Streszczenie

Stres jest przyczyng zaburzen funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego.
Nieskuteczne strategie radzenia sobie z sytuacjg stresowg moga prowadzi¢ do choréb
neuropsychiatrycznych, takich jak zespdt stresu pourazowego (PTSD), depresja lub
uzaleznienia lekowe. Badania prowadzone na modelach zwierzecych pomagajg
w zrozumieniu podstaw indywidualnych réznic w podatnosci oraz odpornosci na dziatanie
stresu oraz mechanizmoéw lezacych u podstaw tych choréb. Gtownym celem rozprawy
doktorskiej byto poznanie neurobiologicznych mechanizméw, ktére lezg u podioia
odmiennych strategii radzenia sobie ze stresem u wybranych szczepéw myszy.

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem wsobnych szczepdw myszy: C57BL/6),
SWR/J, DBA/2]) oraz 129P3/]) o zrdéznicowanych fenotypach. Opracowano zwierzecy model
zaburzen potraumatycznych, ktéry obejmuje spektrum objawéw PTSD (Szklarczyk i wsp.,
2012). W celu okreslenia podatnosci na efekty silnego stresu, zastosowano bodziec w postaci
ekspozycji na krétki intensywny szok elektryczny (1,5 mA przez 2 s) w klatkach
do warunkowania strachu. Metoda ta pozwolita na wywotanie narastajgcych i utrzymujacych
sie zaburzed zachowania. Zbadano reakcje znieruchomienia w odpowiedzi na bodziec
awersyjny (tzw. freezing), jak rowniez dtugofalowe konsekwencje sytuacji stresowej, takie
jak uwrazliwienie proceséw pamieci zdarzenia traumatycznego, zwiekszona pobudliwosc,
zaburzenia interakcji spotecznych, zachowania przypominajgce depresje oraz skfonnosé
do uzaleznien. Trzy sposréd badanych szczepéw zostaty scharakteryzowane jako podatne
na rozwdj negatywnych reakcji na sytuacje stresowg (C57BL/6J, DBA/2J i 129P3/)).
Najsilniejsze zmiany stwierdzono u szczepu C57BL/6J, m.in. diugotrwale utrzymujace sie
zaburzenia pamieci zdarzenia traumatycznego i narastajacy zgeneralizowany lek. Szczep
myszy SWR/J charakteryzowat sie najwieksza odpornoscia na stres — reagowat najnizszym
poziomem znieruchomienia w odpowiedzi na bodice skojarzone z traumg i na nowe
srodowisko (Szklarczyk i wsp., 2012).

Dalsze badania prowadzono na dwodch szczepach o najbardziej odmiennych
behawioralnych profilach odpowiedzi na stres: C57BL/6J i SWR/J. Zbadano, czy réznice
w radzeniu sobie ze stresem bedg utrzymywac sie niezaleznie od intensywnosci i rodzaju
stresora. W tym celu, myszy C57BL/6J i SWR/J wystawiono na pigciokrotny szok elektryczny

(5 x 1 mA przez 2 s, co 1 min) (Szklarczyk i wsp., 2015) lub na stres unieruchomienia (30 min)



