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Wykaz skrotow

3-CMC (ang. 3-chloromethcathinone) — 3-chlorometkatynon
4-CMC (ang. 4-chloromethcathinone) — 3-chlorometkatynon
3-MMC (ang. 3-methylmethcathinone) — 3-metylmetkatynon

BBB (ang. blood-brain barrier) — bariera krew-mo6zg

BrdU — bromodeoksyurydyna, 5-bromo-2’-deoksyurydyna

BSA (ang. bovine serum albumin) — albumina z surowicy bydlecej
CA (tac. Cornu ammonis) — hipokamp wtasciwy

DAT (ang. dopamine transporter) — transporter dopaminy

DG (ang. dentate gyrus) — zakret zebaty

EC (ang. entorhinal cortex) — kora srodwechowa

EMCDDA (ang. European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction)

— Europejskie Centrum Monitorowania Narkotykéw i Narkomanii
GFAP (ang. glial fibrillary acidic protein) — kwasne biatko wtdkienkowe
GIS — Gtéwny Inspektorat Sanitarny

HHPV (ang. 3,4-dihydroxypyrovalerone) — 3,4-dihydroksypirowaleron

HMPV (ang. 4-hydroxy-3-methoxypyrovalerone) — 4-hydroksy-3-metoksy-

pirowaleron
IgG — immunoglobulina G

MDMA (ang. 3,4-methylenedioxymethamphetamine) — 3,4-metylenodioksy-

metamfetamina

MDPV (ang. 3,4-methylenedioxypyrovalerone) — 3,4-metylenodioksypirowaleron,
1-(1,3-benzodioksol-5-yl)-2-(1-pyrolidynylo)-1-pentanon

MES (ang. 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) — kwas 2-(N-morfolino)-

etanosulfonowy



MTL (ang. medial temporal lobe) — przysrodkowy ptat skroniowy

MWM (ang. Morris water maze) — labirynt wodny Morrisa

NET (ang. norepinephrine transporter) — transporter noradrenaliny

NeuN (ang. neuronal nuclear protein) — neuronalne biatko neurofilamentowe
NGS (ang. normal goat serum) — surowica kozia

NOR (ang. novel object recognition) — rozpoznawanie nowego obiektu

NPS (ang. novel psychoactive substances) — nowe substancje psychoaktywne

NuPAGE (ang. neutral polyacrylamide gel electrophoresis) — obojetny Zzel
poliakrylamidowy do elektroforezy biatek

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PB (ang. phosphate buffer) — bufor fosforanowy

PBS (ang. phosphate buffer saline) — sdl fizjologiczna buforowana fosforanami
PER (ang. perirhinal cortex) — kora okotowechowa

PFA (ang. paraformaldehyde) — paraformaldehyd

PFC (ang. prefrontal cortex) — kora przedczotowa

PD (ang. postnatal day) — dzieh po narodzinach

PSD95 (ang. postsynaptic density protein 95) — biatko gestosci postsynaptyczne;j
RIPA (ang. radioimmunoprecipitation assay buffer) — bufor lizujgcy

SERT (ang. serotonin transporter) — transporter serotoniny

SGZ (ang. subgranular zone) — warstwa podziarnista

SSC (ang. saline sodium citrate buffer) — roztwor soli fizjologicznej w buforze

cytrynianowym

TBS (ang. tris-buffered saline) — sol fizjologiczna  buforowana

tris(hydroksymetylo)aminometanem

TBS-A (ang. tris-buffer saline with Triton-X 100) — sdl fizjologiczna buforowana
Tris z Triton-X 100



TBS-B (ang. tris buffer saline with Triton-X 100 and BSA) sol fizjologiczna

buforowana Tris z Triton-X 100 i albuming z surowicy bydlecej

TBS-T (ang. tris-buffered saline with Tween 20) — sol fizjologiczna buforowana

Tris z Tween 20
Tris (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane) — tris(hydroksymetylo)aminometan

UNODC (ang. United Nations Office on Drugs and Crime) — Biuro Narodow
Zjednoczonych ds. Narkotykow i Przestepczosci



1. Wstep

1.1. Nowe substancje psychoaktywne — definicje,

rozpowszechnienie, klasyfikacja i status prawny

Zazywanie substancji psychoaktywnych stanowi powazny problem
zdrowotny i spoteczny. Nowe substancje psychoaktywne (ang. novel
psychoactive substances, NPS), w Polsce powszechnie znane jako ,dopalacze”,
pojawity sie w potowie pierwszej dekady XXI wieku jako tania i legalna
alternatywa dla narkotykéw objetych miedzynarodowg kontrolg. Wocigz
wprowadzane sg do obrotu nowe zwigzki psychoaktywne, a rynek narkotykowy
podlega dynamicznym zmianom [UNODC, 2013].

W odpowiedzi na rosngcg liczbe zwigzkéw psychoaktywnych w maju
2005 roku Unia Europejska opracowata definicie NPS. Okresla ona nowa
substancje psychoaktywng jako ,nowy Srodek odurzajgcy Ilub nowy lek
psychotropowy w postaci czystej lub w formie preparatu, ktéra nie zostata
zamieszczona w wykazach zatgczonych do Jednolitej konwencji ONZ o Srodkach
odurzajgcych z 1961 r. lub do Konwencji ONZ o substancjach psychotropowych
z 1971 r., aktora moze stanowi¢ porownywalne zagrozenie dla zdrowia
publicznego jak substancje wymienione w wykazach I, Il lub IV’ [decyzja Rady
2005/387/WSiSW]. Termin ten zostat nastepnie zaadaptowany przez
Europejskie Centrum Monitorowania Narkotykéw i Narkomanii (ang. European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, EMCDDA) i Biuro Narodéw
Zjednoczonych ds. Narkotykéw i Przestepczos$ci (ang. United Nations Office on
Drugs and Crime, UNODC) [UNODC, 2013]. Niemniej jednak, zakres definicji
i status prawny poszczegolnych substancji moze rézni¢ sie w zaleznosci od kraju

oraz podlega aktualizacjom.

W Polsce, w mysl znowelizowanej ustawy o przeciwdziataniu narkomanii,
termin ,nowa substancja psychoaktywna” oznacza ,kazdg substancje lub grupy
substancji pochodzenia naturalnego Ilub syntetycznego w formie czystej
lub w formie preparatu dziatajgcg na oSrodkowy uktad nerwowy, inng niz
substancja psychotropowa | Srodek odurzajgcy, Stwarzajgcg zgodnie

Z rekomendacjg Zespotu do spraw oceny ryzyka zagrozen dla zdrowia lub zycia



ludzi zwigzanych z uzywaniem nowych substancji psychoaktywnych, o ktorej
mowa w art. 18b ust. 1 pkt 3, zagrozenia dla zdrowia lub zagrozenia spoteczne
porownywalne do zagrozen stwarzanych przez substancje psychotropowg
lub srodek odurzajgcy, lub ktére nasladujg dziatanie tych substancji, okreslong
w przepisach wydanych na podstawie art. 44f pkt 3’ [Dz. U. z 2023 r. poz. 172].

Jednakze okreslenie ,nowa” moze by¢ mylace, sugerujac, iz dany zwigzek
zostat niedawno zsyntetyzowany lub wyizolowany z materiatu roslinnego.
W rzeczywistosci pojecie to odnosi sie do kazdego zwigzku, ktéry zaczeto
uzywaé¢ w celach rekreacyjnych [EMCDDA, 2023; UNODC, 2013]. Dotyczy
to rowniez zwigzkow psychoaktywnych zsyntetyzowanych wiele lat temu,
zmodyfikowanych prekursorow zwigzkéw psychoaktywnych lub substanciji
psychoaktywnych pochodzenia roslinnego [UNODC, 2013] badz zwierzecego
[Orsolini i wsp., 2018]. Liczne NPS zostaty zsyntetyzowane dekady temu przez
firmy farmaceutyczne lub laboratoria uniwersyteckie w poszukiwaniu nowych
lekébw,  natomiast czeS¢  zwigzkdow  przeznaczona  byta  jedynie
do przeprowadzania badan naukowych, m.in. stuzyta jako ligandy przeznaczone

do badania funkcji okreslonych receptoréw [UNODC, 2013].

NPS stanowig nieustannie rozwijajgcg sie i bardzo zroéznicowang
pod wzgledem budowy chemicznej i dziatania grupe substancji. W oparciu
o wywotywane przez NPS efekty psychotropowe i oddziatywanie na zachowanie
uzytkownikow znajdujgcych sie pod ich wptywem, wyrdznia sie cztery gtébwne
kategorie NPS, tj. syntetyczne kannabinoidy, zwigzki psychostymulujgce, zwigzki
halucynogenne/psychodysleptyczne i  zwigzki  dziatajgce  depresyjnie
na osrodkowy uktad nerwowy (OUN) [Luethi i Liechti, 2020; Shafi i wsp., 2020].
Istnieje tez szeroka grupa innych zwigzkdéw, ktérych nie mozna jednoznacznie
przyporzgdkowac¢ do zadnej z powyzszych kategorii. Ponadto, leki takie jak
podtlenek azotu czy tramadol, chociaz spetniajg kryteria definicji NPS, nie sg
formalnie uznane za NPS, a obrét nimi nie podlega miedzynarodowej kontroli
prawnej [Luehti i Liechti, 2020; Shafi i wsp., 2020; UNODC, 2023].

Aby unikng¢ odpowiedzialnosci karnej w przypadku zatrucia lub zgonu
uzytkownikéw, produkty zawierajgce NPS sg oferowane jako ,odczynniki

chemiczne”, ,mieszanki ziotowe”, ,odzywki dla roslin®, ,srodki czyszczgce”,
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,odéwiezacze powietrza” i opatrzone ostrzezeniem, iz produkty te ,nie sg
przeznaczone do spozycia przez ludzi” lub ,sg przeznaczone jedynie do celéw
naukowych” [UNODC, 2013]. Tego typu produkty rowniez obejmuje
znowelizowana ustawa o przeciwdziataniu narkomanii, w ktérej zostaty one
okreslone jako ,Srodek zastepczy”, czyli ,produkt zawierajgcy substancje
0 dziataniu na oSrodkowy uktad nerwowy, ktory moze byc¢ uzyty w takich samych
celach jak srodek odurzajgcy, substancja psychotropowa lub nowa substancja
psSychoaktywna, ktorych wytwarzanie i wprowadzanie do obrotu nie jest
regulowane na podstawie przepisow odrebnych;, do Srodkow zastepczych
nie stosuje sie przepisbow o o0goélnym bezpieczenstwie produktow”
[Dz. U. z 2023 r. poz. 172].

W pierwszych kilku latach obecnosci NPS na rynku ze wzgledu na to,
iz byly to substancje niekontrolowane w wiekszosci krajow, wsrdd uzytkownikéw
panowato iluzoryczne poczucie bezpieczenstwa i przekonanie o ich
nieszkodliwosci. Dodatkowo byly one tatwo dostepne w tzw. smartshopach
i anonimowo w Internecie oraz oferowane po bardzo niskiej cenie, co przyczynito
sie do ich rozpowszechnienia wsrod mtodziezy i mtodych dorostych [Corkery
i wsp., 2018]. W 2014 roku liczba NPS wykrytych po raz pierwszy w Europie
osiggneta poziom 101 zwigzkéw, po czym zaczeta stopniowo sie zmniejszac,
oscylujgc wokot 50 nowych NPS w latach 2017-2021 [EMCDDA, 2023],
co oznacza, iz wybuch pandemii COVID-19 nie zatrzymat wprowadzania
na rynek nowych NPS [Catalani i wsp., 2021]. Natomiast, w 2022 roku osiggneta
najnizszy poziom od 12 lat; po raz pierwszy zidentyfikowano 41 NPS [EMCDDA,
2023], a w 2023 roku po raz pierwszy zidentyfikowano jedynie 26 NPS,
co swiadczy o pogtebieniu sie tendencji spadkowej [EMCDDA, 2024]. Do spadku
liczby pojawiajgcych sie rokrocznie zwigzkébw mogto przyczyni¢ sie
wprowadzenie tzw. legislacji generycznej (analogowej), w mys| ktorej wykazy
kontrolowanych substancji zawierajg nie tylko poszczegdlne zwigzki wymienione
z nazwy, ale tez cate grupy zwigzkéw o okreslonej budowie strukturalnej.
Uwzglednione na listach grupy zwigzkéw musi charakteryzowac podobienstwo
szkieletu weglowego do macierzystego zwigzku kontrolowanego
z wyszczegolnieniem przewidywanych zmian podstawnikéw w jego strukturze

[UNODC, 2019]. Pomimo, iz tempo w jakim na rynku pojawiajg sie nowe
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substancje maleje, toliczba substancji nalezgcych do NPS ciggle wzrasta
[UNODC, 2023]. Wprowadzenie przepisbw generycznych nie rozwigzuje
catkowicie problemu, a niekiedy wrecz przyspiesza pojawianie sie zwigzkow
o zupetnie innej strukturze, lecz wykazujgcych podobne dziatanie
psychofarmakologiczne do zwigzkéw  kontrolowanych  [UNODC, 2019].
Na koniec 2023 roku EMCDDA monitorowata ponad 950 NPS [EMCDDA, 2024].
Analogiczne dane opublikowato UNODC. Szacuje sie, ze w 2021 roku na rynku
Swiatowym dostepnych byto 618 substancji, z czego 87 zidentyfikowano po raz
pierwszy, dajgc fgcznie 1165 NPS kiedykolwiek zaraportowanych do UNODC
[UNODC, 2023]. Najbardziej popularng grupe NPS stanowig syntetyczne
kannabinoidy (agonisci receptorow kannabinoidowych), natomiast tuz za nimi
plasujg sie syntetyczne katynony, ktére zdominowaty rynek psychostymulujgcych
,dopalaczy” [EMCDDA, 2024; UNODC, 2023].

1.2. Syntetyczne katynony

1.2.1. Pochodzenie i rozpowszechnienie

Syntetyczne katynony sg analogami katynonu — zwigzku naturalnie
wystepujgcego w miodych lisciach i pagkach wiecznie zielonego krzewu
— czuwaliczki jadalnej (Catha edulis Forsk, rodz. Celastracae), zwanej potocznie
khatem. Ze wzgledu na fagodne dziatanie euforyzujgce i psychostymulujgce sg
one zute odsetek lat przez mieszkancoéw potudniowo-wschodniej czesci
Potwyspu Arabskiego i tzw. Rogu Afryki, gtownie na terenach dzisiejszego
Jemenu, Etiopii, Kenii i Somalii. Zucie khatu jest silnie zakorzenione w lokalnych
spotecznosciach i praktykowane podczas wydarzen kulturalnych bgdz ceremonii
o charakterze religijnym. Regularnie odbywajg sie tez kilkugodzinne sesje zucia
khatu [Valente i wsp., 2014]. Khat wzmaga czujnosc¢ i znosi poczucie zmeczenia,
dziata anorektycznie, podnosi nastrdj, ufatwia nawigzywanie kontaktow
towarzyskich i zwieksza poczucie pewnosci siebie [Kalix, 1996; Silva i wsp.,
2022].

Liscie khatu zawierajg ponad 40 réznych zwigzkéw, z ktdérych dziatanie
pobudzajgce wykazujg alkaloidy nalezgce do frakcji fenyloalkiloamin.
Najsilniejsze dziatanie psychostymulujgce wykazuje S(-)-katynon,
(-)-a-aminopropiofenon [Valente i wsp., 2014], o sile dziatania podobnej
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do S(+)-amfetaminy [Kalix, 1980], stgd czasem nazywany jest ,naturalng
amfetaming” [Kalix, 1996]. Szacuje sie, ze efekty pobudzenia po typowej sesji
zucia khatu sg zblizone do przyjecia 5 mg amfetaminy [Feng i wsp., 2017].
Katynon moze stanowi¢ do 70% frakcji fenyloalkiloaminowej w khacie, wystepuje
jednak wytgcznie w $wiezych lisciach [Kalix i Khan, 1984]. W trakcie dojrzewania
rosliny oraz podczas wysychania zebranych lisci, katynon ulega szybkiemu
przeksztatceniu do katyny — (+)-norpseudoefedryny, o okoto 7- do 10-krotnie
stabszym dziataniu pobudzajgcym, oraz do (-)norefedryny. Z tego powodu
w celach rekreacyjnych stosowane sg tylko liScie miode, Swieze — zerwane
maksymalnie kilka dni wczesniej z krzewu, a zwyczaj zucia khatu ograniczat sie
do terendbw endemicznego wystepowania rosliny. Jednak w zwigzku
z usprawnieniem sposobdow transportu i dystrybucji stosowanie khatu
rozpowszechnito sie w krajach zachodnich wsréd imigrantéw z Jemenu i Somalii
[Valente i wsp., 2014].

Katyna w lisciach khatu zostata zidentyfikowana w 1930 roku, natomiast
katynon dopiero w 1975 roku [De Felice, 2014]. Niezaleznie od prowadzonych
badan nad khatem, nie znajgc struktury chemicznej katynonu i katyny, podjeto
sie syntezy zwigzkéw o podobnej strukturze do amfetaminy, ktore staty sie
pierwszymi przedstawicielami grupy syntetycznych katynonow. W 1928 roku
zsyntetyzowano metkatynon (efedron), a rok p6zniej mefedron [Prosser i Nelson,
2012]. Wiele otrzymanych pochodnych katynonu badano pod kagtem ich
wykorzystania w medycynie, jednak w wiekszosci albo nie weszly one
do lecznictwa, np. MDPV opatentowany w 1969 roku przez firme Boeringer
Ingelheim jako potencjalny lek analeptyczny [USPO, 1969], lub zostaty z niego
wycofane ze wzgledu na potencjat uzalezniajgcy i wykazywanie dziatan
niepozgdanych, m.in. metkatynon stosowany jako lek przeciwdepresyjny
w ZSRR [Prosser i Nelson, 2012] lub analeptyk w Stanach Zjednoczonych
[Simmons i wsp., 2018], pirowaleron w leczeniu chronicznego zmeczenia lub jako
lek zmniejszajgcy apetyt [Corkery i wsp., 2018; EMCDDA, 2012],
czy amfepramon w krotkotrwatym leczeniu otytosci w Niemczech i Danii
[Europejska Agencja Lekow, 2023]. Obecnie jedynym syntetycznym katynonem
stosowanym jako lek jest bupropion wskazany w leczeniu depresji, otytosci

i uzaleznienia od nikotyny [Naglich i wsp., 2019].
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Pierwsze doniesienia o stosowaniu syntetycznych katynonéw w celach
rekreacyjnych na szerszg skale pojawity sie w latach 90. XX w. i dotyczyty
zazywania metkatynonu w krajach bytego ZSRR, a nastepnie w Stanach
Zjednoczonych [Prosser i Nelson, 2012; Simmons i wsp., 2018]. W potowie
pierwszej dekady XXI wieku, dostepnos¢ i czysto§¢ MDMA — psychoaktywnego
sktadnika tzw. tabletek ,ecstasy”, gwattownie spadly w wyniku wzmocnienia
miedzynarodowej kontroli zaréwno prekursoréw MDMA jak i gotowego produktu.
W odpowiedzi na zapotrzebowanie na zwigzki psychostymulujgce zaczeto
oferowac zwigzki nalezgce do grupy syntetycznych katynonéw [EMCDDA, 2013].
W 2005 roku do Europejskiego Systemu Wczesnego Ostrzegania zostat
zgtoszony pierwszy syntetyczny katynon — metylon. W 2007 roku na europejskim
rynku pojawit sie mefedron, a rok wczesniej w Japonii zidentyfikowano po raz
pierwszy 3,4-metylenodioksypirowaleron — MDPV [Zawilska i Wojcieszak, 2017].
Nastepnie MDPV rozprzestrzenit sie w USA i w wielu krajach Europy, w tym
w Polsce, stajgc sie jednym z najczesciej wykrywanych na swiecie sktadnikow
,dopalaczy” [Zawilska i Wojcieszak, 2013], znanym pod nazwami Magic, Super
Coke, Peevee, New Ivory Wave [Zawilska i Wojcieszak i wsp., 2017].
Wymienione katynony poczgtkowo byly sprzedawane jako MDMA
lub amfetamina, po pewnym czasie promowano je jako ,ecstasy” nowego typu,
aby wreszcie prowadzi¢ otwartg sprzedaz na szerokg skale, co przyczynito sie
do rozwoju ery ,dopalaczy” [EMCDDA, 2013]. Co wiecej, niektore syntetyczne
katynony nie stuzyty jedynie jako tymczasowe zamienniki dla klasycznych
narkotykow, ale zyskaty popularnos¢ wsrod uzytkownikdéw i utrzymujg sie
narynku do dzis, np. mefedron [EMCDDA, 2024], aczkolwiek wigekszosc,
w tym MDPV, tracita na popularnosci po ujeciu ich w wykazach substanciji
kontrolowanych [Zawilska i Wojcieszak, 2017]. Wraz z koncem 2023 roku
EMCDDA monitorowato 167 syntetycznych katynondéw, co czyni je drugg
co do liczebnosci grupe NPS [EMCDDA, 2024].

Obecnie syntetyczne katynony stanowig prawdopodobnie najczesciej
zazywang grupe ,dopalaczy” w Polsce. Wedtug danych epidemiologicznych,
opublikowanych przez Gtéwny Inspektorat Sanitarny (GIS), syntetyczne
katynony zostaty wykryte w 75% wszystkich badanych prébek NPS [GIS, 2019].

W 2023 roku GIS wydat ostrzezenie publiczne w zwigzku ze wzrostem liczby

14



zgonow spowodowane;j zazyciem syntetycznych katynonow:
3-chlorometkatynonu (3-CMC) i 4-chlorometkatynonu (4-CMC) [GIS, 2023].
Cowiecej, w Polsce w ostatnich latach wykrywa sie najwiekszg liczbe
nielegalnych laboratoriow syntetyzujgcych katynony w Europie. Tradycyjnie
wiekszos¢ nowych substancji psychoaktywnych wykrywanych w Europie
pochodzi z Chin i Indii. Trend ten jednak zaczat sie zmienia¢ po 2020 roku;
zaréwno liczba likwidowanych laboratoriow w Europie jak i konfiskowanych
prekursorow zwieksza sie. W 2020 roku zlikwidowano 15 nielegalnych
laboratoriow chemicznych — 2 w Holandii i 13 w Polsce [EMCDDA, 2022].
Podobnie w 2021 roku zlikwidowano 15 tego typu laboratoriéw w Europie z czego
1 znajdowato sie w Holandii a 14 w Polsce [EMCDDA, 2023]. Natomiast w 2022
roku liczba zlikwidowanych miejsc nielegalnej produkcji wzrosta do 29, z czego
6 na terenie Holandii i az 23 na terenie Polski. Co wiecej, ponad potowa, 355 kg
z 558 kg, prekursorow syntetycznych katynonéw zostata skonfiskowana
w Polsce [EMCDDA, 2024]. Wysoka liczba wykrytych laboratoriow oraz
prekursorow swiadczy o istotnej roli Polski w produkcji syntetycznych katynonow
w Europie [EMCDDA, 2024].

Syntetyczne katynony majg ugruntowang pozycje na rynku europejskim.
W 2022 roku wysokg popularnoscig odznaczaty sie 3-metylometkatynon
(3-MMC), 2-metylometkatynon (2-MMC) i 3-CMC, ktére skonfiskowano
w znacznych ilosciach. Poczgwszy od tego samego roku odnotowuje sie rowniez
wzrost ilosci produktow oznaczonych jako MDMA fatszowanych syntetycznymi
katynonami, zazwyczaj 4-CMC, 3-MMC, 4-metylometkatynonem (4-MMC)
lub dipentylonem [EMCDDA, 2023; EMCDDA 2024]. Proceder ten dotyczy tez
kokainy [Fabregat-Safont i wsp., 2021]. Dlatego trudno dokonaé jednoznaczne;j
oceny rzeczywistego rozpowszechnienia syntetycznych katynonow, a skala ich
zazywania prawdopodobnie jest niedoszacowana. O powszechnosci zazywania
syntetycznych katynonéw na $wiecie mozna wnioskowaé na podstawie
przypadkow udokumentowanych zatrué i zgondéw po ich zazyciu, jak i szacujac
ich obecnos¢ w Srodowisku przy pomocy jakosciowej i ilosciowej analizy Sciekéw
[Fabregat-Safont i wsp., 2021] lub zawartosci zuzytych strzykawek [EMCDDA,
2024].
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1.2.2. Budowa i mechanizm dziatania syntetycznych katynonéw

Syntetyczne katynony stanowig [(-keto analogi amfetaminy i jej
pochodnych [Glennon i wsp., 2014; Simmler i wsp., 2013], badz inaczej B-keto
fenyloetyloaminy (2-amino-1-fenylo1-propanonu) [Kolanos i wsp., 2013; Paillet-
Loilier i wsp., 2014]. Ogdlny wzér strukturalny syntetycznych katynonéw [Ryc. 1]
przedstawia mozliwe sposoby rozmieszczenia podstawnikow. Mogg one
znajdowac sie w czterech pozycjach czgsteczki katynonu: przy atomie azotu
(R1, R2), przy atomie wegla potgczonym z atomem wegla w pozycji a (Rs) i przy
grupie fenylowej (R4), co umozliwia synteze wielu ré6znorodnych pochodnych.
Podstawniki mogg stanowi¢ m.in. grupy alkilowe, alkoksylowe, alkilenodiksylowe,
halogenoalkilowe, halogenowe i fenylowe [Gongalves i wsp., 2021; Paillet-Loilier
i wsp., 2014].

N8 "R,
R,—1

| _ R;

Ryc. 1. Ogoélny wzoér strukturalny pochodnych katynonu z uwzglednieniem
mozliwej lokalizacji podstawnikow.

Syntetyczne katynony wykazujg analogiczne dziatanie do klasycznych
narkotykow nalezgcych do grupy psychostymulantow — metamfetaminy i kokainy
lub empatogenow — MDMA [Eshleman i wsp., 2017]. Mechanizm dziatania
syntetycznych katynonédw wynika z ich podobienstwa strukturalnego
do neuroprzekaznikbw  monoaminergicznych:  dopaminy,  noradrenaliny

i serotoniny [Ryc. 2].
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NH,
OH
HO NH, HO:©/K/NH2 HO
D/v HO NH

HO

Dopamina Noradrenalina Serotonina

Klasyczne zwigzki psychostymulujace

Amfetamina Metamfetamina MDMA Kokaina

Katynony Catha edulis

o} OH

Katynon Katyna

Syntetyczne katynony

(0] (0] (0] O
NH_ 0 NH_ o N
| O

0] O

Mefedron Metylon MDPV

Ryc. 2. Wozory strukturalne neuroprzekaznikbw monoaminergicznych,
klasycznych zwigzkow psychostymulujgcych oraz zwigzkoéw nalezgcych do grupy
katynonow.

