STRESZCZENIE

Stres chroniczny, do§wiadczany na réznych etapach zycia, zar6wno u ludzi jak i zwierzat
laboratoryjnych, powoduje nieprawidtowosci w dziataniu osi podwzgérze-przysadka-nadnercza
(ang. hypothalamus-pituitary-adrena] axis, HPA), prowadzac migdzy innymi do zmian
w uwalnianiu hormonéw glikokortykoidowych przez kore nadnerczy. Jest to jednym
7 kluczowych czynnikéw wplywajacych na rozw0j wielu zaburzen czynnosci osrodkowego uktadu
nerwowego, W tym zwigzanych z nieprawidtowym funkcjonowaniem pierwszorzedowej kory
ruchowej (ang. primary motor cortex, M1) czy uktadu mezokortykolimbicznego, ktory bierze swoj
poczatek w obszarze brzusznego pola nakrywki (ang. ventral tegmental area, VTA). Pierwsza
z tych struktur zaangazowana jest w kontrolg ruchéw dowolnych oraz uczenie si¢ nowych
zachowan ruchowych. Dowiedziono, ze dtugotrwaly stres oraz jego model, wielokrotne podania
kortykosteronu, powodujg zaburzenia wykonania testow ruchowych u szczuréw, W co
zaangazowana jest aktywacja receptorow glikokortykoidowych GR (ang. glucocorticoid receptor)
i mineralokortykoidowych MR (ang. mineralocorticoid receptor, receptor) w korze M1. Druga

'z wymienionych struktur, VTJ:—\, odgrywa wazng rolg zaréwno w regulacji procesow
motywacyjnych oraz zachowan zwigzanych z dazeniem do nagrody, jak i w kontroli zachowan
awersyjnych. Wiékna neuronow VTA, w tym neurondéw dopaminergicznych, unerwiajg m.in. korg
M 1. VTA charakteryzuje si¢ wysoka wrazliwoscia na stresory, a nieprawidtowosci w dziataniu tej
struktury moga prowadzi¢ do rozwinigcia si¢ zaburzen takich jak uzaleznienia czy depresja. W ich
patogenezie u ludzi czgsto wymienia sig historie zaniedban lub przemocy ze strony rodzicow,
doswiadczonych w dziecinstwie (ang. early life stress, ELS), co potwierdzaja eksperymenty
z udzialem zwierzat laboratoryjnych, poddanych procedurom modelujagcym ELS, takim jak
separacja od matki (ang. maternal separation, MS). ELS i MS zaburzajg rozwoj i prawidlowe
funkcjonowanie ukladu mezokortykolimbicznego, prowadzac do zwigkszenia podatnosci na
zwigzane z ich zmienionym dziataniem zaburzenia, w okresie dojrzewania i dorostosci.

Wiedza dotyczaca neuronalnych mechanizméw zaburzen spowodowanych dlugotrwatym
i powtarzalnym stresem, zwigzanych z korg M1 oraz VTA, jest niekompletna. Chociaz na

podstawie badan modeli zwierzgcych udowodniono jego wpltyw na elektrofizjologig¢ neuronow



tych struktur, brakuje danych na temat wplywu stresu na strui;turq neuronéw, a w tym budoweg
drzewka dendrytycznego oraz gestos¢ i morfologie kolcéw dendrytycznych.

Celem badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej, byto
scharakteryzowanie wplywu powtarzalnych podan kortykosteronu, stanowigcych model
powtarzajacego sig, krotkotrwalego stresu, na morfologi¢ neuronéw piramidowych kory MI
szczura, a takze sprawdzenie wplywu separacji od matki, zwierzgcego modelu ELS, na budowe
neuron6w VTA oraz ich reaktywno$¢ na stres w pbZniejszym zyciu u samic Szczurow.

Badania przeprowadzone na drodze realizacji tego celu wykonano w dwoch blokach
eksperymentow, w ramach dwoch projektéw badawczych. W pierwszym z nich samce szczuréw
w okresie dojrzewania poddano siedmiodniowym iniekcjom kortykosteronu. Drugi blok
obejmowat samice szczuréw poddane procedurze MS w okresie 2-14 dnia zycia postnatalnego
przez 3 godziny dziennie. Szereg wykonanych eksperymentow umozliwil oceng wptywu
zastosowanych modeli odpowiednio na: strukture drzewka dendrytycznego oraz ggstos$¢
i morfologig kolcéw dendrytycznych neuronéw piramidowych, warstwy 2/3 i 5 M1 lub neuronow.
roznych obszaréw VTA (V, ang. ventral, brzusznego/ D, ang. dorsal, grzbietowego; L, ang. lateral.
bocznego/ M, ang. medial, przysrodkowego), gdzie dodatkowo sprawdzono takze gestos¢ synaps
pobudzajacych, na podstawie ich markera, biatka PSD-95. W tym celu wykorzystano barwienie
metoda Golgiego-Coxa, wypetnianie pojedynczych neuronéw w skrawkach ex vivo biocytyna,
barwienia immunohistochemiczne oraz metody z zakresu mikroskopii i komputerowej analizy
obrazu. Ponadto, cze$¢ samic po MS poddano w dorostosci jednorazowemu stresowi
unieruchomienia, aby oszacowa¢ zmiany w ekspresji c-Fos (genu wczesnej odpowiedzi
komoérkowej, bedacego markerem aktywacji komorek) w VTA spowodowane MS. Przy pomocy
odpowiednio testow ELISA oraz techniki Western blot, sprawdzono takze czy MS wywoluje
u samic szczurdéw dhugotrwale zmiany w poziomie hormondéw zwiazanych z dzialaniem osi HPA,
kortykosteronu i ACTH (ang. adrenocorticotropic hormone, kortykotropina) oraz receptorow GR
i MR w VTA.

