorkach spermatocytéw znajdujg sie receptory dla
dziatania lekéw przeciwdepresyjnych wybranych do dalszych badan, czyli receptory
alfa-2-adrenergiczne (alfa-2a) oraz transportery biatkowe serotoniny (SERT). Dzieki
wspotpracy z Instytutem Farmakologii PAN w Krakowie mozliwe byto uzyskanie
materiatu tkanek jgder szczura bez koniecznosci ponoszenia dodatkowych naktadow
finansowych. Zwierzeta kontrolne, nie poddane dziataniu lekéw przeciwdepresyjnych,
zostaty dekapitowane, a =z pobranego materiatu sporzgdzono preparaty
mikroskopowe.

Barwienie podstawowe hematoksyling i eozyng (HE) umozliwito nam
potwierdzenie prawidtowej budowy histologicznej tkanek jgdra oraz kanalikow
nasiennych. Z kolei, zastosowanie metody immunohistochemicznej pozwolito na
wykazanie obecnosci zaréwno receptorow alfa-2a jak rowniez transporterow
serotoniny (SERT) w analizowanych tkankach. Co wiecej, zastosowana technika
potwierdza btonowg lokalizacje receptora alfa-2a oraz podobnie receptora SERT
(Fig. 4.1.).

W  kolejnym  etapie, potwierdzono z  wykorzystaniem  metody
immunofluorescencyjnej lokalizacje badanych receptoréw alfa-2a oraz transporterow
serotoniny w komorkach spermatocytow in vitro badanych linii komdrkowych
(Fig. 4.2.).
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alfa-2a SERT
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40 40x 40x

Fig. 4.1. Immunohistochemiczna lokalizacja receptorow alfa-2-adrenergicznych
(alfa-2a) oraz transporteréw biatkowych serotoniny (SERT) w preparatach
histologicznych tkanek jadra szczura. Reprezentatywne zdjecia barwienia
hematoksyling i eozyng (HE) oraz immunohistochemicznego. Powigkszenie
obiektywéw 10x, 20x, 40x. K. — kontrole negatywne bez uzycia przeciwciata

pierwszorzedowego.
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alfa-2a SERT kolokalizacja
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Fig. 4.2. Immunofluorescencyjna kolokalizacja receptorow alfa-2-adrenergicznych
(alfa-2a) oraz transporteréw biatkowych serotoniny (SERT) w preparatach komorek
spermatocytéw badanych linii komoérkowych (GC-1 spg oraz GC-2 spd)
po 48 i 96-godzinnej hodowli w warunkach kontrolnych. Reprezentatywne zdjecia
barwienia: niebieska fluorescencja — Hoechst 33258 (jadra komorkowe),
zielona — FITC (SERT), czerwona — Texas Red (alfa-2a). Powigekszenie obiektywu
10x.
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4.2. Wybér stezen lekow przeciwdepresyjnych do dalszych badan

Analiza kilku czasdw inkubacji komorek spermatocytow linii komoérkowych
GC-1 spg oraz GC-2 spd w obecnosci szerokiego zakresu stezen badanych lekow
przeciwdepresyjnych umozliwita nam wybor konkretnych dawek badanych lekéw do
dalszych badan. Na podstawie testu MTT (dla kazdego leku niezaleznie) wybrano
takie stezenia, ktore powodujg zahamowanie aktywnosci metabolicznej oraz
potencjatu proliferacyjnego badanych komorek do okoto 50 % po 96h ekspozycji na
leki. Dla obu badanych linii komdrkowych byto to takie samo stezenie pojedynczych
lekow, co ufatwito w znacznym stopniu pozniejsze prawidtowe okreslenie réznic
w mechanizmach odpowiedzi badanych komérek na stres.

W przypadku wszystkich lekow, zaobserwowalismy zalezny od dawki spadek
aktywnosci metabolicznej komorek w szerokim zakresie badanych stezen. Efekt ten
byt bezposrednio zwigzany ze wzrostem czasu inkubacji z lekami. Odnotowane
rezultaty byty spéjne dla obu badanych linii komérkowych. Na podstawie uzyskanych
wynikéw, zdecydowaliSmy sie na wykorzystanie nastepujgcych dawek do wszystkich
dalszych eksperymentow (na figurach oznaczone czerwonymi kétkami): AMI = 10 uM
(Fig. 4.3. a-b), ESC = 30 uM (Fig. 4.4. a-b), FLU = 5 uM (Fig. 4.5. a-b), IMI = 20 yM
(Fig. 4.6. a-b), MIR = 150 pM (Fig. 4.7. a-b), OLZ = 40 pM (Fig. 4.8. a-b),
REB = 30 uM (Fig. 4.9. a-b), VEN = 250 uM (Fig. 4.10. a-b).
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Fig. 4.3. Aktywnos¢é metaboliczna komoérek linii GC-1 spg (a) oraz GC-2 spd (b)
poddanych dziataniu amitryptyliny w zakresie stezen 5-100 pM oraz czasem
inkubacji 24, 48, 72 i 96h. Rdznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci
p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.4. Aktywnos¢é metaboliczna komorek linii GC-1 spg (a) oraz GC-2 spd (b)
poddanych dziataniu escitalopramu w zakresie stezenn 10-100 yM oraz czasem
inkubacji 24, 48, 72 i 96h. Rdznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci

p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.5. Aktywnos¢é metaboliczna komoérek linii GC-1 spg (a) oraz GC-2 spd (b)
poddanych dziataniu fluoksetyny w zakresie stezen 1-40 yM oraz czasem inkubacji
24, 48, 72 i 96h. ROznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. WartosSci

p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (** p<0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.6. Aktywnos¢é metaboliczna komoérek linii GC-1 spg (a) oraz GC-2 spd (b)
poddanych dziataniu imipraminy w zakresie stezeh 5-100 uM oraz czasem inkubacji
24, 48, 72 i 96h. ROznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci
p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (** p<0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.7. Aktywnos¢ metaboliczna komorek linii GC-1 spg (a) oraz GC-2 spd (b)
poddanych dziataniu mirtazapiny w zakresie stezen 50-400 pyM oraz czasem
inkubacji 24, 48, 72 i 96h. Rdznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci
p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.8. Aktywnos¢é metaboliczna komorek linii GC-1 spg (a) oraz GC-2 spd (b)
poddanych dziataniu olanzapiny w zakresie stezenn 10-150 yM oraz czasem inkubacji
24, 48, 72 i 96h. ROznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci

p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.9. Aktywnos¢é metaboliczna komorek linii GC-1 spg (a) oraz GC-2 spd (b)
poddanych dziataniu reboksetyny w zakresie stezeh 5-100 uM oraz czasem inkubaciji
24, 48, 72 i 96h. ROznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci

p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.10. Aktywnos¢é metaboliczna komorek linii GC-1 spg (a) oraz GC-2 spd (b)
poddanych dziataniu wenlafaksyny w zakresie stezen 100-600 yM oraz czasem
inkubacji 24, 48, 72 i 96h. Roéznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci
p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001).
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4.3. Ocena profilu generowanych reaktywnych form tlenu (RFT)
I azotu (RFA) oraz stopnia redukcji glutationu

W kolejnym etapie badan dokonaliSmy oceny réwnowagi redoks w komérkach
spermatocytéw poddanych dziataniu wybranych dawek lekéw przeciwdepresyjnych.
Wynika to z faktu, iz jedng z przyczyn obserwowanych spadkéw aktywnoSci
metabolicznej moze by¢ zachwianie réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej oraz
uposledzenie mechanizméw zwalczajgcych wolne rodniki. Z tego powodu
sprawdziliSmy poziom produkcji RFT, RFA i stopien redukcji glutationu w komérkach
spermatocytéw. Do badan wykorzystano trzy sondy fluorescencyjne: DAF-FM do
pomiaru pochodnych nadtlenkéw, dihydroetydyne do pomiaru ilosci anionorodnika
ponadtlenkowego (O,*—) oraz thiol tracker violet do pomiaru ilosci wolnych tioli.
Poziom fluorescenciji kazdej z sond jest wprost proporcjonalny do ilosci powstajgcych
RFT, RFA, tioli.

Uzyskane wyniki potwierdzajg wzrost produkcji RFT i RFA po 48h inkubaciji
z wytgczeniem RFT dla FLU i OLZ (linia GC-1 spg i GC-2 spd) oraz RFA dla MIR
(linia GC-1 spg) (Fig. 4.11; Fig. 4.13; Fig. 4.15; Fig. 4.17.). Obserwowany efekt byt
jeszcze bardziej zauwazalny po 96h ekspozycji w przypadku wszystkich uktadow
eksperymentalnych w poréwnaniu z grupg kontrolg (Fig. 4.12; Fig. 4.14; Fig. 4.16;
Fig. 4.18.) sSwiadczac jednoznacznie o inicjacji stresu oksydacyjnego oraz
nitrozacyjnego, ktére z kolei mogg negatywnie wptywac na struktury komérkowe. Co
interesujgce, linia komérek GC-2 spd charakteryzowata sie wyzszym poziomem
wzglednej wartosci fluorescencji w poréwnaniu do linii GC-1 spg.

Kolejno, sprawdzilismy czy utrzymujgcy sie stres powoduje uruchomienie
mechanizméw zmiatajgcych wolne rodniki. W tym celu dokonaliSmy oceny stopnia
redukcji glutationu jako wewnatrzkomoérkowego mechanizmu enzymatycznej ochrony
komorek odpowiedzialnego miedzy innymi za neutralizacje nadtlenku wodoru. Co
interesujgce, odnotowaliSmy aktywacje tego mechanizmu po 48h i 96h ekspozycji na
leki przeciwdepresyjne. W przypadku komoérek linii GC-1 spg najnizszy poziom
zaobserwowano dla ESC, MIR, OLZ (48h) oraz OLZ (96h). Z kolei w przypadku
komorek linii GC-2 spd dla MIR, VEN (48h) oraz OLZ (96h) (Fig. 4.19.-4.22.).

Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng
inkubacjg z lekami przeciwdepresyjnymi dla wszystkich 3 parametrow podano

ponizej w Tab. 4.1.
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Fig. 4.11. Reaktywne formy tlenu (RFT) produkowane przez komorki linii GC-1 spg
po 48h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow (a)
wyrazone w postaci RFU X £ SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05;
*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom RFT generowany przez
komérki GC-1 spg poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b)

(powiekszenie 10x).
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Fig. 4.12. Reaktywne formy tlenu (RFT) produkowane przez komorki linii GC-1 spg
po 96h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw (a)
wyrazone w postaci RFU X + SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Warto$ci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (*** p< 0.001).
Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom RFT generowany przez komorki

GC-1 spg poddanych dziataniu lekow przez okres 96h (b) (powiekszenie 10x).
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Fig. 4.13. Reaktywne formy tlenu (RFT) produkowane przez komorki linii GC-2 spd
po 48h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow (a)
wyrazone w postaci RFU X £ SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (** p< 0.01;
*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom RFT generowany przez
komérki GC-2 spd poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b)
(powiekszenie 10x%).
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Fig. 4.14. Reaktywne formy tlenu (RFT) produkowane przez komorki linii GC-2 spd
po 96h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw (a)
wyrazone w postaci RFU X + SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Warto$ci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (*** p< 0.001).
Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom RFT generowany przez komoérki GC-2

spd poddanych dziataniu lekow przez okres 96h (b) (powiekszenie 10x).
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Fig. 4.15. Reaktywne formy azotu (RFA) produkowane przez komorki linii GC-1 spg
po 48h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtdrzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow (a)
wyrazone w postaci RFU X £ SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnett’a. Wartoéci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p<0.01;
*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom RFA generowany przez
komérki GC-1 spg poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b)
(powiekszenie 10x%).
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Fig. 4.16. Reaktywne formy azotu (RFA) produkowane przez komorki linii GC-1 spg
po 96h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw (a)
wyrazone w postaci RFU X £ SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05;
*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom RFA generowany przez
komérki GC-1 spg poddanych dziataniu lekow przez okres 96h (b)
(powiekszenie 10x).
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Fig. 4.17. Reaktywne formy azotu (RFA) produkowane przez komorki linii GC-2 spd
po 48h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw (a)
wyrazone w postaci RFU X £ SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Wartosci p <0.05 wuznano za istotnie statystycznie (** p<0.01;
*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom RFA generowany przez
komérki GC-2 spd poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b)
(powiekszenie 10x%).
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Fig. 4.18. Reaktywne formy azotu (RFA) produkowane przez komorki linii GC-2 spd
po 96h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw (a)
wyrazone w postaci RFU X £ SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Wartosci p <0.05 wuznano za istotnie statystycznie (** p<0.01;
*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom RFA generowany przez
komérki GC-2 spd poddanych dziataniu lekow przez okres 96h (b)

(powiekszenie 10x).
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Fig. 4.19. Aktywacja mechanizmu redukcji glutationu przez komérki linii GC-1 spg po
48h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartoSci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw (a)
wyrazone w postaci RFU X £ SD (n=9x3). Réznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Warto$ci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (*** p< 0.001).
Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom zredukowanego glutationu w komaorkach
GC-1 spg poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b) (powiekszenie 10x).
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Fig. 4.20. Aktywacja mechanizmu redukcji glutationu przez komorki linii GC-1 spg po
96h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow (a)
wyrazone w postaci RFU X £ SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Wartosci p <0.05 uznano =za istotnie statystycznie (* p< 0.05;

p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom zredukowanego glutationu

w komoérkach GC-1 spg poddanych dziataniu lekéw przez okres 96h (b)
(powiekszenie 10x%).
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Fig. 4.21. Aktywacja mechanizmu redukcji glutationu przez komérki linii GC-2 spd po
48h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartoSci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw (a)
wyrazone w postaci RFU X £ SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnett'a. Warto$ci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (*** p< 0.001).
Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom zredukowanego glutationu w komadrkach
GC-2 spd poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b) (powiekszenie 10x).
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Fig. 4.22. Aktywacja mechanizmu redukcji glutationu przez komoérki linii GC-2 spd po
96h inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 9 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw (a)
wyrazone w postaci RFU X + SD (n=9x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnetta. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05;
*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia ukazujgce poziom zredukowanego glutationu
w komoérkach GC-2 spd poddanych dziataniu lekéw przez okres 96h (b)
(powiekszenie 10x%).
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Tab. 4.1. Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng
inkubacjg z lekami. Zmiennos¢ statystyczng oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Warto$ci

p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ™ p< 0.01; " p< 0.001).

