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Streszczenie

Uklady dopaminergiczny i noradrenergiczny petnia szereg kluczowych funkcji i biora
udziat w rozwoju psychopatologii osrodkowego ukladu nerwowego, a takze wzajemnie
oddzialujg w réznych strukturach mézgu. Szczegodlnie interesujaca strukturg w tym kontekscie
jest, zlokalizowane w $§rodmozgowiu, pole brzuszne nakrywki (VTA). Uwalnianie dopaminy
z VTA do struktur przodomozgowia zwigzane jest z mechanizmami nagrody i procesami
uczenia asocjacyjnego oraz ma istotne znaczenie w procesach uzaleznien i w chorobach
neuropsychiatrycznych zwigzanych ze stresem. Istotnym mechanizmem regulujagcym te
procesy w VTA jest sygnalizacja noradrenergiczna, ktéra, miedzy innymi, jest rowniez
kluczowym mediatorem reakcji na stres. Szczegdlng rolg w interakcji uktadu
noradrenergicznego z dopaminergicznym w VTA odgrywaja receptory noradrenergiczne,
ktore sg zangazowane w modulacje lokalnej aktywnos$ci neuronalnej i, w konsekwencji,
poziomu uwalnianej dopaminy do struktur przodomoézgowia.

Biorac pod uwagg powyzsze przestanki postawiono hipotezy: a) ze noradrenalina
uwalniana w VTA poprzez oddziatywanie na receptory dla katecholamin reguluje poziom
uwalnianej dopaminy w strukturach przodomoézgowia, a w konsekwencji wptywa na procesy
zalezne od ich aktywnosci, oraz b) ze istotne bodzce srodowiskowe takie jak ostry stres moga
wplywaé na interakcje uktadow dopaminergicznego i noradrenergicznego prowadzac do
zmian behawioralnych u zwierzat. Gtownym celem badan w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej bylo zbadanie wptywu aktywnoSci receptoréw noradrenergicznych w VTA na
poziom fazowo uwalnianej dopaminy do jadra potlezacego przegrody (NAC) i podstawno-
bocznego jadra migdatlowatego (BLA) oraz okreslenie czy i jak stres moze wptywac na tg
modulacje.

Przedstawione badania elektrochemiczne z wykorzystaniem metody szybkoskanowej
woltamperometrii cyklicznej (FSCV) potaczonej z farmakologiczng blokada receptorow
noradrenergicznych w VTA wykazaly, ze podanie do tej struktury specyficznego antagonisty
receptora noradrenergicznego ooa (BRL-44408) ostabia uwalnianie dopaminy w NAc. Efekt
ten byl hamowany wczesniejsza blokada receptorow dopaminowych D». Podanie do VTA JP-
1302 i imiloksanu (antagonistow specyficznych odpowiednio dla receptoréw agg i o2c) hie
wplywalo na uwalnianie dopaminy w NAc.

W Kkolejnym etapie zbadano czy i w jaki sposéb ekspozycja zwierzat na bodziec
stresowy wplywa na noradrenergiczng modulacj¢ poziomu uwalnianej dopaminy w BLA.

Wykonane metoda FSCV badania wskazuja, ze wywotlany elektryczng stymulacja VTA



wyrzut dopaminy w BLA byt regulowany poprzez aktywnos$¢ receptorow zarowno oi- jak i
ap-adrenergicznych w tej strukturze. Ekspozycja na bodziec stresowy ostabiata wplyw
blokady receptorow az-adrenergicznych (RX-821002) w VTA na uwalnianie dopaminy do
BLA 24 godziny po stresie. Stres nie wptywal natomiast na dziatanie antagonisty receptorow
az-adrenergicznych (terazosyna).

W polaczeniu z wykazang adaptacja wywolang przez stres, postanowiono zbadaé
wplyw blokady receptora a2 W VTA na warunkowanie strachu. Z uzyciem metody
wysokosprawnej chromatografii cieczowej wykazano, ze procedura warunkowania strachu
wywoluje podwyzszenie poziomu noradrenaliny w VTA. Co wiecej, blokada receptorow o.-
adrenergicznych (podanie RX-821002) w VTA przed warunkowaniem strachu powoduje
ostabienie poziomu reakcji znieruchomienia na etapie przywolania pamieci strachu.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazujg, ze aktywno$¢ receptorow zarOwno oi-
jaki az-adrenergicznych wptywa na poziom uwalnianej dopaminy w NAc i BLA. Dodatkowo,
wykazano, ze gldwng rolg w regulacji uwalniania noradrenaliny do VTA, a tym samym
regulacji uwalniania dopaminy do przodomoOzgowia, pelni podtyp a2a receptorow
noradrenergicznych. Co wigcej, modulacja poprzez receptory az-adrenergiczne zmienia si¢ w
wyniku ekspozycji na stres oraz peti role w nabywaniu pamigci strachu. Niniejsze badania
wskazujg na nowe mechanizmy regulacyjne, poprzez ktore noradrenalina moze wplywac na
dopaminergiczny ukfad mezolimbiczny i modulowaé przekaznictwo dopaminergiczne

Zwigzane z procesami uczenia si¢ i pamie¢ci.



Abstract

The dopaminergic and noradrenergic systems are involved in numerous functions as
well as pathologies in the central nervous system. Furthermore, these systems interact with
each other in various brain structures. Of particular importance for the interaction between
these systems is the midbrain ventral tegmental area (VTA). Dopamine release from the VTA
to forebrain structures is associated with reward and associative learning processes, playing a
crucial role in addiction and neuropsychiatric diseases related to stress. Noradrenergic
signaling in the VTA is a putative mechanism involved in this interaction. It is of special
interest due to the fact that noradrenaline, among its other roles, is also a fundamental
mediator of stress responses. In particular, noradrenergic receptors in the VTA play a large
role in the interaction between the noradrenergic and dopaminergic systems, modulating local
neuronal activity and consequently, dopamine release in the forebrain.

On this basis, we formulated the following hypotheses: a) noradrenaline released in
the VTA, through catecholamine receptors, regulates dopamine release in the forebrain,
subsequently influencing processes dependent on their activity, b) environmental stimuli, such
as acute stress, can affect the interactions of the dopaminergic and noradrenergic systems,
leading to behavioral effects. The primary objective of this doctoral dissertation was to
investigate the influence of noradrenergic receptor activity in the VTA on the phasic release
of dopamine to nucleus accumbens (NAc) and basolateral amygdala (BLA). It also aimed to
determine how stress might modulate these regulatory mechanisms.

Electrochemical studies using fast-scan cyclic voltammetry (FSCV) combined with
pharmacological blockade of noradrenergic receptors in the VTA revealed that local
administration of a specific a2a noradrenergic receptor antagonist (BRL-44408) attenuates
dopamine release in the NAc, an effect suppressed by prior blockade of D, dopamine
receptors. Conversely, JP-1302 and imiloxan (specific antagonists for a2g and ozc receptors,
respectively) did not affect dopamine release in the NAc.

We then examined how animal exposure to a stressor affects noradrenergic modulation
of dopamine levels in the BLA. Our FSCV recordings revealed that dopamine release in the
BLA, evoked by electrical stimulation of the VTA, was regulated by both ai;- and oap-
adrenergic receptors in this structure. Exposure to a stressor weakened the impact of op-
adrenergic receptor blockade (RX-821002) in the VTA on dopamine release to the BLA 24
hours post-stress, while stress did not influence the action of the as-adrenergic receptor

antagonist, terazosin.



This stress-induced adaptation led us to explore the effect of oo receptor blockade in
the VTA on fear conditioning. Using high-performance liquid chromatography, we
demonstrated that the fear conditioning procedure induces elevated noradrenaline levels in the
VTA. Local az-adrenergic receptor antagonist RX-821002, infused into the VTA before fear
conditioning, weakened freezing responses during fear memory retrieval.

Taken together, these results indicate that both oi- and oo-adrenergic receptors
influence dopamine release levels in the NAc and BLA. Furthermore, the o2a subtype of
noradrenergic receptors plays a primary role in regulating noradrenaline levels in the VTA
and, consequently, dopamine release to the forebrain. Moreover, the modulatory effect of o.-
adrenergic receptors is altered by stress exposure and plays a role in fear memory acquisition.
These findings suggest novel regulatory mechanisms through which noradrenaline can
influence the mesolimbic dopaminergic system and modulate dopaminergic signaling

associated with learning and memory processes.



Spis tresci

SITESZCZENIE. ...t 4
AADSEIACE ... ... 6
Spis artykuldw stanowigcych rozprawe doKtorska ...........cccueeeeiiiiiiiiiiiiiiieeiiee e 10
Spis NajwaznieJSZYCh SKIOTOW ........eiiiiiiiiiiiie i 11
AT ] TP PP PPUPRRRPPPP 13
1. KateChOIamiNY .....coooiiiii e 13
1.1  Synteza, wychwyt zwrotny i 1ozKtad ..........ccccoiiiiiiiiiii 13

1.2 Receptory dla neuroprzekaznikoéw katecholaminergicznych ...........cccccooveeninnnne. 14

2.  Anatomia funkcjonalna uktadow katecholaminergicznych ...........c.ccooveiiiiiininnennnn. 15
2.1 Uklad dOPaminerZICZIY .......ueeeiurieiiirieiiiieiiiiessieeessiiee st et e e e e e e e e 15
2.1.1  Receptory dopaminergiCZNe ..........ocueiueeieeiiieeiiiesireasieesieesireesieesneesinee e 16

2.1.2  Wzorce aktywnosci neuronow dopaminergicznych .........cccccccveeviviiiininnnnnnn. 16

2.2 Uklad noradrenergiCZNY ........uuuiriiieeiiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e 17
2.2.1  Receptory NOradrenergiCZNe. ........ccueecueeeiureeiieeesiieesseeessiesesssnneesseneesseeeanns 18

2.2.2  Wzorce aktywnosci neuronow noradrenergicznych.........ccccccveeeviiiicivninnnnnnn. 19

3. Interakcje pomiedzy uktadem dopaminergicznym i noradrenergicznym .................... 19
4.  Pole brzuszne nakrywki — funkcje i najwazniejsze projekcje .....coovvvveviveeiiineeiieeennnnn. 21

5.  Wplyw noradrenaliny na aktywno$¢ neurondw w polu brzusznym nakrywki i

uwalnianie dopaminy W przodomMOZGOWIU .........ccueeeiuieeiiiieeeiie e e e e e e e sae e saree s 23
6. Wplyw stresu na uktad katecholaminergiczny .............cccovvieiiiiiiiiiiiiiec e, 26
(OS] (S o7 T - o PO OO PP OPPP TR 29
Publikacje naukowe W Wersji Oryginalne] ...........cocouviiiiiiiiiiie i 31
Badania dOdatKOWE ............ouiiiiiii et 64

1. Blokada receptorow az-adrenergicznych w polu brzusznym nakrywki zaburza

nabywanie, ale nie przywolanie pamigci StaChU...........cccoevviiiiiiiiiiiii 64



2. Blokada receptorow oz-adrenergicznych w polu brzuszny nakrywki obniza poziom

dopaminy uwalnianej do jadra potlezacego przegrody.......ccccvvieriiiiiiiieiiiiiene e 78
DY SKUSTA. .ttt ettt b ettt 83

1. Regulacja uwalniania noradrenaliny do pola brzusznego nakrywki modulowana jest

przez receptory o2a-, ale nie o2g- 1 o2c-adrenergiczne w tej Strukturze ............ccoceevvernene 83

2. Uwalnianie dopaminy do podstawno-bocznego jadra migdatowatego jest regulowane

przez aktywnos$¢ receptorow ai- oraz oz-adrenergicznyCh w VTA. ..., 86

3. Stres wplywa na modulacje uwalniania dopaminy do podstawno-bocznego jadra

migdalowatego mediowang przez receptory o2-, ale nie as-adrenergiczne w VTA............. 89

4. Potencjalne mechanizmy zmian w funkcjonalnosci receptorow ao-adrenergicznych w

polu brzusznym nakrywki pod wplywem Stresu ..........cccooviiiiiiiiiiii s 91
5. Ostry stres zwigksza poziom dopaminy i noradrenaliny w polu brzusznym nakrywki 92

6. Podniesiony ton noradrenergiczny w polu brzusznym nakrywki, modulowany przez

aktywno$¢ receptoroOw oz-adrenergicznych, jest niezb¢dny do tworzenia pamigci strachu..93

7. POASUMOWANIE T WNIOSKI.....iiuiieiiiieiie ittt 98
7o) [0 o =Y - S PPR PSRRI 100
Oswiadczenia wspOIautorOW PUDIIKAC]T ..vvvvvviiiiiiiiiiiiii et 115



Spis artykulow
stanowiacych rozprawe doktorska

1. Bernacka Joanna, Kietbinski Michal, Wawrzczak-Bargieta Agnieszka, Zajda Katarzyna,
Mackowiak Marzena, Przewlocki Ryszard, Solecki Wojciech (2022) Alpha-2A but not
2B/C noradrenergic receptors in ventral tegmental area regulate phasic dopamine release
in  nucleus accumbens core.  Neuropharmacology, 220, 109258, DOI:
10.1016/j.neuropharm.2022.109258,

Punktacja MNiISW: 140, IF: 4.7

2. Kielbinski Michat, Bernacka Joanna, Zajda Katarzyna, Wawrzczak-Bargieta Agnieszka,
Mackowiak Marzena, Przewlocki Ryszard, Solecki Wojciech (2022) Acute stress
modulates noradrenergic signaling in the ventral tegmental area-amygdalar circuit.
Journal of Neurochemistry. 00, 1-15, DOI: 10.1111/jnc.15698,

Punktacja MNiISW: 140, IF: 4.7

3. Bernacka Joanna, Solecki Wojciech (2023) Functional significance of dopamine release
in the mesolimbic forebrain by modulation of adrenergic receptors. European
Neuropsychopharmacology, 75, 59-61, DOI: 10.1016/j.euroneuro.2023.06.007,

Punktacja MNiSW: 140, IF: 5.6

Laczny Impact Factor (IF) dla serii publikacji: 15.0
Suma punktow Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEIN) dla serii publikacji: 420

10



Spis najwazniejszych skrotow

3-MT — 3-metoksytyramina (ang. 3-methoxytyramine)

ADHD - zespotu nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. Attention Deficit
Hyperactivity Disorder)

AMY - cialo migdalowate (ang. amygdala)

BDNF — neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived neurotrophic
factor)

BLA — cz¢$¢ podstawno-boczna ciata migdalowatego (ang. basolateral amygdala)
cAMP — cykliczny monofosforan adenozyny (ang. cyclic adenosine monophosphate)
COMT - enzym katecholo-O-metyltransferaza (ang. catechol-O-methyltransferase)

CREB - czynnik transkrypcyjny aktywowany w odpowiedzi na CAMP (ang. CAMP response
element-binding protein)

CS — bodziec warunkowy (ang. conditioned stimulus)

DA — dopamina (ang. dopamine)

DAG - diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

DAT - transporter dopaminowy (ang. dopamine transporter)

DBH — B-hydroksylaza dopaminy (ang. dopamine beta-hydroxylase)

DOPA - 3,4-dihydroksyfenyloalanina (ang. 3,4-dihydroxyphenylalanine)

DOPAC - kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy (ang. 3,4-dihydroxyphenylacetic acid)
FSCV - szybkoskanowa woltamperometria cykliczna (ang. fast-scan cyclic voltammetry)
GABA - kwas gamma-aminomastowy (ang. gamma-aminobutyric acid)

GIRK - potasowy kanat prostowniczy Sprzezony z biatkiem G (ang. G-protein-gated

inwardly rectifying potassium channels)
GPCRs — receptory sprz¢zone z biatkiem G (ang. G-protein-coupled receptors)
HPA — o$ podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis)

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid

chromatography)

11



HVA — kwas homowanilinowy (ang. homovanillic acid)

In — prad aktywowany przez hiperpolaryzacj¢ (ang. hyperpolarization-activated current)
IP3 — trifosforan inozytolu (ang. inozytolotrisfosforan)

ITI — interwal migdzy prezentacjami (ang. intertrial interval)

LC — miejsce sinawe (ang. locus coeruleus)

LTP — dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term potentiation)

MAO — monoaminooksydaza (ang. monoamine oxidase)

NA — noradrenalina (ang. noradrenaline)

NAC — jadro potlezace nakrywki (ang. nucleus accumbens)

NET — transporter noradrenaliny (ang. noradrenaline transporter)

NM — normetanefryna (ang. normetanephrine)

PFC — kora przedczotowa (ang. prefrontal cortex)

PIP2 — difosforan fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)
PKA - kinaza biatkowa A (ang. protein kinase A)

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

PTSD — zespot stresu pourazowego (ang. post-traumatic stres disorder)

TH — hydroksylaza tyrozyny (ang. tyrosine hydroxylase)

US — bodziec bezwarunkowy (ang. unconditioned stimulus)

VDCC - napigciowozalezne kanaty wapniowe (ang. voltage-dependent calcium channels)
VMAT2 — pecherzykowy transporter monoamin (ang. 2 vesicular monoamine transporter)

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



Wstep

1. Katecholaminy

Katecholaminy sg jedng z gldwnych grup neuroprzekaznikéw w osrodkowym uktadzie
nerwowym. Nalezg one do grupy monoamin i zalicza si¢ do nich adrenaline, noradrenaling i
dopaming. Noradrenalina 1 dopamina petnig szereg istotnych funkcji w osrodkowym uktadzie
nerwowym, adrenalina natomiast wystgpuje w $ladowych ilo$ciach, uwalniana przez

niewielkg grupe neuronéw w pniu mézgu (Kobayashi, 2001).

1.1 Synteza, wychwyt zwrotny i rozklad

Katecholaminy s3 aminami biogennymi, W osrodkowym ukladzie nerwowym
syntetyzowane sa W neuronach zawierajacych hydroksylaze tyrozyny (ang. tyrosine
hydroxylase; TH). Produktem wyjsciowym reakcji syntezy katecholamin jest aminokwas L-
tyrozyna, ktéry podlega hydroksylacji do 3,4-dihydroksyfenyloalaniny (ang. 3,4-
dihydroxyphenylalanine; DOPA) przez TH. To wla$nie ta reakcja jest najwazniejszym etapem
w procesie syntezy katecholamin. Tym samym aktywnos¢ enzymatyczna TH jest czynnikiem
limitujagcym powstawanie wszelkich neuroprzekaznikéw katecholaminowych. W kolejnym
ctapic, DOPA podlega dziataniu dekarboksylazy DOPA do dopaminy. W neuronach
noradrenergicznych zawierajgcych enzym B-hydroksylaz¢ dopaminy (ang. dopamine beta-
hydroxylase; DBH) dopamina moze zosta¢ dalej przeksztalcona w noradrenaling. Po procesie
syntezy, katecholaminy magazynowne sag w pecherzykach synaptycznych. W transporcie
katecholamin do pecherzykOw synaptycznych uczestniczy pecherzykowy transporter
monoamin 2 (ang. vesicular monoamine transporter 2; VMAT?2). Uwalnianie katecholamin
do przestrzeni synaptycznej wywolane jest potencjalem czynno$ciowym, ktéry powoduje
naptyw jonow wapnia do komoérki przez napigciowozalezne kanaly wapniowe i w
konsekwencji prowadzi do procesu egzocytozy, czyli polaczenia pecherzyka synaptycznego z
blong i uwolnienia jego zawartosci do przestrzeni synaptycznej. Po egzocytozie pgcherzyki
synaptyczne ulegaja endocytozie zaleznej od klatryny i1 dynaminy. Podstawowym
mechanizmem inaktywacji dzialania katecholamin jest ich wychwyt zwrotny do zakonczenia
neuronu, odpowiedzialne sg za to transportery dla dopaminy i noradrenaliny, odpowiednio

DAT i NET. Cze$¢ puli czasteczek tych neurotransmiterow jest metabolizowana przez
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enzymy — katechol-O-metylotransferaze (ang. catechol-O-methyltransferase; COMT) i
monoaminooksydaze (ang. monoamine oxidase; MAO) (Eisenhofer et al., 2004). Warto
zaznaczyC, ze jest to obraz nieco uproszczony. W praktyce kinetyka wychwytu, obrotu i
ponownego pakowania do pecherzykow oraz degradacji dopaminy przez wspomniane
enzymy jest dosy¢ skomplikowana i zalezna od struktury — w szczeg6lnosci od zageszczenia

w danej strukturze poszczegolnych transporterow (Tammimaki et al., 2016).

1.2 Receptory dla neuroprzekaznikéw katecholaminergicznych

Réznice w odpowiedzi funkcjonalnej wywolanej dziataniem katecholamin (dopaminy 1
noradrenaliny) wynikaja, w duzej mierze, z lokalizacji i typu receptora na ktory dzialaja.
Receptory dla katecholamin mogg by¢ zlokalizowane zarowno na cialach komérkowych, jak i
zakonczeniach pre- i postsynaptycznych. Wszystkie receptory katecholaminergiczne sa
receptorami metabotropowymi, czyli sprzezonymi z biatkiem G (ang. G-protein-coupled
receptors; GPCRs). Zbudowane sg z pojedynczego fancucha aminokwasowego tworzacego
siedem hydrofobowych, transblonowych domen z zewnatrzkomorkowym N-koncem i
wewnatrzkomorkowym C-koncem. Ze wzgledu na fakt, ze sg to receptory oddziatujace na
biatka G a nastepnie na kaskady przekaznictwa wewnagtrzkomdérkowego, podziat receptorow
dla katecholamin zalezy od typu biatka G, z jakim sg sprzezone: Gq (pobudzajace poprzez
aktywacje fosfolipazy C), Gs (pobudzajace poprzez podniesienie poziomu cAMP), Gip
(hamujgce poprzez obnizenie poziomu cAMP) (Levitzki, 1978). Ich dziatanie nie powoduje
szybkiej transmisji synaptycznej i moze wywolywaé zardéwno krotkotrwale jak i dlugotrwate
efekty. Krotkotrwale efekty wigzg si¢ z bezposrednim wptywem aktywowanych biatek G na
mechanizmy komodrkowe do ktérych zalicza si¢ modulacja aktywnosci kanatow jonowch
(VDCC - ang. voltage-dependent calcium channels, GIRK — ang. G-protein-gated inwardly
rectifying potassium channels) czy enzyméw (np. fosfolipaza C, kinaza G,
monoaminooksydaza). Jednym z efektow krotkotrwatych jest wstawianie receptorow (ang.
trafficking) na powierzchni¢ komorki poprzez mobilizacje rezerwuardw wewngtrznych.
Przyktadem moze by¢ szybkie wstawianie receptorow dla glutaminianu typu AMPA w
hipokampie. Mechanizm ten jest kluczowy dla powstawania dlugotrwalego wzmocnienia
synaptycznego (ang. long-term potentiation, LTP), ktore z kolei lezy u podstaw uczenia si¢ i
procesow pamieciowych (Gainetdinov et al., 2004; Betke et al., 2012; Wu et al., 2012).
Dhugotrwale efekty sa wynikiem wplywu aktywacji GPCRS na ekspresje gendéw i synteze

biatek. Dhugotrwata aktywacja bialek G moze obejmowac¢ zmiany w ekspresji genow
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kodujacych receptory i prowadzi¢ do trwatych zmian w ich liczbie na powierzchni blony
komorkowej, a co za tym idzie — reaktywnosci na sygnaly zewnetrzne. Moze réwniez
wplywaé na ekspresj¢ biatek z rodziny SNARE, zaangazowanych w proces egzocytozy
(Sudhof & Rothman, 2009). Co wigcej, aktywowane przez biatka G mogg by¢ czynniki
transkrypcyjne takie jak CREB (ang. CAMP response element-binding protein), prowadzac do
zmian ekspresji genow, przyktadem moze by¢ zwigkszona ekspresja genu BDNF (ang. brain-
derived neurotrophic factor) i produkcji biatka BDNF istotnego dla rozwoju i przetrwania
neuronow, ale takze powstawania LTP (Bramham & Messaoudi, 2005; Carlezon et al., 2005).

2. Anatomia funkcjonalna ukladéw katecholaminergicznych

Ciata komorkowe neuronow katecholaminergicznych zlokalizowane sa w konkretnych
rejonach mdbzgowia, natomiast projekcje tych neurondéw sg bardzo szerokie. Szlaki
katecholaminergiczne zostaly po raz pierwszy opisane juz w latach sze$¢dziesigtych XX
wieku (Dahlstrom & Fuxe, 1964; Dahlstrom & Fuxe, 1964; Andén et al., 1966).

2.1 Uklad dopaminergiczny

Glowne skupiska cial komorkowych neuronéw dopaminergicznych zlokalizowane sg
przede wszystkim w $srodmozgowiu (jadra od A8 do A10), migdzymdzgowiu, opuszkach
wechowych, a takze w siatkdwce (jadra od A1l do A17). Neurony dopaminergiczne tworzg
cztery gtowne szlaki. Projekcje z istoty czarnej (A9) do grzbietowej czgs$ci prazkowia
stanowig szlak nigrostriatalny, ktory reguluje w gtdéwnej mierze funkcje ruchowe. Zaburzenia
w obszarze tego szlaku, zwigzane z degradacja neuronéw dopaminergicznych, wystepuja w
chorobie Parkinsona, ktérej objawami sag miedzy innymi zubozenie ruchowe oraz drzenie
spoczynkowe. Polaczenie jader komorek dopaminergicznych zlokalizowanych w podwzgorzu
z przednig cze$cig przysadki tworzy szlak guzkowo-lejkowy odpowiedzialny za gospodarke
hormonalng poprzez regulacj¢ uwalniania prolaktyny do krwi. Pole brzuszne nakrywki (ang.
ventral tegmental area — VTA — odpowiadajace obszarom A8 i A10) jest jadrem, ktdrego
projekcje tworza dwa kolejne szlaki dopaminergiczne. Potaczenia VTA z korg przedczolowa
(ang. prefrontal cortex; PFC) tworza szlak mezokortykalny, natomiast polaczenia ze
strukturami limbicznymi, migdzy innymi jadrem pétlezacym przegrody (nucleus accumbens;
NAC) i cialem migdalowatym (amygdala; AMY) tworza szlak mezolimbiczny. Szlaki te

nazywane sg czesto zbiorczo szlakiem mezokortykolimbicznym, poniewaz oba petnig
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podobne funkcje i wplywaja na procesy uczenia si¢ i zapamigtywania, a takze reguluja
motywacj¢ i1 sg glowna czescig uktadu nagrody (Le Moal & Simon, 1991; Wise, 2002; Young
etal., 2011).

2.1.1 Receptory dopaminergiczne

Receptory dla dopaminy mozna podzieli¢c na dwie gldwne grupy: rodzing receptoréw
D1, do ktérych nalezg podtypy D1 i Ds oraz rodzing receptoréw D- sktadajacg si¢ z podtypow
D2, D3 i Da. Receptory nalezace do rodziny receptorow D1 sprzezone sg z biatkiem Gs, a ich
aktywacja prowadzi do zwigkszenia aktywnosci cyklazy adenylanowej 1 do wzrostu stezenia
CAMP, ktora w konsekwencji aktywuje kinaze bialkowa A (PKA). Aktywowana PKA moze
nastepnie fosforylowa¢ czynniki transkrypcyjne np. CREB, kanaly jonowe i1 enzymy 1
prowadzi do pobudzenia komorki. Receptory typu Di zlokalizowane sg glownie
postsynaptycznie, miedzy innymi w takich strukturach jak NAc, PFC, AMY, hipokamp,
podwzgdrze i wzgorze. Rodzina D to receptory zwigzane z biatkiem Gio. Aktywacja tych
biatek, wywolana przylaczeniem neurotransmitera do receptora, powoduje zahamowanie
cyklazy adenylanowej, obnizenie poziomu cAMP i zahamowania PKA, co w konsekwencji
prowadzi do aktywacji dziatania kanalow potasowych i zamykania kanatow wapniowych, a
zatem do zmniejszenia aktywnos$ci neurondéw. Ten typ receptorow zlokalizowany jest
zarOwno post- jak i presynaptycznie migdzy innymi w hipokampie, PFC, jadrach
podstawnych, AMY, VTA, podwzgorzu i wzgdrzu. Receptory zlokalizowane presynaptycznie
pehig funkcje autoreceptorow 1 maja z reguly znacznie wyzsze powinowactwo do dopaminy

niz receptory zlokalizowane postsynaptycznie (Missale et al., 1998; Neve et al., 2004).

2.1.2 Wzorce aktywnos$ci neuron6w dopaminergicznych

Réznice w reakcjach organizmu na bodzce wplywajace na uwalnianie katecholamin nie
zalezg jedynie od rodzaju i umiejscowienia odpowiednich dla nich receptoréw, ale rowniez od
wzorcow aktywnos$ci neurondéw zaréwno dopaminergicznych, jak 1 noradrenergicznych.
Zmiany w aktywnos$ci neuronow katecholaminergicznych odgrywaja wazng role w wielu
funkcjach mézgu, w tym w motywacji, reakcjach na wzmocnienia zaréwno pozytywne jak i
negatywne, w utrzymaniu odpowiedniego poziomu uwagowego, a takze w procesach
pamieciowych (Sara, 2009; Sara & Bouret, 2012; Poe et al., 2020).

Neurony dopaminergiczne charakteryzuja si¢ dwoma wzorcami aktywnosci. W
warunkach podstawowych, czyli takich, w ktoérych nie jest obecna istotna stymulacja ze

srodowiska, neurony dopaminergiczne wykazuja gldéwnie aktywno$¢  toniczng
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charakteryzujacg si¢ wystgpowaniem potencjalow czynnosciowych o czestotliwosci od okoto
0.5 Hz do 10 Hz ze $rednig okoto 4-5 Hz (Grace & Bunney, 1984a, 1984b; Marinelli &
McCutcheon, 2014). Wynikiem takiej aktywnosci jest toniczne uwalnianie dopaminy, czyli
uwalnianie niewielkich ilosci neuroprzekaznika odpowiedzialnych za utrzymanie w
strukturach docelowych stalego jego poziomu, ktéry jest niezbedny do podtrzymania
bazowego poziomu pobudzenia, czy funkcji ruchowych. Natomiast gdy do organizmu
docierajg istotne bodzce, aktywno$¢ neuronéw dopaminergicznych zmienia si¢ — nastgpuje
wzrost czestotliwosci wystepowania potencjatdw czynnosciowych, czyli iskrzenie napadowe
(ang. bursting). Iskrzenie napadowe to szybkie wyzwalanie serii potencjaldw czynno$ciowych
z czestotliwoscig powyzej 10 Hz. Konsekwencja takiej aktywnosSci neurondow
dopaminergicznych jest szybkie uwalnianie duzej ilosci dopaminy, co prowadzi do
przejsciowego zwickszenia stezenia neuroprzekaznika w strukturach docelowych (Grace &
Bunney, 1984b; Schultz et al., 1997; Marinelli & McCutcheon, 2014). Zjawisko to jest
roOwniez nazywane fazowa aktywnos$cig neurondow dopaminergicznych, a uwolniona w jej
wyniku dopamina — fazowo uwalniang dopaming (Grace, 1995). Fazowo uwalniana
dopamina, ze wzgledu na szybkie zmiany stezenia, moze by¢ mierzona metodami takimi jak
szybkoskanowa woltamperometria cykliczna (ang. fast-scan cyclic voltammetry; FSCV).
Aktywno$¢ fazowa neurondow dopaminergicznych moze wystegpowac spontanicznie w
odpowiedzi na istotne bodzce srodowiskowe, ale moze by¢ rowniez wywotana bezposrednia
stymulacja cial komorek dopaminergicznych. Fazowe uwalnianie dopaminy odgrywa
kluczowg role w procesach motywacji, przetwarzania bodzcéw o charakterze pozytywnego i
negatywnego wzmocnienia, pomaga w kontrolowaniu precyzyjnych ruchow, jest
zaangazowane w procesy poznawcze, uczenie si¢ i formowanie $ladow pamieciowych (Wise,
2004; Berridge, 2007; Schultz, 2007). Zaburzenia w fazowym uwalnianiu dopaminy
prowadza do rozwoju patofizjologii, migedzy innymi uzaleznien, depresji czy zespotu
nadpobudliwo$ci psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. attention deficit hyperactivity
disorder; ADHD) (Nestler & Carlezon, 2006; Volkow et al., 2009; Koob & Volkow, 2010;
Del Campo et al., 2011).

