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Wptyw morfiny na aktywnos¢ kinaz ERK w wybranych strukturach moézgu myszy

Streszczenie

Opioidy powodujg silne uzaleznienie fizyczne i psychiczne, stad tez duze znaczenie
ma poznanie mechanizmdéw molekularnych lezagcych u podtoza zaburzenia ich uzywania.
Substancje te inicjujg przekazywanie sygnatow wewnatrz komorki i prowadzg do zmian
w jej funkcjonowaniu. Szereg tych proceséw zachodzi z udziatem kinaz zaleznych od
czynnikdw zewnatrzkomdrkowych (Extracellular signal requlated kinases, ERK). Kinazy ERK
odgrywajg znaczaca role w plastycznosci synaptycznej i pamieci, oraz w mechanizmach
powstawania uzaleznien. Sposrdd kinaz ERK, kodowane przez dwa rézne geny kinazy ERK1
i ERK2 i ich aktywne formy pERK1 i pERK2 wydaj3 sie petni¢ szczegdlne, byé moze rdzne,
role w osrodkowym dziataniu opioiddéw.

W niniejszej pracy analizowano zmiany fosforylacji kinaz ERK1 i ERK2 (poziomy
PERK1 i pERK2) oraz catkowity poziom tych biatek po podaniach morfiny u myszy,
w strukturach mozgu zaangazowanych w powstawanie uzaleznienia: prazkowiu, ciele
migdatowatym, korze czotowej oraz hipokampie. Za pomocg metody Western blot
wykazano, ze jednorazowe podanie morfiny powoduje dtugotrwaty wzrost fosforylacji
kinaz ERK1 i ERK2 w prazkowiu, ciele migdatowatym oraz hipokampie. Natomiast nie
stwierdzono aktywacji ERK1 i ERK2 w korze czotowej. Obserwowane zmiany w réwnym
stopniu dotyczyty obydwu kinaz. Najwieksze zmiany fosforylacji tych kinaz wystepowaty
w czasie od 2 do 4 h po podaniu morfiny. Wptyw morfiny na fosforylacje ERK1 i ERK2
najsilniej zaznaczat sie w hipokampie. Jednorazowe podanie morfiny nie wptywato na
poziom catkowity biatek ERK1 i ERK2.

Metodg immunohistochemii analizowano liczbe komérek pERK1/2 pozytywnych po
jednorazowym podaniu morfiny w badanych strukturach mézgu. Analiza stereologiczna
wykazata, ze 4 h po jednorazowym podaniu morfiny dochodzi do wzrostu liczby komadrek
PERK1/2 pozytywnych, przede wszystkim w skorupie jadra potlezagcego, jadrze
podstawnym ciata migdatowatego oraz obszarze CA3 hipokampa. W hipokampie
przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne w celu okreslenia fenotypu komadrek
PERK1/2 pozytywnych. Badanie wykazato, ze do aktywacji kinaz pERK1/2 dochodzi
w neuronach glutaminianergicznych.

Po przewlektych podaniach wzrastajgcych dawek morfiny, 4 h po ostatnim podaniu
nie stwierdzono zmian fosforylacji ERK1 i ERK2 w prazkowiu, natomiast obserwowano
spadek fosforylacji tych kinaz w ciele migdatowatym. Wzrost fosforylacji kinazy ERK2 (ale



nie ERK1) zaobserwowano w hipokampie, natomiast w korze czotowej dochodzito do
wzrostu poziomu obu fosforylowanych kinaz. Stwierdzono réwniez, ze catkowity poziom
biatek ERK1 i ERK2 nie zmieniat sie pod wptywem wielokrotnych podan morfiny.