GC-1 spg GC-2 spd

\ Reaktywne | Reaktywne Zreduko_wany Reaktywne | Reaktywne Zredukqwany

formy tlenu | formy azotu glutation formy tlenu | formy azotu glutation
KON NNN NNN NNN NNN NNN NNN
AMI 10 uym NAN ns ANAN ANNA AAA AAA
ESC 30 um ANAN ANAA ANA ANAN AAA ANA
FLU 5 um ARARA AN AWAWAN ns ANN ANNA
IMI 20 um ANNAN AWARA ANNAN ANN ANNA ANNA
MIR150HM NNN N NNN NNN NNN NNN
OLZ 40 pm NNN ANNN NANAN ns ANN ANANA
REB 30 um ARARA ASARAN ANN ANN ANN ANANA
VEN 250 uyM NAN N ANN ANN AAN ANAA

Analiza przedstawiona w powyzszej tabeli jednoznacznie wskazuje na wzrost
produkcji reaktywnych form tlenu po 96h inkubacji z lekami w poréwnaniu do 48h
(z wyjatkiem FLU i OLZ — linia GC-2 spd). Analogicznie zaobserwowano wzrost ilosci
reaktywnych form azotu wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji (z wyjgtkiem AMI — linia
GC-1 spg). Co wiecej, we wszystkich uktadach eksperymentalnych odnotowano

utrzymujgcy sie w czasie ekspozycji redukcje poziomu glutationu komdrkowego.
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4.4. Morfologiczna ocena komérek

Zmiany wyglagdu morfologicznego komoérek mogg by¢ kolejnym markerem
toksycznosci badanych zwigzkéw. Oceny zmian morfologicznych komorek linii
GC-1 spg i GC-2 spd dokonano przez 96 godzin inkubacji z badanymi lekami
(dokumentacje fotograficzng wykonywano co 24h). W przypadku linii GC-1 spg
pierwsze widoczne zmiany morfologiczne byly obserwowane juz po 24h ekspozycji
i postepowaty wraz z uptywem czasu. W poréwnaniu do kontroli we wszystkich
uktadach eksperymentalnych komorki charakteryzowaty sie utratg kontaktu
z podtozem naczynia hodowlanego, obkurczonym ksztattem, fragmentacjg oraz silng
wakuolizacjg cytoplazmy (Fig. 4. 23; Fig. 4.24.). Linia komoérek GC-2 spd
w wiekszosci przypadkdéw oraz przez wiekszo$¢ czasu inkubacji zachowywata
prawidtowy wyglgd morfologiczny. Jedynie pojedyncze komorki wykazywaty
zwiekszong ziarnistos¢ cytoplazmy oraz oderwanie od podtoza. Wakuolizacja byta
obserwowana dopiero w 96 godzinie hodowli dla lekéw AMI, IMI, VEN (Fig. 4.25;
Fig. 4.26.). Na ponizszych panelach przedstawiono dokumentacje fotograficzng
hodowli linii komérkowych GC-1 spg oraz GC-2 spd wykonywane przez okres 96

godzin.
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Fig. 4.23. Obraz zmian morfologicznych komérek linii GC-1 spg poddanych dziataniu
lekéw: AMI, ESC, FLU, IMI przez okres 96 godzin (powiekszenie 10x).
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48h

lekéw: MIR, OLZ, REB, VEN przez okres 96 godzin (powiekszenie 10x).

76



Oh

12h

24h

48h

72h

lekéw: AMI, ESC, FLU, IMI przez okres 96 godzin (powiekszenie 10x).
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Fig. 4.26. Obraz zmian morfologicznych komérek linii GC-2 spd poddanych dziataniu

lekéw: MIR, OLZ, REB, VEN przez okres 96 godzin (powiekszenie 10x).
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4.5. Ocena przemian energetycznych w komérkach

Spadki aktywnosci metabolicznej komodrek obserwowane w jednym
z pierwszych eksperymentdw mogg wynika¢ z nieprawidtowosci zachodzgcych
w obrebie mitochondriow. Dodatkowo reaktywne formy tlenu i azotu réwniez
odgrywajg wazng role w procesie wytwarzania energii. Z tego powodu, analiza
poziomu ATP komérkowego moze by¢ dobrym wskaznikiem do oceny efektéw
toksycznego dziatania lekow przeciwdepresyjnych w testowanych hodowlach in vitro.

Po 48h ekspozycji na leki jedynie w 3 uktadach eksperymentalnych linii
GC-1 spg odnotowalismy istotny statystycznie wzrost produkcji ATP (AMI, IMI, OLZ).
Co interesujgce, w tym samym czasie komorki linii GC-2 spd wykazywaty obnizenie
poziomu przemian energetycznych (FLU, MIR, VEN). Co wiecej, najbardziej wyrazny
spadek odnotowano dla komérek poddanych dziataniu MIR i VEN (obie badanie linie)
po 96h inkubacji. Dla pozostatych lekéw rowniez obserwowano istotny statystycznie
spadek poziomu ATP po 96h inkubaciji. Wyjatek stanowity dwa leki — ESC i OLZ (linia
GC-1 spg), gdzie poziom komérkowego ATP pozostat na poziomie kontrolnym
(Fig. 4. 27. a-b; Fig. 4.28. a-b).

Zestawienie réznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng

inkubacjg z lekami dla poziomu komorkowego ATP podano ponizej w Tab. 4.2.
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Fig. 4.27. Przemiany energetyczne komorek linii GC-1 spg po 48h (a) i 96h (b)
inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 3 biologicznych powt6rzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow
wyrazone w postaci %; X + SD (n=3x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p<0.05; ** p< 0.01;
*** n< 0.001).
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Fig. 4.28. Przemiany energetyczne komorek linii GC-2 spd po 48h (a) i 96h (b)
inkubacji z lekami przeciwdepresyjnymi. Wyniki przedstawiajg  wartosci
z 3 biologicznych powt6rzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow
wyrazone w postaci %; X + SD (n=3x3). Rdznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem

Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (*** p< 0.001).
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4.6. Analiza profilu cyklu komérkowego

Po zakonczeniu poprzednich badan eksperymentalnych, dokonano oceny
profilu cyklu komorkowego badanych linii komérkowych nalezgcych do szlaku
spermatogenezy. W tym celu wykonalismy iloSciowg analize poszczegdlnych faz
cyklu (GO-G1, S, G2/M) z wykorzystaniem cytometru obrazowego. Kroétkotrwata
inkubacja (48h) spowodowata skrécenie fazy GO-G1 dla leku FLU (linia GC-1 spg)
oraz VEN (linia GC-2 spd). Z kolei dla leku ESC i REB skroceniu ulegta faza S cyklu
(wytgcznie linia GC-2 spd). Wraz z uptywem czasu ekspozycji na leki
przeciwdepresyjne obserwowano znaczne skrécenie fazy GO-G1 (linia GC-1 spg) dla
wiekszosci ukfadéw eksperymentalnych. Podobna tendencja nie zostata
potwierdzona dla drugiej badanej linii komorkowej (Fig. 4.29. a-b; Fig. 4.30. a-b).

Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng

inkubacjg z lekami dla profilu cyklu komérkowego podano ponizej w Tab. 4.2.
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Fig. 4.29. Profil cyklu komoérkowego komérek GC-1 spg poddanych dziataniu lekow
przeciwdepresyjnych przez 48h (a) i 96h (b) inkubacji. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 3 biologicznych powt6rzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow
wyrazone w postaci %; X £ SD (n=3x3). Réznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem

Dunnett’a. Wartoéci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p<0.05; ** p< 0.01;

%k n< 0.001).
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Fig. 4.30. Profil cyklu komoérkowego komérek GC-2 spd poddanych dziataniu lekéw
przeciwdepresyjnych przez 48h (a) i 96h (b) inkubacji. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 3 biologicznych powt6rzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow

wyrazone w postaci %; X £ SD (n=3x3). Réznice statystyczne oznaczono przy

wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji

(ANOVA) z post-hoc testem

Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p<0.05; ** p< 0.01).
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4.7. Ocena uszkodzen materiatu genetycznego komérek

Utrzymujgcy sie stres oksydacyjno-nitrozacyjny moze prowadzi¢ do
powstawania uszkodzen strukturalnych kwaséw nukleinowych. Stad, w nastepnym
etapie eksperymentéw dokonaliSmy oceny powstawania mikrojgder (MN) jako
znacznika genotoksycznosci lekdbw w  badanych liniach  komodrkowych.
Odnotowalismy znaczny wzrost ich powstawania po 48h (z wyjgtkiem [IMI)
w przypadku obu testowanych linii komorkowych. Po 96h ekspozycji odnotowano
delikatny spadek w poréwnaniu z obserwacjami poczynionymi po 48h. Taka
tendencja dotyczyta wszystkich uktadéw eksperymentalnych (Fig. 4.31.-4.34.).

Zestawienie roéznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng

inkubacjg z lekami dla powstawania mikrojgder (MN) podano ponizej w Tab. 4.2.
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a) GC-1 spg - 48h

Mikrojadra [%]
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&

Fig. 4.31. Czestos¢ wystepowania mikrojgder w komérkach linii GC-1 spg po 48h
inkubacji z lekami (a). Wyniki przedstawiajg warto$ci z 3 biologicznych powtdrzen
oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw wyrazone w postaci %; X = SD
(n=3x3). Rodznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za
istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia,

biatymi strzatkami oznaczono mikrojadra (b) (powiekszenie 10x).
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Fig. 4.32. Czestos¢ wystepowania mikrojgder w komérkach linii GC-1 spg po 96h
inkubacji z lekami (a). Wyniki przedstawiajg wartosci z 3 biologicznych powtérzen
oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw wyrazone w postaci %; X = SD
(n=3x3). Rodznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za
istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia,

biatymi strzatkami oznaczono mikrojadra (b) (powiekszenie 10x).
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Fig. 4.33. Czestos¢ wystepowania mikrojgder w komérkach linii GC-2 spd po 48h
inkubacji z lekami (a). Wyniki przedstawiajg wartosci z 3 biologicznych powtorzen
oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw wyrazone w postaci %; X = SD
(n=3x3). Rodznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za
istotnie statystycznie (** p< 0.01; *** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia, biatymi

strzatkami oznaczono mikrojadra (b) (powiekszenie 10x).
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Fig. 4.34. Czestos¢ wystepowania mikrojgder w komérkach linii GC-2 spd po 96h
inkubacji z lekami (a). Wyniki przedstawiajg wartosci z 3 biologicznych powtorzen
oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw wyrazone w postaci %; X = SD
(n=3x3). Roéznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za
istotnie statystycznie (** p< 0.01; *** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia, biatymi

strzatkami oznaczono mikrojadra (b) (powiekszenie 10x).
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Tab. 4.2. Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng
inkubacjg z lekami. Zmiennos¢ statystyczng oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci

p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ™ p< 0.01; " p< 0.001).

