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STRESZCZENIE

Odpowiednie reagowanie na bodzce apetytywne w $rodowisku jest dla zwierzat
kluczowa umiejetnoscia, umozliwiajaca im przetrwanie i reprodukcje. Niektore substancije
psychoaktywne tez wywolujag przyjemne doznania, ale ich dzialanie jest zwigzane
z farmakologicznym wptywem na neurony. Stad wyroznia si¢ dwa rodzaje bodzcoOw
apetytywnych: nagrody naturalne oraz farmakologiczne.

Z nagrodami farmakologicznymi zwigzane jest uzaleznienie, u ktérego podstaw stoja
wywotane przez dang substancj¢ zmiany w jakosci i liczbie potgczen neuronalnych, zwane
zmianami plastycznymi. Procesy plastyczne wystepuja tez fizjologicznie w mozgu i sg
uznawane za molekularng podstawe $ladu pamigciowego. Podejrzewa sie, ze farmakologicznie
wywotane zmiany plastyczne wystepuja w rejonach moézgu przetwarzajacych nagrody
naturalne, gdzie koduja patologicznie trwate wspomnienia o narkotyku.

Stosujac dwa mysie modele ekspozycji na nagrody, sprawdzitem czy informacje o nich
rzeczywiscie przetwarzane sg przez te same czesci mozgu. W przypadku nagrody naturalnej,
myszy miaty przez dwie godziny dziennie dostep do stodkiego roztworu sacharozy. Nagroda
farmakologiczng byly zastrzyki z roztworu kokainy. Zwierzg¢ta byly eksponowane na te
nagrody jednokrotnie lub przez siedem kolejnych dni.

By sprawdzi¢ jakie struktury mézgowe angazuje kazda z nagrdéd, w calym mozgu
sprawdzilem poziom c-Fos, ktory jest biatkiem zwigzanym ze zwickszong aktywnoscia
neuronalng i plastycznos$cig Synaptyczna. Wykorzystujac optyczne oczyszczanie tkanek
I mikroskopi¢ arkusza $§wiatta ustalitem, Ze obie nagrody angazowaty struktury w rozlegtych
czesSciach mozgu. Wzor podwyzszonej aktywnos$ci czgsciowo pokrywat sie ze sobg dla obu
nagrod, ale w przypadku wielu obszaréw byt specyficzny tylko dla ekspozycji na kokaine lub
cukier. Analizujac wzrost poziomu c-Fos po jednokrotne;j i kilkukrotnej ekspozycji zwierzat na
stodka wod¢ zauwazylem, Ze jest on wyzszy w przypadku jednokrotnego podania.
W przypadku kokainy, efekt ten byt odwrotny i po siedmiu dniach podawania narkotyku ponad
polowa struktur w mézgu wykazywata zmieniong aktywnos¢.

Przetwarzanie informacji o cukrze i kokainie badatem tez na poziomie pojedynczych
neurond6w w obrgbie jadra srodkowego ciata migdalowatego (CeA). CeA przetwarza bodzce
0 znaczeniu emocjonalnym i sktada si¢ z dwoch czesci: przysrodkowej (CeM) i bocznej (CeL).

Technikami elektrofizjologicznymi zbadatem zmiany plastyczne wywotane nagrodami
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w obrgbie CeA i w CeM zaobserwowatem je u zwierzat zarowno po ekspozycji na cukier, jak
1 na kokaing¢. Analiza wykazata, ze skutkowaty one wzmocnieniem sity synaps dochodzacych
do CeM. Zmiany plastyczne w CeL dotyczyly tylko zwierzat eksponowanych na kokaine
i skutkowaty ostabieniem sity synaps tamtejszych neuronow.

Zaangazowanie CeA w przetwarzanie obu typow nagrdd potwierdzilem poprzez
badanie zachowania zwierzat ze zmieniong aktywnosciag CeM. Stosujac metody inzynierii
chemogenetycznej zablokowalem motywacj¢ zwierzat do picia stodkiej wody oraz op6znitem
wystapienie niektorych skutkow behawioralnych wywotanych przez kokaine.

W CeA odkrylem tez populacje wrazliwych na dopaming neuronéw o dwoch typach
receptorow: DRD1 oraz DRD2. Okreslitem, Zze neurony w CeL eksprymuja tylko DRD2,
aw CeM majg na swojej powierzchni aloo DRD1 albo DRD2. Okrytem, ze kokaina i cukier
roznie modulujg aktywnos¢ tych neuronéw w CeM. Kokaina zwigksza spontaniczng aktywno$¢
neuronéw z receptorami DRD1, a zmniejsza tych z DRD2. Cukier z kolei zwigksza
spontaniczng aktywno$¢ neuronéow z DRD2, a zmniejsza z DRD1.

Podsumowujac, wyniki badan wskazuja, ze informacje o cukrze i o kokainie sg roznie
przetwarzane w mozgu. Odrgbnos¢ tych nagrod sprawia, ze wymagajg one scharakteryzowania
indywidualnych modeli uktadu nagrody. Informacje dotyczace cukru i kokainy sg takze
réznorodnie przetwarzane przez neurony CeA, jednak dokladne zrozumienie tych

mechanizméw wymaga uwzglednienia roli roznych populacji neuronow.
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ABSTRACT

Appropriate response to appetitive stimuli in the environment is a crucial skill for
animals, enabling their survival and reproduction. While some psychoactive substances also
induce pleasurable sensations, their actions rely on the pharmacological influence on neurons.
Hence, two types of appetitive stimuli are distinguished: natural and pharmacological rewards.

Pharmacological rewards are associated with addiction, and at the core of substance
dependence are changes in the quantity and quality of neuronal connections induced by
psychoactive substances, known as plastic changes. Plastic changes also occur physiologically
in the brain and are considered as the molecular bases of memorizing. It is suspected that the
plastic changes induced by pharmacological rewards occur in brain regions that usually process
natural rewards, encoding pathologically persistent memories of the drug.

Using two mouse models of reward exposure, | investigated whether information about
them is indeed processed by the same brain regions. As natural reward, mice had access to
a sweet sucrose solution for two hours daily. As pharmacological reward, mice received
intraperitoneal injections of a cocaine saline solution. Animals were exposed to these rewards
either once or for seven consecutive days.

To investigate brain structures engaged by these rewards, | examined the level of c-Fos
(a protein associated with neuronal activity and synaptic plasticity) throughout the entire brain.
Utilizing optical tissue clearing and light sheet microscopy, | found that both rewards engaged
structures in extensive brain regions. The pattern of increased activity partially overlapped for
both rewards, but in the case of many areas it was specific only to exposure to cocaine or sugar.
By analyzing the increase of c-Fos level after single vs. multiple exposures of animals to sweet
water, | observed that it was higher after a single administration. In the case of cocaine, these
effects were opposite, and after seven days of drug administration, over half of brain structures
showed altered activity.

I also examined the processing of information about sugar and cocaine at the level of
individual neurons within the central nucleus of the amygdala (CeA). CeA processes
emotionally significant stimuli and consists of two parts: medial (CeM) and lateral (CeL). Using
electrophysiological techniques, | investigated plastic changes induced by rewards in CeA.
| found that both sugar and cocaine induce plastic changes in CeM. Electrophysiological

analysis showed that these plastic changes resulted in enhanced synaptic strength reaching
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CeM. On the other hand, plastic changes in CeL were observed only in animals exposed to
cocaine, and they resulted in a weakening of synaptic strength.

I confirmed the involvement of CeA in processing both rewards by studying the
behavior of animals with altered CeM activity. With chemogenetic tools, | blocked the
motivation of animals to sweet water and delayed the onset of some behavioral effects induced
by cocaine.

I also discovered in CeA a population of dopamine sensitive neurons with two types of
receptors: DRD1 and DRD2. | found that neurons in CeL express only DRD2, while in CeM,
they have either DRD1 or DRD2 on their surface. | found that cocaine and sugar differently
modulate the activity of these neurons in CeM. Cocaine increases the spontaneous activity of
neurons with DRD1 and decreases those with DRD2. Sugar, on the other hand, increases the
spontaneous activity of neurons with DRD2 and decreases those with DRD1.

In summary, the results of the study indicate that information about sugar and cocaine
is processed differently in the brain. The distinct nature of these rewards requires the
characterization of individual reward system models. Information about sugar and cocaine is
also variably processed by CeA neurons, but a precise understanding of these mechanisms

requires consideration of the roles of different neuron populations.
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WYKAZ NAJCZESCIEJ STOSOWANYCH SKROTOW

W wykazie umieszczono tylko skroty uzywane w tekscie. Wykaz wszystkich struktur mozgowych

znajduje sie¢ na rycinie 28.

AAV - (ang. adeno-associated viruses) wektory wyprowadzone z wirusow zaleznych od
adenowirusow

ACB — (ang. nucleus accumbens) jadro potlezace

ACSF — (ang. artificial cerebrospinal fluid) sztuczny ptyn mézgowo rdzeniowy

AHP — (ang. afterhyperpolarization) potencjal hiperpolaryzacyjny nastepczy

AMPAR - (ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) receptor dla
kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego

BLA — (ang. basolateral amygdalar nucleus) jadro podstawno-boczne ciata migdatowatego
Ca?* — (ang. calcium ions) jony wapnia

CAMP — (ang. cyclic adenosine monophosphate) cykliczny adenozyno-3’,5'-monofosforan

CC — (ang. current clamp) w trybie ustalonego nat¢zenia

CeA — (ang. central amygdalar nucleus) jadro srodkowe ciata migdatowatego

CeL — (ang. lateral part of central amygdalar nucleus) boczne jadro s$rodkowe ciata
migdalowatego

CeM — (ang. medial part of central amygdalar nucleus) przysrodkowe jadro $srodkowe ciata
migdatowatego

c-Fos+ — (ang. c-Fos positive) c-Fos-pozytywny

CNO - (ang. clozapine-N-oxide) N-tlenek klozapiny

CPP — (ang: conditioned place preference) test warunkowej preferencji miejsca

Da- (ang. dopamine) dopamina

DAT — (ang. dopamine transporter) transporter wychwytu zwrotnego dopaminy

DBE — (ang. dibenzyl ether) eter dibenzylu

DHPG — (ang. (S)-3,5-Dihydroxyphenylglycine) 3,5-dihydroksyfenyloglicyna

DRD1 (ang. dopamine Receptor D1) receptor dla dopaminy D1

DRD1+ (ang. dopamine Receptor D1-positive) z receptorem dla dopaminy D1

DRD2 (ang. dopamine Receptor D2) receptor dla dopaminy D2

DRD2+ (ang. dopamine Receptor D2-positive) z receptorem dla dopaminy D2
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https://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=AMPA&action=edit&redlink=1

DRD1-tdTomato/DRD2-GFP — linia myszy bedaca skrzyzowaniem genetycznym linii
B6.Cg-Tg(Drdla-tdTomato)6Calak/J i Tg(Drd2-EGFP)S118Gsat/Mmnc

DREADD - (ang. designer receptor exclusively activated by designer drugs) zaprojektowany
receptor aktywowany wylgcznie przez sztuczny ligand

EPSCs — (ang. excitatory postsynaptic currents) postsynaptyczne prady pobudzajace

fMRI — (ang. functional magnetic resonance imaging) funkcjonalny rezonans magnetyczny
GADG65 — (ang. glutamic acid decarboxylase 65) dekarboksylaza kwasu glutaminowego 65 kDa
GADG65-tdTomato — linia myszy TgN(GAD65-tdTomato

GFP — (ang. green fluorescent protein) biatko zielonej fluorescencji

GLM — (ang. generalized linear model) uogoélniony model liniowy

hM4Di — wirus pAAV-hSyn-DI0-hM4D(Gi)-mCherry

hM3Dq — wirus pAAV-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry

iDisco+ — (ang. immunolabelling-enabled three-dimensional imaging of solvent-cleared
organs) trojwymiarowe obrazowanie narzadow oczyszczonych rozpuszczalnikiem
Z mozliwoscig znakowania immunologicznego

IEGs — (ang. immediate early genes) geny wczesnej odpowiedzi

IP — (ang. intraperitoneal) dootrzewnowy

ITC (ang. intercalated nuclei) jadra wtracone

LTD — (ang. long term depression) dtugotrwate ostabienie postsynaptyczne

LTP — (ang. long term potentiation) dtugotrwate wzmocnienie postsynaptyczne

m.c. — (ang. body weight) masy ciata

mGIuR1 — (ang. metabotropic glutamate receptor 1) receptor metabotropowy
glutaminianergiczny typu 1

NMDAR - (ang.  N-methyl-D-aspartate  receptor)  receptor dla  kwasu
N-metylo-D-asparaginowego

PAG — (ang. periaqueductal gray) istota szara okotowodociggowa

PBS — (ang. phosphate-buffered saline) buforowana fosforanem sol fizjologiczna

PFA — (ang. paraformaldehyde) paraformaldehyd

SEM — (ang. standard error of the mean) btad standardowy $rednie;j

SEPSCs — (ang. spontaneous excitatory postsynaptic currents) spontaniczne pobudzajace prady
postsynaptyczne

STDP — (ang. spike timing-dependent plasticity) plastycznos$¢ synaptyczna zalezna od czasowej

synchronizacji aktywno$ci neuronalne;j

14



VC — (ang. voltage clamp) w trybie ustalonego napigcia
VTA — (ang. ventral tegmental area) pole brzuszne nakrywki

Wykaz skrétéw uzytych do okreslenia badanych grup

Woda — grupa z dostepem do wody przez caly okres trwania eksperymentu (grupa kontrolna)
Cukier 1 d — grupa z dostgpem wody przez 6 kolejnych dni oraz do 2 godz. dost¢pu do roztworu
sacharozy w trakcie siodmego dnia eksperymentu

Cukier 7 d — grupa z dostepem do roztworu sacharozy przez 2 godz. dziennie przez 7 kolejnych
dni

Sol — grupa otrzymujaca zastrzyki z soli fizjologicznej przez caty okres trwania eksperymentu
(grupa kontrolna)

Kokaina 1 d — grupa otrzymujaca zastrzyki z soli fizjologicznej przez 6 kolejnych dni oraz
dostajgca jeden zastrzyk z roztworu kokainy w trakcie siodmego dnia eksperymentu

Kokaina 7 d — grupa otrzymujaca zastrzyki z roztworu kokainy przez 7 kolejnych dni
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1. WPROWADZENIE

1.1. Substancje o charakterze nagradzajacym

Dziko zyjace zwierzeta funkcjonuja w skomplikowanym $rodowisku, w ktorym
odbieraja réznorodne bodzce. Interpretacja tych bodzcow jest kluczowa umiej¢tnoscia
umozliwiajacg im przetrwanie i posiadanie potomstwa, a wigc maksymalizujaca ich sukces
ewolucyjny. BodZce te mozna ogdlnie podzieli¢ na dwa rodzaje — awersyjne (0 znaczeniu
negatywnym, kary), ktorych zwierzeta starajg si¢ unika¢ oraz bodzce apetytywne (0 znaczeniu
pozytywnym, nagrody), do ktorych dazg. Reakcje na bodzce apetytywne i awersyjne nazywane
sg zachowaniami motywacyjnymi i mozna je zaklasyfikowa¢ do dwoch gtownych kategorii:
szukania przyjemnos$ci oraz unikania cierpienia. Niektore substancje zmieniajace postrzeganie
Swiata, zwane substancjami psychoaktywnymi réwniez wywotuja przyjemne doznania, ale
motywacja do ich pozyskania moze prowadzi¢ do katastrofalnych skutkéw. Poznanie
komoérkowych 1 molekuklarnych mechanizméw  bedacych podlozem  zrdéznicowanej
odpowiedzi na oba rodzaje bodzcow stanowi wielkie wyzwanie poznawcze o potencjalnym
istotnym znaczeniu klinicznym. Dlatego tez, w mojej pracy badalem dwa rodzaje bodzcow

apetytywnych: nagrody naturalne oraz farmakologiczne.

1.1.1. Nagrody naturalne

Do nagrod naturalnych mozna zaliczy¢é m.in. pokarm, napoje oraz kontakty seksualne.
BodZce te nazywane sg nagrodami kluczowymi, poniewaz sg niezb¢dne do przezycia osobnika
I do przekazania przez niego gendéw potomstwu. Dla odréznienia, przyktadami nagréd
naturalnych niebgdacymi kluczowymi moga by¢é kontakty spoleczne oraz zabawa.
W kontekscie odbierania bodzcow apetytywnych, istotnym jest to jak silne emocje one
wywoluja, czyli jaka maja warto§¢. Wedlug dwuwymiarowej teorii emocji zaproponowanej
w Lang PJ Am Psychol 1995, nagrody wywotuja pozytywny stan emocjonalny, ktory jest

przeciwstawny do negatywnych do$wiadczen zwiazanych z karami (Ryc. 1) 1. Posiadaja one
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rowniez skalowalng warto$¢, co wyrazane jest przez intensywnos¢ pozytywnych odczu¢, jakie
wzbudzajg 2.

Warto$¢ nagrod naturalnych jest SciSle zwigzana z obecnym stanem behawioralnym
zwierzecia (ang. behavioral state) i moze ona ulega¢ zmianom w czasie. Jednym z przyktadow
moze by¢ zwykta woda, ktora w przypadku spragnionego zwierzecia jest nagroda, i to tym
wiekszg, im wicksza jest jej objetos¢ . Po zaspokojeniu pragnienia zwierze traci swoje
zainteresowanie wodg. Warto$¢ nagrod naturalnych moze wynika¢ rowniez z ewolucyjnego
przystosowania zwierz¢cia do odczuwania niektorych smakow jako przyjemnych. Przyktadem
moze by¢ smak stodki, ktory w naturze oznacza zazwyczaj obecno$¢ wysokokalorycznych
cukréw prostych. Rowniez w przypadku tej nagrody zaobserwowano skalowalnos$¢, ktéra
zwieksza sie wraz ze wzrostem stezenia cukrow 4.

Cukry, w tym sacharoza sg substancjami o stodkim smaku wykrywanymi przez
receptory na jezyku, ktore przewodza sygnal dalej do mézgu, m.in. do kory wyspy. Warto
jednak zauwazy¢, ze zmyst smaku nie jest jednak jedynym, ktory warunkuje nagradzajace
efekty pozywienia. Myszy majace uposledzong ekspresj¢ genow kodujacych receptory dla
stodkiego smaku (trpm5(-/-)) rowniez wykazujg preferencje do roztworu cukru, ktora jest
jednak odwleczona w czasie °. Rozpoznanie cukru opiera sie U nich poprzez chemoreceptory
obecne w jelicie podczas procesu trawienia. Informacja o kalorycznym pozywieniu trafia wtedy

poprzez nerw bledny do jadra pasma samotnego w mozgu °.

Intensywnos¢
bodzca

| =
Negatywna Pozytywna

Wartosc¢

Ryc. 1: Relacja pomiedzy wartoscia emocjonalnga bodZcéw a ich intensywnoscia. Nagrody
(kolor zielony) sa bodZcami o pozytywnej warto$ci i leza w opozycji do kar, ktore maja wartos¢
negatywna (kolor czerwony). W prostym ujeciu, zarowno nagrody, jak i kary sg skalowalne
wraz z ich intensywnoS$ciag. Wykres powstat na podstawie ryciny 2 w Tye K., Neuron, (2018).
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1.1.2. Nagrody farmakologiczne

Nagrodami farmakologicznymi nazywamy substancje chemiczne modyfikujace
aktywno$¢ neuronalng 1 wywotujace stany psychoaktywne, tj. zmieniajace funkcjonowanie
mozgu 1 percepcje Swiata. Spozycie tych substancji czesto wywotuje odczucie przyjemnosci,
dlatego zaliczane sa do bodzcow apetytywnych. W ich sktad wchodzg rozne czasteczki
chemiczne, ktore wptywaja na fizjologi¢ neurondw poprzez rézne mechanizmy molekularne,
np. poprzez taczenie si¢ z roznymi receptorami na ich powierzchni lub zmieniajagcymi stezenie
i dostepno$¢ neuroprzekaznikow w mozgu.

Substancje psychoaktywne mozna podzieli¢ na cztery glowne typy: stymulanty,
empatogeny, depresanty oraz psychodeliki ’. Podzial ten opiera sie na subiektywnych
odczuciach ludzi poddanych ich dziataniu, ale zauwazono, ze w przypadku zwierzat wywotuja
one czgsto bardzo podobne skutki behawioralne. Glownym dziataniem stymulantow, do
ktorych zaliczana jest np. kokaina i amfetamina, jest pobudzenie ruchowe oraz wzrost energii
do dziatania. Empatogeny (np. 3,4-metylenodioksymetamfetamina, MDMA) dziataja podobnie
do stymulantow, ale oprocz tego silnie zwigkszaja che¢ kontaktow miedzyludzkich.
Depresanty, takie jak morfina, dziataja uspokajajaco i wykazujg dziatanie przeciwlekowe.
Ostatnig grupa sa psychodeliki, ktore zaburzajg percepcje oraz modyfikujg odczucia
emocjonalne. Do tej grupy zalicza si¢ m.in. psylocybine i ketamine ’.

Nalezy podkresli¢, Zze nie kazda substancja o dziataniu psychoaktywnym moze by¢
nazwana nagroda. To, czy moze by¢ ona do nich zaklasyfikowana zalezy od tego, czy wykazuje
wlasciwosci nagradzajace, czyli od tego czy motywuje zwierze do jej pozyskania 8. Jednym ze
sposobow eksperymentalnej weryfikacji wtasnosci nagradzajacych danej substancji jest test
warunkowej preferencji miejsca (ang: conditioned place preference test; CPP). W tescie tym,
zwierze umieszcza si¢ w klatce o dwoch roznie wygladajacych kompartymentach. Nastepnie,
podczas kolejnych dni, w jednym z tych kompartymentow podawana jest mu badana
substancja. Po kilku dniach takiej ekspozycji sprawdza si¢, czy zwierze spedza wigcej czasu
w migjscu skojarzonym z jej otrzymaniem °. Innym testem badajacym wiasnoéci nagradzajace
jest umozliwienie zwierzgciu Samo-podawania sobie narkotyku. Podczas takiego
eksperymentu, zwierz¢ musi zazwyczaj wykona¢ jaka$ czynno$¢, np. weisnaé guzik, ktory
aktywuje pompe wtlaczajaca do jego krwiobiegu badana substancije °.

Badania na myszach pokazaty, ze efekty nagradzajace substancji psychoaktywnych
w duzej mierze zalezg od warunkéw eksperymentalnych jej podawania, m.in. od stezenia

badanej substancji. Na przyktad, w przypadku alkoholu i kokainy wykazano ich nagradzajace
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wlasciwo$ci w nizszych dawkach. W stezeniach wyzszych zaczynaja one by¢ dla zwierzgcia
bodzcami awersyjnymi i unikaja ich samo-podawania 13!, Nizsze dawki psychostymulantow,
ktore mogg by¢ dawkami nagradzajacymi, wykazujg u gryzoni réwniez efekt uwrazliwiania
(sensytyzacji). Sensytyzacja w tym przypadku oznacza, ze z kazdym dniem ekspozycji na
kokaine, obserwuje sie coraz to wigksze wywotane przez nig efekty behawioralne 1314,

W przypadku kokainy podawanej myszom zaobserwowano rowniez zmiang jej wartosci
w czasie trwania jej efektow, co wykazano testem CPP. Gdy zwierze dostawato zastrzyk
kokainy tuz przed wlozeniem go do aparatu behawioralnego, w przysztosci chetniej odwiedzato
kompartyment skojarzony z podaniem narkotyku. Jesli jednak mysz zostata wtozona do takiego
kompartymentu pdzniej, ok. 15 min od rozpoczecia dziatania narkotyku, to w przysztosci go
unikata '°. Szczegdlnie skomplikowane wlasno$ci nagradzajace obserwuje si¢ w przypadku
psychodelikéw np. ketaminy. W testach CPP, w zalezno$ci od warunkow eksperymentalnych,
moze ona wykazywac wlasciwosci apetytywne, awersyjne lub tez pozostawaé bez efektow na
zachowanie zwierzecia °. Te i podobne obserwacje sugeruja, ze substancje psychoaktywne sa
bodZcami o nieoczywistej warto$ci i wywotywane przez nie efekty sa zazwyczaj mieszaning
uczu¢ pozytywnych i negatywnych. To, ktory efekt bedzie przewazajacy zalezy m.in. od

stezenia substancji oraz od czasu jaki minat od jej podania *'.

1.1.3. Kokaina

Kokaina (metylobenzoiloekgonina) jest substancja pochodzenia roslinnego
pozyskiwang poprzez ekstrakcje z liSci krasnodrzewu pospolitego (Erythroxylon coca), ktory
jest rosling krzewiasta dziko rosnaca w gorach Ameryki Pomocnej 8. Zaliczana jest do
stymulantéw i podobnie do innych substancji z tej grupy wywotuje u ludzi pobudzenie
ruchowe, zwiekszenie czujnosci, poczucia szczescia i energii oraz pobudzenie seksualne ’.
Kokaina jest uzywka popularng na catym $wiecie, ktora najczegsciej zazywana jest poprzez jej
wachanie. Szacuje si¢, ze okoto 5% obywateli Unii Europejskiej sprobowato kokainy chociaz
raz w zyciu (Ryc. 2) °. Jednoczesnie, obserwuje sie tendencje wzrostowa liczby jej
uzytkownikow i liczby osob zgtaszajacych si¢ do leczenia z uzaleznienia od niej. W Polsce
kokaina jest uzywka stosunkowo mato popularng i w ankiecie z 2020 r. tylko 0,5% osob
w wieku 15-34 lat przyznalo sie do jej uzywania (Ryc. 2) 1°.

Skutki dziatania kokainy czesto badane sg na gryzoniach, ktore poddane jej dziataniu
wykazuja pobudzenie objawiajace si¢ m.in. podwyzszong aktywnos$cig lokomotoryczng.
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Ponadto, obserwuje si¢ u nich zwigkszenie zdolnosci fizycznych — moga one np. biegac
z wicksza predkoscig i efekt ten jest skalowalny wraz ze stgzeniem podanej kokainy. Kokaina
Zmienia rowniez wzorzec zachowan zwierze¢cia w obliczu zagrozenia i myszy poddane jej
dziataniu sg bardziej skore do walki lub ucieczki niz do pozostania w bezruchu (ang. freezing),

gdy drapieznik jest w poblizu 2.

% 0sob zazywajgcych kokaine chociaz raz w zyciu

w wieku 15-64 % w wieku 15-16 A

I 11,2 I4,8
0,5 " o ;

Ryec. 2: Uzywanie kokainy w Unii Europejskiej. Mapy Europy z szacunkowymi wskaznikami
uzywania kokainy wsrod populacji w roznym przedziale wiekowym. W Polsce, jak i wiekszosci
krajow bytego bloku wschodniego obserwuje si¢ wiecej uzytkownikow kokainy wsrdd uczniow
w porownaniu do ogoétu populacji.

Mapy wykonano na podstawie Europejskiego raportu narkotykowego *°. Brak danych dla 15-64
dla Belgii oraz Szwecji na mapie. Grupa dorostych byta r6zna dla niektorych krajow: 18-64 dla
Francji, Niemiec, Grecji, Wegier; 18-65 dla Danii i Estonii. Dla grupy 15-16 dane dla Belgii sg
tylko z Flandrii, a Niemiec tylko z Bawarii.

1.1.3.A Molekularne mechanizmy dzialania kokainy

Gléwnym molekularnym mechanizmem dziatania kokainy jest niekompetycyjne
blokowanie transporterow wychwytu zwrotnego dla trzech monoamin: dopaminy (Da),
noradrenaliny 1 serotoniny. Transportery te zlokalizowane sg na btonie cz¢$ci presynaptycznej
neuronu i reguluja poziom tych monoamin w szczelinie synaptycznej, czyli potaczeniu
pomiegdzy neuronami. Kokaina taczac si¢ z nimi blokuje proces wychwytu zwrotnego Da,
serotoniny i noradrenaliny, co skutkuje tym, ze sg one dluzej dostepne dla receptorow

zlokalizowanych w btonie postsynaptycznej (Ryc. 3) "8,
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Oproécz blokowania transportera wychwytu zwrotnego dla dopaminy (DAT), kokaina
wywoluje roéwniez jego autofagocytoze, czyli kontrolowany rozktad biatka. Proces ten
rozpoczyna si¢ juz kilkanascie minut po ekspozycji neuronu na nawet niskie dawki kokainy

i rowniez skutkuje zwickszeniem dostgpnosci Da dla receptorow W szczelinie synaptycznej 2.

nagrody kokaina
naturalne

Ryc. 3: Poréwnanie wplywu wplywu nagréd naturalnych i kokainy na dostepnos¢
dopaminy w szczelinie synaptycznej. A) Jednym z miejsc w mozgu, gdzie produkowana jest
Da jest pole brzuszne nakrywki (VTA), ktére wydziela ja m.in. do jadra potlezacego (ACB). B,
C) Zarowno nagrody naturalne, jak i kokaina promuja wydzielanie Da do szczeliny
synaptycznej (B(1), C(1)). W przypadku nagrod naturalnych, wzrost poziomu Da jest
przejsciowy i zostaje ona usunieta ze szczeliny poprzez DAT (B(2)). Obecna w szczelinie
synaptycznej kokaina blokuje DAT, ktory staje si¢ niefunkcjonalny, a Da jest dtuzej
I W wiekszym stezeniu dostepna dla receptorow na neuronach ACB (C(3)).

1.2. Uklad nagrody

Uktadem nagrody zwykto si¢ nazywac kilka struktur w mozgu, ktére wspolnie biorg
udziat w ocenianiu bodZcow apetytywnych, posredniczeniu w odczuwaniu przyjemnos$ci oraz
wywotywaniu motywacji do pozyskania nagrod. Do tego uktadu zazwyczaj zaliczany jest
hipokamp, cialo migdatowate, pragzkowie (w tym jadro potlezace, ACB) oraz kora
przedczotowa, czyli struktury otrzymujace silne projekcje dopaminergiczne z pola brzusznego

nakrywki (VTA) 2223,
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1.2.1. Rola dopaminy w przetwarzaniu nagréd

Da uwalniana z neuronow VTA jest podstawa do prawidlowego oceniania r6znych
bodzcow apetytywnych i odpowiada za efekty nagradzajace zwigzane z dostarczeniem nagrod
23 Aktywno$é VTA jest rowniez kluczowa do wywolywania zachowan motywacyjnych
u zwierzat. Gryzonie mogace elektrycznie samo-pobudzac u siebie t¢ strukture chetnie to robia,
co $wiadczy o nagradzajacych efektach takiej stymulacji 2.

Podczas ekspozycji zwierzecia na nagrody naturalne obserwuje si¢ zwigkszong
aktywnos$¢ neuronéw dopaminergicznych w VTA (Ryc. 4A) 26, Zauwazono jednak, ze ta
zwigkszona aktywnos¢ jest skutkiem gtownie nowych nagrdd, tj. takich, ktorych zwierzg nie
spodziewato sie otrzymaé 2’. Tlo§¢ uwalnianej wtedy Da koreluje z wielkoscia nagrody, co
$wiadczy o posrednim kodowaniu informacji o bodzcu apetytywnym przez neurony VTA 28,
W przypadku kilkukrotnej prezentacji zwierzeciu tej samej nagrody, aktywno$¢ neurondw
dopaminergicznych ulega habituacji i maleje wraz z kazdym jej kolejnym podaniem. Jesli
jednak taka prezentacje nagrody skojarzy si¢ zZ poprzedzajacym go bodzcem warunkowym, to
obserwuje si¢ stopniowe przesuniecie zwigkszonej aktywnosci VTA z prezentacji bodzca
bezwarunkowego na warunkowy 227, Innymi stowy, uwalnianie Da zacznie nastepowaé nie
podczas otrzymania samej nagrody, ale juz wczesniej — podczas prezentacji bodzca z nig
skojarzonego. Wtedy tez, w przypadku, gdy oczekiwana przez zwierze¢ nagroda nie zostanie
dostarczona po uprzedniej prezentacji bodZca warunkowego, aktywnos¢ neuronéw VTA spada
ponizej ich bazowej aktywnosci spontanicznej. Jesli z kolei warto$¢ dostarczonej nagrody
bedzie wicksza od tej oczekiwanej, to nastapi kolejne uwolnienie Da 2’. Obserwacje te
doprowadzily do stworzenia hipotezy, ze neurony dopaminergiczne w VTA nieustannie
oceniaja roznice pomigdzy oczekiwang i otrzymang nagroda, co nazywane jest bledem

przewidywania nagrody (ang. reward prediction error) 2?7,

1.2.2. Inne funkcje dopaminy w mézgu

Kolejng dobrze poznang funkcjg Da u ssakow jest regulacja funkcji ruchowych. Funkcje
te zazwyczaj wigze si¢ z nigrostriatalnym szlakiem dopaminergicznym, czyli potagczeniami
neuronalnymi pomigdzy istota czarng a jadrem ogoniastym i skorupa. Zaburzenia tego szlaku
obserwuje si¢ np. w chorobie Parkinsona, ktéra skutkuje znacznym upos$ledzeniem

lokomotoryki 2,
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Rozwd¢j nowych technik eksperymentalnych w ostatnich latach pozwolit na znaczne
uzupetnienie wiedzy o roli Da w mézgu. Przede wszystkim, udoskonalono metody pozwalajace
z duza doktadno$cig czasowg i1 przestrzenng badaé jej wyrzuty w réznych czesciach mézgu,
takie jak woltamperometria czy obrazowanie fluorescencyjnych sensoréw Da (np. dLight,
GRAB) % 27 Dzieki nim odkryto m.in., ze w kontroli lokomotoryki wazna role ma tez Da
uwalniana do prazkowia z VTA. Jej fluktuacje reguluja spontaniczno$¢ zachowan zwierzecia,
a nagle wyrzuty poprzedzaja rozpoczecie eksploracji terytorium 2. Ponadto, odkryto, ze
wyrzuty Da w ACB towarzyszg nie tylko nagrodzie, ale réwniez innym nieoczekiwanym przez
zwierze bodzcom. Podobnie jak w przypadku nagrod, kilkukrotna prezentacja takiego bodzca
skutkuje habituacjg zarbwno wyrzutow Da, jak i zachowan zwierzecia, ktore przestaje na niego
reagowaé. Ponadto, wyrzuty Da towarzysza przysztej asocjacji bodzca warunkowego
z bezwarunkowym i ich zablokowanie uposledza proces uczenia (réwniez awersyjnego) 2.

Te i podobne obserwacje skomplikowaty nieco obraz funkcji Da w mozgu jednak
ogoblnie podsumowujgc wiedze¢ na jej temat mozna stwierdzi¢, ze jest ona uwalniana do
roéznych, niemal wszystkich czg¢sci mozgu w odpowiedzi na prezentacje nowych bodzcow.
Moduluje ona procesy uczenia sig, ale jest tez odpowiedzialna za modyfikacje wzorcow

ruchowych.

1.2.3. Uklad dopaminergiczny a uzaleznienia

Niezaleznie od watpliwosci odnosnie wszystkich funkcji Da, niezachwiana pozostaje
istotno$¢ sprawnego dzialania uktadu dopaminergicznego w perspektywie zaburzen i chordb
moézgu, takich jak zespo6t nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD) czy
choroba Parkinsona®. Zmiany w obrebie uktadu dopaminergicznego sa rowniez kluczowe do
powstawania uzaleznien od substancji psychoaktywnych, czyli kompulsywnych jej
poszukiwaniach oraz uzywaniu pomimo negatywnych konsekwencji takiego dziatania ®.

Wszystkie substancje farmakologiczne wykazujace wilasciwosci nagradzajace dla
zwierzecia i posiadajace charakter uzalezniajacy wywotuja wyrzuty Da w mozgu 343°. Co
ciekawe, uwalnianie Da na skutek ekspozycji na psychostymulanty nie ulega zmniejszeniu wraz
z kolejnymi ich podaniami (jak to ma miejsce w przypadku nagrod naturalnych; Ryc. 4B) ¥'.

Zwigzane jest to z ich bezposrednim dziataniem na neurony i doprowadzilo do stworzenia

koncepcji nagrod farmakologicznych, ktére sa zawsze lepsze od oczekiwanych (Ryc. 4C) %,
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Uposledzenie uktadu dopaminergicznego np. przez uszkodzenia neuronow VTA
powoduje zmniejszenie samo-podawania kokainy u szczuréw *°. Ponadto, myszy z genetycznie
zmniejszong liczbg DAT nie wykazujg zwigkszonej aktywno$ci lokomotorycznej po ekspozycji
na kokaing “°. Podobnie zaburzenie autofagocytozy DAT blokuje wtasno$ci nagradzajace tego
stymulanta 2.

Wydaje si¢ wigc, ze zdolno$¢ substancji psychoaktywnej do wplywania na uktad
dopaminergiczny jest warunkiem koniecznym do powstania uzaleznienia. Dlatego tez struktury
otrzymujace projekcje dopaminergiczne, zwlaszcza z VTA, staly si¢ gtownymi regionami,
gdzie badano efekty dziatania substancji o potencjale uzalezniajacym > %2, Jednocze$nie warto
zaznaczy¢, ze substancje psychoaktywne ktérych mechanizm dziatania opiera si¢ na innych niz
dopaminergiczny ukladach w moézgu (np. niektére psychodeliki wptywajace na ukiad

serotoninergiczny), wydaja sie nie wykazywaé wtasciwosci uzalezniajacych 7.

A B Wskazéwka C
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Wyrzut dopaminy
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Ryc. 4: Pogladowe porownanie wplywu ekspozycji na nagrody naturalne
| farmakologiczne na wyrzuty dopaminy w mézgu. A) Nagrody naturalne poczatkowo
powodujg wyrzut dopaminy (Da) w mozgu szybko po jej ekspozycji. W przypadku kilkukrotnej
ekspozycji zwierzecia na nagrode¢ oraz sparowaniu jej ze wskazoéwka (bodZzcem warunkowym)
obserwuje si¢, ze wyrzuty te nastgpuja wczesniej, juz podczas ekspozycji zwierzgcia na
wskazowke. B) Narkotyk powoduje odwleczone w czasie wyrzuty Da. Farmakologiczne
dziatanie tych nagrod powoduje, ze wyrzuty Da nie zmniejszajg si¢ tak bardzo jak w przypadku
nagrod naturalnych. Jednoczesnie, przy sparowaniu dostarczenia narkotyku ze wskazdwka,
obserwuje si¢ tez natychmiastowy wzrost Da juz podczas pokazania wskazowki. C) Wyrzuty

Wielokrotna
A h ekspozycja
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Da podczas ekspozycji zwierzgcia na wskazowke dotyczacg nagrody naturalnej szybko osiggaja
plateau. W przypadku nagréd farmakologicznych, wskazowki te po dtuzszym czasie majg duzo
wickszg warto$¢. Wykres powstat na podstawie figury 4 w Keiflin R. 1 Janak PH., Neuron,
(2018).

1.2.4. Receptory wrazliwe na dopamine

W mozgu ssakow wyrdznia si¢ pie¢ receptorow wrazliwych na Da. Wszystkie z nich sg
receptorami metabotropowymi, a ich nazwy oznaczone sa cyframi od 1 do 5: DRD1
(ang. dopamine receptor D1), DRD2, DRD3, DRD4 i DRD5. Na podstawie funkcji biatek G,
z jakimi si¢ 1aczg oraz efektow, jakie wywoluja na aktywnos$¢ komoérki, mozna podzieli¢ je na
dwie grupy. Pierwsza grup¢ stanowig sprz¢zone z biatkiem Ggolf receptory typu D1, w sktad
ktoérych wehodzag DRD1 oraz DRDS. Druga grupe stanowia sprzezone z biatkiem Gijo receptory
typu D2: DRD2, DRD3 i DRD4 %°,

Aktywacja tych dwoch typow receptorow w czesci postsynaptycznej aktywuje rozne
szlaki sygnatowe, ktore majg przeciwstawne skutki dla fizjologii komorki nerwowej (Ryc. 5).
Przede wszystkim, aktywacja receptorow typu DI zwicksza syntezg¢ cyklicznego
adenozyno-3',5’-monofosforanu (CAMP), a pobudzenie receptoréw typu D2 hamuije ja 2°. Szlak
CAMP, dziatajac poprzez biatkowa kinaze A (PKA) oraz kinaz¢ regulowang sygnatem
zewnatrzkomérkowym (ERK), posredniczy w wielu procesach komodrkowych, m.in.
wplywajac na przepustowos¢ napieciowo-zaleznych kanaléw sodowych reguluje pobudliwos¢
komorki nerwowej. Ponadto, wptywa na napigciowo-zalezne kanaly potasowe KCNQ oraz
kanaty potasowe zalezne od biatka G (GIRK) 24142 Regulujac prawdopodobienstwo otwarcia
tych kanalow zmniejszaja lub zwigkszaja zalezny od wyptywu potasu potencjal

hiperpolaryzacyjny nastepczy (AHP) 42

. Podsumowujac, receptory typu D1 zwigkszaja
pobudliwo$¢ neurondéw, atypu D2 zmniejszaja ja. Ponadto, receptory typu D2 moga by¢
zlokalizowane w cze$ci presynaptycznej neuronu, gdzie ich aktywacja hamuje uwalnianie
neurotransmiteréw 2. Receptory typu D1 i D2 czasem mogg tworzyé kompleksy D1-D2, ktére
poprzez biatko Gq prowadza do cigcia fosfolipazy C (PLC) i uwalniania Ca?*
z wewnatrzkomorkowych magazynow wapnia .

