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Streszczenie 

Głód narkotykowy to intensywne pragnienie lub potrzeba zaangażowania się w określone 

zachowanie związane z używaniem substancji psychoaktywnych. Inkubacja głodu 

narkotykowego to zjawisko stopniowego wzrostu nasilenia objawów głodu narkotykowego 

w czasie zwiększające prawdopodobieństwo nawrotu po ekspozycji na bodźce skojarzone 

z przyjmowaniem substancji. Badania wykazały, że ponowna ekspozycja na kontekst 

skojarzony z podaniem morfiny, po okresie odstawienia, wywołuje zwiększoną emisję 

wokalizacji ultradźwiękowych (USV) w paśmie “50-kHz” u szczurów. Wokalizacje te 

interpretowane są jako markery pozytywnych stanów afektywnych.   

Niniejsze badanie miało na celu zbadanie roli ko-transmisji serotoninergicznej i 

glutamianianergicznej w ciele migdałowatym w modulacji zachowań w odpowiedzi na 

ponowną ekspozycję na kontekst związany z substancją uzależniającą (morfiną), po okresie 

odstawienia. Ciało migdałowate to struktura mózgu zaangażowana w reakcje emocjonalne 

zarówno związane z bodźcami awersyjnymi, jak i apetytywnymi. Zastosowano klasyczny 

model zwierzęcy warunkowania miejsca oraz technikę chemogentyczną DREADD (z 

zastosowaniem receptorów hM3Dq i/lub hM4Di), w celu manipulacji aktywnością 

neuronów serotoninergicznych i/lub glutaminianergicznych w ciele migdałowatym. 

Oceniono wpływ tych modyfikacji chemogenetycznych na liczbę emitowanych 

wokalizacji ultradźwiękowych i dystans pokonywany przez szczury w teście odpowiedzi 

kontekstowej. Dodatkowo zbadano wpływ tych modyfikacji na poziomy monoamin ich 

metabolitów, aminokwasów i neuromodulatorów w wybranych strukturach mózgu oraz 

między strukturalne zależności układów neurotransmisyjnych, a także ich relacje ze 

zmianami behawioralnymi. 

Badanie to wykazało istotną rolę ko-transmisji serotoninergiczno-

glutaminianergicznej w ciele migdałowatym w kształtowaniu reakcji emocjonalnej na 

kontekst skojarzony z nagrodą farmakologiczną. Nie wykryto silnej korelacji między liczbą 

wokalizacji ultradźwiękowych a dystansem pokonanym przez szczury, co sugeruje, że 

mogą one odzwierciedlać różne aspekty odpowiedzi kontekstowej (USV – emocjonalny, 

dystans – motywacyjny). Zaobserwowano istotny wpływ modyfikacji chemogenetycznych 

na liczbę wokalizacji ultradźwiękowych w teście ponownej ekspozycji na kontekst 

skojarzony z morfiną: istotny statystycznie spadek liczby USV w grupach "5-HT-" 

(hamowanie systemu sygnalizacji serotoninergicznej) i "Glu+5-HT-" (jednoczesna 

aktywacja systemu sygnalizacji glutaminianergicznej i hamowanie systemu sygnalizacji 
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serotoninergicznej), oraz wzrost w grupie "Glu+5-HT+" (jednoczesna aktywacja systemu 

sygnalizacji glutaminianergicznej i serotoninergicznej). Ponadto, modyfikacje 

chemogenetyczne ujawniły złożoną sieć zależności i korelacji neurochemicznych. Dalsza 

analiza wykazała zróżnicowane podłoże neurochemiczne ekspresji stanu afektywnego, 

potwierdzając, że ten sam efekt behawioralny może wynikać z aktywności współdziałania 

wielu różnych systemów neuroprzekaźników. Niniejszy eksperyment uwydatnił złożoność 

neurobiologicznych podstaw uzależnienia, podkreślając potrzebę holistycznego podejścia 

w badaniu tego zjawiska. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 9 

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 



 10 

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 skrótów oraz ważnych pojęć 

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 – ciało migdałowate (ang. amygdala) 

AP – potencjał czynnościowy (ang. action potential) 

B-Ala – β-alanina 

BBB – bariera krew-mózg (ang. blood-brain barrier) 

BLA – jądra podstawno-boczne ciała migdałowatego (ang. basolateral amygdala) 

C21 – “Compound 21” 

CA1, CA2, CA3 – regiony hipokampu (łac. cornu Ammonis) 

cAMP – cykliczny adenozynomonofosforan 

CeA – centralne jądro ciała migdałowatego (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 – prążkowie (ang. Caudate – Putamen) 

CREB – białko wiążące element odpowiedzi na cAMP (ang. cAMP Response Element-

Binding Protein) 

DA – dopamina 

DAG – diacyloglicerol 

DCZ – deschloro klozapina (DCZ, ang. deschloroclozapine) 

DG – zakręt zębaty (ang. dentate gyrus) 

DOPAC – kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy (ang. 3,4-dihydroxyphenylacetic acid) 

DREADD – receptory modyfikowane w oparciu o inżynierię genetyczną, których 

aktywacja indukowana jest wyłącznie przez specyficznie zaprojektowane, syntetyczne 

ligandy (ang. Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) 

ERK – kinazy regulowane sygnałem zewnątrzkomórkowym (ang. extracellular signal-

regulated kinases) 
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fMRI – funkcjonalny rezonans magnetyczny (ang. functional magnetic resonance imaging) 

GABA – kwas γ-aminomasłowy, kwas gamma-aminomasłowy (ang. γ-aminobutyric acid, 

gamma-aminobutyric acid) 

Gln – glutamina 

Glu – glutaminian, kwas glutaminowy 

Gly – glicyna 

GPCR – receptor sprzężony z białkiem G (ang. G protein-coupled receptor) 

Hipp – hipokamp (ang. hippocampus) 

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

HVA – kwas homowanilinowy 

IP₃ – trisfosforan inozytolu 

LA – jądra boczne ciała migdałowatego (ang. lateral amygdala) 

LTD – długotrwała depresja (ang. long-term depression) 

LTP – długotrwałe wzmocnienie (ang. long-term potentiation) 

LV – lentiwirus (ang. lentivirus) 

MA – jądro środkowe ciała migdałowatego (ang. medial nucleus of the amygdala) 

MAPK – kinazy białkowy aktywowane mitogenem (ang. mitogen-activated protein 

kinases) 

MHPG – 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikol (ang. 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol) 

mPFC – przyśrodkowa kora przedczołowa (ang. medial prefrontal cortex) 

MSN – średnie neurony kolczaste (ang. medium spiny neurons) 

NA – noradrenalina / norepinefryna 

NAcc – jądro półleżące (ang. nucleus accumbens) 

NT – neuroprzekaźniki / neurotransmitery (ang. neurotransmitter) 

OUD – zaburzenia związane z używaniem substancji opioidowych (ang. opioid use 

disorder) 

OUN – ośrodkowy układ nerwowy 

PBS – roztwór soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (ang. phosphate-buffered saline) 

PFA – paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde) 

PIP2 – fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan 

PKA – kinaza białkowa A (ang. protein kinase A) 

PKC – kinaza białkowa C (ang. protein kinase C) 

RSC – kora retrosplenialna (ang. retrosplenial cortex) 

SUD – zaburzenia związane z używaniem substancji (ang. substance use disorder) 
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TPH – hydroksylaza tryptofanowa (ang. tryptophan hydroxylase) 

TPH2 – hydroksylaza tryptofanowa typu drugiego (ang. tryptophan hydroxylase type 2) 

USV – wokalizacje ultradźwiękowe (ang. ultrasonic vocalizations) 

VTA – pole brzuszne nakrywki (ang. ventral tegmental area) 
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1. Wstęp 

1.1. Zaburzenia związane z używaniem substancji 

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

podręcznik zapewniający standardową klasyfikację zaburzeń psychicznych [1], który 

definiuje „zaburzenia związane z używaniem substancji” (SUD) jako zespół objawów 

kognitywnych, behawioralnych i fizjologicznych, świadczących o kontynuowaniu 

używania substancji pomimo występowania poważnych problemów wynikających z tego 

używania [2]. Diagnozowanie SUD obejmuje rozpoznanie oraz kompleksową ocenę 

patologicznych wzorców zachowań związanych z używaniem substancji. 

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

jedenaście kryteriów oceny tych wzorców, obejmujących upośledzenie kontroli, problemy 

społeczne, ryzykowne używanie oraz efekty fizjologiczne. Nasilenie zaburzenia ocenia się 

na podstawie liczby spełnionych kryteriów, wyróżniając trzy stopnie: łagodne (2–3 

objawy), umiarkowane (4–5 objawów) oraz ciężkie (6 lub więcej objawów). Chociaż 

kryteria diagnostyczne koncentrują się głównie na identyfikacji patologicznych wzorców 

zachowań, należy podkreślić, że zaburzenia związane z używaniem substancji indukują 

również trwałe zmiany w adaptacjach neuronalnych oraz obwodach mózgowych, które 

mogą utrzymywać się nawet po detoksykacji. 

Warto odnotować, że termin “uzależnienie” nie jest stosowany w formalnej 

terminologii diagnostycznej ze względu na brak jednoznacznej, powszechnie akceptowanej 

definicji oraz związane z nim negatywne piętno [2]. 

 

Tabela 1. Kryteria diagnostyczne zaburzeń związanych z używaniem substancji (SUD) oraz 

przedstawione obok dla porównania kryteria diagnostyczne zaburzeń związanych z używaniem 

substancji opioidowych (OUD) cytowane z DSM-5 [2] (przetłumaczone z języka angielskiego). Ponieważ 

OUD jest podkategorią SUD, kryteria są niemal identyczne, różniąc się jedynie bardziej precyzyjnymi 

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

Kryteria diagnostyczne zaburzeń związanych z 
używaniem substancji (SUD) 

Kryteria diagnostyczne zaburzeń związanych z 
używaniem opioidów (OUD) 

Kryterium A można uznać za mieszczące się w 

ogólnych kategoriach upośledzenia kontroli, 

upośledzenia społecznego, ryzykownego używania i 

efektów farmakologicznych. 

Problematyczny wzorzec używania opioidów 

prowadzący do klinicznie istotnego upośledzenia 

stanu zdrowia lub cierpienia (ang. distress), 

charakteryzujący się wystąpieniem co najmniej 
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dwoma z poniższych objawów, występującymi w 

ciągu 12 miesięcy. 

1. Osoba może przyjmować substancję w większych 

ilościach lub przez dłuższy czas niż pierwotnie 

zamierzała. 

1. Zażywanie opioidów w większych ilościach lub 

przez dłuższy czas niż pierwotnie zamierzano. 

2. Osoba może wyrażać uporczywe pragnienie 

ograniczenia lub kontrolowania używania substancji i 

może zgłaszać wielokrotne nieudane próby 

zmniejszenia lub zaprzestania używania. 

2. Występuje uporczywe pragnienie lub nieudane 

próby ograniczenia lub kontrolowania używania 

opioidów. 

3. Osoba może spędzać dużo czasu na zdobywaniu 

substancji, używaniu jej lub dochodzeniu do siebie po 

jej działaniu. 

3. Poświęcanie dużej ilości czasu na czynności 

niezbędne do zdobycia opioidu, jego użycia lub 

powrotu do zdrowia po jego działaniu. 

4. Głód objawia się intensywnym pragnieniem lub 

potrzebą zażycia narkotyku, które mogą wystąpić w 

dowolnym momencie, ale ich pojawienie się jest 

bardziej prawdopodobne w środowisku, w którym 

narkotyk był wcześniej uzyskany lub używany. 

4. Głód narkotykowy, czyli silne pragnienie lub 

potrzeba użycia opioidów. 

5. Powtarzające się używanie substancji, które może 

skutkować niemożnością wypełniania podstawowych 

obowiązków w pracy, szkole lub w domu. 

5. Powtarzające się używanie opioidów skutkujące 

niemożnością wypełniania podstawowych 

obowiązków w pracy, szkole lub w domu. 

6. Osoba może kontynuować używanie substancji 

pomimo utrzymujących się lub nawracających 

problemów społecznych lub interpersonalnych 

spowodowanych lub zaostrzonych przez jej działanie. 

6. Kontynuowanie używania opioidów pomimo 

utrzymujących się lub nawracających problemów 

społecznych lub interpersonalnych spowodowanych 

lub zaostrzonych przez ich działanie. 

7. Ważne czynności społeczne, zawodowe lub 

rekreacyjne mogą zostać porzucone lub ograniczone z 

powodu używania substancji. 

7. Porzucenie lub ograniczenie ważnych czynności 

społecznych, zawodowych lub rekreacyjnych z 

powodu używania opioidów. 

8. Powtarzające się używanie substancji w sytuacjach, 

w których jest to fizycznie niebezpieczne. 

 

8. Powtarzające się używanie opioidów w sytuacjach, 

w których jest to fizycznie niebezpieczne. 

9. Kontynuowanie używania substancji pomimo 

posiadania wiedzy o utrzymującym się lub 

nawracającym problemie fizycznym lub 

psychicznym, który prawdopodobnie został 

spowodowany lub zaostrzony przez substancję. 

9. Kontynuowanie używania opioidów pomimo 

wiedzy o utrzymującym się lub nawracającym 

problemie fizycznym lub psychicznym, który 

prawdopodobnie został spowodowany lub zaostrzony 

przez substancję. 

10. Tolerancja jest sygnalizowana przez konieczność 

znacznego zwiększenia dawki substancji w celu 

osiągnięcia pożądanego efektu lub znacznego 

zmniejszenia efektu po spożyciu zwykłej dawki. 

10. Tolerancja, definiowana jako jedno z poniższych: 

a. Potrzeba znacznego zwiększenia ilości opioidów w 

celu osiągnięcia stanu odurzenia lub pożądanego 

efektu. 

b. Znacznie zmniejszony efekt przy ciągłym 

stosowaniu tej samej ilości opioidu. 

Uwaga: To kryterium nie jest uznawane za spełnione 
w przypadku osób przyjmujących opioidy wyłącznie 
pod odpowiednim nadzorem medycznym. 

11. Objawy odstawienne to zespół objawów, który 

występuje, gdy stężenie substancji we krwi lub 

tkankach spada u osoby, która przez dłuższy czas 

intensywnie używała tej substancji. 

11. Objawy odstawienne, objawiające się jednym z 

poniższych: 

a. Charakterystyczny zespół odstawienia opioidów 

(patrz kryteria A i B zestawu kryteriów dla 
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odstawienia opioidów, str. 547-548 w podręczniku 

[2]). 

b. Przyjmowanie opioidów (lub podobnej substancji) 

w celu złagodzenia lub uniknięcia objawów 

odstawiennych. 

 
Termin „zaburzenia związane z używaniem substancji” odnosi się do nadużywania 

różnorodnych substancji psychoaktywnych. W DSM-5 substancje te podzielone są na 

dziesięć odrębnych klas, z uwzględnieniem ich właściwości chemicznych, potencjału 

uzależniającego oraz zakresu indukowanych zmian psychicznych i/lub fizycznych. 

Przykładowo, zaburzenia związane z używaniem substancji opioidowych (OUD) stanowią 

odrębną podkategorię w ramach szerszej grupy, tj. „zaburzenia wynikające z używania 

substancji i uzależnienia” (ang. substance-related and addictive disorders), 

charakteryzującą się szczegółowymi kryteriami diagnostycznymi (przedstawionymi w 

tabeli 1) oraz odpowiadającym im kodem ICD-10-CD [3]. Wyodrębnienie to akcentuje 

unikalne cechy i wyzwania związane z uzależnieniem od opioidów, umożliwiając 

klinicystom precyzyjną ocenę stanu pacjenta i dobór właściwej strategii terapeutycznej [2]. 

 
1.1.1. Nadużywanie opioidów w ujęciu globalnym 

Obecnie, Stany Zjednoczone mają najwyższe wskaźniki nadużywania opioidów, 

uzależnień i zgonów z powodu przedawkowań, jednak kryzys opioidowy ma charakter 

globalny. Ograniczony dostęp do wiarygodnych danych epidemiologicznych na skalę 

światową sprawia, że historia epidemii opioidowej w USA stanowi cenne źródło 

informacji. 

Od końca lat 90. obserwuje się systematyczny wzrost liczby zgonów związanych z 

przedawkowaniem opioidów, a skala tego zjawiska stale rośnie [4, 5]. Geneza kryzysu 

opioidowego jest złożona i wynika z połączenia wielu czynników. Przede wszystkim 

należy do nich zaliczyć agresywny marketing opioidowych leków przeciwbólowych, 

prowadzony przez firmy farmaceutyczne, które w sposób nierzetelny reklamowały je jako 

bezpieczne i nieuzależniające [6, 7]. Równocześnie upowszechnił się pogląd o 

konieczności priorytetyzacji leczenia bólu w ramach polityki zdrowia publicznego [8–10], 

co doprowadziło do zwiększonego popytu i wzrostu preskrypcji recept na leki opioidowe 

[4, 7, 11]. Istotnym czynnikiem równolegle sprzyjającym eskalacji kryzysu był brak 

adekwatnych regulacji prawnych dotyczących przepisywania leków opioidoch, co 
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skutkowało ich szeroką dostępnością i przyczyniło się do początkowego wzrostu 

nadużywania oraz liczby zgonów z powodu przedawkowania[6]. 

W 2010 roku kryzys ewoluował, a nielegalnie pozyskiwana heroina stała się główną 

przyczyną gwałtownego wzrostu liczby zgonów [4, 5]. Trzy lata później sytuacja uległa 

kolejnej zmianie wraz z pojawieniem się na czarnym rynku syntetycznych opioidów, takich 

jak fentanyl, które charakteryzują się znacznie większą siłą działania, a tym samym 

stanowią poważniejsze zagrożenie dla zdrowia i życia [4, 5, 7, 12]. Według Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC), w 2022 roku ponad 75% z niemal 107 000 

śmiertelnych przedawkowań narkotyków było związanych z opioidami [4, 13]. 

W 2020 roku National Survey on Drug Use and Health oszacował, że 2,7 miliona 

Amerykanów w wieku 12 lat i starszych zmagało się z OUD, przy czym większość 

przypadków – około 2,3 miliona – wynikała z nadużywania opioidów przepisywanych na 

receptę [14]. Epidemia opioidowa dotknęła różne grupy demograficzne i regiony [14–16], 

generując nowe wyzwania społeczno-ekonomiczne, w tym wzrost kosztów opieki 

zdrowotnej [17, 18], wzrost wskaźników przestępczości [19, 20] oraz obniżenie poziomu 

dobrobytu społeczności [21–23]. 

Kryzys opioidowy wywarł również znaczący wpływ na społeczeństwo kanadyjskie, 

w szczególności w prowincjach takich jak Kolumbia Brytyjska, która ogłosiła stan 

zagrożenia zdrowia publicznego [24], a także w Alberte i Ontario, gdzie wskaźniki zgonów 

związanych z opioidami należą do najwyższych [25]. Głównym czynnikiem napędzającym 

tę sytuację jest rosnące nadużywanie nielegalnego fentanylu i innych syntetycznych 

opioidów [25]. 

Kryzys opioidowy stanowi globalny problem. Afganistan, do 2022 roku będący 

największym producentem opium na świecie, zmaga się z wieloma złożonymi 

wyzwaniami, takimi jak nielegalna produkcja i handel narkotykami, ubóstwo, konflikty 

zbrojne oraz ograniczony dostęp do opieki zdrowotnej. Czynniki te przyczyniają się do 

powszechnego nadużywania opioidów i wysokiego poziomu uzależnień [26]. 

Społeczeństwa w krajach Azji Środkowej, w tym Kazachstanu, Kirgistanu, Tadżykistanu i 

Turkmenistanu, położone na szlakach przemytu narkotyków z Afganistanu, charakteryzują 

się wysokim stopniem używania nielegalnej heroiny [26, 27]. Zgodnie z danymi 

Europejskiego Centrum Monitorowania Narkotyków i Narkomanii (EMCDDA), heroina 

pozostaje jednym z najczęściej używanych nielegalnych opioidów w Europie [28]. 

Niepokojące tendencje związane z nadużywaniem opioidów obserwuje się również w 

Europie Wschodniej i na Bałkanach [29].  
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Również w Australii, szkody związane z opioidami przepisywanymi na receptę, a 

także czarnorynkowa heroina oraz fentanyl stanowią poważny problem dla zdrowia 

publicznego [30, 31]. Natomiast, w Afryce Zachodniej i Środkowej rosnący problem 

stanowi tramadol, syntetyczny opioid często kierowany z legalnego rynku do użytku 

pozamedycznego [32, 33]. Chociaż sytuacja związana z opioidami w Ameryce Łacińskiej 

wciąż się rozwija, dostęp do kompleksowych danych na temat ich używania jest 

ograniczony, co utrudnia pełną ocenę skali problemu [34, 35].  

Te tendencje podkreślają skalę trwającego globalnego kryzysu opioidowego i 

wskazują na konieczność zastosowania strategii zapobiegania oraz ograniczania szkód, a 

także na potrzebę prowadzenia szeroko zakrojonych badań i rozwoju nowych, skutecznych 

metod leczenia uzależnienia od susbtancji psychoaktywnych. 

 

1.2. Uzależnienie w ujęciu behawioralnym 

Brak uniwersalnej, powszechnie akceptowanej definicji medycznej uzależnienia [2] może 

prowadzić do rozbieżności w rozumieniu i stosowaniu tego terminu [36]. Niektórzy 

badacze używają go zamiennie z umiarkowanym lub ciężkim “zaburzeniem używania 

substancji” [37–40]; należy jednak podkreślić, że uzależnienie może obejmować szerokie 

spektrum kompulsywnych zachowań, takich jak hazard, seks czy granie w gry 

komputerowe. W szerszym kontekście, uzależnienie to złożony stan, będący rezultatem 

interakcji wielu czynników: biologicznych, psychologicznych i społeczno-

środowiskowych [41–43]. Kluczowe znaczenie ma kompulsywny charakter zachowań 

związanych z bodźcami nagradzającymi, które utrzymują się pomimo wystąpienia 

negatywnych konsekwencji, utraty kontroli oraz głodu narkotykowego, który uznaje się 

obecnie za główny czynnik przyczyniający się do kontynuacji zachowań związanych z 

poszukiwaniem substancji psychoaktywnych (lub innego czynnika uzależniającego) i 

nawrotów po okresach abstynencji [37, 44, 45].  

Współczesna neurobiologia koncentruje się na badaniu zmian i neuroadaptacji o 

charakterze czasowym, które ukazują procesy neurochemiczne leżące u podstaw dynamiki 

uzależnienia [46]. Warto zauważyć, że pojęcie ‘uzależnienia’ może różnić się pod 

względem cech i implikacji w modelach zwierzęcych w porównaniu z badaniami 

prowadzonymi na ludziach [47–49].  

W literaturze dotyczącej uzależnień wyróżnia się cztery główne etapy rozwoju 

uzależnienia od substancji opioidowych [46]. Należą do nich: 
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1. Faza inicjacji, w której początkowa ekspozycja na substancję 

psychoaktywną wywołuje pozytywne efekty, takie jak euforia. Te 

doświadczenia mogą motywować do dalszego używania substancji.  

2. Faza podtrzymywania, w której używanie substancji staje się kompulsywne, 

co wskazuje na rozwój uzależnienia. 

3. Faza odstawienia, następująca wraz ze spadkiem stężenia substancji w 

organizmie np. w okresach abstynencji. W tej fazie mogą wystąpić objawy 

odstawienne.  

4. Faza głodu narkotykowego i nawrotu, charakteryzująca się intensywnym 

pragnieniem zażycia substancji (głodem), a następnie powrotem do 

zachowań związanych z jej poszukiwaniem i nałogowym używaniem, 

zwłaszcza pod wpływem bodźców skojarzonych z substancją lub stresorów.  

Powyższe etapy (koncepcje behawioralne) wykorzystuje się w modelowaniu zachowań 

uzależnieniowych u gryzoni, również w odniesieniu do innych substancji 

psychoaktywnych [50–56]. 

 

1.2.1. Wzmocnienie pozytywne 

W teorii warunkowania instrumentalnego wzmocnienie to proces, w którym 

doświadczanie nagradzających właściwości bodźca zwiększa prawdopodobieństwo 

wystąpienia danego zachowania w przyszłości [57–59]. Jak podkreśla W. Schultz, 

kluczowym aspektem nagrody jest jej wpływ na zachowanie [60, 61]. Wzmocnienie 

pozytywne odgrywa fundamentalną rolę w rozwoju i utrzymywaniu uzależnienia [62]. 

Substancje psychoaktywne aktywują ‘układ nagrody’ w ośrodkowym układzie nerwowym 

(OUN) oraz pobudzają ścieżki neuronalne łączące obwody odpowiedzialne za 

przetwarzanie informacji o nagrodzie z obszarami mózgu zaangażowanymi w procesy 

uczenia się i pamięci, tworząc tzw. obwód wzmocnienia (ang. reinforcement circuit) [63, 

64]. Doświadczanie pozytywnych emocji, przyjemności, czy euforii, jest kluczowym 

czynnikiem warunkującym wczesne stadia uzależnienia, co prowadzi do wzmocnienia 

zachowań związanych z zażywaniem substancji i zwiększa prawdopodobieństwo 

ponownego ich użycia [65, 66]. 

Powtarzające się zażywanie substancji psychoaktywnych wzmacnia asocjacje 

między substancją (lub zachowaniem) a pozytywnymi efektami, indukując silne i trwałe 

zmiany w sieciach neuronowych [56, 67]. Substancje uzależniające działają jako silne 
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modulatory obwodów układu nagrody, wpływając na motywację i stopniowo skupiając 

uwagę jednostki na poszukiwaniu i zażywaniu substancji, co z czasem może przerodzić się 

w zachowania kompulsywne [62, 68, 69]. 

Koob postulował, że w kontekście uzależnienia należy rozróżniać wzmocnienie 

pozytywne, opisane powyżej, od negatywnego [70]. Zauważył, że na późniejszych etapach 

uzależnienia, osoby uzależnione często stają się podatne na negatywne stany emocjonalne, 

co zmienia motywację do dalszego zażywania substancji – z poszukiwania przyjemności 

na łagodzenie negatywnych objawów [62]. W związku z czym, Koob promował teorię 

negatywnego wzmocnienia jako uzupełniający proces, w którym usunięcie awersyjnego 

bodźca zwiększa prawdopodobieństwo kontynuacji lub powtarzania danego zachowania 

[36, 41]. 

Niezależnie od tego, czy nagroda pochodzi z bezpośredniego doświadczania 

przyjemności, czy z łagodzenia dolegliwości psychicznych i/lub fizjologicznych, 

wzmocnienie odgrywa kluczową rolę w rozwoju i nasilaniu się patologicznych zachowań 

związanych z uzależnieniem od narkotyków. 

 

1.2.2. Tolerancja 

Tolerancja to zjawisko, w którym wielokrotna ekspozycja na substancję psychoaktywną 

prowadzi do zmniejszonej odpowiedzi lub wymaga znacznego zwiększenia dawki albo 

częstotliwości jej przyjmowania w celu uzyskania początkowych lub pożądanych efektów 

nagradzających [2, 71, 72]. Nie wszystkie substancje uzależniające indukują tolerancję, a 

neurobiologiczne podstawy tego zjawiska pozostają w dużej mierze niewyjaśnione [73, 

74]. Mechanizmy tolerancji są najlepiej poznane w przypadku opioidów. Tolerancja 

opioidowa rozwija się głównie w wyniku zmian w układach receptorów opioidowych w 

mózgu oraz adaptacji metabolicznych [75–78]. 

Tolerancja na opioidy może dotyczyć dwóch rodzajów utraty skuteczności 

agonisty: tolerancji ostrej (ang. acute), rozwijającej się w ciągu sekund lub minut od 

ekspozycji na substancję, oraz tolerancji przewlekłej, wynikającej z długotrwałego 

stosowania opioidów [75, 76, 79, 80]. Tolerancja ostra jest związana z szybką 

desensytyzacją receptorów μ-opioidowych (MOR) i, w niektórych przypadkach, ich 

internalizacją [76, 81–84]. Internalizacja jest bardziej widoczna w przypadku niektórych 

syntetycznych opioidów, takich jak DAMGO (syntetyczny peptyd opioidowy) [85]. 
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Natomiast morfina, powszechnie stosowany opioid, wywołuje znikomą [86] internalizację 

w większości neuronów [83, 84, 87]. 

Długotrwała ekspozycja na opioidy prowadzi do rozwoju tolerancji poprzez trwałe 

adaptacje w szlakach sygnałowych komórek oraz sieciach neuronalnych. Do kluczowych 

mechanizmów należą: przedłużona desensytyzacja receptorów μ-opioidowych oraz ich 

ograniczona recyrkulacja [81, 82, 88–91]. Jednocześnie, dochodzi do adaptacji w obrębie 

szlaku cAMP-PKA (cykliczny adenozynomonofosforan - kinaza białkowa A), co 

przyczynia się zarówno do rozwoju tolerancji, jak i objawów odstawiennych [80, 82, 92–

94]. Przewlekłe przyjmowanie opioidów może również aktywować dodatkowe szlaki 

kinazowe, takie jak kinazy białkowe aktywowane mitogenem (MAPK) [95–98], w tym 

kinazy regulowane sygnałem zewnątrzkomórkowym (ERK) [74, 99, 100], oraz kinazy 

białkowej C (PKC) [74, 101–103], które modyfikują funkcję receptorów i strukturę 

neuronalną. Dodatkowo, dysregulacja białka wiążącego element odpowiedzi na cAMP 

(CREB) spowodowana długotrwałą ekspozycją na opioidy, zmienia ekspresję genów, co 

prowadzi do trwałego zwiększenia pobudliwości neuronów [80, 104–109]. 

Na poziomie sieci neuronalnych opioidy wpływają na plastyczność synaptyczną, 

modulując długotrwałe wzmocnienie (LTP) i depresję (LTD) w obszarach mózgu 

związanych z układem nagrody, co wzmacnia zachowania związane z poszukiwaniem 

substancji psychoaktywnych [110–116]. Adaptacje komórkowe i sieciowe leżące u 

podstaw tolerancji prowadzą do konieczności stosowania coraz wyższych dawek opioidów 

w celu osiągnięcia pożądanego efektu [76, 80, 117]. 