Podstawowym mechanizmem dziatania syntetycznych katynonow jest
kokainopodobne hamowanie wychwytu zwrotnego neuroprzekaznikéw poprzez
inhibicje odpowiednich biatek transportujgcych dopamine (ang. dopamine
transporter, DAT), serotonine (ang. serotonin transporter, SERT) i noradrenaline

(ang. norepinephrine transporter, NET) [Cameron i wsp., 2013; Eshleman i wsp.,
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2017]. Biatka te nalezg do rodziny biatek transportujgcych SLC6 (ang. solute
carrier 6). Ulegajg one ekspresji w btonie komérkowej neurondéw syntetyzujgcych
wymienione neuroprzekazniki monoaminowe i odpowiadajg za wychwyt zwrotny
uprzednio uwolnionych  neuroprzekaznikow do cytoplazmy neuronu
presynaptycznego [Baumann i wsp. 2018]. Ten rodzaj transportu zachodzi
w synapsach z duzg szybkoscig, zapewniajgc niemal natychmiastowg
odpowiedz. Zalezy on od gradientu stezen jondw sodu po obu stronach btony
komoérkowej neuronu, a biatka stanowig kotransportery Na*/Cl- [Jayaraman
i wsp., 2021; Pramod i wsp., 2013].

Niektore syntetyczne katynony mogag petniCc takze role substratow
dla transporteréw, podobnie jak metamfetamina. W tym przypadku uwolnienie
przekaznikbw monoaminowych odbywa sie w sposéb niezalezny od egzocytozy.
Po przytgczeniu sie do biatka transportujgcego syntetyczne katynony
sg translokowane przez kanat transportera do cytoplazmy neuronu, gdzie przy
udziale pecherzykowego transportera monoamin typu drugiego (ang. vesicular
monoamine transporter 2, VMAT2) sg przenoszone do wnetrza pecherzykow
synaptycznych, uniemozliwiajgc tym samym magazynowanie w nich monoamin.
Dochodzi do postepujgcego wzrostu stezenia monoamin w cytozolu. W sytuaciji,
gdy stezenie monoamin w cytozolu jest wyzsze od stezenia pozakomdrkowego,
w procesie odwroconego transportu sg one przenoszone przez DAT, SERT i NET
do szczeliny synaptycznej [Cameron i wsp., 2013; Baumann i wsp., 2018;

Eshleman i wsp. 2013; Jitca i wsp., 2021].

Niezaleznie od mechanizmu molekularnego efektem dziatania wszystkich
syntetycznych katynonéw wchodzgcych w interakcje z transporterami jest
znaczne zwigkszenie stezenia neuroprzekaznikow w szczelinie synaptycznej,
co prowadzi do nasilenia impulsacji monoaminergicznej w mézgu [Baumann
i wsp., 2018, Eshleman i wsp., 2017]. Mechanizm dziatania syntetycznych
katynonow nie ogranicza sie do interakcji z transporterami monoamin. Mogg one
tez wigzac sie z roznymi receptorami. Niektore syntetyczne katynony wykazujg
istotne powinowactwo do receptoréw ai-adrenergicznych i serotoninowych,
m.in. 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT2c [Simmler i wsp., 2013; Simmler i wsp., 2014].
W odréznieniu od pochodnych amfetaminy, syntetyczne katynony, np. mefedron

i MDPV, mogg pobudzac¢ receptory dopaminowe, zwiekszajgc pobudzenie
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psychoruchowe i dziatanie uzalezniajgce [Ciudad-Roberts i wsp., 2015; Seaman
i wsp., 2021; Wojcieszak i wsp., 2020]. Co wiecej, mogg nasila¢
neuroprzekaznictwo z wiekszg sitg niz inne zwigzki psychostymulujgce.
Syntetyczne katynony wykazujg bardzo niskie powinowactwo do receptoréw
dla amin sladowych (ang. frace amine-associated receptor 1, TAAR1), ktorych
pobudzenie przez metamfetaming, MDMA czy kokaine moze powodowac
autoinhibicje przekaznictwa dopaminergicznego i serotoninergicznego [Achat-
Mendes i wsp., 2012].

Mechanizm dziatania syntetycznych katynondéw zalezy od ich budowy
czgsteczkowej. Syntetyczne katynony nalezgce do grupy pirowaleronow
(a-pirolidynofenondw) charakteryzujg sie obecnoscig pierscienia pirolidynowego
zamiast |- lub ll-rzedowej grupy aminowej, oraz wydtuzonym fahcuchem
w pozycji a. MDPV [Ryc. 2] jest modelowym przedstawicielem tej grupy [Zawilska
i Wojcieszak, 2017; Paillet-Loilier i wsp., 2014].

Pierscien pirolidynowy nadaje czgsteczce MDPV wysokg lipofilowos$é,
dzieki czemu powinna ona teoretycznie z fatwoscig przenikaé bariere krew-mozg
(ang. blood-brain barrier, BBB), co potwierdzity badania in vitro [Simmler i wsp.,
2013]. Jednakze izolowane warunki in vitro mogg nie oddawac¢ ztozonosci tego
procesu. Badania przeprowadzone in vivo oceniajgce stezenie wybranych
syntetycznych  katynonéw w  kresomézgowiu szczurébw po podaniu
dootrzewnowym wskazujg, iz zdolnosS¢ przenikania BBB wzrasta wraz
ze wzrostem polarnosci czgsteczki. Sugeruje to, iz syntetyczne katynony mogag
by¢ transportowane przez BBB gtdéwnie przy pomocy biatek nos$nikowych,
a w mniejszym stopniu poprzez dyfuzje bierng, tak jak ma to miejsce w przypadku
kokainy [Fabregat-Safont i wsp., 2021]. Badania in vitro i in vivo sugeruja,
iz transport kokainy przez BBB odbywa sie przy udziale antyportera protonowo-
kokainowego niezaleznego od jonéw sodu. MDPV wykazuje powinowactwo
wobec transportera dla kokainy i prawdopodobnie stanowi réwniez jego substrat
[Chapy i wsp., 2015]. Aktywny transport pirowaleronéw przez BBB zapewnia
osigganie wyzszych stezen w OUN niz we krwi [Wojcieszak i wsp., 2016].

MDPV jest zwigzkiem o bardzo wysokim powinowactwie do DAT

i charakteryzujgcym sie dtugim dziataniem [Eshleman i wsp., 2013; Kolanos
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i wsp., 2013]. Wiasciwosci te sg warunkowane przez kilka elementéw budowy
strukturalnej. Kluczowe znaczenie ma obecno$é tahcucha propylowego
w pozycji a tancucha bocznego, ktory zapewnia czgsteczce MDPV wysokie
powinowactwo do DAT [Kolanos i wsp., 2013]. Wykazano, iz bardzo wysokie
powinowactwo do DAT posiadajg zwigzki o tancuchu alifatycznym zawierajgcym
od 3 do 6 atomdéw wegla [Eshleman i wsp., 2019]. Obserwacja ta jest zgodna
z opiniami uzytkownikow, wedtug ktérych katynony o 3-weglowym tancuchu
alifatycznym takie jak MDPV, a-PVP lub pentylon wykazujg najsilniejsze
dziatanie, dlatego sg stosowane w niskich dawkach. Jezeli taricuch ten zostanie
skrécony lub wydtuzony, przyjmowana dawka jest wyzsza [Fabregat-Safont
iwsp., 2021]. Roéwnie istotna jest obecnos$¢ pierscienia pirolidynowego,
stanowigcego amine lll-rzedowg zwiekszajgcg powinowactwo do DAT,
w porownaniu do podstawnikéw bedgcych aming II- lub I-rzedowg [Kolanos
i wsp., 2013]. Podstawienie pierscienia fenylowego grupg 3,4-metylenodioksy
moze wprawdzie zwieksza¢ powinowactwo do DAT i SERT, ale nie przektada sie
ono istotnie na efekty dziatania zwigzku [Eshleman i wsp., 2017; Kolanos i wsp.,
2013; Rickli i wsp., 2015]. Podstawnik ten decyduje o diugotrwatym dziataniu
farmakologicznym MDPV, ale, co ciekawe, zmniejsza przenikanie przez BBB
[Chapy i wsp., 2015]. Zazwyczaj podstawniki decydujgce o wtasciwosciach
hamujgcych DAT, zmniejszajg lub znoszg aktywnos¢ wobec SERT [Glennon
i Dukat, 2017]. MDPV jest wysoce selektywny wzgledem DAT, wykazuje
umiarkowane powinowactwo wobec NET, a jego powinowactwo do SERT

jest znikome [Eshleman i wsp., 2013].

Stosunek inhibicji DAT/SERT decyduje o potencjale uzalezniajgcym
zwigzku, jego profilu psychofarmakologicznym i sile dziatania, a tym samym
o stosowanej dawce. Substancje o niskim wspotczynniku DAT/SERT (< 0,1)
dziatajg empatogennie, natomiast te o wysokim wspétczynniku (> 10) wykazujg
silny efekt psychostymulujgcy i obarczone sg wysokim ryzykiem rozwoju
uzaleznienia [Luethi i Liechti, 2020]. Dopamina jest gtbwnym neuroprzekaznikiem
w uktadzie nagrody, odpowiedzialnym za rozwdj uzaleznienia [Koob i Volkow,
2016], a DAT odznaczajg sie szczegodlnie gestym rozmieszczeniem
na zakonczeniach aksonéw neuronéw jadra potlezgcego przegrody (fac. nucleus

accumbens; NAc), gdzie zwigzki psychostymulujgce wywierajg swoje dziatanie
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[Rodriguez i wsp., 2011]. Wysoka sita inhibicji DAT i NET przez zwigzki
psychostymulujgce uzyskana w badaniach in vitro pozwala przewidywac,
ze zwigzki te dziatajg psychostymulujgco juz w niskich dawkach. Dla zwigzkéw
hamujgcych SERT zaleznosc¢ ta jest odwrotna [Luethi i Liechti, 2018]. MDPV jest
jednym z najbardziej wybioérczych zwigzkow wzgledem DAT. Wspdtczynnik
inhibicji DAT/SERT dla MDPV wyznaczony przez Simmlera i wsp. (2013)
w warunkach in vitro na transfekowanych transporterami monoamin komorkach
HEK 293 wynosi ponad 100, co oznacza, ze jest on wyzszy niz w przypadku
klasycznych  narkotykéw. Dla poréwnania, wspétczynnik DAT/SERT
dla amfetaminy i metamfetaminy wynosi ponad 10, a dla MDMA 0,08 [Simmler
iwsp., 2013]. MDPV wykazuje tez wyzsze od amfetaminy, metamfetaminy
i MDMA powinowactwo do NET [Simmler i wsp., 2013]. Baumann i wsp. (2017)
wykorzystujgc szczurze synaptosomy okreslili  wspoétczynnik DAT/SERT
dla MDPV jako 816,82, dla amfetaminy jako 36,7, a kokainy — 1,48.

Podsumowujgc, MDPV jest bardzo silnym inhibitorem wychwytu
zwrotnego amin katecholowych, lecz podobnie jak inne katynony nalezace
do grupy pirowaleronéw, nie wptywa na ich uwalnianie z neuronéw. MDPV
nie wywiera istotnego wptywu na przekaznictwo serotoninergiczne [Baumann

i wsp., 2013; Eshleman i wsp., 2013, Simmler i wsp., 2013].

Czgsteczka MDPV posiada centrum chiralnosci, co oznacza, ze istniejg
dwa enancjomery — R(+)-MDPV i S(-)-MDPV. W ,dopalaczach” i materiale
biologicznym wykrywana jest forma racemiczna (R,S)-MDPV. W warunkach
in vivo enancjomery MDPV nie przeksztatcajg sie w siebie wzajemnie
[Hambuchen i wsp., 2017]. Obie formy MDPV wykazujg aktywnos$¢ biologiczng,
jednak enancjomer R(+)-MDPV charakteryzuje najwyzsza sita dziatania, dlatego
wiekszos¢ efektow neurochemicznych i behawioralnych MDPV w formie
racemicznej wynika z jego aktywnosci [Gannon i wsp., 2016; Kolanos i wsp.,
2015]. Enancjomer S(-) MDPV wykazuje bardzo niskg aktywnosc¢, np. pomimo
iz jest preferowany przez myszy w porownaniu do soli fizjologicznej,
to nie wywotuje wzrostu aktywnosci motorycznej [Gannon i wsp., 2016].
Biodostepnos¢ (R,S)-MDPV  po podaniu dootrzewnowym jest zalezna

od ptci — u samcow szczurow jest wieksza niz u samic, co moze ttumaczyc¢
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znaczgco wyzsze pobudzenie lokomotoryczne u samcéw [Hambuchen i wsp.,
2017].

1.2.3. Wiasciwosci fizykochemiczne MDVP i sposoby jego przyjmowania

Syntetyczne katynony sg dostepne pod postacig biatego, zottawego
lub brgzowawego krystalicznego proszku, dlatego sprzedawane sg pod nazwg
,Soli do kgpieli” ewentualnie ,odzywek do roslin” [Gongalves i wsp., 2021]. MDPV
w formie wolnej zasady ma posta¢ amorficznego brgzowego lub zo6tto-zielonego
proszku, podczas gdy jego chlorowodorek jest higroskopijnym proszkiem
o brgzowo-biatej barwie [EMCDDA, 2014]. Proszek ten jest zazwyczaj
przyjmowany na btone sluzowg nosa, rzadziej doustnie — zawiniety w cienkg
bibutke, tzw. ,bombing”, lub w formie tabletek/kapsutek, moze byC takze
rozpuszczony w ptynach. Mniej popularne drogi podania obejmujg wstrzykniecia
podskorne, domiesniowe bagdz dozylne, wlewki doodbytnicze Ilub wcieranie
w gatke oczng, tzw. ,eyeballing”, lub dzigsta [Prosser i Nelson, 2012; Zawilska
i Wojcieszak, 2013]. Wielkos¢ przyjmowanej dawki zalezy od danego zwigzku,
oczekiwanej przez uzytkownikéw sity dziatania oraz ich wcze$niejszego
doswiadczenia. MDPV najczesciej przyjmowany jest doustnie lub donosowo
[Zawilska i Wojcieszak, 2017]. Efekty psychostymulujgce MDPV wystepujg
juz przy niskich dawkach rzedu 1-6 mg, przy czym dawka donosowa miesci sie
w przedziale 1-20 mg (zwykle 5-11 mg), a doustna — 2-25 mg (zwykle
8-15 mq) [Erowid, 2013]. W celu uzyskania zaréwno szybkich jak i dtugotrwatych
efektow czesto tgczone sg rézne drogi podania [EMCDDA, 2014]. Nalezy jednak
uwzgledni¢ fakt, iz produkty zawierajgce syntetyczne katynony sprzedawane
nawet pod tg samg nazwg moga rézni¢ sie sktadem jakosciowym i iloSciowym
[Araujo i wsp., 2015]. Czesto nie zawierajg jedynie deklarowanego na etykiecie
syntetycznego katynonu, ale stanowig mieszanine réznych syntetycznych
katynonow lub innych zwigzkéw aktywnych, ktére mogg nasladowac
ich dziatanie, m.in. kofeiny, benzokainy czy lidokainy [Gongalves i wsp., 2021;
Marinetti i Antonides, 2013]. Dodatkowo w ich sktad mogg wchodzi¢ substancje
wypetniajgce lub pozostate po syntezie zanieczyszczenia [Gongalves i wsp.,
2021], mogace zwiekszaC toksycznos¢. Ze wzgledu na duzg site
dziatania istnieje wysokie ryzyko nieswiadomego przedawkowania MDPV.

Szczegdlnie, ze niektore opakowania ,dopalaczy” zawierajg nawet 500 mg
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MDPV, a sugerowana dawka na etykiecie moze by¢ zawyzona do 50 mg
[Zawilska i Wojcieszak, 2013]. W zaleznosci od drogi podania poczatek dziatania
MDPV w wystepuje w ciggu 5-30 minut, a efekty dziatania utrzymujg sie
od 2 do 7 godzin [EMCDDA, 2014].

1.2.4. Metabolizm MDPV

Metabolizm MDPV przebiega w sposéb typowy dla syntetycznych
katynonow i zwigzkow posiadajgcych grupe metylenodioksy, np. MDMA i MDA
(3,4-metylenodioksyamfetamina). Uczestniczg w nim liczne izoenzymy
mikrosomalne cytochromu P450 (CYP) watroby, w szczegdélnosci CYP2D6,
aletez CYP2C19 czy CYP1A2. W pierwszym etapie zachodzi otwarcie
pierScienia metylenodioksy, a nastepnie jego O-demetylacja, co prowadzi
do utworzenia katecholopirowaleronu (3,4-dihydroksypirowaleronu; HHPV),
ktory ulega metylacji preferencyjnie w pozycji 3 przy udziale katecholo-O-
metylotranferazy dajac metylokatecholopirowaleron (4-hydroksy-3-
metoksypirowaleron; HMPV). Nie stwierdzono obecnosci metabolitow
hydroksylowanych czy deaminowanych. Przewazajgca ilo§¢ MDPV pozostaje
w postaci niezmienionej [Strano-Rossi i wsp., 2010]. HHPV ma zblizony profil
dziatania do MDPV, z podobng sitg hamuje DAT i NET oraz jest pozbawiony
aktywnosci wobec SERT. Metylacia HHPV do HMPV skutkuje znacznym
zmniejszeniem aktywnosci wobec DAT i NET. HMPV stanowi gtéwny metabolit
MDPV wykrywany w moczu. Jednak powstate metabolity ulegajg intensywnemu
sprzeganiu z resztami kwasu siarkowego i glukuronowego w procesach Il fazy,
dlatego tez ich farmakologiczna aktywno$¢ in vivo jest nieistotna, pomimo
dtugiego okresu pottrwania. Za efekty behawioralne odpowiada jedynie MDPV,
a nie jego metabolity [Anizan i wsp., 2016; Concheiro i wsp., 2022; Luethi i wsp.,
2019].

1.2.5. Efekty dzialania MDPV na modelach zwierzecych

Efekty behawioralne wywotywane przez MDPV zostaly obszernie
przebadane na modelach mysim i szczurzym. AktywnoS¢ ruchowa jest
warunkowana pobudzeniem receptorow D1-dopaminowych przez MDPV
[Wojcieszak i wsp., 2020]. MDPV powoduje zalezny od czasu i dawki wzrost

spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej horyzontalnej i wertykalne;j.
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Pobudzenie wystepuje w zakresie dawek 0,5-30 mg/kg po podaniu
dootrzewnowym lub podskérnym, a poczatek dziatania pojawia sie natychmiast
po podaniu. Krzywa zaleznos$ci stopnia pobudzenia ruchowego od dawki MDPV
przybiera ksztatt odwréconej litery ,U”. Aktywnos¢ lokomotoryczna wzrasta wraz
ze wzrostem dawki az do osiggniecia maksymalnego pobudzenia.
Przy stosowaniu wysokich dawek wystepuje spadek aktywnosci lokomotoryczne;j
spowodowany nasilonymi ruchami stereotypowymi charakterystycznymi
dla zwigzkdéw psychostymulujgcych, tj. powtarzanym potrzgsaniem i obracaniem
gtowy, lizaniem, weszeniem | gryzieniem, w tym skutkujgcym
samouszkodzeniem z towarzyszgcym krwawieniem [Aarde i wsp., 2013; Berquist
i wsp., 2016; Marusich i wsp., 2012; Huang i wsp., 2012, Fantegrossi i wsp.,
2013; Gatch i wsp., 2013; Wojcieszak i wsp., 2020]. Pobudzenie
psychomotoryczne jest silniejsze po zastosowaniu MDPV niz w przypadku
metamfetaminy [Aarde i wsp., 2013], MDMA [Fantegrossi i wsp., 2013] i kokainy
[De-Giorgio i wsp., 2019]. MDPV wywotuje wiekszg agresje u myszy niz kokaina.
Sita odpowiedzi agresywnej wzrasta po wielokrotnym podaniu MDPV [De-Giorgio
i wsp., 2019].

Wiasciwosci  uzalezniajgce MDPV  wykazano w  badaniach
behawioralnych: warunkowanej preferencji miejsca [Karlssson i wsp., 2014],
sensytyzacji lokomotorycznej [Berquist i wsp., 2016] i samopodawania [Aarde
i wsp., 2013; Gatch i wsp., 2013; Geste i wsp., 2018].

1.2.6. Efekty dziatania syntetycznych katynonéw u ludzi

Oczekiwane przez uzytkownikdéw efekty dziatania syntetycznych
katynonéw obejmujg: pobudzenie psychoruchowe, poczucie przyptywu energii,
zmniejszenie apetytu i potrzeby snu, wzrost czujnosci i empatii, otwartosc,
tatwiejsze nawigzywanie nowych kontaktéw towarzyskich, wielomownosc,
podwyzszony nastrdj i euforie [Baumann i wsp., 2013; Baumann i wsp., 2018;

Daziani i wsp., 2023; Prosser i Nelson, 2012].

Zazycie syntetycznych katynondéw w duzej dawce bgdz ich regularne
stosowanie moze prowadzi¢ do wystgpienia licznych dziatan toksycznych.
Przewazajg objawy ze strony ukfadu nerwowego i sercowo-naczyniowego, ktére

mozna zaklasyfikowa¢ do objawéw toksydromu sympatykomimetycznego
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i/lub halucygennego [Daziani i wsp., 2023; Froberg i wsp., 2015; Marinetti

i Antonides, 2013].

Liste najwazniejszych objawéw zatrucia przedstawia

Tabela | [Borek i Holstege, 2012; Daziani i wsp., 2023; EMCDDA, 2014; Froberg

i wsp., 2015; Marinetti i Antonides, 2013; Paillet-Loilier i wsp., 2014, Riley i wsp.,

2020].

Tabela | Dziatania niepozgdane syntetycznych katynonow

Wplyw na

Objawy

uktad nerwowy

psychike

funkcje

poznawcze

uktad sercowo-

naczyniowy

uktad moczowy

uktad
pokarmowy
uktad
miesniowy
uktad

oddechowy

bole i zawroty gtowy, bezsennos¢, dreszcze, drgawki,
hipertermia, zaburzenia widzenia, rozszerzenie Zrenic,
parestezje, hipertermia, encefalopatia, udar krwotoczny
mozgu, Spigczka

drazliwos¢, agresja, lek, napady paniki, mysli samobdjcze,
depresja, epizody psychotyczne, omamy

splatanie, dezorientacja, dtugotrwate ostabienie pamieci,

gonitwa mysli

tachykardia, kotatanie serca, nadcisnienie tetnicze, nagty
skurcz naczyn wiencowych, =zatrzymanie akcji serca,
rozsiane wykrzepianie wewngtrznaczyniowe

ostra niewydolno$¢ nerek

nudnosci/wymioty, anoreksja

drzenia miesniowe, mioklonie, rabdomioliza, bruksizm

przyspieszenie oddechu
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Ostre przedawkowanie MDPV manifestuje sie najczesciej hipertermia,
rabdomiolizg, hiponatremig, kwasicg i drgawkami. W ciezkich przypadkach moze
dojs¢ do udaru krwotocznego i obrzeku moézgu, zapasci krgzeniowo-oddechowej,
zawatu serca, niewydolnosci wielonarzgdowej [Froberg i wsp., 2015; Paillet-
Loilier i wsp., 2014]. Zazywanie syntetycznych katynonéw w sesjach, tj. przez
2-3 kolejne dni, moze doprowadzi¢ do rozwoju zagrazajgcego zyciu zespotu
majaczeniowego z towarzyszgcym pobudzeniem (ang. excited delirium
syndrome) [Paillet-Loilier i wsp., 2014, Penders i wsp., 2012]. Objawy kliniczne
zespotu rozwijajg sie nagle i obejmujg: dziwne i agresywne zachowanie, krzyk,
paranoje, napady paniki, samouszkodzenia, akty przemocy fizycznej
i nadspodziewang site fizyczng. U pacjentow rozwija sie hipertermia,
odwodnienie, rabdomioliza i niewydolno$¢ nerek. Zgon nastepuje zazwyczaj
z powodu depresji oddechowej lub silnej arytmii serca. Zespét ten diagnozuje sie
po zazyciu wysokich dawek substancji zwiekszajgcych przekaznictwo
dopaminergiczne, szczegolnie czesto odnotowywany jest przy zatruciu kokaing
[Penders i wsp., 2012, Takeuchi i wsp., 2011].

Obecnie nie istnieje specyficzna odtrutka, ktéra mogtaby by¢ zastosowana
w zatruciach syntetycznymi katynonami, dlatego leczenie jest jedynie objawowe
[Paillet-Loilier i wsp., 2014]. Nie istnieje tez zaden zarejestrowany lek, ktory bytby
wskazany w leczeniu uzaleznienia od zwigzkéw psychostymulujgcych [Galaj i Xi,
2019].

Dane kliniczne wskazuja, iz zazywanie MDPV jest obarczone bardzo
wysokim ryzykiem wystgpienia zagrazajgcych zyciu powikian zdrowotnych.
MDPV zostat wykryty we krwi i moczu wielu pacjentéw w Europie i Stanach
Zjednoczonych, ktérzy byli hospitalizowani z powodu przedawkowania
,Soli do kagpieli” lub przedawkowanie skutkowato zgonem, w tym samobojstwem
[Baumann i wsp., 2017; Marinetti i Antonides, 2013; Marusich i wsp., 2012].
Uzytkownicy MDPV sg silnie pobudzeni, stajg sie agresywni i dokonujg aktow
przemocy fizycznej czeSciej niz po zazyciu klasycznych narkotykow
psychostymulujgcych [EMCCDA, 2014]. Zazywanie MDPV szczegolnie czesto
prowadzi do wystgpienia objawow takich jak agresja, omamy i paranoja
[Marusich i wsp., 2012]. Wielu pacjentow po detoksykacji wymaga dalszego

leczenia na oddziale psychiatrycznym [Baumann i wsp., 2017; Froberg i wsp.,
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2015]. MDPV nalezy réowniez do syntetycznych katynondéw, ktére najczesciej
powodujg wystgpienie objawdw zatrucia zwigzanych z toksycznoscig wobec

komodrek nerwowych mézgu [Daziani i wsp., 2023].

1.2.7. Neurotoksycznos¢ in vivo i in vitro syntetycznych katynonow

i klasycznych zwigzkéw psychostymulujacych

Dtugotrwate zazywanie syntetycznych katynonow prowadzi
do uzaleznienia i wystgpienia objawow odstawiennych. Niektore objawy
neuropsychiatryczne mogg sie utrzymywacé po zaprzestaniu ich stosowania
np. uporczywe obnizenie nastroju, a takze uposledzenie funkcji kognitywnych
[Homman i wsp., 2018], czy pamieci roboczej i epizodycznej [Freeman i wsp.,
2012], zaleznych od funkcjonowania wyspecjalizowanej struktury mozgowej
— hipokampa. Pomimo szerokiego rozpowszechnienia syntetycznych katynonéw
i licznych przypadkéow wystgpienia efektéw toksycznych ze strony OUN,
dysponujemy niewielkg liczbg badan dotyczacych neurotoksycznosci
syntetycznych katynondéw in vivo. Wiadomo, ze powodujg one zaburzenia funkcji
poznawczych i pamieci u gryzoni w wyniku podania w okresie dorostosci
[Bernstein i wsp., 2020; den Hollander i wsp., 2013; Marszatek-Grabska i wsp.
2022; Sewalia i wsp., 2018] i adolescencji [Daniel i Hughes, 2016; Lopez-Arnau
i wsp., 2014; Lopez-Arnau i wsp., 2015; Motbey i wsp., 2012], lecz dtugotrwate
nastepstwa ekspozycji na syntetyczne katynony w okresie wczesnego rozwoju
OUN sg bardzo stabo poznane. Wobec powyzszych obserwacji szczegdlnie
niepokojgce sg doniesienia o zazywaniu syntetycznych katynondw przez kobiety
w cigzy [Adamowicz i Hydzik, 2019; Gomez-Ruiz i wsp., 2022; Pichini i wsp.,
2014].