Sposrod 5 receptorow dla Da, najlepiej poznanymi zostaty DRD1 oraz DRD2. Do
zrozumienia roli tych receptoréw przyczynity si¢ dobrze scharakteryzowane zwierzgce modele
badawcze, w szczegolnosci mysie linie posiadajace biatka fluorescencyjne lub rekombinaze

Cre w neuronach z ekspresja drdl oraz drd2 4. DRD1 oraz DRD2 wystepuja powszechnie
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w osrodkowym uktadzie nerwowym gryzoni i w przypadku niektorych struktur, np. ACB,
niemal wszystkie neurony posiadaja ktory$ z tych receptorow. Zazwyczaj obserwuje si¢
podobng liczb¢ komoérek majacych na swojej powierzchni DRD1 lub DRD2, a komorki
Z oboma receptorami stanowig rzadko$¢ i dotycza niewielkich obszaréw mozgu, np. brzusznej
czesci ciata prazkowanego #°. Podobnie, obecnosé tylko jednego z tych receptorow w obrebie
jednego regionu jest rzadko spotykana i takimi strukturami sg np. przysrodkowa czg$¢ ciata
prazkowanego posiadajaca tylko DRD2 oraz jadra wtracone (ang. intercalated nuclei; ITC)
z DRD1 4041,

Wspomniane mysie linie z genem biatka Cre pod promotorami drdl oraz drd2
(DRD1-Cre i DRD2-Cre) w potaczeniu z technikami manipulacji aktywno$cig neurondow przy
uzyciu opto- lub chemogenetyki umozliwily specyficzng manipulacje aktywnoscia
dopaminosensytywnych komorek. W kombinacji z obrazowaniem genetycznie kodowanych
fluorescencyjnych znacznikéw wapnia pozwolily tez na obserwacj¢ aktywnosci komorek
DRD1- i DRD2-pozytywnych (DRD1+, DRD2+) podczas roznych zachowan zwierzat *4. Rola
DRD1 i DRD2 zostatla najlepiej poznana w ACB, gdzie byla szczegélowo badana
m.in. w kontekscie ekspozycji myszy na kokaine > 43, W ACB kokaina moduluje aktywno$¢
obu typoéw tych komorek, ale jej efekty na nie sg rézne: neurony z DRD1 zwigkszajg swoja
aktywno$¢, az DRD2 zmniejszaja j3. Ponadto, neurony DRDI1+ s3 aktywne podczas
poszukiwania narkotyku, a DRD2+ biorg udzial glownie w wygaszaniu procesow
motywacyjnych zwigzanych z jego poszukiwaniem *7,

Pozostate receptory dla Da sg znacznie rzadziej badane, ale niektore z ich unikatowych
wlasno$ci sugeruja, ze mogg mie¢ istotne funkcje w moézgu. DRD3 sg dos¢ mato liczebne
W mozgu gryzoni i znajduja si¢ gldwnie w obszarze powtoki ACB i w guzkach wechowych.
Badania nad tymi receptorami sa dos¢ utrudnione, poniewaz czgsto kolokalizuja z DRD2.
DRD3 maja jednak od nich wyzsze powinowactwo dla Da, a ich rozréznienie mozliwe jest za
sprawa kilku specyficznych agonistow DRD3 “°%° DRD4 obecne sa glownie w czesci
postsynaptycznej neuronéw prazkowia i majg najwyzsze powinowactwo dla Da ze wszystkich
receptoréw dopaminosensytywnych. Ich unikatowa cecha jest wrazliwo$¢ na noradrenaling.
Ponadto, neurony DRD4+ maja wysokie powinowactwo dla leku klozapiny, co moze
swiadczy¢ o ich waznej roli w posredniczeniu efektow niektorych — substancji
antypsychotycznych 5. Ostatni z listy receptoréow, DRDS5, zlokalizowany jest gtéwnie w korze
przedczotowej. Brak jest selektywnych agonistow dla tego receptora, ale wiadomo, Zze ma

wicksze powinowactwo dla Da od DRD1 2,
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Typ D1 Typ D2 Kompleks

DRD1 DRD2 D1-D2
DRD5 DRD3
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Ryc. 5: Receptory dopaminowe w moézgu. Receptory typu D1 zwigkszaja poziom cAMP,
a typu D2 zmniejszaja go. cAMP zwickszajac przewodno$¢ kanatow sodowych i zmniejszajac
potasowych moduluje pobudliwosé¢ neuronu. Kompleksy heterodimerowe D1-D2 zwigkszaja
poziom wewnatrzkomérkowych jonéw wapnia.

1.3. Cialo migdalowate

Ciato migdatowate u ludzi jest czgscig ptata skroniowego i stanowi wazny element nie
tylko uktadu nagrody, ale tez og6lniej uymujac uktadu limbicznego, czyli struktur regulujacych
zachowania emocjonalne. Sktada si¢ z kilkunastu pomniejszych struktur, ktore mozna podzieli¢
na trzy gtowne cze¢sci: korowa, podstawno-boczng oraz srodkowo-przysrodkowa (Ryc. 6). Te
poszczegdlne czgsci maja r6zng budowe cytoarchitektoniczng oraz potagczenia W mozgu, wiec
okreslanie ich wszystkich jako cialo migdatowate jest raczej kwestia umowng wyniklg
z historycznych opisow, a nie rzeczywistej anatomii czy filogenezy -%°. Opiera sie on gloéwnie
Na zaangazowaniu wspomnianych struktur w przetwarzanie emocji oraz fakcie, ze wszystkie
one s3 silnie modulowane przez liczne neuropeptydy, takie jak wazoaktywny peptyd jelitowy
czy substancja P °,

Obecnie, w kontekscie wspolnych funkcji i komunikacji, odpowiednim wydaje sig¢
wyroznienie jadra srodkowego (CeA) oraz podstawno-bocznego ciata migdatowatego (BLA)
wraz z otaczajacymi je ITC. Czesci te majg ze sobg bezposrednie potaczenia, co powoduje, ze
moga by¢ traktowane jako jeden funkcjonalny obwod neuronalny wspolnie przetwarzajacy

bodzce 0 znaczeniu emocjonalnym®’.
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. Warstwa podptytkowa kory

Prazkowie

Okolica wechowa kory

Ryc. 6: Podzial anatomiczny ciala migdalowatego. A) Lokalizacja ciala migdalowatego
w mozgu myszy. B) Sekcja koronalna z Allen’owskiego atlasu mysiego mozgu (ang. Allen
Brain Atlas) z zaznaczonymi czg¢$ciami mozgu, ktore wchodzg w sktad ciata migdatowatego.
Kolorami zaznaczono cytoarchitektonicznie- i rozwojowo-podobne grupy struktur nalezace do
warstwy podplytkowej kory (ciemnozielony), prazkowia (jasnozielony) oraz okolic
wechowych kory (rozowy).

A — przedni (ang. anterior); p — tylni (ang. posterior); D — grzbietowy (ang. dorsal);
V —brzuszny (ang. ventral); LL — lewy boczny (ang. lateral left); RL — prawy boczny
(ang. lateral right). LA — jadro migdatowate boczne; BA — jadro migdatowate podstawne;
BMA — jadro migdatowate podstawne przysrodkowe; CeL — boczna cz¢$¢ jadra srodkowego
ciata migdalowatego; CeM — przysrodkowa czes$¢ jadra Ssrodkowego ciala migdatowatego;
ITC — jadra wtragcone; MEApd — jadro migdatowate przysrodkowe, czg¢s$¢ tylno — grzbietowa;
MEAav — jadro migdatowate przysrodkowe, czes¢ przednio-brzuszna; COApl — jadro
migdatowato korowe, czg$¢ tylno-boczna przednia; PAA — pole migdatowato-gruszkowe.
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1.3.1. Jadro podstawno-boczne ciala migdalowatego

1.3.1.A Anatomia jadra podstawno-bocznego ciala migdalowatego

BLA w moézgu gryzoni jest zazwyczaj tatwe do wyrdznienia, poniewaz jest otoczone
warstwa istoty biatej oraz ITC, ktore oddzielaja je od sasiednich struktur %8, Komoérki BLA
tworza rozproszong sie¢ sktadajaca si¢ z populacji komorek pobudzajacych, hamujacych
interneuronéw a takze projektujacych komorek hamujacych %%l Ze wzgledu na swoja
jednorodnos$¢ cyto-architektoniczng czesto traktowane jest jako jedna struktura w mozgu,
jednak mozna wyrdznié jego cze$é podstawng oraz boczng 4. Innym podzialem BLA jest
wyszczegolnienie jego czesci przedniej (tac. anterior) i tylnej (tac. posterior) 2. Za takim
podzialem przemawia przestrzenne roztozenie w BLA typéw komorek z obecnoscia dwoch
markerow komorkowych: biatka r-spondyny 2 (ang. r-spondin 2; komorki Rspo2+) oraz
podjednostki regulatorowej 1B fosfatazy 1 (ang. phosphatase 1 regulatory subunit 1B; komorki
Ppplrlb+) %2,

1.3.1.B Funkcje jadra podstawno-bocznego ciala migdalowatego

W BLA spotykaja si¢ projekcje przychodzace z rdéznych struktur moézgowych
odbierajgcych informacje o bodZcach awersyjnych i apetytywnych . BLA otrzymuje tez
informacje sensoryczne ze wzgdrza, monoaminergiczne potaczenia ze §rédmozgowia oraz
potaczenia kontrolujace zachowania z kory przedczotowej 8. Bogate potaczenia BLA z reszta
centralnego uktadu nerwowego czynia je jednym z tzw. centrow mozgowych (ang. brain hubs),
w ktérym nastepuje integracja sygnalow o réznej modalnoéci zmystowej *°.

Funkcje BLA byly podstawg wielu badah na przestrzeni dziesigcioleci, podczas ktorych
zmienialy si¢ koncepcje na temat jego znaczenia w funkcjonowaniu mozgu. Poczatkowo, roli
BLA upatrywano w kodowaniu wspomnien zwigzanych z negatywnymi doznaniami 4.
Zwigzane to bylo z obserwacjami prowadzonymi na szczurach, u ktorych zniszczenie tego
regionu catkowicie niwelowato efekty warunkowania strachu. Zauwazono tez jednak, ze lezje
BLA uposledzaja rowniez proces uczenia si¢ zwigzanego z nagrodami . Obecnie wiadomo,
ze w BLA sg komorki przetwarzajace zard6wno bodzce awersyjne, jak i apetytywne, a w ich
62,66,67

rozréznianiu biorg udzial komorki projektujace do réznych struktur w mozgu

W szczegolnoscei, komorki projektujace do CeA oraz do hipokampa sg aktywowane zarowno
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przez bodzce awersyjne, jak 1 apetytywne, natomiast neurony projektujace do ACB
odpowiadaja specyficznie na bodZzce o znaczeniu pozytywnym 7. W przetwarzaniu bodzcow
apetytywnych 1 awersyjnych, istotnym wydaje si¢ tez by¢ podziat BLA na cz¢$¢ przednig
i tylng. Zlokalizowane gtéwnie w przednim BLA neurony Rspo2+ odpowiadajg za bodzce
awersyjne, a komoérki Ppplrlb+ z tylnego BLA przetwarzaja bodzce apetytywne °2.
W przypadku tych badan zauwazono rowniez, ze obie populacje tych komorek majg bogate
projekcje do CeA. Wyszczegdlniono jednak, ze komoérki z czesci przedniej (przetwarzajace
bodzce awersyjne) projektuja gtownie do czesci torebkowej CeA. Czes$¢ tylna BLA ma swoje
ujécia z kolei gtéwnie w przysrodkowym i bocznym CeA °2,

Obecnie uznaje si¢, ze BLA jest jedng ze struktur obliczajacych wartos¢ bodzcow
i biorgcych udziat w podejmowaniu decyzji o podtozu emocjonalnym . BLA koduje réwniez
wspomnienia o nagrodach farmakologicznych, m.in. kokainie. Blokowanie BLA po uprzednim
tescie CPP powodowato, ze zwierze tracito preferencje do miejsca skojarzonego z kokaing.
Ponadto, sztuczne pobudzenie neuronéw BLA budujacych wspomnienie zwigzane z kokaing
wywolywato odpowiedZz behawioralng podobna do tej zwigzanej z otrzymaniem samego

narkotyku ©8.

1.3.2. Jadra wtracone

ITC jest malg strukturg oddzielajgca BLA od CeA 1 posredniczacg w przesytaniu
informacji pomiedzy tymi jadrami °’. ITC otrzymuje projekcje pobudzajace z BLA, ale
w zwigzku z tym, Ze jest to struktura sktadajaca si¢ catkowicie z komoérek hamujacych, jego
rola polega gléwnie na hamowaniu CeA. Wszystkie neurony w ITC sg rowniez komorkami
wrazliwymi na Da i posiadajg na swojej powierzchni receptory DIDR “®. Co ciekawe, akurat
w tych komorkach, Da taczac si¢ z D1IDR powoduje hiperpolaryzacj¢ btony komorkowej, co
zmniejsza pobudliwo$¢ tych neuronow. Skutkuje to zmniejszeniem hamowania CeA i w efekcie

odhamowaniem aktywnosci sieci neuronalnej w obrebie ciata migdatowatego 8.
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1.3.3. Jadro Srodkowe ciala migdalowatego

CeA w mozgu myszy zlokalizowane jest przysrodkowo do BLA, od ktorego
odgraniczone jest warstwg istoty biatej (torebka zewnetrzng) oraz ITC. Mozna wyr6zni¢ dwie
glowne czesci CeA: czgs$¢ przysrodkowy jadra srodkowego (CeM) oraz czg$¢ boczng jadra
srodkowego (CeL). Podzial ten jest dobrze widoczny w mézgu gryzoni dzigki projekcjom
z BLA do CeA, ktdre tworza widoczng granice pomiedzy tymi czesciami %°. Ponadto, CeM
i CeL u gryzoni sktadajg si¢ z roznych typow komorek, ktore otrzymuja i wysytajg odrgbne
projekcje neuronalne °. Obok CeM i CeL, czasem wyrdznia si¢ tez czeg$¢ torebkowa jadra
srodkowego (CeC), jako te zlokalizowang najblizej BLA 1 tylko w obrebie przedniej czesci
CeA. CeC nie ma jednak wyraznych granic odrézniajagcych go od pozostatych czesci CeA
i wyodrebni¢ go mozna tylko dzigki kilku specyficznym markerom komoérkowym, m.in.
peptydu kodowanego genem Kkalcytoniny (ang. calcitonin gene-related peptide) .
W przesztosci wyrdzniano rowniez cze$¢ brzuszng jadra srodkowego (CeV) ale obecnie uznaje
si¢ je za cze$¢ CeM 72,

Glowne projekcje do CeA przychodza z BLA. Ponadto, otrzymuje projekcje
monoaminergiczne oraz projekcje z roznych czgsci moézgu, m.in. z hipokampa, kory smakowej

i wechowej, wzgorza, podwzgorza, VTA oraz skorupy &7473,

1.3.3.A Funkcje jadra srodkowego ciala migdalowatego

CeA w mdzgu gryzoni jest stosunkowo niewielka struktura, ktora jednak charakteryzuje
si¢ zaskakujaco duza réznorodnoscia typow neurondow °* %, Jest rowniez jedna ze struktur
0 najwiekszym bogactwie receptoréw dla roznych neuroprzekaznikow i hormonéw, m.in. dla
Da, acetylocholiny, noradrenaliny, serotoniny i enkefalin 2. Receptory te aktywowane sa
podczas przetwarzania roznych stanow emocjonalnych i niektore z nich zlokalizowane sa scisle
w konkretnych czegsciach CeA i np. specyficznie w CeL obecne sg neurony wrazliwe na
oksytocyng, a w CeM na wazopresyng °. Z uwagi na niewielkie wymiary CeA, czesto nie
wyroznia si¢ jednak jego poszczegodlnych podjednostek i traktowane jest jako jedna struktura.
W badaniach tych pokazano jego zaangazowanie w przetwarzanie informacji o bodzcach
0 znaczeniu emocjonalnym, zaréwno tych pozytywnych, jak i awersyjnych ®%, Pokazano, ze
jest rowniez miejscem przynajmniej czesciowo zaangazowanym w kodowanie tego typu

pamieci, o czym $wiadcza lezje CeA skutkujace uposledzeniem efektow uczenia si¢ ®’7. CeA
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badano réwniez w kontek$cie przetwarzania nagrod farmakologicznych i wykazano jego
zaangazowanie m.in. w odpowiedz behawioralng zwierzecia na alkohol "8, Alkohol zwigksza
prady hamujgce w obrebie CeA, a odstawienie zwierzecia od dostepu do alkoholu powoduje
reorganizacje sity potaczen neuronalnych w tej strukturze "°%. Aktywnosé CeA moze sic
réwniez zmienia¢ podczas ekspozycji zwierzecia na inne substancje psychoaktywne i pokazano

m.in. zmieniong ekspresje gendéw w jego neuronach pod wplywem kokainy 48182,

1.3.3.B Rola czesci przysrodkowej i bocznej jadra Srodkowego ciala migdalowatego

W mozgu

CeM i CeL sktadaja si¢ z odrebnych typow komodrek odbierajacych i wysytajacych
rézne projekcje aksonalne. Ponadto, neurony CeM i CeL tworza wzajemnie si¢ regulujacy
mikroobwo6d neuronalny. Pobudzanie projekcji z BLA dochodzacych do sktadajacego sie
niemal catkowicie z komorek hamujacych CeL, prowadzi do hamowania aktywnosci CeM
(Ryc. 7) #. Podobnie, zwigkszenie pobudliwosci komérek CeL poprzez pobudzanie jego
receptoréw dla oksytocyny, zwigksza prady hamujgce dochodzace do CeM. Jednoczes$nie, nie
zauwazono wystepowania takiej interakcji w druga strone i hamowanie komoérek CeM
pozostawato bez wptywu na aktywnos$¢ neuronéw w CeL °. W obrebie CeL zaobserwowano
rowniez lokalng interakcje pomiedzy dwoma znajdujagcymi si¢ tam populacjami komorek
hamujacych: neuronami z kinazg proteinowg C 6 (PKCd+) oraz neuronami somatostatynowymi
(SOM+) 84 Interakcja ta polega na tym, ze komorki SOM+ moga blokowaé aktywnos¢
neuronéw PKC3+ i tym samym hamowa¢ niektére rekcje defensywne zwierzecia 8.

Poszczegblne czesci CeA wykazuja roOwniez odmienne zaangazowanie w przetwarzanie
niektorych zachowan. W badaniach nad myszami i szczurami, ktére przeszly trening
warunkowania, wykazano ze to gtéwnie CeM jest aktywne gdy bodzcem wzmacniajacym jest
nagroda &. Aktywnoé¢ CeL z kolei wiaze sie gtéwnie z przetwarzaniem informacji o bodzcach
awersyjnych i jego udzial wzrasta w reakcjach typowo defensywnych °. W momencie gdy
danemu treningowi behawioralnemu towarzyszg zarowno emocje pozytywne, jak i negatywne
(np. podanie jedzenia zwierzeciu poddanemu restrykcji pokarmowej) to obserwuje si¢
aktywno$¢ wszystkich czesci CeA 62708687,

Projekcje wychodzace z CeA reguluja szereg odczu¢ emocjonalnych oraz réznych
zachowan m.in. defensywnych i drapiezczych ®8, Glownym wyjsciem sygnatu z obwodu

neuralnego w obrebie BLA-CeA jest CeM, ktore uznaje si¢ za strukture bramkujgcg wywotanie
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odpowiednich reakcji zwierzecia 2. Neurony CeM wysylaja dlugodystansowe projekcje
glutaminianergiczne i GABA-ergiczne do struktur pnia mozgu (istoty szarej
okotowodociggowej, PAG 1 jadra pasma samotnego, NTS), jader przykomorowych wzgorza
oraz ACB 889 CeM nie jest jednak jedynym wyjsciem sygnatu z CeA i komorki CeL rowniez
projektuja do PAG, przez co regulujg zachowania defensywne . Ponadto, komorki PKCS+
w CeL projektuja réwniez posrednio (m.in. przez istot¢ bezimienng) do LA. Ta petla zwrotna

jest wazna do prawidtowego powigzania bodzca warunkowego i bezwarunkowego podczas

procesu uczenia 84,

—> Projekcje pobudzajgce
—| Projekcje hamujgce

8 Interneurony hamujgce

- = » Projekcje do innych struktur
regulujgcych zachowanie

Ryc. 7: Polaczenia neuronalne w obrebie jadra podstawno-bocznego i Srodkowego ciala
migdalowatego.

LA —jadro migdatowate boczne; BA —jadro migdatowate podstawne; CeL —boczna czg$¢ jadra
srodkowego ciata migdalowatego; CeM — przysrodkowa cze¢s¢ jadra $rodkowego ciata
migdalowatego; ITC — jadra wtracone.
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1.4. Systemowe spojrzenie na mozg

1.4.1. Systemy w mozgu przetwarzajace informacje o kokainie

Przetwarzanie informacji o kokainie badane jest gtéwnie w obrgbie uktadu nagrody,
tworzonego przez struktury otrzymujace projekcje dopaminergiczne z VTA. Kokaina ma
jednak szersze dziatanie farmakologiczne i blokuje rowniez wychwyt zwrotny innych
monoamin: noradrenaliny i serotoniny. Biorgc pod uwage rozpietos¢ tych uktadow
monoaminergicznych, dziatanie kokainy bezposrednio wpltywa na prac¢ neurondéw w ogromne;j
czesci mozgu 1. Wszystkie te uktady wydaja sie by¢ rowniez waznymi w posredniczeniu
efektow dziatania kokainy. Zaburzenie ich gospodarki wptywa na wzrost motywacji, odczucie
przyjemnosci, zwickszong czujno$¢ a takze silng potrzebe kontaktu z innymi ludzmi %.

Wszystkie uklady monoaminergiczne wydaja si¢ rowniez przyczyniaé do
uzalezniajacych wilasnosci kokainy. Uposledzenie tylko jednego z nich nie jest wystarczajace
do zablokowania jej efektow nagradzajacych u gryzoni 9% W kontekscie uzaleznien
najwazniejszymi wydaja si¢ by¢ jednak uktady dopaminergiczne i serotoninergiczne, poniewaz
tylko ich wspolne zablokowanie jest niezb¢dne do catkowitego zniesienia motywacji

zwierzecia do poszukiwania narkotyku 4%,

1.4.2. Objetosciowe metody obrazowania mozgu

Przez wiele lat obrazowanie aktywnosci calego mézgu byto w duzej mierze ograniczone
do badan z udzialem ludzi, na ktérych mozliwe byto stosowanie m.in. funkcjonalnego
rezonansu magnetycznego (fMRI) lub elektroencefalografii (EEG). W przypadku zwierzat
0 mozgach duzo mniejszych niz ludzkie, techniki te zwykle zapewniaty bardzo niska
rozdzielczos¢ przestrzenng %.

Z tego powodu ekpsperymenty na zwierzetach przeprowadzano przy uzyciu innych
technik i badania te skupione byty najczesciej na funkcjach pojedynczych struktur ¥, Dopiero
rozw6] nowych technik eksperymentalnych pozwolit na skuteczne nagrywanie aktywnos$ci
z kilku populacji neuronéw. Przykladami takich technik zwanych objetosciowymi
(wolumetrycznymi) sa hemodynamiczne obrazowanie kory mozgowej, obrazowanie
ultradzwigkami, §ledzenie zmian wapniowych przy pomocy mikroskopii dwufotonowej oraz

wielokanatowe macierze elektrod 87%%. Inng technika o wysokiej rozdzielczosci przestrzenne;
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1 pozwalajagcej] na obrazowanie catego moézgu jest posSmiertne obrazowanie optycznie
oczyszczonych mozgow z wybarwionymi produktami genow, ktorych ekspresja skorelowana

jest z aktywno$cia neuronalna .

1.4.2.A Optyczne oczyszczanie tkanek

Tkanki wigkszo$ci zwierzat maja niskg przepuszczalno$¢ dla $wiatla widzialnego,
poniewaz sktadajg si¢ z mieszaniny lipidow oraz roztworéw wodnych. W zwiazku z tym, ze
woda i tluszcze to osrodki réznie zalamujace Swiatto, takie $rodowisko sprzyja jego
rozpraszaniu i blokuje jego przenikanie (Ryc. 8). Optyczne oczyszczanie tkanek ma na celu
zwigkszenie ich przezroczystosci, co uzyskuje si¢ poprzez stworzenie preparatu o mozliwie
jednolitym wspodtczynniku zatamania §wiatta 101102,

Techniki optycznego oczyszczania tkanek znane sg juz od poczatku XX w., ale dopiero
rozwdj mikroskopii i barwnikéw fluorescencyjnych sto lat podzniej umozliwit peine
wykorzystanie ich potencjatu, réwniez do badania moézgu. W ostatnim dziesigcioleciu
udoskonalono réwniez same procedury tworzenia preparatdow o wysokiej przezroczystosci
i wypracowano trzy sposoby ich tworzenia 1119, Pierwszy sposob polega na usunieciu lipidow
z tkanki przy jednoczesnym przepojeniu jej akrylamidem. Zastygniety akrylamid tworzy
szkielet zachowujacy strukture tkanki oraz podtrzymujgcy biatka. Drugim sposobem jest
odwodnienie preparatu i przepojenie go rozpuszczalnikiem organicznym. Zwigkszenie
przezroczystosci tkanki mozna w koncu uzyskaé przez jej hiperhydratacje 1.

Optymalna technika oczyszczania ma nie tylko zapewni¢ wysoka przezroczysto$¢
probki, ale rowniez umozliwi¢ badanie obecnosci jakiego$ biatka w tkance. Efekt taki mozna
uzyska¢ poprzez oczyszczanie tkanek genetycznie zmodyfikowanych zwierzat,
charakteryzujacych si¢ translacja fluoroforow wraz z ekspresja genu badanego biatka %4,
W tym wypadku oczyszczanie tkanki musi by¢ na tyle delikatne, by tej fluorescencji nie
wygasic. Kolejnym sposobem jest oczyszczenie preparatow polaczone
z immunohistochemicznym wybarwianiem pozadanych biatek. Jedna z technik oczyszczania
tkanek w polaczeniu z immunohistochemig jest iDisco+ (ang. immunolabelling-enabled
three-dimensional imaging of solvent-cleared organs) 1%019:106 podczas procedury iDisco+,
tkanka w pierwszym etapie zostaje odwodniona i wybielona przez szereg silnie draznigcych
odczynnikow organicznych i perhydrolu, ktore catkowicie wygaszaja endogenng fluorescencje

komoérek. Po tym etapie mozliwe jest jednak przeprowadzenie barwienia
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immunohistochemicznego bialek i w efekcie uzyskany preparat cechuje si¢ zar6wno wysoka
przezroczystoscia, jak i duzym sygnatem fluorescencji 1%.

Skuteczne optyczne oczyszczanie tkanek powoduje, ze maksymalna glebokos¢
obrazowania preparatu przestaje by¢ ograniczona przez rozpraszanie swiatla fluorescencyjnego
w tkance, a jedynie przez dystans roboczy obiektywu 1°21% Glowna komplikacjg obrazowania
oczyszczonych preparatdw w wysokiej rozdzielczosci jest jednak czasochtonnos$¢ catej
procedury. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ zastosowanie mikroskopii arkusza $wiatta
fluorescencyjnego. W tym przypadku mikroskop jest rodzajem ultramikroskopu, co oznacza,
ze probka oswietlana jest laserem pod katem 90° do obiektywu zbierajacego wyemitowang
fluorescencje (Ryc. 8). Dodatkowo, w mikroskopii arkusza $§wiatta wigzka lasera jest
sptaszczona przez zastosowanie odpowiednich soczewek, co skutkuje jednoczesnym
oSwietleniem duzej, ale plaskiej cze$ci preparatu. Podczas obrazowania, plaszczyzna
skanowania jest systematycznie przesuwana, co w efekcie umozliwia sprawne obrazowanie

catej probki 192,

A B

Rozpraszanie $wiatta Oczyszczony preparat
A(1) E w tkance z wyrdwnanym RI
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Ryc. 8: Poréwnanie roznych technik mikroskopowych A) W mikroskopii otwartego pola
duza czg$¢ preparatu jest o$wietlona jednoczesnie. Powoduje to naktadanie si¢ sygnatu
zmniejszajacg rozdzielczo$¢ obrazowania oraz wyS$wiecanie sie fluorescencji  (A(1)).
W mikroskopii dwufotonowej wzbudzenie fluorescencji nastepuje tylko w ogniskowej
obiektywu. Dzigki temu fluorescencyjne barwniki z pozostatlych warstw preparatu nie s3
wys$wiecane, ale zobrazowanie preparatu wymaga czasochtonnego skanowania go punkt po
punkcie (A(2)). W mikroskopii arkusza §wiatla obiektywy umieszczone po bokach stuza
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jedynie do o$wietlania preparatu $wiattem o sptaszczonej wigzce. Do zbierania sygnalu shuzy
duzy obiektyw umieszczony pod katem 90° do tej wigzki. Mikroskop ten pozwala na szybkie
obrazowanie duzych preparatow w wysokiej rozdzielczo$ci (A(3)). B) Tkanka wiekszoSci
zwierzat stanowi niejednorodng mieszaning lipidow i wody, ktore wielokrotnie zatamujg
promienie Swietlne i powoduja rozpraszanie Swiatta. W przypadku tkanki oczyszczonej oraz
wysyconej roztworem wyroéwnujacym wspotczynnik zatamania swiatta (RI), Swiatto nie ulega
rozpraszaniu i skuteczniej wzbudza fluorofory. C) Efekt oczyszczania tkanki metodg iDisco+
na przezroczysto$¢ preparatu. Zdjecie wykorzystane dzieki uprzejmosci mgr Diany Legutko.
Schemat A powstal na podstawie ryciny 4 w Pawlowska M i wsp., Postepy Biochemii, (2017).

1.4.2.B Wykorzystanie technik optycznego oczyszczania tkanek w neurobiologii

Optyczne oczyszczanie moézgu, pomimo ze jest do$¢ nowag technikg, znacznie
przyspieszylo poznawanie anatomii, funkcji i schorzen centralnego uktadu nerwowego.
Utatwito m.in. $ledzenie projekcji neuronalnych oraz obrazowanie rozwoju patologii moézgu,
np. nowotworzenia w tkance glejowej 63197,

Oczyszczanie mozgu potaczono réwniez ze znakowaniem komorek, w ktorych
nastgpita ekspresja genéw wczesnej odpowiedzi (ang. immediate early genes; IEGS),
towarzyszaca zmianom aktywnosci neuronalnej. Oczyszczanie potagczone z barwieniem c-Fos,
bedacego produktem jednego z IEGs, postuzylo do zbadania skutkéw odstawienia roznych
substancji farmakologicznych (m.in. alkoholu, opiatéw oraz stymulantéw) na prace mozgu 198
0 Dzieki tej technice zbadano tez skutki ekspozycji na bodzce zwigzane z podawaniem
alkoholu, oraz wzor aktywnosci mozgu podczas budowania wspomnien o bodzcach
awersyjnych 100111,

Obrazowanie oczyszczonych tkanek i inne techniki wolumetryczne pomogtly przypisaé
nowe funkcje poszczegdlnym czgsciom osrodkowego uktadu nerwowego. Jednakze, przede
wszystkim rzucity §wiatto na wystepowanie skomplikowanych interakcji pomigdzy odlegtymi

strukturami mozgowymi, ktore sa zaangazowane we wspolne przetwarzanie bodzcow 112,

1.5. Plastycznos¢ synaptyczna

Neuroplastyczno$¢ jest to zdolno$¢ neuronéw do modyfikacji ich skutecznos$ci
W przesytaniu sygnatu. Jednym z typow neuroplastycznosci jest plastyczno$é synaptyczna,
czyli dlugotrwaty proces reorganizacji potaczen pomiedzy neuronami — synaps '3, Hipoteza

odnosnie istnienia plastycznos$ci synaptycznej zostala stworzona niezaleznie przez dwdch
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badaczy: Jerzego Konorskiego oraz Donalda Hebba 415, Pierwszy z nich, Jerzy Konorski,
zaproponowal, ze molekularng podwaling uczenia si¢ jest reorganizacja synaps. Wazna
sktadows jego teorii bylo wystepowanie tej reorganizacji tylko w obrebie juz istniejgcych
potaczen w mozgu, ktore powstaty w trakcie rozwoju uktadu nerwowego 1*>118, Jerzy Konorski
zaproponowat roOwniez sam termin ,,plastyczno$¢ synaptyczna” na nazwe tego hipotetycznego
wtedy jeszcze fenomenu. Niezaleznie od jego rozwazan, Donald Hebb zapostulowat stynng
hipoteze, ze jesli komérka A stymuluje neuron B poprzez potgczenie synaptyczne, to
wielokrotne przesylanie sygnalu pomiedzy nimi spowoduje wzmocnienie tego potaczenia.
Takie wzmocnienie miato skutkowa¢ utatwiong komunikacjg tych neurondw w przysztosci

(Ryc. 9) 114,

2
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Ryc. 9: Glowna koncepcja zmian plastycznych pomiedzy neuronami. A, B) Poczatkowo
tylko neuron 1 jest w stanie pobudzi¢ komorke 3 (A), a polgczenie pomigdzy neuronami 2-3
jest za stabe do wywotania pobudzenia (B). C, D) W przypadku kilkukrotnej i jednoczesnej
aktywacji neuronow 1, 2 i 3 (C), potaczenia synaptyczne 2-3 ulega wzmocnieniu i neuron 2 jest
w stanie samodzielnie pobudzi¢ komorke 3 (D).
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1.5.1. Plastyczno$¢ synaptyczna a tworzenie §ladu pamigciowego

Teoria plastyczno$ci synaptycznej byta dobrze znang w $rodowisku naukowym, o czym
moze $wiadczy¢ popularno$c¢ jaka cieszyty si¢ prace Donalda Hebba oraz Jerzego Konorskiego.
Owczesny rozwoj techniki nie pozwalat jednak na jej dostateczne potwierdzenie i wykonywane
wtedy eksperymenty dostarczaty tylko posrednich dowodow na jej istnienie 118, Istnienie tego
fenomenu zostalo udokumentowane dopiero niemal trzy dekady pdzniej, w roku $mierci
Jerzego Konorskiego w 1973, kiedy to Timothy Bliss i Terje Lemo opublikowali wyniki
eksperymentu polegajacego na kilkukrotnej 1 jednoczesnej stymulacji neurondéw
pre- i postsynaptycznych w hipokampie. To parowanie poskutkowato wzrostem amplitudy
pradow wywotanych przez stymulacje tego polaczenia, co skonkludowano jako wyraz
wzmocnienia synaps pobudzajacych pomigdzy tymi neuronami %',

Zaobserwowany proces nazwano dlugotrwatym wzmocnieniem postsynaptycznym
(ang. long term potentiation, LTP), a istnienie zjawiska plastycznosci synaptycznej zostato
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powszechnie zaakceptowane. Wkroétce odkryto roéwniez, ze wywotanie LTP pomigdzy dwoma
neuronami moze skutkowaé jednoczesnym ostabieniem sity innych potaczen w obrebie sieci
nerwowej 8. Proces ten udato si¢ tez wywotaé poprzez stymulacje neuronu pradami o niskiej
czestotliwosci 1 nazwano go dlugotrwalym ostabieniem postsynaptycznym (ang. long term
depression, LTD) 1°,

LTP i LTD sa procesami o przeciwstawnych skutkach na sit¢ potaczenia synaptycznego
1 poczatkowo upatrywano roli wzmocnienia synaps pobudzajgcych w uczeniu si¢, a LTD
W wygaszaniu wspomnien 2120 Obecnie jednak uznaje si¢, ze oba procesy moga by¢
angazowane w tworzenie $ladow pamieciowych i ich wystapienie podczas uczenia si¢ zostalo
wielokrotnie udokumentowane 29121 Podobnie, zablokowanie tych form plastycznoéci
uposledza rozne formy nauki u zwierzat 2212,

W toku badan nad neuroplastycznos$cia zauwazono, ze niekoniecznie jest ona tylko
odpowiedzig obwodow neuronalnych na zmiang¢ ich aktywnos$ci podczas uczenia. Procesy
plastyczne szczegélnie intensywnie wystepuja tez podczas rozwoju neuronalnego, kiedy sa
podstawa ustalania si¢ homeostazy sieci nerwowej i ksztattowania funkcji mézgowych 12412,
Funkcjonalne zmiany synaps nastepuja rowniez podczas tzw. plastycznosci okolodobowej,

kiedy zaleza od pory dnia i stanowia wazng role w rytmice behawioralnej zwierzat 125

1.5.2. Mechanizmy plastyczno$ci synaptycznej

Mechanizmy plastycznos$ci synaptycznej zazwyczaj bada si¢ in vitro (na hodowlach
neuronalnych) lub ex vivo (na skrawkach mézgu). LTP i LTD w komorkach z takich preparatow
mozna wtedy sztucznie wywota¢ na drodze stymulacji chemicznej lub elektrycznej. Do
elektrycznego wywotania LTP stosuje si¢ stymulacj¢ projekcji do neuronu pragdem o wysokiej
czestotliwosci, a do LTD pradem o niskiej czestotliwosci 113, Chemiczne LTP mozna wywotaé

np. poprzez zwiekszenie poziomu cAMP w neuronie 2’

. Wzmocnienie synaptyczne mozna tez
wywolaé zwickszajac poziom Ca®* w neuronie poprzez laserowe uwalnianie zwiazanego
glutaminianu (ang. glutamate uncaging). Technika ta umozliwia precyzyjne uwalnianie
glutaminianu, ktory pobudza receptory dla kwasu
a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (AMPAR) lub
N-metylo-D-asparaginowego (NMDAR) w obrebie jednego potaczeniu synaptycznego 1%,
Chemiczne LTD mozna wywota¢ m.in. poprzez aktywacje receptorow metabotropowych

glutaminianergicznych typu 1 (ang. metabotropic glutamate receptor 1; mGluR 1) ich agonista,
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dihydroksyfenyloglicyna (DHPG) !2°. LTP i LTD moze tez byé skutkiem plastycznosci
synaptycznej zaleznej od czasowej synchronizacji aktywno$ci neuronalnej (ang. spike
timing-dependent plasticity; STDP). STDP wywotuje si¢ poprzez parowanie stymulacji
neuronu pre- i post-synaptycznego w odpowiednim oknie czasowym. Gdy to parowanie jest
synchroniczne, to skutkuje LTP, a gdy odwleczone w czasie to zwykle nastepuje LTD 123,

LTP i LTD to kilkufazowe i rozciagnig¢te w czasie procesy, ktére moga trwa¢ nawet
kilka godzin (Ryc. 10). W ich przebieg uczestniczy wiele réznych elementow maszynerii
komorkowej, ktore sg angazowane na ich kolejnych etapach. Pierwszg fazg obu procesow jest
nagle zwickszenie wewnatrzkomérkowego poziomu Ca?* poprzez CP-AMPAR (AMPAR
przepuszczalne dla Ca?"), NMDAR, napieciowo-zalezne kanaly wapniowe lub receptory
metabotropowe glutaminianergiczne 1'31% To, ktéra zmiana plastyczna nastapi na skutek
naptywu Ca?*, zalezy od intensywnosci tego wzrostu: duzy poziom prowadzi do LTP,
a umiarkowany do LTD. Nastepna fazg jest krotkotrwate wzmocnienie LTP (lub LTD), ktére
aktywuje mechanizmy podtrzymujace podwyzszony poziom Ca?* w komorce, m.in. poprzez
uwalnianie go z retikulum endoplazmatycznego. Utrzymujacy si¢ przez ok. kilkadziesigt
sekund zwickszony poziom Ca?" prowadzi do wczesnych faz LTP lub LTD (E-LTP lub
E-LTD). Gloéwna rolg przejmuja wtedy kinazy dostepne w komorce, a w szczegolnosci szlak
sygnatowy kinazy bialkowej zaleznej od kalmoduliny II (CaMKII) 1 kinazy biatkowej C (PKC).
Koncowym elementem tego szlaku jest aktywacja czynnikow transkrypcyjnych w jadrze
komérkowym 3L, Prowadzi to do ostatnich faz tych proceséw, péznego LTP lub LTD (L-LTP
lub L-LTD), ktére wymagaja ekspresji gendw oraz powstania nowych biatek 113131132 Efektem
koncowym proceséw plastycznosci synaptycznej jest dlugotrwata zmiana funkcjonalnosci
(sity) potaczenia, ktoremu towarzyszy wbudowanie lub usunigcie z powierzchni synapsy
receptorow dla glutaminianu: AMPAR i NMDAR.

Sciezki sygnatlowe LTP i LTD w wielu miejscach pokrywaja si¢ ze soba, a rodzaj
konkretnego procesu zalezy od wystgpienia subtelnych réznic w czasie ich przebiegu, takich
jak poziom wzrostu Ca®' czy odpowiednia fosforylacja CaMKII 3. Nie bez wagi na
plastyczno$¢ synaptyczng sa rowniez efekty rdznych neurotransmiteréw, ktére moduluja
fizjologie komorki 134, Jednym z nich jest Da, ktérej efekty zaleza od typu receptora z jakim sig
zwigze: zwykle typ D1 promuje LTP a typ D2 sprzyja LTD . Ponadto, na wystapienie
konkretnego procesu plastycznego ma wplyw historia procesow plastycznych w tej komorce.
Dla przyktadu, jesli jakie$ polaczenie zostato juz wcze$niej wzmocnione to trudniej bedzie je

podda¢ LTP i stanie si¢ bardziej podatne na wystgpienie LTD 136138,
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Ryc. 10: Dlugotrwale wzmocnienie i ostabienie synaptyczne (LTP i LTD). LTP i LTD to
procesy przeciwstawne, ktore maja rézny wptyw na site synapsy. Sg procesami rozciggnigtymi
w czasie, ktore maja trzy glowne etapy: faze zalezna od naptywu jonow wapnia, faz¢ zalezng
od kinaz oraz w koncu fazg¢ zalezng od ekspresji genéw. Kolejne fazy sa uzaleznione od
poprzednich, a czas ich trwania moze pokrywac sie.

