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1. Imi¢ i Nazwisko.

Agnieszka Chocyk

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczrez podaniem nazwy, miejsca
I roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

» Doktor nauk medycznych w zakresie biologii medygzReacownia Farmakologii i
Biostruktury Mozgu, Instytut Farmakologii PAN, Krék — luty 2005,
Tytut rozprawy doktorskiej: ,Rola wybranych recemiw dopaminowych w

regulacji aktywnéci neuronéw gdra przykomorowego podwzgérza”

* Magister biologii, Zaktad Mikrobiologii i Immunolog Instytut Biologii
Molekularnej, Uniwersytet Jagieligki, Krakow — wrzesi@ 1996

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednstkach naukowych/

artystycznych.

» Adiunkt, Pracownia Farmakologii i Biostruktury MaxgZaktad Farmakologii,
Instytut Farmakologii PAN, Krakow: styca®006 — obecnie

» Asystent, Pracownia Farmakologii i Biostruktury M@z Zaktad Farmakologii,
Instytut Farmakologii PAN, Krakow: stycad 998 — grudzie 2005

* Pracownik itynieryjno-techniczny, Zaktad Farmakologii, Instyfdarmakologii
PAN, Krakoéw: styczé 1997 — grudzig 1997

4. Wskazanie osjgnigcia* wynikaj acego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym orao stopniach i tytule w

zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiagnigecia naukowego/artystycznego



Osignicciem naukowym poddanym ocenie jest cykl $she prac
opublikowanych w latach 2010-2014 i dotgcych wpltywu stresu we wczesnym
okresie zycia na dojrzewanie i funkcjonowanie mdzgu ze szocgélnym

uwzglednieniem struktur mézgowych powazanych zuktadem dopaminowym

b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wyd ania, nazwa wydawnictwa),

Chocyk A., Przyborowska A., Makuch W., Majcher-&ianka 1., Dudys D., Wdzony
K. The effects of early-life adversity on fear mame in adolescent rats and their
persistence into adulthoo@2014) Behav. Brain Res., 264C: 161-17@QF:. 3.327,
MNiSW: 30)

Chocyk A., Majcher-Mdlanka 1., Dudys D., Przyborowska A.,@ddzony K. Impact of
early-life stress on the medial prefrontal cortexndtions - a search for the
pathomechanisms of anxiety and mood disord@®@13) Pharmacol. Rep., 65: 1462-
1470.(IF: 1.965; MNiSW: 25)

Chocyk A., Bobula B., Dudys D., Przyborowska A., MajchersMaka |., Hess G.,

Wedzony K. Early-life stress affects the structurald afunctional plasticity of the

medial prefrontal cortex in adolescent rg®013) Eur. J. Neurosci., 38: 2089-2107.
(IF: 3.753; MNiSW: 30)

Chocyk A., Przyborowska A., Dudys D., Majcher I., Ekawiak M., Wedzony K. The
impact of maternal separation on the number of sipe hydroxylase-expressing
midbrain neurons during different stages of ont@gen(2011) Neuroscience, 182: 43-
61.(IF: 3.38; MNISW: 27)

Chocyk A., Dudys D., Przyborowska A., Majcher I., Bkawiak M., Wedzony K.
Maternal separation affects the number, proliferatind apoptosis of glia cells in the
substantia nigra and ventral tegmental area ofmjileveats.(2011) Neuroscience, 173:
1-18.(IF: 3.38; MNiSW: 27)

Chocyk A., Dudys D., Przyborowska A., Mkowiak M., Wedzony K. Impact of

maternal separation on neural cell adhesion matsaexkpression in dopaminergic brain



regions of juvenile, adolescent and adult ré2910) Pharmacol. Rep., 62: 1218-1224.
(IF: 2.5; MNISW: 27)

c) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. prafgyac i osiagnigtych

wynikéw wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzyania.

|. Wprowadzenie

Liczne badania epidemiologiczne ostatniej dekaalyckntrowaly si na
poszukiwaniu zwizkOw pomedzy stresem, czy #etraumatycznymi zdarzeniami
zaistniatymi we wczesnym okresig/cia osobnika, (z angearly-life stress ELS) a
wystepowaniem choréb psychicznych wyciu p&niejszym (Teicher et al., 2003;
Andersen & Teicher, 2008; Andersen & Teicher, 20@¥een et al.,, 2010).
Zgromadzone dane wskazujednoznacznieze ELS zwiksza ryzyko wysipienia
zaburzé nastroju, stanowekowych, zaburze zachowania oraz nagjwania substancji
psychoaktywnych (Andersen & Teicher, 2008; Ander&efeicher, 2009; Green et al.,
2010; Kessler et al., 2010). Przykiadowo, w 201®&urcopublikowano wyniki
przeprowadzonych na szerokkak bada na ogotem ponad g@idzieseciotysiecznej
populacji dorostych pochodeych z 21 krajow o rhym statusie ekonomicznym
(WHO World Mental Health Surveys), ktore pokagupe ELS zweksza ryzyko
wysftapienia pierwszego epizodu wgj wspomnianych zaburze psychicznych.
Oszacowano rownie ze ELS mae by odpowiedzialny za 41.6% przypadkéw
zaburzé zachowania, 31.0% zabufzdéekowych, 27.5% przypadkow nazywania
réznych substancji i 22.9% zabufzaastroju (Kessler et al., 2010). Cocwogj, ELS
zwicksza ryzyko wysipienia epizodéw choroby psychicznej we wczesnymesikr
zycia. Wykazano bowiemze ELS mae by odpowiedzialny za ogotem 38.2%
przypadkow wspomnianych psychopatologii ujawnianychziecistwie (w wieku od
4 do 12 lat), 32.3% przypadkow pojawieych s¢ w okresie adolescencji oraz za 29.0 i
21.8% psychopatologii odpowiednio w okresie wczgdoeostaci (20-29 lat) i pénej
dorostaci (wiek powyej 30 lat) (Kessler et al.,, 2010). W patofizjolognielu
wymienionych powyej schorzé psychicznych, ktorych ryzyko wygiienia hczone
jest z dziataniem ELS, wy#aia st zaburzenia w funkcjonowaniu oklenych szlakéw
neurotransmisyjnych uktadu dopaminowego iaa@nych z nim struktur mézgowych.



(Schultz, 2007; Van den Heuvel & Pasterkamp, 2008).szczegodlne podkilenie
zastuguy nieprawidiowdci w dziataniu szlaku mezokortykolimbicznego, at&go
swoj pocatek w polu brzusznym nakrywkia@ra A10, VTA) i unerwiggcego liczne
struktury mozgowe, takie jakagro potlezace przegrody (brzuszne sgkowie), jadra
migdatowate, kay przedczotow czy przegrod. Szlak ten odgrywa waa rolg w
regulacji zachowa emocjonalnych (w tymekowych), w powstawaniu uzaleien,
zaburzé& nastroju i zachowania, a tak w procesach motywacyjnych i uczenig. si
Natomiast, szlak nigrostriatalny, rozpoczytgj sk w istocie czarnej gdra A9, SN) i
dochodacy do grzbietowego pzkowia (jadro ogoniaste, skorupa), zaangaany jest
w procesy planowania i programowania ruchu, w za@ma zorientowane na cel,
tworzenie nawykow - zatem zaburzenia w jego funkeyganiu mog wiazat Sie z
rozwojem i utrzymywaniem i zachowa kompulsywnych towarzyazych
uzaleznieniom (Schultz, 2007; Van den Heuvel & Pasterka?q08).

Dzicki rozwojowi metod obrazowania moézgu, w ostatnielta¢h maliwym
stato s¢ przeprowadzenie bafiaklinicznych, szukajcych zwiazku pomedzy ELS a
zmianami w funkcjonowaniu uktadu dopaminowego uzlu@illon et al., 2009;
Pruessner et al.,, 2004). Przy pomocy pozytronoweapografii emisyjnej (PET)
wykazano na przyktad zaleos¢ migdzy jakacia opieki rodzicielskiej a poziomem
uwalniania dopaminy pod wptywem stresu psychosobegd w brzusznym ptkowiu u
miodych dorostych (w wieku 18-30 lat) (Pruessnerakt 2004). W szczegoldci
stwierdzono, 2 osoby odczuwage nisk jakos¢ opieki rodzicielskiej we wczesnym
okresie zycia wykazywaly zwikszone uwalnianie dopaminy w badanym obszarze
mozgu (Pruessner et al., 2004). Podobnie, inneniagekazy pozytywry asocjac
pomiedzy intensywnécia doswiadczeéh ELS a poziomem uwalniania dopaminy w
brzusznym mzkowi w odpowiedzi na podanie amfetaminy (Oswaldakt 2014).
Kolejne badania, tym razem wykorzysitg technik funkcjonalnego rezonansu
magnetycznego (fMRI), pokazatye osoby maltretowane w dziéstwie i ujawniagce
symptomy anhedonii i depresji wyciu dorostym, wykazuj stabsz odpowied
funkcjonalmy mozgu na czynniki nagradaag, specyficznie na poziomie lewej skorupy
(putamen i gatki bladej pallidus) (Dillon et al., 2009). Powasze dane kliniczne mag
sugerowd, ze ELS, interferuje z rozwojem i dojrzewaniem moézguez co mge
prowadz¢ do powstania zaburze czy choréb psychicznych. Przeprowadzenie
gruntownej weryfikacji tej hipotezy nibwe jest jedynie dzki badaniom

przedklinicznym, w zwierzych modelach ELS.