 

1.2.3. Głód narkotykowy 

Głód narkotykowy (ang. drug craving) to intensywne pragnienie lub potrzeba 

zaangażowania się w określone zachowanie, zwykle związane z używaniem substancji 

psychoaktywnych lub podejmowaniem innych czynności uzależniających [2]. Jest to 

subiektywne doświadczenie charakteryzujące się silną tęsknotą, pragnieniem lub potrzebą 

przyjęcia substancji lub wykonania danego zachowania [66, 118]. Nasze rozumienie 

uzależnienia znacząco rozwinęło się w ostatnich dziesięcioleciach [118], a głód 

narkotykowy został uznany za kluczowy element teorii uzależnień [119, 120]. Odgrywa on 

istotną rolę w podtrzymywaniu zachowań związanych z poszukiwaniem substancji oraz w 

nawrotach po okresach abstynencji [51]. Jego zrozumienie jest fundamentalne do badania 

motywacji narkotykowej i zaburzeń związanych z używaniem substancji [118, 121].  
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Głód narkotykowy to złożone zjawisko neurobiologiczne, w które zaangażowane 

są różnorodne układy neuroprzekaźników oraz obwody neuronalne. Badania wskazują, że 

głód narkotykowy rozwija się podczas odstawienia substancji uzależniającej, zarówno u 

ludzi [122–129], jak i u zwierząt [130–136]. Intensywność głodu narkotykowego i 

podatność na nawroty wywołane przez wskazówki (m.in. przestrzenne) [137, 138] mogą 

różnić się u poszczególnych osób i zależą od wielu czynników, takich jak wyjściowa oraz 

nabyta wrażliwość na bodźce, stan emocjonalny oraz kontekst środowiskowy [139]. 

 

1.2.4. Inkubacja głodu narkotykowego (pragnienia) 

Inkubacja głodu narkotykowego to zjawisko polegające na stopniowym wzroście nasilenia 

objawów głodu narkotykowego w czasie. Proces ten obejmuje neuroadaptacje w 

strukturach mózgu związanych z nagrodą i motywacją [140–150]. Amplifikacja objawów 

głodu narkotykowego, obserwowana podczas okresu odstawienia, zwiększa 

prawdopodobieństwo nawrotu wywołanego wskazówkami, m.in. przestrzennymi, 

powiązanymi z przyjmowaniem substancji psychoaktywnych [130, 151, 152]. Pierwsze 

doniesienia o tym zjawisku pochodzą z badań nad ludźmi [122], ale zaobserwowano je 

również u szczurów [130]. 

Średnie neurony kolczaste (ang. medium spiny neurons – MSN) jądra półleżącego, 

otrzymujące projekcje ze struktur korowych i limbicznych, odgrywają kluczową rolę w 

różnych aspektach przetwarzania nagrody, w tym w zachowaniach związanych z 

poszukiwaniem substancji uzależniających [141]. Samo jądro półleżące to centralna 

struktura układu limbicznego, silnie związana z przetwarzaniem informacji o nagrodzie 

[153–155], a także z wzmocnieniem zachowań związanych z używaniem substancji 

psychoaktywnych [156] oraz emisją wokalizacji ultradźwiękowych w paśmie “50 kHz” 

[157, 158]. Wykazano m. in. związek między opóźnionym wzrostem ekspresji receptorów 

AMPA przepuszczalnych dla jonów wapnia (CP-AMPAR) w synapsach pobudzających na 

średnich neuronach kolczastych w jądrze półleżącym a inkubacją głodu narkotykowego 

[142]. Ponadto, receptory AMPA w obu podregionach jądra półleżącego – rdzeniu (ang. 

core) i skorupie (ang. shell) – są niezbędne dla manifestacji inkubacji głodu narkotykowego 

[140, 142–144, 147, 149, 159].  

Udowodniono również, że wielokrotna ekspozycja na kokainę lub morfinę może 

prowadzić do powstawania tzw. “cichych synaps” (ang. silent synapses) w jądrze 

półleżącym i innych strukturach związanych z układem nagrody [144, 159–161]. Ciche 
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synapsy to niefunkcjonalne synapsy, które zawierają receptory NMDA, ale nie posiadają 

receptorów AMPA, kluczowych dla dalszego przekazywania sygnałów [162–164]. W 

zależności od substancji w okresie odstawienia dochodzi do dalszych specyficznych 

modyfikacji synaptycznych w obrębie projekcji neuronalnych [144, 160]. Ciche synapsy 

mogą “dojrzewać”, tj. stawać się aktywne poprzez wzbogacenie w receptory AMPA, lub 

zanikać, co redefiniuje strukturę sieci neuronalnej i przyczynia się do inkubacji głodu 

narkotykowego i wzrostu ryzyka nawrotu [140, 144, 159–161, 165].  

Wykazano również kluczową rolę centralnego jądra ciała migdałowatego (CeA) w 

inkubacji głodu zarówno narkotykowego, jak i innych czynników uzależniających [146, 

166, 167]. Hamowanie aktywności neuronalnej CeA zmniejsza inkubację głodu substancji 

takich jak nikotyna, kokaina, metamfetamina oraz sacharoza [146, 166, 168–171]. Badania 

funkcjonalnego rezonansu magnetycznego (fMRI) z udziałem ludzi potwierdziły 

potwierdziły kluczową rolę ciała migdałowatego w generowaniu głodu opioidowego 

wywołanego bodźcem (ang. cue-elicited) [127, 172–175]. Ponadto stwierdzono, że 

hamowanie aktywności neuronalnej w CeA za pomocą mechanizmów GABAergicznych 

prowadzi do redukcji ekspresji zachowań związanych z głodem narkotykowym [146]. 

Dodatkowo wykazano, że odstawienie etanolu obniża poziom GABA w przyśrodkowej 

korze przedczołowej, jednocześnie zwiększając poziom glutaminianu i glutaminy w jądrze 

półleżącym [176]. Wykazano, że ponowna ekspozycja na kontekst podawania morfiny po 

okresie odstawienia zwiększała liczbę epizodów USV w paśmie “50 kHz”, które często 

interpretowane są jako wskaźniki pozytywnych stanów afektywnych, a następnie 

zilustrowano specyficzne dla struktur mózgu zmiany neuroprzekaźników związane z 

inkubacją głodu narkotykowego [177, 136]. 

Zrozumienie neurobiologicznych podstaw głodu narkotykowego, mechanizmów 

jego regulacji oraz poszukiwanie substancji, które mogą go złagodzić, ma kluczowe 

znaczenie dla pogłębienia wiedzy na temat procesów uzależnienia i opracowania 

skutecznych interwencji terapeutycznych w leczeniu zaburzeń związanych z używaniem 

substancji psychoaktywnych. 

 

1.3. Selektywna manipulacja aktywnością neuroprzekaźników przy 
użyciu wektorów wirusowych DREADD 

Zrozumienie funkcjonowania mózgu wymaga zbadania wpływu sygnalizacji komórkowej 

na aktywność obwodów neuronalnych oraz jej implikacji dla zachowań zarówno 
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“normalnych”, jak i patologicznych [178]. Podstawowymi jednostkami strukturalnymi i 

funkcjonalnymi układu nerwowego są neurony – elektrycznie pobudliwe komórki 

wyspecjalizowane w odbiorze, integracji i transmisji sygnałów elektrycznych i 

chemicznych [179]. Komunikacja międzyneuronalna odbywa się w wyspecjalizowanych 

obszarach kontaktu zwanych synapsami [180]. Aktywacja neuronu presynaptycznego 

stymuluje syntezę i uwalnianie neuroprzekaźników – związków chemicznych, które są 

uwalniane do szczeliny synaptycznej i wiążą się z receptorami na neuronie 

postsynaptycznym [181–183]. Po związaniu neuroprzekaźnika, aktywacja tych receptorów 

przekazuje sygnały do odpowiednich elementów efektorowych w komórce, inicjując 

kaskadę zdarzeń wewnątrzkomórkowych, które ostatecznie wpływają na pobudliwość 

neuronu postsynaptycznego [183]. 

 

1.3.1. System neuroprzekaźnictwa 

Neuroprzekaźniki (NT) to wyspecjalizowane cząsteczki, które pośredniczą w 

przekazywaniu sygnałów między neuronami, odgrywając kluczową rolę w komunikacji 

neuronalnej [181]. Zgodnie z klasyczną definicją substancja musi spełniać cztery określone 

kryteria, aby mogła być sklasyfikowana jako klasyczny neuroprzekaźnik: (1) musi być 

syntetyzowana przez neuron presynaptyczny i magazynowana w pęcherzykach 

synaptycznych aż do momentu uwolnienia; (2) jej uwolnienie musi być wywołane przez 

potencjał czynnościowy, zależny od napływu jonów wapnia; (3) w błonie postsynaptycznej 

muszą istnieć specyficzne receptory dla tej substancji, a substancja powinna być uwalniana 

w ilościach wystarczających do wywołania określonego działania w neuronie 

postsynaptycznym lub narządzie efektorowym; (4) musi istnieć specyficzny mechanizm 

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

 

Tabela 2. Podsumowanie kluczowych neuroprzekaźników sklasyfikowanych na podstawie ich cech 

strukturalnych [181, 184]. Neuropeptydy, w zależności od źródła, mogą nie być klasyfikowane jako 

”klasyczne” neuroprzekaźniki [187]. 

NEUROPRZEKAŹNIKI 

neuroprzekaźniki 

małocząsteczkowe  
neuroprzekaźniki peptydowe 
(zwykle 3-30 aminokwasów) 

neuroprzekaźniki 

"niekonwencjonalne" – 

neuromodulatory 

Acetylocholina Opioidy Endokannabinoidy 
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Aminy biogenne 
  katecholaminy 

    Dopamina 
    Noradrenalina (norepinefryna) 
    Adrenalina (epinefryna) 
  indoloamina 

    Serotonina 
  imidazoloamina 

    Histamina 
 
Aminokwasy 
  Glutaminian 
  GABA (kwas γ-aminomasłowy) 
  Asparaginian 
  Glicyna 
 
Puryny 

  ATP (adenozynotrójfosforan) 
  Adenozyna 

  Opiokortyny 

  Enkefaliny  

  Dynorfiny 

  FMRFamidy 

 

Hormony przysadki mózgowej 
  Wazopresyna 

  Oksytocyna 

  Neurofizyny 

 

Tachykininy 
  Substancja P 

 

Sekretyny 
  Sekretyna 

  Glukagon 

 

Insuliny 
  Insulina 

  Insulinopodobne czynniki 

wzrostu IGF-1 i IGF-2 

 

Somatostatyny 
  Somatostatyny 

  Polipeptyd trzustkowy (PP) 

Gastryny 
  Gastryna 

  Cholecystokinina 

  Anandamid 

  2-arachidonyloglicerol (2-AG) 

 

Tlenek azotu (NO) 

 

Tlenek węgla (CO) 

 

Sarkozyna 

 

Od czasu odkrycia acetylocholiny w 1921 roku [188] zidentyfikowano wiele 

neuroprzekaźników, choć ich dokładna liczba wciąż pozostaje nieznana [189]. 

Neuroprzekaźniki (NT) klasyfikuje się zazwyczaj według wielkości, dzieląc je na NT o 

małych cząsteczkach – do których należy acetylocholina, pojedyncze aminokwasy, aminy 

biogenne i puryny – oraz neuropeptydy, czyli większe cząsteczki złożone z co najmniej 

trzech aminokwasów. Liczba substancji małocząsteczkowych spełniających wszystkie 

kryteria klasycznego neuroprzekaźnika jest ograniczona, klasyfikacja neuropeptydów jako 

neuroprzekaźników “klasycznych” lub jako odrębnej grupy zależy od przyjętej definicji 

[181, 184, 187]. Ponadto, cząsteczki uczestniczące w sygnalizacji międzyneuronalnej, 

które nie spełniają wszystkich tradycyjnych kryteriów neuroprzekaźników, są często 

określane jako neuroprzekaźniki ”niekonwencjonalne” [133, 181, 190, 191] lub 

neuromodulatory [192, 193]. W tabeli 2 przedstawiony został przegląd głównych 

cząsteczek sygnalizacyjnych pełniących funkcje neuroprzekaźników. 

Każdy neuroprzekaźnik charakteryzuje się specyficznymi cechami 

funkcjonalnymi, obejmującymi proces syntezy, sposób magazynowania w pęcherzykach 

synaptycznych (jeśli dotyczy) oraz mechanizm usuwania z szczeliny synaptycznej [181]. 
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Ponadto każdy neuroprzekaźnik pełni określoną rolę w chemicznej transmisji 

synaptycznej, wywierając działanie pobudzające lub hamujące, w zależności od typu i 

lokalizacji docelowego receptora [194, 195]. Neuroprzekaźniki mają zatem fundamentalne 

znaczenie dla funkcjonowania mózgu, modulując szeroki zakres procesów fizjologicznych 

i zachowań [189]. 

 

1.3.2. Receptory 

Tabela 3. Przegląd receptorów dla wybranych neuroprzekaźników [181, 196, 197]. 

Neuroprzekaźnik Receptory metabotropowe Receptory jonotropowe 

Glutaminian Grupy I – mGlu1, mGlu5 

Grupy II – mGlu2, mGlu3 

Grupy III – mGlu4, mGlu5, mGlu6, 

mGlu7, mGlu8 

AMPA – GluA1, GluA2, GluA3, GluA4 

(podjednostki receptorów AMPA) 

 

NMDA – GluN1, GluN2A, GluN2B, GluN2C, 

GluN2D, GluN3A, GluN3B (podjednostki 

receptorów NMDA) 

 

Kainianowe – GluK1, GluK2, GluK3, GluK4, 

GluK (podjednostki receptorów kainianowych) 

Serotonina 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E  

5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C 

5-HT4 

5-HT5A, 5-HT5B 

5-HT6 

5-HT7 

5-HT3A, 5-HT3B, 5-HT3C, 5-HT3D, 5-HT3E 

Acetylocholina muskarynowe receptory cholinergiczne 

(mAChR) 

M1 , M2 , M3 , M4 , M5 

nikotynowe receptory cholinergiczne (nAChR) 

nAChα1-10, nAChβ1-4, nAChγ, nAChδ, nAChε 

Dopamina D1, D2, D3, D4, D5  

GABA receptory GABA typu B: 

GABAB1 

GABAB2 

receptory GABA typu A: 

GABAα1-6 

GABAβ1-3 

GABAγ1-3 

GABAδ 

GABAε 

GABAθ 

GABAη 

GABAρ1-3 

Glicyna  Glyα1-6 

Glyβ 

Opioidy δ (receptor opioidowy delta, OP1, 

DOP) 

κ (receptor opioidowy kappa, OP2, 

KOP) 

μ (receptor opioidowy mi, OP3, MOP) 
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Receptory stanowią niezbędny element wewnątrzkomórkowej transmisji sygnałów. 

Te wyspecjalizowane białka, zlokalizowane na powierzchni błony komórkowej lub 

wewnątrz komórek, odgrywają kluczową rolę w komunikacji międzykomórkowej [181, 

184]. Aktywacja receptorów presynaptycznych reguluje dynamikę neuroprzekaźników, 

hamując ich syntezę oraz indukując uwalnianie już zsyntetyzowanych neuroprzekaźników 

[198]. Natomiast aktywacja receptorów postsynaptycznych umożliwia propagację 

sygnałów elektrycznych przez neurony, co pozwala na kontynuację transmisji synaptycznej 

[184]. 

Wśród receptorów presynaptycznych, autoreceptory są wrażliwe na 

neuroprzekaźniki syntetyzowane i uwalniane wyłącznie przez neuron, w którego błonie są 

osadzone. Pełnią funkcję regulatorów sprzężenia zwrotnego, zapobiegając nadmiernej 

stymulacji neuronu [199] Natomiast heteroreceptory, również zlokalizowane 

presynaptycznie, wiążą neuroprzekaźniki uwalniane przez sąsiednie neurony. Ta interakcja 

pozwala heteroreceptorom modulować uwalnianie różnych neuroprzekaźników, co 

zwiększa elastyczność (ang. flexibility) synaptyczną i komunikację krzyżową w obwodach 

nerwowych [199, 200]. Zarówno autoreceptory, jak i heteroreceptory kontrolują 

sygnalizację neuronalną i homeostazę układu nerwowego [196, 201, 202]. 

Receptory wiążą w sposób specyficzny cząsteczki sygnalizacyjne lub ligandy – 

takie jak neuroprzekaźniki, hormony czy czynniki wzrostu – wyzwalając kaskadę zdarzeń 

molekularnych, modulujących odpowiedzi komórkowe [196, 203]. Wyróżnia się ligandy 

endogenne (pochodzące z organizmu, np. neuroprzekaźniki i neuropeptydy) oraz 

egzogenne (pochodzące spoza organizmu, np. leki czy toksyny) [184, 204]. Agoniści to 

ligandy o wysokim powinowactwie i skuteczności, które są zdolne do aktywacji 

receptorów. Z kolei antagoniści również wykazują wysokie powinowactwo do receptorów, 

ale blokując ich zdolność wiązania, zapobiegają w ten sposób aktywacji receptorów przez 

agonistów [184]. 

 

1.3.2.1. Receptory jonotropowe 

Receptory jonotropowe (kanały jonowe bramkowane ligandem) można podzielić na dwa 

podstawowe typy w oparciu o ich strukturę białkową, szybkość transdukcji sygnału i 

mechanizm propagacji sygnału do dalszych układów efektorowych [205]. Przegląd 

receptorów zidentyfikowanych dla wybranych neuroprzekaźników przedstawiony został w 

tabeli 3. Receptory jonotropowe funkcjonują jako kanały jonowe i pośredniczą w szybkiej 
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transmisji synaptycznej. Są to zazwyczaj białka oligomeryczne, złożone z kilku 

podjednostek zawierających segmenty transbłonowe, które razem tworzą centralny por 

przewodzący jony [181, 206]. 

Aktywacja receptora jonotropowego wywołuje zmianę konformacyjną, 

umożliwiającą natychmiastowe przenikanie określonych jonów przez kanał. Napływ jonów 

zmienia potencjał błonowy neuronu, co prowadzi do depolaryzacji (napływ jonów 

dodatnich i/lub odpływ jonów ujemnych) lub hiperpolaryzacji (odpływ jonów dodatnich 

i/lub napływ jonów ujemnych), modulując prawdopodobieństwo wygenerowania 

potencjału czynnościowego (AP, ang. action potential) [181, 184]. 

 

1.3.2.2. Receptory metabotropowe 

Receptory metabotropowe, powszechnie znane jako receptory sprzężone z białkiem G 

(GPCR), stanowią drugą główną klasę receptorów. Te serpentynowe glikoproteiny 

zbudowane są z siedmiu transmembranowych domen polipeptydowych, połączonych 

pętlami zewnątrzkomórkowymi i cytoplazmatycznymi. W części zewnątrzkomórkowej 

znajduje się miejsce wiążące ligand, podczas gdy przeciwległy region 

wewnątrzkomórkowy odpowiada za interakcję z białkami G [207, 208].  

Białka G, wiążące nukleotydy guaninowe, to heterotrimery złożone z trzech 

podjednostek: Gα, Gβ i Gγ. Klasyfikacja białek G opiera się głównie na właściwościach 

podjednostki α, wyróżniając cztery główne rodziny: Gs, Gi, Gq i G12 [209]. Każda z tych 

rodzin jest związana z określonymi szlakami sygnałowymi i funkcjami fizjologicznymi, 

które zostały przedstawione w tabeli 4. Białka G pełnią rolę pośredników w przekazywaniu 

sygnałów przez błonę komórkową [196, 210]. 

 

Tabela 4. Opis szlaków sygnałowych aktywowanych przez cztery klasy białek G (Gs , Gi , Gq i G12) oraz 

powiązanych efektów fizjologicznych [196, 209, 211, 212]. 

Białko G Ścieżka sygnałowa Efekty fizjologiczne 

Gs Aktywacja cyklazy adenylanowej, enzymu 

katalizującego konwersję ATP do cAMP. 

Wzrost stężenia cAMP, aktywacja PKA.  

 

Może prowadzić do różnorodnych efektów, w 

tym regulacji transkrypcji genów i metabolizmu 

komórkowego. 

Gi Hamowanie cyklazy adenylanowej, 

zmniejszenie produkcji cAMP. 

Spadek stężenia cAMP, hamowanie aktywności 

PKA. 
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Efekty przeciwne do tych indukowanych przez 

białka Gs, np. zmniejszenie pobudliwości 

komórkowej i zmiany w uwalnianiu 

neuroprzekaźników. 

Gq Aktywacja fosfolipazy C typu β, hydroliza 

fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP2) 

do dwóch wtórnych przekaźników: 

trisfosforanu inozytolu (IP₃) i 

diacyloglicerolu (DAG). 

IP₃ mobilizuje wewnątrzkomórkowy wapń z 

retikulum endoplazmatycznego, DAG aktywuje 

PKC.  

 

Modulacja procesów takich jak: skurcz mięśni i 

regulację enzymów. 

G12 Aktywacja małych GTPaz, często poprzez 

szlaki GTPaz z rodziny Rho, 

zaangażowanych w przebudowę 

cytoszkieletu. 

Regulacja wzrostu, ruchu i różnicowania 

komórek poprzez wpływ na organizację 

cytoszkieletu aktynowego i ekspresję genów. 

 

Wiązanie ligandu z receptorem GPCR inicjuje kaskadę zdarzeń 

wewnątrzkomórkowych [196]. Interakcja agonisty z receptorem powoduje zmianę 

konformacyjną białka, co wyzwala wymianę GDP na GTP w podjednostce Gα. Wymiana 

nukleotydu prowadzi do dysocjacji białka G na dimer Gβγ oraz podjednostkę Gα-GTP, co 

aktywuje białko G. Aktywowane białko G oddziałuje następnie z białkami efektorowymi, 

takimi jak kanały jonowe czy enzymy, indukując syntezę wtórnych przekaźników, takich 

jak cykliczny AMP (cAMP), trisfosforan inozytolu (IP₃), diacyloglicerol (DAG), oraz 

powodując zmiany stężenia jonów, takich jak wapniowe (Ca²⁺) i potasowe (K⁺). Wtórne 

przekaźniki uczestniczą następnie w różnych szlakach sygnałowych, prowadząc 

ostatecznie do różnorodnych odpowiedzi komórkowych i modulacji aktywności neuronów 

[196, 213, 214]. 

Pomimo wspólnego mechanizmu działania, receptory metabotropowe 

charakteryzują się niezwykłą różnorodnością swoich ligandów. Reagują one na szeroką 

gamę bodźców, w tym neuroprzekaźniki (aminy biogenne, aminokwasy, peptydy), a także 

na światło, substancje zapachowe, hormony i jony wapnia w przestrzeni pozakomórkowej 

[215]. Różnorodność ligandów pozwala receptorom sprzężonym z białkiem G pełnić 

kluczowe role w wielu funkcjach fizjologicznych, m.in. w przetwarzaniu emocji, procesach 

poznawczych i percepcji sensorycznej [216, 217]. Ze względu na szeroki zakres funkcji 

receptory GPCR stanowią cele farmakologiczne dla wielu leków stosowanych klinicznie, 

w tym opioidowych leków przeciwbólowych i leków przeciwpsychotycznych [218–221]. 

Odgrywają one istotną rolę w różnych obszarach terapeutycznych i są przedmiotem 

intensywnych badań w rozwoju nowych leków [218, 220]. 
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1.3.3. Chemogenetyka 

Techniki chemogenetyczne to narzędzia badawcze umożliwiające precyzyjną analizę 

sygnalizacji komórkowej i jej wpływu na aktywność sieci neuronalnych oraz zachowanie. 

Chemogenetyka polega na inżynieryjnej modyfikacji białek w taki sposób, aby nie 

wykazywały aktywności w naturalnych systemach biologicznych, a ich aktywacja 

następowała wyłącznie w wyniku interakcji z specyficznymi ligandami 

małocząsteczkowymi [178]. Podejście to umożliwia precyzyjną i odwracalną manipulację 

aktywnością neuronów w wybranych komórkach docelowych, co pozwala na badanie 

fizjologicznych i behawioralnych skutków aktywacji określonych szlaków sygnałowych in 

vivo. Białka wykorzystywane w technikach chemogenetycznych obejmują receptory 

sprzężone z białkiem G, kinazy, enzymy niekinazowe oraz kanały jonowe [178, 222]. 

 

1.3.4. Technika DREADD 

W badaniach neurobiologicznych najczęściej stosowaną techniką chemogenetyczną są 

narzędzia oparte na receptorach sprzężonych z białkiem G, znane jako DREADD (ang. 

Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) [223]. Te receptory, 

zmodyfikowane metodami inżynierii genetycznej, wiążą się selektywnie z syntetycznymi, 

egzogennymi ligandami, które nie występują naturalnie w organizmie. Ogólnoustrojowe 

podanie specyficznego ligandu DREADD umożliwia precyzyjną aktywację lub hamowanie 

sygnalizacji neuronalnej, co w konsekwencji wpływa na syntezę i uwalnianie 

neuroprzekaźników. DREADD pozwalają na kontrolę funkcji mózgu w czasie 

rzeczywistym u swobodnie poruszających się zwierząt. Są one szeroko wykorzystywane w 

badaniach nad modulacją aktywności specyficznych obszarów mózgu, która wpływa na 

zmiany w obwodach neuronalnych i zachowanie. Zdolność receptorów DREADD do 

selektywnego manipulowania aktywnością specyficznych neuronów docelowych stwarza 

możliwości analizowania obwodów neuronalnych w ujęciu “struktura – funkcja – 

zachowanie”, czyniąc je nieocenionym narzędziem do mapowania funkcji mózgu oraz 

badania neurobiologicznych podstaw zachowania [178, 224, 225]. 

Receptory DREADD wywodzą się z muskarynowych receptorów acetylocholiny 

(szczegóły w tabeli 5) i są klasyfikowane ze względu na aktywowany przez nie szlak 

sygnałowy białka G. Do najczęściej stosowanych receptorów DREADD należą: receptory 

sprzężone z białkiem Gq hM3Dq, których aktywacja zwiększa aktywność neuronów, oraz 

receptory sprzężone z białkiem Gi hM4Di, których aktywacja hamuje aktywność neuronów 
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[226]. Dodatkowo, w badaniach aktywujących szlaki sygnałowe cAMP można również 

wykorzystać rzadziej stosowany receptor DREADD sprzężony z białkiem Gs rM3Ds [227]. 

Najważniejsze cechy GPCR-DREADD podsumowane zostały w tabeli 5. 

 

Tabela 5. Charakterystyka różnych typów receptorów DREADD wykorzystywanych w badaniach 

neurobiologicznych [178, 227]. 

receptory DREADD 

sprzężone z białkami G 

receptor DREADD 

sprzężony z białkiem Gi 

receptor DREADD 

sprzężony z białkiem Gq 

receptor DREADD 

sprzężony z białkiem Gs 

Pochodzenie zmutowane receptory 

muskarynowe M2- i M4 

zmutowane receptory 

muskarynowe M1, M3 i 

M5 

zmutowany receptor 

chimeryczny złożony z 

receptorów 

muskarynowego M3 i β-

adrenergicznego  

Najpopularniejszy 

wariant 

hM4Di hM3Dq rM3Ds 

Działa za pośrednictwem szlak sygnałowy Gi szlak sygnałowy Gq  szlak sygnałowy Gs  

Cel hamowanie aktywności 

neuronalnej 

zwiększenie aktywności 

neuronalnej 

zwiększenie aktywności 

neuronalnej 

Możliwe ligandy N-tlenek klozapiny (CNO) 

Deschloro klozapina (DCZ, ang. Deschloroclozapine) 

Compund 21 (C21) 

JHU37160 (J60) 

 
1.3.4.1. Wektory wirusowe 

Dostarczanie genów kodujących receptory chemogenetyczne m. in. DREADD in vivo 

można zrealizować poprzez iniekcję wektora wirusowego lub wykorzystanie genetycznie 

zmodyfikowanych szczepów myszy. Wektory wirusowe, oparte na naturalnie 

występujących wirusach i skonstruowane w celu skutecznego dostarczania genów, 

specyficzności względem komórek docelowych oraz stabilnej ekspresji transgenu, są 

szeroko stosowane zarówno w terapii genowej, jak i badaniach neurobiologicznych. W 

zastosowaniach chemogenetycznych wektory wirusowe zazwyczaj zawierają co najmniej 

dwa podstawowe, funkcjonalnie odrębne składniki genetyczne: (1) sekwencję transgenu 

kodującą docelowe białko, np. receptor DREADD, oraz (2) sekwencję promotora 

poprzedzającą transgen [228]. W wielu projektach eksperymentalnych do plazmidu włącza 

się również sekwencję genu reporterowego kodującego białko fluorescencyjne, co ułatwia 

wizualizację rozprzestrzeniania się wirusa i ekspresji receptora. 
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Wektory wirusowe są starannie projektowane, aby zapewnić specyficzność 

względem komórek docelowych (tropizm), zminimalizować odpowiedź immunologiczną 

oraz utrzymać pożądane poziomy ekspresji genów przez dłuższy czas [228–231]. Po 

wniknięciu do komórki wektory wirusowe wykorzystują endogenne szlaki transkrypcyjne 

do transkrypcji zakodowanych genów na mRNA. Synteza kodowanego białka jest 

regulowana przez sekwencje promotorowe obecne w genomie wirusa, co wpływa na 

poziom ekspresji transgenu [228, 232, 233]. W zależności od zastosowanego promotora 

ekspresja genów może być aktywowana szeroko w różnych typach komórek lub bardziej 

specyficznie, zależnie od dostępności wewnątrzkomórkowych czynników 

transkrypcyjnych [228]. Przykłady możliwych promotorów i ich cechy zostały 

przedstawione w tabeli 6. 

 

Tabela 6. Wybór kilku z wielu możliwych promotorów używanych do budowy wektorów wirusowych 

stosowanych w metodach chemogenetycznych. 

Promotor Pochodzenie Cel Referencje 

CMV ludzki cytomegalowirus różne typy komórek, w tym 

neurony i glej 

[234] 

hSyn ludzka synapsyna-1 specyficzne dla komórek - 

neuronów 

[235, 236] 

 

CaMIIa mysia kinaza białkowa 

zależna od Ca2+ i 

kalmoduliny 

specyficzny dla komórek - 

neuronów pobudzających* 

(glutaminergicznych) 

[236–238] 

 

*[239] 

TPH2 ludzka hydroksylaza 

tryptofanowa typu 2 

specyficzny dla komórek - 

neuronów serotoninergicznych 

[240] 

 

Każdy system wektorów wirusowych charakteryzuje się unikalnym zestawem zalet 

i ograniczeń. Jednym z najczęściej wykorzystywanych wektorów w terapii genowej [233, 

241] i badaniach neurobiologicznych [242, 243] jest wirus AAV (ang. adeno-associated 

virus). Wektory AAV to małe, niepatogenne wirusy, zdolne indukowania stabilnej i 

długotrwałej ekspresji genów, w szczególności w komórkach nieproliferujących [230, 244–

246]. Ze względu na korzystny profil bezpieczeństwa biologicznego i minimalną 

immunogenność wektory AAV są szczególnie przydatne w leczeniu przewlekłych chorób 

genetycznych i znajdują szerokie zastosowanie w terapiach genowych [231, 233, 247]. 