1.5.2.A Strukturalne zmiany towarzyszace plastycznosci synaptycznej

Pierwsze dowody na to, Ze zmiany strukturalne (morfologiczne) neuronéw sg skutkiem
uczenia si¢ zaobserwowano u ptakow $piewajacych. Dostrzezono, ze ptaki, ktore uczyty si¢
$piewac posiadaty wiecej kolcéw dendrytycznych, czyli wypustek dendrytycznych tworzacych
synapsy pobudzajace. Co wigcej, liczba nowoutworzonych kolcow byta powigzana ze stopniem

skomplikowania uczonej melodii 1%,

W pozniejszych latach, dzigki eksperymentom
z mikroskopig dwufotonows, udato si¢ zaobserwowac in vivo i ex vivo zmiany plastyczne ciagle
zywych neuronow. Badania te pokazaty, ze wywotanie LTP skutkuje tworzeniem si¢ nowych
kolcow dendrytycznych oraz wzrostem wielkosci i dtugoéci juz istniejacych kolcow 128140141
Protokoty stymulacji wywotujagce LTD skutkowatly z kolei redukcja wielkosci kolcow
dendrytycznych oraz zmniejszeniem ich liczby 2. Modyfikacje strukturalne obserwowane
podczas plastyczno$ci synaptycznej sa bardzo dynamiczne i majg podobny przebieg do zmian
przewodnosci elektrycznej synaps. Juz w pierwszych dwoch minutach trwania LTP, wielko$¢
glowki kolca zwigksza sie nawet do 300% wartosSci bazowej, po czym zmniejsza si¢ do
ok. 150% warto$ci poczatkowej i utrzymuje si¢ na tym poziomie przez kilkadziesiat minut 41,
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Kolce dendrytyczne w mdzgu majg rézne ksztatty, ktore reprezentujg ich rézne stopnie
rozwoju 1*3. Zwykle na podstawie wielkosci ich glowki i dtugosci szyjki (podstawy) wyréznia
si¢ ich cztery rodzaje:

e filopodialne — wydtuzone i czesto pozbawione widocznej gtowki

e cienkie — kolce o niewielkiej glowce i posiadajace maczugowaty ksztalt

e grzybkowate — kolce o wielkiej gtéwce i cienkiej podstawie

e przysadziste — tak jak nazwa wskazuje, kolce dendrytyczne
0 nieproporcjonalnie wielkiej gtéwce w stosunku do krotkiej szyjki

Kolce moga ulegac reorganizacji w procesie zwanym dojrzewaniem kolcow (ang. spine
maturation), Kiedy to zmieniaja sie od filopodialnych do grzybkowatych 3. W procesie tym
zmienia si¢ funkcjonalno$¢ tworzonej przez taki kolec synapsy i zaobserwowano istnienie

pozytywnej korelacji pomigdzy wielkoscig gtowki kolca a liczbg AMPAR na jego powierzchni
140

1.5.2.B Zmiany elektrofizjologiczne towarzyszace plastycznos$ci synaptycznej

Funkcjonalnym skutkiem LTP i LTD jest modyfikacja jakosci potaczen synaptycznych
neurondéw, wynikajaca ze zmiany liczby i jakosci receptorow AMPAR i NMDAR. Zmieniong
zdolno$¢ do transmisji sygnalu mozna zaobserwowac jako zwigkszong lub zmniejszong
amplitude i czesto$¢ rejestrowanych pradow spontanicznych po wywotaniu proceséw
plastycznych, co zwiazane jest z przepustowoscig i liczba receptoréw glutaminianergicznych
na powierzchni blony komérkowej 144,

Innym objawem zachodzacych zmian plastycznych jest powstawanie milczacych
(cichych) synaps. Te potaczenia synaptyczne posiadajg na swojej powierzchni wbudowane
NMDAR, ale nie majg stabilnie wbudowanych w blone AMPAR %1% Nazywane s
,milczacymi”, poniewaz przy spoczynkowym potencjale blonowym, takie synapsy nie
uczestniczg w podstawowej transmisji synaptycznej (ang. basal synaptic transmission).
Synapsa z samymi NMDAR nie depolaryzje btony, poniewaz kanaty te do otwarcia potrzebuja
oprocz glutaminianu i glicyny réwniez ich wstepnej depolaryzacji usuwajacej blok magnezowy
z ich przewodu **. Ciche synapsy w mézgu moga powsta¢ zaréwno na drodze LTP, jak i LTD
i w zaleznosci od tych procesow ich funkcjonalno$é jest wtedy rozna (Ryc. 11) 148149
W przypadku LTP, milczace synapsy towarzysza nowym, filopodialnym kolcom
dendrytycznym, ktére w poczatkowej fazie maja na swojej powierzchni tylko NMDAR.
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Z czasem te kolce dojrzewaja i stajg si¢ funkcjonalnymi synapsami o duzej przepustowosci dla
Ca2". Ta duza przepustowos$¢ zwigzana jest z budowa podjednostkowa NMDAR, ktéra rozni
si¢ od tej obecnej na dojrzatych synapsach przede wszystkim obecnoscig podjednostki GluN2B.
NMDAR na dojrzatych kolcach dendrytycznych ma zamiast nich podjednostki GluN2A, ktore
powoduja szybsze zamykanie tego receptora #°. Milczace synapsy powstajace na drodze
oslabienia synaptycznego to gtownie efekt internalizacji AMPAR, co powoduje, ze synapsa
staje si¢ niefunkcjonalna i z czasem tworzacy ja kolec moze ulec wycofaniu 4,

Milczagcym synapsom duzo uwagi poswiecono w kontekscie ACB i ekspozycji
zwierzgcia na kokaing. Poczatkowo wysunigto nawet hipoteze, ze s3 one szczegdlnym
markerem zmian plastycznych dla tej uzywki 8. Pozniejsze badania pokazaty jednak, ze inne
substancje psychoaktywne, nagrody naturalne oraz warunkowanie strachu réwniez wywotuja
powstawanie milczacych synaps w ciele migdatowatym, hipokampie i innych strukturach
W mbzgy 80100150,

Milczace synapsy nie muszg jednak tylko reprezentowacé polaczen synaptycznych
w trakcie reorganizacji po ekspozycji na jaki§ bodziec. Moga to by¢ rowniez niedojrzate
synapsy, ktore z czasem beda angazowane podczas proceséw uczenia 1. Milczace synapsy
tego typu sg szczegdlnie charakterystyczne dla dojrzewajacego ukladu nerwowego, ale
wystepuja réwniez w dorostym mozgu, gdzie w niektorych czesciach kory moga stanowié
nawet 30% wszystkich synaps 2. Znajduja sic wtedy na kolcach dendrytycznych

o filopodialnym ksztalcie i sg rekrutowane podczas LTP, ktore wywotuje ich dojrzewanie

poprzez whudowanie funkcjonalnych AMPAR 140152,

zﬂooj’ receptor NMDA
receptor AMPA
m

Ryc. 11: Powstawanie milczacych synaps. Dojrzala synapsa ma na swojej czesci
postsynaptycznej dwa typy receptorow dla glutaminianiu: receptory NMDA i AMPA. Podczas
wzmocnienia synaptycznego tworzone sg nowe kolce dendrytyczne, ktore na swojej
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powierzchni maja poczatkowo tylko receptory NMDA. Podczas oslabienia synaptycznego
receptory AMPA ulegaja internalizacji, a na powierzchni pozostaja obecne tylko receptory
NMDA. Podczas obu proceséw mozna zaobserwowac¢ powstanie milczacych synaps, ale ich
dhugotrwate skutki na przesylanie sygnatu sg rézne.

1.5.2.C Zmiany ekspresji gendow towarzyszace plastycznosci synaptycznej

W poznej fazie LTP i LTD nastepuje ekspresja IEGSs: c-fos, zif268, arc i npas4, ktoérych
skutkiem jest powstanie nowych bialek w neuronie. Ekspresja tych genéw zaczyna si¢ juz
W kilkanascie minut po stymulacji komorki i jest wykrywalna jeszcze przez Kilka godzin 132193,
Ekspresja IEGs jest niezbedna do prawidtowego przebiegu procesow plastycznych
w neuronach oraz do tworzenia towarzyszacych im §ladéw pamieciowych L. Myszy
z delecjami IEGs majg co prawda zachowang pamig¢ krotkotrwatg i potrafig np. habituowac si¢
do roznych bodzcow, ale wykazuja jednak zaburzong pamig¢é dlugotrwalg objawiajaca sie
uposledzonym warunkowaniem i pamiecia przestrzenna. Swiadczy to o udziale L-LTP i IEGs
w konsolidacji procesow pamigciowych 113131154,

Jednym z najczeSciej badanych IEGs jest gen arc (ang. activity-regulated
cytoskeletal-associated), ktorego produktem jest biatko Arc, znane tez jako biatko Arg 3.1 1%,
Ekspresje genu arc zaobserwowano podczas wielu rodzajow treningu behawioralnego, ale
rowniez podczas prawidtowej plastycznosci rozwojowej 12315515 Powstate z transkrypcji genu
arc mRNA ulega translacji juz w jadrze komorkowym, ale jest tez transportowane do
cytoplazmy 1 dendrytow neuronu. W okolicy kolcow dendrytycznych, biatko Arc jest $cisle
zaangazowane w endocytoz¢ AMPAR 1 dlatego jego obecno$¢ tam czgsto uznawana jest za
$wiadectwo procesow LTD %3, Jego rola w neuronie jest jednak szersza, i biatko to wptywa
réwniez na regulacj¢ plastyczno$ci Synaptycznej na sgsiadujacych neuronach. Mechanizm ten
opiera si¢ na formowanych przez Arc kapsydach (podobnych do kapsydow wirusowych),
w ktorych umieszczone zostaje arc mRNA. Nastepnie, takie kapsydy zostajg uwalniane do
przestrzeni zewnatrzkomoérkowej w postaci pecherzykow zewnatrzkomoérkowych, gdzie moga
zosta¢ inkorporowane do wnetrza sasiadujacych neurondow *’.

Produkt kolejnego z IEGs, c-Fos jest sktadnikiem czynnika transkrypcyjnego AP-1,
ktorego celem sa geny kodujace biatka reorganizujace strukture synaps, np. biatko
metaloproteazy macierzowej-9 (MMP-9) i inhibitora tego enzymu TIMP-1 132158159 K omérki
nerwowe eksprymujace C-fos sg zaangazowane w uczenie si¢ i czgsto uznaje si¢ je za substrat

tworzacego sie engramu ($ladu pamigciowego) %01, Sztuczna aktywacja tych komorek
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W przyszlosci jest wystarczajaca, by wywotlaé efekty behawioralne wyuczone np. podczas
warunkowania nagrody lub kary ©°.

W niektorych strukturach, np. korze wzrokowej i korze sensorycznej, podwyzszony
poziom c-Fos zaobserwowano tylko po pojedynczej ekspozycji zwierzecia na bodziec, ale nie
po jego kilkukrotnej prezentacji 1°. Doprowadzito to do powstania hipotezy, ze ekspresja c-fos
towarzyszy nowosci bodzca, a jego podwyzszony poziom obserwuje si¢ tylko podczas

132 Obecnie wydaje si¢c jednak, ze eckspresja IEGs jest bardziej

kodowania pamigci
skomplikowana i moze nastgpowaé zard6wno podczas tworzenia $ladu pamieciowego, ale tez

by¢ wynikiem m.in. zmienionej aktywnosci neuronu podczas przypominania wspomnienia
111,162

1.5.3. Nagrody a plastycznos$¢ synaptyczna

Zmiany plastyczne na synapsach przez dtugi czas badane byly gtéwnie w kontekscie
tworzenia sladow pamigciowych i obecnie uznaje si¢ je za molekularng podstawe wspomnien
tworzonych w mozgu. Pojawienie si¢ zmian plastycznych zaobserwowano w roznych
zwierzecych modelach uczenia si¢, m.in. podczas warunkowania miejsca nagrodami
farmakologicznymi 163, Obserwacje zmian plastycznych powstajacych na skutek kontaktu
zwierzecia z substancja psychoaktywna, doprowadzity do stworzenia teorii, jakoby

uzaleznienia byty patologiczng formg uczenia sie &3°.

1.5.3.A Uzaleznienia a plastyczno$¢ synaptyczna

Uzaleznienie od substancji psychoaktywnej jest $cisle zwigzane ze zmianami
plastycznymi w mozgu wywotanymi przez narkotyk, ktore nastgpujg juz nawet po jego jednej
ekspozycji 138164 Uposledzenie tych proceséw zmniejsza motywacje zwierzat do poszukiwania
substancji psychoaktywnych, co stanowi argument potwierdzajacy hipoteze, ze plastyczno$é
synaptyczna jest niezbedna do formowania si¢ uzaleznien '88%1%5 Motywacja do badan nad
plastycznosciag wywotang narkotykami jest idea, ze wplynigcie na te procesy poprawi stan osob
uzaleznionych 3. Taki efekt udato si¢ uzyskaé¢ u myszy, ktérym optogenetycznie zmieniano
aktywno$¢ neuronéw. W eksperymencie tym, przy pomocy $wiatta sztucznie wywotano LTD

w komorkach, ktorych synapsy ulegly poprzednio wzmocnieniu po ekspozycji zwierzecia na
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narkotyk. Ta manipulacja upos$ledzita wczedniej utworzone wspomnienia zwigzane
z narkotykiem, mierzone m.in. testem CPP 163,

Modyfikacje uktadu nerwowego spowodowane zazyciem narkotyku nie zawsze musza
by¢ jednak tylko podstawg rozwijajacego si¢ uzaleznienia. Wigkszo$¢ substancji
psychoaktywnych, zwlaszcza gdy sg dostarczane w dawkach zapewniajacych ich rekreacyjne
uzycie, to trucizny majace szkodliwy wptyw na komorki. Sg cytotoksyczne i powoduja
degradacj¢ biatek, a ich dluzsze zazywanie moze wigza¢ si¢ z szeregiem zmian
obserwowalnych nawet na poziomie anatomicznym, takich jak zmniejszanie si¢ istoty szarej
i biatej w réznych czesciach mozgu 21166167,

Stymulanty, np. kokaina, kilkukrotnie zwigkszaja dostepno$¢ Da na synapsach, co
znacznie zaktéca homeostaze pracy mozgu . W obliczu tak niefizjologicznych warunkow,
neurony wytwarzaja szereg mechanizméw kompensacyjnych, ktére chronig je przed
ekscytotoksycznoscig, czyli szkodliwym nadmiernym pobudzeniem. Manifestacjg tych
mechanizméw moga by¢ np. zmiany w pobudliwosci neuronéw oraz zmniejszanie liczby
niektorych receptorow na synapsach 1. Podejrzewa sie, Ze te adaptacje neurondw skutkuja tym,
ze ludzie naduzywajacy niektorych substancji psychoaktywnych wytwarzaja na nie tolerancje,
przez co potrzebuja coraz wigkszych dawek narkotyku do podtrzymania oczekiwanych doznan
169

Po ekspozycji zwierzecia na kokaing zaobserwowano obecno$¢ wszystkich
wspomnianych wcze$niej markeréw plastycznoéci synaptycznej >4#1%5170, Zmiany te zauwazono
w roznych cze$ciach moézgu, m.in. w hipokampie, prazkowiu czy korze mozgowej 11172,
Procesy plastyczne wywolane przez kokaing¢ w duzej mierze zaleza od badanych struktur
oraz typéw komorek i czasem moga mie¢ nawet przeciwstawne skutki, np. na pobudliwo$¢
neuronalng *17°. Zmiany plastyczne wywotane kokaing zostaty najlepiej opisane w kontekscie
ACB, ktorego komorki tworzg nienaktadajace si¢ populacje neuronow z DRDI1 i DRD2,
W komoérkach DRDI1+ zaobserwowano szereg zmian $wiadczagcych o wystgpieniu
wzmocnienia synaptycznego 314 W neuronach DRD2+ réwniez zaobserwowano zmiany

plastyczne, ale tam zmniejszaly site i liczbe synaps #814°,
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2. CELE PRACY

Zaréwno sacharoza, jak i kokaina posiadajg wlasciwosci motywujace dla zwierzat
I powodujg wyrzuty dopaminy w mozgu. Obydwie substancje sg nazywane nagrodmi,
poniewaz motywujg zwierzeta do ich pozyskania. Nie wiadomo jednak, czy informacje o nich
$g przetwarzane przez te same cz¢sci mozgu.

Jadro srodkowe ciata migdatowatego to cze¢$¢ mdzgu zaangazowana W przetwarzanie
informacji o r6znych bodzcach emocjonalnych. Jadro srodkowe czgsto jest badana jako jedna
struktura, ale badania wskazuja, ze jego przysrodkowa i boczna cz¢$¢ mogag by¢ rdznie
zaangazowane W przetwarzanie bodzcow apetytywnych i awersyjnych. Do tej pory nie
wiadomo bylo jednak, czy kokaina i sacharoza angazujg te same obszary jadra srodkowego
ciata migdalowatego oraz czy indukuja podobne zmiany plastyczne w jego neuronach.

Glownym celem pracy byto okreslenie i poréwnanie, jak w mozgu myszy przetwarzane
sg nagrody naturalne (sacharoza) oraz farmakologiczne (kokaina). W tym celu okreslono dwa
cele szczegotowe:

1. Zbadanie wzorca aktywnosci catego mozgu po ekspozycji myszy na sacharoze
lub kokaing.

2. Zbadanie jak w poszczegolnych czg$ciach jadra $rodkowego ciata
migdatowatego przetwarzane sg informacje o sacharozie i o kokainie oraz jak
struktura ta przyczynia si¢ do behawioralnej odpowiedzi zwierzgcia na te

nagrody.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Odczynniki i leki

Tabela 1: Wybrane odczynniki chemiczne

Nazwa

Numer katalogowy

3,5-dihydroksyfenyloglicyna

Tocris Bioscience, nr kat. 0342

Azydek sodu Avantor Performance Materials Poland S.A.,
nr kat. PA-06-792770426#250G
Biocytyna Tocris Bioscience, nr kat. 4936

Buforowana fosforanem s6l fizjologiczna

(PBS)

Medicago, nr kat. 09-9400-100

Chlorek potasu

Chempur, nr kat. 363-117941206

Chlorek sodu

Chempur, nr kat 363-117397402

Dichlorometan

Sigma (Merck), nr kat. 270997-12X100ML

Dwuweglan choliny

Sigma (Merck), nr kat. C7519-250ML

Eter dibenzylu

Sigma (Merck), nr kat. 108014-1KG

Etylowy alkohol (99,8%)

Avantor Performance Materials Poland S.A.,
nr kat. 396480427

Metylowy alkohol

Sigma (Merck), 322415-2L

N-metylo-D-glukamina

Sigma (Merck), nr kat. 6284-40-8

Paraformaldehyd

Sigma (Merck), nr kat. 441244

Pikrotoksyna

Tocris Bioscience, nr kat. U 93631

Sacharoza

Sigma (Merck), nr kat. S9378-1KG
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Triton X-100

Sigma (Merck), nr kat. P9416

Tween 20

Sigma (Merck), nr kat. T8787

Medium zatapiajace

SouthernBiotech, Fluoromount-G

Tabela 2: Przeciwciala

Nazwa

Numer katalogowy

Przeciwciato anty-Arc

Synaptic Systems, nr kat. 156 003

Przeciwciato anty-c-Fos

Synaptic Systems, nr kat. 226 003

Przeciwciato anty-GFP

Abcam, nr kat. ab13970

Przeciwciato anty-mCherry

ThermoFisher (Invitrogen), nr kat. M11217

Przeciwciato anty-NMDAR2B (GIuN2B)

Alomone Labs, nr kat. AGC003

Przeciwciato drugorzgdowe z Alexa Fluor

488

ThermoFisher (Invitrogen), nr kat. A11039

Przeciwciato drugorzegdowe z Alexa Fluor
555

Abcam, nr kat. 150158

Przeciwciato drugorzegdowe z Alexa Fluor
647

ThermoFisher (Invitrogen), nr kat. A32733

Streptawidyna z Atto 565 Sigma (Merck), nr kat. 56304-1MG-F
Tabela 3: Leki
Nazwa Numer katalogowy

Butorfanol winianu

Richter Pharma, Butomidor

Enrofloksacyna

Bayer AG, Baytril

Izofluran

Virbac, Vetflurane
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Kokaina

LGC standards, nr kat. MM1345.00-0250

Kwas tolfenamowy

Vetoquinol, Tolfedine

Pentobarbital sodu

Biowet Putawy, Morbital

Zmodyfikowana
klozapiny; CNO)

klozapina ~ (N-tlenek

Tocris Bioscience, nr kat. 4936

Tabela 4: Wybrane materialy

Nazwa Numer katalogowy

Igta do iniekcji wirusowych 34 GA World Precision Instruments, nr Kat.
NF34BV

Kapilary szklane World Precision Instruments, nr Kat.
1B120F-4

Kapilary z przegroda (kapilary do elektrod | World Precision Instruments, nr kat. TST

stymulujacych) 150-5

Tabela 5: Wirusy

Nazwa Numer katalogowy

AAV1/2 hSyn-hM3D(Gq)-mCherry (miano | Instytut Biologii Do$wiadczalnej  im.

2,88x109)

M. Nenckiego PAN; przy wykorzystaniu
plazmidu Addgene #50474

AAV1/2 hSyn-hM4D(Gi)-mCherry (miano
2,77x10%)

Instytut  Biologii  Do$wiadczalnej im.

M. Nenckiego PAN; przy wykorzystaniu
plazmidu Addgene #50475

AAV1/2 hSyn-mCherry (miano 2,1x10°)

Instytut Biologii  Dos$wiadczalnej  im.

M. Nenckiego PAN; przy wykorzystaniu
plazmidu Addgene #114472
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3.2. Mysie modele badawcze

Badania zostaly przeprowadzone na zwierzetach doswiadczalnych hodowanych
w zwierzgtarni Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii
Nauk. Zwierzeta bedace w trakcie eksperymentu oraz bedace w hodowli miaty staty dostep do
pokarmu oraz wody. Zwierzg¢ta mialy zapewnione warunki bytowania zgodne z przepisami
krajowym, tj. temperatur¢ w pomieszczeniu 21-23 °C, wilgotnos¢ powietrza w zakresie
50-60%, 10-15 wymian powietrza na godzine, 12-godzinny cykl dobowy oraz wzbogacone
srodowisko. Podczas eksperymentow behawioralnych, myszy byly rozdzielane i trzymane
w klatkach pojedynczo. Doswiadczenia zostaly wykonane zgodnie z procedurami opisanymi
we wnioskach zatwierdzonych przez I Lokalng Komisje Etyczna ds. do$wiadczen na

zwierzetach w Warszawie (308/2017 i 1225/2021).

3.2.1. Linie myszy doswiadczalnych stosowane w badaniach

W badaniach wykorzystano dwie linie myszy na tle genetycznym C57BL/6, ktore

posiadaty fluorescencyjnie wybarwione rézne typy komorek:

e Linia TgN(GAD65-tdTomato) (The Jackson Laboratory o numerze 5790577,
GADG65-tdTomato) charakteryzujgca si¢ fluorescencyjnym wyznakowaniem
komorek zawierajacych dekarboksylaze kwasu glutaminowego 65 (GADG65),
czyli gtéwnie neuronéw hamujacych 17°.

e Linia okreslana skrotem DRD1-tdTomato/DRD2-GFP, be¢daca skrzyzowaniem
szczepow B6.Cg-Tg(Drdla-tdTomato)6Calak/J (The Jackson Laboratory
o numerze 016204; DRD1-tdTomato) oraz Tg(Drd2-EGFP)S118Gsat/Mmnc
(Mutant Mouse Resource and Research Center Strain o numerze: 230;
DRD2-GFP) otrzymanych dzigki uprzejmosci prof. dr. hab. Jana Rodrigueza
Partkitny. Linia  DRD1-tdTomato/DRD2-GFP  charakteryzuje  sig
fluorescencyjnym wyznakowaniem komorek z dwoma receptorami dla Da 76,

Komorki posiadajace na swojej powierzchni DRD1 maja obecne w ciele
komorki biatko czerwonej fluorescencji (tdTomato), a te z DRD2 biatko zielongj
fluorescencji (ang. green fluorescent protein; GFP).

Barwniki fluorescencyjne obecne w neuronach myszy tych linii pozwalaja na

wyréznienie poszczegolnych komoérek przy pomocy mikroskopow fluorescencyjnych
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z odpowiednimi filtrami. Maksimum wzbudzenia biatka czerwonej fluorescencji tdTomato
uzyskuje si¢ przy swietle o dlugosci 554 nm, a jego maksymalna emisja to 581 nm. GFP jest
maksymalnie wzbudzane falg 488 nm, a jego optymalna emisja jest wykrywana przy 510 nm.
W celu wyselekcjonowania osobnikdw o pozagdanym genotypie, wszystkie myszy
wykorzystane w pracy weryfikowane byty przez technikow w laboratorium przy wykorzystaniu

reakcji PCR (ang. polimerase chain reaction).

3.2.2. Ekspozycja myszy na nagrody

Podczas eksperymentow zastosowano dwa mysie modele ekspozycji na nagrody: na
nagrode farmakologiczng — kokaing oraz nagrode naturalng — sacharoze.

Nagroda o charakterze uzalezniajgcym byly dootrzewnowe zastrzyki z roztworu
kokainy w soli fizjologicznej przygotowywanej w stezeniu 4 mg/ml. Roztwor kokainy
podawany byt w stezeniu 20 mg/kg masy ciata (m.c.) zwierzecia. Calo$¢ eksperymentu
behawioralnego trwala 9 dni, podczas ktorych mysz dostawala dziennie jeden zastrzyk
z roztworu kokainy lub z samej soli fizjologicznej. W dwoch pierwszych dniach myszy byty
przyzwyczajane do procedury i byly nastrzykiwane dootrzewnowo 100 ul soli fizjologicznej.
Nastepnie, myszy byty losowo przypisane do grupy kontrolnej dostajacej zastrzyki z soli przez
caly czas trwania eksperymentu (grupa ta okreslana jest w rozprawie jako Sol) lub do jednej
z dwoch grup badanych. Pierwsza grupa badana otrzymywata zastrzyki z kokainy przez
siedem kolejnych dni (Kokaina 7 d). Druga grupg badang stanowity myszy, ktore otrzymywaty
zastrzyk z soli fizjologicznej przez szes¢ kolejnych dni oraz zastrzyk z kokainy podczas
ostatniego dnia trwania eksperymentu (Kokaina 1 d). Myszy byty usmiercane 2 godz. po
otrzymaniu ostatniego zastrzyku. Schemat ekspozycji myszy na nagrode farmakologiczng
przedstawiony zostatl na rycinie 12 A.

Stosowang nagroda naturalng byla ekspozycja myszy na stodka wode. W tym
przypadku, cato$¢ procedury rowniez trwata 9 dni, podczas ktérych kazdorazowo na 2 godz.
dziennie mysz umieszczana byta w klatce z dostepem do butelki z wodg lub 7,5% roztworem
sacharozy w wodzie. Przez pierwsze dwa dni, kazda z myszy byla przyzwyczajana do
procedury i otrzymywata do nowej klatki butelk¢ z woda. Nastepnie, myszy byly losowo
przypisane do grupy kontrolnej, otrzymujacej butelk¢ z wodg przez caly czas trwania
eksperymentu (grupa ta okreslana jest w rozprawie jako Woda), lub do ktorejs z dwoch grup

badanych. Pierwsza grupa badana otrzymywata stodka wode¢ przez siedem kolejnych dni
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(Cukier 7 d). Druga grupe badang stanowily myszy, ktore otrzymaty zwykla wode przez szes¢
kolejnych dni oraz stodka wodg ostatniego dnia trwania eksperymentu (Cukier 1 d). Myszy
byty u$miercane 2 godz. po ostatnim podmienieniu butelki. Schemat ekspozycji myszy na
nagrode naturalng przedstawiony zostal na rycinie 12 B.

Myszy linii DRD1-TdTomato/DRD2-GFP, ktore zostaly wykorzystane do
eksperymentdw z objetoSciowym obrazowaniem mozgu, podczas ekspozycji na nagrode
naturalng, w trakcie trwania eksperymentu miaty dostep do dwoch butelek przez 2 godz.
dziennie. Jedna butelka zawsze zawierata wode a druga, w zaleznosci od grupy, wode lub 7,5%

roztwor sacharozy. W rozprawie grupy te sa tak samo okreslane jak powyzej, tj. jako Woda,

Cukier 1 d oraz Cukier 7 d.

A )
. Kokaina 1 d

H1H2 1 2 3 4 5 6 7

Habituacja do eksperymentu Zastrzyki IP z soli fizjologicznej Eutanazja dokonana
Zastrzyki IP z lub 20 mg/kg m.c. 2 godz. po ostatnim
soli fizjologicznej roztworu kokainy zastrzyku

Habituacja do eksperymentui  Ekspozycja na wode lub Eutanazja dokonana
do klatki z butelkg z woda 7,5 % roztwor sacharozy 2 godz. po rozpoczeciu
przez 2 godz. dziennie przez 2 godz. dziennie ostatniej ekspozycji

Ryc. 12: Schematy stosowanych modeli ekspozycji zwierzecia na nagrode
farmakologiczng (A) oraz naturalng (B). A) Kazdego dnia mysz dostawata zastrzyk z soli
fizjologicznej lub z 20 mg/kg m.c. roztworu kokainy. Po prawej stronie schematow
umieszczono nazwy grup uzywane dalej w tekscie: S61 — grupa kontrolna, Kokaina 1 d — grupa
dostajaca jeden dzien zastrzyk z kokainy w trakcie ostatniego dnia trwania eksperymentu,
Kokaina 7 d — grupa otrzymujaca zastrzyki z kokainy przez 7 kolejnych dni. B) Kazdego dnia
mysz umieszczano w klatce z butelka z woda lub z butelka zawierajaca 7,5% roztwor
sacharozy. Po prawej stronie nazwy grup uzywane dalej w tekscie: Woda — grupa kontrolna,
Cukier 1 d — grupa z dostgpem do roztworu sacharozy przez 2 godz. w trakcie ostatniego dnia
trwania eksperymentu, Cukier 7 d — grupa z dostepem do roztworu sacharozy przez siedem
kolejnych dni.
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3.2.3. Monitorowanie zachowania zwierzat eksponowanych na nagrody

Podczas trwania eksperymentéw behawioralnych, cz¢$¢ losowo wybranych zwierzat
miata monitorowang aktywno$¢ behawioralng podczas ekspozycji na nagrody.

Do mierzenia efektow behawioralnych nagrody farmakologicznej (kokainy), mysz
zaraz po zastrzyku byta wktadana do klatki 0 wymiarach 20 x 30 cm, nad ktorag umieszczona
byta kamera (Ryc. 13A). Mysz eksplorowata nowa klatke przez 30 min, po czym na powrot
byta umieszczana w klatce domowej. Filmy w 67 Klatkach/s nagrywano kamerg FLIR Blackfly
S BFS-U3-16S2C z obiektywem Computar (A4Z2812CS-MPIR). Uzyskane filmy zostaty
nastepnie przetworzone programem EthoVision XT (Noldus, wersja 13) w ktorym do wykrycia
zwierzgcia wykorzystano roznice w odcieniach szarosci zwierzgcia i podtoza (tzw. tworzenie
odciecie od tha). Program automatycznie zliczat odlegtos¢ przebyta przez mysz w czasie trwania
eksperymentu.

Do mierzenia efektow behawioralnych ekspozycji zwierzgcia na nagrode naturalng
wykorzystano samodzielnie skonstruowany czujnik bazujacy na mikrokontrolerze Arduino
Leonardo. Mysz na 2 godz. umieszczana byla w klatce o spodzie i pokrywie z tworzywa
sztucznego zapewniajgcego izolacje elektryczng (Tecniplast). W nowej klatce, bezposrednio
pod butelkg umieszczona byla stalowa plytka. Zaréwno butelka, jak i metalowa ptytka
podiaczone byty do mikrokontrolera wg. schematu przedstawionego na rycinie 13B. Arduino
byto urzadzeniem wysylajacym niewielki prad o niewykrywalnym dla myszy natgzeniu
I jednoczesnie rejestrujacym przeptyw tego pradu. Dziatanie urzadzenia oparte bylo na
zamknigciu obwodu elektrycznego, ktore nastgpowato w momencie picia przez mysz ptynu

z butelki. Odczyty z Arduino zapisywano przy pomocy programu CoolTerm 2.0.
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ARDUINO
P GND 5V

// Lickometer

const int Bottle = 12; // Zdefiniuj Pin wykrywajacy przeptyw pradu (P)
int Detect = 0;

void setup()

{}

void loop()

{

Detect = (Bottle);
if (Detect == HIGH)

{

("Drink");  // Informacja "Drink" w momencie wykrycia przeptywu pradu

}

Ryc. 13: Monitorowanie behawioru zwierzat eksponowanych na nagrody. A) Zwierz¢ po
podaniu zastrzyku dootrzewnowego wktadane bylo na 30 min do osobnej klatki, nad ktora
umieszczona byta kamera. B) Zwierz¢ umieszczano w klatce, w ktorej butelka podtgczona byta
do wyjscia 5 V mikrokontrolera Arduino. Bezposrednio pod butelka umieszczona byta
metalowa plytka, podtgczona do pinu z uziemieniem w Arduino (GND). Gdy mysz stanie na
ptytce oraz dotknie butelki, nastepuje zamknigcie obwodu, ktore wykrywane jest przez jeden
z pindéw (P) wejsciowych Arduino. C) Kod obstugujgcy mikrokontroler Arduino do mierzenia
picia przez mysz.
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3.2.4. Chemogenetyczna manipulacja aktywnoscia neuronéw jadra Srodkowego ciala

migdalowatego

W eksperymentach tych, myszy linii GAD65-tdTomato w pierwszym etapie badan
otrzymaty domozgowsa iniekcje wektoréw wyprowadzonych z wiruséw zaleznych od
adenowirusow (ang. adeno-associated viruses; AAV), umozliwiajacych w neuronach translacje
zaprojektowanego receptora aktywowanego wyltacznie przez sztuczny ligand (ang. designer
receptor exclusively activated by designer drugs; DREADD) 7. Wykorzystano dwa typy
takiego  receptora:  hamujgcego  pobudliwo$¢  neuronalng  hM4Di  (AAV1/2
hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry w ilosci 300 nl i w mianie 2,77 x 10° vg/ml) i zwickszajacego
pobudliwo$¢ neuronalng hM3Dq (AAV1/2 hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry w ilosci 300 nl
i w mianie 2,88 x 10° vg/ml).

Wirus wprowadzono stereotaktycznie do obu potkul moézgu zwierzecia podczas
operacji. W pierwszym etapie operacji zwierze poddano anestezji wziewnej (1,5% izofluranu
we wdychanym powietrzu) i zdezynfekowano jej skalp 70% alkoholem etylowym. Nast¢pnie
naci¢to skore na gtowie myszy, by odstoni¢ jej czaszke. Po wyznaczeniu na czaszce punktow
bregmy oraz lambdy, zastosowano nastgpujace koordynaty w osiach: poprzecznej
(tac. Medial-lateral; ML) = + 2,2; strzatkowej (tac. anterior-posterior; AP) = -1,3; pionowej
(fac. dorsal-ventral; DV) = -4,6). Zawiesing zawierajacg wirusa W objetosci po 300 nl na kazda
potkule wprowadzono do mézgu myszy z predkoscia 75 nl/min.

Po operacji myszy otrzymaly szereg dootrzewnowych zastrzykow z lekow
rozpuszczonych w soli fizjologicznej: enrofloksacyng (2,5 mg/kg m.c.), butorfanol winianu
(3,3 mg/kg m.c.) i kwas tolfenamowy (2,0 mg/kg m.c.) oraz zostaty poddane czterotygodniowe;j
rekonwalescencji. Po tym czasie zostaly eksponowane na nagrody wg schematow
przedstawionych w 3.2.3 z ta r6znica, ze 30 min przed kazda ekspozycja dostawaty zastrzyk IP
z soli fizjologicznej lub z N-tlenku klozapiny (ang. clozapine-N-oxide, CNO) rozpuszczonej
w soli fizjologicznej. Podczas dwoch pierwszych dni, w ktorych zwierze habituowano do
eksperymentu, podawano tylko zastrzyk 100 ul z soli fizjologicznej. W trakcie kolejnych
siedmiu dni eksperymentu, mysz dostawata zastrzyki 1 mg/kg m.c. CNO rozpuszczonej w soli
fizjologicznej 17",

By sprawdzi¢ wptyw samej operacji i zastrzykow z CNO na zachowania zwierzgcia,
cze$¢ eksperymentow wykonano na zwierzgtach, ktore otrzymaty domozgowy zastrzyk
z wirusa pozbawionego DREADD (AAV1/2 hSyn-mCherry w ilosci 300 nl w mianie

2,1x10° vg/ml).
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3.3. Pomiary elektrofizjologiczne

3.3.1. Przygotowanie skrawkéw do badan elektrofizjologicznych

2 godz. po ostatnim zastrzyku lub 2 godz. po ostatnim podmienieniu butelki z woda,
zwierzg bylo usypiane w eksykatorze z 5% mieszaning izofluranu i powietrza. Mysz byla
usmiercana przez dekapitacje, a jej mdzg ekstrahowano 1 umieszczano w roztworze NMDG
(135 mM N-metylo-D-glukamina; 1,2 mM KH2POs; 1 mM KCI; 1,5 mM MgClz2 x 6 H20;
0,5mM CaClz x 2 H20; 10 mM D-glukozy; 20 mM dwuwgglanu choliny) natlenowanego
karbogenem (mieszanina 5% CO2 i 95% O7) o temp. 0°C. Modzg przyklejano klejem
akrylamidowym do platformy oraz przekrawano go na pot w celu rozdzielenia potkul
moézgowych. Nastepnie umieszczano go w wanience wibratomu Leica VT 1200 S wypetnionej
roztworem NMDG o temp. 0°C i krojono w ptaszczyznie czolowej na skrawki o grubosci
250 um. Pociete skrawki umieszczano w komorze inkubacyjnej wypetionej roztworem
sztucznego ptynu moézgowo rdzeniowego (ACSF; o sktadzie: 119 mM NaCl; 2,5 mM KClI,;
26 mM NaHCOs; 1,3 mM MgClz; 1 mM NaH2POs4; 20 mM D-glukoza; 2,5 mM CaCl,)
natlenowanego karbogenem i podgrzanym do 31°C. Po 10 min skrawki mozgu inkubowano
jeszcze przez co najmniej godzing w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, skrawki
zwidocznym jadrem s$rodkowym ciata migdalowatego (6-8 skrawkow) pojedynczo
umieszczano pod mikroskopem w komorze ze stalym przeplywem roztworu ACSF

wzbogaconego o pikrotoksyne w stezeniu 100 uM.

3.3.2. Pomiary elektrofizjologiczne

Skrawki mozgu unieruchamiano za pomocg harfy do elektrofizjologii i wstepnie
okreslano na nich lokalizacj¢ CeA. Nastepnie pod obiektywem z powickszeniem 4X
rozrozniano czg$¢ przysrodkowa oraz boczng CeA i wszystkie nastepne eksperymenty byty
wykonywane z rozréznieniem tych czesci.

Do eksperymentow technikg patch-clamp wykorzystywano elektrody wykonane ze
szkla borosilikanowego o oporze koncowym 4-6 MQ. Elektrody wypelnione byty jednym
z dwoch roztworow elektrodowych o pH 7,1 1 osmolarnosci 290-295 mOsm: cezowym
(130 MM CgH1:1CsO7; 3 mM TEA-CI; 0,4 mM EGTA; 20 mM HEPES; 4 mM QX-314Cl,

0,3 mM Nax-ATP; 0,25 mM Nas-GTP) lub potasowym (120 mM CsH1:KO7; 2 mM MgCly;
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0,4 mM EGTA,; 0,1 mM CaCl;; 10 mM HEPES; 2,5 mM Naz-ATP; 0,25 mM Nas-GTP).
Potaczenie z komodrka wykonywano pod obiektywem 63X i po udanym przerwaniu btony
komoérkowej odczekiwano 5 min na ustabilizowanie si¢ potaczenia. Wszystkie pomiary
elektrofizjologiczne wykonane zostaly przy uzyciu programu Igor PRO (Wavemetrics)
w systemie ze wzmacniaczem (npi ELCO03XS) i przetwornikiem analogowo-cyfrowym
(ITC-18, InstruTECH/HEKA), przetwarzajacymi nagrywany sygnat w 10 kHz i filtrujacymi go
w 2 kHz. W trakcie trwania nagran monitorowano opor szeregowy (ang. series resistance)
I wejsciowy (ang. input resistance).

W  przypadku protokotéow elektrofizjologicznych wymagajacych elektrycznej
stymulacji projekcji do CeA, stosowano dodatkowo elektrode stymulujacg. W tym celu, szklane
elektrody z przegroda wypetniano ACSF i umieszczano na skrawku w miejscu przechodzenia

projekcji aksonalnych do CeA (Ryc. 14).

Ryc. 14: Umiejscowienie elektrod nagrywajacych oraz elektrody stymulujacej podczas
pomiarow elektrofizjologicznych. A) Schemat umiejscowienia elektrod w obszarze CeA.
Elektrody rejestrujace byly uzywane do pomiaru pradéw pochodzacych z neurondw w obszarze
CeL lub CeM. Elektrode stymulujgca umieszczano pomiedzy CeM i Cel, w miejscu przebiegu
projekcji do tych jader. B) Zdjecie obszaru CeA z umieszczong elektroda rejestrujacg w CeM
oraz elektroda stymulujacg na granicy CeM a CeL. Skala 200 pm.

LA — jadro migdatowate boczne; BA — jadro migdatowate podstawne; CeL — boczna cze$¢
srodkowego jadra ciata migdalowatego; CeM — przysrodkowa cze$¢ jadra srodkowego ciata
migdatowatego; ITC — jadra wtracone.
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3.3.2.A Pomiary milczacych synaps

Do pomiaru poziomu milczacych synaps w komorce wykorzystano protokot minimalne;j
stymulacji (ang. minimal stimulation protocol, MSP), polegajacy na poréwnaniu efektywnosSci
przewodnosci zaleznej od AMPAR i od NMDAR.

