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¢) oméwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Uzaleznienie od substancji chemicznych (np. opioidéw, psychostymulantéw czy
alkoholu) jest przewleklym zaburzeniem psychicznym, ktérego gldéwnym objawem jest przymus
pobierania substancji pomimo negatywnych skutkéw zdrowotnych, psychologicznych i
spolecznych, a takze brak kontroli nad jej pobieraniem. Charakterystyczng cechg uzaleznien jest
réwniez ich nawrotowos$¢, tj. pojawianie si¢ - nawet po dlugich okresach abstynencji - silnego i
uporczywego pragnienia zazycia substancji ("glodu"), ktore czgsto prowadzi do powrotu do
natogu (Koob i Le Moal, 2006). Te charakterystyczne objawy wskazuja, Ze zazywanie substancji
uzalezniajgcych prowadzi do wytworzenia w mézgu trwatych zmian funkcjonalnych, a by¢ moze
takze strukturalnych, ktdre stanowig biologiczne podtoze zwigzanych z uzaleznieniem zaburzen
motywacji i emocji. Jednocze$nie podobienstwo podstawowych symptoméw uzaleznien od
roznych substancji sugeruje, ze stanowigce ich przyczyng zmiany neuronalne sg, przynajmniej
czesciowo, wspolne dla réznych rodzajow uzaleznien.

Badania ostatnich 25 lat doprowadzity do wyodrgbnienia charakterystycznych zmian
neuroprzekaznictwa cechujacych rézne fazy uzaleznienia oraz do wskazania struktur moézgu,
zaangazowanych w powstawanie oraz ekspresje uzaleznien.

I) Uwaza sie, ze przyczyng nagradzajacego i pozytywnie wzmacniajacego dziatania wszystkich
grup substancji uzalezniajacych jest ich pobudzajgcy wplyw na przekainictwo w
mezokortykolimbicznym ukladzie dopaminowym, okreslanym jako uktfad nagrody. Kluczowym
wspélnym efektem dzialania tych substancji, osiaganym poprzez r6zne mechanizmy
farmakologiczne, wydaje si¢ tu podwyzszenie synaptycznego poziomu dopaminy w jadrze
potlezacym, stanowigcym znaczng czg$é brzusznego prazkowia (Di Chiara i Imperato, 1988).
Substancje uzalezniajace zwiekszaja stezenie tego neuroprzekaznika takze w innych strukturach
docelowych ukladu mezokortykolimbicznego i mezostriatalnego — korze przedczotowej, ciele
migdatowatym i grzbietowym prazkowiu, cho¢ nie we wszystkich z tych struktur mozgu musi sig
to wiaza¢ z natychmiastowym dzialaniem nagradzajacym (Di Chiara i Imperato, 1988a; McBride
i wsp., 1999).

Pobudzenie przekaznictwa dopaminowego nie jest jedynym mechanizmem nagrody i
pozytywnego wzmocnienia (McBride i wsp., 1999). Inny wazny mechanizm polega na
pobudzeniu receptoréw opioidowych typu p (i / lub ), m. in. w jadrze pétlezacym, bocznym
podwzgérzu lub bocznym jadrze przegrody; nagradzajace dzialanie opioidow przynajmniej w
niektérych z tych struktur nie wymaga obecnosci dopaminy (Cazala i wsp., 1998; McBride i
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wsp., 1999; Hnasko i wsp., 2005). Mechanizm ten (obok stymulacji transmisji dopaminowej)
najprawdopodobniej przyczynia si¢ do dziatania nagradzajacego egzogennych substancji
opioidowych (np. heroiny, morfiny), ale takze alkoholu etylowego i nikotyny, ktére powoduja
uwalnianie endogennych agonistéw receptoréw opioidowych — enkefalin i B-endorfiny (Houdi i
wsp., 1991; Mendez i wsp., 2005; Olive i wsp., 2001).

II) Tuz po zaprzestaniu przewleklego podawania substancji uzalezniajacych przekazZnictwo
dopaminowe ulega zahamowaniu, natomiast znacznemu nasileniu w szeregu struktur mézgu
ulega pobudzajaca transmisja glutaminianergiczna (Rosetti et al., 1992). Te zaburzenia
przekaznictwa sg przyczynowo zwigzane z rozwojem zespolow odstawienia, powodujgc zaréwno
charakterystyczne i rézne dla poszczegdlnych substancji somatyczne objawy odstawienia, jak i
wspolne dla odstawienia réznych substancji negatywne stany afektywne, obejmujace dysforig,
anhedoni¢ i lgk (Markou i wsp., 1998). Wymienione nieprzyjemne emocje, szczegélnie lek,
przypisuje si¢ nadmiernemu pobudzeniu $rodkowego jadra migdatowatego, ktére nastepuje w
zespotach odstawienia wszystkich substancji uzalezniajacych (Knapp i wsp., 1998; Panagis i
wsp., 2000; Gracy i wsp., 2001).

I1I) Bodzce srodowiskowe wczesniej skojarzone z przyjmowaniem narkotyku, przypominajgca
dawka substancji oraz stres sg czynnikami, ktére moga wywotaé "gléd" substancji lub
warunkowy zespot odstawienia w okresie abstynencji po przewlektym przyjmowaniu substancji
uzalezniajgcych, tj. stany psychosomatyczne lezace u podstaw nawrotu pobierania substancji.
Stwierdzono, ze stany "gltodu" réznych substancji, wywotanego przez powyzsze bodzce, wiaza
si¢ z aktywacjg takich struktur moézgu jak zespdt jader migdatowatych (gtownie czgsdé
podstawno-boczna ciata migdatowatego), kora przedczotowa i w niektérych przypadkach takze
brzuszne prazkowie (Shaham i wsp., 2003; Bossert i wsp., 2005).

Podsumowana powyzej w wielkim skrocie wiedza wskazuje gtéwne rejony mdzgu oraz
uktady neuroprzekaznikowe, ktérych zaburzone funkcje najprawdopodobniej lezg u podioza
uzaleznien. Wcigz jednak niejasna pozostaje molekularna natura wywolywanych przez
substancje uzaleiniajgce zmian na poziomie posiczegolnych komdrek nerwowych, ktore
prowadzq do rozwoju uzaleinienia. Wydaje sig, ze zmiany takie polegaja na regulacji, w efekcie
farmakologicznego dziatania tych substancji, ekspresji genow i bialek zaangazowanych
(bezposrednio lub posrednio) w neurotransmisj¢ oraz / lub w procesy diugotrwatej
neuroplastyczno$ci, ktéra moze obejmowac reorganizacj¢ polaczen nerwowych, stanowigc
biologiczng podstawe trwalych zmian zachowania.



Cel badan

Przedmiotem prowadzonych przeze mnie badan byla regulacja, w réznych modelach
uzaleznien, ekspresji wybranych genéw i biatek, ktdre mogg istotnie wptywaé na przekaznictwo
lub przyczynia¢ si¢ do rozwoju zmian neuroplastycznych w mézgowym ukladzie nagrody i
pokrewnych strukturach docelowych uktadu dopaminowego.

Badania dotyczyty w szczeg6lnosci:

I) genow wczesnej odpowiedzi komdrkowej, ktorych ekspresja ulega znacznemu nasileniu
(indukcji) w podregionach prazkowia i / lub kory czofowej natychmiast po podaniu substancji
uzalezniajacych, a ktérych biatkowe produkty moga posredniczyé m. in. w regulacji ekspresji
innych genéw waznych dla uzaleznien (indukowalne czynniki transkrypcyjne, np. c-fos, zif268)
lub bezposrednio, na poziomie synaps, uczestniczyé w zjawiskach neuroplastycznosci
(efektorowe geny wezesne, np. arc);

1) genow peptydow opioidowych proenkefalinowego (PENK) i prodynorfinowego (PDYN),
ulegajgcych znacznej ekspresji w jadrze potlezacym, grzbietowym prazkowiu i $rodkowym
Jadrze migdatowatym, ktérych peptydowe produkty uczestnicza w regulacji transmisji
dopaminergicznej oraz majg wilasne, niezalezne od uktadu dopaminowego, dziatanie na procesy
hedonii (zwlaszcza peptydy pochodzace z PENK);

Ill) a-synukleiny, presynaptycznego biatka wystepujacego obficie m. in. w neuronach
dopaminowych, o wykazanym hamujacym wptywie na przekaznictwo dopaminowe.

I) Regulacja ekspresji genow wczesnej odpowiedzi komoérkowej w przodomézgowiu
wywolana podaniem morfiny

Geny weczesnej odpowiedzi komoérkowej (immediate-early genes - IEG; nazywane
réwniez genami zaleznymi od aktywnosci) stanowia niejednorodng funkcjonalnie grupe
kilkudziesigciu gendw, ktérych wspdlng cechg jest znaczna, szybka i krétkotrwala regulacja w
komoérkach nerwowych zachodzaca pod wplywem bodzcéw pobudzajacych (Morgan i wsp.,
1987, Sagar i wsp., 1988; Herdegen i Leah, 1998). Geny te ulegaja aktywacji transkrypcyjnej
(indukcji) w waznych dla uzaleznien obszarach przodomézgowia w wyniku dziatania wszystkich
substancji uzalezniajgcych, a ich aktywacja jest najwczesniejsza — zachodzaca w ciggu minut —
odpowiedzia genomowg na (chocby jednorazowe) dzialanie tych substancji (Hitzemann i
Hitzemann, 1997; Berke i wsp., 1998; Harlan i Garcia, 1998; Ziélkowska, 2001"; Liu i Crews,
2015).

" Pogrubiong czcionkq wyrézniono publikacje stanowigce podstawe niniejszego wniosku
habilitacyjnego.



Z jednej strony, wzrosty ekspresji IEG mogg by¢ traktowane jako wskaznik pobudzenia
neuronow (Morgan i wsp., 1987; Sagar i wsp., 1988; Kaczmarek i Chaudhuri, 1997; Ziétkowska
i Przewlocki, 2002), a zatem rozmieszczenie indukcji IEG w moézgowiu moze stuzyé jako
narzedzie do mapowania jego regionéw aktywowanych w réznych fazach uzaleznienia.

Z drugiej strony, biatkowe produkty gendw wczesnych mogg istotnie przyczyniaé sie do
zmian komoérkowych odpowiedzialnych za rozwéj uzaleznien, gdyz znajdujg sie wéréd nich m.
in. czynniki transkrypcyjne (np. z rodzin Fos, Jun i Krox (Zif), ktére moga regulowaé ekspresje
innych genow), biatka zlokalizowane w dendrytach i kolcach dendrytycznych (np. Arc,
Homerla) oraz biatka wydzielnicze (tkankowy aktywator plazminogenu — tPA, BDNF) o
znanych funkcjach w procesach plastycznosci synaptycznej, jak roéwniez biatka regulujace
aktywnos¢ wewnatrzkomérkowych Sciezek przekazywania sygnatu (np. MKP-1, Rheb) (Berke i
wsp., 1998; Herdegen i Leah, 1998; Lanahan i Worley, 1998). Indukcja IEG moze wiec
definiowa¢ obszary mézgu, w ktérych dochodzi do zmian neuroplastycznych i funkcjonalnie
waznych zmian ekspresji gendow péznych, dostarczajac wgladu zaréwno w mechanizmy
powstawania, jak i ekspresji uzaleznien.