Głównym ograniczeniem wektorów AAV jest jednak ich stosunkowo mała pojemność, 
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zazwyczaj poniżej 5 kilobaz, co ogranicza możliwy rozmiar dostarczanego materiału 

genetycznego [230, 233, 248, 249]. 

Oprócz AAV, w badaniach na gryzoniach, do zbliżonych celów wykorzystuje się 

również inne wektory wirusowe, takie jak wektory adenowirusowe (ADV), wirusy 

opryszczki pospolitej (HSV) oraz wektory lentiwirusowe (LV) [250]. Wektory ADV 

cechują się wysoką wydajnością transdukcji zarówno w komórkach dzielących się, jak i 

niedzielących się oraz mają większą pojemność pakowania materiału genetycznego, 

sięgającą do 37 kb [251]. Należy jednak wspomnieć, że ADV często wywołują silne reakcje 

zapalne, co ogranicza ich zastosowanie do krótkoterminowej ekspresji genów lub 

tymczasowych interwencji terapeutycznych [230, 252]. Wektory HSV, będące dużymi 

wirusami otoczkowymi, wyróżniają się znaczną pojemnością. Pomimo silnego tropizmu 

do neuronów, mogą one także indukować przejściową ekspresję genów w komórkach nie-

neuronalnych oraz wywoływać odpowiedzi immunologiczne [230, 253, 254]. 

Wektory lentiwirusowe (LV), należące do retrowirusów, charakteryzują się 

zdolnością do pakowania około 8–10 kilobaz materiału genetycznego, co umożliwia 

dostarczanie większych sekwencji w porównaniu z wektorami AAV [250, 255]. Skutecznie 

transdukują zarówno komórki proliferujące, jak i nie proliferujące, co prowadzi do stabilnej 

i długotrwałej ekspresji transgenu [230, 256, 257]. Pomimo dużego potencjału 

terapeutycznego wektorów LV, podczas oceny ich długoterminowego profilu 

bezpieczeństwa należy wziąć pod uwagę doniesienia o potencjalnych skutkach ubocznych, 

takich jak onkogeneza [230, 258–260]. 

W badaniach chemogenetycznych, na przykład z wykorzystaniem receptorów 

DREADD, materiał genetyczny często jest dostarczany do organizmu poprzez iniekcje in 

vivo [236]. W modelach zwierzęcych standardową metodą są stereotaktyczne zabiegi 

neurochirurgiczne, umożliwiające precyzyjne dostarczenie wektora wirusowego do 

wybranych obszarów mózgu [261, 262]. Ekspresja transgenu zazwyczaj rozpoczyna się po 

2–3 tygodniach od iniekcji, choć czas ten może się różnić w zależności od użytego wektora 

wirusowego, promotora, obszaru docelowego oraz gatunku zwierzęcia [263–270]. Po 

ekspresji receptory DREADD lokalizują się na błonie komórkowej neuronów, co 

umożliwia kontrolowaną modulację ich aktywności [271]. Chociaż transdukcja wirusowa 

zazwyczaj ogranicza się do miejsca iniekcji, niektóre wektory wirusowe mogą 

rozprzestrzeniać się wzdłuż projekcji aksonalnych za pośrednictwem transportu 

anterogradowego, stopniowo rozszerzając ekspresję transgenu w czasie [271–277]. 
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1.3.4.2. Syntetyczne ligandy aktywujące receptory DREADD 

Receptory DREADD są projektowane tak, aby nie aktywować się pod wpływem 

endogennych ligandów, takie jak acetylocholina, co pozwala na ich selektywną aktywację 

za pomocą syntetycznych ligandów [178, 278, 279]. Opracowano kilka związków 

przeznaczonych do podawania ogólnoustrojowego w celu aktywacji receptorów 

DREADD. Każdy z nich charakteryzuje się unikalnym profilem farmakologicznym, 

różniąc się siłą działania, przenikalnością bariery krew-mózg (BBB) oraz stabilnością 

metaboliczną [226, 279, 280]. 

N-tlenek klozapiny (CNO) to najczęściej stosowany ligand receptorów DREADD. 

Jego popularność wynika z ugruntowanej selektywności i skuteczności w aktywacji 

różnorodnych obwodów nerwowych. Chociaż jego ograniczona przepuszczalność przez 

barierę krew-mózg zmniejsza ryzyko wystąpienia niepożądanych skutków ubocznych, 

badania wykazały, że CNO może ulegać wtórnemu metabolizmowi do klozapiny – 

metabolitu o wyższej reaktywności, zdolnego do aktywacji receptorów innych niż 

docelowe DREADD. Ograniczona stabilność metaboliczna CNO, obserwowana w 

niektórych modelach zwierzęcych i u ludzi, może powodować niespecyficzną zmienność 

w poziomach aktywacji mózgu, budząc wątpliwości co do zasadności stosowania CNO w 

badaniach chemogenetycznych. Pomimo krytyki, CNO pozostaje najczęściej 

wykorzystywanym aktywatorem DREADD, stanowiąc podstawę licznych badań 

chemogenetycznych [178, 226, 279, 281–283]. 

Deschloro klozapina (DCZ) została opracowana w celu wyeliminowania 

ograniczeń związanych ze stosowaniem CNO. DCZ, jako silniejszy ligand, wykazuje 

większą selektywność wobec receptorów DREADD, co pozwala na efektywną aktywację 

neuronów przy niższych dawkach. Ponadto DCZ jest mniej podatna na konwersję do 

aktywnych metabolitów, co minimalizuje niepożądane efekty i zwiększa precyzję 

eksperymentalną. Chociaż DCZ jest szczególnie użyteczna w przedklinicznych modelach 

zwierzęcych, gdzie precyzyjna kontrola dawki ma kluczowe znaczenia, konieczne są dalsze 

badania w celu oceny jej długoterminowego bezpieczeństwa i skuteczności, zwłaszcza w 

kontekście jej potencjalnych zastosowań u ludzi [284, 285]. 

“Compound 21” (C21) jest kolejną alternatywą dla CNO, oferując wysoką 

selektywność wobec receptorów DREADD przy minimalnym wpływie na endogenną 

sygnalizację. Pomimo niższego ryzyka wystąpienia efektów innych niż docelowe, C21 
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charakteryzuje się ograniczoną penetracją BBB i stosunkowo niską siłą działania w 

porównaniu z nowszymi ligandami [279, 280, 286–291]. 

JHU37160 to nowy ligand DREADD o wysokiej selektywności wobec receptorów 

DREADD i zdolności do przenikania bariery krew-mózg. Jego siła działania i 

specyficzność są porównywalne z DCZ, a stabilny profil farmakokinetyczny umożliwia 

spójną aktywację/inhibicję neuronów u różnych gatunków. Właściwości te sprawiają, że 

JHU37160 jest szczególnie obiecujący w zastosowaniach eksperymentalnych 

wymagających precyzyjnej modulacji obwodów neuronalnych. Konieczne są jednak dalsze 

badania w celu oceny jego skuteczności i bezpieczeństwa stosowania u ludzi [226, 279, 

290–292]. 

Receptory DREADD stanowią ważne narzędzie chemogenetyczne w badaniach 

neurobiologii, umożliwiające precyzyjną kontrolę komórkowych szlaków sygnałowych 

oraz selektywną manipulację określonymi populacjami komórkowymi, zarówno 

neuronalnymi, jak i nieneuronalnymi [178, 222, 279, 293]. Technologia ta ma szczególne 

znaczenie w identyfikacji kluczowych szlaków sygnałowych oraz w analizie roli 

określonych podtypów komórek w funkcjonowaniu neuronów, zachowaniu i rozwoju 

chorób [222, 224, 278, 294–296]. Dzięki możliwości ukierunkowanej aktywacji lub 

hamowania wybranych populacji komórek, technika DREADD umożliwia zgłębienie roli 

poszczególnych systemów transmisji na poziomie komórkowym i obwodowym w złożone 

zachowania oraz funkcje neurologiczne [224, 269, 271, 296–298]. Badanie systemów 

neuroprzekaźników i mapowanie powiązanych z nimi obwodów neuronalnych jest 

kluczowe dla zrozumienia podstawowych mechanizmów komunikacji neuronalnej 

zarówno w zdrowych organizmach, jak i stanach patologicznych [189, 299–301]. Taka 

wiedza może okazać się niezbędna dla zrozumienia etiologii różnych zaburzeń 

neurologicznych i psychiatrycznych oraz do opracowania nowych, skutecznych metod 

leczenia [301, 302]. 

 

1.4. Układ nagrody i struktury mózgowe modulujące uzależnienie 

Układ nagrody to złożona sieć struktur mózgowych odpowiedzialnych za pośredniczenie 

w fizjologicznych i poznawczych procesach kojarzenia różnorodnych bodźców z 

doświadczeniem przyjemności i nagrody [303]. Układ nagrody obejmuje obszary 

podwzgórza, układu limbicznego i kory mózgowej, a jego funkcjonowanie jest 

modulowane przez uwalnianie różnych neuroprzekaźników, głównie dopaminy [304], a 
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także serotoniny [305], glutaminianu [306], noradrenaliny [307], i endogennych peptydów 

opioidowych [308]. Spośród tych neuroprzekaźników dopamina jest powszechnie 

uznawana za kluczowy czynnik w regulacji procesów związanych z nagrodą, odgrywając 

istotną rolę w przewidywaniu nagrody [309], motywacji [310], wzmocnieniu pozytywnym 

[311] i uczeniu się [312]. Tym samym, struktury związane z układem nagrody są 

zlokalizowane wzdłuż głównych szlaków dopaminergicznych mózgu [303]. 

Mezolimbiczny szlak dopaminergiczny jest uznawany za centralny element układu 

nagrody. Tworzą go projekcje neuronów dopaminergicznych śródmózgowia, 

zlokalizowanych w obrębie pola brzusznego nakrywki (VTA), docierające do kluczowych 

struktur mózgu, takich jak: prążkowie, kora przedczołowa, ciało migdałowate, hipokamp i 

inne struktury układu limbicznego. W prążkowiu kluczową rolę odgrywa jądro półleżące 

(NAcc), zaangażowane w odczuwanie nagrody [153–155, 313], motywację [154, 313] oraz 

efekt placebo [314]. Wzajemnie połączenia między tymi obszarami mózgu mają istotne 

znaczenie w przetwarzaniu informacji o nagrodzie, kształtowanie motywacji i w procesach 

uczenia się. 

Ciało migdałowate to struktura charakteryzująca się zróżnicowaną budową, 

składająca się z: jądra centralnego (CeA), jądra środkowego (MA), jąder bocznych (LA) 

lub jąder podstawno-bocznych (BLA) (podziały mogą różnić się w zależności od źródła 

[315, 316]), wyspecjalizowana w przetwarzaniu bodźców emocjonalnych [317], 

związanych ze głównie ze strachem, ale również nagrodą [318]. Ciało migdałowate 

zaangażowane jest w przetwarzanie zewnętrznych informacji sensorycznych 

pochodzących ze wzgórza i kory czuciowej i jest centrum obustronnych projekcji do 

regionów korowych, hipokampu i obszarów kory asocjacyjnej, wpływając na zachowanie 

poprzez połączenia z jądrem półleżącym [318]. Ciało migdałowate odgrywa kluczową rolę 

w neuroadaptacjach strukturalnych i funkcjonalnych związanych z używaniem substancji 

narkotycznych, takich jak inkubacja głodu narkotykowego (rozdz. 1.2.3.1) oraz procesów 

uczenia się [319] i pamięci [320] związanych z substancjami uzależniającymi. 

Hipokamp (Hipp) pełni kluczową rolę w kodowaniu, konsolidacji i odzyskiwaniu 

informacji z pamięci [321, 322]. Hipokamp tworzy złożone sieci połączeń zarówno w 

obrębie swoich podregionów – takich jak zakręt zębaty (DG), regiony CA1, CA2, CA3 

(łac. cornu Ammonis) i subikulum – jak i z innymi obszarami mózgu, w tym korą 

śródwęchową, korą przedczołową, ciałem migdałowatym i wzgórzem [323, 324]. Te 

połączenia zapewniają podstawy funkcjonalne dla wielu procesów poznawczych [325–

328], od pamięci przestrzennej i nawigacji po regulację emocjonalną i podejmowanie 
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decyzji. Hipokamp uczestniczy także, pośrednio, w rozwoju i podtrzymywaniu 

uzależnienia [329]. Współdziałanie hipokampu z innymi strukturami szlaku 

mezolimbicznego wpływa na przetwarzanie informacji o nagrodzie oraz związane z nią 

procesy motywacyjne, uczenie się i uzależnienia. 

Szlak mezokortykalny, stanowiący kolejny istotny szlak dopaminergiczny, 

rozpoczyna się w polu brzusznym nakrywki i biegnie do obszarów kory mózgowej, 

głównie do płatów czołowych [330]. Szlak ten odgrywa kluczową rolę w funkcjach 

poznawczych wyższego rzędu, takich jak podejmowanie decyzji i kontrola wykonawcza 

[331, 332], które są modulowane przez bodźce nagradzające [333–335]. Należy podkreślić, 

że najważniejsza pętla sprzężenia zwrotnego między VTA a przyśrodkową korą 

przedczołową obejmuje m. in. transmisję glutaminianergiczną [306].  

Przyśrodkowa kora przedczołowa (mPFC) integruje sygnały dopaminergiczne z 

VTA oraz projekcje z innych obszarów korowych i podkorowych, w tym z jądra 

przyśrodkowego grzbietowego wzgórza, jąder podstawno-bocznych ciała migdałowatego i 

części brzusznej hipokampu [336, 337]. Modulacja układu nagrody przez mPFC odbywa 

się głównie poprzez pobudzające projekcje glutaminianergiczne, które wpływają na 

aktywność jądra półleżącego [338–340] i VTA [337, 341]. Pojawiają się również dowody 

wskazujące na istnienie hamujących projekcji GABAergicznych z mPFC do NAcc [342], 

które również mogą pełnić funkcje regulacyjne. Badania eksperymentalne wykazały, że 

mPFC jest zaangażowana w reakcje związane z substancjami psychoaktywnymi [343] oraz 

w nawroty [344]. Rola przyśrodkowej kory przedczołowej w tych procesach różni się w 

zależności od rodzaju substancji i podregionu mPFC, co wskazuje na złożoną i specyficzną 

rolę tej struktury w uzależnieniu [337]. 

W niniejszym badaniu uwzględniliśmy dwa dodatkowe obszary mózgu spoza 

klasycznego mezokortykolimbicznego układu nagrody, ze względu na ich potencjalne 

znaczenie w procesach związanych z uzależnieniem. 

Pierwszym z nich jest prążkowie grzbietowe (ang. dorsal striatum), które obejmuje 

jądro ogoniaste (ang. caudate nucleus) i skorupę (ang. putamen) (CPU). Struktury te pełnią 

istotną rolę w zachowaniach ukierunkowanych na cel oraz w kształtowaniu nawyków, co 

może przyczyniać się do rozwoju i podtrzymaniu uzależnienia [69, 345]. 

Drugim obszarem jest kora retrosplenialna (ang. retrosplenial cortex, RSC), ściśle 

połączona z hipokampem. Struktura ta bierze udział w procesach pamięci i uczenia się, 

zwłaszcza w kontekstach przestrzennych oraz związanych z konkretnymi wskazówkami 

[346–348]. Ponieważ wskazówki przestrzenne mogą być jednocześnie powiązane ze 
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stanem emocjonalnym towarzyszącym ich kodowaniu (uczeniu się) [349], RSC może 

odgrywać rolę w głodzie narkotykowym indukowanym przez takie wskazówki. 

Badanie neurochemii wymienionych wyżej struktur może przyczynić się do 

lepszego zrozumienia mechanizmów uzależnienia. 

 

1.5. Modelowanie uzależnień 

U ludzi substancje uzależniające często prowadzą do naprzemiennych cykli samodzielnego 

przyjmowania i abstynencji, co skutkuje złożonymi wzorcami używania i odstawienia. 

Modelowanie uzależnień u gryzoni dostarcza kluczowych informacji na temat 

neurobiologicznych, behawioralnych i genetycznych czynników związanych z 

zaburzeniami używania substancji, co jest niezbędne do pełnego zrozumienia tego 

zjawiska. Modele zwierzęce pozwalają na odtworzenie tych wzorców w kontrolowanych 

warunkach laboratoryjnych, umożliwiając badanie procesów uzależnienia. W ostatnich 

dekadach modele zwierzęce stały się powszechnie stosowanymi narzędziami w badaniach 

nad uzależnieniami, znacząco poszerzając wiedzę na temat neurobiologicznych 

mechanizmów uzależnień i przyczyniając się do rozwoju nowych strategii terapeutycznych 

[55, 350–353]. 

 

1.5.1. Klasyczne modele badania uzależnień 

Modele zwierzęce oparte na samopodawaniu stanowią powszechnie stosowane narzędzie 

badawcze umożliwiające ocenę nagradzających właściwości substancji, a także badanie 

procesów wzmocnienia, zachowań poszukiwawczych oraz głodu narkotykowego [47, 48, 

55, 353–356]. W roku 1962 opracowano paradygmat warunkowania instrumentalnego, 

polegający na samodzielnym podawaniu przez zwierzę substancji będącej czynnikiem 

wzmacniającym (ang. reinforcer) [357]. Zazwyczaj gryzonie uczone są kojarzenia 

określonego zachowania, takiego jak naciskanie dźwigni lub dotykanie określonego 

elementu nosem, z podaniem substancji [354]. Wprowadzenie manipulacji 

eksperymentalnych pozwala na ocenę wpływu różnych czynników na behawioralne 

aspekty procesów związanych z uzależnieniem. Do najczęstszych modyfikacji należą: 

włączenie sygnałów związanych z substancją, interwencje farmakologiczne oraz 

wprowadzenie wymuszonych okresów abstynencji [354, 356, 358–361]. Modele te 

dostarczają cennych informacji na temat molekularnych i neurobiologicznych 
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mechanizmów zachowań związanych z przyjmowaniem substancji uzależniających, co jest 

szczególnie przydatne w badaniach podstawowych nad uzależnieniami [353]. 

Paradygmat warunkowej preferencji miejsca (ang. conditioned place preference, 

CPP) to alternatywne podejście do badania nagradzających lub awersyjnych (conditioned 

place aversion, CPA) właściwości bodźców [362]. Wywodzący się z warunkowania 

klasycznego [363], CPP jest ugruntowaną metodą powszechnie stosowaną w badaniach 

nad uzależnieniami w celu określenia efektów nagradzających różnych substancji [362, 

364–369]. W procedurach CPP zwierzęciu podaje się substancję w określonym, 

rozróżnialnym kontekście środowiskowym, co umożliwia mu wykształcenie skojarzeń 

między działaniem substancji a tym kontekstem [349, 353, 370, 371]. Nabyte preferencje 

są następnie mierzone za pomocą różnych parametrów, co pozwala na ocenę 

wzmacniających lub awersyjnych właściwości bodźców (np. substancji 

psychoaktywnych), zachowań, roli wskazówek kontekstowych itp. [146, 349, 368, 372–

374] CPP jest cennym narzędziem do badania neurobiologicznych podstaw pamięci i 

motywacji [364, 366, 370, 375–379]. 

Innym istotnym modelem badawczym w analizie zjawiska uzależnienia jest komora 

warunkowania instrumentalnego, opracowana przez B.F. Skinnera i powszechnie znana 

jako ”klatka Skinnera” (ang. Skinner box) [380]. Zgodnie z jego poglądem, że “uczenie 

się” zachodzi w wyniku konsekwencji zachowania w środowisku zewnętrznym, Skinner 

zaprojektował to urządzenie do badania reakcji behawioralnych [57]. Kluczowe 

komponenty klatki obejmują manipulandum, czyli element obsługiwany przez badany 

obiekt, który wywołuje reakcję ze środowiska, oraz mechanizm wzmacniający, który 

dostarcza natychmiastowe nagrody lub kary [59]. Całość funkcjonuje w kontrolowanym 

środowisku, które minimalizuje zmienne zewnętrzne. Klatka Skinnera stanowi 

wszechstronne narzędzie do badania procesów uczenia się i wpływu różnych bodźców na 

zachowanie [381–388]. Model ten umożliwia analizę złożonych interakcji między różnymi 

czynnikami leżącymi u podstaw procesu uzależnienia, co ostatecznie przyczynia się do 

lepszego zrozumienia tego zjawiska [389–392]. 

 

1.5.2. Modele behawioralne w ujęciu współczesnym – wokalizacje 

ultradźwiękowe szczurów 

Wokalizacje ultradźwiękowe (USV) to dźwięki emitowane przez zwierzęta w 

częstotliwościach powyżej 20 kHz, sięgających nawet do 100 kHz [393, 394]. Niesłyszalne 
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dla ludzkiego ucha USV stanowią ważny element komunikacji u wielu gatunków zwierząt, 

w szczególności gryzoni [395–400]. Szczury i myszy emitują dźwięki w zakresie 

słyszalnym, takie jak "piski" (ang. squeaks) [401, 402], jednak formą komunikacji głosowej 

gryzoni są wokalizacje ultradźwiękowe [395, 403, 404]. Wokalizacje szczurów, 

klasyfikowane na podstawie ich średniej szczytowej lub dominującej częstotliwości, 

przedmiotem intensywnych badań ze względu na ich korelację z ekspresją funkcjonalnie 

odrębnych emocjonalnych: pozytywnych (apetytywnych, euforycznych) lub negatywnych 

(dysforycznych, awersyjnych) [404–409]. Wyróżnia się trzy główne klasy USV szczurów: 

"22-kHz", "40-kHz" i "50-kHz" [405, 410]. 

Wokalizacje ultradźwiękowe typu “40-kHz” to ogólne określenie dźwięków 

mieszczących się zazwyczaj w zakresie częstotliwości od 30 do 70 kHz, emitowanych 

przez szczurze oseski [411–413]. Wokalizacje te są głównie wywoływane przez bodźce 

awersyjne lub stresujące. W badaniach nad “40-kHz” USV najczęściej badanym 

paradygmatem jest separacja osesków od matki i gniazda [411]. Oprócz izolacji, do 

czynników indukujących te wokalizacje należą: niskie temperatury, szorstkie traktowanie 

(ang. handling), leki anksjogenne czy odstawienie opioidów [414–427]. Chociaż 

możliwość interpretacji USV o częstotliwości 40 kHz jako bezpośrednich markerów 

strachu lub lęku jest ograniczona [405, 415, 418, 423, 428], zmiany częstotliwości i czasu 

trwania tych dźwięków mogą być wykorzystywane jako wskaźniki poziomu stresu u 

szczurzych osesków [411, 429]. 

Wśród głównych wokalizacji ultradźwiękowych emitowanych przez młode i 

dorosłe szczury wyróżnia się dźwięki o częstotliwościach “22-kHz” i “50-kHz”, 

reprezentujące dwie odrębne klasy sygnałów związanych z różnymi stanami afektywnymi 

[393, 430]. Wokalizacje “22-kHz”, zazwyczaj mieszczące się w zakresie częstotliwości od 

20 do 35 kHz, charakteryzują się minimalną modulacją częstotliwości i długim czasem 

trwania [393]. Chociaż zazwyczaj przekraczają 300 ms, krótsze sygnały mogą występować 

w specyficznych warunkach, takich jak hiperwentylacja wywołana paniką [430, 431]. 

Przykładowy spektrogram przedstawiony został na rys. 1. Emisja wokalizacji “22-kHz” 

wskazuje na zwiększone pobudzenie w odpowiedzi na bodźce awersyjne lub negatywne 

[432, 433]. Dowody sugerują, że wokalizacje te mogą pełnić zarówno funkcję 

indywidualnej ekspresji awersyjnego stanu emocjonalnego, jak i sygnałów społecznych, 

ostrzegających osobniki tego samego gatunku o potencjalnym niebezpieczeństwie [431, 

434–437]. 
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Szczury emitują wokalizacje ultradźwiękowe w klasie “22-kHz” w odpowiedzi na 

stresujące interakcje społeczne, takie jak obecność drapieżników [437, 438], spotkania z 

agresywnymi osobnikami tego samego gatunku [439], lub kontakt z nieznanymi 

eksperymentatorami [440]. Wokalizacje te są również emitowane podczas ekspozycji na 

bodźce awersyjne, jak podmuchy powietrza [433, 441] czy bodźce elektryczne [442, 443] 

stosowane w paradygmatach warunkowania strachu. “22-kHz” USV mogą być także 

emitowane w odpowiedzi na fizjologiczną dysforię lub dyskomfort, na przykład w czasie 

doświadczania bólu [444] i po odstawieniu substancji psychoaktywnych [445, 446]. 

Dodatkowo, wokalizacje te mogą być emitowane w oczekiwaniu na bodźce awersyjne, co 

potwierdza ich związek z negatywnymi stanami emocjonalnymi [447]. Ze względu na silną 

korelację z doświadczeniami o charakterze negatywnym wokalizacje z klasy “22-kHz” są 

uznawane za wiarygodne markery awersyjnego pobudzenia u szczurów. W 2019 roku 

Brudzynski zasugerował, że emisja tych wokalizacji może być traktowana jako ewolucyjny 

homolog ludzkiego płaczu, choć ograniczony do funkcji sygnalizowania niepokoju i lęku, 

ponieważ stany emocjonalne zwierząt nie pokrywają się z ludzkimi [448]. 
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Rys. 1. Klasyfikacja wokalizacji ultradźwiękowych emitowanych przez dorosłe szczury w pasmach 

częstotliwości: (a) “50-kHz” – markery apetytywnych stanów emocjonalnych i (b) “22-kHz – markery 

awersyjnych stanów emocjonalnych, wraz ze spektrogramami przykładowych dźwięków z każdej 

podkategorii pochodząca z Wright et al. [449]. 

 

Wokalizacje ultradźwiękowe w klasie “50-kHz” są markerem pobudzenia 

związanego z nagrodą oraz pozytywnych stanów emocjonalnych [395, 404, 450, 451]. Są 

to krótkie dźwięki o czasie trwania zazwyczaj poniżej 30–40 ms, mieszczące się w zakresie 

częstotliwości od 35 do 75 kHz, choć czasami mogą osiągać nawet około 100 kHz [393]. 

W klasie “50-kHz” można wyróżnić dźwięki o stałej oraz modulowanej częstotliwości 

częstotliwości (rysunek 1) [452, 453]. Wiele z nich wykazuje różne wzorce modulacji, co 

pozwala na ich dalszą klasyfikację na podtypy, takie jak "trill", "complex", "step-up" czy 

"step-down". Dźwięki charakteryzujące się brakiem znaczącej modulacji częstotliwości to 
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typy "short" i "flat". Funkcjonalne znaczenie tych podtypów, o ile istnieje, pozostaje 

nieznane. 

Te apetytywne wokalizacje są często związane z pozytywnymi interakcjami 

społecznymi, takimi jak: nieagresywny kontakt [454–456] lub zabawa z innymi 

osobnikami [457, 458] oraz interakcje z znanymi eksperymentatorami [451]. W celu 

wywołania “50-kHz” USV, badacze często stosują procedurę “łaskotania” (ang. tickling), 

naśladującą zabawy młodych szczurów [459–461]. Wysoka skuteczność tej metody 

nasunęła sugestii, że wokalizacje “50-kHz” mogą sygnalizować pozytywny afekt, 

analogiczny do prymitywnych form ludzkiego śmiechu [451, 462, 463]. Hipoteza pozostaje 

przedmiotem dyskusji. Istnieją dowody wskazujące, że choć porównanie nie jest 

całkowicie nietrafione, relacja między apetytywnymi wokalizacjami szczurów a ludzkim 

śmiechem jest znacznie bardziej złożona [464]. Niemniej jednak dźwięki z klasy “50-kHz” 

potocznie zwane są “śmiechem szczurów”. 

Wokalizacje ultradźwiękowe “50-kHz” nie są ograniczone wyłącznie do 

kontekstów społecznych. Pojawiają się również w odpowiedzi na sztuczne bodźce 

nagradzające, takie jak podanie substancji psychoaktywnych [177, 465, 466] czy 

optogenetyczna lub farmakologiczna stymulacja niektórych obszarów mózgu, np. jądra 

półleżącego [467] lub pola brzusznego nakrywki [468]. Wokalizacje te można 

zaobserwować także w zadaniach angażujących procesy poznawcze, na przykład w 

paradygmatach pamięci i uczenia się [469–472]. Ponadto, oczekiwanie na nagrody, takie 

jak zabawa [473], elektryczna stymulacja mózgu [474] czy substancje psychoaktywne 

[465, 475], również może wywoływać “50-kHz” USV. Obserwacje te potwierdzają, że 

wokalizacje “50-kHz” odzwierciedlają szeroki zakres stanów apetytywnego pobudzenia. 

U szczurów, podobnie jak u ludzi, występuje zmienność osobnicza. Różnice 

indywidualne przejawiają się np. w podstawowych poziomach wokalizacji 

ultradźwiękowych, zwłaszcza w zakresach “50-kHz” i “22-kHz” [406]. Zmienność ta 

obejmuje szereg czynników, wykraczających poza częstotliwość i czas trwania dźwięków, 

przyczyniając się do złożonego repertuaru wokalnego każdego osobnika. Istotną rolę w tej 

zmienności odgrywają np. czynniki genetyczne, o czym świadczy selektywna hodowla 

szczurów charakteryzujących się wysokimi wskaźnikami wokalizacji ultradźwiękowych 

[422, 476]. Ponadto występują różnice zależne od płci – samce szczurów zazwyczaj 

wykazują wyższe wskaźniki wokalizacji niż samice podczas interakcji społecznych [410]; 

a także różnice związane z wiekiem – młodsze osobniki emitują zazwyczaj więcej 



 44 

wokalizacji w zakresie “50-kHz”, szczególnie podczas zabaw w czasie kontaktów 

społecznych [463]. 

Doświadczenia poszczególnych osobników również wywierają znaczący wpływ na 

wzorce wokalizacji ultradźwiękowych. Przykładowo, wcześniejsza ekspozycja na bodźce 

awersyjne lub izolacja społeczna mogą zmieniać zachowania wokalne [431, 477]. 

Zaobserwowano również różnice indywidualne w warunkowanej odpowiedzi 

kontekstowej u szczurów poddanych temu samemu protokołowi podawania morfiny [136]. 

Najnowsze badania sugerują, że szczury, podobnie jak ludzie, mogą posiadać odrębne 

cechy osobowości wpływające na ich wzorce emisji wokalizacji ultradźwiękowych [478]. 

Na przykład w kontekstach nagradzających, szczury przejawiające więcej optymistycznych 

zachowań emitowały więcej “50-kHz” USV w porównaniu do bardziej ostrożnych lub 

“pesymistycznych” osobników [479]. Uwzględnianie tych różnic indywidualnych pozwala 

na bardziej zniuansowane spojrzenie na komunikację i zachowanie szczurów, co umożliwia 

dokładniejszą interpretację emisji wokalizacji ultradźwiękowych w badaniach 

eksperymentalnych. 

