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Streszczenie

G16d narkotykowy to intensywne pragnienie lub potrzeba zaangazowania si¢ w okreslone
zachowanie zwigzane z uzywaniem substancji psychoaktywnych. Inkubacja gltodu
narkotykowego to zjawisko stopniowego wzrostu nasilenia objawoéw gtodu narkotykowego
w czasie zwigkszajace prawdopodobienstwo nawrotu po ekspozycji na bodzce skojarzone
z przyjmowaniem substancji. Badania wykazaty, ze ponowna ekspozycja na kontekst
skojarzony z podaniem morfiny, po okresie odstawienia, wywotuje zwigkszong emisj¢
wokalizacji ultradzwigkowych (USV) w pasmie “50-kHz” u szczuréw. Wokalizacje te
interpretowane sg jako markery pozytywnych stanow afektywnych.

Niniejsze badanie mialo na celu zbadanie roli ko-transmisji serotoninergicznej i
glutamianianergicznej w ciele migdalowatym w modulacji zachowan w odpowiedzi na
ponowng ekspozycje na kontekst zwigzany z substancja uzalezniajaca (morfing), po okresie
odstawienia. Cialo migdatowate to struktura mdézgu zaangazowana w reakcje emocjonalne
zardwno zwigzane z bodzcami awersyjnymi, jak i apetytywnymi. Zastosowano klasyczny
model zwierzgcy warunkowania miejsca oraz technik¢ chemogentyczng DREADD (z
zastosowaniem receptorow hM3Dq i/lub hM4Di), w celu manipulacji aktywnos$cia
neurondéw serotoninergicznych i/lub glutaminianergicznych w ciele migdalowatym.
Oceniono wpltyw tych modyfikacji chemogenetycznych na liczb¢ emitowanych
wokalizacji ultradzwigkowych i1 dystans pokonywany przez szczury w tescie odpowiedzi
kontekstowej. Dodatkowo zbadano wptyw tych modyfikacji na poziomy monoamin ich
metabolitow, aminokwasow i neuromodulatoréw w wybranych strukturach moézgu oraz
miedzy strukturalne zalezno$ci uktadoéw neurotransmisyjnych, a takze ich relacje ze
zmianami behawioralnymi.

Badanie to wykazalo istotng role ko-transmisji  serotoninergiczno-
glutaminianergicznej w ciele migdalowatym w ksztattowaniu reakcji emocjonalnej na
kontekst skojarzony z nagroda farmakologiczng. Nie wykryto silnej korelacji migdzy liczba
wokalizacji ultradzwigkowych a dystansem pokonanym przez szczury, co sugeruje, ze
moga one odzwierciedla¢ rézne aspekty odpowiedzi kontekstowej (USV — emocjonalny,
dystans — motywacyjny). Zaobserwowano istotny wptyw modyfikacji chemogenetycznych
na liczbe wokalizacji ultradzwigkowych w teScie ponownej ekspozycji na kontekst
skojarzony z morfing: istotny statystycznie spadek liczby USV w grupach "S5-HT-"
(hamowanie systemu sygnalizacji serotoninergicznej) i "Glu+5-HT-" (jednoczesna

aktywacja systemu sygnalizacji glutaminianergicznej i hamowanie systemu sygnalizacji



serotoninergicznej), oraz wzrost w grupie "Glu+5-HT+" (jednoczesna aktywacja systemu
sygnalizacji  glutaminianergicznej 1 serotoninergicznej). Ponadto, modyfikacje
chemogenetyczne ujawnity ztozong sie¢ zaleznosci 1 korelacji neurochemicznych. Dalsza
analiza wykazala zr6znicowane podtoze neurochemiczne ekspresji stanu afektywnego,
potwierdzajac, ze ten sam efekt behawioralny moze wynika¢ z aktywnos$ci wspotdziatania
wielu réznych systeméw neuroprzekaznikow. Niniejszy eksperyment uwydatnit ztozono$¢
neurobiologicznych podstaw uzaleznienia, podkreslajac potrzebe holistycznego podejscia

w badaniu tego zjawiska.



Abstract

Drug craving is an intense desire or need to engage in specific behaviors related to
psychoactive substance use. The phenomenon known as incubation of craving is
characterized by a gradual increase in the intensity of craving symptoms over time, which
increases the likelihood of relapse triggered by spatial cues associated with substance
intake. Previous research has shown that re-exposure to a morphine-paired context after
withdrawal elicits increased “50-kHz” ultrasonic vocalizations (USVs) in rats, which are
interpreted as markers of positive affective states.

This study investigated the role of serotonergic and glutamatergic co-transmission
in the amygdala in modulating drug-paired context-induced behavioral responses after
withdrawal. The amygdala is a brain structure involved in emotional responses to both
aversive and appetitive stimuli. A classical animal model of place conditioning and a
DREADD chemogenetic technique (using hM3Dq and/or hM4Di receptors) to manipulate
the activity of the serotonergic and glutamatergic neurons in the amygdala, were employed.
The impact of these chemogenetic manipulations on the number of ultrasonic vocalizations
emitted and the distance travelled by rats during the context response was assessed.
Additionally, the effects of these manipulations on levels of monoamines, their metabolites,
amino acids, and neuromodulators in selected brain structures were investigated, along with
the relationships between the neurochemical systems and their association with behavioral
changes.

This study demonstrated a significant role of serotonergic-glutamatergic co-
transmission in the amygdala in shaping the drug-paired context-induced response. No
strong correlation was found between the number of ultrasonic vocalizations and the
distance traveled by rats, suggesting that these measures may reflect different aspects of
the context response (USV — emotional, while distance — motivational). A significant effect
of the chemogenetic modifications on the number of ultrasonic vocalizations in the context
response test was observed: a statistically significant reduction in the number of USVs in
the "5-HT-" (inhibition of serotonergic signaling) and "Glu+5-HT-" (simultaneous
activation of glutamatergic signaling and inhibition of serotonergic signaling) groups and
increase in the "Glu+5-HT+" (simultaneous activation of glutamatergic and serotonergic
signaling) group. Moreover, the study revealed a complex network of neurochemical
associations and correlations. Further analysis revealed a diverse neurochemical basis for

the expression of the affective state, confirming that the same behavioral effect can result



from the activity of a number of distinct neurotransmitter system networks. This experiment
highlighted the complexity of the neurobiological basis of addiction, emphasizing the need

for a holistic approach in studying this phenomenon.
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Wykaz stosowanych skrotow oraz waznych pojec¢

3-MT — 3-metoksytyramina

5-HIAA — kwas 5-hydroksyindolooctowy

5-HT — serotonina, 5-hydroksytryptamina

AAV — wirus typu AAV (ang. adeno-associated viruses)

ADV — adenowirus (ang. adenovirus)

Ala — L-alanina

AMP — adenozynomonofosforan

Amy — ciato migdalowate (ang. amygdala)

AP — potencjat czynno$ciowy (ang. action potential)

B-Ala — B-alanina

BBB — bariera krew-moézg (ang. blood-brain barrier)

BLA — jadra podstawno-boczne ciata migdalowatego (ang. basolateral amygdala)

C21 —“Compound 21~

CAl, CA2, CA3 —regiony hipokampu (tac. cornu Ammonis)

cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan

CeA — centralne jadro ciala migdatowatego (ang. central nucleus of the amygdala)

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

CPA — warunkowana awersja miejsca (ang. conditioned place aversion)

CPP — warunkowana preferencja miejsca (ang. conditioned place preference)

CPu - prazkowie (ang. Caudate — Putamen)

CREB - biatko wigzace element odpowiedzi na cAMP (ang. cAMP Response Element-
Binding Protein)

DA — dopamina

DAG — diacyloglicerol

DCZ — deschloro klozapina (DCZ, ang. deschloroclozapine)

DG — zakret zgbaty (ang. dentate gyrus)

DOPAC — kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy (ang. 3,4-dihydroxyphenylacetic acid)
DREADD - receptory modyfikowane w oparciu o inzynieri¢ genetyczng, ktorych
aktywacja indukowana jest wylacznie przez specyficznie zaprojektowane, syntetyczne
ligandy (ang. Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs)

ERK — kinazy regulowane sygnatem zewnatrzkomérkowym (ang. extracellular signal-

regulated kinases)
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fMRI — funkcjonalny rezonans magnetyczny (ang. functional magnetic resonance imaging)
GABA — kwas y-aminomastowy, kwas gamma-aminomastowy (ang. y-aminobutyric acid,
gamma-aminobutyric acid)

GIn — glutamina

Glu — glutaminian, kwas glutaminowy

Gly — glicyna

GPCR - receptor sprz¢zony z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptor)

Hipp — hipokamp (ang. hippocampus)

HSV — wirus opryszczki pospolitej (ang. herpes simplex virus)

HVA — kwas homowanilinowy

IP; — trisfosforan inozytolu

LA —jadra boczne ciala migdalowatego (ang. lateral amygdala)

LTD — dlugotrwala depresja (ang. long-term depression)

LTP — dlugotrwate wzmocnienie (ang. long-term potentiation)

LV — lentiwirus (ang. lentivirus)

MA - jadro srodkowe ciala migdalowatego (ang. medial nucleus of the amygdala)
MAPK - kinazy biatkowy aktywowane mitogenem (ang. mitogen-activated protein
kinases)

MHPG - 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikol (ang. 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol)
mPFC — przysrodkowa kora przedczotowa (ang. medial prefrontal cortex)

MSN - $rednie neurony kolczaste (ang. medium spiny neurons)

NA —noradrenalina / norepinefryna

NAcc — jadro péllezace (ang. nucleus accumbens)

NT — neuroprzekazniki / neurotransmitery (ang. neurotransmitter)

OUD - zaburzenia zwigzane z uzywaniem substancji opioidowych (ang. opioid use
disorder)

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

PBS —roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (ang. phosphate-buffered saline)
PFA — paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)

PIP2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan

PKA —kinaza bialkowa A (ang. protein kinase A)

PKC — kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

RSC — kora retrosplenialna (ang. retrosplenial cortex)

SUD — zaburzenia zwigzane z uzywaniem substancji (ang. substance use disorder)

12



TPH — hydroksylaza tryptofanowa (ang. tryptophan hydroxylase)
TPH2 — hydroksylaza tryptofanowa typu drugiego (ang. tryptophan hydroxylase type 2)
USV — wokalizacje ultradzwigkowe (ang. ultrasonic vocalizations)

VTA — pole brzuszne nakrywki (ang. ventral tegmental area)
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1. Wstep

1.1.

Zaburzenia zwigzane z uzywaniem substancji

DSM-5 to szeroko stosowany w diagnostyce klinicznej i badaniach naukowych

podrecznik zapewniajacy standardowa klasyfikacje zaburzen psychicznych [1], ktory

definiuje ,,zaburzenia zwigzane z uzywaniem substancji” (SUD) jako zespdt objawdw

kognitywnych, behawioralnych 1 fizjologicznych, $wiadczacych o kontynuowaniu

uzywania substancji pomimo wystepowania powaznych probleméw wynikajacych z tego

uzywania [2]. Diagnozowanie SUD obejmuje rozpoznanie oraz kompleksowa oceng

patologicznych wzorcow zachowan zwigzanych z uzywaniem substancji.

Zgodnie z informacjami zawartymi w tabeli 1, w DSM-5 zdefiniowanych jest

jedenascie kryteriow oceny tych wzorcow, obejmujacych uposledzenie kontroli, problemy

spoteczne, ryzykowne uzywanie oraz efekty fizjologiczne. Nasilenie zaburzenia ocenia si¢

na podstawie liczby spelionych kryteriow,

wyrozniajac trzy stopnie: tagodne (2-3

objawy), umiarkowane (4-5 objawow) oraz ciezkie (6 lub wigcej objawoéw). Chociaz

kryteria diagnostyczne koncentruja si¢ gtownie na identyfikacji patologicznych wzorcow

zachowan, nalezy podkresli¢, ze zaburzenia zwigzane z uzywaniem substancji indukuja

réwniez trwate zmiany w adaptacjach neuronalnych oraz obwodach mézgowych, ktore

moga utrzymywac si¢ nawet po detoksykacji.

Warto odnotowaé, ze termin ‘“uzaleznienie” nie jest stosowany w formalnej
9

terminologii diagnostycznej ze wzgledu na brak jednoznacznej, powszechnie akceptowanej

definicji oraz zwigzane z nim negatywne pi¢tno [2].

Tabela 1. Kryteria diagnostyczne zaburzen zwiazanych z uzywaniem substancji (SUD) oraz

przedstawione obok dla poréwnania kryteria diagnostyczne zaburzen zwiazanych z uzZywaniem

substancji opioidowych (OUD) cytowane z DSM-5 [2] (przetlumaczone z jezyka angielskiego). Poniewaz

OUD jest podkategoria SUD, kryteria sa niemal identyczne, roéznigc si¢ jedynie bardziej precyzyjnymi

efektami fizjologicznymi (kryteria 10 i 11) zwigzanymi specyficznie z opioidami.

Kryteria diagnostyczne zaburzen zwiazanych z
uzywaniem substancji (SUD)

Kryteria diagnostyczne zaburzen zwiazanych z
uzywaniem opioidow (OUD)

Kryterium A mozna uzna¢ za mieszczace si¢ W
ogolnych  kategoriach  uposledzenia  kontroli,
upos$ledzenia spotecznego, ryzykownego uzywania i
efektow farmakologicznych.

Problematyczny  wzorzec uzywania opioidow
prowadzacy do klinicznie istotnego uposledzenia
stanu zdrowia lub cierpienia (ang. distress),
charakteryzujacy si¢ wystagpieniem co najmniej
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dwoma z ponizszych objawow, wystepujacymi w
ciggu 12 miesigcy.

1. Osoba moze przyjmowac substancje w wigkszych
ilosciach lub przez dluzszy czas niz pierwotnie
zamierzala.

1. Zazywanie opioidow w wigkszych ilosciach lub
przez dluzszy czas niz pierwotnie zamierzano.

2. Osoba moze wyraza¢ uporczywe pragnienie
ograniczenia lub kontrolowania uzywania substancji i
moze zglaszaé wielokrotne nieudane proby
zmniejszenia lub zaprzestania uzywania.

2. Wystegpuje uporczywe pragnienie lub nieudane
proby ograniczenia lub kontrolowania uzywania
opioidow.

3. Osoba moze spedza¢ duzo czasu na zdobywaniu
substancji, uzywaniu jej lub dochodzeniu do siebie po
jej dziataniu.

3. Poswiecanie duzej iloSci czasu na czynno$ci
niezbedne do zdobycia opioidu, jego uzycia lub
powrotu do zdrowia po jego dziataniu.

4. Glod objawia si¢ intensywnym pragnieniem lub
potrzeba zazycia narkotyku, ktore moga wystapi¢ w
dowolnym momencie, ale ich pojawienie si¢ jest
bardziej prawdopodobne w srodowisku, w ktérym
narkotyk byl wczesniej uzyskany lub uzywany.

4. Glod narkotykowy, czyli silne pragnienie lub
potrzeba uzycia opioidow.

5. Powtarzajace si¢ uzywanie substancji, ktore moze
skutkowa¢ niemoznosciag wypelniania podstawowych
obowiazkoéw w pracy, szkole lub w domu.

5. Powtarzajace si¢ uzywanie opioidow skutkujace
niemoznoscia wypehiania podstawowych
obowiazkow w pracy, szkole lub w domu.

6. Osoba moze kontynuowaé uzywanie substancji
pomimo utrzymujacych si¢ lub nawracajacych
probleméw  spolecznych lub interpersonalnych
spowodowanych lub zaostrzonych przez jej dziatanie.

6. Kontynuowanie uzywania opioidow pomimo
utrzymujacych si¢ lub nawracajacych problemow
spotecznych lub interpersonalnych spowodowanych
lub zaostrzonych przez ich dzialanie.

7. Wazne czynnosci spoteczne, zawodowe lub
rekreacyjne mogg zosta¢ porzucone lub ograniczone z
powodu uzywania substancji.

7. Porzucenie lub ograniczenie waznych czynno$ci
spotecznych, zawodowych lub rekreacyjnych z
powodu uzywania opioidow.

8. Powtarzajace si¢ uzywanie substancji w sytuacjach,
w ktorych jest to fizycznie niebezpieczne.

8. Powtarzajace si¢ uzywanie opioidow w sytuacjach,
w ktorych jest to fizycznie niebezpieczne.

9. Kontynuowanie uzywania substancji pomimo

posiadania wiedzy o utrzymujagcym si¢ lub
nawracajacym problemie fizycznym lub
psychicznym,  ktéry  prawdopodobnie  zostat

spowodowany lub zaostrzony przez substancje.

9. Kontynuowanie uzywania opioidow pomimo
wiedzy o utrzymujacym si¢ lub nawracajagcym
problemie fizycznym lub psychicznym, ktory
prawdopodobnie zostat spowodowany lub zaostrzony
przez substancje.

10. Tolerancja jest sygnalizowana przez koniecznosc¢
znacznego zwigkszenia dawki substancji w celu
osiggnigcia pozadanego efektu lub znacznego
zmniejszenia efektu po spozyciu zwyktej dawki.

10. Tolerancja, definiowana jako jedno z ponizszych:
a. Potrzeba znacznego zwigkszenia ilo$ci opioidow w
celu osiagnigcia stanu odurzenia lub pozadanego
efektu.

b. Znacznie zmniejszony efekt
stosowaniu tej samej ilo$ci opioidu.
Uwaga: To kryterium nie jest uznawane za spelnione
w przypadku osob przyjmujgcych opioidy wylgcznie
pod odpowiednim nadzorem medycznym.

przy ciaglym

11. Objawy odstawienne to zespot objawow, ktory
wystepuje, gdy stezenie substancji we krwi lub
tkankach spada u osoby, ktora przez dluzszy czas
intensywnie uzywata tej substancji.

11. Objawy odstawienne, objawiajace si¢ jednym z
ponizszych:

a. Charakterystyczny zespot odstawienia opioidow
(patrz kryteria A 1 B zestawu kryteriow dla
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odstawienia opioidow, str. 547-548 w podrgczniku
[2]).

b. Przyjmowanie opioidow (lub podobnej substancji)
w celu ztagodzenia lub uniknigcia objawow
odstawiennych.

Termin ,,zaburzenia zwigzane z uzywaniem substancji” odnosi si¢ do naduzywania
réznorodnych substancji psychoaktywnych. W DSM-5 substancje te podzielone sa na
dziesi¢¢ odrgbnych klas, z uwzglednieniem ich wlasciwosci chemicznych, potencjatu
uzalezniajacego oraz zakresu indukowanych zmian psychicznych i/lub fizycznych.
Przyktadowo, zaburzenia zwigzane z uzywaniem substancji opioidowych (OUD) stanowig
odrebng podkategorie w ramach szerszej grupy, tj. ,,zaburzenia wynikajace z uzywania
substancji 1 uzaleznienia” (ang. substance-related and addictive disorders),
charakteryzujacag si¢ szczegodtowymi kryteriami diagnostycznymi (przedstawionymi w
tabeli 1) oraz odpowiadajacym im kodem ICD-10-CD [3]. Wyodrebnienie to akcentuje
unikalne cechy i wyzwania zwigzane z uzaleznieniem od opioidéw, umozliwiajac

klinicystom precyzyjng oceng stanu pacjenta i dobor wlasciwej strategii terapeutycznej [2].

1.1.1. Naduzywanie opioidow w ujeciu globalnym

Obecnie, Stany Zjednoczone maja najwyzsze wskazniki naduzywania opioidow,
uzaleznien i zgondéw z powodu przedawkowan, jednak kryzys opioidowy ma charakter
globalny. Ograniczony dost¢p do wiarygodnych danych epidemiologicznych na skalg
Swiatowa sprawia, ze historia epidemii opioidowej w USA stanowi cenne Zzrddio
informacji.

Od konca lat 90. obserwuje si¢ systematyczny wzrost liczby zgonow zwigzanych z
przedawkowaniem opioidoéw, a skala tego zjawiska stale ros$nie [4, 5]. Geneza kryzysu
opioidowego jest zlozona i wynika z polaczenia wielu czynnikow. Przede wszystkim
nalezy do nich zaliczy¢ agresywny marketing opioidowych lekéw przeciwbodlowych,
prowadzony przez firmy farmaceutyczne, ktdre w sposob nierzetelny reklamowaty je jako
bezpieczne i nieuzalezniajace [6, 7]. Roéwnocze$nie upowszechnit si¢ poglad o
konieczno$ci priorytetyzacji leczenia bolu w ramach polityki zdrowia publicznego [8-10],
co doprowadzito do zwigkszonego popytu i wzrostu preskrypcji recept na leki opioidowe
[4, 7, 11]. Istotnym czynnikiem roéwnolegle sprzyjajacym eskalacji kryzysu byl brak

adekwatnych regulacji prawnych dotyczacych przepisywania lekow opioidoch, co
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skutkowalo ich szeroka dostgpnoscia i przyczynito si¢ do poczatkowego wzrostu
naduzywania oraz liczby zgonéw z powodu przedawkowania[6].

W 2010 roku kryzys ewoluowal, a nielegalnie pozyskiwana heroina stata si¢ gtéwna
przyczyna gwattownego wzrostu liczby zgonow [4, 5]. Trzy lata pozniej sytuacja ulegta
kolejnej zmianie wraz z pojawieniem si¢ na czarnym rynku syntetycznych opioidow, takich
jak fentanyl, ktore charakteryzuja si¢ znacznie wigkszg sila dziatania, a tym samym
stanowig powazniejsze zagrozenie dla zdrowia i1 zycia [4, 5, 7, 12]. Wedtug Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), w 2022 roku ponad 75% z niemal 107 000
$miertelnych przedawkowan narkotykow bylo zwigzanych z opioidami [4, 13].

W 2020 roku National Survey on Drug Use and Health oszacowat, ze 2,7 miliona
Amerykanow w wieku 12 lat i starszych zmagato si¢ z OUD, przy czym wigkszo$¢
przypadkéw — okoto 2,3 miliona — wynikata z naduzywania opioidéw przepisywanych na
recepte [14]. Epidemia opioidowa dotkneta r6zne grupy demograficzne i regiony [14-16],
generujac nowe wyzwania spoteczno-ekonomiczne, w tym wzrost kosztow opieki
zdrowotnej [17, 18], wzrost wskaznikow przestepczosei [19, 20] oraz obnizenie poziomu
dobrobytu spotecznosci [21-23].

Kryzys opioidowy wywarl rowniez znaczacy wptyw na spoteczenstwo kanadyjskie,
w szczegoOlnosci w prowincjach takich jak Kolumbia Brytyjska, ktora oglosita stan
zagrozenia zdrowia publicznego [24], a takze w Alberte i Ontario, gdzie wskazniki zgonow
zwigzanych z opioidami naleza do najwyzszych [25]. GIownym czynnikiem napedzajacym
te sytuacj¢ jest rosngce naduzywanie nielegalnego fentanylu i innych syntetycznych
opioidow [25].

Kryzys opioidowy stanowi globalny problem. Afganistan, do 2022 roku bedacy
najwigkszym producentem opium na $wiecie, zmaga si¢ z wieloma zlozonymi
wyzwaniami, takimi jak nielegalna produkcja i handel narkotykami, ubdstwo, konflikty
zbrojne oraz ograniczony dostep do opieki zdrowotnej. Czynniki te przyczyniaja si¢ do
powszechnego naduzywania opioidow 1 wysokiego poziomu uzaleznien [26].
Spoteczenstwa w krajach Azji Srodkowej, w tym Kazachstanu, Kirgistanu, Tadzykistanu i
Turkmenistanu, potozone na szlakach przemytu narkotykow z Afganistanu, charakteryzuja
si¢ wysokim stopniem uzywania nielegalnej heroiny [26, 27]. Zgodnie z danymi
Europejskiego Centrum Monitorowania Narkotykéw i Narkomanii (EMCDDA), heroina
pozostaje jednym z najczeSciej uzywanych nielegalnych opioidow w Europie [28].
Niepokojace tendencje zwigzane z naduzywaniem opioidow obserwuje si¢ rowniez w

Europie Wschodniej i na Batkanach [29].
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Rowniez w Australii, szkody zwigzane z opioidami przepisywanymi na receptg, a
takze czarnorynkowa heroina oraz fentanyl stanowia powazny problem dla zdrowia
publicznego [30, 31]. Natomiast, w Afryce Zachodniej i Srodkowej rosngcy problem
stanowi tramadol, syntetyczny opioid czgsto kierowany z legalnego rynku do uzytku
pozamedycznego [32, 33]. Chociaz sytuacja zwigzana z opioidami w Ameryce Lacinskiej
wcigz si¢ rozwija, dostgp do kompleksowych danych na temat ich uzywania jest
ograniczony, co utrudnia petng oceng skali problemu [34, 35].

Te tendencje podkreslaja skale trwajacego globalnego kryzysu opioidowego i
wskazuja na koniecznos$¢ zastosowania strategii zapobiegania oraz ograniczania szkod, a
takze na potrzebg prowadzenia szeroko zakrojonych badan i rozwoju nowych, skutecznych

metod leczenia uzaleznienia od susbtancji psychoaktywnych.

1.2. Uzaleznienie w uje¢ciu behawioralnym

Brak uniwersalnej, powszechnie akceptowanej definicji medycznej uzaleznienia [2] moze
prowadzi¢ do rozbiezno$ci w rozumieniu i stosowaniu tego terminu [36]. Niektorzy
badacze uzywaja go zamiennie z umiarkowanym lub ciezkim “zaburzeniem uzywania
substancji” [37—40]; nalezy jednak podkresli¢, ze uzaleznienie moze obejmowac szerokie
spektrum kompulsywnych zachowan, takich jak hazard, seks czy granie w gry
komputerowe. W szerszym kontekscie, uzaleznienie to zlozony stan, bgdacy rezultatem
interakcji  wielu czynnikow: biologicznych, psychologicznych 1  spoteczno-
srodowiskowych [41-43]. Kluczowe znaczenie ma kompulsywny charakter zachowan
zwigzanych z bodZcami nagradzajacymi, ktore utrzymujga si¢ pomimo wystgpienia
negatywnych konsekwencji, utraty kontroli oraz gltodu narkotykowego, ktory uznaje si¢
obecnie za gldwny czynnik przyczyniajacy si¢ do kontynuacji zachowan zwigzanych z
poszukiwaniem substancji psychoaktywnych (lub innego czynnika uzalezniajacego) i
nawrotOw po okresach abstynencji [37, 44, 45].

Wspolczesna neurobiologia koncentruje si¢ na badaniu zmian i neuroadaptacji o
charakterze czasowym, ktére ukazuja procesy neurochemiczne lezace u podstaw dynamiki
uzaleznienia [46]. Warto zauwazy¢, ze pojecie ‘uzaleznienia’ moze rézni¢ si¢ pod
wzgledem cech 1 implikacji w modelach zwierzgcych w pordwnaniu z badaniami
prowadzonymi na ludziach [47—49].

W literaturze dotyczacej uzaleznien wyrdznia si¢ cztery gtowne etapy rozwoju

uzaleznienia od substancji opioidowych [46]. Naleza do nich:
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1. Faza inicjacji, w ktérej poczatkowa ekspozycja na substancje
psychoaktywna wywoluje pozytywne efekty, takie jak euforia. Te
doswiadczenia moga motywowac do dalszego uzywania substancji.

2. Fazapodtrzymywania, w ktorej uzywanie substancji staje si¢ kompulsywne,
co wskazuje na rozwo6j uzaleznienia.

3. Faza odstawienia, nast¢pujaca wraz ze spadkiem st¢zenia substancji w
organizmie np. w okresach abstynencji. W tej fazie moga wystapi¢ objawy
odstawienne.

4. Faza glodu narkotykowego i nawrotu, charakteryzujaca si¢ intensywnym
pragnieniem zazycia substancji (glodem), a nastgpnie powrotem do
zachowan zwigzanych z jej poszukiwaniem i nalogowym uzywaniem,
zwlaszcza pod wplywem bodzcow skojarzonych z substancja lub stresorow.

Powyzsze etapy (koncepcje behawioralne) wykorzystuje si¢ w modelowaniu zachowan
uzaleznieniowych u gryzoni, réwniez w odniesieniu do innych substancji

psychoaktywnych [50-56].

1.2.1. Wzmocnienie pozytywne

W teorii warunkowania instrumentalnego wzmocnienie to proces, w ktorym
doswiadczanie nagradzajacych wiasciwosci bodzca zwigksza prawdopodobienstwo
wystapienia danego zachowania w przyszto$ci [57-59]. Jak podkresla W. Schultz,
kluczowym aspektem nagrody jest jej wplyw na zachowanie [60, 61]. Wzmocnienie
pozytywne odgrywa fundamentalng role w rozwoju i utrzymywaniu uzaleznienia [62].
Substancje psychoaktywne aktywuja ‘uktad nagrody’ w osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN) oraz pobudzaja $ciezki neuronalne taczace obwody odpowiedzialne za
przetwarzanie informacji o nagrodzie z obszarami mdzgu zaangazowanymi W procesy
uczenia si¢ i pamigci, tworzac tzw. obwdd wzmocnienia (ang. reinforcement circuit) [63,
64]. Doswiadczanie pozytywnych emocji, przyjemnosci, czy euforii, jest kluczowym
czynnikiem warunkujagcym wczesne stadia uzaleznienia, co prowadzi do wzmocnienia
zachowan zwigzanych z zazywaniem substancji 1 zwicksza prawdopodobienstwo
ponownego ich uzycia [65, 66].

Powtarzajace si¢ zazywanie substancji psychoaktywnych wzmacnia asocjacje
miedzy substancja (lub zachowaniem) a pozytywnymi efektami, indukujac silne i trwale

zmiany w sieciach neuronowych [56, 67]. Substancje uzalezniajace dziataja jako silne
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modulatory obwodéw uktadu nagrody, wptywajac na motywacje i1 stopniowo skupiajac
uwage jednostki na poszukiwaniu i zazywaniu substancji, co z czasem moze przerodzic si¢
w zachowania kompulsywne [62, 68, 69].

Koob postulowal, ze w konteks$cie uzaleznienia nalezy rozrdznia¢ wzmocnienie
pozytywne, opisane powyzej, od negatywnego [70]. Zauwazyl, ze na p6zniejszych etapach
uzaleznienia, osoby uzaleznione czgsto staja si¢ podatne na negatywne stany emocjonalne,
co zmienia motywacj¢ do dalszego zazywania substancji — z poszukiwania przyjemnosci
na tagodzenie negatywnych objawow [62]. W zwigzku z czym, Koob promowat teori¢
negatywnego wzmocnienia jako uzupelniajacy proces, w ktorym usunigcie awersyjnego
bodzca zwigksza prawdopodobienstwo kontynuacji lub powtarzania danego zachowania
[36, 41].

Niezaleznie od tego, czy nagroda pochodzi z bezposredniego do$wiadczania
przyjemnosci, czy z lagodzenia dolegliwosci psychicznych i/lub fizjologicznych,
wzmocnienie odgrywa kluczowg rol¢ w rozwoju i nasilaniu si¢ patologicznych zachowan

zwigzanych z uzaleznieniem od narkotykow.

1.2.2. Tolerancja

Tolerancja to zjawisko, w ktorym wielokrotna ekspozycja na substancj¢ psychoaktywna
prowadzi do zmniejszonej odpowiedzi lub wymaga znacznego zwickszenia dawki albo
czestotliwosci jej przyjmowania w celu uzyskania poczatkowych lub pozadanych efektow
nagradzajacych [2, 71, 72]. Nie wszystkie substancje uzalezniajace indukuja tolerancje, a
neurobiologiczne podstawy tego zjawiska pozostaja w duzej mierze niewyjasnione [73,
74]. Mechanizmy tolerancji sa najlepiej poznane w przypadku opioidéw. Tolerancja
opioidowa rozwija si¢ gtownie w wyniku zmian w uktadach receptorow opioidowych w
modzgu oraz adaptacji metabolicznych [75-78].

Tolerancja na opioidy moze dotyczy¢ dwoch rodzajow utraty skutecznos$ci
agonisty: tolerancji ostrej (ang. acute), rozwijajacej sie¢ w ciggu sekund lub minut od
ekspozycji na substancje, oraz tolerancji przewleklej, wynikajacej z dlugotrwatego
stosowania opioidow [75, 76, 79, 80]. Tolerancja ostra jest zwigzana z szybka
desensytyzacja receptorow p-opioidowych (MOR) i, w niektéorych przypadkach, ich
internalizacja [76, 81-84]. Internalizacja jest bardziej widoczna w przypadku niektorych

syntetycznych opioidow, takich jak DAMGO (syntetyczny peptyd opioidowy) [85].
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Natomiast morfina, powszechnie stosowany opioid, wywoluje znikomg [86] internalizacj¢
w wiekszosci neuronow [83, 84, 87].

Dhugotrwata ekspozycja na opioidy prowadzi do rozwoju tolerancji poprzez trwate
adaptacje w szlakach sygnatowych komorek oraz sieciach neuronalnych. Do kluczowych
mechanizmow naleza: przedtuzona desensytyzacja receptorow p-opioidowych oraz ich
ograniczona recyrkulacja [81, 82, 88-91]. Jednocze$nie, dochodzi do adaptacji w obrebie
szlaku cAMP-PKA (cykliczny adenozynomonofosforan - kinaza bialkowa A), co
przyczynia si¢ zaréwno do rozwoju tolerancji, jak 1 objawow odstawiennych [80, 82, 92—
94]. Przewlekle przyjmowanie opioidow moze réwniez aktywowac dodatkowe szlaki
kinazowe, takie jak kinazy biatkowe aktywowane mitogenem (MAPK) [95-98], w tym
kinazy regulowane sygnatem zewnatrzkomérkowym (ERK) [74, 99, 100], oraz kinazy
biatkowej C (PKC) [74, 101-103], ktore modyfikuja funkcje receptorow i strukture
neuronalng. Dodatkowo, dysregulacja biatka wigzacego element odpowiedzi na cAMP
(CREB) spowodowana dlugotrwata ekspozycja na opioidy, zmienia ekspresje genéw, co
prowadzi do trwatego zwigkszenia pobudliwosci neuronow [80, 104—109].

Na poziomie sieci neuronalnych opioidy wptywaja na plastycznos$¢ synaptyczng,
modulujac dlugotrwate wzmocnienie (LTP) i depresj¢ (LTD) w obszarach mozgu
zwigzanych z uktadem nagrody, co wzmacnia zachowania zwigzane z poszukiwaniem
substancji psychoaktywnych [110-116]. Adaptacje komodrkowe 1 sieciowe lezace u
podstaw tolerancji prowadza do koniecznos$ci stosowania coraz wyzszych dawek opioidow

w celu osiagniecia pozadanego efektu [76, 80, 117].