Modelowanie traumatycznych, stregtych ddwiadczér wczesnego okresu
zycia (ELS) ma diuga histari Rozpocely ja prace Levine i wsp. w latach 60-tych
prowadzone na gryzoniach (Levine et al., 1956).aBadw nich wptyw awersyjnego
bodzca elektrycznego podanego miodym zwitom (foot shock) na ich reakcje
behawioralne w pfhiejszymzyciu (Levine et al., 1956). Od tamtej pory rozwioi i
wdrozono rozliczne procedury zwieize modelujce ELS (Cirulli et al., 2009; Pryce et
al., 2002). Ze wzghu na okres rozwojowy, w ktérym wprowadza szynnik stresu
mozna podziek je na: (a) interwencje w okresie prenatalnym (ngtres
unieruchomienia czy podanie lipopolisacharydu (LB&tosowane wobecegarnych
samic), (b) interwencje w okresie neonatalnym, ashmantu urodzeniazado odhczenia
miodych od matki (w przypadku szczuréw do 21 dtyeia, np., separacja oseskow od
matki, zang. maternal separationMS), (c) interwencje w okresie mtodaEzym, po
odstawieniu mtodych od matkiao dorostéci (np., izolacja socjalna, z angolation
rearing) (Cirulli et al., 2009; Pryce et al., 2002). Im@ncje eksperymentalne w okresie
neonatalym u gryzoni ciessi¢ szczegola popularnécia wsrod badaczy, tate wsrod
tych poszukujcych zwiazkéw pomedzy ELS a dysfunkcjami uktadu dopaminowego
(Brake et al., 2004; Chocyk et al., 2011b; Kikustial., 2005; Kosten et al., 2005;
Matthews et al., 1999; Moffett et al., 2006; Moffet al., 2007; Ploj et al., 2003).
Procedury te modelajbowiem ELS w okresie okotourodzeniowym i dzigggim (w
odniesieniu do stopnia rozwoju ludzkiego), zatemmvare dobrze oddaj przypadki
ELS u cziowieka. Wtod procedur modelagych ELS w okresie neonatalnym
powszechnie stosowanjest separacja oseskow od matki (MS), przeprowaaiza
najczsciej pomedzy postnatalnym dniem (PND) 1 a PND 14 w wieluiwmach, od
jednorazowej MS (24-ro godzinnej), po wielokrptfi-6 godzin dziennie), stosowan
codziennie przez pierwsze dwa tygodnigcia szczuréw lub tylko przez kilka
wybranych dni (Cirulli et al., 2009; Pryce et aP002). Dodatkowym wariantem
proceduralnym mee by oddzielanie zwierg tylko od matki (caty miot umieszczany
jest razem w jednym pudetku izolacyjnym) lub sepgraréwnie od rodzéstwa
(oddzielanie indywidualnych osobnikow). Ten ostatmariant MS w literaturze
okreslany jest cgsto, jako, z angneonatal isolationKosten et al., 2005; McCormick
et al., 1998). Odibng i dyskutowan juz od dekad kwestizwiazary z procedurami MS
jest dobor wiéciwej grupy kontrolnej. Poatkowo jako kontra¢ do MS najczsciej
stosowano grup zwierzat, ktéra nie miata bezgoedniego kontaktu z cztowiekiem

przez pierwsze tygodnieycia (z ang.non-handled NH) (McCormick et al., 1998;



Meaney et al., 2002). Inny typ grupy kontrolnejnstaity czesto zwierzta podlegajce
krétkiej (1-15 min) separacji od matek, czyli tzwhandlingowi €arly handling
(Francis et al., 2002; Giachino et al., 2007). Wiokemulupcych s¢ z biegiem czasu
danych wskazuagych,ze praktycznie kady typ interwencji we wczesnym okresigcia
nie jest obajtny i wplywa ksztattujco na péniejsze zachowanie zwieitz zaczto
rozwaza¢ konieczné¢ standaryzacji hodowli zwiegz we wczesnych okresaciycia i
stosowania najbardziej neutralnych metod kontaktwirni (Francis et al., 2002;
Giachino et al., 2007; Lehmann et al., 2002; Matral., 2004; Vazquez et al., 2006).
Obecnie najoxciej stosowas grupm kontrolm do procedur MS gszwierzta majce
pewien regularny, cléoniewielki, kontakt z eksperymentatorem, najcie] raz w
tygodniu w trakcie czyszczenia Klatki; jest to tzwyrupa zwiergt (z ang.)animal
facility-reared AFR (Chocyk et al., 2010; Chocyk et al., 2011bufe et al., 2009;
Hulshof et al., 2011; O'Malley et al., 2010).
Wyzej opisane przestanki naukowe jak roweneainteresowanie modelowaniem

ELS sktonity mnie do widczenia s} w nurt bada nad wptywem ELS na dojrzewanie i
funkcjonowanie mézgu. W cyklu prac stana@yich moje osigniccie naukowe do
modelowania ELS wykorzystywana byta procedura viielmej MS, polegaca na
codziennej, 3-godzinnej (9.00 — 12.00) separadjicbamiotow szczurzych od matek,
poczwszy od PND 1 ado PND 14. Grup kontrolm stanowity zwierzta AFR.
Badaniom prz§wiecaty trzy gtbwne cele:
» Okreslenie wptywu MS na dojrzewanie uktadu dopaminowego
» Zbadanie czy MS interferuje z naturalnie przebiggani procesami strukturalnej i

funkcjonalnej plastyczrigi synaptycznej w przyodkowej czsci  kory

przedczotowej (z angnedial prefrontal cortexnPFC)

* Analiza wptywu MS na zachowanigkbbwe regulowane przez mPFC

Il. Wptyw MS na dojrzewanie uktadu dopaminowego

lla. ELS a funkcjonowanie i rozwdj uktadu dopamiegea — dosgtpne dane

literaturowe

Licznie zgromadzone dane literaturowe wskazog istnienie funkcjonalnej

nadwraliwos¢ uktadu dopaminowego u zwiatzbadanych w rinych modelach ELS.



Wykazano mgdzy innymi, ze zaréwno stres prenatalny, jak i MS nasila dziatan
substancji psychostymuhgych i zwkksza tendengjdo ,uzaleniania s¢” u zwierzt
dorostych. Stwierdzono to w licznych testach mophelch procesy uzatmienia u
zwierzat, a mianowicie badag: (a) ruchliwg¢ indukowan podaniami kokainy, (b)
sensytyzag psychoruchow wywotamp kokaina, amfetami 1 morfing, (C)
samopodawanie psychostymulantow (Brake et al., 2084cyk et al., 2011b; Henry et
al., 1995; Kikusui et al., 2005; Kippin et al., B)Kosten et al., 2005; Matthews et al.,
1999; Moffett et al., 2006; Moffett et al., 2007toPet al., 2003). Potwierdzajto
réwniez liczne badania biochemiczne na poziomiazkowia i jadra péteacego
przegrody, ktore wykazaly npze MS nasila bazalne, jak réwmiestymulowane
podaniami kokainy i amfetaminy uwalnianie dopamihall et al., 1999; Kosten et al.,
2005), a take obnra ekspresjtransportera dopaminowego i zksza ilég¢ receptoréw
dopaminowych D1 u osobnikéw dorostych (Brake et2004; Moffett et al., 2006). W
korze przedczotowe] zwiesz podlegagcych MS zaobserwowano natomiast
zmniejszenie iléci zakaiczen dopaminowych (Braun et al., 2000). Pasye rezultaty
bada&a w modelach zwierktych dobrze korelgj z danymi klinicznymi i
epidemiologicznymi wskazagymi, ze ELS zwegksza ryzyko nadiywania substanciji
psychoaktywnych i powstania uzateen u ludzi (Andersen & Teicher, 2009; Green et
al., 2010). Reasumag, zgromadzone dane gednio wskazwj, iz ELS interferuje z
rozwojem i dojrzewaniem ukiadu dopaminowego (Ragkgy et al., 2011). Niestety,
mechanizmy tej interferencji pozosiatabo poznane.

