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Streszczenie

Préba dostosowania zwierzgcych modeli Igku do klinicznych jednostek chorobowych zwiazanych
ze stresem jest trudna, gdyZz ocena stanu emocjonalnego zwierzat jest subiektywna, a jednoznaczna
interpretacja zagadnienia czesto niemozliwa. Eksperymentalne modele lgku mozna podzieli¢ ze
wzgledu na charakter stosowanej metodyki do wywolania lgku u zwierzat — na testy konfliktu oraz
testy oparte na naturalnych, niejako ,.etologicznych” zasadach.

Test dwuprzedzialowy wg Crawley’a okazal sig czuolym modelem Igku do badania aktywnosci
anksjolitycznej leko6w o réznym mechanizmie dziatania i potwierdzonym klinicznie dzialaniu
przeciwlekowym.

Summary

The comparison of anxiety models used in animals to clinical syndromes of anxiety and stress is
difficult, because the evaluation of emotional states of animals is subjective and prone to differing
interactions.

The experimental models of anxiety can be divided depending on the method used into
Punishment Induced Suppression Tests and Novelty Induced Inhibition. The Two Compartment
Exploratory Test of Crawley has proved to be a very sensitive test for drugs with different action
mechanisms and confirmed usefulness in human anxiety diseases.

W obrazie klinicznym objawy depresji i leku czesto wystepuja rownoczesnie
[ub wzajemnie si¢ uzupelniaja.

Lek jest jednym z objawbéw zaburzen psychicznych — towarzyszacych wielu
psychozom schizofrenicznym, jest réwniez jednym z objawdéw osiowych de-
presji endogennej (1). Pojecie leku wiaze sie ze stanem emocjonalnym czlowie-
ka (6), chociaz rézne formy leku spotykamy takze u zwierzat (12).

Z klinicznego punktu widzenia lgk jest zespolem wielu patologicznych
objawow (behawioralnych, psychicznych, wegetatywnych i somatycznych) (1).

Zmiany w klasyfikacji diagnostycznej zaburzen lgkowych niewatpliwie
wplywaja na poszukiwanie nowych, zwierzecych modeli lgku. Trudno jest
jednak dostosowaé konkretny model do konkretnej jednostki diagnostycznej
zaburzen lekowych. Podloze neurobiologiczne zaburzen lekowych nie do kon-
ca jest poznane, stad nie zawsze testy zwierzece moga odzwierciedlaé subiek-
tywne roznice klinicznych zaszeregowan.
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W zalozeniu kazdy model uzyty w badaniach nad Igkiem winien byé
wrazliwy na leki skuteczne w terapii Ieku u ludzi (gléwnie benzodiazepiny);
stad powinno si¢ por6wna¢ w wybranym modelu zwierzecym badany lek
o spodziewanym dzialaniu anksjolitycznym z klasyczng 1,4-benzodiazepina,

-np. z diazepamem. Istotne jest rowniez, aby do oceny dzialania anksjolitycz-
nego leku wybrac taka dawke, ktora nie bedzie wywolywala dzialania sedatyw-
nego u badanych zwierzat, gdyz moze ono przestania¢ efekt anksjolityczny.
Wazine jest rOwniez okreslenie czasu, w ktérym dany lek wykazuje najwieksza
aktywnos$¢ farmakologiczna (szczyt dziatania).

Ograniczone ramy pracy nie pozwolily na prezentacje wszystkich stosowa-
nych testow anksjolitycznych; pozwolimy wigc sobie na omoéwienie tylko tych
najczesciej stosowanych, ktore uwaza sie za reprezentatywne w badaniach nad
dzialaniem przeciwlgkowym lekow.

Eksperymentalne modele leku mozna podzielic ze wzgledu na charakter
stosowanej metodyki do wywolania leku u zwierzat.

Testy konfliktowe stanowia najwazniejsza grupe modeli leku. Do tej grupy
testOw nalezy m.in. test Gellera-Seiftera, czy tez test Vogela.

Test Gellera-Seiftera (5) w modyfikacji Carli (2) opiera si¢ na wytworzeniu
konfliktowej sytuaciji przez zastosowanie sygnalu dzwigkowego i szoku elektrycz-
nego znoszacego odruch picia u szczuré6w pozbawionych przez pewien czas swo-
bodnego dostepu do wody pitnej. Ta konfliktowa sytuacja moze ulec ostabieniu
lub zniesieniu przez zastosowanie odpowiednich dawek, np. benzodiazepin.

