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STRESZCZENIE. Cel — Przedstawienie najbar-
dziej aktualnych przykiadéw zastosowania tej tech-
niki do lokalizacji struktur osrodkowego ukladu
nerwowego aktywowanych przez substancje takie
Jjak leki przeciwdepresyjne, neuroleptyki, substan-
cje uzalezniajqce, ‘a takze ‘do mapowania drég
zwiqzanych z transmisjq bolu, emocjami, lekiem
i uczeniem. Poglady — Biatko c-Fos jest produktem
genu c-fos, przedstawiciela genow tzw. wezesnef
odpowiedzi komorkowej. W komorkach nie po-
budzonych poziom mRNA dla c-fos jest prawie nie-
wykrywalny, natomiast stymulacja réznorodnymi
bodzcami wywoluje szybkq i silng ekspresje tego

genu. Immunocytochemiczne oznaczanie biatka

c-Fos pozwala na mapowanie aktywacji neuronal-
nej (tzw. transkrypcyjnej) mozgu. Wnioski — Mimo
pewnych ograniczen technika mapowania bialka
c-Fos znalazla zastosowanie w badaniu funkcjo-
nowania osrodkowego uktadu nerwowego zaréwno
w stanach fizjologicznych i patologicznych.

SUMMARY. Aims — The article presents new data
concerning the c-Fos-immunoreactivity technique
application to localization of the CNS structures
activated by such substances as antidepressants,
neuroleptics, or habit-forming substances, as well
as to mapping of pathways implicated in pain trans-
mission, anxiety and learning. Review — C-Fos pro-
tein is-a product of c-fos gene — a member of the
immediate early gene family (IEG). The basal level
of c-fos mRNA is hardly detectable in non-stimulated
cells, but its expression increases rapidly on admin-
istration of various stimuli. Fos immunochemistry
offers a mapping tool enabling the investigation of
Junctional neural activity (the so-called a transcrip-
tional activity) in the brain. Conclusions — Despite

. certain limitations, the technique of c-Fos protein

mapping proved to be helpful in both in neuro-
biological and neuropharmacological studies inves-

. tigating the central nervous system functioning in

physiological and pathological states.
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Slowniczek skrotow:

AMPA - kwas o-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolopropionowy; AP1 — aktywator biatkowy;
BDNF — czynnik wzrostowy pochodzenia moézgo-
wego; BNST — jadro lezace prazka krancowego;
GABA -~ kwas gammaaminomastowy; SHT,g,
5HT,p, SHT,, —receptory serotoninowe, IEG — gen
odpowiedzi wczesnej; LC — jadro miejsca sina-

" wego; mGIuR — receptor metabotropowy dla gluta-

minianu; NA — nucleus acumbens; NMDA — kwas

" N-metylo-d-asparaginowy; o.un. — osrodkowy

uktad nerwowy; PAG — istota szara okotowodocia-
gowa; PVN — okolokomorowe jadra wzgoérza; PVN

- — paraventricular nucleus; TIMP — tkankowy inhibi-

tor metaloproteinaz-1; TH — hydroksylaza tyrozy-
ny; VIP — naczynioruchowy peptyd jelitowy; VTA
—pole brzuszne nakrywki.
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Gen c-fos wraz z innymi genami wczesnej
odpowiedzi komoérkowej (m.in. jun, krox,
myc) (JIEG — ang. immediate early genes)
uczestniczy w procesach zwigzanych z prze-
kazywaniem informacji w koméorce [8, 12,
17]. Produkt genu c-fos — biatko c-Fos jest
sktadowa czynnikow transkrypcyjnych ta-
kich jak AP1 (activator protein — aktywator
bialkowy), ktore petniac funkcje ,,molekular-
nego wilacznika” uruchamiaja kaskade gene-
tycznego programu komoérki [12, 17]. Istnie-
je koncepcja, zgodnie z ktorg w zaleznoSci
od rodzaju bodzca zewnatrzkomoérkowego,
biatka c-Fos moga tworzy¢ kompleksy z roz-
nymi biatkami Jun, a to z kolei moze decy-
dowaé o specyficzno$ci odpowiedzi geno-
mowej [12, 17, 19]. Kompleks Fos/Jun
prawdopodobnie decyduje o ekspresji m.in.
hydroksylazy tyrozynowej, jelitowego pepty-
du naczynioruchowego (VIP), kalbindyny
D28 (biatko wiazace wapn), proenkefaliny
i preprodynorfiny, endorfiny, NGF (czynnik
wzrostu nerwow), neuropeptydow takich jak:
neurotensyna, neuropeptyd Y, TIMP-1 (zissue
inhibitor of metalloproteinases-1), podjed-
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nostki GluR6 receptorow kainowych i BDNF
(czynnik wzrostowy pochodzenia mozgo-
wego) [12, 15, 19] (tabl. 1).