W rozwoju uktadu dopaminowego mma wyr@ni¢ dwa etapy: prenatalny i
postnatalny. W okresie prenatalnym dochodzi do pama wszystkich komorek
dopaminowych (u gryzoni pordzy 11 a 15 dniem, a u ludzi ¢dizy 6 a 8 tygodniem
zycia embrionalnego) i ich migracji do miejsc ostateego wysfpowania (zakaczonej
tuz przed urodzeniem) (Johnson, 2003; Orme et al.9;2B8cevic and Verney, 1995).
Po urodzeniu rozpoczynagsbkres dojrzewania uktadu dopaminowego. Zostat on
stosunkowo dobrze poznany u gryzoni i sklada sia niego: (a) apoptoza
(programowanamierc) niepotrzebnych komérek dopaminowych w SN i VTANP 0
— PND 14), (b) wydtaanie aksonow i rnicowanie zakaczen nerwowych (PND 0 —
PND 30), (c) tworzenie synaps (PND 13 — PND 30)zofd) proces intensywnej
gliogenezy (PND 7 — PND 21) (Bandeira et al., 20Bfrke, 2003). Zatem nioa
uzna, ze u gryzoni zarowno dwa ostatnie tygodayeia embrionalnego jak i pierwsze

cztery tygodniezycia postnatalnego stanawbkres szczegOlnej wikwosci ukiadu



dopaminowego na #he czynniki (w tym na stres), a interwencje ekspmmytalne
podejmowane w tym okresie czasu (np., MS w PND Jl-idbga potencjalnie
interferowd& z jego rozwojem i dojrzewaniem. Ponadto, u gryzominidzy PND 1 a
PND 14 wystpuje zwykle okres obnonej odpowied na stres, z angstress
hyporesponsive period(SHRP). Okres ten, w warunkach podstawowych, ma
zabezpieczadojrzewajcy organizm (w tym mozg) przed szkodliwymi wahaniam
poziomie glikokortykosteroidow (de Kloet et al.,(&) Levine, 2001). Liczne badania
wskazuj, ze to zespokcisle okrelonych zachowé matki w stosunku do potomstwa
podtrzymuje i reguluje istnienie SHRP u gryzoni. Zaxhowa tych zalicza si lizanie,
czyszczenie, grupowanie miodych 1 karmienie ich Wktyanej postawie, z
charakterystycznie wygiym grzbietem (z ancarched-back nursing ktéra umaliwia
licznemu zwykle potomstwu swobodny dgstdo paywienia (Levine, 2001; van Oers
et al.,, 1998). Uwza sk, iz zaburzenie interakcji matka-potomstwo, np., poprze
stosowanie procedury MS, prowadlzanoze do nieprawidtowej regulacji proceséw
odpowiedzialnych za przebieg SHRP i do jego znegieN konsekwencji, zachwianiu
ulega roéwnowaga w &teniu hormondw glikokortykosteroidowych, co #eo
bezpdrednio zagro#i rozwijajacemu s¢ mézgowi (de Kloet et al., 2005; Levine, 2001,
van Oers et al., 1998). Hormony te odgryaapwiem ogroma role w rozwoju mézgu.
Biora udziat w regulacji zarbwno procesow proliferaciikji apoptozy komorek
nerwowych i glejowych oraz w ich zdicowaniu, a take w procesach wydhania
zakaiczen nerwowych i ich mielinizacji (Matthews, 2001). dgtja opinie naukowe
wskazujce, & analogiczny okres ohbionej odpowiedzi na stres, SHRP, ina
wyrozni¢ réwniez w rozwoju cztowieka ize przypada on na pierwszy raicia.
Podobnie jak u gryzoni jego przebieg regulowanyt jgzez interakcje socjalne z
opiekunami (Gunnar & Donzella, 2002).

Powyzsze fakty, jak réwnie brak szeroko zakrojonych badaad wczesnymi
efektami ELS (u miodych zwieq®), umazliwiajacymi uchwycenie podta zaburzé
uktadu dopaminowego, skitonity mnie do pexa bada nad wptywem MS na procesy
dojrzewania uktadu dopaminowego w SN i VTA szczur®W szczegoélngi zagtam
si¢ zbadaniem efektdéw stresu wystijacych 24 godziny po zakezeniu procedury MS.
W tym celu analizowany byt wptyw MS na: (a) liezheuronow i komoérek glejowych,
(b) liczbe komorek wykazujcych ekspresje hydroksylazy tyrozynowej (TH), enaym
limitujacego syntegz dopaminy i ldacego markerem komorek dopaminowych w

srodmozgowiu, (c) na procesy neurorozwojowej apopidzl) ekspresj biatek adhez;ji
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komorkowej NCAM (z angneural cell adhesion moleculesy SN i VTA oseskow
szczurzych (PND 15) obu pici. Niektére parametaki¢ jak liczba komorek TH-
immunoreaktywnych (TH-IR) czy ekspresja NCAM, bagldmyty rownie w okresie

adolescencji i dorostgi zwierzt.
lIb. Wptyw MS na dojrzewanie uktadu dopaminowego —wpiskow

Nalezy podkréli¢ na wstpie, ze zastosowana do modelowania ELS procedura
MS wywotywata u zwierat dorostych typowe efekty behawioralne, opisywaalee
przez innych badaczy, a mianowicie gk&zenie wraliwosci na podania kokainy
mierzone w técie aktywndci lokomotorycznej (Chocyk et al., 2011b) Zasadnym
zatem wydawato giposzukiwanie podi@a obserwowanych zmian behawioralnych na
etapie wczesnego rozwoju i dojrzewania uktadu dopawego.

Badania prowadzono gtoéwnie przy pomocy technik tohigicznych i
immunohistochemicznych oraz analizy stereologiczWgjkazano w nich po pierwsze,
ze cha& MS nie wptywa na catkowit liczbe neuronéw w SN i VTA w PND 15, to
zaburza jednak liczebkb jednej z populacji komoérek obecnych w tych stru&th, a
mianowicie populacji neuronéw TH-IR (potencjalniep@aminowych)(Chocyk et al.,
2011b) Obserwowano zmniejszenie liczby neuronéw TH-IRZekci siatkowatej SN
(SN pars reticulata SNr) i w VTA, zarobwno u stresowanych samic jakamcow.
Zmiany te okazaty sicharakterystyczne tylko dla zwigtav PND 15; dalsze badania
w okresie adolescencji i dorosed nie wykazaly podobnej tenden¢fChocyk et al.,
2011b) W przypadku samcow, na dalszych etapagtia, w ogodle nie obserwowano
wptywu MS na liczlg komorek TH-IR w SN i VTA. U samic MS, wykazano oatiast
wzrost liczby neuronow TH-IR w SNr w okresie adaokescji (przejciowy) i w VTA u
zwierzat dorostych. Obserwowane w trakcie ontogenezy flakie w ilégci komorek
TH-IR, wystpujace pod wplywem stresu, alezta zwierat kontrolnych (szczegdlnie
ontogenetyczny wzrost liczby neurondw TH-IR u same@d SNc i VTA), nieswiadcz
raczej o zmianie liczby komoérek dopaminowy(@hocyk et al., 2011hb) Istnienie
proceséw postnatalnej neurogenezy w SN jestabowiem pod wielkim znakiem
zapytania, ale raczej kwestionowane (Frielingseowdl., 2004; Shan et al., 2006; Zhao

and Janson Lang, 2009). W przypadku wynikow pok@sweh przejciowy spadek

*Wszystkie zacytowane w @i 4c Autoreferatu prace autorstwa Chocyk et ahadz w skiad
osiagniecia naukowego
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liczby komérek TH-IR w SN i VTA w PND 15, wywotanyrzez MS, wykluczy raczej
mozemy rownie zmiarg liczby komorek dopaminowych jako konsekwenirjdukciji
procesoéw wiodcych do ichsmierci na drodze apoptozy. Tym bardzieg dalsze
badania nie wykazaty wptywu MS na apoptereurondéw SN i VTA, w tym neuronow
TH-IR (Chocyk et al., 2011a) Uzyskane rezultaty oraz degghe dane literaturowe
wskazug raczej,ze poziom ekspresji TH w poszczegdlnych komorkachermmienig
sie w ciagu zycia i/lub w wyniku stresu (Bjorklund & Dunnett, @D; Katunar et al.,
2009; Katunar et al., 2010), wptyvaajna stopig detekcji komorek TH-IR w metodzie
immunohistochemicznej i tym samym na oszacowanigebndci populacji tych
komorek(Chocyk et al., 2011b)

W nasgpnym etapie badaskoncentrowano sina okréleniu wptywu MS na
funkcjonowanie komoérek glejowych w SN i VTA, peinbne bowiem istotn role w
prawidtowym przebiegu neurorozwoju (Seth & Koul,08). Ot&, badania wykazaty,
ze komorki te g szczegodlnie wrdiwe na dziatanie ELS. MS powodowata zmniejszenie
liczby komorek nieneuronalnych wezi zbitej SN pars compactaSNc) i w VTA u
samcow (w barwieniu NisslglChocyk et al., 2011a) Nastpnie, badania przyzyciu
przeciwciat rozpoznagych specyficzny marker astrogleju, biatko S{1,00okazatyze
MS wywotuje zmniejszenie liczby komérek astrocytaimw SN samic i VTA samcéw
(Chocyk et al., 2011a)Liczba komorek jest wypadkaewprzebiegu dwoch procesow:
proliferacji i apoptozy, zatem w dalszej kolejobzaglismy sk wptywem MS na te
wiasnie procesy. Stwierdzonae MS hamuj proliferacg komoérek glejowych w SN i
VTA, przejawialo s¢ to w zmniejszeniu iléci komérek wykazujcych ekspresj
antygenu Ki-67 (markera komoérkowej proliferacji)atém mana wnioskowd, ze
spadek liczby komorek glejowych obserwowany u zmestresowanych (szczegélnie
w VTA samcow) wynika z ostabienia proceséw probieyjnych (Chocyk et al.,
2011a) Wptyw MS na procesy neurorozwojowej apoptozy koskdylejowych w SN i
VTA okazat s¢ by¢ bardzo ztaonym. Przy uyciu techniki TUNEL, badage]
fragmentacje DNA, a zatem kcowa fazg procesu apoptozy, zaobserwowano
zmniejszenie iléci komorek TUNEL+ o morfologii apoptotycznej, gtoienu samcow
podlegajgcych MS. Towarzyszylo mu (watznie u samcow) zmniejszenie $bd
komorek apoptotycznych wykazgych ekspregj aktywnej kaspazy-9 (gtbwnego
enzymu proteolitycznego inicagego $ciezke mitochondriala apoptozy) oraz
ostabienie aktywnii enzymatycznej kaspazy-3 w SNgdhcej gtowry kaspaz
efektorova apoptozy (Chocyk et al., 2011la) Powysze dane wskazyj na
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zahamowanie proceséw apoptotycznych u zwtestresowanych i magsugerowé
wiaczenie specyficznych proceséw kompensacyjnych vicoblostabionej przez MS
proliferacji i zmniejszonej liczebsoi komaorek glejowych. Zaznaczyowniez nalezy,