Gendw odpowiedzi wczesnej dotyczyly juz badania wykonywane do mojego doktoratu, w
ktérych indukowalne czynniki transkrypcyjne stuzyty mi m. in. jako markery do analizy
mechanizméw pobudzenia drogi prazkowiowo-bladej (bioracej poczatek w jednej z dwodch
gtéwnych populacji neurondw prazkowia, GABAergicznych neuronach projekcyjnych
zawierajacych receptor dopaminowy D2) w stanach niedoboru dopaminy (model choroby
Parkinsona) oraz po zablokowaniu receptora D2 przez klasyczne neuroleptyki (Zidtkowska i
Hollt, 1993; Ziotkowska i wsp., 1995; Ziotkowska, 2001). Podejmujac po ukonczeniu doktoratu
problematyke badawcza zwigzang z uzaleznieniami lekowymi, napisalam dwa artykutly
przegladowe dotyczace IEG' (Ziétkowska, 2001, Ziotkowska i Przewlocki, 2002), w ktérych
przeanalizowalam szereg aspektow metodycznych badan nad tymi genami, a takze (zwlaszcza w
pierwszej z tych publikacji) ich wykorzystanie w badaniach nad dziataniem neuroleptykéw oraz
substancji uzalezniajacych (co stanowilo teoretyczny wstgp do podejmowanych nowych
zagadnief). Oba artykuty przedktadam jako wstepny element mojej pracy habilitacyjne;.

Rozmieszczenie indukcji IEG w moézgowiu wywolanych przez najczesciej uzywane
substancje uzalezniajace, jak réwniez giéwne farmakologiczne mechanizmy tych regulacji
zostaly opisane w latach 90-tych XX wieku. Na podstawie tych badan wiadomo, ze
charakterystycznym wspdlnym miejscem indukcji IEG przez substancje uzalezniajace jest
prazkowie (grzbietowe i / lub brzuszne) i ze w efektach tych posredniczy dopamina. Do
wzrostow ekspresji IEG dochodzi (odwrotnie niz po podaniu neuroleptykéw) selektywnie w

T Artykuly te koncentrowaty sie wylacznie na indukowalnych czynnikach transkrypcyjnych jako na najwczesniej
poznanej grupie IEG. IEG pehnigce inne funkcje w komérce zostaly opisane dopiero w drugiej potowie lat 90-tych
(Berke i wsp., 1998; Lanahan i Worley, 1998) i wkrotce niektdre z nich staly sig przedmiotem takze naszych badarn
(Zidtkowska i wsp., 2005, 2011; Ziélkowska i wsp., 2012).



drugiej gtéwnej populacji neuronéw projekcyjnych prazkowia, zawierajacych receptor
dopaminowy D1 (pozytywnie sprzgzony z cyklaza adenylanows poprzez biatko Gg), ale nie w
neuronach zawierajgcych receptor D2 (w ktérych procesy transkrypcyjne sa raczej hamowane
przez dopaming, gdyz pobudzenie receptora D2 hamuje aktywno$é cyklazy adenylanowe;j
poprzez biatko Gie) (Graybiel i wsp., 1990; Moratalla i wsp., 1992; Liu i wsp., 1994; Bontempi i
Sharp, 1997; Harlan i Garcia, 1998; Ziétkowska, 2001; Enoksson i wsp., 2012). Co ciekawe,
pomimo dosy¢ jednorodnego rozmieszczenia receptora D1 w prazkowiu, przestrzenne wzory
indukeji IEG przez rézne substancje uzalezniajace w tej strukturze mézgu sa bardzo odmienne
(Graybiel i wsp., 1990; Moratalla i wsp., 1992; Liu i wsp., 1994; Bontempi i Sharp, 1997).
Przyczyny wspomnianych réznic, nie w petni wyjasnione, zapewne wiaza sie ze zréznicowanymi
mechanizmami stymulacji przekaznictwa dopaminowego przez rézne grupy tych substancji, a
takze z dzialaniem wielu z nich na farmakologiczne punkty uchwytu poza ukladem
dopaminowym.

Morfina jest substancja, ktérej pobudzajacy wplyw na ekspresj¢ IEG ogranicza si¢ do
szczegOlnie matych obszaréw prazkowia. We wcezesnych badaniach po jednorazowym
obwodowym podaniu morfiny stwierdzono indukcje¢ genu c-fos (a w mniejszym stopniu takze
gendw junB i c-jun) przede wszystkim w niewielkim grzbietowo-przys$rodkowym rejonie
prazkowia szczura (Chang i wsp., 1988; Liu i wsp., 1994; Garcia i wsp., 1995; Bontempi i Sharp,
1997). Stabsze wzrosty ekspresji c-fos obserwowali niektorzy autorzy takze w jadrze pétlezacym
— a sposréd innych obszaréw przodomézgowia — w brzuszno-bocznej czesci przegrody,
przysrodkowych i §rédblaszkowych jadrach wzgérza oraz w korze mézgowej (Liu i wsp., 1994;
Garcia i wsp., 1995; Bontempi i Sharp, 1997). Farmakologiczne mechanizmy indukcji IEG przez
morfing, zbadane rozlegle jedynie dla genu c-fos w grzbietowo-przysrodkowym prazkowiu,
okazaly si¢ do$¢ zlozone. Cho¢ indukcja ta jest w duzej mierze zalezna od pobudzenia
przekaznictwa dopaminowego po podaniu opioidu (co wynika z odhamowania neuronéw
dopaminowych pola brzusznego nakrywki i istoty czarnej w efekcie dziatania morfiny na
receptory opioidowe p zlokalizowane w tych strukturach na hamujacych interneuronach
GABAergicznych; Di Chiara i North, 1992) i stymulacji receptoréow D1 w prazkowiu, wymaga
ona jednoczesnego pobudzenia przez morfing receptorbw p w przysrodkowych i
srédblaszkowych jadrach wzgorza oraz w grzbietowym jadrze szwu (Liu i wsp., 1994; Bontempi
i Sharp, 1997; Frankel i wsp., 1999a,b; Enoksson i wsp., 2012). Réwnoczesne bezposrednie
dziatanie morfiny na prazkowie, ktére obfituje w postsynaptyczne receptory opioidowe p, & i k,
bedgce receptorami hamujacymi (sprzgzonymi z biatkiem Gis,) (Mansour i wsp., 1987; 1995;
Tempel i Zukin, 1987) moze znaczaco ogranicza¢ mozliwosé indukcji IEG w neuronach
(Schoffelmeer i wsp., 1985; Fuxe i wsp., 1991) i stanowi¢ gtéwng przyczyne niewielkiego
zasiegu tej indukcji w prazkowiu.

Dotychczasowe badania nad wplywem morfiny na ekspresje IEG dotyczyty nieomal
wylacznie najwczesniej poznanych gendw czynnikéw transkrypcyjnych z rodzin fos i jun,
zwlaszcza najczesciej stosowanego jako markera aktywacji neurondw genu c-fos. W latach 90-
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tych zidentyfikowano jednak szereg innych gendw zaleznych od aktywnosci neuronalnej, w tym
wiele kodujgcych biatka o funkcjach innych niz czynniki transkrypcyjne (tzw. efektorowe geny
wezesne; przyklady wymienione w 3. akapicie tego podrozdziatu; Berke i wsp., 1998; Lanahan i
Worley, 1998). Wiele z nich, ze wzgledu na funkcje lub lokalizacje w komérce ich produktéw,
wydawato si¢ dobrymi kandydatami do roli ‘wilacznikéw’ inicjujgcych stosunkowo trwale
zmiany w neuronach, totez staly si¢ interesujagcym przedmiotem w badaniach nad mechanizmami
uzaleznien. Przy szybko narastajacej wiedzy o regulacji ekspresji efektorowych IEG przez
psychostymulanty (np. Berke i wsp., 1998), dos¢ mato byto badan na temat wptywu opioidéw na
ich aktywnos$¢, dlatego podjelisSmy dziatania w kierunku uzupetnienia / okreslenia zestawu IEG
regulowanych przez morfine.

Sposrod efektorowych IEG w pierwszej kolejnosci zwrdcit nasza uwage gen arc (activity-
regulated cytoskeleton-associated [protein]), ktéry wydawal si¢ interesujacy ze wzgledu na
swoja role w procesach plastycznosci synaptycznej (Lyford i wsp., 1995; Lanahan i Worley,
1998; Bramham 1 wsp., 2008), w tym — potencjalnie — takze plastycznosci neuronalnej
wywolanej przez substancje uzalezniajace. (Niektére pdézZniejsze badania potwierdzily jego
znaczenie w rozwoju diugotrwatych zmian behawioralnych wywotanych przez opioidy, takich
jak warunkowa preferencja miejsca — Lv i wsp., 2011). Wykonalismy wstgpne doswiadczenia
opisujace wpltyw morfiny na ekspresje genu arc w mozgu, a takze w hodowli komérek
neuroblastomy zawierajacych receptor opioidowy p. Badajac ekstrakty prazkowia myszy
stwierdziliSmy znaczny wzrost poziomu mRNA (a takze biatka) arc w zadziwiajaco péznym
czasie, 4 godz. po jednorazowym obwodowym podaniu morfiny (Zidtkowska i wsp., 2005). Inne
bodzce, w tym s$rodki farmakologiczne, wywoluja znacznie szybszy wzrost ekspresji IEG:
maksymalne poziomy indukowanych mRNA osiggane sg zazwyczaj w ciagu 0.5 - 1 godziny od
zadziatania bodZca, i nastepnie poziomy te wracaja do wartosci kontrolnych najczgsciej w ciggu
2 — 3 godzin (por. Ziotkowska, 2001), co potwierdzaja takze nasze wilasne badania w r6znych
modelach in vivo (np. Ziétkowska i Hollt, 1993; Ziolkowska i Przewlocki, 2002; Piechota i
wsp., 2010; Ziotkowska i wsp., 2011). Niezgodno$¢ czasu indukcji arc w prgzkowiu z tym
zwykltym dla IEG profilem czasowym zmian zapoczatkowata nasze badania nad dynamika
regulacji ekspresji roznych IEG w przodomézgowiu po podaniu morfiny. Zostaty one opisane w
dwéch sposréd publikacji stanowigcych podstawe mojego wniosku habilitacyjnego: Zidtkowska
i wsp., 2012 oraz Ziétkowska i wsp., 2015.

Wykonane przez nas pomiary ekspresji kilku wybranych IEG w ekstraktach prazkowia
metodg RT-PCR, a nastepnie badania transkryptomu prazkowia przy uzyciu mikromacierzy DNA
(firmy Affymetrix) potwierdzity obserwacj¢ dotyczacg indukceji genu arc, a takze wskazaly, ze w
czasie 4 godz. po obwodowym podaniu morfiny w prazkowiu myszy podwyzszona jest ekspresja
takze szeregu innych IEG (Ziétkowska i wsp., 2012; Piechota i wsp., 2010). Przeprowadzona na
danych pochodzacych z mikromacierzy hierarchiczna analiza skupien sugeruje, ze czgs¢ z nich
(geny c-fos, fra-2, junB, egrl (zif268), egr2, NGFIB, arc i mkp-1) ulega wspéiregulacji, a analiza
promotoréw tych genéw wskazata czynniki transkrypcyjne CREB i SRF jako potencjalnie
zaangazowane w mechanizm jednoczesnej transaktywacji ich transkrypcji w odpowiedzi na
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morfing. Oprécz tej grupy gendéw, w prazkowiu myszy 4 godz. po podaniu morfiny
obserwowaliSmy wzrosty ekspresji takze kilku innych IEG (cox-2, tPA, cykliny 2), regulowanych
najwidoczniej poprzez inne mechanizmy komérkowe, gdyz nie tworzyly one skupienia z
wczesnie] wymieniong grupa IEG (Ziétkowska i wsp., 2012).