Doswiadczenia przeprowadza si¢ w specjalnej klatce o wymiarach 30 x
30 x 40 cm, w ktorej podloga wykonana jest z metalowych pretow. Ta metalo-
wa podloga jest dodatkowym polem elektrycznym dla tap szczura. W jednej ze
scian klatki umieszcza si¢ plastikowa butelke z woda ze specjalnym metalowym
dozownikiem, ktéra jest podlaczona do pradu elektrycznego. Podczas sesji
z szokiem elektrycznym stosuje si¢ prad o natezeniu 90-200 pA (220V). Kazdy
kontakt szczura z butelka jest rejestrowany przez fotokomorke.

Wedlug Gellera-Seiftera przeciwlgkowe parametry w tym tesScie mierzone
sa przez przedluzenie okresu picia szczurow w okresie ,,kary” (szok elektrycz-
ny i sygnal dzwickowy), a zachowanie szczur6w w okresie, w ktérym szczur
nie jest karany bodzcem elektrycznym odpowiada dziataniu sedatywnemu,
ktore jednoczeénie winno by¢ oceniane w innych testach.

Tylko te zwierzeta, ktore probuja dotkna¢ butelki w okresie ,,kary” otrzy-
muja wstrzas elektryczny. Dodatkowym stresem jest sygnal dzwiekowy prezen-
towany przez urzadzenie zamontowane w suficie klatki.

Specjalnie zaprogramowany zegar, podczas 10-minutowych codziennych
sesji dla kazdego szczura, reguluje dwa istotne cykle:

e kary — sygnal dzwickowy wlaczony przez okres 2,5 sek. oraz sygnal

dzwickowy i szok elektryczny prezentowany przez 8 sek.,

e bez kary — 20-sekundowy okres ciszy bez szoku elektrycznego i sygnatu

dzwickowego.
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W pierwszym etapie zwierzgta (uprzednio pozbawione przez 14 godz.
swobodnego dostepu do wody pitnej) umieszcza si¢ indywidualnie w opisanej
klatce bez wlaczania sygnalu dzwickowego i szoku elektrycznego. Podczas
codziennych 10-minutowych sesji przyzwyczaja si¢ szczury najpierw do klatki
i picia wody z butelki z metalowym dozownikiem. Po 12 dniach wlacza si¢
epizody ,.kary” (sygnal dzwigkowy plus szok elektryczny).

Kazdego dnia natezenie pradu zwieksza si¢ lub zmniejsza w zaleznos$ci od
zniesienia odruchu picia dla kazdego testowanego szczura. Po kazdej sesji
szczurom podlacza si¢ wode przez okres 2 godzin. Szczury przyzwyczajaja si¢
do picia w stresowej sytuacji po 10-12 dniach codziennych 10-minutowych
sesji. Po tym okresie zwierzgtom podaje si¢ leki o spodziewanym dzialaniu
anksjolitycznym i poddaje ocenie w opisanym tescie.

Test Vogela jest podobny do testu Gellera-Seiftera, z tym, Ze nie ma w nim
bodzca negatywnego — sygnatu dzwickowego.

W wyzej opisanych modelach Igku bezwarunkowe, czy uprzednio wyuczo-
ne reakcje pokarmowe sa hamowane przez zastosowanie bodzcow awersyjnych
(bodziec bélowy wywolany pradem elektrycznym lub bodziec dzwigkowy sko-
jarzony z bodZcem bolowym).

Inne modele lgkn to testy oparte na naturalnych, niejako ,.etologicznych”
zasadach, np. obawa przed otwartym i oSwietlonym polem, strach przed
uniesiong i otwarta przestrzenia, obawa przed nowym, nieznanym osobnikiem,
czy stworzenie takiej sytuacji spolecznej, gdzie wykorzystuje si¢ jako bodziec
zatloczenie klatki. W tych testach wykorzystuje si¢ naturalna, spontaniczna
tendencje zwierzat do unikania ,,niesprzyjajacego’ im $rodowiska. Do tych
testow mozemy zaliczy¢, m.in.:
e test ,,uniesionego labiryntu krzyzowego’’ wg metody S. Pellow,
e test dwuprzedzialowy wg J.N. Crawley’a.
Reprezentatywnym i czulym testem do badan aktywnosci anksjolitycznej
lekéw z roznych grup jest test dwuprzedzialowy opisany przez Crawley’a (4).
Wedlug protokohi Crawley’a szczury umieszcza si¢ indywidualnie w zmod yfi-
kowanym otwartym polu o wymiarach 100 x 100 cm, ktérego podloga zostala
podzielona za pomoca czarnej farby na 25 rownych kwadratéw (o wymiarach
5% 5 cm). Wymieniona powierzchni¢ podzielono na dwa kompartmenty:
1. ,bialy” — o$wietlony lampa, ktérego powierzchnia stanowila 21 row-
nych kwadratow;
2. ,,czarny” — stanowiacy czarna skrzynke zabudowana z trzech stron
o wysokosci 35 cm i podlodze podzielonej za pomoca biatej farby na
4 rowne kwadraty.
Otwarte powierzchnie pozwalaja na swobodne przechodzenie zwierzat do
o$wietlonego kompartmentu.
Opisana czarna skrzynka umieszczona zostaje w narozniku otwartego pola.
W dniu badania zwierzgta otrzymuja badany lek (grupa badana) lub rozpusz-
czalnik (grupa kontrolna) i w odpowiednim czasie (szczyt dzialania leku)
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szczury umieszcza si¢ w zmodyfikowanym, otwartym polu, zawsze w tym
samym kwadracie w o$wietlonym kompartmencie. Kazdy szczur poddawany
jest ocenie w opisanym tescie tylko raz. Eksperymenty przeprowadza si¢
zawsze w stalym czasie, np. migdzy godz. 10°0 a 149,