Szkodliwy wptyw klasycznych zwigzkow psychostymulujgcych na procesy
poznawcze i pamieC zaobserwowano u niemowlat i dzieci, ktdérych matki
zazywaty narkotyki w trakcie cigzy. U noworodkéw zmiany neurobehawioralne
manifestujg sie stabg odpowiedzig na bodzce i zwiekszonym poziomem stresu,
a u dzieci i nastolatkdw nizszym ilorazem inteligencji, problemami z utrzymaniem
uwagi i ukonczeniem rozpoczetych =zadan, wolniejszym uczeniem sie,
osigganiem sftabszych wynikbw w nauce, zaburzeniami pamieci werbalnej

i przestrzennej [Diaz i wsp., 2014; Jablonski i wsp., 2016]. Zmiany majg réwniez
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charakter organiczny. Mdézgi dzieci przedszkolnych, ktérych matki zazywaty
metamfetamine podczas cigzy, cechowato zmniejszenie objetosci, szczegdlnie
w obszarach z wysokg liczbg neurondw dopaminergicznych, wigcznie

z hipokampem [Diaz i wsp., 2014; Jablonski i wsp., 2016].

Badania z wykorzystaniem zwierzagt laboratoryjnych wykazaty, ze MDPV
przenika przez mysie tozysko a jego stezenie w modzgu ptodu przewyzsza
stezenie w moézgu matki oraz wykazuje dtuzszy okres poftrwania, narazajgc mozg
ptodu na dtuzszg ekspozycje na zwigzek. Ponadto MDPV uzyskuje wyzsze
stezenia w mozgu ptodu niz inne syntetyczne katynony tj. mefedron czy metylon
[Strange i wsp., 2017]. Obecnie nie ma dowodow, aby MDPV w znaczgcy sposob
zaburzat rozwoj cewy nerwowej u mysich embrionoéw [Gerecsei i wsp., 2019].
Jednak MDPV podawany samicom myszy C57BL/6J w okresie od 8 do 14 dnia
cigzy, podczas ktérego rozwijajg sie pierwsze neurony dopaminergiczne, i ktéry
jest wczesnym etapem rozwoju uktadu limbicznego, spowodowat u oseskéw
w wieku 7 dni wiekszg aktywnosc¢ ruchowg z czestg zmiang kierunku swiadczgcag
0 pobudzeniu psychoruchowym [Gerecsei i wsp., 2018]. Dziatanie
neurotoksyczne MDPV moze ujawni¢ sie nawet po jednokrotnym podaniu.
U 7-dniowych mysich oseskéw w ciggu 24 godzin po podaniu MDPV w dawce
10 mg/kg, nastgpita neurodegeneracja wielu regiondw mozgu odpowiadajgcych
za pamiec¢, w tym hipokampa. Apoptozg dotkniete zostato pole CA1 hipokampa,
lecz nie zakret zebaty hipokampa (ang. dentate gyrus, DG). Zmian tych
nie zaobserwowano powtarzajgc procedure u dorostych zwierzat [Adam i wsp.,
2014]. Mimo, iz jednorazowe podanie MDPV nie spowodowato organicznych
zmian w mézgu dorostych myszy wiadomo, ze chroniczna ekspozycja dorostych
szczuréw na MDPV powoduje uposledzenie pamieci roboczej, przejawiajgce sie
zaburzeniami zdolnosci odrozniania nowego obiektu od poznanego wczesniej
[Bernstein i wsp., 2020]. Obecnie nie przeprowadzono badan behawioralnych
oceniajgcych wplyw ekspozycji gryzoni na MDPV podczas rozwoju OUN
na pamie¢. Udowodniono natomiast neurotoksyczne dziatanie innych
popularnych syntetycznych katynonow. Wielokrotne podanie mefedronu
ciezarnym samicom myszy skutkuje uposledzeniem pamieci przestrzennej
i referencyjnej testowanej u potomstwa po osiggnieciu wieku 60 dni [Naseri

i wsp., 2018]. U szczuréw w wieku adolescencji mefedron i metylon powodowat
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ostabienie pamieci referencyjnej testowanej tydzieh po zaprzestaniu podawania
zwigzkow [Lopez-Arnau i wsp., 2014; Loépez-Arnau i wsp., 2015]. Zaburzenia
pamieci wystepujg takze u dorostych zwierzat, ktore otrzymywaty przewlekle
syntetyczne katynony w okresie adolescencji. Wysokie dawki mefedronu
powodujg u szczurow uposledzenie zdolnosci rozpoznawania nowego obiektu
[Motbey i wsp., 2012], a metylon zaburzenia roboczej pamieci przestrzennej
[Daniel i Hughes, 2016].

Chociaz nie dysponujemy danymi dotyczgcymi syntetycznych katynondéw,
udowodniono, ze wczesha ekspozycja postnatalna na klasyczne zwigzki
psychostymulujgce zaburza funkcje poznawcze | pamie¢ zwierzat
laboratoryjnych w pozniejszych okresach zycia. W wielu procedurach zwigzki
te podawano w kluczowym okresie rozwoju hipokampa od 11 do 20 dnia
po narodzeniu (ang. postnatal day 11-20, PD11-20). Wykazano, iz podawanie
metamfetaminy myszom C57BL/6J w okresie PD11-20 skutkuje zaburzeniami
pamieci w adolescencji i w dorostosci. Zaburzenia te obejmujg uposledzenie
pamieci rozpoznawczej, przestrzennej czy referencyjnej, przejawiajgce sie
spadkiem czasu eksploracji nowego obiektu, uposledzeniem rozpoznawania
nowej lokalizacji obiektu, ostabieniem zdolnosci lokalizacji platformy ukrytej
pod powierzchnig wody w labiryncie wodnym Morrisa (ang. Morris water maze,
MWM), czy tez brakiem preferencji wobec przebywania w kwadrancie, w ktérym
uprzednio znajdowata sie platforma [Acevedo i wsp., 2007; Siegel i wsp., 2011].
Zaburzenia pamieci w dorostosci zaobserwowano rowniez u szczuréw
traktowanych metamfetaming w wieku PD11-15. Wykazywaty one zaburzenia
pamieci przestrzennej i referencyjnej, o czym swiadczy wolny postep nauki
potozenia przestrzennego platformy w basenie w tescie MWM, zaréwno
jej poczatkowej jak i nowej lokalizacji, a takze trudnosci z zapamietaniem drogi
ucieczki z labiryntu wodnego Cincinnati [Vorhees i wsp., 2008]. Analogiczne
zaburzenia pamieci przestrzennej wystepowaty u szczurdéw, otrzymujgcych
MDMA lub kokaine w okresie PD11-20 [Melnick i wsp., 2001; Skelton i wsp.,
2008].

Do mechanizméw wywotujgcych zaburzenia poznawcze po ekspozyciji
prenatalnej na narkotyki o dziataniu psychostymulujgcym, mozna zaliczyé

spadek stezenia neuroprzekaznikdw w krétkim czasie po urodzeniu, zmiany
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we wrazliwosci receptoréw dopaminowych i serotoninowych, zmiany w ekspresji
transporterow  dla  monoamin,  wzrost stezenia  kortykosteroidow,
ekscytotoksycznos¢ i oksydacyjne uszkodzenia DNA [Jablonski i wsp., 2016;
Skelton i wsp., 2008]. Ponadto, odnotowano zmiany w ekspresji biatek
oraz gendw zwigzanych z neurogenezg i plastycznoscig synaptyczng [Dong
i wsp., 2018; Jalayeri-Darbandi i wsp., 2018; Seyedhosseini Tamijani i wsp.,
2019; Zhao i wsp., 2015]. Skutkuje to spadkiem liczby nowopowstajgcych
neurondw w mozgu mysich lub szczurzych oseskow traktowanych zwigzkami

psychostymulujgcymi w okresie rozwoju mozgu [Ismail i Bedi, 2007].

Badania in vitro wskazujg, ze uszkodzenia neuronow i uposledzenie
ich funkcji wywierane przez syntetyczne katynony zachodzg wedtug podobnych
mechanizméw do  tych  opisanych  dla  klasycznych  zwigzkdéw
psychostymulujgcych [Valente i wsp., 2017b]. Dowiedziono, iz MDPV dziata
neurotoksycznie wobec ludzkiej linii komérkowej SH-SYSY [Valente i wsp.,
2017a; Valente i wsp., 2017b; Wojcieszak i wsp., 2016]. Niezroznicowane
komérki SH-SY5Y pod wzgledem morfologicznym wykazujg podobienstwo
do niedojrzatych neuronéw katecholoaminergicznych, chociaz ze wzgledu
na niskg aktywnos¢ enzymdéw synteza amin katecholowych jest ograniczona.
W odpowiednich warunkach hodowli komoérki SH-SY5Y majg zdolnosé
do réznicowania sie w komoérki o fenotypie przypominajgcym dojrzate neurony,
np. dopaminergiczne, ktére posiadajg wypustki zawierajgce synaptofizyne,
oraz enzymy specyficzne dla neuronéw dopaminergicznych, dopamine
i receptory dopaminowe oraz DAT [Kovalevich i Langford, 2013; Xie i wsp., 2010].
MDPV w sposéb =zalezny od stezenia zmniejsza zywotno$¢ zaréwno
niezréznicowanych komorek SH-SYSY [Valente i wsp., 2017b; Wojcieszak i wsp.,
2016] jak i zroznicowanych o fenotypie dopaminergicznym, przy czym komorki
zroznicowane byty bardziej wrazliwe na dziatanie cytotoksyczne zwigzku
[Valente iwsp., 2017b]. Mechanizm neurotoksycznosci jest ztozony. MDPV
powoduje uszkodzenie btony komoérkowej i nekroze komorek jedynie w wysokich
stezeniach, lecz przy nizszych stezeniach obserwuje sie zmniejszenie proliferacji
komorek [Rosas-Hernandez i wsp., 2016]. MDPV zwieksza stres oksydacyjny
powodujgc wzrost produkcji reaktywnych form tlenu i azotu, spadek produkcji

zredukowanego glutationu i wzrost stezenia jego oksydowanej formy, uposledza
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funkcjonowanie mitochondridow i uruchamia szlaki apoptotyczne. Ostatecznie,
zmiany te skutkujg autofagig lub apoptozg komérek SH-SY5Y [Rosas-Hernandez
i wsp., 2016; Valente i wsp. 2017a; Valente i wsp., 2017b].

HHPV, jeden z metabolittw MDPYV, powoduje zalezne od stezenia i czasu
ekspozycji efekty neurotoksyczne wobec komoérek SH-SY5Y [Coccini i wsp.,
2019; Wojcieszak i wsp., 2016], na ktére bardziej wrazliwe sg komorki
zréznicowane od niezréznicowanych [Coccini i wsp., 2019]. Natomiast
nie zaobserwowano neurotoksycznego dziatania HMPV [Wojcieszak i wsp.,
2016].

Dotychczas nie przeprowadzono badan nad wptywem MDPV na linie
komérkowe hipokampa. Jednak istniejg dane dotyczgce cytotoksycznego
dziatania 3-fluorometkatynonu (3-FMC), ktéry w sposob zalezny od stezenia
zmniejszat zywotno$¢ mysiej linii komorek hipokampa HT22, przypominajgcych
dzielgce sie neurony prekursorowe [Siedlecka-Kroplewska i wsp., 2014;
Siedlecka-Kroplewska i wsp., 2018].
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1.3. Hipokamp i jego rola w procesach pamieciowych

1.3.1. Rodzaje pamieci

U ssakdéw wystepuje wiele typdw pamieci funkcjonujgcych réwnolegle
i niezaleznie od siebie, kontrolowanych przez r6zne struktury mézgowe [Ryc. 3].
W niektorych sytuacjach rozne rodzaje pamieci mogg uzupetnia¢ sie wzajemnie
dla optymalizacji zachowania, w innych mogg ze sobg konkurowaé [Squire

i Dede, 2015].

PAMIEC

ROBOCZA DtUGOTRWALA
Kora przedczofowa ki I . I
Deklaratywna Niedeklaratywna
Semantyczna Epizodyczna Proceduralna Torowanie, Proste Uczenie si¢
(fakty) (zdarzenia) (umiejetnosci, uczenie sie warunkowanie nieasocjacyjne
nawyki) percepcyjne klasyczne

P.rzys’rodkowy pff:tlskroniowy Prgzkowie Kora nowa | I tuk odruchowy

(hipokamp, kora srodwechowa, Reakcje Reakcje

kora okotowechowa) emocjonalne  ruchowe

Ciato Mozidzek

migdatowate

Ryc. 3. Rodzaje pamieci i kontrolujgce je struktury mézgowe [wg Squire i Dede,
2015; zmodyfikowano].

Dwa gtéwne rodzaje pamieci stanowi pamie¢ dlugotrwata i pamieé
robocza. Pamiec¢ dtugotrwatg, w zaleznos$ci od rodzaju dostepu do niej, mozna
podzieli¢ na pamie¢ deklaratywng i niedeklaratywng. Pamie¢ niedeklaratywna
(nieSwiadoma) opiera sie gtdwnie na zbieraniu doswiadczen, ktére znajdujg
swoje odzwierciedlenie w zachowaniu i wykonywaniu okreslonych czynnosci
bez koniecznosci swiadomego przypominania sobie informacji. Obejmuje
umiejetnosci i nawyki, proste formy warunkowania, torowanie i uczenie
percepcyjne, w tym habituacje i sensytyzacje zwigzang z plastycznoscig
behawioralng. Z kolei pamie¢ deklaratywna polega na gromadzeniu wiedzy, ktéra

moze by¢ swiadomie przywotywana z ,poktadoéw” pamigci diugotrwatej jako
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informacje werbalne lub niewerbalne. Wyrdznia sie pamie¢ semantyczng, ktéra
opiera sie na znajomosci pojec i faktéw o Swiecie, oraz pamie¢ epizodyczng
polegajgca na zdolnosci do przywotania z pamieci konkretnych wydarzen z zycia
i umiejscowienia ich w okreslonym czasie. PamieC deklaratywna pozwala
na poréwnanie nowo zapamietanych informacji z informacjami zgromadzonymi
wczesniej. Mniej precyzyjne pojecie pamieci krotkotrwatej jest coraz czesciej
zastepowane przez pojecie pamieci roboczej [Squire i Dede, 2015]. Pamiec¢
robocza odnosi sie do zdolnosci zapamietania ograniczonej ilosci informaciji.
Wspiera ona funkcje poznawcze, takie jak uczenie sie i wnioskowanie, niezbedne
do utrzymania uwagi i skutecznego wykonywania zadan. Pamiec robocza jest
kontrolowana przez kore przedczotowg (ang. prefrontal cortex, PFC) [D’Ardenne
i wsp., 2012]. Chociaz pamie¢ robocza jest niezalezna od pamieci dtugotrwatej
i niezwigzana ze strukturami przysrodkowego ptata skroniowego (ang. medial
temporal lobe; MTL), to jezeli zadanie wymaga zapamietania duzej ilosci
informacji przekraczajgcej pojemnosC¢ pamieci roboczej lub gdy jej
funkcjonowanie jest zaktécone przez koniecznosc¢ wykazania podzielnosci uwagi,
to wéwczas jego wykonanie zalezy od pamieci diugotrwatej [Squire i Dede,
2015].

1.3.2. Rola formacji hipokampa i struktur funkcjonalnie powigzanych

z hipokampem w procesach pamieciowych

W regulacje pamieci diugotrwatej (deklaratywnej) zaangazowane sg
w szczegolnosci struktury nalezgce do MTL. W jego sktad wchodzg: hipokamp,
przylegte do niego kora $rodwechowa (ang. entorhinal cortex, EC),
okotowechowa (ang. perirhinal cortex, PER) i okotohipokampowa [Squire i Dede,
2015, Squire i wsp., 2004]. Hipokamp stanowi strukture ukfadu limbicznego, ktéry
jest uwazany za ,pierwotng” cze$¢ modzgu odpowiedzialng za zachowania
majgce zapewni¢ przezycie, m.in. odczuwanie gtodu, bdlu, przyjemnosci, emocji,
motywacje i pamie¢ [Anand i Dhikav, 2012]. Kodowanie informaciji, ich
konsolidacja i przywotywanie z pamieci zalezy od wielu wzajemnie potgczonych

ze sobg obszaréw mdzgu, ktérych kluczowe funkcje petni hipokamp.

Formacja hipokampa jest ztozong strukturg mdézgu, ktéra u ludzi i innych

naczelnych znajduje sie w przysrodkowej czesci ptata skroniowego kory
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kresomdzgowia, rozmieszczona parzyscie w obydwu pétkulach mézgu [Anand
i Dhikav, 2012]. Chociaz formacja hipokampa ludzi i gryzoni rézni sie pod
wzgledem topograficznym to jest ona do siebie podobna pod wzgledem
histologicznym [Schroder i wsp., 2020]. W sktad formacji hipokampa wchodzi
hipokamp wtasciwy, DG i podktadka, a takze obszar parahipokampalny
obejmujacy  presubikulum, parasubikulum, kore S$rédwechowg, kore
okotowechowg oraz kore zawechowa [Furtak, 2007]. Anatomicznie gtéwng czes¢
stanowi hipokamp wtasciwy (tac. Cornu ammonis; CA), nazywany takze rogiem
Amona, w ktorym wyrdznia sie trzy pola: CA1, CA2, CA3. Razem z DG tworzg
strukture w ksztatcie dwdch potaczonych ze sobg liter ,,C” [Anand i Dhikav, 2012].
DG jest wewnetrznym obszarem hipokampa o ksztatcie litery ,V” w ptaszczyznie
grzbietowej badz ,U” w ptaszczyznie brzusznej otoczonym regionami CA1-CA3
[Ryc. 4]. Komorki tworzgce hipokamp wiasciwy uktadajg sie w trzy warstwy:
drobinowa, piramidowg i komérek wieloksztattnych. Dominujgca warstwe stanowi
warstwa komorek piramidalnych [Anand i Dhikav, 2012]. DG takze sktada sie
z trzech warstw — drobinowej, komoérek wieloksztattnych i ziarnistej [Amaral
i wsp., 2007; Bartsch i Wulff, 2005]. Znajdujgca sie w wewnetrznej czesci DG
warstwa komorek wieloksztattnych nazywana jest takze wnekg (tac. hilus)
[Scharfman i Myers, 2013]. Najwiekszg jednak populacje komoérek w DG
stanowig komorki ziarniste [Amaral i wsp., 2007; Bartsch i Wulff, 2005]. W obrebie
warstwy ziarnistej, na jej granicy z warstwg komoérek wieloksztattnych, wyrézni¢
mozna warstwe komorek podziarnistych. Jest to szczegdlne miejsce, w ktérym
przez cate zycie ssakow wystepujg podziaty komorek progenitorowych [Barha
i wsp., 2009].
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CA2

CA3

Ryc. 4. Budowa hipokampa myszy [zdjecie wtasne].

W formacji hipokampa wyréznia sie trzy gtéwne rodzaje potgczen
neuronalnych: potgczenia dochodzgce do hipokampa z innych czesci kory,
potgczenia wewnetrzne pomiedzy jego czesciami i potgczenia wychodzace
do innych struktur korowych i podkorowych mézgu [Amaral i wsp. 2007; Anand
i Dhikav, 2012; Bartsch i Wulff, 2015]. Przy czym, charakterystyczng cechg
hipokampa jest obecnosc¢ licznych jednokierunkowych potgczen neuronalnych,
ktore determinujg jego kohcowg role w procesach pamieciowych [Amaral i wsp.,
2007]. Hipokamp jest zaangazowany w procesy kognitywne i nawigacje
przestrzenng [Lisman i wsp., 2017]. Poszczegdlne pola hipokampa i regiony
Z nimi zwigzane petnig wyspecjalizowane role. Do pola CA1 docierajg informacje
z DG i CA3, ale réwniez bezposrednie projekcje z EC. Sugeruje to, iz pole CA1
ma za zadanie poréwnacC nowe informacje otrzymane z EC z informacjami
przechowywanymi w CA3 pod wzgledem wykrywania niezgodno$ci, btedow
lub elementéw nowoséci [Anand i Dhikav, 2012, Tao i wsp., 2021]. DG bedac
regionem, ktéry odgrywa kluczowg role w procesowaniu informacji
przekazywanych z EC do pola CA3, bierze udziat w odréznianiu od siebie wysoce
podobnych doswiadczeh, a takze tworzeniu pamieci skojarzeniowej [Anand
i Dhikav, 2012; Denoth-Lippuner i Jessberger, 2021]. Liczne badania wskazuja,
iz tworzenie nowych neuronéw (nheurogeneza) i potagczen synaptycznych
w DG jest kluczowe dla rozwoju pamieci przestrzennej i proceséw uczenia
sie. Nowopowstate neurony w DG warunkujg zalezng od hipokampa pamiec¢

35



przestrzenng i elastycznosé¢ behawioralng np. nauczenie sie przez myszy
nowego potozenia platformy w tescie MWM. Nowe neurony odpowiadajg
wowczas nie tylko za kodowanie nowych doswiadczen, ale takze za zacieranie
poprzednich sladéw pamieciowych [Denoth-Lippuner i Jessberger, 2021]. Nowo
powstate neurony w DG tworzg potgczenia z polem CA2 hipokampa, ktére
uczestniczy w rozréznianiu informacji kontekstowych zwigzanych z pamiecia.
Powstajgce w okresie dorostosci neurony DG pobudzajg neurony piramidalne
pola CA3, wtdkna mszyste i interneurony wneki hipokampa, struktur niezbednych

w przywotywaniu wspomnieh [Fares i wsp., 2019].

PFC umozliwia uczenie sie relacji pomiedzy wykonywang czynnoscia a jej
rezultatem i gromadzenie informacji jakie postepowanie jest optymalne w danym
konteksécie sytuacyjnym [Singh i wsp., 2019]. Odpowiada ona wiec
za zachowania adaptacyjne, zachodzgce w odpowiedzi na zmiane warunkow
otoczenia lub stanowigce korekte postepowania w przypadku popetnienia btedu.
Adaptacja zachowania bazuje na znajomosci zaréwno bezposredniej przesztosci
jak i percepcji terazniejszosci. Wykazano, iz w przypadku wykonywania zadanh
wymagajgcych intensywnego uzywania pamieci roboczej aktywnosé
przysrodkowej kory przedczotowej (ang. medial prefrontal cortex, mPFC)
pozwala na przywotanie informacji o bezposredniej przesziosci, takich
jak zapamietane obiekty czy sekwencje, i dokonywania na jej podstawie wyboru
np. w tescie spontanicznej alternacji w labiryncie Y [Maggi i wsp., 2018; Maggi
i Hunphries, 2022]. Do mPFC docierajg bezposrednie projekcje neuronéw z pola
CA1 hipokampa, co umozliwia integracje informaciji przestrzennych o otoczeniu
[Maggi i wsp., 2018]. Wiadomo roéwniez, iz podczas uczenia sie dochodzi
do synchronizacji wytadowan w rytmie fal theta w PFC i hipokampie,
przyczyniajgc sie do indukcji zmian w plastycznosci i przechowywaniu informacji
[Liu i wsp., 2018].

Do PER docierajg przede wszystkim widkna sensoryczne pochodzgce
z kory mozgowej (gtownie czesci skroniowej), osrodkow podkorowych, ciata
migdatowatego i formacji hipokampa [Furtak, 2007]. PER odpowiada za pamiec¢
wizualng i pamie¢ zwigzang z zapachami, warunkujgcg rozpoznawanie
indywidualnych obiektéow i przechowywanie informacji o nich. Prawdopodobnie

identyfikacja obiektu i ocena jego wczesniejszej znajomosci sg oddzielnymi
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procesami pamieciowymi, aczkolwiek sg one ze sobg $cisle powigzane. PER jest
odpowiedzialna za ocene obiektow wzgledem ich wczesniejszego napotkania
ina tej podstawie pozwala odrézni¢ obiekt znany od nowego, réwniez
w przypadku obiektow wygladajgcych podobnie do siebie. Wiekszos¢ badan
wskazuje na preferencje gryzoni do eksploracji nieznanego obiektu. Uwaza sie,
ze zjawisko to zachodzi zaréwno przy pojedynczej jak i wielokrotnej ekspozyciji
na dany obiekt. Jednakze w przypadku wielokrotnej ekspozycji rozpoznawanie
obiektu moze by¢ zwigzane z kontekstem w jakim jest on prezentowany i zaleze¢
od funkcji hipokampa. Uszkodzenie PER u gryzoni i matp skutkuje zaburzeniami
w rozwigzywaniu zadan wizualnych zwigzanych ze znajomoscig pojedynczego
obiektu, jak i zaburzeniami w rozwigzywaniu ztozonych zadan wizualnych [Brown
i Banks, 2015].

1.3.3. Neuroplastycznosé¢ — neurogeneza i synaptogeneza w hipokampie

Rozwéj OUN jest ztozonym procesem determinowanym przez
genetycznie uwarunkowane procesy biologiczne oraz czynniki Srodowiskowe.
Przebiega on wedtug $cisle okreslonej sekwenciji, w ktorej bardziej pierwotne
filogenetycznie struktury mézgu (m.in. uktad limbiczny) formujg sie przed bardziej

ztozonymi strukturami (np. korg mozgowg) [Martin i Dombrowski, 2008].

Poczatkiem wszystkich struktur OUN jest cewa nerwowa, ktérej tworzenie
nastepuje w pierwszych tygodniach rozwoju embrionalnego [Cayuso i Marti,
2005; Rodier, 1994]. Cewe nerwowg, budujg komérki neuroektodermy, ktore
dzielgc sie, formujg warstwy komérek neuroepitelialnych [Cayuso i Marti, 2005].
Sg to komorki macierzyste osrodkowego uktadu nerwowego, ktére po podziatach
przeksztatcajg sie w komorki progenitorowe, dajgce poczatek wszystkim
rodzajom komorek uktadu nerwowego — neuronom i komorkom glejowym
(astrocytom, oligodendrocytom) [de Lahunta i wsp., 2016]. Cewa nerwowa,
w ktérej mozna wyrdzni¢ warstwe komorowg (ang. ventricular zone, VZ)
— zawierajgcg komorki progenitorowe zdolne do podziatu oraz warstwe
ptaszczowg (ang. mantle zone, MZ) — zbudowang z komorek w fazie
postmitotycznej [Cayuso i Marti, 2005], roznicuje sie w przedniej czesci tworzgc
uwypuklenia — pierwotne pecherzyki mézgowe, a nastepnie wtérne pecherzyki

mozgowe. W jednym z najbardziej ku przodowi wysunietym wtérnym pecherzyku
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mozgowym —w kresomézgowiu, wyksztatca sie formacja hipokampa [de Lahunta
i wsp., 2016; Martin i Dombrowski, 2008].