 

1.5.3. Wokalizacje ultradźwiękowe w badaniach nad uzależnieniami.  

Analiza emisji wokalizacji ultradźwiękowych znajduje szerokie zastosowanie w naukach 

neurobiologicznych. USV dorosłych szczurów dają wgląd w ich stany emocjonalne[393], 

co pozwala lepiej zrozumieć zachowania społeczne, funkcje i dysfunkcje emocjonalne oraz 

wpływ czynników środowiskowych i fizjologicznych. Wartość komunikacyjna USV czyni 

je użytecznym narzędziem w badaniach nad podstawami zachowań społecznych oraz 

stanów psychologicznych, takich jak zaburzenia afektywne i uzależnienia [405, 413, 480, 

481].  

W modelach eksperymentalnych parametry ilościowe i jakościowe wokalizacji 

ultradźwiękowych mogą być powiązane z określonymi zmianami kontekstowymi lub 

istotnymi bodźcami wewnętrznymi i zewnętrznymi, a także mogą odzwierciedlać adaptacje 

w systemach percepcyjnych i/lub fizjologicznych [413, 482, 483].  

Kwantyfikacja USV jest powszechnie stosowana do oceny zmian we wzorcach 

wokalizacji w odpowiedzi na różne warunki eksperymentalne, terapie czy do oceny różnic 

indywidualnych. W badaniach nad uzależnieniami porównanie liczby i rodzajów, a także 

analiza czasu trwania, częstotliwości czy typów USV emitowanych przez szczury pozwala 

ocenić wpływ substancji psychoaktywnych na stany afektywne. Dostarcza to ważnych 
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informacji na temat indywidualnej wrażliwości na substancje nagradzające oraz 

umożliwiają dynamiczną obserwację przetwarzania emocjonalnego w czasie oczekiwania 

lub przyjmowania substancji [136, 484, 485]. Analiza zmian we wzorcach USV umożliwia 

ocenę wpływu substancji uzależniającej, odstawienia i głodu narkotykowego ma emocje, 

co przyczynia się do głębszego zrozumienia zachowań związanych z uzależnieniem. 

Hamed i in. [177] przedstawili wpływ wielokrotnych podań morfiny na 

występowanie i intensywność wokalizacji ultradźwiękowych u szczurów. Codzienne 

podawanie morfiny przez 14 dni spowodowało wzrost liczby epizodów USV 

zarejestrowanych w 14 dniu w porównaniu z 1 i 7 dniem. Co istotne, po 14-dniowym 

okresie abstynencji, szczury wykazywały zwiększoną emisję USV w paśmie “50-kHz” po 

ponownej ekspozycji na kontekst związany z podaniem morfiny. Natomiast, emisja 

wokalizacji ultradźwiękowych mierzona tuż przed podaniem 14 dawki (przed 

rozpoczęciem okresu odstawienia) była znikoma. Zjawisko nasilonej emisji “50-kHz” USV 

po okresie odstawienia substancji uzależniającej, wywołanej ponowną ekspozycją na 

kontekst związany z podawaniem substancji, jest zgodne ze zjawiskiem inkubacji głodu 

narkotykowego (więcej w sekcji 1.2.4). Badanie to potwierdza przydatność USV jako 

behawioralnej miary procesów uzależnienia, podkreślając ich potencjał w uchwyceniu 

zależnych od czasu zmian w głodzie narkotykowym i stanach motywacyjnych. 

 

1.6. Hipoteza dotycząca roli ko-transmisji serotoninergiczno – 
glutaminianergicznej 

Po raz pierwszy serotoninę (5-hydroksytryptamina, 5-HT) wyizolowano z płytek krwi w 

1948 roku i zidentyfikowano jako czynnik wazokonstrykcyjny [486]. W organizmie 

człowieka około 90% serotoniny znajduje się w komórkach przewodu pokarmowego, 

głównie w komórkach enterochromafinowych, podczas gdy 8-10% jest magazynowane w 

płytkach krwi, a jedynie 1-2% występuje w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN) 

[196]. Neurony serotoninergiczne, występujące najliczniej w jądrach szwu – grzbietowym 

i pośrodkowym – oraz w sąsiadujących jądrach dolnej części pnia mózgu, tworzą rozległe 

projekcje do różnych obszarów mózgu, w tym ciała migdałowatego, jądra półleżącego i 

kory mózgowej, oraz do obwodowego układu nerwowego [181, 487]. Serotonina wpływa 

na liczne procesy fizjologiczne i behawioralne, m.in. nastrój [488, 489], cykle snu i 

czuwania [490], regulację emocji [491], przetwarzanie sensoryczne [492], oraz funkcje 

poznawcze [488, 493, 494]. 
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Serotonina to indoloamina syntetyzowaną z aminokwasu tryptofanu [495]. W jej 

działaniu pośredniczy co najmniej 14 podtypów receptorów serotoninergicznych, które 

dzielą się na siedem rodzin. Receptory 5-HT przedstawione zostały w tabeli 3. Wszystkie 

podtypy receptorów charakteryzują się specyficzną dystrybucją i funkcją, umożliwiając 

serotoninie modulację wielu złożonych procesów fizjologicznych i behawioralnych, np. 

regulację apetytu [496], lub zachowań związanych z używaniem substancji 

psychoaktywnych i uzależnieniami [497, 498]. 

Układ serotoninergiczny stanowi kluczowy cel dla wielu leków terapeutycznych 

stosowanych w neurofarmakologii [187, 499, 500]. Selektywne inhibitory wychwytu 

zwrotnego serotoniny (SSRI), powszechnie stosowane w leczeniu depresji i zaburzeń 

lękowych, zwiększają stężenie serotoniny w synapsach poprzez hamowanie jej wychwytu 

zwrotnego, co nasila przekaźnictwo serotoninergiczne [501]. Badania wykazały, że SSRI 

modulują preferencję miejsca uwarunkowaną kokainą u myszy z niedoborem dopaminy. 

Sugeruje to, że serotonina lub związane z nią mechanizmy mogą brać udział w 

przetwarzaniu nagrody w sytuacji deficytu dopaminergicznego [136, 502]. Niektóre leki 

przeciwpsychotyczne, przeciwlękowe i substancje psychodeliczne oddziałują na 

specyficzne podtypy receptorów serotoninergicznych, co podkreśla znaczenie serotoniny 

w terapii i modulacji zaburzeń psychiatrycznych i neurologicznych. 

Glutaminian jest najpowszechniej występującym neuroprzekaźnikiem 

pobudzającym w ośrodkowym układzie nerwowym, pełniącym kluczową rolę w transmisji 

i plastyczności synaptycznej [503]. Uczestniczy w wielu funkcjach poznawczych, takich 

jak uczenie się i pamięć [189, 504, 505]. Glutaminian jest syntetyzowany z aminokwasu 

glutaminy [506] i działa poprzez wiązanie się z różnymi podtypami receptorów, które 

zostały przedstawione w tabeli 3. Transmisja glutaminianergiczna jest modulowana przez 

szereg czynników [507–509], w tym glicynę, która pełni rolę ko-agonisty receptora NMDA 

[510], oraz sarkozynę – inhibitor transportera glicyny, mający znaczenie w terapii 

schizofrenii [511, 512].  

Wychwyt zwrotny glutaminianu jest krytycznym procesem, który zapobiega 

nadmiernemu gromadzeniu się tego neuroprzekaźnika w szczelinie synaptycznej. Nadmiar 

glutaminianu prowadzi do intensywnej stymulacji receptorów glutaminianergicznych i 

ekscytotoksyczności [508, 513, 514]. Neurony glutaminianergiczne występują w całym 

mózgu, dzięki czemu glutaminian może wpływać na liczne obszary OUN, w tym te 

związane z kontrolą motoryczną [515], emocjami [505] i funkcjami poznawczymi 

wyższego rzędu [516].  
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Dysregulacja sygnalizacji glutaminianergicznej jest powiązana z wieloma 

zaburzeniami i chorobami neurologicznymi i psychiatrycznymi, takimi jak: choroba 

Alzheimera [517], schizofrenia [516], depresja [518] i epilepsja [519, 520]. Glutaminian 

odgrywa również kluczową rolę w neurobiologii uzależnień, modulując zachowania 

związane z poszukiwaniem substancji [521], głodem narkotykowym [140, 522] oraz 

nawrotami. Wzmacnia nawyki związane z przyjmowaniem substancji uzależniających 

poprzez udział w mechanizmach neuroplastyczności [523, 524] i uwrażliwia szlaki 

neuronalne układu nagrody na bodźce związane z substancjami psychoaktywnymi [525, 

526]. Przewlekła ekspozycja na substancje uzależniające, takie jak opioidy, stymulanty czy 

alkohol, prowadzi do neuroadaptacyjnych zmian w szlakach glutaminianergicznych [527, 

528]. W stanach uzależnienia chroniczna dysregulacja sygnalizacji glutaminianergicznej 

ma działanie neurotoksyczne, uszkadzając obszary kluczowe dla kontroli impulsów i 

pamięci, co utrwala i/lub nasila patologiczne zachowania związane z uzależnieniem [529–

531]. 

W 2018 r. Hamed i Kursa [136] wykazali pozytywną korelację między poziomami 

serotoniny i glutaminianu w ciele migdałowatym szczurów warunkowanych morfiną. 

Ponadto poziom serotoniny w ciele migdałowatym istotnie korelował z liczbą 

apetytywnych wokalizacji ultradźwiękowych (odpowiedź wywołana kontekstem). Oba 

neuroprzekaźniki odgrywają kluczowe role w procesach uzależnienia, a ciało migdałowate 

jest strukturą zaangażowaną w wyrażanie emocji i wyuczonych zachowań emocjonalnych. 

W związku z tymi danymi hipotetyzujemy, że ko-transmisja serotoninergiczno–

glutaminianergiczna w ciele migdałowatym może działać jako modulator stanu 

afektywnego w reakcji wywołanej kontekstem związanym z substancją psychoaktywną. 
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2. Cele pracy 

Celem niniejszej pracy była analiza roli ko-transmisji serotoninergicznej i 

glutaminanergicznej w ciele migdałowatym w kontekście związanym z podaniem 

opioidowej substancji uzależniającej. Wykorzystano klasyczny, zwierzęcy model 

warunkowania miejsca oraz technikę chemogentyczną z zastosowaniem receptorów 

DREADD hM3Dq i hM4Di, ukierunkowanych na neurony serotoninergiczne i/lub 

glutaminianergiczne w ciele migdałowatym w celu weryfikacji wpływu modulacji 

aktywności tych systemów neurotransmisyjnych na zachowanie szczurów w teście 

odpowiedzi kontekstowej. Odpowiedź kontekstową oceniano na podstawie liczby 

epizodów wokalizacji ultradźwiękowych i przebytego dystansu w reakcji na kontekst. 

Dodatkowym celem była próba ustalenia podłoża neurochemicznego badanych reakcji. 

 

W ramach pracy poddano analizie następujące zagadnienia: 

1. Wpływ manipulacji chemogenetycznych na zachowanie szczurów, mierzone liczbą 

emitowanych wokalizacji ultradźwiękowych i przebytym dystansem, w trakcie 

ponownej ekspozycji na kontekst związany z morfiną, po okresie odstawienia. 

2. Zależność między przebytym dystansem a liczbą emitowanych wokalizacji 

ultradźwiękowych. 

3. Neurochemiczne podłoże ekspresji stanów afektywnych. 

4. Ocenę ingerencji chemogenetycznych w kontekście potencjału terapeutycznego w 

leczeniu uzależnień i próbę określenia szlaków neurochemicznych leżących u 

podstaw redukcji oraz wzrostów stanów afektywnych. 
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3. Materiały i metody 

3.1. Szczury rasy Long-Evans 

We wszystkich badaniach wykorzystane zostały naiwne eksperymentalnie samce szczurów 

odmiany Long-Evans, pochodzące z hodowli prowadzonej przez Instytut Biologii 

Doświadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk. Zwierzęta żyły w 

standardowych klatkach domowych o wymiarach 56 cm (długość) × 37 cm (szerokość) × 

20 cm (wysokość), ze wzbogaconym środowiskiem (rys. 2 C i E), w losowo przydzielonych 

grupach liczących 4 osobników. Szczury przebywały w standardowych warunkach 

laboratoryjnych obejmujących: stałą temperaturę 21 ± 2 ℃, wilgotność powietrza 40-60%, 

cyklu światło-ciemność 12/12 oraz swobodny dostęp do pożywienia i wody przez cały czas 

trwania eksperymentów. Wszystkie doświadczenia zostały przeprowadzone zgodnie z 

Dyrektywą Parlamentu Europejskiego i Rady Unii Europejskiej 2010/63/UE z dnia 22 

września 2010 r., po uzyskaniu zgody nr 539/2018 od I Lokalnej Komisji Etycznej ds. 

Doświadczeń nad Zwierzętami w Warszawie. 

 

3.2. Leki, odczynniki i wybrane substancje chemiczne 

Tabela 7. Leki i inne substancje. 

Nazwa Identyfikator 

0,9% fizjologiczny roztwór 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 żelu) 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 IU/ml Heparinum WZF; Polfa Warszawa S.A.; ID prod. 

leczn.: 100028610 

Isofluranum (Izofluran) 1000 mg/g płyn do 

sporządzania 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 Iodi Spirituosa, 7,5 g/250 g, płyn na skórę 
(Jodyna) 

Biowet Drwalew Sp. z o.o.; 100167330 

Ketaminum (Ketamina) 100 mg/ml Biowet Puławy Sp. z o.o., ID prod. leczn.: 

100171394 

Lidocaini hydrochloridum (lidokaina w żelu) Lignocainum Jelfa 20 mg/g Żel; 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.o.o. 

Pentobarbital sodowy 133,3 mg/ml Morbital®; Biowet Puławy Sp. z o.o.; ID prod. 

leczn.: 100171098 

Pentobarbital 26,7 mg/ml 

 

Tabela 8. Wektory wirusowe, surowice i przeciwciała 

Nazwa Identyfikator 

AAV-CamKII-hM3Dq-mCherry Addgene; nr kat.: 50476-AAV5 

AAV-CamKII-hM4Di-mCherry Addgene; nr kat.: 50477-AAV5 

LV-TPH2-hM3Dq-mCitrine konstrukty wirusowe wykonane na specjalne 

zamówienie przez dr Agatę Klejman w Instytucie 

Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN; 

niedostępne w powszechnej sprzedaży LV-TPH2-hM4Di-mCitrine 

normalna surowica kozia (NGS) Normal Goat Serum Blocking Solution (S-1000); 

Vector Laboratories 

normalna surowica ośla (NGS) Normal Donkey Serum ab7475; Abcam 

pierwszorzędowe przeciwciało mCherry Polyclonal 

Antibody 

ThermoFisher Scientific; nr kat.: # PA5-34974 

przeciwciało pierwszorzędowe anty-5-HT Goat anti 5-HT antibody; Immunostar; nr. kat.: 

20079 

przeciwciało pierwszorzędowe anty-5-TPH Sheep anti-Tryptophan Hydroxylase antibody 

(polyclonal); Millipore; nr. kat.: AB1541 

przeciwciało drugorzędowe Alexa Fluor 488 Goat 

Anti-Rabbit 

Goat anti-rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488) 

ab150077; Abcam; 

przeciwciało drugorzędowe Alexa Fluor 546 Goat 

Anti-Rabbit 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (Alexa Fluor® 546) 

ab150077; Abcam; 

przeciwciało drugorzędowe Alexa Fluor 488 Donkey 

anti-sheep 

Donkey anti-sheep IgG (H+L) AB Alexa Fluor® 

488; Life Technologies; nr. kat.: A11015 

przeciwciało drugorzędowe 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-GTM Mounting Medium, with DAPI 

(medium zabezpieczające z DAPI) 

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

Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich; nr CAS: 30525-89-4 

GibcoTM 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 mrożenia tkanek) 

Leica Biosystems; nr kat.: 3801480 

TritonTM X-100 Sigma-Aldrich; nr CAS: 9036-19-5 

Tween® 20 Sigma-Aldrich; nr CAS: 9005-64-5 

 

Tabela 10. Wybrane materiały oraz sprzęt eksperymentalny. 

Nazwa Identyfikator 

Igły NanoFil™ (35G) World Precision Instruments  

Mikropompa Perfuzyjna NanoFil™ 

Strzykawka NanoFil™ (10 μl) 

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-LYSK0-A.0 

2.8mm Zirconium oxide beads (325g); Bertin 
Technologies; nr. kat.: P000926-LYSK0-A.0-BER 

Probówki (polipropylenowe) do homogenizacji Empty 2mL tubes and caps with O-ring (qty 500), 

Bertin Corp; nr kat.: 50-154-2961 

Płytki testowe 12-dołkowe Biologix Europe GmbH; nr kat.: 07-6012 

Pompa perystaltyczna Peristaltic Pump type pp1-05; Zalimp 

Szkiełka nakrywkowe Menzel – wym. 24 × 50 mm Epredia, Gerhard Menzel B.V. & Co. KG; nr kat.: 

BB02400500A113MNZ0 

Szkiełka SuperfrostTM Plus Adhesion Microscope 

Slides 

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

J1800AMNZ 

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

W badaniach nad odpowiedzią kontekstową zachowanie identycznych warunków 

doświadczalnych w trakcie całego eksperymentu ma kluczowe znaczenie. Procedury 

eksperymentalne zostały przeprowadzone w specjalnie przystosowanych do tego celu 

pomieszczeniach behawioralnych z ograniczonym dostępem, co umożliwiło to redukcję 

nieznanych bodźców zapachowych oraz dźwiękowych. Istotne etapy eksperymentalne, 

takie jak wielokrotne podania morfiny (rys. 2 D) oraz test behawioralny (rys. 2 F), zostały 

przeprowadzone w trójwarstwowej, izolowanej akustycznie klatce o wymiarach 48 x 48 x 

50 cm, wyłożonej szarym tworzywem sztucznym. Kontekst eksperymentalny obejmował 

wskazówki przestrzenne w postaci oświetlenia generowanego przez ledowe panele Aurory 

Nanoleaf, podwieszone pod sufitem. Panele emitowały jednolite, żółte światło. 

Dodatkowo, wokół klatek, na całej wysokości pomieszczenia, zamontowano czarne, 

materiałowe kurtyny, które odgradzały miejsce prowadzonych eksperymentów od światła 

zewnętrznego i innych, potencjalnie rozpraszających bodźców. Zachowanie zwierząt 

rejestrowano za pomocą kamery (Abus Security-Center, TVCC50511), umieszczonej nad 

klatkami. 

 

3.4. Rejestracja wokalizacji ultradźwiękowych 

Do rejestracji wokalizacji ultradźwiękowych zostały wykorzystane mikrofony 

pojemnościowe Avisoft–UltraSoundGate CM16/CMPA (Avisoft Bioacoustics). 

Mikrofony umieszczono na ścianie bocznej każdej klatki, na wysokości ok. 25 cm od dna 

(ilustracja na rys. 2F i rys. 3). Mikrofony te umożliwiają rejestrację dźwięków w zakresie 

częstotliwości od 15 do 180 kHz, z płaską charakterystyką częstotliwościową (6 dB) w 

przedziale między 25 a 140 kHz. Mikrofony podłączono do interfejsu UltraSoundGate 

416H (Avisoft Bioacoustics), a następnie do komputera. Nagrania wykonano przy użyciu 

oprogramowania Avisoft-RECORDER, a pliki zapisano w formacie .wav.  
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3.5. Procedury eksperymentalne 

 
Rys. 2 Schemat eksperymentu badania roli ko-transmisji serotoninergiczno-glutaminianergicznej jako 

neuromodulatora emocji w uzależnieniu. Każdy szczur zostały poddany następującym procedurom: (A) 

tickling w 20 s sesjach przez 3 dni; (B) iniekcja konstruktów wirusowych do ciała migdałowatego i 

rekonwalescencja pooperacyjnej (C) (z wyjątkiem osobników zakwalifikowanych do grup kontrolnych); (D) 

warunkowanie miejsca (kontekstu) poprzez 10-dniowe podania soli fizjologicznej (grupy kontrolna solna) 

lub morfiny (pozostałe grupy); (E) 13-dniowy okres odstawienia od substancji; oraz (F) test odpowiedzi 

kontekstowej, podczas którego rejestrowano emitowane wokalizacje ultradźwiękowe i zachowanie. 

 

Badanie roli ko-transmisji serotoninergiczno-glutaminianergicznej jako 

neuromodulatora emocji w odpowiedzi na kontekst związany z podaniem substancji 

psychoaktywnej przeprowadziliśmy zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku 2. 

 

3.5.1. Handling (Oswajanie) 

Przed rozpoczęciem eksperymentów wszystkie zwierzęta zostały poddane siedmiodniowej 

procedurze oswajania (ang. handling) z eksperymentatorem. Pierwszego dnia 

eksperymentator wstawiał dłonie (w rękawiczkach) do klatki, by umożliwić szczurom 

oswojenie się z jego obecnością i zapachem w warunkach minimalnego stresu. W 
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kolejnych dniach zwierzęta były delikatnie brane na ręce i głaskane. Sesje oswajania trwały 

około 10 minut dziennie dla każdego szczura. Celem procedury była redukcja 

prawdopodobieństwa wywołania stresu u zwierząt podczas późniejszych interakcji z 

eksperymentatorem. 

 

3.5.2. Procedura Ticklingu (Łaskotania) 

W pierwszym etapie badania wszystkie zwierzęta zostały poddane procedurze ticklingu 

(łaskotania) (rys. 2 A). Tickling to technika behawioralna stosowana na szczurach, oparta 

na metodzie opracowanej przez Jeffrey’a Burgdorfa [485], imitująca naturalną formę 

zabawy młodych i dorosłych osobników, przypominającą szczurze zapasy (ang. rough-and-

tumble). W warunkach laboratoryjnych ręka eksperymentatora naśladuje szczurzego 

partnera w zabawie [451, 459–461]. Prawidłowo przeprowadzona procedura wywołuje 

szereg pozytywnych efektów, takich jak emisja apetytywnych wokalizacji 

ultradźwiękowych w paśmie “50-kHz” oraz wzmocnienie pozytywnej więzi pomiędzy 

zwierzęciem a eksperymentatorem. Najlepsze efekty przynosi krótkie i powtarzalne 

wykonywanie procedury w ciągu kilku dni [461].  

Wszystkie szczury biorące udział w badaniu zostały poddane procedurze ticklingu 

w sesjach trwających 20 s, codziennie przez trzy dni. Tickling polegał na wykonywaniu 

dynamicznych ruchów dłonią (w rękawiczce ochronnej), przypominających łaskotanie, po 

brzuchu i okolicach przednich kończyn oraz grzbiecie zwierzęcia. Wokalizacje 

ultradźwiękowe emitowane podczas wykonywania procedury każdorazowo rejestrowano u 

poszczególnych szczurów.  

Procedura została przeprowadzona w celu oceny indywidualnej reaktywności 

układu nagrody u szczurów. Tickling wykonywano każdorazowo w klatkach domowych 

przetransportowanych do pokoju behawioralnego, co umożliwiło szczurom dodatkowe 

oswojenie się z transportem oraz nowym otoczeniem przy jednoczesnej minimalizacji 

ryzyka wystąpienia stresu.  

 

3.5.3. Operacje stereotaktyczne iniekcji konstruktów wirusowych 

Wszystkie zwierzęta, z wyjątkiem szesnastu losowo wybranych samców 

zakwalifikowanych do grup kontrolnych, poddano stereotaktycznym iniekcjom 

konstruktów wirusowych do ciała migdałowatego (rys. 2 B). Podczas zabiegów 

chirurgicznych zastosowano następujące konstrukty wirusowe: AAV–CamKII–hM3Dq–



 55 

mCherry, AAV–CamKII–hM4Di–mCherry, LV-TPH2–hM3Dq–mCitrine oraz LV–

TPH2–hM4Di–mCitrine, zgodnie z modyfikacjami przedstawionymi w tabeli 11. 

Wykorzystanie różnych typów wektorów wirusowych było uzasadnione rozmiarem 

promotora TPH2, którego sekwencja nie mieściła się w wektorze AAV. Więcej informacji 

na temat wektorów wirusowych znajduje się w sekcji 1.3.4.1. Wszystkie operacje 

przeprowadzono zgodnie z tym samym protokołem, z użyciem sterylnych narzędzi 

chirurgicznych.  

Procedura stereotaktycznej iniekcji konstruktów wirusowych przebiegała 

następująco: zwierzę wprowadzano w anestezję izofluranem (w mieszaninie z tlenem, 

indukcja 5 %, podtrzymanie 2% w tlenie) i umieszczano w aparacie stereotaktycznym. 

Następnie golono sierść na głowie szczura, a skórę odkażano dwukrotnie (naprzemiennie 

70% roztworem etanolu i jodyną). Oczy zabezpieczano przed wysychaniem żelem 

Vidisic®. Podskórnie podawano: środek przeciwbólowy (stężenie 3,3 mg/kg masy ciała; 

objętość iniekcji: 1 ml/kg masy ciała; Butomidor® w 0,9% roztworze NaCl; igła 0,5 mm x 

16 mm), działający przeciwbólowo i przeciwzapalnie kwas tolfenamowy (stężenie 4 mg/kg 

masy ciała; objętość iniekcji: 1 ml/kg masy ciała; Tolfine® w 0,9% roztworze NaCl; igła 

0,5 mm x 16 mm) oraz antybiotyk enrofloksacynę (stężenie 5 mg/kg masy ciała; objętość 

iniekcji: 1 ml/kg masy ciała; Baytrill® w 0,9% roztworze NaCl; igła 0,5 mm x 16 mm). 

Po upewnieniu się, że zwierzę jest w głębokiej anestezji, skórę miejscowo 

znieczulano lidokainą w żelu i wykonywano nacięcie skóry długości około 1.5 cm wzdłuż 

czaszki (na linii szwów czołowego i strzałkowego), a następnie oczyszczano powierzchnię 

kości. Kolejnym krokiem było zlokalizowanie bregmy (punktu anatomicznego w obszarze 

ciemiączka przedniego na przecięciu szwu strzałkowego ze szwem wieńcowym), w 

odniesieniu do której poziomowano czaszkę i wyznaczono miejsca iniekcji.  

Koordynaty iniekcji zostały wyznaczone zostały na podstawie atlasu mózgu szczura 

Paxions & Watson [316]: -2.52/AP (łac. anterior-posterior); ±4.8/ML (łac. medial-lateral); 

i -9/DV (łac. dorsal-ventral) (głębokość mierzona od powierzchni czaszki). Współrzędne 

stereotaktyczne wyznaczono na powierzchni czaszki w odniesieniu do punktu 0.0 

(bregma). 

Następnie, w czaszce wykonywano niewielkie otwory wiertłem stomatologicznym 

w wyznaczonych punktach. Obustronnie, zgodnie z wyznaczonymi koordynatami iniekcji, 

do ciała migdałowatego podawano zawiesinę nośników wirusowych w objętości 700 lub 

1400 nl (objętość i wykorzystywane konstrukty zależne były od modyfikacji, które wraz z 

liczbą osobników zostały przedstawione w tabeli 11) z prędkością 100 nl/min za pomocą 
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igły, strzykawki i mikropompy perfuzyjnej NanoFil™. Po upływie 5 min od zakończenia 

iniekcji, umożliwiającym swobodną dyfuzję w tkance wstrzykniętego płynu z nośnikami 

wirusowymi, igłę powoli i delikatnie wyciągano. Następnie zakładano szwy i odkażano je 

jodyną. Brzegi zszytej rany ponownie miejscowo znieczulano lidokainą w żelu i odkażano 

jodyną. Na koniec podawano podskórnie 1 ml fizjologicznego roztworu soli aby zapobiec 

odwodnieniu, i umieszczano zwierzę w standardowej klatce.  

Podczas zabiegu i wybudzania pooperacyjnego temperaturę ciała zwierzęcia 

utrzymywano na stałym poziomie przy pomocy mat grzewczych. Czas rekonwalescencji, 

trwający około 7 dni, odbywał się w izolacji w standardowych klatkach domowych (rys. 2 

C). Po zregenerowaniu szczura dołączano ponownie do grupy. 

 

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

chemogenetycznymi. Objętość wprowadzanej zawiesiny z danymi nośnikami wirusowymi wynosiła 700 nl 

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

 

 

konstrukt wirusowy 

 

 

aktywujący neurony 

glutaminianergiczne 

AAV-CamKII-hM3Dq-

mCherry [v = 700 nl] 

hamujący neurony 

glutaminianergiczne 

AAV-CamKII-hM4Di-mCherry  

[v = 700 nl] 

- 

[v = 0 nl] 

aktywujący neurony 

serotoninergiczne 

LV-TPH2-hM3Dq-

mCitrine  

[v = 700 nl] 

10 
grupa: "Glu+5-HT+" 
(jednoczesna aktywacja 

systemu sygnalizacji 

glutaminianergicznej i 

serotoninergicznej) 

8 
grupa: "Glu-5-HT+" 
(jednoczesne hamowanie 

systemu sygnalizacji 

glutaminianergicznej i 

aktywacja systemu sygnalizacji 

serotoninergicznej) 

10 
grupa: "5-HT+" 

(aktywacja systemu 

sygnalizacji 

serotoninergicznej) 

hamujący neurony 

serotoninergiczne 

LV-TPH2-hM4Di-mCitrine  

[v = 700 nl] 

8 
grupa: "Glu+5-HT-" 
(jednoczesna aktywacja 

systemu sygnalizacji 

glutaminianergicznej i 

hamowanie systemu 

sygnalizacji 

serotoninergicznej) 

13 
grupa: "Glu-5-HT-" 
(jednoczesne hamowanie 

systemu sygnalizacji 

glutaminianergicznej i 

serotoninergicznej) 

11 
grupa: "5-HT-" 

(hamowanie systemu 

sygnalizacji 

serotoninergicznej) 

-  

[v = 0 nl] 

12 
grupa: "Glu+" 

(aktywacja systemu 

sygnalizacji 

glutaminianergicznej) 

12 
grupa: "Glu-" 

(hamowanie systemu 

sygnalizacji 

glutaminianergicznej) 

16 
grupy kontrolne: 
morfinowa i solna 
(brak ingerencji) 
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3.5.4. Warunkowanie miejsca i okres odstawienia 

Po aklimatyzacji zwierząt w grupie rozpoczynano procedurę warunkowania miejsca (rys. 