iz badania nad fenotypowaniem komérek o morfologopptycznej wykazuagcych
obecnd¢ aktywnej kaspazy-9 pokazatye komorki te nales do populacji komorek
mikroglejowych, a nie astrocytarnych czy oligderaytarnych(Chocyk et al., 2011a)
zatem nie mana wykluczy, ze zahamowanie apoptozy meodotyczy tej konkretnej
populacji komorek glejowych. Innym obserwowanymkéfen MS bylo zwikszenie
liczby komorek wykazujcych ekspresgjbiatka aktywnej formy kaspazy-3 w SN i VTA
u samic i samcéw. Co ciekawe, pomimo tegm,obecnét aktywnej formy kaspazy-3
wskazywg& moze na aktywaeg procesow apoptotycznych, komorki te nie miaty
morfologii komorek umieragcych i ujawniaty fenotyp astrogleju (S-1BMR) (Chocyk

et al.,, 2011a) Biorac pod uwag, iz MS obniata ljydz pozostawata bez wpltywu na
aktywna¢ enzymatycza kaspazy-3 (okk&dana na podstawie stopnia proteolizy
substratu specyficznego dla tej kaspazy), uzyskameki moga sugerowad, ze obecna
w astrocytach aktywna forma kaspazy-3 nie jestazana z typowymi dla apoptozy
funkcjami. Ostatnimi czasy ¢nie liczba doniesie literaturowych pokazggych
konstytutywra, badz indukowara obecné¢ aktywnej kaspazy-3 o nieapoptotycznych
funkcjach wianie w komorkch astrogleju rozwiggego st moézgu (Acarin et al., 2007;
Mooney and Miller, 2000; Noyan-Ashraf et al., 20@@omman et al., 2004). Coraz
czescie) mowi st takze o zaangawaniu kaspaz, dawniej kojarzonych gtownie z
procesami apoptotycznymi, w age wane procesy, od regulacji proliferacji i
réznicowania, po neuroprotekcji procesy plastyczrici synaptycznej (Dash et al.,
2000; Gulyaeva et al., 2003; Lamkanfi et al., 20@f¢Laughlin et al., 2003; Seth and
Koul, 2008). Zatem, obserwowany u zwigrastresowanych obu ptci, wzrost liczy
komoérek astrocytarnych wykazglych ekspregj aktywnej formy kaspazy-3 mnie
znowuswiadczy o wlaczeniu proceséw kompensacyjnych, ktérychdawym efektem
maoze by, np. stymulacja proliferaciji i ticowania astrocytow.

Kolejnym aspektem badanad interferengj ELS w procesy dojrzewania uktadu
dopaminowego bylo okékenie czy MS wplywa na eksprespeuronalnych biatek
adhezji komédrkowej NCAM. Biatka te odgrywajkluczowa rot¢ w procesach
neurorozwojowych, gdy mediupc procesy adhezji typu komorka-komorka Iub
komorka-macierz zewatrzkomoérkowa, uczestnigzwe wzrgcie i naprowadzaniu

dendrytow i aksondéw oraz w tworzeniu i stabilizagyinaps (Ditlevsen et al., 2008;
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Togashi et al., 2009). Przez catgcie biatka NCAM biog za& udziat w procesach
plastycznéci synaptycznej (w tworzeniu nowych i likwidacjiepotrzebnych synaps), a
co za tym idzie w procesach uczeniaigpamkci (Mackowiak et al., 2009; Togashi et
al., 2009). W ostatnich latach poznanozeakowe funkcje biatek NCAM, niezadane

z adhez. Ot& odkryto ich specjalnrole w regulacji funkcji uktadu dopaminowego.
Jak s¢ bowiem okazato, biatka NCAM wchoglav sktad kompleksu receptora dla
GDNF (czynnika troficznego pochodzenia glejowego,amg. glial cell-derived
neurotrophic factoy, ktéry to czynnik wykazuje specyficzne dzialama komorki
dopaminowe (Cao et al., 2008; Chao et al., 2003yka¥ano,ze biatka NCAM
posrednicac w dziataniu GDNF regulaj (a) wzrost i przeywalncgs¢ neuronow
dopaminowych, (b) tempo obrotu dopaminy, (c) aktgé¢riokomotoryczm (Cao et al.,
2008; Chao et al.,, 2003). Wykazano, rowniee biatkka NCAM uczestniez
bezpdrednio w internalizacji receptorow dopaminowych &2z w regulacji szlakéw
transdukcji sygnatu receptoréw dopaminowych (Xiaale 2009). Co ciekawe, myszy
transgeniczne pozbawione genu NCAM wykazznniejszon liczbe komérek TH-IR
w SN i zwkkszory aktywna¢ lokomotoryczia po podaniach agonistow receptorow
dopaminowych, w stosunku do zwigtzdzikich (Xiao et al.,, 2009). Wswietle
powyzszych doniesie literaturowych, bardzo interesge wydag si¢ rezultaty bada
wiasnych pokazuge,ze w PND 15 MS obiia ekspresgj biatek NCAM w SN samic i
VTA samcow (Chocyk et al., 2010) Efekt ten, w przypadku samic, utrzymuje si
nawet do okresu adolescencji (PND 3®hocyk et al.,, 2010) Co wkcej, analiza
ekspresji biatek NCAM w innych strukturach zwanych z uktadem dopaminowym,
takich jak pazkowie i kora przedczotowa (mPFC), wykazata zmniese poziomu
badanych biatek w mPFC w okresie adolescencji fuica dorostdci (u samcow), nie

zas w okresie wczesnorozwojowy(@hocyk et al., 2010)

llc. Wptyw MS na procesy dojrzewania ukfadu dopawego — implikacje

funkcjonalne

Na podstawie uzyskanych wynikdw pma wnioskowd, iz procedura MS,
zastosowana w pierwszych dwoch tygodniasftia szczura znagzo wplywa na
procesy zwizane z dojrzewaniem SN i VTA, zatem pasyy okres czasu mpa
uzna za okno wraliwosci uktadu dopaminowego na dziatanie stresu (z asrgdow of

susceptibility.
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Zmniejszenie liczby komoérek wykazgjych ekspregjTH w SNr i VTA, wystpujace u
miodocianych zwierg podlegajcych MS, mae implikowa& powstanie zaburdew
prawidtowym rozwoju i/lub funkcjonowaniu zakozen dopaminergicznych w
systemach nigrostriatalnym i mezokortykolimbicznym.

Nieprawidtlowdci w unerwieniu szlaku nigrostriatalnego mogwptywat na
funkcjonowanie gder podstawy.atira te, oprdcz programowania funkcji motorycznych,
regulup wiele innych zachowg takich jak: (a) zachowania eksploracyjne, (b)
zachowania zorientowane na cel, (c) podejmowanyhor dziata, (d) tworzenie
nawykow (Chakravarthy et al., 2010). Blajezsze dane wskazujez, ze updledzenie
funkcji jader podstawy mie wigzad sie z patomechanizmami schizofrenii, depresji i
zaburzé obsesyjno-kompulsywnych (Chakravarthy et al., 20@8ynes and Mallet,
2010; Perez-Costas et al., 2010). Z drugiéjsteony, zaburzenia w rozwoju unerwienia
szlaku mezokortykolimbicznego mpgdpowiadé za opisywane w literaturze nasilenie
dziatania substancji psychostymulcych i wigksz sktonngé do ,uzaleniania sg¢”
obserwowane u zwieqz dorostych, ktére przeszty procedquvlS (Brake et al., 2004;
Chocyk et al., 2011b Henry et al., 1995; Kikusui et al., 2005; Kippét al., 2008;
Kosten et al., 2005; Matthews et al., 1999; Moféttal., 2006; Moffett et al., 2007; Ploj
et al., 2003)

