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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Dopamina jest jednym z neuroprzekaznikéw bioracych udziat w regulacji proceséw emocjonal-
nych i ruchowych. Transporter dopaminowy (DAT) jest biatkiem uczestniczacym w wychwycie
zwrotnym dopaminy ze szczeliny synaptycznej do struktur presynaptycznych. Myszy pozbawio-
ne genu kodujacego biatko DAT (myszy DAT knock-out) wykazuja wyraZzne zmiany homeosta-
zy dopaminowej, objawiajace si¢ m.in. podwyzszonym st¢zeniem pozakomoérkowej dopaminy
i znaczng hiperlokomocja w nowym otoczeniu.

W pracy przedstawiono krétka charakterystyke behawioralng i farmakologicznag myszy DAT
knock-out. Skoro wiadomo, iz DAT jest punktem uchwytu dziatania Srodkéw psychostymuluja-
cych, zwrécono réwniez szczegdlna uwage na skutki dziatania tych Srodkéw, zwlaszcza na ich
dziatanie nagradzajace i stymulujace aktywnos$¢ lokomotoryczng. Cze$¢ cytowanych wynikéw
badan wskazuje na udziat innych, oprécz dopaminowego, transporteréw: serotoninowego i nora-
drenalinowego w mechanizmie dziatania srodkéw psychostymulujacych. Swiadczyé moga o tym
dane opisujace wystgpowanie dziatai nagradzajacych (warunkowa preferencja miejsca i samo-
podawanie) amfetaminy, kokainy i morfiny oraz wzrost uwalniania przez te zwiazki dopaminy
w jadrze pétlezacym przegrody u myszy DAT knock-out, czyli przy catkowitym braku transpor-
tera dopaminowego.

Myszy DAT knock-out stanowi¢ moga wiarygodny model nasilonej aktywnosci uktadu dopami-
nowego, stosowany celem doktadnego opisania molekularnych mechanizméw towarzyszacych
utrzymujacemu si¢ podwyzszonemu poziomowi pozakomoérkowej dopaminy. Model ten pozwa-
la réwniez zrozumie¢ podtoze wielu schorzen, zwiazanych z zaburzeniami przekazZnictwa do-
paminowego u ludzi, takich jak np. zesp6t hiperaktywnosci z uposledzeniem uwagi u dzieci, co
umozliwi¢ moze zastosowanie wtasciwej ich farmakoterapii.

dopamina ¢ transporter dopaminowy ¢ myszy knock-out ¢ psychostymulanty

Summary

Dopamine exerts an important modulatory influence on behaviors such as emotions and locomo-
tor activity. The dopamine transporter (DAT) reuptakes the released neurotransmitter into presy-
naptic terminals. Mice lacking the dopamine transporter (DAT knock-out mice) display marked
changes in an dopamine homeostasis that result in an elevated dopaminergic level and locomotor
hyperactivity. The interaction of psychostimulating drugs with the DAT is thought to be critical-
ly important for many of the actions of these drugs, including the reward and locomotor stimu-

560



Biata G. - Charakterystyka behawioralna i farmakologiczna myszy...

lating effects. The goal of the present paper was to compile recent data concerning the behavio-
ral and pharmacological characteristics of DAT knock-out mice, especially the consequences of
acute and chronic psychostimulant administration, such as the hypolocomotor response. The rein-
forcing potency of amphetamines, cocaine, and morphine maintained in the absence of the DAT
may suggest that other neurotransmitter systems in addition to dopamine might contribute to the
actions of psychostimulants and opioid agonists. In the absence of the DAT, these drugs could
be acting on alternative targets, such as the serotonin or noradrenaline transporters.

In summary, mice lacking the dopamine transporter gene may represent an excellent model to
elucidate the molecular adaptive changes accompanying the pathological states associated with
hyperdopaminergia, such as the attention deficit hyperactivity disorder in humans.
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Wykaz skrotow: ~ ADHD - zesp6t hiperaktywno$ci z upo$ledzeniem uwagi (attention deficit hyperactivity disorder);
DAT - transporter dopaminowy; DAT-KO - myszy DAT knock-out; MAO-A - monoaminooksydaza
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SERT - transporter serotoniny; SNC - cze$¢ zbita substancji czarnej (substantia nigra pars
compacta); VTA - obszar brzuszny nakrywki (ventral tegmental area); WT - myszy DAT wild-type