Ponadto biatko c-Fos odgrywa wazna
role¢ w represji wiasnej transkrypcji [30].
W komorkach niestymulowanych ekspresja
c-fos jest niska, natomiast wzrasta gwal-
townie w kilka minut po zadziataniu czynni-
kéw uczestniczacych w pobudzeniu neuronu
(bodzce elektryczne, $wiatlo, stres, czynniki
wzrostu, neurotransmitery, Ca?*, cytokiny,
estry forbolu, aktywno$é¢ drgawkowa, bol,
neurotoksyny, niektore substancje: alkohol,
narkotyki, leki) —rys. 1.

Transkrypcja mRNA genu c-fos rozpo-
czyna sig¢ po ok. 5 min. od momentu stymula-
cji komorki i trwa ok. 15-20 min. [8, 12, 30].
Stezenie m-RNA osiaga maksymalng warto$¢
w ciagu 30-45 min. po pobudzeniu, po czym
powraca do poziomu podstawowego w ciagu
3 h. Rozpoczecie ekspresji c-fos oraz czas
jej trwania nie sa wielko$ciami statymi — za-
leza od rodzaju stymulacji, badanej struktury
i typu komorki [8, 12, 30]. Produktem genu
c-fos jest biatko c-Fos (62 kDa), ktorego naj-

Pobudzenie odpowiednich receptorow

Aktywacja systemu wtdrnych przekaznikéw komadrkowych,
np. Ca?* cAMP

_- W Aktywacja sekwencji regulatorowych genéw

-

i ‘ Ekspresja genu c-fos
f  REGULACJA Indukcja biatka ¢c-Fos
\  ZWROTNA
\
hN Powstanie kompleksu AP1,
R np. FOS/JUN
~
o
~

s AKTYWACJA GENOW DOCELOWYCH

Objasnienia: AP1 — czynnik transkrypcyjny, aktywator biatkowy (ang. activator protein)

cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan

Rysunek 1. Regulacja ekspresji genu c-fos, elementy regulatorowe
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Tablica 1. Przykladowe produkty genow, ktorych ekspresja jest prawdopodobnie regulowana przez biatko Fos

Nazwa Znaczenie

Podstawowe miejsca ekspresji
wo.u.n.

Hydroksylaza tyrozyny

i adrenaliny

Enzym regulatorowy syntezy amin katecholowych,
katalizuje reakcje, w ktdrej z tyrozyny powstaje
lewodopa — prekursor dopaminy, noradrenaliny

Neurony noradrenergiczne,
adrenergiczne i dopaminergiczne

Kalbindyna (CD 28)

Wewnatrzkomérkowe biatko wigzgce jony wapnia

Wzgorze, prazkowie,
ukiad limbiczny

Proenkéfalina

Prekursory peptydéw opioidowych o dzialaniu

Prazkowie, rogi tylne rdzenia

(tkankowy inhibitor
metaloproteinazy

typu 1)

Preprodynorfina przeciwbdlowym, przeciwlekowym. Biorg udziat kregowego, istota szara
w regulacji uwalniania hormonéw przez przysadke | okotowodociggowa
w sytuacji stresowej
Endorfina Endogenny agonista receptorow opioidowych Rdzen kregowy, PVN
o dziataniu przeciwbdlowym, przeciwlgkowym, (jadro okotokomorowe)
wplywa na czynno$¢ hormonalng przysadki
TIMP-1 Biatko kontrolujgce aktywno$¢ metaloproteinaz Hipokamp (np. po podaniu kwasu