GC-1 spg GC-2 spd
ATP CyK MN | ATP CYyKd MN
GO0-G1 S G2/M GO0-G1 S G2/M

KON ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AMI 10 um ANNAN ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ESC 30 um ns AN ns n ns ns ns ns ns AN
FLU 5um ns ns A ns ns A ns N ns ns
IMI 20 pm NAN ns ns ns ns ns AN ns NN ns
MIR 150 pm NAN AN ns ns A ns ns ns ns ns
OLZ 40 pym NAN ns ns ns NAN ns ns NAN N ns
REB 30 uMm AN ns ns ns ns ns ns ns ns ns
VEN 250pum | MM A N ns ns ns ns ns ns ns ns

Dalsza analiza wykazata istotny statystycznie spadek komodrkowego ATP
w komorkach GC-1 spg po 96h w stosunku do 48h (z wyjatkiem ESC i FLU).
W przypadku linii komoérek GC-2 spd obserwowano podobng tendencje jednakze
uzyskane wyniki nie byty istotne statystycznie. Profil cyklu komérkowego nieznacznie
roznit sie pomiedzy dwoma czasami ekspozycji na leki. Zmiany dotyczyty gtéwnie
skrécenia fazy GO-G1 (ESC, MIR, VEN - linia GC-1 spg; IMI — linia GC-2 spd),
skrocenia fazy S (FLU — linia GC-1 spg; FLU, OLZ — linia GC-2 spd) oraz wydtuzenia
fazy G2/M (ESC - linia GC-1 spg; IMI, OLZ - linia GC-2 spd). W odniesieniu do
mikrojgder obserwowano redukcje ich ilosci wraz ze wzrostem czasu inkubacji
(w przypadku MIR, OLZ — linia GC-1 spg; ESC — linia GC-2 spd).
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4.8. Zmiany w ekspresji genow odgrywajacych kluczowa role
w podziale mejotycznym

Analiza zmian ilosciowych w ekspresji genow odpowiedzialnych za tworzenie
struktury kompleksu synaptonemalnego (SCP1, SCP3) oraz biatka stabilizujgcego
tworzenie wrzeciona kariokinetycznego (NuMA) metodg Real-Time PCR zostata
przeprowadzona na podstawie amplifikacji czgsteczki mMRNA. W tym celu catkowite
RNA zostato wyizolowane po 48h i 96h inkubacji komorek z lekami, a nastepnie
dokonano oceny jakosciowej na zelu agarozowym. W wyniku rozdziatu
elektroforetycznego obserwowano dwie widoczne frakcje o statych sedymentacji 18S
oraz 28S. Intensywnos$¢ swiecenia frakcji 28S w stosunku do 18S byfa blisko
dwukrotnie wyzsza co Swiadczy o wysokiej jakosci preparatow (Fig. 4. 35. (a);
Fig. 4.36. (a)).

Tak uzyskane RNA stanowito matryce do syntezy czasteczki cDNA. Poziom
ekspresji badanych gendéw zostat znormalizowany wzgledem genu referencyjnego
18S rRNA. Obliczono réznice ekspresji genéw SCP1, SCP3 i NuMa pomiedzy
prébkami, a probg referencyjng. Znormalizowang wartos¢ srednig poziomu ekspres;ji
wyliczono wedlug wzoru: R= 2784¢T,
przedstawiono na Fig. 4.35. (b) oraz Fig. 4.36. (b).

Krzywe ekspresji dla wszystkich genow

Analiza wynikbw wykazata, iz stosowane leki przeciwdepresyjne powodujg
istotne statystycznie zmiany ekspresji wybranych genéw w zakresie czasu ekspozycji
48h i 96h. Dla genéw SCP1 i SCP3 najwyzszy poziom ekspresji odnotowano dla
lekéw ESC, FLU oraz VEN (obie badane linie komérkowe). Z kolei najnizszy poziom
ekspresiji obserwowano w uktadach z lekiem MIR. Zmiany
w poziomie ekspresji genu NuMa nie byly juz tak bardzo widoczne jak w przypadku
dwoch poprzednich gendw, jednakze w tym przypadku podobnie odnotowano istotne
statystycznie réznice gtownie dla komoérek linii GC-2 spd. Réwniez i w tym wypadku
najwyzszy wzrost po inkubacji z lekami ESC, FLU, VEN (tylko linia GC-2 spd) oraz
spadek dla MIR (obie linie komodrkowe). Co interesujgce, po 96h inkubacji
odnotowano obnizenie ekspresji NuMa w przypadku uktadow leku [IMI
(obie linie komorkowe) (Fig. 4.37. a, b, c; Fig. 4.38. a, b, ¢).

Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng
inkubacjg z lekami dla poziomu ekspresji wybranych genéw podano ponizej
w Tab. 4.3.
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Fig. 4.35. Rozdziat elektroforetyczny RNA wyizolowanego z linii komorkowej
GC-1 spg poddanej dziataniu lekéw przeciwdepresyjnych przez 48h i 96h (a).
Przyktadowe krzywe ekspresji charakteryzujgce kinetyke amplifikacji sekwencji

docelowych oraz zalezno$¢ fluorescenciji od cyklu reakcji Real-time PCR (b).
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Fig. 4.36. Rozdziat elektroforetyczny RNA wyizolowanego z linii komorkowej
GC-2 spd poddanej dziataniu lekéw przeciwdepresyjnych przez 48h i 96h (a).
Przyktadowe krzywe ekspresji charakteryzujgce kinetyke amplifikacji sekwencji

docelowych oraz zalezno$¢ fluorescenciji od cyklu reakcji Real-time PCR (b).
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Fig. 4.37. Analiza poziomu ekspresji genéw SCP1 (a), SCP3 (b), NuMa (c) wzgledem
genu referencyjnego 18S rRNA dla komérek linii GC-1 spg poddanej dziataniu lekow
przeciwdepresyjnych przez 48h i 96h. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 3 biologicznych powtorzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow
i wyrazone w postaci X + SD (n=3x3). Rodznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01;
*** n< 0.001).
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Fig. 4.38. Analiza poziomu ekspresji genéw SCP1 (a), SCP3 (b), NuMa (c) wzgledem
genu referencyjnego 18S rRNA dla komérek linii GC-2 spd poddanej dziataniu lekow
przeciwdepresyjnych przez 48h i 96h. Wyniki przedstawiajg wartosci
z 3 biologicznych powtorzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentow
i wyrazone w postaci X + SD (n=3x3). Rodznice statystyczne oznaczono przy
wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01;
*** p< 0.001).
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Tab. 4.3. Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng
inkubacjg z lekami. Zmiennos$¢ statystyczng oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci

p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ™ p< 0.01; ™ p< 0.001).

GC-1spg GC-2 spd
SCP1 | SCP3 | NuMa | SCP1 | SCP3 | NuMa
KON ns ns ns ns ns ns
AMI 10 uM ns ns ns ns ns A
ESC 30 um ANAN AN ns ANAA AAN A
FLU 5um NAN A ns NAN ANN ANA
IMI 20 um ns ns NAN ANA AN AAA
MIR 150 uym ns ns AN ns ns ns
OLZ 40 um N ns ns A A A ns
REB 30 um n ns ns ANAA AAN AAA
VEN 250 yM ns ns AN ANN ANN AANA

Poréwnujgc uzyskane wyniki dotyczgce poziomu ekspresji genow pomiedzy
dwoma czasami inkubacji z lekami (48-96h) odnotowano najwiecej istotnych zmian
(spadki poziomu ekspresji po 96h) w przypadku komoérek poddanych dziataniu ESC,
FLU (linia GC-1 spg) oraz ESC, FLU, IMI, OLZ, REB, VEN (linia GC-2 spd).
Obserwowane spadki ekspresji gendéw po dtuzszym czasie ekspozycji dotyczyty obu
linii komorkowych oraz wszystkich 3 badanych gendéw. Jedynie komérki wystawione
na dziatanie AMI oraz MIR (linia GC-1 spg oraz GC-2 spd) nie wykazywaty istotnych

statystycznie réznic niezaleznie od diugosci czasu ekspozycji na leki.
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4.8. Analiza sciezek sygnalizacyjnych wewnatrzkomoérkowej

W odpowiedzi na uszkodzenia komérek moze dojs¢ do aktywacji wielu biatek
i roznych sciezek sygnalizacji wewngtrzkomoérkowej. Podczas badan dokonalismy
analizy kilku z nich, co wymagato wydzielenia kilku etapéw badan w zaleznosci od

rodzaju aktywowanej $ciezki (Fig. 4.39; Fig. 4.44.).

Ocena nieenzymatycznych mechanizméw odpowiedzi komoérek na stres

oksydacyjno-nitrozacyjny

Analiza statystyczna wykazata ze krétkotrwata inkubacja (48h) powoduje
aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz czynnika wzrostu fibroblastéw
FGF2. Najwyzszy poziom ekspresji NF-kB obserwowano w przypadku komoérek linii
GC-1 spg wystawionych na dziatanie FLU, IMI, REB, VEN. Linia GC-2 spd
charakteryzowata sie rowniez delikatnym wzrostem ekspresiji, jednakze wyniki nie
byly istotne statystycznie. W uktadach lekow IMI, MIR, OLZ (linia GC-1 spg
i GC-2 spd) odnotowano wzrost poziomu biatka FGF-2, natomiast w przypadku
komorek GC-2 spd poddanych dziataniu VEN potwierdzono spadek jego poziomu.
Co interesujace, dtuzsza ekspozycja na leki spowodowata wzrost poziomu badanych
czynnikow w wiekszosci uktadéw eksperymentalnych dla obu badanych linii
komérkowych (Fig. 4.40. a-b; Fig. 4.45. a-b).

Ocena mechanizmow regulacji cyklu komérkowego

W kolejnym etapie przeprowadzono ocene syntezy biatek p16, p21, p27 i p53.
W przypadku linii komoérek GC-1 spg odnotowano wzrost poziomu wszystkich
analizowanych biatek niezaleznie od czasu inkubaciji (Fig. 4.40. c-d; Fig. 4.41. e-f).
Druga linia réwniez charakteryzowata sie wzrostem syntezy wspomnianych biatek po
48h i 96h inkubacji z lekami z wytgczeniem biatka p27 po 48h (Fig. 4.45. c-d;
Fig. 4.46. e-f).
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Ocena mechanizméw chronigcych telomerowe odcinki DNA

Uszkodzenia w obrebie telomerowego DNA wymagajg specyficznych
mechanizmdéw naprawy uszkodzen w tych wiasnie odcinkach DNA. Analiza syntezy
biatka TRF1 i TRF2 wykazata wzrost ich poziomu spowodowany dziataniem lekow
w przypadku 48h i 96h inkubacji. Jedynym wyjgtkiem byt uktad komorek linii
GC-1 spg oraz czas inkubacji 48h gdzie obserwowano znaczny spadek poziomu dla
uktadow OLZ, REB, VEN oraz 96h dla uktadow AMI, ESC, FLU, IMI oraz VEN
(Fig. 4.41. g-h; Fig. 4.46. g-h).

Ocena mechanizmow zapewniajgcych prawidtowe tworzenie wrzeciona

kariokinetycznego

Zaburzenia w przebiegu mejozy sg punktem krytycznym w procesie tworzenia
gamet. Ogromng role w tym procesie odgrywa struktura kompleksu
synaptonemalnego oraz jgdrowe biatko NUMA biorgce udziat w tworzeniu wrzeciona
kariokinetycznego. Uzyskane wyniki wskazujg na sumaryczny wzrost ekspresji
SCP1, SCP3, NuMa, kalneksyna we wszystkich uktadach eksperymentalnych linii
GC-1 spg z wyjagtkiem OLZ dla genu SCP1 i 48h ekspozycji. Zaskakujgco, wyniki
oceny syntezy wszystkich wspomnianych biatek w przypadku linii GC-2 spd sugerujg
wzrost ich ekspresji jedynie po krotkim czasie inkubacji 48h. Diugi czas ekspozycji
doprowadzit do spadku ich poziomu w wiekszosci uktadéw badanych lekéw
(Fig. 4.42. i-j; Fig. 4.43. m-n; Fig. 4.47. i-j; Fig. 4.48. m-n). Co wiecej, uzyskane wyniki
poziomu syntezy badanych biatek znajdujg potwierdzenie we wczesniejszych

dotyczacych ekspresji gendéw na poziomie mRNA.

Ocena aktywacji procesu apoptozy

Utrzymujacy sie wysoki poziom stresu oksydacyjnego powoduje uszkodzenia
bton mitochondrialnych i dysfunkcje tancucha oddechowego prowadzgc do apoptozy
komorek. Na tej podstawie ostatnim etapem byta ocena poziomu biatek z rodziny
proapoptotycznych (kaspaza 3) i antyapoptotycznych (Bcl-2) decydujgcych o smierci
lub przezyciu komoérki. Odnotowano wzrost syntezy kaspazy 3 po 48h w linii komorek
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GC-1 spg (uktady ESC, FLU, OLZ, VEN). Taki stan rzeczy utrzymywat sie réwniez po
96h ekspozycji z wyjgtkiem FLU, gdzie poziom kaspazy 3 znacznie sie obnizyt.
Analogiczne wyniki obserwowano dla uktadow AMI, MIR, REB. W przypadku drugiej
linii komorkowej GC-2 spd we wszystkich ukfadach odnotowano wzrost ekspresji
kaspazy 3. Jednoczesnie poziom syntezy Bcl-2 pozostawat na granicy kontroli (linia
GC-1 spg) lub istotnie sie obnizyt (linia GC-2 spd) z wyjatkiem VEN (48h) i AMI (96h)
(Fig. 4.43. o-p; Fig. 4.48. 0-p).

Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng

inkubacjg z lekami dla poziomu syntezy wybranych biatek podano ponizej w Tab. 4.4.
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Fig. 4.39. Analiza profilu syntezy biatek w komoérkach GC-1 spg poddanych dziataniu

lekdw przeciwdepresyjnych przez 48h i 96h. Zdjecia poglagdowe ukazujgce prazki

uzyskane w wykorzystaniem techniki Western Blot.
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Fig. 4.40. Warto$ci pomiaréw densytometrycznych prazkéw linii GC-1 spg
otrzymanych po chemiluminescencyjnej detekcji badanych biatek: NF-kB (a), FGF2
(b), p16 (c), p21 (d). Wyniki przedstawiajg wartosci z 3 biologicznych powtorzen oraz
3 technicznie niezaleznych eksperymentéw i wyrazone w postaci X £ SD (n=3x3).
Roéznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie
statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.41. Warto$ci pomiaréw densytometrycznych prazkéw linii GC-1 spg
otrzymanych po chemiluminescencyjnej detekcji badanych biatek: p27 (e), p53 (f),
TRF1 (g), TRF2 (h). Wyniki przedstawiajg wartosci z 3 biologicznych powtdrzen oraz
3 technicznie niezaleznych eksperymentéw i wyrazone w postaci X £ SD (n=3x3).
Roéznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie
statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.42. Warto$ci pomiaréw densytometrycznych prazkéw linii GC-1 spg
otrzymanych po chemiluminescencyjnej detekcji badanych biatek: kalneksyna (i),
NuMa (j), alfa-2a (k), SERT (). Wyniki przedstawiajg warto$ci z 3 biologicznych
powtdrzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw i wyrazone w postaci
X + SD (n=3x3). Robznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Warto$ci
p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.43. Warto$ci pomiaréw densytometrycznych prazkéw linii GC-1 spg
otrzymanych po chemiluminescencyjnej detekcji badanych biatek: SCP1 (m), SCP3
(n), kaspaza3 (0), Bcl-2 (p). Wyniki przedstawiajg wartosci z 3 biologicznych
powtdrzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw i wyrazone w postaci
X + SD (n=3x3). Robznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Warto$ci
p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).

104



GC-2 spd

48h
K AMI ESC FLU IMI MIR OLZ REB VEN

— N — —— ——— . —

e —

R aierete ] e e

-4 1 11 Y ¥
=

T

3

-—

tt

L N

f

NF-kB
(65 kDa)

FGF2

(24 kDa)

pl6
(16 kDa)

p21

(21 kDa)

p27
(27 kDa)

p53
(53 kDa)

TRF1
(56 kDa)

TRF2
(60 kDa)

kalneksyna
(67 kDa)

NuMa
(238 kDa)

alfa-2
(45 kDa)

SERT
(70 kDa)

SCP1
(107 kDa)

SCP3
(33 kDa)

kaspaza 3
(21, 17 kDa)

Bcl-2
(26 kDa)
B-actin
(42 kDa)

.

|

}

96h
K AMI ESC FLU IMI MIR OLZ REB VEN

N — — — — . e— o —

| — G—— G - — - - -

P ———— —— — —
L e e G —— — - — -

| e e e e DG a—

Fig. 4.44. Analiza profilu syntezy biatek w komérkach GC-2 spd poddanych dziataniu

lekéw przeciwdepresyjnych przez 48h i 96h. Zdjecia pogladowe ukazujgce prazki

uzyskane w wykorzystaniem techniki Western Blot.
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Fig. 4.45. Warto$ci pomiaréw densytometrycznych prazkéw linii GC-2 spd
otrzymanych po chemiluminescencyjnej detekcji badanych biatek: NF-kB (a), FGF2
(b), p16 (c), p21 (d). Wyniki przedstawiajg wartosci z 3 biologicznych powtérzen oraz
3 technicznie niezaleznych eksperymentéw i wyrazone w postaci X £ SD (n=3x3).
Roéznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie
statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.46. Warto$ci pomiaréw densytometrycznych prazkéw linii GC-2 spd
otrzymanych po chemiluminescencyjnej detekcji badanych biatek: p27 (e), p53 (f),
TRF1 (g), TRF2 (h). Wyniki przedstawiajg wartosci z 3 biologicznych powtorzen oraz
3 technicznie niezaleznych eksperymentéw i wyrazone w postaci X £ SD (n=3x3).
Réznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie
statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.47. Warto$ci pomiaréw densytometrycznych prazkéw linii GC-2 spd
otrzymanych po chemiluminescencyjnej detekcji badanych biatek: kalneksyna (i),
NuMa (j), alfa-2a (k), SERT (). Wyniki przedstawiajg warto$ci z 3 biologicznych
powtdrzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw i wyrazone w postaci
X = SD (n=3x3). Robznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Warto$ci
p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).
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Fig. 4.48. Warto$ci pomiaréw densytometrycznych prazkéw linii GC-2 spd
otrzymanych po chemiluminescencyjnej detekcji badanych biatek: SCP1 (m), SCP3
(n), kaspaza3 (0), Bcl-2 (p). Wyniki przedstawiajg wartosci z 3 biologicznych
powtdrzen oraz 3 technicznie niezaleznych eksperymentéw i wyrazone w postaci
X + SD (n=3x3). Robznice statystyczne oznaczono przy wykorzystaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Warto$ci
p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).
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Tab. 4.4. Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng inkubacjg z lekami. Zmiennos¢ statystyczng
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano
za istotnie statystycznie (® p< 0.05; ™ p< 0.01; " p< 0.001).

GC-1 spg

NF-kB | FGF2 | pl6 p21 p27 p53 | TRF1 | TRF2 | kalneksyna | NuMa | alfa-2a | SERT | SCP1 | SCP3 | kaspaza3 | Bcl-2
KON ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AMI 10 pMm ns ns ns ns ns ns |ANAN|AAN ns ns ns ns [AAN] s ANN ns
ESC 30 um ns [AAN| ns ns ns ns ns [AAA ns ns ns ns [AAAN] ns ns ns
FLUsHM ns ns NNN ns NN ns ns NNN NNN N NN ns N ns NNN ns
IMI 20 um ns ns ns ns ns n ns |AAN ns ns ns ns ns ns ns ns
M|R150HM ns ns NN NNAN N ns ns NNN NNN ns NNN ns ns NANAN ns NANAN
OLZ40|JM ns ns NNN NN NNN ns NNAN N NNN ns NNN ns NNN]|NANNN ns ns
REB 30 um NN ns ns ns ns ns NA ns ns ns ns ns |ANMN| ns ns NAN
VEN 250 um ns ns ns N ANNNL ns ns ns NAN ns ns NNNL ns ns ns ns

GC-2 spd

NF-kB | FGF2 | pl6 p21 p27 p53 | TRF1 | TRF2 | kalneksyna | NuMa | alfa-2a | SERT | SCP1 | SCP3 | kaspaza3 | Bcl-2
KON ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AMI 10 pm ns ns ns ns [AANIANANIANNL npg ns ns N ns ns [AAN ns NAN
ESC?)OUM ns NNAN ns NNANN|NANAN|NANNANN]|ANANNN ns ns ns NN N N NNAN ns NNAN
FLU5|JM ns NNAN ns ns NNAN N NNAN NN ns NN NNN NNN ns ns ns NNN
IMI20|JM NNAN NNAN ns NN NNAN ns NNAN ns ns ns NNN NNN ns NNN ns N
MIR 150|JM NNAN NNAN ns ns NNAN ns N NNN ns ns NNN ns ns ns ns NNN
OLZ 40 uM ns AAN| s ns | AAAN|AAA|[AAA]AAA AAA ns AN AAA A ANAN AAA AAN
REB 30 uM AAN [AAA]AAA[AAA|AAA] AN ns | AAA AAA AAA AN ns |AAA[AAN AAA ns
VEN 250 uM ns ANA| hs AN [AAAN]IAAA|] AN | AAA AAA ns AAN [AAA|AAA]IAANA ns AN
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Poréwnanie poziomu syntezy analizowanych biatek po 48-godzinnej
I 96-godzinnej hodowli komoérek w obecnosci lekow przeciwdepresyjnych wykazato,
ze w przypadku linii komérkowej GC-1 spg dtuzszy czas inkubacji wptywa istotnie
statystycznie na zmiane profilu syntezy w 41 uktadach (ilo§¢ analizowanych biatek
x ilos¢ uktadéw eksperymentalnych), podczas gdy w przypadku linii komdrkowej

GC-2 spd takg zmiane odnotowano w przypadku 78 uktaddw.

4.8. Ocena fragmentacji DNA komérkowego

Kolejnym markerem zaprogramowanej Smierci komoérkowej jest ocena
fragmentacji koncow 3’ czgsteczki DNA zachodzacych podczas apoptotycznej
Smierci komorkowej. Zastosowanie techniki TUNEL umozliwito wizualizacje komorek
TUNEL+ oznaczajgcych komoérki apoptotyczne. Odnotowano wzrost komorek
TUNEL+ we wszystkich uktadach eksperymentalnych, niezaleznie od czasu
ekspozycji. Dodatkowo, wraz z uptywem czasu liczba komérek apoptotycznych rosta
(obie badane linie). Najwyzszg ich liczbe odnotowano dla lekéw ESC, FLU oraz VEN
we wszystkich uktadach eksperymentalnych. Jedynie leki MIR oraz czesciowo REB
charakteryzowaty sie odsetkiem komdrek TUNEL+ na granicy kontroli
(Fig. 4.49.-4.52.).

Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng
inkubacjg z lekami w kontekscie zmian w ilosci komérek apoptotycznych podano

ponizej w Tab. 4.5.
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GC-1 spg - 48h
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1

llos¢ komoérek TUNEL+

K AMI ESC FLU IMI MIR OLZ REB VEN
10 uM 30 uM 5uM 20uM 150 uM 40 uM 30 uM 250 uM

b) K AMI 10 uM ESC 30 uM

FLU 5 uM IMI 20 uM MIR 150 uM

OLZ 40 uM REB 30 uM VEN 250 uM

Fig. 4.49. Fragmentacja DNA komorek linii GC-1 spg po 48h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg metody TUNEL. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komorek linii GC-1 spg
poddanych dziataniu lekdw przez okres 48h (b) (powigkszenie 10x). Niebieska
fluorescencja (DAPI) komorki zywe, zielona fluorescencja (FITC) komorki

apoptotyczne.
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GC-1 spg - 96h
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llo§¢ komoérek TUNEL+

K AMI ESC FLU IMI MIR OLZ REB VEN
10 uM 30 uM 5uM 20pM 150 pM 40 uM 30 uM 250 uM

b) AMI 10 uM ESC 30 uM

FLU 5 uM IMI 20 uM MIR 150 uM

OLZ 40 uyM REB 30 uM VEN 250 uM

Fig. 4.50. Fragmentacja DNA komorek linii GC-1 spg po 96h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg metody TUNEL. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzeh oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komoérek linii GC-1 spg poddanych dziataniu
lekéw przez okres 96h (b) (powiekszenie 10x). Niebieska fluorescencja (DAPI)

komorki zywe, zielona fluorescencja (FITC) komorki apoptotyczne.
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Fig. 4.51. Fragmentacja DNA komorek linii GC-2 spd po 48h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg metody TUNEL. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komorek linii GC-2 spd poddanych dziataniu
lekéw przez okres 48h (b) (powiekszenie 10x). Niebieska fluorescencja (DAPI)

komorki zywe, zielona fluorescencja (FITC) komorki apoptotyczne.
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GC-2 spd - 96h

Qo
~
o

-
o
1

llo§¢ komoérek TUNEL+

K AMI ESC FLU IMI MIR OLZ REB VEN
10 uM 30 uM 5uM 20uM 150 uM 40 uM 30 uM 250 uM

b) K AMI 10 uM ESC 30 uM

FLU 5 uM IMI 20 uM MIR 150 uM

OLZ 40 pM REB 30 uM VEN 250 uM

Fig. 4.52. Fragmentacja DNA komorek linii GC-2 spd po 96h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg metody TUNEL. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett’'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(** p< 0.01; ** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komorek linii GC-2 spd
poddanych dziataniu lekdw przez okres 96h (b) (powigkszenie 10x). Niebieska
fluorescencja (DAPI) komorki zywe, zielona fluorescencja (FITC) komorki
apoptotyczne.
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4.8. Ocena sSmierci komoérkowej za pomoca barwienia ré6znicowego

Koncowym eksperymentem byto jednoznacznie wykazanie Smierci
komorkowej na skutek ekspozycji badanych linii  komérkowych na leki
przeciwdepresyjne. W tym celu wykonano dwie techniki na potwierdzenie
uzyskanych wynikow: 1) barwienie roznicowe bromek etydyny/oranz akrydyny oraz
2) barwienie z wykorzystaniem kalceina-AM / jodek propidyny (Calcein-AM/PI).

Zaobserwowano istotny spadek zywotnosci komorek juz po 48h inkubaciji
z badanymi lekami dla linii komérek GC-1 spg. Efekt byt jeszcze bardziej widoczny
po 96h ekspozycji. Z kolei linia komorek GC-2 spd charakteryzowata sie wiekszg
odpornoscig i tym samym mniejszym odsetkiem martwych komérek po 48h. Co
interesujgce, po 96h inkubacji rowniez w przypadku tej linii obserwowano znaczne
spadki zywotnosci we wszystkich uktadach eksperymentalnych (Fig. 4.53.-4.56.).
Analogiczne rezultaty otrzymano stosujgc druga technike barwienia. W tym wypadku
liczba martwych komoérek rosta wraz z uptywem czasu hodowli we wszystkich
badanych uktadach (Fig. 4.57.-4.60.).