Analiza statystyczna danych z pierwszego bloku eksperymentow, dotyczacego MI,
wykazata istotny wpltyw wielokrotnych podan kortykosteronu na ztozono$¢ czgsci apikalnej-
drzewka dendrytycznego oraz lokalny, zalezny od rzgdowosci dendrytow wzrost gestosci kolcow
neuroné6w piramidowych warstwy 2/3 tego obszaru. Kortykosteron spowodowal ponadto

zwiekszenie gestosci kolcow cienkich (uznawanych za forme niedojrzala) w czeéci apikalnej




i bazalnej neuronéw piramidowych warstwy 5 M]1. Analiza danych pochodzacych z drugiego
bloku eksperymentow, dotyczacego VTA, wskazata na réznice pomigdzy czeseig L i M struktury,
u zwierzat niepoddanych stresowi separacji od matki widoczne miedzy innymi w budowie
neuronéw dopaminergicznych (DA) zlokalizowanych w czesci VL i VM VTA - te pierwsze
charakteryzowalo wigksze i bardziej rozbudowane drzewko dendrytyczne. Zaobserwowane skutki
MS byly zalezne od potozenia W strukturze (V/D; L/M VTA) i charakteru neurochemicznego
_badanych neuronéw (DA lub nigokreélone). W VL VTA byty to drobne modyfikacje budowy
drzewka dendrytycznego neuronow DA i zréznicowane zmiany W $rednicy gltowki kolcow
dendrytycznych (zalezne od doktadnej lokalizacji i populacji neuronow); w czesci VM wzrostowi
ulegta liczba segmentow koficowych dendrytow neurondw DA oraz érednica glowki kolcow
neuronéw o nieznanym charakterze neurochemicznym. Dla catego V VTA charakterystyczny byt
spadek ogdlnej liczby synaps pobudzajacych. W DL VTA zaobserwowano natomiast spadek
gestosci kolcow dendrytycznych oraz wzrost srednicy ich gtéwki na dendrytach nieokreslonych
neurochemicznie komoérek, co miato miejsce takze w cze$ci DM struktury, gdzie ponadto MS
spowodowata wzrost reaktywnosci neuronéw DA na stres doswiadczony w dorostosci, mierzonej
poziomem ekspresji c-Fos.

Otrzymane wyniki sugeruja, ze spowodowane  siedmiodniowymi podaniami
kortykosteronu modyfikacje strukturalne neuronéw piramidowych warstwy 2/3 MI, moga
stanowi¢ morfologiczny odpowiednik zmian clektrofizjologicznych obserwowanych pod
wplywem podan tego hormonu, opisanych na podstawie rdwnolegle przeprowadzonych
~doéwiadczen. Zaobserwowane zmiany strukturalne moga przyczynia¢ sig do rozwoju zaburzef
ruchowych. Wywotany kortykosteronem wzrost gestosci cienkich kolcow na neuronach
piramidowych warstwy 5 M1, nie znajduje odzwierciedlenia w elektrofizjologii tych komorek.
Moze to $wiadczy¢ o tym, iz nowopowstate cienkie kolce nie utworzyly funkcjonalnych potaczen
synaptycznych. Jako hipotetyczny mechanizm zaobserwowanych zmian morfologicznych mozna
zaproponowaé dziatanie kortykosteronu poprzez obecne w korze M1 receptory MR i/lub GR
i wywolane w ten sposob zaburzenia w szlakach sygnalizacyjnych zwigzanych z plastycznoscig
strukturalng synaps i dendrytow. Niewykluczony jest takze udziat unerwienia dopaminergicznego
M1, w duzej mierze pochodzacego z VTA.

Wyniki bloku eksperymentalnego dotyczacego VTA podkreslaja heterogennos¢ tej

struktury i wskazuja na konieczno$¢ rozpatrzenia roznorodnego wplywu MS na poszczegolne




populacje neuronalne VTA, w kontek$cie réznic w tworzonych i otrzymywanych przez nie
polgczeniach, zwiazanych z ich odrgbnoscia funkcjonalng (np. réznicami we wrazliwo$ci na stres
czy zaangazowaniem w regulacje zachowan nagradzajacych lub awersyjnych). Zaobserwowane
skutki MS moga powodowa¢ zmiany w funkcjonowaniu VTA i uktadu mezokortykolimbicznego
i przyczyniaé si¢ do powstania zwigzanych z tym nieprawidtowosci, migdzy innymi zwigkszonej
podatno$ci na uzaleznienia i zaburzenia depresyjne, czgéciej dotykajace kobiety i zwierzeta pici
zenskiej w okresie dojrzewania i dorostosci, z historig trudnych do$wiadczen okresu wczesnego
rozwoju postnatalnego.

Podsumowujac, badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskie]
dostarczaja nowej wiedzy na temat wplywu powtarzajacego sft; stresu na morfologie neuronow
piramidowych kory M1 oraz skutkéw ELS na strukture roznych populacji neuronow VTA, a takze
zmian w ich reaktywno$ci na stres w dorostosci. Wyniki te mogg si¢ przyczyni¢ do opracowania
w przysztosci nowych, lepszych i dokladniej ukierunkowanych terapii zaburzen, o genezie
zwigzane] z uposledzonym dziataniem tych struktur spowodowanym dlugotrwatym

i powtarzalnym stresem na roznych etapach rozwoju.
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