Przeprowadzone w Zakltadzie Neurofarmakologii Molekularnej Instytutu Farmakologii
PAN badania transkryptomu prazkowia przy uzyciu innego typu mikromacierzy (firmy Illumina)
potwierdzity obserwacje, ze 4 godz. po podaniu morfiny, jak i heroiny (innego opioidu o
podobnym do morfiny mechanizmie dzialania) ekspresja catej grupy IEG jest znacznie
podwyzszona w prazkowiu myszy, natomiast wzrosty ekspresji tych gendw nie zostaly wykryte
w_badaniu mikromacierzowym we wczesniejszym czasie, 1 godz., ktéry jest zwyktym czasem
indukcji mRNA dla IEG (Piechota i wsp., 2010). Bylo to niezgodne z licznymi danymi
literaturowymi, ktére dowodzily, ze morfina wywotuje indukcje przynajmniej niektérych IEG w
(ograniczonych co prawda) obszarach prazkowia juz 45-60 minut po podaniu (Chang i wsp.,
1988; Garcia i wsp., 1995; Erdtmann-Vourliotis i wsp., 1998). W zwigzku z tym wysuneli$my
hipoteze, ze po podaniu morfiny dochodzi do indukcji IEG w prazkowiu dwukrotnie, przy czym
wcezesny epizod indukcji nie byt przez nas wykrywany w ekstraktach calego prazkowia (w
eksperymentach mikromacierzowych i za pomoca RT-PCR) ze wzgledu na jego bardzo
ograniczony zasigg. Ponadto pomiary metodg RT-PCR sugerowaty, ze sam stres iniekcji (tj.
podanie soli fizjologicznej) wywotuje u myszy indukcje IEG, co takze moglo utrudniaé wykrycie
stosunkowo stabego efektu morfiny. Aby wyjasni¢ te watpliwosci, podjetam badania przebiegu
czasowego (od 0.5 do 8 godz.) regulacji ekspresji trzech wybranych IEG (c-fos. zif268 i arc) po
podaniu morfiny w przodomdzgowiu, wykorzystujgc metode hybrydyzacii in situ (Ziétkowska i
wsp., 2015). Metoda ta uwidacznia zmiany pozioméw mRNA w skrawkach mézgu, a tym
samym umozliwia globalng ocen¢ rozmieszczenia indukcji IEG w tkance o zachowanej
strukturze neuroanatomicznej, a takze pozwala na wykrycie zmian ekspresji genéw zachodzacych
nawet w niewielkich obszarach tkanki.

Dodatkowo, w tym do$wiadczeniu zostalty wykorzystane dwa wsobne (tj. genetycznie
jednorodne) szczepy myszy, C57BL/6 i DBA/2, ktére réznia si¢ bardzo miedzy soba pod
wzgledem odpowiedzi behawioralnych na morfing, odzwierciedlajacych wywotang przez morfing
stymulacje uktadu dopaminowego, jej dziatanie nagradzajace i uzalezniajagce. W szczepie
C57BL/6 podanie morfiny wywotluje silna, trwajaca kilka godzin aktywacje¢ lokomotoryczna,
podczas gdy motoryka myszy DBA/2 jest przez pierwsze 1.5 godz. zahamowana. Dopiero po ok.
4 godz. dochodzi u nich do niewielkiego wzrostu aktywnosci (Oliverio i Castanello, 1974; Brase
i wsp., 1977; Gwynn i Domino, 1984; Murphy i wsp., 2001; Ziotkowska i wsp., 2012;
Ziotkowska i wsp., 2015). Szczep C57BL/6 cechuje tez wigksza niz DBA/2 wrazliwo$¢ na
nagradzajace dziatanie morfiny: wyzsze spozycie roztworu morfiny w modelu jej doustnego
pobierania oraz wyzsza warunkowa preferencja miejsca skojarzonego z podaniem morfiny
(Belknap i wsp., 1993; Orsini i wsp., 2005; Solecki i wsp., 2009). Réwniez efekty przewlekiego
stosowania morfiny (sensytyzacja lokomotoryczna i uzaleznienie fizyczne przejawiajace sig
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zespotem odstawienia po zaprzestaniu podan opioidu) sa silniejsze w szczepie C57BL/6 niz
DBA/2 (Oliverio i Castellano, 1974; Brase i wsp., 1977; Phillips i wsp., 1994). Poréwnawcze
badania ekspresji IEG na obu szczepach myszy podjelam w nadziei, ze réznice w aktywnosci
podregionéw przodomézgowia odpowiedzialne za zréznicowane zachowania po ostrym podaniu
morfiny znajdg odzwierciedlenie w réznym umiejscowieniu i / lub nasileniu indukcji IEG, co
pozwoli na identyfikacje obszaréw funkcjonalnie zaangazowanych w powstanie tych zachowan.

Badania wykazaly, ze podanie morfiny rzeczywiscie wywoluje w przodomézgowiu
myszy dwa epizody indukcji mRNA IEG, o czgsciowo réznym rozmieszczeniu, jeden w czasie
ok. 0.5 godz., a drugi po 4-6 godz. od podania opioidu.

Pierwszy epizod indukcji IEG, z maksimum po ok. 0.5 godz., byt wczesniej opisany w
literaturze w badaniach na szczurach. Nasze doswiadczenia wykazaty, ze takze u myszy
zachodzg w tym czasie indukcje genu c-fos w grzbietowo-przysrodkowym prazkowiu, tupinie
Jjadra potlezacego, korze obreczy oraz bocznej przegrodzie. Uwidocznity réwniez specyficzne dla
morfiny indukcje genow zif268 i arc w tupinie jadra pétlezacego, a ponadto silne niespecyficzne
indukcje tych dwoch gendéw w grzbietowym prazkowiu, przegrodzie i korze moézgowe;j,
wywolane stresem iniekcji (Ziotkowska i wsp., 2015).

Poréwnanie migdzy szczepami CS7BL/6 i DBA/2 efektéw wystepujacych selektywnie po
morfinie wykazato, ze indukcja genu c-fos w grzbietowo-przysrodkowej czesci grzbietowego
prazkowia zachodzi wylacznie u myszy szczepu C57BL/6. W przedniej czesci tupiny jadra
pétlezacego jedynie gen c-fos byt indukowany w obu szczepach myszy, podczas gdy nasilenie
ekspresji gendw zif268 i arc zachodzito tylko w szczepie C57BL/6, ale nie DBA/2. Natomiast w
tylnej przysrodkowej czesci tupiny jadra pollezacego, gdzie obserwowaliSmy zlokalizowany
grzbietowo punkt wykazujacy szczegdlnie silng indukcje wszystkich trzech IEG, nie
stwierdziliSmy réznic migdzyszczepowych w nasileniu indukcji. Poza prazkowiem,
zréznicowana aktywacje IEG obserwowaliSmy w bocznym jadrze przegrody, gdzie morfina
wywotywala istotng indukcje genu c-fos jedynie u myszy szczepu DBA/2 (Ziétkowska i wsp.,
2015).

Sposréd odpowiedzi behawioralnych na morfine zachodzacych jednoczesnie z pierwszym
epizodem indukcji IEG, jedynie pobudzenie lokomotoryczne w petni odréznia szczepy: jest ono
wyrazne i silne u C57BL/6, a catkowicie w tym czasie nieobecne u myszy DBA/2. Podobny
profil zmian ekspresji IEG obserwowaliémy jedynie w grzbietowo-przysrodkowym prazkowiu
(tylko dla genu c-fos, gdyz pozostate IEG nie byly w tym regionie mézgu aktywowane przez
morfing). Dane sugerujg wiec, ze ten obszar, w wielu wczesniejszych badaniach wskazywany
jako gtéwny aktywowany przez morfing region prazkowia, moze posredniczy¢é w wywotanej
przez morfine stymulacji lokomotorycznej. Sugestia ta jest zgodna z niektérymi obserwacjami na
szczurach wskazujacymi, ze do aktywacji c-fos w grzbietowo-przysrodkowym prazkowiu
dochodzi dopiero w odpowiedzi na kolejna z kilku dawek morfiny, wywotujacg pobudzenie
lokomotoryczne, ale nie na pierwsze podanie leku, ktére u szczuréw wywotuje katalepsj¢ (Curran
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i wsp., 1996; Erdtmann-Vourliotis i wsp., 1998; D’Este i wsp., 2002). Jednoczesnie, na
podstawie naszych danych, aktywacja tupiny jadra potlezacego (mierzona indukcjg IEG) nie
wydaje si¢ zwigzana z zachowaniem ruchowym po podaniu morfiny, poniewaz zachodzita nie
tylko w szczepie C57BL/6, ale réwniez DBA/2, pomimo zupetnego braku stymulacji
lokomotorycznej w drugim ze szczepow.

W naszych badaniach, w celu uzyskania jednoznacznego obrazu zmian ekspresji IEG,
zastosowalisSmy wysoka dawke morfiny (20 mg/kg), ktéra dziata nagradzajaco u obu badanych
szczepdw myszy, jednak dziatanie to jest stabsze w szczepie DBA/2 niz C57BL/6 (Solecki i
wsp., 2009). W powstaniu efektu nagradzajacego moga wigc posredniczy¢ te obszary mézgu,
ktore sa aktywowane u obu szczepéw myszy, ale w niejednakowym stopniu. Taki profil indukcji
IEG (z silniejszym efektem w szczepie C57BL/6) obserwowaliSmy w przedniej (ale nie
grzbietowo-tylnej) czgécei tupiny jadra potlezacego. Nasze wyniki wskazujg wiec przednig tupine
jako podregion prazkowia prawdopodobnie zaangazowany w odczucie przyjemnosci wywotane
podaniem opioidu, co dobrze wpisuje si¢ w poglad o specyficznym zaangazowaniu tupiny jadra
potlezacego w procesy zwigzane z nagrodg i wzmocnieniem pozytywnym (Pontieri i wsp., 1995;
Barrot i wsp., 1999; Sellings i wsp., 2006; Shin i wsp., 2008; Duchesne i Boye, 2013). Co wigcej,
wyniki te sg zgodne z opublikowanymi niedawno przez Castro i Berridge’a (2014) obserwacjami,
ze agonisci receptoréw opioidowych wywotlujg warunkowa preferencje miejsca po lokalnym
podaniu do przedniej przysrodkowej, ale nie tylnej przysrodkowej czesci tupiny jadra
potlezacego szczura.

Ponadto, stwierdzona przez nas rdznica miedzyszczepowa w zakresie indukcji c-fos w
bocznej przegrodzie (stabsza indukcja lub jej brak u myszy C57BL/6; por. Zi6tkowska i wsp.,
2015) zwraca uwage réwniez na t¢ strukture jako na potencjalne miejsce zrdéznicowanego
dziatania nagradzajacego morfiny. Wydaje sig to o tyle prawdopodobne, ze boczna przegroda jest
jednym z regionéw przodomoézgowia, do ktorych opioidy sg lokalnie samopodawane przez
gryzonie (Cazala i wsp., 1998), a na jej udziat w procesach wzmocnienia pozytywnego wskazuje
takze silna instrumentalna reakcja samodraznienia (stymulacji elektrycznej) tej struktury przez
szczury i myszy (Olds i Milner, 1954; Cazala i wsp., 1988).