Kolejne badania przeprowadzono w modelu wywotanej morfing warunkowanej
preferencji miejsca (conditioned place preference, CPP). Metodg Western blot stwierdzono
obnizenie poziomu pERK1 i pERK2 w korze czotowej, hipokampie i ciele migdatowatym
w fazie ekspresji CPP, natomiast w prazkowiu obserwowano tendencje wzrostowa.
W strukturach moézgu, w ktoérych obserwowano spadek fosforylacji ERK1 i ERK2, catkowity
poziom biatka ERK1 ulegat obnizeniu, podczas gdy ilo$¢ biatka ERK2 pozostawata na
niezmienionym poziomie. W efekcie, stwierdzono, ze w hipokampie, ciele migdatowatym
i korze czotowej wzrastata ilos¢ fosforylowanej formy ERK2 wzgledem ERK1.
Zaobserwowano, ze czas przebywania myszy w pomieszczeniu kojarzonym z morfing
w tescie warunkowanej preferencji miejsca silnie korelowat ze spadkiem fosforylacji ERK1
i ERK2, jak rowniez ze wzrostem stosunku pERK2/pERK1 w korze czotowej, ciele
migdatowatym i hipokampie.

Analiza stereologiczna wykazata, ze w jadrze Srodkowym ciata migdatowatego,
obszarze CA3 hipokampa oraz w przysrodkowej korze przedczotowej dochodzito do spadku
liczby komorek pERK1/2 pozytywnych w czasie oczekiwania na nagrode morfinowg. Wzrost
liczoy komoérek pERK1/2 pozytywnych obserwowano natomiast w grzbietowej czesci
prazkowia. Szczegdétowe badania immunofluorescencyjne wykazaty, zie w ciele
migdatowatym kinazy pERK1/2 kolokalizuja ze znacznikiem neuronéw
glutaminianergicznych zaréwno w jadrze srodkowym, jak i podstawnym, ale nie ze
znacznikiem neurondw GABA-ergicznych.

Przeprowadzone badania wskazujg, ze poziom biatek ERK1 i ERK2, jak réwniez ich
fosforylowanych form, ulega znacznym i wielokierunkowym zmianom pod wptywem
morfiny w strukturach ukfadu nagrody. Jednorazowe podanie opioidu aktywuje
dtugotrwale obie kinazy, co prowadzi prawdopodobnie do zmian ekspresji gendw
i zaleznych od nich biatek, a w konsekwencji zapoczgtkowuje bardziej trwate zmiany na
poziomie ekspresji gendw poéinych i struktury synaps. Przewlekte podanie morfiny
prowadzi do zrdézinicowanych regulacji obu kinaz. W prazkowiu zachodzi tolerancja,
natomiast w korze czotowej obserwowana jest wzmozona aktywnos¢ ERK1 i ERK2.
W hipokampie wzrasta fosforylacja ERK2, podczas gdy ERK1 nie ulega zmianom. Z kolei
w ciele migdatowatym obserwuje sie silne zahamowanie kinazy ERK2, oraz w mniejszym
stopniu kinazy ERK1. Wydaje sie wiec, ze w hipokampie iciele migdatowatym pod
wptywem przewlektych podan morfiny istotng role petni kinaza ERK2. Mozna zatozyé, ze
poziom badanych kinaz obrazuje zmiany zachodzace podczas procesdw adaptacyjnych,
ktore moga leze¢ u podstawy mechanizméw tolerancji i uzaleznienia opioidowego.
Natomiast w modelu warunkowanej preferencji miejsca wywotanej morfina.
zaobserwowano ztozong regulacje aktywnosci kinaz ERK1 i ERK2. W procesach kojarzenia
sygnatéw srodowiskowych zwigzanych z podawaniem leku i nabywania zachowania



poszukiwawczego dochodzi do zahamowania aktywnos$ci obu badanych kinaz oraz
jednoczesnego spadku poziomu catkowitego poziomu biatka ERK1, ale nie ERK2 w ciele
migdatowatym, hipokampie i korze czotowej. Jednoczesnie obserwowane zmiany
fosforylacji w wiekszym stopniu dotyczg pERK2 niz pERK1. Dodatkowo zmiany poziomu
kinaz ERK1 i ERK2 silnie korelujg z zachowaniem poszukiwawczym zwierzat
warunkowanych morfing w czasie ekspresji CPP. Wszystkie te badania wskazujg, ze kinaza
ERK2 raczej niz ERK1 moze mie¢ szczegdlne znaczenie w mechanizmach dziatania
nagradzajgcego opioidow, a takze powstawania uzaleznienia. Wydaje sie, ze kinaza ERK2
moze by¢ potencjalnym celem postepowan terapeutycznych w leczeniu ,zaburzenia
wywotanego uzywaniem opioidow”.