Rejestracje prowadzono w trybie ustalonego napigcia (ang. voltage-clamp; VC) i przy
wypetnieniu elektrod roztworem cezowym. Projekcje do CeA stymulowane byly pradem
z elektrody stymulujgcej z czestotliwoscig 0,2 Hz. Jako pierwsze nagrywano prady zalezne od
AMPAR, ktore byly izolowane przez ustalenie napigcia btony komoérkowej na -60 mV.
Napigcie pradu stymulujacego ustalano w taki sposob, by wywolywat odpowiedzi komorki
tylko w ok. 50% (Ryc. 15). Po 30 cyklach stymulacji potencjat btonowy byt stopniowo
zmieniany na dodatni uwazajac, by nie doprowadzi¢ do pogorszenia jakosci potaczenia
z komorka. Po ustaleniu napigcia btonowego na +45 mV, umozliwiajacego obserwacj¢ pradow
zaleznych od NMDAR, kontynuowano stymulacje z poprzednio ustalonym napi¢ciem na
elektrodzie stymulujacej. W zaleznosci od jakosci potaczenia z komorka, protokoét ten
powtarzano dwu- lub trzykrotnie.

Po zakonczeniu nagran zliczano liczb¢ odpowiedzi pochodzacych od AMPAR i od
NMDAR, ktére byly wywotane stymulacja o danym napigeciu. Odpowiedz uznawano za

dodatnia, gdy jej amplituda wynosita co najmniej 5 mV. Do okreslenia poziomu milczacych

Inp—somv)

synaps uzywano nastepujacego wzoru: % milczacych synaps =1 — , gdzie

INp+asmy)

F(-60mV) i F(+45mV) oznaczaja wspotczynnik braku odpowiedzi do 30 prob stymulacji.
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Ryc. 15: Przebieg 5 kolejnych odpowiedzi zaleznych od AMPAR (A) i od NMDAR (B). A)
Odpowiedzi pochodzace od AMPAR nagrywano przy potencjale btonowym ustalonym
na -60 mV. B) Odpowiedzi pochodzace od NMDAR nagrywano przy potencjale btonowym
ustalonym na +45 mV. Pionowa skala w rogu odpowiada 10 pA, a pozioma 25 ms.

3.3.2.B Pomiary kinetyki pradow zaleznych od NMDAR

Pomiary kinetyki pradow zaleznych od NMDAR wykonywano w trybie VC, przy
potencjale btonowym ustalonym na +45 mV i z wykorzystaniem cezowego ptynu
elektrodowego. Stymulacje projekcji dochodzacych do komorki wykonywano 50-krotnie
z czestotliwoscig 0,2 Hz pradem o napieciu wystarczajacym do kazdorazowego wywolania
odpowiedzi komorki.

Odpowiedzi pochodzace od NMDAR byly usredniane i analizowane programem
Clampfit (wersja 10.3). Czas zaniku (ang. decay time) odpowiedzi zaleznych od NMDAR
okreslano jako czas, w ktorym nagrywany prad malat do 60% swojej amplitudy (Ryc. 16).

Przy potencjale blonowym +45 mV nagrywane prady miaty rowniez komponent
pochodzacy od AMPAR, co potencjalnie niosto ryzyko btgdnego okreslenia piku odpowiedzi
zaleznych od NMDAR. Komponent pochodzacy od AMPAR byt widoczny w niektorych
nagraniach, co objawiato si¢ dwoma widocznymi pikami, jednak jego maksimum byto zawsze
nizsze niz komponentu pochodzacego od NMDAR. W dodatku, kinetyka pradow zaleznych od
NMDAR jest inna od tych pochodzacych od AMPAR i ich pik nastepowat o par¢ ms pdzniej
w stosunku do stymulacji. Niemniej jednak, wykonano cze$¢ dodatkowych eksperymentow
z blokerem receptorow NMDAR, 50 uM kwasu DL-2-amino-5-fosfopentanowy (D-AP5) by
zobrazowa¢ komponent pochodzacy od AMPAR. Potwierdzono, ze przy +45 mV komponent

pochodzacy od AMPAR byt niewielka sktadowg nagrywanych pradow (Ryc. 16).
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Ryc. 16: Czas zaniku odpowiedzi zaleznej od NMDAR. Czas zaniku (ang. decay time)
odpowiedzi mierzonej przy +45 mV (kolor ciemnoszary) oraz przy +45 mV z dodatkiem
D-APS5 (inhibitora NMDAR; kolor jasnoszary). Czas zaniku odpowiedzi zaleznej od NMDAR
okreslano jako czas, w ktorym nagrywany prad malat do 60% maksymalnej amplitudy.

3.3.2.C Pomiary spontanicznej aktywnos$ci neuronalnej

Pomiary spontanicznej aktywno$ci neuronalnej wykonywano poprzez nagrywanie
spontanicznych pobudzajacych pradéw postsynaptycznych (SEPSCs; ang. spontaneous
excitatory postsynaptic currents) w trybie VC przy potencjale blonowym ustalonym na -60 mV
I zwykorzystaniem potasowego ptynu elektrodowego. Nagrania trwaty 20 min, a do ich analizy
wykorzystano program Clampfit (wersja 10.3). Odpowiedzi zalezne od AMPAR byty

wykrywane na podstawie ich podobienstwa do odpowiedzi wzorcowej (Ryc. 17).
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Ryc. 17: Wzorcowa spontaniczna odpowiedz zalezna od AMPAR uzyta do wykrywania
SEPSCs. Wzorcowa odpowiedZ uzywana byla do automatycznego wykrywania kolejnych
zdarzen podczas nagran pradéw spontanicznych. EPSC - pobudzajacy prad postsynaptyczny.

3.3.2.D Pomiary dlugotrwalego ostabienia postsynaptycznego

Pomiary LTD wykonywano w trybie VC przy potencjale btonowym ustalonym
na -60 mV 1 z wykorzystaniem cezowego plynu elektrodowego. Stymulacj¢ projekcji
dochodzacych do komoérki wykonywano z czegstotliwosciag 0,2 Hz pradem o napieciu
wystarczajacym do kazdorazowego wywolania odpowiedzi komorki. LTD wywolywano
chemicznie poprzez aktywacjg receptoréw mGluR1/5 na powierzchni neuronéw. W tym celu,
przez 15 min przemywano skrawek 50 uM 3,5-dihydroksyfenyloglicyna (DHPG) rozpuszczong
w ACSF.

3.3.2.E Pomiary pobudliwos$ci komérek

Pomiary pobudliwo$ci neuronéw nagrywano w trybie ustalonego natezenia
(ang. current clamp; CC) przy potencjale blonowym ustalonym na -60 mV i z wykorzystaniem
potasowego ptynu elektrodowego. W przypadku tych nagraf, elektroda nagrywajaca byta
jednoczesnie elektroda stymulujacg. Komorki nerwowe stymulowano pradem w zakresie
0-200 pA z krokiem 10 pA. Dla kazdego kroku stosowano 3 powtorzenia. Modele zaleznosci

liczby wywotanych potencjatéw od natezenia pradu stymulujgcego dla neuronéw wykonano
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metoda regresji nieliniowej. Parametry potencjatdw wywotanych mierzono dla drugiego

potencjatu wywolanego przez stymulacj¢ pradem o wartosci 160 pA.

3.4. Utrwalanie tkanek i ich przygotowanie do dalszej analizy

3.4.1. Wpypelnianie neuronéw biocytyng i ich utrwalanie po pomiarach

elektrofizjologicznych

W trakcie nagran SEPSCs komoérek nerwowych z myszy linii D1-TdTomato/D2-GFP,
do potasowego plynu elektrodowego dodawano biocytyng w st¢zeniu 5 mM. Po skonczeniu
nagrania, VC zmieniano na CC i komoérke stymulowano jeszcze przez 10 min pradem
0 natezeniu 20 pA w celu rozprzestrzenienia si¢ biocytyny w ciele komorki. Nastepnie, skrawki
utrwalano 30 min w 4% PFA w PBS w temperaturze 4°C. Utrwalone skrawki mozgow

przechowywano w 4°C PBS z dodatkiem azydku sodu w st¢zeniu 0,02 M.

3.4.2. Utrwalanie perfuzyjne

2 godz. po ostatnim zastrzyku lub 2 godz. po rozpoczeciu ostatniej ekspozycji
zwierzgcia na nagrode naturalng, mysz byla usypiana metoda wziewna za pomoca 5%
mieszaniny izofluranu i powietrza. Po ustaniu odruchow bolowych, zwierzgta byty uSmiercane
dootrzewnowym zastrzykiem 50 mg/kg m.c. pentobarbitalu sodu. Po sprawdzeniu braku
wrazliwo$ci na bodzce zewngtrzne, mysz byta perfundowana sola fizjologiczng buforowang
fosforanami (PBS; ang. phosphate-buffered saline) z dodatkiem 0,01 M heparyny
w temperaturze 4°C. Perfuzj¢ przeprowadzano przez lewa komorg¢ serca przy jednoczesnym
rozcigciu prawego przedsionka serca. Po 10 min perfuzji PBS, do serca wpompowywano 4%
roztwor paraformaldehydu (PFA) w PBS w temperaturze 4°C.

Nastepnie mozgi myszy ekstrahowano i pozostawiano je w temperaturze 4°C na
24 godz. w 4% PFA w PBS. Probki przechowywano w 4°C PBS z dodatkiem azydku sodu
w stezeniu 0,02 M.
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3.4.3. Przygotowanie skrawkow mézgowych przy uzyciu wibratomu

Utrwalone paraformaldehydem moézgi cigto na wibratomie Leica VT 1200 S
W plaszczyznie czotowej na 70 um skrawki i przechowywano je w 4°C PBS z dodatkiem

azydku sodu w stezeniu 0,02 M.

3.5. Barwienia immunohistochemiczne skrawkow tkanki mézgowej, ich

obrazowanie mikroskopowe oraz dalsza analiza

3.5.1. Analiza rozmieszczenia komorek wrazliwych na dopamine w CeA

3.5.1.A Barwienia komorek wrazliwych na dopaming

Wszystkie etapy barwienia wykonywano na kotysce laboratoryjnej. W pierwszym
etapie skrawki mézgow myszy z widocznym CeA przemywano czterokrotnie po 5 min PBS
w temp. pokojowej. Nastepnie, na 10 min umieszczano w roztworze permabilizujacym btone
komorkowa (0,25% roztwor Tritonu X-100 w PBS), by pozniej przemy¢ je przez 3 godz.
w temp. pokojowej roztworem blokujagcym sktadajacym sie z 0,1% roztworu Tritonu X-100
i 3% surowiczej albuminy wotowej (BSA) w PBS. Po tym czasie roztwor wymieniano na
roztwor 0,1% Tritonu X-100 i 0,1% BSA w PBS, zawierajacy przeciwciala pierwszorzedowe:
anty-GFP (Abcam ab13970; stezenie 1:1500) oraz anty-mCherry (ThermoFisher M11217;
stezenie 1:1500) i inkubowano w nim skrawki przez 24 godz w 4°C. W kolejnym etapie,
skrawki mozgoéw powtornie przemywano czterokrotnie po 5 min PBS, by pdzniej inkubowac
je w temp. pokojowej przez 3 godz. w roztworze przeciwciatl drugorzedowych w PBS. Przed
dodaniem do skrawkow roztworu drugorzgdowych przeciwciat skoniugowanych z barwnikami
Alexa Fluor 488 (ThermoFisher A-11039; stgzenie 1:400) oraz Alexa Fluor 555 (Abcam
ab150158; stezenie 1:400), byt on odwirowywany przez 10 min z predkoscig 20000 g w celu
pozbycia si¢ ztogéw przeciwcial. W koncowym etapie barwienia, skrawki ptukano jeszcze raz
w PBS w temp. pokojowej i naktadano w kropli medium zatapiajacego (Fluoromont-G-DAPI)

na szkietkach podstawowych i przykrywano je szkietkami nakrywkowymi.
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3.5.1.B Obrazowanie komoérek wrazliwych na dopamine w CeA

Preparaty skrawkow mozgu z wybarwionymi fluorescencyjnie komorkami wrazliwymi
na Da obrazowano przy pomocy odwroconego mikroskopu konfokalnego Axio Observer Z.1
(Zeiss LSM 780). Zdjecia wykonywano przy wykorzystaniu obiektywow 10x (suchy,
apochromatyczny, NA = 0,3) oraz 40x (olejowy, apochromatyczny, NA = 1,4) w rozdzielczo$ci
1024 x 1024 pxl. Do wzbudzania fluorescencji wykorzystano lasery diodowe o dtugosci fali
405 nm i1 561 nm oraz laser argonowy o dtugosci fali 488 nm. Spektra zbierania sygnatu dla
ultrafioletu wynosity 340-350 nm, dla zieleni 510-530 nm i dla czerwieni 575-590 nm. Zdj¢cia
zbierano w kanale ultrafioletu (sygnat pochodzacy z jader komorkowych), zieleni (sygnat
z komorek DRD2+) oraz bliskiej czerwieni (sygnat pochodzacy z komoérek DRD1+).

Najpierw z obszaru CeA zbierano obiektywem 10x po 2-3 zdj¢cia w odstgpach 25 pm
wzdtuz osi obrazowania (z). Pdozniej obiektywem 40x zbierano po 2-4 zdj¢cia w odstepach
15 pum z CeM i CeL.

3.5.1.C Analiza rozmieszczenia komorek wrazliwych na dopaming w CeA

Zdjecia spod obiektywu 40x analizowano przy uzyciu pakietu do przetwarzania
obrazéw Fiji. Przy pomocy rozszerzenia do Fiji, Cell-Counter, liczono komorki DRD1+

i DRD2+ oraz jadra komérkowe dla kazdej zobrazowanej ptaszczyzny.

3.5.2. Analiza lokalizacji c-Fos

3.5.2.A Barwienia bialka c-Fos

Wszystkie etapy barwienia wykonywano na kotysce laboratoryjnej. W pierwszym
etapie barwienia, skrawki mozgow z widocznym CeA przemywano czterokrotnie po 5 min PBS
w temp. pokojowej. Nastepnie na 10 min umieszczano w roztworze permabilizujagcym btong
komorkowa (0,25% roztwér Tritonu X-100 w PBS), by pdzniej przemy¢ je roztworem
blokujacym (roztwor 0,1% Triton X-100 i 3% BSA w PBS) przez 3 godz. w temp. pokojowe;j.
Po tym czasie roztwér wymieniano na roztwor 0,1% Tritonu X-100 i 0,1% BSA w PBS

zawierajacy przeciwciala pierwszorzedowe anty-c-Fos (Synaptic Systems 226 003; st¢zenie
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1:2000) i inkubowano w nim skrawki przez 24 h w 4°C. W kolejnym etapie skrawki mozgow
powtornie przemywano czterokrotnie po 5 min PBS, by po6zniej inkubowaé je w temp.
pokojowej przez 3 godz. w roztworze przeciwcial drugorzedowych w PBS. Roztwor
drugorz¢dowych przeciwciat skoniugowanych z barwnikiem Alexa Fluor 647 (Thermo Fisher
A32733) byl przed inkubacja odwirowywany przez 10 min z predkoscig 20000 g w celu
pozbycia si¢ ztogéw przeciwcial. W koncowym etapie barwienia, skrawki ptukano jeszcze raz
w PBS w temp. pokojowej i naktadano w kropli medium zatapiajacego (Fluoromont-G-DAPI)
na szkietkach podstawowych i przykrywano je szkietkami nakrywkowymi.

W przypadku  skrawkéw  moézgu  pochodzacych z  linii myszy
DRD1-TdTomato/DRD2-GFP, roztwor przeciwcial pierwszorzedowych zawieral dodatkowo
przeciwciata anty-GFP (Abcam ab13970; stezenie 1:1500) oraz anty-mCherry (ThermoFisher
M11217; stezenie 1:1500), a roztwdr przeciwcial drugorzedowych zawieral réwniez
przeciwciata Alexa Fluor 488 (ThermoFisher A11039; 1:400) oraz Alexa Fluor 555 (Abcam;
150158).

3.5.2.B Obrazowanie bialka c-Fos

Preparaty skrawkéw moézgu z wybarwionym fluorescencyjnie biatkiem c-Fos
obrazowano przy pomocy odwroconego mikroskopu konfokalnego Axio Observer Z.1 (Zeiss
LSM 780). Zdjecia wykonywano przy wykorzystaniu obiektywu 10x  (suchy,
apochromatyczny, NA = 0,3) w rozdzielczosci 2048 x 2048 pxl. Z obszaru CeA zbierano po
2-3 zdjecia w odstgpach 25 um wzdtuz osi obrazowania (z). Do wzbudzania fluorescencji
wykorzystano lasery diodowe o dtugosci fali 405 nm i 561 nm, laser argonowy o dtugosci fali
488 nm oraz laser helowo-neonowy o dtugosci fali 633 nm. Spektra zbierania sygnatu dla
ultrafioletu wynosity 340-350 nm, dla zieleni 510-530 nm, dla czerwieni 575-590 nm i dla
dalekiej czerwieni 640-680 nm.

Zdjecia zbierano w kanale ultrafioletu (sygnat pochodzacy z jader komoérkowych).
zieleni (sygnal z komorek DRD2+ lub z autofluorescencji), bliskiej czerwieni (sygnat
pochodzacy z komoérek GADG65- lub DRDI1+) i dalekiej czerwieni (sygnat pochodzacy

z wybarwionego c-Fos).
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3.5.2.C Analiza poziomu bialka c-Fos

Zdjecia analizowano przy uzyciu pakietu do przetwarzania obrazéw Fiji. Na poczatku,
zdjecia ze wszystkich ptaszczyzn byly sumowane, by pdzniej w usrednionych obrazach ustali¢
kontrast uwidaczniajacy jadra komoérkowe z wybarwionym biatkiem c-Fos. Endogenna
fluorescencja w komorkach z GADG5 lub dopamino-wrazliwych oraz uktad anatomiczny
projekcji do CeA postuzyly do wyrdznienia CeM oraz Cel. Nastepnie, przy pomocy
rozszerzenia do programu Fiji, Cell-Counter, liczono c-Fos-pozytywne (c-Fos+) jadra
komoérkowe.

W przypadku skrawkow pochodzacych z myszy GAD65-TdTomato, granice CeM
I CeL wyznaczano manualnie. Ich pole powierzchni oraz grubo$¢ mierzonych skrawkow
postuzyly do wyliczenia obj¢tosci wyszczeg6lnionych jader. Dane z tej analizy przedstawiono
jako liczbe komorek c-Fos+ /objetos¢ badanego obszaru.

W przypadku skrawkow pochodzacych z myszy DRDI1-TdTomato/DRD2-GFP,
w obrgbie CeM i CeL tworzono kwadraty o boku 600 pxl i w ich obszarach liczono neurony
c-Fos+. Wyniki analizy tych obrazow przedstawiono jako liczbe komorek c-Fos+/badany

obszar.

3.5.3. Analiza poziomu i lokalizacji bialka Arc

3.5.3.A Barwienia biatka Arc

Wszystkie etapy barwienia wykonywano na kotysce laboratoryjnej. W pierwszym
etapie barwienia, skrawki m6zgow z widocznym CeA przemywano czterokrotnie po 5 min PBS
w temp. pokojowej. Nastepnie na 10 min umieszczano skrawki w roztworze permabilizujgcym
btong komorkowa (0,25% roztwor Tritonu X-100 w PBS), by pdZniej przemy¢ je roztworem
blokujacym (roztwor 0,1% Triton X-100 i 3% BSA w PBS) przez 3 godz. w temp. pokojowe;j.
Po tym czasie roztwér wymieniano na roztwor 0,1% Tritonu X-100 i 0,1% BSA w PBS
zawierajacy przeciwciata pierwszorzgdowe anty-Arc (Synaptic Systems 156 003; stezenie
1:1500) i inkubowano w nim skrawki przez 24 godz. w 4°C. W kolejnym etapie, skrawki
mozgoéw powtdrnie przemywano czterokrotnie po 5 min PBS, by pdZzniej inkubowac je w temp.
pokojowej przez 3 godz. w roztworze przeciwciat drugorzedowych w PBS. Przed dodaniem do

skrawkow, roztwor drugorzgdowych przeciwciat skoniugowanych z barwnikiem Alexa Fluor
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647 (Thermo Fisher A32733) byt odwirowywany przez 10 min z predkosciag 20000 g w celu
pozbycia si¢ ztogow przeciwcial. W koncowym etapie barwienia skrawki ptukano jeszcze raz
w PBS w temp. pokojowej i naktadano w kropli medium zatapiajacego (Fluoromont-G-DAPI)

na szkietkach podstawowych i przykrywano je szkietkami nakrywkowymi.

3.5.3.B Obrazowanie bialka Arc

Preparaty skrawkéw mozgu z wybarwionym fluorescencyjnie biatkiem Arc
obrazowano przy pomocy odwroconego mikroskopu konfokalnego Axio Observer Z.1 (Zeiss
LSM 780). Zdjecia wykonywano przy wykorzystaniu obiektywu 63x (olejowy,
apochromatyczny o NA = 1,4) w rozdzielczosci 1024 x 1024 pxl. Z kazdego obszaru zbierano
4-5 zdje¢ w odstepach 15 um wzdhuz osi obrazowania (z). Do wzbudzania fluorescencji
wykorzystano lasery diodowe o dtugosci fal 405 nm i 561 nm oraz laser helowo-neonowy
0 dhugosci fali 633 nm. Spektra zbierania sygnatu dla ultrafioletu wynosity 340-350 nm, dla
czerwieni 575-590 nm i dla dalekiej czerwieni 640-680 nm.

CeM i1 CelL u myszy w roznym stopniu sktadajg si¢ z neuronéw hamujacych
posiadajacych biatko GADG5 (w CeL komorki te przewazaja) 1’8, Dlatego, do okreslenia CeM
1 CeL na skrawku wykorzystano endogenng fluorescencj¢ pochodzaca z komoérek z obecnos$cia
GADG65 (barwnik TdTomato). Zdjecia zbierano w kanale dalekiej czerwieni (sygnat
pochodzacy z wybarwionego Arc) i ultrafioletu (sygnat pochodzacy z jader komorkowych).

3.5.3.C Analiza poziomu bialka Arc

Zdjecia analizowano przy uzyciu pakietu do przetwarzania obrazéw Fiji. Dla kazdego

zdjecia mierzono usredniong warto$¢ fluorescencji (ang. mean intensity value).

3.5.4. Analiza obecnosci podjednostki GIUN2b receptora NMDA

3.5.4.A Barwienia podjednostki GluN2b

Skrawki moézgow myszy GADG65-TdTomato z widocznym CeA przemywano PBS

W temp. pokojowej i pézniej poddawano je procedurze odzyskania antygendéw (ang. antigen
68



retrieval). W tym celu skrawki umieszczano na 30 min w podgrzanym do 80 °C 1 M buforze
cytrynianowym o pH = 6. Po tym czasie skrawki pozostawiano jeszcze w buforze
cytrynianowym az do ostygniecia w temp. pokojowej przez 1 godz.

Kolejne etapy barwienia GIuUN2B wykonywano na Kkotysce laboratoryjne;j.
W pierwszym etapie skrawki moézgu przemywano czterokrotnie PBS po 5 min w temp.
pokojowej. Nastepnie inkubowano je w roztworze blokujacym (3% BSA w PBS) przez 3 godz.
w temp. pokojowej. Po tym czasie roztwor wymieniano na roztwér 0,1% BSA w PBS
zawierajacy przeciwciala pierwszorzedowe anty-GIUN2B (Alomone AGC-003; st¢zenie 1:100)
I inkubowano w nim skrawki przez 24 godz. w 4°C. W kolejnym etapie, skrawki mozgow
powtornie przemywano czterokrotnie po 5 min PBS, by po6zniej inkubowaé je w temp.
pokojowej przez 3 godz. w roztworze przeciwcial drugorzedowych w PBS. Roztwor
drugorzedowego przeciwciata skoniugowanych z barwnikiem Alexa Fluor 647 (Thermo Fisher
A-31573) przed dodaniem do skrawkoéw byt odwirowywany przez 10 min z predkoscig 20000 g
w celu pozbycia si¢ ztogow przeciwcial. W koncowym etapie skrawki ptukano jeszcze raz
w PBS w temp. pokojowej i naktadano w kropli medium zatapiajacego (Fluoromont-G-DAPI)

na szkietkach podstawowych i przykrywano je szkietkami nakrywkowymi.

3.5.4.B Obrazowanie podjednostki GIuN2b

Preparaty skrawkow moézgu z wybarwionymi podjednostkami GIuN2B obrazowano
przy pomocy odwroconego mikroskopu konfokalnego Axio Observer Z.1 (Zeiss Spinning
Disc) z ukladem wirujacej tarczy (ang. spinning disc). Zdjecia wykonywano przy
wykorzystaniu obiektywu 63x (olejowy, apochromatyczny o NA = 1,4) i dodatkowej soczewki
powicgkszajacej 1,6X (ang. optovar) w rozdzielczosci 512 x 512 pxl. Z kazdego obszaru zbierano
po 4-5 zdje¢ w odstepach 15 um wzdhuz osi obrazowania (z). Do wzbudzania fluorescencji
wykorzystano lasery diodowe o dlugos$ci fal 405 nm, 561 nm i 639 nm, a do zbierania sygnatu
filtry 442 + 46 nm, 525 + 50 nm i 600 + 50 nm.

Do wyznaczenia granic CeM i CeL na skrawkach wykorzystano endogenng
fluorescencje pochodzaca z komorek z GAD65 (wyznakowanych barwnikiem TdTomato).
Zdjecia zbierano w kanale dalekiej czerwieni (sygnal pochodzacy z wybarwionego GIuN2B)

I ultrafioletu (sygnat pochodzacy z jader komorkowych).
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3.5.4.C Analiza ilosciowa podjednostki GIUN2b

Zdjecia analizowano przy uzyciu pakietu do przetwarzania obrazéw Fiji. Dla kazdego

zdjecia mierzono usredniong warto$¢ fluorescencji (ang. mean intensity value).

3.5.5. Analiza kolcéw dendrytycznych

3.5.5.A Barwienia kolcow dendrytycznych

Wszystkie etapy barwienia wykonywano na kotysce laboratoryjnej. W pierwszym
etapie skrawki mozgoéw przemywano czterokrotnie po 5 min w PBS w temp. pokojowej.
Nastgpnie na 10 min umieszczano skrawki w roztworze permabilizujacym btong komorkowsa
(0,25% roztwor Tritonu X-100 w PBS), by p6zniej przemy¢ je roztworem blokujacym (roztwor
0,1% Triton X-100 i 3% BSA w PBS) przez 3 godz. w temp. pokojowej. Po tym czasie roztwor
wymieniano na roztwor PBS zawierajacy streptawidyne skoniguowang z barwnikiem Alexa
Fluor 568 (ThermoFisher S11226) i inkubowano w nim skrawki przez 3 godz. w temp.
pokojowej. W koncowym etapie skrawki ptukano jeszcze raz w PBS w temp. pokojowej
I naktadano w kropli medium zatapiajacego (Fluoromont-G-DAPI) na szkietkach

podstawowych i przykrywano je szkietkami nakrywkowymi.

3.5.5.B Obrazowanie kolcow dendrytycznych

Preparaty skrawkow moézgu =z wybarwionymi fluorescencyjnie komorkami
dopamino-wrazliwymi obrazowano przy pomocy odwroconego mikroskopu konfokalnego
Axio Observer Z.1 (Zeiss LSM 780). Zdjecia wykonywano przy wykorzystaniu obiektywu 63x
(olejowy, apochromatyczny o NA = 1,4) w rozdzielczosci 1024 x 1024 pxl. Do wzbudzania
fluorescencji wykorzystano laser diodowy o dtugosci fali 561 nm. Spektrum zbierania sygnatu
wynosito 575-590 nm.

W zaleznosci od widocznosci drzewka dendrytycznego na preparatach, z kazdej
komorki zbierano zdjecia z 2-6 obszarow. Zdjecia dendrytow wykonywano w odstegpach
1,15 um wzdtuz osi obrazowania (z) w grubosci pozwalajacej na zebranie obrazu z wszystkich

widocznych dendrytow.
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3.5.5.C Analiza liczby kolcéw dendrytycznych

Zdjecia analizowano przy uzyciu pakietu do przetwarzania obrazéw Fiji. Zdjecia ze
wszystkich plaszczyzn byly sumowane i pdzniej analizowane przy pomocy rozszerzenia do
Fiji, Dendritic Spine Counter. W programie zaznaczano odcinki dendrytéw trzecich i dalszych
rzedow 1 obliczano ich dlugos$é. Pozniej manualnie zaznaczano widoczne wzdtuz kazdego

odcinka kolce dendrytyczne i wyznaczano gestos¢ ich wypustek.

3.6. Oczyszczanie mézgow i ich obrazowanie

3.6.1. Oczyszczanie oraz wybarwianie mozgéw technikg iDISCO+

Wyekstrahowane mozgi myszy po perfuzji PFA przekrawano na pot. Do optycznego
oczyszczania metoda iDISCO+ wybierano tylko lepiej zachowang potkule, tj. takg ktora miata
mniej uszkodzen mechanicznych %1% \Wszystkie etapy oczyszczania wykonywano w 5 ml
probowkach szczelnie wypetionych kolejnymi roztworami oraz przy cigglym mieszaniu na
rotatorze. W pierwszym etapie procedury oczyszczania, preparat poddano odwodnieniu
polegajacemu na umieszczaniu go w roztworach wodnych o wzrastajacym co 20% stezeniu
metanolu (od 20% do 99,8%). Etap ten wykonwyano w temp. pokojowej i kazde ptukanie
trwalo 1 godz. Nastepnie preparat schtadzono do 4°C i umieszczono w 5% roztworze H>O»
w metanolu na 24 godz. w 4°C. Po tym czasie probke powtdrnie uwadniano, umieszczajac ja
w temp. pokojowej w roztworach wodnych o malejacym stezeniu metanolu (od 80% do 20%;
kazdorazowo na 1 godz.). Nastepnie probke umieszczono w roztworze 0,2% Triton X-100
w PBS w temp. pokojowej na 1 godz.

Kolejne etapy barwienia immunohistochemicznego wykonywano w 37°C. Na poczatku
preparaty inkubowano przez 2 dni w roztworze permabilizujagcym, sktadajacym si¢ z 0,2%
Triton X-100 i 10% dimetylosulfotlenku (DMSO) i 0,31 M glicyny w PBS. Na kolejne 2 dni
probki umieszczano w roztworze blokujacym (0,17% Triton X-100; 3% BSA; 10% DMSO).
Nastepnie przez 5 dni inkubowano modzgi w roztworze przeciwciata pierwszorzedowego
anty-c-Fos (Synaptic Systems 226 003; 1:2000) we wzbogaconym roztworze PBS
(0,2% Tween-20; 5% DMSO; 3% BSA; 0,01 M heparyna). Po tym czasie preparaty byty 4x
ptukane po 5 godz. w roztworze zawierajagcym 0,2% Tween-20 i 0,01 M heparyny w PBS. Przez

kolejne 5 dni inkubowano moézgi w roztworze przeciwciata drugorzedowego skoniugowanego
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z barwnikiem Alexa Fluor 647 (ThermoFisher A32733; 1:2000). Roztwor przeciwciata przed
dodaniem byt odwirowywany z predkoscia 20000 g przez 10 min (w celu pozbycia si¢ ztogdw
przeciwcial) i do preparatu dodawany byt tylko jego supernatant. Nastepnie preparaty byty 4x
plukane po 5 godz. w roztworze zawierajacym 0,2% Tween-20 i 0,01 M heparyny w PBS.

Kolejne etapy oczyszczania wykonywano powtdrnie w temp. pokojowej. Preparat
ponownie poddano odwodnieniu w roztworach wodnych o wzrastajacym co 20% st¢zeniu
metanolu (od 20% do 99,8%, kazdy ectap trwat 1 godz.). Nastepnie, przez 3 godz., preparaty
byty inkubowane w 66% dichlorometanie w metanolu i p6zniej dwukrotnie po 15 min w 99,8%
dichlorometanie.

Ostatecznie mozgi umieszczano w eterze dibenzylu (DBE) i przechywowano w 4°C. Po

uptywie 24 godz. obserwowano, ze preparaty stawaly si¢ przezroczyste.

3.6.2. Obrazowanie oczyszczonych mozgéw

Obrazowanie oczyszczonych preparatow wykonywano co najmniej 2 dni po
umieszczeniu ich w DBE w celu stabilizacji ich fluorescencji. Do obrazowania preparatow
wykorzystano mikroskop arkusza $wiatta zaprojektowany 1 stworzony przez dr Monike
Pawlowska (Ryc. 18) 1%, W mikroskopie tym, wiazka lasera skupiana byta na preparacie przez
dwa obiektywy 4x (suche; apochromatyczne; NA = 0,13), a obraz formowano przy
wykorzystaniu obiektywu immersyjnego o dystansie roboczym wynoszacym 6 mm
(LaVisionBioTec; NA = 0,5). Preparaty obrazowano w dwoch etapach. W pierwszym
obrazowano sygnal pochodzacy z biatka c-Fos, do czego zastosowano laser argonowy
0 dhugosci fali 638 nm oraz filtr w spektrum i 610-694,3 nm. P6Zniej zobrazowano sygnatu
pochodzacy z autofluorescencji przy wykorzystaniu laseru argonowego o dtugosci fali 488 nm
oraz filtru w spektrum 457,9-490 nm.

Preparaty obrazowano w plaszczyznie strzaltkowej w komorze wypeklnionej DBE.
Wielko$¢ obrazowanych wokseli wynosita 1,45 x 1,45 x 5 um w przypadku autofluorescencji
i 1,45 x 1,45 x 10 um dla sygnalu pochodzacego z c-Fos. Pole widzenia mikroskopu byto
mniejsze niz wielko$¢ obrazowanych mozgdéw 1 dlatego preparaty obrazowano w dwunastu

fragmentach.
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Ryc. 18: Obrazowanie oczyszczonego mozgu. A) Zdjecie komory mikroskopu arkusza
Swiatla wykorzystanego w badaniach. B) Zdjecie komory z wyszczegolnionymi jego
elementami. Kolorem niebieskim zaznaczono obiektywy o$wietlajace probke. Na zielono
widoczna jest splaszczona wigzka lasera o$wietlajaca oznaczony kolorem czerwonym
oczyszczony mozg. Za moézgiem, widoczny jest w kolorze akwamarynowym obiektyw
zbierajacy emitowang fluorescencje.

Zdjecie wykonane aparatem Samsung Galaxy S7.

3.6.3. Formatowanie obrazow oczyszczonych mézgow

Zdjecia uzyskane z obrazowania zostaty poddane obrobce za pomoca programu Fiji.
W pierwszym etapie zdjgcia mozgu z réznych pol widzenia zostaly ze soba potaczone (zszyte;
ang. stiching) za pomoca wtyczki Bigstitcher, by uformowaé¢ obraz moézgu w 3 wymiarach 17°.
Obraz zszytego mozg dla obu kanatow zostat poddany interpolacji dwusze$ciennej, by uzyskaé

koncowa warto$¢ woksela o wymiarach 4 x 4 x 4 um.

3.6.4. Przyporzadkowywanie obrazéw do atlasu mézgu i okreslanie liczby komorek

c-Fos-pozytywnych

Do przyporzadkowania obrazow do atlasu moézgu myszy oraz do wykrycia komorek
c-Fos+ wykorzystano programy Fiji oraz ClearMap 1%,

Pierwszym etapem analizy bylo przyporzadkowanie zszytych i sformatowanych
obrazéw z kanalu autofluorescencji do referencyjnego usrednionego mozgu myszy
0 rozdzielczosci 25 pm oraz do atlasu mézgu mysiego z Instytutu Mozgu im. Paula Allena, tzw.
Allen’owskiego Atlasu Mysiego Mozgu (ang. Allen Brain Atlas) 1% 1%° By zapewnié¢ dobre
dopasowanie do atlasu, referencyjny mozg zostal przycigty w programie Fiji do obszaru

widocznego na zdjeciach mozgow. Proces ten sprowadzat sie¢ do wycigcia jednej potkuli,
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moézdzku oraz czeSci opuszek wechowych, by pdzniej programem ClearMap dokonaé
automatycznego dopasowania go do zdjecia autofluorescencji mézgu. Dopasowanie kazdego
moézgu weryfikowano pdzniej manualnie w programie Fiji (Ryc. 19).

Kolejnym etapem byto automatyczne zliczanie komorek c-Fos+ poprzez wykrywanie
na zdjgciach sferycznych obiektow o wybranej wielkosci i okre§lonej wartosci fluorescencji.
W programie ClearMap istnieje mozliwo$¢ manipulowania kilkoma parametrami warto$ci
wstepnych, stuzgcymi do pozniejszego mapowania sygnatu pochodzacego z roznych obiektow.
W pierwszym etapie istnieje mozliwos¢ odcigcia sygnatu od ta (ang. background removal), ale
dzigki temu, ze uzyskane zdjecia charakteryzowaly si¢ bardzo wysokim wspotczynnikiem
sygnatu do szumu (ang. signal to noise ratio) zrezygnowano z ustawiania tego parametru, by
nie znieksztalca¢ obrazu. Zdjgcia nie byly réwniez korygowane pod wzgledem
nierbwnomiernego o$wietlenia preparatu (ang. illumination correction), ktére moze wystgpi¢
podczas obrazowania mikroskopem arkusza swiatta. W uzyskanych zdje¢ciach udato si¢ unikngé
tego artefaktu, poniewaz podczas obrazowania skanowana czg¢$¢ preparatu zawsze znajdowata
si¢ w Srodku wigzki lasera. Parametrem wymagajacym weryfikacji byto ustalenie wielko$ci
mapowanych obiektow. Wielkos¢ jader komorkowcyh w neuronach wynosi od 5 pm do 20 um,
a wielkos¢ woksela przetworzonych obrazéw wynosita 4 x 4 X 4 pm. Niemniej jednak, sygnat
Z jader komoérkowych charakteryzowat sie gaussowskim przebiegiem (wysoki sygnat w srodku
sfery, ktory stopniowo malat na obrzezach) i jako wartos¢ wielkosci wyszukiwanego jadra
komorkowego okreslono 5 x 5 x 5 pxl. Nastepnie manipulowano jeszcze progami
wyszukiwanej fluorescencji w centrum i na obrzezach wyszukiwanych obiektow. Podczas
ustalania parametréw wstepnych wyszukiwania komorek c-Fos+ program ClearMap pozwalat
na reczng weryfikacje poprawnosci wybranych parametrow.

Liczby komorek c-Fos+ przypisano do konkretnych struktur w mozgu. By utatwié
porownanie aktywacji struktur o roznej wielkos$ci, liczby te zostaty podzielone przez objetosci
tych struktur i ostatecznie przedstawione jako gestosci liczbowe komorek c-Fos+. W przypadku
kilku struktur, w wiekszosci zlokalizowanych przysrodkowo, program z niewiadomych
przyczyn nie byl w stanie zlokalizowa¢ komorek c-Fos+ i nieustannie generowal btad.

Struktury te (wyszczegolnione na ryc. 19) zostaly pominigte w dalszej analizie.
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Ryc. 19: Dopasowanie obrazu autofluorescencji do wzorcowego mézgu myszy i atlasu
mozgu. Na rycinie przedstawiono przekroje ze strukturami, dla ktorych program ClearMap nie
okreslit liczby komorek c-Fos+. Regiony te zostaty zaznaczone czerwonym kolorem na atlasie
mozgu.

ILA1 — brzuszna cz¢$¢ kory limbicznej, warstwa 1 (ang. infralimbic area, layer 1); SH — jadro
przegrodowo-hipokampowe (ang. septohippoccampal nucleus); Ald — grzbietowa kora wyspy,
cze$¢ agranularna, warstwa 1 (ang. agranular insular area, dorsal part, layer 1);
IG — nawleczka szara (ang. induseum griseum); IAM — jadro posrednio-przysrodkowe wzgorza
(ang. interanteromedial nucleus of the thalamus); RH — jadro réwnolegtoboczne (ang.
rhomboid nucleus); IF — jadro miedzypeczkowe szwu (ang. interfascicular nucleus raphe);
ACVII - dodatkowe jadro nerwu twarzowego (ang. accessory facial motor nucleus); VII —jadro
nerwu twarzowego (ang. facial motor nucleus); MARN — jadro wielkokomorowe siatkowate
(ang. magnocellular reticular nucleus); SFO —narzad podslepieniowy (ang. subfornical organ).

3.7. Analiza statystyczna

3.7.1. Analiza statystyczna danych z eksperymentow behawioralnych

Wyniki uzyskane z eksperymentow behawioralnych analizowano programem
GraphPad Prism 9. Wyniki z tych eksperymentéw zostaty przedstawione na rycinach jako
srednie dla danych wariantow do$wiadczalnych wraz z odchyleniami w postaci btedu
standardowego $redniej (ang. standard error of the mean; SEM). Doktadne dane dotyczace
wielkosci grup oraz nagranych komodrek umieszczono w podpisach do rycin. Istotno$¢
statystyczng porownywano tylko dla ostatnich siedmiu dni eksperymentu testem analizy
wariancji (ANOVA) dla powtorzonych pomiaréw. Roznice pomiedzy grupami uznano za

istotne statystycznie, gdy p < 0,05.