W omawianej pracy (Ziétkowska i wsp., 2015) wykazalisSmy, ze zachodzace w ciggu 30
min indukcje IEG wywotane morfing lub samym stresem iniekcji sg krétkotrwate w sposob
charakterystyczny dla IEG. Praktycznie we wszystkich analizowanych strukturach
przodomézgowia poziomy odpowiednich mRNA byly znaczaco obnizone juz po 1.5 godz. i
wracaly do wartosci kontrolnych w ciagu 4 godz. Jednakze w niektérych czesciach moézgu u
myszy traktowanych morfing dochodzito do ponownej indukcji genéw arc i zif268, ktdrej
maksimum wystepowato po 4 godz. od podania w szczepie DBA/2, a po 6 godz. w szczepie
C57BL/6. Efekt ten byt szczegdlnie silny w znacznej czesci grzbietowego prazkowia, jedynej
struktury mézgu, gdzie ta pozna indukcja wyodrebniata sig jednoznacznie jako osobny epizod.
Znacznie podwyzszone poziomy mRNA arc i zif268 obserwowalismy po 4-6 godz. takze w korze
obreczy, a w niektérych przypadkach réwniez w innych obszarach kory nowej (gen arc w
szczepie C57BL/6; Ziotkowska i wsp., 2015). Przy uzyciu metody hybrydyzacji in situ nie
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wykrylisSmy opdznionego epizodu indukcji dla genu c-fos, cho¢ wczedniejsze badania na
ekstraktach prgzkowia wskazuja, ze rowniez i on ulega w tej strukturze indukcji w czasie 4-6
godz. po podaniu morfiny (Ziétkowska i wsp., 2012; Piechota i wsp., 2010).

Badania wykazaty, ze opézniona indukcja IEG wystepuje u obu testowanych szczepéw
myszy, przy czym jest nieco stabsza w szczepie DBA/2 niz C57BL/6*. Uzyskanie uprzednio
odmiennych pod tym wzgledem wynikéw przy uzyciu analizy mikromacierzy (poréwnywalne
nasilenie indukcji w szczepach, z pewna nawet przewaga u myszy DBA/2; Ziétkowska i wsp.,
2012) byto spowodowane faktem, ze ekstrakty prazkowia w tym do$wiadczeniu byly badane w
czasie 4 godz. po podaniu morfiny, ktéry jedynie dla szczepu DBA/2, ale nie C57BL/6, jest
czasem maksymalnej indukcji IEG. Obserwacje te obrazuja, jak wazne jest doktadne badanie
przebiegéw czasowych zmian w przypadku dynamicznej regulacji ekspresji gendw.

Seria naszych publikacji (Zidtkowska i wsp., 2005; Zioétkowska i wsp., 2012;
Ziotkowska i wsp., 2015; Piechota i wsp., 2010) stanowi pierwszy w literaturze opis
opdznionego epizodu indukcji IEG wywotanego podaniem opioidéw. We wczesniejszych
badaniach innych autoréw nie wykryto takich zmian, gdyz koncentrowano si¢ jedynie na krotkich
czasach po podaniu leku (0.5 - 3 godz.). Dopiero ostatnio inni badacze po raz pierwszy wykazali
indukcje c-fos w prazkowiu szczura 4 godz. po podaniu morfiny oraz dwdch innych substancji
opioidowych (Belkai i wsp., 2013).

Poznanie mechanizmu powstawania tej op6znionej indukcji IEG po podaniu morfiny

wydaje si¢ interesujace i wazne. Pierwszym naszym przypuszczeniem bylo, ze moze ona
wynika¢ z dlugotrwatej stymulacji glutaminianergicznej drogi korowo-prazkowiowej, zwiagzanej
z wywotang przez morfing aktywacja lokomotoryczng. Temu przypuszczeniu przeczy jednak
obserwacja, Zze wyrazna pdzna indukcja zachodzi nie tylko w szczepie C57BL/6, ale réwniez
DBA/2, ktory nie wykazuje silnej aktywacji lokomotorycznej po morfinie. Z badan
mikromacierzowych wiadomo, Ze ten opdézniony epizod indukcji IEG wystepuje tylko po
podaniu opioidéw (morfiny i heroiny), ale nie innych substancji uzalezniajacych (Piechota i wsp.,
2010). Jego zahamowanie przez antagoniste receptoré6w opioidowych, nalokson, réwniez
wskazuje na specyficzny dla opioidow mechanizm (Ziotkowska i1 wsp., 2005 i dane
niepublikowane). Wydaje sig¢, ze przyczyng opdznionej indukcji IEG w pragzkowiu moze
stanowi¢ dlugotrwata stymulacja przez morfing receptoréw opioidowych zlokalizowanych w tej
strukturze, skutkujagca wytworzeniem zmian adaptacyjnych w komorkach, ktére ujawniajg si¢ w
czasie, gdy stezenie morfiny w mozgu spada w wyniku jej metabolizmu. Najlepiej poznang
adaptacja neuronu do diugotrwalego dziatania opioidéw jest zwigkszenie reaktywnosci
(sensytyzacja) wewnatrzkomoérkowej $ciezki sygnatowej obejmujacej aktywacje cyklazy
adenylanowej (CA), synteze cAMP i, w konsekwencji, aktywacje kinazy biatkowej A (PKA).
(Aktywno$é tej Sciezki jest hamowana podczas stymulacji receptora opioidowego, gdyz

¥ Réznica ta byla istotna statystycznie w przypadku genu zif268 i na granicy istotnosci (p<0.06) dla arc, jak
wykazata nie zamieszczona w publikacji trzyczynnikowa analiza wariancji (szczep x czas x podana substancja) dla
czasow 1.5 - 8 godz.; znamienny efekt szczepu.
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sprzgzone z nim biatko Gy, hamuje CA). W omawianej publikacji (Zi6tkowska i wsp., 2015)
przedstawiamy argumenty przemawiajace za tym, ze wysokie stezenie morfiny w mézgu po
podaniu obwodowym utrzymuje si¢ wystarczajaco dtugo, by doprowadzi¢ do wytworzenia w/w
adaptacji komérkowej w neuronach prazkowia. W chwili, gdy poziom morfiny znacznie spada,
mogtoby to skutkowaé nasilong odpowiedzig $ciezki sygnatowej CA — cAMP — PKA na obecne
w prazkowiu pobudzajagce neuroprzekazniki i stymulacja transkrypcji IEG poprzez mechanizmy
zalezne od PKA i czynnika transkrypcyjnego CREB. Proponujemy réwniez inny mechanizm,
zwigzany z aktywacja szlaku kinaz MAP (mitogen-activated protein). Opdzniona aktywacja tej
drogi sygnalowej obserwowana byta w prazkowiu 2-4 godz. po obwodowym podaniu morfiny
(Asensio i wsp., 2006 oraz niepublikowane obserwacje naszego zespotu) (Ziétkowska i wsp.,
2015). Kinazy MAP aktywuja przez fosforylacj¢ czynniki transkrypcyjne CREB oraz Elk-1
(dzialajacy na to samo miejsce w promotorach genéw, co czynnik SRF) i w ten sposéb moga
posredniczy¢ w indukcji IEG. Wyjasnienia powyzsze wymagajg eksperymentalnego
potwierdzenia, warto jednak zauwazy¢, ze proponowane mechanizmy sg zgodne z wynikami
analizy promotoréw IEG indukowanych w prazkowiu myszy 4 godz. po podaniu morfiny, ktére
wskazywaty na transaktywacje tych genoéw gléwnie poprzez miejsca wigzace czynniki CREB i
SRF (Ziétkowska i wsp., 2012).

Odkryte przez nas opéznione wzrosty ekspresji IEG w przodomézgowiu — podobnie jak
indukcje zachodzace we wezesniejszym czasie po podaniu morfiny — moga poprzez swoje
konsekwencje komérkowe przyczyniaé si¢ do rozwoju uzaleznienia opioidowego. Ukazujg one
nie znane dotychczas okno czasowe, w ktérym zapoczatkowywane sg prawdopodobnie bardziej
trwate zmiany na poziomie struktury synaps i / lub ekspresji gendw péznych.

Nasilenie indukcji IEG wywotanych przez morfing moze ulegaé¢ zmianom w efekcie jej
wielokrotnego podawania, spowodowanym przez sensytyzacje lub zahamowanie procesow
komoérkowych zaangazowanych w mechanizm indukcji. Dotychczas wykazaliSmy, ze u myszy
przewlekle traktowanych morfing p6zna odpowiedz IEG na ostatnig z dawek leku byta znacznie
wigksza w szczepie C57BL/6 niz w szczepie DBA/2 (Ziétkowska i wsp., 2012). Sugeruje to
réznice w rozwoju adaptacji do dziatania morfiny w tych dwoch szczepach i moze i$¢ w parze z
réznicami w rozwoju fizycznego uzaleznienia opioidowego (ktére jest silniejsze u myszy
C57BL/6J; Oliverio i Castellano, 1974; Brase i wsp., 1977; Phillips i wsp., 1994). Kwestia ta
Jjednak wymaga dalszych badan, gdyz powyzsze wyniki uzyskali§Smy w oparciu o pomiar w tylko
jednym punkcie czasowym. Moze to by¢é niewystarczajace, gdyz pézniejsze doswiadczenia
wykazaly, ze szczepy C57BL/6 i DBA/2 znacznie si¢ réznig czasem, w ktérym opézniona
indukcja IEG osigga maksimum.

Podsumowujac te czes¢ badan, wykazaliSmy, ze obwodowa iniekcja morfiny powoduje w
moézgu myszy trzy niezalezne procesy indukcji IEG, z ktérych dwa zwigzane sg specyficznie z
dziataniem morfiny, a trzeci spowodowany jest przez stres eksperymentalny. Indukcje te
zachodzg w réznych czgdciach przodomézgowia oraz (czgsciowo) w réznym czasie. Wczesne

14



indukcje udaje si¢ czgsciowo powigza¢ z behawioralnymi reakcjami na morfing, natomiast pézny
epizod jest nowym zjawiskiem o nie do kofica wyjasnionym mechanizmie, lecz potencjalnie
istotnym znaczeniu dla uzaleznienia opioidowego.

IT) Regulacja ekspresji genéw peptydoéw opioidowych w modelach uzaleznienia od kokainy i
heroiny

Powstawanie uzaleznienia w rezultacie wielokrotnego przyjmowania substancji
uzalezniajgcych — sugeruje rozwdj postgpujacych zmian w  ukiadach neuronalnych
odpowiedzialnych za motywacje, stany afektywne oraz automatyzacje zachowan. Mozna sobie
wyobrazi¢, ze kazda przyjeta dawka substancji wywotuje niewielkie zmiany, ktére z czasem
ulegaja akumulacji. Na poziomie pojedynczego neuronu najbardziej elementarng z takich zmian,
0 wzglednie trwatym charakterze (godziny - dni), jest zmiana poziomu ekspresji genéw waznych
dla neuroprzekaznictwa. Posréd nich na szczegélng uwage zasluguja geny kodujace
neuropeptydy, ktére reguluja przekaZnictwo w ukfadzie mezokortykolimbicznym i
mezostriatalnym.

