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Streszczenie

Zwierzeta transgeniczne sg obecnie szeroko stosowane w badaniach nad molekularnymi
podstawami zaburzen psychiatrycznych. Zastosowanie systemow warunkowych nokautow
genowych, takich jak system Cre/LoxP, umozliwia selektywne usunigcie genow w $cisle
okreslonej populacji komorek. Pozwala to m.in. na badanie funkcji receptoroéw z nieosiagalna
klasycznymi metodami selektywnoscig. Myszy transgeniczne sg obecnie szeroko dostepne,
jednak kazda nowa linia zwierzat wymaga potwierdzenia zaktadanej selektywno$ci mutacji
oraz scharakteryzowania jej ogélnych efektow, aby mogta zosta¢ uzyta w dalszych badaniach.

Celem niniejszej pracy bylo scharakteryzowanie linii myszy transgenicznych GRPPHC'™
wykazujacych selektywng ablacj¢ receptora glikokortykoidowego (GR) w komorkach
noradrenergicznych 1 adrenergicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem zaburzen
depresyjnych i reaktywnosci na stres.

Zwierzeta GRPBHC™e

otrzymano przez skrzyzowanie myszy wykazujacych ekspresje
rekombinazy Cre pod kontrolg beta-hydroksylazy dopaminy, enzymu niezb¢dnego do syntezy
noradrenaliny, ze zwierz¢tami posiadajacymi sekwencje LoxP w genie GR. Dzigki temu
usunigto GR z neurondow syntezujacych noradrenaling. Za pomoca barwien
immunofluorescencyjnych i immunohistochemicznych potwierdzono selektywnos¢ mutacji i
wykluczono jej wplyw na przezywalno$¢ komorek noradrenergicznych w miejscu sinawym
(LC). Nie wykazano rowniez negatywnego wptywu mutacji na przyrost masy ciala oraz takze
sprawno$¢ ruchowa i aktywnos$¢ lokomotoryczng, mierzone w te$cie rota-rod oraz w tescie
otwartego pola. Nastepnie przebadano pamig¢é przestrzenng i roboczg, lekliwos¢é oraz
zachowania depresyjne odpowiednio w testach: zmodyfikowanego podniesionego labiryntu
krzyzowego, labiryntu Y, jasnego-ciemnego pudetka oraz tescie zawieszenia za ogon (TST).
Wyniki testow pokazaty Zze mutacja nie ma wptywu na zachowania samcow, jednakze samice
GRPBHC™® \wykazujg zaburzenia pamicci roboczej oraz zwigkszona lgkliwosé i wydtuzenie
czasu bezruchu (efekt ,,prodepresyjny”’) w TST, wskazujace razem na depresyjny fenotyp

samic. Rowniez tylko u samic GRPBHCre

wykryto podwyzszone wieczorne poziomy
kortykosteronu w osoczu, podczas gdy poziomy poranne oraz indukowane ostrym stresem nie
byto zmienione, podobnie jak odpowiedZ w te$cie hamowania deksamatezonem. Nie wykazano
zadnych zmian w aktywno$ci osi HPA u samcoéw. U samic, ale nie samcow, GRPEHC™
wykazano réwniez nasilone spadki pozioméw tkankowej noradrenaliny oraz zahamowanie

wzrostow gtdownego metabolitu serotoniny kwasu 5-hydroksyindoloctowego (5-HIAA) w korze

przedczotowej, po 30 minut od zakonczenia 30 minutowego stresu unieruchomienia.



Wyniki te sugeruja nadmierng aktywacje ukladu noradrenergicznego oraz ostabiong
aktywacj¢ uktadu serotoninergicznego podczas epizodu stresu.
Ze wzgledu na zalezno$¢ od plci obserwowanych efektéw mutacji, w dalszej czgsdci

RDBHCre

badan, zdecydowano si¢ na eksploracje podtoza fenotypu depresyjnego u samic G u
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zwierzat w stanie podstawowym. Wydhuzenie czasu bezruchu w TST u samic G
si¢ odwréci¢ zardbwno podaniami dezypraminy (20 mg/kg) jak i fluoksetyny (10 mg/kg). W
przypadku fluoksetyny wykryto istotny statystycznie wptyw genotypu na efekty leku, co
przejawialo si¢ znacznie wigkszym obnizeniem czasu bezruchu u mutantdw niz u zwierzat
kontrolnych. Pozwala to spekulowac o udziale komponenty serotoninowej w obserwowanym
fenotypie depresyjnym. U samic GRPPH™ wykryto réwniez obnizenie poziomu mRNA
receptora ojp-adrenergicznego w korze przedczolowej oraz wzrost wigzania radioliganda do
receptoréw ap-adrenergicznych w LC. Poza tym wykryto wzrosty poziomu neurotrofiny
BDNF w korze i hipokampie na poziomie mRNA. Zmiany te przektadaly si¢ w korze, ale nie
w hipokampie, na wzrost pozioméw biatka BDNF oznaczonego metoda western blot. Nie
wykryto natomiast réznic w gestosci kolcow dendrytycznych wybarwionych metoda
Golgiego-Cox’a migdzy samicami kontrolnymi a mutantami.

RDBHCre

Samce G wykorzystano do badan nad rola GR w uktadzie noradrenergicznym w

odpowiedzi na 14 dniowy chroniczny stres unieruchomienia. Zaro6wno u samcow GRPBHCre
jak 1 samcoéw kontrolnych zaobserwowano podobne spadki masy ciata wywotane
chronicznym stresem. Mutanty wykazaly jednak oporno$¢ na behawioralne efekty stresu,
gdyz nie przejawialy wzrostu lekliwosci ani wydluzenia czasu bezruchu w TST, co
zaobserwowano u chronicznie stresowanych zwierzat kontrolnych. Poza tym, w
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przeciwienstwie do samcow kontrolnych, samce GRPEHC™

nie wykazaly w wyniku
chronicznego stresu zmian w poziomach mRNA neurotrofiny NTF3 i receptora TrkB.
Niezaleznie od genotypu chroniczny stres wywotal jednak podobne spadki w poziomie
mRNA dla BDNF, w korze przedczolowej 1 hipokampie. U mutantow zaobserwowano
réwniez odmienny wptyw chronicznego stresu na poziom mRNA receptordw oip-, dop-, Bo- i
Bs-adrenergicznych w korze przedczotowej oraz agc- 1 f3- W hipokampie.
Podsumowujac wyniki prezentowane w niniejszej pracy pokazuja ze myszy GRPEHC™
moga sta¢ si¢ interesujacym modelem do badan zaburzen depresyjnych i dziatania
chronicznego stresu. Niniejsze badania wskazujg na zalezng od pici role GR w uktadzie
noradrenergicznym w rozwoju zaburzen depresyjnych i lgkliwosci, regulacji okotodobowe;j

aktywnosci osi HPA oraz jego istotny udzial w dziataniu chronicznego stresu.