1.2.3.  Glod narkotykowy

Gt6d narkotykowy (ang. drug craving) to intensywne pragnienie lub potrzeba
zaangazowania si¢ w okre§lone zachowanie, zwykle zwigzane z uzywaniem substancji
psychoaktywnych lub podejmowaniem innych czynno$ci uzalezniajacych [2]. Jest to
subiektywne do$wiadczenie charakteryzujace si¢ silng tesknota, pragnieniem lub potrzeba
przyjecia substancji lub wykonania danego zachowania [66, 118]. Nasze rozumienie
uzaleznienia znaczaco rozwinelo si¢ w ostatnich dziesigcioleciach [118], a gldd
narkotykowy zostal uznany za kluczowy element teorii uzaleznien [119, 120]. Odgrywa on
istotng rol¢ w podtrzymywaniu zachowan zwigzanych z poszukiwaniem substancji oraz w
nawrotach po okresach abstynencji [51]. Jego zrozumienie jest fundamentalne do badania

motywacji narkotykowej 1 zaburzen zwigzanych z uzywaniem substancji [118, 121].
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Gtd6d narkotykowy to ztozone zjawisko neurobiologiczne, w ktore zaangazowane
sa roznorodne uktady neuroprzekaznikéw oraz obwody neuronalne. Badania wskazuja, Ze
gléd narkotykowy rozwija sie podczas odstawienia substancji uzalezniajacej, zarowno u
ludzi [122-129], jak i u zwierzat [130-136]. Intensywnos$¢ glodu narkotykowego i
podatno$¢ na nawroty wywotane przez wskazowki (m.in. przestrzenne) [137, 138] moga
r6zni¢ si¢ u poszczegdlnych osob i zaleza od wielu czynnikow, takich jak wyj$ciowa oraz

nabyta wrazliwo$¢ na bodzce, stan emocjonalny oraz kontekst srodowiskowy [139].

1.2.4. Inkubacja glodu narkotykowego (pragnienia)

Inkubacja gtodu narkotykowego to zjawisko polegajace na stopniowym wzros$cie nasilenia
objawow glodu narkotykowego w czasie. Proces ten obejmuje neuroadaptacje w
strukturach mézgu zwigzanych z nagroda i motywacja [140—-150]. Amplifikacja objawow
glodu narkotykowego, obserwowana podczas okresu odstawienia, zwigksza
prawdopodobienstwo nawrotu wywotanego wskazéwkami, m.in. przestrzennymi,
powigzanymi z przyjmowaniem substancji psychoaktywnych [130, 151, 152]. Pierwsze
doniesienia o tym zjawisku pochodza z badan nad ludzmi [122], ale zaobserwowano je
rowniez u szczurow [130].

Srednie neurony kolczaste (ang. medium spiny neurons — MSN) jadra pétlezacego,
otrzymujace projekcje ze struktur korowych i limbicznych, odgrywaja kluczowg role w
réznych aspektach przetwarzania nagrody, w tym w zachowaniach zwigzanych z
poszukiwaniem substancji uzalezniajacych [141]. Samo jadro poétlezace to centralna
struktura uktadu limbicznego, silnie zwigzana z przetwarzaniem informacji o nagrodzie
[153—-155], a takze z wzmocnieniem zachowan zwigzanych z uzywaniem substancji
psychoaktywnych [156] oraz emisja wokalizacji ultradzwickowych w pasmie “50 kHz”
[157, 158]. Wykazano m. in. zwigzek mi¢dzy opdznionym wzrostem ekspresji receptorow
AMPA przepuszczalnych dla jonéw wapnia (CP-AMPAR) w synapsach pobudzajacych na
$rednich neuronach kolczastych w jadrze potlezacym a inkubacja glodu narkotykowego
[142]. Ponadto, receptory AMPA w obu podregionach jadra potlezacego — rdzeniu (ang.
core) i skorupie (ang. shell) — sg niezbedne dla manifestacji inkubacji gtodu narkotykowego
[140, 142—-144, 147, 149, 159].

Udowodniono rowniez, ze wielokrotna ekspozycja na kokaing lub morfing moze
prowadzi¢ do powstawania tzw. “cichych synaps” (ang. silent synapses) w jadrze

potlezacym 1 innych strukturach zwigzanych z ukladem nagrody [144, 159-161]. Ciche
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synapsy to niefunkcjonalne synapsy, ktore zawieraja receptory NMDA, ale nie posiadaja
receptorow AMPA, kluczowych dla dalszego przekazywania sygnatow [162-164]. W
zalezno$ci od substancji w okresie odstawienia dochodzi do dalszych specyficznych
modyfikacji synaptycznych w obrebie projekcji neuronalnych [144, 160]. Ciche synapsy
moga “dojrzewac”, tj. stawac si¢ aktywne poprzez wzbogacenie w receptory AMPA, lub
zanika¢, co redefiniuje strukture sieci neuronalnej i przyczynia si¢ do inkubacji gtodu
narkotykowego 1 wzrostu ryzyka nawrotu [140, 144, 159-161, 165].

Wykazano rowniez kluczowa role centralnego jadra ciata migdatowatego (CeA) w
inkubacji gltodu zarowno narkotykowego, jak i innych czynnikéw uzalezniajacych [146,
166, 167]. Hamowanie aktywnosci neuronalnej CeA zmniejsza inkubacje gltodu substancji
takich jak nikotyna, kokaina, metamfetamina oraz sacharoza [146, 166, 168—171]. Badania
funkcjonalnego rezonansu magnetycznego (fMRI) z udzialem ludzi potwierdzily
potwierdzity kluczowa role ciala migdatowatego w generowaniu glodu opioidowego
wywolanego bodzcem (ang. cue-elicited) [127, 172—175]. Ponadto stwierdzono, ze
hamowanie aktywnos$ci neuronalnej w CeA za pomoca mechanizméw GABAergicznych
prowadzi do redukcji ekspresji zachowan zwigzanych z gtodem narkotykowym [146].
Dodatkowo wykazano, ze odstawienie etanolu obniza poziom GABA w przysrodkowe;j
korze przedczotowej, jednoczesnie zwickszajac poziom glutaminianu i glutaminy w jadrze
potlezacym [176]. Wykazano, ze ponowna ekspozycja na kontekst podawania morfiny po
okresie odstawienia zwigkszata liczbe epizodéw USV w pasmie “50 kHz”, ktore czesto
interpretowane sa jako wskazniki pozytywnych stanow afektywnych, a nastepnie
zilustrowano specyficzne dla struktur mézgu zmiany neuroprzekaznikow zwigzane z
inkubacja glodu narkotykowego [177, 136].

Zrozumienie neurobiologicznych podstaw glodu narkotykowego, mechanizmow
jego regulacji oraz poszukiwanie substancji, ktore moga go zlagodzi¢, ma kluczowe
znaczenie dla poglebienia wiedzy na temat procesdw uzaleznienia i opracowania
skutecznych interwencji terapeutycznych w leczeniu zaburzen zwigzanych z uzywaniem

substancji psychoaktywnych.

1.3.  Selektywna manipulacja aktywnoscia neuroprzekaznikow przy

uzyciu wektorow wirusowych DREADD

Zrozumienie funkcjonowania mézgu wymaga zbadania wplywu sygnalizacji komorkowej

na aktywno$¢ obwodow neuronalnych oraz jej implikacji dla zachowan zaréwno
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“normalnych”, jak i patologicznych [178]. Podstawowymi jednostkami strukturalnymi i
funkcjonalnymi uktadu nerwowego sa neurony — elektrycznie pobudliwe komorki
wyspecjalizowane w odbiorze, integracji 1 transmisji sygnatéw elektrycznych i
chemicznych [179]. Komunikacja mi¢gdzyneuronalna odbywa si¢ w wyspecjalizowanych
obszarach kontaktu zwanych synapsami [180]. Aktywacja neuronu presynaptycznego
stymuluje syntez¢ i uwalnianie neuroprzekaznikow — zwigzkéw chemicznych, ktore sa
uwalniane do szczeliny synaptycznej 1 wigzg si¢ z receptorami na neuronie
postsynaptycznym [181-183]. Po zwigzaniu neuroprzekaznika, aktywacja tych receptorow
przekazuje sygnaty do odpowiednich elementéw efektorowych w komorce, inicjujac
kaskade zdarzen wewnatrzkomodrkowych, ktore ostatecznie wpltywaja na pobudliwosé

neuronu postsynaptycznego [183].

1.3.1.  System neuroprzekaznictwa

Neuroprzekazniki (NT) to wyspecjalizowane czasteczki, ktore posrednicza w
przekazywaniu sygnatéw miedzy neuronami, odgrywajac kluczowa rol¢ w komunikacji
neuronalnej [181]. Zgodnie z klasyczng definicja substancja musi spetnia¢ cztery okreslone
kryteria, aby mogta by¢ sklasyfikowana jako klasyczny neuroprzekaznik: (1) musi by¢
syntetyzowana przez neuron presynaptyczny 1 magazynowana w pecherzykach
synaptycznych az do momentu uwolnienia; (2) jej uwolnienie musi by¢ wywotane przez
potencjat czynno$ciowy, zalezny od naptywu jondw wapnia; (3) w btonie postsynaptyczne;j
muszg istnie¢ specyficzne receptory dla tej substancji, a substancja powinna by¢ uwalniana
w ilosciach wystarczajacych do wywotania okre$lonego dzialania w neuronie
postsynaptycznym lub narzadzie efektorowym; (4) musi istnie¢ specyficzny mechanizm

usuwania substancji ze szczeliny synaptycznej [181, 184—186].

Tabela 2. Podsumowanie kluczowych neuroprzekaznikéw sklasyfikowanych na podstawie ich cech
strukturalnych [181, 184]. Neuropeptydy, w zalezno$ci od zrodla, moga nie by¢ klasyfikowane jako

”klasyczne” neuroprzekazniki [187].

NEUROPRZEKAZNIKI
neuroprzekazniki neuroprzekazniki peptydowe neuroprzekazniki
maloczasteczkowe (zwykle 3-30 aminokwasow) "niekonwencjonalne" —
neuromodulatory
Acetylocholina Opioidy Endokannabinoidy
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Opiokortyny Anandamid
Aminy biogenne Enkefaliny 2-arachidonyloglicerol (2-AG)
katecholaminy Dynorfiny
Dopamina FMRFamidy Tlenek azotu (NO)
Noradrenalina (norepinefryna)
Adrenalina (epinefryna) Hormony przysadki mézgowej | Tlenek wegla (CO)
indoloamina Wazopresyna
. Oksytocyna Sarkozyna
Serotonina Neurofizyny
imidazoloamina
Histamina Tachykininy
Substancja P
Amznokwc.zs%/ Sekretyny
Glutaminian Sekretyna
GABA (kwas y-aminomaslowy) Glukagon
Asparaginian
Glicyna Insuliny
Insulina
Insulinopodobne czynniki
Puryny wzrostu IGF-1 i IGF-2
ATP (adenozynotrdjfosforan)
Adenozyna Somatostatyny
Somatostatyny
Polipeptyd trzustkowy (PP)
Gastryny
Gastryna
Cholecystokinina

Od czasu odkrycia acetylocholiny w 1921 roku [188] zidentyfikowano wiele
neuroprzekaznikow, cho¢ ich doktadna liczba wcigz pozostaje nieznana [189].
Neuroprzekazniki (NT) klasyfikuje si¢ zazwyczaj wedtug wielko$ci, dzielac je na NT o
matych czasteczkach — do ktérych nalezy acetylocholina, pojedyncze aminokwasy, aminy
biogenne i puryny — oraz neuropeptydy, czyli wigksze czasteczki ztozone z co najmnie;j
trzech aminokwasow. Liczba substancji matoczasteczkowych speiniajacych wszystkie
kryteria klasycznego neuroprzekaznika jest ograniczona, klasyfikacja neuropeptydéw jako
neuroprzekaznikow “klasycznych” lub jako odrebnej grupy zalezy od przyjetej definicji
[181, 184, 187]. Ponadto, czasteczki uczestniczace w sygnalizacji mi¢dzyneuronalne;j,
ktére nie spelniajg wszystkich tradycyjnych kryteriow neuroprzekaznikow, sa czgsto
okreslane jako neuroprzekazniki “niekonwencjonalne” [133, 181, 190, 191] lub
neuromodulatory [192, 193]. W tabeli 2 przedstawiony zostat przeglad glownych
czasteczek sygnalizacyjnych petnigcych funkcje neuroprzekaznikdw.

Kazdy  neuroprzekaznik  charakteryzuje  si¢  specyficznymi  cechami
funkcjonalnymi, obejmujacymi proces syntezy, sposob magazynowania w pecherzykach

synaptycznych (jesli dotyczy) oraz mechanizm usuwania z szczeliny synaptycznej [181].
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Ponadto kazdy neuroprzekaznik peni

okreslong role w chemicznej

transmisji

synaptycznej, wywierajac dziatanie pobudzajace lub hamujace, w zaleznos$ci od typu i

lokalizacji docelowego receptora [194, 195]. Neuroprzekazniki maja zatem fundamentalne

znaczenie dla funkcjonowania mézgu, modulujac szeroki zakres procesow fizjologicznych

i zachowan [189].

1.3.2.

Receptory

Tabela 3. Przeglad receptoréw dla wybranych neuroprzekaznikow [181, 196, 197].

Neuroprzekaznik Receptory metabotropowe Receptory jonotropowe
Glutaminian Grupy I — mGlui, mGlus AMPA - GluAl, GluA2, GluA3, GluA4
Grupy I — mGluz, mGlus (podjednostki receptorow AMPA)
Grupy 1II — mGlus, mGlus, mGlus,
mGluz, mGlus NMDA — GluN1, GluN2A, GIuN2B, GluN2C,
GluN2D, GluN3A, GluN3B (podjednostki
receptorow NMDA)
Kainianowe — GIuK 1, GluK2, GluK3, GluK4,
GluK (podjednostki receptorow kainianowych)
Serotonina 5-HTia, 5-HTis, 5-HT1p, 5-HTiE 5-HT3a, 5-HT3B, 5-HT3c, 5-HT3p, 5-HT3E
5-HT2a, 5-HT2B, 5-HT2c
5-HTa4
5-HTsa, 5-HTss
5-HTs
5-HT>
Acetylocholina muskarynowe receptory cholinergiczne | nikotynowe receptory cholinergiczne (nAChR)
(mAChR) nAChai-10, nAChPi14, nAChy, nAChd, nAChe
Mi, M2, M3, M4, Ms
Dopamina D1, D2, D3, D4, Ds
GABA receptory GABA typu B: receptory GABA typu A:
GABAB! GABAwi6
GABABg: GABAB13
GABAY13
GABAJS
GABAsg
GABAS
GABAn
GABApi13
Glicyna Glyai-6
Glyp
Opioidy 0 (receptor opioidowy delta, OP1,
DOP)
K (receptor opioidowy kappa, OP2,
KOP)
p (receptor opioidowy mi, OP3, MOP)
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Receptory stanowig niezbgdny element wewnatrzkomorkowej transmisji sygnatow.
Te wyspecjalizowane biatka, zlokalizowane na powierzchni blony komoérkowej lub
wewnatrz komorek, odgrywaja kluczowa role w komunikacji migdzykomoérkowej [181,
184]. Aktywacja receptorow presynaptycznych reguluje dynamike neuroprzekaznikow,
hamujac ich synteze¢ oraz indukujac uwalnianie juz zsyntetyzowanych neuroprzekaznikow
[198]. Natomiast aktywacja receptorOw postsynaptycznych umozliwia propagacje
sygnalow elektrycznych przez neurony, co pozwala na kontynuacj¢ transmisji synaptyczne;j
[184].

Wsrdéd  receptoré6w  presynaptycznych, autoreceptory sa  wrazliwe na
neuroprzekazniki syntetyzowane i uwalniane wylacznie przez neuron, w ktdrego blonie sg
osadzone. Pelnig funkcj¢ regulatorow sprzgzenia zwrotnego, zapobiegajac nadmierne]
stymulacji neuronu [199] Natomiast heteroreceptory, roéwniez zlokalizowane
presynaptycznie, wigza neuroprzekazniki uwalniane przez sasiednie neurony. Ta interakcja
pozwala heteroreceptorom modulowa¢ uwalnianie roéznych neuroprzekaznikow, co
zwigksza elastycznos¢ (ang. flexibility) synaptyczng i komunikacj¢ krzyzowa w obwodach
nerwowych [199, 200]. Zaréwno autoreceptory, jak 1 heteroreceptory kontroluja
sygnalizacj¢ neuronalng i homeostazg uktadu nerwowego [196, 201, 202].

Receptory wiaza w sposob specyficzny czasteczki sygnalizacyjne lub ligandy —
takie jak neuroprzekazniki, hormony czy czynniki wzrostu — wyzwalajac kaskade¢ zdarzen
molekularnych, modulujacych odpowiedzi komérkowe [196, 203]. Wyrdznia si¢ ligandy
endogenne (pochodzace z organizmu, np. neuroprzekazniki i neuropeptydy) oraz
egzogenne (pochodzace spoza organizmu, np. leki czy toksyny) [184, 204]. Agonisci to
ligandy o wysokim powinowactwie 1 skutecznosci, ktére sa zdolne do aktywacji
receptorow. Z kolei antagonisci rowniez wykazuja wysokie powinowactwo do receptorow,
ale blokujac ich zdolno$¢ wigzania, zapobiegaja w ten sposob aktywacji receptorow przez

agonistow [184].

1.3.2.1. Receptory jonotropowe

Receptory jonotropowe (kanaty jonowe bramkowane ligandem) mozna podzieli¢ na dwa
podstawowe typy w oparciu o ich strukture biatkowa, szybkos$¢ transdukcji sygnatu i
mechanizm propagacji sygnatu do dalszych uktadow efektorowych [205]. Przeglad
receptoréw zidentyfikowanych dla wybranych neuroprzekaznikéw przedstawiony zostat w

tabeli 3. Receptory jonotropowe funkcjonuja jako kanaty jonowe i posrednicza w szybkiej
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transmisji synaptycznej. Sa to zazwyczaj bialka oligomeryczne, ztozone z kilku
podjednostek zawierajacych segmenty transbtonowe, ktére razem tworza centralny por
przewodzacy jony [181, 206].

Aktywacja receptora jonotropowego wywoluje zmian¢ konformacyjna,
umozliwiajaca natychmiastowe przenikanie okreslonych jonow przez kanat. Naptyw jonow
zmienia potencjal bltonowy neuronu, co prowadzi do depolaryzacji (naplyw jonow
dodatnich i/lub odptyw jondw ujemnych) lub hiperpolaryzacji (odptyw jonéw dodatnich
i/lub naptyw jonéw ujemnych), modulujac prawdopodobienstwo wygenerowania

potencjatu czynno$ciowego (AP, ang. action potential) [181, 184].

1.3.2.2. Receptory metabotropowe

Receptory metabotropowe, powszechnie znane jako receptory sprzezone z biatkiem G
(GPCR), stanowia druga gtowng klas¢ receptorow. Te serpentynowe glikoproteiny
zbudowane s3 z siedmiu transmembranowych domen polipeptydowych, potaczonych
petlami zewnatrzkomérkowymi i cytoplazmatycznymi. W czeg$ci zewnatrzkomorkowe;j
znajduje si¢ miejsce wigzace ligand, podczas gdy przeciwlegly region
wewnatrzkomoérkowy odpowiada za interakcje z biatkami G [207, 208].

Biatka G, wigzace nukleotydy guaninowe, to heterotrimery zlozone z trzech
podjednostek: Go, Gp 1 G,. Klasyfikacja biatek G opiera si¢ gldownie na wlasciwos$ciach
podjednostki a, wyrdzniajac cztery gldwne rodziny: Gs, Gi, Gq 1 Gi2 [209]. Kazda z tych
rodzin jest zwigzana z okre$lonymi szlakami sygnalowymi i funkcjami fizjologicznymi,
ktére zostaly przedstawione w tabeli 4. Biatka G petnig rol¢ posrednikoéw w przekazywaniu

sygnatow przez btong komorkowa [196, 210].

Tabela 4. Opis szlakéw sygnalowych aktywowanych przez cztery klasy bialek G (Gs, Gi, Gq i G12) oraz
powigzanych efektow fizjologicznych [196, 209, 211, 212].

Biatko G Sciezka sygnalowa Efekty fizjologiczne

Gs Aktywacja cyklazy adenylanowej, enzymu | Wzrost stezenia cAMP, aktywacja PKA.
katalizujacego konwersje ATP do cAMP.

Moze prowadzi¢ do roznorodnych efektow, w
tym regulacji transkrypcji genow i metabolizmu

komoérkowego.
Gi Hamowanie cyklazy adenylanowej, | Spadek st¢zenia cAMP, hamowanie aktywnosci
zmniejszenie produkcji cAMP. PKA.
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Efekty przeciwne do tych indukowanych przez
biatka Gs, np. zmniejszenie pobudliwosci

komorkowej 1 zmiany w  uwalnianiu
neuroprzekaznikow.

Gq Aktywacja fosfolipazy C typu B, hydroliza | IP; mobilizuje wewnatrzkomorkowy wapn z
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP2) | retikulum endoplazmatycznego, DAG aktywuje
do dwoch  wtornych  przekaznikéw: | PKC.
trisfosforanu inozytolu (IP5) i
diacyloglicerolu (DAG). Modulacja procesow takich jak: skurcz migsni i

regulacje enzymow.

G2 Aktywacja malych GTPaz, czgsto poprzez | Regulacja wzrostu, ruchu i rdéznicowania

szlaki GTPaz z

rodziny Rho, | komoérek poprzez wplyw na organizacje

zaangazowanych W przebudowe | cytoszkieletu aktynowego i ekspresje genow.
cytoszkieletu.
Wigzanie ligandu z receptorem GPCR inicjuje kaskade zdarzen

wewnatrzkomoérkowych [196]. Interakcja agonisty z receptorem powoduje zmiang
konformacyjng biatka, co wyzwala wymiang GDP na GTP w podjednostce Ga.. Wymiana
nukleotydu prowadzi do dysocjacji biatka G na dimer Gy oraz podjednostk¢ Ga-GTP, co
aktywuje biatko G. Aktywowane biatko G oddziatuje nastgpnie z biatkami efektorowymi,
takimi jak kanaly jonowe czy enzymy, indukujac syntez¢ wtornych przekaznikow, takich
jak cykliczny AMP (cAMP), trisfosforan inozytolu (IPs), diacyloglicerol (DAG), oraz
powodujac zmiany st¢zenia jonow, takich jak wapniowe (Ca*") i potasowe (K*). Wtorne
przekazniki uczestniczg nastgpnie w roznych szlakach sygnatowych, prowadzac
ostatecznie do réznorodnych odpowiedzi komorkowych i modulacji aktywnosci neurondéw
[196, 213, 214].

Pomimo wspolnego mechanizmu dziatania, receptory metabotropowe
charakteryzuja si¢ niezwykla ré6znorodnoscia swoich ligandéw. Reaguja one na szeroka
gam¢ bodzcow, w tym neuroprzekazniki (aminy biogenne, aminokwasy, peptydy), a takze
na $wiatlo, substancje zapachowe, hormony i jony wapnia w przestrzeni pozakomorkowej
[215]. Roznorodnos¢ ligandow pozwala receptorom sprzgzonym z biatkiem G pehnié
kluczowe role w wielu funkcjach fizjologicznych, m.in. w przetwarzaniu emocji, procesach
poznawczych 1 percepcji sensorycznej [216, 217]. Ze wzgledu na szeroki zakres funkcji
receptory GPCR stanowig cele farmakologiczne dla wielu lekow stosowanych klinicznie,
w tym opioidowych lekéw przeciwbolowych i lekéw przeciwpsychotycznych [218-221].
Odgrywaja one istotng role w réznych obszarach terapeutycznych i sg przedmiotem

intensywnych badan w rozwoju nowych lekéw [218, 220].
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1.3.3. Chemogenetyka

Techniki chemogenetyczne to narz¢dzia badawcze umozliwiajace precyzyjng analize
sygnalizacji komorkowej 1 jej wptywu na aktywno$¢ sieci neuronalnych oraz zachowanie.
Chemogenetyka polega na inzynieryjnej modyfikacji biatek w taki sposob, aby nie
wykazywaty aktywno$ci w naturalnych systemach biologicznych, a ich aktywacja
nastgpowata  wylacznie w  wyniku interakcji  z  specyficznymi  ligandami
matoczasteczkowymi [178]. Podejscie to umozliwia precyzyjng i odwracalng manipulacje
aktywno$cig neurondw w wybranych komorkach docelowych, co pozwala na badanie
fizjologicznych i behawioralnych skutkow aktywacji okreslonych szlakéw sygnatowych in
vivo. Bialka wykorzystywane w technikach chemogenetycznych obejmuja receptory

sprz¢zone z biatkiem G, kinazy, enzymy niekinazowe oraz kanaty jonowe [178, 222].

1.3.4. Technika DREADD

W badaniach neurobiologicznych najczesciej stosowang technika chemogenetyczng sa
narzg¢dzia oparte na receptorach sprze¢zonych z biatkiem G, znane jako DREADD (ang.
Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) [223]. Te receptory,
zmodyfikowane metodami inzynierii genetycznej, wigzg si¢ selektywnie z syntetycznymi,
egzogennymi ligandami, ktore nie wystepuja naturalnie w organizmie. Ogdlnoustrojowe
podanie specyficznego ligandu DREADD umozliwia precyzyjng aktywacje lub hamowanie
sygnalizacji neuronalnej, co w konsekwencji wpltywa na syntez¢ 1 uwalnianie
neuroprzekaznikéw. DREADD pozwalaja na kontrole funkcji mozgu w czasie
rzeczywistym u swobodnie poruszajacych si¢ zwierzat. Sa one szeroko wykorzystywane w
badaniach nad modulacja aktywnosci specyficznych obszaréw modzgu, ktéra wptywa na
zmiany w obwodach neuronalnych i zachowanie. Zdolno$¢ receptorow DREADD do
selektywnego manipulowania aktywnoscia specyficznych neuronéw docelowych stwarza
mozliwo$ci analizowania obwodow neuronalnych w ujeciu “struktura — funkcja —
zachowanie”, czynigc je nieocenionym narze¢dziem do mapowania funkcji mézgu oraz
badania neurobiologicznych podstaw zachowania [178, 224, 225].

Receptory DREADD wywodza si¢ z muskarynowych receptorow acetylocholiny
(szczegdty w tabeli 5) i sg klasyfikowane ze wzgledu na aktywowany przez nie szlak
sygnatowy bialtka G. Do najczesciej stosowanych receptorow DREADD naleza: receptory
sprz¢zone z biatkiem Gq hM3Dq, ktorych aktywacja zwigksza aktywno$¢ neuronow, oraz

receptory sprze¢zone z biatkiem G; hM4Di, ktorych aktywacja hamuje aktywno$¢ neuronow
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[226]. Dodatkowo, w badaniach aktywujacych szlaki sygnalowe cAMP mozna rowniez
wykorzysta¢ rzadziej stosowany receptor DREADD sprzezony z biatkiem Gs tM3Ds [227].
Najwazniejsze cechy GPCR-DREADD podsumowane zostaly w tabeli 5.

Tabela 5. Charakterystyka réznych typéw receptoréw DREADD wykorzystywanych w badaniach
neurobiologicznych [178, 227].

receptory DREADD
sprz¢zone z biatkami G

receptor DREADD
sprz¢zony z biatkiem Gi

receptor DREADD
sprz¢zony z biatkiem Gq

receptor DREADD
sprz¢zony z biatkiem Gs

Pochodzenie zmutowane receptory zmutowane receptory zmutowany receptor
muskarynowe M2-1 M4 | muskarynowe M1, M3 i | chimeryczny ztoZony z
M5 receptorow

muskarynowego M3 i -
adrenergicznego

Najpopularniejszy hM4Di hM3Dq rM3Ds

wariant

Dziala za posrednictwem | szlak sygnatowy Gi szlak sygnatowy Gq szlak sygnatowy Gs

Cel hamowanie aktywnosci zwigkszenie aktywnosci | zwigkszenie aktywnosci
neuronalnej neuronalnej neuronalnej
Mozliwe ligandy N-tlenek klozapiny (CNO)

Deschloro klozapina (DCZ, ang. Deschloroclozapine)
Compund 21 (C21)
JHU37160 (J60)

1.3.4.1. Wektory wirusowe

Dostarczanie gendéw kodujacych receptory chemogenetyczne m. in. DREADD in vivo
mozna zrealizowaé poprzez iniekcj¢ wektora wirusowego lub wykorzystanie genetycznie
zmodyfikowanych szczepow myszy. Wektory wirusowe, oparte na naturalnie
wystepujacych wirusach i skonstruowane w celu skutecznego dostarczania genow,
specyficznosci wzglegdem komodrek docelowych oraz stabilnej ekspresji transgenu, sa
szeroko stosowane zar6wno w terapii genowej, jak 1 badaniach neurobiologicznych. W
zastosowaniach chemogenetycznych wektory wirusowe zazwyczaj zawieraja co najmniej
dwa podstawowe, funkcjonalnie odrebne sktadniki genetyczne: (1) sekwencje transgenu
kodujaca docelowe biatko, np. receptor DREADD, oraz (2) sekwencj¢ promotora
poprzedzajaca transgen [228]. W wielu projektach eksperymentalnych do plazmidu wiacza
sie rowniez sekwencj¢ genu reporterowego kodujacego biatko fluorescencyjne, co utatwia

wizualizacje rozprzestrzeniania si¢ wirusa i ekspresji receptora.
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Wektory wirusowe s3 starannie projektowane, aby zapewni¢ specyficzno$¢
wzgledem komorek docelowych (tropizm), zminimalizowaé odpowiedz immunologiczng
oraz utrzymac¢ pozadane poziomy ekspresji genow przez diuzszy czas [228-231]. Po
whniknigciu do komorki wektory wirusowe wykorzystuja endogenne szlaki transkrypcyjne
do transkrypcji zakodowanych genéw na mRNA. Synteza kodowanego biatka jest
regulowana przez sekwencje promotorowe obecne w genomie wirusa, co wpltywa na
poziom ekspresji transgenu [228, 232, 233]. W zalezno$ci od zastosowanego promotora
ekspresja gendéw moze by¢ aktywowana szeroko w réznych typach komorek lub bardziej
specyficznie, zaleznie od  dostepnosci  wewnatrzkomérkowych — czynnikéw
transkrypcyjnych [228]. Przyklady mozliwych promotoréw i ich cechy zostaty

przedstawione w tabeli 6.

Tabela 6. Wybér kilku z wielu mozliwych promotoréw uzywanych do budowy wektoréw wirusowych

stosowanych w metodach chemogenetycznych.

Promotor Pochodzenie Cel Referencje
CMV ludzki cytomegalowirus | rozne typy komorek, w tym [234]
neurony i glej
hSyn ludzka synapsyna-1 specyficzne dla komorek - [235, 236]
neuronow
CaMlla mysia kinaza biatkowa specyficzny dla komorek - [236-238]
zalezna od Ca*" i neurondw pobudzajacych*
kalmoduliny (glutaminergicznych) *[239]
TPH2 ludzka hydroksylaza specyficzny dla komorek - [240]
tryptofanowa typu 2 neurondw serotoninergicznych

Kazdy system wektorow wirusowych charakteryzuje si¢ unikalnym zestawem zalet
1 ograniczen. Jednym z najcze¢$ciej wykorzystywanych wektorow w terapii genowej [233,
241] i badaniach neurobiologicznych [242, 243] jest wirus AAV (ang. adeno-associated
virus). Wektory AAV to mate, niepatogenne wirusy, zdolne indukowania stabilnej i
dhugotrwatej ekspresji gendw, w szczegdlnosci w komodrkach nieproliferujacych [230, 244—
246]. Ze wzgledu na korzystny profil bezpieczenstwa biologicznego i minimalng
immunogenno$¢ wektory AAV sa szczegolnie przydatne w leczeniu przewlektych chorob
genetycznych i1 znajduja szerokie zastosowanie w terapiach genowych [231, 233, 247].

Gléwnym ograniczeniem wektorow AAV jest jednak ich stosunkowo mata pojemnos$¢,
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zazwyczaj ponizej 5 kilobaz, co ogranicza mozliwy rozmiar dostarczanego materiatu
genetycznego [230, 233, 248, 249].

Oprécz AAV, w badaniach na gryzoniach, do zblizonych celow wykorzystuje si¢
réwniez inne wektory wirusowe, takie jak wektory adenowirusowe (ADV), wirusy
opryszczki pospolitej (HSV) oraz wektory lentiwirusowe (LV) [250]. Wektory ADV
cechuja si¢ wysoka wydajnoscia transdukcji zarowno w komorkach dzielacych sie, jak 1
niedzielagcych si¢ oraz maja wigksza pojemnos¢ pakowania materialu genetycznego,
siegajaca do 37 kb [251]. Nalezy jednak wspomnie¢, ze ADV czesto wywoluja silne reakcje
zapalne, co ogranicza ich zastosowanie do krdtkoterminowej ekspresji gendéw lub
tymczasowych interwencji terapeutycznych [230, 252]. Wektory HSV, bedace duzymi
wirusami otoczkowymi, wyrdzniaja si¢ znaczng pojemno$cig. Pomimo silnego tropizmu
do neurondéw, moga one takze indukowac przejsciowa ekspresje genoéw w komorkach nie-
neuronalnych oraz wywolywa¢ odpowiedzi immunologiczne [230, 253, 254].

Wektory lentiwirusowe (LV), nalezace do retrowirusow, charakteryzuja si¢
zdolnoscig do pakowania okoto 8-10 kilobaz materialu genetycznego, co umozliwia
dostarczanie wickszych sekwencji w porownaniu z wektorami AAV [250, 255]. Skutecznie
transdukujg zaréwno komorki proliferujace, jak i nie proliferujace, co prowadzi do stabilne;j
i dhugotrwatej ekspresji transgenu [230, 256, 257]. Pomimo duzego potencjatu
terapeutycznego wektorow LV, podczas oceny ich dlugoterminowego profilu
bezpieczenstwa nalezy wzig¢ pod uwage doniesienia o potencjalnych skutkach ubocznych,
takich jak onkogeneza [230, 258-260].

W badaniach chemogenetycznych, na przyktad z wykorzystaniem receptorow
DREADD, materiat genetyczny czgsto jest dostarczany do organizmu poprzez iniekcje in
vivo [236]. W modelach zwierzecych standardowa metoda sg stereotaktyczne zabiegi
neurochirurgiczne, umozliwiajace precyzyjne dostarczenie wektora wirusowego do
wybranych obszardw mozgu [261, 262]. Ekspresja transgenu zazwyczaj rozpoczyna si¢ po
2-3 tygodniach od iniekcji, cho¢ czas ten moze si¢ r6zni¢ w zalezno$ci od uzytego wektora
wirusowego, promotora, obszaru docelowego oraz gatunku zwierzgcia [263-270]. Po
ekspresji receptory DREADD lokalizujag si¢ na blonie komoérkowej neurondéw, co
umozliwia kontrolowana modulacj¢ ich aktywnos$ci [271]. Chociaz transdukcja wirusowa
zazwyczaj ogranicza si¢ do miejsca iniekcji, niektore wektory wirusowe moga
rozprzestrzenia¢ si¢ wzdluz projekcji aksonalnych za posrednictwem transportu

anterogradowego, stopniowo rozszerzajac ekspresje transgenu w czasie [271-277].
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1.3.4.2.  Syntetyczne ligandy aktywujace receptory DREADD

Receptory DREADD s3a projektowane tak, aby nie aktywowaé si¢ pod wplywem
endogennych ligandow, takie jak acetylocholina, co pozwala na ich selektywng aktywacje
za pomoca syntetycznych ligandow [178, 278, 279]. Opracowano kilka zwigzkow
przeznaczonych do podawania ogolnoustrojowego w celu aktywacji receptorow
DREADD. Kazdy z nich charakteryzuje si¢ unikalnym profilem farmakologicznym,
réznigc si¢ sila dzialania, przenikalnoscig bariery krew-mozg (BBB) oraz stabilno$cia
metaboliczng [226, 279, 280].