Peptydy opioidowe, enkefaliny (pochodzace gldéwnie z propeptydu proenkefaliny —
PENK) i dynorfiny (pochodzace z propeptydu prodynorfiny — PDYN) wystepuja w duzych
ilosciach w grzbietowym prazkowiu i jadrze poétlezacym, a takze w S$rodkowym jadrze
migdatowatym. Sg one wytwarzane przez wigkszo$¢ miejscowych neuronéw projekcyjnych, przy
czym w prazkowiu przez rézne populacje tych komorek: gen PENK ulega ekspresji w populacji
neurondw, ktore zawieraja receptor dopaminowy D2 i tworza projekcje do gatki bladej, natomiast
gen PDYN ulega ekspresji w neuronach zawierajacych receptor dopaminowy D1, tworzgcych
projekcje do czesci siatkowatej istoty czarnej, pola brzusznego nakrywki oraz jadra
wewnatrzkonarowego (Gerfen, 1992). O ile w prazkowiu grzbietowym segregacja ekspresji
genow peptydow opioidowych jest nieomal catkowita, w jadrze potlezacym jest wiecej komorek
o fenotypach mieszanych, w ktérych geny PENK i PDYN ulegaja koekspresji (Curran i Watson,
1995).

Peptydy pochodzace z PENK i PDYN petnig wazne funkcje w procesach motywacji i
hedonii, przy czym dzialanie tych dwdch grup peptydow jest przeciwstawne: dynorfiny,
dzialajace gtownie przez receptor opioidowy k, wywoluja efekt awersyjny, natomiast enkefaliny,
dziatajagce gltéwnie na receptory p i 8, majg efekt nagradzajacy i wywoluja pozytywne
wzmocnienie (Bals-Kubik i wsp., 1989; McBride i wsp., 1999; Tejeda i wsp, 2012). Efekty te
czesciowo wynikaja z wplywu peptydéw opioidowych na przekaznictwo dopaminowe.
Dynorfiny syntetyzowane w prazkowiu / jadrze podtlezacym hamuja lokalnie uwalnianie
dopaminy poprzez stymulacj¢ receptoréw k zlokalizowanych na dochodzacych zakonczeniach
dopaminergicznych (Di Chiara i Imperato, 1988b; Spanagel i wsp., 1992). Enkefaliny
(powstajace poza prazkowiem) pobudzaja neurony dopaminowe na poziomie ich ciat
komoérkowych w polu brzusznym nakrywki i istocie czarnej (gdzie mechanizm polega na
zniesieniu  hamujacego wplywu interneuronéw GABAergicznych dzigki pobudzeniu
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zlokalizowanych na nich receptoréw w8) (Di Chiara i North, 1992; McBride i wsp., 1999).
Ponadto jednak nagradzajace dziatanie enkefalin, syntetyzowanych w podregionach prazkowia,
wydaje si¢ zwigzane z pobudzeniem lokalnych receptoréw p i 8, gdyz podanie ich agonistow do
jadra pétlezacego wywoluje warunkows preferencje miejsca (Castro i Berridge, 2014) i
instrumentalng reakcj¢ samopodawania (Goeders i wsp., 1984). Na niezalezny od dopaminy
charakter tych efektéw wskazuje fakt, iz nagradzajace dziatanie opioidéw jest zachowane nawet
pod nieobecnos¢ dopaminy (Dworkin i wsp., 1988; Hnasko i wsp., 2005).

Analogicznie do dopaminy, enkefaliny prawdopodobnie podrednicza w efektach
nagradzajgcych przynajmniej niektérych substancji uzalezniajacych, poniewaz efekty te sg
zaburzone przez genetyczny knock-out genu PENK, receptora p lub podanie antagonistow
receptordw p i / lub & (przeglad literatury w pracy Gieryk, Zidtkowska i wsp., 2010). Chociaz
rola mediatora nagrody moze wynikaé z dzialania enkefalin w obrebie $rédmézgowia (na
neurony dopaminowe) oraz innych struktur mézgu (np. podwzgérza), istotne znaczenie wydaje
sig tez mie¢ zawierajgca enkefaliny projekcja z jadra potlezacego do brzusznej czesci gatki bladej
(ventral pallidum). Enkefaliny sg uwalniane z tych neuronéw po podaniu alkoholu, nikotyny,
egzogennych opioidéw, i prawdopodobnie takze kokainy (Houdi i wsp., 1991; Olive i wsp.,
1995; Olive i Maidment, 1998; Skoubis i Maidment, 2003; Mendez i wsp., 2005) Nasilenie
przekaznictwa opioidowego w tej drodze dziata nagradzajaco, a zahamowanie — awersyjnie
(Johnson i wsp., 1993; Johnson i Stellar, 1994; Skoubis i Maidment, 2003; Zubieta i wsp., 2003).

Podsumowujgc, wytwarzane przez neurony prazkowia peptydy opioidowe moga wptywaé
na procesy nagrody trojako: (1) hamujgco (dynorfiny) poprzez oslabienie przekaznictwa
dopaminowego oraz pobudzajaco (enkefaliny) (2) przez stymulacje receptoréw opioidowych p i
& w jadrze pétlezacym oraz (3) w brzusznej galce bladej. Zmiany ekspresji genéw PENK i PDYN
w podregionach prazkowia zachodzace w wyniku dziatania substancji uzalezniajagcych mogtyby
zatem przyczynia¢ si¢ do rozwoju uzaleznienia poprzez rozregulowanie w/w mechanizméw
neuronalnych.

Ze wzgledu na potencjalnie duzg wage dla uzaleznied, zmiany w uktadach opioidowych
pod wplywem substancji uzalezniajagcych byly wczesniej rozlegle badane. Liczne wyniki
wskazywaly, ze podawanie tych substancji powoduje nasilenie ekspresji genu PDYN w
prazkowiu, natomiast wyniki dotyczace wplywu na gen PENK byly bardziej zréznicowane i
niejednoznaczne. Do takich wnioskéw przyczynily sie istotnie uprzednie prace prowadzone przez
zespot prof. Przewlockiego i prof. Przewlockiej, w ktérym podjetam moje badania nad
uzaleznieniami (Turchan i wsp., 1997, 1998 oraz inne prace tych autoréw).

O ile wczesniejsze badania tego zespotu dotyczyly modeli uzaleznien polegajgcych na
podawaniu zwierzgtom narkotykow przez eksperymentatora, wspolpraca w ramach projektu
zamawianego "Podstawy neurobiologiczne, mechanizmy i metody profilaktyki oraz leczenia
uzaleznien" data nam dostgp do modeli samopodawania $rodkéw uzalezniajacych, w zakresie
ktorych zespoty partnerskie (prof. W. Kostowskiego / dr. R. Stefanskiego i prof. M. Filip) mialy
duze doswiadczenie. W odrdznieniu od modeli, w ktorych narkotyki podawane sg zwierzetom
przez eksperymentatora, modele samopodawania lepiej odzwierciedlajg sposdb przyjmowania
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srodkéw psychoaktywnych przez ludzi, poniewaz pobieranie substancji kontrolowane jest przez
samo zwierzg i uzaleznione od jego motywowanego zachowania.

W dwoch kolejnych publikacjach, ktére przedktadam jako podstawe mojego wniosku
habilitacyjnego (Ziétkowska i wsp., 2006; Solecki, Ziétkowska i wsp., 2009), przedstawione sg
nasze badania, ktére miaty na celu scharakteryzowanie zmian ekspresji genow PDYN i PENK w
modelach uzaleznien, odpowiednio, od kokainy i heroilny opartych na dozylnym samopodawaniu
tych substancji przez szczury. Co wigcej, zastosowalismy warianty tych modeli obejmujace tzw.
sprzgzong kontrolg bierng, gdzie zwierz¢ samopodajace sprzezone jest (poprzez komputerowo
sterowang aparaturg) z innym zwierzgciem, ktére w tym samym czasie otrzymuje identyczne
dawki substancji biernie tj. niezaleznie od swoich reakcji behawioralnych. Badania wskazuja
bowiem, ze niektére efekty substancji uzalezniajacych (w tym takze zmiany ekspresji gendéw) sg
spowodowane przez procesy kognitywne i motywacyjne zwiazane z ich aktywnym pobieraniem,
a nie tylko przez ich dziatanie farmakologiczne (Jacobs i wsp., 2003). Zastosowanie sprzezonej
kontroli biernej umozliwifo rozréznienie tych dwéch rodzajéow efektéw, co wczesniej nie bylo
badane w odniesieniu do genéw peptydéw opioidowych. Do pomiaru ekspresji genow uzylismy
metody hybrydyzacji in situ, co pozwolito na pétilosciowa analize pozioméw odpowiednich
mRNA w kilku podregionach prazkowia oraz w $rodkowym jadrze migdatowatym.

W rezultacie dtugotrwatego (5-6 tygodni) dozylnego samopodawania kokainy i heroiny u
szezuréw, 4-24 godz. po ostatniej sesji samopodawania stwierdzili$my wzrosty ekspresji genu
PDYN w grzbietowym prazkowiu (po kokainie) lub w tupinie jadra pétlezacego przegrody (po
heroinie). Istotne nasilenie ekspresji genu PDYN zachodzito po heroinie takze w srodkowym
Jjadrze migdatowatym; po kokainie obserwowaliémy podobng wyrazna tendencje wzrostows,
Jednak nieznamienng statystycznie (Ziétkowska i wsp., 2006; Solecki, Ziélkowska i wSsp.,
2009). Bardziej szczegétowa analiza lokalizacji zmian wywotanych przez kokaing w
grzbietowym prazkowiu wykazata, ze do wzrostu ekspresji genu PDYN dochodzi w éwiartkach
grzbietowo-bocznej, grzbietowo-przysrodkowej oraz brzuszno-przysrodkowej tej struktury,
natomiast nie w ¢wiartce brzuszno-bocznej (Zidtkowska i wsp., 2006). Warto zauwazyé, ze
lokalizacja zmian wywotanych przez obie substancje w podregionach prazkowia jest zblizona do
rozmieszczenia indukcji IEG wywotanych ich jednorazowym podaniem. (Poniewaz heroina ma
podobny mechanizm dziatania jak morfina, wywotuje zmiany o podobnym rozmieszczeniu, jak w
przypadku wezesnego epizodu indukcji IEG po morfinie, opisanego w poprzednim podrozdziale,
z wyrazna aktywacja IEG w tupinie jadra pétlezacego [D’Este i wsp., 2002]. Natomiast podanie
kokainy powoduje szybka indukcje IEG w przySrodkowym oraz grzbietowo-bocznym
prazkowiu, z wyraznym pominigciem czgéci brzuszno-bocznej oraz jadra pétezacego; obrazy
indukeji genoéw arc i zif268 po kokainie zamieszczone s3 w jednej z naszych prac — Zidtkowska i
wsp., 2011.) Podobienstwo rozmieszczenia wzrostéw ekspresji IEG i genu PDYN mozna
tlumaczy¢ tym, ze w obu przypadkach dochodzi do zmian wylgcznie w populacji neuronéw
prazkowia / jadra potlezacego zawierajacych receptor D1, i za posrednictwem pobudzenia tego
receptora przez dopaming, ktérej poziom w prazkowiu wzrasta po podaniu kokainy i heroiny
(Hanson i wsp., 1987; Graybiel i wsp., 1990; Gerfen, 1992; Moratalla i wsp., 1992; Liu i wsp.,
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1994; Cole i wsp., 1995; Bontempi i Sharp, 1997; Harlan i Garcia, 1998; Ziélkowska, 2001;
Enoksson i wsp., 2012). Mozna wigc przypuszczaé, ze do zmian pozioméw mRNA IEG i PDYN
dochodzi w tych samych komérkach.