2.2 Uklad noradrenergiczny

Neurony noradrenergiczne charakteryzuja si¢ cienkimi, szeroko rozgalezionymi,
pokrytymi zylakowatosciami aksonami, ktére zawieraja w sobie pecherzyki synaptyczne. Ze

wzgledu na zylakowatosci 1 fakt, ze aksony obejmuja duze obszary mézgu, uwaza sig, ze w
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wielu przypadkach nie nawigzuja one bezposrednich kontaktow synaptycznych, a uwalnianie
neuroprzekaznika ma w duzej mierze charakter transmisji obj¢tosciowej. Za glowne jadro
noradrenergiczne uznawane jest miejsce sinawe (locus coeruleus; LC; A6) zlokalizowane w
pniu mozgu. Posiada ono najszersze projekcje ze wszystkich jader noradrenergicznych. Poza
miejscem sinawym giéwne eferenty noradrenergiczne pochodzg z jadra Al zlokalizowanego
W brzuszno-bocznej czgsci rdzenia przedtuzonego oraz jadra A2 zlokalizowanego w jadrze
pasma samotnego (ang. nucleus of solitary tract). Jadra A5 i A7 tworzone sa przez grupe
boczno-nakrywkowych komdrek noradrenergicznych (Guyenet, 1991; Sara, 2009). Uktad
noradrenergiczny odgrywa istotng role w utrzymaniu odpowiedniego poziomu pobudzenia,
uwagi 1 koncentracji, a takze w procesach pamieciowych. Ponadto, jest zaangazowany W
regulacje cyklu snu i czuwania, a takze w modulowanie reakcji organizmu na stres. Uklad
noradrenergiczny, ze swoim centrum w LC, $cisle wspotpracuje z uktadem wspotczulnym,
tworzac spdjny mechanizm regulacji fizjologicznej, ktéry pomaga organizmowi adaptowac
si¢ do zmieniajgcych sie warunkow zewnetrznych i wewnetrznych (Berridge & Waterhouse,
2003; Samuels & Szabadi, 2008).

2.2.1 Receptory noradrenergiczne

Receptory noradrenergiczne, podobnie jak dopaminergiczne, rowniez podzieli¢ mozna na
dwie gtdéwne grupy: receptory a-adrenergiczne oraz receptory B-adrenergiczne. Receptory a-
adrenergiczne podzielono dalej na dwie kolejne grupy, a kazda z nich moze wystepowaé w
trzech podtypach. Receptory ai-adrenergiczne z podtypami aia, ouB, 0ip oraz receptory op-
adrenergiczne z podtypami oza, oz, o2c. Wszystkie podtypy receptora ai-adrenergicznego sa
receptorami pobudzajgcymi sprzezonymi z bialkiem Gg, ktorych aktywacja prowadzi do
aktywacji fosfolipazy C. Fosfolipaza C katalizuje przeksztatcenie fosfatydyloinozytolu 4,5-
bisfosforanu (PIP2) w blonie komérkowej na dwa drugorzedne przekazniki: inozytol 1,4,5-
trifosforan (IP3) i1 diacyloglicerol (DAG). IP3 wigze si¢ z receptorami IP3 na powierzchni
siateczki $rodplazmatycznej, co prowadzi do zwickszonego uwalniania jondw wapnia do
cytozolu. DAG, w polaczeniu z jonami Ca?*, aktywuje kinaze biatkowa C (PKC), ktéra
fosforyluje szereg bialek docelowych (takich jak biatka cytoszkieletu, receptory czy bialka
zwigzane z egzocytoza) i prowadzi do pobudzenia komoérki. Zlokalizowane s3 z reguly
postsynaptycznie, migdzy innymi, w takich strukturach jak PFC, VTA, AMY, hipokamp.
Receptory op-adrenergiczne sa receptorami hamujacymi, zwigzanymi z biatkiem Gip.
Oddzialywanie na nie neuroprzekaznika skutkuje zahamowaniem cyklazy adenylanowej i

obnizeniem poziomu cAMP. Receptory ap-adrenergiczne wystepuja zard6wno post- jak i

18



presynaptycznie i petnig funkcj¢ autoreceptorow regulujacych uwalnianie neuroprzekaznika.
Zlokalizowane sg migdzy innymi w LC, VTA, hipokampie, opuszkach wgchowych czy w
pniu mézgu. Grupe receptoréw B-adrenergicznych rowniez podzielono na trzy podtypy: B1, B2
oraz Bz, z ktoérych wszystkie sa pobudzajace i sprzgzone z biatkiem Gs. Zwigkszaja one
aktywno$¢ cyklazy adenylanowej i podnoszg poziom cAMP (Strosberg, 1993; Philipp &
Hein, 2004; Hein, 2006).

2.2.2 Wzorce aktywnos$ci neuron6w noradrenergicznych

Neurony noradrenergiczne, podobnie jak dopaminergiczne, cechujg si¢ rdznym poziomem
aktywnosci w zalezno$ci od stanu pobudzenia organizmu, jednak w przeciwienstwie do
neurondw dopaminergicznych wykazujg wezszy zakres czestotliwosci wyltadowan. Podczas
snu, zwlaszcza w fazie REM, czestotliwo$¢ wytadowan neurondw noradrenergicznych jest
bliska zeru i wzrasta wraz ze wzrostem pobudzenia organizmu, az do czestotliwosci 5-6 Hz w
sytuacjach stresowych (Aston-Jones & Cohen, 2005; Berridge et al., 2012; Poe et al., 2020).
Co wigcej, neurony noradrenergiczne w obrebie LC cechujg si¢ zréznicowang fizjologia, np.
neurony projektujace do przodomédzgowia charakteryzujg si¢ wyzszg wrazliwoscig 1
czestotliwoscig wystgpowania potencjalow czynnosciowych niz te projektujace do kory
ruchowej czy uktadu czuciowego rdzenia kregowego (Uematsu et al., 2017; Poe et al., 2020).
Roznice te w polaczeniu ze specyficznymi obszarami projekcji, umiejscowiecniem i rodzajem
receptorow na ktore dziata noradrenalina odpowiadajg za efekty tego neuroprzekaznika na
warunkowanie 1 wygaszanie pamig¢ci strachu, lek czy reakcje na bodzce awersyjne

(Hirschberg et al., 2017; Uematsu et al., 2017; Poe et al., 2020).

3. Interakcje pomiedzy ukladem dopaminergicznym i noradrenergicznym

Uktad noradrenergiczny i dopaminergiczny wykazuja wiele podobienstw. Oba
neuroprzekazniki sg katecholaminami i maja podobng struktur¢ chemiczng, wspoldzielg
sciezki projekcji, wykazuja dzialanie w podobnych skalach czasowych, zblizone
powinowactwo do receptorow, a takze podobne funkcje (Bouret et al., 2012; Sara & Bouret,
2012; Ranjbar-Slamloo & Fazlali, 2020). Ze wzglgdu na opisane podobienstwa ukladow
katecholaminergicznych uwaza si¢, ze moga one wywolywac zbiezne efekty w osrodkowym

ukladzie nerwowym.
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W badanich Devoto i in., metodg mikrodializy wykazano, ze w obszarach kory mozgowej
charakteryzujacych si¢ niewielkim unerwieniem dopaminergicznym w poréwnaniu do
noradrenergicznego, substancje dzialajace na przekaznictwo noradrenergiczne powoduja
réwnoczesne zmiany rowniez W poziomie dopaminy (Devoto et al., 2001, 2003). Ponadto,
stwierdzono, ze zarobwno farmakologiczna, jak i elektryczna stymulacja LC, obszaru mozgu
odpowiedzialnego za produkcje noradrenaliny, powoduje rownoczesne zmiany w poziomach
obu neurotransmiterow. Na tej podstawie zaproponowano hipotezg, ze dopamina w korze
mbzgowej moze by¢ uwalniana nie tylko z zakonczen dopaminergicznych pochodzacych z
VTA (Shnitko & Robinson, 2014), ale réwniez wraz noradrenaling z zakonczen
noradrenergicznych, gdzie dziata zarowno jako prekursor jak i kotransmiter noradrenaliny
(Devoto et al., 2001, 2003, 2005; Devoto & Flore, 2006). Opisane wyniki potwierdzono
roOwniez w innych badaniach gdzie zaobserwowano, ze po elektrycznej stymulacji LC
obserwowany jest ponad dwukrotny wzrost poziomu dopaminy w mPFC i jedynie niewielki
wzrost w NAc. Dodatkowo wykazano, Zze podanie inhibitora wychwytu zwrotnego NET
powoduje wzrost poziomu dopaminy w mPFC, ale nie w NAc. Sugeruje to, ze w przypadku
niewielkiej ekspresji DAT w stosunku do NET, np. w mPFC, dopamina moze by¢ rowniez
wychwytywana przez transporter dla noradrenaliny (Masana et al., 2011).

Co wigcej, podobne obserwacje poczyniono w hipokampie. Hipokamp jest strukturg $cisle
zwigzang z procesami pamigciowymi, podobnie do kory mozgowej posiada szersze
unerwienie noradrenergiczne pochodzace z LC w pordéwnaniu do dopaminergicznego
pochodzacego z VTA. W badaniach Takeuchi i in., wykazano, ze neurony VTA-TH", wbrew
oczekiwaniom, sg jedynie nieznaczniec aktywowane w odpowiedzi na nowo$¢ srodowiskowsa
(ang. novelty), a ich farmakologiczna blokada nic wplywa na procesy pamieciowe zachodzace
w hipokampie. Natomiast, neurony LC-TH" wykazuja wyzsza reaktywno$¢ na nowo$¢
srodowiskowa, a ich aktywacja znaczaco wplywa na pamieé. Ponadto efekt ten byt
blokowany poprzez podanie antagonistow receptorow dopaminowych typu D1 do hipokampa.
Autorzy wysnuli wiec wniosek, ze obserwowane efekty spowodowane sg synergistycznym
uwalnianiem dopaminy i noradrenaliny z neurondéw LC-TH* (Takeuchi et al., 2016). W
badaniach Kempadoo i in., rOwniez wykazano, ze optogenetyczna stymulacja aksonow LC w
grzbietowym hipokampie powoduje wzrost poziomu dopaminy a w konsekwencji poprawia
selektywng uwage 1 rozpoznawanie obiektow przestrzennych. Wyniki te wskazuja, Zze uczenie
si¢ przestrzenne 1 pami¢¢ s3 wzmacniane za posrednictwem dopaminy uwalnianej z
zakonczen noradrenergicznych pochodzacych z LC (Kempadoo et al., 2016). Kwestia

pochodzenia dopaminy, jak wskazujg inni autorzy, jest jednak prawdopodobnie bardziej
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skomplikowana. Bezprzecznie dopamina uwalniania w hipokampie jest istotna dla proceséw
dhugotrwalej plastycznos$ci synaptycznej w tej strukturze i jej wpltywu na pamie¢é. Natomiast
pomimo — jak si¢ wydaje, rzeczywiscie niewielkiego — zaggszczenia projekcji
dopaminergicznych VTA-hipokamp, niedawne badania optogenetyczne wykazaly jednak
istotny udziat dopaminy uwalnianej z potaczen pochodzacych z niewielkiej grupy neuronéw
zlokalizowanych na granicy VTA i istoty czarnej do hipokampa (Tsetsenis et al., 2021, 2023).

Podsumowujac, pomimo, ze dopamina i noradrenalina odgrywaja unikalne role w r6znych
strukturach mozgu, istniejg rowniez dowody na to, Zze neurotransmitery te wykazuja szereg
podobienstw, sg silnie powigzane 1 moga dziala¢ synergistycznie w regulacji procesow
poznawczych. Natomiast pomimo tego, ze wspotdziatanie tych przekaznikéw w docelowych
strukturach kresomézgowia, takich jak hipokamp czy kora, jest obiektem szeroko
zakrojonych badan, a nawet pewnego rodzaju kontrowersji, to nadal relatywnie niewiele
wiadomo o ich interakcjach w jadrach katecholaminergicznych — przyktadowo, o fizjologii i
znaczeniu projekcji noradrenergicznych do VTA. Ten stan rzeczy stanowil w duzej mierze

motywacje do badan zaprezentowanych w niniejszej pracy.

4. Pole brzuszne nakrywki — funkcje i najwazniejsze projekcje

Pole brzuszne nakrywki to jadro $rodmozgowia, ktdre, zaraz po istocie czarnej, jest
gltownym zrédlem dopaminy w mézgu. Czgs¢ neurondow projektujacych z VTA tworzy szlak
mezolimbiczny, ktoérego glowne projekcje obejmuja m.in. NAc 1 podstawno-boczne jadro
migdatowate (ang. basolateral amygdala; BLA). Dopamina uwalniana z zakonczen
aksonalnych VTA w NAc uwazana jest za kluczowy neurotransmiter ukfadu nagrody. System
ten odpowiedzialny jest za wzmacnianie zachowan ewolucyjnie korzystnych poprzez
kodowanie znaczenia i wartosci bodzcow pochodzacych ze $rodowiska (Berridge &
Robinson, 1998; Wise, 2004; Schultz, 2010). Co wiecej, udowodniono, ze dopamina
uwalniana w NAc bierze udzial w uczeniu si¢ i formowaniu pamigci (Salamone & Correa,
2002; Wise, 2004). Dopamina w BLA pelni natomiast istotng rolg w procesach regulacji
emocji, leku, motywacji i rOwniez uczestniczy w formowaniu pamigci (Rosenkranz & Grace,
2002; de Oliveira et al., 2011; Tye et al.,, 2011). Dysfunkcje uwalniania dopaminy do
wspomnianych struktur obserwowane sg w wielu zaburzeniach takich jak uzaleznienia od

substancji, depresja, schizofrenia, zaburzenia Igkowe czy zespot stresu pourazowego (ang.
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post-traumatic stress disorder; PTSD) (Feltenstein & See, 2008; Admon et al., 2013; Grace,
2016; Koob & Volkow, 2016).

Aktywno$¢ neuronéw w VTA nie tylko reguluje dziatanie struktur, do ktorych to jadro
projektuje, ale rowniez — poprzez projekcje, ktore ono otrzymuje — sama podlega regulaciji.
Jednym z modulatoréw dziatania ukladu dopaminergicznego jest wilasnie noradrenalina
(Grenhoff et al., 1993; Guiard et al., 2008; Mejias-Aponte, 2016). Istnieje rowniez szereg
dowodOw na to, ze noradrenalina dziatajagca zarOwno na receptory noradrenergiczne jak i
dopaminergiczne (poprzez ich krzyzowa aktywacje — mechanizm opisany w po6zniejszych
czgsciach rozprawy) dziala jako modulator aktywnos$ci komorek dopaminergicznych i w
konsekwencji uwalniania dopaminy (Grenhoff et al., 1993; Guiard et al., 2008; Bouret et al.,
2012; Lammel et al., 2014; Mejias-Aponte, 2016). VTA to struktura niejednorodna, sklada si¢
gléwnie z neuronéw dopaminergicznych stanowigcych okolo 65% wszystkich komoérek w
tym obszarze, ale roéwniez z neurondw GABAergicznych (okolo 25%) 1
glutaminianergicznych (okoto 3%) (Nair-Roberts et al., 2008; Morales & Margolis, 2017).
VTA otrzymuje projekcje noradrenergiczne gtownie z LC, ale rowniez z jader obszaru Al i
A2, a noradrenalina uwalniana z tych zakonczen oddzialuje gléwnie na receptory
noradrenergiczne zlokalizowane w tej strukturze (Mejias-Aponte et al., 2009; Sara, 2009;
Aston-Jones & Waterhouse, 2016; Mejias-Aponte, 2016; Solecki et al., 2019, 2022). W VTA
obecne sg wszystkie rodzaje receptorow adrenergicznych, przy czym dominuje ekspresja
receptorow o1- oraz og-adrenergicznych, a dowody na obecno$¢ receptorow -
adrenergicznych sg mniej jednoznaczne (Mejias-Aponte et al., 2009; Rommelfanger et al.,
2009; Mejias-Aponte, 2016). Receptory ai- oraz az-adrenergiczne mogg by¢ zlokalizowane
zar6wno na neuronach dopaminergicznych, jak i niedopaminergicznych, dodatkowo receptory
azx-adrenergiczne zlokalizowane na zakonczeniach aksond6w noradrenergicznych dziataja jako
autoreceptory (Aston-Jones & Cohen, 2005; Mejias-Aponte et al., 2009; Mejias-Aponte,
2016; Solecki et al., 2019, 2022). Wykazano rowniez, ze receptory oi-adrenergiczne sa
obecne na zakonczeniach glutaminianergicznych oraz GABAergicznych, co umozliwia
presynaptyczng regulacje uwalniania glutaminianu 1 GABA. Udowodniono, ze aktywacja
receptorow  az-adrenergicznych — zmniejsza  uwalnianie  GABA i czgstotliwosce
postsynaptycznych pradow hamujacych GABAa (Velasquez-Martinez et al., 2015).
Natomiast aktywacja tych receptorow na zakonczeniach glutaminianergicznych prowadzi do
zwigkszonego uwalniania glutaminianu (Veldsquez-Martinez et al., 2012). Przytoczone
wyniki wskazuja na mozliwo$¢ regulacji aktywnosci neurondw dopaminergicznych w VTA

posrednio - poprzez zmiany w poziomie GABA i glutaminianu.
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5. Wplyw noradrenaliny na aktywno$§¢ neuronow w polu brzusznym

nakrywki i uwalnianie dopaminy w przodomdézgowiu

Juz w latach osiemdziesigtych XX wieku rozpoczeto badania wplywu przekaznictwa
noradrenergicznego na aktywno$¢ neuronéw dopaminergicznych, a tym samym na uwalnianie
dopaminy do struktur docelowych. W 1988 roku Grenhoff i Svensson opisali, ze u szczuréw
dozylnie podana klonidyna, ktora jest agonista receptorow ap-adrenergicznych, zwigksza
regularno$¢ wystgpowania potencjalow czynnosciowych w VTA bez wplywu na
czestotliwos¢ ich wystgpowania. Natomiast podanie antagonisty tych receptorow (idazoksan)
zwigkszato czestotliwo$¢ potencjatldow czynnosciowych 1 blokowato dziatanie klonidyny
(Grenhoff & Svensson, 1988, 1989). Pomimo tego, ze substancje dzialajace na receptory
adrenergiczne podawane byly systemowo, a co za tym idzie, niemozliwym bylo dokladne
okreslenie miejsca ich dziatania, byly to pierwsze dowody na fakt, ze substancje te moga
zmienia¢ aktywnos$¢ neuronow dopaminergicznych.

W wyniku stymulacji elektrycznej rejonow médzgu, w ktérych znajdujg si¢ ciata neurondw
noradrenergicznych (LC 1 A2), rOwniez zaobserwowano zmiany w aktywnos$ci neurondw
dopaminergicznych VTA (Grenhoff et al., 1993; Mejias-Aponte, 2016). W dalszych
badaniach wykazano, ze systemowe podanie prazosyny, antagonisty receptorow o-
adrenergicznych zmniejszatlo (Grenhoff & Svensson, 1993), a systemowe podania
reboksetyny (inhibitora wychwytu zwrotnego noradrenaliny), zwickszalo czestotliwosé
wyst¢gpowania potencjaldow czynnosciowych neuronow dopaminergicznych w VTA (Linnér et
al., 2001). Co wigcej, miejscowe podania substancji dziatajgcych na receptory adrenergiczne
w VTA réwniez wpltywaja na aktywnos$¢ komorek dopaminergicznych. Wykazano, ze
noradrenalina w VTA hamuje aktywno$¢ neuronéw dopaminergicznych w tej strukturze
poprzez aktywacj¢ receptoréw dopaminowych typu D> - jontoforetyczne podanie
noradrenaliny zmniejszalo czestotliwos$¢ wystgpowania potencjaldow czynnosciowych, a efekt
ten byl blokowany przez podanie antagonisty receptorow D2 (Aghajanian & Bunney, 1977;
White & Wang, 1984; Guiard et al., 2008). Podobny efekt w postaci niewielkiego
zmniejszenia aktywnosci komorek dopaminergicznych zaobserwowano po miejscowym
podaniu agonisty receptorow az-adrenergicznych (White & Wang, 1984). W przeciwienstwie
do hamujacego dziatania agonisty receptorow oe-adrenergicznych aktywacja receptorow ou-
adrenergicznych przez fenylefryne zwickszala zardwno czestotliwos¢ wystgpowania
potencjalow czynnosciowych, jak i iskrzenie napadowe neurondéw dopaminergicznych w

VTA (Goertz et al., 2015). Udowodniono réowniez, ze jontoforetyczne podanie fenylefryny
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prowadzi do pobudzenia neuronéw niedopaminergicznych, natomiast wykazywato dziatanie
hamujace na aktywno$¢ neurondw dopaminergicznych zlokalizowanych w VTA. Klonidyna
(agonista receptorow op-adrenergicznych) nie wplywata na aktywno$¢ neurondéw
dopaminergicznych, ale nieznacznie zmieniala regularno$¢ wystepowania potencjalow
czynno$ciowych neuronéw niedopaminergicznych bez zmian szybkos$ci iskrzenia
napadowego. Podobnie, podanie agonisty receptorOw [-adrenergicznych pozostalo bez
wplywu na aktywno$¢ neurondw zardwno dopaminergicznych jak i niedopaminergicznych,
zaobserwowano  jednak  wzrost  czestosci  iskrzenia  napadowego  neuronow
niedopaminergicznych (Pradel et al.,, 2018). Z wykorzystaniem metody rejestracji
elektrofizjologicznej patch-clamp komoérek dopaminergicznych VTA wykazano, ze agonisci
receptora ap-adrenergicznego powodujg obnizenie amplitudy postsynaptycznych potencjatow
pobudzajacych wywotanych glutaminianem (Jiménez-Rivera et al., 2012) oraz wzrost
spontanicznych postsynaptycznych potencjatdow hamujacych (Cathala et al., 2002).

Zmiany w aktywnos$ci neuronéw VTA przekladaja si¢ na zmiany w wydzielaniu
dopaminy z ich eferentéw. Istnieje szereg danych literaturowych opisujacych wplyw
przekaznictwa noradrenergicznego na poziom dopaminy uwalnianej do struktur docelowych.
Wykazano, ze elektryczna stymulacja LC powoduje uwolnienie w VTA noradrenaliny, ktéra
— oddziatujac na receptory ai-adrenergiczne na komodrkach dopaminergicznych — w
konsekwencji wzbudza uwalnianie dopaminy do NAc (Park et al., 2017). Uzupekniajac te
dane, w naszych wczesniejszych badaniach metodg FSCV sprawdzano wplyw podania do
VTA antagonistow wszystkich glownych grup receptoréw adrenergicznych na zaréwno
fazowe, jak i toniczne uwalnianie dopaminy do przodomdézgowia po elektrycznej stymulacji
VTA. Wykazano, ze blokada receptorOw ai-adrenergicznych w VTA, polgczona z
elektryczng stymulacjg tej struktury, prowadzi do obnizenia poziomu fazowego uwalniania
dopaminy do NAc, ale nie do mPFC. Co ciekawe, blokada receptoréw az-adrenergicznych w
VTA powodowata prawie catkowite zahamowanie fazowego uwalniania dopaminy do NAc, a
efekt ten byt zalezny od aktywnosci receptoréw dopaminowych typu D»,. Podanie antagonisty
receptoréw P-adrenergicznych nie miato natomiast wptywu na poziom uwalnianej dopaminy
do NAc (Kielbinski et al., 2019).

Zmiany w przekaznictwie noradrenergicznym, wplywajac na aktywno$¢ neuronow
dopaminergicznych i poziom uwalnianej dopaminy, maja roéwniez odzwierciedlenie w
zachowaniu zwierzat. W badaniach behawioralnych wykazano, ze aktywnos$¢
noradrenergiczna w VTA reguluje zachowania poszukiwawcze substancji uzalezniajacej w

warunkach abstynencji u szczuréw. Podanie antagonisty receptorow ai-adrenergicznych do
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VTA zmniejszalo motywacj¢ do poszukiwania kokainy w abstynencji, a podanie zar6wno
agonisty tych receptoréw, jak i antagonisty receptorow op-adrenergicznych nasilato
zachowania poszukiwawcze substancji (Solecki et al., 2018). Uzupetlniono te wyniki
badaniami dowodzacymi, ze blokada receptorow ai-adrenergicznych w VTA zmniejsza
poszukiwanie kokainy w nowym kontekscie oraz nawrot wywotany bodzcami warunkowymi,
ale nie ma wplywu na nawrot wywolany stresem oraz na poszukiwanie naturalnej nagrody
(Solecki et al., 2019). Dodatkowo wykazano, ze antagonista receptoréw az-adrenergicznych
podany do VTA zaburza pawlowowskie asocjacyjne uczenie si¢ skojarzone z pozytywnym
bodzcem — kokaing (Solecki et al., 2022).

Ze wzgledu na fakt, Zze oba opisywane systemy katecholaminergiczne zaangazowane
sa w odpowiedZz na bodzce awersyjne, modulacyjny wptyw noradrenaliny na dopaming
zbadano rowniez w eksperymentach behawioralnych zwigzanych ze stresem. Miedzy innymi
wykazano, ze zmiany w aktywnosci receptorow oi-adrenergicznych w VTA moga wplywaé
na procesy pamieciowe w paradygmacie warunkowania strachu, gdzie podanie antagonisty
receptoréw a-adrenergicznych do VTA powodowato zardowno zaburzenia w nabywaniu, jak i
przywotywaniu pamieci strachu (Solecki et al., 2017). Przedstawione wyniki behawioralne
wskazujg na modulacyjng role noradrenaliny w VTA na uktad dopaminergiczny w kontekscie

uzaleznien 1 pamigci strachu.
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Ryc. 1 Schemat omawianych w rozprawie projekcji noradrenergicznych (czerwone) pochgdzqcych z miejsca
sinawego (LC) oraz z obszaru Al i A2 do pola brzusznego nakrywki (VTA; Mejias-Aponte et al., 2009), jqdra
potlezgcego przegrody (NAc; Delfs et al., 1998) i podstawno-bocznego jgdra migdatowatego (BLA; Fallon et al.,
1978) oraz polgczen dopaminergicznych (zielone) z VTA do BLA i NAc (Berridge et al., 1997, Fallon et al.,
1978). Ponizej schemat lokalizacji receptorow noradrenergicznych w VTA — zaadaptowano i zmieniono za
Mejias — Aponte 2016.

6. Wplyw stresu na uklad katecholaminergiczny

Jak weczesniej wspomniano, oba ukfady katecholaminergiczne — dopaminergiczny i
noradrenergiczny — sa jednymi z kluczowych regulatorow prawidtlowego dziatania
osrodkowego ukladu nerwowego. Zaburzenia w funkcjonowaniu tych ukladow sa powigzane
z patogeneza licznych schorzen takich jak choroba Parkinsona, ADHD, depresja,

schizofrenia, zaburzenia Igkowe, PTSD czy uzaleznienia od substancji psychoaktywnych

26



(Aston-Jones & Cohen, 2005; Morilak et al., 2005; Smith & Aston-Jones, 2008; Mitrano et
al., 2012; Koob, 2014; Koob et al., 2014). Jednoczes$nie wigkszos$¢ z tych zaburzen powigzana
jest z narazeniem organizmu na stres, ktory prowadzi do szeregu zmian w organizmie takich
jak aktywacja osi podwzgdrze-przysadka-nadnercza (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal
axis; HPA) i1 wzrostu poziomu kortyzolu czy modulacji poziomu katecholamin w
osrodkowym uktadzie nerwowym (Charney, 2004; Lupien et al., 2009).

Stres w znaczacy sposob wplywa na uktad noradrenergiczny, ktory petni kluczowa rolg w
utrzymaniu odpowiedniego poziomu pobudzenia i uwagi. BodzZce stresowe powoduja szybki
wzrost aktywnos$ci neurondw noradrenergicznych (poprzez zmiang aktywnosci z tonicznej na
fazowa), prowadzac do wzrostu uwalniania noradrenaliny w strukturach, do ktérych neurony
te projektuja (Korf et al., 1973; Rasmussen et al., 1986; Aston-Jones et al., 1991; Morilak et
al., 2005; Valentino & Van Bockstaele, 2008; Sara & Bouret, 2012). Podniesiony poziom
uwalniania noradrenaliny ma na celu zwigkszenie czujnosci, uwagi, koncentracji 1 gotowosci
do odpowiedniej reakcji na zagrozenie (Morilak et al., 2005; Sara & Bouret, 2012). Co
wigcej, farmakologiczne manipulacje majace na celu podniesienie poziomu noradrenaliny W
strukturach przodomézgowia poprzez bezposrednig infuzj¢ noradrenaliny lub dzialanie na
receptory noradrenergiczne prowadzity do reakcji behawioralnych analogicznych do
obserwowanych po bodzcach stresowych. Prowadzi to do wniosku, ze za wystepowanie
reakcji tych odpowiedzialna jest wiasnie aktywacja ukladu noradrenergicznego (Arnsten,
2000; Berridge & Waterhouse, 2003; Aston-Jones & Cohen, 2005; Morilak et al., 2005; Sara
& Bouret, 2012; Reyes et al., 2015). W najnowszych badaniach Zerbi i in. polaczyli
funkcjonalne neuroobrazowanie z chemogenetyczng aktywacja neuronéw LC, pomiarem
lokalnego obrotu noradrenaliny, a takze pomiarem ekspresji receptorow noradrenergicznych
w strukturach docelowych. U myszy chemogenetyczna aktywacja LC prowadzila nie tylko do
wzrostu zachowan okreslanych jako behawioralne markery stresu (obnizona aktywno$¢
lokomotoryczna, skrécenie czasu spgdzanego w centralnej czeSci otwartego pola, mniej
zachowan eksploracyjnych), ale takze do rozszerzenia zZrenic, uwazanego za fizjologiczny
korelat aktywacji uktadu noradrenergicznego W osrodkowym uktadzie nerwowym. Dzieki
metodom obrazowania wykazano dodatkowo, ze aktywacja LC prowadzi do znacznego
wzrostu aktywnos$ci struktur zaangazowanych w przetwarzanie istotnosci bodZcow, migdzy
innymi w przednim zakrecie obrgczy, wyspie, brzusznym prazkowiu, wzgorzu, hipokampie
oraz AMY, a obserwowane efekty byly blokowane poprzez farmakologiczng stymulacjg
autoreceptorow o-adrenergicznych systemowym podaniem medetomidyny (Zerbi et al.,

2019). Opisane wyniki potwierdzaja, ze zmiany wywolane pobudzeniem neuronoéw
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noradrenergicznych w LC zwigkszaja czujno$¢ niezbedng do odpowiedniej reakcji na
zagrozenia (Zerbi et al., 2019), jednakze nie jest to jedyna rola uktadu noradrenergicznego w
konteks$cie stresu. W licznych badaniach wykazano rowniez, ze poziom uwalnianej
noradrenaliny w strukturach takich jak AMY, hipokamp czy mPFC reguluje pami¢¢ i uczenie
si¢ w sposob zalezny od tego, w ktdrym momencie procesu uczenia stres miat miejsce (Ferry
et al., 1999; Roozendaal & McGaugh, 2011; Josselyn & Frankland, 2018; Schwabe et al.,
2022).