N-tlenek klozapiny (CNO) to najczgsciej stosowany ligand receptorow DREADD.
Jego popularnos¢ wynika z ugruntowanej selektywnos$ci i skutecznosci w aktywacji
réznorodnych obwodéw nerwowych. Chociaz jego ograniczona przepuszczalno$¢ przez
barier¢ krew-modzg zmniejsza ryzyko wystapienia niepozadanych skutkoéw ubocznych,
badania wykazaly, ze CNO moze ulega¢ wtornemu metabolizmowi do klozapiny —
metabolitu o wyzszej reaktywnosci, zdolnego do aktywacji receptordw innych niz
docelowe DREADD. Ograniczona stabilno$¢ metaboliczna CNO, obserwowana w
niektoérych modelach zwierzgeych i u ludzi, moze powodowaé niespecyficzng zmienno$é
w poziomach aktywacji mézgu, budzac watpliwosci co do zasadno$ci stosowania CNO w
badaniach chemogenetycznych. Pomimo krytyki, CNO pozostaje najczesciej
wykorzystywanym aktywatorem DREADD, stanowigc podstawe licznych badan
chemogenetycznych [178, 226, 279, 281-283].

Deschloro klozapina (DCZ) zostala opracowana w celu wyeliminowania
ograniczen zwigzanych ze stosowaniem CNO. DCZ, jako silniejszy ligand, wykazuje
wigksza selektywno$¢ wobec receptorow DREADD, co pozwala na efektywna aktywacje
neurondow przy nizszych dawkach. Ponadto DCZ jest mniej podatna na konwersje do
aktywnych metabolitow, co minimalizuje niepozadane efekty i zwigksza precyzje
eksperymentalng. Chociaz DCZ jest szczegdlnie uzyteczna w przedklinicznych modelach
zwierzecych, gdzie precyzyjna kontrola dawki ma kluczowe znaczenia, konieczne sg dalsze
badania w celu oceny jej dlugoterminowego bezpieczenstwa i skutecznosci, zwlaszcza w
kontekscie jej potencjalnych zastosowan u ludzi [284, 285].

“Compound 21” (C21) jest kolejng alternatywa dla CNO, oferujac wysoka
selektywno$¢ wobec receptorow DREADD przy minimalnym wptywie na endogenna

sygnalizacj¢. Pomimo nizszego ryzyka wystgpienia efektow innych niz docelowe, C21
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charakteryzuje si¢ ograniczong penetracja BBB i stosunkowo niska silg dziatania w
porownaniu z nowszymi ligandami [279, 280, 286-291].

JHU37160 to nowy ligand DREADD o wysokiej selektywno$ci wobec receptoréw
DREADD i zdolno$ci do przenikania bariery krew-moézg. Jego sita dziatania i
specyficzno$¢ sa pordéwnywalne z DCZ, a stabilny profil farmakokinetyczny umozliwia
spojna aktywacje/inhibicje neuronéw u réoznych gatunkow. Wiasciwosci te sprawiaja, ze
JHU37160 jest szczegOlnie obiecujacy w zastosowaniach eksperymentalnych
wymagajacych precyzyjnej modulacji obwodow neuronalnych. Konieczne sg jednak dalsze
badania w celu oceny jego skuteczno$ci i bezpieczenstwa stosowania u ludzi [226, 279,
290-292].

Receptory DREADD stanowig wazne narzedzie chemogenetyczne w badaniach
neurobiologii, umozliwiajace precyzyjna kontrole komodrkowych szlakéw sygnatowych
oraz selektywng manipulacj¢ okre§lonymi populacjami komoérkowymi, zaréwno
neuronalnymi, jak i nieneuronalnymi [178, 222, 279, 293]. Technologia ta ma szczegdlne
znaczenie w identyfikacji kluczowych szlakéw sygnatowych oraz w analizie roli
okreslonych podtypoéw komorek w funkcjonowaniu neuronéw, zachowaniu i rozwoju
chorob [222, 224, 278, 294-296]. Dzi¢ki mozliwosci ukierunkowanej aktywacji lub
hamowania wybranych populacji komorek, technika DREADD umozliwia zglgbienie roli
poszczegolnych systemoéw transmisji na poziomie komérkowym i obwodowym w ztozone
zachowania oraz funkcje neurologiczne [224, 269, 271, 296-298]. Badanie systemow
neuroprzekaznikéw 1 mapowanie powigzanych z nimi obwoddéw neuronalnych jest
kluczowe dla zrozumienia podstawowych mechanizméw komunikacji neuronalne;j
zarowno w zdrowych organizmach, jak i stanach patologicznych [189, 299-301]. Taka
wiedza moze okaza¢ si¢ niezbgdna dla zrozumienia etiologii roéznych zaburzen
neurologicznych i psychiatrycznych oraz do opracowania nowych, skutecznych metod

leczenia [301, 302].

1.4. Uklad nagrody i struktury mozgowe modulujace uzaleznienie

Uktad nagrody to ztozona sie¢ struktur moézgowych odpowiedzialnych za posredniczenie
w fizjologicznych 1 poznawczych procesach kojarzenia réznorodnych bodzcow z
doswiadczeniem przyjemnosci i nagrody [303]. Uklad nagrody obejmuje obszary
podwzgorza, ukladu limbicznego i1 kory moézgowej, a jego funkcjonowanie jest

modulowane przez uwalnianie r6éznych neuroprzekaznikéw, gldwnie dopaminy [304], a
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takze serotoniny [305], glutaminianu [306], noradrenaliny [307], i endogennych peptydow
opioidowych [308]. Sposrod tych neuroprzekaznikéw dopamina jest powszechnie
uznawana za kluczowy czynnik w regulacji proceso6w zwigzanych z nagroda, odgrywajac
istotng role w przewidywaniu nagrody [309], motywacji [310], wzmocnieniu pozytywnym
[311] 1 uczeniu si¢ [312]. Tym samym, struktury zwigzane z ukladem nagrody sa
zlokalizowane wzdtuz gléwnych szlakow dopaminergicznych mézgu [303].

Mezolimbiczny szlak dopaminergiczny jest uznawany za centralny element uktadu
nagrody. Tworza go projekcje neuronéw dopaminergicznych $rodmoézgowia,
zlokalizowanych w obrgbie pola brzusznego nakrywki (VTA), docierajace do kluczowych
struktur moézgu, takich jak: prazkowie, kora przedczotowa, ciato migdatowate, hipokamp i
inne struktury uktadu limbicznego. W prazkowiu kluczowa role odgrywa jadro potlezace
(NAcc), zaangazowane w odczuwanie nagrody [153—155, 313], motywacj¢ [154, 313] oraz
efekt placebo [314]. Wzajemnie potaczenia migdzy tymi obszarami mdzgu majg istotne
znaczenie w przetwarzaniu informacji o nagrodzie, ksztaltowanie motywacji i w procesach
uczenia si¢.

Cialo migdatowate to struktura charakteryzujaca si¢ zrdéznicowang budowa,
sktadajaca si¢ z: jadra centralnego (CeA), jadra srodkowego (MA), jader bocznych (LA)
lub jader podstawno-bocznych (BLA) (podziaty moga r6zni¢ si¢ w zaleznosci od zrodia
[315, 316]), wyspecjalizowana w przetwarzaniu bodzcow emocjonalnych [317],
zwigzanych ze gltownie ze strachem, ale rdwniez nagroda [318]. Ciato migdatowate
zaangazowane jest W przetwarzanie zewnetrznych informacji  sensorycznych
pochodzacych ze wzgdrza i1 kory czuciowej i jest centrum obustronnych projekcji do
regionéw korowych, hipokampu i obszarow kory asocjacyjnej, wplywajac na zachowanie
poprzez potaczenia z jadrem potlezacym [318]. Ciato migdatowate odgrywa kluczowa role
w neuroadaptacjach strukturalnych i funkcjonalnych zwigzanych z uzywaniem substancji
narkotycznych, takich jak inkubacja gtodu narkotykowego (rozdz. 1.2.3.1) oraz procesow
uczenia si¢ [319] 1 pamigci [320] zwigzanych z substancjami uzalezniajagcymi.

Hipokamp (Hipp) petni kluczowa role w kodowaniu, konsolidacji i odzyskiwaniu
informacji z pamigci [321, 322]. Hipokamp tworzy ztoZone sieci potaczen zaréwno w
obrebie swoich podregionow — takich jak zakret zgbaty (DG), regiony CAl, CA2, CA3
(tac. cornu Ammonis) i subikulum — jak i z innymi obszarami moézgu, w tym kora
srodwechowa, kora przedczotowsa, cialem migdalowatym 1 wzgoérzem [323, 324]. Te
pofaczenia zapewniaja podstawy funkcjonalne dla wielu proceséw poznawczych [325—

328], od pamigci przestrzennej i nawigacji po regulacje emocjonalng i podejmowanie
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decyzji. Hipokamp uczestniczy takze, posrednio, w rozwoju i podtrzymywaniu
uzaleznienia [329]. Wspodtdziatanie hipokampu z innymi strukturami szlaku
mezolimbicznego wptywa na przetwarzanie informacji o nagrodzie oraz zwigzane z nig
procesy motywacyjne, uczenie si¢ i uzaleznienia.

Szlak mezokortykalny, stanowigcy kolejny istotny szlak dopaminergiczny,
rozpoczyna si¢ w polu brzusznym nakrywki i biegnie do obszaréw kory modzgowej,
gléwnie do platow czotowych [330]. Szlak ten odgrywa kluczowa role w funkcjach
poznawczych wyzszego rzedu, takich jak podejmowanie decyzji i kontrola wykonawcza
[331, 332], ktore sa modulowane przez bodzce nagradzajace [333—335]. Nalezy podkreslic,
ze najwazniejsza petla sprzezenia zwrotnego miedzy VTA a przysrodkowa kora
przedczotowa obejmuje m. in. transmisj¢ glutaminianergiczng [306].

Przysrodkowa kora przedczotowa (mPFC) integruje sygnaty dopaminergiczne z
VTA oraz projekcje z innych obszaréw korowych i podkorowych, w tym z jadra
przysrodkowego grzbietowego wzgdrza, jader podstawno-bocznych ciata migdatowatego i
czesci brzusznej hipokampu [336, 337]. Modulacja uktadu nagrody przez mPFC odbywa
si¢ gltéwnie poprzez pobudzajace projekcje glutaminianergiczne, ktére wplywaja na
aktywno$¢ jadra potlezacego [338-340]1 VTA [337, 341]. Pojawiaja si¢ rowniez dowody
wskazujace na istnienie hamujacych projekcji GABAergicznych z mPFC do NAcc [342],
ktére rowniez moga peli¢ funkcje regulacyjne. Badania eksperymentalne wykazaty, ze
mPFC jest zaangazowana w reakcje zwigzane z substancjami psychoaktywnymi [343] oraz
w nawroty [344]. Rola przysrodkowej kory przedczotowej w tych procesach rozni si¢ w
zalezno$ci od rodzaju substancji i podregionu mPFC, co wskazuje na ztoZzong i specyficzna
role tej struktury w uzaleznieniu [337].

W niniejszym badaniu uwzgledniliSmy dwa dodatkowe obszary moézgu spoza
klasycznego mezokortykolimbicznego uktadu nagrody, ze wzglgdu na ich potencjalne
znaczenie w procesach zwigzanych z uzaleznieniem.

Pierwszym z nich jest prazkowie grzbietowe (ang. dorsal striatum), ktére obejmuje
jadro ogoniaste (ang. caudate nucleus) i skorupe (ang. putamen) (CPU). Struktury te petnia
istotng role w zachowaniach ukierunkowanych na cel oraz w ksztattowaniu nawykow, co
moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju i podtrzymaniu uzaleznienia [69, 345].

Drugim obszarem jest kora retrosplenialna (ang. retrosplenial cortex, RSC), §cisle
polaczona z hipokampem. Struktura ta bierze udzial w procesach pamigci i uczenia sig,
zwlaszcza w kontekstach przestrzennych oraz zwigzanych z konkretnymi wskazoéwkami

[346-348]. Poniewaz wskazowki przestrzenne moga by¢ jednocze$nie powigzane ze
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stanem emocjonalnym towarzyszacym ich kodowaniu (uczeniu si¢) [349], RSC moze
odgrywac rol¢ w glodzie narkotykowym indukowanym przez takie wskazowki.
Badanie neurochemii wymienionych wyzej struktur moze przyczyni¢ si¢ do

lepszego zrozumienia mechanizmow uzaleznienia.

1.5. Modelowanie uzaleznien

U ludzi substancje uzalezniajace czgsto prowadza do naprzemiennych cykli samodzielnego
przyjmowania i abstynencji, co skutkuje zlozonymi wzorcami uzywania i odstawienia.
Modelowanie uzaleznien u gryzoni dostarcza kluczowych informacji na temat
neurobiologicznych, behawioralnych 1 genetycznych czynnikow zwigzanych z
zaburzeniami uzywania substancji, co jest niezbedne do pelnego zrozumienia tego
zjawiska. Modele zwierzgce pozwalaja na odtworzenie tych wzorcow w kontrolowanych
warunkach laboratoryjnych, umozliwiajac badanie proceséw uzaleznienia. W ostatnich
dekadach modele zwierzgce staty si¢ powszechnie stosowanymi narzedziami w badaniach
nad uzaleznieniami, znaczaco poszerzajac wiedz¢ na temat neurobiologicznych
mechanizmow uzaleznien i przyczyniajac si¢ do rozwoju nowych strategii terapeutycznych

[55, 350-353].

1.5.1. Klasyczne modele badania uzaleznien

Modele zwierzgce oparte na samopodawaniu stanowig powszechnie stosowane narzedzie
badawcze umozliwiajace ocene nagradzajacych wiasciwosci substancji, a takze badanie
procesdw wzmocnienia, zachowan poszukiwawczych oraz gltodu narkotykowego [47, 48,
55, 353-356]. W roku 1962 opracowano paradygmat warunkowania instrumentalnego,
polegajacy na samodzielnym podawaniu przez zwierze substancji bedacej czynnikiem
wzmacniajacym (ang. reinforcer) [357]. Zazwyczaj gryzonie uczone sa kojarzenia
okreslonego zachowania, takiego jak naciskanie dzwigni lub dotykanie okreslonego
elementu nosem, z podaniem substancji [354]. Wprowadzenie manipulacji
eksperymentalnych pozwala na ocen¢ wptywu roéznych czynnikéw na behawioralne
aspekty proceséOw zwigzanych z uzaleznieniem. Do najczestszych modyfikacji naleza:
wlaczenie sygnatdow zwigzanych z substancja, interwencje farmakologiczne oraz
wprowadzenie wymuszonych okreséw abstynencji [354, 356, 358-361]. Modele te

dostarczaja cennych informacji na temat molekularnych 1 neurobiologicznych
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mechanizmoéw zachowan zwigzanych z przyjmowaniem substancji uzalezniajacych, co jest
szczego6lnie przydatne w badaniach podstawowych nad uzaleznieniami [353].

Paradygmat warunkowej preferencji miejsca (ang. conditioned place preference,
CPP) to alternatywne podejscie do badania nagradzajacych lub awersyjnych (conditioned
place aversion, CPA) wiasciwosci bodzcow [362]. Wywodzacy si¢ z warunkowania
klasycznego [363], CPP jest ugruntowang metoda powszechnie stosowana w badaniach
nad uzaleznieniami w celu okreslenia efektow nagradzajacych réznych substancji [362,
364-369]. W procedurach CPP zwierzeciu podaje si¢ substancje w okreslonym,
rozroznialnym kontekscie §rodowiskowym, co umozliwia mu wyksztalcenie skojarzen
mig¢dzy dzialaniem substancji a tym kontekstem [349, 353, 370, 371]. Nabyte preferencje
sa3 nastgpnie mierzone za pomocg roéznych parametréw, co pozwala na oceng
wzmacniajacych  lub  awersyjnych  wilasciwosci  bodzcow  (np.  substancji
psychoaktywnych), zachowan, roli wskazéwek kontekstowych itp. [146, 349, 368, 372—
374] CPP jest cennym narzedziem do badania neurobiologicznych podstaw pamigci i
motywacji [364, 366, 370, 375-379].

Innym istotnym modelem badawczym w analizie zjawiska uzaleznienia jest komora
warunkowania instrumentalnego, opracowana przez B.F. Skinnera i powszechnie znana
jako “’klatka Skinnera” (ang. Skinner box) [380]. Zgodnie z jego pogladem, ze “uczenie
si¢” zachodzi w wyniku konsekwencji zachowania w §rodowisku zewngtrznym, Skinner
zaprojektowal to urzadzenie do badania reakcji behawioralnych [57]. Kluczowe
komponenty klatki obejmuja manipulandum, czyli element obstugiwany przez badany
obiekt, ktory wywotuje reakcje ze $rodowiska, oraz mechanizm wzmacniajacy, ktory
dostarcza natychmiastowe nagrody lub kary [59]. Cato§¢ funkcjonuje w kontrolowanym
srodowisku, ktéore minimalizuje zmienne zewngtrzne. Klatka Skinnera stanowi
wszechstronne narzedzie do badania proces6w uczenia si¢ 1 wptywu réznych bodzcow na
zachowanie [381-388]. Model ten umozliwia analiz¢ ztozonych interakcji migdzy réznymi
czynnikami lezagcymi u podstaw procesu uzaleznienia, co ostatecznie przyczynia si¢ do

lepszego zrozumienia tego zjawiska [389-392].

1.5.2. Modele behawioralne w ujeciu wspolczesnym — wokalizacje
ultradzwi¢kowe szczurow
Wokalizacje ultradzwigkowe (USV) to dzwigki emitowane przez zwierzgta w

czestotliwosciach powyzej 20 kHz, siggajacych nawet do 100 kHz [393, 394]. Niestyszalne
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dla ludzkiego ucha USV stanowig wazny element komunikacji u wielu gatunkdéw zwierzat,
w szczegblnosci gryzoni [395-400]. Szczury i myszy emituja dzwigki w zakresie
styszalnym, takie jak "piski" (ang. squeaks) [401, 402], jednak forma komunikacji glosowej
gryzoni s3 wokalizacje ultradzwigckowe [395, 403, 404]. Wokalizacje szczurow,
klasyfikowane na podstawie ich $redniej szczytowej lub dominujacej czestotliwosci,
przedmiotem intensywnych badan ze wzgledu na ich korelacj¢ z ekspresja funkcjonalnie
odrebnych emocjonalnych: pozytywnych (apetytywnych, euforycznych) lub negatywnych
(dysforycznych, awersyjnych) [404—409]. Wyrdznia si¢ trzy gléwne klasy USV szczurdéw:
"22-kHz", "40-kHz" i "50-kHz" [405, 410].

Wokalizacje ultradzwickowe typu “40-kHz” to ogolne okreslenie dzwiekéw
mieszczacych si¢ zazwyczaj w zakresie czgstotliwosci od 30 do 70 kHz, emitowanych
przez szczurze oseski [411-413]. Wokalizacje te sa glownie wywolywane przez bodzce
awersyjne lub stresujace. W badaniach nad “40-kHz” USV najczeséciej badanym
paradygmatem jest separacja oseskow od matki i gniazda [411]. Oprocz izolacji, do
czynnikow indukujacych te wokalizacje naleza: niskie temperatury, szorstkie traktowanie
(ang. handling), leki anksjogenne czy odstawienie opioidéw [414—427]. Chociaz
mozliwos¢ interpretacji USV o czestotliwosci 40 kHz jako bezposrednich markerow
strachu lub lgku jest ograniczona [405, 415, 418, 423, 428], zmiany czestotliwos$ci 1 czasu
trwania tych dzwigkdw moga by¢ wykorzystywane jako wskazniki poziomu stresu u
szczurzych oseskow [411, 429].

Wsrod gtownych wokalizacji ultradzwigkowych emitowanych przez miode i
doroste szczury wyrdznia si¢ dzwigki o czestotliwosciach “22-kHz” 1 “50-kHz”,
reprezentujace dwie odrgbne klasy sygnatéw zwigzanych z réznymi stanami afektywnymi
[393, 430]. Wokalizacje “22-kHz”, zazwyczaj mieszczace si¢ w zakresie czgstotliwosci od
20 do 35 kHz, charakteryzuja si¢ minimalng modulacja czgstotliwosci i dlugim czasem
trwania [393]. Chociaz zazwyczaj przekraczaja 300 ms, krotsze sygnaly moga wystepowac
w specyficznych warunkach, takich jak hiperwentylacja wywotana panika [430, 431].
Przyktadowy spektrogram przedstawiony zostat na rys. 1. Emisja wokalizacji “22-kHz”
wskazuje na zwigkszone pobudzenie w odpowiedzi na bodzce awersyjne lub negatywne
[432, 433]. Dowody sugeruja, ze wokalizacje te moga peli¢ zaréwno funkcje
indywidualnej ekspresji awersyjnego stanu emocjonalnego, jak i sygnatow spotecznych,
ostrzegajacych osobniki tego samego gatunku o potencjalnym niebezpieczenstwie [431,

434-437].
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Szczury emituja wokalizacje ultradzwigkowe w klasie “22-kHz” w odpowiedzi na
stresujace interakcje spoteczne, takie jak obecnos$¢ drapieznikow [437, 438], spotkania z
agresywnymi osobnikami tego samego gatunku [439], lub kontakt z nieznanymi
eksperymentatorami [440]. Wokalizacje te sa rowniez emitowane podczas ekspozycji na
bodzce awersyjne, jak podmuchy powietrza [433, 441] czy bodzce elektryczne [442, 443]
stosowane w paradygmatach warunkowania strachu. “22-kHz” USV mogg by¢ takze
emitowane w odpowiedzi na fizjologiczng dysfori¢ lub dyskomfort, na przyktad w czasie
doswiadczania bolu [444] 1 po odstawieniu substancji psychoaktywnych [445, 446].
Dodatkowo, wokalizacje te mogg by¢ emitowane w oczekiwaniu na bodzce awersyjne, co
potwierdza ich zwigzek z negatywnymi stanami emocjonalnymi [447]. Ze wzgledu na silng
korelacje z doswiadczeniami o charakterze negatywnym wokalizacje z klasy “22-kHz” sa
uznawane za wiarygodne markery awersyjnego pobudzenia u szczurow. W 2019 roku
Brudzynski zasugerowat, ze emisja tych wokalizacji moze by¢ traktowana jako ewolucyjny
homolog ludzkiego ptaczu, cho¢ ograniczony do funkcji sygnalizowania niepokoju i leku,

poniewaz stany emocjonalne zwierzat nie pokrywaja si¢ z ludzkimi [448].
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Rys. 1. Klasyfikacja wokalizacji ultradzwigkowych emitowanych przez dorosle szczury w pasmach
czestotliwosei: (a) “50-kHz” — markery apetytywnych stanow emocjonalnych i (b) “22-kHz — markery

awersyjnych stanéw emocjonalnych, wraz ze spektrogramami przykltadowych dzwickéw z kazdej

podkategorii pochodzaca z Wright et al. [449].

Wokalizacje ultradzwigkowe w klasie “50-kHz” s3 markerem pobudzenia
zwigzanego z nagroda oraz pozytywnych standw emocjonalnych [395, 404, 450, 451]. Sa
to krotkie dzwieki o czasie trwania zazwyczaj ponizej 30—40 ms, mieszczace si¢ w zakresie
czestotliwoscei od 35 do 75 kHz, cho¢ czasami moga osigga¢ nawet okoto 100 kHz [393].
W klasie “50-kHz” mozna wyrézni¢ dzwigki o stalej oraz modulowanej czgstotliwos$ci
czestotliwosei (rysunek 1) [452, 453]. Wiele z nich wykazuje r6zne wzorce modulacji, co
pozwala na ich dalszg klasyfikacj¢ na podtypy, takie jak "trill", "complex", "step-up" czy

"step-down". Dzwieki charakteryzujace si¢ brakiem znaczacej modulacji czestotliwosci to
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typy "short" i "flat". Funkcjonalne znaczenie tych podtypow, o ile istnieje, pozostaje
nieznane.

Te apetytywne wokalizacje sa czgsto zwigzane z pozytywnymi interakcjami
spolecznymi, takimi jak: nieagresywny kontakt [454-456] lub zabawa z innymi
osobnikami [457, 458] oraz interakcje z znanymi eksperymentatorami [451]. W celu
wywotania “50-kHz” USV, badacze czgsto stosuja procedure “laskotania” (ang. tickling),
nasladujacag zabawy milodych szczurow [459—461]. Wysoka skuteczno$¢ tej metody
nasun¢la sugestii, ze wokalizacje “50-kHz” moga sygnalizowa¢ pozytywny afekt,
analogiczny do prymitywnych form ludzkiego $miechu [451, 462, 463]. Hipoteza pozostaje
przedmiotem dyskusji. Istnieja dowody wskazujace, ze cho¢ pordwnanie nie jest
catkowicie nietrafione, relacja migdzy apetytywnymi wokalizacjami szczuréw a ludzkim
$miechem jest znacznie bardziej ztozona [464]. Niemniej jednak dzwigki z klasy “50-kHz”
potocznie zwane sg “Smiechem szczurow”.

Wokalizacje ultradzwigkowe “50-kHz” nie s3 ograniczone wylacznie do
kontekstow spolecznych. Pojawiaja si¢ rowniez w odpowiedzi na sztuczne bodZce
nagradzajace, takie jak podanie substancji psychoaktywnych [177, 465, 466] czy
optogenetyczna lub farmakologiczna stymulacja niektorych obszaréw mozgu, np. jadra
potlezacego [467] lub pola brzusznego nakrywki [468]. Wokalizacje te mozna
zaobserwowa¢ takze w zadaniach angazujacych procesy poznawcze, na przyktad w
paradygmatach pamigci i uczenia si¢ [469—472]. Ponadto, oczekiwanie na nagrody, takie
jak zabawa [473], elektryczna stymulacja moézgu [474] czy substancje psychoaktywne
[465, 475], rowniez moze wywotywaé “50-kHz” USV. Obserwacje te potwierdzaja, ze
wokalizacje “50-kHz” odzwierciedlajg szeroki zakres stanéw apetytywnego pobudzenia.

U szczuréw, podobnie jak u ludzi, wystepuje zmiennos¢ osobnicza. Rdznice
indywidualne przejawiaja si¢ np. w podstawowych poziomach wokalizacji
ultradzwiekowych, zwlaszcza w zakresach “50-kHz” 1 “22-kHz” [406]. Zmienno$¢ ta
obejmuje szereg czynnikow, wykraczajacych poza czg¢stotliwos¢ i czas trwania dzwigkow,
przyczyniajac si¢ do ztozonego repertuaru wokalnego kazdego osobnika. Istotng role w tej
zmiennosci odgrywaja np. czynniki genetyczne, o czym $wiadczy selektywna hodowla
szczuréw charakteryzujacych si¢ wysokimi wskaznikami wokalizacji ultradzwigckowych
[422, 476]. Ponadto wystgpuja roznice zalezne od plci — samce szczurdw zazwyczaj
wykazuja wyzsze wskazniki wokalizacji niz samice podczas interakcji spotecznych [410];

a takze roznice zwigzane z wiekiem — mlodsze osobniki emituja zazwyczaj wigce]
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wokalizacji w zakresie “50-kHz”, szczegoélnie podczas zabaw w czasie kontaktow
spolecznych [463].

Dos$wiadczenia poszczego6lnych osobnikdéw rowniez wywierajg znaczacy wplyw na
wzorce wokalizacji ultradzwigkowych. Przyktadowo, wcze$niejsza ekspozycja na bodzce
awersyjne lub izolacja spoleczna moga zmienia¢ zachowania wokalne [431, 477].
Zaobserwowano roéwniez roznice indywidualne w warunkowanej odpowiedzi
kontekstowej u szczuréw poddanych temu samemu protokotowi podawania morfiny [136].
Najnowsze badania sugeruja, ze szczury, podobnie jak ludzie, moga posiada¢ odrgbne
cechy osobowosci wptywajace na ich wzorce emisji wokalizacji ultradzwickowych [478].
Na przyktad w kontekstach nagradzajacych, szczury przejawiajace wigcej optymistycznych
zachowan emitowaty wiecej “50-kHz” USV w pordéwnaniu do bardziej ostroznych lub
“pesymistycznych” osobnikoéw [479]. Uwzglednianie tych réznic indywidualnych pozwala
na bardziej zniuansowane spojrzenie na komunikacje i zachowanie szczuréw, co umozliwia
doktadniejsza interpretacj¢ emisji wokalizacji ultradzwigkowych w badaniach

eksperymentalnych.

1.5.3. Wokalizacje ultradzwi¢ckowe w badaniach nad uzaleznieniami.

Analiza emisji wokalizacji ultradzwigkowych znajduje szerokie zastosowanie w naukach
neurobiologicznych. USV dorostych szczuréw daja wglad w ich stany emocjonalne[393],
co pozwala lepiej zrozumie¢ zachowania spoteczne, funkcje 1 dysfunkcje emocjonalne oraz
wptyw czynnikow $rodowiskowych i fizjologicznych. Warto$¢ komunikacyjna USV czyni
je uzytecznym narz¢dziem w badaniach nad podstawami zachowan spotecznych oraz
stanow psychologicznych, takich jak zaburzenia afektywne i uzaleznienia [405, 413, 480,
481].

W modelach eksperymentalnych parametry ilosciowe i jako$ciowe wokalizacji
ultradzwickowych moga by¢ powigzane z okreslonymi zmianami kontekstowymi lub
istotnymi bodzcami wewn¢trznymi i zewnetrznymi, a takze moga odzwierciedla¢ adaptacje
w systemach percepcyjnych i/lub fizjologicznych [413, 482, 483].

Kwantyfikacja USV jest powszechnie stosowana do oceny zmian we wzorcach
wokalizacji w odpowiedzi na r6zne warunki eksperymentalne, terapie czy do oceny rdznic
indywidualnych. W badaniach nad uzaleznieniami poréwnanie liczby i rodzajow, a takze
analiza czasu trwania, czgstotliwosci czy typéw USV emitowanych przez szczury pozwala

oceni¢ wplyw substancji psychoaktywnych na stany afektywne. Dostarcza to waznych
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informacji na temat indywidualnej wrazliwosci na substancje nagradzajace oraz
umozliwiaja dynamiczng obserwacje przetwarzania emocjonalnego w czasie oczekiwania
lub przyjmowania substancji [136, 484, 485]. Analiza zmian we wzorcach USV umozliwia
ocen¢ wptywu substancji uzalezniajacej, odstawienia i gtodu narkotykowego ma emocje,
co przyczynia si¢ do glebszego zrozumienia zachowan zwigzanych z uzaleznieniem.
Hamed i in. [177] przedstawili wptyw wielokrotnych podan morfiny na
wystepowanie i1 intensywno$¢ wokalizacji ultradzwigkowych u szczuréw. Codzienne
podawanie morfiny przez 14 dni spowodowato wzrost liczby epizodow USV
zarejestrowanych w 14 dniu w poréwnaniu z 1 i 7 dniem. Co istotne, po 14-dniowym
okresie abstynencji, szczury wykazywaly zwigkszong emisje USV w pasmie “50-kHz” po
ponownej ekspozycji na kontekst zwigzany z podaniem morfiny. Natomiast, emisja
wokalizacji ultradzwigkowych mierzona tuz przed podaniem 14 dawki (przed
rozpoczeciem okresu odstawienia) byta znikoma. Zjawisko nasilonej emisji “50-kHz” USV
po okresie odstawienia substancji uzalezniajacej, wywotanej ponowna ekspozycja na
kontekst zwigzany z podawaniem substancji, jest zgodne ze zjawiskiem inkubacji gtodu
narkotykowego (wigcej w sekcji 1.2.4). Badanie to potwierdza przydatno$¢ USV jako
behawioralnej miary proceséw uzaleznienia, podkreslajac ich potencjal w uchwyceniu

zaleznych od czasu zmian w glodzie narkotykowym i stanach motywacyjnych.

1.6. Hipoteza dotyczaca roli Kko-transmisji serotoninergiczno -—

glutaminianergicznej

Po raz pierwszy serotoning (5-hydroksytryptamina, 5-HT) wyizolowano z ptytek krwi w
1948 roku i zidentyfikowano jako czynnik wazokonstrykcyjny [486]. W organizmie
cztowieka okoto 90% serotoniny znajduje si¢ w komorkach przewodu pokarmowego,
glownie w komorkach enterochromafinowych, podczas gdy 8-10% jest magazynowane w
ptytkach krwi, a jedynie 1-2% wystepuje w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN)
[196]. Neurony serotoninergiczne, wystepujace najliczniej w jadrach szwu — grzbietowym
1 posrodkowym — oraz w sasiadujacych jadrach dolnej czesci pnia mozgu, tworza rozlegle
projekcje do réznych obszarow mozgu, w tym ciata migdatowatego, jadra potlezacego i
kory moézgowej, oraz do obwodowego uktadu nerwowego [181, 487]. Serotonina wptywa
na liczne procesy fizjologiczne i behawioralne, m.in. nastr6j [488, 489], cykle snu i
czuwania [490], regulacje emocji [491], przetwarzanie sensoryczne [492], oraz funkcje

poznawcze [488, 493, 494].
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Serotonina to indoloamina syntetyzowana z aminokwasu tryptofanu [495]. W jej
dziataniu posredniczy co najmniej 14 podtypdw receptoroOw serotoninergicznych, ktore
dzielg si¢ na siedem rodzin. Receptory 5-HT przedstawione zostaty w tabeli 3. Wszystkie
podtypy receptorow charakteryzuja si¢ specyficzng dystrybucja i funkcja, umozliwiajac
serotoninie modulacj¢ wielu ztozonych procesow fizjologicznych i behawioralnych, np.
regulacje apetytu [496], lub =zachowan zwigzanych z wuzywaniem substancji
psychoaktywnych i uzaleznieniami [497, 498].

Uktad serotoninergiczny stanowi kluczowy cel dla wielu lekéw terapeutycznych
stosowanych w neurofarmakologii [187, 499, 500]. Selektywne inhibitory wychwytu
zwrotnego serotoniny (SSRI), powszechnie stosowane w leczeniu depresji i zaburzen
lekowych, zwigkszaja st¢zenie serotoniny w synapsach poprzez hamowanie jej wychwytu
zwrotnego, co nasila przekaznictwo serotoninergiczne [501]. Badania wykazaty, ze SSRI
moduluja preferencj¢ miejsca uwarunkowang kokaing u myszy z niedoborem dopaminy.
Sugeruje to, ze serotonina lub zwigzane z nig mechanizmy moga bra¢ udziat w
przetwarzaniu nagrody w sytuacji deficytu dopaminergicznego [136, 502]. Niektore leki
przeciwpsychotyczne, przeciwlgkowe 1 substancje psychodeliczne oddziatuja na
specyficzne podtypy receptordw serotoninergicznych, co podkresla znaczenie serotoniny
w terapii 1 modulacji zaburzen psychiatrycznych i neurologicznych.