Wzrosty ekspresji genu PDYN byly identyczne u zwierzat samopodajacych, jak u
sprzgzonych szczuréw otrzymujacych kokaine i heroine biernie’. Dane te wskazuja, ze
obserwowane zmiany wynikajg wylacznie z farmakologicznego dziatania zastosowanych
narkotykéw, a nie z proceséw kognitywnych i motywacyjnych zwiazanych z ich
samopodawaniem (Ziétkowska i wsp., 2006; Solecki, Ziotkowska i wsp., 2009).

Wiele badari wskazuje, Ze wzrosty poziomu mRNA PDYN w prazkowiu prowadza do
podwyzszenia pozioméw peptydéw pochodzacych z PDYN, dynorfin (Wee i Koob, 2010; Tejeda
i wsp., 2012). Poniewaz, jak wczesniej wspomniano, dynorfiny wplywaja hamujaco na
uwalnianie dopaminy w prazkowiu poprzez stymulacj¢ presynaptycznych receptoréw
opioidowych x na zakoriczeniach dopaminowych, nasilenie ekspresji genu PDYN przez
dlugotrwale stosowane narkotyki ma prawdopodobnie istotne znaczenie dla funkecji uktadu
nagrody. Zwigkszona ekspresja PDYN moze prowadzi¢ do rozwoju tolerancji na nagradzajace
dzialanie tej samej substancji (poprzez ostabienie przez dynorfiny odpowiedzi ukfadu
dopaminowego na jej kolejne dawki). Poniewaz utrzymuje si¢ ona przez okres do kilku dni po
zaprzestaniu pobierania narkotyku (Turchan i wsp., 1997, 1998; Piechota i wsp., 2012), moze
rowniez przyczyniac si¢ do standéw anhedonii i apatii zwigzanych z zespotami odstawiennymi
(poprzez zmniejszenie odpowiedzi ukladu dopaminowego na wszelkie bodzce nagradzajace).
Takg rolg PDYN i jej pochodnych peptydow potwierdzaja badania farmakologiczne i genetyczne
u zwierzgt (Wee i Koob, 2010; Tejeda i wsp., 2012). Réwniez nasze wiasne badania na wsobnych
szczepach myszy, réznigcych si¢ podstawowym poziomem ekspresji PDYN w jadrze
potlezacym, wykazaly, ze zwierzeta o stosunkowo wysokiej ekspresji genu PDYN (szczepy
DBA/2 i SWR) s3 mato wrazliwe na nagradzajace efekty narkotykéw oraz, ze t¢ genetycznie
uwarunkowang anhedoni¢ mozna zmniejszy¢ przez podanie antagonisty receptoréw opioidowych
K, ktory blokuje dziatanie endogennych dynorfin (Gieryk, Ziétkowska i wsp., 2010). Ponadto,
badania polimorfizméw genetycznych u ludzi wskazujg na zwigzek genu PDYN (w tym takze
poziomu jego ekspresji w prazkowiu) z podatnoscia na uzaleznienia (Zimprich i wsp., 2000; Dahl
i wsp., 2005; Nomura i wsp., 2006; Yuferov i wsp., 2009).

Opisane tu nasilenie ekspresji PDYN w efekcie pobierania kokainy i heroiny
interpretujemy jako zmiang kompensacyjna, ograniczajaca skutki ponownego przyjecia
narkotyku. Tego typu mechanizm przyczynia sie prawdopodobnie do podtrzymywania
uzaleznienia w fazie aktywnego pobierania substancji, stanowiac podloze wzmocnienia
negatywnego (unikania ,kary”, jaka stanowig objawy odstawienia) oraz utrudnia utrzymywanie

w tym samym eksperymencie z kokaina, przy uzyciu tej samej metody, udato sie wykazad roznice w regulacji
innego genu (receptora dopaminowego D;) miedzy zwierzetami samopodajacymi a sprzezona kontrolg bierna, co
wskazuje, ze brak roznic miedzy tymi grupami dla genu PDYN nie wynikat z niedostatecznej czutosci metody
(Stefanski, Ziotkowska i wsp., 2007).
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przez osobg uzalezniong abstynencji w jej wezesnym okresie. Nie wydaje sie on jednak mieé
znaczenia po dfuzszym czasie abstynencji, poniewaz, jak wykazaty pézniejsze badania, poziom
ekspresji PDYN wraca do wartosci podstawowych w czasie nie przekraczajagcym 12 dni od
zaprzestania podawania narkotykéw (Piechota i wsp., 2012).

Element badan dotyczacy sprzgzonej kontroli biernej sugeruje, Zze negatywne stany
emocjonalne rozwijajace si¢ w czasie odstawienia przewlekle podawanych $rodkéw
uzalezniajacych mogg by¢ niezalezne od tego, czy substancja jest aktywnie pobierana, czy
podawana biernie. Moze mie¢ to znaczenie zaréwno przy ocenie danych ze zwierzecych modeli
uzaleznien, jak i w klinice —np. w przypadku pacjentéw leczonych analgetykami opioidowymi.

Jednoczesne badania ekspresji genu PENK, kodujagcego peptydy o dziataniu
nagradzajgcym, nie wykazaly istotnych zmian jego poziomu w przodomézgowiu w wyniku
samopodawania lub biernego otrzymywania kokainy lub heroiny. Jakkolwiek w nielicznych
modelach uzaleznienia od psychostymulantow i opiatow stwierdzono wczesniej regulacje
ckspresji tego genu, wiekszo$¢ danych wskazuje na brak wptywu $rodkéw uzalezniajacych na
Jego ekspresje (przeglad literatury w pracach: Ziotkowska i wsp., 2006; Solecki, Ziétkowska i
wsp., 2009) . Réwniez inne nasze badania w ostatnich latach nie wykazaty zmian ekspresji genu
PENK w prazkowiu myszy w efekcie samopodawania alkoholu lub przewlektych podan morfiny
i nikotyny (Gieryk, 2008). Te w przewazajacej mierze negatywne wyniki wskazuja, ze regulacja
ekspresji genu PENK przez $rodki uzalezniajace nie jest istotnie zaangazowana w mechanizm
wspdlny dla réznych uzaleznien (Ziétkowska i wsp., 2006; Solecki, Ziétkowska i wsp., 2009).

IT) Regulacja ekspresji a-synukleiny w modelach uzaleznienia od morfiny i alkoholu

Gen kodujacy a-synukleing zostat wybrany do badan w oparciu o wyniki oceny globalnej
ekspresji genéw wykonanej przy uzyciu metody TOGA (Total Gene Expression Analysis;
Sutcliffe i wsp., 2000) podczas pobytu prof. Przewlockiego w Instytucie Scrippsa. Badanie to
doprowadzito do wskazania transkryptéw, w tym m. in. mRNA o-synukleiny, ktérych poziomy
ulegaty zmianom w mézgu myszy w modelu uzaleznienia opioidowego (kilkudniowa implantacja
pelet uwalniajacych morfing). a-synukleina jest biatkiem wystepujgcym bardzo obficie w
ukltadzie nerwowym. Jest najbardziej znana ze swojej roli w chorobach neurodegeneracyjnych
(zwlaszcza w chorobie Parkinsona, gdzie stanowi gtéwny skladnik ciat Lewy’ego), jednak jej
fizjologiczna funkcja nie jest w petni jasna (Vekrellis i wsp., 2004). a-synukleina jest biatkiem
wewnatrzkomorkowym i wystgpuje gtéwnie w zakonczeniach aksonéw, gdzie oddziatuje z
pecherzykami synaptycznymi, a takze szeregiem réznych biatek (Iwai i wsp., 1995; Clayton i
George, 1999; Vekrellis i wsp., 2004). Jest obecna w duzej ilosci w neuronach dopaminowych i
wydaje si¢ dziata¢ jako negatywny regulator przekaznictwa dopaminowego, poniewaz zmniejsza
aktywnos¢ i ekspresj¢ enzymoéw zaangazowanych w synteze dopaminy, wplywa na funkcje
transportera dopaminowego oraz hamuje uwalnianie dopaminy wywolane wielokrotng
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stymulacjg (Abeliovich i wsp., 2000; Perez i wsp., 2002; Baptista i wsp., 2003; Wersinger i
Sidhu, 2003; Yavich i wsp., 2004; Larsen i wsp., 2006). Chociaz w poczatkowym okresie
naszego zainteresowania o-synukleing byly znane tylko niektére z tych przestanek, jej
prawdopodobny wptyw na aktywno$¢ uktadu dopaminowego oraz wstepnie stwierdzona
regulacja jej genu przez morfing, a takze przez psychostymulanty (Brenz Verca i wsp., 2003;
Mash i wsp., 2003) skfonity nas do szerszych badan nad regulacja ekspresji tego genu i biatka w
modelu uzaleznienia od morfiny, a nastepnie takze alkoholu (Ziétkowska i wsp., 2005;
Ziotkowska i wsp., 2008).

Nasze badania wykazaly, ze przewlekle podawana morfina powoduje obnizenie poziomu
mRNA o-synukleiny w grzbietowym prazkowiu, jadrze pétlezagcym i podstawno-bocznym jadrze
migdatowatym myszy. Jednak, jak wykazali§my metodg Western blot, poziom biatka o-
synukleiny ulegat w tych strukturach regulacji w przeciwnym kierunku: dochodzito do znacznego
wzrostu poziomu tego biatka w prazkowiu (wraz z jadrem poétlezacym) oraz zespole jader
migdatowatych. Poziom a-synukleiny byt podwyzszony wylacznie u zwierzat, ktére wezesniej
wielokrotnie otrzymywaty wysokie dawki morfiny i byly od niej fizycznie uzaleznione, ale nie
po jednorazowym podaniu leku. Wzrost ten byl charakterystyczny dla okresu odstawienia: byt
obserwowany 48 godz., ale nie 4 godz. po ostatnim podaniu opiatu i nadal wykrywalny 2
tygodnie po ostatnim podaniu morfiny. Natomiast w prébkach srédmézgowia, zawierajacych

ciata neuronéw dopaminowych, nie stwierdziliSmy zmian poziomu a-synukleiny w zadnym
punkcie czasowym (Ziétkowska i wsp., 2005). Poniewaz w zadnej cze$ci mozgu nie wykrylismy
wzrostu poziomu mRNA a-synukleiny, obserwowane wzrosty poziomu tego biatka przypisujemy
raczej zmianom tempa jego translacji lub procesow potranslacyjnych, a nie zmianom
transkrypcyjnym.

Cho¢ poziom mRNA a-synukleiny jest wysoki w prazkowiu i podstawno-bocznej czesci
ciala migdatowatego, co wskazuje na transkrypcje genu w neuronach tych stuktur, wykonane
przez nas badania immunohistochemiczne wykazaty, ze biatko o-synukleina jest tam
zlokalizowane wylacznie w neurytach, prawdopodobnie w presynaptycznych zakonczeniach
aksonow. Poniewaz prazkowie i podstawno-boczne jadro migdatowate skladajg si¢ w
przewazajgcej mierze z neuronéw projekcyjnych, wydaje sig, ze przeciwstawne zmiany
pozioméw mRNA i biatka a-synukleiny w tych czgéciach mozgu mogtyby wynikaé z regulacji
mRNA i biatka w réznych populacjach neuronéw. Jednoczesnie presynaptyczna lokalizacja tego
biatka sugeruje, ze a.-synukleina po odstawieniu opioidéw ulega nagromadzeniu w dochodzacych
do prazkowia 1 jader migdatowatych zakonczeniach neuronéw dopaminowych lub
glutaminianergicznych.