Noradrenalina to nie jedyny neuroprzekaznik katecholaminergiczny, ktérego uwalnianie
moze by¢ zmienione w odpowiedzi na stres. Udowodniono, ze rdéwniez uklad
dopaminergiczny podlega regulacji pod wplywem bodzcoéw stresowych. Zmiany w dziataniu
ukladu mezokortykolimbicznego mogg prowadzi¢ do rozwoju zaburzen nastroju, depresji,
leku uogodlnionego czy zaburzen zwigzanych z przyjmowaniem substancji uzalezniajacych
(Nestler & Carlezon, 2006; Polter & Kauer, 2014; Grace, 2016). Metoda mikrodializy
wykazano, ze ekspozycja na bodziec stresowy powoduje wzrost poziomu dopaminy w mPFC,
NAc i AMY (Finlay et al., 1995; Di Chiara et al., 1999; Yadid et al., 2001; Nestler &
Carlezon, 2006; Holly & Miczek, 2015; Douma & de Kloet, 2020; Lowes & Harris, 2022)
oraz ze odpowiedni, podniesiony poziom dopaminy w tych strukturach peini kluczowg rolg w
nabywaniu $ladow pamigciowych w warunkowaniu klasycznym (Oei & King, 1980; Guarraci
& Kapp, 1999; Nader & LeDoux, 1999; Guarraci et al., 2000; Lisman et al., 2011; Pignatelli
& Bonci, 2015; Lee et al., 2017). Co wigcej, rowniez stres chroniczny moze powodowac
dlugotrwate zmiany w funkcjonowaniu uktadu dopaminergicznego, prowadzac do zaburzenia
zachowan adaptacyjnych i w konsekwencji to rozwoju patofizjologii takich jak depresja
(Treadway & Zald, 2011; Der-Avakian & Markou, 2012; Venzala et al., 2013), czy
uzaleznienie od substancji (Koob & Volkow, 2016).

Z przedstawionych badan wynika, ze stres wplywa na oba opisywane uklady
katecholaminergiczne, zarowno noradrenergiczny, jak i dopaminergiczny. Niewiele jednak
wiadomo o tym, jak stres moze wptywac na wzajemne odziatywania tych uktadow, co wydaje
si¢ szczegdlnie interesujace, biorgc pod uwage ich opisane wczesniej podobienstwa, obszerne
projekcje oraz szereg wspotdzielonych funkcji. Lepsze poznanie zachodzacych pomiedzy
ukladem noradrenergicznym i dopaminergicznym interakcji, a takze potencjalnych zmian w
nich zachodzacych pod wplywem stresu stanowitoby kolejny krok w zrozumieniu procesow

prowadzacych do rozwoju patofizjologii dziatania osrodkowego uktadu nerwowego.
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Cele badan

Biorac pod uwage zagadnienia poruszone we wstepie, dotyczace wspodldziatania
ukfadu dopaminergicznego i noradrenergicznego w strukturach przodomdézgowia w
kontekscie proceséw Scisle zwigzanych z aktywnosciag VTA, szczeg6lnie interesujace wydaje
si¢ okreslenie znaczenia przekaznictwa noradrenergicznego w tej strukturze. W niniejszej
rozprawie postawiono hipoteze, ze noradrenalina uwalniana w VTA poprzez oddziatywanie
na receptory dla katecholamin reguluje poziom uwalnianej dopaminy w przodomézgowiu, a
w konsekwencji wptywa na procesy zalezne od aktywnosci tych struktur, prowadzac do
zmian behawioralnych u zwierzat oraz ze stres moze wplywaé na odzialaywanie uktadu
dopaminergicznego i noradrenergicznego w VTA.

Ogoélnym celem badan bylo zbadanie wplywu aktywnoSci receptorow
noradrenergicznych w VTA na poziom fazowo uwalnianej dopaminy do NAc i BLA oraz
okreslenie czy i jak stres moze wptywaé na t¢ modulacje. Ponadto postanowiono zbada¢, w
paradygmacie warunkowania pamigci strachu, behawioralne konsekwencje zmian w
aktywnosci receptoroOw noradrenergicznych w VTA.

Szczegbdlowe zadania badawcze:
1. Udziat podtypOw receptora ap-adrenergicznego w VTA w regulacji poziom uwalnania
dopaminy do NAc:

e Wplyw podania do VTA antagonistow specyficznych dla konkretnych
podtypOw receptora ap-adrenergicznego: opa-, o2e- I ozc-adrenergicznego, na
poziom uwalnianej dopaminy w NAc wywotanej elektryczng stymulacjg VTA
— metoda FSCV

e Zbadanie mechanizmu dzialania antagonisty receptora aoa-adrenergicznego z
uzyciem antagonisty receptora dopaminowego typu D2 — metoda FSCV

e Weryfikacja obecnos$ci biatka receptora aza-adrenergicznego w VTA — metoda
Western blot

2. Wplyw stresu na noradrenergiczng modulacje¢ uwalniania dopaminy w BLA
e Wplyw podania do VTA antagonisty receptora ai- oraz az-adrenergicznego na
poziom uwalnianej dopaminy w BLA wywotany elektryczng stymulacja VTA
— metoda FSCV
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Wptyw ekspozycji na ostry stres na noradrenergicznie modulowane uwalnianie
dopaminy w BLA poprzez receptory ai- i az-adrenergiczne w VTA — metoda
FSCV

Poréwnanie poziomu ekspresji receptorow oaz-adrenergicznych w VTA u

zwierzat kontrolnych i poddanych stresowi — metoda Western blot

3. Rola aktywno$ci receptorow op-adrenergicznych w polu brzusznym nakrywki w

reakcji na stres i uczeniu si¢ asocjacyjnym:

Wplyw bodzcow stresowych (szok elektryczny w tape) na poziom dopaminy,
noradrenaliny oraz ich metabolitow w VTA — metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (ang. high-performance liquid chromatography;
HPLC)

Wplyw blokady receptorow az-adrenergicznych (przez podanie antagonisty:
RX-821002) na nabywanie pamieci strachu — test warunkowania strachu (ang.
fear conditioning)

Wplyw  blokady receptorow  ap-adrenergicznych  (RX-821002) na
przywolywanie pamigci strachu — test warunkowania strachu

Wpltyw blokady receptoréw az-adrenergicznych (RX-821002) na aktywnos¢

lokomotoryczng i zachowania Igkowe — test otwartego pola
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ABSTRACT

Adrenergic receptors (AR) in the ventral tegmental area (VTA) modulate local neuronal activity and, as a
consequence, dopamine (DA) release in the mesolimbic forebrain. Such modulation has functional significance:
intra-VTA blockade of a;-AR attenuates behavioral responses to salient environmental stimuli in rat models of
drug seeking and conditioned fear as well as phasic DA release in the nucleus accumbens (NAc). In contrast, oo-
AR in the VTA has been suggested to act primarily as autoreceptors, limiting local noradrenergic input. The
regulation of noradrenaline efflux by oz-AR could be of clinical interest, as az-AR agonists are proposed as
promising pharmacological tools in the treatment of PTSD and substance use disorder. Thus, the aim of our study
was to determine the subtype-specificity of ap-ARs in the VTA capable of modulating phasic DA release. We used
fast scan cyclic voltammetry (FSCV) in anaesthetized male rats to measure DA release in the NAc after combined
electrical stimulation and infusion of selected az-AR antagonists into the VTA. Intra-VTA microinfusion of ida-
zoxan — a non-subtype-specific ap-AR antagonist, as well as BRL-44408 — a selective aza-AR antagonist, atten-
uated electrically-evoked DA in the NAc. In contrast, local administration of JP-1302 or imiloxan (xgp- and apc-
AR antagonists, respectively) had no effect. The effect of BRL-44408 on DA release was attenuated by intra-VTA
DA D, antagonist (raclopride) pre-administration. Finally, we confirmed the presence of aza-AR protein in the
VTA using western blotting. In conclusion, these data specify aza-, but not agp- or aac-AR as the receptor subtype
controlling NA release in the VTA.

1. Introduction

control of NA release, with o;- and B-ARs serving as postsynaptic ef-
fectors (Starke, 2001). This view has since been expanded, with the

Noradrenaline (NA) in the central nervous system is involved in a
broad array of functions, including rest and alertness transitions,
attention, memory processing and action control (Chandler et al., 2014,
2019; Poe et al., 2020; Ranjbar-Slamloo and Fazlali, 2020; Ross and Van
Bockstaele, 2021; Sara and Bouret, 2012). These functions are mediated
through adrenergic receptors (ARs), a family of G protein coupled re-
ceptors comprising three types (a1-, ap- and p-ARs). Each of these types is
further subdivided into functionally distinct subtypes, with widespread,
but distinct, expression patterns in the brain (Nicholas et al., 1996). The
az-AR were initially described as autoreceptors, providing feedback

recognition of B-AR expression and function on NA neurons, and the
presence of az-ARs on postsynaptic neurons (Hein, 2006). The broader
picture, such as the ‘GANE’ (“glutamate amplifies noradrenergic ef-
fects”) conceptual model put forward by Mather and others, encom-
passes all three classes of receptors working in concert with
glutamatergic signaling in both neurons and glia to fine-tune excitatory
neurotransmission and plasticity, acting as a putative gain control
mechanism boosting the signal to noise ratio of behaviorally salient
environmental stimuli (Mather et al., 2016; Poe et al., 2020).

The dopaminergic midbrain nucleus ventral tegmental area (VTA),
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responsible for dopamine’s (DA) role in reward and memory processing
has emerged as potential locus for noradrenergic modulation (Mejia-
s-Aponte, 2016). The VTA receives robust innervation from noradren-
ergic nuclei Al, A2 and A6 (also known as locus coeruleus, LC;
Mejias-Aponte et al., 2009). Expression of multiple AR types has also
been reported, based on ligand binding, immunohistochemical and in
situ hybridization studies, suggesting the presence of oy, a2, tac and, to
a lesser extent, f-ARs on both pre- and postsynaptic neuronal elements in
the VTA, as well as glia (for comprehensive review, see Mejias-Aponte,
2016). Furthermore, NA in the VTA has been shown to facilitate
neuronal activity and DA release (Goertz et al., 2015; Grenhoff et al.,
1993; Park et al., 2017), and has, in animal models, been implicated in
regulating behavior: drug seeking and taking (Schmidt and Wein-
shenker, 2014; Solecki et al., 2018, 2019) as well as fear conditioning
(Solecki et al., 2017). In particular, cocaine seeking was shown to be
increased by microinfusion of a;-AR agonist phenylephrine as well as
az-AR antagonist RX-821002, and decreased by terazosin and prazosin
(x1-AR antagonists) into the VTA (Solecki et al., 2018). The effect of
RX-821002 was dependent on the availability of a;-ARs, as
co-administration of both RX-821002 and terazosin resulted in no net
change in cocaine seeking. Together, these findings were consistent with
al-AR as the modulator of VTA activity, and a2-AR as autoreceptor
regulating NA efflux at this site.

In our previous study, we used fast-scan cyclic voltammetry (FSCV)
to demonstrate that DA release in two distinct pathways (Holloway
et al.,, 2019) — mesolimbic (VTA-NAc core) and mesocortical
(VTA-mPFQ) is differentially regulated by a; and oy adrenergic receptor
antagonists administered into the VTA (Kielbinski et al., 2019).
Electrically-evoked DA efflux in the NAc was attenuated by terazosin,
consistent with a;—AR’s proposed role in facilitating DA release. At the
same time, intra-VTA application of RX-821002 resulted in
near-complete attenuation of DA release: an effect that was blocked by
dopaminergic receptor D, antagonist, raclopride. We proposed
cross-activation of Do receptors on VTA DA neurons by increased NA
overflow resulting from electrical stimulation under az-AR blockade as
the most likely mechanism.

Because of these observations, and because the regulation of NA
efflux by az-AR could be of clinical interest (Sofuoglu et al., 2014;
Upadhyay et al., 2021), in the present study we aimed to determine the
subtype-specificity of aa-ARs in question. To this end, we used FSCV to
measure DA release in the NAc core after combined electrical stimula-
tion and infusion of selected ap-AR antagonists into the VTA. The as-AR
family consists of three primary receptor subtypes, aza.c. Prior studies
point to azs-AR as the primary receptor involved in regulating NA
release at high levels of activity and at high neurotransmitter concen-
trations due to its fast kinetics, as well as the main subtype involved in
many of aas-AR-dependent central effects, such as hypothermia, seizure
suppression, sedation and anaesthesia (Gilsbach and Hein, 2012; Hein
et al., 1999). We first confirmed the a-AR subtype-nonspecific effect of
idazoxan, a broad ay-AR and imidazoline receptor antagonist, followed
by an interrogation of ap-AR subtypes by specific antagonists:
BRL-44408, imiloxan and JP-1302. We also performed Western blotting
experiments on samples of rat VTA tissue in order to determine the
presence of aa-AR protein.

We found that the azs-AR antagonist BRL-44408 is capable of dose-
dependently attenuating electrically-evoked DA in the NAc core in a
manner similar to non-subtype-specific az-AR drugs (RX-821002 and
idazoxan), while antagonists specific for agp- and ayc-AR receptors do
not share this property. This effect requires local D receptor signaling in
the VTA, as it was attenuated by raclopride local pre-administration, in
line with our previous findings with RX-821002. Western blotting also
confirmed the presence of aza-AR protein in the VTA. Together, these
data confirm VTA as a direct target for noradrenergic regulation and
specify aza-AR as the receptor subtype responsible for controlling NA
release at this site.
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Table 1

Table includes the pKi values of the substances used in the experiment and the
selectivity ratios for each noradrenergic receptor subtype (Proudman et al.,
2022). The pKi values for Idazoxan were taken from the Tocris database, for
BRL44408 and imiloxan from the Guide to Pharmacology database, and the
value for JP1302 was calculated based on Ki values from the Tocris database.

pKi Selectivity ratios

O2p 2B X2c X2p VS 02 Q27 VS O2¢ Q2B VS O2c
Idazoxan 8.01 7.43 7.7 6.0 1.0 5.9
BRL-44408 8.2-8.8 6.8 6.2 60.3 9.3 6.5
Imiloxan - 7.3 - 4.0 2.5 1.6
JP-1302 5.50 5.83 7.77 1.5 42.7 64.6

Proudman, R. G. W., Akinaga, J., and Baker, J. G. (2022). The affinity and
selectivity of a-adrenoceptor antagonists, antidepressants and antipsychotics for
the human «2A, a2B, and a2C-adrenoceptors and comparison with human a1
and f-adrenoceptors. Pharmacol. Res. Perspect. 10, €00936. https://doi.
org/10.1002/PRP2.936.

2. Materials and methods
2.1. Animals

All of the experiments were carried out in male Sprague-Dawley rats
with body weights of approximately 300g at the beginning of the pro-
cedures. The animals were housed in Institute of Zoology and Biomed-
ical Research, Jagiellonian University (Krakow, Poland) on an artificial
light/dark cycle (12/12 h, lights on at 7 a.m.) in a temperature- and
humidity-controlled room with free access to food and water. The
experimental protocols were approved by the Committee for Laboratory
Animal Welfare and the Ethics committee of the Institute of Pharma-
cology, Polish Academy of Sciences in Krakow, Poland (approval n. 164/
2019).

2.2. Surgical procedures

Animals were deeply anaesthetized by intraperitoneal injection of
urethane (1.5 g/kg body mass; cat. n. U2500, Sigma Aldrich, Germany)
diluted in 0.9% sodium chloride. Throughout the surgery and FSCV
experiment, heating pads were used to avoid hypothermia. Animals
were then placed in a stereotaxic frame (Stoelting Europe, Ireland), the
skin and tissue were removed to expose the skull. Then, the bregma was
determined, and holes were drilled at the following coordinates: for
VTA, AP -5.3 to —5.5, ML +1.0 and for NAc, AP +1.2, ML +1.4 (Paxinos
and Watson, 2013). A bipolar stainless steel stimulating electrode
combined with a guide cannula (1 mm width, 26 ga guide; Plastics One,
United States) was placed in the VTA (DV from dura - 8.1 to —8.3), while
a carbon fiber-glass microelectrode (A-M, standard 1 mm diameter, 7 pm
carbon diameter, cut to 40-80 pm) in NAc (DV from dura —6.2 to —6.4).
The reference electrode (Ag/AgCl) was placed in the opposite hemi-
sphere in the cortical areas and secured with a screw.

2.3. Histological verification

At the end of each experiment, animals were sacrificed by decapi-
tation, brains were placed in 10% formalin solution and, after 7 days, cut
into 100 pm slices using a vibratome (Leica VT-1000S). The locations of
recording and stimulating electrodes were verified using a light micro-
scope. Fig. S1 shows implantation sites of the stimulating electrode
(VTA) and the recording electrode (NAc).

2.4. Drugs

Idazoxan (nonspecific az-AR antagonist, 10 pg, final concentration of
83.09 mM; cat. n. 16138, Sigma-Aldrich), BRL-44408 (a24-AR antago-
nist, 1, 5 and 10 pg, final concentration of 6.04, 30.18 and 60.36 mM;
cat. n. B4559, Sigma-Aldrich), imiloxan (ayp-AR antagonist, 1 and 10 pg,
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Fig. 1. FSCV experimental design at a glance. Top right: schematic representation of the placement of the FSCV recording electrode in the NAc and the stimulating
electrode combined with guide cannula in the VTA. Top left: representative single recording trace of DA concentration over time and colour plot of electrically
evoked DA in NAc after VTA stimulation (indicated by red arrow). Bottom: outline of the experiment. Each segment consisted of a series of six 15-s recordings with
electrical stimulation at t = 5 s. There was a 180-s interval between recordings. The first stage consisted of baseline recordings followed by the injection of saline into
the VTA and a series of “saline” recordings, the third stage was another baseline measurement “baseline II” followed by the administration of a drug.

final concentration of 7.12 and 71.23 mM; cat. n. 0986, Tocris Biosci-
ence), JP-1302 (azc-AR antagonist, 1 and 10 pg, final concentration of
4.53, 45.31 mM,; cat. n. 2666, Tocris Bioscience), raclopride (D, receptor
antagonist, 0.5 pg, a final concentration of 2.88 mM; cat. n. 1810, Tocris
Bioscience). Affinities and relative specificities of ap-AR antagonists
used in the study are shown in Table 1. All drugs were dissolved in sterile
0.9% saline. Substances in the volume of 0.5 pL were administered with
the use of a micropump (53127V, Stoelting Europe, Ireland) with an
installed 10 pL Hamilton syringe (26s ga, Hamilton 701N).

2.5. Fast-scan cyclic voltammetry (FSCV)

Dopamine measurements by FSCV were performed as previously
described (Kielbinski et al., 2019), using a system consisting of a
controller and headstage custom built by the University of North Car-
olina Department of Chemistry, Electronics Facility, Chapel Hill, NC,
USA and a stimulus isolator (DS 4, Digitimer Ltd, United Kingdom)
under the control of HDCV software (UNC Department of Chemistry
Electronics Facility, Chapel Hill, NC, USA). In brief, a triangular wave-
form was applied to the recording site (from —0.4 V to +1.3 V relative to
the Ag/AgCl reference, with a scan rate of 400 V/s applied in 850 steps
of 2 mV per 100 ms window). To generate cyclic voltammograms, the
triangular waveform was low-pass filtered at 2 kHz. Phasic dopamine
release in the NAc was induced by electrical stimulation of the VTA with
a biphasic rectangular waveform (300 pA; 2 ms per phase; 24 pulses at
60 Hz). Each trace consisted of 15 s of recording; stimulation was per-
formed at the 5th second of recording.

A diagram of the experiment is shown in Fig. 1. The first stage is a
baseline recording followed by control administration of saline to the
VTA and a series of recordings, the next stage is a repeat baseline
measurement followed by the administration of a drug to the VTA, each
stage consisting of 6 measurements with a 180-s interval between them.

2.6. Western blotting

The animals were sacrificed by decapitation and their brains were
quickly removed from the skull. VTA samples were cut from 1 mm thick
coronal slices using a biopsy punch, then rapidly frozen in liquid ni-
trogen and stored at —80 °C. The Western blot procedure was performed
as previously described (Bator et al., 2018; Latusz and Mackowiak,
2020). The tissue was homogenized (TissueLyser, Retsch, Germany) in
lysis buffer (PathScan® Sandwich ELISA Lysis Buffer (1X), Cell
Signaling). Protein concentrations in the extracts were determined using
QuantiPro BCA Assay kit (Sigma, Poland). Equal samples in terms of
protein content were adjusted to a final concentration of 10 mM Tris (pH
6.8) containing 2% SDS, 8% glycerol, and 2% 2-mercaptoethanol with
bromophenol blue as a marker and then boiled in 100 °C for 8 min.
Protein extracts (10, 20, 40 pg of protein per lane, for azs-AR and
GAPDH analysis) were separated on a 7,5% SDS-PAGE gel and trans-
ferred to nitrocellulose membranes using an electrophoretic transfer
system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), then the membranes
were stained with Ponceau S to confirm gel transfer. The membranes
were then cut in two, were washed, and non-specific binding sites were
blocked with 5% albumin (Bovine Serum Albumin; Sigma) and TBS
reagent (Lumi Light mouse/rabbit; Roche) in Tris-buffered saline with
0.1% Tween 20 (TBST) for 1 h at room temperature, washed with TBST,
and incubated overnight at 4 °C with the following primary antibodies:
rabbit anti-ADRA2A (1:500; NBP2-22452, NovusBio), and rabbit
anti-GAPDH (1:5000; 14C10, 2118S Cell Signaling Technology). A sec-
ondary anti-rabbit IgG antibody (1:1000, Roche, Poland) was used to
detect immune complexes (incubation for 1h at room temperature).
Blots were visualized using enhanced chemiluminescence (ECL,
Lumi-LightPlus Western Blotting Kit, Roche, Switzerland) and scanned
using a luminescent image analyser (LAS-4000, Fujifilm, USA).

2.7. Data analysis

Dopamine concentration changes were quantified using HDCV
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Table 2
A total of 61 rats out of 92 were used for the study, 16 were excluded based on
histological verification and 15 were excluded during data analysis, the primary
basis for exclusion was a failure to meet data quality criteria for the FSCV
datasets.

Drug Initial  Excluded (histological Excluded (data Final
verification) quality) n
Idazoxan 10 pg 9 2 1 6
BRL-44408 1.0 7 1 0 6
Hg
BRL-44408 5.0 14 2 3 9
Hg
BRL-44408 12 4 1 7
10.0 pg
Raclopride 0.5 15 3 4 8
0pg
+
BRL-44408
10.0 pg
Imiloxan 1.0 pg 9 1 2 6
Imiloxan 10.0 9 1 2 6
Hg
JP-13021.0pg 7 0 1 6
JP-1302 10.0 10 2 1 7
Hg

Analysis software (UNC Department of Chemistry Electronics Facility,
Chapel Hill, NC, USA) as described previously (Kielbinski et al., 2019).
Briefly, based on training sets obtained in vivo by applying varying pulse
number (12-48) and stimulation intensity (200-400 pA), principal
component regression using the HDCV software’s built-in functionality
(Bucher et al., 2013; Keithley and Wightman, 2011; Rodeberg et al.,
2015) was performed to isolate the components of the signal corre-
sponding to DA and pH. Only datasets meeting minimal quality criteria —
stable baseline DA levels, no missing measurements (due to artifacts) in
the recording and no contamination from above-background residual
signal in PCA output — were included in the final analysis. Table 2
provides a detailed summary of animals used and excluded from the
experiments on the basis of histological verification or failure of the
recorded data to meet quality criteria.

DA component traces were averaged across all recordings per con-
dition (for average effects) or used separately (for time-course data) to
calculate the ratio of DA signal after saline or drug injection to the
average DA signal at the corresponding baseline (Fig. 1). Relative
changes in DA efflux were then compared with paired T-tests (for the
average effect of each dose and drug), or with two-way analysis of
variance (ANOVA), with the main effects of drug and time point (trace)
as well as their interaction (for time-course analysis). Paired Sidak-
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corrected post hoc tests were used to compare drug effects at each time
point. In all cases, two-sided tests were used, with p < 0.05 as the cri-
terion of significance. Visual inspection of histograms (raw data) as well
as residual Q-Q plots were used to assess data quality. No outlier
removal was performed. Blinding, randomization and power calcula-
tions were also not employed in this study. Analyses were performed
with Prism 8.0 (GraphPad Software).

3. Results

3.1. Intra VTA idazoxan reduces electrically evoked phasic DA release in
the NAc core

Previously we have shown that the a-AR antagonist RX-821002 is
capable of potently inhibiting electrically evoked DA release (Kielbinski
et al., 2019).

To confirm that this finding can be generalized to as-AR antagonists,
we first tested the effects of idazoxan, a nonselective ap-AR antagonist
commonly used in pharmacological studies. The administration of 10 pg
of idazoxan to the VTA resulted in an overwhelming decrease in elec-
trically evoked phasic DA release into the NAc core (Fig. 2b; paired T-
test t(5) = 5.09, n = 6 rats, p = 0.0038). Also, comparisons of single traces
over time showed a significant effect of idazoxan intra-VTA infusion
(Fig. 2c drug effect F(1,10) = 24.74, n = 6, p = 0.0006; time effect F(2 g9,
20.91) = 0.98,n =6, p = 0.39; time x drug F(5 50y = 0.63,n=6,p = 0.68).
Significant decreases in DA release were found at five of the six time
points (6, 9, 12, 15, 18, but not 3 min based on Sidaks multiple com-
parisons post-test).

The results demonstrate that idazoxan has an analogous effect to a
previously tested non-specific as-AR antagonist (RX-821002).

3.2. Intra-VTA a24-AR antagonist BRL-44408 dose-dependently
attenuates electrically evoked phasic DA release in the NAc core

Having established that idazoxan exhibits similar actions in the VTA
to RX-821002, we then examined the effects of intra-VTA infusions of
varying doses of the aa-AR antagonist, BRL-44408, on electrically
evoked, phasic DA release into the NAc core.

After administration of a 1 pg dose of BRL-44408, we found no dif-
ferences in the average relative DA release values compared to saline
administration (Fig. 3b; paired T-test ts) = 0.17, n = 7 rats, p = 0.87), as
well as when comparing individual time points (Fig. 3c; drug effect
Fa,10) = 0.40, n = 7 rats, p = 0.54; time effect F(3 ¢4, 26.41) = 0.93),n =7,
p = 0.43; time x drug F(s, 50y = 1.03,n = 7, p = 0.41).

However, the administration of a 5 pg of BRL-44408 caused a
decrease in the average amount of DA released into the NAc core
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Fig. 2. Effects of idazoxan intra-VTA infusion on electrically evoked phasic DA release in the NAc core. (a) Representative fast-scan cyclic voltammetry (FSCV) traces
obtained after infusion of saline and idazoxan (10 pg). Insets show representative current to voltage traces obtained from NAc core in response to VTA stimulation
after saline and idazoxan. (b) Plots of averaged DA values, bars represent the average obtained from all results, markers represent individual data points. **p < 0.01
in paired Student’s test. (c) Time course comparisons of relative DA peaks (% of their corresponding baseline) over six subsequent measurements after saline and

idazoxan (10 pg). *p < 0.05, **p < 0.01 in Sidak multiple comparisons post-test.
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Fig. 3. Effects of BRL-44408 intra-VTA infusion on electrically evoked phasic DA release in the NAc core. (a,d,g) representative fast-scan cyclic voltammetry (FSCV)
traces obtained after infusion of saline and BRL-44408 (1, 5, 10 pg respectively). Insets show representative current to voltage traces obtained from NAc core in
response to VTA stimulation after saline and BRL-44408. (b, e, f) Plots of averaged DA values, bars represent the average obtained from all results, markers represent
individual data points. *p < 0.05 ***p < 0.001 in paired Student’s test. (c, f, i) Time course comparisons of relative DA peaks (% of their corresponding baseline) over
six following measurements after saline and BRL-44408 (1, 5, 10 g respectively). *p < 0.05, ***p < 0.001 in Sidak multiple comparisons post-test.

(Fig. 3e; paired T-test t(g) = 2.7, n = 9 rats, p = 0.027). Time comparisons
of single traces showed no significant effect of BRL-44408 at 5 pg
(Fig. 3f; drug effect F(1, 16) = 4.42, n = 9, p = 0.052; time effect F(1 47,
23.53) = 1.16,n =9, p = 0.32; time x drug F(s go) = 0.53,n=9, p = 0.76).

Intra-VTA infusion of 10 pg of an ay-AR antagonist resulted in a
significant reduction in the averaged relative DA release into the NAc
core (Fig. 3h; paired T-test t) = 7.25, n = 7 rats, p = 0.0004). Com-
parisons based on time points of single traces showed a significant effect
(Fig. 3i; drug effect F(;,12) = 65.90, n = 7 rats, p < 0.0001; time effect
F(2.48,20.81) = 4.55,n =7, p = 0.014; time x drug F5 60) = 4.12,n=7,p
= 0.003). Significant decreases in relative evoked DA were also found
for all time points except the last one at 18 min (based on Sidak’s
multiple comparisons post-tests).

3.3. Attenuation of phasic DA release in the NAc core by BRL-44408 is
dependent on D, receptor blockade in the VTA

Because of the significant effects of apa-AR antagonist administration
to the VTA on phasic DA release into the NAc core, we tested whether
this was dependent on dopamine D, receptors in the VTA.

For this purpose, we blocked dopamine D5 receptors in the VTA with
raclopride (0.5 pg) before administering an aga-AR antagonist (BRL-
44408 at 10 pg). These recordings were performed according to the
previous scheme (Fig. 1), except raclopride was administered in place of
saline. As seen previously, raclopride administration in and of itself had
no significant effects on DA release (Kielbinski et al., 2019). However,
raclopride pretreatment inhibited BRL-44408-induced attenuation of
DA release (Fig. 4a). The average values of DA release after
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Fig. 4. Attenuation of electrically evoked phasic DA release in the NAc by intra-VTA BRL-44408 administration is blocked by intra-VTA raclopride pre-treatment. (a)
Representative fast-scan cyclic voltammetry (FSCV) traces obtained after intra-VTA infusion of 0.5 pg raclopride followed by BRL-44408 (10 pg), dashed lines are

representative traces after saline (blue) and subsequent BRL-44408 (10 pg; red)

infusion, taken from Fig. 3. (g). Insets show representative current to voltage traces

obtained from NAc core in response to phasic VTA stimulation. (b) Plots of averaged DA values, bars represent the average obtained from all results, markers
represent individual data points. (c) Pre-treatment with raclopride prevents intra-VTA BRL-44408 administration from attenuating phasic DA release, resulting in
significantly higher NAc core DA in raclopride + BRL-44408 (n = 7 rats), compared to saline + BRL-44408 (n = 8 rats). Plot represents the mean and SD. **p < 0.01

in unpaired Student’s t-test.
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Fig. 5. Representative immunoblot probed with antibodies for a>4-AR (bands at 50 kDa weight) and GAPDH proteins (bands at 37 kDa weight). The upper additional

band represents a putative receptor dimer.

administration of raclopride and BRL-44408 were not different (Fig. 4b;
paired T-test t(7) = 0.48, n = 8 rats, p = 0.65). Furthermore, the relative
average DA levels obtained after intra-VTA administration of BRL-44408
(10 pg) in raclopride-pretreated rats (n = 8 rats) were significantly
higher than in saline-pretreated subjects (n = 7 rats; Fig. 4c; unpaired
T-test tas) = 3.06, p = 0.009).