3 D). Przez 10 kolejnych dni szczur, raz dziennie, podawano roztwór morfiny (podanie 

podskórne w okolicę karku; 1 ml/kg masy ciała; morfina w 0,9% roztworze NaCl; igła 0,5 

mm x 16 mm), zgodnie z dawkowaniem przedstawionym w tabeli 12, w stałym kontekście 

przestrzennym w pokoju behawioralnym. Wyjątek stanowiło 8 osobników losowo 

przydzielonych do grupy kontrolnej solnej, którym podawano fizjologiczny roztwór soli 

(0.9% NaCl) w objętości 1 ml/kg masy ciała. Po iniekcji zwierzęta umieszczano do 

klatkach testowych w podgrupach, ograniczonych do współdomowników z klatek 

domowych w celu ograniczenia stresu związanego ze zmianą miejsca oraz izolacją.  

 

Tabela 12. Dawkowanie morfiny. Niższa dawka w ciągu pierwszych 3 dni pozwoliła szczurom budować 

tolerancję i ograniczyć ryzyko śmierci w wyniku depresji oddechowej spowodowanej zbyt wysoką 

początkową dawką morfiny. 

Dzień 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Dawka morfiny 

[mg / kg masy 

ciała] 

7 8 9 10 10 10 10 10 10 10 

 

Okres odstawienia (rys. 2 E) rozpoczynał się dzień po ostatniej iniekcji morfiny lub 

soli fizjologicznej, w zależności od grupy, i trwał 13 dni. W tym czasie zwierzęta 

przebywały w swoich klatkach domowych. Okres ten stanowił czas inkubacji głodu 

opioidowego. 

 

3.5.5. Test odpowiedzi kontekstowej  

W dzień po zakończeniu okresu odstawienia zwierzęta poddawano testowi odpowiedzi 

kontekstowej zgodnie z następującą procedurą.  

Trzydzieści minut przed rozpoczęciem testu behawioralnego szczurowi podawano 

dootrzewnowo iniekcję roztworu liganda aktywującego receptory DREADD – JHU37160 

(0,3 mg/kg masy ciała; objętość iniekcji: 1 ml/kg masy ciała; JHU37160 w 0,9% roztworze 

NaCl; igła 0,5 mm x 16 mm).  

Zastosowanie JHU37160 było podyktowane jego obiecującym profilem 

farmakologicznym (więcej informacji w sekcji 1.3.4.2). Agonistę receptorów DREADD 

podano wszystkim zwierzętom, w tym osobnikom z grup kontrolnych, w celu zapewnienia 
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maksymalnej jednolitości eksperymentalnej do późniejszych porównań biochemii mózgów 

w badaniach post-mortem. 

Po 30 minutach od iniekcji zwierzę umieszczano w kontekście związanym z 

podawaniem substancji, tj. w tej samej klatce, w której wcześniej otrzymywało podania 

morfiny lub soli fizjologicznej. Przed reekspozycją na kontekst klatkę dezynfekowano 70% 

roztworem etanolu w celu usunięcia nieczystości oraz śladów zapachowych. Test 

odpowiedzi kontekstowej trwał 20 minut. W tym czasie szczur mógł się swobodnie 

poruszać po klatce. Zachowanie zwierzęcia oraz emitowane przez nie wokalizacje 

ultradźwiękowe rejestrowano przez cały czas trwania testu behawioralnego (szczegółowe 

informacje dotyczące wykorzystywanego sprzętu opisane zostały w p.3.3 i p. 3.4). 

Po zakończeniu testu odpowiedzi kontekstowej szczura usypiano (5 % izofluranu 

w powietrzu), a następnie uśmiercano przez dekapitację. Mózg ekstrahowano i natychmiast 

mrożono techniką flash-frozen (umieszczano bezpośrednio n-heptanie zmrożonym suchym 

lodem). Tak przygotowany mózg zabezpieczano w folii aluminiowej i przechowywano w 

temperaturze -80 ℃. 

Z uwagi na planowaną analizę stężenia neuroprzekaźników i neuromodulatorów w 

tkankach mózgowych metodą spektrometrii mas zrezygnowano z perfuzyjnego utrwalenia 

tkanek, aby wykluczyć potencjalny wpływ substancji chemicznych używanych w tym 

procesie na ilości monoamin i aminokwasów.  

 

3.6. Przetwarzanie danych behawioralnych 

3.6.1. Dane audio 

Wszystkie nagrania audio zarejestrowane w trakcie eksperymentów przetworzono przy 

użyciu oprogramowania RAT-REC Pro 7.5. Do analizy zarejestrowanych sygnałów 

dźwiękowych zastosowano dyskretną transformatę Fouriera (1024 próbki, okno 

Hamminga), co umożliwiło ich wizualizację w postaci spektrogramów w wybranej skali 

kolorystycznej (rys. 3). Każdy epizod USV został następnie zidentyfikowany i oznaczony 

ręcznie odpowiednią etykietą, umożliwiając automatyczny pomiar następujących 

parametrów: liczba wokalizacji ultradźwiękowych, całkowity czas trwania wokalizacji (s), 

średnią długość wokalizacji (s), szerokość pasma częstotliwości (kHz), liczbę przerw, 

średnią długość przerwy (s) oraz średnią częstotliwość szczytowa (kHz). Pliki formatu .epz 

eksportowano do dalszej analizy statystycznej. Spośród wszystkich analizowanych 
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parametrów do analiz statystycznych wybrano ten najbardziej znaczący, czyli liczbę 

emitowanych epizodów USV podczas 20 minutowej sesji testowej.  

 

 
Rys. 3. Przykładowy zrzut ekranu z programu RAT-REC Pro 7.5, przedstawiający wokalizacje 

ultradźwiękowe z klasy “50-kHz”, zarejestrowane w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej, oraz 

etykiety poszczególnych epizodów USV. 

 

3.6.2. Dane video 

Przetwarzanie nagrań przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Ethovision 

15.0.1418. W celu uzyskania szczurów zastosowano tryb “center-point detection”, 

przyjmując jednego osobnika (“obiekt”) na arenę. Dla każdego nagrania zdefiniowano 4 

areny, po jednej na każdą z czterech klatek, dopasowując je do rzeczywistego środowiska 

eksperymentalnego (rys. 4). Do detekcji szczura i śledzenia jego trajektorii wykorzystano 

metodę detekcji kontrastu “Dynamic Subtraction” z opcją porównywania obiektu “Brighter 

and darker", która identyfikowała szczura na podstawie różnicy w jasności między nim a 

tłem. Ustawienia te okazały się optymalne dla szczurów rasy Long-Evans o biało-czarnym 

umaszczeniu. Wizualizację działania detekcji przedstawiono na rysunku 4 A. Po akwizycji 

danych zweryfikowano wykryte trajektorie. Przykładowe trajektorie przedstawiono na 

rysunku 4. Do dalszej analizy statystycznej wyeksportowano również automatycznie 

obliczone parametry ruchu, takie jak: przebyta odległość (cm), prędkość (cm/s) i 

przyspieszenie (cm/s2). Do analiz statystycznych wybrano parametr przebytego dystansu 

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

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

Substraction”. Część z dodatkowych parametrów pokazana jest po prawej stronie. (B) Przykładowe 

trajektorie z oprogramowania Ethovision wykryte w pierwszych 7 s nagrania. 

 

3.7. Przygotowanie tkanek do analizy 

Przygotowanie materiału do dalszych analiz przebiegało zgodnie z następującym 

protokołem. Mózg, po przeniesieniu z zamrażarki (-80 ℃) do kriostatu, pozostawiano w 

nim na około 2 godz. do osiągnięcia przez tkankę do temperatury około -22 do -20 ℃. 

Następnie mózg przytwierdzano do tarczy kriostatu przy użyciu medium do mrożenia 

tkanek (Surgipath FSC 22 Clear Frozen Section Media). 
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Po rozmrożeniu mózg krojono w płaszczyźnie koronalnej na skrawki o grubości 40 

µm, pobierając, w zależności od możliwości, jeden lub dwa przekroje zawierające ciało 

migdałowate (rys. 5, lewa dolna figura) do barwienia immunohistochemicznego. Do 

analizy za pomocą spektrometrii mas preparowano struktury mózgowe zilustrowane na rys. 

3. Tkanki z obu półkul mózgowych ekstrahowano skalpelem i umieszczano w osobnych, 

2-mililitrowych probówkach polipropylenowych do homogenizacji, zawierających 

cyrkoniowe kulki do rozcierania tkanek (1 struktura wycinana obustronnie / 1 probówkę; 7 

struktur / 1 mózg). Każdą probówkę ważono dwukrotnie na wadze analitycznej: przed i po 

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

mrożono ponownie w temperaturze -80 ℃ i przechowywano do późniejszych analiz.  

 

 
Rys. 5. Na rysunku przedstawiono cztery przekroje szczurzego mózgu [316] z zaznaczeniem struktur 

ekstrahowanych do spektrometrii mas: przyśrodkowej kory przedczołowej (mPFC), prążkowie (CPu), 

jądra półleżącego (NAcc), ciała migdałowatego (Amy), hipokampu (Hipp), kory retrosplenialnej (RSC) 

i pola brzusznego nakrywki (VTA). Z każdego mózgu preparowano siedem struktur. Każdą strukturę 

wycinano skalpelem z obu półkul mózgowych, a następnie umieszczano w probówce do homogenizacji do 

dalszej analizy przy wykorzystaniu spektrometrii mas. Dodatkowo, w zależności od możliwości, pobierano 

jeden lub dwa skrawki o grubości 40 µm zawierające ciało migdałowate (przekrój w lewym dolnym rogu) do 

barwienia immunohistochemicznego. 
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3.8. Analiza ilościowa poziomu wybranych monoamin i aminokwasów 

z wykorzystaniem spektrometrii masowej 

Analiza ilościowa poziomu wybranych monoamin i aminokwasów z wykorzystaniem 

spektrometrii masowej została wykonana w Środowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas 

działającego w Zakładzie Biofizyki IBB PAN. Badanie przebiegało według następującego 

protokołu.  

Do probówek zawierających wyekstrahowane struktury dodano odpowiednią 

objętość 5% kwasu trichlorooctowego będącego buforem do homogenizacji (1 µL buforu 

na 1 mg tkanki). Próbki homogenizowano przez 10 min przy wykorzystaniu 

homogenizatora orbitalnego Cryolyss Evolution Tissue Homogenizer (PreCellys) 

utrzymującego stałą temperaturę 4°C. Następnie homogenaty wirowano przez 10 min w 

temperaturze 4°C z prędkością 14 000 obrotów na minutę. Supernatant przeniesiono do 

nowej polipropylenowej probówki.  

Stężenie 7 neuroprzekaźników: 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) sprzężonej ze spektrometrią mas (Waters Xevo-TQS). 30 µL supernatantu dodano 

do nowej polipropylenowej probówki. Następnie dodano 70 µL mieszaniny znakowanych 

izotopowo standardów wewnętrznych (dopamina-d4, 3- metoksytyramina-d4, 

dihydroksyfenyl kwas octowy-d5 noradrenalina-d3, serotonina-d6, 5-hydroksyindol kwas 

octowy-d5, kwas homowanilinowy-d5) w 50% acetonitrylu z dodatkiem 2.5% kwasu 

mrówkowego. Próbki wytrząsano przez 10 min przy prędkości 1 500 obrotów na minutę w 

temperaturze pokojowej. Następnie próbki wirowano przez 10 min z prędkością 14 000 

obrotów na minutę. Uzyskany supernatant przeniesiono do polipropylenowego viala 

chromatograficznego. Rozdział chromatograficzny analitów przeprowadzono przy użyciu 

kolumny UPLC HSS T3 (1.7µm, 2.1mm x 100mm) (Waters). Analizę danych ilościowych 

wykonano z wykorzystaniem dedykowanego oprogramowania MassLynx (Waters). 

Stężenia aminokwasów, neuromodulatorów i metabolitu noradrenaliny: L-alaniny 

(Ala), β-alaniny (B-Ala), sarkozyny, tauryny, glicyny (Gly), glutaminy (Gln), kwasu 

glutaminowego (Glu), kwasu gamma-aminomasłowego (GABA), oraz 3-metoksy-4-

hydroksyfenylo-glikolu (MHPG), oznaczono z zastosowaniem ultrasprawnej 
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chromatografii cieczowej (Waters Acquity UPLC) sprzężonej z tandemową spektrometrią 

mas (Waters Xevo-TQS). Procedura przygotowania próbek opierała się na upochodnieniu 

związków chlorkiem dnasylu. Do dedykowanych dołków na 96-dołkowej płytce dodano 

10 µL homogenatu tkanek mózgu, 20 µL mieszaniny znakowanych izotopowo standardów 

wewnętrznych (alanina-13C315N, sarkozyna-13C3, tauryna-D4, glicyna-13C2, kwas 

glutaminowy-D5, kwas gamma-aminomasłowy- D6) w 2.5% kwasie mrówkowym, 30 µL 

0,5M dwuwęglanu sodu i 30 µL chlorku dansylu (stężenie 5mg/ml w acetonie). Próbki 

wytrząsano przez 30 min przy prędkości 900 obrotów na minutę w 60⁰C. Następnie próbki 

wirowano przez 10 min z prędkością 14 000 obrotów na minutę. Rozdział 

chromatograficzny przeprowadzono przy użyciu kolumny UPLC HSS T3 (1.7µm, 2.1mm 

x 100mm) (Waters). Analizę danych ilościowych wykonano z wykorzystaniem 

dedykowanego oprogramowania MassLynx (Waters). 

 

3.9. Barwienia immunohistochemiczne 

3.9.1. Przygotowanie tkanek do barwienia 

Do wyznakowania konstruktów wirusowych oraz neuronów serotoninergicznych 

wykorzystano dodatkową grupę zwierząt, niezwiązaną z głównym eksperymentem. 

Szczury poddano operacjom stereotaktycznym opisanym w sekcji 3.5.3. Po upływie ponad 

trzech tygodni od zabiegu zwierzęta znieczulano dootrzewnowo mieszaniną ketaminy 

(roztwór 100 mg/ml; objętość iniekcji: 0,75 ml/kg masy ciała; ketamina w 0,9% roztworze 

NaCl; igła 0,5 mm x 16 mm) i medetomidyny (stężenie 1 mg /ml; objętość iniekcji: 1 ml/kg 

masy ciała; Cepetor® w 0,9% roztworze NaCl; igła 0,5 mm x 16 mm), a następnie 

podawano im dootrzewnowo mieszaninę pentobarbitalu sodowego i pentobarbitalu 

(stężenia w tabeli 7; objętość iniekcji: 1 ml/kg masy ciała; Morbital® w 0,9% roztworze 

NaCl; igła 0,5 mm x 16 mm) w celu rozpoczęcia procedury perfuzji przezsercowej. Po 

ustaniu oddechu oraz zaniku reakcji na bodźce przez lewą komorę serca wprowadzano, za 

pomocą pompy perystaltycznej, schłodzony, 1% roztwór heparyny w zbuforowanym 

fosforanem roztworze soli fizjologicznej (PBS) (pH 7.4), a prawy przedsionek nacinano. 

Po usunięciu krwi oraz płynów ustrojowych z układu krążenia tkanki utrwalano poprzez 

wpompowanie 4% roztworu paraformaldehydu (PFA) w PBS (pH 7.4). Po wstępnym 

utrwalaniu mózg umieszczano na noc w 4% roztworze PFA w temperaturze 4 ℃, a 

następnie przenoszono do 30% roztworu sacharozy i przechowywano w temperaturze 4 ℃ 
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do momentu opadnięcia mózgu na dno falkonu (około 3 – 7 dni) w celu dalszego utrwalenia 

tkanek.  

Po tym czasie mózgi przytwierdzano, przy użyciu specjalnego medium (Surgipath 

FSC 22 Clear Frozen Section Media), do tarczy kriostatu, zamrażano do temperatury około 

-20 ℃ i krojono w płaszczyźnie koronalnej na 40 µm plastry za pomocą kriostatu. Część 

skrawków z przekrojami przedstawionymi na rys. 5 przytwierdzano na szkiełkach 

SuperfrostTM, zabezpieczano w dedykowanym pudełku i przechowywano w temperaturze 

-20 ℃ do późniejszych procedur barwienia. Pozostały materiał do barwień 

przechowywano w temperaturze -20 ℃ w 12-dołkowych płytkach testowych w roztworze 

kriopotekcyjnym (ang. antifreeze), grupując po kilkanaście skrawków z tymi samymi 

strukturami w każdym z dołków. 

 

3.9.2. Barwienia immunohistochemiczne 

Skrawki tkanek przeznaczone do barwienia znaczników mCherry wybierano skrawki 

tkanek przeniesiono do 12-dołkowej płytki testowej. Tkanki płukano (6 × 6 minut) w PBS 

(pH 7.4), a następnie blokowano niespecyficzne miejsca wiązania przez 60 minut w 

roztworze zawierającym 5% normalnej surowicy koziej (NGS) i 0,3% TritonTM X-100 w 

zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej PBS (pH 7.4). W kolejnym kroku skrawki 

inkubowano przez noc w ciemności, w temperaturze 4 ℃, w roztworze pierwszorzędowego 

przeciwciała poliklonalnego mCherry w rozcieńczeniu 1:1000 w 0,3% TritonTM X-100 z 

5% NGS w PBS (pH 7.4). 

Następnego dnia tkanki płukano w PBS (3 × 5 minut), a następnie inkubowano 

przez 2 godz. w roztworze drugorzędowego przeciwciała Alexa Fluor 546® Goat Anti-

Rabbit w rozcieńczeniu 1:500 w 0,3% Tween® 20 w PBS, w ciemności, w temperaturze 

pokojowej. Po kolejnym płukaniu (3 × 5 minut) w PBS skrawki przytwierdzano do szkiełek 

SuperfrostTM Plus, zabezpieczano medium zawierającym DAPI (Fluoromount-GTM), 

nakrywano szkiełkiem nakrywkowym i pozostawiano do wyschnięcia.  

Fluorescencję wybarwionych preparatów obrazowano za pomocą mikroskopu 

Olympus VS 1100, z wykorzystaniem suchego obiektywu U PLAN 20x (NA = 0.75). Do 

wzbudzenia fluorescencji użyto lampy fluorescencyjnej z filtrem fluorescencyjnym typu 

Cy3® (ang. Cyanine 3) ze wzbudzeniem maksymalnym przy długości fali 555/20 nm. 

Sygnał rejestrowano za pomocą kamery kolorowej Hamamatsu ORCA Flash4.0 V2, w 

zakresie detekcji sygnału 575 – 620 nm. Przykładowy skan przedstawiono na rysunku 6. 
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3.9.3. Barwienie neuronów serotoninergicznych i hydroksylazy 

tryptofanowej 

Ze względu na szczątkową liczbę doniesień literaturowych dotyczących obecności 

neuronów serotoninowych w ciele migdałowatym, przeprowadzono dodatkowe barwienia 

immunohistochemiczne w celu uwidocznienia obecności neuronów i projekcji 

serotoninergicznych w tej strukturze. Zastosowane przeciwciała wybrano do zobrazowania 

ciał komórkowych (przeciwciało anty-TPH) oraz aksonów i ich zakończeń synaptycznych 

(przeciwciało anty-5-HT) neuronów serotoninergicznych. 

Barwienie przeprowadzono zgodnie z następującą procedurą. Skrawki tkanek na 

wybranych preparatach (zawierające przekroje z ciałem migdałowatym) otoczono 

markerem hydrofobowym, a następnie inkubowano w PBS przez 20 minut w temperaturze 

pokojowej. Niespecyficzne miejsca wiązania blokowano w roztworze zawierającym 10% 

normalnej surowicy oślej (NDS) i 0,5% TritonTM X-100 w PBS przez 2 godz. w 

temperaturze pokojowej. Następnie skrawki płukano w PBS (3 × 15 min, w temperaturze 

pokojowej) i inkubowano z przeciwciałami pierwszorzędowymi: przeciwciałem anty-TPH 

(hydroksylaza tryptofanowa) w rozcieńczeniu 1:200 oraz przeciwciałem anty-5-HT 

(serotonina) w rozcieńczeniu 1:1000, w roztworze z 2% NDS i 0,3% TritonTM X-100 w 

PBS, przez 16 godzin w wilgotnej komorze w temperaturze 4°C.  

Następnego dnia preparaty płukano w PBS (3 × 15 min, w ciemności, w 

temperaturze pokojowej) i inkubowano z przeciwciałami drugorzędowymi: Alexa Fluor 

488® Donkey anti-sheep w rozcieńczeniu 1:1000 oraz Alexa Fluor 488® Donkey anti-goat 

w rozcieńczeniu 1:1000, w roztworze z 2% NDS i 0,1% TritonTM X-100 w PBS, przez 2 

godziny w ciemności w temperaturze pokojowej. Po inkubacji preparaty ponownie płukano 

w PBS (2 × 15 minut, w ciemności, w temperaturze pokojowej), zabezpieczano medium 

zawierającym DAPI (Fluoromount-GTM), nakrywano szkiełkiem nakrywkowym i 

pozostawiono do wyschnięcia w lodówce. 

Fluorescencję wybarwionych preparatów obrazowano przy użyciu mikroskopu 

konfokalnego Zeiss LSM780, z wykorzystaniem olejowego, apochromatycznego 

obiektywu PLAN 20x (NA = 0.8 M27). Do wzbudzenia fluorescencji użyto lasera 

argonowego o długości fali 405 nm (DAPI) i 488 nm (AF). Sygnał rejestrowano za pomocą 

modułu skanującego z 34 kanałami do jednoczesnego zliczania fluorescencji konfokalnej 

z wysoce czułymi 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) i 497 – 

573 nm (AF – 535 emission). Przykładowy skan przedstawiono na rysunku 6. 

 
Rys. 6. Na rysunku przedstawiono przykładowe wyniki barwień immunohistochemicznych. 

 

3.10. Analiza statystyczna 

3.10.1. Przygotowanie wykresów pudełkowych i obliczanie istotności 

statystycznej 

Do wizualizacji rozkładów wartości zebranych danych wykorzystano wykresy pudełkowe, 

wygenerowane w środowisku R. Analizę istotności statystycznej przeprowadzono również 

w R, z zastosowaniem test Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc Conovera (o ile nie 

zaznaczono inaczej). Na wszystkich wykresach pudełkowych przygotowanych w ramach 

niniejszej pracy porównania wykonywano w odniesieniu do grupy kontrolnej morfinowej. 

 

3.10.2. Korelacje 

Siłę związków liniowych pomiędzy zestawami danych obrazowano wartością 

współczynnika r korelacji Spearmana.  
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3.10.3. Algorytm Boruta 

Do badania efektów modyfikacji chemogenetycznych na układ neuroprzekaźników 

wykorzystano algorytmu Boruta. Jest to algorytm oparty o systemy uczące się, opracowany 

w 2010 [532], umożliwiający wyszukiwanie wieloelementowych i nieliniowych interakcji 

w danych. W algorytmie Boruta wykorzystuje się metodę lasu losowego (ang. Random 

Forest) do modelowania oraz przeprowadza się test istotności oparty na porównaniu 

przydatności badanych cech z losowo wygenerowanymi “cechami cieniami” (ang. shadow 

features). Metoda ta jest szeroko stosowana w różnych dziedzinach nauki – do tej pory 

wykorzystano ją 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 połączeniu z 

transdapterem imputacyjnym [533], który umożliwia pracę z brakami danych bez 

konieczności stosowania odrębnej metody imputacji. Cechy zaklasyfikowane jako 

niepewne (ang. tentative) zostały połączone z cechami potwierdzonymi. W celu stabilizacji 

rezultatów procedurę powtarzano trzydzieści razy. Za ostatecznie istotne uznano cechy, 

które pojawiły się co najmniej w połowie prób. 

 

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

przeprowadzonej przy wykorzystaniu algorytmu Boruta, umożliwiającego wybranie najważniejszych 
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cech (zmiennych) wpływających na badany atrybut (zjawisko) w wybranych grupach. Wykres 

przedstawia mapę ciepła stężeń neurotransmiterów w strukturach (cechy), które algorytm uznał za 

wpływające istotnie statystycznie na liczbę apetytywnych wokalizacji ultradźwiękowych emitowanych w 

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

 

Rysunek 7 przedstawia przykładowy wykres z wynikami analizy statystycznej z 

wykorzystaniem algorytmu Boruta, reprezentatywny dla innych wykresów tego typu 

zawartych w niniejszej pracy. Poniżej znajduje się opis interpretacji wykresu: 

1. Osie: 

a. Oś pozioma (X) od lewej:  

i. Pierwsza kolumna ilustruje wartości analizowanego atrybutu z 

wykorzystaniem skali kolorystycznej. Na rys. 7 jest to wizualizacja 

ilości apetytywnych wokalizacji ultradźwiękowych (patrz legenda 

po prawej stronie), gdzie jasnozielony i ciemnozielony kolor 

oznaczają odpowiednio ilość bliską 100 i 400. 

ii. Następnie zobaczyć można kolumny przedstawiające graficznie 

modyfikacje serotoninergiczne i glutaminianergiczne osobników z 

grup wybranych do analizy. Na przykładowym wykresie (rys. 7), 

prezentowana jest analiza przeprowadzona wyłącznie dla grup 

kontrolnych, wobec czego kolory są jednorodnie ‘neutralne’.  

iii. Dalej są cechy istotne (zmienne) uznane przez algorytm Boruta za 

statystycznie istotne dla wyjaśnienia wybranego zjawiska 

(atrybutu). Każda kolumna reprezentuje inną cechę. Na rysunku 7 

widoczne są neurotransmitery w strukturach (np. "Hipp-Glu" – 

glutaminian w hipokampie, "CPu-GABA" – GABA w prążkowiu), 

istotnie wpływające na ilość apetytywnych wokalizacji 

ultradźwiękowych emitowanych w czasie trwania testu odpowiedzi 

kontekstowej przez wybrane grupy kontrolne. 

b. Oś pionowa (Y) – przedstawia wyniki grup, które zostały przebadane (np. 

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

innemu osobnikowi. 

2. Kolory: 

a. Kolor w komórkach cech reprezentuje wartość danej cechy (w niniejszej 

pracy są to zawsze stężenia neuroprzekaźników w strukturach) dla danego 
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osobnika. Wartość jest zobrazowana na skali barwnej, gdzie niebieski 

oznacza niską, a czerwony wysoką wartość. Wartości zostały 

przeskalowane do rankingu w ramach każdej cechy w celu zwiększenia 

czytelności wykresów.  

b. Legenda: Poza mapą ciepła danego zjawiska (atrybutu), kolorowe paski 

opisane w legendzie po prawej stronie wykresu informują o typie 

modyfikacji. Na rysunku 7 ilustrują one: 

i. "Typ modyfikacji serotoninergicznej": Określa, czy układ 

serotoninergiczny jest hamowany (-), aktywowany (+) czy neutralny 

(0), czyli pozostawiony bez ingerencji chemogenetycznej). 

ii. "Typ modyfikacji glutaminianergicznej": analogicznie dla układu 

glutaminianergicznego. 

3. Klastrowanie: 

a. Dendrogramy: Linie tworzące "drzewka" na osiach wykresu to 

dendrogramy. Pokazują, jak grupy i cechy łączą się w klastry na podstawie 

podobieństwa. Grupy/cechy, które są bliżej siebie na dendrogramie, są 

bardziej do siebie podobne. Na przykładowym wykresie (rys. 7) widać, że 

grupy kontrolne dobrze rozdzieliły się pod względem podobieństwa, z 

wyjątkiem osobnika nr 16 z kontroli solnej, który pod względem poziomów 

neuroprzekaźników w wyłonionych strukturach przypomina bardziej 

zwierzęta z grupy kontroli morfinowej. 

 

Podsumowując, wykres z rys. 7 pokazuje mapę ciepła neuroprzekaźników w 

strukturach istotnych statystycznie dla liczby apetytywnych wokalizacji ultradźwiękowych 

zarejestrowanych w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej w dwóch wybranych grupach 

kontrolnych. Klastrowanie umożliwia dodatkowo ocenę podobieństwa między 

osobnikami. 

 

3.10.4. Graf korelacji neurochemicznych 

W celu zilustrowania korelacji między stężeniami neuroprzekaźników w poszczególnych 

strukturach mózgu przygotowano graf korelacji neurochemicznych, w których wierzchołki 

(węzły) odpowiadają parze neuroprzekaźnik – struktura, a krawędzie – istotnym 

korelacjom między wszystkimi zmierzonymi wartościami. Test Spearman wykonano dla 
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każdej pary atrybutów, a następnie zastosowano poprawkę Holma na wielokrotne 

testowanie. Na rysunku 78 przedstawiono graf korelacji istotnych na poziomie 0,01. 

Korelacje dodatnie zilustrowano za pomocą czarnych krawędzi, a ujemne – czerwonych. 

Układ grafu uzyskano przy pomocy programu Graphviz z wykorzystaniem algorytmu 

neato. 
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4. Wyniki 

W opisie wyników stosowane są nazwy grup przedstawione w tabeli 11. “Grupa 

kontrolna solna” / “kontrola solna” – odnosi się do grupy szczurów, które nie były 

poddawane ingerencjom chemogenetycznym i otrzymywały fizjologiczny roztwór soli 

podczas procedury warunkowania miejsca. Pozostałe to grupy warunkowane morfiną. 

“Grupa kontrolna morfinowa” / “kontrola morfinowa” to grupa szczurów, które nie 

były poddawane ingerencjom chemogenetycznym. Nazwy pozostałych grup to skróty 

odpowiadające docelowym skutkom zastosowanych ingerencji chemogenetycznych: 

● "5-HT-": aktywacja receptorów DREADD HM4Di na neuronach 

serotoninergicznych, co skutkuje hamowaniem aktywności tych neuronów.  

● "5-HT+": aktywacja receptorów DREADD hM3Dq na neuronach 

serotoninergicznych, co skutkuje wzrostem aktywności tych neuronów. 

● "Glu-": aktywacja receptorów DREADD HM4Di na neuronach 

glutaminianergicznych, co skutkuje hamowaniem aktywności tych neuronów. 

● "Glu+": aktywacja receptorów DREADD hM3Dq na neuronach 

glutaminianergicznych, o skutkuje wzrostem aktywności tych neuronów;  

● "Glu-5-HT-": jednoczesna aktywacja receptorów DREADD HM4Di na neuronach 

glutaminianergicznych i DREADD HM4Di na neuronach serotoninergicznych, 

hamująca aktywność obu typów neuronów. 

● "Glu-5-HT+": jednoczesna aktywacja receptorów DREADD HM4Di na 

neuronach glutaminianergicznych (hamująca aktywność) i receptorów DREADD 

hM3Dq na neuronach serotoninergicznych (zwiększająca aktywność). 

● "Glu+5-HT-": jednoczesna aktywacja receptorów DREADD hM3Dq na 

neuronach glutaminianergicznych (zwiększająca aktywność) i receptorów 

DREADD HM4Di na neuronach serotoninergicznych (hamująca aktywność). 