Wstep

Dopamina i transporter dopaminowy

Dopamina jest neuroprzekaZnikiem zaangazowanym w re-
gulacje proceséw ruchowych (uktad nigro-striatalny), emo-
cjonalnych (uktad mezolimbiczny) i hormonalnych (uktad
guzowo-lejkowy). Zaburzenia w funkcjonowaniu neuronéw
dopaminowych prowadzi¢ moga do wystapienia zaburzen
neurologicznych i psychiatrycznych. Przedluzajace si¢ na-
silenie aktywnosci uktadu dopaminowego lezy u podstaw
pojawienia si¢ wytworczych objawdw schizofrenii, zespotu
nadpobudliwosci z uposledzeniem uwagi (zesp6t ADHD —
attention deficit hyperactivity disorder), choroby Gillesa de
la Tourette’a lub plasawicy Huntingtona. Nasilenie uwalnia-
nia dopaminy w niektérych rejonach osrodkowego uktadu
nerwowego (o.u.n.), gtéwnie w jadrze pétlezacym przegrody
(nucleus accumbens — NAC), stanowiagcym cz¢$¢ uktadu me-
zolimbicznego, jest cecha wspdlng wigkszosci srodkéw uza-
lezniajacych i warunkuje rozwdj uzaleznienia lekowego.

Dopamina, jako pierwsza z amin katecholowych w szla-
ku ich syntezy, spetnia wszystkie cechy klasycznego neu-
roprzekaznika: jest syntetyzowana w zakonczeniach neu-
ronéw, magazynowana w ziarnisto$ciach synaptycznych,
skad uwalniana jest pod wptywem impulsu (fali depolary-
zacji btony komdrkowej) do szczeliny synaptycznej, a na-
stgpnie taczac si¢ z receptorami na blonie postsynaptycz-
nej przekazuje pobudzenie na sasiednia komoérke. Obecnie

rozréznia si¢ dwie grupy receptoréw dopaminowych: grupe
D, (naleza do niej receptory D, i D,) oraz grupg D, (naleza
do niej receptory D,, D, i D,). Receptory D, i D, moga by¢
autoreceptorami (rozmieszczonymi na blonie presynaptycz-
nej synapsy) hamujacymi uwalnianie dopaminy i aktyw-
nos¢ neuronéw dopaminowych. Po odtaczeniu od recepto-
réw, gtéwnym sposobem unieczynniania dopaminy jest jej
wychwyt zwrotny ze szczeliny synaptycznej do zakoncze-
nia neuronu, z ktérego zostata uwolniona. W procesie tym
uczestniczy transporter dopaminowy (DAT), nalezacy
do duzej rodziny transporteréw zaleznych od Na*/Cl-, wraz
z transporterami serotoniny (SERT), noradrenaliny (NET),
glicyny, kreatyniny i tauryny. Kazdy z tych transporteréw
jest kodowany przez jeden gen. Biatko DAT stanowi row-
niez punkt uchwytu dziatania dla srodkéw psychostymuluja-
cych, takich jak amfetamina i kokaina. Hamujac aktywnos¢
DAT powoduja one znaczny wzrost poziomu pozakomor-
kowej dopaminy w mézgu. Obecnosé¢ DAT stwierdzono
w strukturach dopaminowych mézgu, w ktérych sa umiej-
scowione ciata komoérek dopaminowych szlaku pozapira-
midowego (substantia nigra pars compacta — SNC) i me-
zolimbicznego (ventral tegmental area — VTA), a przede
wszystkim w najwyzszych stezeniach w tych strukturach,
w ktérych wystepuja zakoriczenia neurondéw dopamino-
wych: w prazkowiu (striatum) i NAC [7,8].

W pracy przedstawiono krétka charakterystyke behawio-
ralng i farmakologiczna myszy genetycznie zmodyfikowa-
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nych, wykazujacych brak genu kodujacego biatko DAT
(myszy DAT knock-out, DAT-KO, homozygoty DAT-/-),
jako zwierzgcego modelu nasilonej aktywnosci uktadu
dopaminowego i towarzyszacych jej zaburzen homeosta-
zy dopaminowej. W pracy pominigto szczegdty dotyczace
samego sposobu otrzymywania wymienionej linii myszy
(za posrednictwem rekombinacji homologicznej), opisy-
wanych w oryginalnych pracach Zrédtowych [6].