Wazne implikacje funkcjonalne magoy¢ rowniez zwigzane z wptywem MS na
liczbe komorek glejowych oraz na procesy ich proliferacgpoptozy w SN i VTA
miodocianych zwierg. Tu naley wspomni€ o tradycyjnych i tych mniej znanych
funkcjach komoérek glejowych. Tradycyjnie, komorkejpwe uwaane g za fizyczn
podpor neuronow orazrodio substancji ad/wczych, neurotrofin i antyoksydantow
niezlednych dla prawidiowego przebiegu neurorozwoju (S&tkoul, 2008). Dane
literaturowe pokazuj obecné¢ GDNF i BDNF (z ang.brain-derived neurotrophic
factor) w astrocytach SN (Knott et al., 2002; Hung et 2008; Wu et al., 2008). Oba
czynniki troficzne § kluczowe dla przgrcia, dojrzewania i prawidiowego
funkcjonowania komorek dopaminowych (Cao et alQ&0Chao et al., 2003; Hung et
al., 2008; Oo et al., 2009). Szczegoha funkcja komorek mikrogleju, obok regulacii
homeostazy i fagocytozy uszkodzonych, martwych keodest udziat w odpowiedzi
immunologicznej (Liu et al., 2011). Uwa sk, iz astrocyty i komoérki mikrogleju
modulup wrazliwo$¢ neuronow dopaminowych na czynniki neurotoksycZresimann
& Schulz, 2004; Smeyne et al., 2005; Anastasid.eP@09; Liu et al., 2011). Liczba i

rodzaj komoérek glejowych w SN me by waznym czynnikiem determinagym

15



przezywalnas¢ komoérek dopaminowych (Smeyne et al., 2005). Wykazowiem, #
szczepy myszy opornych na neurotoksyMPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-
czterohydro pirydye) map wicksz liczbe astrocytow, a mniejaz komoérek
mikroglejowych w SNc w poréwnaniu do zwigtavrazliwych na MPTP (Smeyne et
al., 2005). Zatem MS, interferg z procesami apoptozy i proliferacji komoérek
glejowych i co za tym idzie wptywag na liczebné& konkretnych ich populacji, nie
posrednio wptywa& na dobrostan komoérek dopaminowych w SN i VTA ig@r2o na
funkcjonowanie dopaminowego systemy neurotranSmegyg.

Wiele doniesié literaturowych ostatniej dekady wskazujee wachlarz poznanych
funkcji komorek glejowych weiz ulega rozszerzeniu (Seth & Koul, 2008; Pfrieger,
2010). Ostatnimi czasy zgromadzono liczne dowodyrai@a komorek glejowych w
tworzeniu i stabilizacji synaps, zatem na ich uddzma procesach plastyczia
synaptycznej (Seth & Koul, 2008; Pfrieger, 2010).tykh swietle, dane pokazage
wplyw MS na liczle komoérek glejowych w SN i VTA nabietgjjeszcze innego
znaczenia, mag sugerowa interferencg ELS w procesy plastyczao synaptyczne).
Powyzsza hipoteza m® byt wzmocniona wynikami pokazagymi hamugcy wptyw
MS na ekspregjbiatek NCAM, ktérych kluczow rola jest udziat wtanie w procesach
plastycznéci synaptycznej (Togashi et al., 2009). Z drugteprsy, obnienie poziomu
biatek NCAM, potencjalnie wchodeych w skiad receptorow dla GDNF w SN i VTA,
moze bezpérednio wpltywa& na rozwdj i dojrzewanie neurondéw dopaminowych i w
konsekwencji prowadézi do zaburzeé ich funkcjonowania na dalszych etapach
ontogenezy. Mge to stanowd podiaze wielu schorz@ psychicznych, ktérych ryzyko
powstania wize st z dagwiadczeniem ELS (Andersen & Teicher, 2009; Greeal et
2010; Kessler et al., 2010).

lll. Wplyw MS na procesy strukturalnej i funkcjomaj plastycznéi
synaptycznej w przsodkowej cesci kory przedczotowej (mPFC)

llla. Rola mMPFC w patofizjologii zaburzenastroju i kkowych — znaczenie ELS w

etiologii

mPFC jest struktar przodomoézgowia zaang@awary w regulacg Sszeregu
proceséw kognitywnych i emocjonalnych. W szczegédndorzuszna ogé mPFC
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(ventral vmPFC) odpowiedzialna jest za kongrtdkich procesoéw jak: (a) strachek]|
(b) podejmowanie decyzji i ryzyka, (c) procesy uwédeidbreder & Groenewegen,
2003). Na podstawie badlaklinicznych z zastosowaniem neuroobrazowania, jak
rowniez bada post mortem stwierdzono, 2 mPFC jest jedn z gtdwnych struktur
mabzgowych (obok hipokampa ader migdatowatych) dotkeia dysfunkci u oséb
cierpiacych na zburzenia nastojuckl (Drevets et al., 2008; Myers-Schulz & Koenigs,
2012). Wykazanoze u pacjentdw z rozpoznaniem zaburdekowych i nastroju
wystepuja liczne nieprawidtowéci morfologiczne i czynnciowe na poziomie mPFC,
np., (a) redukcja objosci istoty szarej, (b) zmniejszenie §® synaps i biatek
synaptycznych, (c) eliminacja komorek glejowych,) (dmiany w aktywnéci
neuronalnej i metabolicznej (Drevets et al., 2088yes et al., 2012; Myers-Schulz &
Koenigs, 2012).

mPFC wykazuje wydtiong trajektore rozwojowa. Ten obszar mézgu nakedo
najp&niej dojrzewajcych w rozwoju (Brenhouse & Andersen, 2011). Niawiizatem
fakt, ze mPFC jest szczegOlnie vliava na dziatanie niekorzystnych czynnikow we
wczesnym okresiezycia, takich jak np. ELS. Dgki technikom neuroobrazowania
mozgu stwierdzono obecfiodysfunkcji kory przedczotowej u dzieci, adoleséant
dorostych z déwiadczeniem ELS (van Harmelen et al., 2010; Hansbil., 2012;
Wang et al., 2013; Rinne-Albers et al., 2013). WzsgoInéci obserwowano redukgj
objetosci mMPFC (van Harmelen et al., 2010; Hanson et28l1,2; Rinne-Albers et al.,
2013) oraz zaburzenie aktywdoo mPFC w odpowiedzi na stres (ostabienie zdatno
do adaptacji) (Wang et al.,, 2013). W trakcie roawgyourodzeniowego okres
adolescencji jawi s8i jako czas szczegoélnych przemian morfologicznych i
funkcjonalnych w olgbie mPFC (Brenhouse & Andersen, 2011). W tym okresi
dochodzi do: (a) redukcji oddpsci istoty szarej mPFC, (b) eliminacji @inych synaps,
(c) intensywnej mielinizacji, (d) dynamicznych zmiaeceptorowych (np., w olsie
receptoréw dopaminowych) (Brenhouse & Andersen128tenhouse, 2013). Ponadto,
w okresie adolescencji podkorowe struktury limbeamyprzedzaj w rozwoju obszar
mPFC (Brenhouse & Andersen, 2011). Nieprawiditsvow dojrzewaniu mPFC
zaistniale w okresie adolescencji modlumaczy pojawianie s pierwszych
symptoméw wielu choréb psychicznych (takich jakisofrenia, zaburzenia nastroju,
zaburzeniagdkowe, nadaywanie substancji) wkmie w tym okresie ontogenezy. Poza
tym, sam przebieg procesu dojrzewaniazenavyzwolic ujawnienie s wczeniej

powstatych zaburZe np., wywotanych ELS. Dane epidemiologiczne wskazie ELS
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przyspiesza pojawienieespierwszych epizodéw psychopatologii do okresu dagtwa

I adolescencji (Kessler et al., 2010). Do niedawrewviele bada eksperymentalnych
(w modelach zwiergych) prowadzonych byto z udzialem osobnikow micdogch.
Stan wiedzy dotyexy funkcji mPFC w okresie adolescencji i jej moéwitji pod
wptywem wczeéniejszych déwiadczeé jest wchz ograniczony. Powasze przestanki
skionity mnie do podjcia kolejnych badaw modelu MS i poszukiwania odpowiedzi
na pytanie, czy ELS interferuje z procesami plastgci synaptycznej w olkbie
mPFC u zwiergt w okresie adolescencji i czy wywoluje fenotyp aeforalny

swiadczacy o dysfunkcji mPFC.

llIb. Wplyw MS na procesy strukturalnej i funkcjomgg plastycznéci synaptycznej w

MPFC — opis wynikow

Procesy plastyczdoi synaptycznej b u podstaw zdoln@i moézgu do
nieustannej adaptacji w obliczu nowychsd@adcze i zmieniapcego s¢ srodowiska.
Plastyczné¢ synaptyczna realizuje ¢sina poziomie strukturalnym i funkcjonalnym
(Lisman et al., 2002). Pgje plastyczn& strukturalnej dotyczy zmian
morfologicznych w ohgbie drzewa dendrytycznego w tym tworzentgb eliminacji
synaps. Wplyw MS na plastycztostrukturalm mPFC badano za pompeechniki
impregnacji Golgi-Cox i analizy morfometrycznej dbici dendrytéw apikalnych i
bazalnych komorek piramidowych warstwy I/l mPFQw regionie kory
prelimbicznej, z angprelimbic cortex PLC) oraz gstasci kolcow dendrytycznych na
dendrytach bazalnych i apikalnych tyehkomoérek(Chocyk et al., 2013a) Badania
wykazaly, ze u zwierat w okresie adolescencji MS powodowata atrdfiazalnego
drzewka dendrytycznego oraz zmniejszengst@ci kolcéw dendrytycznych zaréwno
na dendrytach bazalnych jak i apikalny€hocyk et al., 2013a)