3.7.2. Analiza statystyczna danych z mikroskopii konfokalnej oraz elektrofizjologii

Wyniki uzyskane z eksperymentéw przy uzyciu mikroskopii konfokalnej oraz technik
elektrofizjologicznych analizowano programem GraphPad Prism 9. Podczas eksperymentow
wyniki powtorzen nagran (z kolejnych komorek) lub obrazowan (z kolejnych zdje¢) z jednego
zwierzgcia usredniano, by pozniej porownywaé je pomiedzy grupami. Wyniki z tych
eksperymentow zostaly przedstawione na rycinach jako $rednie dla danych wariantow

doswiadczalnych wraz z odchyleniami w postaci SEM. Na wykresach kolumnowych
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umieszczono réwniez usrednione wyniki dla kazdej myszy. Dokladne dane dotyczace liczby
powtdrzen w obrebie grup 1 zwierzat umieszczono w podpisach do rycin.

Normalnos$¢ rozktadu danych dla kazdej z grup mierzono testem Shapiro-Wilka. Za
punkt odniesienia uznawano wyniki uzyskane dla wariantow kontrolnych, oznaczonych dalej
jako ,,Woda” lub ,,S61”. W przypadku wynikow tylko dla dwoch grup, istotnos$¢ statystyczng
mierzono testem testem t dla prob niezaleznych lub jego nieparametrycznym odpowiednikiem,
testem Manna-Whitneya, dla danych niereprezentujacych rozktadu normalnego. W przypadku
poréwnywania trzech grup, istotno$¢ statystyczng mierzono testem jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) lub jego nieparametrycznym odpowiednikiem, testem Kruskalla-Wallisa,
dla danych niereprezentujacych rozktadu normalnego. W przypadku poréwnywania rozktadéw
czestotliwosci oraz amplitud sSEPSCs wykorzystano test Kolmogorova-Smirnova. Pobudliwosé
neuronéw poréwnywano dwuczynnikowg analiza wariancji ANOVA, a pomi¢dzy modelami
pobudliwosci badajac resztkowa sume kwadratow. Réznice pomiedzy grupami uznano za
istotne statystycznie, gdy p < 0,05.

Podczas poréwnywania wptywu aktywacji receptorow DREADD hM3Dq i hM4Di,
roznice statystyczne okre$lono testem t dla prob zaleznych lub jego nieparametrycznym

odpowiednikiem, testem Wilcoxon’a.

3.7.3. Analiza statystyczna danych z mikroskopii arkusza §wiatla

Dane uzyskane podczas obrazowania oczyszczonych mozgoéw analizowano skryptami
napisanymi w jezyku R. Skrypty te sa dostgpne na stronie projektu pod ponizszym adresem:
https://github.com/BijochLukasz/Whole-brain-tracking-of-cocaine-and-sugar-rewards-

processing .
Analiza danych wykonana testem Shapiro-Wilka wykazata brak normalnosci rozktadu

dla wynikow dla wielu struktur mézgowych, i do poréwnania istotno$ci statystycznych
pomiedzy grupami uzyto uogdlnionego modelu liniowego (ang. generalized linear model,
GLM) oraz post hoc testu Dunnetta. W zwigzku z tym, ze poréwnywano dane o wielkim
wymiarze, dodatkowo zastosowano tez test Benjamini-Hochberga i réoznice pomigdzy grupami
uznano za istotne statystycznie, gdy p < 0,1. Istotnosci statystyczne dla wszystkich struktur
zostaly przedstawione na wykresach ze srednimi gestosciami komorek c-Fos+ na rycinie 27.
Korelacje poziomu c-Fos pomiedzy strukturami wyznaczono obliczajagc wspotczynnik

korelacji Pearsona. Wyniki korelacji dla konkretnych struktur zorganizowano w grupy struktur
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nadrzgdnych, wg. podziatu anatomicznego zastosowanego w Allen’owskim Atlasie Mysiego
Mozgu. Nastepnie, wyliczone korelacje pomiedzy strukturami postuzyly do okreslenie
dystansu euklidesowego pomiedzy nimi. Dystanse te umozliwily pogrupowanie struktur
0 podobnym poziomie c-Fos w moduty. Poziom modutowo$ci dla roznych grup przedstawiono
jako liczbe modutéw w zalezno$ci od poziomu stopnia podobienstwa (relatywnego przecigcia
dendrogramu podobienstwa). R6znice modutowosci pomiedzy badanymi grupami zmierzono
testem Mantela-Coxa.

Do przedstawienia stopnia zmian ekspresji c-fos po jednokrotnej i po siedmiokrotnej
ekspozycji zwierzgcia na nagrody, wyliczono wspotczynnik poziomu zmiany (ang. fold index)

dla grupy otrzymujacej cukier oraz kokaing wg wzoru:

$rednia dla nagrody 1d
$Srednia dla nagrody 7 d

Wspotczynnik poziomu zmiany = log,( ), gdzie srednia dla

nagrody 1 d i srednia dla nagrody 7 d oznaczaja kolejno $rednig liczb¢ komorek c-Fos+ po

jednokrotnej i po siedmiokrotnej ekspozycji zwierzecia na nagrodg.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza behawioru zwierzat eksponowanych na nagrody

Analiza zachowania myszy linii GAD65-TdTomato wykazata ich preferencje do
sacharozy, objawiajaca si¢ tym, ze zwierzeta wigcej czasu spedzaty na piciu roztworu cukru niz
swiezej wody (Ryc. 20A).

Badane myszy linii GAD65-TdTomato eksponowane na kokaine, podobnie jak inne
mysie szczepy, charakteryzowaly si¢ rowniez zwigkszong aktywno$¢ lokomotoryczng po
zastrzykach z kokainy w dawce 20 mg/kg m.c (Ryc. 20B). Podczas siedmiokrotnej ekspozyciji
na narkotyk zaobserwowano u nich rowniez sensytyzacj¢, objawiajaca si¢ zwickszeniem
behawioralnych efektow wywotanych przez narkotyk przy kolejnych podaniach. Oprécz tego,
zaobserwowano ze kokaina zmniejszyta defekacje myszy, i w grupie myszy eksponowanych
na narkotyk znajdowano mniejsza liczbe odchodow w klatce (Ryc. 20D).

Efekty behawioralne ekspozycji myszy linii D1-TdTomato/D2-GFP zaréwno na
kokaing, jak 1 na cukier byly podobne do tych prezentowanych przez myszy linii
GADG65-TdTomato. Zwierzeta te rowniez wykazywalty zwigkszong aktywno$¢ lokomotoryczng
z widocznym efektem sensytyzacji po zastrzykach z kokainy oraz preferencj¢ do picia stodkiej
wody. Wyniki te zostaly uwzglednione w rozprawie magisterskiej mgr Joanny Klos oraz

w artykule Bijoch i wsp., Transl Psychiatry, (2023) “8.
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Ryc. 20: Efekty behawioralne ekspozycji zwierzecia na nagrode farmakologiczng
i naturalng. A) Wykres przedstawiajacy czas spedzony przez myszy na piciu z butelki
wypehlionej wodg lub 7,5% roztworem wodnym sacharozy. B) Wykres aktywnosci
lokomotorycznej myszy mierzony w przeciagu pierwszych 30 min po ekspozycji ich na kokaine
lub sol fizjologiczng. C) Usrednione przebiegi aktywnosci lokomotorycznej myszy w przeciagu
pierwszych 30 min po ekspozycji ich na kokaing¢ lub sol fizjologiczng. D) Liczba odchodow
znajdujacych sie w klatce po 30-minutowej ekspozycji myszy na kokaine lub sdl fizjologiczna.

Liczebno$¢ grup: N Woda = 11; N Cukier 1 d = 6; N Cukier 7 d = 6; N Sol = 9;
N Kokaina 1 d = 7; N Kokaina 7 d = 8, gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu. Analiza
statystyczna wykonana byla testem ANOVA z powtarzalnymi pomiarami. Do analizy
statystycznej nie uwzgledniono dni habituacji zwierzecia do klatki (H1 oraz H2). **** oznacza
p <0,0001. Wykresy A, B i D przedstawiajg $rednie oraz + SEM.
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4.2. Analiza aktywnoS$ci mézgéw myszy eksponowanych na nagrody

Badania przetwarzania nagrod naturalnych i farmakologicznych na zwierzetach w duze;j
mierze skupione sa na rejonach mozgu tworzacych uktad nagrody. Istnieje jednak coraz wigcej
dowoddw na to, ze rowniez inne struktury mézgowe odgrywaja wazng rol¢ w regulacji opartych
na nich zachowan. Dlatego tez postanowiono stworzy¢ mapy mozgoéw myszy, ktore
uwzglednialyby struktury aktywowane na skutek ekspozcyji na cukier lub kokaine. Do tego
celu  wykorzystano  technike  optycznego  oczyszczania  tkanek, w  ktorej
immunohistochemicznie wybarwiono biatko c-Fos, ktérego synteza towarzyszy aktywnosci
neuronalnej. W zobrazowanych mozgach uzyto programu do automatycznego zliczania
komorek c-Fos+ i ich wspotrzedne dopasowano do atlasu mozgu myszy (Ryc. 21). Wyniki
przedstawiono jako liczb¢ komorek c-Fos+ w odniesieniu do objetosci tych struktur, co

umozliwito poréwnanie liczby aktywnych komorek w duzych i matych strukturach.

Woda Sal Cukier 1d  Cukier 7 d Kokaina 1 d Kokaina 7 d

intensywnos¢
sygnatu
c-Fos
Max

Min
Ryc. 21: Gesto$s¢ komoérek c-Fos+ w moézgach myszy kontrolnych (Woda/Sél), lub
eksponowanych na nagrody naturalne (Cukier 1 d, Cukier 7 d) lub farmakologincze
(Kokaina 1 d, Kokaina 7 d). Mapy cieplne stworzono na podstawie usrednionej liczby
wykrytych komorek c-Fos+ w poszczegdlnych czeSciach mézgdow myszy. Liczebnos$¢ grup:
NWoda = 7; N Cukier 1 d = 5; N Cukier 7 d = 7; N So6l = 7; N Kokainald=6;
N Kokaina 7 d = 6, gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu.

4.2.1. Analiza struktur w mézgu aktywowanych ekspozycja myszy na nagrody

Analiza poziomu c-Fos w mozgach myszy eksponowanych na cukier wykazata rozlegla
aktywacje duzych czg¢sci mozgu. Z 386 badanych struktur, 148 wykazato zwiekszong liczbe
komorek c-Fos+ po jednokrotnej, i 85 po siedmiokrotnej ekspozycji zwierzecia na cukier.
Podobnie ekspozycja na kokaing spowodowata znaczny wzrost poziomu c-Fos, ale
w przypadku tej nagrody, wigcej aktywnych struktur bylo w przypadku siedmio- (249) niz
jednokrotnej (61) ekspozycji (Ryc. 22).
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Brak aktywacji
Ryc. 22: Mapy mozgéw aktywowanych przez nagrode naturalng lub farmakologiczna.

A) Tlustracje mozgdéw mysich z wyszczegdlnionymi strukturami na podstawie Allenowskiego
Atlasu Mysiego Mozgu Mozgu, gdzie zaznaczon rejony z istotnie statystycznie zwickszong
liczbg komorek c-Fos+. B) Liczba struktur z istotnie statystycznie zwigkszonym poziomem
biatka c-Fos po ekspozycji zwierzecia na cukier lub kokaine. Prazki na wykresach oznaczaja
liczbe struktur wspolnych dla jednodniowe;j 1 kilkudniowej ekspozycji.

Liczebno$¢ grup: N Woda = 7; N Cukier 1 d = 5; N Cukier 7 d = 7; N Sol = 7;
N Kokaina 1 d = 6; N Kokaina 7 d = 6, gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu. Istotnos¢
statystyczna dla kazdej struktury obliczano przy uzyciu GLM z post hoc testem Dunnetta
I korekcjg testem Benjamini-Hochberga; réznice pomigdzy grupami uznano za istotne
statystycznie, gdy p <0,1. A—przedni (ang. anterior), P —tylni (ang. posterior), D — grzbietowy
(ang. dorsal), V — brzuszny (ang. ventral), L — boczny (ang. lateral).

W przypadku obu nagrod aktywowane byty struktury zwigzane z przetwarzaniem
emocji i przyjemnych doznan, takie jak jadro potlezace (ACB) czy rejony ciata migdalowatego
(Ryc. 23). Poza tym, zaréwno jedno- jak i siedmiokrotna ekspozycja na cukier, aktywowata
rozne czgsci i warstwy kory, m.in. te przetwarzajace smak (cze$¢ nieziarnista brzusznej kory
wyspy, Alv) ale réwniez rozne czesci kory stuchowej (cze$¢ brzuszna, AUDv; grzbietowa,
AUDd; tylna, AUDpo), kory wzrokowej (przednio-boczna, VISal; tylna, VISp)
I odpowiedzialng za pamigc¢ przestrzenng korg retrosplenialng (czesé¢ grzbietowa, RSPd; boczna
czg$¢ nieziarnista, RSPag; Ryc. 28). Inne cze$ci kory, zwlaszcza te powierzchniowe
I przyporzadkowane do warstwy 1, byly aktywne tylko po jednokrotnej ekspozycji na cukier.
Tylko kilka regionéw aktywowanych byto selektywnie przez siedmiokrotng ekspozycje na
cukier i oprocz pojedynczych fragmentéw kory byly to m.in. jadra warstwa niepewna (Zl1),
przedmurze (CLA) czy fragmenty odpowiadajacego za Kontrolg migsni glowy jadra

przypeczkowego (SPFp).
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Zastrzyki z kokainy przez siedem dni spowodowaty zwigkszong liczbe komorek c-Fos+
w wigkszosci badanych struktur. Jedng ze struktur nieaktywowanych na skutek ekspozycji na
kokaing byto VTA, ktére byto aktywne w przypadku nagrody naturalnej. Wigkszos¢ regionow
moézgu aktywowanych przez jednokrotny zastrzyk z kokainy pokrywata si¢ z tymi, ktore byty
aktywne po siedmiu dniach. Jedynymi, aktywowanymi tylko po jednokrotnym podaniu kokainy
byly jadra budujace podwzgorze: jadro *lukowate (ARH), czgs¢ przednia jadra
okotokomorowego podwzgorza (PVp), jadro guzowo-suteczkowe (TMv), jadro guzowe (TU),
jadro przedsuteczkowe grzbietowe (PMd) oraz warstwa 1-sza brzusznej czesci kory stuchowej
(AUDV1).

Poziom c-Fos we wszystkich badanych czesciach mézgu, wraz z objasnieniem skrotow
odpowiadajacych poszczegdlnym strukturom przedstawiono na rycinie nr. 27 na koncu

rozdziatu.
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Ryc. 23: Zwig¢kszony poziom c-Fos w mozgach myszy eksponowanych na cukier lub
kokaine. A) Schematy mozgéw w plaszczyznie strzalkowej stworzone na podstawie
Allenowskiego Atlasu Mysiego Mozgu. Kolorami zaznaczono struktury z istotnie statystycznie
zwigkszong liczba neurondw c-Fos+. B) Lista struktur moézgowych widoczna na schematach w
A. Wypehione kolorami kafelki oznaczajg, ze dla danej grupy struktura miata istotnie
statystycznie zwigkszong liczb¢ komorek c-Fos+.

Liczebno$¢ grup: N Woda = 7; N Cukier 1 d = 5; N Cukier 7 d = 7; N Sol = 7;
N Kokaina 1 d = 6; N Kokaina 7 d = 6, gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu. Istotnos¢
statystyczng dla kazdej struktury obliczano przy uzyciu GLM z post hoc testem Dunnetta
I korekcja testem Benjamini-Hochberga; réznice pomigdzy grupami uznano za istotne
statystycznie, gdy p <0,1. A—przedni (ang. anterior), P —tylni (ang. posterior), D — grzbietowy
(ang. dorsal), V — brzuszny (ang. ventral), L — boczny (ang. lateral).

4.2.2. Analiza wzoru aktywnoS$ci mézgowej myszy eksponowanej na nagrody

Relatywne gestosci komorek c-Fos+ dla poszczegolnych struktur postuzyty do zbadania
wzoru aktywno$ci mézgowej myszy eksponowanych na nagrody. W tym celu wyliczono
korelacje aktywnosci pomiedzy poszczegolnymi regionami. Regiony o podobnym stopniu
korelacji zgrupowano w moduly i na podstawie ich liczby okre§lono stopien reorganizacji

moézgu myszy po ekspozycji na cukier lub kokaing.

4.2.2.A Analiza korelacji aktywnosci pomiedzy strukturami

Pierwszym etapem do wyznaczenia wzoru aktywnosci mozgu byto wyliczenia korelacji
gestosci komorek c-Fos+ pomiedzy badanymi strukturami. Stworzono macierze Kkorelacji
aktywnosci dla struktur, ktore zostaly zorganizowane zgodnie z podziatem anatomicznym wg.
Allen’owskiego Atlasu Mysiego Mozgu (Ryc. 24). Najwiecej pozytywnie skorelowanych
struktur zaobserwowano w grupach kontrolnych, ktore miaty niska liczbe komorek c-Fos+.
W tych grupach, regionami o nieskorelowanej aktywnosci z reszta mézgu byto podwzgorze
(w przypadku myszy eksponowanych na wodg) oraz kora wzrokowa (w przypadku grupy
solnej). Ekspozycja na nagrody, zarowno na cukier, jak i na kokaing, spowodowata spadek
korelacji aktywnosci w mozgu. Szczegdlnie duzo negatywnie skorelowanych struktur byto
w grupie jednokrotnie eksponowanej na cukier. W przypadku siedmiokrotnej ekspozycji,
negatywnie skorelowane struktury dotyczyly gléwnie wzgorza oraz obszaréw kory zakretu

obreczy.
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W przypadku nagrody farmakologicznej, wzor macierzy korelacji byt rézny i wigcej
negatywnie skorelowanych struktur w calym moézgu znaleziono po siedmiokrotnej ekspozycji
na kokaing. W przypadku jednokrotnej ekspozycji, regionem negatywnie skorelowanym
Z reszta mozgu byto wzgobrze, czyli obszar, dla ktoérego okreslono wiele struktur ze zwigkszong

liczba komorek c-Fos+.

Woda ‘ Cukier 7 ‘d

Kora nowa
Okolica wechowa korelacja
Formacja hipokampa | . .
[ \Warstwa podptytkowa kory -1 0 1
Prazkowie
Gatka blada
[ wzgorze
Podwzgorze

Srédmaézgowie
Most
Rdzen

Ryc. 24: Mapy cieplne korelacji gestosci komérek c-Fos+ pomiedzy strukturami dla grup
eksponowanych na nagrody naturalne (géra) lub farmakologiczne (dél). Struktury
zgrupowano wg. organizacji anatomicznej zaproponowanej w Allen’owskim Atlasie Mysiego
Mobzgu. Z prawej i dolnej strony kazdej mapy zaznaczono skroty badanych struktur. Struktury
sg zgrupowane w struktury nadrzedne, zaznaczone kolorami z prawej i dolnej strony kazdej
mapy. Korelacje pomigdzy strukturami wyznaczono obliczajac wspotczynnik korelacji
Pearsona. Kolory czerwone oznaczaja korelacj¢ pozytywna, a niebieskie negatywna.

Liczebnos¢ grup: N Woda = 7; N Cukier 1 d = 5; N Cukier 7 d = 7; N Sol = 7,
N Kokaina 1 d = 6; N Kokaina 7 d = 6, gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu. Rycina
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W wickszej rozdzielczosci dostepna jest roOwniez pod linkiem
https://github.com/BijochLukasz/Whole-brain-tracking-of-cocaine-and-sugar-rewards-
processing/tree/main/Additional%20Figures

4.2.2.B Analiza modulowosci mézgu

Wyliczone korelacje gestosci komorek c-Fos+ pomigdzy strukturami postuzyly do
wyznaczenia grup struktur, ktére miaty zblizong aktywno$¢, czyli tzw. modutéw. W tym celu,
na podstawie korelacji obliczono odlegtos¢ euklidesowa, czyli relatywna odlegto$¢ pomiedzy
tymi strukturami. Te relatywne odleglosci postuzyty nastepnie do utworzenia grup podobnych
struktur (Ryc. 25). Zgrupowanie struktur dla kazdej grupy jest hierarchiczne, co oznacza, ze
liczba modutéw zalezy w nich od przyjetego stopnia podobienstwa aktywnosci pomigdzy

strukturami.

Cukier 1 »d Cukier 7d

odlegtos¢ euklidesowa
| |
0 5 10 15 20

Ryc. 25: Mapy cieplne podobienstwa aktywnosci pomiedzy strukturami dla grup
eksponowanych na nagrody naturalne (gora) lub farmakologiczne (dot). Korelacje gestosci
komorek c-Fos+ pomig¢dzy strukturami postuzyly do okres$lenia dystansu euklidesowego
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pomigdzy nimi, okreslajacego jak poziom aktywnosci dla kazdej ze struktur jest podobny do
poziomu aktywnosci dla pozostatych struktur w mézgu. Dystanse te umozliwily pogrupowanie
struktur w moduty, czyli grupy struktur 0 podobnej gestosci komorek c-Fos+. Odleglosé
euklidesowa (oznaczajaca stopien podobienstwa aktywnosci) zostata zaznaczona kolorami,
gdzie kolor czerwony oznacza wysokie podobienstwo, a kolor niebieski niskie. Na rycinie,
struktury nie s3 zgrupowane wg. podziatlu anatomicznego, tylko hierarchicznie, wedlug
wyliczonego stopnia podobienstwa. Nad kazda mapa cieplng zaznaczono dendrogramy
przedstawiajace moduty w mézgu.

Liczebno$¢ grup: N Woda = 7; N Cukier 1 d = 5; N Cukier 7 d = 7; N Sol = 7;
N Kokaina 1 d = 6; N Kokaina 7 d = 6, gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu. Rycina
w wiekszej rozdzielczosci dostgpna jest rowniez pod linkiem
https://github.com/BijochLukasz/Whole-brain-tracking-of-cocaine-and-sugar-rewards-
processing/tree/main/Additional%20Figures

Liczbe modutéow w moézgu dla danego podobienstwa mozna okresli¢ na podstawie
powstatych dendrograméw podobienstwa. Przyktadowo, poprzez przecigcie dendrogramu na
50% jego wysokosci wyrdzniono 8 modulow dla grupy pijacej wode, 18 dla grupy raz
eksponowanej na cukier oraz 10 dla tej, w ktérej myszy mialy dostep do cukru przez 7 dni
(Ryc. 26A). W przypadku myszy dostajacych zastrzyki, przy 50% podobienstwie, grupa solna
I grupa eksponowana siedmiokrotnie na kokaing mialy po 5 modutdow, a grupa otrzymujaca
jednorazowo narkotyk 8 (Ryc. 26B). Porownujac liczbe modulow pomiedzy grupami
uwzgledniono caty zakres podobienstwa (0-100%), kiedy to liczba modutéw wynosita od 386
(kazda struktura jest osobnym modutem) do 1 (wszystkie struktury traktowane sg jako jeden
wielki modut). Okres$lajac zaleznosci liczby modutéw od stopnia podobienstwa pomiedzy nimi
zauwazono zwigkszong modutowos¢ moézgu po jedno-, ale nie Kilkukrotnym podaniu
zwierzeciu stodkiej wody (Ryc. 26C). W przypadku grup dostajacych nagrode
farmakologiczna, oba schematy podania kokainy spowodowaly wzrost modutowosci mozgu

myszy (Ryc. 26D).
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Ryc. 26. Modulowos¢ mozgow myszy po ekspozycji na cukier lub kokaine.
A, B) Dendrogramy stworzone na podstawie odleglosci euklidesowych pomiedzy strukturami
(okreslajgcymi stopien podobienstwa ich aktywacji) dla myszy dostajgcych nagrody naturalne
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(A) lub farmakologiczne (B). W zaleznosci od podobienstwa (oznaczonego jako relatywna
wysoko$¢ dendrogramu), struktury mozna pogrupowaé w roézng liczbe modutow. Kolorami
zaznaczono poszczegdlne moduly w momencie przeciecia dendrogramu w potowie jego
wysokosci. C, D) Wykresy przedstawiajace zalezno$¢ liczby modutéw od relatywnej
wysokosci dendrogramu (przyjetego podobienstwa) dla grup eksponowanych na nagrody
naturalne (C) i farmakologiczne (D).

Roéznice modutowosci pomiedzy badanymi grupami zmierzono testem Mantela-Coxa.
** oznacza p = 0,0013 dla Woda vs. Cukier 1 d oraz **** oznacza p < 0,0001 dla Sdl vs.
Kokaina 1 d i Sol vs. Kokaina 7 d. Liczebno$¢ grup: N Woda = 7; N Cukier 1 d = 5;
N Cukier 7d =7; N So6l = 7; N Kokaina 1 d = 6; N Kokaina 7 d = 6, gdzie N = liczba zwierzat
uzytych w badaniu.

4.2.3. Wspolczynnik wzrostu aktywnosci mozgu dla jedno- i kilkukrotnej ekspozycji na

nagrody

Zauwazono, ze zarowno cukier, jak i kokaina aktywowaty rozng liczbg struktur
w zalezno$ci od tego czy podawano je jednorazowo czy tez Kilkukrotnie. By dalej zobrazowaé
efekty jedno- i kilkukrotnej ekspozycji zwierzecia na nagrody, porownano $rednie wzrosty
liczby komorek c-Fost+ w stosunku do kontroli dla poszczegélnych struktur. Obliczajac
logarytm dziesi¢tny ze stosunku tych s$rednich wyliczono réwniez wspotczynnik wzrostu
aktywnosci dla danych struktur (Ryc. 27A). W analizie uwzgledniono tylko te struktury, dla
ktorych poziom gestosci komorek c-Fos+ byt istotnie statystycznie zwigkszony w przypadku
jedno- lub kilkukrotnej ekspozycji na dang nagrodeg.

W przypadku nagrody naturalnej $redni wspotczynnik wzrostu aktywnosci dla
wszystkich badanych struktur byt dodatni (Ryc. 27B). Oznacza to, ze srednio wigksza ekspresja
c-fos nastgpita po jednej, niz po siedmiu ekspozycjach na cukier ($rednia = 0,075;
SEM =0,0083). W przypadku nagrody farmakologicznej, $rednio wspotczynnik ten byt
ujemny i wyniést -0,1202 (SEM = 0,0084; Ryc. 27B). W przypadku ekspozycji na cukier,
strukturami 0 najwyzszych wspotczynnikach byly warstwa 1-Sza pierwszorzgdowej kory
somatosensorycznej (SSp-nl; wspotczynnik = 0,488) i warstwa 1-sza czesci nieziarnistej kory
retrosplenialnej (RSPagll; wspotczynnik = 0,4386; Ryc. 27C). Strukturami o najnizszych
wspofczynnikach ~ wzrostu ~ aktywnos$ci  byly  jadro  migdzykonarowe  (IPN;
wspotczynnik = 0,235) oraz cze¢$¢ wewnetrzna gatki bladej (Gpi; wspotczynnik = -0,164). Dla
kokainy, strukturami, ktore miaty wigcej komorek po siedmio- niz po jednokrotnej ekspozycji,
byly jadra podwzgoérza: jadro tukowate (ARH; wspdtczynnik = 0,628) 1 jadro przykomorowe
(PVp; wspotczynnik = 0,496). Jadrami mdzgu, ktdre miaty najnizszy wspotczynnik byty jadro
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trojdzielne §rodmozgowia (MEV; wspotczynnik = -0,658) i jadro przegrodowo-strzgpkowe
(SF; wspotczynnik = -0,365; Ryc. 27C).

Sposrod struktur uwzglednionych w analizach dla obu nagrdd, tymi o podobnych
wspoétczynnikach wzrostu aktywnosci byty struktury wchodzace w sktad formacji hipokampa:
region CA1 (CA1L; roznica bezwzgledna = 0,0003) oraz warstwa komoérkowa zakretu zgbatego
(DG-mo; rdéznica bezwzgledna = 0,0068), a takze istota czarna (SNr; rdznica
bezwzgledna = 0,0056). Strukturami najbardziej r6znigcymi te nagrody byly warstwa pierwsza
(SSp-nl; roznica bezwzgledna = 0,7601) i druga/trzecia (SSp-n2/3; rdznica
bezwzgledna = 0,5457) pierwszorzedowej kory somatosensorycznej oraz guzki wechowe (OT;

réznica bezwzglgdna = 0,484).
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Ryc. 27: Wspélezynnik wzrostu aktywnos$ci mozgu dla jedno-
na nagrody. A) Wykres przedstawiajacy stosunki liczby komorek c-Fos+ w poszczegdlnych
strukturach dla ekspozycji jednodniowej (0§ pozioma) i siedmiodniowej (0§ pionowa) na
nagrody do grup kontrolnych. Zielonymi punktami zaznaczono wyniki dla ekspozycji na
cukier, a niebieskimi na kokaine. B) Wykres poréwnujacy rozktad wspotczynnika wzrostu
aktywnos$ci dla cukru i kokainy. Liniami przerywanymi zaznaczono Srednie i punktowymi
rozstepy kwartylne. Wzrost aktywno$ci mierzono tylko dla struktur, ktére miaty istotnie
statystycznie wiecej komorek c-Fos+ podczas jednej lub siedmiokrotnej ekspozycji na cukier
lub kokaineg.
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Wielkos¢ grup dla Cukru N = 165, a dla Kokainy N = 255. Roznice pomigdzy wspotczynnikami
wzrostu aktywnosci dla cukru i1 kokainy porownano testem t dla préb niezaleznych.
**** oznacza p < 0,0001. C) Wspoétczynniki wzrostu aktywnosci dla pojedynczych struktur.

4.2.4. Pomiar liczby komorek c-Fos+ w poszczegolnych strukturach mézgowych myszy

eksponowanych na cukier lub kokaine

Na wykresach umieszczonych na ryc. 28 przedstawiono S$rednie wyniki gestosci
komorek c-Fos+ w analizowanych struktur moézgowych. W przypadku nagrody naturalnej,
kolorem bladozielonym oznaczono grupe kontrolng (Woda), jasnozielonym grupe otrzymujaca
jednorazowo cukier (Cukier 1 d), a ciemnozielonym grupg myszy otrzymujacych cukier przez
siedem dni (Cukier 7 d). W przypadku nagrody farmakologicznej, kolorem bladoniebieskim
oznaczono grupe kontrolng (Sol), jasnoniebieskim grupe otrzymujaca jednorazowo kokaing
(Kokaina 1 d), a ciemnoniebieskim grupg myszy otrzymujacych kokaing przez siedem dni
(Kokaina 7 d).

Struktury zgrupowano wg. organizacji anatomicznej zaproponowanej w Allen’owskim
Atlasie Mysiego Mozgu. Z prawej strony wykresow sg pelne nazwy struktur, a z lewej ich
skroty oraz wartosci p dla grup otrzymujacych nagrody jednokrotnie i1 siedmiokrotnie.
Pogrubione cyfry oznaczaja, ze dla danej grupy struktura miata istotnie statystycznie
zwigkszong liczbe komorek c-Fos+. Klamry po lewych stronach wykresow grupuja struktury
W nadrzedne cze$ci mozgu.

Rycina w wigkszej rozdzielczosci dostgpna jest rowniez pod linkiem:

https://github.com/BijochLukasz/\Whole-brain-tracking-of-cocaine-and-sugar-rewards-

processing/tree/main/Additional%20Figures/Ryc.28
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Grzbietowa Brzuszna

Kora

Skroniowa

Kora
wyspy

okolo-

Kora

Obszary

Kora
Smakowa

kora

Kora okolowechowa, warstwa 6b —|
Kora okotowgchowa, warstwa 6a —]
Kora okolowechowa, warstwa 5 —|
Kora okolowgchowa, wirlMll 23—
L Kora okolowechowa, warstwa 1—|
Skroniowa Kora asocjacyjna, waretwa 6b —
Skroniowa kora asocjacyjna, warstwa 6a —|
‘Skroniowa kora asocjacyjna, warstwa 5 —
Skroniowa kora asocjacyjna, warstwa 4 —

Skroniowa kora asocjacyjna, warstwa 2/3
L Skroniowa kora asocjacyjna, warstwa 1—|
Brzuszna kora retrosplenialna, warstwa 6b —
Brzuszna kora retrosplenialna, warstwa 6a —|
Brzuszna kora retrosplenialna, warstwa 5 —|
Brzuszna kora retrosplenialna, warstwa 2/3 —|
Brzuszna kora retmslplema\na‘ warstwa 1—
Grzhietowa kora retrosplenialna, warstwa 6b —
Grzbietowa kora retrosplenialna, warstwa 6a —]
Grzbietowa kora retrosplenialna, warstwa 5 —]
bietowa kora retrosplenialna, warstwa 2/3 —|
rzhietowa kora retrosplenialna, warstwa 1—|
Agranularna czes¢ boczne] kory retrosplenialnej, warstwa 6b —|
Agranularna czesé bocznej kory retrosplenialnej, warstwa 6a —]
granulama c2zesé bocznej kory retrosplenialnej, warstwa 5 —
ranularna czesé boczne] kory retrosplenialnej, warstwa 2/3 —|

Kora wzrokowa

Kora stuchowa

trzewne

L Agranul:m- czeét bocane kory rstrosplenisine], warstwa 1—
spy, warstwa 6a —

Brzuszna Kora wyspy, warstwa 5 —|
Brzuszna kora wyspy, warstwa 2/3 —]
Brzuszna kora wyspy, warstwa 1—|
Ina kora wyspy, warstwa 6a —|

Ina kara wyspy, warstwa 5 —]

Tylna kora wyspy, warstwa 2/3 —]

L Tylna kora wyspy, warstwa 1—]
Brzuszno-boczna kora wzrakowa, warstwa 6b —]
Brzuszno-baczna kora wzrokowa, warstwa 6a —]
Brzuszno-boczna kora wzrokowa, warstwa 5 —|
Brzuszno-boczna kora wzrokowa, warstwa 2/3 —]
Brzuszno-baczna kara wzrakowa, warstwa 1—|
Przyérodkowa kora wzrokowa, warstwa 62 —|
Przysrodkowa kora wzrokowa, warstwa 5 —|
Przysrodkowa kora wzrokowa, warstwa 2/3 —|
Przysrodkowa kora wzrokowa, warstwa 1—
Boczna kora wzrokowa, warstwa 6a —]

Boczna kora wzrokowa, warstwa 5 —|

Boczna kora wzrokowa, waritwn 23—

oczna , warstwa 1—

Brzuszna czeé¢ kory limbicznej, warstwa 8 —]
Brzuszna czesé kory lnmbunel.wursma 62 —|
Brzuszna cze$¢ ko rr icznej, warstwa 5 —
Brzuszna czest kory limbicznej, warstwa 2/3 —|
‘Grzbietowa czgé¢ kory limbicznej, warstwa 6b —
Grmlnmna n:zgg& kary limbiczne], warstwa 62 —|
23 kory limbicznej, warstwa 5 —
rzh towea cxesé kory limbicznej, warstwa 2/3 —]
Grzbietowa czs¢ kory limbicznej, warstwa 1—
Brzuszna czes¢ kory obreczy, warstwa 6b
Brzuszna czesé kory abrgl:zy. warstwa 6a
Brzuszna czes¢ kory obreczy, warstwa 5
Brzuszna czesé kory obreczy, warstwa 2/3 —
Brzuszna czesc kory ubreczy warstwa 1—
Grzbietowa c: aesc kury breczy, warstwa 6b —|
Grzbietowa czeéé kory abreczy, warstwa 6a —
rzbietowa czesé kory obreczy, warstwa 5 —|
Grzbietowa czgs¢ kory obrgczy, warstwa 2/3 —]
L Grzbietowa kory obreczy, warstwa 1—|
Tyl czgse kory , warstwa 6 —|
I c:.qh‘. bory  warstira 62 —|
e arstwa 5 —

T In zysrodkuwa 2646 kor wzrukowa warsiwa 4 —|
Inoprz cze&t v ryry jarstwa 2/3 —|

1 czgsc 2, warstwa 1—§
%ﬂu-ﬁ czna czese kury rokawej, warstwa 6b

Ty
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Kora nowa

TTTTTTTTTT
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lemszemnmua kora wzrokowa, warstwa 6b —|
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P»erwsznmedowa kora wzrokowa, warstwa 5 —]
Pierwszorzedowa kora wzrokowa, warstwa 4 —
Pierwszorzedowa kora wzrokowa, warstwa 2/3 —|
Plerwszorzedowa kora wrrokowa, warstwa 1—]
Boczna czgsé kory wzrokowej, warstwa 6b —|
Boczna czesé kory wzrokowej, warstwa 6a —|
Boczna cest kory warokowe, warstra S —

Boczna czesé kory warstwa 4 —|

), warstwa 213 —]

warstwa 6b —

Przsdmo—bot‘,zna azzw& kory wzrokowej, warstwa 6a —|

kory warstwa 5 —

_ Przednio-boczna czesé lnry wzrakowej, warstwa 4 —|

cze4¢ kory J, warstwa 2/3 —|

L Przednio-boczna czesé kory wzrokowej, warstwa 1—

Brzuszna czes¢ kory stuchowej, warstwa 6b —|

Brzuszna czesé kory sluchowej, warstwa 6a —]

Brzuszna czgs¢ kory stuchowej, warstwa 5 —|

Brzuszna czes¢ kory stuchowe], warstwa 4 —|
Brzuszna czesé kory stuchowej, warstwa 2/3

Brzuszna czesé kory sluchowej, warstwa 1

Tylll: czgs¢ kory stuchowej, warstwa 6b —]

ina czesé kory stuchowej, warstwa 6a —|

Ina cze4¢ kory shuchowej, warstwa 5 —|

Tylna czesé kory sluchowe], warstwa 4 —]

Tylna czesé kory stuchowej, warstwa 2/3 —|

Tylna czs¢ kory stuchowej, warstwa 1—;

Pierwszorzgdowa kora stuchowa, warstwa 6b —

Pierwszorzgdowa kora sluchowa, warstwa 6a —|

Pierwszorzedowa kora sluchowa, warstwa 5 —

Pierwszorzedowa kora sluchowa, warstwa 4 —|

Pierwszorzedowa kora stuchowa, warstwa 2/3 —|

Pierwszorzgdowa kora stuchowa, warstwa 1—

Grzbietowa cz¢s¢ kory sluchowej, warstwa 6b —

Grzbietowa czgsc kory sluchowej, warstwa 6a —|

Grzbietowa czes¢ kory shichowej, warstwa 5 —]
Grzbietowa czes¢ kory shuchowe), warstwa 4

Grzbictowa czgs€ kory shuchowej, warstwa 213

czgsé ko wars

21—
Obszar trzewny, warsma 5 —
Obszar trzewny, warstwa 6b —|
Obszar trzewny, warstwa 62 —|
Obszar trzewny, warstwa 4 —|

Obszar trzewny, warstwa 2/3 —

Obszar smakowy, warstwa 6b —]
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Okolice wechowe

Pole przejéciowe gruszlmwate— TR (0,0620; 0.1592)
Pole gr PAA (01022; 0,1435)

Pole migdatowate korowe, tylna czesé —| COAp (0.0407; 0,043

Pole migdalowate korowe, przednia czesé — COAa (0,0141° 0.0354

Jadro pasma wqchnweg bocznego, warstwa 3 —} OT3 (0,0025; 0,0007

Jadro pasma we NLOT1 (0,0351 0,1320)
Pole gruszkowate —] — e PIR (016761 0.2289

Jadro kenarowe grzbietowe —] — s DP (0,1378; 0,0791

Nawleczka szara —| —e—o T (0,1837, 0.3161

Jadro wechowe przednie —] e AON [0,1230' 01435
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odatkowa opusaka wechowa, warstwa ziarmista—| &80 AOBgr (0,0545; 0,0534)
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zwiazane ze

zwigzane ze

stanem
behawiorals

zwigzane
z czuciem

zwigzane z

zwigzane
z czuciem

zwigzane z

stanem
behawioralnym

motoryka

m

motoryka

Jadra podkorowe

N Jadro lozyskowe spoidta przedniego —| |— BAC (0,0763; 0,1268)
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Ryc. 28: Srednie gestosci komérek c-Fos+ w poszczegélnych strukturach mézgowych
myszy eksponowanych na cukier lub kokaine. W przypadku nagrody naturalnej (odcienie
zieleni), kolorem bladozielonym oznaczono grupe kontrolng (Woda), jasnozielonym grupe
otrzymujacg jednorazowo cukier (Cukier 1 d), a ciemnozielonym grup¢ myszy otrzymujacych
cukier przez siedem dni (Cukier 7 d). W przypadku nagrody farmakologicznej (odcienie
niebieskiego), kolorem bladoniebieskim oznaczono grupe kontrolng (S6l), jasnoniebieskim
grupe otrzymujaca jednorazowo kokaing (Kokaina 1 d), a ciemnoniebieskim grupe myszy
otrzymujacych kokaine przez siedem dni (Kokaina 7 d).
Struktury zgrupowano wg. organizacji anatomicznej zaproponowanej w Allen’owskim Atlasie
Mysiego Mézgu i nazwy nadrzedne umieszczono nad wykresami. Z lewej strony wykresow
umieszczono pelne nazwy struktur, a z prawej odpowiadajace im skroty oraz wartosci p, gdzie:
(p dla nagroda 1 d; p dla nagroda 7 d). Pogrubione wartosci p oznaczajg, ze dla danej grupy
struktura miata istotnie statystycznie zwigkszong liczbe¢ komorek c-Fos+. Klamry po lewej
stronie wykresow grupuja struktury w struktury nadrzedne. Liczebno$¢ grup: N Woda = 7;
N Cukier 1 d = 5; N Cukier 7d =7; N S6l = 7; N Kokaina 1 d = 6; N Kokaina 7 d = 6, gdzie
N = liczba zwierzat uzytych w badaniu. Istotnos$¢ statystyczng dla kazdej struktury obliczano
przy uzyciu GLM z post hoc testem Dunnetta i korekcja testem Benjamini-Hochberga; roznice
pomiedzy grupami uznano za istotne statystycznie, gdy p <0,1.
Rycina w wigkszej rozdzielczosci dostgpna jest rowniez pod linkiem:
https://github.com/BijochLukasz/Whole-brain-tracking-of-cocaine-and-sugar-rewards-
processing/tree/main/Additional%20Figures/Ryc.28
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4.3. Analiza zmian plastycznych w Srodkowym jadrze ciala migdalowatego

po ekspozycji zwierzecia na nagrody

Eksperyment z objetosciowym badaniem liczby komorek c-Fos+ wykazat, ze zar6wno
nagrody naturalne, jak i farmakologiczne wywoluja aktywacj¢ rozleglych czesci mozgu.
W przypadku wielu struktur, wzor aktywacji pokrywat si¢ dla obu nagréd. W innych
eksperymentach wykazano, ze ekspozycja na sacharozg¢ powoduje podobne zmiany plastyczne
jak ekspozycja na kokaine w neuronach ACB “8. W niniejszej rozprawie doktorskiej opisany
zostal wptyw ekspozycji na cukier oraz na kokaing na zmiany plastyczne w innej strukturze

uktadu nagrody, CeA.