{m.in. gelatinazy B), a przez to rozkfad biatek
macierzy zewnatrzkomérkowej. Odgrywa m.in. role
w remodelowaniu obszarow o.u.n. po niedokrwieniu

kainowego lub pentylenetetrazolu
oraz obszary o.u.n, kiére
ulegty niedokrwieniu

NGF (czynnik
wzrostu nerwow)

Neurotrofina, odgrywa role w rozwoju i dojrzewaniu
o0.u.n, wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne,
moduluje odczucia bélowe m.in. w stanach

Kora mézgowa, podwzgorze,
wzgorze, struktury pnia mézgu

hipotensyjne i przeciwb6lowe

zapalnych
VIP (jelitowy peptyd | Peptyd, stymuluje wydzielanie hormonu wzrostu | Podwzgdrze
naczynioruchowy) i profaktyny, reguluje wydzielanie LH
(hormonu luteinizujgcego)
Neuropeptyd Y Neuropeptyd regulujacy przyjmowanie pokarméw, | Podwzgorze
posiada dzialanie przeciwlekowe, poprawiajace
pamiec, hipotensyjne, hipotermiczne
Neurotensyna Neuropeptyd regulujacy neurotransmisje Prazkowie, cialo migdatowate,

dopaminergiczng, ma dziatanie hipotermiczne,

jadro nadwzrokowe i jadra
okolokomorowe podwzgérza

wieksze stgzenie jest obserwowane po ok.
1-2 h od momentu stymulacji komorki. Dla-
tego tez zardowno mRINA jak i produkt biatko-
wy tego genu uwazane sa za markery aktywa-
¢ji komérki [12, 30]. Mapowanie aktywnosci
neuronalnej poprzez okreslenie poziomu biat-
ka c-Fos jest cennym narzedziem pomocnym
w identyfikacji struktur ukladu nerwowego
zaangazowanych w procesy fizjologiczne
i patologiczne. Ponadto pozwala oceni¢ zmia-
ny aktywnosci uktadow mneuroprzekazni-
kowych spowodowane dziataniem substan-
¢ji endo- 1 egzogennych [14, 32]. Technika

mapowania biatka c-Fos moze by¢ przydatna
w poszukiwaniu profilu farmakologicznego
substancji psychoaktywnych poprzez oceng
ich wplywu na zmiany adaptacyjne w okres-
lonych strukturach moézgu [14, 32].

W artykule przedstawiono przyktady za-
stosowania techniki mapowania biatka c-Fos
w neurobiologii ze szczegblnym zwrdceniem
uwagi na badania dotyczace dziatania sub-
stancji egzogennych, takich jak leki przeciw-
depresyjne, neuroleptyki i substancje uzalez-
niajace, jak rowniez identyfikacji struktur
zwigzanych z zaburzeniami emocjonalnymi
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(lekiem), transmisja bodZcow bolowych i po-
wstawaniem sladow pamigciowych.