W okresie rozwoju liczba komorek neuronalnych sukcesywnie zwigksza
sie. Neurony i komorki glejowe migrujg z warstwy komorowej do swoich
wiasciwych lokalizacji, gdzie dochodzi do ich réznicowania i dojrzewania [Martin
i Dombrowski, 2008]. Proces, w ktorym nastepuje generacja neuronéw nazywa
sie neurogenezg, natomiast formowanie komorek glejowych — gliogenezg
[Urban i Guillemot, 2014]. W okresie prenatalnym poza licznymi podziatami
komoérkowymi, zachodzi nasilona synaptogeneza, czyli tworzenie potgczen
miedzy komdérkami uktadu nerwowego. Neurony formujg wypustki — rozgatezione
dendryty, odbierajgce informacje od otaczajgcych komorek, majgce aktywnosé
postsynaptyczng oraz akson — najdtuzszg wypustke przekazujgcg impulsy
do kolejnych komorek, wykazujgcg aktywnosC presynaptyczng [Martin
i Dombrowski, 2008]. Jednoczesnie szybko wzrasta synteza neuroprzekaznikow
i receptorow, charakterystycznych dla danego typu neuronu [Jablonski i wsp.,
2016]. Liczba powstajgcych komoérek i potgczen synaptycznych przewyzsza
wymagang dla prawidtowego funkcjonowania dojrzatego OUN [Martin
i Dombrowski, 2008]. U miodych, dorostych gryzoni znaczna czes¢ nowo
powstatych neuronéw hipokampa ginie w ciggu 3 tygodni. W przypadku rozwoju
formacji hipokampa okoto 60% komorek obumiera juz po 24-48 godzinach
od podziatu komorek progenitorowych [Denoth-Lippuner i Jessberger, 2021].
Neurony, ktore nie utworzg odpowiednich potgczen ulegajg apoptozie rozwojowe;j
[Martin i Dombrowski, 2008]. Druga faza obumierania komérek nastepuje
po 12-16 dniach od ich powstania [Denoth-Lippuner i Jessberger, 2021]. U ludzi,
najwyzsza gestosc potgczen synaptycznych jest osiggana w wieku 2 lat po czym
sukcesywnie spada. Szacuje sie, ze w wieku nastoletnim w sposaéb fizjologiczny
utraconych zostaje okoto 60% wytworzonych synaps [Martin i Dombrowski,
2008].

Mobzg charakteryzuje sie neuroplastycznoscig okreslang jako zdolnos¢
do reorganizacji zwigzanej z budowg i funkcjonowaniem. Zmiany mogg miec¢
charakter = morfologiczny, taki jak tworzenie  nowych potgczen
miedzyneuronalnych lub neuronow, ale takze charakter neurobiochemiczny.

Dojrzaty mozg jest w stanie funkcjonalnie skompensowac uszkodzenia generujgc
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nowe potgczenia pomiedzy istniejgcymi neuronami w procesie synaptogenezy.
Chociaz najbardziej intensywny rozwéj OUN zachodzi w okresie prenatalnym
i w pierwszych latach zycia to istniejg obszary mozgu, w ktérych neurogeneza
jest kontynuowana przez cate zycie. Aktywna neurogeneza u dorostych ssakéw
przebiega dzieki obecnosci neuronalnych komoérek progenitorowych w strefie
okotokomorowej (ang. subventricular zone, SVZ) potozonej w komorach
bocznych, skad nowo powstate neurony przemieszczajg sie do opuszki
wechowej, oraz w warstwie podziarnistej (ang. subgranular zone, SGZ) DG
[Denoth-Lippuner i Jessberger, 2021; Fares i wsp., 2019]. Neurogeneza
w obrebie dojrzatego hipokampa jest ztozonym procesem. Neuronalne komorki
macierzyste dzielg sie i tworzg neuronalne komorki progenitorowe w SGZ, ktore
nastepnie roznicujg sie w niedojrzate neurony i wbudowujg sie w warstwe
ziarnistg DG, gdzie dojrzewajg w ciggu kilku tygodni tworzgc neurony ziarniste
[Cho i Kim, 2010; Denoth-Lippuner i Jessberger, 2021; Gongalves i wsp., 2016].
Do nasilenia neurogenezy w DG przyczyniajg sie neuroprzekazniki
(np. serotonina), hormony (np. estrogeny, feromony samcow) i szereg czynnikow
neurotroficznych. Tym samym wzrost stezenia wymienionych czynnikéw
i pozytywna stymulacja wspomaga procesy poznawcze i pamie¢ [Cho i Kim,
2010; Denoth-Lippuner i Jessberger, 2021; Gongalves i wsp., 2016; Zhao i wsp.,
2015]. Zmniejszong neurogeneze w hipokampie zaobserwowano w przypadku
ekspozycji na  alkohol etylowy Iub  substancje  psychoaktywne,
m.in. metamfetamine, MDMA i kokaine w dorostosci jak i podczas rozwoju

pre- i postnatalnego [Cho i Kim, 2010].

Mobzg to narzad najbardziej wrazliwy na dziatanie teratogenne z uwagi
na diugi okres rozwoju. Poniewaz kazdy z obszaréw wykazuje najwiekszg
wrazliwos¢ na czynniki szkodliwe w czasie wzmozonego wzrostu, tworzy sie
okno czasowe podatnosci na uszkodzenia, czyli decydujgcy wptyw ma czas
ekspozycji na czynniki szkodliwe, na ktore dojrzaty mozg bytby odporny [Martin
i Dombrowski, 2008; Rodier, 1994]. Szacuje sie, ze u myszy i szczurow wiek
pomiedzy PD1 a PD21, stanowi okres rozwoju mozgu odpowiadajgcy
w przyblizeniu Il potowie cigzy u czlowieka [Jablonski i wsp., 2016], a wiek
od PD11 do PD20 koresponduje z Il trymestrem ludzkiej cigzy, ktory jest

okresem krytycznym dla rozwoju hipokampa [Morford i wsp., 2002] — nastepuje
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wtedy proliferacja komérek ziarnistych w DG [Rice i Barrone, 2000]. W tym czasie
rozwijajg sie obszary moézgu odpowiedzialne za wyzsze funkcje poznawcze
i s one wysoce podatne na uszkodzenia spowodowane ksenobiotykami, w tym
zwigzkami  psychostymulujgcymi. W  przypadku ekspozycji  gryzoni
na metamfetamine w modelu pdznego okresu cigzy wystgpity dtugotrwate
deficyty pamieci przestrzennej, natomiast nie wystgpity one w modelach

wczesniejszych etapow cigzy [Jablonski i wsp., 2016].
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2. Cel pracy

Odlegte skutki ekspozycji na syntetyczne katynony w okresie rozwoju
OUN oraz neurobiologiczne mechanizmy lezgce u podtoza ich wystepowania sg
ztozone i nie do konca poznane. Negatywny wptyw klasycznych zwigzkéw
psychostymulujgcych na funkcje poznawcze i pamie¢ odnotowano u dzieci kobiet
stosujgcych narkotyki w okresie cigzy. Wiadomo, iz ekspozycja gryzoni w okresie
rozwoju OUN na klasyczne narkotyki psychostymulujgce prowadzi
do wystgpienia zaburzen poznawczych oraz zaburzeh pamieci u mtodych

i dorostych zwierzat.

Celem niniejszej pracy jest ocena wplywu MDPV, syntetycznego
katynonu o silnym dziataniu dopaminergicznym, podawanego myszom
w okresie pomiedzy 11 a 20 dniem po urodzeniu, na rozwdj i funkcje
hipokampa oraz procesy poznawcze i pamie¢ zwierzat po osiagnieciu

dorostosci.
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3. Materialy i metody

3.1. Odczynniki i zwiazki chemiczne

3.1.1. Podawane zwiagzki

Bromodeoksyurydyna (BrdU) (B5002) — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Chlorowodorek 3,4-metylenodioksypirowaleronu [MDPV, 3,4-MDPV,
1-(1,3-benzodioksol-5-yl)-2-(1-pyrolidynylo)-1-pentanon] (10684) — Cayman
Chemical (Ann Arbor, MI, USA)

Sterylny roztwér soli fizjologicznej (0,9% NaCl) w amputkach — Polpharma
(Starogard Gdanski, Polska)

3.1.2. Eutanazja i utrwalenie tkanek

Bufor fosforanowy (ang. phosphate buffer, PB) — Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Niemcy)

Euthasol vet. 400 mg/ml (pentobarbital sodu, roztwor do wstrzykiwan) — Le Vet
Pharma (Oudewater, Holandia)

Paraformaldehyd — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Sal fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate buffer saline, PBS)
— Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Sterylny roztwor soli fizjologicznej (0,9% NaCl) do infuzji — Fresenius Kabi (Kutno,
Polska)

3.1.3. Immunohistochemia

Albumina z surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin, BSA) (A1470)

— Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)
Azydek sodu — POCh S.A. (Gliwice, Polska)
DePeX (18243.01) — Serva, Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Niemcy)

Ekstrawidyna skoniugowana z peroksydazg chrzanowg (E8386) — Sigma-Aldrich,
(Darmstadt, Niemcy)
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Etanol — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Glicerol — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Glikol etylenowy — Chempur (Piekary Slaskie, Polska)

HCI — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Ksylen — Chempur (Piekary Slaskie, Polska)

Kwas borowy — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Medium do przymrazania tkanek (14020108926) — Leica (Wielka Brytania)
Nadtlenek wodoru — Chempur (Piekary Slaskie, Polska)

PBS — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Przeciwciato biotynylowane kozie ll-rzedowe skierowane przeciwko szczurzym
IgG (112-065-003) — Jackson ImmunoResearch (West Groove, PA, USA)

Przeciwciatlo kozie Il-rzedowe skierowane przeciwko kroliczym 1gG
skoniugowane z fluorochromem Alexa Fluor® 568 (ab175471) — Abcam

(Cambridge, Wielka Brytania)

Przeciwciato krolicze I-rzedowe skierowane przeciwko GFAP (Z0334) — DAKO,

Agilent Technologies (Santa Clara, CA, Stany Zjednoczone)

Przeciwciato krélicze |-rzedowe skierowane przeciwko NeuN (24307) — Cell

Signaling Technology (Danvers, MA, Stany Zjednoczone)

Przeciwciato szczurze |-rzedowe skierowane przeciwko BrdU (ab6326) — Abcam

(Cambridge, Wielka Brytania)
Sacharoza — Chempur (Piekary Slaskie, Polska)

Streptawidyna skoniugowana z fluorochromem Alexa Fluor® 488 (S11223)

— TheroFischer Scientific (Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

Surowica kozia (ang. normal goat serum, NGS) (S26-M) — Millipore (Darmstadt,

Niemcy)

Roztwdr soli fizjologicznej w buforze cytrynianowym (ang. saline sodium citrate

buffer, SSC) 20-krotnie stezony — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

43



Triton X-100 (TRX506.500) — BioShop (Burlington, ON, Kanada)
Trizma base — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)
Trizma HCI — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Zestaw do wykrywania peroksydazy DAB Peroxidase Substrate Kit (SK-4100)
— Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA).

3.1.4. Western blot

Bufor kwasu 2-(N-morfolino)etanosulfonowego (MES), koncentrat 20x (NP0002)

— Thermo Fisher Scientific (Darmstadt, Niemcy)

Bufor Laemmli dwukrotnie stezony Sample buffer, Laemmli 2x Concentrate
(S3401) — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Bufor lizujgcy RIPA (ang. radioimmunoprecipitation assay buffer) (R0278)
— Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Glicyna — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Inhibitor proteaz cOmplete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Tablets
(04693159001) — Roche (Bazylea, Szwajcaria)

Membrana nitrocelulozowa (1620112) — Bio-Rad (Hercules, CA, Stany

Zjednoczone)
Mleko w proszku, odttuszczone — Gostyn, Polska

Odczynnik Bradforda Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent Bio-Rad (5000205)
— Bio-Rad (Hercules, CA, Stany Zjednoczone)

Przeciwciato kroélicze I-rzedowe skierowane przeciwko PSD95 (3450) — Cell

Signaling Technology (Danvers, MA, Stany Zjednoczone)

Przeciwciato krélicze I-rzedowe skierowane przeciwko synaptofizynie (5461)
— Cell Signaling Technology (Danvers, MA, Stany Zjednoczone)

Przeciwciatlo mysie |-rzedowe skierowane przeciwko B-aktynie (3700) — Cell
Signaling Technology (Danvers, MA, Stany Zjednoczone)
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Przeciwciato osle Il- rzedowe IRDye 680RD skierowane przeciwko mysim 1gG
(926-68072) — LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, Stany Zjednoczone)

Przeciwciato osle llI-rzedowe IRDye 800CW skierowane przeciwko kréliczym 1gG
(926-32213) — LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, Stany Zjednoczone)

Standard biatkowy Bio-Rad Protein Assay Standard Il (5000007) — Bio-Rad

(Hercules, CA, Stany Zjednoczone)
Tween 20 — Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Wzorzec masy molekularnej Chameleon® Duo Pre-stained Protein Ladder
(928-60000) — LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, Stany Zjednoczone)

Zel poliakryloamidowy NuPAGE Bis-Tris gel (4-12%; 1,5 mm; 15-dotkowy;
NP0321PK2) — Invitrogen (Waltham, MA, Stany Zjednoczone)
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3.2. Zwierzeta

Hodowla zwierzat zostata zatozona z myszy szczepu wsobnego C57BL/6J
— 4 samcow i 8 samic w wieku 8 tygodni zakupionych od firmy Charles River
(Sulzfeld, Niemcy). Myszy umieszczono po 4 osobniki tej samej pici
w standardowych klatkach wzbogaconych materiatem do budowania gniazda
oraz papierowym tunelem, stuzgcym za miejsce do schronienia, materiat
do gryzienia i zabawke. Zwierzeta miaty nieograniczony dostep do wody
i standardowej karmy (Rodentia Basic, Agropol, Motycz, Polska). Myszy
przebywaty w wyciszonych pomieszczeniach z kontrolowanym poziomem
temperatury (20-24°C) i wilgotnosci (45-65%); w dobowym cyklu oswietlenia:
12 godz. swiatta — 12 godz. ciemnosci (Swiattlo wigczano o godzinie 6:00). Okres
aklimatyzaciji zwierzat do nowych warunkéw bytowania wynosit 7 dni. Do rozrodu
samice byty umieszczane po dwie w klatce z jednym samcem. W przypadku
stwierdzenia cigzy samice umieszczano w osobnej klatce. Do doswiadczen
wykorzystano samce i samice myszy pochodzgce z 12 miotéw. Wszystkie
procedury prowadzone byty podczas fazy jasnej cyklu oswietlenia (miedzy
godzing 8:00 a 17:00). Doswiadczenia behawioralne byly nagrywane przy uzyciu

kamery Logitech c920 Pro HD (Lozanna, Szwaijcaria).

Warunki bytowania myszy oraz wykonywane na nich procedury byty
zgodne z wytycznymi Unii Europejskiej dotyczgcymi ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych (Dyrektywa Rady 2010/63/EU z dnia
22 wrzesnia 2010 r.), wytycznymi ARRIVE i zostaty zatwierdzone przez Lokalng
Komisje Etyczng do spraw doswiadczeh na Zwierzetach z siedzibg przy
Uniwersytecie  Medycznym w todzi (Uchwata nr 56/£B189/2020
zdn. 07.12.2020 r.). Jednoczesnie warunki przetrzymywania zwierzat byty
zgodne z Rozporzgdzeniem Ministra Rolnictwa iRozwoju Wsi z dnia
14 grudnia 2016 r. w sprawie minimalnych wymagan, jakie powinien spetniac
osrodek oraz minimalnych wymagan w zakresie opieki nad zwierzetami

utrzymywanymi w osrodku.

Kolejnos¢ procedur i doswiadczen przeprowadzonych na zwierzetach

przedstawiono na Ryc. 5.
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3.3. Podawanie zwigzkéw

W obrebie danego miotu mysie oseski ptci zenskiej i meskiej w wieku
PD11-20 otrzymywaty dwie podskorne iniekcje roztworu MDPV (10 lub 20 mg/kg
masy ciala) lub soli fizjologicznej (grupa kontrolna) z zachowaniem
2-godzinnego odstepu. Myszy byty przydzielane do poszczegodlnych grup
w sposob losowy, tak aby po zakonczeniu etapu podawania zwigzkéw grupy
poddane doswiadczeniom liczyty po 12 myszy danej ptci — tgcznie 72 osobniki.
Ogony zwierzgt oznakowano markerem, aby mozna byto odrézni¢ od siebie
poszczegolne osobniki. Znakowanie byto codziennie powtarzane. Kazdego dnia
rano myszy byly wazone z doktadnoscig do 0,1 g. Zwigzki zostaty rozpuszczone
w jatowym roztworze soli fizjologicznej, po czym wstrzykiwano je podskornie
w okolice karku w objetosci 0,1 ml/10 g masy ciata. Dawki MDPV zostaty dobrane
na podstawie wcze$niejszych badan z uzyciem tego zwigzku [Adam i wsp., 2014;
Karlsson i wsp., 2014; Wojcieszak i wsp., 2020]. Zastosowane dawki
nie wywotujg wzrostu Smiertelnosci u dorostych myszy, natomiast powodujg
wyrazne efekty pobudzenia i uzaleznienia. Podanie odbywato sie dwa razy
dziennie w odstepie dwéch godzin, poniewaz substancje psychostymulujgce,
w tym MDPV, charakteryzujg sie krotszym okresem poéttrwania u gryzoni
niz u ludzi [Calinski i wsp., 2019; Jablonski i wsp., 2016; Skelton i wsp., 2008].

W celu oceny proceséw neurogenezy w okresie rozwoju wszystkie myszy
otrzymywaty raz dziennie podskorne iniekcje roztworu BrdU (25 mg/kg masy
ciata) po uptywie 30 minut od wykonania pierwszego podania (NaCl lub MDPV).

W wieku 21 dni myszy oddzielono od matek i umieszczono po 4 osobniki
w osobnych klatkach dla kazdej z ptci. Aby odrozni¢ poszczegolne osobniki,
myszy trwale oznakowano, wykonujgc dziurki w uszach przy pomocy dziurkarki
dla zwierzat (92mm, FST GmbH, Heidelberg, Niemcy).

3.4. Badania behawioralne

W wieku 12 tygodni myszy zostalty poddane standardowym testom

behawioralnym oceniajgcym pamiec i zdolnosci poznawcze.
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3.4.1. Test spontanicznej alternaciji

Ocene wptywu MDPV na roboczg pamiec przestrzenng przeprowadzono
testem spontanicznej alternacji wg Holter i wsp. (2015) z modyfikacjami.
W badaniach wykorzystano labirynt w ksztatcie litery Y (Ugo Basile, Gemonio,
VA, Wiochy). Test ten opiera sie na naturalnej sktonnosci myszy do eksploracji

nowego srodowiska.

Badania wykonano w wyciszonym pomieszczeniu. Labirynt umieszczono
na stole i oswietlono w centrum Swiattem o natezeniu okoto 50 Ix, a jego kazde
ramie zostato oznaczone wirtualnie literami — A, B i C. Kamere umieszczono
na statywie nad labiryntem tak, aby swoim zasiegiem obejmowata wszystkie jego
ramiona. W celu aklimatyzacji myszy przyniesiono do pokoju doswiadczalnego
na 30 minut przed rozpoczeciem testu. Zwierzeta przez caty czas oczekiwania
na swojg probe miaty swobodny dostep do karmy i wody pitnej. Myszy podzielono
na grupy testowe wg ptci. Na poczatku danego dnia testowane byty wszystkie
samce, natomiast podzniej samice, aby unikngé podgzania samcow
po ewentualnych szczatkowych $ladach zapachowych samic. Badang mysz
umieszczano w wybranym ramieniu labiryntu, pyskiem do $ciany, na 5 minut,
w ciggu ktérych mogta bez ograniczen eksplorowac labirynt. Myszy w obrebie
danego miotu bylty umieszczane w tym samym ramieniu startowym.
Po zakonczonej probie mysz nie powracata do swojej klatki bytowej, lecz byta
umieszczana w nowej oddzielnej klatce, by unikng¢ stresu i konfliktow
z osobnikami oczekujgcymi na swojg probe. Po kazdym pojedynczym badaniu
labirynt byt czyszczony przy uzyciu Srodka dezynfekujgcego (70% roztwor

etanolu) w celu usuniecia sladéw zapachowych i wycierany do sucha.

Nagrania byty analizowane przez dwoch niezaleznych
eksperymentatoréw przy uzyciu niekomercyjnego programu komputerowego.
Ocenianym parametrem byta liczba tréjek stanowigcych 3 kolejne wejscia
do ramion labiryntu w stosunku do wszystkich wejs¢. Za wejscie nie uznawano
umieszczenia myszy w ramieniu startowym. Myszy, ktore wykonaty mniej niz
10 wejS¢ byty wykluczane z analizy. W przypadku myszy bez zaburzen
kognitywnych wiekszos¢ tréjek wejs¢ powinna by¢ wykonana do trzech réznych

ramion (np. ABC). Natomiast myszy z deficytami poznawczymi mogg czesciej
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wracac¢ do tego samego ramienia (np. AAB) lub do poprzednio odwiedzonego

ramienia (np. ABA).

3.4.2. Test rozpoznawania nowego obiektu

Test rozpoznawania nowego obiektu (ang. novel object recognition, NOR)
postuzyt do oceny wptywu MDPV na pamie¢ myszy zwigzang z funkcjonowaniem
kory okotowechowej powigzanej z hipokampem, [Jo i Lee, 2010; Reichel i wsp.,
2012]. Jest on oparty na naturalnej tendencji myszy do dtuzszej eksploraciji
obiektu nowego. Zaktada sie, ze myszy bez zaburzen kognitywnych eksplorujg
nowy obiekt przez dtuzszy czas niz ten wczeéniej poznany, natomiast myszy
z deficytami pamieciowymi eksplorujg oba obiekty w podobnym stopniu,
poniewaz nie rozrozniajg nowego obiektu od uprzednio poznanego.

Doswiadczenie zostato wykonane wg Holter i wsp. (2015) z modyfikacjami.

Badanie byto przeprowadzane przez cztery kolejne dni. W celu
aklimatyzacji myszy kazdorazowo przynoszono do pokoju doswiadczalnego
na 30 minut przed rozpoczeciem testu. Zwierzeta przez caty czas oczekiwania
na swojg probe miaty swobodny dostep do karmy i wody. W pierwszym etapie
doswiadczenia zwierzeta poddano 2-dniowej habituacji do areny, ktorg stanowita
standardowa klatka bytowa z bezbarwng ptytkg ze szkia akrylowego utozong
na dnie. Kazda mysz eksplorowata arene przez 20 minut przy wtgczonym gérnym
czerwonym Swietle. Po prébie mysz przenoszono do klatki bytowej. Habituacja
umozliwia zwierzeciu zapoznanie sie z areng, dzieki czemu podczas wtasciwego
testu z obiektami umieszczonymi w arenie zwieksza sie prawdopodobienstwo,
iz bedzie ono zainteresowane eksploracjg obiektow, a nie areny. W drugim etapie
doswiadczenia mysz umieszczano na 5 minut na arenie z utozong na dnie ptytkg
ze szkta akrylowego, do ktorej przyklejono dwa identyczne mate obiekty (biate
szesciany). Kazdg mysz poddano trzem probom, podczas ktérych mysz
zapoznawata sie z obiektami i je zapamietywata. Pomiedzy prébami byto
15 minut przerwy. Po uptywie 3 godzin od ostatniej ekspozycji na identyczne
obiekty, mysz umieszczono na 5 minut na arenie z poznanym wczes$niej obiektem
(biatym szescianem) oraz nowym obiektem (czarnym walcem). Po uptywie
24 godzin od poprzedniej ekspozycji, mysz umieszczono na 5 minut na arenie

z ptytkg, do ktérej przytwierdzony byt znajomy obiekt (biaty szescian) i nowy
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(metalowa srubka). Aby wykluczy¢ mozliwg preferencje myszy wobec jednej
ze stron areny (lewej lub prawej), potozenie nowego obiektu byto zmieniane
dla préby po 24 godzinach w stosunku do proby po 3 godzinach. Wszystkie klatki
stuzgce za arene i ptytki akrylowe z przyklejonymi obiektami po jednokrotnym
uzyciu doktadnie wyczyszczono przy uzyciu sSrodka dezynfekujgcego
(70% roztwor etanolu) w celu usunigcia sladéw zapachowych i wytarte do sucha.
Zaréwno podczas przerw w czasie ekspozycji na dwa identyczne obiekty,
jak i 3- oraz 24-godzinnej retencji myszy umieszczano w indywidualnych,
standardowych klatkach bytowych. Podczas 3- i 24-godzinnej retencji myszy
miaty zapewniony swobodny dostep do standardowej karmy i wody pitnej.
Po zakonczonym doswiadczeniu myszy przenoszono do klatek bytowych

w poprzednio utworzonych grupach.

Za eksploracje uznawano obwgchiwanie obiektu w odlegtosci maksimum
2 cm. Gryzienia obiektu, wspinania lub opierania sie o obiekt nie uznawano
za eksploracje. Eksploracje nagrywano, a jej czas zostat poddany ocenie przez
dwoch niezaleznych eksperymentatoréw przy uzyciu niekomercyjnego programu
komputerowego. Wyniki przedstawiono w postaci indeksu preferencji
wyrazonego w procentach jako stosunek czasu, w ktérym mysz byta
zainteresowana nowym obiektem do catkowitego czasu zainteresowania oboma

obiektami.

3.4.3. Test labiryntu wodnego Morrisa

Do oceny zdolnosSci uczenia sie i pamieci przestrzennej zaleznej
od hipokampa wykorzystano test MWM. Test ten opiera sie na naturalnej
tendencji gryzoni do ucieczki z wody na state podtoze. Test przeprowadzono

wg Vorheesa i Williamsa (2006) z modyfikacjami.