Zestawienie réznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng

inkubacjg z lekami dla oceny zywotnosci komérek podano ponizej w Tab. 4.5.

116



o
-

GC-1 spg - 48h
105+
b 3 zywe

— 100
= i i . EE martwe
g
2
‘O 954
£
o
X
:U
8 90
£
°
3
>
N 854

80 T T T T T T T T T

K AMI ESC FLU IMI MIR OLZ REB VEN
10 yM 30 uM 5uM 20 M 150 pM 40 uM 30 uM 250 yM
b) K AMI 10 uM ESC 30 uM
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Fig. 4.53. Zywotno$é komoérek linii GC-1 spg po 48h inkubacji z lekami

przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg barwienia kalceina/Pl. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(** p< 0.01; ** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komodrek linii GC-1 spg
poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b) (powiekszenie 10x). Zielona
fluorescencja (FITC) komorki zywe, czerwona fluorescencja (Texas Red) komorki
martwe.
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Fig. 4.54. Zywotno$é komoérek linii GC-1 spg po 96h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg barwienia kalceina/Pl. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(*** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komorek linii GC-1 spg poddanych dziataniu
lekéw przez okres 96h (b) (powiekszenie 10x). Zielona fluorescencja (FITC) komorki

zywe, czerwona fluorescencja (Texas Red) komorki martwe.
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Fig. 4.55. Zywotno$é komoérek linii GC-2 spd po 48h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg barwienia kalceina/Pl. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentow i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Rdznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(** p< 0.01; ** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komorek linii GC-2 spd
poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b) (powiekszenie 10x). Zielona
fluorescencja (FITC) komorki zywe, czerwona fluorescencja (Texas Red) komorki
martwe.
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Fig. 4.56. Zywotno$é komoérek linii GC-2 spd po 96h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg barwienia kalceina/Pl. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(** p< 0.01; ** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komorek linii GC-2 spd
poddanych dziataniu lekow przez okres 96h (b) (powiekszenie 10x). Zielona

fluorescencja (FITC) komorki zywe, czerwona fluorescencja (Texas Red) komorki
martwe.
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Fig. 4.57. Zywotno$é komoérek linii GC-1 spg po 48h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg barwienia EtBr/OA. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(** p< 0.01; ** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komorek linii GC-1 spg
poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b) (powiekszenie 10x). Zielona
fluorescencja (FITC) komorki zywe, czerwona fluorescencja (Texas Red) komorki
martwe.

121



GC-1 spg - 96h

foV)
N’

105

100

|
95
90
85
80
754
70 T

K AMI ESC FLU IMI MIR OLZ REB VEN
10 M 30 M 5uM 20 uM 150 M 40 uM 30 M 250 M

b) K
FLU 5 uM

OLZ 40 uM REB 30 uM

3 zywe
Bl martwe

zywotnos$¢ komorek [%]

AMI 10 uM ESC 30 uM

IMI 20 uMm MIR 150 uM

VEN 250 uM

Fig. 4.58. Zywotno$é komoérek lini GC-1 spg po 96h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg barwienia EtBr/OA. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Rdznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(** p< 0.01; ** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komodrek linii GC-1 spg
poddanych dziataniu lekow przez okres 96h (b) (powiekszenie 10x). Zielona
fluorescencja (FITC) komorki zywe, czerwona fluorescencja (Texas Red) komorki
martwe.
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Fig. 4.59. Zywotno$é komoérek linii GC-2 spd po 48h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg barwienia EtBr/OA. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komorek linii GC-2 spd
poddanych dziataniu lekow przez okres 48h (b) (powiekszenie 10x). Zielona
fluorescencja (FITC) komorki zywe, czerwona fluorescencja (Texas Red) komorki
martwe.
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Fig. 4.60. Zywotno$é komoérek linii GC-2 spd po 96h inkubacji z lekami
przeciwdepresyjnymi wykryta za pomocg barwienia EtBr/OA. Wyniki przedstawiajg
wartoéci z 3 biologicznych powtérzen oraz 3 technicznie niezaleznych
eksperymentéw i wyrazone w postaci X £+ SD (n=3x3) (a). Roznice statystyczne
oznaczono przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z post-hoc testem Dunnett'a. Wartosci p <0.05 uznano za istotnie statystycznie
(** p< 0.01; ** p< 0.001). Reprezentatywne zdjecia komorek linii GC-2 spd
poddanych dziataniu lekow przez okres 96h (b) (powiekszenie 10x). Zielona
fluorescencja (FITC) komorki zywe, czerwona fluorescencja (Texas Red) komorki
martwe.
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Tab. 4.5. Zestawienie roznic statystycznych pomiedzy 48-godzinng, a 96-godzinng

inkubacjg z

lekami.

ZmiennoS$¢ statystyczng oznaczono przy wykorzystaniu

jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Wartosci

p <0.05 uznano za istotnie statystycznie (* p< 0.05; ™ p< 0.01; " p< 0.001).

GC-1spg GC-2 spd
TUNEL kalceina/PI EtBr/OA TUNEL kalceina/PI EtBr/OA
zywe | martwe | zywe | martwe zywe |martwe | zywe | martwe

KON ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AM|1OHM ns NNAN NNAN ns ns NNN N N NN NN
ESCSO“M ns NNAN NNAN NN NN NNN NNN NNN NNN NNN
FLU 5um NN ns ns ns ns ns ns ns ns ns
IMI 20 um ns ns ns ns ns A ns ns N A
MIR150UM ns ns ns ns ns NNN NNN NNN NN\N NANAN
OLZ40}JM ns NNAN NNN NNN NNN N ns ns ns ns
REB 30 um ns ns ns ns ns AN ns ns ns ns
VEN 250 yM ns AEARANN BEARARA ns ns NAN ns ns ns ns

Na podstawie pordwnania wynikow pomiedzy 48, a 96 godzinng ekspozycjg

na leki odnotowano wzrost w stosunku do ilosci komorek apoptotycznych (TUNEL+)

tylko w jednym uktadzie linii GC-1 spg (FLU). Zupetnie przeciwnie prezentowaty sie

wyniki uktadow eksperymentalnych komorek linii GC-2 spd gdzie liczba komorek

TUNEL+ wszedzie wzrastata (z wytgczeniem FLU).

Analiza wynikéw barwienia réznicowego komoérki martwe/zywe (metoda

kalceina/Pl oraz EtBr/OA) wykazata wzrost ilosci martwych komoérek wraz z czasem

trwania hodowli. Najwiekszy odsetek komorek martwych po 96h inkubacji w stosunku

do hodowli krétkoterminowej obserwowano w ukfadach lekow AMI, ESC, OLZ, VEN
(linia GC-1 spg) oraz AMI, ESC, MIR (linia GC-2 spd).
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5. Dyskusja

Zaburzenia depresyjne sg problemem o zasiegu globalnym, szczegdlnie
w krajach wysokorozwinietych. Obecnie dostepne kliniczne leki przeciwdepresyjne
stanowig niejednolita grupe pod wzgledem budowy chemicznej i mechanizméw
dziatania. Samo leczenie farmakologiczne jest diugotrwale, czesto mato skuteczne
I towarzyszy mu szereg objawdw niepozgdanych, w tym zaburzenia seksualne, co
moze by¢ jednym z wazniejszych powoddw przedwczesnego przerwania leczenia
[6, 34, 68]. Niemniej jednak, w dostepnym pismiennictwie stosunkowo niewiele prac
dotyczy wptywu lekdéw przeciwdepresyjnych na procesy rozrodcze, stgd koniecznos¢
okreslenia molekularnych mechanizmow i skutkdéw ich dziatania na spermatocyty

| rzedu uzasadniato w naszej opinii prowadzenie badan w tym zakresie.

W trakcie prowadzenia badan w ramach niniejszej pracy wykorzystano dwie
komercyjne linie komdérkowe jako model eksperymentalny procesu mejozy in vitro
(linie komoérkowe GC-1 spg, GC-2 spd). Do badan wybrano 8 lekow
przeciwdepresyjnych, ktére oprécz wptywu na centralny uktad nerwowy (gtéwnie
struktury moézgowe) mogg réwniez wywiera¢ wiele efektow ubocznych na tkanki
obwodowe. Dane pismiennictwa jednoznacznie wskazujg, ze komorki generatywne
w porownaniu do komdrek somatycznych wydajg sie by¢é zaskakujgco odporne na
indukowane uszkodzenia DNA. To wiasnie ta cecha sprawia, ze mogg by¢ przydatne
do lepszego zrozumienia skutkédw ubocznych dziatania lekow, w tym lekow
przeciwdepresyjnych o réznych mechanizmach dziatania. Dodatkowo, zastosowane
hodowle komorkowe in vitro umozliwiajg generowanie powtarzalnych wynikow, co

jest niezbedne w okreslaniu bezpiecznych i skutecznych terapeutykéw [69].

Potencjalny wptyw badanych substancji na komérki uzalezniony moze byc¢ od
kilku czynnikow. W tym przypadku, jednym z takich czynnikdw jest obecnosc¢

w  testowanych komorkach receptorow dla analizowanych lekow
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przeciwdepresyjnych. Dotychczasowe badania Mhaouty-Kodja i wsp. (2007)
wykazaty obecnos¢ receptorow adrenergicznych w komorkach spermatocytéw,
jednakze brak jest jakichkolwiek informacji na temat obecnosci w ich strukturze
transporterow biatkowych serotoniny [70]. Z kolei receptory serotoniny zostaty
zidentyfikowane w jgdrach [70, 71], najgdrzach [72], komorkach Sertoliego [73] oraz
Leydiga [74], gdzie odgrywajg wazng funkcje w regulacji przeptywu krwi, dojrzewaniu
plemnikow oraz posredniczg w syntezie testosteronu. Warto podkresli¢, ze to wtasnie
brak lub nadmiar serotoniny moze prowadzi¢ do bezposredniego pogorszenia

parametréw nasienia [75, 76].

W trakcie badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej
potwierdzono obecnos¢ receptorow dla dziatania lekow przeciwdepresyjnych na
komérkach spermatocytow | rzedu tj. receptoréw alfa-2-adrenergicznych oraz
transporterow biatkowych serotoniny zaréwno w tkankach jader szczura oraz
w komorkach linii GC-1 spg oraz GC-2 spd. Analiza histologiczna potwierdzita
prawidtowg strukture analizowanych tkanek (u szczuréw nie poddanych dziataniu
lekdw przeciwdepresyjnych). Dane pismiennictwa potwierdzajg, ze na podstawie
badania histologicznego tkanki jgdra mozna dokonaé réwniez oceny toksycznosci
lekbw  przeciwdepresyjnych w odniesieniu do prawidtowego przebiegu
spermatogenezy. Proces rozpoczyna sie w kanalikach nasiennych jgder i jest
regulowany przez rézne czynniki znajdujgce sie w otaczajgcym je srodowisku.
Oznacza to, ze réwniez leki mogg mieC na niego bezposredni i prawdopodobnie
negatywny wptyw [77, 78]. W pismiennictwie dostepne s3g jedynie nieliczne dane
dotyczace badania histologicznego tkanki jgder szczura po ekspozycji na leki
przeciwdepresyjne. Odnotowano zaburzenia tego procesu przy stosowaniu wysokich
dawek klomipraminy (pochodnej imipraminy). Prawdopodobng bezposrednig
przyczyng zaburzen mogto by¢ znaczne podniesienie poziomu hormondéw
regulujgcych proces dojrzewania meskich komorek ptciowych [24]. Wyniki badan
wskazujg réwniez na niekorzystne zmiany w strukturze tkanki jgder u zwierzat
poddanych dziataniu fluoksetyny tj. zmniejszenie masy jgder (16%), najadrzy (28%),
pecherzykéw nasiennych (18%), redukcje liczby komorek Leydiga (30%), obnizenie
dziennej produkcji plemnikéw (18%), znieksztatcenie kanalikdw nasiennych oraz