(Szklarczyk i wsp., 2016). Szczep C57BL/6J reagowat znacznie silniejszym znieruchomieniem
niz szczep SWR/J podczas ekspozycji na pie¢ nastepujacych po sobie szokéw elektrycznych
oraz w klatce skojarzonej z bodicem awersyjnym (Szklarczyk i wsp., 2015). Stres
unieruchomienia zwiekszat réznice w warunkowaniu strachu oraz w zachowaniach lekowych
i przypominajacych depresje miedzy szczepami C57BL/6J i SWR/J (Szklarczyk i wsp., 2016).
U myszy C57BL/6J powodowat silniejsza i dtuzej utrzymujaca sie reakcje uwarunkowanego
strachu oraz diuiszy bezruch w testach wymuszonego ptywania i zawieszenia za ogon.
Przeciwnie, u szczepu SWR/J wystawienie na stres unieruchomienia nie zwigkszyto czasu
bezruchu i skutkowato obnizeniem reakcji uwarunkowanego strachu. Ponadto, myszy SWR/J
spedzaty wiecej czasu w centralnej czesci otwartego pola oraz dtuzej wspinaty sie w tescie
wymuszonego plywania, co wskazuje na ostabienie zachowan lekowych i przypominajacych
depresje. Podsumowujac, pod wptywem silnego stresu, myszy C57BL/6J staly sig bardziej
pasywne (podniesione reakcje znieruchomienia i bezruchu), a myszy SWR/J - bardziej
aktywne (obnizona reakcja znieruchomienia, wydtuzony czas wspinania si¢ i przebywania
w eksponowanym miejscu).

Przy zastosowaniu techniki ilosciowego PCR, zmierzone zostaly poziomy ekspres;ji
wybranych genéw w odpowiedzi na bodziec awersyjny w obszarach mézgu zwigzanych
z kontrolg strachu oraz nabywaniem i odpamigtaniem warunkowych reakcji emocjonalnych
(zesp6t jader migdatowatych i hipokamp) (Szklarczyk i wsp. 2012, 2015). U szczepu SWR/J,
stresor wywotat wzrost poziomu transkryptow genéw kodujacych biatka prekursorowe
peptydéw opioidowych Pdyn i Penk. U myszy C57BL/6J, stwierdzono indukcje gendw,
ktérych ekspresja jest zalezna od aktywnosci receptora glukokortykoidowego (GR), m.in.
Tsc22d3, Crhrl i Nfkbia. Badania te wskazaty na potencjalne znaczenie aktywnosci systemow
opioidowych oraz glukokortykoidéw w ksztattowaniu odpowiedzi behawioralnej na stres
u szczepow C57BL/6) i SWR/J. Przy uzyciu mikromacierzy DNA, poréwnano globalny poziom
ekspresji w zespole jader migdatowatych myszy C57BL/6J i SWR/J w sytuacji stresowej
(Szklarczyk i wsp., 2016). Zidentyfikowano grupy wspofregulowanych genéw, ktdrych
ekspresja byta zwigzana z okreslong reakcjg na stresor. Wskazano tez geny, ktére mogg
taczy¢ sie z aktywnym (m.in. Homer1, Chordc) oraz pasywnym (m.in. Sgk1, Tsc22d3, Cdknla,
Egr2, Dusp4) stylem radzenia sobie ze stresem. Badania te wskazaty, ze jednym z gidwnych
regulatoréw ekspresji genéw u myszy C57BL/6) charakteryzujacych sie pasywnym stylem

radzenia jest GR.



Na podstawie réznic w ekspresji gendéw wskazujgcych na udziat glukokortykoidow
i endogennych opioidéw w powstawaniu okreslonej strategii radzenia sobie ze stresem
u myszy, do dalszych badan wybrano ligandy receptoréw opioidowych i GR. W celu
sprawdzenia wptywu wybranych substancji na nabywanie oraz pamie¢ traumatycznych
zdarzen, testy przeprowadzono w modelu warunkowania strachu na dwdch szczepach:
C57BL/6) oraz SWR/J. Podanie morfiny, w dawce 20 mg/kg obnizato reakcje znieruchomienia
u szczepu C57BL/6) (Szklarczyk i wsp., 2015, 2016). Podobne dziatanie stwierdzono
po podaniu specyficznych agonistéw receptoréw k: U-50488H w dawce 5 mg/kg oraz &:
BW373U86 w dawce 10 mg/kg (Szklarczyk i wsp., 2015). Z drugiej strony, podanie
naltreksonu (2 mg/kg), nieselektywnego antagonisty receptoréow opioidowych, u szczepu
SWR/] przed bodZcem awersyjnym, nasilito nabywanie i ekspresje uwarunkowanego strachu.
Wyniki wskazuja na zwigzek pomiedzy silng aktywacjg uktadu endogennych opioidéw
w sytuacji stresowej i rozwojem aktywnych strategii radzenia sobie ze stresem (Szklarczyk
i wsp., 2015). Dodatkowe badania przeprowadzone z uzyciem selektywnych antagonistow
opioidowych (nor-BNI 10 mg/kg dla receptoréw k, naltrindol 5 mg/kg dla receptoréw §,
cyprodime 2 mg/kg dla receptoréw p) wskazaty na kluczowa role receptoréw & w kontroli
reakcji na stres (Szklarczyk i wsp., 2015).