Poniewaz a-synukleina hamuje synteze i uwalnianie dopaminy, jej akumulacja w
strukturach docelowych uktadu mezokortykolimbicznego mogtaby przyczynia¢ sig¢ do
nastgpujacego w okresie odstawienia opioidow oslabienia przekaznictwa dopaminergicznego,
odpowiedzialnego za zwigzane z odstawieniem negatywne stany afektywne (Zi6lkowska i wsp.,
2005). Funkcjonalne znaczenie nagromadzenia a-synukleiny w prazkowiu / jadrze pétlezacym
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byloby wigc podobne do roli wzrostu ekspresji genu PDYN. Przy tym jednak, podwyzszony
poziom a-synukleiny utrzymuje si¢ dtuzej (co najmniej 2 tygodnie), co pozostaje w zgodzie z
kilkutygodniowym — po odstawieniu morfiny - okresem obnizonej zdolnosci zakonczen
dopaminowych do uwalniania neuroprzekaznika i lokalizacja (przynajmniej niektérych)
odpowiedzialnych za to zmian w zakoficzeniach aksondéw, a nie w ciatach neuronéw
dopaminowych (Tjon i wsp., 1993; Ghosh i wsp., 1998).

W ostatnim czasie duze zainteresowanie wzbudza udzial a.-synukleiny takze w innych
uzaleznieniach, zwtaszcza w uzaleznieniu od alkoholu. Badania Lianga i wsp. (2003) wykazaty,
ze gen a-synukleiny jest w genomie szczura polozony w obrebie locus cechy ilosciowej dla
poziomu spozycia alkoholu, a ekspresja tego genu w moézgu jest wyzsza w linii szczuréw o
wysokiej preferencji alkoholu niz w linii o niskiej preferencji. Réwniez badania u ludzi wskazuja
na zwigzek polimorfizméw genu a-synukleiny z wystepowaniem alkoholizmu (Bonsch i wsp.,
2005b; Foroud i wsp., 2007), a pomiary pozioméw mRNA i biatka a-synukleiny we krwi
alkoholikéw wykazaty wyzsze ich poziomy niz u oséb zdrowych. Co wiecej, poziomy te byty
skorelowane z nat¢zeniem ,,glodu” alkoholowego we wczesnym okresie abstynencji (Bonsch i
wsp., 2004, 2005a).

Obserwacje te sugerowaly istotne znaczenie o-synukleiny w uzaleznieniu alkoholowym,
jednak nie wskazywaty zadnego mechanizmu jej dziatania, ktory méglby przyczyniaé sie do
rozwoju tej choroby. W szczegélnosci nie pokazywaty, czy spozycie alkoholu wptywa na
ekspresje genu i biatka a-synukleiny w mozgu. Pomiaréw ich pozioméw u ludzi (a takze u matp;
Walker i Grant, 2006) dokonywano jedynie we krwi, podczas, gdy nie istnialy zadne przestanki

wskazujgce na ewentualne podobienstwo regulacji a-synukleiny we krwi i w mézgu.

Aby wyjasni¢ te kwestie, zastosowaliSmy prosty model uzaleznienia alkoholowego, w
ktérym myszy C57BL/6 przez 5 tygodni pobieraly doustnie 8% roztwdr alkoholu w ukladzie
dwubutelkowym (polegajacym na swobodnym wyborze miedzy roztworem alkoholu a czystg
woda przy stalym dostgpie do obu pltynéw). Szczep CS57BL/6 cechuje wysoka preferencja
alkoholu i w opisanych warunkach myszy pobieraja znaczace jego ilosci (Ziétkowska i wsp.,
2008). W efekcie dlugotrwatego pobierania alkoholu nie stwierdziliSmy zmian poziomu mRNA
o-synukleiny w zadnej z badanych struktur mézgowia, tych samych, ktére wezesniej badaliSmy
w uzaleznieniu morfinowym. Natomiast, podobnie jak w przypadku odstawienia opioidu, poziom
biatka a-synukleiny wzrastal po odstawieniu przewlekle pobieranego alkoholu. Tak jak w
poprzednim modelu, zmiany te zachodzity dopiero po pewnym czasie (24 godz. — 48 godz.), ale
nie bezposrednio (2 godz.) po przerwaniu dostgpu do alkoholu. W odréznieniu od odstawienia
opioidowego, do wzrostu poziomu o-synukleiny dochodzitlo wylacznie w zespole jader
migdatowatych, ale nie w prazkowiu (Ziétkowska i wsp., 2008).

A zatem akumulacja a-synukleiny w jadrach migdalowatych wydaje si¢ wspdlna dla
odstawienia opioidowego i alkoholowego. Zastosowana przez nas metoda pomiaru (Western blot
na ekstraktach catego ciala migdatowatego) nie pozwala stwierdzi¢ doktadnie, w ktorych jadrach
zachodzily zmiany, jednak co najmniej dwa jadra migdatowate — srodkowe i podstawno-boczne —
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majg krytyczne znaczenie dla stanéw zwigzanych z abstynencja. Zwiekszona aktywnosc¢ jadra
srodkowego odpowiada za Igk i dysforic w zespolach odstawienia wszystkich substancji
uzalezniajgcych, natomiast aktywacja jadra podstawno-bocznego odpowiada za stany ,,glodu”
substancji, wywolane zwlaszcza przez bodZce warunkowe uprzednio skojarzone z ich
pobieraniem (Knapp i wsp., 1998; Panagis i wsp., 2000; Gracy i wsp., 2001; Shaham i wsp.,
2003; Bossert i wsp., 2005). Zdolno$¢ a-synukleiny do presynaptycznej regulacji aktywnosci
zakoniczeni dopaminowych (kt6re sg obecne w obu jadrach), a takze glutaminianergicznych, oraz
udziat jader migdatowatych w powstawaniu w/w objawéw odstawienia i taknienia substancji
sugeruje udziat a-synukleiny w tych procesach (Zi6tkowska i wsp., 2008).

Cho¢ potwierdzenie takiego znaczenia o-synukleiny wymaga dalszych badan
funkcjonalnych, ukazujace si¢ wyniki kolejnych prac sa zasadniczo zgodne z naszymi
propozycjami, sugerujac, ze a-synukleina ogranicza efekty bodzcow nagradzajacych poprzez
zahamowanie przekaznictwa dopaminergicznego, a jej wysoki poziom predysponuje do
naduzywania substancji uzalezniajgcych (Liang i wsp., 2003; Oksman i wsp., 2006; Pelkonen i
wsp., 2010).

U myszy, ktére weczedniej dhugotrwale pobieraly alkohol ocenilismy ekspresje genu a-
synukleiny réwniez we krwi. StwierdziliSmy wzrost poziomu mRNA a-synukleiny we krwi po
48 godz. (ale nie 24 godz) od odstawienia alkoholu. Zmiana ta byta ogélnie zgodna z
obserwacjami u ludzi i matp (Bonsch i wsp., 2004, 2005a Walker i Grant, 2006), ale wydawata
si¢ nie mie¢ zwigzku ze zmianami ekspresji o-synukleiny w mézgu, poniewaz zachodzita p6zniej
oraz poprzez inny mechanizm (regulacja na poziomie transkrypcji, a nie translacji i proceséw
potranslacyjnych). Wnioskujemy wiec, ze zmiany ekspresji o-synukleiny we krwi w okresie
odstawienia alkoholowego nie moga by¢ interpretowane w kontekscie jej regulacji i funkcji w
mozgu, jak to prébowali czyni¢ badacze naczelnych (Ziotkowska i wsp., 2008).

Podsumowanie

e Nasze badania indukcji IEG w przodomézgowiu myszy wywotanych jednorazowym
podaniem morfiny wykazaty, ze po podaniu leku do indukcji dochodzi dwukrotnie, po 30
min i 4-6 godz. (Ziélkowska i wsp., 2015).

- Na podstawie réznic w rozmieszczeniu wezesnej indukcji pomiedzy szczepami myszy,
ktére wykazujg odmienne odpowiedzi behawioralne na opioidy, wskazaliémy grzbietowo-
przysrodkowg czgs¢ grzbietowego prazkowia jako region moézgu prawdopodobnie
posredniczacy w aktywacji lokomotorycznej wywotanej przez morfing. Wyniki sugeruja
takze zaangazowanie przedniej czesci tupiny jadra potlezacego (ale nie czgéei tylno-
przysrodkowej) oraz bocznego jadra przegrody w procesy zwigzane z nagradzajgcym
dziataniem opioidéw (Zi6tkowska i wsp., 2015).
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- Drugi, opdzniony epizod indukcji IEG po podaniu morfiny jest nowo odkrytym przez nas
zjawiskiem. Przy uzyciu technik mikromacierzowych wskazalismy, ktére geny zalezne od
aktywnodci ulegaja w tym czasie indukcji, a w oparciu o analize ich promotoréw
zaproponowali$my mechanizm transaktywacji ich transkrypcji z udziatem czynnikéw
CREB i SRF (Zi6lkowska i wsp., 2012). Stosujac metode hybrydyzacji in situ opisali$my
doktadny przebieg czasowy zmian i ich lokalizacje w przodomézgowiu, stwierdzajac, ze do
indukeji dochodzi przede wszystkim w grzbietowym prazkowiu, a w mniejszym stopniu
takze w korze mézgowej (Zidtkowska i wsp., 2015).

- Biorge pod uwagg funkcje IEG regulowanych po podaniu morfiny oraz lokalizacje zmian
ich ekspresji, sugerujemy, ze oba epizody indukcji moga mieé¢ znaczenie dla rozwoju
uzaleznienia opioidowego.

Badania regulacji ekspresji genow peptydow opioidowych, PDYN i PENK, w wyniku
dtugotrwatego dozylnego samopodawania kokainy i heroiny wykazaty wzrosty ekspresji
genu PDYN w obszarach grzbietowego lub brzusznego prazkowia (odpowiednio, po
kokainie i heroinie) oraz w srodkowym jadrze migdatowatym (Ziétkowska i wsp., 2006;
Solecki, Ziétkowska i wsp., 2009).

- Poniewaz peptydy pochodzace z PDYN majg hamujgcy wplyw na przekaznictwo
dopaminowe, stwierdzona regulacja genu PDYN wydaje si¢ zmiang kompensacyjna,
ograniczajgca aktywnos$¢ ukladu nagrody. Moze ona prowadzi¢ do rozwoju tolerancji na
nagradzajgce dzialanie narkotykéw oraz przyczynia¢ si¢ do negatywnych stanow
afektywnych (zwlaszcza anhedonii) we wczesnym okresie odstawienia substancji
uzalezniajgcych.

- Wykazalismy ponadto, ze regulacja ekspresji genu PDYN przez kokaing i heroing wynika
wylgcznie z farmakologicznego dziatania obu narkotykow, a nie zalezy od proceséw
motywacyjnych i poznawczych zwiazanych z aktywnym pobieraniem obu substancji w
tych samych dawkach (Ziétkowska i wsp., 2006; Solecki, Zioétkowska i wsp., 2009).