W badaniach wykorzystano okrggty basen (120 cm; Ugo Basile,
Gemonio, VA, Wtochy) wypetniony do potowy gtebokosci wodg zmetniong
przy uzyciu biatej nietoksycznej farby Carioca Tempera (Carioca, Turyn,
Witochy). Temperature wody utrzymywano w granicach 20-22°C. Powierzchnia
wody w basenie zostata wirtualnie podzielona na cztery kwadranty (strefy): NE,
NW, SE i SW. Pozycja i ruch myszy byty nagrywane za pomocg kamery

zawieszonej na suficie nad Srodkiem basenu. Nagrania byly analizowane
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w czasie rzeczywistym przy pomocy oprogramowania ANY-maze (wersja 4.82,
Stoelting Co., IL, USA). Do$wiadczenie byto prowadzone w pokoju oswietlonym
biatym swiattem przy pomocy lampy wolnostojgcej (okoto 100 Ix), skierowanym
w podtoge, tak aby nie powstawaty rozbtyski na tafli wody w basenie. W celu
aklimatyzacji myszy kazdorazowo przynoszono do pokoju doswiadczalnego
na 30 minut przed rozpoczeciem testu. Mysz byla umieszczana w basenie
pyskiem skierowanym w strone sSciany i puszczana wolno przez
eksperymentatora, wowczas, gdy znalazta sie na poziomie wody. Pozycja
startowa nigdy nie znajdowata sie w kwadrancie z platformg. Po kazdej probie
mysz umieszczano na 5 minut w klatce wytozonej papierowymi recznikami,
aby mogta odpoczg¢, wyschnac i unikng¢ wychtodzenia. Na koniec kazdego dnia
doswiadczenia myszy przenoszono do klatek bytowych.

3.4.3.1 Trening — ocena zdolnosSci plywania

W pierwszym etapie doswiadczenia myszy poddano 3-dniowemu
treningowi, aby sprawdzi¢ czy zwierzeta nie roznig sie fizyczng zdolnoscig
do ptywania i motywacjg do ucieczki z wody. Podczas tego etapu myszy uczyty
sie, ze ucieczke z wody stanowi wplyniecie na platforme. W basenie
umieszczono platforme (J10 cm; Ugo Basile, Gemonio, VA, Wiochy) wynurzong
nad powierzchnie wody na wysokosc¢ okoto 1 cm. Dodatkowo, w srodku platformy
znajdowata sie szklana bagietka laboratoryjna z zottym, plastikowym, okrggtym
klockiem na jej szczycie, wystajgcym na wysokos¢ okoto 15 cm od powierzchni
platformy. Kazdego dnia mysz byla poddawana 4 sesjom, a kazda proba
rozpoczynata sie z innej pozycji startowej. Podczas préb mysz umieszczano
w basenie na 60 sekund, podczas ktérych szukata drogi ucieczki. Jezeli mysz
dotarta na platforme byta na niej pozostawiana na 15 sekund. W przypadku,
gdy mysz nie zdotata doptyngé do platformy byta na niej umieszczana
przez eksperymentatora na 15 sekund.

3.4.3.2 Ocena nauki przestrzennej lokalizacji platformy (ang. spatial

learning, spatial acquisition)

Ten etap badan odbywat sie przez 5 kolejnych dni. Platforme ustawiono
w innym kwadrancie basenu niz podczas treningu. Byta ona zanurzona w wodzie

na gtebokosci okoto 1 cm pod powierzchnig oraz nie posiadata dodatkowych
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oznaczen. Kazdego dnia mysz byta poddawana 4 sesjom, a kazda préba
rozpoczynata sie z innej pozycji startowej. Proba konczyta sie po uptywie
60 sekund lub w momencie wptyniecia myszy na platforme. Jezeli mysz dotarta
na platforme byta na niej pozostawiana na 15 sekund, natomiast w przypadku,
gdy nie zdofata doptyng¢ do platformy byta na niej umieszczana przez
eksperymentatora rowniez na 15 sekund. Podczas tego etapu mysz uczyta sie
potozenia platformy w basenie na podstawie wskazoéwek zewnetrznych, takich
jak wyposazenie pokoju, czy celowo naklejone na $cianach dodatkowe
oznaczenia. Pozycji tych elementéw nie zmieniano przez caty czas trwania
doswiadczenia. Réwniez eksperymentator po umieszczeniu myszy w basenie
zawsze zajmowat te samg pozycje. Do oceny wykorzystano czas, po ktérym
mysz wptyneta na platforme, pokonany przez nig dystans, odsetek czasu
spedzonego przez mysz w kwadrancie z platformg oraz odsetek dystansu

przeptynietego w kwadrancie z platforma.

3.4.3.3 Préba pamieci przestrzennej lokalizacji platformy

Prébe pamieci przestrzennej przeprowadzano po uptywie 24 godzin
od ostatniego dnia nauki przestrzennej. Z basenu usunieto platforme. Mysz
zostata poddana tylko jednej 60-sekundowej probie. Analizowanym parametrem
byta liczba wptynie¢ myszy na obszar, w ktdérym uprzednio znajdowata sie
platforma, odsetek czasu spedzonego przez mysz w kwadrancie, w ktérym
uprzednio znajdowata sie platforma oraz odsetek dystansu przeptynietego

w kwadrancie, w ktorym uprzednio znajdowata sie platforma.

3.4.3.4 Ocena nauki przestrzennej nowej lokalizacji platformy (ang. spatial

reversal)

Ten etap badan przebiegat analogicznie do etapu nauki przestrzennej,
lecz platforme umieszczano w nowym miejscu, w kwadrancie znajdujgcym sie
naprzeciwko kwadrantu, w ktérym znajdowata sie podczas wczesniejszego
etapu. Zastgpienie starych $ladéw pamieciowych nowymi opiera sie
na elastycznosci kognitywnej, ktorg warunkuje neurogeneza i plastycznosc
synaptyczna w hipokampie [Jablonski i wsp., 2016; Vorhees i Williams, 2006].
Pozwala to na wykrycie tagodniejszych zaburzen poznawczych, poniewaz

stanowi trudniejsze zadanie w poréwnaniu do poczatkowej nauki przestrzenne.
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3.4.3.5 Préba pamieci przestrzennej nowej lokalizacji platformy

Analogicznie do poprzedniego etapu, probe pamieci przestrzennej
przeprowadzono po uptywie 24 godzin od ostatniego dnia nauki przestrzennej
nowej lokalizacji platformy. Z basenu usunieto platforme. Mysz zostata poddana
tylko jednej prébie trwajgcej 60 sekund. Analizowanym parametrem byta liczba
wptynie¢ myszy na obszar, w ktérym poprzednio znajdowata sie platforma,
odsetek czasu, spedzonego przez mysz w kwadrancie, w ktorym uprzednio
znajdowata sie platforma oraz odsetek dystansu przeptynietego w kwadrancie,

w ktérym uprzednio znajdowata sie platforma.

Po zakonczeniu testu MWM mioty myszy podzielono na dwie grupy. Jedng
grupe wykorzystano do badan immunohistochemicznych, natomiast druga

do analizy ekspresji wybranych biatek metodg Western blot.

3.5. Ocena neurogenezy w hipokampie przy uzyciu metod

immunohistochemicznych

3.5.1. Eutanazja metoda perfuzji przezsercowej

Procedure wykonano wg Gage i wsp. (2012) z modyfikacjami.
Przed wykonaniem eutanazji myszy zwazono, a nastepnie wstrzyknieto
dootrzewnowo subletalng dawke pentobarbitalu sodu (100 mg/kg masy ciata)
i umieszczono w oddzielnej standardowej klatce bytowej. Gdy mysz przestata
odpowiadac na bodzce zewnetrzne zostata utozona na grzbiecie na plastikowej
kratce do perfuzji i unieruchomiona. Od tego momentu procedura odbywata sie
pod wigczonym dygestorium. U myszy wykonano naciecie powtok ciata
w okolicach klatki piersiowej, a nastepnie przecieto zebra, aby wyeksponowac
serce. Ostroznie przecieto worek osierdziowy, wprowadzono igte do lewej
komory serca poprzez koniuszek serca i niezwtocznie przecieto prawy
przedsionek. Przy pomocy pompy perystaltycznej (Ismatec, model ISM832A;
Zurych, Szwajcaria) wykonano perfuzje 0,9% roztworem NaCl. Po wyptukaniu
krwi z krwiobiegu zmieniono ptyn do perfuzji na 4% roztwér paraformaldehydu
(PFA) w 0,1 M buforze fosforanowym (PB) o pH = 7,4 petnigcy role srodka

utrwalajgcego.
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3.5.2. Izolacja mézgu

Mysz poddano dekapitacji przy uzyciu nozyczek. Aby uwidoczni¢ czaszke,
skore przecieto na gtowie w czesci grzbietowej w kierunku od szyi do nosa.
Miesnie szyi odcieto i delikatnie wiozono nozyczki w otwor wielki czaszki
(tac. foramen magnum), po czym dokonano ciecia do wysokosci punktu lambda
(punktu ciemigczka tylnego, tac. posterior fontalle) trzymajgc ostrze nozyczek
jak najblizej kosci czaszki, aby nie uszkodzi¢ mozgu. Nastepnie delikatnie
usunieto goérne kosci czaszki, a odstoniety mozg wyjeto w catosci. Wyizolowany
mdbzg zwazono i umieszczono we fiolkach wypetnionych 4% PFA. Barwienia
immunohistochemiczne wykonano wg procedur opisanych w Bartkowska i wsp.

(2021) oraz Tepper i wsp. (2020) z modyfikacjami.

3.5.3. Przygotowanie skrawkow

Mbzgi myszy inkubowano w roztworach o zwiekszajgcych sie stezeniach
sacharozy (10%, 20% i 30%) w 0,1 M PB, w kazdym przez 24 godziny. Nastepnie
mozgi zatopiono w medium do przymrazania tkanek i skrojono w ptaszczyznie
koronalnej, zaczynajgc od opuszek wechowych, na skrawki o grubosci 40 um
na kriostatacie (Leica Biosystems, CM1950, Richmond, IL, USA) w temperaturze
—20°C. Skrawki z kazdego modzgu zostaty utozone w 10 seriach — 8 serii
skrawkéw wolno ptywajgcych i 2 serie skrawkow naniesionych bezposrednio
na mikroskopowe szkietka podstawowe pokryte uprzednio 9% roztworem
zelatyny w PBS. Skrawki wolnoptywajgce zanurzono w roztworze
zapobiegajgcym zamarzaniu (0,02% azydek sodu, 15% sacharoza, 30% glikol
etylenowy w PB) i przechowywano w temperaturze —-20°C do czasu

ich wykorzystania.

3.5.4. Ocena neurogenezy w zakrecie zebatym
3.5.4.1 Oznaczenie inkorporacji bromodeoksyurydyny

Jedna z losowo wybranych serii skrawkéw wolnoptywajgcych z mézgu
kazdej myszy zostata poddana barwieniu immunohistochemicznemu w celu
wykrycia BrdU, ktora jest analogiem tymidyny, wbudowujacym sie w DNA
dzielgcych sie komérek, a nastepnie wykrywanym przy pomocy odpowiednich
przeciwciat [Hildebrandt i wsp., 1999]. Wolnoptywajgce skrawki modzgu
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przeptukano w 2-krotnie stezonym roztworze soli fizjologicznej w buforze
cytrynianowym (2xSSC). Aby zwiekszy¢é dostepnos¢ BrdU przeprowadzono
denaturacje DNA inkubujgc skrawki przez 30 minut w 2 N HCI w temperaturze
37°C. Reakcje zakonczono stosujgc przez 10 minut 0,1 M kwas borowy
(pH = 8,5). Nastepnie w celu zablokowania endogennej peroksydazy, skrawki
zanurzono na 30 minut w 3% roztworze nadtlenku wodoru w TBS (79,1 mM
Trizma HCI i 20,9 mM Trizma base w wodzie). Nastepnie skrawki ptukano przez
15 minut w TBS z dodatkiem 0,1% Tritonu X-100 (TBS-A) i przez kolejne 15 minut
w TBS-A z dodatkiem albuminy z surowicy bydlecej (TBS-B). Skrawki blokowano
przez 1 godzine w 10% roztworze surowicy koziej (NGS) w TBS-B w celu redukcji
sygnatu tla i zapobieganiu niespecyficznemu taczeniu sie przeciwciata
[l-rzedowego z tkankg. Nastepnie skrawki inkubowano przez noc w temperaturze
4°C ze szczurzym przeciwciatem |-rzedowym skierowanym przeciwko BrdU
w stezeniu 1:1000 w TBS-B. Kolejnego dnia skrawki poddano 15-minutowemu
ptukaniu w TBS-A i przez taki sam czas w TBS-B. Przeptukane skrawki
inkubowano przez 45 minut z biotynylowanym kozim przeciwciatem Il-rzedowym
skierowanym przeciwko szczurzym IgG w stezeniu 1:200. Po inkubacji skrawki
ponownie dwukrotnie przeptukano, najpierw w TBS-A, a potem w TBS-B.
Nastepnie skrawki inkubowano przez 1 godzine z roztworem ekstrawidyny
skoniugowanej z peroksydazg chrzanowg w TBS w stezeniu 1:200. Peroksydaza
zostata  wykryta w  3-minutowej reakcji z 0,05%  roztworem
3,3’-diaminobenzydyny (DAB) i 0,003% roztworem nadtlenku wodoru
w obecnosci jonow niklu. W wyniku reakcji powstaje szaro-czarny produkt
nierozpuszczalny w wodzie i wiekszosci rozpuszczalnikow organicznych.
Ostatnim etapem byto 3-krotne, 5-minutowe przeptukanie skrawkéw w TBS.
Wolno ptywajgce skrawki naniesiono na zelatynowane szkietka w porzadku
wg struktur anatomicznych. Nastepnie skrawki zostaty odwodnione poprzez
zanurzanie szkietek na 2 minuty kolejno w roztworach: 50% etanolu, 70%
etanolu, 96% etanolu, 100% etanolu, 100% etanolu z ksylenem w stosunku 1:2,
100% etanolu z ksylenem w stosunku 2:1 oraz w ksylenie. Szkietka ze skrawkami
zabezpieczono pokrywajgc je DePeX i niezwiocznie przykrywajgc szkietkiem

nakrywkowym.
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3.5.4.2 Ocena kolokalizacji BrdU z markerami komérek uktadu nerwowego

Losowo wybrane serie skrawkéw wolnoptywajgcych zostaty poddane
podwdjnemu barwieniu w celu oznaczenia kolokalizacji BrdU z neuronalnym
biatkiem neurofilamentowym (ang. neuronal nuclear protein, NeuN) lub BrdU
z kwasnym biatkiem widkienkowym (ang. glial fibrillary acidic protein, GFAP).
Skrawki przeptukano w TBS, a nastepnie inkubowano w buforze blokujgcym
(10% NGS i 1% BSA w TBS-A) przez 1 godzine. W kolejnym kroku skrawki
pozostawiono przez noc w temperaturze 4°C w roztworze kréliczych przeciwciat
I-rzedowych skierowanych: przeciwko NeuN w stezeniu 1:20 lub GFAP
w stezeniu 1:500 w TBS-T z dodatkiem 5% NGS i 0,5% BSA. Kolejnego dnia,
skrawki ptukano 3-krotnie przez 30 minut w TBS-T, po czym inkubowano przez
1 godzine z kozim ll-rzedowym przeciwciatem skierowanym przeciwko kréliczym
IgG skoniugowanym z fluorochromem Alexa Fluor® 568 w stezeniu 1:600
w dwukrotnie rozcienczonym buforze blokujgcym. Aby zwiekszy¢ dostepnos$é
BrdU oraz zminimalizowac¢ niespecyficzne barwienie skrawki inkubowano kolejno
z 2xSSC, 2 N HCI, 0,1 M kwasem borowym oraz 10% NGS w TBS-T. Nastepnie
skrawki inkubowano przez noc w temperaturze 4°C ze szczurzym przeciwciatem
skierowanym przeciwko BrdU w stezeniu 1:1000 w dwukrotnie rozcienczonym
buforze blokujgcym. Nastepnego dnia skrawki inkubowano przez 1 godzine
z biotynylowanym kozim przeciwciatem |l-rzedowym skierowanym przeciwko
szczurzym IgG w stezeniu 1:100 w dwukrotnie rozcienczonym buforze
blokujgcym. Po trzykrotnym 10-minutowym przeptukaniu w TBS skrawki
inkubowano przez 1 godzine z roztworem streptawidyny skoniugowane;j
z fluoochromem Alexa Fluor® 488 w stezeniu 1:1600 w TBS. Po przeptukaniu

skrawki utozono na szkietkach mikroskopowych i pokryto 60% glicerolem w PBS.

3.5.4.3 Analiza danych

Zdjecia skrawkow zabarwionych immunohistochemicznie na obecnosc¢
BrdU wykonano przy pomocy mikroskopu Olympus BX61V8 z systemem
automatycznie skanujgcym preparaty Olympus SV120, podigczonego
do komputera z oprogramowaniem Olympus VS-ASW-S5 (Olympus, Tokio,
Japonia). Liczba neuronéw posiadajgcych BrdU w DG zostata policzona

manualnie w obrebie prostokgtnego obszaru o wymiarach 1600x900 um?
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w czterech reprezentatywnych skrawkach z moézgu kazdej myszy po jednym
z czesci przedniej hipokampa, dwoéch ze srodkowej i jednym z tylnej. Skrawki
zostaty wybrane w obrebie catego DG w odlegtosci mieszczgcej sie w zakresie
od -1,4 do -3,4 mm od bregmy [Paxinos i Franklin, 2013].

Zdjecia podwodjnie barwionych skrawkéw na obecno$é BrdU i NeuN lub
BrdU i GFAP wykonano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego z wirujgcym
dyskiem (Zeiss, Niemcy). Komorki znakowane BrdU policzono w dwoch
skrawkach DG na mysz w czterech kwadratowych obszarach o powierzchni
125 000 ym? w celu oceny kolokalizacji komorek zawierajgcych BrdU z NeuN
i BrdU z GFAP. Liczba powstatych w okresie podawania MDPV neuronow
(komorek z kolokalizacjg BrdU z NeuN) lub astrocytow (komorek z kolokalizacjg

BrdU z GFAP) zostata wyrazona jako odsetek komérek zawierajgcych BrdU.

3.6. Ocena ekspresji biatek zwigzanych z neurogeneza

i neuroplastycznosciag hipokampa
3.6.1. lzolacja hipokampa

Izolacje hipokampa wykonano wg Lopez-Armnau i wsp. (2015)
z modyfikacjami. Myszy poddano eutanazji poprzez dyslokacje kregéw szyjnych.
Wyizolowany mézg zwazono i potozono na szkietko zegarkowe umieszczone
na lodzie. Nastepnie wyizolowano hipokamp wedtug granic anatomicznych
i umieszczono go w probowce typu eppendorf. Po zwazeniu hipokampa probdwki
zamrozono w suchym lodzie, a nastepnie przechowywano je w temperaturze

—80°C do czasu ich wykorzystania.

3.6.2. Homogenizacja tkanek

Hipokamp homogenizowano w buforze lizujgcym RIPA z dodatkiem
inhibitora proteaz przy uzyciu plastikowego homogenizatora recznego w dwoch
etapach trwajgcych po 10 sekund, podczas homogenizacji i pomiedzy etapami
probéwki byly pozostawione w lodzie. Homogenat hipokampa odwirowano
przez 45 minut przy predkosci 13 900 x g (20 800 rpm) w temperaturze 4°C
(wirowka MPW-351RH, MPW Med. Instruments; Warszawa, Polska). Otrzymany

supernatant przechowywano w temperaturze —80°C.
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3.6.3. Pomiar zawartosci biatka w prébkach

Do oceny zawartosci biatka w kazdej z prébek zastosowano metode
Bradforda. Metoda ta polega na wigzaniu sie biatka z barwnikiem Coomassie
Blue G250 w jego formie anionowej o niebieskim zabarwieniu, wykazujgce;j
maksymalng absorbancje przy dtugosci fali 590 nm. Wartos¢é absorbancji jest
wprost proporcjonalna do ilosci biatka zawartego w probce [Kruger i wsp., 2009].
Odczynnik Bradforda rozciehnczono wodg destylowang w stosunku 1:4. Standard
biatkowy BSA o stezeniu 1,41 mg/ml naniesiono na ptytke 96-dotkowg
w objetosciach 0-5 ul (co 0,5 ul) w czterech powtdrzeniach, aby wykresli¢ krzywg
wzorcowg absorbancji. Porcje supernatantu hipokampa rozcienczono 10-krotnie
buforem RIPA i naniesiono w czterech powtorzeniach na te samg ptytke
96-dotkowg co standard biatkowy. Do kazdego dotka dodano po 200 pl
odczynnika Bradforda, ptytke przykryto wieczkiem i pozostawiono na 10 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie zdjeto wieczko i zmierzono absorbancje
przy dtugosci fali 595 nm z zastosowaniem czytnika mikroptytek Sunrise (Tecan,
Szwajcaria) i oprogramowania XFluor4 (Tecan, Szwaijcaria).

3.6.4. Oznaczenia ekspresji biatek metodg Western blot

Metoda Western blot jest powszechnie stosowana do identyfikaciji
okreslonych biatek w ich mieszaninie. Polega ona na rozdzieleniu biatek wg ich
masy molowej przy zastosowaniu elektroforezy, a nastepnie przeniesieniu
na membrane nitrocelulozowg i inkubacji z przeciwciatami wigzgcymi sie
specyficznie z badanymi biatkami w celu ich uwidocznienia na membranie i oceny

ekspresji [Mahmood i Yang, 2012].

3.6.4.1 Przygotowanie probek lizatow biatkowych

Z kazdej prébki supernatantu pobrano porcje odpowiadajgcg zawartosci
30 pg lub 7,5 ug biatka w przypadku wykonywania odpowiednio oznaczen
ekspresji synaptofizyny (ang. synaptophysin; SYP) i bialtka gestosci
postsynaptycznej (ang. postsynaptic density protein;, PSD95), po czym
dopetniono do 5 pl buforem RIPA z dodatkiem inhibitora proteaz. Nastepnie,
pod wyciggiem, do kazdej probki dodano 5 pl dwukrotnie stezonego buforu

Laemmli zawierajgcego czynnik denaturujgcy — dodecylosiarczan sodu
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(ang. sodium dodecyl sulphate, SDS) i merkaptoetanol. Catos¢ szybko
odwirowano i wytrzagénieto. Otrzymane prébki umieszczono w tazni suchej
i ogrzewano przez 7 minut w temperaturze 94°C w celu denaturacji biatek.
Po inkubacji probowki umieszczono w lodzie w celu schiodzenia, a nastepnie

odwirowano.

3.6.4.2 Elektroforeza biatek

Komore do elektroforezy zalano 1x buforem MES o pH = 7,3. W naczyniu
umieszczono 15-dotkowy 4-12% zel poliakryloamidowy NuPAGE Bis-Tris.
Po upewnieniu sie, ze caly zel jest zanurzony w buforze, wyjeto grzebien. Lizat
biatkowy naniesiono na Zzel objetosci 10 uyl na Sciezke. Na skrajne $ciezki
naniesiono po 2 pl roztworu wzorca masy molekularnej Chameleon® Duo
Pre-stained Protein Ladder uzupetnione do 10 ul buforem Laemmli. Elektroforeze
przeprowadzono w naczyniu z lodem, pod napieciem 120 V przez 80 minut,
do momentu, kiedy czoto zabarwionych biatek dotarto na dot zelu (okoto 1 cm

od krawedzi kasety).

3.6.4.3 Transfer rozdzielonych biatek na membrane

,Kanapki” do transferu wykonano wykorzystujgc specjalne kratki,
do ktérych kolejno wktadano zwilzone buforem do transferu: ggbke, bibute
filtrujgcg, membrane nitrocelulozowa, na ktérg ostroznie przetozono zel; bibute
filtrujgca i ggbke, po czym zamknieto kratki. "Kanapki” umieszczono w komorze
do transferu, zawierajgcym bufor transferowy (roztwor 20% metanolu w wodzie,
12 mM Trizma Base, 96 mM glicyny). Transfer biatek prowadzono przez
1 godzine, przy natezeniu pradu 150 mA stosujgc wktady chtodzgce w celu
obnizenia temperatury buforu. Dalszg cze$¢ doswiadczenia prowadzono
w temperaturze  pokojowej. Membrany blokowano przez 1 godzine
w 5% roztworze odtluszczonego mleka w TBS-T na wytrzgsarce kotyskowe;.

3.6.4.4 Inkubacja membrany z przeciwciatami

Catonocng inkubacje membran 2z przeciwciatami przeprowadzono
w chfodni, umieszczajgc pojemniki na wytrzgsarce. Wszystkie roztwory
przeciwciat zostaty przygotowane w 5% roztworze odttuszczonego mileka

w TBS-T. Membrany zalano roztworem przeciwciat |-rzedowych skierowanych
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przeciwko badanym biatkom: SYP (krdlicze, stezenie 1:1000) i PSD95 (krdlicze,
stezenie 1:4000), a takze przeciwko B-aktynie — ang. actin beta; ACTB (mysie,
stezenie 1:2000), stuzacej jako biatko referencyjne wzgledem, ktérego
przeprowadzono normalizacje. Nastepnego dnia membrany 3-krotnie
przeptukano TBS-T przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po przeptukaniu
membrany inkubowano w warunkach ochrony przed $wiattem z roztworami
lI-rzedowych przeciwciat: przeciwciato osle skierowano przeciwko kroliczym IgG,
(stezenie 1:10000) i przeciwciato osle skierowano przeciwko mysim IgG
(stezenie 1:10000) i w 5% roztworze mleka w TBS-T przez 1 godzine
w temperaturze pokojowej. Nastepnie membrany jednokrotnie przeptukano

roztworem TBS-T.

3.6.4.5 Pomiar intensywnosci sygnatu i kwantyfikacja

W celu detekciji biatek dokonano pomiaru intensywnosci fluorescenciji przy
pomocy czytnika LI-COR Odyssey DLx (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA)
i skwantyfikowano uzywajgc zintegrowanego programu Image Studio wersja 5.2.
Ekspresje SYP i PSD95 znormalizowano w oparciu o ACTB i przedstawiono jako

procent kontroli z tego samego zelu.

3.7. Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie analizy statystyczne zostaty przeprowadzone przy uzyciu
programu RStudio wersja 2022.12.0.353 (Posit Software, PBC, Boston, MA,
USA). Wyniki dostosowano do liniowego modelu mieszanego, w ktérym
uwzgledniono czynniki state (podany zwigzek, pteé) oraz czynnik losowy (miot).
Nastepnie przeprowadzono dwuczynnikowg analize wariancji (podany zwigzek
x pte€¢) lub dwuczynnikowg analize wariancji (podany zwigzek x pted)
dla powtorzonych pomiaréw, aby okresli¢, czy wystapit istotny wptyw czynnikow
statych i ich interakcji. W analizie wynikow testu NOR dodatkowo zastosowano
test t-Studenta dla jednej préby, aby poréwnaé wartos¢ indeksu preferencii
myszy z teoretyczng wartoscig wynoszacag 50%, ktéra wskazuje na losowy wybor
obiektu. Roznice pomiedzy grupami sprawdzono przy uzyciu testu post hoc
Tukey’a. Réznice uznano za istotne statystycznie w przypadku, gdy p < 0,05.
Poniewaz we wszystkich przeprowadzonych analizach nie wykazano istotne;j

statystycznie interakcji miedzy podaniem MDPV a picig, wyniki dla samcow
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i samic przeanalizowano tgcznie przy pomocy testu post hoc i zaprezentowano
razem na wykresach. Wyniki przedstawiono jako $rednie * btgd standardowy
Sredniej (SEM). Liczba powtorzen (n) w kazdym eksperymencie odnosi sie

do liczby myszy wykorzystanych w doswiadczeniu.