W celu poznania roli glukokortykoidow w ksztattowaniu pasywnych strategii radzenia
sobie ze stresem, u myszy C57BL/6J zastosowano ligandy GR (deksametazon - syntetyczny
glukokortykosteroid, w dawce 4 mg/kg; mifepriston - antagonista GR w dawce 20 mg/kg)
w modelu warunkowania strachu (Szklarczyk et al., 2016). Podanie deksametazonu
powodowato obnizenie reakcji znieruchomienia na uwarunkowany kontekst u myszy szczepu
C57BL/6J, podobnie jak podanie morfiny. Dziatanie to bylo odwracane (nawrét reakcji
strachu) przez zablokowanie receptoréw opioidowych (naltrekson, 2 mg/kg) przed podaniem
deksametazonu. Badania prowadzone na myszach szczepu SWR/J wykazaly, ze blokada
receptoréw opioidowych naltreksonem, przed stresem unieruchomienia, powodowata
podniesienie poziomu kortykosteronu we krwi oraz aktywacje transkrypcji genéw zaleznych
od GR (Fkbp5, Tsc22d3) w zespole jader migdatowatych. Wyniki tych oraz wczesniejszych
badan (Szklarczyk i wsp., 2015) wskazujg, Zze pasywny styl radzenia sobie ze stresem
charakteryzuje obnizona aktywacja endogennych opioidow w sytuacji stresowej oraz

nasilenie uwalniania glukokortykoidow.



Podsumowujac, przeprowadzone badania pozwolity zidentyfikowac
i scharakteryzowaé dwa inbredowe mysie szczepy o odmiennych strategiach radzenia sobie
z sytuacja stresowa i wskazaé potencjalne neurobiologiczne podstawy tych zachowan. Myszy
C57BL/6J okreélone zostaty jako model strategii pasywnych, ktére moga prowadzi¢ do
zaburzen potraumatycznych. Myszy SWR/J zostaty scharakteryzowane jako model strategii
aktywnych, ktére mogg chroni¢ przed chorobami wystepujacymi w nastepstwie silnego
stresu. Wyniki badan wskazujg, ze interakcja systeméw opioidowych i glukokortykoidow
moze ksztaftowaé indywidualne rdéinice w reagowaniu na sytuacje stresowa. Nasilona
aktywno$é endogennego ukfadu opioidowego wydaje sie towarzyszyC ksztaftowaniu
aktywnych strategii, a aktywacja systemu glukokortykoidowego - rozwojowi strategii
pasywnych. Badania farmakologiczne wskazujg, ze GR oraz receptory opioidowe,
w szczegdlnosci receptor §, moga stanowié¢ potencjalne cele umozliwiajace modyfikacjg
strategii radzenia sobie ze stresem. Uzyskane wyniki istotnie poszerzajg wiedzg z zakresu
neurobiologicznych mechanizméw uczestniczacych w ksztattowaniu reakcji na bodice
awersyjne. Identyfikacja skutecznych styléw radzenia sobie i zrozumienie podstaw
podatnosci lub odpornoéci na negatywne konsekwencje sytuacji stresowych, moze miec
istotne znaczenie w rozwoju przysztej profilaktyki i interwencji w leczeniu zaburzen bedacych

konsekwencjg stresu.
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