ZALETY I WADY
IMMUNOCYTOCHEMICZNEJ METODY
OZNACZANIA BIALKA C-FOS

W NEUROPSYCHOFARMAKOLOGII

Indukcja biatka c-Fos zachodzaca w od-
powiedzi na nowy bodziec odzwierciedla po-
budzenie neuronu oraz postsynaptyczne
zmiany w o.un. Bialko c-Fos wydaje sig
najbardziej wiarygodne markerem aktywnos-
ci neuronalnej sposréd biatkowych produk-
tow genéw odpowiedzi wczesnej, poniewaz
zmiany ekspresji genu c-fos sa bardzo wyraz-
ne i fatwe do zmierzenia, a poziom aktywnos-
ci podstawowej niski [8, 12, 30]. Detekcja
biatka c-Fos jest metoda immunocytoche-
miczna o duzej rozdzielczosci, pozwalajaca
na wykrycie produktu z doktadnoscia do jed-
nej komorki i rozréznienie migdzy zmianami
w neuronie a zmianami zachodzacymi w sy-
napsach czy komorkach glejowych [30].
Technika immunocytochemiczna z wyko-
rzystaniem barwnej reakcji enzymatycznej
nie jest metoda $cisle iloSciowa, poniewaz
w wielu przypadkach intensywno$é zabar-
wienia tkanki nie odpowiada $cisle ilosci
wykrywanego biatka [32]. Jednak pozwala
ona w zadowalajacy sposob poréwnaé liczbe
wyznakowanych komoérek w okreslonych
strukturach. Dodatkowa detekcja markerow
biochemicznych (neuropeptyddow, recepto-
réw, neuroprzekaznikéw, enzymow) poprzez
stosowanie kombinacji technik (uzycie kilku
przeciwciat w immunocytochemii, czy pola-
czenie z metoda autoradiografii), a takze
standardowe metody okreslenia projekcji
neuronalnej, daja mozliwos¢ identyfikacji
fenotypu neuronow aktywowanych w wy-
niku stymulacji [12, 32]. Chociaz dystrybu-
cja Fos-immunopozytywnych neurondéw nie
jest zwiazana $cisle z konkretnym ukltadem
neurotransmitera czy systemem wtdmych
przekaznikéw w moézgu [12, 32], to me-
tode te mozna wykorzysta¢ do badan nad
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interakcjami pomigdzy uktadami neuroprze-
kaZznikow oceniajac poziom biatka c-Fos,
np. po podaniu antagonistow poszczegdlnych
receptorow. Technika mapowania biatka c-Fos
umozliwia prowadzenie do$wiadczen w wa-
runkach naturalnych, bez anestezji lub unieru-
chomienia, co jest zwykle konieczne w przy-
padku metod elektrofizjologicznych. Latwiej-
sza jest przy tym ilo$ciowa ocena zjawiska,
poniewaz mozna oszacowac ilo§é aktywowa-
nych komoérek [32].

Biatko c-Fos fatwo indukuje sie pod wpty-
wem roznych, nawet subtelnych bodZcow, np.
zwigzanych z przebywaniem zwierzat w no-
wym $rodowisku [30], dlatego ogromne zna-
czenie przywiazuje si¢ do wyeliminowania lub
kontrolowania czynnikow niespecyficznych,
innych niz badany bodziec. Zwierzeta powin-
ny unika¢ stresu na 1-24 h przed wykonaniem
perfuzji. Juz sama zmiana miejsca zwiaza-
na z procedura eksperymentalng moze byé
przyczyna zwiekszenia stezenia biatka c-Fos.
W badaniach dotyczacych wpltywu alkoholu
na ekspresjie IEG (m.in. c-fos) stwierdzono
réznice w ekspresji c-fos podczas ,,dobrowol-
nego” (samopodawanie) i ,,wymuszonego”
(przy udziale eksperymentatora) podawania
alkoholu, co mozZna thumaczy¢ wpltywem stre-
su zwiazanego z procedurg [27].

Leki przeciwbdlowe i $rodki znieczula-
jace wplywaja na liczbe i dystrybucje neuro-
now Fos-pozytywnych [30]. Po zabiegu ope-
racyjnym (np. zakladanie elektrod, kaniul)
zwierzgta powinny byé pozostawione na
okres 2 tygodni, zeby poziom bialka c-Fos
powrdcit do normy (podwyzszona ekspresja
c-fos moze wystapi¢ nie tylko w samych neu-
ronach, ale w miejscu rany, np. gleju) [30].