StwierdziliSmy, ze w okresie odstawienia (24-48 godz.) po diugotrwalym stosowaniu
morfiny lub alkoholu dochodzi do akumulacji biatka a-synukleiny w ciele migdatowatym
(bez wzrostu poziomu odpowiedniego mRNA). Po odstawieniu morfiny poziom a-
synukleiny wzrastat rdwniez w prazkowiu i w obu strukturach wzrost ten utrzymywat sie
przez co najmniej 2 tygodnie (Zidtkowska i wsp., 2005, 2008).

- W oparciu o funkcje a-synukleiny jako negatywnego regulatora przekaznictwa
dopaminowego, dzialajacego wewnatrz zakonczefi dopaminowych, proponujemy, ze
obserwowane wzrosty poziomu o-synukleiny moga przyczynia¢ si¢ do ostabienia
transmisji dopaminergicznej, ktére jest charakterystyczne dla zespolow odstawienia i
moze utrzymywac sie przez kilka tygodni.
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- Znaczenie wzrostu poziomu a-synukleiny, przynajmniej w prazkowiu / jadrze pétlezacym
moze wigc by¢ podobne do proponowanej roli wzrostu ekspresji genu PDYN, aczkolwiek
w przypadku a-synukleiny efekty s nieco opdznione i bardziej trwate. Obie zmiany moga
powodowac¢ deficyt funkcji uktadu nagrody i anhedonig¢ w okresie odstawienia.

- Dwa sposrod jader migdatowatych petnia wazng role w uzaleznieniach. Nadaktywnosé
jadra srodkowego jest zwigzana z emocjonalnymi objawami odstawienia — lekiem i
dysforia, natomiast jadra podstawno-bocznego — ze stanami ,glodu” substancji
prowadzgcymi do nawrotu ich pobierania. Nagromadzenie a-synukleiny w ciele
migdatowatym, jak rdwniez wzrost ekspresji genu PDYN w jadrze srodkowym wskazujg
na mozliwos$¢ udziatu a-synukleiny i dynorfin w powstawaniu stanéw awersyjnych po
odstawieniu substancji oraz ,,glodu” u osobnikéw wczesniej diugotrwale przyjmujacych
narkotyki.

e Zmiany ekspresji genu PDYN oraz a-synukleiny zachodzace w wyniku przyjmowania
narkotykow wydaja sie wigc byé czynnikami podtrzymujacymi uzaleznienie,
przyczyniajgcymi si¢ do powstania negatywnych standéw afektywnych, ktére utrudniajg
podjecie i utrzymanie abstynencji.

Wspdlny dla punktow 4c i 5 spis literatury znajduje si¢ na konicu dokumentu.

5. Omowienie pozostalych osiggnieé¢ naukowo - badawczych.

Moje zainteresowanie neurofarmakologiga molekularng i neurobiologig datuje si¢ od
okresu studiow. Juz pod koniec studiow trafitam do Instytutu Farmakologii PAN, gdzie w
kierowanym przez prof. Ryszarda Przewlockiego Zakladzie Neurofarmakologii Molekularnej
(wowczas Zakladzie Badan Neuropeptyddéw) wykonatam badania do pracy magisterskiej. Z
zaktadem tym jestem zwigzana do tej pory i dominujgca w nim problematyka badawcza w duzej
mierze zdeterminowata moje zainteresowania naukowe. Tematem moich prac jest regulacja
ekspresji genéw w moézgu przez srodki psychotropowe, przy czym badania te skupialy sie
szczegblnie na strukturach przodomoézgowia zwiazanych z uktadem dopaminowym i
charakterystycznych dla nich genach peptydéw opioidowych, genach zwigzanych z
przekaznictwem dopaminergicznym, a takze genach wezesnej odpowiedzi komorkowe;.

W latach 1992-1993 odbytam dwuletni staz na Uniwersytecie w Monachium, w
laboratorium prof. Volkera Hollta. Bylam tam zatrudniona w projekcie dotyczacym schorzen
zwojow podstawy i wykonywatam badania nad wplywem zaburzen przekaznictwa
dopaminergicznego na ekspresje gendw w grzbietowym prazkowiu, stosujac model choroby
Parkinsona polegajacy na uszkodzeniu istoty czarnej przez neurotoksyne MPTP oraz model
zaburzen pozapiramidowych (parkinsonizmu polekowego) wywotanych podaniem haloperidolu.
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e W modelu parkinsonizmu wywotanego MPTP, pomimo znacznego (ok. 90%) spadku
poziomu dopaminy w prazkowiu nie stwierdziliSmy trwatych zmian ekspresji genéw PENK i
PDYN, bedacych markerami dwéch gléwnych populacji neuronéw projekeyjnych tej czesci
mozgu, ani zmian ich reaktywnosci na pobudzenie mierzone odpowiedzig genu c-fos na
agoniste receptora D1 lub antagonistg receptora D2 (Zidtkowska i wsp., 1995).

e Silniejszym $rodkiem modelujagcym zahamowanie przekaznictwa dopaminergicznego,
wywolujacym wyrazne zmiany w neuronach postsynaptycznych w prazkowiu okazato sie
podanie haloperidolu, klasycznego neuroleptyku bedacego preferencyjnym antagonista
receptora D2. Jego jednorazowe podanie powodowato indukcje genu c-fos, jak réwniez
innych IEG, w prazkowiu grzbietowym (Ziétkowska i Hollt, 1993; Ziétkowska, 2001), a
podanie wielokrotne prowadzito do wzrostu ekspresji genu PENK (Ziétkowska i Hollt,
1995).

Obserwacje te zainspirowaty mnie do prowadzenia dalszych badan w dwéch kierunkach: 1)
wykorzystania indukcji genu c-fos wywolanej przez haloperidol jako markera aktywacji
neuronow drogi prazkowiowo-bladej (zawierajacych receptor dopaminowy D2) w celu zbadania
udziatu réznych obecnych w prazkowiu neuroprzekaznikéw w regulacji aktywnosci tych
neuronow; 2) zbadania potencjalnego udziatu biatka c-Fos, bedacego jednym z komponentéw
czynnika transkrypcyjnego AP-1, w regulacji ekspresji genu PENK. Badania te, rozpoczete w
Monachium i kontynuowane w Krakowie, w Instytucie Farmakologii, stanowily podstawe mojej
pracy doktorskie;j.

e StwierdziliSmy, ze indukcja genu c-fos wywotana przez haloperidol jest zalezna od
stymulacji receptora NMDA przez kwas glutaminowy (Ziotkowska i Hollt, 1993), a
pozniejsze badania wykazaly takze zaangazowanie acetylocholiny (dziatajacej przez
receptory muskarynowe) oraz tlenku azotu (Ziétkowska, 1999). Podobne mechanizmy
regulacji w prazkowiu stwierdziliSmy tez dla dwoch innych IEG, junB i c-jun
(Ziotkowska, 1999; Ziotkowska, 2001).

e Wykazalismy, ze biatko c-Fos nie posredniczy w transaktywacji transkrypcji genu PENK
w prazkowiu po podaniu haloperidolu (Ziétkowska i Hollt, 1995), natomiast moze
posredniczy¢ w aktywacji ekspresji genow PENK i PDYN, jaka zachodzi w zawoju
zebatym formacji hipokampa podczas drgawek wywolanych przez kwas kainowy
(Zidtkowska i wsp., 1998).

Po ukonczeniu doktoratu zajetam sie gléwnie problematyka badawcza zwigzang z
uzaleznieniami lekowymi. Wyniki niektorych badan z tego zakresu, ktore nie stanowig podstawy
mojego wniosku habilitacyjnego, ale do ktérych wniostam znaczacy wkiad, s wspomniane w
gtéwnej czesci autoreferatu (Ziotkowska i wsp., 2005; Stefanski i wsp., 2007; Gieryk i wsp.,
2010). Bylam réwniez zaangazowana w badania nad mechanizmami nawrotu samopodawania

25



kokainy, gdzie poprzez pomiary indukcji IEG mapowalismy aktywacje struktur moézgowych
podczas nawrotu reakcji instrumentalnej wywotanego dawka przypominajgca kokainy lub
bodZcem warunkowym (Ziétkowska i wsp., 2011).

W latach 2007-2010 uczestniczytam w realizacji projektu europejskiego PHECOMP,
ktory oprécz uzaleznien lekowych dotyczyt takze modeli zaburzefi kompulsywnych zwigzanych
z nadmiernym spozyciem atrakcyjnego pokarmu przez gryzonie, powodujacym otylosé.
Dokonalismy oceny regulacji ekspresji genéw peptydéw opioidowych i markeréw uktadu
dopaminowego w trzech modelach opracowanych przez partneréw z projektu: jeden polegat na
instrumentalnym samopodawaniu pelet pokarmu o smaku czekoladowym, a dwa na pobieraniu,
w warunkach nieograniczonego dostgpu, pokarmu ztozonego gtéwnie z czekolady. Poréwnanie z
wynikami uzyskanymi w modelach uzaleznien lekowych pozwolito stwierdzi¢, ze dhugotrwate
pobieranie atrakcyjnego pokarmu nie prowadzi do wzrostu ekspresji genu PDYN w prazkowiu,
ktory jest typowy dla uzaleznien lekowych, natomiast powoduje charakterystyczna regulacje
poziomu mRNA receptora D, w jadrze pétlezacym (Martin-Garcia i wsp., 2011 oraz dane jeszcze
nie opublikowane).

Bratam udzial w badaniach nad aktywnoscig uktadéw opioidowych w zwierzecych
modelach zaburzen neurorozwojowych: modelu okresowej separacji noworodkéw od matki oraz
modelu autyzmu wywotanego ekspozycjg na kwas walproinowy w okresie prenatalnym. W obu
modelach obserwowalismy obnizong ekspresje genu PENK w prazkowiu, przy czym w modelu
autyzmu zmiany byly trwate i wydawaly si¢ przyczynia¢ do nasilonego leku oraz zaburzeh
hedonii u zwierzat dorostych (D’Amato i wsp., 2007; Schneider i wsp., 2007).

Uczestniczylam w  planowaniu i wykonaniu w Zakladzie Neurofarmakologii
Molekularnej pierwszej globalnej analizy ekspresji genéw przy uzyciu mikromacierzy DNA, w
ktdrej to technice w pdzniejszym okresie wyspecjalizowali sie inni koledzy z Zaktadu (Rodriguez
Parkitna i wsp., 2004; Piechota i wsp., 2010).

W ostatnim czasie zajmowatam si¢ badaniem rozmieszczenia indukcji IEG w mézgu
wywolanych przez leki przeciwdepresyjne o r6znych farmakologicznych mechanizmach
dziatania. Celem bylo 1) poszukiwanie miejsc aktywacji wspdlnych dla dziatania réznych lekéw
przeciwdepresyjnych jako regionéw mézgu potencjalnie zaangazowanych w regulacje nastroju
przez te leki oraz 2) potwierdzenie mechanizmu dziatania tianeptyny zwigzanego ze stymulacja
przekaznictwa katecholaminergicznego. Wstepne wyniki tych badah zamieszczone sa w
publikacji Korostynskiego i wsp. (2013), natomiast rezultaty doktadniejszych analiz
przygotowuje obecnie do publikacji.
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