3.4. az4-AR protein is readily detectable in VTA samples by western
blotting

We then set out to confirm the presence of ass-AR in the VTA on the
protein level, using Western blotting. Western blots of VTA tissue sam-
ples from naive rats were performed with three different protein con-
centrations of 10, 20 and 40 pg; GAPDH was used as reference.
Representative blot image (Fig. 5) shows distinct bands corresponding to
aza-AR protein for all selected concentrations, confirming its expression
in the VTA.

3.5. Intra-VTA agp, as well as an azc receptor antagonist, does not affect
electrically evoked phasic DA release in the NAc core

Infusion of imiloxan at both low (1 pg: Fig. 6b; paired T-test t(7) =
1.80, n = 8 rats, p = 0.12) and high doses (10 pg: Fig. 6e; paired T-test
t(7) = 1.58, n = 8 rats, p = 0.16) did not affect the average level of DA
released into the NAc core. No differences were also observed at the
particular time points for both doses (1 pg: Fig. 6¢; drug effect F(1, 14) =
8.28, n = 8, p = 0.01 - no statistically significant results in the Sidak
multiple comparisons post-test; time effect F(3 52, 3524) = 0.43,n =8, p
= 0.7; time x drug F(s, 70y = 0.63, n = 8, p = 0.68; 10 pg: Fig. 6f drug
effect F1, 10y = 1.21, n =8, p = 0.3; time effect F(2 06, 20.6) = 1.97,n =8,
p = 0.16; time x drug F(s, 50y = 2.51, n = 8, p = 0.04 — no statistically
significant results in the Sidak multiple comparisons post-test).

Similar to imiloxan, blocking ayc-AR by administering JP-1302 to
VTA did not affect the average level of DA released into NAc core at any
of the selected doses (1 pg: Fig. 7b; paired T-test t) = 1.08, n = 7 rats, p
= 0.32, 10 pg: Fig. 7e; paired T-test t) = 1.21, n = 7 rats, p = 0.27).
Analysis of the differences across time points also showed no differences
(1 pg: Fig. 7¢; drug effect Fq,10y = 1.97, n = 7 rats, p = 0.19; time effect



J. Bernacka et al.

Neuropharmacology 220 (2022) 109258

-
X3,

1504 1505
i+ == L
0 w imiloxan |1 gl
3 £ 1004 4 1004 &
- ] [ ¥ L §
gﬁ.‘- E- —— | E I'--"" —o—*
AN
&7 e &£
= 2 &9 3
I a : , B e
6 2% SR RLET 3 & 9 12 15 18
-
(d) (&) (f
150 4 150 -
18 - wie S0l
. " o P T ) e imidgaan [10 g
7 £ 100 S g 41 :
E | E ——s 1—3% :
= 4 - i #
£ = EAA = u < 5l
& 14 3 \\_\. &
M = 0 T a T T T T T T
v} a5 & TE 10 125 15 ke i =] 3 ] g 1 15 18
Ty fs] [0 gl

Fig. 6. Effects of imiloxan intra-VTA infusion on electrically evoked phasic DA release in the NAc core. (a,d) representative fast-scan cyclic voltammetry (FSCV)
traces obtained after infusion of saline and imiloxan (1 and 10 pg). Insets show representative current to voltage traces obtained from Nac core in response to VTA
stimulation after saline and imiloxan. (b: 1 pg, e: 10 pg) Plots of averaged DA values, bars represent the average obtained from all results, markers represent in-
dividual data points. (c, f) Time course comparisons of relative DA peaks (% of their corresponding baseline) over six following measurements after saline and

imiloxan (1 and 10 pg respectively).

F(3.14) 31.37) = 3.05,n= 7,p =0.041; time x drug F(5, 50) = 1.62,n= 7,p
= 0.17 - no statistically significant results in the Sidak multiple com-
parisons post-test; 10 pg: Fig. 7f; drug effect F 10y =1.17,n="7rats,p =
0.30, time effect Fo.9, 34.8) = 2.36, n =7, p = 0.09; time x drug F(s, ¢0) =
1.55,n=7,p =0.19).

Thus, our results indicate that the ags subtype is the major norad-
renergic autoreceptor responsible for regulating NA release in the VTA
and phasic DA release in the NAc core, with negligible contribution of
aop and oo,

4. Discussion

Previous electrophysiological, electrochemical and behavioral
studies from our laboratory have demonstrated NA-dependent regula-
tion of VTA activity and subsequent DA release in the mesolimbic (VTA-
NAc) pathway. Electrochemical data, both from our group (Kielbinski
et al., 2019) and from other researchers (Goertz et al., 2015; Park et al.,
2017), as well as behavioral observations (Solecki et al., 2018, 2019)
converge on an interpretation of intra-VTA NA signaling as net positive
modulator of DA release. In this view NA acts in concert with glutamate
to modulate VTA activity by direct actions on DA neurons as well as
modulation of afferent neurotransmission (Goertz et al., 2015; Grenhoff
et al., 1995; Paladini et al., 2001; Tovar-Diaz et al., 2018; Velasquez--
Martinez et al., 2012; Veldsquez-Martinez et al., 2015; Williams et al.,
2014).

Based on electrophysiological data, we proposed that the spatio-
temporal scale of NA action in the VTA, i.e. its persistence for a longer
time, at larger concentration and at larger part of the DA cell dendritic
arbor, determines the excitatory effects of a;-AR signaling (Goertz et al.,
2015; Pradel et al., 2018). This is in agreement with the working model

of mostly paracrine action of NA in the VTA: neuroanatomical evidence
points to NA release in the VTA by volume transmission from varicosities
rather than synaptic contacts (Liprando et al., 2004; Watabe-Uchida
et al., 2012).

Here, we demonstrate that in the VTA, regulation of NA efflux is
carried out by signaling via the apa-AR subtype: BRL-44408, a specific
antagonist of aga-AR, in contrast with imiloxan and JP-1302 (specific for
agp- and oac-AR, respectively), replicates the effect of nonspecific oy
antagonists (RX-821002 and idazoxan). Previous studies on the
expression and binding of NA receptors in the VTA and substantia nigra
(Mejias-Aponte, 2016) have shown high to moderate binding to az-AR
radioligands, idazoxan and rauwolscine. Previous studies of ax-AR
expression on the protein or mRNA level had shown putative az4- and
aac-AR receptors in the VTA (Lee et al., 1998; Rosin et al., 1993), while
azp-AR is generally not reported in the midbrain; its expression in the
brain is mostly confined to the thalamus (MacDonald and Scheinin,
1995; Scheinin et al., 1994). Here, we confirm the presence of azp-AR in
total protein extract from VTA samples.

Autoinhibition of NA release from afferent terminals by oy-ARs
would be of critical importance in regulating the extent of NA overflow
required for VTA regulation, although some studies also raise the pos-
sibility of presynaptic ap-AR-mediated inhibition on glutamate terminals
(Jiménez-Rivera et al., 2012; Williams et al., 2014), or even direct
regulation of DA cells (Inyushin et al., 2010), which should still be taken
into consideration. Electrophysiological data, however, did not show an
appreciable effect of local ap-AR agonist application on DA and non-DA
neurons (Aghajanian and Bunney, 1977; Pradel et al., 2018). In addi-
tion, a recent study in which NA receptor expression in
retrograde-labeled mouse VTA-NAc projecting DA neurons was profiled,
revealed low levels of all three ap-ARs in this neuronal population
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Fig. 7. Effects of JP-1302 intra-VTA infusion on electrically evoked phasic DA release in the NAc core. (a,d) representative fast-scan cyclic voltammetry (FSCV) traces
obtained after infusion of saline and JP-1302 (1 and 10 pg). Insets show representative current to voltage traces obtained from NAc core in response to VTA
stimulation after saline and JP-1302. (b: 1 pg, e: 10 pg) Plots of averaged DA values, bars represent the average obtained from all results, markers represent individual
data points. (c, f) Time course comparisons of relative DA peaks (% of their corresponding baseline) over six following measurements after saline and JP-1302 (1 and

10 pg respectively).

(Zhang et al., 2019). This leads us to believe that the az-ARs on afferents
in the VTA, and not DA neurons themselves, are the primary site of
action for intra-VTA ao-AR inhibitors.

Thus, we focused on ay-AR-mediated autoreceptor regulation as the
primary determinant of NA levels in the VTA, which then recruit a;-AR
signaling to regulate mesolimbic DA release. This is in agreement with
the observed behavioral effects of intra-VTA - and ap-AR antagonists
on cocaine seeking (Solecki et al., 2018).

The a2a-AR has a well-known role as presynaptic autoreceptor pre-
sent on NA terminals (Hein et al., 1999). Presynaptic agp-ARs are
particularly well-suited to regulating NA release during burst firing of
NA neurons due to their very fast kinetics (Gilsbach and Hein, 2012),
comparatively fast deactivation of G protein-activated inwardly recti-
fying K* currents and lower affinity towards NA, compared to oac-AR
(Biinemann et al., 2001). It is theoretically possible that both subtypes
have separate roles in regulating phasic (a24) and tonic (azc) NA release
in the VTA. However, our previous experiments with tonic (5 Hz)
stimulation of the VTA did not reveal any effects of RX-821002 micro-
infusion (Kielbinski et al., 2019). Given that this antagonist has roughly
equal affinities app and oy subtypes (O'Rourke et al., 1994), the evi-
dence does not support separate regulation of tonic NA release by
Uzc—AR.

In the experimental conditions described here, the combination of
high frequency electrical stimulation (60 Hz) and az-AR blockade likely
results in increased concentrations of NA in the VTA, with the possibility
of DA co-release from noradrenergic terminals (Devoto et al., 2003;
Kempadoo et al., 2016). Upon release, these catecholamines bind to Dy
receptors on DA neuronal cell bodies to inhibit firing and attenuate DA
release, as evidenced by Dy blockade by micro-infusion of raclopride
attenuating the effects of subsequent administration of a2-AR

antagonists on DA release into NAc core (Kielbinski et al., 2019), in
agreement with prior in vitro studies describing these effects in terms of
I, conductance and DA neuron activity (Arencibia-Albite et al., 2007;
Grenhoff et al., 1995). It is worth noting that cross-talk between DA and
NA receptors has been previously shown both on receptor and system
level (Guiard et al., 2008; Park et al., 2017; Sanchez-Soto et al., 2016).
Indeed, it has been demonstrated that NA can bind to all Dy-like receptor
subtypes and activate their respective Gai/o signaling with high po-
tency, comparable to its action at native adrenergic receptors
(Sanchez-Soto et al., 2016).

Previously, we had assumed that the levels of NA released in the VTA
during electrical stimulation in combination with ay-AR blockade were
supraphysiological, a useful proxy for studying the regulation of NA
release in the VTA but lacking a behavioral interpretation (Kielbinski
et al., 2019). However, a recent in vivo investigation has shown that
high-frequency phasic optogenetic activation of LC does indeed have a
distinct behavioral effect in awake animals (Deal et al., 2020). In that
study, phasic and tonic optogenetic stimulation (50 Hz and 5 Hz,
respectively) exhibited opposing effects on alcohol drinking behavior,
with tonic NA supporting, and phasic NA - inhibiting alcohol intake.

Previous studies also show plastic changes in NA and DA systems,
particularly through a loss of ap-AR control over NA release, in the
context of stress and drug consumption (Fox et al., 2017). In this view,
stress — generally resulting in elevated tonic NA and potentially other
factors, such as corticotropin-releasing-factor (Tovar-Diaz et al., 2018) —
interacts reciprocally and adversely with the DA system (Douma and de
Kloet, 2020), driving drug seeking and consumption. It is, however,
worth noting that in a set of studies, NA release from the LC into the VTA
has been also shown to elicit homeostatic plasticity via a;-AR regulation
of VTA DA neuronal cell firing via Iy and SK conductances, which was
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sufficient to confer active resilience to chronic social defeat stress
(Zhang et al., 2019). Taken together, those lines of inquiry lead to two
important problems for future research. Firstly, under what conditions
the noradrenergic changes to VTA function remain ultimately adaptive,
and under what conditions do they become maladaptive — and what
physiological and molecular patterns accompany such potential shift.
Secondly, to what degree phasic release of NA in the VTA, in quantities
sufficient for eliciting the Do-mediated inhibition of VTA DA neurons,
represents a natural, rather than only experimentally induced, phe-
nomenon — perhaps occurring in the case of heavily traumatic acute
experience, or in response to psychostimulant-induced catecholamine
release. In both cases, ay-AR-dependent control of NA release would
constitute an important piece of the puzzle, especially considering re-
ports of stress- or withdrawal-induced dysregulation of ay-AR signaling
(Fox and Wightman, 2017).

5. Conclusions

Here, we have shown that in the VTA, NA efflux is specifically
controlled by the aga-AR. In humans, az-AR agonists have been used,
with various degrees of success, in clinical trials for PTSD and SUD
(Gowing et al., 2016; Sofuoglu et al., 2014; Upadhyay et al., 2021).
Mounting evidence suggests that in addition to considering the effects of
a2-AR drugs in forebrain output structures of the catecholamine systems,
the contribution of LC-VTA might be important for the clinical effects of
these drugs. This presents a sort of complication, but also — opportunity,
as this points to the VTA as a potential novel locus for pharmacological
action. It is also worth noting that apa specific pharmaceuticals tend to
be better tolerated than broader drugs which act on all ay subtypes
and/or on imidazoline receptors (Gowing et al., 2016), thus, the
observation that a5 seems to be the predominant autoreceptor subtype
in the VTA could prove useful in developing better targeted therapeu-
tics. One caveat is that in our present study, we report findings in male
rats only. Given that sex-related factors are clinically important for the
prevalence and prognosis of both PTSD and SUD (Koob, 2021), and that
relevant animal studies often find sex differences in NA and cortico-
tropin release factor signaling (Cason et al., 2016; den Hartog et al.,
2020), looking for such differences in VTA NA regulation by aza-ARs
would be an important goal for future studies.
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Supplementary. Fig. 1

Verification of recording and stimulation sites. Top: representative photomicrograph of a
recording site in NAc core (arrowhead). Bottom: schematic coronal sections from the brain
atlas (Paxinos and Watson, 2013), showing stimulation sites in the midbrain (red dots) and

recording sites in the NAc (green dots).

Supplementary Fig. 2.

Western blot gel image showing bands for a,-AR protein.

Supplementary Fig. 3.

Western blot gel image showing bands for both a,-AR (top) and GAPDH protein (bottom).
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Abstract

Noradrenergic neurotransmission is a critical mediator of stress responses. In turn,
exposure to stress induces noradrenergic system adaptations, some of which are
implicated in the etiology of stress-related disorders. Adrenergic receptors (ARs) in the
ventral tegmental area (VTA) have been demonstrated to regulate phasic dopamine
(DA\) release in the forebrain, necessary for behavioral responses to conditional cues.
However, the impact of stress on noradrenergic modulation of the VTA has not been
previously explored. We demonstrate that ARs in the VTA regulate dopaminergic
activity in the VTA-BLA (basolateral amygdala) circuit, a key system for processing
stress-related stimuli; and that such control is altered by acute stress. We utilized
fast-scan cyclic voltammetry to assess the effects of intra-VTA microinfusion of
a,-AR and a,-AR antagonists (terazosin and RX-821002, respectively), on electrically
evoked phasic DA release in the BLA in stress-naive and stressed (unavoidable
electric shocks - UES) anesthetized male Sprague-Dawley rats. In addition, we
used western blotting to explore UES-induced alterations in AR protein level in the
VTA. Intra-VTA terazosin or RX-821002 dose-dependently attenuated DA release
in the BLA. Interestingly, UES decreased the effects of intra-VTA a,-AR blockade
on DA release (24 h but not 7days after stress), while the effects of terazosin were
unchanged. Despite changes in a,-AR physiological function in the VTA, UES did not
alter a,-AR protein levels in either intracellular or membrane fractions. These findings
demonstrate that NA-ergic modulation of the VTA-BLA circuit undergoes significant

alterations in response to acute stress, with a,-AR signaling indicated as a key target.

KEYWORDS
acute stress, dopamine, noradrenaline, ventral tegmental area, a,-adrenergic receptor, a.-
adrenergic receptor
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voltammetry; LC, locus coeruleus; mPFC, medial prefrontal cortex; NA, noradrenaline; NAc, nucleus accumbens; RRID, Research Resource Identifier (see scicrunch.org); UES,

unavoidable electric shock; VTA, ventral tegmental area.
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1 | INTRODUCTION

Maladaptive changes in the brain catecholamine - dopamine (DA)
and noradrenaline (NA) - neurotransmitter systems are widely
recognized to be implicated in conditions related to stress: affective
disorders, anxiety disorders as well as substance use disorder
(Aston-Jones & Harris, 2004; Koob, 2014; Koob et al., 2014; Morilak
et al, 2005; Smith & Aston-Jones, 2008). Multiple neural hubs
involved in affective, cognitive, and behavioral responses to acute
stressors are also potentially relevant for subsequent development
of anxiety-like behaviors. This includes, among others: regions of
the medial prefrontal cortex (mPFC), lateral septum, the central and
basolateral amygdala, bed nucleus of stria terminalis (BNST) and
nucleus accumbens, NAc (Morilak et al., 2005). Here, the basolateral
amygdala (BLA) is of special interest, as both DA and NA signaling
converge in this structure (Sharp, 2017), regulating BLA function
in fear conditioning as well as modulating anxiogenic effects of
prolonged stress (Daviu et al., 2019; Giustino & Maren, 2018; Haubrich
et al.,, 2020; Kwon et al., 2015; McCall et al., 2017; Sharp, 2017).
Among the neuroadaptations implicated in vulnerability to stress
and anxiety, one stands out as particularly critical: dysregulation of
catecholaminergic neurotransmission itself, which has the potential
to engage a plethora of downstream mechanisms in multiple struc-
tures of interest due to the sheer volume and breadth of brain-wide
NA- and DA-ergic innervation (Beier et al., 2015; Poulin et al., 2018;
Schwarz & Luo, 2015). For instance, in the locus coeruleus (LC),
stress elicits an overall increase in excitability and, presumably, NA
production, through a number of alterations in intrinsic proper-
ties, morphology and receptor expression (Borodovitsyna, Flamini
et al., 2018; Borodovitsyna, Joshi, et al., 2018). This is accompanied
by similar changes in NA efferents. With the use of fast-scan cyclic
voltammetry (FSCV) and similar techniques enabling the detection
of catecholamine release with high-spatiotemporal precision, sev-
eral groups have demonstrated that NA terminals in BNST and BLA
respond to stressful stimuli or drug abstinence/withdrawal, often
by decreasing NA uptake or dampening the regulatory action of
a,-adrenergic receptors, a,-AR (Deal et al., 2021; Fox et al., 2015;
McElligott et al., 2013; Schmidt et al., 2018). Both the reuptake of
NA into terminals, as well as inhibition of its release via a,-AR auto-
receptors (Gilsbach & Hein, 2012), limit the availability and local ex-
tracellular spread of NA, determining its capability to engage a,- and
B-ARs. Thus, these changes in LC efferents can drive up the levels of
NA and engage plasticity in target structures (Fox et al., 2017).
Dopaminergic neurons in the ventral tegmental area (VTA) also
undergo changes in excitability in response to stress (Baik, 2020;
Douma & de Kloet, 2020). Given the fact that the VTA receives ad-
renergic innervation from the LC as well as brainstem areas A1/A2
(Mejias-Aponte et al., 2009), and that ARs are known to be expressed
on most of the compartments of the VTA, including DA neurons,
GABA interneurons, afferents and glial cells (Mejias-Aponte, 2016),
the VTA emerges as a potential important locus of NA-ergic modula-
tion. In our previous study, we have shown that NA can act directly
in the VTA, differentially influencing DA release in mesocortical and

mesolimbic pathways. The release of DA in the mesolimbic pathway
(from VTA to NAc core) was regulated by a,-AR receptor antago-
nists infused into the VTA, in contrast to DA release in the mPFC
(Kielbinski et al., 2019). In that study, we also found that intra-VTA
administration of RX-821002, an a,-AR antagonist, was capable of
almost completely shutting down electrically-evoked phasic DA re-
lease in NAc and that dopamine D, receptors (D,Rs) were required
for this effect. We interpreted this finding as cross-activation of D,R
by high levels of NA released into the VTA in response to electrical
stimulation coupled with acute a,-AR autoreceptor blockade.

Given these priors: that BLA, an important structure involved
in both fear and anxiety, is regulated by VTA DA-ergic input; that
stressful stimuli have been demonstrated to decrease NA autoreg-
ulation by a,-AR; and that intra-VTA infusion of a,-AR antagonist
results in attenuation of mesolimbic DA release, we asked whether
the LC/A1/A2-VTA-BLA circuit exhibits stress-induced reduction in
afferent a,-AR regulation of NA release in the VTA after exposure
to a stressful stimulus in the form of a series of unavoidable electric
shocks (UES).

We used FSCV measurements of electrically evoked DA efflux
in BLA to compare the effects of a,-AR antagonist RX-821002 and
a,-AR antagonist terazosin in naive rats and rats which had been
subjected to UES 24 h prior to recording. We found that the effect of
RX-821002, but not terazosin, was attenuated significantly by stress,
suggesting that noradrenergic projections into the VTA exhibit re-
duced responses to a,-AR autoregulation. These changes were tran-
sient, as 7days after the exposure to electric shock the response
to a,-AR blockade was normalized to naive levels. To probe for po-
tential mechanisms of altered a,-AR autoregulation, we performed
the western blotting of VTA tissue samples treated with the protein
crosslinker bissulfosuccinimidyl suberate (BS® to separate intracel-
lular and membrane fractions. However, we detected no changes in
a,,-AR or D, dopamine receptor expression in either of these frac-
tions in stressed animals compared to controls. Thus, stress-induced
decrease in a,-AR function is likely not mediated simply by changes
in the expression or trafficking of a,-AR and D, receptor proteins.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Animals and study design

Adult male Crl:CD(SD) Sprague-Dawley rats (RRID:RGD_737891)
weighing ~300 g at the start of the experiment were purchased
from Charles River (Germany). Animals were housed in the
Institute of Zoology and Biomedical Research, Jagiellonian
University (Krakow, Poland). Animals were housed five per cage
on a 12-hour light/dark cycle (lights on at 7 am - experimental
procedures were performed during the light phase of the cycle),
with ad libitum access to food and water and in a temperature-
and humidity-controlled room. All the experimental procedures
were conducted according to the EU Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals and were approved by the Committee on
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the Ethics of Animal Experiments at the Institute of Pharmacology,
Polish Academy of Sciences, Krakow, Poland (approval n.
165/2019). The study was not pre-registered. Due to the within-
subject design limiting the bias introduced by control vs treatment
allocation, subjects were allocated to treatments non-randomly
on a cohort-by-cohort basis. No blinding was performed during
FSCV experiments due to practical limitations, histological
evaluation post-experiment was blinded (subjects coded by date

and decoded after verification).

2.2 | Drugs

Terazosin (ocl—AR antagonist, 5 pg, final concentration of 25.8mM;
cat. n. T4680, Sigma Aldrich, Germany), RX-821002 (x,-AR an-
tagonist, 2.7 pg or 13.5 pg, final concentration of 23.06 mM, and
115.26 mM; cat. n. 1324, Tocris Bioscience, United Kingdom) were
dissolved in sterile 0.9% saline and administered in a total volume of
0.5 pl via a micropump (53 127V, Stoelting Europe, Ireland) driving a
10 pl syringe (26 s ga, Hamilton 701 N).

The injection of the drug into the structure was performed for
1 min, then the internal cannula was left at the injection site for an-
other 1 min for complete diffusion into the tissue. The doses used
were derived from previous studies (Kielbinski et al., 2019; Park
et al., 2017).

2.3 | Unavoidable electric shock

Prior to FSCV or tissue preparation for western blot, rats from the
experimental group were subjected to a series of unavoidable elec-
tric shock. Each rat was placed in the experimental chamber with
a metal grid floor, one opaque Plexiglas sidewall, three metal side-
walls, a 24-V house light located on the opaque Plexiglas ceiling, and
a white stimulus lamp illuminated by a 24-V bulb and a tone genera-
tor, both located on a metal sidewall. At 180 s, after being placed in
the experimental chamber, all rats received four series of electric
shocks, each consisting of a 30-s tone (60dB) and light presentation
co-terminated with a 2 s 0.9 mA electric footshock. The inter-trial
interval lasted 60 s. 24 h or 7 days after the UES procedure animals
were subjected to FSCV experiments.

2.4 | Surgical procedures

Animals were deeply anesthetized with urethane (1.5g/kgi.p.; cat.
n. U2500, Sigma Aldrich) and maintained under full anesthesia
throught the experiment, followed by immediate sacrifice
(nonrecovery procedure). Urethane is a general anesthetic routinely
used in electryphysiological and electrochemical in vivo studies,
characterized by long-lasting (up to 24h) and stable anesthesia
and analgesia (Field et al., 1993). The depth on anesthesia was
monitored throughout, no cases of premature termination of the

NeEs wiLey- 12

procedure due to loss of anesthesia were encountered. A heating
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pad was used throughout all experimental procedures to avoid
hypothermia.

Animals were secured in a stereotaxic frame (Stoelting Europe,
Ireland), the skin and tissue were removed to expose the skull and
the bregma reference point was identified (Paxinos & Watson, 2013).
Holes were then drilled, using bregma as a reference for the stimu-
lation and recording electrodes. A carbon-fiber microelectrode con-
sisting of a glass capillary (A-M, standard 1 mm diameter) and carbon
fiber (7 um carbon diameter, cut to 50-80pum) was inserted into the
basolateral amygdala at the following coordinates (anteroposterior,
mediolateral and dorsoventral displacement in mm from bregma):
AP -2.0 to -2.4; ML +4.6; DV -7.1 to -7.4 below the dura. The bipo-
lar stainless steel stimulating electrode combined with a guide can-
nula (1mm width, 26 ga guide; Plastics One) was placed in the VTA:
AP -5.3 to -5.5, ML -1.0, DV from dura-7.9 to -8.3. A reference
Ag/AgCl electrode was inserted into the contralateral hemisphere
and secured tightly with a single screw.

2.5 | Histological verification

At the end of each experimental session, a lesion was made at the
recording site by stepwise application of current from 6 to 10 pA,
then animals were decapitated and brains were preserved in 10%
formalin for later sectioning into 100um coronal slices (on a Leica
VT-1000S vibratome) for histological verification of stimulation and
recording electrode placements. Implantation sites of both record-
ing and stimulating electrodes were verified using a light microscope.
Only animals where both the recording and stimulation electrodes
were placed unambiguously in the BLA and VTA, respectively, based
on corresponding anatomical sections in the rat brain atlas (Paxinos
& Watson, 2013) were included. Figure S1 shows implantation sites

of stimulating electrodes (VTA) and recording electrodes (BLA).

2.6 | Fast-scan cyclic voltammetry (FSCV)

The FSCV measurements were performed with techniques and
equipment described previously (Kielbinski et al., 2019).

Briefly, the system consisted of a custom-built controller and
headstage (University of North Carolina Department of Chemistry,
Electronics Facility, Chapel Hill, USA) as well as stimulus isolator
(DS 4, Digitimer Ltd) under the control of HDCV software (UNC
Dept. of Chemistry Electronics Facility, Chapel Hill, USA).

A triangular waveform (from -0.4 V to +1.3 V against the Ag/AgCl
reference, at a scan rate of 400V/s applied in 850 steps of 2 mV
per 100ms window) was applied to the recording site. Background-
subtracted, low-pass filtered (2 kHz) signal was used to generate
cyclic voltammograms. Recordings were obtained as described
previously (Kielbinski et al., 2019). For evoking DA release, the VTA
was stimulated with a biphasic square waveform (300pA; 2 ms per
phase; 24 pulses) with 60Hz frequency corresponding to “phasic”
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activity. Each trace consisted of 15 s of recording, with stimulation

being performed att=5s.

The experimental design is shown in Figure 1 and consisted of
measurements performed at baseline, followed by a control infu-
sion of saline into the VTA, followed by another, second baseline
measurement, after which drug infusion was performed. For each
condition, 5 to 6 consecutive measurements were taken, 180s apart,
to allow the local environment to equilibrate through DA uptake
and to restore DA stores in neuronal terminals at the recording site
(Wickham et al., 2013).

2.7 | Tissue preparation

For tissue preparation (previously described in Bator et al., 2018;
Boudreau & Wolf, 2005; Chocyk et al., 2013), animals - naive or 24h
post-UES - were killed by decapitation, the brains were immediately
removed from the skull and dissected. Samples of the VTA were ob-
tained with a small biopsy punch, then minced with a scalpel blade.
The tissue was then transferred to tubes filled with cold ACSF (con-
taining in mM: 118 NaCl, 25 NaHCO,, 3 KCI, 1.2 NaH,PO,,, 2 CaCl,,
1.3MgS0O,, 10 glucose) and 5mM bissulfosuccinimidyl suberate (BSS;
cat. n. 21580, Thermo Scientific) solution was added. Crosslinker
BS® is a water-soluble analogue of N-hydroxysuccinimide ester that
reacts efficiently with primary amino groups (-NH2) of proteins to
form stable amide bonds. Furthermore, BS® cannot pass through

the cell membrane and binds only to fragments protruding from the

FSCV recording scheme

membrane, forming cross-linked protein complexes, while having
no effect on intracellular proteins. The use of the BS® crosslinker
thus allows the separation of proteins on the cell surface from in-
tracellular proteins in the same sample without prior fractionation
(Boudreau et al., 2012). Tissue samples in ACSF-BS® solution were
incubated for 30 min on ice with gentle agitation. The reaction was
terminated by adding 20mM glycine (Sigma Aldrich) followed by a
10 min incubation on ice. Then, the samples were pelleted by brief
centrifugation, the supernatant was discarded and the pellet was
resuspended in cold lysis buffer (PathScan® Sandwich ELISA Lysis
Buffer [1X], Cell Signaling) with protease and phosphatase inhibitor
cocktails (1:200; Sigma) and homogenized (TissueLyser, Retsch). The
total protein concentrations in the extracts were determined using
the QuantiPro BCA Assay kit (Sigma).

2.8 | Western blotting

Samples with an equal amount of protein extract (for o, ,-AR protein,
40pg; and for D,R protein, 30 g of protein per lane) were separated
using 7.5% SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose
membrane using an electrophoretic transfer system (Bio-Rad). Then
the membranes were incubated overnight at 4°C with the following
primary antibodies: rabbit anti-ADRA2A (1:500; cat. n. NBP2-22452,
NovusBio) or rabbit anti-DRD2 (1:1000; RRID:AB_2094980, cat. n.
AB5084P, Millipore) and rabbit anti-GAPDH (1:5000; cat. n. 14C10
2118S, Cell Signaling Technology). A suitable secondary antibody
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FIGURE 1 Schematic of the FSCV experiment. Top: Experimental design. Each stage consisted of a series of recordings: Baseline,
followed by an injection of saline into the VTA and a series of “saline” recordings, followed by a baseline series (“baseline II"), followed

by drug administration and recording. Bottom: The experiment included a “naive” control group and the “UES” experimental groups
which underwent unavoidable electric shock procedure 24 h or 7 days before the FSCV experiment; shown are examples of color plots of
electrically evoked DA in BLA after VTA stimulation (white triangles). Right: Schematic coronal sections from the brain atlas (Paxinos &
Watson, 2013), showing recording site in the BLA (green) and electrical stimulation and infusion site in the VTA (red).
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was used to detect immune complexes (rabbit IgG antibody, 1:1000
from Lumi-Light”*YS Western Blotting Kit, cat. n. 12015 218001,
Roche - incubation for 1 h at room temperature). The reactions were
visualized with enhanced chemiluminescence (ECL; Lumi-LightPLUS
Western Blotting Kit, Roche). Chemiluminescence was imaged
using a luminescent image analyzer (Fujifilm LAS-1000; Fujifilm
Corporation). Relative immunoreactivity levels for a,,-AR and
GAPDH proteins were quantified using ImageJ software (Schneider
et al, 2012). Density of the BS3—conjugated and unconjugated
fractions were then expressed as ratios of a,,-AR/GAPDH and
expressed as Z-scores to facilitate comparisons between technical
replicates (blots).

