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Odpowiedz organizmu na dziatanie bodzcow zagrazajgcych okresla sie mianem reakcji stresowej. Kluczowg role w tej reakcji odgrywa ciato migdatowate.
Biorgc pod uwage wptyw tlenku azotu (NO) na procesy zwigzane z przekaznictwem neuronalnym, plastycznoscig synaptyczng i pamiecig wydaje sie,
ze neurony produkujgce NO mogg odgrywa¢ wazng role w kontroli/modulacji reakcji stresowej. Jednym z testow stosowanych w celu wywotania reakc;ji
stresowej u gryzoni jest test otwartego pola (OF). Nieznane, nieprzyjazne, potencjalnie niebezpieczne otoczenie, uwazane jest za awersyjny bodziec
psychologiczny, stwarzgjcy warunki do powstania reakcji stresowej o charakterze neurogennym, co skutkuje wzrostem aktywnosci neuronalnej.

Cel pracy
Celem pracy byto zbadanie wptywu dtugotrwatego stresu w rozwoju postnatalnym szczura na aktywacje neuronéw ciata migdatowatego u osobnika dorostego,
ze szczegolnym uwzglednieniem roli neurondéw produkujgcych NO.

Bregma -2.12 mm

Materiaty i Metody

Grupa eksperymentalna: 5 szczuréw, ktére przez pierwsze 21 dni po urodzeniu (P), byty codziennie
poddawane jednokrotnej ekspozycji w tescie OF. Po osiggnieciu dojrzatosci ptciowej (w P90),
zwierzeta byty ponownie jednokrotnie stresowane tym samym bodzcem i uSmiercane.

Grupa kontrolna: 5 szczuréw P90, ktore bezposrednio przed usmierceniem poddano jednokrotnej
ekspozycji w tescie OF.

Ryc. 1. Wybrane przekroje czotowe potkuli
mozgu szczura zawierajgce badane jadra
ciata migdatowatego (oznakowane na biato).

Jadra ciata migdatowatego

: . : i . - wykaz stosowanych skrotow:
M Zwierzeta perfundowano 4% roztworem paraformaldehydu, a mézgowia, po wyjeciu z czaszki, 4 4

zamrazano i krojono na 40 uym skrawki przy uzyciu kriostatu.
M Skrawki barwiono immunohistochemicznie (znakowanie podwajne), przy uzyciu przeciwciat

BAOT - jgdro tozyskowe
dodatkowego pasma

Bregma -4.80 mm WQChOWGQO
przeciwko biatku c-Fos (marker aktywnosci komorkowej) oraz syntazie tlenku azotu (NOS; BL - jadro podstawno-boczne
marker neurondw wytwarzajgcych tlenek azotu). Ce - jadro $rodkowe

CoA - jadro korowe przednie

CoPL - jadro korowe tylne boczne

CoPM - jgdro korowe tylne
przysrodkowe

MeD -jadro przysrodkowe —
czes¢ grzbietowa

MeV —jadro przysrodkowe —
czes¢ brzuszna

M Wybarwione skrawki poddano analizie ilo$ciowej wykorzystujgc system stereologiczny C.A.S.T. Grid (Olympus).
W poszczegolnych jgdrach ciata migdatowatego szacowano:
- gestos$¢ [1/mm?] neurondw c-Fos-ir
- gestosé [1/mm?] neurondéw podwadjnie wybarwionych c-Fos/NOS

B Ze wzgledu na wystepujgcg znaczng zmiennos$¢ pomiedzy badanymi przypadkami gestosci poréwnano
nieparametryczng analizg wariancji (testem Kruskal-Wallisa).
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M Zaréwno w grupie eksperymentalnej jak i kontrolnej, réznice w gestosci komorek c-Fos-ir oraz c-Fos/NOS w poszczegdlnych jgdrach ciata migdatowatego byty statystycznie
istotne. Najwyzsza gesto$¢ neuronow c-Fos-ir oraz c-Fos/NOS charakteryzowata jgdra: MeD, MeV i BAOT.

B W jadrach ciata migdatowatego szczuréw eksperymentalnych obserwowano znamienny spadek gestosci komoérek c-Fos-ir w porownaniu ze zwierzetami kontrolnymi.
Wyjatek stanowi jgdro korowe przednie, w ktorym réznica w gestosci komoérek c-Fos w obu grupach nie byta znamienna.

B W jadrach MeD, MeV i BAOT szczuréw eksperymentalnych obserwowano znamienny spadek gestosci komorek c-Fos/NOS. W pozostatych jgdrach ciata migdatowatego zwierzat
eksperymentalnych gestos¢ neuronéw c-Fos/NOS nie roznita sie statystycznie istotnie od obserwowanej w grupie kontrolnej.

Ryc. 2. Podwojne barwienie biatka c-Fos (kolor czerwony) i syntazy tlenku azotu (kolor zielony) w neuronach: (A) MeV oraz (B) BAOT szczuréw kontrolnych.

T grupa
grupa kontrolna skananmientalne grupa kontrolna eksperymentalna

1/mm° 1/mm? 1/mm° SD 1/mm? SD

R T BL 0 0 0 0
T | m2 72| se 26 Ce 0 0 0 0
mm MeV 70,5 28,2 24,9 18,7

m_
__

CoA 61,2 37,2 30,4 9,3 CoA 4,6 4,8 2,4 1,4

TcopL | a3t 208 24 12 CoPL 0 0 0.3 05
T T ——— CoPM 05 0.7 0 0

Tabela. I. Gestosé [1/mm?] komérek c-Fos-ir w jgdrach ciata migdatowatego szczuréw Tabela. Il. Gestosc [1/mm’] komérek wykazujgcych podwdjne wybarwienie c-Fos/NOS
z grupy kontrolnej i eksperymentalne;. w jadrach ciata migdatowatego szczuréw z grupy kontrolnej i eksperymentalnej
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I roznice istotne statystycznie na poziomie istotnosci p < 0,05
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Przewlekty stres psychologiczny we wczesnym etapie rozwoju zmniejsza poziom aktywacji komorek ciata migdatowatego na ten sam
bodziec u osobnika dorostego, a neurony produkujgce NO odgrywajg w tym procesie istotng role. Przypuszczalnie, w sytuacji stresowej,
jaka kreuje OF, pocigga to za sobg deregulacje procesow, w ktorych neurony NOS-ir w BAOT, MeD i MeV majg kluczowe znaczenie
(kontrola zachowan rozrodczych, aktywacja uktadu autonomicznego i osi stresowej oraz tworzenie/przechowywanie awersyjnej
pamieci chemosensorycznej).