postepujgce zmiany morfologiczne komoérek zarodkowych [79, 80].
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Kontynuujgc, stwierdzenie obecnosci w testowanych liniach komérkowych
receptorow dla lekéw przeciwdepresyjnych potwierdzito, ze leki te mogg wywiera¢ na
komorki bezposredni wptyw, a wybrane linie komorkowe stanowig bardzo dobry
model dla zaplanowanych eksperymentow. W celu oceny potencjalnych efektow
wykonano szereg testow okreslajgcych cyto- i genotoksycznos¢ lekow
przeciwdepresyjnych w hodowlach in vitro spermatocytow. Uzyskane wyniki
jednoznacznie wskazujg na bezposrednig zaleznos¢ spadku potencjatu
proliferacyjnego i aktywnosci metabolicznej komorek od stezenia substancji i czasu
inkubaciji, niezaleznie od rodzaju badanego zwigzku oraz linii komérkowej. Co wiecej,
juz krétkotrwata inkubacja powodowata liniowy spadek aktywnosci metabolicznej
komorek, a dlugotrwata ekspozycja na leki skutkowata postepujgcym spadkiem
aktywnosci komoérkowej i prawdopodobnie trwatym uposledzeniem funkciji
mitochondriow. Wyniki te znajdujg potwierdzenie w piSmiennictwie, gdzie
stosunkowo nieliczne doniesienia wskazujg na zalezne od dawki leku
przeciwdepresyjnego strukturalne i numeryczne nieprawidtowosci w komorkach
rozrodczych (spermatocytach) [23, 81] oraz znaczne, ale odwracalne zahamowanie
procesu powstawania i dojrzewania gamet meskich [37, 82-84]. Ponadto, nasze
obserwacje sg zgodne z wczesniej prowadzonymi badaniami nad wptywem lekow
przeciwdepresyjnych w stezeniach mikromolarnych na linie komérkowe (inne niz linie
komérkowe spermatocytow) oraz rézne modele zwierzece. Interesujgcym jest fakt, iz
autorzy wskazujg prawdopodobne rézne mechanizmy toksycznosci lekéw
przeciwdepresyjnych wzgledem poszczegdolnych typow komérek. Bartholoma
i wspotpracownicy (2002) wykazali zmniejszenie zywotnosci komorek nerwowych
hipokampa HT-22 oraz komérek guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy PC12.
Obserwacjom towarzyszyta selektywna aktywacja kinazy biatkowej regulowanej
sygnatem zewnagtrzkomérkowym (ERK), biosynteza czynnika transkrypcyjnego Egr-1
oraz wzrost aktywnos$ci transkrypcyjnej czynnika NF-kB [85]. Spadek zywotnosci
komoérek nerwowych oraz glejowych byt zwigzany z aktywacjg autofagii oraz
wzrostem syntezy LC3B-Il i szlakiem zaleznym od kinazy PI2 klasy Il [86].
Wykazano réwniez niejednorodny wptyw lekéw przeciwdepresyjnych na
roznicowanie ludzkich mezenchymalnych komérek macierzystych (hMSC) i efekt
zwigzany z powinowactwem do systemu transportera serotoniny [87]. Kolejne
badania dostarczajg dowodow na inicjacje apoptozy zwigzanej ze spadkiem

aktywnosci metabolicznej komorek $Srodbtonkowych bariery krew-mézg [88],
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nowotworowych ptuc A549 i H460 [89], glejaka wielopostaciowego linii U-87 MG
I GBM8401 [90, 91], glejaka C6 i Hs683 [92], komdbrek raka watrobowo komdrkowego
HCC, SK-Hepl, Hep3B [93] oraz ludzkiego raka piersi MCF-7 [94]. Aktywacja
apoptozy prawdopodobnie byla zwigzana ze wzrostem wewngtrzkomorkowego
stezenia wapnia Ca®*, nadprodukcjg reaktywnych form tlenu, zatrzymaniem komérek
w fazie sub-G1 cyku komorkowego oraz znaczng aktywnoscig kaspazy 3. Autorzy
wykorzystujgc powyzsze modele komorkowe wykazali toksyczny, zalezny od dawki
wptyw  lekow przeciwdepresyjnych. W dalszym jednak stopniu brakuje
jednoznacznych dowodow eksperymentalnych wptywu lekow na spermatogeneze,
poniewaz wiele danych jest niejasnych, a mechanizmy pozostajg niewyjasnione.
W zwigzku z tym, w kolejnym etapie prowadzonych badan, podjeliSmy prébe
wyjasnienia przyczyny i okreslenie konkretnych mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za spadki aktywnosci metabolicznej badanych komorek linii

GC-1 spg oraz GC-2 spd poddanych dziataniu lekow przeciwdepresyjnych.

Uzyskane w trakcie prowadzonych badan wyniki wyraznie sugerujg, iz
w kazdym z kontrolowanych uktadéw doswiadczalnych doszto do wytworzenia stresu
oksydacyjnego oraz nitrozacyjnego, ktéry powstaje w momencie, kiedy ilos¢
generowanych reaktywnych form tlenu (RFT) oraz reaktywnych form azotu (RFA)
przekracza zdolnos¢ komoérek do ich eliminacji oraz neutralizacji. Reaktywne formy
tlenu i ogdlnie wolne rodniki sg niezbedne w sygnalizacji komérkowej i innych
kluczowych funkcjach fizjologicznych, jednak nadmierne ich ilosci mogg spowodowac
zmiane rownowagi komorkowej redoks i zaktéci¢ normalne funkcje biologiczne [95].
Uwaza sie, ze tkanka jgder i plemniki sg bardzo wrazliwe na zmiany poziomu
wewngtrzkomorkowych RFT oraz peroksydacje lipidow [96]. Dane pismiennictwa
wskazujg, ze stres oksydacyjny moze by¢ konsekwencjg oddziatywania
antydepresantow na komorki in vitro i przyczyng uszkodzenia wszystkich sktadnikow
komérkowych. Niektore z lekbw mogg dodatkowo prowadzi¢ do uszkodzenia DNA
nasienia poprzez zmiane rownowagi redoks [97-99]. Wyjasnieniem takich rezultatow
jest zwiekszona produkcja RFT/RFA i toksycznos$¢ z niej wynikajgca, co powoduje
zmniejszenie ilosci nienasyconych kwaséw ttuszczowych w btonach komérkowych
i zaburzenia reakcji akrosomalnej, a nastepnie spadek ruchliwosci i ilosci plemnikow.
Ponadto, wykazano ze RFT oraz RFA inaktywujg kilka kluczowych enzymoéw

zwigzanych z obrong antyoksydacyjng plemnikow (peroksydaza glutationowa,
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dysmutaza ponadtlenkowa i dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa) oraz powodujg
dysfunkcje jader, zmniejszone wydzielanie gonadotropin i nieprawidtowe parametry
nasienia [95, 96, 100-102]. To wtasnie zmiany hormonalne sg uwazane za wazne
przyczyny zaburzeh rozrodczych [103]. Wiadomo, ze ciggty stres oksydacyjny
w tkance jgder powoduje réwniez zmiany histopatologiczne. Stres oksydacyjny moze
wywota¢ zanik jgder i degeneracje kanalikow nasiennych poprzez zaburzenie

integralnosci btony komorkowej [103].

Coraz wiecej dowodow wskazuje, ze niektore leki przeciwdepresyjne moga
powodowac nie tylko zaburzenia rownowagi redoks, ale takze zmiany w komorkowe;j
zdolnosci antyoksydacyjnej. Z tego powodu kolejnym krokiem, po potwierdzeniu
indukcji stresu oksydacyjnego u komorek wystawionych na dziatanie lekdéw
przeciwdepresyjnych byta préba okreslenia mechanizméw komodrkowych
zaangazowanych w procesy anty-oksydacyjne. Zredukowany glutation to gtowny
mechanizm antyoksydacyjny, stanowigcy pierwszg linie obrony komorek i chronigcy
przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikéw [84, 104]. W ramach prowadzonych
badan zaobserwowano wzrost poziomu glutationu w komérkach poddanych dziataniu
lekéw, niezaleznie od czasu inkubacji oraz badanej linii komorkowej. Takie wyniki
sugerujg, ze prawdopodobnie zostat uruchomiony komdrkowy szlak enzymatycznej
ochrony przed wolnymi rodnikami powstatymi na skutek stosowania lekéw. Tylko
nieliczne prace dostarczajg dowoddow eksperymentalnych na zmiany poziomu
glutationu w ukfadach doswiadczalnych z lekami przeciwdepresyjnymi. Niemniej,
autorzy potwierdzajg uzyskane przez nas wyniki, tj. ekspozycja na leki powoduje
zwiekszenie redukcji tioli oraz wzrost poziomu glutationu (zwierzece modele
eksperymentalne) [15, 105, 106].

Wzrost wewnatrzkomdérkowego poziomu RFT i RFA moze w konsekwenciji
prowadzi¢ do istotnych zmian morfologicznych komoérek. Z tego powodu w kolejnym
etapie eksperymentéw skontrolowano zmiany morfologiczne komorek linii GC-1 spg
oraz GC-2 spd poddanych dziataniu lekéw przeciwdepresyjnych w wybranych
dawkach. Wraz ze wzrostem czasu inkubacji, komorki wykazywaty liczne
nieprawidtowosci morfologiczne takie jak wakuolizacja cytoplazmy, powstawanie
podwodjnych jgder czy zahamowanie podziatbw komodrkowych. Co interesujgce,

wydaje sie, ze linia GC-2 spd jest bardziej odporna na dziatanie lekéw, poniewaz

130



dopiero dtugi czas ekspozycji spowodowat widoczne zmiany morfologiczne.
Dokonujgc przegladu pismiennictwa, nie odnaleziono publikacji naukowych
mowigcych o wptywie antydepresantéw na zmiany morfologiczne komérek meskiego
uktadu rozrodczego in vitro. Jedyne wyniki dotyczg nieprawidtowej morfologii
plemnikéw u pacjentdéw leczonych z powodu zaburzenh depresyjnych [83]. Pozostate
obserwacje w stosunku do parametréw nasienia odzwierciedlajg wyniki badan na
zwierzetach, ktore wskazujg, ze leki przeciwdepresyjne mogg mieC niekorzystny

wptyw na spermatogeneze [45].

Wysoki poziom RFT i RFA moze powodowac kolejne zburzenia w postaci
niekorzystnych zmian w gospodarce energetycznej komorek. Stgd w nastepnym
etapie badan monitorowano przemiany energetyczne komoérek wystawionych na
dziatanie lekow przeciwdepresyjnych. Odnotowano sumaryczny spadek poziomu
ATP zaréwno po 48 jak i 96-godzinach inkubaciji. Uzyskane wyniki mogg swiadczy¢
0 postepujgcym uposledzeniu funkcji mitochondriow badanych komaérek i tym samym
dodatkowo potwierdzajg wyniki uzyskane w trakcie przeprowadzonego testu oceny
aktywnosci metabolicznej bezposrednio  zwigzanego z  funkcjonalnoscig
mitochondriow. Kumar i wsp. (2006) sugeruje, ze dziatanie plemnikobdjcze jest
spowodowane wptywem lekow na synteze trojfosforanu adenozyny (ATP) przez
hamowanie utleniajgcej fosforylacji w mitochondriach plemnikéw i oddziatywanie
z fosfolipidami w wewnetrznej btonie mitochondrialnej lub oddziatywanie z grupami
sulfhydrylowymi obecnymi w btonie plemnikbw Z kolei, Charles i wsp. (2017)
pokazuje réwniez, Zze fluoksetyna obniza poziom mitochondrialnego ATP,
niezbednego dla wychwytu Ca?* do retikulum endoplazmatycznego. Ponadto Ca?*
szybko gromadzi sie w mitochondriach, co prowadzi do przecigzenia

mitochondrialnego Ca** i émierci komérek [83, 107, 108].

Majgc na uwadze mozliwos¢ takich zdarzen w przypadku niniejszych badan
oraz dotychczas zdobyte informacje, dokonano oceny zmian profilu cyklu
komodrkowego na skutek dziatania lekow przeciwdepresyjnych na komorki szlaku
spermatogenezy. Analiza wykazata skrocenie fazy GO-G1, przy jednoczesnym
wydtuzeniu fazy S i G2/M dla linii komérek GC-1 spg. Ponownie, druga linia
GC-2 spd nie wykazata wiekszych zmian w profilu cyklu. Swiadczy¢ to moze

0 pozytywnym dziataniu mechanizmédw naprawczych oraz adaptacyjnych do
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warunkéw stresowych. Analogiczne rezultaty uzyskaty inne zespoty, wykazujgc
zatrzymanie cyklu w fazie G2/M Ilub S, sugerujgc, Zze trojpierscieniowe leki
przeciwdepresyjne mogg byC¢ cytotoksyczne i indukowacC apoptotyczng smierc
komérek prawdopodobnie przez szlak niezalezny od mitochondriéow [109, 110].
Przeciwnych obserwacji dokonat Mao z zespotem (2011), wykazujgc zatrzymanie
komorek w fazie GO-G1 zwigzane z hamowaniem aktywnosci cykliny D2 w liniach
komorek szpiczaka przez amitryptylineg w sposob zalezny od dawki. Biatka cykliny
typu D sg krytycznymi czynnikami regulujgcymi przebieg cyklu komoérkowego od fazy
G1 do fazy S [111].