4.3.1. Analiza ekspresji genow wczesnej odpowiedzi w jadrze S$rodkowym ciala

migdalowatego u myszy eksponowanej na nagrody

4.3.1.A Analiza i lokalizacja komérek c-Fos-pozytywnych

Badania obecnosci komorek c-Fos+ w calym moézgu wskazato na podwyzszong
aktywnos¢ CeA po siedmiodniowej ekspozycji zwierzecia na kokaine oraz jednorazowej
i kilkukrotnej na sacharoze. W badaniach tych nie rozrézniono jednak poszczegoélnych czesci
CeA, a z poprzednich badan wiadomo, Ze jego sktadowe, CeM i CeL, moga by¢ odmiennie
zaangazowane w przetwarzanie réznych bodZzcow o znaczeniu emocjonalnym. Dlatego tez
przeprowadzono badania c-Fos standardowymi technikami immunohistochemicznymi, ktore
umozliwiajg taki podziat.

Ta doktadniejsza analiza poziomu c-Fos wykazala, ze jego zwigkszony poziom
w przypadku ekspozycji na sacharoze dotyczy tylko CeM (Ryc. 29A, C). Liczba komorek
c-Fos+ na mm?® w poréwnaniu do ekspozycji na wode ($rednia = 2,186; SEM = 0,572) byla
wyzsza zarowno po jedno- (srednia = 12,410; SEM = 4,647), jak i siedmiodniowej ekspozycji
na stodkg wodg ($rednia = 8,396; SEM = 1,465). W CeL nie zaobserwowano zmian poziomu
liczby komorek c-Fos+ na mm?®, i w przypadku jednokrotnej ekspozycji na sacharoze wyniost
on $rednio 2,930 (SEM = 0,519), a siedmiokrotnej 2,761 (SEM = 0,815). Wyniki te byty
zblizone do warunkéw kontrolnych (Srednia = 2,496; SEM = 0,551).
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W przypadku ekspozycji na kokaing, wzrost liczby komorek c-Fos+ dotyczyt zar6wno
CeM, jak iCeL (Ryc. 29B, D). Ponadto, inaczej do wynikow zaobserwowanych
z holistycznego badania poziomu c-Fos, tym razem aktywacje CeA zaobserwowano roéwniez
podczas pojedynczej ekspozycji zwierzecia na narkotyk i liczba komoérek c-Fos+ na mm?®
w CeM byta $rednio wyzsza o 6,668, a w CeL o 12,03 od warunkéw kontrolnych. Po
siedmiokrotnej ekspozycji na narkotyk zaobserwowano w CeM wigcej o 12,998, a w CeL

wigcej 0 12,68 komorek c-Fos+ mm?® niz po ekspozycji na sol fizjologiczna.
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Ryc. 29: Poziom c-Fos w srodkowym jadrze ciala migdalowatego po ekspozycji myszy na
nagrody. A, B) Przyktadowe zdj¢cia regionu ciala migdatowatego na skrawkach myszy
eksponowanych na nagrody naturalne (A) i farmakologiczne (B). Bazujgc na obecnoSci
barwnika TdTomato w komoérkach z GAD65 wyrdzniono poszczegdlne obszary ciala
migdatowatego: CeM (z6tty), CeL (niebieski) i BLA (ceglasty). Srodkowe panele
przedstawiajg sygnat pochodzacy z komorek z biatkiem c-Fos (biate kropki). C, D) Wykresy
przedstawiajace liczbg komorek c-Fos+ w CeM i CeL myszy eksponowanych na cukier (C) lub
kokaing (D). Wykresy przedstawiajg S$rednie oraz + SEM. Czerwonymi kropkami
przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach * i ** oznaczaja kolejno:
p<0,01ip<0,01.

Liczebno$¢ grup: dla CeM N Woda = 13(13); N Cukier 1 d = 8(8); N Cukier 7 d = 7(7);
N So6l =10(11); N Kokaina 1 d = 10(10); N Kokaina 7 d = 11(12) i dla CeL N Woda = 13(13);
N Cukier 1 d = 11(11); N Cukier 7 d = 7(7); N Sol = 15(16); N Kokaina 1 d=11(11);
N Kokaina 7 d = 14(15) i dla CeL, gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba uzytych
skrawkow). Roznice pomigdzy badanymi grupami zmierzono testem Kruskalla-Wallisa (dla
C CeM i D) oraz testem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA (dla C CeL). Wartosci
pdla CeM: Woda vs. Cukier 1 d = 0,0040; Woda vs. Cukier 7 d = 0,0016; Sol vs.
Kokaina1d =0,0220; So6l vs. Kokaina 7 d = 0,0044. Wartosci p dla CeL: So6l vs.
Kokaina 1 d = 0,0026; Sol vs. Kokaina 7 d=0,0058.

4.3.1.B Analiza poziomu Arc

Kolejnym badanym genem wczesnej odpowiedzi byl gen arc, ktoérego rezultatem
ekspresji jest biatko Arc. W przeciwienstwie do c-Fos, jego obecnos$¢ nie jest ograniczona tylko
do jadra komorkowego i Arc znajduje si¢ roéwniez w innych czeSciach neuronu, m.in. na
synapsach'%2, Ponadto zauwazono, ze wszystkie badane komorki wykazywaty wysoki bazowy
poziom badanego biatka i w przeciwienstwie do badania ekspresji c-fos, niemozliwym okazato
si¢ policzenie komoérek Arc-pozytywnych. Z tego powodu, do okreSlenia poziomu Arc
zdecydowano si¢ na uzycie obiektywu o wigkszym powigkszeniu i badanie usrednionego
sygnatu fluorescencji. W zwigzku z tym, ze obserwowalne wczesniej zwigkszenie poziomu
c-Fos byto lepiej unaocznione podczas kilkukrotnych prezentacji nagrod, poziom Arc badano
tylko po siedmiokrotnej ekspozycji na sacharoze¢ lub kokaing.

Ekspozycja na cukier nie wywotata zwigkszonego poziomu Arc w CeA i usredniona
wartos$¢ fluorescencji w CeM ($rednia = 14698; SEM = 2232) i w CeL ($rednia = 13496;
SEM =1780) byla =zblizona do warunkéow kontrolnych (dla CeM: S$rednia = 14127
I SEM = 1783 oraz dla CeL: srednia = 12299 i SEM = 2113; Ryc. 30A, C).

Zwigkszony poziom Arc zaobserwowano jednak w neuronach na skrawkach moézgu
pochodzacych od myszy eksponowanych na nagrod¢ farmakologiczng (Ryc. 30B, D).

Siedmiodniowa ekspozycja zwierzecia na kokaing spowodowata wzrost poziomu Arc
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w stosunku do kontroli zaréwno w CeM, jak i w CeL. Wartos$¢ usrednionej fluorescencji dla
CeM wyniosta $rednio 19516 (SEM = 1905), a dla CeL 18087 (SEM = 1715) i byta wyzsza od
warunkow kontrolnych o 5565 (w CeM) i 0 4801 (w CelL).
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Ryc. 30: Poziom Arc w Ssrodkowym jadrze ciala migdalowatego po ekspozycji myszy na
nagrody. A, B) Przyktadowe zdjecia komorek CeM i CeL z wyznakowanym biatkiem Arc na
skrawkach myszy eksponowanych na nagrody naturalne (A) i farmakologiczne (B). Skala
25 um. C, D) Wykresy przedstawiajace usredniong wartos¢ fluorescencji pochodzaca z Arc
w komorkach CeM i CeL myszy eksponowanych na cukier (C) lub kokaing (D). Wykresy
przedstawiajg $rednie oraz + SEM. Czerwonymi kropkami przedstawiono wyniki dla
pojedynczych myszy. Na wykresach * oznacza p < 0,05.

Liczebno$¢ grup dla CeM wynosita N Woda = 5(65); N Cukier 7 d = 7(78); N Sol = 8(125);
N Kokaina 7 d = 9(124) oraz dla CeL N Woda = 5(60); N Cukier 7 d = 7(68); N Sol = 8(118);
N Kokaina 7 d = 9(116), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba zobrazowanych
plaszczyzn). Roznice pomiedzy badanymi grupami zmierzono testem t dla prob niezaleznych,
gdzie wartosci p dla CeM: S6l vs. Kokaina 7 d = 0,0328. Wartosci p dla CeL:
Sol vs. Kokaina 7 d = 0,0436.
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4.3.2. Analiza plastycznosci synaptycznej W jadrze srodkowym ciala migdalowatego

Ekspresja IEGs towarzyszy poéznym fazom LTP i LTD. By potwierdzi¢, ze
zaobserwowanym wczes$niej zwigkszonym poziomom c-Fos i Arc w CeA towarzysza zmiany
w plastycznosci synaptycznej, zmierzono markery tych proceséw W neuronach myszy

eksponowanych na cukier lub kokaing.

4.3.2.A Analiza poziomu milczacych synaps w jadrze Srodkowym ciala migdalowatego

Analiza poziomu milczacych synaps w CeA wykazata odrgbne zaangazowanie CeM
i CeL w przetwarzanie informacji o nagrodach farmakologicznych i naturalnych. Podobnie jak
w przypadku badania poziomu biatka c-Fos, ekspozycja zwierzgcia na stodka wodg
spowodowata wzrost liczby milczacych synaps tylko w CeM. Po siedmiu dwugodzinnych
ekspozycjach zwierzecia na stodka wod¢ wynidst on $rednio 30,15% (SEM = 2,77%),
aw przypadku grupy kontrolnej 17,52%. W CeL nie zaobserwowano zwigkszonego poziomu
milczacych synaps i ich $redni poziom w obu grupach wyniést ponizej 20% (Ryc. 31C).

Ekspozycja na kokaing spowodowata wzrost procentowego udziatu milczacych synaps
zarbwno w neuronach CeM, jak i CeL. W CeM wzrost ten wynidst $rednio 25,20%
(SEM =4,11%) po siedmiodniowej ekspozycji zwierzgcia na kokaine i byt wyzszy o 11,79%
od warunkow kontrolnych. Podobny wzrost poziomu milczacych synaps zaobserwowano
w CeL. Siedmiodniowa ekspozycja na kokaine spowodowata wzrost ich poziomu do 25,21%

(wigcej o 11,73% w stosunku do grupy kontrolnej; Ryc. 31D).

107



A CeM B Cel

Woda Cukier1d Woda Cukier 1d
40 gdpkowiedz' 404 ngdpb?wiedz 40- gdpkowiedz 40+ -gdpowiedi
r; r
odapowiedzi odapuwiedzi o 20 otrjapowiedzi oaapowiedzi ..- '_" ¢ o
201 * - 1 -gomv e
60 mV 20+ L S DU Y A e s e v
< < ° % g <
S O0f et —t s e a -60 mv = +45 my r- 60 mv
3 sV Q0 PP TS I
o o -
wi-204 w wasmyv w0 i +45 mV
. ()
1 e o N,
40 20{ oo, 60 20 P
n - L]
. . ® 80 . . ®
60 30 g 0 30 g0 190 30 g0 0% “% 60
Powtorzenia Powtorzenia Powtorzenia Powtorzenia
Sal Kokaina 7 d Sal Kokaina 7 d
407 «odpowiedz . 407 eodpowiedz @ e®e 404 » odpowiedz 401 e odpowiedz e @
brak brak .0’ brak . b ce anae
Uaapowiedzi e ° ., o?}mwiedzi “. ‘e 20 o{japowiedzi ®ee® "..- . oaapowiedzi ¢ o%ee
204 RPN Tt T gomv SRl e g LAARE TN
L] L ]
-60 mV -60 mV ® o I 60 mV *
Soofee e P ——--——--——‘é_zo‘ cee, 45TV S ofewema -t
3 a5V 3 . o MV G | .'" Let & . e 4EMV
i-20] li-20{ oo 5407, Li-20{ , o
. ° s o .
¢ . *® -601 ¢ L *
400 . . -40{ e -40 Iy
o, o 2 -804 2
e % . © ° .
605——= 30 g 5 30 g0 1% S g0 % 30 60
Powtdrzenia Powtdrzenia Powtorzenia Powtdrzenia
CeM Cel CeM Cel
%k %k %k o o ]
7506 “ 7506— 75% - 75%
1%} 1%
%) »
g g g g
0/p) =4 c 0/, —
<, 50%- £, 50%- > 50% >, 50%
e = S <
(8] o > >
> > = =
5 5 © 25% © 25%-
G 6 (&) Q
8 8 S 8
0%- 0%-

Ryc. 31: Wplyw ekspozycji zwierzecia na nagrode uzalezniajacq lub naturalng na poziom
milczacych synaps w CeA myszy. A, B) Przyktadowe nagrania poziomu milczacych synaps
dla komorki CeM z myszy eksponowanej na nagrod¢ naturalng (A) lub farmakologiczng (B).
Kropkami zaznaczono amplitude nagranych pradéw zaleznych od AMPAR (dla
potencjatu -60 mV) i od NMDAR (dla potencjalu +45 mV). Szare kropki oznaczaja brak
odpowiedzi na stymulacje, a kolorowe jej wystapienie. C, D) Wykresy przedstawiajace
procentowy poziom milczacych synaps w komorkach CeM i CeL myszy eksponowanych na
cukier (C) lub kokaing (D). Wykresy przedstawiajg $rednie oraz + SEM. Czerwonymi kropkami
przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach * i *** oznaczaja kolejno
p<0,05ip<0,001.

Liczebno$¢ grup dla CeM wynosita N Woda = 9(30); N Cukier 7 d = 10(38); N Sol = 13(39);
N Kokaina 7 d = 9(26) oraz dla CeL N Woda = 6(34); N Cukier 7 d = 6(25); N Sol = 6(19);
N Kokaina 7 d = 8(30), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba nagranych
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komorek). Roznice pomigdzy badanymi grupami zmierzono testem t dla prob niezaleznych,
gdzie wartosci p dla CeM: Woda vs. Cukier 7 d = 0,0005 oraz Sél vs. Kokaina 7 d = 0,0242.
Wartosci p dla CeL: Sol vs. Kokaina 7 d = 0,0187. EPSCs — (postsynaptyczne prady
pobudzajace; ang. excitatory postsynaptic currents).

4.3.2.B Analiza Kinetyki pradéw zaleznych od receptora dla NMDA w jadrze srodkowym

ciala migdalowatego

Zmiany plastyczne w neuronach prowadza do wzmocnienia lub ostabienia transdukcji
sygnatu w sieci nerwowej, co moze nastgpowac przez tworzenie nowych synaps lub eliminacje
tych juz istniejacych. Nowopowstate synapsy na kolcach dendrytycznych charakteryzuja sie
obecnoscig specyficznej podjednostki GIuN2B (dawniej znane tez jako NR2B) w NMDAR.
Wplywa ona na kinetyke otwierania NMDAR, powodujac ze pozostaje on dhluzej
przepuszczalny dla kationéw, a jej obecno$¢ mozna zbada¢ technikami elektrofizjologicznymi
mierzac zalezne od NMDAR EPSCs.

Analiza kinetyki pradow zaleznych od NMDAR neuronow w CeM wykazata, ze ulegta
ona zmianie po ekspozycji zwierzecia zarOwno na nagrode naturalng, jak i1 uzalezniajaca
(Ryc. 32). W grupie zwierzat dostajacych stodkg wodg, czas zaniku nagrywanych pradow
wyniost srednio 70,45 ms (SEM = 10,29 ms) i byt on o 18,07 ms dtuzszy niz w neuronach
nagranych od zwierzat w grupie kontrolnej (Ryc. 32A, C). W przypadku kokainy, czas zaniku
tych pradow wyniost srednio 97,45 ms (SEM = 13,96 ms) i byt on o0 42,97 ms dtuzszy niz
u zwierzat, ktore dostawaty zastrzyki z soli fizjologicznej (Ryc. 32B, D).

W CeL nie zaobserwowano podobnych zmian w Kinetyce pradéw zaleznych od
NMDAR. Sredni czas zaniku pradéw nagranych z neuronéw myszy dostajacej sacharoze
(Srednia = 35,71 ms; SEM = 3,5 ms) nie r6znit si¢ od tych nagranych z myszy kontrolnych
(Srednia = 44,08 ms; SEM = 8,81 ms; Ryc. 32C). Ekspozycja na kokaine rowniez nie wptyneta
na kinetyke tych pradow ($rednia = 48,37 ms; SEM = 7,53 ms), ktéra byta podobna jak w grupie
kontrolnej ($rednia = 55,57 ms; SEM = 7,18 ms; Ryc. 32D).
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Ryc. 32: Czas zaniku pradéw zaleznych od NMDAR w CeA myszy eksponowanych na
nagrody naturalne lub farmakologiczne A, B) Przyktadowe nagrania pradow zaleznych od
NMDAR nagranych z komérek CeA myszy eksponowanych na nagrody naturalne (A) lub
farmakologiczne (B). Pozioma skala przy wykresach oznacza 20 ms i pionowa
30 pA. C, D) Wykresy przedstawiajace czas zaniku pradow zaleznych od NMDAR
w komorkach CeM i CeL myszy eksponowanych na cukier (C) lub kokaing (D). Wykresy
przedstawiaja $rednie oraz = SEM. Czerwonymi kropkami przedstawiono wyniki dla
pojedynczych myszy. Na wykresach ** oznacza p < 0,01.

Liczebno$¢ grup dla CeM wynosita N Woda = 11(35); N Cukier 7 d = 11(26); N Sol = 11(25);
N Kokaina 7 d = 6(9) oraz dla CeL N Woda = 6(27); N Cukier 7 d = 7(27); N S6l = 6(22);
N Kokaina 7 d = 6(24), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba nagranych
komorek). Roznice pomigdzy badanymi grupami zmierzono testem Manna-Whitney’a dla
B CeM i testem t dla prob niezaleznych dla B CeL oraz C. Wartosci p dla CeM: Woda vs.
Cukier 7 d = 0,0005 oraz Sol vs. Kokaina 7 d = 0,0242. Wartosci p dla CeM: Woda vs.
Cukier 7 d = 0,0079 oraz Sdl vs. Kokaina 7 d = 0,0051.

4.3.2.C Analiza obecnosci podjednostki GIUN2B receptora NMDA w jadrze srodkowym

ciala migdalowatego

By potwierdzi¢, ze zaobserwowana zmieniona kinetyka pragdow zaleznych od NMDAR
w CeM spowodowana jest obecnoscig podjednostek GIuN2B, wykonano barwienia
immunohistochemiczne tej podjednostki.

Analiza zdje¢ spod mikroskopu konfokalnego wykazata zwigkszony sygnat
fluorescencji pochodzacy z GIUN2B w neuronach CeM myszy po ekspozycji na sacharoze

110



(Ryc. 33A, C). Jego srednia warto$¢ wyniosta 18205 (SEM = 347,8) i byta o 1373 wyzsza od
sygnatu ze skrawkoéw mozgu myszy eksponowanych na zwykta wodg. Podobnie wyzszy sygnat
w CeM zaobserwowano w preparatach pochodzacych od myszy eksponowanych na kokaing
($rednia = 18633; SEM = 280,5), ktory byt wyzszy od sygnatu z warunkéw kontrolnych o 1252
(Ryc. 33A, D). W CeL nie zaobserwowano zmian w sygnale pochodzacym od GluN2B i jego
srednie warto$ci wynosity: dla wody 17443 (SEM = 714,7), sacharozy 17990 (SEM = 282,5),
soli 17897 (SEM = 491,4) i kokainy 18079 (SEM = 321,3; Ryc. 33B, C, D).

Razem z wynikami badan kinetyki pragdow zaleznych od NMDAR, powyzsze wyniki
wskazuja na obecnos¢ podjednostki GluN2B w CeM po ekspozycji myszy zarowno na nagrode
naturalng, jak i farmakologiczna. Sugeruja rowniez, ze zaobserwowane zmiany plastyczne
w CeM powstaly na drodze wzmocnienia synapsy 1 powstawania nowych potaczen

synaptycznych.
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Ryc. 33: Obecnos¢ podjednostki GluN2B receptora NMDA w CeA myszy eksponowanych
na nagrody naturalne i farmakologiczne A, B) Przyktadowe zdjecia wybarwionych
podjednostek GIUN2B receptora NMDA W CeA ze skrawkach myszy eksponowanych na
nagrody naturalne (A) lub farmakologiczne (B). Skala 25 um. C, D) Wykresy przedstawiajgce
usredniong warto$¢ fluorescencji pochodzaca z GluN2B na komoérkach CeM i CeL myszy
eksponowanych na cukier (C) lub kokaing (D). Wykresy przedstawiajg $rednie oraz + SEM.
Czerwonymi kropkami przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach
* 0znacza p < 0,05.

Liczebno$¢ grup dla CeM wynosita N Woda = 8(67); N Cukier 7 d = 7(46); N Sol = 12(75);
N Kokaina 7 d = 10(50) oraz dla CeL N Woda = 8(72); N Cukier 7 d = 8(55); N Sol = 13(93);
N Kokaina 7 d = 11(61), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba nagranych
komorek). Roznice pomigdzy badanymi grupami zmierzono testem Manna-Whitney’a dla C
| testem t dla prob niezaleznych D. Wartosci p dla CeM: Woda vs. Cukier 7 d = 0,0468 oraz
Sol vs. Kokaina 7 d = 0,0208.
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4.3.2.0 Analiza spontanicznej aktywnosci neuronéw w jadrze Srodkowym ciala

migdalowatego po ekspozycji zwierzecia na kokaing

Zwigkszona ekspresja c-Fos oraz zwigkszony poziom cichych synaps w CeL po
ekspozycji zwierz¢cia na kokaine wskazuja, ze w jadrze tym wystgpity zmiany plastyczne po
ekspozycji zwierzecia na ten narkotyk. Jednocze$nie, analiza immunohistochemiczna oraz
badanie kinetyki pradéow zaleznych od NMDAR wykluczyty w CeL obecnos$¢ towarzyszacej
wzmocnieniu synaptycznemu podjednostki GIUN2B. Dlatego tez postanowiono sprawdzié, czy
w CeL doszto w takim razie do przeciwstawnego procesu plastycznego, ostabienia
postsynaptycznego. W tym celu w CeM i CeL zbadano spontaniczng aktywnos$¢ neurondw,
nagrywajac tam prady glutaminianergiczne zalezne od AMPAR.

Zaobserwowano, ze spontaniczne prady nagrane z neuronéw w CeM myszy uprzednio
eksponowane] na kokaing miaty zwigkszona zaréwno amplitudg, jak 1 czestotliwosée
wystepowania, co sugeruje wystagpienic LTP w tych neuronach (Ryc. 34A). Obserwacje te
potwierdzono poréwnujac dystrybuante amplitud i odstepoéw pomigdzy kolejnymi zaleznymi
od AMPAR sEPSCs (zdarzeniami; Ryc. 34C, E). Rowniez usrednione wartosci tych
parametroOw pokazaty, ze srednia warto$¢ amplitud zdarzen wzrosta o 3,56 pA w grupie myszy
traktowanych kokaina. Srednio, zdarzenia te wystepowaly czesciej o 3,652 s (Ryc. 34G, H).

W CeL kokaina wywotata przeciwstawne efekty na parametry SEPSCs w porownaniu
do CeM, co sugeruje wystapienie LTD w tych neuronach (Ryc. 34B). Kolejne zdarzenia miaty
nizsza czestotliwo$¢ wystepowania, co pokazano przez poréwnanie dystrybuant interwalow
pomiedzy nimi (Ryc. 34D, F). Srednia warto$¢ pomigdzy interwatami dla grupy kokainowej
(Srednia = 1,37 s; SEM =0,398) byla wyzsza niz dla grupy solnej ($rednia = 0,695 s;
SEM = 0,192 s), ale wyniki te nie uzyskaty istotnosci statystycznej (p = 0,1649; Ryc. 34l).
Srednia amplituda SEPSCs nagrywana w neuronach CeL w grupie kokainowej
(Srednia = 19,78 pA; SEM = 0,398 pA) byla nizsza w grupie solnej ($rednia = 22,73 pA;
SEM = 1,081 pA), i podobnie jak dystrybuanty amplitud dla tych grup, roznity si¢ istotnie
statystycznie (Ryc. 34J).
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Ryc. 34: Wplyw kokainy na spontaniczng aktywnos$ci neuronéw w CeA A, B) Przyktadowe
nagrania SEPSCs nagrane w komorkach CeM (A) i CeL (B) myszy eksponowanych na s6l
(jasnoniebieski) lub kokaine (ciemnonicbieski). Pozioma skala przy wykresie oznacza
1s, apionowa 10 pA. C, D, E, F) Wykresy przedstawiajace dystrybuanty czgstotliwosci (C, D)
i amplitud (E, F) SEPSCs nagranych z komorek CeA myszy eksponowanej na sol lub kokaine.
G, H, I, J) Usrednione czgstotliwosci (G, 1) i amplitudy (H, J) SEPSCs nagranych z komorek
CeA myszy eksponowanej na s6l lub kokaing. Wykresy przedstawiaja $rednie oraz + SEM.
Czerwonymi kropkami przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach
* | **** gznaczaja kolejno p < 0,05 i p < 0,0001.

Liczebnos$¢ grup dla CeM wynosita N So6l = 6(30); N Kokaina 7 d = 6(31) oraz dla CeL
N S61 = 7(18); N Kokaina 7 d = 7(22), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba
nagranych komorek). Roéznice pomigdzy badanymi grupami zmierzono testem
Kolmogorova-Smirnova dla dystrybuant, gdzie w CeM dla czestotliwosci p < 0,0001
i amplitudy p = 0,354 oraz w CeL dla czestotliwosci i amplitudy p < 0,0001. Srednie
porownywano testem t dla prob niezaleznych i w CeM p = 0,0183 dla poréwnania amplitud
oraz p = 0,036 dla poréwnania czestotliwosci oraz w CeL p = 0,042 dla poréwnania amplitud.
Srednie czestotliwo$ci w CeL poréwnano testem Manna-Whitney’a uzyskujac p = 0,1649.

4.3.2.E Analiza dlugotrwalego oslabienia postsynaptycznego w bocznej czeSci jadra

srodkowego ciala migdalowatego myszy eksponowanych na kokaine

Nagrane SEPSCs w neuronach CeL myszy otrzymujacych kokaine charakteryzowaty
si¢ nizszg amplitudg i czestotliwo$cig, co wskazuje na wystgpienie w tych komorkach procesow
ostabiajacych potaczenia synaptyczne, LTD. Innym wskaznikiem wystapienia LTD podczas
treningu behawioralnego jest jego utrudnione ponowne wywotanie W neuronach, ktore ten
proces uprzednio przeszty 13137, By potwierdzi¢ wystapienie ostabienia synaptycznego w CeL
po ekspozycji myszy na kokaing, nagrano prady zalezne od AMPAR podczas wywotania LTD
przy wykorzystaniu agonisty mGlurl — DHPG.

Zaobserwowano redukcje wywolanego LTD, co objawito si¢ tym, ze DHPG miato
mniejszy efekt na amplitude EPSC (Ryc. 35A, B). Wystandaryzowana do wartosci bazowe;j
$rednia procentowa warto$¢ EPSC dla grupy solnej ($rednia= 51,57 pA; SEM = 2,501 pA) byta
nizsza niz w grupie kokainowej (Srednia = 64,18 pA; SEM = 2,337 pA) 0 12,61 pA (Ryc. 35C).

Spadek ten byt wiec czesciowy i nie zaobserwowano catkowitej eliminacji LTD w CeL.
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Ryc. 35: Zaburzone LTD w neuronach CeL po ekspozycji na kokaine. A) Przykladowe
odpowiedzi zalezne od AMPAR nagrane przed i po wywotaniu LTD przez inkubacj¢ neuronéw
w 50 uM DHPG w ACSF. Pionowa linia obok przebiegu oznacza 50 pA, a pozioma 20 ms.
B) Wykres przedstawiajacy zmiang amplitudy EPSC po indukcji LTD. C) Usrednione
amplitudy EPSC w zakresie 12-60 min po indukcji LTD. Wykres przedstawia $rednie oraz
+ SEM. Czerwonymi kropkami przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresie
** oznacza p < 0,01.

Liczebnos$¢ grup wynosita N Sol = 5(14); N Kokaina 7 d = 6(15), gdzie N = liczba zwierzat
uzytych w badaniu (liczba nagranych komorek). Roznice pomiedzy badanymi grupami
poréwnywano testem t dla prob niezaleznych, gdzie p = 0,0051. LTD — dlugotrwate ostabienie
postsynaptyczne; DHPG — dihydroksyfenyloglicyna.

4.3.2.F Analiza pobudliwos$ci neuronéw jadra srodkowego ciala migdalowatego u myszy

eksponowanych na kokaine

Dotychczasowe badania opisane w rozdziale skupialy si¢ na plastycznosci synaptycznej
w CeA. Inng forma neuroplastycznosci jakiej podlegaja neurony jest zmiana ich pobudliwosci,
ktora wynika z modyfikacji napigciowo-zaleznych kanatow na ich powierzchni.

Sprawdzono, czy zauwazonym wczesniej zmianom plastycznym w CeA towarzyszy
zmiana pobudliwosci jego neuronow. Zaobserwowano, ze w CeM kokaina spowodowata

zwigkszong pobudliwos¢ neuronow (Ryc. 36A, C). W CeL nie zauwazono istotnych
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statystycznie réznic pomigdzy grupami (Ryc. 36B, D). Zaobserwowano jednak, ze przy
stymulacji komorek pradem o wysokim natezeniu (140-200 pA) neurony czesto mialy obnizong
zdolnos¢ generowania ciggu potencjalow czynnosciowych przy wydluzonej stymulacii.
Dlatego tez do dalszego pordéwnania pobudliwosci pomiedzy grupami postanowiono
dopasowa¢ krzywe do wykresu zaleznosci liczby potencjatéw od nadanego nate¢zenia pradu.
Powstatle modele pobudliwosci roznity si¢ miedzy sobg zarowno w CeM, jak i w CelL

(Ryc. 36E, F).
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Ryc. 36: Zaburzona pobudliwo$¢ neuronéw w CeA po ekspozycji myszy na kokaine.

A, B) Przyktadowe potencjaly neuronéw wywotane stymulacjg pradem o natezeniu 40-200 pA

nagrane w CeM (A) i CeL (B) myszy eksponowanej na sol (jasnoniebieski) lub kokaing

(ciemnoniebieski). Pionowa linia obok przebiegu oznacza 20 mV, a pozioma 100 ms.

C, D) Wykres przedstawiajgcy zalezno$¢ liczby wywotanych potencjatow od natezenia pradu

stymulujacego dla neuronéw w CeM (C) i CeL (D). Wykres przedstawia $rednie oraz + SEM
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liczby potencjatow dla danej stymulacji. Na wykresie * oznacza p < 0,01. E, F) Modele
zaleznosci liczby wywotanych potencjaléw od natezenia pradu stymulujacego dla neurondéw
w CeM (E) i CeL (F) powstate metodg regresji nieliniowej. Na wykresie **** oznacza
p <0,0001.

Liczebno$¢ grup wynosita dla CeM N S6l = 6(23) i N Kokaina 7 d = 6(20) oraz dla CeL dla
CeM N Sol = 7(21) i N Kokaina 7 d = 10(32) gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu
(liczba nagranych komorek). Roznice pomiedzy badanymi grupami poréwnywano testem
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z p = 0,0269 dla CeL i p = 0,5794 dla CeM.
Modele pobudliwo$ci porownano badajgc resztkowa sume¢ kwadratow. Uzyskano p < 0,0001,
co oznacza, ze krzywych nieliniowych nie mozna byto zamodelowa¢ jednym wzorem.

Do zmian pobudliwos$ci neuronéw moga przyczyniac si¢ rdzne wlasnosci potencjatow
czynnosciowych, m.in. dlugo$¢ potencjalu nastepczego, wartosci progowej lub szerokosci
potowkowej. Dlatego tez zmierzono te parametry dla potencjalow wywotanych przez
stymulacje pradem o wartosci 160 pA. Zarowno w CeM, jak i w CeL jedynym parametrem,
ktory zmienit si¢ istotnie statystycznie w grupie traktowanej kokaing, byta amplituda potencjatu
czynnosciowego (Ryc. 37A, E). W CeM byta ona wyzsza $rednio 0 11,79 mV, a w CeL nizsza
o 11,63 mV niz w grupie kontrolnej. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian
w szerokosci potencjatow (dla CeM p = 0,3038 i dla CeL p = 0,1402) ani w amplitudzie ich
potencjalow nastepczych (dla CeM p = 0,7920 i dla CeL p = 0,2937; Ryc. 37B, C, F, G).

Nie zaobserwowano rowniez réznic pomiedzy odlegtosciami dzielacymi kolejne
potencjaly wywotane (Ryc. 37D, H). W CeM Ssrednia dla grupy solnej wyniosta 39,66 ms i byta
zblizona do grupy kokainowej (37,38 ms; p = 0,6353). Podobnie zblizone wyniki
zaobserwowano w CeL (p > 0,9999), gdzie srednia dla grupy solnej wyniosta 49,65 ms, a dla
grupy kokainowej (54,54 ms). Podczas badania pobudliwo$ci zauwazono, ze podczas
stymulacji pradem 160 pA przez 500 ms, liczba generowanych potencjatow spada wraz
z czasem jej trwania. Poréwnano, procentowy udziat potencjatéw w pierwszej i drugiej potowie
trwania stymulacji. Zauwazono, ze w CeL po ekspozycji na kokaing istotnie rzadziej pojawiaty
si¢ potencjaly w drugiej potowie stymulacji (Spadek o 17,8037%, p = 0,0074; Ryc. 37J).
W CeM z kolei, po zastrzykach z kokainy nastgpit wzrost o 9,5057% udzialu potencjatow
z drugiej potowy stymulacji, ale wynik ten nie osiggnat istotnosSci statystycznej (p = 0,1014;
Ryc. 37(1)). Wyniki te sugeruja, ze w CeL zmniejszona pobudliwos¢ grupy badanej wynika ze

zmiany zdolnosci do generowania ciggu potencjatéw czynnosciowych.
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Ryc. 37: Wlasno$ci skladowe potencjalow wywolanych przez stymulacje 160 pA
nagranych z neuronéw CeA myszy eksponowanych na sol lub kokaine. A-H) Usrednione
amplitudy (A, E), szeroko$ci potdéwkowe (B, F), wartosci amplitud potencjalow nastepczych
(C, G) oraz odstepy pomiedzy kolejnymi potencjatami (D, H) dla neuronow CeM (A-D) i CeL
(E-H). Wykresy przedstawiajg $rednie oraz = SEM. Czerwonymi kropkami przedstawiono
wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach * oznacza p < 0,05. (I, J) Srednie procentowe
udzialy potencjatéw czynno$ciowych w pierwszej i drugiej polowie trwania stymulacji (500 ms
o natezeniu 160 pA). Na wykresach przedstawiono srednie oraz £ SEM. ** oznacza p < 0,01.
Liczebnos$¢ grup dla CeM wynosita N So6l = 6(23); N Kokaina 7 d = 6(20) oraz dla CeL
N So6l = 7(21); N Kokaina 7 d = 10(32), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba
nagranych komorek). Roéznice pomiedzy badanymi grupami dla A-H zmierzono testem
Manna-Whitney’a z p = 0,0137 dla A i p = 0,0319 dla E oraz testem t dla prob niezaleznych
dlaliJzp=0,0074 dla CeL.

4.4. Analiza roli Srodkowego jadra ciala migdalowatego w behawioralnej

odpowiedzi zwierzecia na nagrody

Poprzednie eksperymenty opisane w rozprawie pokazaly zaangazowanie CeA
W przetwarzanie zarowno nagrod naturalnych, jak i farmakologicznych. By sprawdzi¢ jak
aktywno$¢ neuronéw CeA przyczynia si¢ do odpowiedzi behawioralnej zwierzgcia
eksponowanego na te nagrody, chemogenetycznie manipulowano ich aktywnoscig. Do mozgu
myszy wprowadzono konstrukt wirusowy, ktory w zainfekowanych neuronach prowadzit do
translacji  receptorow = DREADD  aktywowanych  sztucznym  ligandem, CNO.
W eksperymentach wykorzystano dwa rodzaje DREADD: hM4Di (hamujacy pobudliwo$¢
komorek) oraz hM3Dq (zwigkszajacy pobudliwo$¢). Podczas eksperymentow zauwazono, ze
budowa anatomiczna CeA (w szczegdlnosci wigzka projekcji przychodzaca z BLA) powoduje
duza specyfikg rozprzestrzeniania si¢ wirusa tylko do obrgbow CeM (Ryc. 38D). Wigkszos¢
transfekcji byta specyficzna do CeM lub w duzej mierze dotyczyta tego jadra (Ryc. 38E, F).

CNO jest pochodng klozapiny, bedacej lekiem przeciwpsychotycznym o wlasnosciach
psychoaktywnych. Sam CNO jest tez cze$ciowo metabolizowany do klozapiny i istnieje
ryzyko, ze jego podanie réwniez moze wywotaé niespecyficzne efekty na zwierze 2. By
sprawdzi¢ jego wptyw na zachowanie zwierzat eksponowanych na nagrody, neurony CeM
zainfekowano kontrolnym wirusem kodujacym tylko fluorescencyjne biatko mCherry
(bez DREADD). Zastrzyki z CNO nie zaburzyty preferencji tych myszy do sacharozy, ktore
spedzaty wigcej czasu na piciu wody stodkiej niz zwyktej (Ryc. 38A). Myszy te wykazywaty
réowniez zwigkszong aktywnos$¢ lokomotoryczng (Ryc. 38B). Ponadto, CNO nie wplynat na

zmniejszone wyprdznianie myszy po zastrzykach z kokainy, ktore $rednio podczas wszystkich
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ekspozycji na kokaing pozostawiaty 0,810 odchodéw (SEM = 0,205), co wyniosto mniej
0 4,413 w poréwnaniu z grupa kontrolng ($rednia = 4,952; SEM = 0,430; Ryc. 38C). Dlatego
tez uznano, ze CNO w stosowanych dawkach nie wywotywat niespecyficznych objawow

u myszy podczas opisanych eksperymentow.
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Ryc. 38: Ekspresje wirusowe oraz efekty dzialania CNO na behawior zwierzat
nastrzyknietych wirusem kontrolnym, ktére byly eksponowane na nagrody naturalne
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I farmakologiczne. A, B, C) Zwierzeta posiadaly w CeA translacj¢ biatka kodowanego przez
wirus kontrolny (h-Syn-mCherry) oraz byly nastrzyknigte CNO 30 min przed ekspozycjg na
nagrody. A) Wykres przedstawiajgcy czas spedzony przez myszy na piciu z butelki wypetnione;j
woda lub 7,5% roztworem wodnym sacharozy. B) Wykres aktywnos$ci lokomotorycznej myszy
mierzonej w przeciagu pierwszych 30 min po ekspozycji ich na kokaing lub sol fizjologiczna.
C) Liczba odchodéw znajdujacych si¢ w klatce po 30 min ekspozycji myszy na kokaine lub sol
fizjologiczng. D) Miejsce ekspresji wirusa DREADD w CeA z zaznaczonymi granicami
struktur anatomicznych mézgu wg. podziatu w Allen’owskim Atlasie Mysiego Mozgu. Skala
wynosi 300 um E, F) Miejsca ekspresji wirusa DREADD w CeA w przypadku, gdy wirus byt
ograniczony do CeM (E) oraz gdy byt obecny tez czg¢sciowo w CeL (F). Skala na zdjeciach
wynosi 200 pum.

Liczebnos¢ grup: N Woda =9; N Cukier 7d = 8; N S61=6; N Kokaina 7 d = 6, gdzie N = liczba
zwierzat uzytych w badaniu. Analiza statystyczna wykonana byta testem ANOVA
z powtarzalnymi pomiarami z p = 0,0352 dla A, p = 0,0002 dla B oraz p = 0,0003 dla D. Do
analizy statystycznej nie uwzgledniono dni habituacji zwierzgcia do klatki (H1 oraz H2).
* | *** oznaczaja kolejno p < 0,05 oraz p < 0,001. Wykresy A, B i C przedstawiajg Srednie oraz
+ SEM.