2.9 | Dataanalysis

The HDCV Analysis software (UNC Department of Chemistry
Electronics Facility, Chapel Hill, NC, USA) was used to quantify rela-
tive changes in phasic DA efflux as described previously (Kielbinski
et al., 2019). Briefly, representative traces of electrically evoked
phasic DA were obtained in vivo at different stimulation param-
eters (combinations of 12, 24, 48 pulses at stimulation amplitude
of 200, 300, and 400pA, resulting in outputs spanning the range
of signals expected under experimental conditions) and used as
training sets for principal component regression analysis using the
HDCV software's built-in capabilities (Bucher et al., 2013; Keithley &
Wightman, 2011; Rodeberg et al., 2015). Components correspond-
ing to DA and pH were identified and peak values corresponding
to phasic DA were either averaged per experimental condition or
used separately to study changes over time. In all cases, DA levels
after saline or antagonist intra-VTA administration were expressed
as percentile ratios representing change in DA efflux versus the av-
erage of their respective 5-6 baseline traces (Figure 1). Additionally,
the difference of % DA changes after saline vs drug injection was
calculated to compare the respective effects in naive and stressed
subjects.

Only datasets meeting minimal quality criteria - stable baseline
DA levels (i.e., distinctly identifiable, upon visual inspection, peaks
corresponding to stimulation, with no non-stimulated peaks or fluc-
tuation at a similar amplitude), no missing measurements (for time-
course data; for averaged values, data sets of at least 4 traces with
no consecutive rejected traces were accepted) and no contamina-
tion from above-background residual signal in PCA output - were
included in the final analysis. Initial numbers of subjects used were
determined based on similar previously published experiments
(Kielbinski et al., 2019); the effect of terazosin on NAc phasic DA was
taken as a conservative estimate of an expected effect - post-hoc
power analysis for repeated-measures T-test on this data (observed
standardized difference d = 1.544588) yielded power>0.85 for n> 6,
assuming two-sided p = 0.05.

Summary of animals used and excluded from the experiments on
the basis of histological verification or failure of the recorded data to
meet quality criteria is shown in Table 1.

s wiLey- L2

Relative changes in phasic DA after saline and drug infusion were
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compared with repeated measures T-tests (for average effect cal-
culation), or with repeated measures two-way analysis of variance
(RM ANOVA) for time course data, with within-subjects drug treat-
ment and time effects as well as drug-time interaction. For differ-
ences between saline and drug changes, simple (unpaired) T-tests
or ANOVA were used, with drug dose and treatment (naive vs UES),
where appropriate. For normalized relative levels of a,,-AR signal
obtained from western blotting, unpaired T-tests were used as well.
In all cases, p<0.05 (two-sided) was taken as the threshold of signif-
icance. No outlier removal or value imputation methods were used;
data conformation towards parametric statistical test assumptions
was verified by histogram and residual plot evaluation. All the statis-

tical analyses were performed with Prism 9.0 (GraphPad Software).

3 | RESULTS

3.1 | Intra-VTA a,-AR antagonist terazosin reduces
DA release into the BLA but is not modulated by a
single episode of UES

After administration of the a;-AR antagonist terazosin (5 pg) to the
VTA, we observed a significant decrease in the average level of
electrically evoked phasic DA released into the BLA in comparison
with saline control (Figure 2b; paired T-test te = 3.71, n = 7 rats,
p = 0.01). The results obtained in animals after a single episode of
UES are analogous to those in naive animals, i.e., intra-VTA terazosin
(5 pg) causes a reduction in average DA levels in the BLA (Figure 2e;
paired T-test ty = 3.79,n =8 rats, p = 0.0068). Time comparisons of
single traces showed no significant effect of terazosin administration
at a dose of 5 pug in both naive (Figure 2c; RM ANOVA: drug effect
F(1,4) =7.691,n =5 rats, p = 0.0502; time effect F(2A338’9A353) =1.357,
n=>5,p=0.31;time xdrug F, g59,1 49)= 0.4284,n=5,p = 0.73) and
stressed rats (Figure 2f; RM ANOVA: drug effect Fua= 5.016,n=5
rats, p = 0.089; time effect F(2‘014'8'057) =0.3247,n=5,p=0.73; time
x drug F(1.%1‘7'846) =2.25,n =5, p = 0.17). Moreover, a direct com-
parison of saline-drug differences in relative DA change from base-
line between the naive and UES groups showed no difference in the
effect induced by intra-VTA administration of terazosin (Figure 5a;
unpaired T-test ts = 0.31,n=14,p =0.76).

3.2 | Intra-VTA a,-AR antagonist dose-
dependently reduces electrically evoked phasic DA
release into the BLA

Administration of an a,-AR antagonist (RX-821002) at a dose of
2.7 pg to VTA resulted in a decrease in electrically evoked, phasic
DA release into the BLA in naive animals (Figure 3b; paired T-test
t[5] =7.64,n = 6rats, p = 0.0006). Furthermore, administration of
a higher dose of RX-821002, i.e., 13.5pg resulted in nearly com-
plete blockade of DA release into the BLA (Figure 3e; paired T-test
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TABLE 1 Atotal of 44 rats out of 63

2GHEL E)fCIUded, . were used for the study. Among those
(data (histological Final R 7
- . e . discarded: 4 were excluded during data
Drug Initial quality) verification) n X . N
analysis (due to artifacts in the FSCV
Terazosin 5.0 pg naive 9 0 2 7 data traces resulting in above-threshold
Terazosin 5.0 pg stressed 12 1 3 8 resudial current, as determined by
RX-821002 2.7 g naive 8 1 1 6 HDCVsofthre) an.d 15 w.efe e?<cluded
based on histological verification (only
RX-821002 2.7 pg stressed 9 0 3 6 animals with visible and unambiguous
RX-821002 13.5 pg naive 8 0 2 6 electrode placements in both BLA and
RX-821002 13.5 pg stressed 9 1 1 7 VTA were accepted)
RX-821002 13.5 pug 7 days after stress 8 0 3 5
Naive rats
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FIGURE 2 Effects of terazosin intra-VTA infusion on electrically evoked phasic DA release in the BLA in naive and stressed animals. (a, d)
Representative FSCV traces obtained after infusion of saline and terazosin (5 pg) in naive (a) and stressed (d) rats. Insets show representative
current to voltage traces obtained from BLA in response to VTA stimulation after saline and terazosin. (b, e) plots of averaged DA values,
bars represent the average obtained from all results, points represent individual measurements in naive (b, n = 7) and stressed (e, n = 8)

rats. **p <0.01 in paired Student's test. (c, f) time course comparisons of relative DA peaks (% of their corresponding baseline) over five
consecutive measurements in naive (n = 5) and stressed (n = 5) rats after saline and terazosin (5 pg).

ts) = 7.52, n = 6 rats, p = 0.0007). Time comparisons of single
traces showed a significant effect of RX-821002 at both doses.
For 2.7 pg (Figure 3c; RM ANOVA: drug effect F(1,4) =70.62,n=5
rats, p = 0.0011; time effect F(1A479’5A917) =0.6732,n=5,p =0.50;
time x drug F(1'634’6'537) = 0.6613, n = 5, p = 0.52) Sidak's post-
test of multiple comparisons showed significant differences for

three initial time points (i.e. 3, 6, 9 min.). For the 13.5 pg dose
(Figure 3f; RM ANOVA: drug effect F(1,4) = 38.81, n = 5 rats,
p = 0.0034; time effect F(1A942,7‘766) =3.163,n =5, p = 0.10; time
x drug F(2A035,8A140) =0.4145,n = 5, p = 0.68) Sidak's multiple com-
parisons post-test revealed significant differences for first four
time points (3-12 min).
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3.3 | UES decreases the effects of intra-VTA
administration of RX-821002 in BLA

A single episode of UES resulted in a complete blockade of the effect
that was induced by intra-VTA administration of a low (2.7 pg) dose
of RX-821002 in naive animals. In stressed animals, the average
DA levels obtained after saline and RX-821002 (2.7 ug) were not
different from saline control (Figure 3h; paired T-test ts = 0.88,
n = 6 rats, p = 0.42). Comparison of individual time points also
showed no significant differences (Figure 3i; RM ANOVA: drug effect
F(1,5) =4.582, n = 6 rats, p = 0.085; time effect F(1‘92y9'%2) =0.7583,
n =6, p=0.49; time x drug Fii8509.258) = 0.8399,n =6, p =0.45).

In contrast, in animals that underwent a single episode of UES,
administration of a high dose of an a,-AR antagonist (RX-821002,
13.5 pg) to the VTA reduced the average level of DA release to the
BLA, but to a lesser extent than in naive animals (Figure 3| paired T-
test ty, = 4.55, n =7 rats, p = 0.0039). Similarly, comparisons based
onsingle trace time points showed a significant effect (Figure 3m; RM
ANOVA: drug effect F(1,5) = 10.18, n = 6 rats, p = 0.024; time effect
F(1A662,8.311) =1.033,n=6,p=0.38; time xdrug F(2‘31a,11.59) =0.4904,
n = 6, p = 0.65), however, none of the particular time-point com-
parisons reached significance based on Sidak's multiple comparisons
tests. In addition, a direct comparison of the effects induced by the
administration of two doses of RX-0821002 in naive and stressed
animals showed a significant main effect of treatment (Figure 5b;
two-way ANOVA; F; 5, =20.92;p = 0.0002), multiple comparisons
test revealed differences between the naive and UES groups after
the administration of 2.7 pg RX-821002 (p = 0.0003), and 13.5 pg
RX-821002 (p = 0.0466).

3.4 | Seven days after a single episode of UES, the
effects of RX-821002 administration were normalized

Given the clear effects of a single episode of UES on the modulation
of DA release in the BLA by «,-AR blockade in the VTA, we next
set out to test how long this change would persist. To this end,
we performed FSCV experiments 7 days after the UES procedure.
Interestingly, the results obtained 7days after UES were similar
to those observed in naive animals, with the average DA level in
BLA decreased significantly after intra-VTA RX-821002 (2.7 pg)
administration (Figure 4b; paired T-test ty = 6.15, n = 5 rats,
p = 0.0035). In addition, comparisons of single traces over time
showed a significant effect of RX-821002 intra-VTA infusion
(Figure 4c; RM ANOVA: drug effect F(1,4) =40.60,n=5,p =0.0031;
time effect Fy 4955935 = 04542, n = 5, p = 0.60; time x drug
F(2.67O,10.68) = 2.149, n = 5, p = 0.16). Significant decreases in DA
release were found at 4 of the 6 time points (3, 9, 12, 15min) based
on Sidak's multiple comparisons post-test. A direct comparison
between the groups: naive, 24h and 7days after UES showed a
significant, but transient effect of stress on the level of DA released
into the BLA (Figure 5c, one-way ANOVA; F[2,14] =9.86; p=0.0021).
Tukey's multiple comparisons test revealed significant differences
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between the naive and 24 h post-UES (p = 0.0028), as well as 24h
post-UES and 7 days post-UES groups (p = 0.01), while the naive and
7 days post-UES groups did not differ (p = 0.88).

3.5 | Protein levels of

either the membrane or intracellular fractions of both
a, and D, receptors are not modulated by a single
episode of UES

Given our results showing that a single episode of UES affects a,
receptor-dependent modulation of DA release in the BLA, and data
from our previous work showing that D, receptors are required for
the effectinduced by intra-VTA administration of an «,-AR antagonist
(Kielbinski et al., 2019), we decided to test whether protein levels
of both of these receptors («,,-AR and D,R) change following UES.
Both a band with a predicted molecular mass of approximately 50-
70 kDa, corresponding to a,,-AR or D,R (intracellular protein) and a
band with a high molecular mass (corresponding to BS3-crosslinked
a,,-AR or D,R membrane-expressed protein) were observed in BSS-
treated tissues prepared from VTA samples of both naive animals
and rats subjected to a single episode of UES. We then compared
the standard scores between control and stressed groups in terms
of membrane protein levels, intracellular protein levels and the ratio
of these fractions to each other. UES had no effect on membrane
a,,-AR protein levels (Figure 6b; unpaired T-test tyy = 0.28,
p = 0.78), intracellular levels (Figure 6c; unpaired T-test t[14] =0.79,
p = 0.44) and the ratio of membrane to intracellular levels (Figure 6e;
unpaired T-test tg = 0.90, p =0.38).

As with a,,-AR protein levels, a single episode of UES did not
affect D,R protein expression in either of the fractions studied, i.e.,
membrane (Figure 6f; unpaired T-test t 5, = 0.53, p = 0.60) and intra-
cellular (Figure 6g; unpaired T-test tys = 0.22, p = 0.83), and there
were no statistically significant differences in the ratio of mem-
brane to intracellular D,R protein levels (Figure 6h; unpaired T-test
tis = 0.29, p = 0.78; unpaired T-test ts) = 0.29,p =0.78).

4 | DISCUSSION

4.1 | Regulation of BLA DA release by NA input to
the VTA

Owing to its wide reciprocal connectivity, BLA is well-positioned
to influence both positive and negative valence attribution and
consequent processing of stimuli in the short term, as well as
network-level changes in emotional processing that gives rise to
anxiety-like behavior in the longer term (Daviu et al., 2019; Janak
& Tye, 2015). These functions are modulated by both NA- and
DA-ergic inputs (de la Mora et al., 2010; Giustino & Maren, 2018;
Janak & Tye, 2015; Lee et al., 2017; Sharp, 2017; Stubbendorff &
Stevenson, 2021). Optogenetic experiments have shown that
NA can modulate BLA directly, via p-ARs (McCall et al., 2015),
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however, it was previously unclear whether activation of the NA
system is capable of modulating the DA-ergic input into BLA as
well - a hypothesis made likely by the observation that intra-VTA
administration of AR antagonists modulates conditioned behaviors
in which BLA is involved (Solecki et al., 2017, 2018, 2019).
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In the present study, we report that - similarly to projections
from the VTA to NAc and in contrast to projections into mPFC
(Kielbinski et al., 2019) - DA neurons projecting to BLA are also re-
cruited from a pool of cells that respond to NA via both a,-AR- and
D,R-mediated regulation. In contrast to DA projections from the
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FIGURE 3 Effects of RX-821002 intra-VTA infusion on electrically evoked phasic DA release in the BLA in naive and stressed animals.

(a, d) representative FSCV traces obtained after infusion of saline and 2.7 pg (a) and 13.5 pg (d) RX-821002 in naive rats. Insets show
representative current to voltage traces obtained from BLA in response to VTA stimulation after saline and RX-821002. (b, e) plots of
averaged DA values, bars represent the average obtained from all results, points represent individual measurements after administration

of saline and RX-821002 at doses of 2.7 ug (b, n = 6) and 13.5 pug (e, n = 6) in naive rats. ***p <0.001 in paired Student's test. (c, f) time
course comparisons of relative DA peaks (% of their corresponding baseline) over six consecutive measurements in naive rats after saline
and RX-821002 (c: 2.7 pg,n =5 and f: 13.5 pg, n = 5). *p<0.05, **p<0.01, ***p <0.001 in Sidak multiple comparisons post-hoc test. (g, k)
representative FSCV traces obtained after infusion of saline and 2.7 pg (g) and 13.5 pg (k) RX-821002 in stressed rats. (h, I) plots of averaged
DA values after administration of saline and RX-821002 at doses of 2.7 pg (h, n = 6) and 13.5 ug (I, n = 7) in stressed rats. **p <0.01 in paired
Student's test. (i, m) time course comparisons of relative DA peaks (% of their corresponding baseline) over six consecutive measurements in

stressed rats after saline and RX - 821002 (i: 2.7 ug, n = 6 and 13.5 pg, n = 6: M). *p<0.05 in Sidak multiple comparisons post-hoc test.
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FIGURE 4 Effects of RX-821002 intra-VTA infusion on electrically evoked phasic DA release in the BLA in rats 7 days after UES. (a)
Representative FSCV traces obtained after infusion of saline and RX-821002 (2.7 pg) in rats at 7 days post-UES. Insets show representative
current to voltage traces obtained from BLA in response to VTA stimulation after saline and RX-821002. (b, n = 5) plots of averaged DA
values, bars represent the means, points represent individual measurements after administration of saline and RX-821002 (2.7 pg). **p<0.01
in paired Student's test. (c, n = 5) time course comparisons of relative DA peaks (% of their corresponding baseline) over six consecutive
measurements in rats after saline and RX-821002 (2.7 pg). *p<0.05, **p<0.01 in Sidak multiple comparisons post-hoc test.

VTA to dorsal and ventral striatum, the VTA-mPFC and VTA-BLA
pathways are seldom studied with voltammetric tools, owing to
relative technical difficulty - both due to lower DA output, and the
fact that these structures receive NA- as well as DA-ergic innerva-
tion, which could potentially introduce issues with interpretation
of the voltammetric signal. Nonetheless, based on anatomical and
pharmacological characterization, stimulation of the VTA indeed
seems to specifically elicit DA release with no evidence of mixed
catecholamine (DA/NA) output in those areas (Garris et al., 1994;
Holloway et al., 2019; Shnitko & Robinson, 2014). The kinetics
of electrically evoked VTA-BLA DA are consistent with a much
smaller available neurotransmitter pool and thus significantly
lower peak release, as well as slower uptake via transporters com-
pared to striatal DA (Garris et al., 1994; Holloway et al., 2019), in
line with postulated broader diffusion and neuromodulatory ac-
tion at this site.

A large anatomical study (Poulin et al., 2018) has previously
explored the projection sites of several populations of tyrosine
hydroxylase-positive VTA DA neurons defined with intersectional
transgenic tools in mice. The predominant population innervating
NAc core - cholecystokinin-positive (Cck+) neurons - also densely
innervates BLA. In contrast, the comparatively sparse innervation
in the prefrontal cortex consists primarily of Vglut-positive neurons,

with a small admixture of Cck+. Thus, we presume that these
Cck+ cells constitute the common molecular subtype of DA neurons
projecting to both BLA and NAc that is responsive to modulation
by NA. It is still unclear, however, whether these projections are
subserved by the same neurons, and their specialization (responsi-
ble for differences in DA release and uptake) is limited to NAc and
BLA terminals, or if these are separate cells sharing some molecular

characteristics.

4.2 | Mechanisms of «,-AR and o ,-AR
regulation of VTA

In the VTA, the o,-AR antagonist terazosin could reduce evoked
DA through a variety of candidate mechanisms: direct postsynaptic
modulation of cell excitability (Goertz et al., 2015), regulation
of neurotransmitter release at local glutamatergic and GABA
terminals (Veldsquez-Martinez et al, 2020, 2012, 2015) and
interaction with other receptors (Paladini et al., 2001; Tovar-Diaz
et al., 2018; Williams et al., 2014). When infused into the VTA, the
a,-AR antagonist RX-821002, in line with our previous findings in
NAc core, potently inhibits electrically evoked DA release in BLA,
likely by a mechanism involving cross-activation of D, receptors
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FIGURE 5 Comparisons of average effects of terazosin and RX-821002 intra-VTA administration in stressed and naive animals. (a)
Difference in average relative DA values (saline - Terazosin) in naive rats (n = 7) and animals 24 h post-UES (n = 8). (b) Difference in average
relative DA values (saline - RX-821002) after 2.7 pg and 13.5 pg RX-821002 intra-VTA infusion in naive (n = 6; n = 6, respectively) and 24 h
post-UES groups (n = 6; n = 7, respectively). (c) Difference in average relative DA values (saline - RX-821002) after 2.7 ug RX-821002 intra-
VTA infusion in naive (n = 6), 24 h post-UES (n = 6) and 7 days post-UES (n = 5). Differences expressed as percentage points (saline - Drug).
*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 in multiple comparisons post-hoc tests.
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FIGURE 6 Effect of a single episode of UES on a,,-AR and D,R protein levels in rat VTA - western blot analysis. Representative
immunoblots probed with antibodies for (a) a,,-AR and (e) D,R and GAPDH. Membrane (b, f), intracellular (c, g) and ratio of membrane to
intracellular protein levels (d, h) of «,,-AR and D,R protein, respectively, in control (n = 8 and n = 10 for a, ,-AR and D,R respectively) and
stressed (n = 8; n = 9) groups. Plots show mean Z-score values with standard deviation, points show single measurements.

by NA (Arencibia-Albite et al., 2007; Grenhoff et al., 1995). This
is corroborated by studies showing that D,-like receptors have a
relatively similar affinity towards NA and DA and that NA binding

to these receptors is indeed capable of activating G-protein
dependent downstream signaling (Guiard et al.,, 2008; Sanchez-
Soto et al., 2016). In addition, (Park et al., 2017) have observed
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that while electrical stimulation of LC evoked putative DA release
in NAc, systemic administration of the a,-AR antagonist idazoxan

inhibited NAc catecholamine release.

4.3 | Attenuated a,-AR autoreceptor control over
VTA NA after stress

The second major finding hereis that, following a single episode of acute
stress in the form of UES, the effects of RX-821002 were significantly
reduced. The efficacy of the larger dose used in the study (13.5 pg per
infusion) was significantly decreased, while the 2.7 pg dose, which in
naive animals was effective at reducing electrically evoked DA, had no
effect. This change in responsivity to a,-AR antagonist was transient,
as 7days after exposure to stress, normalized responses to intra-VTA
RX-821002 were observed. This observation fits within the body of
data reported previously in other NA release sites, particularly BNST
(Fox et al., 2015; McElligott et al., 2013; Schmidt et al., 2018). Using
similar techniques of voltammetry and pharmacological challenge,
these authors initially reported that the releasable pool of NA in BNST
terminals, its uptake, as well as regulation by a,-ARs, was altered by
either baseline susceptibility to stress in rat lines bred for their anxiety-
like phenotypes (Lewis and Tokyo WKY rats), or by exposure to stress
or opiate withdrawal (Fox et al., 2015; McElligott et al., 2013). Those
alterations were consistent with increased capacity for NA release
into BNST. More recently, similar results were reported with combined
FSCV and optogenetic stimulation in mice, where repeated restraint
stress also significantly decreased the sensitivity of BNST NA release
to the a,-AR antagonist idazoxan (Schmidt et al., 2018). In another
recent study, Deal and coworkers measured catecholamine efflux in
BLA in response to electrical stimulation of LC (Deal et al., 2021). They
did not find a reduced response to idazoxan, however, their recordings
were made 5-7days after the initial stressor (repeated social defeat
or forced swim stress), which, as we show here, likely falls outside
the transient window of a,-AR adaptation. They did, however, report
two more important findings. Firstly, that catecholamine release in
BLA in stressed, but not naive, rats, was responsive to D, antagonist
raclopride, which the authors interpret in terms of an additional DA
component. Secondly, that intraperitoneal administration of ethanol
effectively reduced catecholamine efflux in BLA only in stressed,
but not naive subjects. Taken together, these data suggest that there
are multiple adaptive changes in the joint DA-NA systems, possibly
consisting of loss of «,-AR (and, perhaps, also D2R) sensitivity,
increased catecholaminergic neuron activity, and transmitter release
accompanied by decreased uptake. These alterations could have
different temporal windows - especially given other studies showing
that increased NA release and hyperactivity persist for at least
7days after stress, therefore lasting longer than the putative a,-AR
adaptation (Borodovitsyna, Flamini, et al., 2018; Borodovitsyna,
Joshi, et al., 2018; Ronzoni et al., 2016). In the context of the VTA, the
implication is that for a limited time following a stressful experience,
NA release into the VTA is likely potentiated, and thus the capacity of
NA to modulate DA-ergic signaling is increased.

Neurochemistry

4.4 | Potential mechanisms of impaired o ,-AR
regulation of NA efflux

While a loss in sensitivity at the a,-AR after stress exposure has
been experimentally well demonstrated in both rats and mice (Fox
etal.,2015; McElligottetal.,2013; Schmidt et al.,2019), the molecular
mechanism underlying this change has not yet been proposed. Here,
we began to address this by testing whether stress affects receptor
expression. We performed western blotting for both a,-AR and D,
receptors with the use of BS® crosslinking to attempt to separate
the membrane-bound and intracellular fractions. However, no
differences in total expression or membrane trafficking of either
of those proteins were found between naive and stressed animals
based on this assay.

The two dominant subtypes of a,-AR responsible for regulating
NA release in the brain are a,, and a,. receptors, with a,, being
characterized as the subtype predominantly involved in transmitter
regulation in conditions of high activity (Gilsbach & Hein, 2012; Hein
et al.,, 1999). Our finding that both the total and membrane-bound
fractions of the a,, and D, receptors remain unchanged after stress
is in agreement with findings in amphetamine-treated mice, where
sensitization to high levels of catecholamines was accompanied by
unchanged a,, receptor binding in LC (Doucet et al., 2013). These
data suggest that classical desensitization (receptor protein tagging
by phosphorylation, followed by internalization) is not the predomi-
nant molecular pathway involved. Rather, it seems likely that changes
inintracellular signaling, such as uncoupling from effector G proteins
such as Gal and Ga2 (Doucet et al., 2013), or changes in interaction
with other intracellular effectors, such as p-arrestin, could be impli-
cated (Gilsbach & Hein, 2012). There is also the possibility that a,,
interacts with other receptors, such as NMDA glutamate receptors,
as this interaction has been shown to attenuate NMDA-dependent
excitatory transmission in retinal ganglion cells (Dong et al., 2008).
Uncoupling of a,-AR from such receptor-receptor interaction could
be of relevance, as NMDA signaling is involved in driving LC activ-
ity, and at least some adaptations underlying drug sensitization are
disrupted in the receptor subunit NR1 knockout mice - although
here the picture is less clear due to potential compensatory changes
in glutamate afferents in LC (Parkitna et al., 2012). It is also likely
that D, receptors undergo similar adaptive changes, i.e. uncou-
pling from their G protein effector pathways, as this has also been
demonstrated (Nimitvilai et al., 2013, 2014; Robinson et al., 2017).
Ultimately, however, these are speculations based on prior studies
in different systems and further research will be required to under-
stand the source of adaptations in autoreceptor control over NA re-

lease in the brain.
4.5 | Caveats and outlook
Our results strongly suggest that NA-ergic modulation of the VTA is

altered in response to stress, pointing to a potential novel locus for
stress-related alterationsin the catecholamine system. Stress-related
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adaptations in the catecholaminergic systems could be relevant for
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affective and drug use disorders (Belujon & Grace, 2017; Caccamise
et al., 2021; Koob, 2021; Sofuoglu & Sewell, 2009). With a,-AR
agonists being proposed for clinical use in the treatment of these
disorders (Gowing et al., 2016; Sofuoglu et al., 2014; Upadhyay
et al., 2021), a better understanding of neuroadaptations in the
NA system across the brain could translate into future advances in
treatment.

There are, however, several caveats and technical limitations
which will need to be resolved before a firm conclusion is estab-
lished. Firstly, the present study included only male rats. Similarly,
prior studies showing reduced sensitivity at a,-ARs either used male
subjects (Fox et al., 2015, 2017; McElligott et al., 2013), or used
counterbalancedd males and females, but did not report on sex dif-
ferences in a,-AR signaling and NA uptake (Schmidt et al., 2019).
While demanding, obtaining detailed information about male/fe-
male variations in NA regulation after stress would be advantageous,
as both NA and corticotropin systems exhibit sex differences in ani-
mals (Cason et al., 2016; den Hartog et al., 2020), and there is strong
evidence for sex and gender as important factors influencing mental
health outcomes in the clinic (Koob, 2021; Upadhyay et al., 2021).
Secondly, while FSCV measurements performed in anesthetized rats
in combination with pharmacological tools have provided valuable
insights into catecholamine signaling in VTA, NAc, BNST, and BLA
(Deal et al., 2021; Kielbinski et al., 2019; Park et al., 2017; Schmidt
et al., 2019), insights from other techniques should be used to con-
firm and extend these findings. With the advent of novel fluorescent
sensors for both NA and DA (Patriarchi et al., 2018; Sun et al., 2020),
which are compatible with in-vivo fiber photometry, differentiating
between catecholamines released at a single site, which is a long-
standing challenge for FSCV, could be made possible. This technique
is also more suited for recording in freely moving, awake animals,
allowing for both verification of findings obtained in an anesthetized
preparation, as well as studying the impact of a,-AR alterations on
behavior. Similarly, targeting select neuronal population for optoge-
netic manipulation could increase the specificity: while the role of
the VTA-amygdala circuit in fear processing is well established (Jo
et al., 2018; Luo et al., 2018; Tang et al., 2020), projections from
neighboring areas, including A8 and A10 (Yetnikoff et al., 2014),
could play a similar role, or, indeed, be recruited by electrical stimu-
lation of the VTA. Finally, longer-term goals would include bringing
these techniques together with the aim of clarifying the stress-
related mechanisms responsible for ostensible a,-AR desensitization
and establishing the relations between changes in NA transmission
found in the VTA, BLA, BNST, and possibly other loci.
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Dopamine (DA) release from the ventral tegmental area
(VTA) plays an important role in the brain’s reward system,
which vary depending on the pattern of DAergic cells activ-
ity and DA release in the forebrain. Tonic DA release main-
tains low levels of the neurotransmitter, whereas phasic DA
release (which results from burst firing of DAergic neurons)
arises rapidly in large volumes in response to significant
environmental stimuli and requires dynamic and complex
regulation for heterogeneous behavioral functionality. In-
deed, phasic DA release in the nucleus accumbens (NAc),
amygdala (AMY), and prefrontal cortex (PFC) regulates nu-
merous functions of the brain reward system such as asso-
ciative learning, memory formation, effort, motivation, at-
tention, and expression of conditioned behaviors. Accord-
ingly, VTA activity is modulated by many neurotransmitter
systems (e.g. glutamatergic, GABAergic, cholinergic), in-
cluding the noradrenergic system. DAergic and noradren-
ergic systems exhibit similarities such as neuronal projec-
tions, biochemical synthesis, time scales of neurotransmit-
ter activity, and receptor affinity. DAergic and noradrener-
gic activity increases in response to salient environmental
stimuli to mediate similar behavioral functions (e.g. atten-
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tion, arousal). Such activity is suggested to be pivotal in
encoding the relevance of a stimulus (encompassing its nov-
elty/salience/reward value), and determining whether or
not an episode of salient stimulus exposition is consolidated
as a long-term memory trace. However, the overlapping in-
volvement of those catecholamines and their specific con-
tributions in behavioral functions remain obscure. Recently,
we demonstrated that noradrenergic activity in the VTA acts
as a modulator of its neuronal activity and phasic DA release
in the forebrain to achieve behavioral control.
Noradrenergic innervation of the VTA comes mainly from
the locus coeruleus (LC), while notable noradrenergic pro-
jections also come from brainstem areas A1 and A2 (Mejias-
Aponte, 2016; Solecki et al., 2019, 2022a). All types of
adrenergic receptors (ARs) are present in the VTA: «4-ARs -
mainly on DAergic cell bodies (but also partly on GABAergic
interneurons and astrocytes as well as VTA inputs) and «;-
ARs - acting mainly as autoreceptors at noradrenergic ter-
minals (Kielbinski et al., 2019; Solecki et al., 2019). There
is also some evidence of B-ARs on DAergic and non-DAergic
cells in the VTA (for review see: Mejias-Aponte 2016). Stud-
ies on the impact of noradrenaline (NA) on DAergic cell
activity in the VTA date back to the 1970s. Using elec-
trophysiological and electrochemical methods, it has been
shown, both with pharmacological manipulation of adren-
ergic receptors and by stimulating the LC, that the NAer-
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Phasic dopamine (DA) release in the nucleus accumbens (NAc) and basolateral amygdala (BLA) is modulated by noradrenaline

(NA) and «¢- and «-adrenergic receptor (AR) activity in the ventral tegmental area to facilitate associative learning and CS-

dependent behaviors. Figure was created with BioRender.com.

gic system modulates the activity of DAergic neurons and
DA release. Systemic, pharmacological «-ARs blockade de-
creases, whereas a;-ARs blockade increases the burst fir-
ing of the VTA DAergic neurons. Locally, within the VTA,
NA can either inhibit DAergic neuronal activity through DA
D;R and «;-ARs-dependent mechanisms or increase firing
rate and burst firing of the DA neurons via «a1-ARs (for re-
view see: Mejias-Aponte 2016). Accordingly, electric stim-
ulation of the LC leads to phasic NA release in the VTA
which, via the activation of VTA «1-ARs, induces phasic DA
release at terminals (Park et al., 2017). In contrast, intra-
VTA iontophoretic administration of «-AR agonist in the ab-
sence of electrical stimulation of the LC leads to an increase
in GABAergic but a decrease in DAergic activity, indicating
more complex role of AR in the VTA (Pradel et al., 2018). We
also demonstrated that NAergic modulation of the VTA neu-
ronal activity particularly affects phasic but not tonic DA re-
lease in the structures of mesolimbic (e.g. NAc, basolateral
amygdala; BLA) but not mesocortical (e.g. mPFC) DA sys-
tem. Interestingly, blockade of «;-ARs in the VTA resulted in
almost complete inhibition of phasic DA release into the NAc
- an effect dependent on DA D;R activity (Kielbinski et al.,
2019). Based on those reports, we hypothesized that NAer-
gic signaling in the VTA regulates its neuronal activity prin-
cipally via «¢-AR to enhance neuronal gain, whereas lo-
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cal a,-ARs control NAergic tone. The consequence of NA-
dependent neural gain in the VTA is that salient signals are
encoded by the «1-AR-regulated physiological state of VTA
inputs (e.g., increased activity of excitatory vs inhibitory
inputs) and DAergic neurons activity, sufficiently modulat-
ing DA release in the forebrain. Such NAergic regulation of
the VTA activity follows the inverted U shape relationship
with a crucial role of a;-autoreceptors as substantial in-
crease in NA levels could effectively inhibits DAergic activity
(Kielbinski et al., 2019).

