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Streszczenie

Zwierzeta transgeniczne s3 obecnie coraz szerzej stosowane w laboratoriach, jako
modele doswiadczalne. Zastosowanie systemu warunkowych knock-outow genowych, takich
jak system Cre/LoxP, umozliwia selektywne usuni¢cie genow z wybranej populacji komorek.
Pozwala to na zmniejszenie ryzyka wystgpienia zmian powodujacych letalnos¢ oraz

upraszcza interpretacje obserwowanych efektow mutacji.

Zwierzeta GRPBHCre, bedace modelem badawczym zastosowanym w pracy doktorskiej,
otrzymano krzyzujac myszy z ekspresja rekombinazy Cre pod kontrolag promotora beta-
hydroksylazy dopaminy, enzymu przeksztalcajacego dopaming do noradrenaliny, ze
zwierzetami posiadajacymi sekwencje LoxP w genie dla receptora glikokortykoidow (GR).
Manipulacja ta spowodowata usuni¢gcie GR z komorek syntezujacych noradrenaling i
adrenaling. Majac na uwadze opisang wczesniej charakterystyke behawioralng myszy

GRPPMC™ oraz atrofie rdzenia nadnerczy i deficyty adrenaliny, w niniejszej pracy doktorskiej

DBH . - . -
RPBHC® moze dochodzié do zaburzeh w ukladzie

postawiono hipoteze robocza, ze u myszy G
odporno$ciowym o charakterze prozapalnym, ktore moglyby si¢ przejawia¢ opisanymi
wczesniej zmianami behawioralnymi. Te wszystkie przestanki stanowity podstawe niniejszej
pracy.

Celem niniejszej pracy byla ocena aktywnosci wybranych parametrow uktadu
odporno$ciowego myszy pozbawionych GR w uktadzie adrenergicznym oraz wptywu mutacji
na efekty stresu i1 uktad krgzenia. Zbadano stan uktadu odpornosciowego w warunkach
podstawowych, po chronicznym stresie unieruchomienia 1 po stresie zapalnym wywolanym
dootrzewnowym podaniem LPS-u. Ocenie podlegaty takie parametry jak witasciwosci
makrofagow, splenocytéw 1 tymocytow w stanie podstawowym 1 po zadziataniu stresorow.
Ponadto oznaczono poziomy kortykosteronu i amin katecholowych w osoczu w warunkach
podstawowych i po stresie. Na koniec zbadano funkcje naczyn i podstawowe parametry
uktadu krazenia takie jak cisnienie, t¢tno, odpowiedz aort na bodzce skurczowo-rozkurczowe
oraz wolnych rodnikow w naczyniach. Eksperymenty przeprowadzono na zwierzgtach obu
pici, poniewaz zaré6wno w funkcjonowaniu ukltadu immunologicznego jak i sercowo-

naczyniowego wystepuja réznice miedzyplciowe.

Rozwazajac wylacznie réznice genotypowe nie zaobserwowano roznic pomiedzy
myszami wt i GR-/- w aktywno$ci makrofagéw. Subtelna prozapalna tendencja u samic
uwidacznia si¢ jedynie w warunkach stymulacji prozapalnej. Noradrenalina wywierata

niewielki, modulujacy wplyw na funkcje¢ makrofagéw. Ponadto, badajac zarowno zdolnos$¢



splenocytow do proliferacji jak 1 produkcji cytokin nie zaobserwowano r6znic
w funkcjonowaniu §ledziony — najwigkszego obwodowego narzadu uktadu odporno$ciowego,

RDBHCre

umyszy G w poréwnaniu do myszy Wt.

Zmiany w dynamice odpowiedzi na bodzce stresowe zaobserwowano w grasicy.
Stymulacja tymocytow kortykosteronem nie hamowata aktywnos$ci proliferacyjnej u myszy
GRPBHCre po 2h, natomiast po 24h odpowiedz byla na poziomie wartosci obserwowanych
umyszy wt. W pozostatych badanych parametrach nie znaleziono rdéznic zaleznych od
genotypu.

Zwierzeta GRPBHC™®

odpowiadajg zar6wno na stres immunologiczny jak i psychologiczny
podobnie do zwierzat wt, o czym $wiadczy splenomegalia, atrofia grasicy oraz poziom
kortykosteronu i zmiany w aktywnosci komorek uktadu odpornosciowego. Natomiast
W odréznieniu od myszy wt, u ktorych w odpowiedzi na ostry stres wzrasta poziom

adrenaliny, w osoczu u myszy GRPEHC™ rosnie poziom dopaminy.

Ponadto w pracy potwierdzono wystgpowanie réznic miedzyptciowych, zardowno
w aktywno$ci uktadu odporno$ciowego (np. zwigkszona liczba komoérek w jamie
otrzewnowej samic oraz ich wigksza reaktywno$¢) jak i sercowo-naczyniowego (np.
mocniejszy skurcz naczyn samcow w odpowiedzi na stymulacj¢ fenylefryng). Co wigcej

DBHCT nieoczekiwanie poprawiaja

zaobserwowano, ze mechanizmy kompensujace u samic GR
funkcjonowanie aorty. By¢ moze jest to zwigzane ze zmienionymi poziomami adrenaliny
I kortykosteronu w osoczu.

Podsumowujac, myszy GRPEHC"

nie s3 dobrym modelem do badania interakcji pomigdzy
osig podwzgorze — przysadka — nadnercza a uktadem wspotczulnym pod wzgledem regulacji
uktadu odpornosciowego w odpowiedzi stresowej. Bardziej szczegdlowe badania uktadu
odpornosciowego moga stworzy¢ szanse na identyfikacje mechanizmow, ktére kompensuja
efekty mutacji. Zastosowanie stresoroOw innego rodzaju, blokada obwodowego uktadu
dopaminowego lub zbadanie odpowiedzi makrofagow otrzewnowych na stymulacje
dopaming mogtyby udzieli¢ dodatkowych odpowiedzi. Natomiast na podstawie wynikow
uzyskanych w niniejszej pracy, mozna zaproponowac¢ myszy GRPBHCre jako uzyteczny model

do badan interakcji dopaminy z obwodowym uktadem adrenergicznym.