CNO 1aczac si¢ z DREADD zmienia pobudliwo$¢ komérek m.in. poprzez zmiang ich
potencjatu blonowego 177, Postanowiono potwierdzié, ze réwniez w ciele migdatowatym
zastosowana kombinacja DREADD/CNO miata wptyw na wiasnosci elektrofizjologiczne
neuronéw. W tym celu wykonano eksperymenty na skrawkach mozgu pobranych od myszy,
ktorych CeM zostalo wczesniej zainfekowane wirusami powodujacymi wbudowanie
receptorow hM4Di lub hMDq w blony neuronow (Ryc. 39A). Badano czgstotliwo$é
spontanicznych potencjatow czynno$ciowych zainfekowanych neurondéw oraz mierzono ich
potencjal btonowy przed i po 10-minutowej inkubacji z 10 uM CNO w ACSF (Ryc. 39B).
Aktywacja hM3Dq spowodowata wzrost czestotliwosci wystepowania spontanicznych
potencjatow 0 0,5187 Hz (p = 0,0342; Ryc. 39C). Zaobserwowano rowniez wzrost potencjatu
blonowego o 6,3 mV (p = 0,001; Ryc. 39E). Aktywacja hM4Di miata przeciwstawny wpltyw
na fizjologie neurondéw i czgstotliwos¢ spontanicznych wytadowan spadta o 0,5823 Hz
(p =0,0039; Ryc. 39D). Obnizyta si¢ roéwniez warto$¢ ich potencjatu blonowego o $rednio
3,35 mV, ale wynik ten nie uzyskat istotnosci statystycznej (p = 0,2444; Ryc. 39F).
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Ryc. 39: Wplyw aktywacji receptorow DREADD na fizjologi¢ neuronow. A) Neurony CeM
z ekspresja wirusa hM3Dq (panel gorny) i hM4Di (panel dolny) widoczne pod mikroskopem
do elektrofizjologii. Ekspresja wirusa widoczna w kolorze pomaranczowym. W odcieniach
szarosci widoczne neurony w mikroskopii z kontrastem Nomarskiego. Po lewej stronie
zainfekowanych neuronow widoczne sg elektrody nagrywajace. Skala 20 pum. B) Przyktadowe
nagrania spontanicznej aktywnos$ci neuronow CeM przed i po aktywacji receptorow hM3Dq
(panel gorny) i hM4Di (panel dolny). C-F) Wykresy przedstawiajace czgstotliwosé (C, D) oraz
potencjal btonowy (E, F) przed i po aktywacji receptorow hM3Dq (C, E) i hM4Di (D, E)
spowodowang 10-minutowg inkubacja w 10 uM CNO w ACSF. Na wykresach kolorem szarym
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zaznaczono wyniki dla poszczegdlnych neurondéw, a kolorem pomaranczowym warto$ci
srednie. Po prawej stronie wartosci pojedyncze (szare) oraz srednie + SEM (pomaranczowy)
roznic dla wynikow przed i po aktywacji receptorow DREADD. *, ** 1 *** oznaczajg kolejno
p<0,05ip<0,01orazp<0,001.

Liczebnos¢ komorek dla hM3Dq wynosita N = 14 dla pomiaréow potencjatu blonowego i N = 12
dla pomiarow czgstotliwosci. Liczebno$¢ komoérek dla hM4Di wynosita N = 11 dla pomiarow
potencjatu blonowego i N = 9 dla pomiaréw czestotliwosci. Roznice statystyczne pomigdzy
grupami dla potencjalu btonowego okreslono testem t dla prob zaleznych z p = 0,2444 dla
hM4Di i p = 0,001 dla hM3Dq. Rdznice statystyczne pomiedzy grupami dla czestotliwosci
okreslono testem Wilcoxon’a z p = 0,0039 dla hM4Di oraz p = 0,0342 dla hM3Dg.

4.4.1. Wplyw manipulacji aktywnoscia neuronow srodkowego jadra ciala migdalowatego

na odpowiedz zwierzecia na slodka wode

Zarébwno pobudzanie, jak i hamowanie CeM zaburzylo odpowiedz zwierzat
eksponowanych na stodka wode. W szczegolnosci hamowanie CeM przy pomocy DREADD
hM4Di zniwelowato preferencje zwierzegcia do cukru i pomimo tego, ze myszy eksplorowaty
butelke ze stodka woda, o czym $wiadcza liczne podejscia do butelki w trakcie trwania
pomiardow, to nie spedzaly przy niej duzo czasu podczas pierwszej ekspozycji na cukier
(Ryc. 40B, D). W kolejnych dniach nie wykazywaty nia zainteresowania i ostatniego dnia
eksperymentu juz bardzo rzadko odwiedzaty butelke ze stodka woda. Zwigkszanie
pobudliwosci CeM przy pomocy DREADD hM3Dq rowniez wptyneto na konsumpcje stodkie;j
wody przez mysz, ale w bardziej skomplikowany sposob. Myszy te, podczas pierwszych dni
eksperymentu spedzaty mniej czasu na eksploracji butelki ze stodka woda. W kolejnych dniach
coraz wigcej myszy jednak siegato po nagrode w butelce i spedzato coraz wigcej czasu na jej

spozywaniu (Ryc. 40A, C).
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Ryc. 40: Wplyw aktywacji DREADD na preferencje myszy do stodkiej wody.
A, B) Wykresy przedstawiajgce czas spedzony na piciu z butelki wypetnionej woda lub 7,5%
roztworem wodnym sacharozy przez myszy z aktywacja receptorow hM3Dq (A) lub hM4Di
(B) w CeM. Wykresy przedstawiajg $rednie oraz £ SEM. C, D) Wykresy obrazujace dotknigcie
butelki przez poszczegélne myszy w trakcie trwania 120-minutowego eksperymentu. Na
wykresie zaznaczono kolorowymi kwadratami minuty, podczas ktdorych mysz chociaz raz
dotkn¢ta butelki. Wykresy po lewej stronie przedstawiajg wyniki z pierwszego dnia
eksperymentu, a po prawej wyniki z dnia siddmego (ostatniego). Podczas pomiarow, myszy
miaty aktywowane receptory hM3Dq (C) lub hM4Di (D). Kolory grup na wykresach tozsame
zAiB.

Liczebnos¢ grup dla hM3Dqg: N Woda = 5, N Cukier 1 d = 6; N Cukier 7 d = 7. Liczebnos¢
grup dla hM4Di: N Woda = 6, N Cukier 1 d = 6; N Cukier 7 d = 7. Analiza statystyczna
wykonana byla testem ANOVA z powtarzalnymi pomiarami, gdzie zaden z wynikow nie
uzyskat istotnos$ci statystyczne;.
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4.4.1.A Wplyw manipulacji aktywnoscia neuronow Srodkowego jadra ciala

migdalowatego na poziom c-Fos w CeA myszy eksponowanych na slodka wode

Zwigkszenie pobudliwosci neuronéow CeM przy pomocy hM3Dq nie zablokowato
ekspresji c-fos w CeM myszy eksponowanych na stodkg wode przez 7 dni (Ryc. 41A). Liczba
komoérek c-Fos+/1000/mm?® w tej grupie wyniosta $rednio 10,960 (SEM = 1,583) wzrosta
0 5,889 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej tylko wode ($rednia = 5,071 c-Fos+/1000/mm?;
SEM =1,848). Sposréd myszy, ktore mialy dostep do cukru jedynie ostatniego dnia
eksperymentu, tylko jedna mysz w czasie trwania eksperymentu w ogole miata kontakt
z butelka. Pozostate myszy z tej grupy w czasie dwugodzinnego eksperymentu nie dotknetly
butelki i, jak oczekiwano w takich warunkach, poziom c-Fos nie zwigkszyt si¢ (Srednia = 5,346
c-Fos+/1000/mm?; SEM = 0,839) i byt zblizony do warunkéw kontrolnych.

Hamowanie pobudliwos$ci neuronow przy pomocy hM4Di zablokowato ekspresje c-fos
w CeM i we wszystkich badanych grupach poziom komoérek c-Fos+ byt zblizony (Ryc. 41C).
Podobnie jak w eksperymentach bez uzycia DREADD, nie zauwazono tez zwigkszonego

poziomu c-Fos w CeL u myszy eksponowanych na nagrody naturalne (Ryc. 41B, D)

A CeM B Cel C CeM D Cel
(hM3Dq DREADD, (hM3Dg DREADD, (hM4Di DREADD, (hM4Di DREADD,
pobudzajacy) pobudzajacy) hamujacy) hamujacy)

*

N
o
]
N
o
|
N
o
|
N
T

# c-Fos+ komérek/1000/mm°
# c-Fos+ komoérek/1000/mm?°
# c-Fos+ komorek/1000/mm?®
# c-Fos+ komoérek/1000/mm?

1Hah ¢lala §lada

¥ & & N ¥ & &
NSRS NSNS W
& & o & & &

Ryc. 41: Wplyw aktywacji DREADD na poziom c-Fos w CeA myszy eksponowanych na
nagrody naturalne. A, B, C, D) Wykresy przedstawiajace liczb¢ komorek c-Fos+ w CeM
(A, C) i CeL (B, D) myszy eksponowanych na nagrody naturalne, u ktorych aktywowano
receptory hM3Dq (A, B) lub hM4Di (C, D). Wykresy przedstawiaja $rednie oraz + SEM.
Czerwonymi kropkami przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach
* oznacza p <0,01.

Liczebnos¢ grup dla CeM i CeL wynosita dla hM3Dq: N Woda = 5(10); N Cukier 1 d = 6(15);
N Cukier 7 d = 7(16) oraz dla hM4Di: N Woda = 6(11); N Cukier 1 d = 6(12);
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N Cukier 7 d = 7(14), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba uzytych skrawkow).

Réznice pomigedzy badanymi grupami zmierzono testem jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA, gdzie dla A Woda vs. Cukier 7 d p = 0,0408.

4.4.2. Wplyw manipulacji aktywnoscia neuronow srodkowego jadra ciala migdalowatego

na odpowiedz zwierzecia na kokaine

Zwigkszenie pobudliwosci neuronow CeM przez aktywacje hM3Dq wptynelo na
aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzecia w dwoch pierwszych dniach trwania eksperymentu
(Ryc. 42A, C). W stosunku do grupy kontrolnej, kokaina tylko nieznacznie zwickszyta
aktywno$¢ lokomotoryczng myszy i po pierwszym podaniu wzrosta o 21,87 m (p = 0,5911),
apo drugim o 3554 m (p = 0,5526). W kolejnych pozostatych dniach wzrost wyniost
96,17-136,31 m z p w zakresie <0,0021; 0,0312>. Zwigkszenie pobudliwo$ci neuronéw CeM
zmniejszyto rowniez liczbe pozostawionych odchodow w klatce przez myszy w poréwnaniu do
myszy z wirusem kontrolnym (Ryc. 42E). Efekt ten byt jednak niezalezny od tego czy zwierzg
byto eksponowane na s6l (srednia = 1; SEM = 0,241) czy jednokrotnie ($rednia = 1,452; SEM
=0,272) lub kilkukrotnie ($rednia = 0,469; SEM = 0,133) na kokaing.

Zmniejszenie pobudliwosci CeM nie wplyneto na aktywnos$¢ lokomotoryczng
zwierzecia eksponowanego na kokaing, ale zmniejszyto liczbe odchodow pozostawionych
w klatce przez zwierze (Ryc. 42D, F). Liczba pozostawionych odchodéw obnizyta si¢ w grupie
otrzymujacej kokaing przez 7 dni ($rednia = 1,653; SEM = 0,295) w poréwnaniu do grupy
myszy dostajacych zastrzyki z soli ($rednia = 3,952; SEM = 0,372). Wynik ten byl jednak
niespojny 1 spadek liczby pozostawionych odchoddéw zaobserwowano roéwniez w grupie
otrzymujacej kokaine jednokrotnie, rowniez w dniach, w ktorych mysz otrzymywata jedynie
s6l fizjologiczna, kiedy to $rednio wydalaty 1,686 odchodow (SEM = 0,310).
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Ryc. 42: Wplyw aktywacji DREADD w CeM na odpowiedz behawioralna myszy na
kokaine. A, B) Usrednione przebiegi aktywnosci lokomotorycznej myszy w przeciggu
pierwszych 30 min po ekspozycji ich na kokaing lub sol fizjologiczng. Podczas pomiardw,
myszy mialy aktywowane receptory hM3Dq (A) lub hM4Di (B) w neuronach CeM.
C, D) Wykres aktywnosci lokomotorycznej myszy z aktywacjg receptorow hM3Dq (C) lub
hM4Di (D) w CeM, mierzone w przeciagu pierwszych 30 min po ekspozycji ich na kokaing lub
sol fizjologiczng myszy. E, F) Liczba odchodéw znajdujacych si¢ w klatce po 30 min
ekspozycji myszy na kokaing lub so6l fizjologiczng. Podczas pomiaréw myszy miaty
aktywowane receptory hM3Dq (E) lub hM4Di (F) w neuronach CeM. * i *** oznaczaja kolejno
p <0,05ip<0,001. Wykresy C-F przedstawiajg srednie oraz + SEM.

Liczebno$¢ grup wynosita dla hM3Dq: N Sol = 6; N Kokaina 1 d = 6; N Kokaina 7 d = 7 oraz
dla hM4Di: N So6l = 9; N Kokaina 1 d = 6; N Kokaina 7 d = 7. Analiza statystyczna wykonana
byta testem ANOVA z powtarzalnymi pomiarami, gdzie dla C Sél vs. Kokaina 7 d p = 0,0006,
dla D S6l vs. Kokaina 7 d p = 0,0002 oraz dla F Sol vs. Kokaina 1 d p = 0,0248 i Sél vs.
Kokaina 7 d p = 0,0278.

442.A Wplyw manipulacji aktywno$cia neuronéw srodkowego jadra ciala

migdalowatego na c-Fos w CeA myszy eksponowanych na kokaine

Aktywacja hM3Dq podczas ekspozycji zwierzgcia na kokaing przez 7 dni nie
zablokowata ekspresji c-fos w CeA i $redni wzrost liczby komérek c-Fos+/mm? wyniost 675,3
w CeM (p =0,0172) 1 636,9 w CeL (p = 0,0031; Ryc. 43A, B). Dla grupy otrzymujacej kokaine
jednokrotnie, $redni wzrost liczby komorek z ekspresja c-Fos/mm?® wyniost 213,9 dla CeM
i 343,3 dla CeL. Wyniki te jednak nie uzyskaty istotnosci statystycznej i prawdopodobienstwo
testowe wyniosto p =0,6168 dla CeM oraz p = 0,1363 dla CeL.

Podobnie jak w przypadku zwierzat eksponowanych na nagrod¢ naturalng, aktywacja
receptora hM4Di zablokowata ekspresje c-fos w CeM (Ryc. 43C). Jednoczesnie, w CeL
ekspresja c-fos po ekspozycji zwierzecia na kokaing nie zostata zaburzona i zwigkszony poziom
c-Fos zaobserwowano zarowno po jednodniowej (p = 0,0014), jak i siedmiodniowej ekspozycji
na kokaing (p = 0,0296; Ryc. 43D).
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Ryc. 43: Wplyw aktywacji DREADD na poziom c-Fos w CeA myszy eksponowanych na
nagrody farmakologiczne. A, B, C, D) Wykresy przedstawiajace liczb¢ komorek c-Fos+
w CeM (A, C) i CeL (B, D) myszy eksponowanych na nagrody farmakologiczne, u ktérych
aktywowano receptory hM3Dq (A, B) lub hM4Di (C, D). Wykresy przedstawiajg srednie oraz
+ SEM. Czerwonymi kropkami przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach
* 1 ** oznaczaja kolejno p < 0,01 i p < 0,001.

Liczebnos¢ grup dla CeM i CeL hM3Dg: N Sél = 6(10); N Kokaina 1 d = 6(17);
N Kokaina7d= 7(13) oraz dla hM4Di: N So6l = 9(18); N Kokaina 1 d 6(14);
N Kokaina 7 d = 7(16), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba uzytych
skrawkow). Roznice pomigdzy badanymi grupami dla A i C zmierzono testem
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA, gdzie dla A Sol vs. Kokaina 7 d p = 0,0172
I testem. Roznice pomiedzy badanymi grupami dla B i D zmierzono testem Kruskall’a-Wallis’a
zp=0,0031 dla Sél vs. Kokaina 7 (B) oraz p = 0,0014 dla Sol vs. Kokaina 1 d i p = 0,0296 dla
Sol vs. Kokaina 7 d (D).

4.5. Analiza roli komorek wrazliwych na dopamine w jadrze sSrodkowym

ciala migdalowatego w odpowiedzi na nagrody

Badania w poprzedniej czeSci rozprawy pokazaly, ze CeM jest zaangazowane
W przetwarzanie zarowno informacji o cukrze, jak i 0 kokainie. W zwigzku z tym, ze
poszczegolne populacje neuronéw moga mie¢ odmienne role w odpowiedzi na rozne bodzce,
postanowiono sprawdzi¢, jakim modyfikacjom podlegaja neurony DRD2+1 DRD1+ w CeA po
ekspozycji myszy na badane nagrody.
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4.5.1. Analiza anatomiczna rozmieszczenia receptoréw wrazliwych na dopamine w jadrze

srodkowym ciala migdalowatego

Jadro srodkowe ciata migdatlowatego sktada si¢ z kilku heterogennych typow komorek,
ktore charakteryzujg sie r6znym rozmieszczeniem przestrzennym w CeM i CeL. Poprzednie
badania okreslity mozliwos¢ wystepowania komodrek wrazliwych na Da w CeA, jednak
Z powodu zastosowanych wczesniej technik byty one pozbawione rozdzielczosci przestrzenne;.
Dlatego tez, przy wykorzystaniu myszy linii DRD1-TdTomato/DRD2-GFP, okreslono
rozmieszczenie komorek z receptorami DRD1 i DRD2 w CeA.

38,08% komorek CeM oraz 44,59% komorek CeL posiadato na swojej powierzchni
ktorys z badanych receptorow dla Da (Ryc. 44B). Zauwazono $ciste rozmieszczenie tych
receptorow W poszczegdlnych czesciach CeA. Neurony wrazliwe na dopaming w CeL na
swojej powierzchni miaty gtownie DRD2 (40,86%) i tylko ich niewielka czes¢ posiadata na
swojej powierzchni rowniez, lub tylko, DRD1 (kolejno 1,95% oraz 1,78%; Ryc. 44(C)).
Podobng liczbe komoérek wrazliwych na Da zaobserwowano w CeM (38,08%). Tam jednak,
neurony te tworzyty mozaik¢ i DRD2+ (15,60%) oraz DRD1+ (19,14%) wystgpowaty obok
siebie. Ponadto, podobnie jak w innych cze$ciach mozgu (np. ACB) tylko niewielka populacja
neuronéw posiadata na swojej powierzchni jednocze$nie dwa typy badanych receptorow
(3,34%).
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Ryc. 44: Udzial komérek z DRD1 i DRD2 w populacji neuronow CeA myszy. A) Neurony
z DRD1 wyznakowane biatkiem TdTomato (czerwone) oraz neurony z DRD2 wyznakowane
GFP (akwamaryna) widoczne pod powigkszeniem 10x (rzad gorny) oraz 40x (rzad srodkowy
oraz dolny). Kolorem niebieskim zaznaczono jadra komodrkowe wybarwione barwnikiem
DAPI. Na zdjeciach rzedu géornego wyrdzniono obszary ciata migdalowatego: CeM (z6lty),
CeL (niebieski) i BLA (bialy). B, C) Procentowy udziat neuronow DRD1+ i DRD2+ w sumie
komorek CeM (B) i CeL (C). DRDI/DRD2 oznacza, ze neurony posiadaly na swojej
powierzchni oba typy receptoréw dla dopaminy.
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4.5.2. Analiza poziomu c-Fos w komérkach DRD1- oraz DRD2-pozytywnych u myszy
eksponowanych na nagrody naturalne i farmakologiczne

W poprzednich badaniach opisanych w rozprawie zauwazono, ze CeM jest
zaangazowane w przetwarzanie informacji o nagrodzie farmakologicznej oraz naturalnej.
Dlatego tez postanowiono sprawdzi¢, czy nagrody te angazuja neurony DRD1+ oraz DRD2+
w CeM.

Zarowno 7-dniowa ekspozycja zwierzg¢cia na cukier, jak i na kokaine spowodowata
zwigkszony poziom c-Fos w neuronach z DRD1, jak i rowniez z DRD2 (Ryc. 45).
W warunkach kontrolnych, w przypadku ekspozycji na wode, poziom c-Fos byt zblizony dla
komorek DRDI1+ ($rednia = 3,15 komorek/obszar; SEM = 1,011), jak i DRD2+
($rednia = 2,879 komorek/obszar; SEM = 0,9034). W CeM myszy po ekspozycji na cukier
poziom ten wzr6dst do $rednio 10,81 komorek/obszar (SEM = 3,26) dla neuronéw DRD1+ oraz
do 9,356 komorek/obszar (SEM = 1,964) dla DRD2+ (Ryc. 45B).

W przypadku ekspozycji na sol fizjologiczng, poziom c-Fos dla komérek DRDI1+
wyniost $rednio 2,917 komorek/obszar (SEM = 1,143), a dla DRD2+ 2,889 komorek/obszar
(SEM = 0,935). Kokaina spowodowata wzrost liczby komorek c-Fos+ do $redniego poziomu
11,43 komorek/obszar (SEM = 1,571) w neuronach DRD1+ oraz do 9,208 komorek/obszar
(SEM = 1,428) dla DRD2+ (Ryc. 45C).
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Ryc. 45: c-Fos w komorkach DRD1+ i DRD2+ w CeM myszy eksponowanych na nagrode
naturalna lub farmakologiczng. A) Przykladowe obrazy neuronéw DRDI+ (czerwone)
i DRD2+ (akwamaryna) z wybarwionym biatkiem c-Fos (kolor pomaranczowy) w CeM myszy
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eksponowanych na nagrody naturalne i farmakologiczne. B, C) Wykresy przedstawiajace
liczbe komorek c-Fos+/obszar w neuronach DRD1+ i DRD2+ w CeM myszy eksponowanych
na nagrody naturalne (B) i farmakologiczne (C). Wykresy przedstawiajg $rednie oraz += SEM.
Czerwonymi kropkami przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach *, **
| *** oznaczajg kolejno p < 0,01 i p < 0,001 oraz p < 0,0001.

Dla B, C liczebnos¢ grup dla DRD1+: N Woda = 10(14); N Cukier 7 d = 8(13); N Sol = 6(18);
N Kokaina 7 d = 7(8) oraz dla DRD2+: N Woda = 11(19); N Cukier 7 d = 11(25); N Sol = 9(22);
N Kokaina 7 d = 12(20) gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba analizowanych
obszarow). Roznice pomiedzy badanymi grupami zmierzono testem dwuczynnikowej analizy
wariancji ANOVA, gdzie dla B DRD1+ p = 0,0082 i DRD2+ p = 0,0125 oraz dla C DRD1+
p =0,0005 i DRD2+ p = 0,0009.

Tylko niektére zwierzgta uzyte w badaniu byly podwdjnie transgenicznie, co
umozliwitoby poréwnanie poziomu c-Fos w komodrkach wrazliwych i niewrazliwych na Da.
Niemniej jednak, w przypadku, gdy byto to mozliwe, okreslano procentowy udziat tych typow
neuronéw w populacji komorek c-Fos+. Wsrdd komorek ze zwigkszonym poziomem c-Fos,
komorki DRD1+ i DRD2+ w CeM stanowily mniej niz potowe zaréwno w przypadku
ekspozycji na nagrode naturalng ($rednio 26,84% dla Woda i 43,48% dla Cukier 7 d), jak
i nagrode farmakologiczng ($rednio 44,76% dla Sol i 48,48% dla Kokaina 7 d; Ryc. 46).
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Ryc. 46: Procentowy udzial komérek DRD1+ i DRD2+ we wszystkich komérkach c-Fos+
w CeM myszy eksponowanych na nagrode naturalna lub farmakologiczng. A, B) Wykresy
przedstawiajace procentowy udzial komérek DRD1+ i DRD2+ we wszystkich komorkach
c-Fos+ w CeM myszy eksponowanych na nagrody naturalne (A) i farmakologiczne (B).
Wykresy przedstawiajg $rednie oraz = SEM.

Liczebnos¢ grup: N Woda = 8(15); N Cukier 7.d = 5(11); N So1 =2(10); N Kokaina 7 d = 1(1),
gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba analizowanych obszarow).

4.5.3. Analiza aktywno$ci spontanicznej komérek DRDI1- oraz DRD2-pozytywnych
w CeM myszy eksponowanych na nagrody naturalne lub farmakologiczne

Analiza poziomu c-Fos w komoérkach DRD1+ i DRD2+ wykazata, ze neurony wrazliwe
na Da sg zaangazowane w przetwarzanie informacji zaréwno o cukrze, jak i 0 kokainie. By
sprawdzi¢, czy ekspresji c-fos w komodrkach wrazliwych na Da towarzyszyly zmiany
plastyczne, przeprowadzono eksperymenty elektrofizjologiczne ex vivo na skrawkach myszy
DRD1-TdTomato/DRD2-GFP poddanych wczesniejszej ekspozycji na nagrody (Ryc. 47).
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Ryc. 47: Neurony wrazliwe na dopamine w CeM. Neurony z DRD1 wyznakowane biatkiem
TdTomato (czerwone, panel gorny) oraz neurony z DRD2 wyznakowane GFP (akwamaryna,
panel dolny) widoczne pod mikroskopem do eksperymentow elektrofizjologicznych.
W odcieniach szarosci widoczne neurony w mikroskopii z kontrastem Nomarskiego. Po lewej
stronie neuronéw widoczne s elektrody nagrywajace. Skala wynosi 20 pm.

4.5.3.A Analiza aktywnos$ci spontanicznej komorek DRD1- oraz DRD2-pozytywnych

w CeM myszy eksponowanych na cukier

Analiza sEPSCs wykazata, ze neurony DRD1+ i DRD2+ ulegajg przeciwstawnym
zmianom plastycznym u myszy eksponowanych na cukier (Ryc. 48). Neurony z DRD1
charakteryzowaly si¢ zmieniong czestotliwoscig spontanicznych pradéw zaleznych od
AMPAR, co okreslono poréwnujac rozktady interwaléw pomiedzy nimi (p = 0,0029; Ryc. 47
C, D). Poréwnujac $rednie tych czestotliwos$ci zanotowano wydtuzenie si¢ interwalow
0 $rednio 3,168 s dla DRD1+ i ich skrocenie o srednio 7,211 s dla DRD2+ (Ryc. 47G). Istotno$é¢
statystyczng uzyskano jednak tylko w przypadku DRD2+ (p = 0,0295), ale nie dla DRD1+
(p = 0,3491). Jednoczesénie, ekspozycja na cukier nie wywotata zmian w amplitudzie SEPSCs

komorek wrazliwych na Da (Ryc. 47E, F, H).
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Ryc. 48: Wplyw cukru na spontaniczng aktywnos$ci neuronéw DRD1+ i DRD2+ w CeM.
A, B) Przyktadowe nagrania sEPSCs nagrane w komorkach z DRD1 (A) i z DRD2 (B) myszy
eksponowanych na wod¢ (jasnozielony) lub cukier (ciemnozielony). Linia pozioma
odzwierciedla 2 s, a pionowa 20 pA. C, D, E, F) Wykresy przedstawiajace dystrybuanty
czestotliwosci (C, D) i amplitud (E, F) SEPSCs nagranych z komérek DRD1+ (C, E) i DRD2+
(D, E) myszy eksponowanych na wode lub cukier przez 7 dni. F, G) Usrednione czgstotliwosci
(F) i amplitudy (G) sEPSCs nagranych z komoérek DRD1+ i DRD2+ myszy eksponowanych
na wode lub cukier przez 7 dni. Wykresy przedstawiajg $rednie oraz = SEM. Czerwonymi
kropkami przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach *, ** i *** oznaczaja
kolejno p < 0,051 p <0,01 oraz p <0,001.

Liczebno$¢ grup wynosita dla DRD1+ N Woda = 6(30) i N Cukier 7 d = 6(17) i dla DRD2+
N Woda = 6(33) i N Cukier 7 d = 8(29), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba
nagranych komorek). Roznice pomigdzy badanymi grupami zmierzono testem
Kolmogorova-Smirnova dla dystrybuant, gdzie dla pomiaréw czestotliwosci pradow z DRD1+
p = 0,0029 i DRD2+ p = 0,0003. Srednie poréwnywano testem dwuczynnikowej analizy
wariancji ANOVA p = 0,0295 dla czestotliwo$ci DRD2+.

4.5.3.B Analiza aktywnosci spontanicznej komérek DRD1- oraz DRD2-pozytywnych
w CeM myszy eksponowanych na kokaine

Podobnie jak w przypadku cukru, ekspozycja na kokaing nie wywotata zmian
w amplitudzie SEPSCs komorek wrazliwych na Da (Ryc. 49E, F, H). Zmiany zaobserwowano
jednak w przypadku cze¢stotliwosci rejestrowanych pragdow. Dla komoérek DRD1+, kokaina
spowodowata wzrost czestotliwosci SEPSCs, co wykazano porownujgc rozktady dystrybuanty
interwatow pomiedzy kolejnymi zdarzeniami (p < 0,0001; Ryc. 49E, F). Odstepy te zmalaty
$rednio o 5,892 s (brak istotnosci statystycznej; p = 0,0723; Ryc. 49G). W neuronach DRD2+
zaobserwowano z kolei efekt odwrotny, czyli spadek czestotliwosci nagrywanych pradéw
(p < 0,0001). Sredni czas pomiedzy zdarzeniami dla neuronéw DRD2+ wydhuzy? si¢ 0 8,268 s
(p =0,0197; Ryc. 49G).
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Ryc. 49: Wplyw kokainy na spontaniczng aktywnoS$ci neuron6w DRD1+ i DRD2+ w CeM
A, B) Przyktadowe nagrania sSEPSCs nagrane w komorkach z DRD1 (A) i z DRD2 (B) myszy
eksponowanych na sol fizjologiczng (jasnoniebieski) lub kokaine (ciemnoniebieski). Linia
pozioma odzwierciedla 2 s, a pionowa 20 pA. C, D, E, F) Wykresy przedstawiajace
dystrybuanty czestotliwosci (C, D) i amplitud (E, F) SEPSCs nagranych z komérek DRD1+
(C, E) i DRD2+ (D, E) myszy eksponowanych na sol lub kokaing przez 7 dni. F, G) Usrednione
czestotliwosci (F) i1 amplitudy (G) sEPSCs nagranych z komoérek DRD1+ i DRD2+ myszy
eksponowanych na sol lub kokaine przez 7 dni. Wykresy przedstawiajg $rednie oraz + SEM.
Czerwonymi kropkami przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy. Na wykresach
* | **** oznaczaja kolejno p < 0,05 i p < 0,0001.

Liczebno$¢ grup wyniosta dla DRD1+ N So61 = 9(29) i N Kokaina 7 d = 6(15) i dla DRD2+
N So6l = 7(17) i N Kokaina 7 d = 6(24), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba
nagranych komorek). Roznice pomiedzy badanymi grupami zmierzono testem Kolmogorova-
Smirnova dla dystrybuant, gdzie dla pomiaréw czestotliwosci pradow DRDI+ i DRD2+
p < 0,0001. Srednie poréwnywano testem dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA, gdzie
p = 0,0197 dla czgstotliwosci SEPSCs DRD2+.

454. Analiza gestosci kolcow dendrytycznych neuronéw DRD1- oraz
DRD2-pozytywnych myszy eksponowanych na nagrody

Podczas wykonywania pomiaré6w sEPSCs ex vivo neurony byly jednocze$nie
wypetniane biocytyna, wchodzaca w sklad zastosowanego ptynu elektrodowego. Umozliwito
to pozniejsze ich wyznakowanie streptawidyng potaczona z barwnikiem fluorescencyjnym
(Ryc. 50A, B). Zdjecia wyznakowanych w ten sposdb neuronéw postuzyty do sprawdzenia, czy
zaobserwowanym weczesniej zmianom SEPSCs towarzyszyly zmiany w liczbie kolcow
dendrytycznych. Analiza gestosci kolcow nie wykazata jednak zmian w liczbie kolcow

dendrytycznych w zadnej z badanych grup (Ryc. 50C, D).
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Ryc. 50: Wplyw cukru i kokainy na gestos¢ kolcow dendrytycznych neuronéw DRD1+
i DRD2+ w CeM. A, B) Przyktadowe zdjecia dendrytow komorek z DRD1 (czerwone)
i z DRD2 (niebieskie) myszy eksponowanych na nagrody naturalne (A) lub farmakologiczne
(B). Biala linia na zdjeciach odpowiada 10 pum. C, D) Usrednione ggstosci kolcow
dendrytycznych neuronéw DRD1+ i DRD2+ myszy eksponowanych na nagrody naturalne (C)
i farmakologiczne (D). Wykresy przedstawiaja srednie oraz + SEM. Czerwonymi kropkami
przedstawiono wyniki dla pojedynczych myszy.

Liczebno$¢ grup wyniosta dla DRD1+ N Woda = 5(39) i N Cukier 7 d=6(64), N Sol = 7(89),
N Kokaina 7 d = 5(17) i dla DRD2+ N Woda = 4(19) i N Cukier 7 d = 4(23), N Sol = 4(23),
N Kokaina 7 d = 5(33), gdzie N = liczba zwierzat uzytych w badaniu (liczba badanych
dendrytow). Réznice pomiedzy badanymi grupami zmierzono testem dwuczynnikowej analizy
wariancji, gdzie zaden z wynikow nie uzyskat istotnosci statystyczne;.
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5. DYSKUSJA

5.1. Badanie efektow behawioralnych ekspozycji na stodka wode¢ oraz na

kokaine

W niniejszej rozprawie doktorskiej opisano wyniki badan, w ktérych poréwnano efekty
ekspozycji myszy na stodka wod¢ z efektami wywolanymi przez zastrzyki z kokainy.
W przeprowadzonych badaniach zastosowano dwa r6zne modele ekspozycji na te nagrody:
myszy mialy swobodny, niewymuszony dostep do 7,5% roztworu cukru, a kokaina byta
podawana w postaci dootrzewnowych zastrzykow w dawce 20 mg/kg m.c.

Badane zwierzeta pity wigcej stodkiej wody niz wody zwyktej, co jest zachowaniem
charakterystycznym dla gryzoni réznych gatunkéow 163183 Zastrzyki z kokainy réwniez
wywotaly przewidywana odpowiedz behawioralng zwierzagt w postaci ich zwigkszonej
aktywnos$ci lokomotorycznej. Zaobserwowano tez kumulacje efektow dziatania kokainy na
aktywno$¢ lokomotoryczng myszy. Ta sensytyzacja byla spodziewana, ale nie jest ona reguta
w badaniach nad narkotykami i przy stosowaniu zbyt wysokich dawek kokainy (powyzej
30 mg m.c. u myszy) efekt ten moze nie wystepowaé *18, Innym efektem wywotanym przez
kokaing byta zmniejszona defekacja myszy, co rowniez jest znanym, ale rzadko raportowanym,
efektem dziatania tego narkotyku na gryzonie 8%,

Ze wzgledu na konieczno$¢ kontrolowania dawki kokainy zastosowano
niewolicjonalny model przyjmowania substancji uzalezniajacej, co rozni si¢ od modelu
zastosowanego w przypadku spozycia stodkiej wody. Alternatywny model, umozliwiajacy
samo-podawanie kokainy w formie dializ do uktadu krwiono$nego wymaga skomplikowanych
operacji i nauczenia zwierzecia wykonywania czynnosci do otrzymania zastrzyku 2. Zaréwno
wymuszone, jak i wolicjonalne podania kokainy maja wlasno$ci nagradzajace dla zwierzat 184,
Niemniej jednak, z literatury wiadomo, Ze istniejg pewne roznice w tym, jakie zmiany w mozgu
one wywotujg. Pokazano np., ze samo-podanie kokainy, ale nie wymuszone zastrzyki z tego

narkotyku, indukuja wzmocnienie synaptyczne w neuronach VTA 186,
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5.2. Aktywnos$¢ mézgu myszy po ekspozycji na nagrody

5.2.1. Wzrost poziomu c-Fos po ekspozycji myszy na nagrody

c-Fos czesto okreslany jest jako marker aktywnos$ci neuronalnej, poniewaz zauwazono,
ze pojawia sic w neuronach z podwyzszona aktywnoséciag W odpowiedzi na rézne bodzce ¥
Warto zaznaczy¢ jednak, ze ekspresja c-fos jest przejsciowa (trwa od 1 do 3 godz. po prezentacji
bodzca), oraz ze jego produkt bierze udzial w ksztaltowaniu pédznej fazy procesow
plastycznych. Wzrastajacy poziom c-Fos nie zawsze prowadzi do wzmocnienia polaczen
synaptycznych, a ekspresja c-fos moze byé indukowana zaréwno w LTP, jak i w LTD 1,
W niniejszej rozprawie zaobserwowano zwigkszony poziom c-Fos w komorkach CeM myszy
w 2 godz. po ekspozycji na stodkg wode oraz w CeM i CeL w 2 godz. po zastrzyku z kokainy.
Tym wzrostom poziomu c-Fos w neuronach CeA towarzyszyta obecno$¢ takich markerow LTP
I LTD, jak milczace synapsy i zmiany pragdow spontanicznych, co sugeruje, ze podobnie do
danych literaturowych, biatko to moze towarzyszy¢ obu procesom plastycznym.

Ekspresja c-fos jest nie tylko krotka i przejsciowa, ale zauwazono tez, ze w niektorych
strukturach nastepuje po jednokrotnej ekspozycji na bodziec, ale nie bedzie indukowana
w przypadku wielokrotnej prezentacji tego samego bodzca 1418, Obserwacje te doprowadzily
do teorii, ze ekspresja c-fos w neuronach nastepuje jednorazowo w odpowiedzi na bodziec
w trakcie procesu uczenia si¢. Ma ona stuzy¢ reorganizacji potaczen synaptycznych, i dlatego
zostata nazwana ,,markerem nowosci bodzca” *2. W wolumetrycznych badaniach z ostatnich
lat rzeczywiscie zauwazono, ze wzor ekspresji C-fos w mozgu moze ulec zmianie po
jednokrotnym i kilkukrotnym wystawieniu zwierzecia na bodziec awersyjny %1%, Jednak
zauwazono rowniez, ze obok struktur, ktore tylko poczatkowo maja ekspresje c-fos, sa tez takie
ktore zaczynaja ja wykazywac wraz z kolejnymi prezentacjami bodzca oraz takie, ktére maja
ja przy kazdorazowym podaniu bodzca. Badania opisane w rozprawie potwierdzaja te
obserwacje i zauwazono, ze w przypadku nagrody naturalnej, do indukcji wzrostu poziomu
c-Fos wazna role odgrywa nowo$¢ bodzca, co skutkuje aktywacja wielu struktur mézgu tylko
po jednorazowej ekspozycji na stodka wodg. Jednakze, zaobserwowano takze struktury,
w ktorych zwiekszony poziom c-Fos pojawit si¢ dopiero po kilku prezentacjach stodkiej wody.
Ponadto, spostrzezono tez struktury takie jak CeM i ACB, gdzie zwigkszona liczba komorek

c-Fos+ utrzymywata sie w obu badanych punktach czasowych 192,
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W przypadku kokainy, to siedmiokrotne zastrzyki miaty rozleglejsze efekty niz
pojedynczy zastrzyk, co sugeruje, ze kilkukrotne podania narkotyku zdaja si¢ zwickszac
poziom c-Fos w coraz to nowych strukturach. Podobnych obserwacji dokonali rowniez inni
badacze w neuronach ACB, korze przedczotowej 1 BLA, gdzie pojedyncze podanie kokainy
indukowato mniejsza ekspresje c-fos niz dwa podania kokainy 1%, Réwniez badaniach, gdzie
przyzyciowo mierzono aktywnos$¢ neuronow ACB pokazano, ze kolejne ekspozycje na kokaing
angazuja coraz to wiecej nowych komoérek 1%, Badania opisane w rozprawie wraz z danymi
literaturowymi wspierajag wiec hipoteze, ze efekty dziatania kokainy w mozgu akumulujg sie

wraz z kolejnymi podaniami %,

5.2.2. Aktywacja rozleglych czeSci mozgu w odpowiedzi na nagrody

Barwienia immunohistochemiczne produktow ekspresji IEGs w oczyszczonych
tkankach pozwalajg na identyfikacje komorek zaangazowanych w przetwarzanie i kodowanie
nowych informacji. W niniejszej rozprawie doktorskiej stworzono mapy rejonéw mozgu
funkcjonalnie zaangazowanych podczas jedno- i wielokrotnego podania stodkiej wody
lub kokainy. Zaobserwowano, ze w przypadku obu substancji aktywowane byty regiony
zwigzane z doznaniami emocjonalnymi (m.in. ACB i fragmenty ciata migdatowatego). Silng
aktywacje zaobserwowano rowniez w hipokampie, obszarze zwigzanym z kontekstualnym
tworzeniem $ladow pamigciowych. W niektorych z analizowanych rejonéw mozgu,
zwigkszong liczbe komorek c-Fos+ zaobserwowano tylko po podaniu konkretnego typu
nagrody i np. selektywnie aktywowane podczas ekspozycji na kokaing byly rézne rejony kory
mozgowe], w tym obszary wzrokowe. Te oObszary wzrokowe wykazuja duza aktywnos¢
podczas prezentacji bodzcéw wizualnych ale rowniez podczas wzmozonej ruchliwosci 1%,
Pewnym zaskoczeniem moze by¢ to, ze ekspozycja na cukier, ale nie na kokaing, spowodowata
wzrost liczby komorek c-Fos+ w VTA, ktore produkuje Da, neuroprzekaznik uwalniany
podczas ekspozycji na nagrody . W literaturze opisanym jest jednak fakt, ze ekspozycja na
kokaing powoduje aktywacje hamujgcych autoreceptorow typu D2 na neuronach VTA, cO moze
prowadzi¢ do zmniejszonej aktywnos$ci tego jadra po ekspozycji zwierzecia na ten narkotyk
196.197 ponadto, w przypadku aktywacji VTA znaczenie moze mieé¢ forma podania nagrody
I zauwazono, ze to samo-podanie kokainy lub cukru, ale nie wymuszone iniekcje kokainy,

indukujg zmiany plastyczne w neuronach VTA 8,
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Technikg badania poziomu c-Fos w catym moézgu wykorzystano wczesniej w innych
badaniach do okreslania aktywnos$ci mézgu myszy po zazyciu lekow obnizajacych taknienie
oraz po ekspozycji na rézne substancje psychoaktywne, takie jak przeciwpsychotyczny
haloperidol, czy narkotyki z grupy psychodelikow: ketaminy i psylocybiny 106198199
Porownania wynikoéw takich badan moze pomodc w lepszym zrozumieniu podstaw efektow
behawioralnych wywolywanych przez rozne klasy narkotykow, np. psylocybiny i badanej
w rozprawie kokainy. Oba te narkotyki sg substancjami wywolujacymi silne stany emocjonalne

i oba angazuja m.in. rézne jadra ciala migdatowatego °°

. Kokaina jest jednak silnie
uzalezniajaca I, inaczej niz nieuzalezniajaca psylocybina, ekspozycja na nig powoduje wzrost
poziomu c-Fos rowniez w ACB i podwzgorzu.