Glutaminian ~ jest  najpowszechniej  wystepujacym  neuroprzekaznikiem
pobudzajacym w osrodkowym uktadzie nerwowym, pelnigcym kluczowa role w transmisji
i plastycznos$ci synaptycznej [503]. Uczestniczy w wielu funkcjach poznawczych, takich
jak uczenie si¢ i pami¢¢ [189, 504, 505]. Glutaminian jest syntetyzowany z aminokwasu
glutaminy [506] i1 dziala poprzez wigzanie si¢ z réznymi podtypami receptoréw, ktore
zostaly przedstawione w tabeli 3. Transmisja glutaminianergiczna jest modulowana przez
szereg czynnikdéw [507-509], w tym glicyne, ktéra petni rolg ko-agonisty receptora NMDA
[510], oraz sarkozyn¢ — inhibitor transportera glicyny, majacy znaczenie w terapii
schizofrenii [511, 512].

Wychwyt zwrotny glutaminianu jest krytycznym procesem, ktory zapobiega
nadmiernemu gromadzeniu si¢ tego neuroprzekaznika w szczelinie synaptycznej. Nadmiar
glutaminianu prowadzi do intensywnej stymulacji receptoréw glutaminianergicznych i
ekscytotoksycznosci [508, 513, 514]. Neurony glutaminianergiczne wystepuja w catym
mozgu, dzigki czemu glutaminian moze wplywac na liczne obszary OUN, w tym te
zwigzane z kontrola motoryczng [515], emocjami [505] i funkcjami poznawczymi

wyzszego rzedu [516].
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Dysregulacja sygnalizacji glutaminianergicznej jest powigzana z wieloma
zaburzeniami 1 chorobami neurologicznymi i1 psychiatrycznymi, takimi jak: choroba
Alzheimera [517], schizofrenia [516], depresja [518] i epilepsja [519, 520]. Glutaminian
odgrywa réwniez kluczowa role w neurobiologii uzaleznien, modulujagc zachowania
zwigzane z poszukiwaniem substancji [521], glodem narkotykowym [140, 522] oraz
nawrotami. Wzmacnia nawyki zwigzane z przyjmowaniem substancji uzalezniajacych
poprzez udziat w mechanizmach neuroplastycznosci [523, 524] i uwrazliwia szlaki
neuronalne uktadu nagrody na bodzce zwigzane z substancjami psychoaktywnymi [525,
526]. Przewlekla ekspozycja na substancje uzalezniajace, takie jak opioidy, stymulanty czy
alkohol, prowadzi do neuroadaptacyjnych zmian w szlakach glutaminianergicznych [527,
528]. W stanach uzaleznienia chroniczna dysregulacja sygnalizacji glutaminianergiczne;j
ma dziatanie neurotoksyczne, uszkadzajac obszary kluczowe dla kontroli impulsow i
pamigci, co utrwala i/lub nasila patologiczne zachowania zwigzane z uzaleznieniem [529—
531].

W 2018 r. Hamed i Kursa [136] wykazali pozytywna korelacj¢ migdzy poziomami
serotoniny i glutaminianu w ciele migdatowatym szczuréw warunkowanych morfing.
Ponadto poziom serotoniny w ciele migdalowatym istotnie korelowal z liczba
apetytywnych wokalizacji ultradzwigkowych (odpowiedZz wywotana kontekstem). Oba
neuroprzekazniki odgrywaja kluczowe role w procesach uzaleznienia, a ciato migdatowate
jest strukturg zaangazowang w wyrazanie emocji i wyuczonych zachowan emocjonalnych.
W zwigzku z tymi danymi hipotetyzujemy, ze ko-transmisja serotoninergiczno—
glutaminianergiczna w ciele migdalowatym moze dziala¢é jako modulator stanu

afektywnego w reakcji wywotanej kontekstem zwigzanym z substancja psychoaktywna.
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2. Cele pracy

Celem niniejszej pracy byla analiza roli ko-transmisji serotoninergicznej i
glutaminanergicznej w ciele migdatowatym w kontek$cie zwigzanym z podaniem
opioidowej substancji uzalezniajacej. Wykorzystano klasyczny, zwierzecy model
warunkowania miejsca oraz technik¢ chemogentyczng z zastosowaniem receptorow
DREADD hM3Dq i hM4Di, ukierunkowanych na neurony serotoninergiczne i/lub
glutaminianergiczne w ciele migdatowatym w celu weryfikacji wplywu modulacji
aktywno$ci tych systemow neurotransmisyjnych na zachowanie szczurow w tescie
odpowiedzi kontekstowej. Odpowiedz kontekstowa oceniano na podstawie liczby
epizodow wokalizacji ultradzwigkowych 1 przebytego dystansu w reakcji na kontekst.

Dodatkowym celem byta proba ustalenia podtoza neurochemicznego badanych reakcji.

W ramach pracy poddano analizie nastgpujace zagadnienia:

1. Wptyw manipulacji chemogenetycznych na zachowanie szczuréw, mierzone liczba
emitowanych wokalizacji ultradzwigkowych 1 przebytym dystansem, w trakcie
ponownej ekspozycji na kontekst zwigzany z morfing, po okresie odstawienia.

2. Zalezno$¢ miedzy przebytym dystansem a liczbg emitowanych wokalizacji
ultradzwigkowych.

3. Neurochemiczne podtoze ekspresji standw afektywnych.

4. Oceng ingerencji chemogenetycznych w konteks$cie potencjatu terapeutycznego w
leczeniu uzaleznien i probe okreslenia szlakéw neurochemicznych lezacych u

podstaw redukcji oraz wzrostow stanow afektywnych.
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3. Materialy i metody

3.1. Szczury rasy Long-Evans

We wszystkich badaniach wykorzystane zostaty naiwne eksperymentalnie samce szczuro6w
odmiany Long-Evans, pochodzace z hodowli prowadzonej przez Instytut Biologii
Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk. Zwierzeta zyly w
standardowych klatkach domowych o wymiarach 56 cm (dtugo$¢) x 37 cm (szerokos$¢) x
20 cm (wysoko$¢), ze wzbogaconym $rodowiskiem (rys. 2 C i E), w losowo przydzielonych
grupach liczacych 4 osobnikoéw. Szczury przebywaly w standardowych warunkach
laboratoryjnych obejmujacych: statg temperaturg 21 + 2 °C, wilgotno$¢ powietrza 40-60%,
cyklu §wiatlo-ciemnos¢ 12/12 oraz swobodny dostep do pozywienia i wody przez caly czas
trwania eksperymentéw. Wszystkie dos§wiadczenia zostaly przeprowadzone zgodnie z
Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady Unii Europejskiej 2010/63/UE z dnia 22
wrzesnia 2010 r., po uzyskaniu zgody nr 539/2018 od I Lokalnej Komisji Etycznej ds.

Doswiadczen nad Zwierzgtami w Warszawie.

3.2. Leki, odczynniki i wybrane substancje chemiczne

Tabela 7. Leki i inne substancje.

Nazwa

Identyfikator

0,9% fizjologiczny roztwor soli

Physiodose Gilbert NaCl 0,9%, Laboratoires
Gilbert

Acidum tolfenamicum (kwas tolfenamowy) 40
mg/ml

Tolfine®; Vetoquinol S.A.; ID prod. leczn.:
100166996

Butorfanol (butorfanol winianu) 10 mg/ml

Butomidor®; Orion Pharma; ID prod. leczn.:
100168564

Carbomerum (karbomer w zelu) 2 mg/g

Vidisic®; Dr. Gerhard Mann Chem.-Pharm.
Fabrik GmbH; kod prod.: ID-2187

Enrofloksacyna 25 mg/ml

Baytrill®; Bayer Animal Health GmbH; ID prod.
leczn.: 100184600

Heparinum natricum (Heparyna) 5000 [U/ml

Heparinum WZF; Polfa Warszawa S.A.; ID prod.
leczn.: 100028610

Isofluranum (Izofluran) 1000 mg/g ptyn do
sporzadzania inhalacji parowej

Iso-Vet; Piramal Critical Care B.V.; ID prod.
leczn.: 100263512

JHU37160 dihydrochloride (DREADD ligand)
(water soluble)

Hello Bio; nr CAS: 2369979-68-8
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Solutio lodi Spirituosa, 7,5 g/250 g, ptyn na skore
(Jodyna)

Biowet Drwalew Sp. z o.0.; 100167330

Ketaminum (Ketamina) 100 mg/ml

Biowet Pulawy Sp. z o.0., ID prod. leczn.:
100171394

Lidocaini hydrochloridum (lidokaina w zelu)

Lignocainum Jelfa 20 mg/g Zel; Busch Health
Ireland Limited; ID prod. leczn.: 100037655

Medetomidine hydrochloride (chlorowodorek
medetomidyny) 1,0 mg/ml

Cepetor®; ScanVet cp-pharma; ID prod. leczn.:
100238603

Morphini Hydrochloridum (chlorowodorek morfiny)

Fagron sp. z.0.0.

Pentobarbital sodowy 133,3 mg/ml

Pentobarbital 26,7 mg/ml

Morbital®; Biowet Pulawy Sp. z o.0.; ID prod.
leczn.: 100171098

Tabela 8. Wektory wirusowe, surowice i przeciwciala

Nazwa

Identyfikator

AAV-CamKII-hM3Dg-mCherry

Addgene; nr kat.: 50476-AAVS

AAV-CamKII-hM4Di-mCherry

Addgene; nr kat.: 50477-AAVS

LV-TPH2-hM3Dg-mCitrine

LV-TPH2-hM4Di-mClitrine

konstrukty wirusowe wykonane na specjalne
zamowienie przez dr Agat¢ Klejman w Instytucie
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN;
niedostgpne w powszechnej sprzedazy

normalna surowica kozia (NGS)

Normal Goat Serum Blocking Solution (S-1000);
Vector Laboratories

normalna surowica o$la (NGS)

Normal Donkey Serum ab7475; Abcam

pierwszorzgedowe przeciwciato mCherry Polyclonal
Antibody

ThermoFisher Scientific; nr kat.: # PA5-34974

przeciwcialo pierwszorzgdowe anty-5-HT

Goat anti 5-HT antibody; Immunostar; nr. kat.:
20079

przeciwcialo pierwszorzgdowe anty-5-TPH

Sheep anti-Tryptophan Hydroxylase antibody
(polyclonal); Millipore; nr. kat.: AB1541

przeciwcialo drugorzedowe Alexa Fluor 488 Goat
Anti-Rabbit

Goat anti-rabbit [gG H&L (Alexa Fluor® 488)
ab150077; Abcam,;

przeciwcialo drugorzedowe Alexa Fluor 546 Goat
Anti-Rabbit

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (Alexa Fluor® 546)
ab150077; Abcam,;

przeciwciato drugorzedowe Alexa Fluor 488 Donkey
anti-sheep

Donkey anti-sheep IgG (H+L) AB Alexa Fluor®
488; Life Technologies; nr. kat.: A11015

przeciwciato drugorzedowe Alexa Fluor 488 Donkey
anti-goat

Donkey anti-goat IgG (H+L) AB Alexa Fluor® 488;
Life Technologies; nr. kat.: A11015
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Tabela 9. Wybrane odczynniki chemiczne

Nazwa

Identyfikator

Alkohol etylowy bezwodny 99,8%

Avantor Performance Materials Poland S.A.; nr
CAS: 64-17-5;

Fluoromount-G™ Mounting Medium, with DAPI
(medium zabezpieczajace z DAPI)

Invitrogen; nr. kat.: 00-4959-52

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich; nr CAS: 30525-89-4

Gibco™ PBS (Phosphate-Buffered Saline)

Life Technologies Limited; nr kat.: 181912-014

Sacharoza

Sigma-Aldrich; nr CAS: 57-50-1

Surgipath FSC 22 Clear Frozen Section Media
(medium do mrozZenia tkanek)

Leica Biosystems; nr kat.: 3801480

Triton™ X-100

Sigma-Aldrich; nr CAS: 9036-19-5

Tween® 20

Sigma-Aldrich; nr CAS: 9005-64-5

Tabela 10. Wybrane materialy oraz sprz¢t eksperymentalny.

Nazwa

Identyfikator

Igty NanoFil™ (35G)

Mikropompa Perfuzyjna NanoFil™

Strzykawka NanoFil™ (10 pl)

World Precision Instruments

Kriostat

model: CM1850UV-1-1; Leica; nr kat.: 047140228

Kulki (cyrkoniowe) do rozcierania tkanek (do
homogenizacji)

1.4mm Zirconium oxide beads (325g); Bertin
Technologies; nr kat.: P000927-LYSKO0-A.0

2.8mm Zirconium oxide beads (325g); Bertin
Technologies; nr. kat.: P000926-LYSKO0-A.0-BER

Probowki (polipropylenowe) do homogenizacji

Empty 2mL tubes and caps with O-ring (qty 500),
Bertin Corp; nr kat.: 50-154-2961

Ptytki testowe 12-dotkowe

Biologix Europe GmbH; nr kat.: 07-6012

Pompa perystaltyczna

Peristaltic Pump type pp1-05; Zalimp

Szkietka nakrywkowe Menzel — wym. 24 x 50 mm

Epredia, Gerhard Menzel B.V. & Co. KG; nr kat.:
BB02400500A113MNZ0

Szkietka Superfrost™ Plus Adhesion Microscope
Slides

Epredia, Gerhard Menzel B.V. & Co. KG; nr kat.:
JI800AMNZ

Wiertlo stomatologiczne

model: STRONG 207B; Saeshin Precision Co.,
LTD.
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3.3. Klatka eksperymentalna

W badaniach nad odpowiedzig kontekstowa zachowanie identycznych warunkow
doswiadczalnych w trakcie calego eksperymentu ma kluczowe znaczenie. Procedury
eksperymentalne zostaly przeprowadzone w specjalnie przystosowanych do tego celu
pomieszczeniach behawioralnych z ograniczonym dost¢pem, co umozliwito to redukcje
nieznanych bodzcow zapachowych oraz dzwickowych. Istotne etapy eksperymentalne,
takie jak wielokrotne podania morfiny (rys. 2 D) oraz test behawioralny (rys. 2 F), zostaty
przeprowadzone w trojwarstwowej, izolowanej akustycznie klatce o wymiarach 48 x 48 x
50 cm, wylozonej szarym tworzywem sztucznym. Kontekst eksperymentalny obejmowat
wskazowki przestrzenne w postaci oswietlenia generowanego przez ledowe panele Aurory
Nanoleaf, podwieszone pod sufitem. Panele emitowaty jednolite, zotte $wiatlo.
Dodatkowo, wokot klatek, na catej wysokosci pomieszczenia, zamontowano czarne,
materiatowe kurtyny, ktore odgradzaty miejsce prowadzonych eksperymentéw od §wiatla
zewngtrznego 1 innych, potencjalnie rozpraszajacych bodzcoéw. Zachowanie zwierzat
rejestrowano za pomocg kamery (Abus Security-Center, TVCC50511), umieszczonej nad

klatkami.

3.4. Rejestracja wokalizacji ultradzwi¢kowych

Do rejestracji wokalizacji ultradzwigckowych zostaly wykorzystane mikrofony
pojemnos$ciowe  Avisoft-UltraSoundGate ~CMI16/CMPA  (Avisoft Bioacoustics).
Mikrofony umieszczono na $cianie bocznej kazdej klatki, na wysokosci ok. 25 cm od dna
(ilustracja na rys. 2F i rys. 3). Mikrofony te umozliwiaja rejestracj¢ dzwickow w zakresie
czestotliwosei od 15 do 180 kHz, z ptaska charakterystyka czestotliwo$ciowa (6 dB) w
przedziale migdzy 25 a 140 kHz. Mikrofony podlaczono do interfejsu UltraSoundGate
416H (Avisoft Bioacoustics), a nastepnie do komputera. Nagrania wykonano przy uzyciu

oprogramowania Avisoft-RECORDER, a pliki zapisano w formacie .wav.
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3.5. Procedury eksperymentalne
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Rys. 2 Schemat eksperymentu badania roli ko-transmisji serotoninergiczno-glutaminianergicznej jako
neuromodulatora emocji w uzaleznieniu. Kazdy szczur zostaly poddany nastgpujacym procedurom: (A)
tickling w 20 s sesjach przez 3 dni; (B) iniekcja konstruktéw wirusowych do ciata migdatowatego i
rekonwalescencja pooperacyjnej (C) (z wyjatkiem osobnikow zakwalifikowanych do grup kontrolnych); (D)
warunkowanie miejsca (kontekstu) poprzez 10-dniowe podania soli fizjologicznej (grupy kontrolna solna)
Iub morfiny (pozostate grupy); (E) 13-dniowy okres odstawienia od substancji; oraz (F) test odpowiedzi

kontekstowej, podczas ktorego rejestrowano emitowane wokalizacje ultradzwigkowe i zachowanie.

Badanie roli  ko-transmisji  serotoninergiczno-glutaminianergicznej  jako
neuromodulatora emocji w odpowiedzi na kontekst zwigzany z podaniem substancji

psychoaktywnej przeprowadziliSmy zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku 2.

3.5.1. Handling (Oswajanie)

Przed rozpoczgciem eksperymentow wszystkie zwierzeta zostaty poddane siedmiodniowej
procedurze oswajania (ang. handling) z eksperymentatorem. Pierwszego dnia
eksperymentator wstawiat dlonie (w rekawiczkach) do klatki, by umozliwi¢ szczurom

oswojenie si¢ z jego obecnoscig i zapachem w warunkach minimalnego stresu. W
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kolejnych dniach zwierzgta byty delikatnie brane na rece i glaskane. Sesje oswajania trwaty
okoto 10 minut dziennie dla kazdego szczura. Celem procedury byla redukcja
prawdopodobienstwa wywotania stresu u zwierzat podczas pozniejszych interakcji z

eksperymentatorem.

3.5.2. Procedura Ticklingu (L.askotania)

W pierwszym etapie badania wszystkie zwierzeta zostaly poddane procedurze ticklingu
(taskotania) (rys. 2 A). Tickling to technika behawioralna stosowana na szczurach, oparta
na metodzie opracowanej przez Jeffrey’a Burgdorfa [485], imitujaca naturalng forme
zabawy mtodych i dorostych osobnikéw, przypominajaca szczurze zapasy (ang. rough-and-
tumble). W warunkach laboratoryjnych rgka eksperymentatora nasladuje szczurzego
partnera w zabawie [451, 459-461]. Prawidlowo przeprowadzona procedura wywoluje
szereg pozytywnych efektow, takich jak emisja apetytywnych wokalizacji
ultradzwigckowych w pasmie “50-kHz” oraz wzmocnienie pozytywnej wi¢zi pomig¢dzy
zwierzeciem a eksperymentatorem. Najlepsze efekty przynosi krotkie i powtarzalne
wykonywanie procedury w ciggu kilku dni [461].

Wszystkie szczury biorace udzial w badaniu zostaly poddane procedurze ticklingu
w sesjach trwajacych 20 s, codziennie przez trzy dni. Tickling polegat na wykonywaniu
dynamicznych ruchow dtonig (w rekawiczce ochronnej), przypominajacych taskotanie, po
brzuchu i okolicach przednich konczyn oraz grzbiecie zwierzgcia. Wokalizacje
ultradzwickowe emitowane podczas wykonywania procedury kazdorazowo rejestrowano u
poszczegolnych szczurow.

Procedura zostata przeprowadzona w celu oceny indywidualnej reaktywnosci
uktadu nagrody u szczurow. Tickling wykonywano kazdorazowo w klatkach domowych
przetransportowanych do pokoju behawioralnego, co umozliwito szczurom dodatkowe
oswojenie si¢ z transportem oraz nowym otoczeniem przy jednoczesnej minimalizacji

ryzyka wystapienia stresu.

3.5.3. Operacje stereotaktyczne iniekcji konstruktow wirusowych

Wszystkie zwierzgta, z wyjatkiem szesnastu losowo wybranych samcow
zakwalifikowanych do grup kontrolnych, poddano stereotaktycznym iniekcjom
konstruktow wirusowych do ciala migdatowatego (rys. 2 B). Podczas zabiegow

chirurgicznych zastosowano nastepujace konstrukty wirusowe: AAV-CamKII-hM3Dqg—
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mCherry, AAV-CamKII-hM4Di-mCherry, LV-TPH2-hM3Dg-mCitrine oraz LV-
TPH2-hM4Di—mCitrine, zgodnie z modyfikacjami przedstawionymi w tabeli 11.
Wykorzystanie roznych typow wektorow wirusowych bylo uzasadnione rozmiarem
promotora TPH2, ktorego sekwencja nie miescita si¢ w wektorze AAV. Wigcej informacji
na temat wektorow wirusowych znajduje si¢ w sekcji 1.3.4.1. Wszystkie operacje
przeprowadzono zgodnie z tym samym protokotem, z uzyciem sterylnych narzedzi
chirurgicznych.

Procedura stereotaktycznej iniekcji konstruktow wirusowych przebiegata
nastgpujaco: zwierz¢ wprowadzano w anestezj¢ izofluranem (w mieszaninie z tlenem,
indukcja 5 %, podtrzymanie 2% w tlenie) 1 umieszczano w aparacie stereotaktycznym.
Nastegpnie golono sier$¢ na glowie szczura, a skorg odkazano dwukrotnie (naprzemiennie
70% roztworem etanolu i jodyna). Oczy zabezpieczano przed wysychaniem Zzelem
Vidisic®. Podskornie podawano: $rodek przeciwbolowy (stezenie 3,3 mg/kg masy ciala;
objetos¢ iniekcji: 1 ml/kg masy ciata; Butomidor® w 0,9% roztworze NaCl; igta 0,5 mm x
16 mm), dziatajacy przeciwbolowo i przeciwzapalnie kwas tolfenamowy (stezenie 4 mg/kg
masy ciata; objetos¢ iniekeji: 1 ml/kg masy ciata; Tolfine® w 0,9% roztworze NaCl; igla
0,5 mm x 16 mm) oraz antybiotyk enrofloksacyn¢ (st¢zenie 5 mg/kg masy ciata; objetosé
iniekcji: 1 ml/kg masy ciata; Baytrill® w 0,9% roztworze NaCl; igta 0,5 mm x 16 mm).

Po upewnieniu si¢, ze zwierz¢ jest w glebokiej anestezji, skore miejscowo
znieczulano lidokaing w Zelu i wykonywano nacigcie skory dlugosci okoto 1.5 cm wzdtuz
czaszki (na linii szwow czotowego i strzatkowego), a nastepnie oczyszczano powierzchni¢
kosci. Kolejnym krokiem byto zlokalizowanie bregmy (punktu anatomicznego w obszarze
ciemigczka przedniego na przecigciu szwu strzalkowego ze szwem wiencowym), w
odniesieniu do ktorej poziomowano czaszke i wyznaczono miejsca iniekcji.

Koordynaty iniekcji zostaly wyznaczone zostaly na podstawie atlasu mézgu szczura
Paxions & Watson [316]: -2.52/AP (Yac. anterior-posterior);, £4.8/ ML (tac. medial-lateral);,
1-9/DV (Yac. dorsal-ventral) (glgbokos¢ mierzona od powierzchni czaszki). Wspotrzedne
stereotaktyczne wyznaczono na powierzchni czaszki w odniesieniu do punktu 0.0
(bregma).

Nastepnie, w czaszce wykonywano niewielkie otwory wiertlem stomatologicznym
w wyznaczonych punktach. Obustronnie, zgodnie z wyznaczonymi koordynatami iniekcji,
do ciala migdatowatego podawano zawiesing no$nikow wirusowych w objetosci 700 lub
1400 nl (objetos¢ 1 wykorzystywane konstrukty zalezne byty od modyfikacji, ktore wraz z

liczba osobnikéw zostaly przedstawione w tabeli 11) z predkoscig 100 nl/min za pomoca
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igly, strzykawki i mikropompy perfuzyjnej NanoFil™. Po uptywie 5 min od zakonczenia
iniekcji, umozliwiajagcym swobodna dyfuzje w tkance wstrzyknigtego plynu z no$nikami
wirusowymi, igte powoli i delikatnie wyciggano. Nast¢pnie zaktadano szwy i1 odkazano je
jodyna. Brzegi zszytej rany ponownie miejscowo znieczulano lidokaing w zelu i odkazano
jodyna. Na koniec podawano podskornie 1 ml fizjologicznego roztworu soli aby zapobiec
odwodnieniu, i umieszczano zwierz¢ w standardowe;j klatce.

Podczas zabiegu i wybudzania pooperacyjnego temperatur¢ ciala zwierzgcia
utrzymywano na statym poziomie przy pomocy mat grzewczych. Czas rekonwalescencji,
trwajacy okoto 7 dni, odbywat si¢ w izolacji w standardowych klatkach domowych (rys. 2

C). Po zregenerowaniu szczura dotagczano ponownie do grupy.

Tabela 11. Liczba osobnikéw w grupach, podzielonych zgodnie z wprowadzonymi manipulacjami

chemogenetycznymi. Obj¢tos¢ wprowadzanej zawiesiny z danymi nosnikami wirusowymi wynosita 700 nl

lub 1400 nl, odpowiednio w przypadkach wprowadzania pojedynczych konstruktéw lub ich mieszaniny.

konstrukt wirusowy aktywujacy neurony hamujacy neurony -
glutaminianergiczne glutaminianergiczne [v=0nl]
AAV-CamKII-hM3Dg- AAV-CamKII-hM4Di-mCherry
mCherry [v =700 nl] [v="700nl]
aktywujacy neurony 10 8 10
serotoninergiczne grupa: "Glu+5-HT+" grupa: "Glu-5-HT+" grupa: "S-HT+"
LV-TPH2-hM3Dg- (jednoczesna aktywacja (jednoczesne hamowanie (aktywacja systemu
mCitrine systemu sygnalizacji systemu sygnalizacji sygnalizacji
[v =700 nl] glutaminianergicznej i glutaminianergicznej i serotoninergiczne;j)
serotoninergiczne;j) aktywacja systemu sygnalizacji
serotoninergiczne;j)
hamujacy neurony 8 13 11
serotoninergiczne grupa: "Glu+5-HT-" grupa: "Glu-5-HT-" grupa: "S5-HT-"
LV-TPH2-hM4Di-mCitrine | (jednoczesna aktywacja (jednoczesne hamowanie (hamowanie systemu
[v =700 nl] systemu sygnalizacji systemu sygnalizacji sygnalizacji
glutaminianergicznej i glutaminianergicznej i serotoninergiczne;j)
hamowanie systemu serotoninergicznej)
sygnalizacji
serotoninergiczne;j)
- 12 12 16
[v=0nl] grupa: "Glu+" grupa: "Glu-" grupy kontrolne:
(aktywacja systemu (hamowanie systemu morfinowa i solna
sygnalizacji sygnalizacji (brak ingerencji)
glutaminianergicznej) glutaminianergicznej)




3.5.4. Warunkowanie miejsca i okres odstawienia

Po aklimatyzacji zwierzat w grupie rozpoczynano procedur¢ warunkowania miejsca (rys.
3 D). Przez 10 kolejnych dni szczur, raz dziennie, podawano roztwér morfiny (podanie
podskoérne w okolice karku; 1 ml/kg masy ciata; morfina w 0,9% roztworze NaCl; igta 0,5
mm x 16 mm), zgodnie z dawkowaniem przedstawionym w tabeli 12, w statym konteks$cie
przestrzennym w pokoju behawioralnym. Wyjatek stanowito 8 osobnikoéw losowo
przydzielonych do grupy kontrolnej solnej, ktérym podawano fizjologiczny roztwor soli
(0.9% NaCl) w objetosci 1 ml’kg masy ciata. Po iniekcji zwierzeta umieszczano do
klatkach testowych w podgrupach, ograniczonych do wspoldomownikow z klatek

domowych w celu ograniczenia stresu zwigzanego ze zmiang miejsca oraz izolacja.

Tabela 12. Dawkowanie morfiny. Nizsza dawka w ciggu pierwszych 3 dni pozwolita szczurom budowaé
tolerancje i ograniczy¢ ryzyko $mierci w wyniku depresji oddechowej spowodowanej zbyt wysoka

poczatkowa dawka morfiny.

Dzien 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dawka morfiny | 7 8 9 10 10 10 10 10 10 10
[mg / kg masy

ciala]

Okres odstawienia (rys. 2 E) rozpoczynat si¢ dzief po ostatniej iniekcji morfiny lub
soli fizjologicznej, w zalezno$ci od grupy, i trwat 13 dni. W tym czasie zwierzeta
przebywaty w swoich klatkach domowych. Okres ten stanowil czas inkubacji gltodu

opioidowego.

3.5.5. Test odpowiedzi kontekstowej

W dzien po zakonczeniu okresu odstawienia zwierz¢ta poddawano testowi odpowiedzi
kontekstowej zgodnie z nastgpujaca procedura.

Trzydziesci minut przed rozpoczgciem testu behawioralnego szczurowi podawano
dootrzewnowo iniekcje¢ roztworu liganda aktywujacego receptory DREADD — JHU37160
(0,3 mg/kg masy ciata; objetos¢ iniekcji: 1 ml/kg masy ciata; JHU37160 w 0,9% roztworze
NacCl; igta 0,5 mm x 16 mm).

Zastosowanie JHU37160 byto podyktowane jego obiecujacym profilem
farmakologicznym (wiecej informacji w sekcji 1.3.4.2). Agoniste receptorow DREADD

podano wszystkim zwierzgtom, w tym osobnikom z grup kontrolnych, w celu zapewnienia
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maksymalnej jednolitosci eksperymentalnej do pdzniejszych poréwnan biochemii moézgow
w badaniach post-mortem.

Po 30 minutach od iniekcji zwierz¢ umieszczano w kontek$cie zwigzanym z
podawaniem substancji, tj. w tej samej klatce, w ktorej wczesniej otrzymywato podania
morfiny lub soli fizjologicznej. Przed reekspozycja na kontekst klatk¢ dezynfekowano 70%
roztworem etanolu w celu usunigcia nieczystosci oraz $§ladow zapachowych. Test
odpowiedzi kontekstowej trwat 20 minut. W tym czasie szczur mogl si¢ swobodnie
porusza¢ po klatce. Zachowanie zwierzgcia oraz emitowane przez nie wokalizacje
ultradzwigkowe rejestrowano przez caty czas trwania testu behawioralnego (szczegétowe
informacje dotyczace wykorzystywanego sprzgtu opisane zostaly w p.3.3 i p. 3.4).

Po zakonczeniu testu odpowiedzi kontekstowej szczura usypiano (5 % izofluranu
w powietrzu), a nast¢pnie u§miercano przez dekapitacje. Mdozg ekstrahowano i natychmiast
mrozono technika flash-frozen (umieszczano bezposrednio n-heptanie zmrozonym suchym
lodem). Tak przygotowany moézg zabezpieczano w folii aluminiowej i przechowywano w
temperaturze -80 °C.

Z uwagi na planowang analiz¢ st¢zenia neuroprzekaznikow i neuromodulatoréw w
tkankach mézgowych metoda spektrometrii mas zrezygnowano z perfuzyjnego utrwalenia
tkanek, aby wykluczy¢ potencjalny wplyw substancji chemicznych uzywanych w tym

procesie na ilosci monoamin i aminokwasow.

3.6. Przetwarzanie danych behawioralnych
3.6.1. Dane audio

Wszystkie nagrania audio zarejestrowane w trakcie eksperymentéw przetworzono przy
uzyciu oprogramowania RAT-REC Pro 7.5. Do analizy zarejestrowanych sygnatow
dzwigkowych zastosowano dyskretng transformat¢ Fouriera (1024 préobki, okno
Hamminga), co umozliwito ich wizualizacj¢ w postaci spektrograméw w wybranej skali
kolorystycznej (rys. 3). Kazdy epizod USV zostal nastepnie zidentyfikowany i oznaczony
recznie odpowiednig etykieta, umozliwiajac automatyczny pomiar nastepujacych
parametrow: liczba wokalizacji ultradzwickowych, catkowity czas trwania wokalizacji (s),
$rednig dhlugo$¢ wokalizacji (s), szeroko$¢ pasma czestotliwosci (kHz), liczbg przerw,
$rednig dhugos¢ przerwy (s) oraz srednig czgstotliwos¢ szczytowa (kHz). Pliki formatu .epz

eksportowano do dalszej analizy statystycznej. Sposrdd wszystkich analizowanych
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parametréw do analiz statystycznych wybrano ten najbardziej znaczacy, czyli liczbe

emitowanych epizodow USV podczas 20 minutowej sesji testowe;.
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Rys. 3. Przykladowy zrzut ekranu z programu RAT-REC Pro 7.5, przedstawiajacy wokalizacje
ultradzwiekowe z klasy “50-kHz”, zarejestrowane w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej, oraz

etykiety poszczegdlnych epizodéw USV.

3.6.2. Dane video

Przetwarzanie nagran przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Ethovision
15.0.1418. W celu uzyskania szczuréw zastosowano tryb “center-point detection”,
przyjmujac jednego osobnika (“obiekt”) na aren¢. Dla kazdego nagrania zdefiniowano 4
areny, po jednej na kazda z czterech klatek, dopasowujac je do rzeczywistego srodowiska
eksperymentalnego (rys. 4). Do detekcji szczura i §ledzenia jego trajektorii wykorzystano
metode detekcji kontrastu “Dynamic Subtraction” z opcja pordwnywania obiektu “Brighter
and darker", ktora identyfikowala szczura na podstawie réznicy w jasno$ci migdzy nim a
tlem. Ustawienia te okazaty si¢ optymalne dla szczurow rasy Long-Evans o biato-czarnym
umaszczeniu. Wizualizacj¢ dziatania detekcji przedstawiono na rysunku 4 A. Po akwizycji
danych zweryfikowano wykryte trajektorie. Przykladowe trajektorie przedstawiono na
rysunku 4. Do dalszej analizy statystycznej wyeksportowano rowniez automatycznie
obliczone parametry ruchu, takie jak: przebyta odlegto$¢ (cm), predkos¢ (cm/s) i
przyspieszenie (cm/s?). Do analiz statystycznych wybrano parametr przebytego dystansu

(cm) w trakcie 20 minutowej sesji testowe.
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Rys. 4. Analiza nagran wideo w oprogramowaniu Ethovision 15.0.1418 (A) Efekty detekcji szczura

przeprowadzonej w oprogramowaniu Ethovision, przy wykorzystaniu metody detekcji kontrastu “Dynamic

Substraction”. Czg¢$¢ z dodatkowych parametréw pokazana jest po prawej stronie. (B) Przyktadowe

trajektorie z oprogramowania Ethovision wykryte w pierwszych 7 s nagrania.

3.7. Przygotowanie tkanek do analizy

Przygotowanie materiatu do dalszych analiz przebiegato zgodnie z nastepujacym

protokotem. Mdzg, po przeniesieniu z zamrazarki (-80 °C) do kriostatu, pozostawiano w

nim na okolo 2 godz. do osiagnigcia przez tkanke do temperatury okoto -22 do -20 °C.

Nastegpnie mozg przytwierdzano do tarczy kriostatu przy uzyciu medium do mrozenia

tkanek (Surgipath FSC 22 Clear Frozen Section Media).