Such role of ARs in VTA is supported by our preclinical
behavioral studies. First, we demonstrated that intra-VTA
pharmacological blockade of «¢-AR impairs acquisition of
Pavlovian associative learning both with positive and neg-
ative outcomes (Solecki et al., 2017, 2022a) suggesting
that activity of those ARs in VTA promotes proper and sus-
tained pairings of conditioned stimulus (CS) with uncondi-
tioned stimulus (US), irrespective of its hedonic value. In-
deed, intra-VTA «¢-AR blockade attenuates acquisition of
fear memories in fear conditioning and cocaine-induced
conditioned place preference signifying «¢-AR’s role as a fa-
cilitator of Pavlovian associative learning. Next, we showed
intra-VTA NAergic regulation of conditioned behaviors such
as CS-induced freezing during retrieval of fear memory
(Solecki et al., 2017), CS-induced cocaine craving in co-
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caine seeking under extinction conditions, and CS-induced
reinstatement of cocaine seeking (Solecki et al., 2018,
2019). In particular, we demonstrated that intra-VTA o4-
AR blockade attenuates these behaviors, whereas intra-VTA
agonist administration facilitate conditioned drug seeking
(Solecki et al., 2018). Our pharmacological studies also con-
firm hypothesized role of the «;-AR in the VTA as autore-
ceptors, as intra-VTA antagonist microinfusion increased co-
caine seeking, an effect blocked by concomitant intra-VTA
a1-AR blockade (Solecki et al., 2018). Finally, optogenetic
inhibition of the LC NAergic inputs in the VTA attenuates
cocaine seeking but only when delivered non-contingently
with instrumental responses. In contrast, contingent inhi-
bition increased, while contingent stimulation reduced co-
caine seeking, effectively modulating rate of within-session
extinction learning (Solecki et al., 2022b).

Together these results signify that NAergic signaling in the
VTA, potentially via the mechanism of neuronal gain, en-
codes salience of environmental stimuli to facilitate new
learning and modulate CS-induced behaviors (Fig. 1). Such
effects reflect an ability of alerting/orienting functions,
originating from bottom-up information processing and in-
teractions of catecholaminergic systems in the VTA, to ef-
fectively guide present and future behaviors.

Such mechanistic insight into the neurophysiology of
salience detection has potential translational value for a
clinical public and may enable the development of inno-
vative pharmacotherapy of trauma/stress-related disorders
and SUD. Previous clinical studies showed that several AR
ligands alleviate PTSD symptoms as well as drug craving in
humans (e.g. Shorter et al. 2013), indicating the utility of
pharmacological manipulation of NAergic signaling in pa-
tients but lacking clear evidence of the locus of the relevant
brain mechanisms. Here, we posit that the clinical utility of
AR ligands (in particular in patients with CS-related symp-
toms - retrieval of trauma-related memories, drug craving)
may depend on their effectiveness to modulate CS-induced
mesolimbic DAergic activity.
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Badania dodatkowe

1. Blokada receptoréw az-adrenergicznych w polu brzusznym nakrywki

zaburza nabywanie, ale nie przywolanie pamieci stachu'’

Materialy i Metody

1. Zwierzeta

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono na samcach szczurdéw szczepu Sprague
Dawley wazacych ~300g w czasie rozpoczecia procedur. Zwierzeta byly hodowane w
Instytucie Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego (Krakow, Polska)
w dwunastogodzinnym trybie dnia i nocy (§wiatlo o 7. rano) w pomieszczeniu z kontrolowang
temperaturg (~22°C) 1 wilgotnos$cia (~40%), z nieograniczonym dostepem do jedzenia 1 wody.
Protokoty eksperymentalne zostaly zatwierdzone przez Komitet ds. Dobrostanu Zwierzat
Laboratoryjnych oraz Lokalng Komisj¢ Etyczng Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii
Nauk, Krakow, Polska nr. 224/20109.

2. Uzyte substancje

RX-821002 (antagonista receptoréw ap-adrenergicznych, 2.7 ng/0.5 ul lub 13.5 ug/0.5
ul; koncowe stezenie 23,06 mM i 115,26 mM; kat. n. 1324, Tocris Bioscience, Wielka
Brytania) zostal rozpuszczony w sterylnym 0.9% roztworze soli fizjologicznej 1 podawany w
facznej objetosci 0.5 pl za pomoca mikropompy (53127V, Stoelting Europe, Irlandia) ze
strzykawka 10 ul (26s ga, Hamilton 701N). Podanie substancji do struktury przeprowadzono
przez 1 min, a nastgpnie wewngtrzna kaniula podajaca pozostawata w miejscu iniekcji przez
kolejng 1 min, w celu catkowitej dyfuzji substancji do tkanki. Stosowane dawki wybrano na

podstawie wczesniejszych badan (Kielbinski et al., 2019, 2022).

3. Implantacje kaniul prowadzacych do VTA
Szczury znieczulane byly poprzez podanie roztworu ketaminy HCI (100 mg/kg, i.m.,

Biowet-Pulawy, Polska) i ksylazyny (10 mg/kg, i.m., Biowet-Pulawy, Polska), a nast¢pnie

! Opisane badania zostaty zebrane w publikacji naukowej wystanej do recenzji w czasopi$mie
Pharmacological Reports
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umieszczane na stoliku stereotaktycznym (Stoelting Europe, Irlandia) w celu implantacji
kaniul dombzgowych. Wspotrzedne operacji zostaly ustalone na podstawie atlasu mozgu
szczura (Paxinos & Watson, 2013), z pozycjami anteroposterior (AP), mediolateral (ML) i
dorsoventral (DV) odniesionymi do bregmy. Podwdjne kaniule prowadzgce do mikropodan
(Plastics One, Roanoke, VA, USA) zostaly umieszczone w VTA wedlug wspotrzednych AP -
5.3, ML £ 0.5, DV -7.8. W celu zabezpiecznia kaniul w czaszce zostaly zamontowane 4 $ruby
kotwiczace (Agnthos, Szwecja), a nastgpnie cata struktura zostala ustabilizowana cementem
dentystycznym (Duracryl, SpofaDental, Czechy). Po operacji zwierze¢ta otrzymywaty lek
przeciwzapalny i przeciwbdélowy (Tolfedine Biowet, Polska) oraz antybiotyki dodawane do
wody pitnej (Sul-Tridin, Biowet-Pulawy, Polska). Szczury przez co najmniej 7 dni

przechodzity rekonwalescencje po implantacji kaniuli do VTA.

4. Warunkowanie strachu

Procedura warunkowania strachu byla przeprowadzana w klatce Skinnera (Med
Associates, St. Albans, USA), zbudowanej z podlogi w postaci metalowych pretow, jednej
nieprzezroczystej Scianki bocznej z Plexiglasu, trzech metalowych $cianek bocznych, §wiatta
domowego 24V umieszczonego na nieprzezroczystym suficie z Plexiglasu oraz z biatej lampy
stymulacyjnej os$wietlonej przez zarowke 24V i generatora tonOw, umieszczonych na
metalowe] $ciance bocznej. Procedura byla podzielona na dwie fazy: nabywanie (ang.
acquisition) w dniu 1. i przywolanie (ang. retrieval) pamigci strachu w dniu 2. Podczas
treningu, prezentacja bodzca warunkowanego ($wiatlo i dzwiek; ang. conditioned stimulus -
CS) byla skojarzona z szokiem elektrycznym (0.9 mA, 2s; bodziec bezwarunkowy, ang.
unconditioned stimulus - US) w czterech seriach co 180 sekund (180 sekund habituaciji,
nastepnie cztery 30-sekundowe prezentacje CS polaczone z prezentacja US w ostatnich
dwoch sekundach + 60-sekundowy interwat miedzy prezentacjami, ang. intertrial interval -
ITI; cala procedura trwata 9 min). Przywolanie pamieci o warunkowanym strachu bylo
testowane podczas sesji, w ktorej prezentowano tylko CS w nowym kontek$cie. W dwoch
oddzielnych eksperymentach, podanie antagonisty receptoréOw ap-adrenergicznych RX-
821002 do VTA mialo miejsce bezposrednio przed sesja nabywania lub przywolania pamigci
strachu. Substancj¢ podawano w dwdch dawkach: 2.7 pg/strone lub 13.5 pg/strone, kontrolne
zwierzgta otrzymywaly sol fizjologiczng. Schemat eksperymentu warunkowania strachu
przedstawiono na Ryc. 2, panel B. W oddzielnym eksperymencie zwierz¢ta bylty poddawane
tylko sesji treningowej, po ktorej natychmiastowo je usmiercano w celu pobrania tkanek.

Izolowano VTA w celu pomiaru poziomu dopaminy, noradrenaliny i ich metabolitow metoda

65



wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Schemat procedury poprzedzajacej
eksperymetny przeprowadzone metodg HPLC przedstawiono na Ryc. 2 panel A.

HPLE - schemat eksperymeniu
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Ryc. 2 Schemat eksperymentu. (4) Tkanka do procedury HPLC zostata pobrana od zwierzqt podzielonych na 3
grupy: , kontrola” przebywajgce w klatce domowej, ,,CS” poddane procedurze identycznej z warunkowaniem
strachu, ale jedynie z prezentacjq swiatla i dzwigku bez szoku elektrycznego oraz ,,CS+US” poddane peinej
procedurze warunkowania strachu z prezentacjg Swiatla i dzwieku wraz z szokiem elektrycznym. (B) Procedura
warunkowania strachu podzielona byla na 2 etapy, nabywanie pamieci strachu (dzien 1.) i przywotanie pamieci
strachu (dzien 2.). Podczas nabywania pamieci strachu prezentacja bodzcow warunkowych (Swiatta i dzwieku,
CS) polgczona byta z bodzcem bezwarunkowym — szokiem elektrycznym (0.9 mA, 2 s; US) w czterech seriach co
180 sekund (180 s habituacji, a nastepnie cztery 30-sekundowe prezentacje CS polgczone z prezentacjqg US w
ciggu ostatnich dwoch sekund + 60-sekundowy interwat miedzy probami, ITI; cata procedura trwata 9 minut).
Przywolanie pamieci strachu (24h po nabywaniu, dzien 2.) bylo testowane podczas sesji, w ktorej prezentowany

byt tylko CS w nowym kontekscie.

5. Test otwartego pola

Test otwartego pola przeprowadzany byt w kwadratowym aparacie (80 x 80 x 60 cm)
z czarnymi $cianami i podloga. Srodek aparatu (0 $rednicy okoto 28 cm) byt oswietlony
$wiatlem o natezeniu 150 lukséw. Bezposrednio po infuzji RX-821002 lub soli fizjologicznej

do VTA, szczury byly umieszczane w centrum otwartego pola i pozostawiane tam na 15
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minut. Zachowanie zwierzat bylo rejestrowane i analizowane za pomoca oprogramowania
ANY-maze. Przebyty dystans oraz $rednia predko$¢ szczura w trakcie testu byla miarg
aktywnos$ci lokomotorycznej, a czas spedzony w strefie centralnej (o$§wietlonej) aparatu byt
miarg zachowania lekowego. Po kazdym zwierzgciu, aparat byt czyszczony 10% roztworem

etanolu i suszony czystg Sciereczka.

6. Weryfikacja histologiczna

Po wszystkich procedurach behawioralnych, szczurom w znieczuleniu ogélnym (150
mg/kg i.p., Biowet-Pulawy, Polska) przez kaniule¢ prowadzaca podawano do VTA 0.2 pl
niebieskiego barwnika Chicago Sky-Blue (Sigma-Aldrich, Niemcy). Bezposrednio po iniekcji
barwnika zwierzeta byly dekapitowane, a mozgi izolowane 1 umieszczane w 4%
formaldehydzie. Po 7 dniach mozgi krojono na 100 pum skrawki za pomoca wibratomu
(VTI1000S, Leica Biosystems, Niemcy), a nastgpnie przy uzyciu mikroskopu $wietlnego
analizowano miejsca dyfuzji barwnika, aby zweryfikowa¢ poprawnos¢ umieszczenia kaniuli
(Ryc. 3). Zwierzeta z niewlasciwie umieszczonymi kaniulami zostaty wykluczone z dalszych
analiz (Tabela 1).

Liczba VTA - VTA -
Test Substancja zoperowanych prawidlowo nieprawidtowo
zwierzat zaimplantowane zaimplantowane
>dl 10 8 2
Podanie przed fizjologiczna
nabywaniem
o RX-821002 2.7 10 9 1
pamigci strachu
i RX-821002
w dniu 1 10 8 »
135
sl 14 12 2
Podanie przed | fizjologiczna
rzywotaniem
prexy RX-821002 2.7 12 9 3
pamigci strachu
i RX-821002
w dniu 2 9 9 0
135
Suma 65 (100%) 55 (84.6%) 10 (15.4%)

Tabela 1 Liczba zwierzqt z poprawnie i niepoprawnie zaimplantowanymi kaniulami prowadzgcymi stuzgcymi do

podan substancji do VTA
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Podanie przed nabywaniem
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Ryc. 3 Schematyczne zobrazowanie rozmieszczenia kaniul prowadzgcych do infuzji substancji do V1A

7. Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Bezposrednio po sesji treningowej, szczury byty dekapitowane. VTA bylo izolowane i
zamrazane na statym CO2 (-70 °C), a nastepnie przechowywane do testdw biochemicznych.
DA wraz z jej metabolitami — kwasem 3,4-dihydroksyfenylooctowym (DOPAC), 3-
metoksytyraming (3-MT) i kwasem homowanilinowym (HVA, ostateczny metabolit); oraz
NA wraz z jej metabolitem normetanefryng (NM) byly oznaczane za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) =z detekcja elektrochemiczna.
Chromatograf (Shimadzu, SCL-40, Japonia) byt wyposazony w kolumny C18 (Hypersil 3
BDS-C18). Probki tkanek byly wazone i homogenizowane w lodowatym 0.1M kwasie
trojchlorooctowym zawierajacym 0.05mM kwasu askorbinowego. Po wirowaniu (10 000 x g,
5 min), supernatanty byly filtrowane przez 0.2-um membrany celulozowe RC 58
(Bioanalytical Systems, West Lafayette, IN, USA). Faza ruchoma sktadata si¢ z 0.05M buforu
cytrynianowo-fosforanowego, pH 3.5, 0.1mM EDTA, 1mM oktylu sodowego sulfonatu i
3,5% metanolu. Przeptyw utrzymywano na poziomie 1 ml/min. DA, NA i ich metabolity byly
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kwantyfikowane przez pordwnanie wysokos$ci pikow ze standardami skalibrowanymi w dniu

analizy.

8. Analiza danych

Dane z eksperymentow behawioralnych analizowano pod katem normalnosci rozktadu
za pomoca testu Shapiro-Wilka. Efekty podawania substancji do VTA na zachowanie
analizowano za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem post-hoc
Tukeya lub testem Kruskala-Wallisa z testem post-hoc Dunna. Ponadto, efekty podawania
substancji lub soli fizjologicznej do VTA na poziom reakcji znieruchomienia podczas
kolejnych prezentacji CS lub ITI oraz dystans w tescie otwartego pola analizowano za
pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z poréwnaniem post-hoc Dunnetta.
Wszystkie dane uzyskane metodga HPLC analizowano za pomocg jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z testem post-hoc Tukeya. Istotnos$¢ statystyczng ustalono na p<0.05.
Wszystkie wartos$ci danych sg prezentowane jako $rednia £ SEM.

Wszystkie dane analizowano za pomoca oprogramowania GraphPad Prism 9.

69



Rezultaty

1. Szok elektryczny i prezentacja CS powoduje zmiany w poziomie dopaminy i jej
metabolitow w VTA

Analiza otrzymanych wynikow wykazata istotny (ANOVA: F(, 27=4.159, p<0.05) wptyw
procedury behawioralnej warunkowania strachu na poziom DA w VTA. Test post-hoc
Tukey'a ujawnit zwigkszony poziom DA po prezentacji CS+US w porownaniu do kontroli
(p<0.05), ale nie w poréwnaniu samego CS do kontroli (p=0.06) (Ryc. 4A). Dodatkowo
analiza wykazata istotny (ANOVA: F¢, 27=9.730, p<0.001) wptyw procedury na poziom
DOPAC w VTA. Wzrost poziomu DOPAC w VTA wystapit zaroOwno po prezentacji samego
CS (p<0.01 w tescie post-hoc), jak i CS+US w poréwnaniu do kontroli (p<0.01) (Ryc. 4B).
Poziomy 3MT i HVA réwniez zmienialy si¢ pod wptywem procedury; dla 3MT: ANOVA:
Fe, 27=14.22, p<0.001, ze znaczacymi rdéznicami miedzy samym CS a kontrolg (p<0.01), a
takze samym CS i CS+US (p<0.001) w tescie post-hoc Tukey'a (Ryc. 4C), dla HVA:
ANOVA: F(, 27)=7.595, p<0.01), z réznicami miedzy samym CS a kontrolg (p<0.01) oraz
samym CS i CS+US (p<0.05) (Ryc. 4D).

Co wigcej, analiza szybkos$ci utleniania DA, mierzona jako indeks [DOPAC]/[DA],
rowniez wykazala istotne roznice migdzy grupami (ANOVA: Fp, 27)=9.757, p<0.001),
zarOwno poréwnanie samego CS, jak 1 CS+US do kontroli wykazalo wzrost stosunku
[DOPAC]/[DA] (Tukey’s post-hoc; p<0.01, p<0.01 odpowiednio; Ryc 4E). Podobnie,
stwierdzono istotne rdéznice w szybkosci O-metylacji DA mierzonej jako indeks [SMT]/[DA]
(ANOVA: F(2,27=11.52, p<0.001) oraz w szybkosci catkowitego katabolizmu DA mierzonej
jako indeks [HVA]/[DA] (ANOVA: F(, 27)=3.625; p<0.05). Dla stosunku [3MT]/[DA], test
post-hoc Tukey'a wykazat roznice migdzy grupa kontrolng a samym CS (p<0.05) i samym CS
w poréwnaniu do CS+US (p<0.001; Ryc. 4F), natomiast dla stosunku [HVA]/[DA], istotne
roznice stwierdzono tylko migdzy kontrola a samym CS (Tukey’s post-hoc: p<0.05; Ryc.
4G).

2. Szok elektryczny powoduje zmiany w poziomie noradrenaliny i jej metabolitow w
VTA

Po sesji warunkowania zaobserwowano zmienione poziomy NA w VTA (ANOVA:
Fe, 27=10.54, p<0.001). Wykazano wzrost pozioméw NA w grupie CS+US w poréwnaniu
zarowno do samego CS (Tukey’s post-hoc: p<0.01), jak i do grupy kontrolnej (Tukey’s post-
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hoc: p<0.001; Ryc. 4H). Z kolei nie stwierdzono rdznic migdzy grupami w poziomach
metabolitu NA NMN (ANOVA: F, 21y=0,63; ns; Ryc. 4l). Dla katabolizmu NA mierzonego
jako stosunek [NMN]/[NA], wykryto istotne roéznice migdzy grupami (ANOVA: F,
o7=5.085; p<0.05; Ryc. 4J). Test post-hoc Tukey'a wykazal zmniejszenie stosunku
[NMN]/[NA] w grupie CS+US w poréwnaniu zaréwno do kontroli (p<0.05), jak i do grupy
ktorej prezentowano tylko CS (p<0.05).
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Ryc. 4 (A-D) Poréwnanie poziomow DA i jej metabolitow w VIA miedzy grupq kontrolng, ,,CS” i ,,CS + US”.
(E-G) Poréwnanie stosunku metabolitow DA do DA miedzy grupami. (H, 1) Poréwnanie poziomow NA i jego
metabolitow miedzy grupami. (J) Porownanie stosunku NA do jej metabolitu migdzy grupami. Dane
przedstawiono jako pojedyncze punkty danych oraz srednig £ SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 /#p<0.05,
###1<0.001

3. Blokada receptorow oz-adrenergicznych w VTA zaburza nabywanie pamieci strachu

Podczas fazy nabywania pamieci strachu (dzien 1), grupy nie roéznilty si¢ w zadnym z
testowanych parametrow: poziomie reakcji znieruchomienia w czasie habituacji (Ryc. 5A;
Kruskal-Wallis: H=3.949, df=2, p=0.139), poziomie reakcji znieruchomienia podczas CS
(Ryc. 5B; ANOVA: F(,22=0.1104, p=0.896) oraz poziomie reakcji znieruchomienia podczas
ITI (Ryc. 5C; ANOVA: F2,22=0.165, p=0.849).

Bardziej szczegd6lowa analiza wplywu podawanej substancji na poziom reakcji
znieruchomienia w kolejnych punktach czasowych wykazata niewielkg roznice miedzy grupa
kontrolng a RX-821002 13.5 pg w reakcji na trzecie parowanie CS+US (Ryc. 5D; ANOVA:
prezentacja CS+US x grupa: Fe, 88)=3.155, p<0.01; prezentacja CS+US: Fs, 88=29.92,
p<0.0001; grupa: F, 88y=0.234, p=0.792; post-test Dunnetta dla s6l vs RX 13.5 pg podczas
CS+US3 p<0.05) i brak roznicy w reakcji znieruchomienia w poszczegéinych ITI (Ryc. 5E;
ANOVA: ITI x grupa: Fe, 88=0.556, p=0.765; ITI: F(, 88=8.668, p<0.0001; grupa: F,
88)=0.403, p=0.669).
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Nabywanie pamigci strachu
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Ryc. 5 Efekty blokady receptorow az-adrenergicznych w VTA podczas nabywania pamieci strachu. Schemat
eksperymentu przedstawiono w gornej czesci ryCiny. (A) Wykresy ilustrujq procentowe poziomy reakcji
znieruchomienia dla grup po podaniu soli fizjologicznej i RX-821002 (2.7 i 13.5 ug/strong) podczas habituacji
(A), Srednie poziomy znieruchomienia podczas wszystkich CS (B) i podczas wszystkich ITI (C). Poréwnanie
poziomu znieruchomienia w poszczegdlnych punktach czasowych dla kazdego CS (D) i ITI (E) w trakcie
procedury. Dane przedstawiono jako pojedyncze punkty danych oraz srednig = SEM. *p<0.05

Podanie RX-821002 do VTA bezposrednio przed nabywaniem pamigci strachu
zmniejszatlo warunkowe reakcje strachu (zmierzone jako poziom reakcji znieruchomienia
podczas fazy przywolywania pamigci strachu w dniu 2.) w sposob zalezny od dawki. Podanie
do VTA duzej dawki antagonisty receptorOw oz-adrenergicznych zmniejszalo reakcje
znieruchomienia w odpowiedzi na nowy kontekst (poziom reakcji znieruchomienia w fazie
habituacji) 24 h po podaniu (Ryc. 6A; Kruskal-Wallis: H=10.98, df=2, p<0.01). Analiza post-
hoc przy uzyciu testu Dunna wykazata, ze grupa otrzymujaca RX-821002 w dawce 13.5
pg/strong wykazywata nizszy poziom reakcji znieruchomienia niz grupa kontrolna (p<0.01),
podczas gdy podanie dawki 2.7 pg/strone nie wplyngto na poziom reakcji znieruchomienia
podczas habituacji (p=0.9516). Podobnie, poziom reakcji znieruchomienia podczas CS (Ryc.
6B; Kruskal-Wallis: H=7.885, df=2, p<0.05) oraz poziom reakcji znieruchomienia podczas
ITI (Ryc. 6C; Kruskal-Wallis: H=8.761, df=2, p<0.05) pokazaly roznice miedzy grupa
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kontrolng, a grupa po podaniu duzej dawki RX-821002 (post-test Dunna: poziom reakcji
znieruchomienia podczas CS p<0.05, poziom reakcji znieruchomienia podczas ITI p<0.05).
Analiza poziomow reakcji znieruchomienia w czasie (CS1-CS4) wykazata roznice mi¢dzy
grupa kontrolng a grupg otrzymujacg RX-821002 w dawce 13.5 pg w poziomie reakcji
znieruchomienia w odpowiedzi zaréwno na pierwsze trzy CS (Ryc. 6D; ANOVA: prezentacja
CS x grupa: F, 88=1.048, p=0.4; prezentacja CS: F, 83=2.824, p<0.05; grupa: F, g8)=14.75,
p<0.0001; post-test Dunnetta dla s6l vs. RX 13.5 pg podczas: CS1 p<0.05, CS2 p<0.05, CS3
p<0.05) jak i na pierwsze trzy ITI (Ryc. 6E; ANOVA: ITI x grupa: F,ss=1.217, p=0.31; ITI:
F@3,88=4.138, p<0.01; groupa: F, ss)= 14.23, p<0.0001; post-test Dunnetta dla sol vs RX 13.5
Mg podczas: ITI1 p<0.01, ITI2 p<0.01, ITI3 p<0.05).

Przywolanie pamigci strachu
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Ryc. 6 Wplyw blokady receptoréow az-adrenergicznych w VTA podczas nabywania pamigci strachu na
przywolanie pamigci strachu. Schemat eksperymentu przedstawiono w gornej czesci ryciny. (A) Wykresy
przedstawiajg procentowe poziomy reakcji znieruchomienia dla grup 24 godziny po podaniu soli fizjologicznej
lub RX-821002 (2.7 i 13.5 pg/strong) podczas habituacji (A), Srednie poziomy znieruchomienia podczas
wszystkich CS (B) i podczas wszystkich ITI (C). Poréwnanie poziomu znieruchomienia w poszczeg6lnych
punktach czasowych dla kazdego CS (D) i ITI (E) w trakcie procedury. Dane przedstawiono jako pojedyncze

punkty danych oraz Sredniq + SEM. *p<0.05, **p<0.01.
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4. Blokada receptorow a:-adrenergicznych w VTA nie wplywa na przywolanie pamig¢ci
strachu

Podczas fazy nabywania pamigci strachu wykryto marginalne réznice w poziomach
znieruchomienia podczas habituacji (Ryc. 7A; Kruskal-Wallis: H=15.27, df=2, p<0.001; post-
test Dunna: sol vs. RX 2.7 pg p=0.126, sdl vs. RX 13.5 pg p=0.096), natomiast nie
stwierdzono réznic w odpowiedzi na CS (Ryc. 7B; ANOVA: F, 27)=0.02, p=0.979) lub ITI
(Ryc. 7C; ANOVA: F227=1.608, p=0.219). Szczegdtowe analizy poziomdéw znieruchomienia
w kolejnych prezentacjiach CS+US (Ryc. 7D; ANOVA: prezentacja CS+US x grupa: F,
81)=1.862, p=0.098; prezentacja CS+US: F379, 64.24)=89.12, p<0.0001; grupa: F, 27=0.021,
p=0.194) i kolejnych ITI (Ryc. 7E; ANOVA: ITI x grupa: Fe, s1)=1.712, p=0.128; ITI: F.601,
70.23)= 31.51, p<0.0001; grupa: F,27= 1.601, p=0.22) nie wykazaty r6znic miedzy grupami.

Nabywanie pamigci strachu
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Ryc. 7 Nabywanie pamieci strachu. Schemat eksperymentu przedstawiono w gornej czesci ryciny. Wykresy
przedstawiajg procentowe poziomy reakcji znieruchomienia dla grup 24 godziny po podaniu soli fizjologicznej
lub RX-821002 (2.7 i 13.5 ug/strong) podczas habituacji (A), Srednie poziomy znieruchomienia podczas
wszystkich CS (B) i podczas wszystkich ITI (C). Poréwnanie poziomu znieruchomienia w poszczeg6lnych
punktach czasowych dla kazdego CS (D) i ITI (E) w trakcie procedury. Dane przedstawiono jako pojedyncze
punkty danych oraz srednig + SEM.
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Podanie antagonisty receptoroéw az-adrenergicznych do VTA przed przywotaniem
pamieci strachu nie wplynglo na behawioralne reakcje szczur6w na zadnym etapie
eksperymentu: poziom reakcji znieruchomienia w czasie habituacji (Ryc. 8A; ANOVA: F,
27y=0.348, df=2, p=0.71), poziom reakcji znieruchomienia podczas CS (Ryc. 8B; ANOVA:
Fe, 27=0.844, df=2, p=0.441), oraz poziom reakcji znieruchomienia podczas ITI: (Ryc. 8C;
ANOVA: F(, 27=1.449, df=2, p=0.252). Dalsza analiza poziomdw reakcji znieruchomienia w
kolejnych CS wykazala tylko niewielkg réznice migdzy grupg kontrolng a grupg RX 13.5 ug
w jednym punkcie czasowym eksperymentu: czwartym CS (Ryc. 8D; ANOVA: prezentacja
CS x grupa: F, 81)=2.277, p<0.05; prezentacja CS: F(s97, 70.13=8.356, p<0.001; grupa: F,
27)=0.843, p=0.441; brak rdéznicy w post-tescie Dunnetta) i brak r6znic w kolejnych ITI (Ryc.
8E; ANOVA: ITI x grupa: Fe, 81y=1.503, p=0.188; ITI: F(2.769,74.76)= 9.047, p<0.0001; grupa:
Fe, 2= 1.449, p=0.253; brak r6znicy w post-tescie Dunnetta).
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Ryc. 8 Wplhyw blokady receptoréw az-adrenergicznych w VITA na przywotanie pamieci strachu. Schemat
eksperymentu przedstawiono w gornej czesci ryCiny. (4) Wykresy przedstawiajq procentowe poziomy reakcji
znieruchomienia dla grup 24 godziny po podaniu soli fizjologicznej lub RX-821002 (2.7 i 13.5 ug/strong)
podczas habituacji (4), Srednie poziomy znieruchomienia podczas wszystkich CS (B) i podczas wszystkich ITI
(C). Poréwnanie poziomu znieruchomienia w poszczegolnych punktach czasowych dla kazdego CS (D) i ITI (E)

w trakcie procedury. Dane przedstawiono jako pojedyncze punkty danych oraz Sredniq + SEM.
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5. Blokada receptorow az-adrenergicznych w VTA nie wplywa na zachowania lekowe i
aktywnos¢ lokomotoryczng

Aktywno$¢ lokomotoryczna mierzona jako calkowity dystans pokonany w aparacie
(Ryc. 9A; Kruskal-Wallis: H=3.343, df=2, p=0.188), dystans pokonany w czasie (Ryc. 9B;
ANOVA, leczenie: p=0.273) oraz $rednia predkos¢ (Ryc. 9D; Kruskal-Wallis: H=2.937, df=2,
p=0.23) nie byly zmienione przez podanie RX-821002 w zadnej z testowanych dawek. Co
wiecej, zachowania lgkowe mierzone jako czas spedzony w centralnej, o$wietlonej strefie
réwniez nie zostaly zmienione przez podanie antagonisty receptorow ap-adrenergicznych do

VTA (Ryc. 9C; Kruskal-Wallis: H=0.0289, df=2, p=0.986).
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Ryc. 9 Blokada receptorow oq-adrenergicznych w VIA nie ma wplywu na aktywnosé lokomotoryczng i
zachowania lgkowe. Podanie RX-821002 (2.7 i 13.5 ug/strong) do VTA nie ma wplywu na aktywnosé
lokomotoryczng mierzong jako catkowity przebyty dystans (A), dystans przebyta w czasie (B) i Srednia predkos¢
(D). Blokada receptoréow az-adrenergicznych w VTA nie ma wplywu na zachowania lgkowe mierzone jako czas
spedzony w strefie centralnej (oswietlonej) aparatu (C). Dane przedstawiono jako pojedyncze punkty danych, a
takze Srednia + SEM.