Dwie osoby siedzace w odleglo$ci 2 metrow od aparatu dokonuja niezalez-
nych pomiaréw przekraczanych przez szczury kwadratow w kompartmencie
oSwietlonym — bialym (WSE), czarnym (BSE) oraz przej$¢ miedzy jednym
a drugim kompartmentem (BWT) w ciagu 5 minut. Po zakonczeniu sesji dla
kazdego szczura podloge aparatu dokladnie si¢ czysci.

Test ten okazal sie czulym testem do oceny dzialania przeciwlgkowego
lekbw o roéznych mechanizmach dzialania, np.: risperidonu — antagonisty
receptora DA, i 5-HT, (8) buspironu — agonisty receptora 5-HT,, (3), ondan-
setronu — antagonisty receptora 5-HT (9), fluoksetyny — inhibitora wychwytu
zwrotnego serotoniny (10), moklobemidu — inhibitora MAO-A (7) czy klasycz-
nych 1,4-BZ (9, 11).

Przyktady dziatania anksjolitycznego lekoéw z réznych grup w tescie dwu-
przedzialowym przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Dzialanie anksjolityczne reprezentatywnych lekow psychotropowych
(w tescie Crawley’a)

Lek Dawka [mg/kg] | WSE [--SEM] | BWT [+SEM] BSE [4-SEM]
Kontrola (CMC) 0,5% 1,240,4 2,640,5 95+1,2
Oxazepam 5,0 24,1¥+39 12,1*%4-2.1 14,2¥4+2.1
[F=34,1] [F=19,4] [F=3,8]
Ondansetron 0,1 15,2%+1,2 6,7*+1,1 11,4+1,9
[F=122,5] [F=11,5] [F=1,2]
Buspiron 0,2 154%+4+1,2 7,8%+1,1 13,4418
[F=126,0] [F=18,5] [F=3,3]
Moklobemid 10,0 35,1%+5,1 8,1%+12 15,1%+2,1
[F=23,9] [F=179] [F=423]
Risperidon 0,15 18,3*+2.0 2,8+0,8 10,0+1,8
[F=14,2] [F=0,1] [F=0,5]
Fluoksetyna 5,0 54,8*+6,4 124%+1.8 23,6%+2.4
[F=484] [F=27,5] [F=84,8]

BSE - liczba przekroczen kwadratéw w polu czarnym

WSE - liczba przekroczefi kwadratéw w polu biatym

BWT - liczba przekroczed pomiedzy kwadratami bialymi i czarnymi

* roznica statystycznie znamienna (p <0,05) wzgledem grupy kontrolnej

Innym testem z grupy tzw. testow naturalnych jest test ,,uniesionego labi-
ryntu krzyzowego™. '

Metoda opiera si¢ na zwyczajowym, naturalnym preferowaniu przez szczu-
ry ciemnego pomieszczenia. Wedlug Pellow (13) zwierzeta przed wlaSciwym
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testem umieszcza si¢ w drewnianej skrzynce o wymiarach 60 x 60 x 35 cm na
okres 5 minut. Po okresie adaptacji, szczura umieszcza si¢ na skrzyzowaniu
otwartych i zamknietych ramion labiryntu krzyzowego (zamontowanego na
stojaku, 50 cm od podlogi) glowa skierowana do ramienia zamknigtego.
Labirynt o$wietlony jest zar6wka o mocy 150 W, umieszczona centralnie nad
labiryntem w odleglosci 1m. W ciagu 5 minut testu ilos¢ wejs¢ oraz czas
przebywania szczura w otwartych ramionach labiryntu notowana jest przez
dwoch obserwatoréw siedzacych w odleglosci 1 m od otwartych ramion la-
biryntu. Badania wykonuje si¢ kazdorazowo dla grupy kontrolnej i badanej
(po podaniu leku o spodziewanym dziataniu anksjolitycznym).