Po rozmrozeniu mozg krojono w ptaszczyznie koronalnej na skrawki o grubosci 40
um, pobierajac, w zalezno$ci od mozliwosci, jeden lub dwa przekroje zawierajace ciato
migdalowate (rys. 5, lewa dolna figura) do barwienia immunohistochemicznego. Do
analizy za pomocg spektrometrii mas preparowano struktury mézgowe zilustrowane na rys.
3. Tkanki z obu pdétkul mézgowych ekstrahowano skalpelem i umieszczano w osobnych,
2-mililitrowych proboéwkach polipropylenowych do homogenizacji, zawierajacych
cyrkoniowe kulki do rozcierania tkanek (1 struktura wycinana obustronnie / 1 probowke; 7
struktur / 1 mézg). Kazda probowke wazono dwukrotnie na wadze analitycznej: przed i po

dodaniu struktury, w celu obliczenia ostatecznej masy tkanki. Tak przygotowane materialy

mrozono ponownie w temperaturze -80 °C 1 przechowywano do p6zniejszych analiz.
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Rys. 5. Na rysunku przedstawiono cztery przekroje szczurzego mézgu [316] z zaznaczeniem struktur
ekstrahowanych do spektrometrii mas: przysrodkowej kory przedczolowej (mPFC), prazkowie (CPu),
jadra péllezacego (NAcc), ciala migdalowatego (Amy), hipokampu (Hipp), kory retrosplenialnej (RSC)
i pola brzusznego nakrywki (VTA). Z kazdego mozgu preparowano siedem struktur. Kazda strukture
wycinano skalpelem z obu potkul mézgowych, a nastgpnie umieszczano w probéwce do homogenizacji do
dalszej analizy przy wykorzystaniu spektrometrii mas. Dodatkowo, w zaleznosci od mozliwos$ci, pobierano
jeden Iub dwa skrawki o grubo$ci 40 pm zawierajace ciato migdatowate (przekrdj w lewym dolnym rogu) do

barwienia immunohistochemicznego.
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3.8.  Analiza iloSciowa poziomu wybranych monoamin i aminokwasow

z wykorzystaniem spektrometrii masowej

Analiza ilo$ciowa poziomu wybranych monoamin i aminokwasdéw z wykorzystaniem
spektrometrii masowej zostata wykonana w Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas
dziatajacego w Zakladzie Biofizyki IBB PAN. Badanie przebiegato wedlug nastgpujacego
protokotu.

Do probowek zawierajacych wyekstrahowane struktury dodano odpowiednig
objetos¢ 5% kwasu trichlorooctowego bedacego buforem do homogenizacji (1 puL buforu
na 1 mg tkanki). Probki homogenizowano przez 10 min przy wykorzystaniu
homogenizatora orbitalnego Cryolyss Evolution Tissue Homogenizer (PreCellys)
utrzymujacego stalg temperature 4°C. Nastepnie homogenaty wirowano przez 10 min w
temperaturze 4°C z predkoscig 14 000 obrotow na minute. Supernatant przeniesiono do
nowej polipropylenowej probowki.

Stezenie 7 neuroprzekaznikow: dopaminy (DA), 3-metoksytyraminy (3-MT),
dihydroksyfenyl kwasu octowego (DOPAC), noradrenaliny (NA), serotoniny (5-HT),
kwasu homowanilinowego (HVA) oraz kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA),
oznaczono z zastosowaniem ultrasprawnej chromatografii cieczowej (Waters Acquity
UPLC) sprzgzonej ze spektrometrig mas (Waters Xevo-TQS). 30 puL supernatantu dodano
do nowej polipropylenowej probéwki. Nastepnie dodano 70 pL mieszaniny znakowanych
izotopowo standardow  wewnetrznych  (dopamina-d4, 3- metoksytyramina-d4,
dihydroksyfenyl kwas octowy-d5 noradrenalina-d3, serotonina-d6, 5-hydroksyindol kwas
octowy-dS, kwas homowanilinowy-d5) w 50% acetonitrylu z dodatkiem 2.5% kwasu
mrowkowego. Probki wytrzasano przez 10 min przy predkosci 1 500 obrotow na minute w
temperaturze pokojowej. Nastepnie probki wirowano przez 10 min z predkoscig 14 000
obrotéw na minut¢. Uzyskany supernatant przeniesiono do polipropylenowego viala
chromatograficznego. Rozdzial chromatograficzny analitéw przeprowadzono przy uzyciu
kolumny UPLC HSS T3 (1.7um, 2.1mm x 100mm) (Waters). Analiz¢ danych ilosciowych
wykonano z wykorzystaniem dedykowanego oprogramowania MassLynx (Waters).

Stezenia aminokwasdw, neuromodulatoréw i metabolitu noradrenaliny: L-alaniny
(Ala), B-alaniny (B-Ala), sarkozyny, tauryny, glicyny (Gly), glutaminy (Gln), kwasu
glutaminowego (Glu), kwasu gamma-aminomastowego (GABA), oraz 3-metoksy-4-

hydroksyfenylo-glikolu (MHPG), oznaczono =z zastosowaniem ultrasprawnej
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chromatografii cieczowej (Waters Acquity UPLC) sprz¢zonej z tandemowa spektrometrig
mas (Waters Xevo-TQS). Procedura przygotowania probek opierala si¢ na upochodnieniu
zwigzkow chlorkiem dnasylu. Do dedykowanych dotkéw na 96-dotkowej ptytce dodano
10 uL homogenatu tkanek moézgu, 20 pL mieszaniny znakowanych izotopowo standardéw
wewnetrznych (alanina-13C315N, sarkozyna-13C3, tauryna-D4, glicyna-13C2, kwas
glutaminowy-D5, kwas gamma-aminomastowy- D6) w 2.5% kwasie mrowkowym, 30 uL
0,5M dwuweglanu sodu i 30 pL chlorku dansylu (stgzenie Smg/ml w acetonie). Probki
wytrzasano przez 30 min przy predkosci 900 obrotéw na minutge w 60°C. Nastepnie probki
wirowano przez 10 min z predkoscia 14 000 obrotow na minute. Rozdziat
chromatograficzny przeprowadzono przy uzyciu kolumny UPLC HSS T3 (1.7um, 2.1mm
x 100mm) (Waters). Analiz¢ danych ilosciowych wykonano z wykorzystaniem

dedykowanego oprogramowania MassLynx (Waters).

3.9. Barwienia immunohistochemiczne
3.9.1. Przygotowanie tkanek do barwienia

Do wyznakowania konstruktow wirusowych oraz neuronéw serotoninergicznych
wykorzystano dodatkowa grupe zwierzat, niezwigzang z glownym eksperymentem.
Szczury poddano operacjom stereotaktycznym opisanym w sekcji 3.5.3. Po uptywie ponad
trzech tygodni od zabiegu zwierzeta znieczulano dootrzewnowo mieszaning ketaminy
(roztwor 100 mg/ml; objetos¢ iniekcji: 0,75 ml/kg masy ciala; ketamina w 0,9% roztworze
NaCl; igta 0,5 mm x 16 mm) i medetomidyny (stezenie 1 mg /ml; objetos¢ iniekcji: 1 ml/kg
masy ciata; Cepetor® w 0,9% roztworze NaCl; igta 0,5 mm x 16 mm), a nast¢pnie
podawano im dootrzewnowo mieszaning pentobarbitalu sodowego i pentobarbitalu
(stezenia w tabeli 7; obj¢tos¢ iniekcji: 1 ml/kg masy ciata; Morbital® w 0,9% roztworze
NaCl; igta 0,5 mm x 16 mm) w celu rozpoczecia procedury perfuzji przezsercowej. Po
ustaniu oddechu oraz zaniku reakcji na bodzce przez lewa komore serca wprowadzano, za
pomoca pompy perystaltycznej, schtodzony, 1% roztwér heparyny w zbuforowanym
fosforanem roztworze soli fizjologicznej (PBS) (pH 7.4), a prawy przedsionek nacinano.
Po usunigciu krwi oraz ptyndéw ustrojowych z uktadu krazenia tkanki utrwalano poprzez
wpompowanie 4% roztworu paraformaldehydu (PFA) w PBS (pH 7.4). Po wstepnym
utrwalaniu mdézg umieszczano na noc w 4% roztworze PFA w temperaturze 4 °C, a

nastgpnie przenoszono do 30% roztworu sacharozy i przechowywano w temperaturze 4 °C
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do momentu opadni¢cia mdézgu na dno falkonu (okoto 3 — 7 dni) w celu dalszego utrwalenia
tkanek.

Po tym czasie mozgi przytwierdzano, przy uzyciu specjalnego medium (Surgipath
FSC 22 Clear Frozen Section Media), do tarczy kriostatu, zamrazano do temperatury okoto
-20 °C i krojono w ptaszczyznie koronalnej na 40 um plastry za pomocg kriostatu. Czgs¢
skrawkow z przekrojami przedstawionymi na rys. 5 przytwierdzano na szkietkach

Superfrost™

, zabezpieczano w dedykowanym pudetku i przechowywano w temperaturze
-20 °C do poézniejszych procedur barwienia. Pozostaly material do barwien
przechowywano w temperaturze -20 °C w 12-dotkowych ptytkach testowych w roztworze
kriopotekcyjnym (ang. antifreeze), grupujac po kilkanascie skrawkow z tymi samymi

strukturami w kazdym z dotkow.

3.9.2. Barwienia immunohistochemiczne

Skrawki tkanek przeznaczone do barwienia znacznikéw mCherry wybierano skrawki
tkanek przeniesiono do 12-dotkowej plytki testowej. Tkanki ptukano (6 x 6 minut) w PBS
(pH 7.4), a nastgpnie blokowano niespecyficzne miejsca wigzania przez 60 minut w
roztworze zawierajagcym 5% normalnej surowicy koziej (NGS) i 0,3% Triton™ X-100 w
zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej PBS (pH 7.4). W kolejnym kroku skrawki
inkubowano przez noc w ciemnosci, w temperaturze 4 °C, w roztworze pierwszorzedowego
przeciwciata poliklonalnego mCherry w rozcieficzeniu 1:1000 w 0,3% Triton™ X-100 z
5% NGS w PBS (pH 7.4).

Nastgpnego dnia tkanki ptukano w PBS (3 x 5 minut), a nastgpnie inkubowano
przez 2 godz. w roztworze drugorzedowego przeciwciata Alexa Fluor 546® Goat Anti-
Rabbit w rozcieficzeniu 1:500 w 0,3% Tween® 20 w PBS, w ciemnosci, w temperaturze
pokojowej. Po kolejnym ptukaniu (3 x 5 minut) w PBS skrawki przytwierdzano do szkietek
Superfrost™ Plus, zabezpieczano medium zawierajgcym DAPI (Fluoromount-G™),
nakrywano szkietkiem nakrywkowym i pozostawiano do wyschnigcia.

Fluorescencj¢ wybarwionych preparatdéw obrazowano za pomocg mikroskopu
Olympus VS 1100, z wykorzystaniem suchego obiektywu U PLAN 20x (NA = 0.75). Do
wzbudzenia fluorescencji uzyto lampy fluorescencyjnej z filtrem fluorescencyjnym typu
Cy3® (ang. Cyanine 3) ze wzbudzeniem maksymalnym przy dtugosci fali 555/20 nm.
Sygnat rejestrowano za pomocg kamery kolorowej Hamamatsu ORCA Flash4.0 V2, w
zakresie detekcji sygnatu 575 — 620 nm. Przyktadowy skan przedstawiono na rysunku 6.
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3.9.3. Barwienie neuronow serotoninergicznych i hydroksylazy

tryptofanowej

Ze wzgledu na szczatkowa liczbe doniesien literaturowych dotyczacych obecnos$ci
neuronow serotoninowych w ciele migdatowatym, przeprowadzono dodatkowe barwienia
immunohistochemiczne w celu uwidocznienia obecnosci neurondw 1 projekcji
serotoninergicznych w tej strukturze. Zastosowane przeciwciala wybrano do zobrazowania
cial komérkowych (przeciwciato anty-TPH) oraz aksondw i ich zakonczen synaptycznych
(przeciwciato anty-5-HT) neuronéw serotoninergicznych.

Barwienie przeprowadzono zgodnie z nastgpujacag procedura. Skrawki tkanek na
wybranych preparatach (zawierajace przekroje z cialem migdatowatym) otoczono
markerem hydrofobowym, a nastepnie inkubowano w PBS przez 20 minut w temperaturze
pokojowej. Niespecyficzne miejsca wigzania blokowano w roztworze zawierajagcym 10%
normalnej surowicy oslej (NDS) i 0,5% Triton™ X-100 w PBS przez 2 godz. w
temperaturze pokojowej. Nastepnie skrawki ptukano w PBS (3 % 15 min, w temperaturze
pokojowej) 1 inkubowano z przeciwciatami pierwszorzgdowymi: przeciwcialem anty-TPH
(hydroksylaza tryptofanowa) w rozcienczeniu 1:200 oraz przeciwcialem anty-5-HT
(serotonina) w rozcienczeniu 1:1000, w roztworze z 2% NDS i 0,3% Triton™ X-100 w
PBS, przez 16 godzin w wilgotnej komorze w temperaturze 4°C.

Nastgpnego dnia preparaty ptukano w PBS (3 x 15 min, w ciemnos$ci, w
temperaturze pokojowej) i inkubowano z przeciwciatami drugorzgdowymi: Alexa Fluor
488" Donkey anti-sheep w rozcieficzeniu 1:1000 oraz Alexa Fluor 488® Donkey anti-goat
w rozciefnczeniu 1:1000, w roztworze z 2% NDS i 0,1% Triton™ X-100 w PBS, przez 2
godziny w ciemno$ci w temperaturze pokojowej. Po inkubacji preparaty ponownie ptukano
w PBS (2 x 15 minut, w ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej), zabezpieczano medium
zawierajgcym DAPI (Fluoromount-G™), nakrywano szkielkiem nakrywkowym i
pozostawiono do wyschnigcia w lodowce.

Fluorescencj¢ wybarwionych preparatow obrazowano przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Zeiss LSM780, z wykorzystaniem olejowego, apochromatycznego
obiektywu PLAN 20x (NA = 0.8 M27). Do wzbudzenia fluorescencji uzyto lasera
argonowego o dtugosci fali 405 nm (DAPI) 1 488 nm (AF). Sygnat rejestrowano za pomoca
modutu skanujacego z 34 kanalami do jednoczesnego zliczania fluorescencji konfokalne;

z wysoce czutymi fotometrami PMT o niskim poziomie szumu ciemnego (2x) i GaAsP
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(32x). Zakres detekcji widmowej ustawiono na 410 — 493 (DAPI — 451 emission) 1 497 —
573 nm (AF — 535 emission). Przykladowy skan przedstawiono na rysunku 6.

mCherry 5-HT + TPH

Rys. 6. Na rysunku przedstawiono przykladowe wyniki barwien immunohistochemicznych.

3.10. Analiza statystyczna

3.10.1. Przygotowanie wykresow pudelkowych i obliczanie istotnosci

statystycznej

Do wizualizacji rozktadéw warto$ci zebranych danych wykorzystano wykresy pudetkowe,
wygenerowane w Srodowisku R. Analizg istotno$ci statystycznej przeprowadzono réwniez
w R, z zastosowaniem test Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc Conovera (o ile nie
zaznaczono inaczej). Na wszystkich wykresach pudetkowych przygotowanych w ramach

niniejszej pracy poroOwnania wykonywano w odniesieniu do grupy kontrolnej morfinowe;.

3.10.2. Korelacje

Site zwigzkéow liniowych pomigedzy zestawami danych obrazowano warto$cia

wspotczynnika 7 korelacji Spearmana.
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3.10.3. Algorytm Boruta

Do badania efektow modyfikacji chemogenetycznych na ukiad neuroprzekaznikow
wykorzystano algorytmu Boruta. Jest to algorytm oparty o systemy uczace si¢, opracowany
w 2010 [532], umozliwiajacy wyszukiwanie wieloelementowych i nieliniowych interakcji
w danych. W algorytmie Boruta wykorzystuje si¢ metode lasu losowego (ang. Random
Forest) do modelowania oraz przeprowadza si¢ test istotnosci oparty na pordwnaniu
przydatnosci badanych cech z losowo wygenerowanymi “cechami cieniami” (ang. shadow
features). Metoda ta jest szeroko stosowana w réznych dziedzinach nauki — do tej pory
wykorzystano ja w 2961 publikacjach, w tym w 1604 z dziedziny nauk biomedycznych
(Scopus, stan na listopad 2024).

W niniejszej pracy algorytm Boruta zaimplementowano z wykorzystaniem
standardowego algorytm lasu losowego z 50 000 drzew decyzyjnych w potaczeniu z
transdapterem imputacyjnym [533], ktéry umozliwia prace z brakami danych bez
konieczno$ci stosowania odregbnej metody imputacji. Cechy zaklasyfikowane jako
niepewne (ang. tentative) zostaty potaczone z cechami potwierdzonymi. W celu stabilizacji
rezultatow procedure powtarzano trzydziesci razy. Za ostatecznie istotne uznano cechy,

ktére pojawity si¢ co najmniej w potowie prob.

Cechy istotne dla atrybutu/zjawiska <USVs w czasie kontekstu>
w grupach <grupach kontrolnych>

ranking atrybut
wartosci <lost USV

16 kontrola solna ! w czasie kontektu>
" 4 _kontrola_morfinowa = 80 400
| 6_kontrola_morfinowa : .
3_kontrola_morfinowa
| . _ 2_kontrola_morfinowa
|| 1_kontrola_morfinowa 60
[ ] - 8_kontrola_morfinowa 100
| 10_kontrola_morfinowa "
12_kontrola_morfinowa Typ modyfikacii
15_kontrola_solna 40 serotoninergicznej
S8 B 1_kontrola_solna - - hamuiaca
I 9 _kontrola_solna ‘ 1a
m 1 2 kontrola_solna 20 0 - neutralna
- 5_kontrola_solna = R ;
| 3_kontrola_solna % . + - aktywujaca
| | 6_kontrola_solna skala &5 skala
003 2Z2<>»I kolorystyczna numeryczna Typ modyfikacji
n A 3 z 3 é 3 glutaminianergicznej
OO08L 0ve ¢ .
a;q.ggn_):g - - hamujgca
> Ig2¢Q 0 - neutralna
; %’ C:—l; CEChy istotne + - aktywujaca
(]

Rys. 7. Przykladowy wykres wykonany na potrzeby tej pracy z wynikami analizy statystycznej

przeprowadzonej przy wykorzystaniu algorytmu Boruta, umozliwiajacego wybranie najwazniejszych
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cech (zmiennych) wplywajacych na badany atrybut (zjawisko) w wybranych grupach. Wykres

przedstawia mapeg ciepta stezen neurotransmiteréw w strukturach (cechy), ktoére algorytm uznal za

wplywajace istotnie statystycznie na liczbe apetytywnych wokalizacji ultradzwigkowych emitowanych w

trakcie testu odpowiedzi kontekstowej (atrybut) w dwoch wybranych grupach kontrolnych (wybrane grupy).

Rysunek 7 przedstawia przyktadowy wykres z wynikami analizy statystycznej z

wykorzystaniem algorytmu Boruta, reprezentatywny dla innych wykresow tego typu

zawartych w niniejszej pracy. Ponizej znajduje si¢ opis interpretacji wykresu:

1. Osie:

a. O$ pozioma (X) od lewe;j:

L

ii.

iii.

Pierwsza kolumna ilustruje wartosci analizowanego atrybutu z
wykorzystaniem skali kolorystycznej. Na rys. 7 jest to wizualizacja
ilosci apetytywnych wokalizacji ultradzwigckowych (patrz legenda
po prawej stronie), gdzie jasnozielony i ciemnozielony kolor
oznaczajg odpowiednio ilo$¢ bliska 100 i 400.

Nastepnie zobaczy¢ mozna kolumny przedstawiajace graficznie
modyfikacje serotoninergiczne i glutaminianergiczne osobnikow z
grup wybranych do analizy. Na przyktadowym wykresie (rys. 7),
prezentowana jest analiza przeprowadzona wylacznie dla grup
kontrolnych, wobec czego kolory s jednorodnie ‘neutralne’.

Dalej sa cechy istotne (zmienne) uznane przez algorytm Boruta za
statystycznie istotne dla wyjasnienia wybranego zjawiska
(atrybutu). Kazda kolumna reprezentuje inng cech¢. Na rysunku 7
widoczne s3 neurotransmitery w strukturach (np. "Hipp-Glu" —
glutaminian w hipokampie, "CPu-GABA" — GABA w prazkowiu),
istotnie  wpltywajace na ilo$¢ apetytywnych wokalizacji
ultradzwigkowych emitowanych w czasie trwania testu odpowiedzi

kontekstowej przez wybrane grupy kontrolne.

b. O$ pionowa (Y) — przedstawia wyniki grup, ktére zostaly przebadane (np.

kontrola solna i kontrola morfinowa z rys. 6). Kazdy wiersz odpowiada

innemu osobnikowi.

2. Kolory:

a. Kolor w komodrkach cech reprezentuje warto$§¢ danej cechy (w niniejszej

pracy sa to zawsze st¢zenia neuroprzekaznikow w strukturach) dla danego
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osobnika. Warto$¢ jest zobrazowana na skali barwnej, gdzie niebieski
oznacza niska, a czerwony wysoka wartos¢. WartoSci zostaly
przeskalowane do rankingu w ramach kazdej cechy w celu zwigkszenia
czytelnosci wykresow.

b. Legenda: Poza mapa ciepta danego zjawiska (atrybutu), kolorowe paski
opisane w legendzie po prawej stronie wykresu informuja o typie
modyfikacji. Na rysunku 7 ilustrujg one:

1.  "Typ modyfikacji serotoninergicznej": Okresla, czy uktad
serotoninergiczny jest hamowany (-), aktywowany (+) czy neutralny
(0), czyli pozostawiony bez ingerencji chemogenetycznej).
ii.  "Typ modyfikacji glutaminianergicznej": analogicznie dla ukfadu
glutaminianergicznego.
3. Klastrowanie:

a. Dendrogramy: Linie tworzace "drzewka" na osiach wykresu to
dendrogramy. Pokazuja, jak grupy i cechy tacza si¢ w klastry na podstawie
podobienstwa. Grupy/cechy, ktére sa blizej siebie na dendrogramie, sg
bardziej do siebie podobne. Na przyktadowym wykresie (rys. 7) wida¢, ze
grupy kontrolne dobrze rozdzielity si¢ pod wzgledem podobienstwa, z
wyjatkiem osobnika nr 16 z kontroli solnej, ktory pod wzgledem poziomow
neuroprzekaznikow w wylonionych strukturach przypomina bardziej

zwierzeta z grupy kontroli morfinowe;.

Podsumowujac, wykres z rys. 7 pokazuje mape¢ ciepla neuroprzekaznikéw w
strukturach istotnych statystycznie dla liczby apetytywnych wokalizacji ultradzwigckowych
zarejestrowanych w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej w dwdch wybranych grupach
kontrolnych. Klastrowanie umozliwia dodatkowo oceng¢ podobienstwa miedzy

osobnikami.

3.10.4. Graf korelacji neurochemicznych

W celu zilustrowania korelacji migdzy stezeniami neuroprzekaznikéw w poszczegdlnych
strukturach mézgu przygotowano graf korelacji neurochemicznych, w ktorych wierzchotki
(wezly) odpowiadaja parze neuroprzekaznik — struktura, a krawegdzie — istotnym

korelacjom migdzy wszystkimi zmierzonymi wartosciami. Test Spearman wykonano dla
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kazdej pary atrybutow, a nastgpnie zastosowano poprawke Holma na wielokrotne
testowanie. Na rysunku 78 przedstawiono graf korelacji istotnych na poziomie 0,01.
Korelacje dodatnie zilustrowano za pomocg czarnych krawedzi, a ujemne — czerwonych.
Uktad grafu uzyskano przy pomocy programu Graphviz z wykorzystaniem algorytmu

neato.
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4.

Wyniki

W opisie wynikéw stosowane sg nazwy grup przedstawione w tabeli 11. “Grupa

kontrolna solna” / “Kkontrola solna” — odnosi si¢ do grupy szczuréw, ktére nie byly

poddawane ingerencjom chemogenetycznym i otrzymywaty fizjologiczny roztwoér soli

podczas procedury warunkowania miejsca. Pozostale to grupy warunkowane morfing.

“Grupa kontrolna morfinowa” / “kontrola morfinowa” to grupa szczuréw, ktore nie

bytly poddawane ingerencjom chemogenetycznym. Nazwy pozostatych grup to skroty

odpowiadajace docelowym skutkom zastosowanych ingerencji chemogenetycznych:

"S-HT-": aktywacja receptoréow DREADD HM4Di na neuronach
serotoninergicznych, co skutkuje hamowaniem aktywnosci tych neuronéw.
"S-HT+": aktywacja receptorow DREADD hM3Dq na neuronach
serotoninergicznych, co skutkuje wzrostem aktywnosci tych neuronéw.

"Glu-": aktywacja receptorow DREADD HM4Di na  neuronach
glutaminianergicznych, co skutkuje hamowaniem aktywnosci tych neurondw.
"Glu+'": aktywacja receptordow DREADD hM3Dq na neuronach
glutaminianergicznych, o skutkuje wzrostem aktywnosci tych neuronow;
"Glu-5-HT-": jednoczesna aktywacja receptorow DREADD HM4Di na neuronach
glutaminianergicznych i DREADD HM4Di na neuronach serotoninergicznych,
hamujaca aktywnos$¢ obu typodw neurondw.

"Glu-5-HT+": jednoczesna aktywacja receptorow DREADD HM4Di na
neuronach glutaminianergicznych (hamujaca aktywnos$¢) i receptorow DREADD
hM3Dq na neuronach serotoninergicznych (zwigkszajaca aktywnos¢).
"Glu+5-HT-": jednoczesna aktywacja receptorow DREADD hM3Dq na
neuronach glutaminianergicznych (zwigkszajaca aktywno$¢) 1 receptorow
DREADD HM4Di na neuronach serotoninergicznych (hamujaca aktywnos¢).
"Glu+5-HT+": — jednoczesna aktywacja receptorow DREADD hM3Dq na
neuronach glutaminianergicznych 1 DREADD hM3Dq na neuronach
serotoninergicznych, zwigkszajaca aktywno$¢ obu typow neuronéw w ciele

migdalowatym.
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4.1. Analiza behawioralna

4.1.1.  Analiza wokalizacji ultradzwi¢ckowych

xﬁiﬁ$*;if

Kontrola  Kontrola ~ 5-HT- 5-HT+ Glu-  Glu-5-HT- Glu-5-HT+  Glu+  Glus5-HT- Glu+5-HT+
solna morfinowa

p=0.03

3 a
3 2]
i ;
L ]

Liczba USV emitoganych w czasie testu odpowiedzi kontekstowe;j
o
o

0

Grupy

Rys. 8. Wplyw modyfikacji chemogenetycznych transmisji serotoninergiczno—glutaminianergicznej w

ciele migdalowatym na liczbe apetytywnych wokalizacji ultradzwiekowych emitowanych podczas testu

1)

reekspozycji na kontekst zwiazany z podaniem substancji po okresie odstawienia. Podano “wartosci p’

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.

Analiza behawioralna wokalizacji ultradzwigkowych (rys. 8) wykazata wzrost odpowiedzi
kontekstowej zwierzat, mierzonej liczbg emitowanych USV podczas ponownej ekspozycji
na kontekst po okresie odstawienia, w grupie kontrolnej morfinowej w stosunku do kontroli
solnej (p<0,001).

Zaobserwowano statystycznie istotny spadek liczby apetytywnych epizodow USV,
zarejestrowanych podczas testu reekspozycji na kontekst zwigzany z podaniem morfiny po
okresie odstawienia, w porownaniu do grupy kontrolnej morfinowej, w dwoch grupach: "5-
HT-" (p<0,05) oraz "Glu+5-HT-" (p<0,05).

Natomiast, w grupie "Glu+5-HT+" (p<0,05) odnotowano istotny statystycznie

wzrost liczby wokalizacji ultradzwickowych w pasmie “50-kHz”.
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Rys. 9. Wykres pokazuje zalezno$¢ pomiedzy emitowanymi wokalizacjami ultradzwiekowymi w czasie

testu odpowiedzi kontekstowej oraz procedury ticklingu. Wspotczynnik korelacji r-Spearmana r=0,04.

Nie stwierdzono istotnej korelacji (r=0,04) pomiedzy liczbg wokalizacji emitowanych w

czasie procedury ticklingu i testu odpowiedzi kontekstowej (rys. 9).
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4.1.2.  Analiza dystansu
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solna morfinowa

Grupy

Rys. 10. Wplyw modyfikacji chemogenetycznych transmisji serotoninergiczno—glutaminianergicznej
w ciele migdalowatym na dystans pokonany podczas testu reekspozycji na kontekst zwiazany z
podaniem substancji po okresie odstawienia przez badane grupy. Podano “wartosci p” dla rdéznic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowej. Wartosci dystansu [cm] przeskalowano.

Analiza poziomu aktywno$ci lokomotorycznej (rys. 10) wykazata statystycznie istotny
wzrost przebytego dystansu [cm] podczas testu odpowiedzi kontekstowej w grupie
kontrolnej morfinowej w poréwnaniu do kontroli solnej (p<0,01).

Istotny statystycznie wzrost przebytego dystansu [cm] w stosunku do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano w pieciu grupach: "5-HT-" (p=0,001), "5-HT+"

(p<0,01), "Glu+" (p<0,001), "Glu-" (p<0,01) i "Glu-5-HT-" (p<0,01).
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Rys. 11. Wykres pokazuje zalezno$¢ pomiedzy emitowanymi wokalizacjami ultradzwiekowymi oraz
przebytego dystansu w czasie testu odpowiedzi kontekstowej (wszystkie grupy). Wspolczynnik korelacji

r-Spearmana r=0,31. Wartosci dystansu [cm] przeskalowano dla zwigkszenia czytelnosci wykresu.

Stwierdzono brak silnej korelacji (r=0,31) migdzy liczba emitowanych wokalizacji
ultradzwigckowych a dystansem pokonanym przez szczury w tescie odpowiedzi
kontekstowej podczas ponownej ekspozycji na kontekst zwigzany z podaniem morfiny, po

okresie odstawienia (rys. 11).
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4.2. Analiza relacji behawior — neurochemia (z wykorzystaniem

algorytmu Boruta)

4.2.1. Analiza neurochemii w kontekscie wokalizacji

ultradzwi¢kowych

Neurochemia istotna dla USV w grupach morfinowych Neurochemia istotna dla USV w grupach bez ingerencji

w systemie serotoninergicznym
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Rys. 12. Wykresy przedstawiajace stezenie neuroprzekaznikéow w strukturach, ktore istotnie
statystycznie wplywaja na liczbe apetytywnych wokalizacji ultradzwiekowych emitowanych w trakcie
testu odpowiedzi kontekstowej (A) we wszystkich grupach morfinowych, (B) w grupach, ktore nie
podlegaly modyfikacjom serotoninergicznym, oraz (C) w grupach, ktére nie podlegaly modyfikacjom

glutaminianergicznym.

Analiza neurochemii z wykorzystaniem algorytmu Boruta badanej pod katem
istotno$ci wzgledem wokalizacji ultradzwigkowych wykazata, ze dla grup otrzymujacych
morfing: 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikol (MHPG) w korze retrosplenialnej;
glutaminian 1 kwasu dihydroksyfenylooctowy (DOPAC) w przysrodkowej korze
przedczolowej oraz serotonina w jadrze poéllezacym, istotnie wplywaja na ilosc
apetytywnych USV emitowanych w czasie trwania testu odpowiedzi kontekstowej (rys. 12
A).

Natomiast w grupach, w ktorych nie stosowano modyfikacji chemogenetycznych
w obrebie systemu neurotransmisji serotoninergicznej istotnym wzgledem ilo$ci
wokalizacji ultradzwigkowych okazat si¢ poziom glutaminianu w trzech strukturach: ciele
migdalowatym, prazkowiu oraz przysrodkowej korze przedczotowej (rys. 12 B).

W grupach, w ktorych nie stosowano modyfikacji chemogenetycznych w obrebie
systemu neurotransmisji glutaminianergicznej neuroprzekaznikami istotnymi pod katem
ilosci wokalizacji ultradzwigkowych okazaly si¢ glutaminian w prazkowiu oraz korze

retrosplenialnej i sarkozyna w jadrze potlezacym (rys. 12 C).
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4.2.2.  Analiza neurochemii w kontekscie dystansu

Neurochemia istotna dla dy w grup mor y
E—

100 pystans [cm]
10000

80

60 4000

4o Modyfikacia 5-HT

0

.
Modyfikacja Glu

0
+

8_Glu-5-HT-

1 5_Glu-5-HT-
7_Glus5-HT+
13_5-HT-

— 6_Glu-5-HT-
12_6-HT-
3_5-HT+
4_5-HT-

112.5-HT+
19_Glu-
2_Glu-5-HT-

W 12_Glu+5-HT+
1_Glu-5-HT-

B 10_Glu+5-HT+
4_Glu-5-HT-

' 3_Glu-s-HT-
9_Glu-5-HT-
16_Glu-

1_Kontrola_Morfinowa
| | 2_Kontrola_Morfinowa

16_Glu-
|| 3_Kontrola_Morfinowa
4_Kontrola_Morfinowa
B 11_6-HT-
13_5-HT-
[ | 15_Glu-5-HT-
18_Glu-
| 20_Glu+

6_Kontrola_Morfinowa
I 19.5-HT+

14_5-HT+
8_Kontrola_Morfinowa
10_Kontrola_Morfinowa
12_Kontrola_Morfinowa

20_Glu-
22_Glu+
21_Glu+
8_Glu-5-HT+
11_Glu+5-HT-
12_Glu+5-HT-
10_Glu-5-HT+
2_Glu+5-HT+
13_Glu-5-HT+
19_Glu-5-HT-
10_Glu-5-HT+

4_Glu+5-HT+
5_Glus5-HT+
15_Glu-5-HT+
I 17_Glus5-HT-
1_Glus5-HT+
5_Glu-5-HT+
8_Glu-5-HT+

|| 1_Glu-6-HT+
e | | 8_Glus5-HT+
FI8B223333939833582833885233¢
""" 5 & 3 Q00O S 4430 IS0 Qa QO
8ri809988 0 0 EEFazdz5838v25ads
2z z SETESEY 333LFESTRRQRTFILES
) H 3§ 3338>3 53623 =
5 < o
H

Rys. 13. Wykres przedstawiajacy stezenie neuroprzekaznikow w strukturach, ktére istotnie
statystycznie wplywaja na przebyty dystans w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej we wszystkich
grupach morfinowych.
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Analiza neurochemii z wykorzystaniem algorytmu Boruta badanej pod katem

istotnosci wzgledem pokonanego dystansu w czasie trwania testu odpowiedzi kontekstowe;j

wykazala monoaminy, aminokwasy i metabolity neuroprzekaznikow istotne statystycznie

we wszystkich badanych strukturach (rys. 13). Sa to:

1.

W ciele migdalowatym: B-alanina, kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC),
kwas y-aminomastowy (GABA), glicyna, glutamina, noradrenalina, tauryna i
serotonina. W jadrze pollezacym statystycznie istotnymi okazaly si¢: B-alanina,
dopamina, glutamina, noradrenalina, serotonina, kwas homowanilinowy (HVA) i
kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA).

W jadrze péllezacym: B-alanina, dopamina, glutamina, noradrenalina, serotonina,
kwas homowanilinowy (HVA) i kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA).

W prazkowiu: [-alanina, DOPAC, dopamina, 3-metoksytyramina (3-MT),
glutamina, tauryna, serotonina, kwas homowanilinowy (HVA) i kwas 5-
hydroksyindolooctowy (5-HIAA).

W  polu brzusznym nakrywki: L-alanina, [-alanina, dopamina, 3-MT,
noradrenalina, serotonina i kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA).