Ryciny przygotowano przy pomocy programu GraphPad Prism wersja 6.0
(GraphPad, San Diego, CA, USA). Wzory zwigzkéw chemicznych przygotowano
w ChemSketch, wersja 2023.1.2, (Advanced Chemistry Development, Inc.
(ACD/Labs), Toronto, ON, Canada, www.acdlabs.com).
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4. Wyniki
4.1. Wptyw MDPV na smiertelnosé

Smiertelno$é na etapie podawania zwigzkéw wyniosta 7,69% (2 osobniki
w grupie kontrolnej, 1 osobnik w grupie otrzymujacej MDPV w dawce 10 mg/kg
i 3 osobniki w grupie otrzymujgcej MDPV w dawce 20 mg/kg) [Tabela I1].

Tabela Il Smiertelno$¢ w wieku PD11-20 w zaleznosci od pici i podanego
zwigzku

Zwigzek Ogodlna Samce Samice
0,9% NaCl 2/26 (7,69%) 1/13 (7,69%) 1/13 (7,69%)
MDPV 10 mg/kg  1/25 (4,00%) 0/12 (0%) 1/13 (7,69%)

MDPV 20 mg/kg  3/27 (11,11%)  2/14 (14,28%) 113 (7,69%)

4.2. Wptyw MDPV na przyrost masy ciata

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtorzonych pomiarow wynikow
uzyskanych dla myszy, ktorym podawano MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg
oraz grupy kontrolnej wykazata istotny wptyw MDPV [F (2, 61) = 33,998;
p < 0,001], dnia [F (9, 591) = 249,889; p < 0,001] oraz interakcji MDPV i dnia
[F (18, 591) = 13,888; p < 0,001] na mase ciata myszy. Pte¢ nie miata wptywu
na mase ciata myszy [F (1, 55) = 0,015; p = 0,904]. Nie wykazano réwniez istotnej
interakcji pomiedzy MDPV i ptcig [F (2, 60) = 1,510; p = 0,229].

MDPV w dawce 10 mg/kg spowodowat spowolnienie przyrostu masy ciata
myszy od 5. do 10. dnia podawania (odpowiednio od 15. do 20. dnia zycia). Masa
ciata myszy w grupie otrzymujgcej MDPV w dawce 20 mg/kg byta nizsza od masy
ciata myszy z grupy kontrolnej od drugiego do ostatniego dnia podawania

zwigzku (12-20 dzien zycia) [Ryc. 6].
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Ryc. 6. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na mase ciata myszy w okresie
podawania zwigzku. Wyniki przedstawiono jako Srednie + SEM (n = 12).
*p <0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 wzgledem kontroli.

W dniu usmiercenia, po ukonczeniu badan behawioralnych, ponownie
zwazono myszy. Dwuczynnikowa analiza wariancji wynikow uzyskanych dla grup
myszy, ktore otrzymaty MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej
nie wykazata istotnego wptywu MDPV na mase ciata myszy [F (2, 54) = 0,472;
p = 0,626] [dane nieprzedstawione na rycinie].
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4.3. Wptyw MDPV na robocza pamieé przestrzenna

Dwuczynnikowa analiza wariancji wynikow uzyskanych dla myszy, ktérym
podawano MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej wykazata
istotny wptyw MDPV [F (2, 53) = 4,733; p = 0,013] oraz pfci [F (1, 59) = 5,473;
p = 0,023] na roboczg pamie¢ przestrzenng myszy oceniang przy pomocy testu
spontanicznej alternacji. Jednak nie wystgpita istotna statystycznie interakcja
MDPV i ptci [F (2, 52) = 2,602; p = 0,084].

MDPV w obu podawanych dawkach wywotat istotne zaburzenia roboczej
pamieci przestrzennej u myszy. Myszy z grupy kontrolnej uzyskaty srednio 71,4%
poprawnych tréjek wejs¢ do ramion labiryntu (samce: 78,4%, samice: 64,4%).
Podczas gdy dla grup otrzymujgcych MDPV w dawce 10 mg/kg odsetek
poprawnych alternacji wynidst srednio 62,8% (samce: 63,9%, samice: 61,1%),
a dla grup traktowanych dawkg 20 mg/kg wyniost srednio 63,5% (samce: 63,9%,
samice: 63,5%) [Ryc. 7].
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% poprawnych alternacji

Samce Samice Samce Samice Samce Samice

Kontrola MDPV MDPV
10 mg/kg 20 mg/kg

Ryc. 7. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na roboczg pamiec¢ przestrzenng
myszy. Wyniki przedstawiono jako indywidualne wartoSci oraz jako Srednie
+ SEM (n = 10-12). *p < 0,05 wzgledem kontroli.
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4.4. Wptyw MDPV na zdolnosé rozpoznawania obiektéw
4.4.1. Retencja 3-godzinna

Dwuczynnikowa analiza wariancji wynikdw uzyskanych dla myszy, ktérym
podawano MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej wykazata
istotny wptyw MDPV [F (2, 62) = 4,487; p = 0,015] i pici [F (1, 62) = 4,749;
p =0,033] na odsetek czasu spedzonego na eksploracji nowego obiektu
po okresie 3-godzinnej retencji. Jednak nie wykazano istotnej interakcji MDPV
i pfci [F (2, 62) = 1,362; p = 0,264].

MDPV w dawce 10 mg/kg uposledzat zdolnos¢ myszy do rozpoznawania
nowego obiektu po 3-godzinnej retencji. Sredni indeks preferenciji myszy w grupie
otrzymujgcej MDPV w dawce 10 mg/kg wyniost 48,2% (samce: 39,2%,
samice: 57,2%), w porownaniu do 62,3% (samce: 61,2%, samice: 63,5%)
w grupie kontrolnej. Natomiast MDPV w dawce 20 mg/kg nie zaburzat zdolnosci

poznawczych myszy w odniesieniu do kontroli [Ryc. 8].

Test t-Studenta dla jednej proby, wykazat, iz warto$¢ indeksu preferencji
myszy z grupy kontrolnej byta znamiennie wyzsza od 50% [t (23) =5,703;
p <0,001]. Natomiast dla myszy traktowanych MDPV w dawce 10 mg/kg
[t(21) =0,381; p = 0,707] i 20 mg/kg [t (21) = 0,552; p = 0,587] nie rdznita sie
istotnie statystycznie od 50%. Dowodzi to losowosci wyboru eksplorowanego
obiektu i moze swiadczy¢ o tym, ze myszy z obu grup otrzymujgcych MDPV

nie zapamietaty uprzednio poznanego obiektu [Ryc. 8].
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Ryc. 8. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na zdolnoS¢ rozpoznawania
nowego obiektu przez myszy po 3 h retencji. Wyniki przedstawiono jako
indywidualne wartosci oraz jako Srednie + SEM (n = 10-12). *p < 0,05 wzgledem
kontroli. "o < 0,001 w poréwnaniu poziomu losowego w tescie t-Studenta jednej
proby.

4.4.2. Retencja 24-godzinna

Dwuczynnikowa analiza wariancji wynikdw uzyskanych dla myszy, ktérym
podawano MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej wykazata
istotny wptyw MDPV [F (2, 58) = 4,065; p = 0,022] na odsetek czasu spedzonego
na eksploracji nowego obiektu przez myszy po 24-godzinnej retencji. Pte¢
nie miata wptywu na odsetek czasu spedzonego na eksploracji nowego obiektu
[F (1,58) = 0,002; p = 0,965], podobnie jak nie wystgpita istotna interakcja
pomiedzy MDPV a ptcig [F (2, 58) = 0,410; p = 0,666].

MDPV w dawce 10 mg/kg uposledzat zdolnos¢ samcow do rozpoznawania
nowego obiektu po 24-godzinnej retenciji. Indeks preferencji myszy traktowanych
MDPV w dawce 10 mg/kg wyniost 54,3% — 51,8% u samcow i 56,7% u samic,
w poréwnaniu do $redniej 68.4% uzyskanej w grupie kontrolnej — 70,5%
dla samcow i 66,3% dla samic. Natomiast MDPV w dawce 20 mg/kg nie zaburzat

zdolnosci poznawczych myszy w porownaniu do grupy kontrolnej [Ryc. 9].
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Test t-Studenta dla jednej proby, wykazat, iz warto$¢ indeksu preferenciji
myszy z grupy kontrolnej [t (23) = 8,043; p < 0,001] i traktowanych MDPV
w dawce 20 mg/kg [t (20) = 3,437; p = 0,003] byta znamiennie wyzsza od 50%.
Natomiast dla myszy otrzymujgcych MDPV w dawce 10 mg/kg nie roznita sie
istotnie statystycznie od 50% [t (20) = 0,643; p = 0,528] [Ryc. 9], wskazujgc

na uposledzenie pamieci rozpoznawczej w tej grupie.

100

Indeks preferenciji (%)

Samce Samice Samce Samice Samce Samice
Kontrola MDPV MDPV
10 mg/kg 20 mg/kg

Ryc. 9. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na zdolnoS¢ rozpoznawania
nowego obiektu przez myszy po 24 h retencji. Wyniki przedstawiono jako
indywidualne wartosci oraz jako Srednie £+ SEM (n = 9-12). *p < 0,05 wzgledem
kontroli. p < 0,01; "p < 0,001 w poréwnaniu do poziomu losowego w teScie
t-Studenta jednej proby.
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4.5. Wptyw MDPV na pamieé przestrzenng w tescie labiryntu

wodnego Morrisa

4.5.1. Trening z widoczng platforma

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtorzonych pomiarow wynikow
uzyskanych dla myszy, ktérym podawano MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz
grupy kontrolnej nie wykazata istotnego wptywu MDPV na czas
wptyniecia na platforme [F (2, 56) = 0,069; p = 0,933] [Ryc. 10], pokonany
dystans [F (2, 198) = 0,008; p = 0,992] [Ryc. 11], czy osiggang predkosc¢
[F (2, 58) = 0,164; p = 0,849] [Ryc. 12]. Wykazano istotny wptyw ptci na dtugos¢
przebytego dystansu [F (2, 198) = 5,515; p = 0,020], ale nie na czas wptyniecia
na platforme [F (1, 64) = 3,159; p = 0,080] i osiggang predkos¢ [F (1, 64) = 0,101;
p = 0,752]. Nie wykazano istotnej statystycznie interakcji MDPV i pici
w przypadku czasu wptyniecia na platforme [F (2, 55) = 0,517; p = 0,599],
pokonanego dystansu [F (2, 198) = 0,260; p = 0,771] i osigganej predkosci
[F(2,57) = 1,074; p = 0,348]. Natomiast wykazano, istotny wptyw dnia
treningu na czas wptyniecia na platforme [F (2, 132) = 277,543; p < 0,001],
pokonany dystans [F (2, 198) = 222,996; p < 0,001] i osiggang predkosc¢
[F (2,132)=126,942; p < 0,001]. Czas wptyniecia na platforme [Ryc. 10]
i pokonany dystans [Ryc. 11] skrdcit sie, a osiggana predkosc¢ [Ryc. 12] wzrosta
w drugim i trzecim dniu w porownaniu do dnia pierwszego, co swiadczy

o efektywnym treningu i braku zaburzen motorycznych u zwierzat.
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Ryc. 10. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na czas wptyniecia myszy
na platforme podczas fazy treningu z widoczng platformg. Wyniki przedstawiono
Jako Srednie £ SEM (n = 12) z czterech sesji kazdego dnia treningu. ###p < 0,001
wzgledem dnia pierwszego.
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Ryc. 11. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na dystans przebyty przez myszy
podczas fazy treningu z widoczng platformg. Wyniki przedstawiono jako $rednie
+ SEM (n = 12) z czterech sesji kazdego dnia treningu. ###p < 0,001 wzgledem
dnia pierwszego.
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Ryc. 12. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na predkoSC osiggang przez
myszy podczas fazy treningu z widoczng platformg. Wyniki przedstawiono jako
Srednie £ SEM (n = 12) z czterech sesji kazdego dnia treningu. ###p < 0,001
wzgledem dnia pierwszego.

71



4.5.2. Nauka przestrzenna lokalizacji platformy

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtdérzonych pomiaréw wynikow
uzyskanych dla myszy otrzymujgcych MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg
oraz grupy kontrolnej nie wykazata istotnego wptywu MDPYV na czas wptyniecia
na platforme [F (2, 54) = 0,941; p = 0,396] [Ryc. 13], dlugos¢ pokonanego
dystansu [F (2, 54) = 0,891; p = 0,416] [Ryc. 14], odsetek czasu spedzonego
w strefie z platformg [F (2, 55) = 1,650; p = 0,202] [Ryc. 15] i na odsetek dystansu
przebytego w strefie z platformg [F (2, 54) = 0,512; p = 0,602] [Ryc. 16].
Wykazano brak wptywu ptci na czas wptyniecia na platforme [F (1,60) = 0,228;
p = 0,635], dtugos¢ przebytego dystansu [F (4, 248) = 43,924; p < 0.001], odsetek
czasu spedzonego w strefie z platformag [F (1, 61) = 0,028; p = 0,868] i na odsetek
dystansu przebytego w strefie z platformg [F (1, 61) = 0,259; p = 0,613].
Nie wykazano istotnej statystycznie interakcji MDPV i ptci w przypadku czasu
wptyniecia na platforme [F (2, 52) = 1,572; p = 0,217], dtugosci przebytego
dystansu [F (2, 53) = 1,104; p = 0,339], odsetka czasu spedzonego w strefie
z platformg [F (2, 53) = 1,407; p = 0,254] i odsetka dystansu przebytego w strefie
z platformg [F (2, 52) = 1,254; p = 0,294]. Wykazano istotny wptyw dnia nauki
przestrzennej na czas wptyniecia na platforme [F (4, 248) = 35,801; p < 0,001],
dtugos¢ pokonanego dystansu [F (4, 248) = 43,924; p < 0,001], odsetek czasu
spedzonego w strefie z platformg [F (4, 248) = 57,380; p < 0,001] i odsetek
dystansu przebytego w strefie z platformg [F (4, 248) = 54,255; p < 0,001].
W dniach od drugiego do pigtego w poréwnaniu do dnia pierwszego, czas
wptyniecia na platforme [Ryc. 13] i dtugos¢ przebytego dystansu [Ryc. 14] ulegty
znamiennemu skréceniu, natomiast odsetek czasu spedzonego w strefie
z platformg [Ryc. 18] i odsetek dystansu przebytego w strefie z platformg
[Ryc. 16] ulegt istotnemu wydtuzeniu, co wskazuje, ze myszy ze wszystkich grup

nauczyty sie wptywac na platforme zanurzong pod powierzchnig wody.
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Ryc. 13. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na czas wptyniecia myszy
na platforme podczas fazy nauki przestrzennej lokalizacji platformy. Wyniki
przedstawiono jako Srednie £+ SEM (n = 10-12) z czterech sesji kazdego dnia
nauki przestrzennej. ###p < 0,001 wzgledem dnia pierwszego.
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Ryc. 14. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na dystans pokonany przez myszy
podczas fazy nauki przestrzennej lokalizacji platformy. Wyniki przedstawiono
jako Srednie + SEM (n = 10-12) zczterech sesji kazdego dnia nauki
przestrzennej. ###p < 0,001 wzgledem dnia pierwszego.
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Ryc. 15. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek czasu spedzonego
przez myszy w strefie z platformg podczas fazy nauki przestrzennej lokalizacji
platformy. Wyniki przedstawiono jako Srednie + SEM (n = 10-12) z czterech sesji
kazdego dnia nauki przestrzennej. ###p < 0,001 wzgledem dnia pierwszego.
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Ryc. 16. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek dystansu przebytego
przez myszy w strefie z platformg podczas fazy nauki przestrzennej lokalizacji
platformy. Wyniki przedstawiono jako Srednie + SEM (n = 10-12) z czterech sesji
kazdego dnia nauki przestrzennej. ###p < 0,001 wzgledem dnia pierwszego.
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4.5.3. Proba pamieci przestrzennej lokalizacji platformy

Dwuczynnikowa analiza wariancji wynikdw uzyskanych dla myszy, ktérym
podawano MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej nie wykazata
istotnego wptywu MDPV na liczbe wptynie¢ na miejsce, w ktorym uprzednio
znajdowata sie platforma [F (2, 62) = 0,110; p = 0,896] [Ryc. 17], odsetek czasu
spedzonego w strefie, w ktérej uprzednio znajdowata sie platforma
[F (2, 60) = 0,262; p = 0,770] [Ryc. 18] i odsetek dystansu przebytego w strefie,
w ktorej uprzednio znajdowata sie platforma [F (2, 60) = 0,152; p = 0,859]
[Ryc. 19]. Wykazano brak wptywu ptci na liczbe wptynie¢ na miejsce, w ktérym
uprzednio znajdowata sie platforma [F (1, 62) = 0,300; p = 0,586], odsetek czasu
spedzonego w strefie, w ktérej uprzednio znajdowata sie platforma
[F (1,62)=0,367; p = 0,547] i odsetek dystansu przebytego w strefie, w ktore;j
uprzednio znajdowata sie platforma [F (1, 62) = 0,418; p = 0,521]. Nie wykazano
istotnej statystycznie interakcji MDPV i pici w przypadku liczby wptynie¢
na miejsce, w ktorym uprzednio znajdowata sie platforma [F (2, 62) = 0,509;
p = 0,603], odsetek czasu spedzonego w strefie, w ktérej uprzednio znajdowata
sie platforma [F (2, 57) = 0,083; p = 0,921] i odsetek dystansu przebytego
w strefie, w ktérej uprzednio znajdowata sie platforma [F (2, 57) = 0,036;
p = 0,965].
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Ryc. 17. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na liczbe wptynie¢ myszy w fazie
proby pamieci przestrzennej na miejsce, w ktorym uprzednio znajdowata sie
platforma. Wyniki przedstawiono jako indywidualne warto$ci oraz jako Srednie

+ SEM (n = 10-12).
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Ryc. 18. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek czasu spedzonego
przez myszy w fazie proby pamieci przestrzennej w strefie, w ktérej uprzednio
znajdowata platforma. Wyniki przedstawiono jako indywidualne wartoSci oraz
Jako $rednie £ SEM (n = 10-12).
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Ryc. 19. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek dystansu przebytego
przez myszy w fazie proby pamieci przestrzennej w strefie, w ktorej uprzednio
znajdowata sie platforma. Wyniki przedstawiono jako indywidualne wartosci oraz
Jako $rednie £ SEM (n = 10-12).
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4.5.4. Nauka przestrzenna nowej lokalizacji platformy

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtdérzonych pomiaréw wynikow
uzyskanych dla myszy, ktérym podawano MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz
grupy kontrolnej nie wykazata istotnego wptywu MDPV na czas wptyniecia
na platforme [F (2, 54) = 0,314; p = 0,732] [Ryc. 20], dlugos¢ pokonanego
dystansu [F (2, 54) = 1,121; p = 0,333] [Ryc. 21], odsetek czasu spedzonego
w strefie z platformg [F (2, 52) = 1,658; p = 0,201] [Ryc. 22] i odsetek dystansu
przebytego w strefie z platformg [F (2, 52) = 2,874; p = 0,065] [Ryc. 23].
Wykazano brak wptywu pfci na czas wptyniecia na platforme [F (1, 58) = 0,000;
p = 0,999], dtugos¢ przebytego dystansu [F (1, 58) = 0,104; p = 0,748], odsetek
czasu spedzonego w strefie z platformag [F (1, 57) = 0,000; p = 0,996] i odsetek
dystansu przebytego w strefie z platformg [F (1, 57) = 0,040; p = 0,843].
Nie wykazano istotnej statystycznie interakcji MDPV i ptci w przypadku czasu
wptyniecia na platforme [F (2, 51) = 0,050; p = 0,951], dtugosci przebytego
dystansu [F (2, 51) = 0,057; p = 0,944], odsetka czasu spedzonego w strefie
z platformg [F (2, 50) = 0,564; p = 0,575] i odsetka dystansu przebytego w strefie
z platformg [F (2, 50) = 1,674; p = 0,198]. Wykazano istotny wptyw dnia nauki
przestrzennej na czas wptyniecia na platforme [F (4, 236) = 63,692; p < 0,001],
dtugos¢ pokonanego dystansu [F (4, 236) = 59,440; p < 0,001], odsetek czasu
spedzonego w strefie z platformg [F (4, 236) = 96,857; p < 0,001] i odsetek
dystansu przebytego w strefie z platformg [F (4, 236) = 55,852; p < 0,001].

W dniach od drugiego do pigtego w poroéwnaniu do dnia pierwszego, czas
wptyniecia na platforme [Ryc. 20] i dtugos¢ przebytego dystansu [Ryc. 21] ulegty
znamiennemu skréceniu, natomiast odsetek czasu spedzonego w strefie
z platformg [Ryc. 22] i odsetek dystansu przebytego w strefie z platformg
[Ryc. 23] ulegt istotnemu wydtuzeniu, co wskazuje, ze myszy ze wszystkich grup
nauczyty sie wplywa¢ na platforme zanurzong pod powierzchnie wody,

po przeniesieniu jej do kwadrantu potozonego naprzeciwko uprzedniej lokalizaciji.
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Ryc. 20. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na czas wplyniecia myszy
na platforme podczas fazy nauki przestrzennej nowej lokalizacji platformy. Wyniki
przedstawiono jako srednie + SEM (n = 9-12) z czterech sesji kazdego dnia nauki
przestrzennej. ###p < 0,001 wzgledem dnia pierwszego.
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Ryc. 21. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na dystans pokonany przez myszy
podczas fazy nauki przestrzennej nowej Iokalizacji platformy. Wyniki
przedstawiono jako srednie + SEM (n = 9-12) z czterech sesji kazdego dnia nauki
przestrzennej. ###p < 0,001 wzgledem dnia pierwszego.
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Ryc. 22. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek czasu spedzonego
przez myszy w strefie z platformg podczas fazy nauki przestrzennej nowej
lokalizacji platformy. Wyniki przedstawiono jako Srednie + SEM (n = 9-12)
z czterech sesji kazdego dnia nauki przestrzennej. ###p < 0,001 wzgledem dnia
pierwszego.
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Ryc. 23. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek dystansu przebytego
przez myszy w strefie z platformg podczas fazy nauki przestrzennej nowej
lokalizacji platformy. Wyniki przedstawiono jako Srednie + SEM (n = 9-12)
z czterech sesji kazdego dnia nauki przestrzennej. ###p < 0,001 wzgledem dnia
pierwszego.
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4.5.5. Préba pamieci przestrzennej nowej lokalizacji platformy

Dwuczynnikowa analiza wariancji wynikdw uzyskanych dla myszy, ktérym
podawano MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej nie wykazata
istotnego wptywu MDPV na liczbe wptynie¢ na miejsce, w ktorym uprzednio
znajdowata sie platforma [F (2, 55) = 0,372; p = 0,691] [Ryc. 24], odsetek czasu
spedzonego w strefie, w ktérej uprzednio znajdowata sie platforma
[F (2, 54) = 1,936; p = 0,154] [Ryc. 25] i odsetek dystansu przebytego w strefie,
w ktérej uprzednio znajdowata sie platforma [F (2, 53) = 0,1,478; p = 0,237]
[Ryc. 26]. Wykazano brak wptywu ptci na liczbe wptynie¢ na miejsce, w ktérym
uprzednio znajdowata sie platforma [F (1, 58) = 0,725; p = 0,398], odsetek czasu
spedzonego w strefie, w ktérej uprzednio znajdowata sie platforma
[F (1, 58) =0,433; p = 0,513] i odsetek dystansu przebytego w strefie, w ktore;j
uprzednio znajdowata sie platforma [F (1, 57) = 0,410; p = 0,525]. Nie wykazano
istotnej statystycznie interakcji MDPV i pici w przypadku liczby wptynie¢
na miejsce, w ktorym uprzednio znajdowata sie platforma [F (2, 52) = 0,472;
p = 0,626], odsetka czasu spedzonego w strefie, w ktérej uprzednio znajdowata
sie platforma [F (2, 51) = 0,720; p = 0,492] i odsetka dystansu przebytego
w strefie, w ktérej uprzednio znajdowata sie platforma [F (2, 52) = 0,606;
p = 0,549].
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Ryc. 24. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na liczbe wptynie¢ myszy w fazie
proby pamieci przestrzennej nowej lokalizacji platformy w miejsce, w ktorym
uprzednio byta platforma. Wyniki przedstawiono jako indywidualne wartos$ci oraz
jako srednie £+ SEM (n = 9-12).
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Ryc. 25. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek czasu spedzonego
przez myszy w fazie proby pamieci przestrzennej nowej lokalizacji platformy
w strefie, w ktorej uprzednio byta platforma. Wyniki przedstawiono jako
indywidualne warto$ci oraz jako Srednie £+ SEM (n = 9-12).
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Ryc. 26. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek dystansu przebytego
przez myszy w fazie proby pamieci przestrzennej nowej lokalizacji platformy
w strefie, w ktorej uprzednio byta platforma. Wyniki przedstawiono jako
indywidualne warto$ci oraz jako Srednie £+ SEM (n = 9-12).
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4.5.6. Bierne unoszenie sie na powierzchni wody

Podczas wszystkich etapow testu MWM wystgpity epizody biernego
unoszenia sie na wodzie tj. stanu, w ktdérym zwierze nie wykazuje aktywnosci
ruchowej. Wraz z kolejnymi etapami doswiadczenia zaobserwowano trend
wzrostowy biernego unoszenia sie na powierzchni wody spowodowany dtugim
czasem bezruchu u niektéorych myszy. Dwuczynnikowa analiza wariancji
dla powtérzonych pomiaréw wynikéw uzyskanych dla myszy, ktérym podawano
MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej wykazata, iz podczas
treningu MDPV nie wywart istotnego wptywu na odsetek czasu biernego
unoszenia sie na powierzchni wody [F (2, 210) = 0,684; p = 0,505] [Ryc. 27].
Podobnie, nie wykazano istotnego wptywu pici [F (1, 210) = 2,732; p = 0,100]
jak i interakcji MDPV i ptci [F (2, 210) = 0,684; p = 0,5085].
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Ryc. 27. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek czasu spedzonego
przez myszy w bezruchu podczas fazy treningu z widoczng platformg. Wyniki
przedstawiono jako Srednie + SEM (n = 12) z czterech sesji kazdego dnia
treningu.
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Natomiast w trakcie nauki przestrzennej MDPV wywart istotny wptyw
na odsetek czasu biernego unoszenia sie na powierzchni wody [F (2, 60) = 3,665;
p =0,031] [Ryc. 28]. Nie wykazano wptywu pfci [F (1, 66) = 0,010; p = 0,992]
anitez nie wystgpita statystycznie istotna interakcja ptci i MDPV
[F (2, 59) = 0,002; p = 0,998]. Na odsetek czasu spedzonego w bezruchu istotnie
wptywat dzieh nauki przestrzennej [F (4, 264) = 2,451; p = 0,046] oraz interakcja
dniai MDPV [F (8, 264)=2.884; p = 0,004]. Analiza post hoc uzyskanych wynikow
wykazata, iz od trzeciego do pigtego dnia myszy z grupy otrzymujgcej MDPV
w dawce 20 mg/kg, pozostawaty w bezruchu przez istotnie wiekszy odsetek

czasu od myszy z grupy kontrolnej [Ryc. 28]
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Ryc. 28. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek czasu spedzonego
przez myszy w bezruchu podczas fazy nauki przestrzennej lokalizacji platformy.
Wyniki przedstawiono jako Srednie + SEM (n = 12) z czterech sesji kazdego dnia
nauki przestrzennej. *p < 0,05; **p < 0,01 wzgledem kontroli.
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Pomimo, iz MDPV podczas nauki przestrzennej nowej lokalizacji platformy
nie zwiekszyt w istotny sposdb odsetka czasu biernego unoszenia sie
na powierzchni wody [F (2,61) = 2,374; p = 0,102] [Ryc. 29], myszy otrzymujgce
MDPV w dawce 20 mg/kg wykazaty tendencje do dtuzszego pozostawania
w bezruchu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wykazano, iz pte¢ nie miata
istotnego wptyw na odsetek czasu biernego unoszenia sie na powierzchni wody
[F (1, 66) = 0,572; p=0,452], nie wystgpita tez interakcja ptci i MDPV
[F (2,59)=0,162; p = 0,851]. Ponadto, nie wykazano istotnego wptywu dnia
[F (4, 264) = 2,356; p = 0,054], czy tez interakcji dnia i MDPV [F (8, 264) = 1,204;
p = 0,296].
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Ryc. 29. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na odsetek czasu spedzonego
przez myszy w bezruchu podczas fazy nauki przestrzennej nowej lokalizacji
platformy. Wyniki przedstawiono jako srednie + SEM (n = 12) z czterech sesji
kazdego dnia nauki przestrzennej.