Podsumowanie

Opisane badania uzupelniajace wskazuja, ze szok elektryczny powoduje wzrost
poziomu zaréwno dopaminy i jej metabolitow jak i noradrenaliny w polu brzusznym

nakrywki. Co wigcej, badania behawioralne dowodza, Ze blokada receptorow op2-
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adrenergicznych w polu brzusznym nakrywki zaburza nabywanie pamigci strachu mierzone
jako poziom reakcji znieruchomienia w fazie przywolania pamigci strachu. Natomiast,
podanie antagonisty receptoroOw ap-adrenergicznych do pola brzusznego nakrywki przed
etapem przywolania pamieci strachu nie wplywalo na poziom reakcji znieruchomienia,
dodatkowo nie wykazywalo wplywu na aktywnos$¢ lokomotoryczng i poziom reakcji

lekowych w tescie otwartego pola.

2. Blokada receptorow ap-adrenergicznych w polu brzuszny nakrywki

obniza poziom dopaminy uwalnianej do jadra potlezacego przegrody

Materialy i Metody

1. Zwierzeta

Eksperymenty przeprowadzono na samcach szczuréw szczepu Sprague Dawley
wazacych okoto 300g w czasie rozpoczgcia procedur. Zwierzeta byly hodowane w Instytucie
Zoologii 1 Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego (Krakow, Polska) w
dwunastogodzinnym trybie dnia i nocy ($wiatfo o 7. rano) w pomieszczeniu z kontrolowang
temperaturg (~22°C) 1 wilgotnoscia (~40%), z nieograniczonym dostepem do jedzenia 1 wody.
Protokoty eksperymentalne zostaly zatwierdzone przez Komitet ds. Dobrostanu Zwierzat
Laboratoryjnych oraz Lokalng Komisje Etyczng Instytutu Farmakologii, Polskiej Akademii
Nauk, Krakow, Polska nr. 125/2023.

2. Operacje transdukcji wektorem wirusowym do NAc

Szczury znieczulane byly poprzez podanie roztworu ketaminy HCI (100 mg/kg, i.m.,
Biowet-Pulawy, Polska) i ksylazyny (10 mg/kg, i.m., Biowet-Pulawy, Polska), a nast¢pnie
umieszczane na stoliku stereotaktycznym (Stoelting Europe, Irlandia) w celu iniekcji
konstruktu sprzezonego z adenowirusem (AAV) indukujagcym ekspresje sensora AAV-hSyn-
dLight1.2 (miano: > 4x10 vg/ml; Addgen Cat#111068). Wspohzedne operacji zostaly
ustalone na podstawie atlasu mézgu szczura (Paxinos & Watson, 2013), z pozycjami
anteroposterior (AP), mediolateral (ML) i dorsoventral (DV) odniesionymi do bregmy, dla
NAc: AP +1.2, ML + 1.4, DV -6.0. Operacje¢ iniekcji wektora wirusowego rozpoczeto od
rozcigcia skory glowy, odstonigeia i oczyszczenia powierzchni czaszki 1 wyznaczenia

punktéw bregmy i lambdy. W wyznaczonym nad NAc miejscu (unilateralnie) wywiercono
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otwor 1 nastepnie za pomocga manipulatora osadzonego na ramieniu stereotaktycznym szklang
kaniulg (Vitrex, Polska) podano 0.5 pul wektora wirusowego w tempie 0.1 pl/60 s. Po podaniu
wektora wirusowego skora glowy zostala zszyta. Po operacji zwierzgta otrzymywaly lek
przeciwzapalny i przeciwbdlowy (Tolfedine Biowet, Polska) oraz antybiotyki dodawane do
wody pitnej (Sul-Tridin, Biowet-Pulawy, Polska). Zwierzeta przechodzity co najmniej 21 dni

rekonwalescencji w celu zapewnienia efektywnej transdukcji wirusowe;j.

3. Uzyte substancje

RX-821002 (antagonista receptoréw ap-adrenergicznych, 2.7 pug i 13.5 pg, koncowe stgzenie
23,06 mM i 115.26 mM; cat. n. 1324, Tocris Bioscience, Wielka Brytania) rozpuszczono w
0.9% roztworze soli fizjologicznej 1 podano w objetosci 0.5 pl z uzyciem mikropompy
(53127V, Stoelting Europe, Irlandia) przez 10 pl strzykawke Hamiltona (26s ga, Hamilton
701N). Podanie substancji trwato 1 min, po czym kaniula uzyta do infuzji pozostawiona byta

w tkance na kolejng 1 min w celu catkowitej dyfuzji substancji w tkance.

4. Fotometria Swiattowodowa (ang. Fiber Photometry)

System fotometrii §wiatlowodowej (RWD R820 Tricolor Multichannel, RWD Life
Science, Chiny) pozwala na rejestrowanie zmian intensywnos$ci fluorescencji pochodzacej z
aktywacji okreslonych sensorow, w tym wypadku zmian fluorescencji zaleznej od
przylaczenia dopaminy do sensora dla dopaminy (dLight). Aby wywola¢ sygnat fluorescencji
uzywane sg dwa zrodla swiatta o dlugosci fal — 470 nm dla sygnatu dLight i 410 nm jako
kontrola autofluorescencji i zmian w sygnale zaleznych od innych czynnikow, takich jak ruch
zwierzgcia. Rejestrowany sygnat jest spektralnie oddzielany przez lustro dichroiczne,
filtrowany i skupiany na fotodetektorze, a nastgnie prezentowany jako zmiana poziomu
fluorescencji (AF/F) w stosunku do sygnatu bazowego lub kontrolnego.

Eksperymenty fotometrii $wiatlowodowej zostaly wykonane na zwierzetach
poddanych anestezji nieprzezyciowej z uzyciem uretanu (1.5 g/kg dootrzewnowo; kat. N.
U2500, Sigma Aldrich, Niemcy). Kazde zwierze umieszczano na stoliku stereotaktycznym
(Stoelting Europe, Irlandia), odstaniano czaszke¢ i, z uzyciem bregmy jako odniesienia,
wyznaczano i wywiercano otwory w miejscu implantacji $wiattowodu (NAc: AP +1.2; ML -
1.4; DV -5.8 od powierzchni mézgu) oraz dwubiegunowej elektrody stymulujacej polaczone;j
z kaniulg prowadzaca stuzaca do domozgowego podawania substancji (VTA: AP -5.3/-5.4 ;

ML -1.0; DV od -8.1 do -8.3 od powierzchni mbzgu). Podczas operacji i w czasie trwania
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rejestracji stosowano mat¢ termiczng w celu utrzymania odpowiedniej temperatury ciala. Po
zakonczonym eksperymencie zwierzeta usmiercano poprzez dekapitacje.

W celu wzbudzenia i rejestrowania sygnatu w postaci zmian nat¢zenia fluorescencji
uzyto $wiatlowodu o $srednicy 200 um i aperturze numerycznej 0.39 umieszczanego w trakcie
eksperymentu 0.2 mm nad miejscem iniekcji wektora wirusowego. Moc $wiatla mierzona
byla na koncu $wiattowodu przed kazdym eksperymentem i dopasowywana do wartosci 40
uW, rejestracje wykonywane byly z czestotliwoscig probkowania 60 kl./s. Do stymulacji
struktury w celu wywolania uwalniania neuroprzekaznika uzyto izolatora bodzcow
elektrycznych (DS 4, Digitimer Ltd, Wielka Brytania) kontrolowanego oprogramowaniem
HDCV (UNC Dept. of Chemistry Electronics Facility, Chapel Hill, Stany Zjednoczone)
potaczonego z systemem RWD R820 przewodem BNC umozliwiajacym przesyt sygnatu TTL
w celu oznaczenia momentu stymulacji w trakcie rejestracji zmian poziomu fluorescencji.
Zastosowano parametry stymulacji tozsame z wczesniej wykorzystywanymi w
eksperymentach elektochemicznych (Bernacka et al., 2022; Kielbinski et al., 2019, 2022) —
prad dwufazowy o przebiegu kwadratowym pojedynczego pulsu (300 pA; 2 ms na faze; 24
impulsy) z czgstotliwoscia 60 Hz.

Schemat eksperymentu przedstawiono na Ryc. 10, skladat si¢ z sze$ciu etapow z
ktorych kazdy skladat si¢ z szeSciu pojedynczych rejestracji (nastepujacych co 180 sekund)
zmian poziomu fluorescencji w odpowiedzi na elektryczng stymulacje VTA. Pierwszy etap to
pomiar Poziomu Bazowego I po ktorym nastgpito podanie do VTA soli fizjologicznej 1
kolejne 6 rejestracji, trzeci etap to pomiar Poziomu Bazowego II po ktérym nastgpito podanie
niskiej (2.7 pg/0.5 ul) dawki RX-821002, kolejny etap to pomiar Poziomu Bazowego IlI, po
ktorym nastapito podanie wysokiej (13.5 pg/0.5 pl) dawki RX-821002. Srednie wartoéci
szczytowe sygnatu fluorescencji uzyskane po elektrycznej stymulacji VTA z etapéw po
podaniu soli fizjologicznej i dwdch dawek RX-821002 zostaly znormalizowane do $rednich
wartos$ci uzyskanych z odpowiadajagcych im pomiaréw poziomu bazowego. Uzyskane
wartosci wykorzystano do pordwnan wewnatrzosobniczych efektow wywolanych podaniem

RX-821002 w stosunku do warto$ci wywolanych po podaniu soli fizjologicznej.

Schemat ERsperymentu
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Ryc. 10 Schemat eksperymentu rejestracji zmian w poziomie fluorescencji odpowiadajgcej poziomowi
uwalniania dopaminy do NAc po elektrycznej stymulacji VTA. Kazdy etap skladal si¢ z 6 pojedynczych,
rejestracji oddzielonych 180 s przerwy.

5. Analiza danych

Uzyskane dane o zmianach w sygnale fluorescencji analizowano z uzyciem
oprogramowania opracowanego przez RWD — Multichannel Fiber Photometry Software -
Analysis.

Efekty podawania substancji do VTA na zmiany w poziomie fluorescencji
odpowiadajacej poziomowi uwalnianej dopaminy analizowano za pomocg jednoczynnikowej
analizy wariancji dla powtarzanych pomiaréw (ANOVA) z testem post-hoc Dunnetta. Analize

statystyczng wykonano w programie GraphPad Prism 9 1 zaprezentowano jako $rednia + SD.

Rezultaty

1. Blokada receptorow a-adrenergicznych w VTA dawkozaleznie obniza poziom
dopaminy uwalnianej do NAc

Analiza zmian w poziomie fluorescencji odpowiadajacej poziomowi uwalnianej
dopaminy do NAc wywolanej elektryczng stymulacja VTA wykazata roznice w $rednich
warto$ciach uzyskanych po podaniu soli fizjologicznej w stosunku do wartosci uzyskanych po
podaniu antagonisty receptorOw oap-adrenergicznych (RX-821002) do VTA (Ryc. 11;
ANOVA: F(.737, 1042=38.55, p<0.0001). Dalsza analiza z wykorzystaniem testu post-hoc
Dunnetta wykazata, ze podanie wysokiej dawki RX-821002 (13.5 pg/0.5 ul) powoduje
znaczne obnizenie poziomu uwalnianej dopaminy do NAc (p<0.0001) w stosunku do wartosci
uzyskanych po podaniu soli fizjologicznej, natomiast podanie niskiej dawki antagonisty nie

wywolato istotnego efektu (p=0.26).
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Ryc. 11 Wpyw blokady receptorow az-adrenergicznych w VTA na poziom uwalnianej dopaminy do NAc. Lewy
panel: reprezentatywne przebiegi uzyskane w eksperymencie fotometrii swiatlowodowej obrazujgce wplyw
podania soli fizjologicznej i RX-821002 w dawce 2.7 i 13.5 ug/0.5 ul na zmiany w poziomie fluorescencji (AF/F,;
kazdy przebieg to Srednia z 6 pojedynczych zapisow). Prawy panel: wykres usrednionych wartosci dla dopaminy,
stupki reprezentujq srednie, punkty reprezentujq indywidualne pomiary po podaniu soli fizjologicznej (n=7) oraz
RX-821002 w dawce 2.7 ug/0.5 ul (n=7) i w dawce 13.5 ug/0.5 ul (n=5). ***p<0.0001 w tescie post-hoc
Dunnetta.

Podsumowanie

Fizjologiczne badania uzupehiajace z uzyciem fotometrii $wiatlowodowe;
potwierdzity  uzyskane  wczesniej,  elektrochemiczng  metoda  szybkoskanowe;
woltamperometrii cyklicznej, wyniki wkazujace, ze blokada receptoréw az-adrenergicznych
w polu brzusznym nakrywki zmniejsza fazowe uwalnianie dopaminy do jadra pédllezacego

przegrody.
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Dyskusja

Dowody elektrofizjologiczne, elektrochemiczne i behawioralne wskazuja na zalezng
od noradrenaliny regulacj¢ aktywno$ci neuronéw dopaminergicznych, a w konsekwencji
zmiany w poziomie uwalniania dopaminy w przodomézgowiu (Grenhoff & Svensson, 1993;
Paladini & Williams, 2004; Mejias-Aponte, 2016; Park et al., 2017; Solecki et al., 2018;
Kielbinski et al., 2019;). Mediatorami regulacji komoérek dopaminergicznych sg receptory
noradrenergiczne zlokalizowane na samych neuronach dopaminergicznych, interneuronach
hamujacych w VTA, wejsSciach aferentnych (tak pobudzajacych, jak 1, prawdopodobnie,
hamujacych), czy komorkach glejowych. W biezacej pracy skupiono si¢ na fizjologicznych
mechanizmach autoregulacji uwalniania noradrenaliny do VTA (przez receptory typu o) i ich
zmianach adaptacyjnych zwigzanych ze stresem, a takze efektach zablokowania receptorow
a2 na asocjacyjne uczenie si¢. Regulacja poziomu noradrenaliny jest bowiem kluczowa dla
kontroli procesow zwiazanych z zaleznymi od tego przekaznika efektorami w VTA, takimi

jak receptory noradrenergiczne ay czy receptory dopaminowe typu Da.

1. Regulacja uwalniania noradrenaliny do pola brzusznego nakrywki
modulowana jest przez receptory aza-, ale nie azs- i azc-adrenergiczne w

tej strukturze

We wczesniejszych badaniach wykazano, ze zmiany w aktywnosci receptorow opo-
adrenergicznych w znaczacy sposob wpltywaja na poziom uwalnianej dopaminy do NAc
(Ryc. 11). Blokada receptorow ap-adrenergicznych poprzez podanie antagonisty tych
receptorow do VTA powoduje zahamowanie uwalniania dopaminy do NAc, ale nie do mPFC.
Co wigcej, wskazano, ze mechanizm ten zalezny jest od aktywnosci receptorow
dopaminowych typu D2, a infuzja ich antagonisty (raklopryd) poprzedzajaca podanie
antagonisty receptorow op-adrenergicznych niweluje wczeséniej opisany efekt (Kielbinski et
al., 2019). Wyniki te potwierdzily przypuszczenia, ze receptory oz-adrenergiczne w VTA
pelnig gldownie funkcje autoreceptorow (Hein, Limbird, et al., 1999; Trendelenburg et al.,
2003; Gilsbach & Hein, 2012; Mejias-Aponte, 2016), a co za tym idzie regulujg uwalnianie w
tej strukturze noradrenaliny, ktéra moze modulowa¢ aktywno$¢ neurondéw
dopaminergicznych i w konsekwencji poziom dopaminy uwalnianej do przodomézgowia.

W publikacji Bernacka i in., 2022 zbadano wplyw blokady poszczegdlnych podtypow
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receptora az-adrenergicznego na poziom uwalnianej dopaminy w NAc. W pierwszej czgsci
badan, z uzyciem niespecyficznego antagonisty tych receptorow jakim jest idazoksan
potwierdzono weczesniej opisane wyniki ukazujace, Zze antagonista receptorow oz-
adrenergicznych powoduje obnizenie fazowego uwalniania dopaminy do NAc. Co wiecej, w
zawartych w rozprawie badaniach uzupehiajacych przedstawiono wyniki uzyskane metoda
fotometrii $wiattowodowej stanowigce dodatkowy dowdd wspomnianych obserwacii.
Nastepnie, wykorzystano antagoniste¢ specyficznego dla podtypu o2a receptora
noradrenergicznego: BRL-44408. Zaobserwowano, ze zaleznie od dawki (1 pg/0.5ul — brak
efektu; 5 i 10 pg/0.5ul — wyrazny efekt) BRL-44408 zmniejszat poziom fazowo uwalnianej
dopaminy do NAc wywotlanej elektryczng stymulacja VTA. Efekt ten byt niwelowany
wczesniejszg blokadg receptorOw dopaminowych typu D». Zastosowanie antagonistow
specyficznych dla podtypu receptora noradrenergicznego oz (imiloksan) i axc (JP-1302) w
zadnej z zastosowanych dawek (1 i 10 pg/0.5ul) nie wplywalo na poziom uwalnianej
dopaminy w NAc.

W pracy wykazano obecnos¢ biatka dla podtypu o2a w VT A metodg Western blot, wynik
ten jest zgodny z danymi literaturowymi gdzie obecno$¢ receptorOw apa- 0raz aoc-
adrenergicznych w tej strukturze potwierdzono zarOwno metodami
immunohistochemicznymi, jak i pomiarami poziomu mRNA (Rosin et al., 1993; Lee et al.,
1998). Do tej pory nie ma jednoznacznych dowoddéw na ekspresje biatka ani mRNA podtypu
receptora agg-adrenergicznego w VTA w przeciwienstwie do jego wysokiej ekspresji we
wzgorzu (Scheinin et al., 1994; MacDonald & Scheinin, 1995), pomimo tego zbadano wptyw
podania specyficznego antagonisty rowniez dla tego receptora.

Ze wzgledu na fakt, ze doktadna lokalizacja receptorow az-adrenergicznych w VTA nie
zostala w pelni poznana, rozwazanych jest kilka alternatywnych hipotez odno$nie
mechanizmu ich dziatania. Czg$¢ badan wskazuje na mozliwo$¢ presynaptycznego
hamowania za posrednictwem receptorOw ap-adrenergicznych zlokalizowanych na
zakonczeniach neuronow glutaminianergicznych (Jiménez-Rivera et al., 2012; Williams et
al., 2014). Przypuszcza sig, ze zlokalizowane na nich sg receptory gidwnie aza-adrenergiczne
(Lee et al., 1998; Mejias-Aponte, 2016). Natomiast, gdyby mechanizm ten byt dominujacy,
obserwowany bylby wzrost poziomu uwalnianej dopaminy w przodomoézgowiu
spowodowany zwigkszong aktywnos$cig neurondw dopaminergicznych wywotang wzrostem
poziomu uwalniania glutaminianu. Jest to niezgodne z zaprezentowanymi wynikami.
Oddzialywanie antagonisty na receptory aza-adrenergiczne zlokalizowane na neuronach

GABAergicznych skutkowatoby co prawda obnizeniem poziomu uwalnianej dopaminy w
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przodomézgowiu wywotanym wzrostem poziomu GABA w VTA, ale efekt ten nie bylby
zalezny od aktywnosci receptoréw dopaminowych typu D»>. Regulacja aktywnosci neurondow
dopaminergicznych mogtaby tez, hipotetycznie, zachodzi¢ bezposrednio poprzez blokade
receptoréOw ap-adrenergicznych zlokalizowanych na ciatach tych komorek (Inyushin et al.,
2010). Jednakze po podaniu antagonistow tych receptorow mozna by wowczas oczekiwac
wzrostu uwalniania dopaminy w strukturach docelowych, co jest sprzeczne z
przedstawionymi wynikami.

Co wiecej, wilasciwosci badanych receptorow o2a-adrenergicznych —dostarczaja
dodatkowych danych wspierajacych teori¢ o ich funkcji autoreceptorowej. Presynaptyczne
receptory opa-adrenergiczne charakteryzuja si¢ najszybsza sposrdod zbadanych podtypow
kinetykg ~ (Gilsbhach &  Hein,  2012), stosunkowo  szybka  dezaktywacja
wewnatrzprostowniczych kanatdéw potasowych aktywowanych biatkiem G oraz nizszym
powinowactwem do noradrenaliny w porownaniu do podtypu axc receptorow
noradrenergicznych (Blnemann et al., 2001). Wiasciwosci te stanowig o ich predyspozycji do
regulacji uwalniania noradrenaliny wydzielanej na drodze fazowej aktywnosci neuronOw
noradrenergicznych w LC. Receptory aoc-adrenergiczne maja wyzsze powinowactwo do
noradrenaliny oraz wolniejszg kinetyke — uwaza si¢, na podstawie badan zarowno na myszach
knockout (Hein, Altman, et al., 1999), jak i hodowlach komdrkowych (Binemann et al.,
2001), ze podtypy te majg rozdzielne funkcje w regulacji uwalniania neuroprzekaznika:
receptory opa regulujg fazowo, a receptory ogc tonicznie uwalniang noradrenaling. Jest to
zgodne z prezentowanymi wynikami, poniewaz zastosowana elektryczna (60 Hz) stymulacja
VTA, polaczona z blokadg receptoréw aza-adrenergicznych, prawdopodobnie prowadzi do
szybkiego i znaczacego wzrostu uwalnianej noradrenaliny na drodze fazowej aktywnos$ci
neurondw noradrenergicznych.

Noradrenalina, w szczeg6lnosci w wysokich (mikromolarnych) stezeniach, wykazuje
podobne do dopaminy powinowactwo do receptoréw dopaminowych typu D2 (Sanchez-Soto
et al., 2016). Przylaczenie neuroprzekaznika skutkuje ich aktywacja i w konsekwencji
zahamowaniem aktywnos$ci neuronéw dopaminergicznych. Mozliwos¢ krzyzowej aktywacji
receptorow dopaminowych typu D przez noradrenaling wykazano nie tylko w badaniach in
vitro (Grenhoff et al., 1995; Arencibia-Albite et al., 2007; Sanchez-Soto et al., 2016), ale
rowniez w elektrofizjologicznych (Guiard et al., 2008) i elektrochemicznych (Park et al.,
2017; Kielbinski et al., 2019).

Podsumowujac, przedstawione wyniki wskazuja, ze autoreceptory oza-adrenergiczne

zlokalizowane na zakonczeniach neurondéw noradrenergicznych w VTA reguluja poziom
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noradrenaliny uwalnianej do tej struktury. Obecno$¢ wysokich stezen noradrenaliny moze
nastgpnie, poprzez krzyzowa aktywacj¢ receptorOw dopaminowych typu D2, stanowi¢
znaczacy element modulacji aktywnos$ci neurondw dopaminergicznych i poziomu uwalnianej

dopaminy do NAc.

2. Uwalnianie dopaminy do podstawno-bocznego jadra migdalowatego jest
regulowane przez aktywno$¢ receptorow ai- oraz az-adrenergicznych w
VTA

Podstawno-boczne jadro migdatowate jest strukturg zwigzang z przetwarzaniem bodzcow
emocjonalnych (zarowno pozytywnych, jak i negatywnych), szczegdlnie tych zwigzanych ze
stresem, co wiecej jest rowniez jedng z kluczowych struktur w uktadzie mezolimbicznym
(Cardinal et al., 2002; Wassum & lzquierdo, 2015; Sharp, 2017). Ze wzgledu na fakt, ze
struktura ta posiada zarowno unerwienie noradrenergiczne, jak i dopaminergiczne, funkcje
petnione przez BLA mogg by¢ regulowane tak przez noradrenaling, jak i dopaming (de la
Mora et al., 2010; Lee et al., 2017; Sharp, 2017; Giustino & Maren, 2018; Stubbendorff &
Stevenson, 2021). Wyniki uzyskane dzigki eksperymentom behawioralnym wskazuja, ze
zmiany aktywnosci receptorow noradrenergicznych w VTA modulujg zachowania wywolane
bodzcami warunkowymi, w ktore zaangazowane jest BLA (Solecki et al., 2017, 2018, 2022),
jednakze do tej pory nie bylo jasne czy za efekty te odpowiada noradrenergiczna modulacja
polaczen dopaminergicznych w obwodzie VTA-BLA.

W pracy Kielbinski i in.,, 2022 zbadano wptyw blokady receptoréw oi- oraz ap-
adrenergicznych w VTA na poziom elektrycznie wywotanej, fazowo uwalnianej dopaminy w
BLA. Podanie antagonisty receptorow ai-adrenergicznych — terazosyny — do VTA powoduje
obnizenie poziomu uwalnianej dopaminy w BLA. Efekt ten moze by¢ spowodowany
postsynaptyczng zmiang w pobudliwosci komorek (Goertz et al., 2015) lub zmianami w
poziomie uwalniania glutaminianu 1 GABA 2z zakonczen zlokalizowanych w VTA
(Velasquez-Martinez et al., 2012, 2015, 2020). Natomiast odmiennos¢ w regulacji uwalniania
dopaminy poprzez receptory os-adrenergiczne w obwodach VTA-NAC/BLA i VTA-mPFC
moze wynika¢ z rdéznic w ekspresji kanaldw jonowych oraz obecnosci potasowych
hiperpolaryzacyjnych pradow hamujacych aktywowanych wapniem — SK (ang. small
conductance tzn. o malej przewodnosci) odpowiedzialnych za regulacje aktywnosci

neuronalnej, a takze udzialu pradu aktywowanego hiperpolaryzacja (In) wpltywajacego na
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pobudliwos¢ komorki w tych obwodach. W ukladzie VTA-mPFC brak jest jednoznacznych
dowoddw na przewodnictwo zalezne od In i SK (Liss i Roeper 2008; Chaudhury 2012; Juarez
I Han 2016). Neurony te wykazuja wprawdzie wyzsza pobudliwos¢, ale w przypadku fazowej
stymulacji VTA ich aktywno$¢ nie jest regulowana za posrednictwem dziatania noradrenaliny
przez receptory oai-adrenergiczne w przeciwienstwie do neurondéw projektujacych do NAc i
BLA regulowanych zaréwno przez aktywno$¢ kanatow SK jak i prady In.

Co wigcej, podanie antagonisty receptorow oz-adrenergicznych (RX-821002) powoduje
znaczne zahamowanie uwalniania dopaminy w BLA. Obserwacje te sg analogiczne do
uzyskanych w obwodzie VTA-NAc (Ryc. 12), w przeciwienstwie do braku efektow w
obwodzie VTA-mPFC (Kielbinski et al., 2019) i potwierdzaja hipoteze¢, ze noradrenalina
uwalniana w VTA preferencyjnie moduluje przekaznictwo dopaminergiczne w ukladzie
mezolimbicznym, a nie mezokortykalnym. Tak zréznicowana noradrenergiczna modulacja
uwalniania dopaminy wynika prawdopodobnie z odmiennej charakterystyki neuronow
projektujacych z VTA do tych struktur (do NAc i BLA vs mPFC). Neurony dopaminergiczne
VTA r6znig si¢ miedzy sobag pod wzgledem morfologii, cech molekularnych czy wtasciwosci
elektrofizjologicznych (Margolis et al., 2006, 2008; Ikemoto, 2007; Lammel et al., 2008,
2011, 2012, 2014). W zwiazku z powyzszym, rézne populacje neuronow dopaminergicznych
moga inacze] odpowiada¢ na okreslone bodzce i pelni¢ odmienne funkcje. Znalazlo to
odzwierciedlenie w klasyfikacji tych neuronéw w zalezno$ci od struktury do ktorej projektuja
(Ford et al., 2006; Margolis et al., 2006, 2008; Ikemoto, 2007; Lammel et al., 2008, 2014;
Beckley et al., 2013; Poulin et al., 2014, 2018).

Jednym z aspektow roznicujacych populacje neuronow we wspomnianych obwodach jest
poziom ekspresji receptorow dopaminowych typu D2 na cialach neuronow
dopaminergicznych. W przeciwienstwie do neurondw projektujacych do NAc i1 BLA, w
ciatach neuronéw dopaminergicznych projektujacych do mPFC wykryto niskie poziomy
mRNA dla receptoréw D2, co ogranicza, a wrecz uniemozliwia regulacje aktywnosci tych
neurondéw poprzez uwalnianie dopaminy lub innego neuroprzekaznika mogacego aktywowac
ten typ receptorow (Lammel et al., 2008). Co wiecej, dzieki rozwojowi narzedzi
genetycznych, badania anatomiczne przyczynity si¢ do identyfikacji 1 wyodrgbnienia
konkretnych populacji neuronéw dopaminergicznych unerwiajacych rézne struktury
przodomdzgowia (Poulin et al., 2014, 2018; Morales & Margolis, 2017). Wykazano, ze NAc
unerwiony jest gldwnie przez dwie populacje neuronow dopaminergicznych. Pierwsza z nich
to populacja Calb1/Cck wyrazajaca ekspresje genu Calbl (kodujacego biatko wiazace wapn,
kalbidyne) oraz genu Cck (kodujacego neuropeptyd — cholecystokining). Druga populacja to
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neurony Sox6/Ndnf charakteryzujace si¢ ekspresja czynnika transkrypcyjnego Sox6 oraz genu
Ndnf (kodujacego neurogening 1). Podobnie, gldéwny typ neuronéw projektujacych z VTA do
BLA to réowniez populacja Calbl/Cck. Natomiast mPFC, ktore posiada niewielkie (w
poréwnaniu do NACc) projekcje dopaminergiczne, wykazuje unerwienie gldwnie przez
populacje Vglut2 (wykazujaca obecno$¢ transportera typu 2 dla glutaminianu) z niewielkim
tylko udziatem neuronéw Cck® (Poulin et al., 2018). Przytoczone dane pozwalajg na
wnioskowanie, ze to wiasnie unerwienie poprzez neurony Cck®™ oraz obecno$¢ na cialach
komorkowych receptoréw dopaminowych typu D2 stanowig wspdlny mianownik projekcji z
VTA do BLA i NAc i umozliwiajg regulacje tych obwodow przez noradrenaling. Niestety,
otwartym pozostaje pytanie czy projekcje te pochodzg z tych samych neuronow, czy tez sg to

oddzielne komorki dzielgce ze sobg cechy molekularne.