W  przysrodkowej korze przedczolowej: L-alanina, DOPAC, glutamina,
noradrenalina, tauryna, sarkozyna, serotonina i kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-
HIAA).

W hipokampie: L-alanina, DOPAC, glicyna, glutamina, noradrenalina, tauryna i
serotonina.

W korze retrosplenialnej: f-alanina, DOPAC, glicyna, glutamina, noradrenalina,

tauryna i serotonina.
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Neurochemia istotna dla dystansu w grupach bez ingerencji
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Rys. 14. Wykresy przedstawiajace stezenie neuroprzekaznikéw w strukturach, ktore istotnie
statystycznie wplywaja na przebyty dystans w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej (A) w grupach,
ktore nie podlegaly modyfikacjom serotoninergicznym, oraz (B) w grupach, ktére nie podlegaly

modyfikacjom glutaminianergicznym.
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W grupach, w ktérych nie stosowano modyfikacji chemogenetycznych w obrebie

systemu neurotransmisji serotoninergicznej monoaminami, aminokwasami i metabolitami

neuroprzekaznikéw statystycznie istotnymi wzglgdem dystansu przebytego w czasie

trwania testu odpowiedzi kontekstowej okazaly si¢ (rys. 14 A):

1.
2.
3.

W ciele migdalowatym: glicyna, glutamina i tauryna.

W jadrze pollezacym: glutaminian, glutamina i tauryna.

W prazkowiu: L-alanina, B-alanina, kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC),
kwas y-aminomastowy (GABA), glutamina i tauryna,

W polu brzusznym nakrywki: 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikol (MHPG) i
kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA).

W przysrodkowej korze przedczolowej: L-alanina, glutaminian, glutamina i
tauryna.

W hipokampie: L-alanina, $-alanina, glutamina i tauryna.

W korze retrosplenialnej: B-alanina, glutaminian, glutamina i sarkozyna.

Natomiast analiza w grupach, w ktéorych nie stosowano modyfikacji

chemogenetycznych w  obrebie systemu neurotransmisji  glutaminianergicznej

monoaminami, aminokwasami i metabolitami neuroprzekaznikow statystycznie istotnymi

pod katem dystansu przebytego w czasie trwania testu odpowiedzi kontekstowej sa (rys. 14

B):

1.

A

W ciele migdalowatym: kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC), glicyna,
tauryna i serotonina.

W jadrze pollezacym: noradrenalina i kwas homowanilinowy (HVA).

W prazkowiu: B-alanina, glutamina, tauryna i HVA.

W polu brzusznym nakrywki: glutamina, tauryna i HVA.

W  przysrodkowej korze przedczolowej: [-alanina, glutamina, tauryna i
serotonina.

W hipokampie: -alanina, glutamina, tauryna i serotonina.

W korze retrosplenialnej: DOPAC, glutamina i tauryna.
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4.3. Analiza neurochemii w badanych strukturach moézgowych

Analiza poziomu neuroprzekaznikow pomiedzy grupami wykazata nastgpujace rdéznice w
badanych strukturach.

4.3.1. Neurochemia ciala migdalowatego
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Rys. 15. Rozklady stezenia serotoniny w ciele migdalowatym w badanych grupach. Podano “warto$ci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.

Serotonina (rys. 15):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roéznicy w poziomie serotoniny w ciele
migdalowatym miedzy grupa kontroli morfinowej a grupa kontroli solnej W poréwnaniu
do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu
serotoniny w ciele migdalowatym w nastepujacych czterech grupach: "S5-HT-" (p<0,001),
"S-HT+" (p<0,001), "Glu-5-HT-" (p=0,01) i "Glu+" (p<0,05).
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Rys. 16. Rozklady stezenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w ciele migdalowatym w
badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.

Kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA) (rys. 16):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie S-HIAA w ciele migdatlowatym
pomiedzy grupami kontroli morfinowej 1 kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 5-HIAA w
ciele migdatowatym w grupie "5-HT+" (p<0,05). Natomiast, istotny statystycznie wzrost
poziomu 5-HIAA w ciele migdatowatym zaobserwowano w trzech grupach: "Glu-5-HT+"
(p<0,01), "Glut" (p=0,01) 1 "Glu+5-HT-" (p<0,05) w stosunku do grupy kontrolnej

morfinowe;j.
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Rys. 17. Rozklady stezenia glutaminianu w ciele migdalowatym w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla roéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glutaminian (rys. 17):

W poréwnaniu do grupy kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001)
spadek poziomu glutaminianu w ciele migdalowatym w grupie kontroli morfinowej. W
grupie "S-HT-" (p=0,05) zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu
glutaminianu w ciele migdatowatym w stosunku do kontroli morfinowej. Natomiast, w
porownaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
poziomu glutaminianu w ciele migdalowatym w pigciu grupach: "Glu-" (p<0,01), "Glu-5-

HT+" (p<0,001), "Glu+" (p=0,001), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,001).

84



p=0.0003

p=0.003
p=4e-05
p=0.0004
L]

2"

Kontrola  Kontrola 5-HT- 5-HT+ Glu-  Glu-5-HT- Glu-5-HT+  Glu+  Glus5-HT- Glu+5-HT+
solna morfinowa

-
[+2]
'

-
N
'

o
=]
'

Stezenie glicyny w ciele migdatowatym [umol/g]

Grupy

Rys. 18. Rozklady stezenia glicyny w ciele migdalowatym w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glicyna (rys. 18):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie glicyny w ciele migdatowatym
migdzy grupa kontroli morfinowej a grupa kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotnie statystyczny wzrost poziomu glicyny w
ciele migdalowatym w nastepujacych czterech grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+"
(p<0,001), "Glu-" (p<0,01) i "Glu+" (p<0,001).
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Rys. 19. Rozklady stezenia sarkozyny w ciele migdalowatym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.

Sarkozyna (rys. 19):

Nie stwierdzono statystycznie istotnej rdéznicy w poziomie sarkozyny w ciele
migdalowatym pomig¢dzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W stosunku do
kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu sarkozyny w

ciele migdatowatym zaobserwowano w dwoch grupach "Glu-" (p<0,01) i "Glu+" (p<0,05).
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Rys. 20. Rozklady stezenia dopaminy w ciele migdalowatym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.

Dopamina (rys. 20):

W poroéwnaniu do grupy kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01)
spadek poziomu dopaminy w ciele migdalowatym w grupie kontroli morfinowej. W
poréwnaniu do kontroli morfinowej w grupie "5-HT-" (p=0,01) zaobserwowano istotny
statystycznie spadek poziomu dopaminy w ciele migdatowatym. Natomiast, istotny
statystycznie wzrost poziomu dopaminy w ciele migdatowatym zaobserwowano w trzech
grupach: "Glu-5-HT+" (p<0,001), "Glu+5-HT-" (p<0,01) i "Glu+5-HT+" (p<0,05) w

stosunku do grupy kontrolnej morfinowe;.

87



80- p=0.001

60~
p=0.002

p=0.001
p=0.006 i

40~ .

: - i & 69
-+-*— ,

Kontrola  Kontrola 5-HT- 5-HT+ Glu-  Glu-5-HT- GIu-5-HT+  Glu+  Glu+5-HT- Glu+5-HT+
solna morfinowa

20~

Stezenie 3-MT w ciele migdatowatym [ng/g]

Grupy

Rys. 21. Rozklady stezenia 3-metoksytyraminy (3-MT) w ciele migdalowatym w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

3-metoksytyramina (3-MT) (rys. 21):

W poréwnaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) spadek
poziomu 3-MT w ciele migdatlowatym w grupie kontroli morfinowej. W czterech grupach:
"Glu-5-HT+" (p=0,001), "Glut+" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p=0,001) i "Glu+5-HT+"
(p<0,01) zaobserwowano statystycznie istotny wzrost poziomu 3-MT w ciele

migdalowatym w poréwnaniu do kontroli morfinowe;.
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Rys. 22. Rozklady stezenia kwasu y-aminomaslowego (GABA) w ciele migdalowatym w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Kwas y-aminomastowy (GABA) (rys. 22):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie GABA w ciele migdatlowatym
miedzy grupg kontroli morfinowej a grupa kontroli solnej. W stosunku do grupy kontrolnej
morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu GABA w ciele
migdatowatym w trzech nastepujacych grupach: "S-HT-" (p<0,01), "5-HT+" (p<0,01) i
"Glut" (p<0,01).
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Rys. 23. Rozklady stezenia noradrenaliny w ciele migdalowatym w badanych grupach. Podano

“warto$ci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Noradrenalina (rys. 23):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie noradrenaliny w ciele
migdalowatym pomigdzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W poréwnaniu do
kontroli morfinowej istotnie statystyczny spadek poziomu noradrenaliny w ciele
migdatowatym zaobserwowano w dwoéch grupach: "S-HT-" (p<0,01) 1 "5-HT+" (p<0,01).
Natomiast, w grupie "Glu+5-HT-" (p=0,01) zaobserwowano istotny statystycznie wzrost

poziomu noradrenaliny w ciele migdatowatym w stosunku do kontroli morfinowe;.
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4.3.2. Neurochemia jadra pollezacego
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Rys. 24. Rozklady stezenia serotoniny w jadrze pollezacym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.

Serotonina (rys. 24):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy w poziomie serotoniny w jadrze potlezacym
mie¢dzy grupa kontroli morfinowej a grupa kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu serotoniny w
jadrze potlezacym w stosunku do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano w czterech
nastepujacych grupach: "S-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,001), “Glu-" (p=0,01) 1 "Glu+"
(p=0,01). Natomiast, w grupie "Glu+5-HT-" (p<0,05), zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost poziomu serotoniny w jadrze potlezacym w stosunku do grupy

kontrolnej morfinowe;.
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Rys. 25. Rozklady stezenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w jadrze pélezacym w
badanych grupach. Podano “wartosci p” dla rdéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.

Kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA) (rys. 25):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy w poziomie 5-HIAA w jadrze potlezacym
pomiedzy grupami kontroli morfinowej 1 kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 5-HIAA w
jadrze potlezacym w trzech grupach: "5-HT-" (p=0,001), "5-HT+" (p<0,01) i "Glu-5-HT-
" (p=0,01). Natomiast w grupie "Glu-5-HT+" (p=0,01) zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost poziomu 5-HIAA w jadrze potlezacym w stosunku do kontroli

morfinowe;j.
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Rys. 26. Rozklady stezenia glutaminianu w jadrze péllezacym w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla rdéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glutaminian (rys. 26):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek poziomu glutaminianu w jadrze
potlezacym w grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do kontroli solnej. W poréwnaniu
do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu
glutaminianu w jadrze potlezacym w pieciu grupach: "Glu-" (p=0,05), "Glu-5-HT+"
(p<0,01), "Glut+" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p=0,01).
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Rys. 27. Rozklady stezenia glicyny w jadrze péllezacym w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glicyna (rys. 27):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie glicyny w jadrze pollezacym
pomiedzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W stosunku do grupy kontrolnej
morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu glicyny w jadrze

potlezacym w dwoéch grupach: "5-HT-" (p=0,01) i "Glu+" (p<0,05).
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Rys. 28. Rozklady stezenia sarkozyny w jadrze péllezacym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.

Sarkozyna (rys. 28):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) wzrost poziomu sarkozyny w jadrze
potlezacym w grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do kontroli solnej. W stosunku do
kontroli morfinowej zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu sarkozyny w
jadrze potlezacym pigciu grupach: "S5-HT-" (p<0,05), "Glu-" (p<0,05), "Glu-5-HT-"
(p=0,01), "Glu+5-HT-" (p=0,01) i "Glu+5-HT+" (p=0,05).
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Rys. 29. Rozklady stezenia dopaminy w jadrze pollezacym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Dopamina (rys. 29):

W poroéwnaniu do grupy kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05)
spadek poziomu dopaminy w jadrze potlezacym w grupie kontroli morfinowej. W stosunku
do kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu dopaminy w
jadrze poltlezacym w trzech grupach: "S5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,01) i "Glu-"
(p<0,05), natomiast wzrost w trzech grupach: "Glu-5-HT+" (p=0,05), "Glu+5-HT-"
(p<0,01) i "Glu+5-HT+" (p<0,01).
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Rys. 30. Rozklady stezenia 3-MT w jadrze pollezacym w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

3-metoksytyramina (3-MT) (rys. 30):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) spadek poziomu 3-MT w jadrze potlezacym
w grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do kontroli solnej. W stosunku do kontroli
morfinowej zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu 3-MT w jadrze
potlezacym w dwoch grupach: "S-HT-" (p<0,001) 1 "5-HT+" (p<0,05). Natomiast, w
grupach "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,001), zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost poziomu 3-MT w jadrze poétlezacym w poréwnaniu do grupy

kontrolnej morfinowe;.
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Rys. 31. Rozklady stezenia GABA w jadrze pollezacym w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Kwas y-aminomastowy (GABA) (rys. 31):

W poréwnaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost
poziomu GABA w jadrze pétlezacym w grupie kontroli morfinowej. W grupie "Glu+"
zaobserwowano statystycznie istotny (p<0,05) spadek poziomu GABA w jadrze

potlezacym w stosunku do grupy kontrolnej morfinowe;.
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Stezenie noradrenaliny w jadrze potlezacym [ng/g]
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Rys. 32. Rozklady stezenia noradrenaliny w jadrze péllezacym w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla rdéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Noradrenalina (rys. 32):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost poziomu noradrenaliny w jadrze
potlezacym w grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do kontroli solnej. W poréwnaniu
do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu
noradrenaliny w jadrze potlezacym w szes$ciu grupach: "S5-HT-" (p<0,001), "5-HT+"
(p<0,001), "Glu-" (p<0,01), "Glu-5-HT-" (p=0,01), "Glut" (p=0,001) i "Glu+5-HT+"
(p<0,05).
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4.3.3. Neurochemia prazkowia
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Rys. 33. Rozklady stezenia serotoniny w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Serotonina (rys. 33):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie serotoniny w prazkowiu
pomiedzy grupami kontroli morfinowej 1 kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu serotoniny w
prazkowiu w trzech grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,001) i "Glu-" (p=0,01),
natomiast, wzrost w dwoch grupach: "Glu-5-HT+" (p=0,05) i " Glu+5-HT-"" (p<0,05).
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Rys. 34. Rozklady stezenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w prazkowiu w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA) (rys. 34):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie r6znicy w poziomie 5S-HIAA w prazkowiu pomi¢dzy
grupa kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy kontrolnej
morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 5-HIAA w prazkowiu

w trzech grupach: "5-HT-" (p=0,001), "5-HT+" (p<0,01) i "Glu-5-HT-" (p=0,01).
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Rys. 35. Rozklady stezenia glutaminianu w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glutaminian (rys. 35):

W poréwnaniu do kontroli solnej zaobserwowano statystycznie istotny (p<0,001) spadek
poziomu glutaminianu w prazkowiu w grupie kontroli morfinowej. W poréwnaniu do
grupy kontrolnej morfinowej istotny statystycznie wzrost poziomu glutaminianu w
prazkowiu zaobserwowano w trzech grupach: "Glu+" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001)
1 "Glu+5-HT+" (p<0,05).
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Rys. 36. Rozklady stezenia glicyny w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glicyna (rys. 36):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost poziomu glicyny w prazkowiu w
grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do grupy kontroli solnej. W poréwnaniu do
grupy kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu glicyny
w prazkowiu w dwoch grupach: "Glu-5-HT-" (p<0,01) i "Glu+5-HT+" (p<0,01),

natomiast wzrost w grupie "S-HT-" (p<0,05).
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Rys. 37. Rozklady stezenia sarkozyny w prazkowiu w badanych grupach.

Sarkozyna (rys. 37):
Nie stwierdzono istotnej statystycznie roéznicy w poziomie sarkozyny w prazkowiu

pomiedzy grupami.
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Rys. 38. Rozklady stezenia dopaminy w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Dopamina (rys. 38):

W poroéwnaniu do grupy kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05)
spadek poziomu dopaminy w prazkowiu w grupie kontroli morfinowej. W stosunku do
grupy kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu
dopaminy w prazkowiu w czterech grupach: "5-HT-" (p=0,01), "5-HT+" (p<0,01), "Glu-
" (p=0,01) i "Glu+" (p<0,05), natomiast wzrost w trzech grupach: "Glu-5-HT+" (p<0,001),
"Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,01).
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Rys. 39. Rozklady stezenia 3-MT w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla roéznic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

3-metoksytyramina (3-MT) (rys. 39):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie 3-MT w prazkowiu migdzy
grupa kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. W poréwnaniu do kontroli morfinowe;j
zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu 3-MT w prazkowiu w trzech
grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,001) i "Glu-" (p<0,01), oraz wzrost w trzech
grupach: "Glu-5-HT+" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,01).
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Rys. 40. Rozklady stezenia GABA w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla roéznic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Kwas y-aminomastowy (GABA) (rys. 40):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) wzrost poziomu GABA w prazkowiu w
grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do kontroli solnej. W stosunku do grupy
kontrolnej morfinowej istotnie statystyczny spadek poziomu GABA w prazkowiu
zaobserwowano w sze$ciu grupach: "Glu-" (p<0,01), "Glu-5-HT-" (p<0,01), "Glu-5-HT+"
(p=0,001), "Glut" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,001).
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Rys. 41. Rozklady stezenia noradrenaliny w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Noradrenalina (rys. 41):

Nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy w poziomie noradrenaliny w prazkowiu
pomiedzy grupami kontroli morfinowej 1 kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu

noradrenaliny w prazkowiu w grupie "5-HT+" (p=0,05).
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4.3.4. Neurochemia pola brzusznego nakrywki
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Rys. 42. Rozklady stezenia serotoniny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano

“wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Serotonina (rys. 42):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie serotoniny w polu brzusznym
nakrywki migdzy grupa kontroli morfinowe;j i grupa kontroli solnej. W stosunku do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu serotoniny w
polu brzusznym nakrywki w czterech grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,001),
"Glu-" (p=0,01) i "Glut".
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Rys. 43. Rozklady stezenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w polu brzusznym nakrywki
w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolne;j

morfinowej.

Kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA) (rys. 43):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie 5-HIAA w polu brzusznym
nakrywki pomiedzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. Istotny statystycznie
spadek poziomu 5-HIAA w polu brzusznym nakrywki w poréwnaniu do grupy kontrolnej
morfinowej zaobserwowano w szesciu grupach: "5-HT-" (p=0,001), "5-HT+" (p<0,05),
"Glu-" (p<0,01), "Glu-5-HT-" (p<0,01), "Glu+" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p=0,001).
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Rys. 44. Rozklady stezenia glutaminianu w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano

“wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glutaminian (rys. 44):

W poréwnaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek
poziomu glutaminianu w polu brzusznym nakrywki w grupie kontroli morfinowe;j. Istotny
statystycznie wzrost poziomu glutaminianu w polu brzusznym nakrywki zaobserwowano
w pigciu grupach: "Glu-" (p<0,01), "Glu-5-HT+" (p<0,01), "Glu+" (p<0,001), " Glu+5-
HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,05), w poréownaniu do grupy kontrolnej

morfinowe;j.
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Rys. 45. Rozklady stezenia glicyny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla roéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glicyna (rys. 45):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdéznicy w poziomie glicyny w polu brzusznym
nakrywki miedzy grupg kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. W stosunku do grupy
kontrolnej morfinowej w grupie "Glu+5-HT+" (p=0,01) zaobserwowano statystycznie
istotny spadek poziomu glicyny w polu brzusznym nakrywki, natomiast wzrost w grupie

"5-HT-" (p<0,05).
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Rys. 46. Rozklady stezenia sarkozyny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano

“warto$ci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Sarkozyna (rys. 46):

W poroéwnaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost
poziomu sarkozyny w polu brzusznym nakrywki w grupie kontroli morfinowej. Istotny
statystycznie spadek poziomu sarkozyny w polu brzusznym nakrywki w poréwnaniu do
grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano w trzech grupach: "Glu-5-HT+" (p<0,05),

"Glu+5-HT-" (p<0,05) i "Glu+5-HT+" (p=0,001).
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Rys. 47. Rozklady stezenia dopaminy w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano

“warto$ci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Dopamina (rys. 47):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) spadek poziomu dopaminy w polu
brzusznym nakrywki w grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do kontroli solnej. W
trzech grupach: "5-HT-" (p=0,001), "5-HT+" (p<0,05) i "Glu+" (p<0,05), zaobserwowano
istotny statystycznie spadek poziomu dopaminy w polu brzusznym nakrywki w stosunku
do kontroli morfinowej. Natomiast, istotny statystycznie wzrost poziomu dopaminy w polu
brzusznym nakrywki zaobserwowano w trzech grupach: "Glu-5-HT+" (p<0,01), " Glu+5-
HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. 48. Rozklady stezenia 3-MT w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla rdéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

3-metoksytyramina (3-MT) (rys. 48):

W poréwnaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p=0,01) spadek
poziomu 3-MT w polu brzusznym nakrywki w grupie kontroli morfinowej. W stosunku do
kontroli morfinowej zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu 3-MT w polu
brzusznym nakrywki w dwoch grupach: "5-HT-" (p<0,01) i "5-HT+" (p=0,05), oraz
wzrost w trzech grupach: "Glu-5-HT+" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-
HT+" (p<0,05).
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Stezenie GABA w polu brzusznym nakrywki [umol/g]
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solna morfinowa

Grupy

Rys. 49. Rozklady stezenia GABA w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach.

Kwas y-aminomastowy (GABA) (rys. 49):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie GABA w polu brzusznym

nakrywki pomi¢dzy grupami.
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Rys. 50. Rozklady stezenia noradrenaliny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano

“warto$ci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Noradrenalina (rys. 50):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdéznicy w poziomie noradrenaliny w polu
brzusznym nakrywki pomi¢dzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W dwodch
grupach: "5-HT-" (p<0,01) i "5-HT+" (p<0,01), zaobserwowano istotny statystycznie
spadek poziomu noradrenaliny w polu brzusznym nakrywki w stosunku do kontroli
morfinowej. Natomiast istotny statystycznie wzrost poziomu noradrenaliny w polu
brzusznym nakrywki w poréwnaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano w

grupach "Glu-5-HT+" (p<0,05) i "Glu+5-HT-" (p=0,05).
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4.3.5. Neurochemia przysrodkowej kory przedczolowej
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Rys. 51. Rozklady stezenia serotoniny w przySrodkowej korze przedczolowej w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Serotonina (rys. 51):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie serotoniny w przysrodkowe;j
korze przedczotowej migdzy grupa kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. W
porownaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek
poziomu serotoniny w przysrodkowej korze przedczotowej w dwoch grupach: "S-HT-"

(p<0,001) i "5-HT+" (p<0,01), natomiast wzrost w grupie "Glu+5-HT-" (p<0,05).

118



1600 -

1200 -

p=0.01 p=0.01
L
- =

Kon;rola Kon;rola S-PliT- 5-rliT+ Gllu- Glu-SI-HT- Glu-Sl-HT+ Gl'u+ GIu+5I—HT— Glu+5l-HT+
solna morfinowa

Stezenie 5-HIAA w przysrodkowej korze przedczotowej [ng/g)

Grupy

Rys. 52. Rozklady stezenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w przysrodkowej korze
przedczolowej w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic istotnych statystycznie wzgledem

grupy kontrolnej morfinowe;.

Kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA) (rys. 52):

W grupie kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) wzrost
poziomu 5-HIAA w przysrodkowej korze przedczolowej w poroéwnaniu do kontroli solne;.
Istotny statystycznie spadek poziomu 5-HIAA w przysrodkowej korze przedczolowej w
poréwnaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano w czterech grupach: "S-HT-

" (p=0,001), "S-HT+" (p=0,01), "Glu-5-HT-" (p=0,01) i "Glu+5-HT+" (p=0,01).

119



S p=0.002
c :
= — p=7e-05
2 NE i p=0.008
£ :
)
g
S
-8 15-
N
Q
@
N
e
)
3
[e]
ah
R
©10-
2 p=0.02
[e%
=
=1
C
o
€
£
S
B 51
[} L 't
c
(]
‘N
jod .
(/)]
Kontrola ~ Kontrola  5-HT- 5-HT+ Glu-  Glu-5-HT- Glu-5-HT+  Glu+  Glu+5-HT—- Glu+5-HT+
solna morfinowa
Grupy

Rys. 53. Rozklady stezenia glutaminianu w przy$rodkowej korze przedczolowej w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glutaminian (rys. 53):

W poréwnaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek
poziomu glutaminianu w przysrodkowej korze przedczolowej w grupie kontroli
morfinowej. W grupie "5-HT+" (p<0,05) zaobserwowano istotny statystycznie spadek
poziomu glutaminianu w przysrodkowej korze przedczotowej w stosunku do grupy
kontrolnej morfinowej. Natomiast istotny statystycznie wzrost poziomu glutaminianu w
przysrodkowej korze przedczotowej w poréwnaniu do grupy kontrolnej morfinowe;j
zaobserwowano w trzech grupach: "Glu+" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-
HT+" (p<0,01).
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Rys. 54. Rozklady stezenia glicyny w przysSrodkowej korze przedczolowej w badanych grupach. Podano

“warto$ci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glicyna (rys. 54):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie glicyny w przysrodkowej korze
przedczotowej pomiedzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W stosunku do
grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu
glicyny w przysrodkowej korze przedczotowej w czterech grupach: "Glu-5-HT-"

(p<0,001), "Glu-5-HT+" (p<0,05), "Glu+5-HT-" (p<0,05) i "Glu+5-HT+" (p=0,01).
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Grupy

Rys. 55. Rozklady stezenia sarkozyny w przysrodkowej korze przedczolowej w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Sarkozyna (rys. 55):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie sarkozyny w przysrodkowe;j
korze przedczotowej migdzy grupa kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. Istotnie
statystyczny spadek poziomu sarkozyny w przysrodkowej korze przedczotowej w
porownaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano w czterech grupach: "S-HT-

" (p<0,05), "S-HT+" (p<0,01), "Glu-" (p<0,01) i "Glu+" (p<0,05).
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Grupy

Rys. 56. Rozklady stezenia dopaminy w przysrodkowej korze przedczolowej w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Dopamina (rys. 56):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy w poziomie dopaminy w przysrodkowe;j
korze przedczotowej pomigdzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W
porownaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek
poziomu dopaminy w przysrodkowej korze przedczolowej w dwoch grupach: "S5-HT-"

(p<0,01) i "5-HT+" (p<0,05), natomiast wzrost w grupie "Glu-5-HT+" (p<0,05).
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Rys. 57. Rozklady stezenia 3-MT w przysSrodkowej korze przedczolowej w badanych grupach. Podano

“warto$ci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

3-metoksytyramina (3-MT) (rys. 57):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie 3-MT w przysrodkowej korze
przedczotowej migdzy grupa kontroli morfinowej i grupg kontroli solnej. W stosunku do
kontroli morfinowej statystycznie istotny wzrost poziomu 3-MT w przysrodkowej korze

przedczolowej zaobserwowano w grupach "Glu-" (p<0,001) i "5-HT+" (p<0,001).
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Rys. 58. Rozklady stezenia GABA w przysrodkowej korze przedczolowej w badanych grupach. Podano

“warto$ci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Kwas y-aminomastowy (GABA) (rys. 58):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) wzrost poziomu GABA w przysrodkowe;j
korze przedczotowej w grupie kontroli morfinowej w pordwnaniu do kontroli solnej. W
poréwnaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek
poziomu GABA w przysrodkowej korze przedczotowej w czterech grupach: "Glu-"
(p=0,001), "Glu-5-HT-" (p<0,05), "Glu-5-HT+" (p<0,01), "Glu+" (p<0,01), "Glu+5-HT-
" (p=0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,001).
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Rys. 59. Rozklady stezenia noradrenaliny w przysrodkowej korze przedczolowej w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Noradrenalina (rys. 59):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie r6znicy w poziomie noradrenaliny w przysrodkowe;j
korze przedczotowej pomigdzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W
porownaniu do kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu
noradrenaliny w przysrodkowej korze przedczotowej w grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-
HT+" (p<0,001) i "Glu+" (p=0,05). Natomiast, istotny statystycznie wzrost poziomu
noradrenaliny w przysrodkowej korze przedczotowej w stosunku do grupy kontrolnej

morfinowej zaobserwowano w grupach: "Glu-5-HT+" (p<0,05) i "Glu+5-HT-" (p<0,01).
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4.3.6. Neurochemia hipokampa

600~ .

p=0.003

Stezenie serotoniny w hipokampie [ng/g]

p=3e-05
0- . ' ' ' . . ' ' . .
Kontrola Kontrola 5-HT- 5-HT+ Glu- Glu-5-HT- Glu-5-HT+ Glu+ Glu+5-HT- Glu+5-HT+

solna morfinowa

Grupy

Rys. 60. Rozklady stezenia serotoniny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Serotonina (rys. 60):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdéznicy w poziomie serotoniny w hipokampie
mie¢dzy grupa kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu serotoniny w

hipokampie w dwoch grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,01).
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Rys. 61. Rozklady stezenia kwasu S-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w hipokampie w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA) (rys. 61):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie 5-HIAA w hipokampie
pomiedzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W trzech grupach: "Glu-"
(p<0,01), "Glu-5-HT+" (p=0,01) i "Glu+" (p<0,01), zaobserwowano istotnie statystyczny

wzrost poziomu 5-HIAA w hipokampie w stosunku do grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. 62. Rozklady stezenia glutaminianu w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.

Glutaminian (rys. 62):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek poziomu glutaminianu w
hipokampie w grupie kontroli morfinowej w porownaniu do kontroli solnej. W stosunku
do grupy kontrolnej morfinowej istotny statystycznie wzrost poziomu glutaminianu w
hipokampie zaobserwowano w pigciu grupach: "Glu-" (p<0,01), "Glu-5-HT+" (p<0,01),
"Glut" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p=0,001).
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Rys. 63. Rozklady stezenia glicyny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla r6znic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glicyna (rys. 63):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie glicyny w hipokampie mi¢dzy
grupa kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy kontrolnej
morfinowej istotny statystycznie spadek poziomu glicyny w hipokampie zaobserwowano

w trzech grupach: "5-HT-" (p<0,05), "5-HT+" (p<0,05) i "Glu+" (p=0,01).
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Rys. 64. Rozklady stezenia sarkozyny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Sarkozyna (rys. 64):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie sarkozyny w hipokampie
pomiedzy grupami kontroli morfinowej 1 kontroli solnej. W stosunku do kontroli
morfinowej istotny statystycznie spadek poziomu sarkozyny w hipokampie
zaobserwowano w sze$ciu grupach: "S-HT-" (p=0,01), "Glu-" (p<0,01), "Glu-5-HT-"
(p=0,05), "Glu-5-HT+" (p<0,05), "Glu+" (p=0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,01).
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Rys. 65. Rozklady stezenia dopaminy w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Dopamina (rys. 65):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roéznicy w poziomie dopaminy w hipokampie
mie¢dzy grupa kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej istotny statystycznie wzrost poziomu dopaminy w hipokampie

zaobserwowano w dwoéch grupach: "Glu-" (p<0,01) 1 "Glu+" (p<0,05).
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Rys. 66. Rozklady stezenia 3-MT w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla roéznic

istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;j.

3-metoksytyramina (3-MT) (rys. 66):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie 3-MT w hipokampie pomi¢dzy
grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W stosunku do kontroli morfinowej istotny
statystycznie wzrost poziomu 3-MT w hipokampie zaobserwowano w trzech grupach: "'5-

HT-" (p<0,05), "S-HT+" (p<0,05) i "Glu-" (p<0,05).
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Rys. 67. Rozklady stezenia GABA w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Kwas y-aminomastowy (GABA) (rys. 67):

W poréwnaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p=0,05) wzrost
poziomu GABA w hipokampie w grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do kontroli
solnej. W poréwnaniu do grupy kontrolnej morfinowej istotny statystycznie spadek
poziomu GABA w hipokampie zaobserwowano w trzech grupach: "Glu-" (p<0,05), "Glu-

5-HT+" (p<0,05) i "Glu+" (p<0,05).
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Rys. 68. Rozklady stezenia noradrenaliny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

Noradrenalina (rys. 68):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie noradrenaliny w hipokampie
mie¢dzy grupa kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. W poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej istotny statystycznie spadek poziomu noradrenaliny w hipokampie
zaobserwowano w trzech grupach: "S-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,001) i "Glu+"
(p<0,05). Natomiast w grupie "Glu+5-HT-" (p=0,01) zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost poziomu noradrenaliny w hipokampie w stosunku do grupy kontrolnej

morfinowe;j.
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4.3.7. Neurochemia kory retrosplenialnej
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Rys. 69. Rozklady stezenia serotoniny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla rdéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Serotonina (rys. 69):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie serotoniny w korze
retrosplenialnej pomigdzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W poréwnaniu
do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu
serotoniny w korze retrosplenialnej w trzech grupach: "S-HT-" (p<0,001), "5-HT+"
(p<0,01) i "Glu+" (p<0,05), natomiast wzrost w grupach: "Glu+5-HT-" (p<0,01) i
"Glu+5-HT+" (p=0,05).
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Rys. 70. Rozklady stezenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w korze retrosplenialnej w
badanych grupach. Podano “wartosci p” dla rdéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.

Kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA) (rys. 70):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie ro6znicy w poziomie 5-HIAA w korze
retrosplenialnej migdzy grupa kontroli morfinowej i grupa kontroli solnej. Istotnie
statystyczny wzrost poziomu 5-HIAA w korze retrosplenialnej w poréwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej zaobserwowano w sze$ciu grupach: "5-HT+" (p<0,05), "Glu-"

(p<0,001), "Glu-5-HT-" (p<0,05), "Glu-5-HT+" (p<0,001) i "Glu+5-HT-" (p<0,001).
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Rys. 71. Rozklady stezenia glutaminianu w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano

“warto$ci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Glutaminian (rys. 71):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek poziomu glutaminianu w korze
retrosplenialnej w grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do kontroli solnej. W
porownaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
poziomu glutaminianu w korze retrosplenialnej w grupach: "Glu-" (p=0,001), "Glu-5-HT+"

(p<0,01), "Glu+" (p<0,001), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p=0,001).

138



p=0.004
16- p=0.005
p=0.02

L]
12 p=0.007
a
08-
L
‘ | | | | p=0.008

- -

Kontrola  Kontrola 5-HT- 5-HT+ Glu-  Glu-5-HT- Glu-5-HT+  Glu+  Glu+5-HT— Glu+5-HT+
solna morfinowa

Stezenie glicyny w korze retrosplenialnej [umol/g]

0.4-

Grupy

Rys. 72. Rozklady stezenia glicyny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.