Podsumowujgc, w trakcie kolejnych etapow doswiadczenia, pojawit sie
trend wydluzonego odsetka czasu, w ktérym myszy biernie unosity sie
na powierzchni wody. Dlatego poczgwszy do fazy nauki przestrzennej lokalizacji
platformy, myszy odznaczajgce sie wysokim odsetkiem czasu spedzonego
w bezruchu, zostaty usuniete z analizy statystycznej, aby nie generowac wynikéw

stanowigcych potencjalne artefakty.
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4.6. Wptyw MDPV na neurogeneze w zakrecie zebatym

4.6.1. Proliferacja komérek w zakrecie zebatym

BrdU, stanowigca marker fazy S cyklu komdrkowego, zostata
wykorzystana do oszacowana proliferacji komérek zachodzgcej w DG. Iniekcje
BrdU wykonywano myszom w okresie rozwoju hipokampa pomiedzy 11. a 20.
dniem po narodzinach. Zwierzeta w wieku 16 tygodni poddano eutanaziji
i dokonano izolacji mézgow w celu okreslenia proliferacji komorek zachodzgce;j
podczas podawania MDPV Komorki zawierajgce BrdU policzono oddzielnie
w czterech reprezentatywnych skrawkach DG z kazdej myszy w obrebie grupy

[Ryc. 30, Ryc. 31] i wyrazono jako srednig liczbe komorek na skrawek [Ryc. 32].
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Ryc. 30. Przyktadowe zdjecie mikroskopowe przedstawiajgce komorki
zawierajgce BrdU w DG samca myszy z grupy kontrolnej (A, B) oraz
w DG samca myszy z grupy otrzymujgcej MDPV w dawce 20 mg/kg (C, D).
Zdjecia wykonano mikroskopem z obiektywem o 20-krotnym powigkszeniu.
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Ryc. 31. Przyktadowe zdjecie mikroskopowe przedstawiajgce komorki
zawierajgce BrdU w DG samicy myszy z grupy kontrolnej (A, B) oraz w DG
samicy myszy z grupy otrzymujgcej MDPV w dawce 20 mg/kg (C, D). Zdjecia
wykonano mikroskopem z obiektywem o 20-krotnym powiekszeniu.

Dwuczynnikowa analiza wariancji wynikow uzyskanych dla myszy, ktore
otrzymaty MDPV w dawce 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej nie wykazata istotnego
wptywu MDPV [F (1,6) = 0,300; p = 0,602] [Ryc. 32] na powstawanie nowych
komérek w DG. Nie wykazano réwniez istotnego wptywu ptci [F (1, 6) = 2,298;
p = 0,178] ani nie wystgpita interakcja ptci i MDPV [F (1, 6) = 1,098; p = 0,333].
Biorgc pod uwage, iz MDPV w dawce 20 mg/kg nie zaburzat proliferacji komorek
w DG, odstgpiono od znakowania immunohistochemicznego u myszy, ktérym

podawano MDPV w nizszej dawce.
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Ryc. 32. Wptyw MDPV w dawce 20 mg/kg na liczbe komérek znakowanych BrdU
w DG myszy. Wyniki przedstawiono jako indywidulane wartosci oraz jako Srednie

+ SEM (n = 3).
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4.6.2. ldentyfikacja komoérek w zakrecie zebatym

W celu identyfikacji komérek zawierajgcych BrdU w DG, wykonano
podwojne barwienie wykrywajgce BrdU i marker neuronalny — NeuN [Ryc. 33,
Ryc. 34] lub BrdU i marker dla astrocytow — GFAP [Ryc. 36, Ryc. 37]. Wiekszos¢
komérek w DG (okoto 81%) [Ryc. 35] samcow i samic myszy z grup
otrzymujgcych MDPV w dawce 20 mg/kg i z grup kontrolnych, zawierajgcych
BrdU, zawierata tez NeuN, co swiadczy o tym, ze komorki te byty neuronami.
Niewielka liczba komérek DG (prawie 7%) [Ryc. 38] zawierajgcych BrdU
zawierata réwnoczesnie GFAP, co wskazuje na to, ze komoérki te byly
astrocytami. Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazata istothego wptywu
MDPV na kolokalizacje BrdU z komo6rkami NeuN-pozytywnymi [F (1, 8) = 0,015;
p = 0,905] [Ryc. 35] ani z GFAP-pozytywnymi [F (1, 8) = 0,074; p = 0,793]
[Ryc. 38]. Nie wykazano wptywu pici na kolokalizacje BrdU z komdrkami
NeuN-pozytywnymi [F (1, 8) = 0,762; p = 408], nie wystgpita tez interakcja pici
i MDPV [F (1, 8) = 0,000; p = 0,989]. Podobnie, w przypadku kolokalizacji BrdU
z komorkami GFAP-pozytywnymi nie wykazano istotnego wptywu pfci
[F(1,8)=0,017; p = 0,903] ani wystgpienia interakcji ptci i MDPV
[F (1, 8) =0,149; p = 0,710].
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Ryc. 33. Przyktadowe zdjecie mikroskopowe przedstawiajgce komorki
zawierajgce BrdU (zielone) i NeuN (czerwone) w DG samca myszy z grupy
kontrolnej (A, B) oraz w DG samca myszy z grupy otrzymujgcej MDPV w dawce
20 mg/kg (C, D). Zdjecie wykonano mikroskopem konfokalnym z obiektywem
0 20-krotnym (A, C) lub 63-krotnym (B, D) powiekszeniu.

BrdU/NeuN

Kontrola

MDPV

Ryc. 34. Przyktadowe zdjecie mikroskopowe przedstawiajgce komorki
zawierajgce BrdU (zielone) i NeuN (czerwone) w DG samicy myszy z grupy
kontrolnej (A, B) oraz w DG samicy myszy z grupy otrzymujgcej MDPV w dawce
20 mg/kg (C, D). Zdjecie wykonano mikroskopem konfokalnym z obiektywem
0 20-krotnym (A, C) lub 63-krotnym (B, D) powiekszeniu.
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Ryc. 35. Wptyw MDPV w dawce 20 mg/kg na kolokalizacje BrdU i NeuN
w komorkach DG myszy. Wyniki przedstawiono jako indywidualne warto$ci oraz
jako Srednie £ SEM (n = 3).
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BrdU/GFAP

Kontrola

MDPV

Ryc. 36. Przyktadowe zdjecie mikroskopowe przedstawiajgce komorki
zawierajgce BrdU (zielone) i GFAP (czerwone) w DG samca myszy z grupy
kontrolnej (A, B) oraz w DG samca myszy z grupy otrzymujgcej MDPV w dawce
20 mg/kg (C, D). Zdjecie wykonano mikroskopem konfokalnym z obiektywem
0 20-krotnym (A, C) lub 63-krotnym (B, D) powiekszeniu.

BrdU/GFAP

Kontrola

MDPV

Ryc. 37. Przyktadowe zdjecie mikroskopowe przedstawiajgce komorki
zawierajgce BrdU (zielone) i GFAP (czerwone) w DG samicy myszy z grupy
kontrolnej (A, B) oraz w DG samicy myszy z grupy otrzymujgcej MDPV w dawce
20 mg/kg (C, D). Zdjecie wykonano mikroskopem konfokalnym z obiektywem
0 20-krotnym (A, C) lub 63-krotnym (B, D) powiekszeniu.
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Ryc. 38. Wptyw MDPV w dawce 20 mg/kg na kolokalizacje BrdU i GFAP
w komorkach DG myszy. Wyniki przedstawiono jako indywidualne warto$ci oraz
jako Srednie £+ SEM (n = 3).
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4.7. Wptyw MDPV na poziom ekspresji biatek zwigzanych

z plastycznoscia synaptycznag

W celu dokonania oceny neuroplastycznosci w obrebie hipokampa,
okreslono ekspresje podstawowych biatek zaangazowanych w funkcjonowanie
synaps, tj. SYP i PSD95. SYP jest biatkiem presynaptycznym odpowiedzialnym
za regulacje uwalniania neuroprzekaznikdbw do szczeliny synaptycznej,
natomiast PSD95 - postsynaptycznym umozliwiajgcym wykrycie synaps

pobudzajgcych.

4.7.1. Ekspresja synaptofizyny

Dwuczynnikowa analiza wariancji wynikow uzyskanych dla myszy, ktore
otrzymaty MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej nie wykazata
istothego wptywu MDPV [F (2, 28) = 1,271; p = 0,296] [Ryc. 41] na poziom
ekspresji SYP w hipokampach myszy [Ryc. 39, Ryc. 40]. Nie wykazano wptywu
ptci [F (1, 34) =0,177; p = 0,677] ani interakgciji ptci i MDPV [F (2, 29) = 0,077;
p = 0,926].

K 10M 10M 20M 20M K K 10M 20M

50 kDA
ACTB
38 kDA

Ryc. 39. Przyktadowy wynik oznaczenia ekspresji SYP znormalizowanej
wzgledem ACTB w hipokampach samcow myszy przy uzyciu metody
Western blot. K — kontrola, 10M — MDPV 10 mg/kg, 20M — MDPV 20 mg/kg.

K 10M K 10M 20Mm K 10M 20M K 10M 20M

50 kDA
38 kDA

Ryc. 40. Przyktadowy wynik oznaczenia ekspresji SYP znormalizowanej
wzgledem ACTB w hipokampach samic myszy przy uzyciu metody Western blot.
K — kontrola, 10M — MDPV 10 mg/kg, 20M — MDPV 20 mg/kg.
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Ryc. 41. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na poziom ekspresji SYP
w hipokampach myszy. Wyniki przedstawiono jako indywidualne wartoSci oraz
Jako $rednie £ SEM (n = 6-7).
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4.7.2. Ekspresja biatka gestosci postsynaptycznej 95

Dwuczynnikowa analiza wariancji wynikow uzyskanych dla myszy, ktore
otrzymaty MDPV w dawkach 10 i 20 mg/kg oraz grupy kontrolnej nie wykazata
istothego wptywu MDPV [F (2, 28) = 2,970; p = 0,068] [Ryc. 44] na poziom
ekspresji PSD95 w hipokampach myszy [Ryc. 42, Ryc. 43]. Nie wykazano
wptywu pici [F (1,34)=0,688;, p = 0,413] ani interakcji ptci i MDPV
[F (2, 29) =2,714; p = 0,083].

10M 10M 20M 10M

PSD95
90 kDA

ACTB

Ryc. 42. Przyktadowy wynik oznaczenia ekspresji PSD95 znormalizowanego
wzgledem ACTB w hipokampach samcow myszy przy uzyciu metody
Western blot. K — kontrola, 10M — MDPV 10 mg/kg, 20M — MDPV 20 mg/kg.

K 20Mm K 10M 10M 20M K 10M 20M 20M

50 kDA
ACTB

Ryc. 43. Przyktadowy wynik oznaczenia ekspresji PSD95 znormalizowanego
wzgledem ACTB w hipokampach samic myszy przy uzyciu metody Western blot.
K — kontrola, 10M — MDPV 10 mg/kg, 20M — MDPV 20 mg/kg.
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Ryc. 44. Wptyw MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg na poziom ekspresji PSD95
w hipokampach myszy. Wyniki przedstawiono jako indywidualne wartoSci oraz
Jako $rednie £ SEM (n = 6-7).
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5. Dyskusja

Niniejsza praca przedstawia wptyw MDPV, podawanego w trakcie rozwoju
osrodkowego uktadu nerwowego myszy, na zdolnos¢ do nauki i pamieé
tych zwierzat po osiggnieciu dorostosci a takze na rozwoj ich hipokampa.
Wykazatam, iz MDPV podane myszom w krétkim czasie po narodzinach
powoduje zaburzenia roboczej pamieci przestrzennej oraz krétko- i diugotrwatej
pamieci rozpoznawczej u dorostych zwierzat. W odrdznieniu od wczesniejszych
badan dotyczgcych klasycznych zwigzkow psychostymulujgcych [Acevedo
i wsp., 2007; Dong i wsp., 2018; Levin i Seidler, 1993; Melnick i wsp., 2001;
Siegel i wsp., 2010], wykazatam, ze wrazliwos¢ na szkodliwe dziatanie MDPV
jest niezalezna od pici. Ponadto, stwierdzone uposledzenie pamieci nie jest

zwigzane z zaburzeniami neuroplastycznosci lub synaptogenezy hipokampa.

Spadek masy ciata jest typowym nastepstwem ekspozycji na klasyczne
zwigzki psychostymulujgce [Siegel i wsp., 2010; Wiliams i wsp., 2004]
i syntetyczne katynony [Lépez-Arnau i wsp. 2014; Lopez-Arnau i wsp., 2015;
Motbey i wsp., 2012; Zawilska i Wojcieszak, 2017]. Szkodliwy wptyw MDPV
na rozwoj myszy odnotowano juz na etapie podawania zwigzku. Spowolnienie
przyrostu masy ciata myszy w wieku PD11-20 bylo zalezne od zastosowane;j
dawki MDPV — w przypadku podawania dawki 20 mg/kg wystgpito ono wczesniej
niz po dawce 10 mg/kg. Natomiast nie byto zalezne od ptci — wystgpito zaréwno
u samcéw jak i u samic po obu badanych dawkach MDPV. Ekspozycja na MDPV
we wczesnym okresie postnatalnym nie miata wptywu na mase ciata myszy

osiggnietg w dorostosci.

Pierwszym etapem badan behawioralnych byto dokonanie oceny roboczej
pamieci przestrzennej. Wykonywanie zadan opierajgcych sie na intensywnym
wykorzystywaniu pamieci roboczej, takich jak spontaniczna alternacja
w labiryncie Y, jest zwigzane z aktywnoscig mPFC potgczonej funkcjonalnie
z hipokampem. Pozwala ona na przechowywanie informacji o bezposredniej
przesztosci, zwigzku pomiedzy postepowaniem a jego skutkiem, a wiec pozwala
na przyjecie optymalnej postawy w danej sytuacji [Lalonde, 2002; Maggi
i Humphries, 2022].
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Wykazatam, iz MDPV podawany w okresie PD11-20 zaburza roboczg
pamie¢ przestrzenng myszy. Na chwile obecng nie dysponujemy danymi
odnosnie  wptywu wczesnej postnatalnej ekspozycji na  zwigzki
psychostymulujgce na  spontaniczng alternacje. Niemniej badania
przeprowadzone na myszach i szczurach oceniajgce spontaniczng alternacje
przy uzyciu labiryntu w ksztatcie litery Y bgdz T wykazaty zaburzenia roboczej
pamieci przestrzennej w wyniku ekspozycji w okresie prenatalnym
lub w dorostosci na klasyczne zwigzki psychostymulujgce [Ladron de Guevara-
Miranda i wsp., 2017; Mafas-Padilla i wsp., 2021; Seyedhosseini Tamijani i wsp.,
2018], na ekstrakt z kory i $wiezych lisci khatu [Murithi i wsp., 2020], a takze
na syntetyczne katynony, takie jak mefedron [den Hollander i wsp., 2013],
czy a-pirolidynopropiofenon (a-PPP) [Ray i wsp., 2019].

Nastepnie ocenitam pamie¢ rozpoznawczg zalezng od PER, ktéra jest
funkcjonalnie powigzana z hipokampem [Jo i Lee wsp., 2010] i petni kluczowg
role w percepcji obiektow a takze w odroznianiu nowych obiektéw od tych

wczesniej poznanych [Antunes i Biata, 2012].

Wykazatam, iz MDPV powoduje zaburzenia krotko- i dlugotrwatej pamieci
rozpoznawczej. Zaburzenia te byty wyrazne u myszy otrzymujgcych MDPV
w dawce 10 mg/kg. Brak jednoznacznego efektu dla wyzszej z dawek moze
wynika¢ z wiekszej wariancji wynikdw wsrod myszy otrzymujgcych MDPV. Mimo
braku roznicy w poréwnaniu do grupy kontrolnej, myszy traktowane MDPV
w dawce 20 mg/kg przejawiaty brak preferencji wzgledem nowego obiektu
po 3-godzinnej retencji, wykazany testem t-Studenta dla jednej proby, co moze
wskazywaC¢ na wystgpienie zaburzen krétkotrwatej pamieci rozpoznawczej.
Uposledzenie pamieci rozpoznawczej, bedgce skutkiem ekspozycji na MDPV,
jest zgodne z wczesniejszymi badaniami dotyczgcymi klasycznych zwigzkow
psychostymulujgcych [Acevedo i wsp., 2007; Dong i wsp., 2018] i syntetycznych
katynonow [Bernstein i wsp., 2020; Daniel i Hughes, 2016; Motbey i wsp., 2012;
Sewalia i wsp., 2018]. Dtugotrwate podawanie wysokich dawek mefedronu
szczurom w okresie adolescencji skutkowato wystgpieniem zaburzen w tescie
NOR przeprowadzonym po pieciu tygodniach od zakonczenia podawania
zwigzku [Motbey i wsp. 2012]. Réwniez Sewalia i wsp. (2018) wykazali,
iz powtarzalne samopodawanie MDPV u dorostych szczurow doprowadzito
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do ostabienia dtugotrwatej pamieci rozpoznawczej testowanej po 3-tygodniowym
okresie retencji. Autorzy wigzg wystgpienie zaburzeh pamieci rozpoznawczej
z procesami neurodegeneracyjnymi wykrytymi w PER i EC, podczas gdy
w hipokampie nie zaobserwowano zmian. Dodatkowo, nie wykryto zaburzen
w tescie rozpoznawania lokalizacji obiektow (ang. spatial object recognition,
SOR), co réwniez sugeruje brak zmian w funkcjonowaniu hipokampa [Sewalia
iwsp., 2018]. Ponadto, Bernstein i wsp. (2020) wykazali, iz chroniczne
podawanie MDPV szczurom powoduje zaburzenia krotkotrwatej pamieci
rozpoznawczej testowanej krétko po wykonaniu ostatniej iniekcji. MDPV
powodowat tez zaburzenia przekaznictwa dopaminergicznego w ukfadzie
mezokortykalnym, przejawiajgce sie wzrostem wrazliwosci na dopamine w VTA
oraz PFC [Bernstein i wsp., 2020], do ktorej docierajg projekcje z PER, EC
i hipokampa [Hoover i Vertes, 2007].

Ostatnim etapem badan behawioralnych byt test MWM, ktory miat
za zadanie wykry¢ u myszy zaburzenia dtugotrwatej pamieci przestrzennej,
pamieci referencyjnej i elastycznosci kognitywnej, zaleznych od hipokampa.
Proces uczenia sie opiera sie na motywacji, powigzanej z instynktem
przetrwania, oraz na przetwarzaniu informaciji, na co sktada sie ich przyswojenie,
konsolidacja i odzyskiwanie w celu przyjecia adekwatnej postawy w dane;j
sytuacji. Procesy te sg warunkowane neuro- i synaptogenezg zachodzgca

w hipokampie [Lubbers i wsp., 2007; Vorhees i Williams, 2006].

MDPV nie powoduje zaburzen w tescie MWM u myszy, co wskazuje,
iz MDPV nie ostabia zdolnosci do nauki i pamieci przestrzennej. Co ciekawe,
podczas testu MWM niektére myszy biernie unosity sie na powierzchni wody.
W trakcie oceny zdolnosci ptywania z wykorzystaniem oznakowanej, wynurzonej
nad powierzchnie wody platformy myszy wykazywaty odpowiedni poziom
motywacji, aby wykonac poprawnie to nieskomplikowane zadanie. Jednak wraz
z kolejnymi etapami testu MWM, gdy zadanie wymagato zaangazowania réznych
typodw pamieci, wykazania sie elastycznoscig kognitywna, a tym samym stawato
sie coraz trudniejsze do wykonania, myszy miaty tendencje do pozostawania
w bezruchu w basenie. Warto podkresli¢, iz bierne unoszenie sie na powierzchni
wody, a w efekcie brak zaangazowania w poszukiwanie platformy, jest uznawane

za zachowanie niezalezne od funkcji kognitywnych, lecz oparte na motywag;ji
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i zwigzane z odczuwaniem stresu oraz bedgce oznakg bezradnosci [Castillo-
Mariqueo i Giménez-Llort, 2020]. Myszy sg zwierzetami zamieszkujgcymi
wzglednie suche tereny, dlatego wykazujg wrodzony lek wobec wody, a ptywanie
stanowi dla nich stresujgcg czynnos¢, co potwierdza podwyzszony poziomu
kortykosteronu stwierdzony u myszy poddanych testowi MWM [Castillo-Mariqueo
i Giménez-Llort, 2020; Harrison i wsp., 2009; Othman i wsp., 2022]. Na podstawie
powyzszych obserwacji mozna postawiC hipoteze, iz w moim eksperymencie
wydtuzony czas biernego unoszenia sie na powierzchni wody przez myszy
otrzymujgce MDPV w dawce 20 mg/kg jest spowodowany zmniejszong tolerancjg
na przewlekty stres odczuwany podczas doswiadczenia, ktéra przejawiata
sie postepujgcym spadkiem motywaciji, definiowanej jako bierno$¢ i brak dgzenia
do celu [Philips i wsp., 2018]. Potwierdzenie powyzszej hipotezy i okreslenie
wptywu MDPV na stres i motywacje zwierzat wymaga przeprowadzenia dalszych

badan.

Po ukonczeniu zaplanowanych badan behawioralnych myszy poddatam
eutanazji, aby przeprowadzi¢ analizy biochemiczne dotyczace budowy
i funkcjonowania hipokampa w ramach realizacji gtbwnego celu niniejszej pracy.
Z tego wzgledu nie byto mozliwosci przeprowadzenia badan behawioralnych
oceniajgcych oznaki depresji m.in. bezradnos¢, ktore bytby odpowiednie
do weryfikacji hipotezy o spadku motywacji wywotanym przez MDPV.
Przyktadami takich testéw mogtyby by¢: test wymuszonego ptywania Porsolta
czy test zawieszenia za ogon [Wojcieszak i wsp., 2021] lub testy
z wykorzystaniem labiryntu w ksztatcie litery Y umozliwiajgce zwierzeciu
dokonanie wyboru pomiedzy wykonaniem pracy w celu uzyskania bardziej
wartosciowej nagrody a zadowoleniem sie mniej atrakcyjng, ale tatwo dostepng

nagrodg [Hart i Izquierdo, 2019; Philips i wsp., 2018].

Obserwacja, iz postnatalna ekspozycja na MDPV nie zaburza pamieci
przestrzennej myszy po osiggnieciu wieku dorostego nie jest zgodna z niektorymi
publikacjami opisujgcymi wptyw podawania gryzoniom metamfetaminy
lub MDMA w okresie prenatalnym bgdz we wczesnym okresie po narodzeniu
[Acevedo i wsp., 2007; Petrikova-Hrebickova i wsp., 2021; Skelton i wsp., 2008;
Williams i wsp. 2004]. Jednakze istniejg réwniez doniesienia, wskazujgce,

iz prenatalna ekspozycja na metamfetamine nie wywotuje zaburzen pamieci
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przestrzennej i referencyjnej [Schutova i wsp., 2008]. Liczba badan dotyczgcych
wptywu syntetycznych katynonow jest niewielka. Wykazano, ze ekspozycja
ciezarnych myszy na mefedron w sposob powtarzalny (3 razy dziennie podczas
6 wybranych dni z okresami abstynencji) lub ciagty (raz dziennie przez
14 kolejnych dni), skutkuje zaburzeniami nauki przestrzennej i pamieci
referencyjnej testowanej u potomstwa w wieku 60 dni. Powtarzalny sposoéb
podawania, odzwierciedlajgcy rekreacyjne stosowanie dopalaczy, wydaje sie
powodowac silniejsze nastepstwa u potomstwa. Myszy, ktérych matki
otrzymywaty wysokg dawke mefedronu w sposéb powtarzalny wykazywaty
zaburzenia nauki przestrzennej, przejawiajgce sie istotnie wydtuzonym czasem
potrzebnym do wptyniecia na platforme i przebyciem diuzszego dystansu w jej
poszukiwaniu. Natomiast zarobwno myszy pochodzgce z miotow ciezarnych
samic traktowanych mefedronem w sposob powtarzalny, jak i ciggty, podczas
préby pamieci przestrzennej spedzaly znaczaco krotszy czas w kwadrancie,
w ktérym uprzednio znajdowata sie platforma. Istotne zmiany morfologiczne
w hipokampie zaobserwowano w wyniku powtarzalnej ekspozycji w okresie
prenatalnym. Autorzy wigzg zaburzenia pamieci ze zmniejszong proliferacjg
i zwiekszong apoptozg komérek w DG oraz w regionach CA1, CA2 i CA3
hipokampa oraz zwiekszong ekspresjg gendéw proapoptotycznych, natomiast
zmniejszong antyapoptotycznych [Naseri i wsp., 2018]. Podobnie, mefedron
podany myszom w okresie adolescencji powodowat po tygodniu od zaprzestania
podawania pogorszenie nauki przestrzennej, istotnie wydtuzajgc czas wptyniecia
na platforme, i ostabienie pamieci referencyjnej, zmniejszajgc odsetek czasu
spedzonego w kwadrancie z platformg. Autorzy zaobserwowali tez istotny
spadek proliferacji zachodzgcej w DG, mierzac liczbe BrdU-pozytywnych
komoérek [Ciudad-Roberts i wsp., 2016]. Wyniki badan przeprowadzonych przez
Lopez-Arnau i wsp. (2014, 2015) sg czesciowo zgodne z rezultatami testu MWM
uzyskanymi w niniejszej pracy. Wykazaty one, ze mefedron i metylon podawany
samcom szczurow w okresie adolescencji nie powoduje zaburzen nauki
przestrzennej. Aczkolwiek powoduje zaburzenia pamieci referencyjnej. Podczas
préby pamieci przestrzennej odsetek czasu spedzony w kwadrancie, w ktérym
uprzednio znajdowata sie platforma, w poréwnaniu do odsetka czasu
spedzonego w kwadrancie znajdujgcym sie naprzeciwko niego, nie réznit sie

istotnie u myszy traktowanych mefedronem lub metylonem. Podczas gdy myszy
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z grupy kontrolnej preferowaty kwadrant, w ktéorym uprzednio znajdowata sie
platforma [Lopez-Arnau i wsp. 2014; Lopez-Arnau i wsp. 2015]. Podobnie jak
w moim eksperymencie, den Hollander i wsp. (2013) nie wykazali zaburzen
na etapie nauki przestrzennej i probie pamieci przestrzennej po uptywie 8 tygodni
od diugotrwatego podawania mefedronu i metylonu myszom. Natomiast podczas
préby pamieci nowej lokalizacji platformy zwierzeta traktowane metylonem
lub mefedronem w poréwnaniu do myszy z grupy kontrolnej spedzaty istotnie
krotszy czas w kwadrancie, w ktérym znajdowata sie platforma przed zamiang jej
lokalizacji. Ponadto myszy, ktore otrzymywaty metylon, spedzaty znamiennie
dtuzszy czas w kwadrancie docelowym niz myszy z grupy kontrolnej. Autorzy
sugerujg, ze przyczyng uzyskania lepszych rezultatéw przez myszy, otrzymujgce
mefedron lub metylon od myszy z grupy kontrolnej podczas proby pamieci nowe;j
lokalizacji platformy, niekoniecznie jest zwiekszenie zdolnosci do nauki, lecz
mozliwe jest szybsze zapominanie poprzedniej lokalizacji platformy
[den Hollander i wsp., 2013].