Istniejg wyniki sugerujgce, ze utrzymujgcy sie wysoki poziom stresu
oksydacyjnego moze powodowaC uszkodzenia DNA komorek rozrodczych
u pacjentéw poddawanych leczeniu przeciwdepresyjnemu. Dodatkowo, zatrzymanie
cyklu komérkowego dajgcego czas na ewentualng naprawe moze potwierdzac¢ takg
mozliwos¢. Dlatego dalsze badania in vitro mialy na celu zbadanie potencjalnego
dziatania genotoksycznego lekdw przeciwdepresyjnych. Zaobserwowano znaczny
wzrost powstawania mikrojgder we wszystkich ukfadach doswiadczalnych. Bez
watpienia moze mie¢ to zwigzek z dotychczasowymi wynikami, wskazujgcymi na
utrzymujgcy sie stres oksydacyjny/nitrozacyjny, uposledzenie enzymatycznych
mechanizmédw ochrony komorki oraz spadek potencjatu  mitochondrialnego
w produkcji ATP i prawdopodobnie nieodwracalne uszkodzenie tych struktur
komérkowych. Dane te sg zgodne z poprzednimi obserwacjami, ktére ujawnity wzrost
czestotliwosci mikrojgder w przewlektym i ostrym leczeniu przeciwdepresyjnym
w sposob zalezny od dawki. Autorzy sugerujg, ze przewlekie podawanie lekdéw
przeciwdepresyjnych moze wptywa¢ na niektére mechanizmy podzialu komoérek
[24, 112]. Tego typu zmiany sg zjawiskiem bardzo niekorzystnym, poniewaz wszelkie
uszkodzenia materiatu genetycznego komoérek generatywnych majg podstawowe
znaczenie dla procesow rozrodczych ze wzgledu na ich mozliwos¢ transmisji do
przysztych pokolen. Nieliczne doniesienia ewidentnie dostarczajg dowodoéw
genotoksycznego dziatania tego typu lekow, ktore mogg indukowaé zaburzenia
proceséw mitozy i mejozy, a takze powodowaé aberracje chromosomowe. Podobne
efekty zaobserwowano w przypadku amitryptyliny, klomipraminy oraz fluoksetyny
[19, 23, 113-115]. Na podstawie powyzszych informaciji, podjelismy prébe okreslenia
czy leki przeciwdepresyjne negatywnie wptywajg na poziom ekspresji genow
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ogrywajacych kluczowg role w podziale mejotycznym. Zaburzenia w przebiegu
mejozy sg punktem krytycznym w procesie tworzenia haploidalnych gamet. Ogromng
role w tym procesie odgrywa struktura kompleksu synaptonemalnego, powstajgca
w profazie | [116, 117]. Pierwsze dwa geny SCP1 i SCP3 odpowiedzialne sg za
tworzenie wspomnianego kompleksu znajdujgcego sie pomiedzy chromosomami
homologicznymi. Z kolei jagdrowe biatko NuMA bierze udziat w tworzeniu wrzeciona
kariokinetycznego. W badanych uktadach eksperymentalnych zaobserwowano
wzrost ekspresji wszystkich badanych genéw. Co interesujgce, obserwowany efekt
utrzymywat sie jedynie w przypadku linii komoérkowej GC-1 spg. Wyniki drugiej
badanej linii byty na poziomie kontroli z pojedynczymi wyjatkami. Uzyskane wyniki sg
pierwszymi danym tego typu w ocenie stosowania lekdéw przeciwdepresyjnych.
W dostepnym pismiennictwie mozna napotkaC prace dotyczgce wptywu lekow
przeciwnowotworowych na proces formowania wrzeciona podziatowego. Wyniki
badan sugerujg zaburzenia w organizacji centrosomu oraz nieprawidtowy rozdziat
chromosomow do komorek potomnych po wptywem dziatania decetakselemu
[118, 119]. Nie znaleziono natomiast prac, w ktérych autorzy zaprezentowaliby
rezultaty badan dotyczgce zmian w ekspresji w/w genow. Zaburzenia funkcji
wspomnianych genow mogg skutkowaé nieptodnoscia meskg oraz obnizong

ptodnoscig osobniczg.

Istotg prowadzonych  badan byto przedstawienie = molekularnego
patomechanizmu obserwowanych zmian na poziomie komoérkowym. W tym celu
dokonano oceny poziomu syntezy wielu biatek zaangazowanych w Sciezki
sygnalizacji wewnatrzkomdérkowej oraz ochrone i adaptacje komoérek do stanu stresu
wywotanego ekspozycjg komoérek spermatocytow na leki przeciwdepresyjne.
Analizujgc poziom syntezy biatka NF-kB oraz FGF2 zaobserwowano ich wyrazny
wzrost we wszystkich uktadach eksperymentalnych linii GC-1 spg oraz GC-2 spd.
Uzyskane rezultaty Swiadczg, ze NF-kB jest waznym mechanizmem regulacji RTF
w komorce. Zasadniczg rolg czynnika transkrypcyjnego jest rowniez
wewnagtrzkomorkowe przenoszenie sygnatow oraz udziat w odpowiedzi na bodzce,
takie jak stres powodowany przez wolne rodniki. Ponadto, NF-kB odgrywa wazng
funkcje w innych procesach, w tym w rozwoju, wzroscie i przezyciu komorek,
proliferacji oraz bierze udziat w wielu stanach patologicznych [120]. Obok NF-kB,

rowniez czynnik wzrostu fibroblastow (FGF2) reguluje szerokie spektrum funkgji
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biologicznych, w tym przezycie, migracje, proliferacje i réznicowanie komorek [121].
Co wiecej, szlak sygnatowy NF-kB moze odgrywa¢ wazng role regulacyjng
W neurogenezie hipokampa zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak
i patofizjologicznych [122]. Ponadto, czynnik ten zostat niedawno opisany jako wazny
podmiot w patofizjologii depresji, z rolami w neurogenezie, transmisji synaptyczne;j
i plastycznosci komorek nerwowych [123]. FGF2 réwniez moze wptywac na funkcje
neuronalne na wiele sposobdéw, w tym modulacje transmisji glutaminianu lub wptyw

na neuroprotekcije i plastycznos$¢ synaptyczng [124].

Tylko nieliczne badania potwierdzajg uzyskane przez nas rezultaty i wskazujg
na zwiekszenie plastycznosci neurondéw poprzez aktywacje oraz wzrost syntezy
NF-kB i FGF2 na skutek podawania lekow przeciwdepresyjnych [123, 125]. Niemniej,
niewiele wiadomo na temat roli NF-kB w wyspecjalizowanym, regulowanym
hormonalnie srodowisku tkanki jgder ssakow. Jego ekspresja zostata skorelowana
z regulacjg ekspresji genow specyficznych dla przebiegu procesu spermatogenezy
i rozwoju plemnikéw oraz udowodniono jego obecnos¢ w komoérkach Sertoliego,
spermatocytach czy spermatydach [126, 127]. Zdecydowanie wiecej informacji
w ogolnodostepnym piSmiennictwie mozna odnalezé na temat funkcji FGF2
w komorkach rozrodczych. Ostatnie badania wykazaty, ze sygnalizacja FGF ma
kluczowe znaczenie dla szerokiego zakresu funkcji determinujgcych i regulujgcych
proces spermatogenezy. Czynniki FGF biorg udziat w regulacji rozwoju jader
i utrzymaniu funkcji komérek zarodkowych w warunkach normalnych i patogennych.
Ponadto, jgdrowe izoformy FGF-2 mogg uczestniczyé w wewngtrzkomaorkowej funkcji
FGF-2 na pierwszych etapach spermatogenezy, mitozy lub inicjacji mejozy. Autorzy
podkreslajg, ze mechanizm funkcji FGF w jagdrach nie jest zbyt jasny i wymaga

doktadnego wyjasnienia [128, 129].

Obserwowane wczes$niej zatrzymanie cyklu komoérkowego moze by¢ zwigzane
z aktywacjg biatek biorgcych udziat w molekularnej regulacji cyklu komérkowego.
Dlatego w kolejnym etapie dokonano analizy syntezy biatek p16, p21, p27 oraz p53
w uktadach komoérek linii GC-1 spg i GC-2 spd poddanych dziataniu lekéw
przeciwdepresyjnych. Warto podkresli¢, iz aktywacja wszystkich biatek utrzymywata
sie w 48 jak rowniez 96 godzinie. Uzyskane wyniki mogg wskazywaé na probe

skutecznego naprawienia powstatych uszkodzen DNA prowadzgcg do wznowienia
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proliferacji lub tez uruchomienia innych mechanizmow ochronnych umozliwiajgcych
adaptacje komorek do stresu wywotanego lekami przeciwdepresyjnymi. Wynika to
z faktu, iz spermatogeneza jest jednym z najbardziej ztozonych i dtugotrwatych
procesoéw proliferacji oraz réznicowania komorek w organizmie. Proces rozpoczyna
sie w kanalikach nasiennych jader i jest regulowany przez rézne czynniki znajdujgce
sie w otaczajgcym je Srodowisku [78, 130, 131]. Nieprawidtowa regulacja cyklu
komérkowego w czasie tego procesu moze prowadzi¢ do zaburzonego rozwoju
komorek plemnikotworczych, apoptozy komorek zarodkowych oraz zmniejszonej
ptodnosci [132]. Wszystkie z analizowanych biatek majg zasadnicze znaczenie
w regulacji cyklu komorkowego poprzez inhibicje kinazy zaleznej od cyklin (CDK)
(p16), blokade inicjacji replikacji DNA przez hamowanie kompleksu CDK (p21),
regulacje aktywnosci CDK na przejsciu fazowym G1/S (p27) oraz utrzymywaniu
Scisle kontrolowanego podziatu komoérek (p53) [114]. Dane pismiennictwa
dostarczajg dowodow, ze biatka p21 i p27 odgrywajg kluczowg role
w samoodnowieniu i roznicowaniu komorek macierzystych jader (podtypu
niezréznicowanych plemnikéw) [133]. Anacker i wspotpracownicy (2011) donoszg, ze
leki przeciwdepresyjne regulujg roznicowanie i proliferacie komaérek hipokampa
poprzez mechanizmy fosforylacji receptora glukokortykoidowego (GR) oraz zaleznej
od GR zwiekszonej ekspresji biatek p27 i p57 [134]. Kolejne badania potwierdzajg
bezposrednie zatrzymanie cyklu komorkowego jako efekt dziatania lekow
przeciwdepresyjnych na komorki in  vitro inne niz nalezagce do szlaku
spermatogenezy [135, 136]. Prawdopodobng przyczyng takich rezultatow mogto by¢
hamowanie fosforylacji kinazy ERK1/2, zalezny od stezenia spadek ekspresji c-fos,
c-jun, cykliny A, cykliny D1 i zwiekszonej ekspresji gendw sciezki p21/p53, ktore
spowodowaty spowolnienie cyklu komérkowego w sposéb zalezny od czasu inkubacji
i stezenia badanego leku [137]. Z kolei inne wyniki pokazujg wyjgtkowg role biatka
p21 w kontroli neurogenezy i potwierdzajg hipoteze, ze wszystkie klasy lekéw
przeciwdepresyjnych typu wychwytu zwrotnego stymulujg neurogeneze hipokampa
przez hamowanie ekspresji p21 [138], co stoi poniekad w opozycji do wynikow
przedstawionych w niniejszej pracy. Podobnie, Chen i Chuang (1999) silnie sugeruja,
ze indukowany litem (stosowany w leczeniu choroby afektywnej dwubiegunowej)
wzrost regulacji Bcl-2 oraz obnizenie p53 i Bax odgrywajg znaczgcg role
w neuroprotekcji przeciwko cytotoksycznosci [139].
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Nieodwracalny blok cyklu komorkowego moze by¢ rowniez spowodowany
uszkodzeniami w odcinkach telomerowych na kohncach chromosomow.
Konsekwencje dysfunkcji telomeréw obejmujg niestabilno$¢ genomowg, apoptoze
lub starzenie komorkowe. Ponadto, wzrost ekspresji TRF1 zwigzany jest ze
skracaniem telomeréw, natomiast nadekspresja TRF2 ma zwigzek z licznymi
uszkodzeniami DNA na koncach telomerow [140]. Kolejno, badania wskazujg na
zwigzek pomiedzy poziomem biatek TRF1 i TRF2, ekspresjg p53 i kinazy MAPK,
a indukcjg apoptozy i przedwczesnego starzenia komorkowego [24]. Na tej
podstawie, w kolejnym etapie okreslono poziom syntezy biatek zaangazowanych
w ochrone koncow czgsteczki DNA - TRF1 i TRF2. OdnotowalisSmy sumaryczny
wzrost syntezy TRF1 oraz TRF2 w komérkach obu linii poddanych dziataniu lekéw
przeciwdepresyjnych przez okres 48 godzin. Co bardzo interesujgce, tylko
w komoérkach linii GC-2 spd poziom syntezy powyzszych biatek utrzymywat sie
znacznie powyzej kontroli po 96 godzinach ekspozycji we wszystkich uktadach

eksperymentalnych.

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono wynikobw z badan
eksperymentalnych dotyczgcych wptywu lekdw przeciwdepresyjnych na poziom
ekspresji genéw lub syntezy biatek zwigzanych w zabezpieczeniem odcinkéw
telomerowych w komorkach szlaku spermatogenezy. Nieliczne prace wskazujg na
skracanie dlugosci telomerow w grupie pacjentdéw z zaburzeniami depresyjnymi
[141, 142] oraz zmiany w ilosci mitochondrialnego DNA (mtDNA) i dtugosci
telomeréw jako konsekwencje stresu i depresji [143]. Uzyskane wyniki mogg
stanowi¢ podstawe do zaproponowania nowego mechanizmu szlaku apoptozy

komorek spermatocytow zwigzanego z biatkami TRF1 i TRF2.