CHARAKTERYSTYKA BEHAWIORALNA | FARMAKOLOGICZNA MYSZY
DAT-KO

Podstawowe typy zachowan

Usunigcie genu kodujacego biatko DAT prowadzi do wielu
zmian fizjologicznych, wynikajacych giéwnie z tego, iz my-
szy DAT-KO wykazujq prawie 5-krotny wzrost st¢zenia po-
zakomorkowej dopaminy w prazkowiu i NAC, utrzymujacy
si¢ okoto 100-krotnie dluzej niz w obecnosci DAT [3,12].
Charakterystyczna cecha jest to, ze ich masa ciata wzrasta
o wiele wolniej, niz myszy heterozygotycznych (DAT+/-),
majacych jedna kopig genu i 50% biatka DAT, a zwlaszcza
w poréwnaniu z myszami wild-type (WT, DAT+/+), nie-
pozbawionymi genu kodujacego DAT. U myszy DAT-KO
obserwowano duzy odsetek przedwczesnej $mierci, okoto
68% potomstwa przezywa pierwsze 10 tygodni, w poréwna-
niu z 98% myszek WT. Wynika to m.in. z zaburzen przyj-
mowania pokarmu. Dodatkowo, samice DAT-KO wykazu-
ja zaburzenia laktacji (sama dopamina jest zaangazowana
w wytwarzanie hormonéw przysadki, w tym prolaktyny)
i zmniejszona zdolnos¢ do opiekowania si¢ potomstwem
[6,12,13]. U myszy tych obserwuje si¢ réwniez uposledzenie
pamigci przestrzennej i uczenia si¢. Wskutek wzrostu po-
ziomu pozakomoérkowej dopaminy, myszy DAT-KO wyka-
zuja znaczng hiperaktywno$¢ (horyzontalng i wertykalna)
w nowym otoczeniu, ktéra nie podlega habituacji (utrzy-
muje si¢ nawet po wielokrotnej ekspozycji) i jest znoszo-
na przez antagonistéw receptoréw dopaminowych (neuro-
leptyki haloperydol i klozaping) [13]. Efekt ten jest niemal
identyczny do hiperlokomocji obserwowanej po duzych
dawkach psychostymulantéw u myszy WT.

NASTEPSTWA DZIALANIA SRODKOW PSYCHOSTYMULUJACYCH
1 MORFINY U myszy DAT-KO

Wiadomo, iz dziatania amfetaminy sa zwigzane z uwal-
nianiem przez nig amin katecholowych z miejsc ich ma-
gazynowania w pgcherzykach synaptycznych do szczeli-
ny synaptycznej i hamowaniem ich wychwytu zwrotnego
w wyniku dziatania hamujacego na biatko DAT, a przy
wigkszych dawkach z hamowaniem ich metabolizmu przez
blokowanie monoaminooksydazy typu A (MAO-A). DAT
uczestniczy réwniez w transporcie amfetaminy do wngtrza
zakoriczenia nerwowego. Gléwnym mechanizmem dzia-
fania kokainy jest hamowanie wychwytu zwrotnego kate-
cholamin, réwniez w wyniku jej dziatania na biatka trans-
portujace. Oba zwiazki wykazuja podobne powinowactwo
do DAT, SERT i NET, jednak uwaza si¢, ze ich hiperlo-
komotoryczne i nagradzajace efekty sa zwiazane z dzia-
faniem na DAT.

Przy catkowitym usunigciu genu kodujacego biatko DAT,
czyli przy znacznie podwyzszonym stezeniu pozakomdrko-
wej dopaminy, kokaina i amfetamina nie powoduja dalsze-

go wzrostu aktywnosci lokomotorycznej myszy DAT-KO.
W przeciwieristwie do myszy WT, u tych myszy obserwu-
je si¢ wyraznie stabsza aktywno$¢é motoryczna po poda-
niu psychostymulantéw, podczas gdy u myszy heterozy-
gotycznych efekt ten jest dwufazowy: hipolokomocja po
mniejszej, a hiperlokomocja po wigkszej dawce amfetami-
ny [11]. Wyniki te wskazuja na gtéwna role DAT w efek-
tach hiperlokomotorycznych psychostymulantéw. Dodaé
nalezy, ze ostabienie aktywnosSci motorycznej po podaniu
amfetaminy obserwowany u myszy KO i heterozygotycz-
nych nie jest zwigzany ze wzrostem poziomu stereotypii.
Przeciwnie, zachowania stereotypowe, takie jak np. we-
szenie, wspinanie sig, czy tez czyszczenie sg nieznacznie
ostabione po podaniu amfetaminy u myszy homo- i hete-
rozygotycznych [11]. Omawiajac wptyw psychostymulan-
téw na aktywnos¢ lokomotoryczna myszy DAT-KO zwr6-
cié nalezy réwniez uwagg na ostabianie przez nie objawéw
towarzyszacych zespotowi ADHD u dzieci, gtéwnie pobu-
dzenia aktywnosci lokomotorycznej.