● "Glu+5-HT+": – jednoczesna aktywacja receptorów DREADD hM3Dq na 

neuronach glutaminianergicznych i DREADD hM3Dq na neuronach 

serotoninergicznych, zwiększająca aktywność obu typów neuronów w ciele 

migdałowatym. 
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4.1. Analiza behawioralna 

4.1.1. Analiza wokalizacji ultradźwiękowych 

 
Rys. 8. Wpływ modyfikacji chemogenetycznych transmisji serotoninergiczno–glutaminianergicznej w 

ciele migdałowatym na liczbę apetytywnych wokalizacji ultradźwiękowych emitowanych podczas testu 

reekspozycji na kontekst związany z podaniem substancji po okresie odstawienia. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Analiza behawioralna wokalizacji ultradźwiękowych (rys. 8) wykazała wzrost odpowiedzi 

kontekstowej zwierząt, mierzonej liczbą 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 epizodów USV, 

zarejestrowanych podczas testu reekspozycji na kontekst związany z podaniem morfiny po 

okresie odstawienia, w porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej, w dwóch 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 ultradźwiękowych w paśmie “50-kHz”. 
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Rys. 9. Wykres pokazuje zależność pomiędzy emitowanymi wokalizacjami ultradźwiękowymi w czasie 

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

 

Nie stwierdzono istotnej korelacji (r=0,04) pomiędzy liczbą wokalizacji emitowanych w 

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

 
Rys. 10. Wpływ modyfikacji chemogenetycznych transmisji serotoninergiczno–glutaminianergicznej 

w ciele migdałowatym na dystans pokonany podczas testu reekspozycji na kontekst związany z 

podaniem substancji po okresie odstawienia przez badane grupy. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. Wartości dystansu [cm] przeskalowano. 

 

Analiza poziomu aktywności lokomotorycznej (rys. 10) wykazała statystycznie istotny 

wzrost przebytego dystansu [cm] podczas testu odpowiedzi kontekstowej w grupie 

kontrolnej morfinowej w porównaniu do kontroli solnej (p<0,01). 

Istotny statystycznie wzrost przebytego dystansu [cm] w stosunku do grupy 

kontrolnej morfinowej zaobserwowano w pięciu 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 zależność pomiędzy emitowanymi wokalizacjami ultradźwiękowymi oraz 

przebytego dystansu w czasie testu odpowiedzi kontekstowej (wszystkie grupy). Współczynnik korelacji 

r-Spearmana r=0,31. Wartości dystansu [cm] przeskalowano dla zwiększenia czytelności wykresu. 

 

Stwierdzono brak silnej korelacji (r=0,31) między liczbą emitowanych wokalizacji 

ultradźwiękowych a dystansem pokonanym przez szczury w teście odpowiedzi 

kontekstowej podczas ponownej ekspozycji na kontekst związany 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 kontekście wokalizacji 

ultradźwiękowych 
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Rys. 12. Wykresy przedstawiające stężenie neuroprzekaźników w strukturach, które istotnie 

statystycznie wpływają na liczbę apetytywnych wokalizacji ultradźwiękowych emitowanych w trakcie 

testu odpowiedzi kontekstowej (A) we wszystkich grupach morfinowych, (B) w grupach, które nie 

podlegały modyfikacjom serotoninergicznym, oraz (C) w grupach, które nie podlegały modyfikacjom 

glutaminianergicznym. 

 

 Analiza neurochemii z wykorzystaniem algorytmu Boruta badanej pod kątem 

istotności względem wokalizacji ultradźwiękowych wykazała, że dla grup otrzymujących 

morfinę: 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikol (MHPG) w korze retrosplenialnej; 

glutaminian i kwasu dihydroksyfenylooctowy (DOPAC) w przyśrodkowej korze 

przedczołowej oraz serotonina w jądrze półleżącym, istotnie wpływają na ilość 

apetytywnych USV emitowanych w czasie trwania testu odpowiedzi kontekstowej (rys. 12 

A). 

 Natomiast w grupach, w których nie stosowano modyfikacji chemogenetycznych 

w obrębie systemu neurotransmisji serotoninergicznej istotnym względem ilości 

wokalizacji ultradźwiękowych okazał się poziom glutaminianu w trzech strukturach: ciele 

migdałowatym, prążkowiu oraz przyśrodkowej korze przedczołowej (rys. 12 B). 

 W grupach, w których nie stosowano modyfikacji chemogenetycznych w obrębie 

systemu neurotransmisji glutaminianergicznej neuroprzekaźnikami istotnymi pod kątem 

ilości wokalizacji ultradźwiękowych okazały się glutaminian w prążkowiu oraz korze 

retrosplenialnej i sarkozyna w jądrze półleżącym (rys. 12 C). 
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4.2.2. Analiza neurochemii w kontekście dystansu 

 
Rys. 13. Wykres przedstawiający stężenie neuroprzekaźników w strukturach, które istotnie 

statystycznie wpływają na przebyty dystans w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej we wszystkich 

grupach morfinowych. 
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Analiza neurochemii z wykorzystaniem algorytmu Boruta badanej pod kątem 

istotności względem pokonanego dystansu w czasie trwania testu odpowiedzi kontekstowej 

wykazała monoaminy, aminokwasy i metabolity neuroprzekaźników istotne statystycznie 

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

1. W ciele migdałowatym: β-alanina, kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC), 

kwas γ-aminomasłowy (GABA), glicyna, glutamina, noradrenalina, tauryna i 

serotonina. W jądrze półleżącym statystycznie istotnymi okazały się: β-alanina, 

dopamina, glutamina, noradrenalina, serotonina, kwas homowanilinowy (HVA) i 

kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA).  

2. W jądrze półleżącym: β-alanina, dopamina, glutamina, noradrenalina, serotonina, 

kwas homowanilinowy (HVA) i kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA). 

3. W prążkowiu: β-alanina, DOPAC, dopamina, 3-metoksytyramina (3-MT), 

glutamina, tauryna, serotonina, kwas homowanilinowy (HVA) i kwas 5-

hydroksyindolooctowy (5-HIAA).  

4. W polu brzusznym nakrywki: L-alanina, β-alanina, dopamina, 3-MT, 

noradrenalina, serotonina i kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA).  

5. W przyśrodkowej korze przedczołowej: L-alanina, DOPAC, glutamina, 

noradrenalina, tauryna, sarkozyna, serotonina i kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-

HIAA).  

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

serotonina.  

7. W korze retrosplenialnej: β-alanina, DOPAC, glicyna, glutamina, noradrenalina, 

tauryna i serotonina. 

 



 80 

 
Rys. 14. Wykresy przedstawiające stężenie neuroprzekaźników w strukturach, które istotnie 

statystycznie wpływają na przebyty dystans w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej (A) w grupach, 

które nie podlegały modyfikacjom serotoninergicznym, oraz (B) w grupach, które nie podlegały 

modyfikacjom glutaminianergicznym. 



 81 

W grupach, w których nie stosowano modyfikacji chemogenetycznych w obrębie 

systemu neurotransmisji serotoninergicznej monoaminami, aminokwasami i metabolitami 

neuroprzekaźników statystycznie istotnymi względem dystansu przebytego w czasie 

trwania testu odpowiedzi kontekstowej okazały się (rys. 14 A):  

1. W ciele migdałowatym: glicyna, glutamina i tauryna. 

2. W jądrze półleżącym: glutaminian, glutamina i tauryna. 

3. W prążkowiu: L-alanina, β-alanina, kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC), 

kwas γ-aminomasłowy (GABA), glutamina i tauryna, 

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

kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA). 

5. W przyśrodkowej korze przedczołowej: L-alanina, glutaminian, glutamina i 

tauryna. 

6. W hipokampie: L-alanina, β-alanina, glutamina i tauryna. 

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

 

 Natomiast analiza w grupach, w których nie stosowano modyfikacji 

chemogenetycznych w obrębie systemu neurotransmisji glutaminianergicznej 

monoaminami, aminokwasami i metabolitami neuroprzekaźników statystycznie istotnymi 

pod kątem dystansu przebytego w czasie trwania testu odpowiedzi kontekstowej są (rys. 14 

B): 

1. W ciele migdałowatym: kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC), glicyna, 

tauryna i serotonina. 

2. W jądrze półleżącym: noradrenalina i kwas homowanilinowy (HVA). 

3. W prążkowiu: β-alanina, glutamina, tauryna i HVA. 

4. W polu brzusznym nakrywki: glutamina, tauryna i HVA. 

5. W przyśrodkowej korze przedczołowej: β-alanina, glutamina, tauryna i 

serotonina. 

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

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

Analiza poziomu neuroprzekaźników pomiędzy grupami wykazała następujące różnice w 

badanych strukturach. 

4.3.1. Neurochemia ciała migdałowatego 

 
Rys. 15. Rozkłady stężenia serotoniny w ciele migdałowatym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Serotonina (rys. 15): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie serotoniny w ciele 

migdałowatym między grupą kontroli morfinowej a grupą kontroli solnej W porównaniu 

do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 

serotoniny w ciele migdałowatym w następujących czterech grupach: "5-HT-" (p<0,001), 

"5-HT+" (p<0,001), "Glu-5-HT-" (p=0,01) i "Glu+" (p<0,05). 
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Rys. 16. Rozkłady stężenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w ciele migdałowatym w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej.  

 

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

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 5-HIAA w ciele migdałowatym 

pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 5-HIAA w 

ciele migdałowatym w grupie "5-HT+" (p<0,05). Natomiast, istotny statystycznie wzrost 

poziomu 5-HIAA w ciele migdałowatym zaobserwowano w trzech grupach: "Glu-5-HT+" 

(p<0,01), "Glu+" (p=0,01) i "Glu+5-HT-" (p<0,05) w stosunku do grupy kontrolnej 

morfinowej. 
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Rys. 17. Rozkłady stężenia glutaminianu w ciele migdałowatym w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Glutaminian (rys. 17): 

W porównaniu do grupy kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) 

spadek poziomu glutaminianu w ciele migdałowatym w grupie kontroli morfinowej. W 

grupie "5-HT-" (p=0,05) zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 

glutaminianu w ciele migdałowatym w stosunku do kontroli morfinowej. Natomiast, w 

porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost 

poziomu glutaminianu w ciele migdałowatym w pięciu 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). 
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Rys. 18. Rozkłady stężenia glicyny w ciele migdałowatym w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Glicyna (rys. 18): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie glicyny w ciele migdałowatym 

między grupą kontroli morfinowej a grupą kontroli solnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotnie statystyczny wzrost poziomu glicyny w 

ciele migdałowatym w następujących czterech grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" 

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

 



 86 

 
Rys. 19. Rozkłady stężenia sarkozyny w ciele migdałowatym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Sarkozyna (rys. 19): 

Nie stwierdzono statystycznie istotnej różnicy w poziomie sarkozyny w ciele 

migdałowatym pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W stosunku do 

kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu sarkozyny w 

ciele migdałowatym zaobserwowano w dwóch grupach "Glu-" (p<0,01) i "Glu+" (p<0,05). 
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Rys. 20. Rozkłady stężenia dopaminy w ciele migdałowatym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Dopamina (rys. 20): 

W porównaniu do grupy kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) 

spadek poziomu dopaminy w ciele migdałowatym w grupie kontroli morfinowej. W 

porównaniu do kontroli morfinowej w grupie "5-HT-" (p=0,01) zaobserwowano istotny 

statystycznie spadek poziomu dopaminy w ciele migdałowatym. Natomiast, istotny 

statystycznie wzrost poziomu dopaminy w ciele migdałowatym 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 morfinowej. 
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Rys. 21. Rozkłady stężenia 3-metoksytyraminy (3-MT) w ciele migdałowatym w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

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

W porównaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) spadek 

poziomu 3-MT w ciele migdałowatym w grupie kontroli morfinowej. W czterech grupach: 

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

migdałowatym w porównaniu do kontroli morfinowej. 
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Rys. 22. Rozkłady stężenia kwasu γ-aminomasłowego (GABA) w ciele migdałowatym w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Kwas γ-aminomasłowy (GABA) (rys. 22): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie GABA w ciele migdałowatym 

między grupą kontroli morfinowej a grupą kontroli solnej. W stosunku do grupy kontrolnej 

morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu GABA w ciele 

migdałowatym w trzech następujących grupach: "5-HT-" (p<0,01), "5-HT+" (p<0,01) i 

"Glu+" (p<0,01). 
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Rys. 23. Rozkłady stężenia noradrenaliny w ciele migdałowatym w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Noradrenalina (rys. 23): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie noradrenaliny w ciele 

migdałowatym pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W porównaniu do 

kontroli morfinowej istotnie statystyczny spadek poziomu noradrenaliny w ciele 

migdałowatym zaobserwowano w dwóch grupach: "5-HT-" (p<0,01) i "5-HT+" (p<0,01). 

Natomiast, w grupie "Glu+5-HT-" (p=0,01) zaobserwowano istotny statystycznie wzrost 

poziomu noradrenaliny w ciele migdałowatym w stosunku do kontroli morfinowej. 
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4.3.2. Neurochemia jądra półleżącego 

 
Rys. 24. Rozkłady stężenia serotoniny w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Serotonina (rys. 24): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie serotoniny w jądrze półleżącym 

między grupą kontroli morfinowej a grupą kontroli solnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu serotoniny w 

jądrze półleżącym w stosunku do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano w czterech 

następujących grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,001), “Glu-” (p=0,01) i "Glu+" 

(p=0,01). Natomiast, w grupie "Glu+5-HT-" (p<0,05), zaobserwowano istotny 

statystycznie wzrost poziomu serotoniny w jądrze półleżącym w stosunku do grupy 

kontrolnej morfinowej. 
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Rys. 25. Rozkłady stężenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w jądrze półleżącym w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej. 

 

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

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 5-HIAA w jądrze półleżącym 

pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 5-HIAA w 

jądrze półleżącym 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 jądrze półleżącym w stosunku do kontroli 

morfinowej. 
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Rys. 26. Rozkłady stężenia glutaminianu w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Glutaminian (rys. 26): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek poziomu glutaminianu w jądrze 

półleżącym w grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli solnej. W porównaniu 

do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu 

glutaminianu w jądrze półleżącym w pięciu grupach: "Glu-" (p=0,05), "Glu-5-HT+" 

(p<0,01), "Glu+" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p=0,01). 
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Rys. 27. Rozkłady stężenia glicyny w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Glicyna (rys. 27): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie glicyny w jądrze półleżącym 

pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W stosunku do grupy kontrolnej 

morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu glicyny w jądrze 

półleżącym w dwóch grupach: "5-HT-" (p=0,01) i "Glu+" (p<0,05). 
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Rys. 28. Rozkłady stężenia sarkozyny w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Sarkozyna (rys. 28): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) wzrost poziomu sarkozyny w jądrze 

półleżącym w grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli solnej. W stosunku do 

kontroli morfinowej zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu sarkozyny w 

jądrze półleżącym pięciu grupach: "5-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. Rozkłady stężenia dopaminy w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Dopamina (rys. 29): 

W porównaniu do grupy kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) 

spadek poziomu dopaminy w jądrze półleżącym w grupie kontroli morfinowej. W stosunku 

do kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu dopaminy w 

jądrze półleżącym w trzech grupach: "5-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. Rozkłady stężenia 3-MT w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

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

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) spadek poziomu 3-MT w jądrze półleżącym 

w grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli solnej. W stosunku do kontroli 

morfinowej zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu 3-MT w jądrze 

półleżącym w dwóch grupach: "5-HT-" (p<0,001) i "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 jądrze półleżącym w porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej. 
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Rys. 31. Rozkłady stężenia GABA w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Kwas γ-aminomasłowy (GABA) (rys. 31): 

W porównaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost 

poziomu GABA w jądrze półleżącym w grupie kontroli morfinowej. W grupie "Glu+" 

zaobserwowano statystycznie istotny (p<0,05) spadek poziomu GABA w jądrze 

półleżącym w stosunku do grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. 32. Rozkłady stężenia noradrenaliny w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Noradrenalina (rys. 32): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost poziomu noradrenaliny w jądrze 

półleżącym w grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli solnej. W porównaniu 

do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 

noradrenaliny w jądrze półleżącym w sześciu grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" 

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

(p<0,05). 
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4.3.3. Neurochemia prążkowia 

 
Rys. 33. Rozkłady stężenia serotoniny w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Serotonina (rys. 33): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie serotoniny w prążkowiu 

pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu serotoniny w 

prążkowiu w trzech grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,001) i "Glu-" (p=0,01), 

natomiast, wzrost w dwóch grupach: "Glu-5-HT+" (p=0,05) i "Glu+5-HT-" (p<0,05). 
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Rys. 34. Rozkłady stężenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w prążkowiu w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

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

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 5-HIAA w prążkowiu pomiędzy 

grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. W porównaniu do grupy kontrolnej 

morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 5-HIAA w prążkowiu 

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. Rozkłady stężenia glutaminianu w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Glutaminian (rys. 35): 

W porównaniu do kontroli solnej zaobserwowano statystycznie istotny (p<0,001) spadek 

poziomu glutaminianu w prążkowiu w grupie kontroli morfinowej. W porównaniu do 

grupy kontrolnej morfinowej istotny statystycznie wzrost poziomu glutaminianu w 

prążkowiu zaobserwowano w trzech grupach: "Glu+" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001) 

i "Glu+5-HT+" (p<0,05). 
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Rys. 36. Rozkłady stężenia glicyny w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Glicyna (rys. 36): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost poziomu glicyny w prążkowiu w 

grupie kontroli morfinowej w porównaniu do grupy kontroli solnej. W porównaniu do 

grupy kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu glicyny 

w prążkowiu w dwóch grupach: "Glu-5-HT-" (p<0,01) i "Glu+5-HT+" (p<0,01), 

natomiast wzrost w grupie "5-HT-" (p<0,05). 
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Rys. 37. Rozkłady stężenia sarkozyny w prążkowiu w badanych grupach. 

 

Sarkozyna (rys. 37): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie sarkozyny w prążkowiu 

pomiędzy grupami. 
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Rys. 38. Rozkłady stężenia dopaminy w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Dopamina (rys. 38): 

W porównaniu do grupy kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) 

spadek poziomu dopaminy w prążkowiu w grupie kontroli morfinowej. W stosunku do 

grupy kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 

dopaminy w prążkowiu 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. Rozkłady stężenia 3-MT w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

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

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 3-MT w prążkowiu między 

grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. W porównaniu do kontroli morfinowej 

zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu 3-MT w prążkowiu 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). 

 



 107 

 
Rys. 40. Rozkłady stężenia GABA w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Kwas γ-aminomasłowy (GABA) (rys. 40): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) wzrost poziomu GABA w prążkowiu w 

grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli solnej. W stosunku do grupy 

kontrolnej morfinowej istotnie statystyczny spadek poziomu GABA w prążkowiu 

zaobserwowano w sześciu grupach: "Glu-" (p<0,01), "Glu-5-HT-" (p<0,01), "Glu-5-HT+" 

(p=0,001), "Glu+" (p<0,01), "Glu+5-HT-" (p<0,001) i "Glu+5-HT+" (p<0,001). 
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Rys. 41. Rozkłady stężenia noradrenaliny w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Noradrenalina (rys. 41): 

Nie stwierdzono statystycznie istotnej różnicy w poziomie noradrenaliny w prążkowiu 

pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu 

noradrenaliny w prążkowiu w grupie "5-HT+" (p=0,05). 
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4.3.4. Neurochemia pola brzusznego nakrywki 

 
Rys. 42. Rozkłady stężenia serotoniny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Serotonina (rys. 42): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie serotoniny w polu brzusznym 

nakrywki między grupą kontroli morfinowej i grupą 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 "Glu+". 
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Rys. 43. Rozkłady stężenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w polu brzusznym nakrywki 

w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej. 

 

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

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 5-HIAA w polu brzusznym 

nakrywki pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. Istotny statystycznie 

spadek poziomu 5-HIAA w polu brzusznym nakrywki w porównaniu do grupy kontrolnej 

morfinowej zaobserwowano w sześciu 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. Rozkłady stężenia glutaminianu w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Glutaminian (rys. 44): 

W porównaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek 

poziomu glutaminianu w polu brzusznym nakrywki w grupie kontroli morfinowej. Istotny 

statystycznie wzrost poziomu glutaminianu w polu brzusznym nakrywki zaobserwowano 

w pięciu 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 porównaniu do grupy kontrolnej 

morfinowej. 
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Rys. 45. Rozkłady stężenia glicyny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Glicyna (rys. 45): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie glicyny w polu brzusznym 

nakrywki między grupą kontroli morfinowej i grupą 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. Rozkłady stężenia sarkozyny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Sarkozyna (rys. 46): 

W porównaniu 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 porównaniu 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. Rozkłady stężenia dopaminy w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Dopamina (rys. 47): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) spadek poziomu dopaminy w polu 

brzusznym nakrywki w grupie kontroli morfinowej w porównaniu 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 porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. 48. Rozkłady stężenia 3-MT w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

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

W porównaniu 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 dwóch 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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Rys. 49. Rozkłady stężenia GABA w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. 

 

Kwas γ-aminomasłowy (GABA) (rys. 49): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie GABA w polu brzusznym 

nakrywki pomiędzy grupami. 
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Rys. 50. Rozkłady stężenia noradrenaliny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Noradrenalina (rys. 50): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie noradrenaliny w polu 

brzusznym nakrywki pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W dwóch 

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 porównaniu 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 przyśrodkowej kory przedczołowej 

 
Rys. 51. Rozkłady stężenia serotoniny w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Serotonina (rys. 51): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie serotoniny w przyśrodkowej 

korze przedczołowej między grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. W 

porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek 

poziomu serotoniny w przyśrodkowej korze przedczołowej w dwóch grupach: "5-HT-" 

(p<0,001) i "5-HT+" (p<0,01), natomiast wzrost w grupie "Glu+5-HT-" (p<0,05). 
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Rys. 52. Rozkłady stężenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w przyśrodkowej korze 

przedczołowej w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem 

grupy kontrolnej morfinowej. 

 

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

W grupie kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) wzrost 

poziomu 5-HIAA w przyśrodkowej korze przedczołowej w porównaniu do kontroli solnej. 

Istotny statystycznie spadek poziomu 5-HIAA w przyśrodkowej korze przedczołowej w 

porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano w czterech grupach: "5-HT-

" (p=0,001), "5-HT+" (p=0,01), "Glu-5-HT-" (p=0,01) i "Glu+5-HT+" (p=0,01). 
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Rys. 53. Rozkłady stężenia glutaminianu w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Glutaminian (rys. 53): 

W porównaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek 

poziomu glutaminianu w przyśrodkowej korze przedczołowej w grupie kontroli 

morfinowej. W grupie "5-HT+" (p<0,05) zaobserwowano istotny statystycznie spadek 

poziomu glutaminianu w przyśrodkowej korze przedczołowej w stosunku do grupy 

kontrolnej morfinowej. Natomiast istotny statystycznie wzrost poziomu glutaminianu w 

przyśrodkowej korze przedczołowej w porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej 

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. Rozkłady stężenia glicyny w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Glicyna (rys. 54): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie glicyny w przyśrodkowej korze 

przedczołowej pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W stosunku do 

grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu 

glicyny w przyśrodkowej korze przedczołowej 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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Rys. 55. Rozkłady stężenia sarkozyny w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Sarkozyna (rys. 55): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie sarkozyny w przyśrodkowej 

korze przedczołowej między grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. Istotnie 

statystyczny spadek poziomu sarkozyny w przyśrodkowej korze przedczołowej w 

porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano w czterech grupach: "5-HT-

" (p<0,05), "5-HT+" (p<0,01), "Glu-" (p<0,01) i "Glu+" (p<0,05). 
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Rys. 56. Rozkłady stężenia dopaminy w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Dopamina (rys. 56): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie dopaminy w przyśrodkowej 

korze przedczołowej pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W 

porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek 

poziomu dopaminy w przyśrodkowej korze przedczołowej w dwóch grupach: "5-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. Rozkłady stężenia 3-MT w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

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

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 3-MT w przyśrodkowej korze 

przedczołowej między grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. W stosunku do 

kontroli morfinowej statystycznie istotny wzrost poziomu 3-MT w przyśrodkowej korze 

przedczołowej zaobserwowano w grupach "Glu-" (p<0,001) i "5-HT+" (p<0,001). 
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Rys. 58. Rozkłady stężenia GABA w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Kwas γ-aminomasłowy (GABA) (rys. 58): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,01) wzrost poziomu GABA w przyśrodkowej 

korze przedczołowej w grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli solnej. W 

porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek 

poziomu GABA w przyśrodkowej korze przedczołowej 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. Rozkłady stężenia noradrenaliny w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Noradrenalina (rys. 59): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie noradrenaliny w przyśrodkowej 

korze przedczołowej pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W 

porównaniu do kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 

noradrenaliny w przyśrodkowej korze przedczołowej w grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-

HT+" (p<0,001) i "Glu+" (p=0,05). Natomiast, istotny statystycznie wzrost poziomu 

noradrenaliny w przyśrodkowej korze przedczołowej 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 

 
Rys. 60. Rozkłady stężenia serotoniny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Serotonina (rys. 60): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie serotoniny w hipokampie 

między grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu serotoniny w 

hipokampie w dwóch grupach: "5-HT-" (p<0,001), "5-HT+" (p<0,01). 
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Rys. 61. Rozkłady stężenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w hipokampie w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

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

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 5-HIAA w hipokampie 

pomiędzy 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 morfinowej. 
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Rys. 62. Rozkłady stężenia glutaminianu w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Glutaminian (rys. 62): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek poziomu glutaminianu w 

hipokampie w grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli solnej. W stosunku 

do grupy kontrolnej morfinowej istotny statystycznie wzrost poziomu glutaminianu w 

hipokampie zaobserwowano w pięciu grupach: "Glu-" (p<0,01), "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. 63. Rozkłady stężenia glicyny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Glicyna (rys. 63): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie glicyny w hipokampie między 

grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. W porównaniu 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. Rozkłady stężenia sarkozyny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Sarkozyna (rys. 64): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie sarkozyny w hipokampie 

pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W stosunku do kontroli 

morfinowej istotny statystycznie spadek poziomu sarkozyny w hipokampie 

zaobserwowano w sześciu grupach: "5-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. Rozkłady stężenia dopaminy w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Dopamina (rys. 65): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie dopaminy w hipokampie 

między grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej istotny statystycznie wzrost poziomu dopaminy w hipokampie 

zaobserwowano w dwóch grupach: "Glu-" (p<0,01) i "Glu+" (p<0,05). 
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Rys. 66. Rozkłady stężenia 3-MT w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

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

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 3-MT w hipokampie pomiędzy 

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), "5-HT+" (p<0,05) i "Glu-" (p<0,05). 
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Rys. 67. Rozkłady stężenia GABA w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Kwas γ-aminomasłowy (GABA) (rys. 67): 

W porównaniu do kontroli solnej zaobserwowano istotny statystycznie (p=0,05) wzrost 

poziomu GABA w hipokampie w grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli 

solnej. W porównaniu 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. Rozkłady stężenia noradrenaliny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Noradrenalina (rys. 68): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie noradrenaliny w hipokampie 

między grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej istotny statystycznie spadek poziomu noradrenaliny w hipokampie 

zaobserwowano w trzech grupach: "5-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 

morfinowej. 
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4.3.7. Neurochemia kory retrosplenialnej 

 
Rys. 69. Rozkłady stężenia serotoniny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Serotonina (rys. 69): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie serotoniny w korze 

retrosplenialnej pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W porównaniu 

do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 

serotoniny w korze retrosplenialnej w trzech grupach: "5-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. Rozkłady stężenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w korze retrosplenialnej w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej.  

 

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

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 5-HIAA w korze 

retrosplenialnej między grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. Istotnie 

statystyczny wzrost poziomu 5-HIAA w korze retrosplenialnej w porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej zaobserwowano w sześciu 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. Rozkłady stężenia glutaminianu w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

Glutaminian (rys. 71): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,001) spadek poziomu glutaminianu w korze 

retrosplenialnej w grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli solnej. W 

porównaniu 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). 
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Rys. 72. Rozkłady stężenia glicyny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Glicyna (rys. 72): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie glicyny w korze retrosplenialnej 

pomiędzy grupami kontroli morfinowej i 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: "5-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 morfinowej. 
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Rys. 73. Rozkłady stężenia sarkozyny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Sarkozyna (rys. 73): 

W porównaniu 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. Rozkłady stężenia dopaminy w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Dopamina (rys. 74): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie dopaminy w korze 

retrosplenialnej między grupą kontroli morfinowej i grupą kontroli solnej. W porównaniu 

do kontroli morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu dopaminy w 

korze retrosplenialnej w grupie "5-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. Rozkłady stężenia 3-MT w korze retrosplenialnej w badanych grupach. 

 

3-metoksytyramina (3-MT) (rys. 75): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie 3-MT w korze retrosplenialnej 

pomiędzy grupami. 
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Rys. 76. Rozkłady stężenia GABA w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Kwas γ-aminomasłowy (GABA) (rys. 76): 

Zaobserwowano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost poziomu GABA w korze 

retrosplenialnej w grupie kontroli morfinowej w porównaniu do kontroli solnej. W 

stosunku do grupy kontrolnej morfinowej zaobserwowano istotny statystycznie spadek 

poziomu GABA w korze retrosplenialnej w dwóch grupach "Glu+5-HT-" (p<0,01) i 

"Glu+5-HT+" (p<0,01). 
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Rys. 77. Rozkłady stężenia noradrenaliny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej.  

 

Noradrenalina (rys. 77): 

Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w poziomie noradrenaliny w korze 

retrosplenialnej pomiędzy grupami kontroli morfinowej i kontroli solnej. W porównaniu 

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) i "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 korelacji neuroprzekaźników w badanych 
strukturach 

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

negatywne korelacje, natomiast czarne - korelacje pozytywne. 
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Na rysunku 78 przedstawiono graf korelacji neurochemicznych wszystkich analizowanych 

monoamin i ich metabolitów, neuromodulatorów i aminokwasów w badanych strukturach. 

Graf przedstawia wyłącznie korelacje istotne na poziomie p=0,01, czerwone linie ilustrują 

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

Głównym celem niniejszej rozprawy było zbadanie roli ko-transmisji serotoninergicznej i 

glutaminanergicznej w ciele migdałowatym, poprzez jej chemogenetyczną dekompozycję, 

w kontekście zachowań związanych z inkubacją głodu narkotykowego. Zastosowano 

klasyczny model zwierzęcy warunkowania miejsca oraz techniki chemogenetyczne, aby 

przeanalizować wpływ modulacji aktywności neuronów ciała migdałowatego na liczbę 

emitowanych wokalizacji ultradźwiękowych (USV) oraz przebyty dystans podczas testu 

odpowiedzi kontekstowej. Dodatkowo zbadano wpływ tych modyfikacji na poziomy 

monoamin i ich metabolitów, aminokwasów i neuromodulatorów w wybranych strukturach 

mózgu oraz zależności między układami neurochemicznymi, a także ich związek ze 

zmianami behawioralnymi.  