Ekspresje IEGs w calym mozgu po ekspozycji na kokaing zbadano juz wcze$niej
w innych badaniach, podczas ktorych mierzono poziom ekspresji arc oraz npas4 w 3 godz. po

zastrzyku z narkotyku 1%

. Poréwnanie wynikéw opisanych w rozprawie do wynikow
z Ye i wsp., Cell, (2016) jest niestety utrudnione, poniewaz cytowany artykul powstat jeszcze
przed stworzeniem wystandaryzowanych procedur klasyfikacji rejonéw mozgu na podstawie
atlasu 2°°. Mimo to, mozna stwierdzi¢, ze wyraznym wspolnym wynikiem dla obu analiz jest
aktywacja rejonéw zwigzanych z bodZcami emocjonalnymi i pamigcig, takimi jak ACB, cialo
migdatowate i hipokamp. Wspdlnym aspektem jest tez jadro uzdeczki boczne (LH). Struktura
ta zwigzana jest z uczeniem awersyjnym i w obu badaniach pozostata nieaktywna, zardowno po
ekspozycji na cukier, jak i na kokaine 2%,

Zaskakujacym wynikiem analizy przedstawionej w rozprawie jest brak zwiekszonej
liczby komorek c-Fos+ w CeA po pojedynczej ekspozycji na kokaing, ktory zostat stwierdzony
tradycyjnymi technikami immunohistochemicznymi i opisany w innej czg$ci rozprawy. Ta
rozbiezno$¢ moze by¢ wynikiem btedu statystycznego pierwszego rodzaju, ktory musiat
wystapi¢ przy poréwnywaniu tak wielu struktur. Wynik ten podkresla ograniczenia tego typu
badan i1 wskazuje, ze wnioski na temat aktywnosci pojedynczych struktur nalezy formutowac
ostroznie. Znacznie pewniejsze interpretacje mozna uzyskac, analizujgc ogdlne zmiany wzorca

aktywnosci catego mozgu.

5.2.3. Rozproszone kodowanie informacji o nagrodach w mézgu myszy

W badaniach opisanych w rozprawie zaobserwowano, ze zaréwno ekspozycja na

kokaing, jak i na cukier zwickszajg poziom c-Fos w rozlegtych czesciach niemal catego mozgu.
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Te aktywowane obszary stanowity nawet 65% badanych struktur. Wyniki te sugeruja, ze
przetwarzanie informacji o nagrodach angazuje rozlegla sie¢ réznych struktur moézgowych.

Podobnie rozlegta aktywacje mozgu w procesie przetwarzania bodzcoOw obserwowano
w innych badaniach, m.in. w tych, gdzie mierzono poziom c-Fos w oczyszczonych mézgach
myszy poddanych warunkowaniu strachu. W tych badaniach pokazano, ze w przetwarzanie
informacji o bodzcach awersyjnych zaangazowana jest prawie potowa struktur mézgu %,
Obserwacji tych dokonano réwniez w badaniach wykorzystujacych inne techniki pozwalajgce
na badanie aktywnosci kilku tysiecy neurondéw jednoczesnie. Wykazaly one, ze struktury
moézgowe, ktore dotychczas byty przypisywane okreslonym funkcjom, moga by¢ aktywowane
w wielu innych sytuacjach behawioralnych 202204, Zaobserwowano réwniez, ze podobnie
funkcjonuje moézg czlowieka, co mozna zaobserwowa¢ za pomoca czutych pomiarow
w skanerach fMRI — nawet proste zadania angazuja rozlegla sie¢ komorek nerwowych w catym
mézgu 2%°. Wszystkie te doniesienia zaburzyly dotychczasowe spojrzenie na mozg jako zbioru
wyspecjalizowanych podzespotow, z ktorych kazdy zajmuje si¢ $cisle okreslonymi funkcjami
i obecnie czesto postuluje si¢ koncepcje, zgodnie z ktorg mozg pracuje jako system kodowania
rozproszonego (ang. sparse coding). Wedlug tej teorii, rozne rozproszone czg¢sci modzgu
wspdlnie biorg udziat w przetwarzaniu réznych aspektow zachowan 97112206,

Wyniki opisane w rozprawie doktorskiej wpisujg si¢ w t¢ koncepcje, poniewaz myszy,
ktore pasywnie przyjmowaty kokaine oraz te, ktére aktywnie spozywaty stodka wode, miaty
zwigkszony poziom c-Fos w strukturach zlokalizowanych w niemal wszystkich czesciach

mozgu, rowniez tych, ktore tradycyjnie nie bylty zwigzane z uktadem nagrody.

5.2.4. Zmieniona modulowos$¢ mozgu myszy po ekspozycjach na nagrody

Koncepcja kodowania rozproszonego mozgu jest $ciSle powigzana z terminem
modutowosci moézgu. Termin ten odnosi si¢ do catoSciowej aktywnos$ci sieci neuronow
I okresla grupy komorek, ktore wspolnie zaangazowane sg w przetwarzanie okreslonych
zachowan %83 W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono wyniki wskazujace na
zwigkszong modutowo$¢é mozgéw myszy eksponowanych na kokaineg lub na stodkg wodg.
W przypadku cukru, zmiany te byty przej$ciowe i po siedmiu dniach parametry te wrocity do
poziomu obserwowanego w warunkach kontrolnych. W przypadku kokainy, modutowo$¢ byta

podwyzszona zaréwno po jednym, jak i wielokrotnym jej podaniu.
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Modutowo$¢ mézgu jest terminem zwykle uzywanym w badaniach psychologicznych
do okreslania plastycznosci moézgu, ale zmiany w modulowosci obserwuje si¢ réwniez
w przypadku niektorych schorzen psychicznych, takich jak schizofrenia czy uzaleznienia 297
210 W badaniach na ludziach pokazano, ze kokaina i inne stymulanty zaburzaja funkcjonalna
architekture mézgu i zmieniaja uktad wspélnie aktywnych ze sobg struktur 2921, W ostatnich
latach modutowo$¢ moézgu zaczeto badac rowniez u zwierzat, wykorzystujac do jej okreslenia
poziom ekspresji c-fos w réznych czgsciach mézgu %1%, Pokazano w nich, ze ekspozycja na
alkohol zwigksza modutowos¢ mozgu myszy 1. Wolumetryczne barwienia c-Fos zostaty
réwniez wykorzystane do okreslenia zmiany wzorca aktywno$ci moézgu po naglym
ograniczeniu dostepu do narkotyku u zwierzat wykazujacych uzaleznienie od stymulantow lub
alkoholu. Stwierdzono w nich, ze modutowo$¢ mézgu w tym przypadku maleje 199110, Razem
z wynikami opisanymi w rozprawie, doniesienia te sugeruja, ze substancje psychoaktywne
zwigkszaja modutowos$¢ mozgu myszy, a ograniczenie dostepu do nich powoduje spadek tego
parametru.

Modutowos$¢ mozgu u ludzi okresla sie poprzez badanie korelacji aktywno$ci pomigdzy
strukturami przy wykorzystaniu sygnatu fMRI, co pozwala na uzyskanie 4-wymiarowego
nagrania poziomu aktywnosci mézgu 2%, Do okreslenia poszczegdlnych modutdéw, analizuje
si¢ funkcjonalne potgczenia w mozgu, mierzac stopien ich ko-aktywacji. W przypadku
modutowos$ci opartej na poziomie ekspresji IEGs, parametr ten jest okreslany tylko dla jednego
punktu czasowego i nie uwzglednia dynamiki ekspresji genow i ich produktow biatkowych,
ktora w przypadku c-Fos moze obejmowaé czas od 1 do 3 godz. 1. Dlatego tez, pewnym
ograniczeniem metody wyznaczania modutowosci na podstawie ekspresji genow 1 translacji
bialek jest to, ze rozne czgsci mozgu mogly by¢ aktywne na réznych etapach prezentacji bodzca
i punkt czasowy 2 godz. uzyty w badaniu stanowi tylko wycinek informacji o poziomie c-Fos
w réznych obszarach moézgu 2. Warto zaznaczyé, ze pomimo tych ograniczen, badanie
poziomu c-Fos ma t¢ przewage nad fMRI, ze odzwierciedla on szczegdlny poziom aktywnosci
neuronalnej, ktory jest zwigzany z plastyczno$cia neuronalng 31%2, W takim kontekscie,
wyznaczona modulowos$¢ wydaje sie¢ odpowiednim odzwierciedleniem stopnia reorganizacji
sieci neurondéw w mozgu. Niemniej jednak, klopotliwym pozostaje sama interpretacja
zmienione] modulowosci, ktdra pozostaje niejasna niezaleznie od sposobu jej wyznaczenia.
Okreslana jest jako wskaznik zachodzacych zmiany plastycznych w reorganizujacej si¢ sieci

nerwowej, ale poznanie skutkéw jej zaburzen wcigz wymaga nowych koncepcji 1 badan.
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5.3. Zmiany plastyczne w jadrze Srodkowym ciala migdalowatego po

ekspozycji myszy na cukier lub kokaine

5.3.1. Poziom Arc w neuronach ciala migdalowatego myszy eksponowanych na nagrody

W wynikach opisanych w rozprawie doktorskiej pokazano, ze zastrzyki z kokainy
spowodowaty zwigkszony poziom c-Fos w CeM i CeL, a ekspozycja na cukier tylko w CeM.
Postanowiono sprawdzi¢, czy nagrody te indukuja podobny wzorzec produktu ekspresji innego
IEGs, arc. Arc, podobnie jak c-Fos rowniez jest uzywany do oceny aktywno$ci neuronalne;j
i towarzyszy zarowno LTP, jak i LTD 3213, Badajac poziom Arc w CeA stwierdzono jego
obecno$¢ w CeM i CeL po zastrzykach z kokainy, ale nie po ekspozycji na cukier. Badania te
sugeruja, ze Arc i c-Fos nie sg réwnocennymi markerami aktywno$ci neuronalnej zwigzanej
z plastycznos$cia, co jest zgodne z danymi z literaturowymi, ktore wskazuja, ze produkty
ekspresji roznych IEGs nie muszg si¢ ze sobg pokrywac, a nawet, ze powstaja w roznych typach
neuronow 128200,

Arc jest bialkiem czgsto badanym w kontek$cie uzaleznien od substancji
psychoaktywnych 24, Ekspresje arc w CeA zauwazono m.in. po ekspozycji zwierzecia na
alkohol i pokazano jego role w regulacji motywacji myszy do jego spozywania '8215, Ponadto,
zauwazono, ze w niektorych strukturach w mézgu arc ulega ekspresji po ekspozycji na nagrode

farmakologiczng (heroing) ale nie nagrode pokarmowg 2%

. W badaniach tych zauwazono, ze
0 ile np. w korze przedczotowej i ACB arc ulegat ekspres;ji zarowno po ekspozycji na nagrode
farmakologiczna, jak i naturalng, tak w brzusznym prazkowiu — juz tylko po narkotyku. Tym
samym, zasugerowano, ze ekspresja arc moze czasem by¢ markerem komorek specyficznie
aktywowanych przez substancje psychoaktywne 7. Réwniez w rozprawie w CeA, wzrost
poziomu Arc zaobserwowano specyficznie po ekspozycji na kokaine, co poswiadcza za

szczeg6lng rolg arc w przetwarzaniu nagréd farmakologicznych.

5.3.2. Markery zmian plastycznych w jadrze Srodkowym ciala migdalowatego podczas

przetwarzania nagrod

W CeA zaobserwowano zwigkszong liczb¢ komoérek Arct i c-Fos+ po zastrzykach

Z kokainy oraz neuronow c-Fos+ po ekspozycji na cukier. Obecnos$¢ tych bialek moze by¢
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pewng miarag zmian plastycznych, by jednak to potwierdzi¢ i1 zbada¢ ich jakos¢,
przeprowadzono kolejne badania technikami elektrofizjologicznymi
i immunohistochemicznymi. Zidentyfikowano inne markery zmian plastycznych w CeM i CeL
po zastrzykach z kokainy oraz tylko w CeM po ekspozycji na cukier, m.in. obecnosé¢
milczacych synaps. Zmiany plastyczne w CeL, specyficznie po zastrzykach z kokainy,
wskazuja na wystgpienie LTD w jego neuronach. W CeM z kolei, zaro6wno po ekspozycji na
kokaing, jak i na cukier zauwazono Korelaty LTP. W rozprawie opisano tez zmiany
w pobudliwosci neuronow CeA, ktére sg inng, obok synaptycznej, forma plastycznosci
neuronalnej. Eksperymenty te wykonano tylko na neuronach skrawkow myszy eksponowanych
na nagrode farmakologiczng i zauwazono, ze neurony w CelL s3 mniej, a w CeM bardziej
pobudliwe po ekspozycjach zwierzecia na kokaine.

W badaniu roli CeA w mozgu czgsto jest ono traktowane jako catosé¢, ale opisane
w rozprawie doktorskiej wyniki wskazuja, ze warto wyszczegolniaé jego czesci, ktdére moga
by¢ odmiennie zaangazowane M.in. w przetwarzanie informacji o nagrodach naturalnych
i farmakologicznych 888, Obserwacji takich dokonali rowniez inni badacze, ktorzy pokazali,
ze rozne bodzce emocjonalne angazuja odmienne czesci CeA °. CeM jest jadrem uznawanym
za kluczowe w przetwarzaniu informacji o bodzcach apetytywnych i jego aktywnos¢ pokazano
w przypadku ekspozycji na kilka nagréd naturalnych %%, CeL, z kolei ma dobrze opisang role
w przetwarzaniu informacji o réznych bodzcach awersyjnych %4798 W rozprawie opisano, ze
stodka woda angazuje specyficznie neurony CeM, ale nie CeL. Jest to zgodne z wynikami Kim
i wsp., Neuron, (2017) oraz Knapskiej i wsp., Psyhiol. Rev., (2007), ale istnieja jednak
doniesienia, gdzie pokazano tez zaangazowanie CeL w przetwarzanie informacji o nagrodach
pokarmowych 64798 Warto jednak zaznaczy¢, ze w przypadku niektérych badan opisanych
w literaturze, taka nagroda byta dostarczana zwierzetom poddawanym wczeSniejszym
restrykcjom. Restrykcje pokarmowe lub wodne s3a procedurami bardzo stresujacymi dla
zwierzat przyzwyczajonych do dostepu do wody i pozywienia ad libitum. By zminimalizowaé
awersyjny aspekt catej procedury, podczas opisanych w rozprawie badan, myszy nie byty
poddane restrykcji wodnej. Jest to jeden ze sposobow zalecanych do rozgraniczenia procedur
ekspozycji na bodzce apetytywne iawersyjne na zwierzgtach. Dbanie o warunki
eksperymentalne 1 stan zwierzgcia sg kluczowe w badaniu roli CeM 1 CeL, ktore sg
zaangazowane w przetwarzanie réznych emocji i warunki eksperymentalne mogg wytlumaczy¢
te rozbieznos¢ w doniesieniach na temat zaangazowania podjednostek CeA w przetwarzaniu

nagréd naturalnych 28,
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Zaangazowanie neuronéw CeL pokazano réwniez w przypadku niektorych nagrod
farmakologicznych, np. alkoholu etylowego angazujacego neurony PKC-§ w CeL 219220,
Wyniki opisane w rozprawie wskazuja, ze inna nagroda farmakologiczna, kokaina, aktywuje
obie czesci CeA. Wiadomo, ze substancje psychoaktywne maja jednocze$nie zarowno

t 1°. Dlatego tez zrozumiatym

pozytywna, jak i awersyjng warto$¢ dla zwierzat emocje u zwierzg
jest, ze nagrody farmakologiczne moga jednoczes$nie angazowaé szlaki neuronalne
przetwarzajace takie emocje. Wywotane kokaing zmiany plastyczne w CeL skutkowaly
zmniejszong aktywnos$cig spontaniczng neuronow CeL. W zwigzku z tym, ze CeL projektuje
do CeM, jak i do dalszych struktur w mozgu, mozliwym jest, ze ta zmniejszona aktywno$¢
ogranicza hamowanie podrzednych do CeL struktur *:. W obrebie CeL, obok neuronéw
projektujacych, znajdujg si¢ jednak rowniez interneurony lokalnie hamujace sgsiednie komorki

221 Dlatego tez nie mozna wykluczy¢, ze wywolane LTD skutkowato zwickszong aktywnoscia

neuron6w hamujacych, projektujacych z CeL.

5.4. Manipulowanie aktywnoscig przysrodkowej czesci jadra srodkowego

ciala migdalowatego zmienia odpowiedz myszy na nagrody

Po stwierdzeniu, ze ekspozycja na cukier, jak i zastrzyki z kokainy wywotuja zmiany
plastyczne w CeA, postanowiono sprawdzi¢ jak struktura ta przyczynia si¢ do odpowiedzi
behawioralnej] myszy na te nagrody. W badaniach tych, iniekcje wektoréw wirusowych
kodujacych biatka DREADD podano do CeA, gdzie obecnos¢ tych receptorow zostata
W znacznej mierze ograniczona do CeM. Specyficznos¢ obecnosci DREADD do obszaru CeM
zostata prawdopodobnie spowodowana lokalizacja projekcji stymulujacych z BLA do CeA,
ktore ograniczyly rozejscie si¢ w tkance zawiesiny wirusa. Podobne preferencyjne rozejscie si¢

69 zarowno

wirusa do obszaru CeM bylo juz wczesniej zaobserwowane u szczuréw
W cytowanym artykule, jak i w rozprawie, umozliwito to specyficzne manipulacje aktywnoscia
tylko jednej czesci CeA.

W rozprawie opisano, ze chemogenetyczna stymulacja CeM poczatkowo ograniczata
spozycie stodkiej wody przez myszy, jednak w kolejnych dniach ten efekt zanikat. Catkowite
zablokowanie preferencji zwierzecia do stodkiej wody zaobserwowano przy
chemogenetycznym hamowaniu CeM. W eksperymentach innych badaczy réwniez

zauwazono, ze chemogenetyczna stymulacja neuronéw CeM tylko czgsciowo zaburza

przyjmowanie nagrody pokarmowej 8. W przypadku glodzonych szczuréw, chemogenetyczna
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stymulacja neuronow CeM poczatkowo (w pierwszej godzinie) zmniejsza pobdr pokarmu przez
zwierze ale gdy bylo ono w klatce dhuzszy czas, to ponownie siggalo po pokarm °°. Jednakze,
nieco innych obserwacji dokonali badacze w przypadku komodrkowo-specyficznych
manipulacji neuronami wrazliwymi na serotoning, Htr2a-pozytywnymi, ktére obecne sa
glownie w CeM &7, Neurony te sg aktywne gdy zwierze gloduje i zwickszanie ich aktywnosci
stymulowato konsumpcje pokarmu przez mysz, a hamowanie aktywno$ci zmniejszato ja 222,
Zauwazono rowniez, ze hamownie neuronow somatostatynowych, ale juz nie CRF+, w CeA
blokuje motywacje zwierzecia do uzyskania nagrody pokarmowej 223, Wyniki literaturowe oraz
przedstawione w rozprawie dowody s$wiadczag o aktywnym udziale CeM w regulacji
spozywania nagrod pokarmowych. Hamowanie calego mikroobwodu neuronéw tej struktury
prowadzi do redukcji spozycia pokarmu. Nalezy jednak pamigtaé, ze poszczegodlne komorki
CeM mogg petni¢ zroznicowane funkcje w przetwarzaniu informacji o tych bodzcach.

W niniejszej rozprawie zaobserwowano rowniez przejsciowy wptyw manipulacji CeM
na odpowiedz lokomotoryczng zwierzecia po podaniu kokainy. Chemogenetyczne
stymulowanie CeM spowodowalo, Zze w pierwszych dniach eksperymentu kokaina nie
zwigkszyla aktywno$ci lokomotorycznej zwierzgcia. Jednak efekt ten byl przejsciowy,
aw kolejnych dniach podawania kokainy, zwierz¢ wykazywato podobng aktywnos$¢
lokomotoryczng do zwierzat bez stymulacji CeM. Hamowanie aktywnosci komorek CeM
pozostato bez wptywu na ten efekt. Inni badacze rowniez zauwazyli, Ze manipulacje CeA moga
wplywac na niektore aspekty zwigzane z odpowiedzia zwierzecia na kokaing. Badania te nie
roéznicowaly poszczegélnych czesci CeA, ale zauwazono w nich, iz optogenetyczne
stymulowanie tej struktury zwieksza motywacj¢ szczurow do poboru kokainy, a hamowanie jej
zmniejsza samo-podawanie narkotyku 24, Ponadto, zaburzenie $ciezek sygnatowych procesow
plastycznych w CeA zmniejszato negatywne skutki odstawienia kokainy u szczurow 2%,
Razem, wyniki te sugeruja, ze CeM jest zaangazowane W przetwarzanie niektorych aspektow
zwigzanych z nagrodami farmakologicznymi. Jednakze, istotne moze by¢ wptywanie na
neurony CeA na okres$lonych etapach uzaleznienia, CO moze mie¢ pewne terapeutyczne efekty.

W eksperymentach opisanych w pracy ekspresja genow wirusa byla ograniczona
w duzej mierze do CeM i dlatego nie badano skutkéw manipulacji CeL na zachowania
zwigzane z nagrodami. Inni badacze pokazali jednak, ze CelL, réwniez moze by¢ istotne
w regulowaniu zachowan zwierzat. W przypadku tych badan, ekspresja genow kodujacych
DREADD lub $wiattoczutych opsyn uwarunkowana byta translacjg biatek charakterystycznych

tylko dla tego jadra. W zaleznos$ci od badanej populacji neuronéw, efekty manipulacji CeL
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moga by¢ rdézne i np. optogenetyczne wyciszanie aktywnosci komoérek PKC-6 w CeL
zwigkszato pobor pokarmu przez zwierze, a hamowanie neuronéw Pnoc+ zmniejszalo spozycie
pokarmu 221222228 - 7auwazono tez, ze blokowanie neuronéw PKC-§ w CeL hamuje glod
narkotykowy podczas odstawienia od metamfetaminy i alkoholu 219227228,

W niniejszej rozprawie opisano takze, ze CeM posredniczy rowniez w niektorych
fizjologicznych odpowiedziach myszy poddanych kokainie, poniewaz mialy one ograniczona
defekacje, co jest efektem obserwowanym u myszy eksponowanych na kokaing . Efekt ten
byl szczegolnie widoczny w przypadku stymulacji CeM, gdzie zaréwno myszy dostajace
zastrzyki z soli fizjologicznej, jak i kokainy wydalaly mniej odchodow. W przypadku
hamowania CeM, efekt ten byl niejasny, poniewaz liczba odchodow w klatce byta nizsza
w grupie Kokaina 1 d (w dniach, w ktérych mysz dostawata tylko s6l) niz w grupie kontrolne;.
Niespojnos¢ ta moze by¢ zwigzana z tym, ze ciato migdatowate sktada si¢ z roznych typoéw
komoérek, w tym interneuronéw lokalnie regulujacych aktywno$¢ sgsiednich neurondw.
Niespecyficzna manipulacja CeM moze prowadzi¢ wiec do pobudzenia réznych szlakow
w moézgu, ale takze do samo-hamowania tego jadra. Dlatego tez bardziej odpowiednim wydaje
si¢ wigc manipulacja wyszczeg6lnionymi populacjami neurondéw 1 to na takich
wyspecjalizowanych populacjach (m.in. DRDI+ i DRD2+) skupione sg kolejne badania
prowadzone w laboratorium.

W badaniach opisanych w rozprawie doktorskiej, do aktywacji DREADD uzyto CNO,
odnosnie skutecznosci ktorego byly w ostatnich latach kontrowersje stawiajace w watpliwos¢
biodostepno$é CNO u szczuréw 22, W eksperymentach opisanych w rozprawie zauwazono
jednak, ze po jego aplikacji, w przeciggu kilkunastu minut zmodyfikowano zachowanie
zwierzat z ekspresja DREADD. Jednoczesnie podanie CNO myszy nie posiadajacej DREADD
nie wptynelo na spozycie przez nig slodkiej wody ani na jej aktywnos$¢ lokomotoryczna.
Ponadto, pokazano, Ze aplikacja CNO na neurony z DREADD zmienia ich potencjal btonowy
oraz aktywno$¢ spontaniczng. Wyniki te oraz nowsze doniesienia literaturowe pozwalaja
sadzi¢, ze CNO jest odpowiednig czasteczkg do aktywacji DREADD w zastosowanych
modelach badawczych 182221222 jednakze, warto rozwazyé w podobnych badaniach

zastosowanie innych czasteczek, jak np. czasteczki c21 o wickszej biodostepnosci w mozgu 2%,
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5.5. Neurony DRD1- i DRD2-pozytywne w jadrze sSrodkowym ciala

migdalowatego w mozgu myszy

5.5.1. Rozmieszczenie przestrzenne neuronéow DRDI1- i DRD2-pozytywnych w jadrze

srodkowym ciala migdalowatego w mézgu myszy

CeA, podobnie jak pozostate czes$ci ciata migdatowatego, charakteryzuje si¢ duzg
réznorodno$cig komorek, ktorych aktywnos$¢ jest regulowana przez szereg neuroprzekaznikow
i neurohormonéw '°. Wrazliwymi na te sygnaly sa zazwyczaj tylko wyspecjalizowane neurony,
ktore majg na swojej powierzchni odpowiednie receptory. W niniejszej rozprawie doktorskiej
opisano wyniki badan nad rozmieszczeniem przestrzennym dwoéch takich populacji neuronow
wrazliwych na Da w CeA. Okres$lono, ze w CeL wystepuja tylko komoérki DRD2+, natomiast
w CeM obecne sg zaro6wno neurony DRD1+, jak i DRD2+. Te subpopulacje nie pokrywaty si¢
ze sobg, a ich charakterystyczne rozmieszczenie w obrgbie CeA pozwala na traktowanie ich
jako pomocy w rozréznianiu CeM 1 CeL.

Obecnos¢ komorek wrazliwych na Da pokazano juz w poprzednich badaniach, gdzie do
okre$lenia przestrzennego tych komoérek uzyto metod sekwencjonowania RNA
w pojedynczych komorkach (ang. singe-cell RNA-sequencing). W potaczeniu z mikroskopig
ekspansyjna, gdzie fizycznie zwigksza si¢ rozmiar badanej tkanki, wyrdézniono 22 klasy
komoérek w ciele migdatowatym w roéznych jego obszarach 4. W badaniu tym wyszczegdlniono
rowniez komorki wrazliwe na Da, w ktorych obecne byly zarowno DRDI, jak i DRD2,
Okre$lono, ze w CeA neurony wrazliwe na Da charakteryzuja si¢ obecnos$cia tylko jednego
Z tych receptorow. Komorki posiadajace DRD1 przypisano do CeM oraz ITC, a komorki
z DRD2 do CeC i CeM ™. Komoérki wrazliwe na Da w CeA badano réwniez technika mierzaca
poziom mRNA (ang. translating ribosome affinity purification) w neuronach %, W badaniach
tych zauwazono, ze neurony DRDI+ i DRD2+ tworzg dwie nienakladajgce si¢ na siebie
populacje i neurony DRD1+ przypisano do ITC, CeM i CeL, a DRD2+ do CeC, CeM i CeL %,
Wystepowanie neuronow DRD1+ 1 DRD2+ w CeA opisano u rowniez szczurdw, co sugeruje,
ze ich wystepowanie w ciele migdatowatym jest konserwatywne ewolucyjnie 21°. Obecno$¢
komorek DRD2+ stwierdzono w koncu w CeA myszy DRD2-GFP, gdzie metodami
immunohistochemicznymi przyporzadkowano je do do CeM i CeL 2%,

Opisane w pracy przyporzadkowanie neuronéw wrazliwych na Da do CeM i CeL rézni

si¢ od tych zaproponowanych w przytoczonych powyzej pracach. We wspomnianych
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artykutach, z uwagi na zastosowane techniki, do rozroznienia poszczegdlnych czesci CeA
postuzono si¢ jedynie natozonymi na zdjecia skrawkoéw granicami struktur z atlasu mozgu
myszy. W rozprawie doktorskiej z kolei, dodatkowo postuzono si¢ tez anatomicznymi
punktami orientacyjnymi (wigzka projekcji z BLA do CeA, otoczka BLA), co pozwolito na
doktadniejsze okreslenie granice CeM i CeL. Obserwacje zawarte w pracy byty najblizsze tym,
gdzie rozmieszczenie komorek DRD2+ badano na skrawkach myszy DRD2-GFP 2%,
W cytowanej pracy nie badano jednak rozmieszczenia neuronéw DRDI1+.

W rozprawie doktorskiej rozmieszczenie komoérek DRD1+ 1 DRD2+ opisano jedynie
dzigki biatkom fluorescencyjnym w linii DRDI1+TdTomato/DRD2-GFP. Warto jednak
zaznaczy¢, ze czasami ekspresja transgendéw jest rozna od ekspresji gendw endogennych, co
powoduje, ze ich produkty moga nieidealnie znakowaé badane komérki 3. Inng metoda, ktora
rowniez pozwalataby zweryfikowa¢ obecno$é¢ receptorow DRD1 i DRD2 w CeA moglby by¢
patch-seq, w ktorym po eksperymentach patch clamp pobiera si¢ jadro komorkowe
nagrywanego neuronu do pozniejszego sekwencjonowania 2%, Metoda ta pozwala na

p6zniejsze zbadanie profilu RNA nagranej komorki z duzg doktadnoscia przestrzenna.

5.5.2. Plastyczno$¢ neuronéw DRD1- i DRD2-pozytywnych w jadrze srodkowym ciala

migdalowatego

Poszczegblne typy neuronéw w obrebie CeA moga mie¢ zréznicowane funkcje
W wyrazaniu poszczegolnych emocji i ulega¢ réznym adaptacjom w procesie uczenia sig 2*°.
Dlatego tez, po okresleniu, ze CeM jest zaangazowane w przetwarzanie zar6wno informacji
0 cukrze, jak i o kokainie, zbadano jakim modyfikacjom podlegaja neurony DRD2+ i DRD1+
W jego obrebie. Zauwazono, ze neurony DRD2+ i DRDI+ ulegly odmiennym zmianom
plastycznym po ekspozycji myszy na badane nagrody naturalne i farmakologiczne.
Stwierdzono zwigkszong czestotliwo$é sEPSCs komorek DRD1+ i zmniejszong czgstotliwos¢
sEPSCs DRD2+ po ekspozycji myszy na kokaing. W przypadku ekspozycji na cukier, to
DRD2+ zwigkszyly swoja czestotliwos¢, a DRD1+ zmniejszyly ja. Ponadto, pomimo zmian
zaobserwowanych w czgstotliwosci SEPSCs w komoérkach DRD1+ i w DRD2+, nie
zaobserwowano zmian w amplitudzie SEPSCs ani w ggstosci kolcow dendrytycznych tych
komorek. Komoérki wrazliwe na Da w CeM stanowily mniej niz potowe wszystkich komorek

c-Fos+ obecnych po ekspozycjach na badane nagrody.
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Uzyskane wyniki $wiadczg o tym, ze neurony wrazliwe na Da sg odmiennie regulowane
podczas ekspozycji myszy na rézne rodzaje nagrod. Sugeruja rowniez, ze niektore poprzednie
obserwacje poczynione na poziomie calego CeM 1 opisane w niniejszej rozprawie, moga by¢
wypadkowg réznych adaptacji poszczegdlnych typdéw neurondw. Neurony wrazliwe na Da
w CeM nie sg jednak jedynymi, ktore ulegaja aktywacji po ekspozycji zwierzgcia na nagrody
I oprocz nich aktywne sg tez inne typy neuronoéw, ktore pozostaty niezidentyfikowane podczas
eksperymentow opisanych w rozprawie.

Neurony wrazliwe na Da w CeM s3 ciggle stabo poznane i jedyne doniesienia na ich
temat to te, w ktorych okreslono, ze neurony DRD2+ sg zaangazowane w zachowania obronne
myszy 1 s3 aktywne podczas warunkowania strachu, a ich aktywacja wywoluje efekt
przeciwbolowy 231235, Rola komérek z DRD1 i DRD2 w przetwarzaniu nagréd zostala za to
bardzo dobrze poznana w przypadku ACB, gdzie wszystkie neurony posiadajg jeden z dwoch
typow receptorow dopaminowych. Pokazano, ze w ACB cukier oraz kokaina angazuja obie
populacje tych neuronow, oraz ze wywotuja podobne zmiany plastyczne w neuronach DRD1+
i DRD2+ #8183 Neurony DRD1+ w tej strukturze odpowiadaja za motywacje do pozyskaniu
tych nagrod, podczas gdy DRD2+ sg zaangazowane podczas odstawienia od nich, lub gdy ich
spozycie jest przerywane *718323¢ W rozprawie doktorskiej okreslono, ze w CeM,
W odroznieniu do ACB, komoérki DRD1+ 1 DRD2+ nie byly jedynymi typami komorek, ktore
braty udziat w przetwarzaniu nagrod. Jednoczesnie, byty one odmiennie regulowane na skutek
ekspozycji na nagrody naturalne i farmakologiczne, co sugeruje, ze moga roznie przyczynia¢
si¢ do przetwarzania badanych nagrod.

Warto jednak zaznaczyé, ze w komorkach DRD1+ i DRD2+, pomimo zmian
w czestotliwosci SEPSCs oraz zwigkszonego poziomu c-Fos po ekspozycji myszy na nagrody,
nie zaobserwowano zmian w amplitudzie SEPSCs ani w gestosci kolcow dendrytycznych. Jest
to zaskakujace, poniewaz zwykle zwigkszong czgstotliwos¢ sEPSC thtumaczy si¢ wigkszg liczba
kolcow dendrytycznych (i dostepnych na nich synaps), a amplitude koreluje si¢ z ich wielkoscig
(powigzanych z liczbg receptorow). Zmiany w liczbie kolcéw dendrytycznych moga by¢ jednak
bardzo dynamiczne, asynaptogenezie moze towarzyszy¢ eliminacja kolcow sasiednich.
Odzwierciedla to lokalng regulacj¢ sity synaps w obrebie drzewka dendrytycznego i jest
prawdopodobnie zwigzane z ograniczona zdolno$cig do przesylania informacji w obrebie
jednego dendrytu *°. Ponadto, za zmieniona czestotliwo$é¢ sEPSCs na neuronach DRD1+
I DRD2+ moga sta¢ zmiany jako$ci kolcow, m.in. ich wielkosci. Niestety, ze wzgledu na dos¢

niska jako$¢ zdje¢ grubych preparatow, podczas badania nie byto mozliwe zanalizowanie
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wielkos$ci ani ksztattu kolcow dendrytycznych. W koncu, czgs$¢ zobrazowanych kolcow moglo
tworzy¢ milczace synapsy i W takim przypadku nie bytyby one widoczne w analizie SEPSCs.
Nalezy zaznaczy¢ jednak, ze w moézgu milczace synapsy 1 tworzone przez nie kolce
dendrytyczne wystepuja przejsciowo i reprezentujg proces plastyczny, w ktorym synapsa ulega
przebudowaniu, m.in. poprzez wbudowanie lub eliminacj¢ roéznych receptoréw dla
glutaminianu . Dlatego do uchwycenia dynamiki rozwoju kolcow dendrytycznych w tych
neuronach najlepiej nalezaloby wykona¢ wiecej badan w réznych punktach czasowych, lub

przeprowadzié¢ ich obrazowanie in vivo 2%,
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Przedtozona rozprawa opisuje efekty wywotane podaniem myszy jednej z dwoch
rodzajow nagrod — stodkiej wody lub kokainy, co zostato zbadane na poziomie calego mozgu,
jego pojedynczej struktury (CeA), oraz wyselekcjonowanych populacji neurondéw
CeA —neuronéw DRD1+ i DRD2+ (Ryc.51A).

Przedstawione w pracy wyniki wskazuja, ze ekspozycja zarowno na cukier, jak i na
kokaing powoduje rozleglty wzrost poziomu c-Fos w réznych czgéciach mézgu (Ryc. 51B).
Wyniki te sugeruja, ze informacje o cukrze 1 kokainie sa przetwarzane w sposob rozproszony
i ze dotychczasowy sktad uktadu nagrody w moézgu powinien zosta¢ uzupetniony o wiele
nowych struktur. Aktywacja rozleglej sieci struktur po ekspozycjach na stodkg wode lub
kokaing zostala odzwierciedlona jako zmieniona modutowos$¢ mozgu myszy. Modutowos$é ta
jest przejsciowa w przypadku ekspozycji na stodka wodg, ale nie na kokaing, w przypadku
ktorej siedmiokrotne jej podanie angazowato wiecej struktur niz jednokrotne. Mozna
wnioskowac, ze farmakologiczne wlasnosci kokainy wplywaja na to, ze jest ona nagroda
»lepsza od oczekiwanej”, ktora wymaga czasu, by mozg mogt sie do niej zaadaptowac.

Ponadto, w pracy wykazano, ze zarowno kokaina, jak i cukier angazuja jadro srodkowe
ciata migdatowatego, oraz ze manipulowanie jego aktywnoscia zaburza spozycie stodkiej wody
oraz op6znia rozwoj sensytyzacji lokomotorycznej po podaniu kokainy (Ryc. 51C). Zbadane
nagrody wywoluja podobne zmiany plastyczne w przysrodkowej czesci srodkowego jadra ciata
migdatowatego polegajace na wzmocnieniu potgczen glutaminianergicznych w neuronach jego
obrgbu. Kokaina, w przeciwienstwie do cukru, wywotuje wzrost poziomu Arc w neuronach
oraz angazuje rowniez cze$¢ boczng srodkowego jadra ciala migdatowatego, gdzie wywoluje
ostabienie pobudzajacych pradéw postsynaptycznych. Wyniki te §wiadczg o tym, ze nagrody
naturalne i farmakologiczne nie moga by¢ stosowane zamiennie do okreSlania dziatania
struktur uktadu nagrody oraz do okreslania ich wplywu na zachowania zwierzecia.

W pracy stwierdzono obecnos¢ neurondw wrazliwych na Da w jadrze srodkowym ciata
migdatowatego i okreslono, ze jego boczna cze$¢ niemal w potowie sktada si¢ z neuronow
z receptorami DRD2 (Ryc. 51D). W czesci przysrodkowej odkryto populacje neurondéw, ktore
miatly receptory DRD1 lub DRD2. Neurony te ulegalty odmiennym zmianom plastycznym po
ekspozycji myszy na cukier oraz po zastrzykach z kokainy, ale nie byly to jedyne neurony

ulegajace aktywacji po ekspozycji na te nagrody. Wyniki te dalej wskazujg na odrebnos¢
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badanych nagrod oraz na to, ze obraz przetwarzania informacji o cukrze i kokainie przez
neurony jadra Srodkowego jest wcigz niepelny i wymaga uwzglednienia roli réznych populacji

neuronow.

A

!

A\

!

. CeM CeM i
4 milczace synapsy 4 milczace synapsy 1 milczace synapsy
4 c-Fos } c-Fos } c-Fos
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Liczba aktywnych struktur DRD2+ w CeM i CeL

1d>7d 1d<7d
Wspotczynnik wzrostu aktywnosci
1d>7d 1d<7d
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Cukier Kokaina

dh
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M czestotliwose 4 czestotliwosc
seEPSCs sEPSCs

Ryc. 51: Podsumowanie najwazniejszych wynikow opisanych w rozprawie. A) Mysz byta
eksponowana na nagrode naturalng (cukier; kolor zielony) lub farmakologiczng (kokaina; kolor
niebieski). B) Podsumowanie wynikéw badan nad poziomem c-Fos w calym mozgu. Po
jednorazowej ekspozycji na cukier stwierdzono wigksza liczbg aktywnych struktur niz po
siedmiokrotnej ekspozycji. Po jednorazowym dost¢pie do stodkiej wody zaobserwowano
réwniez ogdlnie wigksza liczbe komorek c-Fos+ w tych strukturach, niz po wielokrotnych
ekspozycjach na t¢ nagrod¢. W przypadku kokainy to zastrzyki siedmiokrotne spowodowaty
wicksze efekty niz jeden zastrzyk. Ekspozycja na kokaine, a takze jednorazowe podanie
stodkiej wody wigzaty si¢ ze zwigkszong modutowoscia mézgu. C) Podsumowanie wynikow
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badan nad plastyczno$cia w CeA. Nagroda naturalna spowodowata zmiany plastyczne w CeM
w wyniku dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP). Nagroda farmakologiczna
rowniez zaindukowata LTP w neuronach CeM, ale jednoczesnie LTD w CeL.
D) Podsumowanie wynikow badan nad neuronami wrazliwymi na dopaming w CeA. W CeM
myszy obecne sg zarowno neurony DRD1+, jak i DRD2+, a w CeL wystepujg tylko DRD2+.
Zarowno ekspozycja na cukier, jak i na kokaine indukujg zwigkszony poziom c-FoS
W neuronach wrazliwych na dopamine, ale nagrody te maja przeciwstawny wplyw na
czestotliwos¢ sSEPSCs neuronow DRD1+ 1 DRD2+ w CeM.
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