Interesujace wyniki otrzymano réwniez po przewlektym
podawaniu amfetaminy przy zastosowaniu protokotu sen-
sytyzacji (odwrotnej tolerancji) [11]. Sensytyzacja polega
na nasilaniu si¢ efektéw dziatania danego zwiazku w mia-
re jego podawania i zwigzana jest z wytwarzaniem si¢ dtu-
goterminowych zmian neuroadaptacyjnych. W miarg po-
dawania amfetaminy przez 8 kolejnych dni, u myszy WT
rozwija si¢ sensytyzacja na jej efekty hiperlokomotorycz-
ne, czyli aktywnos¢ lokomotoryczna myszy roSnie w mia-
re¢ podawania amfetaminy. U myszy heterozygotycznych
i DAT-KO, wczesniej opisywane oslabienie aktywnosci
motorycznej po amfetaminie utrzymuje si¢ po jej przewle-
ktym podawaniu, ale jedynie u heterozygot dochodzi do
jego nasilenia w miar¢ podawania amfetaminy, czyli jedy-
nie u tych myszy, przy obecnosci 50% biatka DAT, rozwija
si¢ sensytyzacja na efekty hipolokomotoryczne amfetami-
ny. Catkowity brak DAT uniemozliwia wigc rozwdj sen-
sytyzacji lokomotorycznej. Skoro wiadomo, ze catkowite
usunigcie genu kodujacego biatko DAT wiaze si¢ z okoto
10-krotnym wzrostem stg¢zenia pozakomoérkowej dopaminy
w NAC i prazkowiu [12], efekt ten nasladowa¢ moze dzia-
tanie amfetaminy i zapobiegaé rozwojowi sensytyzacji.

Przy braku DAT rozwijaja si¢ pewne mechanizmy kom-
pensacyjne, takie jak zmniejszenie uwalniania dopaminy,
spadek aktywnosci autoreceptoréw dopaminowych (pre-
synaptycznych), spadek gestosci receptoréw D, i D, post-
synaptycznych (przynajmniej niektérych ich populacji)
w VTA i SNC. Istnieniem wtasnie tych zmian adaptacyj-
nych ttumaczy si¢ wigkszos¢ efektow obserwowanych u my-
szy DAT-KO [6], tacznie z opisanymi wyzej.

Wiele danych literaturowych wskazuje na pewne paradok-
salne typy dziatari srodkéw psychostymulujacych u my-
szy DAT-KO. Jednym z nich jest nasilanie uwalniania do-
paminy w NAC przez te zwiazki [2] oraz utrzymywanie
sie dziatlan nagradzajacych kokainy i amfetaminy (sa-
mopodawanie i warunkowa preferencja miejsca) przy cat-
kowitym braku DAT [1,7,8]. W modelu samopodawania,
zwierzgta poddawane sa najpierw operacyjnemu wprowa-
dzeniu odpowiedniej kaniuli, a nast¢pnie uczone sa wyko-
nywania reakcji naciskania dZwigni w klatce Skinnera ce-
lem podania badanego zwiazku, najczg¢sciej dozylnie lub
do okreslonych struktur o.u.n. Test warunkowej preferen-
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cji miejsca opiera si¢ na klasycznym warunkowaniu in-
strumentalnym (warunkowanie pawtowowskie), w trakcie
ktérego dane srodowisko (np. czgs¢ aparatu o okre§lonym
kolorze lub strukturze podtoza), kojarzone z podawaniem
badanego zwiazku majacego dziatanie nagradzajace, przej-
muje jego wlasciwosci motywacyjne. Zwierzgta wyraznie
preferuja te cze¢s¢ aparatu, ktéra uprzednio kojarzona byta
z podawaniami tego zwiazku i spedzaja w niej znacznie
wigcej czasu niz przed treningiem.

Ttumaczac zjawisko utrzymywania si¢ dziatar nagradza-
jacych kokainy i amfetaminy u myszy DAT-KO autorzy
sugeruja, iz przy braku DAT, psychostymulanty dziataé
moga (hamujaco) na inne, alternatywne punkty uchwytu,
np. NET, ktory to transporter rowniez uczestniczy w wy-
chwycie zwrotnym dopaminy. Potwierdzeniem tej sugestii
sa wyniki otrzymane po zastosowaniu reboksetyny, selek-
tywnego blokera NET, ktora rowniez nasilata uwalnianie
dopaminy w NAC u myszy DAT-KO, pozostajac bez wpty-
wu na poziom dopaminy u myszy WT [2]. Jednak, opiera-
jac sie na innych doniesieniach, wskaza¢ mozna réwniez na
przypuszczalnag rolg transportera SERT w tych paradok-
salnych efektach psychostymulantéw u myszy DAT-KO,
skoro zwiazki, ktore nasilaja przekazZnictwo serotoninowe
(fluoksetyna, L-tryptofan) takze obnizaja hiperlokomocje
u tych myszy [5,11]. Przy catkowitym braku DAT, psycho-
stymulanty dziata¢ moga wigc na inne, alternatywne punk-
ty uchwytu, jak wtasnie NET lub SERT.