Hipoteza dotyczącą roli ko-transmisji serotoninergicznej i glutaminanergicznej w 

ciele migdałowatym postawiono w oparciu o wcześniejsze badania, które wykazały 

pozytywne korelacje między między poziomem serotoniny w ciele migdałowatym i liczbą 

apetytywnych wokalizacji ultradźwiękowych emitowanych w trakcie ponownej ekspozycji 

na kontekst związany z morfiną, po okresie odstawienia. Jednocześnie, w tym badaniu, 

zaobserwowano pozytywną korelację pomiędzy poziomem serotoniny i glutaminianu w 

ciele migdałowatym [136]. Przewidywano, że co najmniej jedna z zastosowanych 

modyfikacji chemogenetycznych, których celem była dekompozycja ko-transmisji tych 

neuroprzekaźników, może istotnie zredukować liczbę apetytywnych wokalizacji 

ultradźwiękowych w odpowiedzi na kontekst związany z podaniem morfiny. 

Przypuszczano, że efekt behawioralny będzie miał odzwierciedlenie w zmianach 

neurochemicznych mózgu.  

 

5.1. Wpływ manipulacji chemogenetycznych na odpowiedź 
kontekstową mierzoną liczbą emitowanych wokalizacji 

ultradźwiękowych 

Analiza behawioralna wokalizacji ultradźwiękowych (USV) wykazała wzrost odpowiedzi 

kontekstowej u zwierząt z grupy kontroli morfinowej w stosunku do grupy kontroli solnej 

(rys. 8). Odpowiedź kontekstową mierzono liczbą emitowanych USV podczas ponownej 

ekspozycji na kontekst związany z podaniem substancji, po okresie odstawienia. Istotność 

statystyczna uzyskanego wyniku (p<0,001) wskazuje na silny wpływ morfiny i jej 
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odstawienia na rozwój odpowiedzi kontekstowej, ilustrującej emocjonalny komponent 

pożądania, czyli głód narkotykowy. Wynik ten jest zgodny z dotychczasową wiedzą na 

temat wpływu opioidów na procesy uczenia się i pamięci [177, 534–536] oraz z 

doniesieniami literaturowymi wskazującymi istotną rolę inkubacji głodu narkotykowego w 

ekspresji apetytywnych USV po powrocie do kontekstu związanego z podaniem morfiny 

[136, 537]. 

USV u szczurów często interpretowane jako wskaźnik stanów emocjonalnych. 

Przykładowo, dźwięki z klasy “50-kHz” są markerem pozytywnych emocji i oczekiwania 

nagrody. Wzrost liczby apetytywnych USV w odpowiedzi na kontekst związany z morfiną, 

po okresie odstawienia, może świadczyć o aktywacji mechanizmów neuronalnych leżących 

u podstaw głodu narkotykowego, odzwierciedlając antycypację efektów morfiny [136, 177, 

537, 538]. 

Analiza wokalizacji wykonana w grupach poddanych modyfikacjom 

chemogenetycznym wykazała istotny statystycznie spadek liczby epizodów USV w paśmie 

apetytywnym, zarejestrowanych w teście reekspozycji na kontekst związany z podawaniem 

morfiny po okresie odstawienia, w grupach "5-HT-" oraz "Glu+5-HT-" (rys. 8), w 

porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej. Obserwowany spadek liczby USV z klasy 

“50-kHz” sugeruje, że modulacja aktywności neuronów w ciele migdałowatym, 

obejmująca zarówno hamowanie aktywności neuronów serotoninergicznych (grupa "5-

HT-"), jak i ich hamowanie w połączeniu ze wzrostem aktywności neuronów 

glutaminianergicznych (grupa "Glu+5-HT-"), wpływa na zmniejszenie ekspresji 

apetytywnej reakcji behawioralnej wywołanej przez kontekst związany z morfiną. 

Natomiast, w grupie "Glu+5-HT+" odnotowano istotny statystycznie wzrost liczby 

wokalizacji ultradźwiękowych w paśmie “50-kHz”. Wyniki te potwierdzają istotną rolę ko-

transmisji serotoninergiczno-glutaminianergicznej w modulowaniu reakcji na bodźce 

związane z substancjami psychoaktywnymi [136, 498, 521, 525, 528, 539]. Są również 

zgodne z rosnącą liczbą dowodów wskazujących na istotną rolę ciała migdałowatego w 

procesach asocjacyjnego uczenia się związanego z nagrodą, w tym z nagrodą 

farmakologiczną [540–545, 349]. 

Analiza z wykorzystaniem algorytmu Boruta wykazała, że wśród 

neuroprzekaźników istotnie statystycznie wpływających na liczbę emitowanych epizodów 

USV były: serotonina w jądrze półleżącym, glutaminian i kwas dihydroksyfenylooctowy 

(DOPAC) w przyśrodkowej korze przedczołowej 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 okazał się wyłącznie glutaminian w ciele 

migdałowatym, prążkowiu oraz przyśrodkowej korze przedczołowej (rys. 12 B). Natomiast 

w grupach bez ingerencji w system glutaminianergiczny istotne statystycznie były: 

glutaminian w prążkowiu i korze retrosplenialnej oraz sarkozyna w jądrze półleżącym (rys. 

12 C).  

Zróżnicowanie wpływu neuroprzekaźników na emisję USV w poszczególnych 

grupach, wraz z zaobserwowaną nieliniowością w poziomach wokalizacji 

ultradźwiękowych, wskazuje na złożoność systemów zaangażowanych w funkcje 

wyższego rzędu, szczególnie w przypadku grup poddanych modyfikacjom 

chemogenetycznym. Sugeruje to, że proces emisji wokalizacji ultradźwiękowych jest 

wynikiem zaangażowania wielu struktur i szlaków neurotransmisji. Potencjalne podłoże 

neurochemiczne istotnych statystycznie zmian wokalizacji zostanie omówione w punkcie 

5.4. 

 

5.1.1. Relacja między odpowiedzią kontekstową a ticklingiem 

W niniejszym badaniu nie stwierdzono istotnej korelacji (r=0,04 oznacza brak 

monotonicznej zależności) pomiędzy liczbą wokalizacji ultradźwiękowych (USV) 

emitowanych przez szczury podczas procedury ticklingu a liczbą wokalizacji emitowanych 

w teście odpowiedzi kontekstowej (rys. 9). Wynik ten sugeruje brak bezpośredniego 

związku reaktywności na nagradzające bodźce społeczne oraz podatności na uzależnienie 

od opioidów.  

Badania Ryguły i in. [479] wykazały, że szczury emitujące więcej wokalizacji o 

częstotliwości w paśmie “50-kHz” podczas ticklingu, charakteryzują się bardziej 

“optymistycznym” profilem usposobienia. Niemniej, wyniki niniejszego badania 

wskazują, że indywidualne różnice w charakterze, tj. tendencja do “optymizmu” lub 

“pesymizmu”, mierzone reaktywnością na tickling, nie przekładają się bezpośrednio na 

podatność na uzależnienie od opioidów. Sugeruje to, że mechanizmy leżące u podstaw 

reakcji na przyjemne bodźce naturalne (społeczne – w przypadku ticklingu) mogą być 

odrębne od tych zaangażowanych w rozwój uzależnienia, co jest zgodne z obserwacjami 

klinicznymi, wskazującymi, że uzależnienie może dotknąć osoby o różnych typach 

osobowości [546–548]. 

Emisja wokalizacji w paśmie “50-kHz” podczas obu zachowań, służy 

prawdopodobnie do ekspresji pozytywnych, lecz odmiennych stanów emocjonalnych lub 
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pełni odmienne funkcje. Wokalizacje wywołane przez tickling wiążą się z odczuwaniem 

przyjemności, zabawą i wzmacnianiem więzi społecznych [451, 463], podczas gdy 

odpowiedź kontekstowa w niniejszym badaniu odzwierciedla pobudzenie związane 

potencjalnym podaniem morfiny [475, 549, 136]. Uzyskane wyniki sugerują, że oba typy 

odpowiedzi USV są najprawdopodobniej regulowane przez różne mechanizmy neuronalne, 

a brak korelacji między nimi może wynikać z aktywacji odmiennych obwodów 

neuronalnych związanych z nagrodą [550]. Imitujący zabawę tickling ma silniejszą 

komponentę społeczną, podczas gdy odpowiedź kontekstowa jest reakcją wywołaną przez 

wskazówki przestrzenne i odzwierciedla indywidualne pobudzenie związane z 

przywołaniem pamięci o nagrodzie i jej “przewidywaniem”. Emisja USV w obu 

przypadkach jest wyrazem apetytywnego pobudzenia emocjonalnego, lecz 

prawdopodobnie różni się czynnikami, które je wywołują.  

Zgodnie literaturą podczas ticklingu istotną rolę odgrywa pobudzenie aktywności 

istoty szarej okołowodociągowej (ang. Periaqueductal gray, PAG) [551] oraz części kory 

somatosensorycznej reprezentującej tułowie (ang. Trunk somatosensory cortex). Ponadto, 

mikrostymulacja tego ostatniego obszaru jest wystarczająca aby wywołać apetytywne USV 

podobne do tych obserwowanych podczas ticklingu u szczurów [552]. Natomiast, w 

przypadku wokalizacji ultradźwiękowych emitowanych w odpowiedzi na kontekst 

związany z podaniem substancji psychoaktywnych można spodziewać się większego 

udziału struktur związanych z układem nagrody [468, 56, 467, 474]. Brak korelacji można 

również tłumaczyć aktywacją odrębnych szlaków neuronalnych w obrębie układu nagrody. 

Jest to zbieżne z wynikami badań, które wykazały, że optogenetyczna stymulacja komórek 

dynorfinergicznych w różnych podregionach jądra półleżącego (części grzbietowej lub 

brzusznej) wywołuje przeciwstawne zachowania (związane z nagrodą lub awersyjne) 

[553]. 

Indywidualne różnice w aktywacji mechanizmów neuronalnych podczas ekspresji 

stanów emocjonalnych mogą być również uwarunkowane przez czynniki genetyczne i 

środowiskowe [554, 555], oraz zaburzane przez potencjalne wystąpienie stresu podczas 

obu procedur [556–558]. Stres, zarówno ostry jak i chroniczny, może znacząco zredukować 

liczbę apetytywnych wokalizacji “50-kHz” [559–562]. 

Najistotniejszym czynnikiem różnicującym oba zachowania jest prawdopodobnie 

morfina, która indukuje modyfikacje obwodów neuronalnych. Morfina może prowadzić do 

zmian w neurotransmisji poprzez bezpośredni wpływ na obwody neuronalne [563, 564], a 

także modyfikując plastyczność synaptyczną [565, 566] i neuroprzekaźnictwo [567]. 



 152 

Konsekwencje tych zmian są złożone i mogą obejmować upośledzenie funkcji 

poznawczych [568], a także, potencjalnie, zmiany wzorców emisji wokalizacji 

ultradźwiękowych u szczurów.  

Morfina, działając na receptory κ oraz μ opioidowe w mózgu, może modyfikować 

aktywność neuronów w strukturach kluczowych dla układu nagrody, w tym w jądrze 

półleżącym i polu brzusznym nakrywki [567, 569], czyli struktur których farmakologiczna 

stymulacja u naiwnych zwierząt wywoływała emisję apetytywnych USV (jądra 

półleżącego [467] pola brzusznego nakrywki [468]). Chroniczne podawanie opioidów 

prowadzi do szeregu neuroadaptacji na różnych poziomach organizacji układu nerwowego, 

obejmujących tolerancję receptorową (np. desensytyzację receptorów μ-opioidowych), 

adaptacje komórkowe (np. poprzez hipertrofię sygnalizacji cAMP) oraz plastyczność 

synaptyczną, co przyczynia się do rozwoju tolerancji i wystąpienia objawów 

odstawiennych [80]. Długotrwałe stosowanie morfiny może prowadzić do reorganizacji 

sieci neuronowej, co wpływa działanie obwodów neuronalnych i przetwarzanie sygnałów, 

w tym potencjalnie związanych z indukowaniem wokalizacji ultradźwiękowych [113, 405]. 

Morfina może też powodować adaptacje w systemie neuroprzekaźnictwa, modyfikując 

wzorce uwalniania neuroprzekaźników, takich jak dopamina, serotonina i glutaminian, 

które odgrywają ważną rolę w emisji wokalizacji ultradźwiękowych [570–573]. 

Jednak należy mieć na uwadze, że odpowiedź kontekstowa w większości grup 

mierzona była po aktywacji receptorów DREADD modyfikujących aktywność neuronalną, 

a rzeczona korelacja analizowana była dla wszystkich zwierząt biorących udział w 

eksperymencie. Analiza wokalizacji ultradźwiękowych wykazała istotne statystycznie 

zmiany w emisji USV podczas odpowiedzi kontekstowej (rys. 8) w trzech grupach, ale nie 

można również wykluczyć potencjalnych efektów ingerencji chemogenetycznych 

modulujących aktywność poszczególnych systemów transmisyjnych w pozostałych pięciu 

grupach. Zatem brak istotnej statystycznie korelacji pomiędzy fizjologiczną odpowiedzią 

indywidualną w procedurze ticklingu a odpowiedzią kontekstową mógł wynikać z 

dodatkowego czynnika aktywacji receptorów DREADD. Aby jednoznacznie ocenić relację 

między emisją wokalizacji ultradźwiękowych podczas odpowiedzi kontekstowej związanej 

z podaniem morfiny a podczas procedury ticklingu, należałoby ponownie przeprowadzić 

badanie wyłącznie na zwierzętach nie poddanych modyfikacjom chemogenetycznym, 

najlepiej obejmujących dużo większą liczbę osobników w każdej z badanych grup. 

Brak korelacji pomiędzy procedurą ticklingu a testem odpowiedzi kontekstowej 

otwiera nowe perspektywy badawcze. Dalsze badania powinny skoncentrować się na 
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identyfikacji specyficznych mechanizmów neuronalnych leżących u podstaw obu 

zachowań, uwzględniając rolę czynników genetycznych i środowiskowych w 

kształtowaniu indywidualnych różnic w reaktywności na tickling i podatności na 

uzależnienie. Takie badania mogą dostarczyć ważnych informacji na temat 

neurobiologicznych podstaw zachowań społecznych i emocjonalnych u gryzoni w 

szczególności poprzez identyfikację zmienności osobniczej i jej wpływu na procesy 

związane z uzależnieniem.  

 

5.2. Wpływ manipulacji chemogenetycznych na odpowiedź 
kontekstową mierzoną przebytym dystansem 

Analiza behawioralna przebytego dystansu [cm] w teście odpowiedzi kontekstowej 

(podczas ponownej ekspozycji na kontekst związany z morfiną po okresie odstawienia) 

wykazała istotny wzrost aktywności lokomotorycznej w grupie kontroli morfinowej w 

porównaniu do kontroli solnej (rys. 10). Wynik ten jest zbieżny z doniesieniami 

literaturowymi, zgodnie z którymi ponowna ekspozycja na kontekst uprzednio skojarzony 

z podaniem substancji psychoaktywnej wywołuje wzrost aktywności lokomotorycznej u 

szczurów [574–577]. Wzrost aktywności lokomotorycznej był też obserwowany po 

prezentacji bodźców związanych z warunkowaniem substancją psychoaktywną [578, 579]. 

Zjawisko to może być interpretowane jako element odzwierciedlający procesy 

motywacyjne i uczenia asocjacyjnego [580]. W testach związanych z uzależnieniem od 

substancji psychoaktywnych aktywność lokomotoryczna może być wykorzystywana do 

oceny poziomów lęku, sensytyzacji psychomotorycznej lub odpowiedzi kontekstowej 

[370, 581–583]. Właściwa interpretacja przebytego dystansu zależy od konkretnego 

protokołu badawczego [584]. 

W niniejszym badaniu stwierdzono istotny wzrost przebytego dystansu w stosunku 

do grupy kontrolnej morfinowej w pięciu grupach: "5-HT-", "5-HT+", "Glu+", "Glu-" i 

"Glu-5-HT-" (rys.10). Wyniki te wskazują, że manipulacje farmakologiczne wpływające 

na neurotransmisję serotoninergiczną i glutaminianergiczną w ciele migdałowatym mogą 

wpływać na aktywność lokomotoryczną podczas ponownej ekspozycji na kontekst po 

okresie odstawienia. 

Co ciekawe, aktywacja receptorów DREADD, zarówno typu HM3Dq, jak i 

HM4Di, na neuronach serotoninergicznych ("5-HT+" i "5-HT-") oraz na neuronach 

glutaminianergicznych ("Glu+" i "Glu-") w ciele migdałowatym wywoływała jednakowy 
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efektem behawioralny, tj. wzrost przebytego dystansu w teście odpowiedzi kontekstowej. 

Sugeruje to, że oba systemy neurotransmisyjne mogą modulować aktywność motoryczną, 

jednocześnie wykazując nieliniowe efekty względem kierunku wprowadzonych zmian. 

Oznacza to, że zarówno wysoka, jak i niska aktywność neuronów systemów transmisji 

serotoninergicznej lub glutaminianergicznej w ciele migdałowatym może prowadzić do 

jednakowych zmian behawioralnych związanych z motywacją i procesami pamięci 

skojarzeniowej, leżących u podstaw uzależnienia. 

Efekt ten może wynikać z mechanizmów kompensacyjnych układ nerwowego, 

który dąży do utrzymania homeostazy [181]. Nawet w warunkach patologicznych, np. po 

powtarzającej się ekspozycji na substancję psychoaktywną, w których doszło do 

allostatycznych lub trwałych adaptacji obwodów neuronalnych, zarówno nadmierna, jak i 

zbyt mała aktywność określonych neuronów może uruchamiać mechanizmy 

kompensacyjne [585], co z kolei może wpływać na funkcje wyższego rzędu.  

Serotonina moduluje aktywność układu dopaminowego i wpływa na procesy 

emocjonalne i behawioralne [586]. Zarówno pobudzenie jak i hamowanie neuronów 

serotoninergicznych ("5-HT+" i "5-HT-") w ciele migdałowatym powodowały wzrost 

aktywności lokomotorycznej w teście odpowiedzi kontekstowej, mierzonej przebytym 

dystansem, w porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej. Sugeruje to, że układ 

serotoninergiczny może pełnić funkcję modulatora w tym procesie, ale jego wpływ jest 

prawdopodobniej złożony i zależny od innych czynników, takich jak interakcje z układem 

dopaminergicznym, glutaminianergicznym i GABAergicznym [586–588]. Przykładowo, 

udowodniono, że w przyśrodkowej korze przedczołowej aktywacja receptorów 

serotoninergicznych 5-HT2A może zwiększać uwalnianie glutaminianu, a aktywacja 

receptorów 5-HT1A może zwiększać uwalnianie GABA [588]. Możliwe, że również w 

ciele migdałowatym kierunek zmian aktywności neuronów serotoninergicznych wpływa 

na rekrutację obwodów neuronalnych o przeciwstawnych funkcjach w układzie 

nerwowym, co ostatecznie prowadzi do tego samego efektu behawioralnego [589]. 

Podobny efekt wywołały manipulacje w obrębie układu glutaminianergicznego. 

Zarówno wzrost ("Glu+"), jak i spadek ("Glu-") aktywności neuronów 

glutaminianergicznych zwiększał dystans pokonywany podczas testu odpowiedzi 

kontekstowej. Wskazuje to na istotną rolę dysregulacji tego układu w procesach 

neuroadaptacyjnych związanych z uzależnieniem od morfiny [590]. Jednoczesne 

hamowanie aktywności systemów transmisji serotoninergicznej i glutaminianergicznej 

("Glu-5-HT-") również prowadziło do istotnego statystycznie wzrostu przebytego 
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dystansu, w przeciwieństwie do np. grupy "Glu+5-HT+" w której nie zaobserwowano 

istotnej statystycznie różnicy, co sugeruje istnienie złożonych, nieliniowych interakcji 

między tymi dwoma układami neurochemicznymi. 

Analiza z wykorzystaniem algorytmu Boruta wykazała szereg neuroprzekaźników, 

które istotnie statystycznie wpłynęły na przebyty dystans był szereg struktur zarówno we 

wszystkich porównywanych grupach (rys. 13), jak i w grupach nie poddawanych 

ingerencjom chemogenetycznym w systemie serotoninergicznym (rys. 14 A) lub 

glutaminianergicznym (rys. 14 B). Sugeruje to, że na aktywność lokomotoryczną wpływ 

ma  

Dalsze badania są niezbędne do pełnego zrozumienia mechanizmów neuronalnych 

leżących u podstaw zaobserwowanych zmian w przebytym dystansie. Mimo, że przebyty 

dystans jest powszechnie stosowaną miarą aktywności lokomotorycznej u szczurów, 

zarówno w badaniach behawioralnych, jak i farmakologicznych, do oceny wpływu 

substancji psychoaktywnych, manipulacji genetycznych lub uszkodzeń mózgu na 

aktywność lokomotoryczną zwierząt [580, 591], w literaturze można znaleźć niewiele 

doniesień na temat wykorzystywania dystansu jako miary głodu narkotykowego lub jego 

inkubacji. Przedstawienie zmian w pokonanym dystansie, szczególnie w szerszym 

kontekście, na przykład w odniesieniu do układu mezolimbicznego dopaminy, który 

odgrywa kluczową rolę w procesach motywacyjnych i uczeniu się reakcji na bodźce 

związane z nagrodą [592], lub funkcji hipokampa, kory przedczołowej oraz innych struktur 

zaangażowanych w procesy pamięci, uczenia się i podejmowania decyzji, mogłoby 

dostarczyć cennych informacji i wspomóc analizę danych złożonych procesów związanych 

z uzależnieniem od substancji psychoaktywnych. Jednak, aby móc jednoznacznie 

wykorzystywać przebyty dystans jako behawioralny marker głodu narkotykowego, 

należałoby zastosować inne testy behawioralne, takie jak zadania ukierunkowane na cel i 

porównać je z preferencją miejsca [349]. 

 

5.3. Relacja między wokalizacjami ultradźwiękowymi a przebytym 
dystansem jako miarami odpowiedzi kontekstowej 

W niniejszym badaniu stwierdzono brak silnej korelacji (r=0,31 oznacza słabą zależność 

monotoniczną) między liczbą emitowanych wokalizacji ultradźwiękowych (USV) a 

dystansem pokonanym przez szczury w teście odpowiedzi kontekstowej podczas ponownej 

ekspozycji na kontekst związany z podawaniem morfiny, po okresie odstawienia (rys. 11). 
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Sugeruje to, że oba zachowania, choć zaangażowane w reakcję odpowiedzi na kontekst 

związany z podawaniem morfiny, mogą odzwierciedlać odrębne aspekty tego procesu. 

Wokalizacje ultradźwiękowe mogą stanowić wyraz bardziej emocjonalnego, afektywnego 

komponentu odpowiedzi kontekstowej, związanej z głodem narkotykowym, podczas gdy 

aktywność lokomotoryczna może odzwierciedlać bardziej jej aspekt motywacyjny lub 

wskazywać na redukcję lęku, która manifestuje się wzmożoną eksploracją otoczenia [593]. 

Również różnice w podłożu neurochemicznym tych dwóch zachowań, 

zaobserwowane w niniejszym badaniu, dodatkowo potwierdzają ich odrębność. Analiza z 

wykorzystaniem algorytmu Boruta wykazała, że na liczbę emitowanych epizodów USV 

wpłynęły głównie zmiany w neurotransmisji w obrębie kory retrosplenialnej, 

przyśrodkowej kory przedczołowej i jądra półleżącego, obejmujące zmiany w stężeniach 

neuroprzekaźników i ich metabolitów, takich jak MHPG, glutaminian, DOPAC i 

serotonina (rys. 12 A). Natomiast, na dystans pokonywany przez zwierzęta wpływ miały 

zmiany neurochemiczne we wszystkich badanych strukturach mózgu, obejmujące szeroki 

zakres neuroprzekaźników i ich metabolitów oraz neuromodulatorów (rys. 13). W 

wynikach analiz przeprowadzonych dla obu zachowań powtarzały się jedynie dwa 

parametry: serotonina w jądrze półleżącym oraz kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC) 

w przyśrodkowej korze przedczołowej (rys. 12A i 13). Związki te są najprawdopodobniej 

zaangażowane są w odpowiedź kontekstową, niezależnie od formy jej ekspresji. 

Uzyskane wyniki potwierdzają złożoność neurobiologicznych mechanizmów 

leżących u podstaw reakcji na kontekst związany z morfiną. Reakcja ta angażuje wiele 

struktur mózgu i układów neuroprzekaźnikowych, a jej poszczególne komponenty, takie 

jak emisja USV i aktywność lokomotoryczna, mogą być regulowane poprzez niezależne 

szlaki transmisyjne. Dalsze badania w tym obszarze powinny skoncentrować się na 

szczegółowej charakterystyce tych mechanizmów, w tym przede wszystkim na roli 

poszczególnych szlaków neurotransmisyjnych oraz struktur mózgu w kształtowaniu 

poszczególnych aspektów zachowania w teście odpowiedzi kontekstowej. 

 

5.4. Relacja między wokalizacjami ultradźwiękowymi a neurochemią 

Głównym celem niniejszej pracy była weryfikacja wpływu poszczególnych modyfikacji 

chemogenetycznych na emocjonalny komponent głodu narkotykowego. Dodatkowo 

podjęto próbę interpretacji zmian neurochemicznych leżących u podstaw zarówno redukcji, 
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jak i wzrostu emisji ultradźwięków w odpowiedzi na kontekst związany z podawaniem 

morfiny, po okresie odstawienia. 

W teście reekspozycji na kontekst związany z podaniem morfiny, zaobserwowano 

istotny statystycznie spadek liczby wokalizacji ultradźwiękowych (USV) z klasy “50-kHz” 

w dwóch grupach: "5-HT-" oraz "Glu+5-HT-", a także wzrost w grupie "Glu+5-HT+", w 

porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej (rys. 8). Zmiany w poziomach USV nie 

wykazały charakteru liniowego wobec zastosowanych modyfikacji chemogenetycznych. 

Dalsza analiza danych uzyskanych za pomocą spektrometrii mas, wykazała zróżnicowane 

podłoże neurochemiczne ekspresji stanu emocjonalnego, którego markerem była emisja 

wokalizacji ultradźwiękowych. 

 

5.4.1. Grupa "5-HT-": możliwe mechanizmy neurochemiczne leżące u 

podstaw redukcji liczby wokalizacji ultradźwiękowych 

Analiza wyników biochemicznych, uzyskanych za pomocą spektrometrii mas w grupie "5-

HT-" ujawniła złożony obraz zmian neurochemicznych, które mogą leżeć u podstaw 

obserwowanej redukcji wokalizacji ultradźwiękowych. 

Efekty hamowania aktywności neuronów serotoninergicznych w ciele 

migdałowatym w grupie "5-HT-" są zgodne z doniesieniami literaturowymi, wskazującymi 

na udział transmisji serotoninergicznej w zachowaniach związanych z poszukiwaniem 

substancji psychoaktywnych [594–596] oraz głodem narkotykowym [539, 597, 598]. 

Badania neurochemiczne wykazały, że większość substancji psychoaktywnych o 

potencjale uzależniającym powoduje ostry (ang. Acute) wzrost aktywności serotoniny w 

całym mózgu [498]. Rola 5-HT w rozwoju i utrzymaniu zachowań związanych z 

używaniem morfiny wydaje się jednak zróżnicowana i specyficzna dla danego obszaru 

mózgu [599–602]. Istnieje niewiele jednoznacznych informacji odnośnie roli i aktywności 

5-HT w odpowiedzi kontekstowej. Wcześniejsze badania sugerowały, że zarówno 

zmniejszona [603, 604], jak i zwiększona [605, 606] neurotransmisja serotoninergiczna 

mnoże obniżać motywację do zażywania kokainy. Udowodniono, że u myszy poziom 

serotoniny w prążkowiu wzrasta podczas antycypacji naturalnej nagrody i osiąga 

maksimum w czasie jej konsumpcji. Amplituda i czas trwania sygnału serotoninergicznego 

są tym większe, większa jest wartość nagrody [607]. W niniejszym badaniu 

zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomów serotoniny we wszystkich 

badanych strukturach w grupie "5-HT-" (rys. 15, 24, 33, 42, 51, 60 i 69), wraz z osłabieniem 
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pozytywnego stanu afektywnego, mierzonego liczbą epizodów USV (rys. 8). Wynik ten 

jest zgodny z danymi literaturowymi, sugerującymi związek między redukcją ogólnego 

poziomu serotoniny a obniżonym oczekiwaniem nagrody. 

W grupie "5-HT-" zaobserwowano również spadek poziomów dopaminy (DA) w 

ciele migdałowatym (Amy) (rys. 20), jądrze półleżącym (Nacc) (rys. 29), prążkowiu (Cpu) 

(rys. 38) i polu brzusznym nakrywki (VTA) (rys. 47), czyli strukturach związanych min. 

In. Z mezolimbicznym szlakiem dopaminergicznym, w którym ten neuroprzekaźnik 

odgrywa kluczową rolę w przetwarzaniu informacji o nagrodzie (więcej informacji 

przedstawiono w punkcie 1.4). Wykazano, że zmniejszona transmisja dopaminergiczna w 

VTA może świadczyć o tym, że nagroda jest mniejsza niż przewidywano lub nie pojawiła 

się w oczekiwanym czasie [310, 608]. Obniżone stężenie dopaminy w Nacc może 

odzwierciedlać wysokie pragnienie nagrody farmakologicznej [609] i/lub nieoczekiwane 

doświadczenie jej braku [610], natomiast w Cpu – zmniejszoną motywację apetytywną, 

która oznacza stan pobudzenia wywołanego przez bodźce zewnętrzne o właściwościach 

nagradzających [611]. Obserwacje te mogą wyjaśniać redukcję emisji apetytywnych 

wokalizacji ultradźwiękowych w odpowiedzi na kontekst związany z podaniem morfiny w 

grupie "5-HT-". 