Nastpnie, za pomag technik elektrofizjologicznych badano wptyw MS na
funkcjonalny aspekt plastyczém synaptycznej czyli na zdolé® do indukcji i
utrzymania diugotrwatego wzmocnienia synaptyczn@gang.long-term potentiation
LTP) w PLC adolescentéw. Proces prowgnzdo powstania LTP zostaje zainicjowany
przez gwattowa stymulacg presynaptyczno wysokiej czstotliwosci, prowadaca do
uwolnienia glutaminianu, ktory to z kolei aktywipestsynaptyczne receptory AMPA i
NMDA. Otwarcie kanatow receptorow NMDA prowadzi bgmie do naptywu jondw
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wapnia do komoérki postsynaptycznej, co uruchamskéid biochemicza prowadaca

do wzmocnienia sity synaptycznej. W szczegétmo naptywajce jony wapnia
aktywuja kinaz zaleng od wapnia i kalmoduliny 1l, z angaCa’*/calmodulin-
dependent protein kinase dCaMKII (autofosforylacja), ktora to ulega translokalo
synaps gdzie wbudowujegsiv gestasé postsynaptyczn(PSD) i uczestniczy w procesie
translokacji receptorow AMPA do synaps i ich fostacji (aktywacji). Wszystko to
prowadzi do potencjalizacji zaeych od receptorow AMPA postsynaptycznych
pradéw pobudzajcych (Lisman et al., 2002).

Badania wykazaly,ze procedura MS nie zmieniata podstawowe] odpowiedzi
elektrofizjologicznej w PLC ani nie wpltywata na kponenty potencjatu polowego
zaleene od receptorow AMPA czy NMDA. MS nie hamowata nie indukcji LTP,
natomiast znamiennie ostabiata ten proces w tratadi@ci jego przebiegyChocyk et
al., 2013a) Poszukujc mechanizméw uzyskanego efektu MS wykonano ¢pag
analiz ekspresji kluczowych bialek zaargavanych w procesy LTP w mPFC
(Western blot): (a) receptorow AMPA, NMDA, GABAXa1l, a4), (b) biatek PSD-95,
(c) aCaMKII oraz fosforyzowanych formxCaMKII (Thr305 i Thr286) (Lisman et al.,
2002). W przypadku pomiaru ekspresji biatek receptych badano réwnocgeie
wptyw MS na ich rozmieszczenie we frakcji membragpy{potencjalnie synaptyczne))
oraz wewiatrzkomoérkowej mPFC, za pom®dechniki tzw. cross-linkowania biatek
powierzchniowych z BS3 (suberynianem disulfosukaydylowym). Wykazano,ze
MS powoduje nasilenie ekspresji catkowitej puliofibwe] + wewntrzkomadrkowej)
podjednostek receptorow AMPA (GIuR1 i GluR2). Pdonadwierzta MS wykazywaty
zwickszony poziom PSD-95yCaMKIl oraz aCaMKII-P(Th305). MS nie wptywata
natomiast na ekspresjeceptoréw NMDA i GABA czy aCaMKII-P(Th286)(Chocyk

et al., 2013a) Uzyskane wyniki biochemiczne sugerute MS, poprzez zwkszenie
ekspresji szeregu biatek zaangaanych w procesy wzmocnienia sity synaptycznej,
moze prowadzi do saturacji dz okluzji LTP wzbudzonego elektrycznie.

lllc. Wplyw MS na procesy plastyczob synaptycznej w mPFC — implikacje

funkcjonalne

Uzyskane wyniki wskazaj ze ELS interferuje z procesami plastycgeio

synaptycznej w mPFC w okresie adolescencji. CaeyiELS sam z siebie me by
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uznany za rodzaj dwiadczenia wyzwalagego plastyczni@ mPFC. Zatem, jedno
dodwiadczeniezyciowe (z angpriming, preconditioning, np., ELS, wptywa na efekty
drugiego déwiadczenia indukug ,plastyczné¢ plastycznéci synaptycznej” okrdana
jako metaplastyczrié (Abraham & Bear, 1996). Rgjie metaplastyczrigci oryginalnie
odnosito st do modyfikacji procesow LTP i LTD jednak w ostainiczasie
wykorzystuje s} je w szerszym rozumieniu do opisu zmian plastychnynézgu
indukowanych stresem (Abraham & Bear, 1996; Schetidi., 2013).

Zmiany w procesach plastyczad synaptycznej mPFC wywotane przez ELS
mog stanowé patomechanizm wielu psychopatologii. Proces LT8 jevaany za
gtéwny mechanizm komorkowy 2ecy u podstaw procesOw uczenig $i pamkci
(Lisman et al., 2002). Ostabienie LTP w mPFC wywetgprzez ELS mea ttumaczy
deficyty kognitywne cgsto obserwowane w zwief@ych modelach ELS (Wang et al.,
2011; Mehta & Schmauss, 2011). Ponadto, processtyglzndé synaptycznej mPFC
odgrywap wazna role w regulacji zachowalekowych bezwarunkowych (z angnate
fear) oraz w tworzeniu paraci Iekowej (z ang.fear memory (Lisboa et al., 2010;
Miller et al., 2012). Wiele danych literaturowyclskazujeze ELS zaburza zachowania
Ickowe u zwierzt dorostych (Uchida et al., 2010; Wang et al., 20Niewielka ilas¢
opublikowanych bada behawioralnych z okresu adolescencji skionita mdie
sprawdzenia czy zaburzeniom na poziomie plastyérgynaptycznej obserwowanym
u zwierat MS towarzyszy fenotyp behawioraldwiadczicy o dysfunkcji mPFC. W
szczegOlnéci zbadano dkliwosé¢ zwierat w tescie eksploracji light/dark box (reakcja

Ickowa bezwarunkowa) oraz warunkowagk (z ang.conditionedfear).

V. Wptyw MS na zachowanigkbwe

mPFC i jej precyzyjnie regulowane obustronne agménia z gdrami
migdatowatymi i hipokampem stanawikluczowy element obwodu neuronalnego
regulupcego procesyeku i strachu (Likhtik et al., 2013; Sotres-Bayonakt 2012).
Dowiedziono,ze mPFC, w szczegéléa obszar PLC odpowiedzialny jest za ekspresj
zachowa lgkowych (zaréwno tych bezwarunkowych jak i warunkayeh) oraz za
konsolidacg pamkeci Ickowej (Marek et al., 2013; Sierra-Mercado et 801 D).

Do oceny zachowa Igkowych bezwarunkowych w okresie adolescencii
wybrano test eksploracji light/dark box, w ktorym zwierz umieszczone zostaje w
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nowym dla niegosrodowisku i ma wybor pomdzy przebywaniem w jasnym i
ciemnym kompartmencie klatki pomiarowej. W spos@iuralny szczury prefera;j
ciemny (niedwietlony) kompartment pudetka, przejawia 0 w zwkkszonym czasie
przebywania w nim i w zwkszonej eksploracji tego obszaru w poréwnaniu dgacz
jasnej (silnie éwietlonej) pudetka. Liczba prz& pomkdzy ciemn i jasra Czgscia, jak
rowniez czas spdzony w jasnym kompartmencie oraz jego eksploratijesie
informacg o stopniu ¢ku/ciekawdci szczura w zetknciu z mniej komfortowym
srodowiskiem. Badania wykazatye zwierzta MS (samce) zachowywatyesbardziej
lekliwie w trakcie testu i zwierzta kontrolne (AFR). Przejawiatogsto: (a) mniejsz
liczba przegé miedzy jasm i ciemm czescia pudetka, (b) krotszym czasem przebywania
W czsci jasnej, (c) krétszym dystansem przebytym wesciz jasne] (mniejsz
aktywnaicia lokomotoryczna), (d) mniejadiczba wspi¢ (z ang.rearingy (Chocyk et
al., 2013a)

Wplyw MS na procesy warunkowaniekl (fear conditioning czyli procesy
pamkci 0 zdarzeniach awersyjnyclie@r memory badano wykorzystag procedug
warunkowania klasycznego (pawilowowskiego) (Pavid927). Pami¢ lekowa
(warunkowanie) zostaje wytworzona poprzez kojamerionu dwickowego i
konkretnego srodowiska/kontekstu (bdde warunkowe) z awersyjnym szokiem
elektrycznym (bodziec bezwarunkowy). 24 godzinytpmingu badana jest ekspresja
warunkowania, poprzez ekspozygwierzt nasrodowisko warunkujce (kontekst A),
a dwie godziny p#niej analizuje & odpowied szczura na sam ton (w innym
srodowisku nz warunkupce — w kontekcie B) (Pavlov, 1927). Sita warunkowania
zostaje wyraona jako poziom ¢ku mierzony znieruchomieniem zwiatz(z ang.
freezing. Dodatkowo, w badaniach zastosowano proceduwygaszania
warunkowanego ¢ku (ekstynkcji, z ang.extinctior), polegagca na wielokrotnej
ekspozycji zwiergt na ton (45 powtorzg w kontekcie B (24 h po warunkowaniu)
(Quirk et al., 2010).