Poniewaz liczne badania wskazujg, ze tworzenie nowych neuronéw
w hipokampie jest kluczowe dla proceséw uczenia sie i pamieci przestrzennej
[Vorhees i Williams 2006], ocenitam proliferacje komorek zachodzgcg w DG
podczas podawania MDPV. Szacuje sie, ze 85% komérek w warstwie ziarniste;j,
ktora jest dominujgcg warstwg DG, powstaje po narodzinach [Bond i wsp., 2020].
W niniejszej pracy wykazatam, ze podawanie MDPV nie zaburza procesow
neurogenezy w DG myszy podczas wczesnego okresu postnatalnego (PD11-20),
poniewaz pomiedzy grupami traktowanymi MDPV a kontrolnymi nie wystgpity
réznice w liczbie komoérek znakowanych BrdU, a takze tych posiadajgcych

zaréwno BrdU jak i NeuN.

Rozwdj pamieci jest kontrolowany poprzez odpowiednie funkcjonowanie
pofgczen synaptycznych pomiedzy komodrkami hipokampa, warunkowane
modulacjg aktywnosci neurondéw i syntezg biatek synaptycznych [Tsetsenis
i wsp., 2023]. Neurony powstajgce w dorostosci muszg zintegrowac sie
z komérkami formacji hipokampa poprzez tworzenie nowych potgczen
synaptycznych, podczas gdy istniejgce neurony réwniez tworzg nowe potgczenia
synaptyczne lub wzmacniajg wczesniej utworzone. Liczbe potgczen

synaptycznych oszacowatam poprzez pomiar ekspresji biatek stanowigcych
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markery synaptyczne [Mardones i wsp., 2019]. SYP stanowi gtéwne biatko
wystepujgce w btonie pecherzykédw synaptycznych, znajdujgcych sie
w zakonczeniach neuronéw presynaptycznych w OUN. Odpowiada ona
za tworzenie synaps i neuroprzekaznictwo [Garcia-Mesa i wsp., 2022].
PSD95 jest biatkiem postsynaptycznym odpowiedzialnym za morfologiczne
dojrzewanie neurondéw utworzonych w wieku dorostym oraz formowaniu kolcow
dendrytycznych [Mardones i wsp., 2019]. Co istotne, dopamina odgrywa wazng
role w dlugofalowej regulacji plastycznosci synaptycznej hipokampa,
wspomagajgc procesy uczenia sie | pamieci [Tsetsenis i wsp., 2023].
Wykazatam, ze postnatalna ekspozycja myszy na MDPV nie zmienia ekspres;ji
SYP ani PSD95 w hipokampie myszy, co sugeruje brak powaznych zaburzen
neuroplastycznosci DG.

Biorgc pod uwage, ze hipokamp stanowi gtowng strukture modzgu
odpowiedzialng za funkcje kognitywne, gtbwnym celem niniejszej pracy byto
ustalenie, czy MDPV zaburza jego funkcjonowanie. Niektore badania wskazuja,
ze zwigzki psychostymulujgce mogg zaburza¢ funkcje poznawcze nie tylko
zalezne od hipokampa, ale tez od innych struktur funkcjonalnie powigzanych
z hipokampem np. EC zaangazowanej wraz z hipokampem w nawigacje
allocentryczng [Vorhees i Williams, 2016]. Aby podejs¢ do problemu badawczego
kompleksowo zastosowatam uzupetniajgce sie testy behawioralne majgce
za zadanie wykry¢ nie tylko zaburzenia pamieci zalezne od funkcjonowania
hipokampa, ale takze od struktur potgczonych Ilub sgsiadujgcych z nim.
Co ciekawe, nie wykrytam ostabienia zdolnosci do nauki, pamieci przestrzennej
i referencyjnej zaleznej od hipokampa, a wyniki te znajdujg potwierdzenie
w przeprowadzonych badaniach molekularnych, ktére nie wykazaly
morfologicznych ani funkcjonalnych zaburzen w rozwoju hipokampa.
Zaobserwowane zaburzenia pamieci roboczej moga Swiadczy¢ o zmianach
funkcjonowania PFC, a zaburzenia pamieci rozpoznawczej — PER. Jednak, aby

zweryfikowac te hipotezy konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan.

Wykazatam, ze MDPV uposledza pamiec¢ roboczg i rozpoznawczg myszy
w sposob niezalezny od ptci. Wiekszo$¢ doswiadczen oceniajgcych efekty
dziatania zwigzkéw psychostymulujgcych na pamie¢ gryzoni byto

przeprowadzonych jedynie na samcach [Ciudad-Roberts i wsp., 2016;

107



den Hollander i wsp., 2013; Ladron de Guevara-Miranda i wsp., 2017; Lopez-
Arnau i wsp., 2014; Lopez-Arnau i wsp., 2015; Mafhas-Padilla i wsp., 2021;
Marszatek-Grabska i wsp., 2022; Motbey i wsp., 2012; Ray i wsp., 2019;
Schutova i wsp., 2008; Sewalia i wsp., 2018; Seyedhosseini Tamijani i wsp.,
2018]. Doswiadczenia przeprowadzone na zwierzetach obojga pitci zazwyczaj
sugerujg wiekszg wrazliwos¢ samic na neurotoksyczne dziatanie klasycznych
narkotykow psychostymulujgcych [Acevedo i wsp., 2007; Levin i Seidler, 1993;
Melnick i wsp., 2001; Siegel i wsp., 2010]. Przyktadowo, doroste samice
szczuréw, ktore byly traktowane w okresie prenatalnym kokaing, wykazaty
zaburzenia zdolno$ci do nauki i pamieci przestrzennej zaleznej od hipokampa,
ocenionej przy uzyciu labiryntu osmioramiennego, podczas gdy pamie¢ samcow
nie ulegta pogorszeniu [Levin i Seidler, 1993]. Podobnie, w tym samym teScie,
samice dorostych szczuréw otrzymujgcych kokaine w okresie PD11-20 wykazaty
tendencje do popetniania wiekszej liczby bteddéw, co moze wskazywacé
na wiekszg podatnos¢ samic niz samcow na ostabienie pamieci [Melnick i wsp.,
2001]. Rowniez jedynie samice otrzymujgce metamfetamine w okresie PD11-20
wykazaty zaburzenia zdolnosci do lokalizacji zanurzonej pod powierzchnig wody
platformy w tescie MWM [Acevedo i wsp., 2007; Williams i wsp., 2004]. Istniejg
jednak doniesienia, ze niektére typy zaburzeh pamieci wystepujg niezaleznie
od ptci. Myszy obojga pici otrzymujgce metamfetamine w okresie rozwoju
hipokampa wykazywaty uposledzenie zdolnosci rozpoznawania nowego obiektu
w dorostosci [Acevedo i wsp., 2007; Siegel i wsp., 2010] i adolescencji [Siegel
i wsp., 2011]. Z drugiej strony sg tez badania sugerujgce wyzszg podatnosc
samcow na szkodliwe dziatanie zwigzkéw psychostymulujgcych wywierane
na pamie¢ [Dong i wsp., 2018]. Dong i wsp. (2018) zaobserwowali zaburzenia
krotkotrwatej pamieci rozpoznawczej i przestrzennej pamieci referencyjnej
jedynie u meskiego potomstwa samic, otrzymujgcych metamfetamine od okresu
adolescencji do dorostosci, wigczajgc w to okres cigzy. Podsumowujgc, warto
zaznaczyC, ze badania przedkliniczne charakteryzujg sie pewnymi
ograniczeniami, takimi jak réznice w wykorzystanych protokotach
doswiadczalnych, zastosowanych modelach statystycznych, czy tez
wykorzystaniem niewielkich grup badanych zwierzat, co moze prowadzi¢

do otrzymania roznych wynikéw i wyciggniecia odmiennych wnioskow.
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W tym miejscu nalezy wiec wymieni¢ pewne ograniczenia niniejszej pracy.
Rozbiezno$¢ pomiedzy uzyskanymi przez mnie wynikami a publikacjami innych
autorow moze wynikac z subtelnych réznic w projekcie badan. Réznice w tescie
MWM sg nieuniknione zwazywszy na niski stopien standaryzacji protokotow.
Zaréwno basen jak i platforma mogg mieé¢ r6zng Srednice nawet jezeli sg
uzywane do prowadzenia doswiadczen z wykorzystaniem tych samych gatunkéw
badz szczepow gryzoni. Zwierzeta mogg by¢ testowane w réznej kolejnosci, fazy
testowania moga roznic sie liczba dni, liczbg sesji w ciggu dnia, a przerwy miedzy
sesjami lub dniami mogg miec¢ rézng dtugos¢. Réwniez wskazowki umozliwiajgce
zwierzetom nawigacje i orientacje przestrzenng mogg rozni¢ sie rozmiarem
i rozmieszczeniem np. stanowi¢ wyposazenie pomieszczenia, by¢ zawieszone
nad basenem itd. W przypadku niewptyniecia na platforme w fazie nauki,
zwierzeta mogag by¢ na nig prowadzone lub umieszczane na niej przez badacza,
a czas, w ktérym zwierze moze obserwowaé pomieszczenie znajdujgc sie
na platformie réwniez moze byc¢ rézny. Wszystkie wymienione warunki i czynniki
mogg wptywa¢ na wyniki koncowe przeprowadzonego doswiadczenia.
Dodatkowo w  cytowanych  publikacjach  badano rézne  zwigzki
psychostymulujgce, w réznych dawkach i schematach dawkowania, podawane
zwierzetom w roznym wieku, czy na innym etapie rozwoju. W wiekszosSci
dotychczasowych badan w okresie kluczowym dla rozwoju hipokampa podawano
metamfetamine. Uwzgledniajgc pewne analogie budowy strukturalnej i efektow
dziatania MDPV do metamfetaminy mozna by przypuszczaé, ze ich wpltyw
na pamie¢ zwierzat bedzie réwniez zblizony. Jednak miedzy MDPV
i metamfetaming istniejg subtelne réznice. MDPV jest inhibitorem biatek
transportujgcych neuroprzekazniki monoaminowe. Cechuje go przede wszystkim
wyjagtkowa selektywno$¢ i sita inhibicji wobec DAT. Silnie hamuje on tez NET.
W efekcie MDPV hamuje wychwyt zwrotny dopaminy i noradrenaliny ze szczeliny
synaptycznej do neuronow presynaptycznych. W odréznieniu od MDPV
metamfetamina jest substratem, zwiekszajgcym uwalnianie dopaminy
i noradrenaliny z neuronéw presynaptycznych do szczeliny synaptycznej
[Eshleman i wsp., 2013]. Chociaz oba zwigzki zwiekszajg neuroprzekaznictwo
dopaminergiczne i noradrenergiczne, to odmienny mechanizm dziatania moze
byC przyczyng, dla ktérej myszy traktowane MDPV nie przejawiaty zaburzen

pamieci przestrzennej w przeciwienstwie do tych traktowanych metamfetaming.
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Podobnie pewne rozbieznosci miedzy wynikami uzyskanymi przez myszy,
ktérym podawano mefedron lub metylon a traktowanymi MDPV, mogg wynika¢
z réznic w powinowactwie do biatek transportujgcych. Mefedron charakteryzuje
sie zblizonym powinowactwem do DAT i SERT, natomiast metylon wykazuje
preferencje wobec SERT, podczas gdy MDPV nie wykazuje istotnej aktywnos$ci
wobec SERT. Co wiecej, mefedron i metylon dziatajg zaréwno jako inhibitory
wychwytu zwrotnego jak i substraty transporterébw monoaminowych [Baumann

i wsp., 2017; Eshleman i wsp., 2013].

Warto podkreslié, iz dotychczas opublikowano niewiele badan
dotyczgcych wptywu syntetycznych katynondéw na rozwijajgcy sie mozg. Wedtug
mojej najlepszej wiedzy niniejsze badania po raz pierwszy oceniajg nastepstwa
ekspozycji myszy w okresie PD11-20 na MDPV odnosnie funkcji kognitywnych
myszy w okresie dorostosci. Uzyskane przeze mnie wyniki mogg przyczynic sie
do okreslenia mechanizmu szkodliwego dziatania MDPV na rozwijajgcy sie
moézg, a takze do oszacowania ryzyka zwigzanego z zazywaniem syntetycznych

katynonow przez kobiety w cigzy.
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6. Wnioski

(1) MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg nie zwieksza w istotny sposob $miertelnosci
myszy podczas etapu podawania zwigzku. W okresie podawania wystgpito
zalezne od dawki, istotne zmniejszenie przyrostu masy ciata. W dorostosci

nie wystepowaty réznice w masie ciata myszy.

(2) MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg powoduje zaburzenia roboczej pamieci

przestrzennej wykryte w tescie spontanicznej alternaciji.

(3) MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg powoduje pogorszenie krotkotrwatej pamieci
rozpoznawczej u myszy, natomiast w dawce 10 mg/kg zaburza rowniez

pamiec¢ dtugotrwatg.

(4) MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg nie uposledza zaleznej od hipokampa nauki
i pamieci przestrzennej oraz pamieci referencyjnej ocenionej przy uzyciu testu
MWM. Ponadto, MDPV nie uposledza elastycznosci kognitywnej myszy,

co wykazano w tescie MWM ze zmieniong lokalizacjg platformy.

(5) MDPV w dawce 20 mg/kg powoduje u myszy epizody biernego unoszenia sie
na powierzchni wody w trakcie testu MWM, ktére mogg byC zwigzane
ze spadkiem motywacji w wyniku pogorszonej tolerancji przewlektego stresu,

jaki odczuwajg zwierzeta podczas ptywania.

(6) MDPV w dawce 20 mg/kg nie zaburza neurogenezy w DG myszy zachodzgce;j
w okresie jego rozwoju (PD11-20). Myszy otrzymujgce MDPV w dawce
20 mg/kg nie roznity sie istotnie od grupy kontrolnej pod wzgledem Sredniej
liczby komorek znakowanych BrdU. Nie wystgpity istotne réznice miedzy
grupami myszy w procentowym udziale neuronéw i astrocytow powstatych

w trakcie podawania MDPV.

(7) MDPV w dawce 10 i 20 mg/kg nie powoduje powaznych zaburzen
plastycznosci synaptycznej, ocenionej na podstawie ekspresji biatka
presynaptycznego SYP i postsynaptycznego PSD95, w hipokampie dorostych

myszy.

(8) Wszystkie zaobserwowane efekty dziatania MDPV na pamieé¢ myszy

wystgpity niezaleznie od ptci zwierzat.
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(9) Zaréwno badania behawioralne, jak i molekularne wskazujg na brak wptywu
MDPV na funkcjonowanie hipokampa. Zaobserwowane zaburzenia pamieci
mogg Swiadczy¢ o mozliwych zmianach w obrebie innych struktur
funkcjonalnie potgczonych z hipokampem. Weryfikacja tej hipotezy wymaga

przeprowadzenia dalszych badan.
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7. Streszczenie w jezyku polskim

Zazywanie substancji psychoaktywnych stanowi powazny problem
zdrowotny i spoteczny. Nowe substancje psychoaktywne (ang. novel
psychoactive substances, NPS), w Polsce powszechnie znane jako ,dopalacze”,
pojawity sie w potowie pierwszej dekady XXI| wieku jako tania i legalna
alternatywa dla narkotykéw objetych miedzynarodowg kontrolg. Syntetyczne
katynony stanowig drugg co do wielkosci i rozpowszechnienia grupe NPS.
Charakteryzuje je podobienstwo strukturalne do klasycznych zwigzkow
psychostymulujgcych, takich jak MDMA (,ecstasy”) i metamfetamina, a takze ten
sam mechanizm dziatania — nasilenie impulsacji nerwowej w mozgu
poprzez podwyzszenie poziomu neuroprzekaznikbw  monoaminowych
tj. dopaminy, noradrenaliny i serotoniny w szczelinie synaptycznej.
3,4-Metylenodioksypirowaleron (MDPV) nalezy do syntetycznych katynonow
0 szczegdblnie silnym dziataniu dopaminergicznym, ktérego zazywanie
czesto skutkuje wystgpieniem powaznych objawow zatrucia zwigzanych

z neurotoksycznoscig, co moze doprowadzi¢ do zgonu.

Negatywny wptyw klasycznych zwigzkéw psychostymulujgcych na funkcje
poznawcze i pamie¢ odnotowano u dzieci kobiet zazywajacych narkotyki
w okresie cigzy. Ekspozycja gryzoni w okresie rozwoju osrodkowego ukfadu
nerwowego na klasyczne narkotyki psychostymulujgce prowadzi do wystgpienia
zaburzen pamieci u mtodych i dorostych zwierzat. Wiadomo, iz procesy uczenia
sie i zapamietywania sg uwarunkowane tworzeniem nowych neuronow
i potgczen synaptycznych w obszarze zakretu zebatego hipokampa (ang. dentate
gyrus, DG), jednak neurobiologiczne mechanizmy lezgce u podstaw odlegtych
skutkdw ekspozycji na zwigzki psychostymulujgce w okresie rozwoju sg ztozone
i nie w petni poznane. Obecnie, dysponujemy niewielkg liczbg danych
dotyczgcych mozliwych dtugotrwatych efektow neurotoksycznych wywieranych
przez syntetyczne katynony na rozwijajgcy sie mozg.

Celem niniejszej rozprawy jest ocena wptywu MDPV, podawanego
myszom od 11 do 20 dnia po narodzinach (PD11-20), na rozw¢j i funkcje
hipokampa oraz na pamiec¢ zwierzat po osiggnieciu dorostosci. Wybrany okres

podawania MDPV u myszy odpowiada trzeciemu trymestrowi cigzy u cztowieka
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pod wzgledem kluczowego czasu rozwoju hipokampa. W doswiadczeniach
wykorzystano zarbwno samce jak i samice myszy, aby okresli¢,

czy neurotoksyczno$¢ MDPV jest zalezna od ptci.

Samcom i samicom myszy szczepu C57BL/6J w wieku PD11-20
wykonywano dwie podskorne iniekcje dziennie roztworu MDPV (10 lub 20 mg/kg
masy ciata) lub soli fizjologicznej. Dodatkowo myszy otrzymywaty raz dziennie
podskornie roztwor bromodeoksyurydyny (BrdU) — markera proliferacji
komaédrkowej. Po osiggnieciu dojrzatosci w wieku 12 tygodni, myszy wykorzystano
do oceny roznych typdw pamieci przy uzyciu uzupetniajgcych sie testow
behawioralnych. Roboczg pamiec przestrzenng oceniono przy pomocy testu
spontanicznej alternacji w labiryncie Y, krotko- i dlugotrwatg pamiec
rozpoznawczg w tescie rozpoznawania nowego obiektu po 3- i 24-godzinnej
retencji, natomiast nauke i pamie¢ przestrzenng oraz pamiec referencyjng
w teScie labiryntu wodnego Morrisa (ang. Morris water maze, MWM).
Po zakonczeniu badan behawioralnych wyizolowano modzgi myszy w celu
dokonania oceny neurogenezy w DG, wykrywajgc komorki zawierajgce BrdU
przy uzyciu technik immunohistochemicznych, oraz w celu dokonania oceny
plastycznosci synaptycznej hipokampa poprzez pomiar ekspresji synaptofizyny
(ang. synaptophysin, SYP) i biatka gestosci postsynaptycznej 95
(ang. postsynaptic density protein 95, PSD95) przy pomocy metody Western blot.

Wykryto, iz postnatalna ekspozycja na MDPV skutkuje zaburzeniami
roboczej pamieci przestrzennej oraz krétko- i dtugotrwatej pamieci
rozpoznawczej. Natomiast MDPV nie zaburza zaleznej od hipokampa nauki
i pamieci przestrzennej oraz pamieci referencyjnej, co znajduje potwierdzenie
w braku wykrytych zaburzen neurogenezy w DG i plastycznos$ci synaptycznej
w hipokampie. Podczas testu MWM zaobserwowano, iz u niektérych myszy
otrzymujgcych MDPV w dawce 20 mg/kg wystgpity epizody biernego unoszenia
sie na powierzchni wody, co moze by¢ zwigzane ze spadkiem motywac;ji
w wyniku pogorszonej tolerancji przewlektego stresu jaki odczuwajg zwierzeta
podczas ptywania. Wszystkie zaobserwowane efekty dziatania MDPV
na zachowanie myszy wystgpity niezaleznie od ptci zwierzgt. Pomimo, iz badania
behawioralne i molekularne wskazujg na brak zaburzen rozwoju i funkcjonowania

hipokampa w wyniku ekspozycji na MDPV, to zaobserwowane zaburzenia
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pamieci roboczej i rozpoznawczej mogg swiadczy¢ o zmianach funkcjonowania
struktur mézgowych funkcjonalnie powigzanych z hipokampem. Jednak, aby

zweryfikowac te hipotezy konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan.

Podsumowujgc, ekspozycja na MDPV w okresie rozwoju osrodkowego
uktadu nerwowego myszy skutkuje wystepowaniem zaburzeh pamieci
w dorostosci. Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy mogg przyczyni¢
sie do okreslenia mechanizmu szkodliwego dziatania MDPV na rozwijajgcy sie
mozg oraz mogqg postuzy¢ do oszacowania ryzyka zwigzanego z zazywaniem

syntetycznych katynondéw przez kobiety w cigzy.
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8. Streszczenie w jezyku angielskim

Abuse of psychoactive substances poses a serious threat to public health.
Novel psychoactive substances (NPS), generally known as “designer drugs”,
appeared around the half of the first decade of the 215! century being a cheap
and legal alternative to internationally scheduled drugs of abuse. Synthetic
cathinones are the second largest and most prevalent group of NPS. They have
similar chemical structures to classic psychostimulants, such as MDMA
(“ecstasy”) or methamphetamine, as well they display the same mechanism
of action — potentiation of brain signaling by elevating levels of monoamine
neurotransmitters i.e., dopamine, noradrenaline and serotonin in the synaptic
cleft. 3,4-Methylenedioxypyrovalerone (MDPV) is a synthetic cathinone with
particularly potent dopaminergic activity, abuse of which frequently results in
severe symptoms of intoxication linked to neurotoxicity that can even be lethal.

Negative impact of classical psychostimulants was observed in children
of women abusing them during pregnancy. Exposure to classical
psychostimulant drugs of abuse during development of the central nervous
system induces impairment of memory in young and adult animals. It is known
that learning and memory are associated with generation of new neurons and
synaptic connections in a specific region of the hippocampus — the dentate gyrus
(DG). However, the neurobiological mechanisms underlying distant aftermaths
of exposure to psychostimulants during neurodevelopmental stage are complex
and not fully resolved. At the moment, the data on long-term consequences

of neurodevelopmental exposure to synthetic cathinones is scarce.

This dissertation aims to assess the effects of MDPV, administered to mice
on postnatal days 11 to 20 (PD11-20), on development and functioning of the
hippocampus as well as on memory of adult animals. The selected period
corresponds to the 3™ trimester of human pregnancy in terms of the crucial time
for hippocampal development. In the experiments mice of both sexes were used,

to find out if neurotoxicity of MDPV is sex-dependent.

Male and female C57BL/6J inbred mice at the age of PD11-20 were
injected subcutaneously, twice a day, with MDPV (10 or 20 mg/kg of body weight)

or saline. Additionally, mice were injected subcutaneously, once a day, with
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bromodeoxyuridine (BrdU) — a marker of cell proliferation. After reaching
adulthood, at the age of 12 weeks, mice underwent the assessment of various
types of memory with complementary behavioral tests. Working spatial memory
was measured with Y-maze spontaneous alternation test, short- and long-term
recognition memory with novel object recognition test after 3- and 24-h retention
time, while spatial learning and memory as well as reference memory with Morris
water maze (MWM) paradigm. After completion of behavioral testing, mouse
brains were isolated for assessment of neurogenesis in the DG by identification
of BrdU-labeled cells, and for assessment of synaptic plasticity of the
hippocampus by measurement of synaptophysin (SYP) and postsynaptic density

protein (PSD95) expression with Western blot.

It has been revealed that postnatal exposure to MDPV resulted in
impairment of working spatial memory as well as short and long-term recognition
memory. However, MDPV did not disturb hippocampal-dependent learning,
spatial memory and reference memory, what was confirmed by a lack of
impairment of neurogenesis in the DG and synaptic plasticity in the hippocampi
of animals. During MWM test, in some mice treated with 20 mg/kg MDPV
episodes of floating occurred, what might be caused by worsened tolerance to
chronic stress experienced by mice while swimming. All observed MDPV effects
on mouse behavior were sex-independent. Although behavioral and molecular
analysis indicate a lack of developmental and functional impairment of the
hippocampus, the observed impairment of working spatial memory and
recognition memory might be caused by disturbed functioning of structures
functionally connected with the hippocampus. However, further investigation is

required to verify these hypotheses.

In conclusion, exposure to MDPV during the development of the central
nervous system in mice induces memory impairments in adulthood. The results
presented in this dissertation might contribute to determination of the harmful
mechanism that MDPV exerts on a developing brain and help to estimate the risk
associated with abuse of synthetic cathinones during pregnancy.
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