O zmniejszonym pobudzeniu może również świadczyć obniżony poziom 

noradrenaliny zaobserwowany w niniejszym badaniu. Istotny statystycznie spadek jej 

poziomu zaobserwowano w ciele migdałowatym (rys. 23), jądrze półleżącym (rys. 32), 

polu brzusznym nakrywki (rys. 50), przyśrodkowej korze przedczołowej (rys. 59), 

hipokampie (rys. 68) i korze retrosplenialnej (rys. 77). Noradrenalina pełni rolę 

neuromodulatora procesów związanych z nastrojem, uwagą, pobudzeniem i 

podejmowaniem decyzji [612]. Ponadto, udowodniono, że przekaźnictwo 

noradrenergiczne jest zaangażowane zarówno w objawy odstawienia od opioidów [613, 

614] jak i w nawrót [615, 616]. Zmniejszenie transmisji noradrenergicznej może 

wskazywać na niski poziom zaangażowania w procesy motywacyjne w związku z 

doświadczanymi bodźcami, np. otoczeniem [617]. Istnieją liczne interakcje pomiędzy 

układem noradrenergicznym a dopaminergicznym. Przykładowo, noradrenalina może 

modulować uwalnianie dopaminy w powłoce jądra półleżącego poprzez wpływ na 

receptory α1- lub α2-adrenergiczne zlokalizowane na neuronach dopaminergicznych [618, 

619]. Stężenia tych dwóch neuroprzekaźników (DA i NA) zaobserwowane w grupie "5-

HT-" mogą zatem świadczyć o niskim pobudzeniu emocjonalnym u zwierząt.  
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W niniejszym badaniu zaobserwowano spadek poziomu dopaminy również w 

przyśrodkowej korze przedczołowej (mPFC) (rys. 56) i korze retrosplenialnej (RC) (rys. 

74). Landeta i in. [620] wykazali, że dopaminergiczne projekcje z pola brzusznego 

nakrywki do kory retrosplenialnej pełnią funkcję modulacyjną w konsolidacji pamięci 

związanej z rozpoznawaniem obiektów. Obserwacja niskiego poziomu dopaminy w ciele 

migdałowatym (rys. 20), może wskazywać na znikomą aktywację receptorów 

dopaminergicznych D1 i D2 w jądrze podstawno-bocznym (BLA). Badania z 

wykorzystaniem antagonistów receptorów D1 lub D2 w ciele migdałowatym wykazały, że 

aktywacja tych receptorów jest niezbędna do destabilizacji pamięci apetytywnej podczas 

jej rekonsolidacji [621]. Obniżony poziom dopaminy w tych trzech strukturach może zatem 

sugerować odseparowanie wspomnień związanych ze znanym otoczeniem (kontekstem) z 

ich emocjonalnym, apetytywnym powiązaniem. 

Przyśrodkowa kora przedczołowa odgrywa istotną rolę w ocenie 

niejednoznacznych sytuacji poprzez integrację informacji sensorycznych z ich 

subiektywnie postrzeganą wartością oraz wewnętrznymi stanami przekonań, co w 

konsekwencji wpływa na zachowania zorientowane na cel [622]. Wzrost poziomu 

dopaminy obserwowano zarówno w odpowiedzi na bodźce awersyjne, jak i apetytywne, co 

sugeruje, że reaktywność DA odzwierciedla ogólną motywację [623]. Inaktywacja mPFC 

upośledza zdolność do dynamicznego wnioskowania o potencjalnej nagrodzie na 

podstawie wskazówek nieprecyzyjnie sygnalizujących nagrodę (dostarczenie nagrody po 

wskazówce podczas treningu następowało w 90% przypadków) [624]. Zmniejszenie 

aktywności transmisji dopaminergicznej w mPFC może wpływać na funkcje poznawcze i 

emocjonalne, co pośrednio może przyczyniać się do obserwowanej redukcji wokalizacji.  

Ponadto, w przyśrodkowej korze przedczołowej w grupie "5-HT-" zaobserwowano 

wyłącznie istotne statystycznie spadki poziomów neuroprzekaźników i ich metabolitów 

oraz neuromodulatorów: dopaminy (rys. 56), serotoniny (rys. 51), kwasu 5-

hydroksyindolooctowego (5-HIAA) (rys. 52), sarkozyny (rys. 55) i noradrenaliny (rys. 59). 

Nie odnotowano też istotnej zmiany poziomów glutaminianu oraz kwasu γ-

aminomasłowego (GABA) (rys. 58), których neurony w mPFC mają projekcje, 

odpowiednio do Nacc [338–340] i VTA [337, 341] oraz Nacc [342], pełniąc funkcje 

regulacyjne mezolimbicznego szlaku dopaminergicznego. Taki profil biochemiczny 

struktury może odzwierciedlać jej niższą aktywność, a tym samym świadczyć o niskim 

zaangażowaniu zwierząt w zachowania zorientowane na cel i/lub mniejszej motywacji 

związanej z potencjalną nagrodą [625]. Zgodna z tą teorią jest obserwowana redukcja 
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odpowiedzi kontekstowej wyrażana emisją wokalizacji ultradźwiękowych, ale nie 

pokonanym dystansem, którego odnotowano istotny statystycznie wzrost. Wyjaśnienie 

przyczyny takiego zróżnicowania funkcji wyższego rzędu może tkwić w ciele 

migdałowatym, które reguluje odpowiedź emocjonalną na bodźce [626]. 

Obserwowany profil neurochemiczny ciała migdałowatego wykazuje dalsze 

zbieżności z danymi literaturowymi. Doświadczanie bodźców apetytywnych u myszy 

aktywuje ipsilateralne projekcje neuronów glutaminianergicznych jądra podstawno-

bocznego (BLA) ciała migdałowatego, stymulując aktywację receptorów D1 na średnich 

neuronach kolczastych (MSN) jądra półleżącego. Prowadzi to do zwiększenia uwalniania 

dopaminy, a w konsekwencji do odczuwania nagrody i ekspresji reakcji behawioralnych z 

nią związanych [627]. Jądro centralne ciała migdałowatego (CeA) również otrzymuje 

projekcje glutaminianergiczne z jądra podstawno-bocznego [628]. Aktywacja CeA 

pośredniczy w łączeniu bodźca z jego ogólnymi właściwościami afektywnymi, tj. w 

zależności od sytuacji (kontekstu) z pozytywnymi lub negatywnymi emocjami i/lub 

pobudzeniem motywacji do reakcji na bodziec apetytywny lub awersyjny (np. chęć 

nagrody lub strach) [626, 629, 630]. W grupie "5-HT-" stwierdzono istotnie statystyczny 

spadek poziomu glutaminianu w ciele migdałowatym (rys. 17) i dopaminy w jądrze 

półleżącym (rys. 29). Biorąc pod uwagę wszystkie wymienione wcześniej informacje, 

istnieje szansa, że u zwierząt z grupy "5-HT-" aktywacja receptorów DREADD podczas 

testu odpowiedzi kontekstowej osłabiła skojarzenie kontekstu z nagrodą farmakologiczną. 

W ciele migdałowatym zaobserwowano również bardzo wysoki poziom GABA 

oraz istotny statystycznie wzrost stężenia tego neuroprzekaźnika w porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej (rys. 22). GABA jest głównym neuroprzekaźnikiem hamującym w 

mózgu, a jego wzrost może prowadzić do hamowania aktywności neuronów w ciele 

migdałowatym [631]. Udowodniono, że neurotransmisja GABAergiczna w ciele 

migdałowatym wzrasta w odpowiedzi na stres [632–636]. Obserwowane stężenie GABA 

w ciele migdałowatym może być również efektem uruchomienia mechanizmu 

kompensacyjnego. Badania na mysich oseskach w modelu separacji od matki wykazały 

redukcję wokalizacji ultradźwiękowych w odpowiedzi na stres po podaniu benzodiazepin 

[637], które allosterycznie oddziałują na receptory GABAergiczne typu A, wpływając na 

wiązanie GABA i zwiększając ich aktywność [638]. Serotonina [639, 640] oraz jej 

receptory [641] w ciele migdałowatym mogą modulować neurotransmisję GABAergiczną. 

Modyfikacja chemogenetyczna systemu neurotransmisji serotoninergicznej w ciele 

migdałowatym w grupie "5-HT-" najprawdopodobniej zupełnie zaburzyła współdziałanie 
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systemu 5-HT–GABA, powodując nadmierną stymulację transmisji GABAergicznej, która 

mogła spowodować redukcję wokalizacji w teście odpowiedzi kontekstowej analogiczną 

do tej zaobserwowanej przez Takahashiego i in. [637]. Odwrotną korelację pomiędzy 

stężeniami 5-HT i GABA udało się zaobserwować również na grafach korelacji 

przedstawionych na rys. 79 i rys. 80. 

Podsumowując, uzyskane wyniki wskazują na złożoną rolę sieci interakcji 

pomiędzy układem serotoninergicznym, dopaminergicznym, GABAergicznym i 

noradrenergicznym w modulacji wokalizacji ultradźwiękowych. Chemogenetyczne 

hamowanie neurotransmisji serotoninergicznej w ciele migdałowatym spowodowało 

zmiany neurochemii kluczowych struktur mózgu zaangażowanych w przetwarzanie 

nagrody i emocji, co może tłumaczyć obserwowaną redukcję wokalizacji 

ultradźwiękowych w grupie "5-HT-". Jednak, mechanizmy leżące u podstaw funkcji 

wyższego rzędu są wypadkową wielu czynników, a dalsze badania są niezbędne, aby w 

pełni zrozumieć obserwowane zjawiska. 

 

5.4.2. Grupa "Glu+5-HT+": możliwe mechanizmy neurochemiczne 

leżące u podstaw zwiększenia liczby wokalizacji 

ultradźwiękowych 

W niniejszym badaniu zaobserwowano istotny statystycznie wzrost liczby wokalizacji 

ultradźwiękowych (USV) w paśmie “50-kHz” w trakcie testu odpowiedzi kontekstowej w 

grupie szczurów "Glu+5-HT+", tj. u których aktywowano receptory DREADD HM3Dq na 

neuronach glutaminianergicznych i serotoninergicznych w ciele migdałowatym (rys. 8). 

Wydaje się, że podwyższona liczba epizodów USV znajduje odzwierciedlenie w 

zaobserwowanym profilu neurochemicznym grupy. 

W porównaniu do grupy kontroli morfinowej w grupie "Glu+5-HT+" stwierdzono 

istotny statystycznie wzrost poziomów dopaminy w ciele migdałowatym (rys. 20), jądrze 

półleżącym (rys. 29), prążkowiu (rys. 38) i polu brzusznym nakrywki (rys. 47). Zwiększona 

transmisja dopaminergiczna w najważniejszych strukturach mózgu tworzących 

mezolimbiczną część układ nagrody sugeruje, że zwierzęta kojarzyły kontekst z podaniem 

morfiny i odczuwały pobudzony/wzmocniony wskazówkami głód narkotykowy [642–

644], a także mogły oczekiwać nagrody, np. w postaci podania substancji [310, 610, 645–

647]. Wzrost stężenia dopaminy mógł być biochemicznie spowodowany wysoką 

aktywnością glutaminianergiczną. Zgodnie z danymi literaturowymi glutaminian pełni rolę 
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modulatora modulatora układu dopaminergicznego [648]. W porównaniu do grupy 

kontrolnej morfinowej w grupie "Glu+5-HT+" zaobserwowano istotne statystycznie 

wzrosty poziomów glutaminianu, głównego pobudzającego neuroprzekaźnika w 

ośrodkowym układzie nerwowym, we wszystkich badanych strukturach (rys. 17, 26, 35, 

44, 53, 62 i 71). Wzrosty te mogły być efektem ingerencji chemogenetycznej, która 

spowodowała zwiększoną stymulację systemu neurotransmisji glutaminianergicznej. 

Jednocześnie w badanych strukturach nie zaobserwowano istotnego statystycznie 

zwiększenia poziomów noradrenaliny (rys. 23, 41, 50, 59, 68 i 77), które mogłyby 

sugerować wystąpienie stresu [649].  

Udowodniono, że inhibicja aktywności interneuronów GABAergicznych w 

przyśrodkowej korze przedczołowej leży u podstaw obniżenia zachowań lękowych [650] i 

szybkich odpowiedzi antydepresyjnych [651]. Istotny statystycznie spadek stężenia GABA 

zaobserwowany w mPFC (rys. 58) może wskazywać na brak reakcji lękowej lub stanów 

depresyjnych, a nawet odzwierciedlać pozytywny lub euforyczny stan emocjonalny 

zwierząt [136, 650, 651]. 

Wszystkie powyższe obserwacje mogą tłumaczyć zwiększoną emisję więcej 

apetytywnych wokalizacji ultradźwiękowych w grupie "Glu+5-HT+". Prawdopodobnie 

zwiększona liczba USV jest wyrazem wzmocnienia chemogenetycznego pozytywnego 

afektu, wywołanego ponowną ekspozycją na kontekst związany z podaniem morfiny po 

okresie odstawienia. 

 

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

leżące u podstaw redukcji wokalizacji ultradźwiękowych 

Analiza wyników biochemicznych, uzyskanych za pomocą spektrometrii mas w grupach 

szczurów "5-HT-" i "Glu+5-HT-" (aktywacja receptorów DREADD HM3Dq na neuronach 

glutaminianergicznych i HM4Di na neuronach serotoninergicznych w ciele 

migdałowatym) wskazuje, że redukcja wokalizacji ultradźwiękowych może być wywołana 

przez więcej niż jeden szlak neurochemiczny. Zastosowane ingerencje chemogenetyczne 

w grupie "Glu+5-HT-" najprawdopodobniej zaburzają obwody neuronalne zaangażowane 

w przetwarzanie kontekstu związanego z nagrodą i ekspresję związanego z nim stanu 

afektywnego.  

Istnieją dowody sugerujące, że zmniejszona neurotransmisja serotoninergiczna w 

ciele migdałowatym może sprzyjać nadpobudliwości poprzez zwiększoną aktywność 
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glutaminergiczną, prowadząc następnie do nasilenia zachowań związanych ze strachem 

[652]. Mimo, że w badanej grupie szczurów "Glu+5-HT-" zaobserwowano istotne 

statystycznie zwiększenie poziomu glutaminianu w ciele migdałowatym w porównaniu do 

grupy kontroli morfinowej (rys. 17), zwierzęta nie przejawiały zachowań typowo 

kojarzonych ze strachem, takich jak wystąpienie reakcji znieruchomienia (ang. Freezing), 

emisja wokalizacji w paśmie częstotliwości “22-kHz” lub zmniejszona aktywność 

lokomotoryczna. 

Należy podkreślić, że profil neurochemiczny zwierząt w grupie "Glu+5-HT-" 

zdecydowanie różnił się od zaobserwowanego w grupie "5-HT-" jednocześnie wykazując 

wysokie podobieństwo z grupą "Glu+5-HT+", stąd przypuszczenie, że za redukcję 

wokalizacji w tej grupie musi odpowiadać inny mechanizm neurochemiczny. W celu 

identyfikacji statystycznie istotnych różnic neurochemicznych pomiędzy grupami "Glu+5-

HT-" i "Glu+5-HT+" przeprowadzono dodatkową analizę z wykorzystaniem algorytmu 

Boruta, której wyniki przedstawiono na rysunku 81. Wyniki analizy wskazały, że istotne 

znaczenie dla zróżnicowania grup miały: noradrenalina i kwas γ-aminomasłowy (GABA) 

w przyśrodkowej korze przedczołowej (mPFC), glutaminian w hipokampie (Hipp), kwas 

dihydroksyfenylooctowy (DOPAC) w jądrze półleżącym (Nacc) oraz 5-hydroksyindol 

kwasu octowego (5-HIAA) w ciele migdałowatym, polu brzusznym nakrywki oraz korze 

retrosplenialnej. 
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Rys. 81. Wykres przedstawiający stężenie neuroprzekaźników w strukturach, które istotnie 

statystycznie wpływają różnicują grupy "Glu+5-HT-" i "Glu+5-HT+". 

  

Istotnie statystycznie obniżony poziom GABA w mPFC (rys. 58) sugeruje, że 

zwierzęta nie odczuwały lęku lub obniżenia stanu emocjonalnego [650, 651]. Istotne 

statystycznie wzrosty poziomów dopaminy (rys. 29), kwasy dihydroksyfenylooctowego 

DOPAC (rys. s27 w suplemencie) i kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) (rys. 25) 

w jądrze półleżącym mogą odzwierciedlać ogólny wzrost pobudzenia behawioralnego 

[653]. Ponadto istotne statystycznie wzrosty poziomów 5-HIAA w ciele migdałowatym 

(rys. 16) i korze retrosplenialnej (rys. 70) sugerują wysoki obrót serotoniny.  

W porównaniu do grupy kontroli morfinowej zaobserwowano istotne statystycznie 

zwiększenie poziomu noradrenaliny (NA) w przyśrodkowej korze przedczołowej (rys. 59), 

ciele migdałowatym (rys. 23), polu brzusznym nakrywki (rys. 50), hipokampie (rys. 68) i 

korze retrosplenialnej (rys. 77). Badania wykazały, że zwiększone uwalnianie NA w 

przyśrodkowej korze przedczołowej jest niezbędne dla wpływu morfiny na mezolimbiczny 

układ dopaminergiczny, natomiast jej deplecja prowadzi do upośledzenia preferencji 

miejsca uwarunkowanego morfiną, związanej z właściwościami nagradzającymi substancji 

[654]. Na podstawie zaobserwowanych wzrostów poziomów NA w mPFC i DA w Nacc, 
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można zatem przypuszczać, że zwierzęta rozpoznały kontekst związany z morfiną, a 

wzrosty noradrenaliny w pozostałych strukturach związane były z ich emocjonalnym 

pobudzeniem [619, 655–657]. 

Najprawdopodobniej jednak, kluczowe znaczenie w kontekście modulacji 

wokalizacji ultradźwiękowych w grupie "Glu+5-HT-" miał glutaminian (Glu), którego 

bardzo wysokie poziomy odnotowano we wszystkich badanych strukturach (rys. 17, 26, 

35, 44, 53, 62 i 71). Obserwowane poziomy Glu mogą świadczyć o nadmiernym 

pobudzeniu neuronów glutaminianergicznych. Potencjalnie taka hiperaktywność systemu 

glutaminianergicznego może prowadzić do zaburzeń prawidłowego funkcjonowania 

obwodów neuronalnych [658]. System glutaminianergiczny jest zaangażowany w funkcje 

poznawcze [659, 660], regulację nastroju [661, 662] i pamięć [663], a także w procesy 

związane z uzależnieniem [521, 522]. Udowodniono również, że zaburzenia homeostazy 

glutaminianu upośledzają komunikację między korą przedczołową a jądrem półleżącym, 

co może powodować niezdolność do kontroli zachowań związanych z poszukiwaniem 

substancji psychoaktywnych w uzależnieniu [524]. Być może to właśnie nadmiar 

glutaminianu, w szczególności w przyśrodkowej korze przedczołowej (rys. 79), wpłynął 

na zdolność zwierząt do kontroli i ekspresji zachowań, które znalazło odzwierciedlenie w 

zmniejszonej liczbie wokalizacji ultradźwiękowych podczas ponownej ekspozycji na 

kontekst związany z podaniem morfiny po okresie odstawienia. 

Powyższe obserwacje potwierdzają złożoność systemów zaangażowanych w 

funkcje wyższego rzędu. Dalsze badania odnośnie potencjalnych mechanizmów leżących 

u podstaw komunikacji ultradźwiękowej szczurów związanej z odpowiedzią kontekstową 

są niezbędne by lepiej zrozumieć zjawisko uzależnienia. 

 

5.4.4. Między strukturalne relacje systemów neurotransmisyjnych 

Graf przedstawiony w punkcie 4.3.8 ilustruje złożoność systemu neurotransmisji.  

Dekompozycja ko-transmisji serotoninergicznej i glutaminanergicznej w ciele 

migdałowatym z użyciem metod chemogentycznych ujawniła zawiłą sieć zależności 

neurochemicznych leżących u podstaw odpowiedzi kontekstowej, indukowanej przez 

kontekst skojarzony z podaniem morfiny, po okresie odstawienia.  

Sieć układów neurotransmisyjnych zaangażowanych w funkcje wyższego rzędu 

charakteryzują się wysokim stopniem złożoności, co ilustruje graf z rysunku 78. Należy 

założyć, że każda z wykonanych ingerencji chemogenetycznych miała wielowymiarowe 
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konsekwencje, które w niektórych przypadkach przejawiały się w zmianie zachowania 

zwierząt. Istotne statystycznie zmiany liczby wokalizacji ultradźwiękowych, 

zaobserwowane w trzech grupach ("5-HT-", "Glu+5-HT-" i "Glu+5-HT+"), sugerują, że 

układy serotoninergiczny i glutaminianergiczny w ciele migdałowatym mogą stanowić 

potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu uzależnień, szczególnie w aspektach związanych 

z inkubacją głodu narkotykowego. Wyniki badania przedłożonego w niniejszej rozprawie 

wskazują jednak na zaangażowanie wielu szlaków neurotransmisyjnych leżących u 

podłoża reakcji na kontekst związany z podaniem substancji opioidowej, co sugeruje 

konieczność dalszych badań z uwzględnieniem wielowymiarowego podejścia.  

Zastosowanie techniki chemogetycznej DREADD w połączeniu z 

wielostrukturalną analizą danych otwiera nowe, ciekawe perspektywy badawcze w 

zakresie badania interakcji między różnymi obszarami mózgu. Niniejszy eksperyment 

uwydatnił złożoność neurobiologicznych podstaw uzależnienia, wskazując na potrzebę 

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

Niniejsza rozprawa prezentuje wyniki eksperymentu, którego celem była analiza roli ko-

transmisji serotoninergicznej i glutaminanergicznej w ciele migdałowatym w kontekście 

warunkowania miejsca z podaniem morfiny. W badaniu zastosowano zwierzęcy model 

warunkowania miejsca oraz technikę chemogentyczną z zastosowaniem receptorów 

DREADD hM3Dq i hM4Di, ukierunkowanych na neurony serotoninergiczne i/lub 

glutaminianergiczne w ciele migdałowatym. Zastosowanie manipulacji 

chemogenetycznych miało na celu zbadanie wpływu modulacji aktywności tych systemów 

neurotransmisyjnych na zachowanie szczurów w teście odpowiedzi kontekstowej.  

Eksperyment objął dziesięć grup szczurów (tabela 13), z czego osiem poddano 

manipulacjom chemogenetycznym, a dwie stanowiły 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 

"5-HT-" aktywacja receptorów DREADD HM4Di na neuronach serotoninergicznych 

"5-HT+" 

 
aktywacja receptorów DREADD hM3Dq na neuronach serotoninergicznych 

"Glu-" aktywacja receptorów DREADD HM4Di na neuronach 

glutaminianergicznych 

"Glu+" aktywacja receptorów DREADD hM3Dq na neuronach 

glutaminianergicznych 

"Glu-5-HT-" jednoczesna aktywacja receptorów DREADD HM4Di na neuronach 

glutaminianergicznych i DREADD HM4Di na neuronach 

serotoninergicznych 

"Glu-5-HT+" 

 
jednoczesna aktywacja receptorów DREADD HM4Di na neuronach 

glutaminianergicznych i receptorów DREADD hM3Dq na neuronach 

serotoninergicznych 

"Glu+5-HT-" jednoczesna aktywacja receptorów DREADD hM3Dq na neuronach 

glutaminianergicznych i receptorów DREADD HM4Di na neuronach 

serotoninergicznych 

"Glu+5-HT+" jednoczesna aktywacja receptorów DREADD hM3Dq na neuronach 

glutaminianergicznych i DREADD hM3Dq na neuronach 

serotoninergicznych 
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Odpowiedź kontekstową oceniano na podstawie dwóch parametrów 

behawioralnych: liczby emitowanych epizodów wokalizacji ultradźwiękowych (USV) o 

charakterze apetytywnym oraz przebytego dystansu w reakcji na kontekst skojarzony z 

podaniem substancji. Ponadto, przeprowadzono ilościową analizę poziomu wybranych 

monoamin i aminokwasów w siedmiu strukturach mózgu z wykorzystaniem spektrometrii 

mas.  

Analizę statystyczną przeprowadzono z użyciem testu Kruskala-Wallisa z testem 

post-hoc Conovera oraz algorytmu Boruta. Celem analizy było zbadanie wpływu 

modyfikacji chemogenetycznych transmisji serotoninergiczno–glutaminianergicznej w 

ciele migdałowatym na liczbę emitowanych apetytywnych USV i dystans przebyty podczas 

testu reekspozycji na kontekst związany z podaniem morfiny po okresie odstawienia, a 

także określenie neurochemicznego podłoża badanych zachowań. 

Analiza behawioralna wykazała statystycznie istotny spadek liczby apetytywnych 

epizodów USV, zarejestrowanych podczas testu reekspozycji na kontekst związany z 

podaniem morfiny po okresie odstawienia, w porównaniu do grupy kontrolnej morfinowej, 

w dwóch 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 aktywności lokomotorycznej wykazała statystycznie istotny wzrost przebytego 

dystansu [cm] podczas testu odpowiedzi kontekstowej w stosunku do grupy kontrolnej 

morfinowej zaobserwowano w pięciu 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 ujawniła złożone, odrębne podłoże neurochemiczne obu zachowań. 

Badanie przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy można podsumować 

następującymi wnioskami: 

1. Ko-transmisja serotoninergiczno-glutaminianergiczna w ciele migdałowatym 

odgrywa istotną rolę w kształtowaniu odpowiedzi kontekstowej związanej z 

podawaniem morfiny. 

2. Brak silnej korelacji między liczbą emitowanych wokalizacji ultradźwiękowych a 

dystansem pokonanym przez szczury w teście odpowiedzi kontekstowej sugeruje, 

że odzwierciedlają różne aspekty reakcji na kontekst związany z morfiną: 

wokalizacje ultradźwiękowe – emocjonalny, podczas gdy aktywność 

lokomotoryczna – motywacyjny lub związany z redukcją lęku. Ten stan rzeczy 
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odzwierciedlony jest w relacjach neurochemicznych leżących u podłoża tych 

zachowań. 

3. Dwie z zastosowanych modyfikacji chemogenetycznych w ciele migdałowatym: 

hamowanie aktywności neurotransmisji serotoninergicznej ("5-HT-") oraz 

jednoczesne hamowanie aktywności neurotransmisji serotoninergicznej i 

pobudzanie aktywności neurotransmisji glutaminianergicznej ("Glu+5-HT-"), 

powodują istotną statystycznie redukcję liczby wokalizacji ultradźwiękowych w 

paśmie “50-kHz” w teście ponownej ekspozycji na kontekst związany z 

podawaniem morfiny, po okresie odstawienia. 

4. Jedna z zastosowanych modyfikacji chemogenetycznych w ciele migdałowatym, tj. 

pobudzenie neurotransmisji serotoninergicznej i neurotransmisji 

glutaminianergicznej ("Glu+5-HT+") w ciele migdałowatym powoduje istotne 

statystycznie zwiększenie liczby wokalizacji ultradźwiękowych w paśmie “50-

kHz” w teście ponownej ekspozycji na kontekst związany z podawaniem morfiny, 

po okresie odstawienia. 

5. Podłoże neurochemiczne ekspresji stanu afektywnego poprzez emisję wokalizacji 

ultradźwiękowych jest złożone i zróżnicowane. Aktywacja odrębnych sieci 

neurotransmisyjnych może indukować jednakowy efekt behawioralny. 

 

Niniejszy eksperyment uwydatnił złożoność neurobiologicznych podstaw uzależnienia, 

podkreślając potrzebę holistycznego podejścia w badaniu tego zjawiska. 
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9. Suplement 

 
Rys. s1. Rozkłady stężenia L-alaniny w ciele migdałowatym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s2. Rozkłady stężenia β-alanina w ciele migdałowatym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s3. Rozkłady stężenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w ciele migdałowatym w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej. 
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Rys. s4. Rozkłady stężenia glutaminy w ciele migdałowatym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s5. Rozkłady stężenia kwasu homowanilinowego (HVA) w ciele migdałowatym w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s6. Rozkłady stężenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w ciele migdałowatym w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej. 

 
Rys. s7. Rozkłady stężenia L-alaniny w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s8. Rozkłady stężenia β-alaniny w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s9. Rozkłady stężenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w jądrze półleżącym w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s10. Rozkłady stężenia glutaminy w jądrze półleżącym w badanych grupach. Podano “wartości p” 

dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s11. Rozkłady stężenia kwasu homowanilinowego (HVA) w jądrze półleżącym w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s12. Rozkłady stężenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w jądrze półleżącym w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej. 

 
Rys. s13. Rozkłady stężenia L-alaniny w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s14. Rozkłady stężenia β-alaniny w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic 

istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s15. Rozkłady stężenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w prążkowiu w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s16. Rozkłady stężenia glutaminy w prążkowiu w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s17. Rozkłady stężenia kwasu homowanilinowego (HVA) w prążkowiu w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s18. Rozkłady stężenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w prążkowiu w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s19. Rozkłady stężenia L-alaniny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s20. Rozkłady stężenia β-alaniny w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 
Rys. s21. Rozkłady stężenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w polu brzusznym nakrywki w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej. 



 218 

 
Rys. s22. Rozkłady stężenia glutaminy w polu brzusznym nakrywki w badanych grupach. Podano 

“wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s23. Rozkłady stężenia kwasu homowanilinowego (HVA) w polu brzusznym nakrywki w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

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

w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej. 

 
Rys. s25. Rozkłady stężenia L-alaniny w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s26. Rozkłady stężenia β-alaniny w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 
Rys. s27. Rozkłady stężenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w przyśrodkowej korze 

przedczołowej w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem 

grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s28. Rozkłady stężenia glutaminy w przyśrodkowej korze przedczołowej w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 
Rys. s29. Rozkłady stężenia kwasu homowanilinowego (HVA) w przyśrodkowej korze przedczołowej 

w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej. 
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Rys. s30. Rozkłady stężenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w przyśrodkowej korze 

przedczołowej w badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem 

grupy kontrolnej morfinowej. 

 
Rys. s31. Rozkłady stężenia L-alaniny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s32. Rozkłady stężenia β-alaniny w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s33. Rozkłady stężenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w hipokampie w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s34. Rozkłady stężenia glutaminy w hipokampie w badanych grupach. Podano “wartości p” dla 

różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s35. Rozkłady stężenia kwasu homowanilinowego (HVA) w hipokampie w badanych grupach. 

Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s36. Rozkłady stężenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w hipokampie w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s37. Rozkłady stężenia L-alaniny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s38. Rozkłady stężenia β-alaniny w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 
Rys. s39. Rozkłady stężenia kwasu dihydroksyfenylooctowego DOPAC w korze retrosplenialnej w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej 

morfinowej. 
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Rys. s40. Rozkłady stężenia glutaminy w korze retrosplenialnej w badanych grupach. Podano “wartości 

p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 

 

 
Rys. s41. Rozkłady stężenia kwasu homowanilinowego (HVA) w korze retrosplenialnej w badanych 

grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem grupy kontrolnej morfinowej. 
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Rys. s42. Rozkłady stężenia 3-metoksy-4-hydroksyfenylo-glikolu (MHPG) w korze retrosplenialnej w 

badanych grupach. Podano “wartości p” dla różnic istotnych statystycznie względem 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 ciepła korelacji neuroprzekaźników w badanych grupach. 
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