Badania wykazaly,ze u zwierat w okresie adolescencji, MS ostabia ekspresj
warunkowanegoeku zarowno w odpowiedzi na kontekst warurnkyj A (contextual
fear conditioning jak i na ton guditory fear conditioningw kontelécie B (u zwierat
obu pici). Nie obserwowano wyiaego efektu MS na ekstynkcicku, gdyz zwierzta
MS poddane ekstynkcji i te nie poddane charaktewaty sk rownie niskim poziomem
leku (Chocyk et al., 2014) Co wkcej, w dorostéci, zwierzta MS uwarunkowane w

okresie adolescencji dalej wykazywaly atmmy kk w odpowiedzi na kontekst A
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(zwierzta obu ptci) i na ton w kontékie B (tylko samce). Ponowne warunkowanie
tych zwierat w okresie doroskei (retraining) skutkowato ostabieniem nabywania
warunkowania i utrzymaggym sk obnizonym poziomem ¢ku w odpowiedzi na
kontekst A ¢ontextual fear conditioningChocyk et al., 2014)

Obserwowany wptyw MS na ekspregiezwarunkowego i warunkowanegu
przy braku wplywu na proces nabywanie panilgkowej u adolescentéw silnie
przemawia za dysfunkgjmPFC, szczegdlnie obszaru PLC i koreluje z s
opisanymi danymi dotyezymi zaburzé procesow plastyczioi synaptycznej w PLC
zwierzt MS (Chocyk et al., 2013a)Co ciekawe, w okresie adolescencji zwigaizMS
wykazup dwa przeciwstawne fenotypykiowe w zalenosci od wytej procedury
badajicej procesydkowe, a mianowicie nasilenieku bezwarunkoweg@Chocyk et
al., 2013a)i ostabienie ¢ku warunkowaneg@dChocyk et al., 2014) Uzyskane efekty
behawioralne jeszcze mocniej wskazop istnienie specyficznego zaburzenia funkcji
mPFC u zwierzt MS, gdy jak wykazali inni badacze, lezje mPFC oraz chemecz
zahamowanie transmisji synaptycznej w mPFC wywotyjodobny fenotyp
behawioralny do tego uzyskanego w naszych badaniezyli wigkszy lekliwosé
(innate feaJ i ostabienie pamgci Ickowe] (conditioned fear (Lacroix et al., 2000;
Lisboa et al., 2010). Powstaje pytanie, czy obsemwty u zwierat MS
charakterystyczny fenotyp ¢kowy ma aspekt pozytywy czy negatywny dla
funkcjonowania osobnika w zmiennyrsrodowisku i czy zawsze wie Sk z
wystapieniem psychopatologii. Problem ten mazpiay charakter. Najnowsze trendy
mowia 0 tym, ze funkcjonowanie organizmu jest wypadkpimterakcji pomédzy: (a)
genotypem, (b) wczesnymi €l@iadczeniami zyciowymi, w tym ELS, (c)
doswiadczeniami na dalszych etapagjtia (Schmidt, 2011; Daskalakis et al., 2013).
Powyzsza interakcja ey u podstaw plastyczioi adaptacyjnej przejawigjej sk przez
cate zycie osobnika i odpowiadgje] za podatni@ lub odpornéé na okrélony typ
choroby. Zagadnienie to zostalo szerzej omoéwiorreze mnie w pracy paglowej
(Chocyk et al., 2013b)

V. Znaczenie bada ich ewentualne wykorzystanie

Podgte badania i uzyskane wyniki wyrae wskazu, ze ELS wywiera wptyw
na procesy dojrzewania mozgu i jego funkcjonowarde&nych etapach ontogenezy.
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Nalezy podkréli¢ znamienny wptyw ELS na: (a) dojrzewanie SN i VT{A) procesy
plastycznéci synaptycznej w mPFC oraz (c) zachowanie zwteriorac pod uwag
dane Kliniczne wskazage, ze ELS zwgksza ryzyko ranych psychopatologii,
szczegOlnie zaburse nastroju, zachowania, zabufizéekowych czy nadiywania
substancji, otrzymane wyniki staneawkolejny dowdd na toze ELS jest istotnym
czynnikiem w etiologii wyej wymienionych schorze Ponadto, przedstawione badania
przyczyniaj sie do poznania patomechanizméw tych psychopatoldgityw zaburzé
plastycznéci synaptycznej w okbie mPFC na funkcjonowanie osobnikow z
doswiadczeniem ELS wydaje i by¢ szczegoOlnie wamym zagadnieniem
zapocatkowujacym przyszite badania nad potencjaimterwency terapeutycza

Na koniec, wanym aspektem poejych bada jest aspekt informacyjny i
edukacyjny polegagy na dwiadomieniu opinii publicznej jak poviae i diugotrwate
konsekwencje niesie ze spBLS z nadziej, ze zwkkszy to uwanosé¢ i wrazliwos¢ nas
wszystkich na przypadki maltretowania (psychiczne@aycznego), zaniedbywania i

wykorzystywania seksualnego dzieci i mtodzie
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5. Omowienie pozostatych oggnigé naukowo - badawczych.

a) Autorstwo/wspotautorstwo w publikacjach naukowyd.
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Méj dorobek naukowy to 75 publikacji naukowydR:(98.037; MNiSW: 669; h-
index: 15 w tym:

21 prac opublikowanych po uzyskaniu stopnia dok(d¥a59.195; MNiSW: 459
17 prac opublikowanych przed uzyskaniu stopniaawak{F: 38.842; MNISW.:
210

37 komunikatéw zjazdowych

b) Kierowanie projektami badawczymi oraz udziat w akich projektach.

Kierowatam dwoma projektami badawczymi:

Zadanie badawcze nr 2.1Zmiany plastyczne kory moézgu jako czynnik ryzyka
zapadalnéci na choroby schizoafektywne”, 2010-2014, w ramaplojektu
"Depresja — mechanizmy - terapia" (DeMeTer), PO1@0.02-12-004/09-00,
wspoffinansowanego przez WnEuropejsk z Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Inngnadsospodarka na lata
2007-2013

Wptyw wczesnego stresu (izolacja od matki) na donjranie uktadu dopaminowego i
jego funkcjonowanie w wieku miodziezym i dorostym. Nr N401 154 31/3361,
2006-2009, MNiISW

W latach 2000 — 2013 bytam réwwnierykonawca w co najmniej 8 innych projektach.

c) Nagrody za dziatalné¢ naukows

» Woyrdznienie pracy doktorskiej, 2005, Rada Naukowa IngtyEarmakologii PAN

Nagrody zespotowe za wyidiajace s¢ prace opublikowane w roku 2013, 2008,
2003 i 2002, Dyrektor Instytutu Farmakologii PAN

» Wyrdznienie abstraktuChocyk A., Czyrak A., M@kowiak M., Fijat K., Wedzony

K. Presence of dopamine D1 receptors in the raaveatricular nucleus of the
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hypothalamus and their putative role in regulabbrendocrine system - anatomical
and functional evidence, 2002, European CollegeNetiropsychopharmacology
(ECNP). Zaproszenie do wygtoszenia referatu na dbgkesie ECNP, Barcelona, 5-
9 P&dziernik 2002

d) Recenzowanie publikacji w czasopismach rulzynarodowych i krajowych

e Pharmacological Reports (dawniej Polish Journalbharfacology), od 2005 do

chwili obecnej, okoto 4 recenzje

* International Journal of Developmental Neuroscief6e10.2013, 2 recenzje

* Neuroscience, 07.2011, 1 recenzja

e) Przebieg pracy naukowej — kluczowe etapy

Prag w Zaktadzie Farmakologii Instytutu Farmakologii RAw Krakowie
rozpocztam w styczniu 1997 roku, pogtkowo na etacie itynieryjno-technicznym, a
nastpnie po uptywie roku awansowatam na stanowisko #esya. Dodczytam do
zespotu badawczego kierowanego wowczas przez diskiafa Wedzonego i dr Ana
Czyrak. Odbyte studia magisterskie i praca dyplomowykonana w Zakladzie
Mikrobiologii i Immunologii Instytutu Biologii Mol&ularnej UJ, pod opiek
promotorslg prof. dr hab. Jana Potempy, staly sa pocztku mojej pracy zawodowej
dwzym atutem, dysponowatam bowiem wigedzaz doswiadczeniem z zakresu
zastosowania przeciwciat jako netlzi do badania ekspresji biatek oraz znajécip
nowoczesnych metod biologii molekularnej. Metody(we tamtym okresie czasu i w
warunkach rozwijajcej st nauki polskiej) dopiero zaegto wprowadza na szerok
skak do bada nad moézgiem. Przyktadowo, bytam jedm pierwszych osoéb, ktére
wprowadzity metod Western blot do rutynowych badav Instytucie. Pierwsze prace
badawcze, w ktore zostalam zaarm@ana dotyczyty: (a) dystrybucji komorkowej i
strukturalnej receptorow dopaminowych i serotonigpclivw r&znych obszarach moézgu
(badanej za pomacmetod immunohistochemicznych) oraz (b) pomiarupsdsi
tychze receptorow metadwWestern blot (Mackowiak et al., 1999; Czyrak et 2000;

Wedzony et al., 2000). Szczegblne miejsce w mgioiu zawodowym zajmuje projekt
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dotyczcy lokalizacji receptorow dopaminowych D4 w korzézagu (Wedzony et al.,

2000), gdy to w jego trakcie ,ztapatam bakcyla” pracy naukpw&'tedy to po raz

pierwszy samodzielnie wykonywatam analiznikroskopow preparatow, zdgia,

fenotypowanie komorek wykazgych ekspregj receptorow D4 (jeszcze bez
mozliwosci wykorzystania mikroskopii fluorescencyjnej doda&d). To wszystko
uswiadomito mi jak dao trudu i zaangewania wymaga uzyskanie rzetelnego wyniku.