Glicyna (rys. 72):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w poziomie glicyny w korze retrosplenialne;j
pomiedzy grupami kontroli morfinowej 1 kontroli solnej. W stosunku do kontroli
morfinowej grupie "Glu+5-HT+" (p<0,01) zaobserwowano statystycznie istotny spadek
poziomu glicyny w korze retrosplenialnej. Natomiast, w czterech grupach: "S-HT-"
(p<0,01), "5-HT+" (p<0,01), "Glu-" (p<0,01) i "Glu+" (p<0,05), zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost poziomu glicyny w korze retrosplenialnej w stosunku do grupy

kontrolnej morfinowe;.
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Rys. 73. Rozklady stezenia sarkozyny w Korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla roéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Sarkozyna (rys. 73):

W poréwnaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost
poziomu sarkozyny w korze retrosplenialnej w grupie kontroli morfinowej. W stosunku do
kontroli morfinowej istotny statystycznie spadek poziomu sarkozyny w korze
retrosplenialnej zaobserwowano w czterech grupach: "5-HT-" (p<0,05), "Glu+" (p<0,01),
"Glu+5-HT-" (p=0,008) i "Glu+5-HT+" (p<0,05).
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Rys. 74. Rozklady stezenia dopaminy w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla rdéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Dopamina (rys. 74):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdéznicy w poziomie dopaminy w korze
retrosplenialnej mi¢dzy grupa kontroli morfinowej i grupg kontroli solnej. W poréwnaniu
do kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu dopaminy w
korze retrosplenialnej w grupie "S-HT-" (p<0,01), natomiast wzrost w grupach "Glu-"

(p<0,01) i "Glu-5-HT-" (p=0,01).
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Rys. 75. Rozklady stezenia 3-MT w korze retrosplenialnej w badanych grupach.

3-metoksytyramina (3-MT) (rys. 75):
Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w poziomie 3-MT w korze retrosplenialne;j

pomiedzy grupami.
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Rys. 76. Rozklady stezenia GABA w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.

Kwas y-aminomastowy (GABA) (rys. 76):

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost poziomu GABA w korze
retrosplenialnej w grupie kontroli morfinowej w poréwnaniu do kontroli solnej. W
stosunku do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek
poziomu GABA w korze retrosplenialnej w dwoch grupach "Glu+5-HT-" (p<0,01) i
"Glu+5-HT+" (p<0,01).
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Rys. 77. Rozklady stezenia noradrenaliny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano

“warto$ci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

Noradrenalina (rys. 77):

Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy w poziomie noradrenaliny w korze
retrosplenialnej pomigdzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W poréwnaniu
do kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu
noradrenaliny w korze retrosplenialnej w trzech grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+"
(p<0,001) 1 "Glu+" (p<0,05), natomiast wzrost w grupach: "Glu-5-HT+" (p=0,001) i
"Glu+5-HT-" (p<0,01).
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4.3.8. Analiza Kkorelacji neuroprzekaznikow w badanych

strukturach
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Rys. 78. Graf korelacji neurochemicznych istotnych na poziomie p=0,01. Czerwone linie ilustruja

negatywne korelacje, natomiast czarne - korelacje pozytywne.
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Na rysunku 78 przedstawiono graf korelacji neurochemicznych wszystkich analizowanych
monoamin i ich metabolitow, neuromodulatorow i aminokwaséw w badanych strukturach.
Graf przedstawia wytacznie korelacje istotne na poziomie p=0,01, czerwone linie ilustruja

korelacje negatywne, natomiast czarne to korelacje pozytywne.
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S. Dyskusja

Gléwnym celem niniejszej rozprawy bylo zbadanie roli ko-transmisji serotoninergicznej i
glutaminanergicznej w ciele migdatowatym, poprzez jej chemogenetyczna dekompozycje,
w kontek$cie zachowan zwigzanych z inkubacja gltodu narkotykowego. Zastosowano
klasyczny model zwierzgcy warunkowania miejsca oraz techniki chemogenetyczne, aby
przeanalizowa¢ wptyw modulacji aktywno$ci neuronow ciata migdalowatego na liczbe
emitowanych wokalizacji ultradzwickowych (USV) oraz przebyty dystans podczas testu
odpowiedzi kontekstowej. Dodatkowo zbadano wpltyw tych modyfikacji na poziomy
monoamin i ich metabolitow, aminokwasow 1 neuromodulatorow w wybranych strukturach
moézgu oraz zaleznosci migdzy uktadami neurochemicznymi, a takze ich zwigzek ze
zmianami behawioralnymi.

Hipoteza dotyczaca roli ko-transmisji serotoninergicznej i glutaminanergicznej w
ciele migdatowatym postawiono w oparciu o wczesniejsze badania, ktore wykazaty
pozytywne korelacje migdzy migdzy poziomem serotoniny w ciele migdatowatym i liczba
apetytywnych wokalizacji ultradzwigkowych emitowanych w trakcie ponownej ekspozycji
na kontekst zwigzany z morfing, po okresie odstawienia. Jednocze$nie, w tym badaniu,
zaobserwowano pozytywna korelacj¢ pomigdzy poziomem serotoniny i glutaminianu w
ciele migdatowatym [136]. Przewidywano, ze co najmniej jedna z zastosowanych
modyfikacji chemogenetycznych, ktorych celem byla dekompozycja ko-transmisji tych
neuroprzekaznikéw, moze istotnie zredukowaé liczbe apetytywnych wokalizacji
ultradzwickowych w odpowiedzi na kontekst zwigzany z podaniem morfiny.
Przypuszczano, ze efekt behawioralny bedzie mial odzwierciedlenie w zmianach

neurochemicznych moézgu.

S5.1. Wplyw manipulacji chemogenetycznych na odpowiedz
kontekstowa mierzona liczba emitowanych wokalizacji

ultradzwi¢kowych

Analiza behawioralna wokalizacji ultradzwigkowych (USV) wykazata wzrost odpowiedzi
kontekstowej u zwierzat z grupy kontroli morfinowej w stosunku do grupy kontroli solne;j
(rys. 8). Odpowiedz kontekstowa mierzono liczba emitowanych USV podczas ponownej
ekspozycji na kontekst zwigzany z podaniem substancji, po okresie odstawienia. Istotno$¢

statystyczna uzyskanego wyniku (p<0,001) wskazuje na silny wplyw morfiny i jej

148



odstawienia na rozwoj odpowiedzi kontekstowej, ilustrujagcej emocjonalny komponent
pozadania, czyli gtéd narkotykowy. Wynik ten jest zgodny z dotychczasowa wiedza na
temat wpltywu opioidow na procesy uczenia si¢ i pamigci [177, 534-536] oraz z
doniesieniami literaturowymi wskazujacymi istotng role inkubacji gtodu narkotykowego w
ekspresji apetytywnych USV po powrocie do kontekstu zwigzanego z podaniem morfiny
[136, 537].

USV u szczurdw czesto interpretowane jako wskaznik stanoéw emocjonalnych.
Przyktadowo, dzwigki z klasy “50-kHz” sa markerem pozytywnych emocji i oczekiwania
nagrody. Wzrost liczby apetytywnych USV w odpowiedzi na kontekst zwigzany z morfing,
po okresie odstawienia, moze §wiadczy¢ o aktywacji mechanizmow neuronalnych lezacych
u podstaw gtodu narkotykowego, odzwierciedlajac antycypacje efektow morfiny [136, 177,
537, 538].

Analiza wokalizacji wykonana w grupach poddanych modyfikacjom
chemogenetycznym wykazala istotny statystycznie spadek liczby epizodow USV w pasmie
apetytywnym, zarejestrowanych w tescie reekspozycji na kontekst zwigzany z podawaniem
morfiny po okresie odstawienia, w grupach "5-HT-" oraz "Glu+5-HT-" (rys. 8), w
poréwnaniu do grupy kontrolnej morfinowej. Obserwowany spadek liczby USV z klasy
“50-kHz” sugeruje, ze modulacja aktywno$ci neuronéw w ciele migdatowatym,
obejmujgca zarowno hamowanie aktywno$ci neurondéw serotoninergicznych (grupa "5-
HT-"), jak i ich hamowanie w polaczeniu ze wzrostem aktywno$ci neuronow
glutaminianergicznych (grupa "Glu+5-HT-"), wplywa na zmniejszenie ekspresji
apetytywnej reakcji behawioralnej wywotanej przez kontekst zwigzany z morfing.
Natomiast, w grupie "Glu+5-HT+" odnotowano istotny statystycznie wzrost liczby
wokalizacji ultradzwickowych w pasmie “50-kHz”. Wyniki te potwierdzajg istotng role ko-
transmisji serotoninergiczno-glutaminianergicznej w modulowaniu reakcji na bodzce
zwigzane z substancjami psychoaktywnymi [136, 498, 521, 525, 528, 539]. Sa réwniez
zgodne z rosnaca liczba dowodow wskazujacych na istotng role ciala migdatowatego w
procesach asocjacyjnego uczenia si¢ zwigzanego z nagroda, w tym z nagroda
farmakologiczng [540-545, 349].

Analiza z wykorzystaniem algorytmu Boruta wykazala, ze wsrod
neuroprzekaznikdw istotnie statystycznie wptywajacych na liczbg emitowanych epizodow
USV byly: serotonina w jadrze potlezacym, glutaminian i kwas dihydroksyfenylooctowy
(DOPAC) w przysrodkowej korze przedczolowej oraz 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikol
(MHPG) w korze retrosplenialnej (rys. 12 A). Ponadto w grupach bez ingerencji w system
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serotoninergiczny istotny statystycznie okazal si¢ wylacznie glutaminian w ciele
migdalowatym, prazkowiu oraz przys$rodkowej korze przedczolowej (rys. 12 B). Natomiast
w grupach bez ingerencji w system glutaminianergiczny istotne statystycznie bytly:
glutaminian w prazkowiu i korze retrosplenialnej oraz sarkozyna w jadrze potlezacym (rys.
12 C).

Zréznicowanie wptywu neuroprzekaznikow na emisje USV w poszczegolnych
grupach, wraz z zaobserwowang nieliniowo$cia w poziomach wokalizacji
ultradzwickowych, wskazuje na ztozono$¢ systemoéw zaangazowanych w funkcje
wyzszego rzedu, szczegolnie w  przypadku grup poddanych modyfikacjom
chemogenetycznym. Sugeruje to, ze proces emisji wokalizacji ultradzwickowych jest
wynikiem zaangazowania wielu struktur i szlakow neurotransmisji. Potencjalne podtoze
neurochemiczne istotnych statystycznie zmian wokalizacji zostanie omowione w punkcie

54.

5.1.1. Relacja miedzy odpowiedzia kontekstowa a ticklingiem

W niniejszym badaniu nie stwierdzono istotnej korelacji (r=0,04 oznacza brak
monotonicznej zalezno$ci) pomiedzy liczba wokalizacji ultradzwigkowych (USV)
emitowanych przez szczury podczas procedury ticklingu a liczba wokalizacji emitowanych
w tescie odpowiedzi kontekstowej (rys. 9). Wynik ten sugeruje brak bezposredniego
zwigzku reaktywnosci na nagradzajace bodzce spoteczne oraz podatno$ci na uzaleznienie
od opioidow.

Badania Ryguly i in. [479] wykazaly, Zze szczury emitujgce wigcej wokalizacji o
czestotliwosci w pasmie “50-kHz” podczas ficklingu, charakteryzuja si¢ bardziej
“optymistycznym” profilem usposobienia. Niemniej, wyniki niniejszego badania
wskazuja, ze indywidualne réznice w charakterze, tj. tendencja do “optymizmu” lub
“pesymizmu”, mierzone reaktywnoscig na tickling, nie przektadaja si¢ bezposrednio na
podatno$¢ na uzaleznienie od opioidéw. Sugeruje to, ze mechanizmy lezace u podstaw
reakcji na przyjemne bodzce naturalne (spoleczne — w przypadku ticklingu) moga by¢
odrebne od tych zaangazowanych w rozwdj uzaleznienia, co jest zgodne z obserwacjami
klinicznymi, wskazujacymi, ze uzaleznienie moze dotkna¢ osoby o réznych typach
osobowosci [546—548].

Emisja wokalizacji w pasmie “50-kHz” podczas obu zachowan, stuzy

prawdopodobnie do ekspresji pozytywnych, lecz odmiennych stanéw emocjonalnych lub
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petni odmienne funkcje. Wokalizacje wywolane przez tickling wiaza si¢ z odczuwaniem
przyjemnosci, zabawg i1 wzmacnianiem wigzi spotecznych [451, 463], podczas gdy
odpowiedz kontekstowa w niniejszym badaniu odzwierciedla pobudzenie zwigzane
potencjalnym podaniem morfiny [475, 549, 136]. Uzyskane wyniki sugeruja, ze oba typy
odpowiedzi USV sg najprawdopodobniej regulowane przez r6zne mechanizmy neuronalne,
a brak korelacji migdzy nimi moze wynika¢ z aktywacji odmiennych obwodéw
neuronalnych zwigzanych z nagroda [550]. Imitujacy zabawe tickling ma silniejsza
komponente spoteczna, podczas gdy odpowiedz kontekstowa jest reakcjg wywotang przez
wskazowki przestrzenne 1 odzwierciedla indywidualne pobudzenie zwigzane z
przywotaniem pamigci o nagrodzie i jej “przewidywaniem”. Emisja USV w obu
przypadkach jest wyrazem apetytywnego pobudzenia emocjonalnego, lecz
prawdopodobnie rdzni si¢ czynnikami, ktére je wywotuja.

Zgodnie literaturg podczas ficklingu istotng rol¢ odgrywa pobudzenie aktywnosci
istoty szarej okotowodociagowej (ang. Periaqueductal gray, PAG) [551] oraz cze$ci kory
somatosensorycznej reprezentujacej tutowie (ang. Trunk somatosensory cortex). Ponadto,
mikrostymulacja tego ostatniego obszaru jest wystarczajaca aby wywotac apetytywne USV
podobne do tych obserwowanych podczas ticklingu u szczurow [552]. Natomiast, w
przypadku wokalizacji ultradzwigkowych emitowanych w odpowiedzi na kontekst
zwigzany z podaniem substancji psychoaktywnych mozna spodziewaé si¢ wigkszego
udziatu struktur zwigzanych z uktadem nagrody [468, 56, 467, 474]. Brak korelacji mozna
réwniez thumaczy¢ aktywacja odrgbnych szlakéw neuronalnych w obrebie uktadu nagrody.
Jest to zbiezne z wynikami badan, ktore wykazaty, ze optogenetyczna stymulacja komoérek
dynorfinergicznych w roéznych podregionach jadra potlezacego (czesci grzbietowej lub
brzusznej) wywoluje przeciwstawne zachowania (zwigzane z nagroda lub awersyjne)
[553].

Indywidualne réznice w aktywacji mechanizmoéw neuronalnych podczas ekspresji
stanoéw emocjonalnych moga by¢ rdwniez uwarunkowane przez czynniki genetyczne i
srodowiskowe [554, 555], oraz zaburzane przez potencjalne wystapienie stresu podczas
obu procedur [556—558]. Stres, zarowno ostry jak i chroniczny, moze znaczaco zredukowaé
liczbe apetytywnych wokalizacji “50-kHz” [559-562].

Najistotniejszym czynnikiem roéznicujacym oba zachowania jest prawdopodobnie
morfina, ktora indukuje modyfikacje obwodow neuronalnych. Morfina moze prowadzi¢ do
zmian w neurotransmisji poprzez bezposredni wptyw na obwody neuronalne [563, 564], a

takze modyfikujac plastyczno$¢ synaptyczng [565, 566] i neuroprzekaznictwo [567].
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Konsekwencje tych zmian sa zlozone i1 moga obejmowac uposledzenie funkcji
poznawczych [568], a takze, potencjalnie, zmiany wzorcOw emisji wokalizacji
ultradzwigkowych u szczurow.

Morfina, dziatajac na receptory x oraz p opioidowe w mozgu, moze modyfikowac
aktywno$¢ neuronow w strukturach kluczowych dla uktadu nagrody, w tym w jadrze
potlezacym i polu brzusznym nakrywki [567, 569], czyli struktur ktérych farmakologiczna
stymulacja u naiwnych zwierzat wywolywala emisj¢ apetytywnych USV (jadra
potlezacego [467] pola brzusznego nakrywki [468]). Chroniczne podawanie opioidow
prowadzi do szeregu neuroadaptacji na r6znych poziomach organizacji uktadu nerwowego,
obejmujacych tolerancje receptorowa (np. desensytyzacje receptorow p-opioidowych),
adaptacje komorkowe (np. poprzez hipertrofi¢ sygnalizacji cAMP) oraz plastycznosé
synaptyczng, co przyczynia si¢ do rozwoju tolerancji i wystgpienia objawdw
odstawiennych [80]. Dlugotrwate stosowanie morfiny moze prowadzi¢ do reorganizacji
sieci neuronowej, co wptywa dziatanie obwodow neuronalnych i przetwarzanie sygnatow,
w tym potencjalnie zwigzanych z indukowaniem wokalizacji ultradzwigkowych [113, 405].
Morfina moze tez powodowaé adaptacje w systemie neuroprzekaznictwa, modyfikujac
wzorce uwalniania neuroprzekaznikow, takich jak dopamina, serotonina i glutaminian,
ktére odgrywaja wazng rolg¢ w emisji wokalizacji ultradzwigkowych [570-573].

Jednak nalezy mie¢ na uwadze, ze odpowiedz kontekstowa w wigkszosci grup
mierzona byta po aktywacji receptorow DREADD modyfikujacych aktywnos¢ neuronalna,
a rzeczona korelacja analizowana byla dla wszystkich zwierzat bioragcych udziat w
eksperymencie. Analiza wokalizacji ultradzwigckowych wykazata istotne statystycznie
zmiany w emisji USV podczas odpowiedzi kontekstowej (rys. 8) w trzech grupach, ale nie
mozna réwniez wykluczy¢ potencjalnych efektow ingerencji chemogenetycznych
modulujacych aktywno$¢ poszczegodlnych systemoéw transmisyjnych w pozostatych pieciu
grupach. Zatem brak istotnej statystycznie korelacji pomigdzy fizjologiczng odpowiedzia
indywidualng w procedurze ticklingu a odpowiedzig kontekstowa mogt wynikaé z
dodatkowego czynnika aktywacji receptoréw DREADD. Aby jednoznacznie ocenic relacje
mi¢dzy emisjg wokalizacji ultradzwigkowych podczas odpowiedzi kontekstowej zwigzanej
z podaniem morfiny a podczas procedury ticklingu, nalezaloby ponownie przeprowadzié
badanie wytacznie na zwierzgtach nie poddanych modyfikacjom chemogenetycznym,
najlepiej obejmujacych duzo wigkszg liczbe osobnikdw w kazdej z badanych grup.

Brak korelacji pomi¢dzy procedura ticklingu a testem odpowiedzi kontekstowe;j

otwiera nowe perspektywy badawcze. Dalsze badania powinny skoncentrowaé si¢ na
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identyfikacji specyficznych mechanizméw neuronalnych lezacych u podstaw obu
zachowan, uwzgledniajac role czynnikéw genetycznych 1 $rodowiskowych w
ksztattowaniu indywidualnych réznic w reaktywno$ci na fickling i1 podatnosci na
uzaleznienie. Takie badania mogg dostarczy¢ waznych informacji na temat
neurobiologicznych podstaw zachowan spolecznych i emocjonalnych u gryzoni w
szczegdlnosci poprzez identyfikacje zmienno$ci osobniczej i jej wplywu na procesy

zwigzane z uzaleznieniem.

5.2. Wplyw manipulacji chemogenetycznych na odpowiedz

kontekstowa mierzong przebytym dystansem

Analiza behawioralna przebytego dystansu [cm] w teScie odpowiedzi kontekstowe;j
(podczas ponownej ekspozycji na kontekst zwigzany z morfing po okresie odstawienia)
wykazala istotny wzrost aktywnosci lokomotorycznej w grupie kontroli morfinowej w
porownaniu do kontroli solnej (rys. 10). Wynik ten jest zbiezny z doniesieniami
literaturowymi, zgodnie z ktérymi ponowna ekspozycja na kontekst uprzednio skojarzony
z podaniem substancji psychoaktywnej wywoluje wzrost aktywnos$ci lokomotorycznej u
szczurow [574-577]. Wazrost aktywnosci lokomotorycznej byt tez obserwowany po
prezentacji bodzcow zwigzanych z warunkowaniem substancja psychoaktywna [578, 579].
Zjawisko to moze by¢ interpretowane jako element odzwierciedlajacy procesy
motywacyjne i uczenia asocjacyjnego [580]. W testach zwigzanych z uzaleznieniem od
substancji psychoaktywnych aktywnos$¢ lokomotoryczna moze by¢ wykorzystywana do
oceny poziomow leku, sensytyzacji psychomotorycznej lub odpowiedzi kontekstowej
[370, 581-583]. Wlasciwa interpretacja przebytego dystansu zalezy od konkretnego
protokotu badawczego [584].

W niniejszym badaniu stwierdzono istotny wzrost przebytego dystansu w stosunku
do grupy kontrolnej morfinowej w pigciu grupach: "5-HT-", "S-HT+", "Glu+", "Glu-" i
"Glu-5-HT-" (rys.10). Wyniki te wskazuja, ze manipulacje farmakologiczne wptywajace
na neurotransmisj¢ serotoninergiczng i glutaminianergiczng w ciele migdalowatym moga
wplywa¢ na aktywno$¢ lokomotoryczng podczas ponownej ekspozycji na kontekst po
okresie odstawienia.

Co ciekawe, aktywacja receptoréw DREADD, zaré6wno typu HM3Dq, jak i
HM4Di, na neuronach serotoninergicznych ("5-HT+" i "5-HT-") oraz na neuronach

glutaminianergicznych ("Glu+" i "Glu-") w ciele migdalowatym wywotywata jednakowy
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efektem behawioralny, tj. wzrost przebytego dystansu w tescie odpowiedzi kontekstowe;.
Sugeruje to, ze oba systemy neurotransmisyjne moga modulowaé¢ aktywnos¢ motoryczna,
jednoczesnie wykazujac nieliniowe efekty wzgledem kierunku wprowadzonych zmian.
Oznacza to, ze zarowno wysoka, jak i niska aktywno$¢ neurondéw systemow transmisji
serotoninergicznej lub glutaminianergicznej w ciele migdatowatym moze prowadzi¢ do
jednakowych zmian behawioralnych zwigzanych z motywacja i procesami pamigci
skojarzeniowej, lezacych u podstaw uzaleznienia.

Efekt ten moze wynika¢ z mechanizmoéw kompensacyjnych uktad nerwowego,
ktory dazy do utrzymania homeostazy [181]. Nawet w warunkach patologicznych, np. po
powtarzajacej si¢ ekspozycji na substancje psychoaktywna, w ktorych doszio do
allostatycznych lub trwatych adaptacji obwoddéw neuronalnych, zar6wno nadmierna, jak i
zbyt mala aktywno$¢ okre$lonych neurond6w moze uruchamia¢é mechanizmy
kompensacyjne [585], co z kolei moze wplywac na funkcje wyzszego rzedu.

Serotonina moduluje aktywno$¢ ukladu dopaminowego i wpltywa na procesy
emocjonalne i behawioralne [586]. Zaréwno pobudzenie jak i hamowanie neurondéw
serotoninergicznych ("5-HT+" i "5-HT-") w ciele migdatlowatym powodowaly wzrost
aktywnos$ci lokomotorycznej w tescie odpowiedzi kontekstowej, mierzonej przebytym
dystansem, w poréwnaniu do grupy kontrolnej morfinowej. Sugeruje to, ze uktad
serotoninergiczny moze peti¢ funkcje modulatora w tym procesie, ale jego wplyw jest
prawdopodobniej ztozony i zalezny od innych czynnikow, takich jak interakcje z uktadem
dopaminergicznym, glutaminianergicznym i GABAergicznym [586—-588]. Przyktadowo,
udowodniono, ze w przysrodkowej korze przedczolowej aktywacja receptorow
serotoninergicznych 5-HT2A moze zwigksza¢ uwalnianie glutaminianu, a aktywacja
receptorow 5-HT1A moze zwigksza¢ uwalnianie GABA [588]. Mozliwe, ze rdwniez w
ciele migdatlowatym kierunek zmian aktywnosci neuronéw serotoninergicznych wptywa
na rekrutacje obwodoéw neuronalnych o przeciwstawnych funkcjach w uktadzie
nerwowym, co ostatecznie prowadzi do tego samego efektu behawioralnego [589].

Podobny efekt wywolaly manipulacje w obrgbie uktadu glutaminianergicznego.
Zaré6wno wzrost ("Glut+"), jak 1 spadek ("Glu-") aktywno$ci neuronow
glutaminianergicznych zwigkszat dystans pokonywany podczas testu odpowiedzi
kontekstowej. Wskazuje to na istotng rolg dysregulacji tego ukladu w procesach
neuroadaptacyjnych zwigzanych z uzaleznieniem od morfiny [590]. Jednoczesne
hamowanie aktywno$ci systemoOw transmisji serotoninergicznej i glutaminianergicznej

("Glu-5-HT-") rowniez prowadzito do istotnego statystycznie wzrostu przebytego
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dystansu, w przeciwienstwie do np. grupy "Glu+5-HT+" w ktorej nie zaobserwowano
istotnej statystycznie roznicy, co sugeruje istnienie ztozonych, nieliniowych interakcji
miedzy tymi dwoma ukladami neurochemicznymi.

Analiza z wykorzystaniem algorytmu Boruta wykazata szereg neuroprzekaznikéw,
ktore istotnie statystycznie wplynely na przebyty dystans byl szereg struktur zarowno we
wszystkich porownywanych grupach (rys. 13), jak i w grupach nie poddawanych
ingerencjom chemogenetycznym w systemie serotoninergicznym (rys. 14 A) lub
glutaminianergicznym (rys. 14 B). Sugeruje to, Ze na aktywno$¢ lokomotoryczna wptyw
ma

Dalsze badania sg niezb¢dne do pelnego zrozumienia mechanizmoéw neuronalnych
lezacych u podstaw zaobserwowanych zmian w przebytym dystansie. Mimo, Ze przebyty
dystans jest powszechnie stosowang miarg aktywnosci lokomotorycznej u szczurow,
zarbwno w badaniach behawioralnych, jak i farmakologicznych, do oceny wplywu
substancji psychoaktywnych, manipulacji genetycznych lub uszkodzen moézgu na
aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat [580, 591], w literaturze mozna znalez¢ niewiele
doniesien na temat wykorzystywania dystansu jako miary gtodu narkotykowego lub jego
inkubacji. Przedstawienie zmian w pokonanym dystansie, szczegdlnie w szerszym
konteks$cie, na przyktad w odniesieniu do uktadu mezolimbicznego dopaminy, ktoéry
odgrywa kluczowa rolg¢ w procesach motywacyjnych i uczeniu si¢ reakcji na bodzce
zwigzane z nagroda [592], lub funkcji hipokampa, kory przedczotowej oraz innych struktur
zaangazowanych w procesy pamig¢ci, uczenia si¢ i podejmowania decyzji, mogloby
dostarczy¢ cennych informacji i wspomoc analiz¢ danych ztozonych proceséw zwigzanych
z uzaleznieniem od substancji psychoaktywnych. Jednak, aby moc jednoznacznie
wykorzystywa¢ przebyty dystans jako behawioralny marker gltodu narkotykowego,
nalezatoby zastosowac¢ inne testy behawioralne, takie jak zadania ukierunkowane na cel i

porownac je z preferencja miejsca [349].

5.3. Relacja mi¢edzy wokalizacjami ultradzwickowymi a przebytym

dystansem jako miarami odpowiedzi kontekstowej

W niniejszym badaniu stwierdzono brak silnej korelacji (r=0,31 oznacza stabg zalezno$¢
monotoniczng) miedzy liczbg emitowanych wokalizacji ultradzwigkowych (USV) a
dystansem pokonanym przez szczury w tescie odpowiedzi kontekstowej podczas ponownej

ekspozycji na kontekst zwigzany z podawaniem morfiny, po okresie odstawienia (rys. 11).
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Sugeruje to, ze oba zachowania, cho¢ zaangazowane w reakcj¢ odpowiedzi na kontekst
zwigzany z podawaniem morfiny, moga odzwierciedla¢ odrebne aspekty tego procesu.
Wokalizacje ultradzwigckowe moga stanowi¢ wyraz bardziej emocjonalnego, afektywnego
komponentu odpowiedzi kontekstowej, zwigzanej z glodem narkotykowym, podczas gdy
aktywno$¢ lokomotoryczna moze odzwierciedla¢ bardziej jej aspekt motywacyjny lub
wskazywac¢ na redukcje leku, ktora manifestuje si¢ wzmozong eksploracja otoczenia [593].
Rowniez réznice w podlozu neurochemicznym tych dwoch zachowan,
zaobserwowane w niniejszym badaniu, dodatkowo potwierdzaja ich odrgbnos¢. Analiza z
wykorzystaniem algorytmu Boruta wykazata, Ze na liczb¢ emitowanych epizodow USV
wplynety gltownie zmiany w neurotransmisji w obrebie kory retrosplenialnej,
przysrodkowej kory przedczotowej i jadra potlezacego, obejmujace zmiany w st¢zeniach
neuroprzekaznikow 1 ich metabolitow, takich jak MHPG, glutaminian, DOPAC i
serotonina (rys. 12 A). Natomiast, na dystans pokonywany przez zwierzgta wplyw mialy
zmiany neurochemiczne we wszystkich badanych strukturach mézgu, obejmujace szeroki
zakres neuroprzekaznikow 1 ich metabolitow oraz neuromodulatorow (rys. 13). W
wynikach analiz przeprowadzonych dla obu zachowan powtarzaly si¢ jedynie dwa
parametry: serotonina w jadrze potlezacym oraz kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC)
w przysrodkowej korze przedczotowej (rys. 12A 1 13). Zwiazki te sa najprawdopodobniej
zaangazowane s3 w odpowiedz kontekstowa, niezaleznie od formy jej ekspresji.
Uzyskane wyniki potwierdzaja zlozono$¢ neurobiologicznych mechanizmow
lezacych u podstaw reakcji na kontekst zwigzany z morfing. Reakcja ta angazuje wiele
struktur mézgu 1 uktadow neuroprzekaznikowych, a jej poszczegdlne komponenty, takie
jak emisja USV 1 aktywno$¢ lokomotoryczna, moga by¢ regulowane poprzez niezalezne
szlaki transmisyjne. Dalsze badania w tym obszarze powinny skoncentrowaé si¢ na
szczegdtowej charakterystyce tych mechanizméw, w tym przede wszystkim na roli
poszczegolnych szlakow neurotransmisyjnych oraz struktur moézgu w ksztattowaniu

poszczegolnych aspektow zachowania w tescie odpowiedzi kontekstowe;.

5.4. Relacja miedzy wokalizacjami ultradzwi¢gkowymi a neurochemia

Gléwnym celem niniejszej pracy byta weryfikacja wpltywu poszczegdlnych modyfikacji
chemogenetycznych na emocjonalny komponent gtodu narkotykowego. Dodatkowo

podjeto probe interpretacji zmian neurochemicznych lezacych u podstaw zaréwno redukc;ji,
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jak 1 wzrostu emisji ultradzwieckéw w odpowiedzi na kontekst zwigzany z podawaniem
morfiny, po okresie odstawienia.

W tescie reekspozycji na kontekst zwigzany z podaniem morfiny, zaobserwowano
istotny statystycznie spadek liczby wokalizacji ultradzwieckowych (USV) z klasy “50-kHz”
w dwoch grupach: "5-HT-" oraz "Glu+5-HT-", a takze wzrost w grupie "Glu+5-HT+", w
porownaniu do grupy kontrolnej morfinowej (rys. 8). Zmiany w poziomach USV nie
wykazaty charakteru liniowego wobec zastosowanych modyfikacji chemogenetycznych.
Dalsza analiza danych uzyskanych za pomocg spektrometrii mas, wykazata zroznicowane
podtoze neurochemiczne ekspresji stanu emocjonalnego, ktorego markerem byta emisja

wokalizacji ultradzwigkowych.

5.4.1. Grupa'"S-HT-": mozliwe mechanizmy neurochemiczne lezace u

podstaw redukcji liczby wokalizacji ultradzwi¢kowych

Analiza wynikéw biochemicznych, uzyskanych za pomocg spektrometrii mas w grupie "5-
HT-" ujawnita zloZzony obraz zmian neurochemicznych, ktére moga leze¢ u podstaw
obserwowanej redukcji wokalizacji ultradzwigkowych.

Efekty hamowania aktywno$ci neurondéw serotoninergicznych w ciele
migdalowatym w grupie "5-HT-" sa zgodne z doniesieniami literaturowymi, wskazujgcymi
na udzial transmisji serotoninergicznej w zachowaniach zwigzanych z poszukiwaniem
substancji psychoaktywnych [594-596] oraz glodem narkotykowym [539, 597, 598].

Badania neurochemiczne wykazaty, ze wiekszo$¢ substancji psychoaktywnych o
potencjale uzalezniajacym powoduje ostry (ang. Acute) wzrost aktywnoS$ci serotoniny w
calym mozgu [498]. Rola 5-HT w rozwoju i1 utrzymaniu zachowan zwigzanych z
uzywaniem morfiny wydaje si¢ jednak zroéznicowana i specyficzna dla danego obszaru
mozgu [599-602]. Istnieje niewiele jednoznacznych informacji odnosnie roli i aktywnosci
5-HT w odpowiedzi kontekstowej. Wczesniejsze badania sugerowaty, ze zaréwno
zmniejszona [603, 604], jak i zwiekszona [605, 606] neurotransmisja serotoninergiczna
mnoze obniza¢ motywacj¢ do zazywania kokainy. Udowodniono, Ze u myszy poziom
serotoniny w prazkowiu wzrasta podczas antycypacji naturalnej nagrody 1 osiaga
maksimum w czasie jej konsumpcji. Amplituda i czas trwania sygnatu serotoninergicznego
sa tym wigksze, wigksza jest warto$¢ nagrody [607]. W niniejszym badaniu
zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomow serotoniny we wszystkich

badanych strukturach w grupie "5-HT-" (rys. 15, 24, 33,42, 51, 601 69), wraz z ostabieniem
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pozytywnego stanu afektywnego, mierzonego liczba epizodow USV (rys. 8). Wynik ten
jest zgodny z danymi literaturowymi, sugerujacymi zwigzek miedzy redukcja ogdlnego
poziomu serotoniny a obnizonym oczekiwaniem nagrody.

W grupie "5-HT-" zaobserwowano rowniez spadek pozioméw dopaminy (DA) w
ciele migdatowatym (Amy) (rys. 20), jadrze potlezacym (Nacc) (rys. 29), prazkowiu (Cpu)
(rys. 38) 1 polu brzusznym nakrywki (VTA) (rys. 47), czyli strukturach zwigzanych min.
In. Z mezolimbicznym szlakiem dopaminergicznym, w ktérym ten neuroprzekaznik
odgrywa kluczowa role w przetwarzaniu informacji o nagrodzie (wigcej informacji
przedstawiono w punkcie 1.4). Wykazano, ze zmniejszona transmisja dopaminergiczna w
VTA moze $wiadczy¢ o tym, ze nagroda jest mniejsza niz przewidywano lub nie pojawita
si¢ w oczekiwanym czasie [310, 608]. Obnizone st¢zenie dopaminy w Nacc moze
odzwierciedla¢ wysokie pragnienie nagrody farmakologicznej [609] i/lub nieoczekiwane
doswiadczenie jej braku [610], natomiast w Cpu — zmniejszong motywacj¢ apetytywna,
ktéra oznacza stan pobudzenia wywotanego przez bodzce zewngtrzne o wiasciwosciach
nagradzajacych [611]. Obserwacje te moga wyjasnia¢ redukcj¢ emisji apetytywnych
wokalizacji ultradzwigkowych w odpowiedzi na kontekst zwigzany z podaniem morfiny w
grupie "5-HT-".