W przypadku morfiny réwniez obserwowano réznice
w efektach behawioralnych u myszy DAT-KO i WT. I tak,
warunkowa preferencja miejsca indukowana morfing byta
silniej zaznaczona, a morfinowe objawy odstawienne in-
dukowane naloksonem ostabione u myszy DAT-KO w po-
réwnaniu z WT [12]. W pierwszym z uzytych testéw bada-
nia przeprowadzono z uzyciem klatek ztozonych z dwéch
czescei roznigeych sig kolorem $cian i struktura podioza. Po
podaniu morfiny, zwierzgta umieszczane byty na 20 minut
w jednej z tych czg¢sci, natomiast druga cze¢s¢ kojarzona
byta z podawaniem soli fizjologicznej. Trening taki trwat
8 dni, a nastegpnie przeprowadzono test, w trakcie ktérego
mierzono czas przebywania myszy w obu czgsciach klatki.
Wykazano, iz zwierzgta wyraznie preferowaty tg czgs¢ apa-
ratu, ktéra uprzednio kojarzona byta z podawaniem mor-
finy i spedzaty tam znacznie wigcej czasu niz przed tre-
ningiem, co §wiadczy o silnym dziataniu nagradzajacym
morfiny. W drugim z uzytych testéw, zaleznos¢ fizyczna

PismiENNICTWO

wywotywano podajac myszom morfing (we wzrastajacych
dawkach), dootrzewnowo, dwa razy dziennie. Objawy od-
stawienne indukowano pojedyncza dawka antagonisty opio-
idowego naloksonu, 2 godziny po ostatniej iniekcji mor-
finy. Objawy odstawienne, takie jak: otrzepywania, skoki,
drzenia przednich tap i weszenie obserwowano i liczono
w ciaggu 30 minut po iniekcji naloksonu.

Podobnie jak psychostymulanty, takze morfina nasilata
aktywnos$¢ mezolimbicznych neuronéw dopaminowych
u myszy DAT-KO. Jednoczesnie wykazano, iz morfi-
na nie wywotywata zmian aktywnosci lokomotoryczne;j
u tych myszy i na tej podstawie autorzy sugeruja istnienie
dysocjacji migdzy nagradzajacymi wtasciwosciami morfi-
ny a jej wplywem na lokomocjeg, podobnie jak w przypad-
ku Srodkéw psychostymulujacych. Odrgbne mechanizmy
neuronalne warunkowa¢ moga rozwdj obu typéw dziatan
tych zwiazkow.

Nowsze doniesienia literaturowe wyraZnie wskazuja row-
niez na udzial aminokwaséw pobudzajacych, czyli uktadu
glutaminergicznego i receptoréw N-metylo-D-asparaginia-
nu (NMDA) w hiperlokomocji i innych efektach behawio-
ralnych obserwowanych u myszy DAT-KO [4]. Wykazano,
iz hiperaktywno$¢ myszy DAT-KO jest nasilana przy osta-
bieniu przekazZnictwa glutaminergicznego w wyniku zasto-
sowania antagonistow receptora NMDA. Dodatkowo, blo-
kada tych receptoréw zapobiegala wystgpowaniu ostabienia
aktywnos$ci motorycznej u tych myszy, wywotanej poda-
niem psychostymulantéw lub lekéw nasilajacych przekaz-
nictwo serotoninowe. Sugeruje to posredni udzial neuronéw
glutaminergicznych we wzajemnych interakcjach migdzy
dopaming a serotoning, réwniez przy wspolistniejacym na-
sileniu aktywnosci uktadu dopaminowego.

PobpsumowaNIE

Na zakoniczenie podkresli¢ nalezy, iz myszy DAT-KO sta-
nowi¢ mogg atrakcyjny i wiarygodny model nasilenia prze-
kaZnictwa dopaminowego, stosowany w badaniach beha-
wioralnych i elektrofizjologicznych, celem dokladnego
opisania molekularnych mechanizméw, towarzyszacych
utrzymujacemu si¢ podwyzszonemu poziomowi pozako-
morkowej dopaminy. Model ten pozwala réwniez zrozu-
mie¢ podloze wielu schorzen, zwigzanych z zaburzenia-
mi przekazZnictwa dopaminowego u ludzi, co umozliwic¢
moze zastosowanie wlasciwej farmakoterapii.
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