Obok uszkodzen w obrebie telomerowego DNA, réwniez zaburzenia
w przebiegu mejozy sg punktem krytycznym powstawania gamet meskich. Celem
kolejnego zadania byto okreslenie czy wybrane leki przeciwdepresyjne powodujg
zmiany w poziomie ekspresji biatek odpowiedzialnych za tworzenie wrzeciona
kariokinetycznego (NuMa) oraz tworzenie struktury kompleksu synaptonemalnego
(SCP1 i SCP3). Nasze wyniki wykazaty sumaryczny wzrost aktywnosci wszystkich
trzech biatek pod wptywem lekow przeciwdepresyjnych. Wyjatkiem byta linia

komédrek GC-2 spd gdzie po 96h inkubacji obserwowano spadek syntezy biatek. Co
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wiecej, nasze wczesniejsze rezultaty dotyczgce analizy poziomu ekspresji mRNA
znajdujg odzwierciedlenie w poziomie syntezy biatka docelowego dla analizowanych
genow.

Ekspresja biatek SCP1 oraz SCP3 jest charakterystyczna dla komodrek
spermatocytéw podczas profazy pierwszego podziatu mejotycznego. Nieprawidtowa
ekspresja tych biatek pod wptywem dziatania lekdéw przeciwdepresyjnych moze
przyczyni¢c sie do niestabilnosci genomowej, ktorej wynikiem sg aberracje
chromosomowe, czyli zaburzenia polegajgce na zmianie liczby lub struktury
chromosomow [19, 23, 144-146]. Biatko NUMA wystepuje natomiast gtéwnie w jadrze
komérkowym w czasie interfazy. Odgrywa kluczowg role podczas organizacji
i stabilizacji biegunéw wrzeciona podziatowego. Biatko to jest Scisle zalezne od fazy
cyklu komérkowego, a jego rozkfad jest regulowany poprzez fosforylacje
i defosforylacje [147]. W dostepnym pismiennictwie mozna napotkaC prace
sugerujgce zaburzenia formowania wrzeciona podziatowego po ekspozycji na rézne
sktadniki lekow o szerokim zakresie aktywnosci farmakologicznej [148]. Ponadto, od
ponad 20 lat znane sg grupy lekéw cytotoksycznych, ktore wchodzg w interakcje
z podjednostkami tubuliny prowadzgc do zaburzenia procesow polimeryzacii
i depolimeryzacji mikrotubul, a przez to bezposrednio uposledzajgc funkcje
wrzeciona podzialowego. Wynika to 2z faktu, iz biatkko NuMa pozostaje

w bezposredniej interakcji z tubuling podczas podziatu komoérkowego [149].

Ostatnia analizowana grupa biatek jest SciSle zwigzana z regulacjg apoptozy.
Uzyskane wyniki, wskazujg na indukcje apoptotycznej Smierci komérkowej na skutek
inkubacji komorek badanych linii z lekami przeciwdepresyjnymi w wybranych
stezeniach. We wszystkich uktadach doswiadczalnych, obserwowane zjawiska byty
zwigzane ze wzrostem syntezy biatka wykonawczego zaprogramowanej smierci
komoérki - kaspazy 3. Aktywacja enzymow z grupy kaspaz jest Scisle kontrolowana.
Kaspazy wystepujg jako nieaktywne proenzymy, ktére podlegajg obrébce
proteolitycznej w celu wytworzenia dwéch podjednostek, ktére dimeryzujg tworzac
aktywny enzym, katalizujgcy specyficzne rozszczepienie wielu kluczowych biatek
komérkowych [150]. Réwnoczesnie odnotowaliSmy spadek syntezy biatka Bcl-2
(ponownie we wszystkich uktadach eksperymentalnych, niezaleznie od czasu
inkubaciji, badanego leku czy linii komorkowej), regulujgcego apoptoze, ale rowniez
posiadajgcego szereg bardzo istotnych funkcji dla zachowania prawidtowego
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funkcjonowania zdrowych komérek. Ponadto, rodzina biatek Bcl-2 obejmuje inhibitory
i aktywatory $mierci komorki, ktore razem mogg regulowaé i posredniczyC
w procesie, w ktorym mitochondria przyczyniajg sie do smierci komorki znanej jako
wewnetrzny szlak apoptozy [151]. Apoptoza jest niezbednym procesem
fizjologicznym, ktory odgrywa wazng role w réznych procesach fizjologicznych.
Podobnie jak w przypadku kilku innych narzgddéw, apoptoza zachodzi z duzg
czestotliwoscia w meskim narzadzie rozrodczym, jadrze. Aktywacja kaspazy,
translokacja fosfatydyloseryny, zmiana potencjalu btony mitochondrialnej
i fragmentacja DNA sg markerami apoptozy wystepujgcymi w plemnikach [80].
Apoptoza komdrkowa wydaje sie zachodzi¢ w sposob ciggty w komorkach tkanki
jader, poniewaz spermatogeneza ssakow jest ztozonym procesem, ktéry wymaga
precyzyjnej homeostazy roznych typow komérek [152]. Co wazniejsze, brak jest
dokfadnych, mechanistycznych danych dotyczgcych indukcji apoptozy w komdrkach
spermatocytéw poprzez rézne leki przeciwdepresyjne. Niemniej, uzyskane wyniki
w ramach prowadzonych badan znajdujg odzwierciedlenie w piSmiennictwie. Soliman
i wspotpracownicy (2017) wykazali intensywng ekspresje kaspazy-3, zmniejszenie
Sredniej liczby immunobarwienia jgdrowego antygenu komorek proliferujgcych
i negatywng ekspresje receptora androgenowego komodrek tkanki jgder
wystawionych na dziatanie leku przeciwdepresyjnego fluoksetyny [80]. Wyniki byty
analogiczne do badan innych autoréw [153, 154]. Ponadto, antydepresanty powodujg
peroksydacje lipidow prowadzgc do uwalniania wolnych rodnikow, co powoduje
dezorganizacje btony komodrkowej, a nastepnie znaczne uszkodzenie tkanki.
Niedawno Atli i inni (2017) udowodnili, ze SSRIs indukujg fragmentacje DNA i
nadprodukcje reaktywnych form tlenu w wyniku stresu oksydacyjnego, ktéry indukuje
uszkodzenie komodrek narzgddw ptciowych samca szczura [155]. Rowniez biatko Bcl-
2 reguluje proces apoptozy. Wzajemne oddziatywanie biatek z tej rodziny decyduje o
Smierci lub przezyciu komérki. Zhang i inni (2014) zasugerowali, ze pacjenci z
zaburzeniami depresyjnymi charakteryzujg sie niskg ekspresjg mRNA anty-
apoptotycznego biatka Bcl-2. Co interesujgce, autorzy obserwowali wzrost poziomu
Bcl-2 na sutek terapii lekami przeciwdepresyjnymi i wskazujg, ze wtasnie Bcl-2 moze
odgrywa¢ wazng role w posredniczeniu leczenia [156]. Przedkliniczne badania
wykazaty, ze leczenie fluoksetyng indukuje podwyzszony poziom Bcl-2 i chroni przed
apoptotyczng Smiercig komoérek poprzez interakcje z mitochondrialnym, zaleznym od

napiecia, kanatem anionowym [157, 158].
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Dotychczasowe badania cytotoksycznosci lekobw w stosunku do komorek
spermatocytéw wykazaty wyrazne zaburzenia strukturalne i liczbowe chromosomow,
zmniejszenie indeksu mitotycznego oraz liczby podziatbw mejotycznych. Rowniez
leki przeciwdepresyjne powodowaty zwiekszenie czestotliwosci wystepowania
komorek plemnikowych z zaburzeniami gtowki oraz wici [19, 23]. Stad, efekty
cytotoksyczne mogg by¢ zwigzane z uszkodzeniami komorek na poziomie materiatu
genetycznego. W naszych badaniach markerami genotoksycznego dziatania lekow
przeciwdepresyjnych na komorki GC-1 spg oraz GC-2 spd byta fragmentacja
komorkowego DNA technikg TUNEL oraz jednoznaczne potwierdzenie Smierci
komérek badanych linii za pomocg dwoéch metod barwienia réznicowego. We
wszystkich uktadach obserwowaliSmy wzrost komdérek TUNEL pozytywnych,
Swiadczgcych o apoptozie badanych komorek. Jednoczes$nie odnotowalismy
sumaryczny wzrost ilosci martwych komorek we wszystkich badanych uktadach.
Dodatkowo ilo$¢ komorek martwych oraz TUNEL+ wzrastata wraz z czasem trwania
hodowli. Uzyskane rezultaty byly spdjne z poprzednimi obserwacjami innych
autoréw, ktorzy dostarczajg dowoddw genotoksycznego dziatania tego typu lekow,
ktére mogg indukowac zaburzenia proceséw mitozy i mejozy, a takze powodowac
aberracje chromosomowe. Takie efekty zaobserwowano w przypadku amitryptyliny,
klomipraminy oraz fluoksetyny [19, 23, 24, 113, 114]. Strandgaard i Miller (1998)
odnotowali istotne nasilenie apoptozy komorek spermatocytow szczura juz po
24 i 48h ekspozycji [159]. Camara i wspotpracownicy (2019) sugerujg jednak, ze to
uszkodzenia w komodrkach Leydiga wystawionych na dziatanie lekow
przeciwdepresyjnych, powodujg nieprawidtowosci w catym procesie spermatogenezy
[160]. Powszechnie stosowane leki przeciwdepresyjne, takie jak amitryptylina
i fluoksetyna mogg rowniez indukowaé autofagie w komorkach poprzez powolne
gromadzenie sfingomieliny w lizosomach i btonach aparatu Golgiego oraz ceramidu
w retikulum endoplazmatycznym (ER). Ceramid ER stymuluje fosfataze 2A, a tym
samym biatka zwigzane bezposrednio z autofagig jak ULK, bekline 1, p62 i LC3B
[161]. Dfugotrwate stosowanie lekdw moze prowadzic do uszkodzenia btony
komérkowej oraz integralnosci komérkowego DNA powodujgc redukcje liczby
plemnikdw, zaburzenia ruchliwosci oraz anomalie dotyczgce wygladu

morfologicznego.
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Podsumowujac, leki przeciwdepresyjne majg opozniony poczatek dziatania
terapeutycznego, co wigze sie z koniecznoscig ich dtugotrwatego stosowania.
Przyjmowanie tego typu lekéw moze powodowac efekty niepozgdane. Nieliczne
doniesienia wskazujg réwniez, iz moze to skutkowa¢ odlegtymi w czasie
zaburzeniami roznych funkcji zyciowych, w tym funkcji i proceséw rozrodczych.
W ramach niniejszej pracy dostarczamy molekularnych dowoddéw dotyczgcych
prawdopodobnie nieodwracalnych zaburzen w przebiegu spermatogenezy poprzez

uszkodzenie komérek plemnikotworczych.

Uzyskane wyniki stanowig niewatpliwie istotny element poznawczy dotyczacy
niepozgdanych skutkéw dziatania lekéw przeciwdepresyjnych na komorki meskiego
uktadu rozrodczego w systemie in vitro, jak rowniez wskazujg na mozliwos$c¢
bezposredniego oddziatywania substancji chemicznej lub jej metabolitu z materiatem
genetycznym gonad i komorek rozrodczych umozliwiajgc zaproponowanie
konkretnego mechanizmu odpowiedzialnego za obnizenie meskiej ptodnosci

osobniczej.
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6. Wnioski

e Wykazano cytotoksyczne witasciwosci lekow przeciwdepresyjnych
zwigzane ze spadkiem aktywnosci metaboliczne;j oraz
nieprawidtowosciami morfologicznymi bezposrednio zaleznymi
od stezenia substancji oraz czasu ekspozyciji.

e Wykazano =zaburzenia réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej poprzez
Zjawisko stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego w wyniku zwiekszonej
ilosci reaktywnych form tlenu i azotu.

e Wykazano udziat mechanizméw enzymatycznej oraz nieenzymatycznej
ochrony komoérek przed dziataniem wolnych rodnikbw w odniesieniu
do komorek meskiego uktadu rozrodczego.

o Wykazano, ze nastepstwem utrzymujgcego sie stresu oksydacyjnego jest
uposledzenie funkcji mitochondriow, spadek produkcji ATP oraz
zatrzymanie cyklu komérkowego linii GC-1 spg oraz GC-2 spd.
Obserwowane efekty zwigzane sg z aktywacjg biatek p21 i p53 oraz
Sciezki zaleznej od p16 w odpowiedzi na powstate uszkodzenia DNA.

e Wykazano inicjacje mechanizmu zaprogramowanej smierci komorkowe;j
Zwigzanego z:

- potencjalnie genotoksycznymi wiasciwosciami lekow
przeciwdepresyjnych charakteryzujgcymi sie wzrostem uszkodzen
kwaséw nukleinowychi nadprodukcjg mikrojgder.

- uruchomieniem mechanizmow adaptacyjnych zaangazowanych
w naprawe uszkodzen DNA, zabezpieczajgcych telomerowe odcinki
chromosomow oraz stabilizujgcych wrzeciono kariokinetyczne.

e Wykorzystane techniki umozliwiajg czesciowe zrozumienie
patomechanizméw dziatania lekéw przeciwdepresyjnych i zwigzanej z nimi
reprotoksycznosci wzgledem komoérek meskiego uktadu rozrodczego.
Ponadto, uzyskane wyniki umozliwiajg wskazanie nowego mechanizmu
prawdopodobnie odpowiedzialnego za obnizenie meskiej ptodnosci na
skutek farmakotoksycznego dziatania lekow o réznym profilu dziatan

niepozgdanych.
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