O zmniejszonym pobudzeniu moze rdéwniez $wiadczy¢ obnizony poziom
noradrenaliny zaobserwowany w niniejszym badaniu. Istotny statystycznie spadek jej
poziomu zaobserwowano w ciele migdatowatym (rys. 23), jadrze pdtlezacym (rys. 32),
polu brzusznym nakrywki (rys. 50), przysrodkowej korze przedczotowej (rys. 59),
hipokampie (rys. 68) i korze retrosplenialnej (rys. 77). Noradrenalina pei role
neuromodulatora procesd6w zwigzanych z nastrojem, uwagga, pobudzeniem i
podejmowaniem decyzji [612]. Ponadto, udowodniono, ze przekaznictwo
noradrenergiczne jest zaangazowane zarOwno w objawy odstawienia od opioidow [613,
614] jak 1 w nawrdt [615, 616]. Zmniejszenie transmisji noradrenergicznej moze
wskazywa¢ na niski poziom zaangazowania w procesy motywacyjne w zwiagzku z
doswiadczanymi bodzcami, np. otoczeniem [617]. Istnieja liczne interakcje pomiedzy
uktadem noradrenergicznym a dopaminergicznym. Przyktadowo, noradrenalina moze
modulowa¢ uwalnianie dopaminy w powtoce jadra potlezacego poprzez wplyw na
receptory al- lub a2-adrenergiczne zlokalizowane na neuronach dopaminergicznych [618,
619]. Stezenia tych dwodch neuroprzekaznikow (DA i NA) zaobserwowane w grupie "5-

HT-" moga zatem $wiadczy¢ o niskim pobudzeniu emocjonalnym u zwierzat.
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W niniejszym badaniu zaobserwowano spadek poziomu dopaminy réwniez w
przysrodkowej korze przedczotowej (mPFC) (rys. 56) i korze retrosplenialnej (RC) (rys.
74). Landeta i in. [620] wykazali, ze dopaminergiczne projekcje z pola brzusznego
nakrywki do kory retrosplenialnej pelnig funkcj¢ modulacyjng w konsolidacji pamigci
zwigzanej z rozpoznawaniem obiektow. Obserwacja niskiego poziomu dopaminy w ciele
migdatowatym (rys. 20), moze wskazywa¢ na znikomag aktywacj¢ receptorow
dopaminergicznych D1 i D2 w jadrze podstawno-bocznym (BLA). Badania z
wykorzystaniem antagonistow receptorow D1 lub D2 w ciele migdatowatym wykazaty, ze
aktywacja tych receptorow jest niezbedna do destabilizacji pamigci apetytywnej podczas
jej rekonsolidacji [621]. Obnizony poziom dopaminy w tych trzech strukturach moze zatem
sugerowaé odseparowanie wspomnien zwigzanych ze znanym otoczeniem (kontekstem) z
ich emocjonalnym, apetytywnym powigzaniem.

Przysrodkowa kora przedczolowa odgrywa istotng role w ocenie
niejednoznacznych sytuacji poprzez integracj¢ informacji sensorycznych z ich
subiektywnie postrzegang warto$cia oraz wewngtrznymi stanami przekonan, co w
konsekwencji wptywa na zachowania zorientowane na cel [622]. Wzrost poziomu
dopaminy obserwowano zarowno w odpowiedzi na bodzce awersyjne, jak i apetytywne, co
sugeruje, ze reaktywno$¢ DA odzwierciedla ogdlng motywacje [623]. Inaktywacja mPFC
uposledza zdolno$§¢ do dynamicznego wnioskowania o potencjalnej nagrodzie na
podstawie wskazowek nieprecyzyjnie sygnalizujacych nagrode (dostarczenie nagrody po
wskazowce podczas treningu nastgpowato w 90% przypadkow) [624]. Zmniejszenie
aktywnosci transmisji dopaminergicznej w mPFC moze wplywac na funkcje poznawcze i
emocjonalne, co posrednio moze przyczynia¢ si¢ do obserwowanej redukcji wokalizacji.

Ponadto, w przysrodkowej korze przedczotowej w grupie "5-HT-" zaobserwowano
wylacznie istotne statystycznie spadki poziomdéw neuroprzekaznikdéw i ich metabolitow
oraz neuromodulatorow: dopaminy (rys. 56), serotoniny (rys. 51), kwasu 5-
hydroksyindolooctowego (5-HIAA) (rys. 52), sarkozyny (rys. 55) i noradrenaliny (rys. 59).
Nie odnotowano tez istotnej zmiany poziomoéw glutaminianu oraz kwasu v-
aminomastowego (GABA) (rys. 58), ktorych neurony w mPFC maja projekcje,
odpowiednio do Nacc [338-340] i VTA [337, 341] oraz Nacc [342], pelnigc funkcje
regulacyjne mezolimbicznego szlaku dopaminergicznego. Taki profil biochemiczny
struktury moze odzwierciedla¢ jej nizsza aktywno$¢, a tym samym $wiadczy¢ o niskim
zaangazowaniu zwierzat w zachowania zorientowane na cel i/lub mniejszej motywacji

zwigzanej z potencjalng nagroda [625]. Zgodna z ta teorig jest obserwowana redukcja
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odpowiedzi kontekstowej wyrazana emisja wokalizacji ultradzwigkowych, ale nie
pokonanym dystansem, ktorego odnotowano istotny statystycznie wzrost. Wyjasnienie
przyczyny takiego zrdznicowania funkcji wyzszego rzedu moze tkwi¢ w ciele
migdalowatym, ktore reguluje odpowiedz emocjonalng na bodzce [626].

Obserwowany profil neurochemiczny ciala migdatowatego wykazuje dalsze
zbiezno$ci z danymi literaturowymi. Do$wiadczanie bodzcow apetytywnych u myszy
aktywuje ipsilateralne projekcje neurondéw glutaminianergicznych jadra podstawno-
bocznego (BLA) ciata migdalowatego, stymulujac aktywacje receptorow D1 na $rednich
neuronach kolczastych (MSN) jadra poétlezacego. Prowadzi to do zwigkszenia uwalniania
dopaminy, a w konsekwencji do odczuwania nagrody i ekspres;ji reakcji behawioralnych z
nig zwigzanych [627]. Jadro centralne ciata migdatowatego (CeA) rowniez otrzymuje
projekcje glutaminianergiczne z jadra podstawno-bocznego [628]. Aktywacja CeA
posredniczy w taczeniu bodzca z jego ogodlnymi wilasciwosciami afektywnymi, tj. w
zalezno$ci od sytuacji (kontekstu) z pozytywnymi lub negatywnymi emocjami i/lub
pobudzeniem motywacji do reakcji na bodziec apetytywny lub awersyjny (np. cheé
nagrody lub strach) [626, 629, 630]. W grupie "5-HT-" stwierdzono istotnie statystyczny
spadek poziomu glutaminianu w ciele migdalowatym (rys. 17) i dopaminy w jadrze
potlezacym (rys. 29). Biorac pod uwage wszystkie wymienione wczesniej informacje,
istnieje szansa, ze u zwierzat z grupy "5-HT-" aktywacja receptorow DREADD podczas
testu odpowiedzi kontekstowej ostabita skojarzenie kontekstu z nagroda farmakologiczna.

W ciele migdatowatym zaobserwowano réwniez bardzo wysoki poziom GABA
oraz istotny statystycznie wzrost st¢zenia tego neuroprzekaznika w pordwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej (rys. 22). GABA jest gtownym neuroprzekaznikiem hamujagcym w
moézgu, a jego wzrost moze prowadzi¢ do hamowania aktywno$ci neurondw w ciele
migdalowatym [631]. Udowodniono, Ze neurotransmisja GABAergiczna w ciele
migdatowatym wzrasta w odpowiedzi na stres [632—636]. Obserwowane stezenie GABA
w ciele migdalowatym moze by¢ rowniez efektem uruchomienia mechanizmu
kompensacyjnego. Badania na mysich oseskach w modelu separacji od matki wykazaty
redukcje¢ wokalizacji ultradzwigkowych w odpowiedzi na stres po podaniu benzodiazepin
[637], ktore allosterycznie oddzialuja na receptory GABAergiczne typu A, wptywajac na
wigzanie GABA 1 zwickszajac ich aktywnos$¢ [638]. Serotonina [639, 640] oraz jej
receptory [641] w ciele migdatlowatym moga modulowac neurotransmisje GABAergiczng.
Modyfikacja chemogenetyczna systemu neurotransmisji serotoninergicznej w ciele

migdalowatym w grupie "5-HT-" najprawdopodobniej zupetnie zaburzyta wspotdziatanie
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systemu 5-HT-GABA, powodujac nadmierng stymulacje¢ transmisji GABAergicznej, ktora
mogla spowodowa¢ redukcje wokalizacji w tescie odpowiedzi kontekstowej analogiczng
do tej zaobserwowanej przez Takahashiego i in. [637]. Odwrotng korelacje pomiedzy
stezeniami 5-HT 1 GABA udalo si¢ zaobserwowa¢ rowniez na grafach korelacji
przedstawionych na rys. 79 i rys. 80.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja na zlozong rolg sieci interakcji
pomiedzy ukladem serotoninergicznym, dopaminergicznym, GABAergicznym i
noradrenergicznym w modulacji wokalizacji ultradzwigkowych. Chemogenetyczne
hamowanie neurotransmisji serotoninergicznej w ciele migdatowatym spowodowato
zmiany neurochemii kluczowych struktur moézgu zaangazowanych w przetwarzanie
nagrody 1 emocji, co moze tlumaczy¢ obserwowang redukcje wokalizacji
ultradzwickowych w grupie "5-HT-". Jednak, mechanizmy lezace u podstaw funkcji
wyzszego rzedu sg wypadkowa wielu czynnikow, a dalsze badania s3 niezbedne, aby w

pelni zrozumie¢ obserwowane zjawiska.

5.4.2. Grupa "Glu+5-HT+": mozliwe mechanizmy neurochemiczne
lezace u  podstaw  zwigkszenia liczby  wokalizacji

ultradzwi¢kowych

W niniejszym badaniu zaobserwowano istotny statystycznie wzrost liczby wokalizacji
ultradzwiekowych (USV) w pasmie “50-kHz” w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej w
grupie szczurow "Glu+5-HT+", tj. u ktorych aktywowano receptory DREADD HM3Dq na
neuronach glutaminianergicznych i serotoninergicznych w ciele migdatowatym (rys. 8).
Wydaje sie, ze podwyzszona liczba epizodow USV znajduje odzwierciedlenie w
zaobserwowanym profilu neurochemicznym grupy.

W pordwnaniu do grupy kontroli morfinowej w grupie "Glu+5-HT+" stwierdzono
istotny statystycznie wzrost poziomow dopaminy w ciele migdatowatym (rys. 20), jadrze
potlezacym (rys. 29), prazkowiu (rys. 38) i polu brzusznym nakrywki (rys. 47). Zwigkszona
transmisja dopaminergiczna w najwazniejszych strukturach mozgu tworzacych
mezolimbiczng cz¢$¢ uktad nagrody sugeruje, ze zwierzgta kojarzyty kontekst z podaniem
morfiny i odczuwaly pobudzony/wzmocniony wskazowkami gtéd narkotykowy [642—
644], a takze mogly oczekiwaé nagrody, np. w postaci podania substancji [310, 610, 645—
647]. Wazrost stezenia dopaminy mogt by¢ biochemicznie spowodowany wysoka

aktywnos$cig glutaminianergiczng. Zgodnie z danymi literaturowymi glutaminian petni rolg
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modulatora modulatora uktadu dopaminergicznego [648]. W pordéwnaniu do grupy
kontrolnej morfinowej w grupie "Glu+5-HT+" zaobserwowano istotne statystycznie
wzrosty poziomow glutaminianu, glownego pobudzajacego neuroprzekaznika w
osrodkowym uktadzie nerwowym, we wszystkich badanych strukturach (rys. 17, 26, 35,
44, 53, 62 1 71). Wzrosty te mogly by¢ efektem ingerencji chemogenetycznej, ktora
spowodowata zwigkszong stymulacj¢ systemu neurotransmisji glutaminianergiczne;.
Jednoczesnie w badanych strukturach nie zaobserwowano istotnego statystycznie
zwigkszenia poziomdéw noradrenaliny (rys. 23, 41, 50, 59, 68 i 77), ktore moglyby
sugerowaé wystapienie stresu [649].

Udowodniono, ze inhibicja aktywnos$ci interneurondw GABAergicznych w
przysrodkowej korze przedczotowej lezy u podstaw obnizenia zachowan lekowych [650] 1
szybkich odpowiedzi antydepresyjnych [651]. Istotny statystycznie spadek stezenia GABA
zaobserwowany w mPFC (rys. 58) moze wskazywac na brak reakcji lgkowej lub stanow
depresyjnych, a nawet odzwierciedla¢ pozytywny lub euforyczny stan emocjonalny
zwierzat [136, 650, 651].

Wszystkie powyzsze obserwacje moga tlumaczy¢ zwigkszong emisje wiece]
apetytywnych wokalizacji ultradzwigkowych w grupie "Glu+5-HT+". Prawdopodobnie
zwigkszona liczba USV jest wyrazem wzmocnienia chemogenetycznego pozytywnego
afektu, wywotanego ponownga ekspozycja na kontekst zwigzany z podaniem morfiny po

okresie odstawienia.

5.4.3. Grupa "Glu+5-HT-": mozliwe mechanizmy neurochemiczne

lezace u podstaw redukcji wokalizacji ultradzwi¢kowych

Analiza wynikéw biochemicznych, uzyskanych za pomoca spektrometrii mas w grupach
szczurdéw "5-HT-" 1 "Glu+5-HT-" (aktywacja receptorow DREADD HM3Dq na neuronach
glutaminianergicznych 1 HM4Di na neuronach serotoninergicznych w ciele
migdalowatym) wskazuje, Ze redukcja wokalizacji ultradzwigkowych moze by¢ wywotana
przez wigcej niz jeden szlak neurochemiczny. Zastosowane ingerencje chemogenetyczne
w grupie "Glu+5-HT-" najprawdopodobniej zaburzaja obwody neuronalne zaangazowane
w przetwarzanie kontekstu zwigzanego z nagroda i ekspresj¢ zwigzanego z nim stanu
afektywnego.

Istnieja dowody sugerujace, ze zmniejszona neurotransmisja serotoninergiczna w

ciele migdatowatym moze sprzyja¢ nadpobudliwosci poprzez zwigkszong aktywnos$é
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glutaminergiczng, prowadzac nastgpnie do nasilenia zachowan zwigzanych ze strachem
[652]. Mimo, ze w badanej grupie szczuréow "Glu+5-HT-" zaobserwowano istotne
statystycznie zwigkszenie poziomu glutaminianu w ciele migdatowatym w poréwnaniu do
grupy kontroli morfinowej (rys. 17), zwierzeta nie przejawialy zachowan typowo
kojarzonych ze strachem, takich jak wystapienie reakcji znieruchomienia (ang. Freezing),
emisja wokalizacji w pasmie czestotliwosci “22-kHz” lub zmniejszona aktywnos$¢
lokomotoryczna.

Nalezy podkresli¢, ze profil neurochemiczny zwierzat w grupie "Glu+5-HT-"
zdecydowanie rdznit si¢ od zaobserwowanego w grupie "5-HT-" jednoczesnie wykazujac
wysokie podobienstwo z grupa "Glut+5-HT+", stad przypuszczenie, ze za redukcje
wokalizacji w tej grupie musi odpowiada¢ inny mechanizm neurochemiczny. W celu
identyfikacji statystycznie istotnych réznic neurochemicznych pomiedzy grupami "Glu+5-
HT-" 1 "Glu+5-HT+" przeprowadzono dodatkowa analiz¢ z wykorzystaniem algorytmu
Boruta, ktorej wyniki przedstawiono na rysunku 81. Wyniki analizy wskazaly, Ze istotne
znaczenie dla zr6znicowania grup miaty: noradrenalina i kwas y-aminomastowy (GABA)
w przysrodkowej korze przedczotowej (mPFC), glutaminian w hipokampie (Hipp), kwas
dihydroksyfenylooctowy (DOPAC) w jadrze pdtlezacym (Nacc) oraz 5-hydroksyindol
kwasu octowego (5-HIAA) w ciele migdatowatym, polu brzusznym nakrywki oraz korze

retrosplenialne;.
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Rys. 81. Wykres przedstawiajacy stezenie neuroprzekaznikow w strukturach, ktére istotnie

statystycznie wplywaja réznicuja grupy "Glu+5-HT-" i "Glu+5-HT+".

Istotnie statystycznie obnizony poziom GABA w mPFC (rys. 58) sugeruje, ze
zwierzegta nie odczuwaly lgku lub obnizenia stanu emocjonalnego [650, 651]. Istotne
statystycznie wzrosty poziomow dopaminy (rys. 29), kwasy dihydroksyfenylooctowego
DOPAC (rys. s27 w suplemencie) i kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) (rys. 25)
w jadrze potlezacym moga odzwierciedla¢ ogolny wzrost pobudzenia behawioralnego
[653]. Ponadto istotne statystycznie wzrosty poziomow 5-HIAA w ciele migdatowatym
(rys. 16) i korze retrosplenialnej (rys. 70) sugeruja wysoki obrot serotoniny.

W poréwnaniu do grupy kontroli morfinowej zaobserwowano istotne statystycznie
zwigkszenie poziomu noradrenaliny (NA) w przysrodkowej korze przedczotowej (rys. 59),
ciele migdatowatym (rys. 23), polu brzusznym nakrywki (rys. 50), hipokampie (rys. 68) i
korze retrosplenialnej (rys. 77). Badania wykazaly, ze zwigkszone uwalnianie NA w
przysrodkowej korze przedczotowej jest niezbgdne dla wptywu morfiny na mezolimbiczny
uktad dopaminergiczny, natomiast jej deplecja prowadzi do uposledzenia preferencji
miejsca uwarunkowanego morfing, zwigzanej z wlasciwos§ciami nagradzajacymi substancji

[654]. Na podstawie zaobserwowanych wzrostow poziomoéw NA w mPFC i DA w Nacc,
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mozna zatem przypuszczaé, ze zwierzeta rozpoznaly kontekst zwigzany z morfing, a
wzrosty noradrenaliny w pozostatych strukturach zwigzane byty z ich emocjonalnym
pobudzeniem [619, 655-657].

Najprawdopodobniej jednak, kluczowe znaczenie w kontek$cie modulacji
wokalizacji ultradzwigkowych w grupie "Glu+5-HT-" mial glutaminian (Glu), ktérego
bardzo wysokie poziomy odnotowano we wszystkich badanych strukturach (rys. 17, 26,
35, 44, 53, 62 1 71). Obserwowane poziomy Glu moga $wiadczy¢ o nadmiernym
pobudzeniu neurondéw glutaminianergicznych. Potencjalnie taka hiperaktywno$¢ systemu
glutaminianergicznego moze prowadzi¢ do zaburzen prawidlowego funkcjonowania
obwodow neuronalnych [658]. System glutaminianergiczny jest zaangazowany w funkcje
poznawcze [659, 660], regulacj¢ nastroju [661, 662] i pami¢¢ [663], a takze w procesy
zwigzane z uzaleznieniem [521, 522]. Udowodniono rowniez, ze zaburzenia homeostazy
glutaminianu upos$ledzajag komunikacj¢ miedzy kora przedczotowa a jadrem potlezacym,
co moze powodowac niezdolno§¢ do kontroli zachowan zwigzanych z poszukiwaniem
substancji psychoaktywnych w uzaleznieniu [524]. By¢ moze to wlasnie nadmiar
glutaminianu, w szczegolnosci w przysrodkowej korze przedczotowej (rys. 79), wptynat
na zdolno$¢ zwierzat do kontroli i ekspresji zachowan, ktdre znalazto odzwierciedlenie w
zmniejszonej liczbie wokalizacji ultradzwigkowych podczas ponownej ekspozycji na
kontekst zwigzany z podaniem morfiny po okresie odstawienia.

Powyzsze obserwacje potwierdzaja ztozono$¢ systemoOw zaangazowanych w
funkcje wyzszego rzedu. Dalsze badania odnos$nie potencjalnych mechanizméw lezacych
u podstaw komunikacji ultradzwigkowej szczurdw zwigzanej z odpowiedzia kontekstowa

sa niezbegdne by lepiej zrozumie¢ zjawisko uzaleznienia.

5.4.4. Miedzy strukturalne relacje systemow neurotransmisyjnych

Graf przedstawiony w punkcie 4.3.8 ilustruje ztozono$¢ systemu neurotransmisji.
Dekompozycja ko-transmisji  serotoninergicznej 1 glutaminanergicznej w ciele
migdalowatym z uzyciem metod chemogentycznych ujawnita zawila sie¢ zaleznoS$ci
neurochemicznych lezacych u podstaw odpowiedzi kontekstowej, indukowanej przez
kontekst skojarzony z podaniem morfiny, po okresie odstawienia.

Sie¢ uktadow neurotransmisyjnych zaangazowanych w funkcje wyzszego rzedu
charakteryzuja si¢ wysokim stopniem ztozonosci, co ilustruje graf z rysunku 78. Nalezy

zatozy¢, ze kazda z wykonanych ingerencji chemogenetycznych miata wielowymiarowe
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konsekwencje, ktére w niektorych przypadkach przejawiaty si¢ w zmianie zachowania
zwierzat. Istotne statystycznie zmiany liczby wokalizacji ultradzwigkowych,
zaobserwowane w trzech grupach ("5-HT-", "Glu+5-HT-" i "Glu+5-HT+"), sugeruja, ze
uktady serotoninergiczny i glutaminianergiczny w ciele migdatlowatym moga stanowic¢
potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu uzaleznien, szczegdlnie w aspektach zwigzanych
z inkubacja gltodu narkotykowego. Wyniki badania przedtozonego w niniejszej rozprawie
wskazuja jednak na zaangazowanie wielu szlakow neurotransmisyjnych lezacych u
podtoza reakcji na kontekst zwigzany z podaniem substancji opioidowej, co sugeruje
konieczno$¢ dalszych badan z uwzglednieniem wielowymiarowego podejscia.
Zastosowanie  techniki chemogetycznegj DREADD w  polaczeniu =z
wielostrukturalng analiza danych otwiera nowe, ciekawe perspektywy badawcze w
zakresie badania interakcji migdzy réznymi obszarami moézgu. Niniejszy eksperyment
uwydatnit zlozono$¢ neurobiologicznych podstaw uzaleznienia, wskazujac na potrzebe

holistycznego podejscia w badaniu tego zjawiska.
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6. Podsumowanie i wnioski

Niniejsza rozprawa prezentuje wyniki eksperymentu, ktérego celem byta analiza roli ko-
transmisji serotoninergicznej i glutaminanergicznej w ciele migdatowatym w konteks$cie
warunkowania miejsca z podaniem morfiny. W badaniu zastosowano zwierz¢cy model
warunkowania miejsca oraz technik¢ chemogentyczng z zastosowaniem receptorow
DREADD hM3Dq i hM4Di, ukierunkowanych na neurony serotoninergiczne i/lub
glutaminianergiczne ~ w  ciele = migdatowatym. Zastosowanie ~ manipulacji
chemogenetycznych miato na celu zbadanie wptywu modulacji aktywnosci tych systemow
neurotransmisyjnych na zachowanie szczurow w tescie odpowiedzi kontekstowe;.
Eksperyment objal dziesig¢ grup szczurdéw (tabela 13), z czego osiem poddano

manipulacjom chemogenetycznym, a dwie stanowily grupy kontrolne (morfinowa i solna).

Tabela 13. Grupy przebadane w eksperymencie, podzielone zgodnie z wprowadzonymi manipulacjami

chemogenetycznymi.

Grupa Manipulacja chemogenetyczna

Kontrolna morfinowa brak ingerencji

Kontrolna solna brak ingerencji

"S-HT-" aktywacja receptorow DREADD HM4Di na neuronach serotoninergicznych

"S-HT+" aktywacja receptorow DREADD hM3Dq na neuronach serotoninergicznych

"Glu-" aktywacja receptorow DREADD HM4Di na neuronach
glutaminianergicznych

"Glu+" aktywacja receptorow DREADD hM3Dq na neuronach
glutaminianergicznych

"Glu-5-HT-" jednoczesna aktywacja receptorow DREADD HM4Di na neuronach
glutaminianergicznych i DREADD HM4Di na neuronach
serotoninergicznych

"Glu-5-HT+" jednoczesna aktywacja receptorow DREADD HM4Di na neuronach
glutaminianergicznych i receptordw DREADD hM3Dq na neuronach
serotoninergicznych

"Glu+5-HT-" jednoczesna aktywacja receptorow DREADD hM3Dq na neuronach
glutaminianergicznych i receptorow DREADD HM4Di na neuronach
serotoninergicznych

"Glu+5-HT+" jednoczesna aktywacja receptorow DREADD hM3Dq na neuronach
glutaminianergicznych i DREADD hM3Dq na neuronach
serotoninergicznych
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OdpowiedZz kontekstowa oceniano na podstawie dwoch parametrow
behawioralnych: liczby emitowanych epizodéw wokalizacji ultradzwigckowych (USV) o
charakterze apetytywnym oraz przebytego dystansu w reakcji na kontekst skojarzony z
podaniem substancji. Ponadto, przeprowadzono ilosciowa analiz¢ poziomu wybranych
monoamin i aminokwas6w w siedmiu strukturach mézgu z wykorzystaniem spektrometrii
mas.

Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem testu Kruskala-Wallisa z testem
post-hoc Conovera oraz algorytmu Boruta. Celem analizy bylo zbadanie wplywu
modyfikacji chemogenetycznych transmisji serotoninergiczno—glutaminianergicznej w
ciele migdatowatym na liczb¢ emitowanych apetytywnych USV i dystans przebyty podczas
testu reekspozycji na kontekst zwigzany z podaniem morfiny po okresie odstawienia, a
takze okreslenie neurochemicznego podtoza badanych zachowan.

Analiza behawioralna wykazata statystycznie istotny spadek liczby apetytywnych
epizodow USV, zarejestrowanych podczas testu reekspozycji na kontekst zwigzany z
podaniem morfiny po okresie odstawienia, w pordwnaniu do grupy kontrolnej morfinowe;j,
w dwoch grupach: "5-HT-" (p<0,05) oraz "Glu+5-HT-" (p<0,05), natomiast istotny
statystycznie wzrost zaobserwowano w grupie "Glu+5-HT+" (p<0,05) (rys. 8). Analiza
poziomu aktywnos$ci lokomotorycznej wykazala statystycznie istotny wzrost przebytego
dystansu [cm] podczas testu odpowiedzi kontekstowej w stosunku do grupy kontrolnej
morfinowej zaobserwowano w pigciu grupach: "5-HT-" (p=0,001), "5-HT+" (p<0,01),
"Glu+" (p<0,001), "Glu-" (p<0,01) i "Glu-5-HT-" (p<0,01) (rys. 10). Analiza
neurochemiczna ujawnita ztozone, odrebne podtoze neurochemiczne obu zachowan.

Badanie przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy mozna podsumowaé
nast¢pujacymi wnioskami:

1. Ko-transmisja serotoninergiczno-glutaminianergiczna w ciele migdalowatym
odgrywa istotng role¢ w ksztalttowaniu odpowiedzi kontekstowej zwigzanej z
podawaniem morfiny.

2. Brak silnej korelacji migdzy liczba emitowanych wokalizacji ultradzwigkowych a
dystansem pokonanym przez szczury w tescie odpowiedzi kontekstowej sugeruje,
ze odzwierciedlaja rézne aspekty reakcji na kontekst zwigzany z morfing:
wokalizacje ultradzwigkowe — emocjonalny, podczas gdy aktywnos¢

lokomotoryczna — motywacyjny lub zwigzany z redukcja leku. Ten stan rzeczy
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odzwierciedlony jest w relacjach neurochemicznych lezacych u podloza tych
zachowan.

3. Dwie z zastosowanych modyfikacji chemogenetycznych w ciele migdalowatym:
hamowanie aktywno$ci neurotransmisji serotoninergicznej ("5-HT-") oraz
jednoczesne hamowanie aktywno$ci neurotransmisji  serotoninergicznej i
pobudzanie aktywno$ci neurotransmisji glutaminianergicznej ("Glu+5-HT-"),
powoduja istotng statystycznie redukcje liczby wokalizacji ultradzwigkowych w
pasmie “50-kHz” w te$cie ponownej ekspozycji na kontekst zwigzany z
podawaniem morfiny, po okresie odstawienia.

4. Jedna z zastosowanych modyfikacji chemogenetycznych w ciele migdatowatym, tj.
pobudzenie neurotransmisji serotoninergicznej i neurotransmisji
glutaminianergicznej ("Glu+5-HT+") w ciele migdatowatym powoduje istotne
statystycznie zwigkszenie liczby wokalizacji ultradzwigkowych w pasmie “50-
kHz” w tescie ponownej ekspozycji na kontekst zwigzany z podawaniem morfiny,
po okresie odstawienia.

5. Podtoze neurochemiczne ekspresji stanu afektywnego poprzez emisj¢ wokalizacji
ultradzwickowych jest ztozone i zréznicowane. Aktywacja odrebnych sieci

neurotransmisyjnych moze indukowac jednakowy efekt behawioralny.

Niniejszy eksperyment uwydatnil ztozono$¢ neurobiologicznych podstaw uzaleznienia,

podkreslajac potrzebe holistycznego podej$cia w badaniu tego zjawiska.
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Rys. s1. Rozklady stezenia L-alaniny w ciele migdalowatym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.
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Rys. s2. Rozklady stezenia B-alanina w ciele migdalowatym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.
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Rys. s3. Rozklady stezenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w ciele migdalowatym w
badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.
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Rys. s4. Rozklady stezenia glutaminy w ciele migdalowatym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.
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Rys. s5. Rozklady stezenia kwasu homowanilinowego (HVA) w ciele migdalowatym w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s6. Rozklady stezenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w ciele migdalowatym w
badanych grupach. Podano “warto$ci p” dla rdznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.
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Rys. s7. Rozklady stezenia L-alaniny w jadrze pollezacym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.
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Rys. s8. Rozklady stezenia f-alaniny w jadrze pollezacym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.
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Rys. s9. Rozklady stezenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w jadrze péllezacym w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s10. Rozklady stezenia glutaminy w jadrze pollezacym w badanych grupach. Podano “wartosci p”

dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;j.
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Rys. s11. Rozklady stezenia kwasu homowanilinowego (HVA) w jadrze poéllezacym w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s12. Rozklady stezenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w jadrze pélezacym w
badanych grupach. Podano “wartosci p” dla rdéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.
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Rys. s13. Rozklady stezenia L-alaniny w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.

213



p=0.004

0.06- p=0.0009
=
g . I
2 p=0.006 p-7¢-05 P=0.002 1

3 3 .

g L4 )
-
‘N

[ o

I

; . L ]

>
£

c
8

[
& p=6e-05 p=5e-05 P=0.0003
.g L
@
N
@

Kontrola ~ Kontrola  5-HT- 5-HT+ Glu-  Glu-5-HT- Glu-5-HT+  Glu+  Glu+5-HT- Glu+5-HT+

solna morfinowa

Grupy

Rys. s14. Rozklady stezenia f-alaniny w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic

istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s15. Rozklady stezenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w prazkowiu w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s16. Rozklady stezenia glutaminy w prazkowiu w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s17. Rozklady stezenia kwasu homowanilinowego (HVA) w prazkowiu w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s18. Rozklady stezenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w prazkowiu w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s19. Rozklady stezenia L-alaniny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano

“wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s20. Rozklady stezenia B-alaniny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano

“wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.

2000 -

1500 -

Stezenie DOPAC w polu brzusznym nakrywki [ng/g]

Kontrola  Kontrola ~ 5-HT- 5-HT+ Glu-  Glu-5-HT- Glu-5-HT+  Glu+  Glu+5-HT— Glu+5-HT+
solna morfinowa

Grupy

Rys. s21. Rozklady stezenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w polu brzusznym nakrywki w
badanych grupach. Podano “wartosci p” dla rdznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.
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Rys. s22. Rozklady stezenia glutaminy w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano

“wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. $23. Rozklady stezenia kwasu homowanilinowego (HVA) w polu brzusznym nakrywki w
badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.
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Rys. s24. Rozklady stezenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w polu brzusznym nakrywki

w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolne;j

morfinowej.
__1.00- T p=6e-05
g T p=0.002
I :

=
2 . -0.005 I
é p=0: I p=0.0002
5 p=0.006
§ 0.75- | | | .
g p=0.0005 .
Q
(]
N
o
=0
2 * *
=
£ 050- i —
o
o
&
(=%
z
E .
.E L ]
o 025~
©
2
Q@
c
[}
N
o .
]

Kontrola ~ Kontrola ~ 5-HT- 5-HT+ Glu-  Glu-5-HT- Glu-5-HT+  Glu+  Glu+5-HT— Glu+5-HT+

solna morfinowa

Grupy

Rys. s25. Rozklady stezenia L-alaniny w przySrodkowej korze przedczolowej w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s26. Rozklady stezenia B-alaniny w przySrodkowej korze przedczolowej w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s27. Rozklady stezenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w przysrodkowej korze
przedczolowej w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzgledem

grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s28. Rozklady stezenia glutaminy w przysrodkowej korze przedczotowej w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s29. Rozklady stezenia kwasu homowanilinowego (HVA) w przysrodkowej korze przedczolowej
w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla rdznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolne;j

morfinowej.
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Rys. s30. Rozklady stezenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w przysrodkowej korze
przedczotowej w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic istotnych statystycznie wzgledem

grupy kontrolnej morfinowe;.

p=0.0002
p=0.02
p=0.007 p=0.0006
o1.2- L]
3 L
£
=
Q@
[}
£ — p=0.0004 p=0.02 .
X
p=0.0007
-_é‘ 0.9-
ES
>
£
c
©
©
4
2
c
Jos-
o
w
.
°
03 L 1 L ' L ' . ' 1 ' 1
Kontrola Kontrola 5-HT- 5-HT+ Glu- Glu-5-HT- Glu-5-HT+ Glu+ Glu+5-HT-  Glu+5-HT+

solna morfinowa

Grupy

Rys. s31. Rozklady stezenia L-alaniny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s32. Rozklady stezenia p-alaniny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. $33. Rozklady stezenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w hipokampie w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s34. Rozklady stezenia glutaminy w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartosci p” dla

roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s35. Rozklady stezenia kwasu homowanilinowego (HVA) w hipokampie w badanych grupach.

Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s36. Rozklady stezenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w hipokampie w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s37. Rozklady stezenia L-alaniny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla roéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s38. Rozklady stezenia pf-alaniny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla roéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s39. Rozklady stezenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w korze retrosplenialnej w
badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.
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Rys. s40. Rozklady stezenia glutaminy w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartosci

p” dla rdéznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s41. Rozklady stezenia kwasu homowanilinowego (HVA) w korze retrosplenialnej w badanych

grupach. Podano “wartosci p” dla roznic istotnych statystycznie wzglgdem grupy kontrolnej morfinowe;.
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Rys. s42. Rozklady stezenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w korze retrosplenialnej w
badanych grupach. Podano “wartosci p” dla réznic istotnych statystycznie wzgledem grupy kontrolnej

morfinowej.
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Rys. s43. Graf korelacji neurochemicznych istotnych na poziomie p=0,001.
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Rys. s44. Mapa ciepla korelacji neuroprzeka
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