Publikacja lkdaca owocem tych bada(Wedzony et al., 2000) jest do tej pory

najliczniej cytowan praa w moim dorobku (69 cytowawg Web of Sciencea dzié

20.05.2014).

Miatam duwe szcescie | przywilej pracow& w preznym i kreatywnym zespole

(przeksztatlconym piniej w samodziela Pracown¢ Farmakologii i Biostruktury

Mbzgu kierowan przez prof. dr hab. Krzysztofa d¥zonego). Mnog& nowoczesnych

metod (zarbwno biochemicznych jak i behawioralnyonaz tematéw badawczych

umazliwita mi zdobycie szerokiej wiedzy w dziedzinie urepsychofarmakologii. W

trakcie ponad 16-to letniej pracy naukowej, obokygotowania pracy doktorskiej i

habilitacyjnej miatam madiwos¢ uczestniczenia w wielu projektach badawczych

Pracowni; do najwaniejszych nalgaty:

* Rola glikokortykoidow w regulacji uktadu dopaminogeei serotoninowego (Czyrak
et al., 1997; Czyrak & Chocyk, 2001; Czyrak et 2002; 2003b; 2003c)

» Postnatalna blokada receptorow NMDA jako model zafinenii (Wedzony et al.,
2005; 2008b; 2008c)

* Rola receptoréw serotoninowych 5HT1A i 5SHT2A w rkagji funkcji komorek kory
mdbzgu (Czyrak et al., 2003a; Wedzony et al., 2Q008a)

* Neuronalne biatko adhezji komoérkowej PSA-NCAM jakmarker zmian
plastycznych dorostego moézgu wywotanych czynnikafarmakologicznymi
(Mackowiak et al., 2007; 2008; 2009a; 2009b)

Ponadto, mialam femazliwo$¢ wspotpracy i dzielenia sizdobytym déwiadczeniem z

innymi Zaktadami (Labuz et al., 2003; Wedzony et 2003; Ziolkowska et al., 2005;

Starowicz et al., 2009)

Prag doktorsk wykonatam w ramach obowzkéw Asystenta; w tym okresie

czasu w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie bigo Studiow Doktoranckich. W

dysertacji doktorskiej podiam problem roli receptorow dopaminowych rodziny @1

regulacji funkcji neuronéwagra przykomorowego podwzgorza (PVN) w warunkach
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podstawowych i po podaniu kokainy. Promotorem pradaktorskiej byt prof. dr hab.

Krzysztof Wedzony, z& recenzentami, prof. dr hab. Adam #t& i prof. dr hab.

Wiadystaw Lasa. Cz$¢ eksperymentalna pracy wykonana byta z wykorzystani

metod immunohistochemicznych i Western blot. Praioktorsk obronitam z

wyroznieniem, w lutym 2005 roku wykazg, ze:

* Receptory dopaminowe D1 wypuja w PVN a ich anatomiczne i komorkowe
rozmieszczenie w badanej strukturze wskazuje ndiwmi¢ bezpdredniej regulacji
uktadu neurohormonalnego przez te recep{Gayrak et al., 2000)

* Receptory dopaminowe podrodziny D1 mogptywat na aktywnéé neurondéw
PVN, mierzom indukch biatek cFos. Wykazano to dla neurondw CRH i
oksytocynowych, jednale pobudzenie receptoréw podrodziny D1 aktywuje
znacznie wgcej populacji komorek PVN, nite przebadane w niniejszej pracy.
Otrzymane wyniki stanowi anatomiczny dowdd na to,ze transmisja
dopaminergiczna poprzez receptory podrodziny DZenmoodulowa wiele funkcji
PVN. Obok regulowania uwalniania CRH i oksytocymgceptory dopaminowe
podrodziny D1 mog potencjalnie braudziat w integracji sygnatow dochagz/ch
do PVN i z niego wychodzych, a tym samym maguczestnicz§ w procesach
utrzymywania homeostafZhocyk et al., 2008)

» Kokaina wywotuje krotkotrwate i dlugotrwate zmiamyaktywnagci neuronéw PVN,
przejawiajce st zwickszory ekspregj odpowiednio: biatek cFos i FosMfosB.
Dlugotrwate zmiany w aktywrsgi neurondw PVN wywotane wielokrotnymi
podaniami kokainy wiza sie z akumulagj stabilnych formAFosB, co mée leze¢ u
poditaza trwatych zmian adaptacyjnych. Indukcja i akumjalad~osB zachodzita w
komoérkach CRH i wielu innych niezbadanych w tejgyraPowysze obserwacije
mog mie¢ duze znaczenie w zrozumieniu molekularnych podstawgso allostazy
I wzmacni& hipotez o zaangzowaniu systemu CRH pochagzgo z PVN w
inicjacje i utrzymanie procesu uzal@enia od kokainyChocyk et al., 2006)

* Receptory dopaminowe podrodziny D1 mogczestniczy w powstawaniu w
neuronach PVN potencjalnych zmian adaptacyjnych otgmych wielokrotnymi
podaniami kokainyChocyk et al., 2006)

» Kokaina mae powodowa& powstawanie zmian adaptacyjnych rowmiev
receptorach dopaminowych podrodziny D1 regidy¢gh aktywneé¢ PVN. Powysze

zmiany polegaj na utrzymaniu, w trakcie wielokrotnych pa@deokainy, odpowiedzi
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zwigzanej z aktywacja tych receptorow na poziomie charakterystycznym dla
jednorazowych podan tej substancji. Stan ten moze by¢ przejawem allostazy
zachodzgcej w organizmie pod wplywem dlugotrwalej ekspozycji na dzialanie
kokainy i moze mie¢ duze znaczenie w procesie utrzymania uzaleznienia od kokainy
(Chocyk et al., 2008)
Reasumujac, wyniki mojej pracy doktorskiej zwrocily uwage na wazng rolg transmisji
dopaminergicznej i receptoréw dopaminowych podrodziny D1 w regulacji aktywnosci
PVN. Zasugerowaly tez, ze wszelkie zaburzenia w podwzgérzowym systemie
dopaminowym, bedace wynikiem choroby badz przyjmowania substancji
wplywajgcych na przekaznictwo dopaminergiczne, w tym na receptory dopaminowe,
mogg prowadzi¢ do zmian w funkcjonowaniu PVN i tym samym przyczynia¢ si¢ do
zachwiania homeostazy i wejscia organizmu w stan allostazy.

Po obronie dysertacji moje zainteresowania naukowe pozostaly w kregu
tematycznym dotyczacym interakcji pomi¢dzy ukladem dopaminowym a osig
podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA). Zacz¢lam interesowaé si¢ modelami
zwierzecymi umozliwiajacymi badanie wczesnego wptywu glikokortykoidow badz
zaburzen osi HPA na rozwdj uktadu dopaminowego, np. okolourodzeniowymi
podaniami deksametazonu (Wedzony et al., 2009). Wzrastajgca ilo$¢ doniesien
literaturowych o wplywie stresu we wczesnym okresie zycia (ELS) na ryzyko réznych
psychopatologii zwigzanych z dysfunkcjami ukladu dopaminowego sklonita mnie do
zajecia si¢ w szczegoOlnosci modelowaniem ELS u gryzoni. W styczniu 2006 roku
zostalam awansowana na stanowisko Adiunkta zas we wrzesniu 2006 roku otrzymatam
swdj pierwszy samodzielny grant badawczy zatytutowany: Wplyw wczesnego stresu
(izolacja od matki) na dojrzewanie ukladu dopaminowego i jego funkcjonowanie w
wieku miodzieniczym i dorostym (Nr N401 154 31/3361, 2006-2009, MNiSW). Grant ten
umozliwil mi rozpoczecie na szeroka skale badan w modelu separacji oseskow od
matek (MS). Interesujgcy temat i pierwsze wyniki, posiadanie funduszy na badania oraz
dostepnosé do najnowoczesniejszego sprzetu i metod w Instytucie Farmakologii PAN w
Krakowie sklonily mnie do zaangazowania si¢ w prace naukowa na miejscu i rezygnacji
z wyjazdu na stypendium/staz do innego osrodka. Kolejne granty, tym razem dotyczace
wplywu ELS na funkcje kory przedczolowej, (Nr N401 144538, 2010-2013, MNiSW)
oraz "Depresja - mechanizmy - terapia" (POIG.01.01.02-12-004/09-00, 2010-2014,

projekt wspétfinansowany przez UE) umozliwily mi kontynuacj¢ badan i
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przygotowanie rozprawy habilitacyjnej.
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