Ryc. 12 Poziom fazowo uwalnianej dopaminy (DA) w jgdrze potlezgcym (NAc) i podstawno-bocznym jgdrze
migdatowatym (BLA) jest obnizony przez noradrenaling (NA) uwalniang w polu brzusznym nakrywki (VTA) pod
wplywem elektrycznej stymulacji tej struktury i blokady autoreceptorow az-adrenergicznych (a2-AR) z uzyciem
ich antagonisty. Podniesiony poziom NA powoduje aktywacje receptoréw dopaminowych typu Dz (D2R)
zlokalizowanych na ciatach neuronow dopaminergicznych (neuron DAergiczny) i zahamowanie uwalniania DA.

Przedstawione wyniki potwierdzaja postulowane wcze$niej roznice w noradrenergicznej
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modulacji poziomu uwalnianej dopaminy w ukladzie mezolimbicznym i mezokortykalnym.
Co wigcej, wskazuja, ze regulacja ta zachodzi nie tylko w obwodzie VTA-NAc, ale rowniez

VTA-BLA. Biora w niej udzial zarowno receptory tak as-, jak i ax-adrenergiczne.

3. Stres wplywa na modulacje uwalniania dopaminy do podstawno-
bocznego jadra migdalowatego mediowana przez receptory a-, ale nie

ar-adrenergiczne w VTA

Stres 1 zaburzenia z nim skorelowane moga powodowa¢ modyfikacje w przekaznictwie
zarébwno noradrenergicznym, jak i dopaminergicznym (Aston-Jones & Cohen, 2005; Morilak
et al., 2005; Koob, 2014, 2021). Zmiany te sa obserwowane w wielu strukturach mézgu
takich jak mPFC, AMY, NAc i BNST (Etkin & Wager, 2007; Sailer et al., 2008; Shin &
Liberzon, 2009; Calhoon & Tye, 2015; Daviu et al., 2019). Szczegolnie interesujace Wydaja
si¢ zmiany w BLA poniewaz aktywnos$¢ tej struktury jest $ci§le zwigzana z odpowiedzig na
bodzce stresowe; co wigcej, obszar ten otrzymuje unerwienie zarbwno noradrenergiczne, jak i
dopaminergiczne. W zwigzku z powyzszym, w kolejnym etapie badan przeprowadzono
weryfikacje wplywu ostrego stresu (szoku elektrycznego) na uwalnianie dopaminy w BLA
modulowane przez aktywnos¢ receptoroOw adrenergicznych w VTA.

W pracy Kielbinki i in., 2022, wykazno, ze ekspozycja na ostry stres zmniejsza wczesniej
opisane efekty wywotane farmakologiczng blokadg receptorow ap-adrenergicznych w VTA
na poziom uwalnianej dopaminy w BLA. Natomiast nie zaobserwowano wplywu stresu na
efekty wywotane farmakologiczng blokada receptorow az-adrenergicznych w VTA na poziom
uwalnianej dopaminy w BLA. Co wigcej, przeprowadzone eksperymenty dowiodty roéwniez,
ze efekt ten jest przejSciowy — zanikat bowiem juz po 7 dniach od ekspozycji na ostry stres.

Uzyskane wyniki sg zgodne z wczeséniejszymi doniesieniami, pokazujacymi podobne
efekty w BNST (McElligott et al., 2013; Fox et al., 2015; Schmidt et al., 2019). We
wspomnianych badaniach przeprowadzono eksperymenty aczace optogenetyczng stymulacje
zakonczen noradrenergicznych w BNST z rejestracja poziomu uwalnianej noradrenaliny
metodg FSCV w tej strukturze (Schmidt et al., 2019). U myszy poddanych procedurze
chronicznego stresu unieruchomienia wykazano podniesiony poziom uwalnianej
noradrenaliny w BNST, a takze zmniejszong wrazliwo$¢ na podanie antagonisty receptorow
oz-adrenergicznych — idazoksanu (Schmidt et al., 2019). Swiadczy to o prawdopodobnej

utracie funkcjonalnosci autoreceptoroOw oz-adrenergicznych w tej strukturze pod wplywem

89



stresu. Ponadto, wykazano réznice w poziomie uwalnianej noradrenaliny, jej wychwycie
zwrotnym, a takze regulacji poprzez receptory ap-adrenergiczne w BNST pomiedzy
szczepami szczurow o odmiennym profilu genetycznym i fenotypie lekowym, a takze réznym
dziataniu osi HPA (McElligott et al., 2013; Fox et al., 2015). Wskazano rowniez na odmienna
modulacje uktadu noradrenergicznego u szczepdw szczurdw o fenotypie lekowym (Lewis i
Wistar Kyoto) w poréwnaniu do szczuréw kontrolnych ze szczepu Sprague Dawley pod
wplywem czynnikow takich jak stres czy tez indukcja fizycznej zaleznosci od morfiny i jej
odstawienie (McElligott et al., 2013; Fox et al., 2015). Zmiany w postaci zwigkszonej
transmisji noradrenergicznej w BNST zaobserwowano jedynie u szczurOw szczepu Sprague
Dawley, lecz nie u zwierzat cechujacych si¢ wrodzonym fenotypem Igkowym (McElligott et
al., 2013; Fox et al., 2015). W innych badaniach przeprowadzono réwniez weryfikacje
poziomu uwalniania katecholamin do BLA w odpowiedzi na elektryczng stymulacje LC u
zwierzat poddanych stresowi wymuszonego plywania i porazki spotecznej (ang. social defeat
stress) (Deal et al., 2021). Co prawda w pracy tej nie wykazano zmian w poziomie uwalnianej
noradrenaliny u zwierzat stresowanych, natomiast rejestracje wykonane byly po 5 dniach od
stresu wymuszonego plywania i po 7 dniach od stresu porazki spotecznej (Deal et al., 2021),
co zgodne jest z uzyskanymi przez nas wynikami $wiadczacymi o braku obserwowanego
efektu juz po 7 dniach od procedury ostrego stresu. Jednakze we wspomnianej pracy
wykazano réwniez, ze poziom katecholamin uwalnianych do BLA u zwierzat stresowanych,
ale nie naiwnych, zmieniat si¢ pod wpltywem Systemowego podania antagonisty receptorow
dopaminergicznych typu D,. Obserwacja ta zostala przez autoréw zinterpretowana jako
dodatkowa komponenta dopaminergiczna w tej strukturze, pojawiajaca sie pod wpltywem
stresu (Deal et al., 2021).

Podsumowujac, uzyskane przez nas wyniki, a takze przytoczone dane literaturowe,
wskazuja nie tylko na wzajemne oddziatywanie ukladéw dopaminergicznego z
noradrenergicznym, ale rowniez zmiany adaptacyjne wywotane czynnikami stresowymi. W
oparciu o te dane mozna wysnu¢ wniosek, ze pod wplywem stresu nastgpuje utrata
funkcjonalno$ci autoreceptorow oz-adrenergicznych, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
zwigkszonego poziomu uwalnianej W VTA noradrenaliny 1 zwigkszonej jej zdolnosci do
modulowania poziomu uwalniania dopaminy w przodomoézgowiu. Co wigcej, mozliwy jest
rowniez podobny mechanizm w kontekscie receptorow dopaminergicznych typu Dz, co z
kolei wptywac¢ moze bezposrednio na poziom uwalnianej dopaminy.

Warto zauwazy¢, ze pomimo iz w naszych badaniach wskazujemy na przejsciowosc

obserwowanego efektu wywotanego ostrym stresem (brak efektu po 7 dniach od stresu), dane
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literaturowe sugeruja, ze podniesiona reaktywno$¢ uktadu noradrenergicznego i zwigkszony
poziom uwalnianej noradrenaliny pod wplywem stresu utrzymuje si¢ co najmniej 7 dni
(Ronzoni et al., 2016; Borodovitsyna, Flamini, et al., 2018; Borodovitsyna, Joshi, et al.,
2018). Wskazuje to na mozliwe wspotwystgpowanie roéwniez dalszych, innych niz
sugerowane, adaptacji w uktadzie katecholaminergicznym (np. modulacja aktywnosci
neuronalnej czy zmiany w morfologii neuronéw) lub réznych okien czasowych dla zmian w

funkcjonalnos$ci autoreceptoréw w réznych strukturach (Borodovitsyna, Joshi, et al., 2018).

4. Potencjalne mechanizmy zmian w funkcjonalno$ci receptorow ao-

adrenergicznych w polu brzusznym nakrywki pod wplywem stresu

Zarowno przedstawione badania, jak i dane literaturowe potwierdzajg zmiany wywolane
stresem w regulacji uwalniania noradrenaliny zaleznej od receptorow op-adrenergicznych,
jednakze mechanizm molekularny na drodze ktérego zmiany te nastepuja pozostaje nieznany.

W badaniach Kielbinski i in., 2022 podjeto probe weryfikacji czy ostry stres moze
wplywaé na poziom ekspresji receptorow op-adrenergicznych w VTA. W kolejnym etapie
zbadano réwniez poziom biatka dla receptorow dopaminowych typu D, w tej strukturze.
Potencjalne zmniejszenie ekspresji receptorow D, mogloby skutkowa¢ tym samym efektem
co zmiany w funkcjonalnosci receptoréw az-adrenergicznych. Przeprowadzone eksperymenty
Western blot nie wykazaty jednak r6znic zarowno w catkowitym poziomie biatka, jak i w
poziomie biatka we frakcji blonowej 1 cytoplazmatycznej dla obu tych receptoréw pomiedzy
grupg zwierzat kontrolnych i poddanych procedurze ostrego stresu. Dane te ukazuja brak
wplywu stresu na ekspresje receptorow ap-adrenergicznych oraz dopaminowych typu D> i
pozwalaja sugerowaé, ze desensytyzacja tych receptorOw poprzez internalizacje nie jest
odpowiedzialna za obserwowane zmiany. Mozna przypuszczaé, ze Wwystgpuje inny
mechanizm odpowiedzialny za utrat¢ funkcjonalnosci receptoréw op-adrenergicznych, np.
zwigzany z przekaznictwem wewnatrzkomorkowym i polegajacy na odlaczeniu efektorowych
biatek G (Doucet et al., 2013) czy tez zmian w sygnalizacji przez $ciezk¢ zwigzang z f-
arrestyng (Gilsbach & Hein, 2012). Kolejng mozliwoscia sg modyfikacje oddziatywan
pomigdzy receptorami aza-adrenergicznymi (ktore wskazano jako kluczowe w regulacji
uwalniania noradrenaliny w VTA) i receptorami NMDA — wykazano, ze interakcja ta ostabia
zalezna od NMDA transmisje pobudzajaca, poprzez zmniejszenie wewnatrzkomorkowe]

produkcji cAMP w komorkach zwojowych siatkowki (Dong et al., 2008).
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Podsumowujagc, przedstawione przez nas wyniki wskazuja, ze noradrenergiczna
modulacja poziomu uwalnianej dopaminy w BLA zalezna od aktywnos$ci receptorow o-
adrenergicznych w VT A moze by¢ zmieniona w odpowiedzi na ostry stres poprzez utrate

funkcjonalnosci tych receptorow na drodze innej niz internalizacja.

5. Ostry stres zwieksza poziom dopaminy i noradrenaliny w polu

brzusznym nakrywki

Przeprowadzajac eksperymenty metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) wykazano, ze procedura warunkowania strachu z uzyciem szokéw elektrycznych
zwigksza zarowno poziom dopaminy, jak i noradrenaliny w VTA. Co wigcej, wzrost poziomu
metabolitdw dopaminy (DOPAC, 3MT i HVA) zaobserwowano nie tylko po procedurze z
uzyciem z szokéw elektrycznych, ktore sg bodzcami bezwarunkowymi (US), ale réwniez po
procedurze skladajacej si¢ jedynie z bodzcow neutralnych (Swiatto i dzwigk), identycznych z
uzywanymi W tym badaniu bodzcami warunkowymi (CS). Zmiany w stosunku metabolitow
dopaminy do dopaminy mogg wskazywaé na zwigkszong szybkos¢ catkowitego katabolizmu
(HVA/DA), a takze wzrost szybko$ci utleniania dopaminy (DOPAC/DA) i O-metylacji
(3MT/DA). Ponadto wyniki w grupie CS+US sugeruja, ze szok elektryczny zwicksza
utlenianie dopaminy, co moze potencjalnie skutkowaé¢ zwigkszong iloscig wolnych rodnikdw i
powodowaé¢ S$mieré¢ neurondéw dopaminergicznych w VTA (Meiser et al., 2013).
Zaobserwowane wyniki mogg $wiadczy¢ réwniez o przejSciowo podniesionym, W
odpowiedzi na procedure, poziomie dopaminy, ktdéra jednak do momentu zatrzymania reakcji
poprzez zamrozenie tkanki zostala juz czeSciowo zmetabolizowana. Jednakze podniesiony
poziom dopaminy w VTA moze by¢ rowniez wynikiem somatodendrytycznego uwalniania
neuroprzekaznika (Adell & Artigas, 2004; Rice & Patel, 2015) lub uwalniania dopaminy i
noradrenaliny z zakonczen neurondw noradrenergicznych, ktére udowodniono wczes$niej w
innych strukturach (Devoto & Flore, 2006; Kempadoo et al., 2016; Takeuchi et al., 2016;
Ranjbar-Slamloo & Fazlali, 2020). Przedstawione dane sugeruja podwyzszong aktywno$é
neurondéw dopaminergicznych w odpowiedzi na CS-US, zgodnie z danymi literaturowymi
wskazujacymi, ze stres prowadzi do pobudzenia niektorych populacji neuronow
dopaminergicznych w VTA (Anstrom & Woodward, 2005; Anstrom et al., 2009; Brischoux
et al., 2009), a tym samym zwigksza poziom uwalniania dopaminy w strukturach

przodomo6zgowia, takich jak NAc, AMY i mPFC (Finlay et al., 1995; Di Chiara et al., 1999;
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Yadid et al., 2001; Nestler & Carlezon, 2006; Lowes & Harris, 2022). W strukturach tych
podniesiony poziom dopaminy pelni kluczowa role w procesach uczenia si¢ i pamieci
zwigzanej ze stresem (Oei & King, 1980; Guarraci & Kapp, 1999; Lisman et al., 2011,
Pignatelli & Bonci, 2015; Lee et al., 2017).

Co wigcej, wykazano, ze jedynie prezentacja bodzca bezwarunkowego, ale nie samego
$wiatla i dzwigku, prowadzita do wzrostu poziomu noradrenaliny w VTA oraz zmniejszenia
tempa katabolizmu noradrenaliny mierzonego jako stosunek NMN/NA. Obserwacje te
sugeruja, ze bodziec o duzym znaczeniu, taki jak ostry stresor w postaci szoku elektrycznego
w tape (a nie bodZzce neutralne, takie jak $wiatlo 1 dzwigk), jest niezbedny do wzrostu
aktywnosci noradrenergicznej w VTA. Dane literaturowe wskazuja, ze ostry stres zwicksza
aktywno$¢ neurondw noradrenergicznych zlokalizowanych w LC (Cedarbaum & Aghajanian,
1978; Grant & Redmond, 1984; Abercrombie & Jacobs, 1987; Sara, 2009; McCall et al.,
2017), a w konsekwencji zwieksza uwalnianie noradrenaliny z zakonczen noradrenergicznych
(Korf et al., 1973; Finlay et al., 1995; Berridge & Waterhouse, 2003; Park et al., 2012;
McCall et al., 2017). Prawdopodobnym jest, ze podobny mechanizm uwalniania
noradrenaliny wywotany stresem ma miejsce na zakonczeniach obecnych w VTA i zgodnie z
nasza najlepsza wiedzg dane te stanowig pierwsza demonstracje aktywnos$ci

noradrenergicznej w tej strukturze w odpowiedzi na szok elektryczny.

6. Podniesiony ton noradrenergiczny w polu brzusznym nakrywki,
modulowany przez aktywno$¢ receptoréw ap-adrenergicznych, jest

niezbedny do tworzenia pamieci strachu

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow behawioralnych dowiedziono, ze regulacja
aktywnos$ci katecholaminergicznej przez receptory og-adrenergiczne w VTA wplywa na
tworzenie pamigci zwigzanej ze strachem. Wykazano, Ze blokada receptorow op-
adrenergicznych w VTA (przez domézgowe podanie RX-821002) bezposrednio przed etapem
nabywania pamigci strachu (przed sesja warunkowania pawlowowskiego, w czasie ktdrej
zwierzeta eksponowane sg na bodzce bezwarunkowe — szoki elektryczne, w towarzystwie
neutralnych bodzcoéw Srodowiskowych — przysztych bodzcow warunkowych) znacznie
zmniejsza uwarunkowane reakcje znieruchomienia (ang. freezing) wywotane przez
ekspozycje na bodzce warunkowe (mierzone 24 godziny po warunkowaniu). Pozostaje przy

tym bez wplywu na natychmiastowe uczenie si¢ i rekcje w odpowiedzi na szok elektryczny w
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etapie nabywania pamig¢ci strachu, obserwowane jako brak roéznic pomig¢dzy grupami we
wzrastajacym poziomie reakcji znieruchomienia w odpowiedzi na kolejne prezentacje §wiatla
i dzwicku. Sugeruje to niezaburzone uczenie si¢ i prawidlowa asocjacje¢ bodziec warunkowy —
bodziec bezwarunkowy (CS-US) na poziomie pamigci krotkotrwalej. Zgodnie z ta
obserwacja, blokada receptorow ap-adrenergicznych przed etapem przywolania pamigci
strachu rowniez nie wplywata na reakcje znieruchomienia w odpowiedzi na CS, co wskazuje,
ze aktywnos$¢ receptoréOw ap-adrenergicznych w VTA nie jest niezbedna do prawidlowe;j
ekspresji uwarunkowanego strachu, §wiadczacej o niezmienionych procesach zwigzanych z
przywolaniem nabytego §ladu pamigciowego — pamigci doswiadczenia szokow elektrycznych.
Co wiecej, nie zaobserwowano wplywu podania RX-821002 do VTA na aktywno$é
lokomotoryczng 1 zachowania Igkowe w teScie otwartego pola. Wyniki te wskazuja, ze
blokada receptoréw ap-adrenergicznych w VTA nie ma bezposredniego wptywu na reakcje
lckowe, aktywno$¢ lokomotoryczng i reakcje behawioralne na szok elektryczny oraz
tworzenie pamigci krotkotrwalej, jednakze zaburza tworzenie pamigci dlugotrwalej poprzez,
prawdopodobnie, zaburzenie prawidlowej asocjacji CS-US i jej konsolidacji.

Jak wspomniano we wecze$niejszych rozdziatach, receptory ao-adrenergiczne peinig
gtownie funkcje autoreceptoréw regulujacych poziom uwalnianej noradrenaliny do VTA, a co
za tym idzie ich aktywacja prowadzi do zmniejszenia poziomu uwalnianej noradrenaliny
(Hein, Limbird, et al., 1999; Trendelenburg et al., 2003; Gilsbach & Hein, 2012). Na
pierwszy rzut oka, zwigkszone uwalnianie noradrenaliny w VTA powinno ulatwia¢ tworzenie
sladu pamigciowego zwigzanego ze stresem poprzez facylitacje mechanizmow zaleznych od
aktywacji receptoroOw az-adrenergicznych w VTA (Solecki et al., 2017) — mechanizm
przedstawiono schematycznie na ryc. 13. We weczesniejszych badaniach wykazano, ze
blokada tych receptoréw w VTA prowadzi do zahamowania fazowo uwalnianej dopaminy
zarowno w NAc i BLA (Kielbinski et al., 2019, 2022) a takze, ze ostabia nabywanie pamigci
strachu (Solecki et al., 2017).
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Ryc. 13 Poziom fazowo uwalnianej dopaminy (DA) w jgdrze potlezgcym (NAc) i podstawno bocznym jgdrze
migdatowatym (BLA) jest modulowany przez noradrenaling (NA) uwalniang w polu brzusznym nakrywki (VTA)
dzialajgcq poprzez receptory ai-adrenergiczne (a1-AR) zlokalizowane, miedzy innymi, na cialach neuronéw
dopaminergicznych (neuron DAergiczny) co w sytuacji stresowej ulatwia asocjacje bodzcow warunkowych

(conditioned stimulus,; CS) z bodzcami bezwarunkowymi (unconditioned stimulus, US).

W zastosowanych warunkach eksperymentalnych, polaczenie szoku elektrycznego z
blokadg receptorow ao-adrenergicznych w VTA prawdopodobnie prowadzi do znacznego
wzrostu w poziomie uwalnianej noradrenaliny w VTA w poréwnaniu ze stanem
fizjologicznym wywotanym jedynie bodzcem stresowym (bez blokady receptoréw ao-
adrenergicznych). Obserwowane wyniki prawdopodobnie wywolane sa wcze$niej
proponowanym mechanizmem krzyzowej aktywacji receptorow dopaminowych typu D>
przez wysoki poziom noradrenaliny w strukturze (Guiard et al., 2008; Sanchez-Soto et al.,
2016; Kielbinski et al., 2019, 2022; Bernacka et al., 2022; Solecki et al., 2022). Postulowana
krzyzowa aktywacja receptoréw dopaminowych typu D2 w wyniku zwigkszonego uwalniania
noradrenaliny  przypuszczalnie prowadzi do  obnizenia  aktywno$ci  neurondw

dopaminergicznych w VTA i zmniejszenia poziomu uwalnianej dopaminy do struktur takich

95



jak NAc i BLA (co wykazano w opisanych wczesniej eksperymentach elektrochemicznych-
Kielbinski et al., 2019, 2022; Bernacka et al., 2022) — mechanizm przedstawiono
schematycznie na ryc. 14. Zaproponowany mechanizm wyjasniatby wplyw RX-821002 na
konsolidacje nowo nabytych wspomnien strachu (tj. wpltyw blokady receptorow oo-
adrenergiczncyh przed etapem nabywania pamigci strachu) i brak wplywu na juz
skonsolidowang pamig¢ (tj. brak wplywu blokady receptoréw ao-adrenergicznych przed

etapem przywolania pamieci strachu).

zaburzenia

' asocjacji CS-US i

neuron
DAergiczny

terminal
NAergiczny

uwalniana
wVTA

Ryc. 14 Poziom fazowo uwalnianej dopaminy (DA) w jgdrze potlezgcym (NAc) i podstawno bocznym jgdrze
migdatowatym (BLA) jest obnizony przez noradrenaling (NA) uwalniang w polu brzusznym nakrywki (VTA) pod
wplywem stresu i blokady receptoréw az-adrenergicznych (02-AR). W wyniku aktywacji receptoréw
dopaminowych typu D, (D;R) zlokalizowanych, migdzy innymi, na ciatach neuronéw dopaminergicznych
(neuron DAergiczny) i prowadzi do zaburzenn w asocjacji bodzcow warunkowych (conditioned stimulus; CS) z

bodzcami bezwarunkowymi (unconditioned stimulus, US).

Opisane powyzej wyniki wskazuja na nowe mechanizmy regulacyjne, poprzez ktdre
noradrenalina moze wplywa¢ na uklad mezolimbiczny i1 modulowaé przekaznictwo

dopaminergiczne zwigzane z procesami uczenia si¢ i pamigci. Wykazano, ze podwyzszone
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poziomy dopaminy zarowno w NAc, jak i BLA sg niezbedne do asocjacyjnego uczenia sig,
czyli do prawidlowej asocjacji bodzcow warunkowych z bezwarunkowymi (Nader &
LeDoux, 1999; Dalley et al., 2005; Day et al., 2007). Dane literaturowe wskazuja, ze podanie
antagonisty receptora dopaminowego D1 do BLA powoduje zaburzenia w nabywaniu pamigci
strachu (Lamont & Kokkinidis, 1998; Guarraci et al., 1999, 2000; Nader & LeDoux, 1999;
Heath et al., 2015), podczas gdy agonista tych receptoréw, podawany przed sesjg nabywania,
zwicksza ekspresje¢ strachu (Guarraci et al., 2000). Co wigcej, wykazano réwniez, ze
hamowanie neuronéw dopaminergicznych w VTA projektujacych do AMY, jak roéwniez
bezposrednie hamowanie aksondéw tych komoérek w samym AMY podczas sesji asocjacji CS-
US, znacznie oslabia tworzenie pamigci strachu (de Oliveira et al.,, 2011). Badania te
dostarczaja mocnych dowodoéw na to, ze odpowiedni poziom dopaminy w BLA jest
niezbedny do tworzenia pamigci strachu.

Co wiecej, inne badania wskazuja, ze podwyzszone poziomy dopaminy w NAc
réwniez sg kluczowe do prawidlowej asocjacji CS-US (Salamone & Correa, 2002; Martinez
et al., 2008). W badaniu przeprowadzonym przez Fadok i in., przy uzyciu modelu myszy z
niedoborem dopaminy, autorzy wykazali, ze przywrdcenie syntezy dopaminy w neuronach
projektujacych z VTA do NAc i BLA jest niezbedne do tworzenia pamigci dlugotrwatej
zwigzanej ze strachem (Fadok et al.,, 2010). Sygnalizacja dopaminergiczna w
przodomoézgowiu aktywuje synteze biatek zwigzanych z plastycznoscia neuronalna,
niezbednych do dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego (LTP) i jest niezb¢dna do
nabywania pamigci strachu (Oei & King, 1980; Guarraci et al., 1999, 2000; Lisman et al.,
2011; Pignatelli & Bonci, 2015; Lee et al., 2017).

Podsumowujac, przedstawione dane sugeruja ze skutki blokady receptorow ao-
adrenergicznych w VTA sa specyficzne dla tej struktury 1 r6znig si¢ od efektow podawania
ogolnoustrojowego lub bezposrednio do AMY (Gallagher & Kapp, 1981; Gazarini et al.,
2013). Wyniki te uzupehiaja dowody na to, ze oprocz dobrze znanych efektow zwigzanych z
pamiecig W strukturach przodomozgowia, noradrenalina moze dziata¢ w VTA jako modulator
mezolimbicznej sygnalizacji dopaminergicznej zaangazowanej w asocjacje bodzcow i

tworzenie pamigci dlugotrwale;.
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7. Podsumowanie i wnioski

W niniejszej rozprawie opartej na cyklu prac oraz przedstawionych badaniach
dodatkowych wykazano istotne znaczenie uktadu noradrenergicznego w VTA dla regulacji
uwalniania dopaminy do struktur przodomdzgowia, wrazliwo$¢ tej noradrenergicznej
modulacji na czynniki stresowe, a takze jej udzial w procesie nabywania pamieci strachu.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze poziom aktywnosci receptorOw zard6wno oi- jaki opo-
adrenergicznych w VTA wptywa na uwalnianie dopaminy w strukturach przodomézgowia
(NAc i BLA). Jednakze gtowna role w regulacji uwalniania noradrenaliny do VTA, a tym
samym regulacji uwalniania dopaminy do przodomézgowia, petni podtyp ooa- receptoréw
adrenergicznych.

Co wigcej, prezentowane badania wskazujg na VTA jako miejsce istotnych, zwigzanych
ze stresem, zmian w ukladzie katecholaminergicznym. Procesy te moga mie¢ znaczenie dla
rozwoju patofizjologii takich jak zaburzenia afektywne, PTSD czy zaburzenia zwigzane z
przyjmowaniem substancji uzalezniajacych (Sofuoglu & Sewell, 2009; Belujon & Grace,
2017; Caccamise et al., 2021; Koob, 2021). Uzyskane w niniejszej rozprawie dane, a takze
nasze wczesniejsze badania, sugeruja, ze sygnalizacja noradrenergiczna w VTA moze miec
znaczgcg role w kodowaniu istotnosci bodzcow srodowiskowych 1 wptywaé na uczenie si¢ i
modulacje odpowiedzi na bodzce warunkowe (Bernacka i Solecki, 2023).

AgoniSci receptorow ap-adrenergicznych sg czgsto wskazywani do leczenia uzaleznien
opioidowych, zaburzen afektywnych i PTSD (Sofuoglu et al., 2014; Gowing et al., 2016;
Upadhyay et al., 2022). Jednoczes$nie jednak, proby leczenia z uzyciem zarbwno agonistow
jak i antagonistow receptorow a-adrenergicznych daty jak dotad niejednoznaczne wyniki
(Porter & Bell, 1999; Holmes & Quirk, 2010; Soeter & Kindt, 2011a, 2011b; Wangelin et al.,
2013; Belkin & Schwartz, 2015; Tuerk et al., 2018; Sperl et al., 2022). Lepsze poznanie
procesow neuroadaptacji w uktadzie noradrenergicznym w o$rodkowym uktadzie nerwowym
moze wigc przetozy¢ sie¢ na przyszle postepy w leczeniu. Warto roéwniez nadmieni¢, ze leki
specyficzne dla podtypu o2a receptoréw adrenergicznych sa zwykle lepiej tolerowane niz
substancje mniej specyficzne, o dzialaniu na wszystkie podtypy receptorow oo-
adrenergicznych lub na receptory imidazolinowe (Gowing et al., 2016). Zatem wynikKi
przedstawionych badan wskazujace, ze to wlasnie receptory opa-adrenergiczne wydaja si¢ by¢
dominujacym podtypem autoreceptora w VTA, moga okazaé si¢ przydatne w opracowywaniu

lepszych lekow.
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Zprezentowane W niniejszej rozprawie badania posiadaja jednak kilka ograniczen. Po
pierwsze, wszystkic opisane wyniki zostaly uzyskane na podstawie eksperymentow
przeprowadzonych jedynie na samcach szczurOw. Istnicjace dane donosza o roznicach
plciowych w ukladzie noradrenergicznym u zwierzat eksperymentalnych (Bangasser &
Valentino, 2012, 2014; Cason et al., 2016; den Hartog et al., 2020; Bangasser & Cuarenta,
2021), a takze wskazujg ple¢ jako istotny czynnik, ktory wptywa na wystepowanie zaburzen
zwigzanych ze stresem, takich jak PTSD, u ludzi (Bangasser et al., 2016; Koob, 2021,
Upadhyay et al., 2022). Dlatego tez uwzglednienie w przysztosci prawdopodobnych roznic
plciowych w noradrenergicznej modulacji uwalniania dopaminy do przodomézgowia wydaje
si¢ szczegOlnie waznym zagadnieniem. Po drugie, chociaz przeprowadzone badania
elektrochemiczne potaczone z badaniami farmakologicznymi u u$pionych zwierzat pozwalaja
na wglad w specyficzne mechanizmy katecholaminergicznej modulacji w VTA i
przodomdzgowiu, stanowig one jedynie interesujgcy wstep do dalszej weryfikacji i
rozszerzenia opisanych obserwacji u wolnochodzacych zwierzat. Dodatkowo, nowoczesne
techniki molekularne, takie jak genetycznie zaprogramowane sensory katecholamin oraz
opsyny, otwierajg szereg dalszych mozliwosci. Przyktadowo — selektywne pomiary i
manipulacj¢ poszczegdlnymi populacjami neuronéw, na przyktad dopaminergicznych. W
polaczeniu z wykorzystaniem wektoréw wirusowych retro- lub anterogradnych, mozliwe
bedzie rowniez zbadanie anatomii funkcjonalnej tych potaczen — jak chociazby manipulacja
optogenetyczna aktywno$cig neuronéw dopaminergicznych projektujacych do okreslonej
struktury. Ostatnim, trzecim aspektem, jest przeprowadzenie dalszych i bardziej
szczegdtlowych badan molekularnych dotyczacych zmian, ktorym ulega przekaznictwo

wewnatrzkomorkowe zalezne od receptoréw oz-adrenergicznych pod wplywem stresu.
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