Istota wszystkich stosowanych zwierzecych modeli lgku jest stworzenie
sytuacji konfliktowej, w wyniku ktérej dochodzi do zderzenia si¢ i antagonizmu
popedow, np. pokarmowego lub ciekawosci (eksplorowanie nowego otoczenia)
z popedem strachu (przed otwartym i o$wietlonym polem), jak to ma miejsce,
np. w tescie otwartego pola czy w tescie ,,uniesionego labiryntu krzyzowego”.
Podobnie w tescie konfliktu Vogela, czy Gellera-Seiftera dochodzi do antagoniz-
moéw popedu glodu lub pragnienia z popedem strachu (lekiem przed kara
—bodzcem bolowym wywolanym pradem elektrycznym). Wskutek leku reakcje
wykonawcze zwiazane z popedem sa hamowane, a klasyczne leki przeciwlgkowe,
jak np. benzodiazepiny ,,odblokowuja” sttumione reakcje.

Nalezy doda¢, ze nie wszystkie testy sa ,,specyficzne” do badania aktyw-
nosci anksjolitycznej lekow. Praktycznie tylko benzodiazepiny sa aktywnymi
anksjolitykami we wszystkich zwierzecych modelach Igku; inne leki, takie jak
buspiron (agonista receptora 5-HT,,), czy selektywne inhibitory wychwytu
zwrotnego serotoniny (SSRI) lub ondansetron (antagonista receptora 5-HT,),
sa aktywne w jednym z modeli leku, w innym nie wykazuja dzialania, chociaz
aktywnos¢ przeciwlgkowa tych lekow zostala potwierdzona klinicznie.

Przyjety i coraz czedciej uzupeliany podzial zaburzen lgkowych u czlowie-
ka nie zawsze znajduje odzwierciedlenie w testach zwierzecych. Wprawdzie
badacze staraja si¢ stworzy¢ sytuacje eksperymentalne stanowiace modele leku
u ludzi, jednak mechanizmy tego zjawiska u ludzi sa o wiele bardziej skom-
plikowane. Wydaje si¢ by¢ prawie pewne, Ze reakcja wywolujaca strach u zwie-
rzat moze by¢ odpowiednikiem prostych fobii u ludzi. Za model leku uog6l-
nionego mozna uzna¢ testy wprowadzajace konflikt pomiedzy przeciw-
stawnymi potrzebami, np. potrzeba eksploracji w pomieszczeniu oswietlonym
a potrzeba przebywania w ciemnosci, potrzeba przebywania na otwartej prze-
strzeni, czy na wysokosci a potrzeba przebywania w ciemnym ramieniu labi-
ryntu. Tego rodzaju sytuacje zwigkszaja poczucie niepewnosci i prowadza do
legku u szczuréw. Za model lgku panicznego (napadowego) mozna uznaé, np.
wymuszona reakcje na zapach przesladowcy — test nie opisany w niniejszej
pracy. Trudno jest jednak znalez¢ eksperymentalny model legku odpowiadajacy
zespotom obsesyjno-kompulsyjnym u ludzi.

Eksperymentalne modele lgku dostosowane do niektérych jednostek cho-
robowych zwiazanych ze stresem przedstawia tabela 2 (12).
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Tabela 2. Aktywnoéé anksjolityczna poszezegolnych grup lekow w zaleznosci od modelu uzytego testu

Agonisci Agonisci Antagonisci | Odpowied-
Rodzaj testu receptora | receptora SSR1Is receptora nik leku
BZ 5-HT,, 5-HT, u ludzi
Testy konfliktu +++ +/0 +/0 0 GAD
Test labiryntu krzyzowego ++ +/0/— +/0 0 GAD
Test socjalnej interakcji ++ -+ +/0 +/0 GAD
Test dwuprzedzialowy +++ ++ +/0 +-+/0 GAD

+ + + bardzo silne dziatanie anksjolityczne -
+ 4 silne dziatanie anksjolityczne
-+ umiarkowane dziatanie anksjolityczne

dziatanie anksjogenne

GAD - legk uogdlniony

SSRIs — selektywne inhibitory wychwytu serotoniny
bez efektu

W podsumowaniu chcielibySmy stwierdzi€, iz w dobie wprowadzania na rynek
coraz nowszych lekéw stosowanych w terapii leku, konieczna jest farmakologicz-
na analiza leku. Nalezy jednak pamietac, ze zaden ze stosowanych eksperymental-
nie zwierzgcych modeli leku nie jest doskonaty, gdyz ocena stanu emocjonalnego
zwierzat jest bardzo subiektywna i trudna do jednoznacznej interpretacii.
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