Staranny dobor grupy kontrolnej ma bar-
dzo duze znaczenie przy stosowaniu tej tech-
niki, poniewaz umozliwia ocene specyficzno-
sci efektow wywolanych badanym bodZcem
[12, 27]. Wrazliwo$¢ te] metody na jakiekol-
wiek pobudzenie moze by¢ uwazana za jej
mankament. Z drugiej strony mozna wykorzy-
sta¢ niespecyficzng aktywacje genu c-fos (np.
stres zwiazany z unieruchomieniem zwierze-
cia) do analizy uspokajajacego wptywu bada-
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nych substancji. Taki model eksperymentalny
bywa stosowany np. przy badaniu wplywu al-
koholu i substancji przeciwlgkowych [27].

Dystrybucja wyznakowanych komoérek
moze byé¢ dodatkowo zaburzona na skutek
czynnosci zwigzanych z utrwalaniem 1 prze-
chowywaniem tkanki czy nieprawidlowym
sposobem przeprowadzenia reakcji immuno-
cytochemicznej [8].

Przypuszcza sie, ze ekspresja c-fos nie za-
lezy wytacznie od polaczen dochodzacych do
danego neuronu i rodzaju oraz intensywnosci
bodzca, ale roéwniez od pewnych wewnetrz-
nych cech neuronu [32]. Istnieja przestanki,
Ze moze ona nie zachodzi¢ w komdrkach,
ktore majg wysoki poziom biatek wigzacych
wapn, ze wzgledu na udziat Ca®* w ekspresji
c-fos. Zwiekszona ilosé¢ biatka c-Fos $wiad-
czy o tym, ze komorka nerwowa zostata po-
budzona, ale brak ekspresji c-fos nie zawsze
wskazuje na brak jej aktywnosci.

C-Fos jest markerem aktywnosci neuro-
nalnej w ostrej fazie pobudzenia, w przypad-
ku bodzcodw przewlektych komérki adaptuja
sig i ekspresja c-fos ulega wyciszeniu [30,
32]. Woéwczas aktywno$¢ komorki mozna
stwierdzi¢ uzywajac innych IEG, np. zif268
(marker komérek, ktore ulegly funkcjonalne-
mu wyciszeniu) [32].

Ogromng zaleta tej metody jest tatwosc¢
wykonania 1 niski koszt w poréwnaniu z in-
nymi metodami biologii molekularnej [32].
Mimo pewnych ograniczen metoda ta jest
cennym narzedziem w badaniu o.u.n.

LEKI PRZECIWDEPRESYJNE

Badanie mechanizméw dziatania lekow
przeciwdepresyjnych przy pomocy techniki
oznaczania biatka c-Fos napotyka wiele trud-
nosci. Efekt dziatania tej grupy lekéow za-
lezy od zmian adaptacyjnych w receptorach
i neuroprzekaznikach. Pojawia sie dopiero po
2-3 tygodniach ich stosowania, dlatego, po
jednorazowym podaniu lekéw przeciwdepre-
syjnych ich wplyw moze by¢ nieselektywny
[22, 29]. Poniewaz biatko c-Fos jest markerem
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zmian ostrych, a nie przewlekiych, po wielo-
krotnym stosowaniu lekow przeciwdepresyj-
nych réznice miedzy zwierzetami badanymi
i kontrolnymi sa zwykle malo widoczne
[22, 29]. Jednak przy przewleklym podawa-
niu fluoksetyny zaobserwowano statystycznie
znamienny wzrost biatka c-Fos w korze przed-
czotowej i hipokampie, co posrednio przema-
wia za udziatem tych struktur w mechanizmie
dzialania lekéw przeciwdepresyjnych [22, 29].
Po jednorazowym podaniu innych lekow
przeciwdepresyjnych (citalopram, imipramina,
fluoksetyna, fluwoksamina, flesinoksan) ob-
serwuje si¢ wzrost ilosci biatka c-Fos ograni-
czony jedynie do obszaru jadra srodkowego
ciata migdatowatego i jader podwzgérza, co
moze sugerowal, ze struktury te biora udziat
w patogenezie depresji [22, 29]. W badaniach
Torresa 1 wsp. [29] wykazano, Ze po poda-
niu fluoksetyny (selektywnego inhibitora
wychwytu zwrotnego serotoniny) nastepuje
wzrost biatka c-Fos w jadrach podwzgorza
—miejscu uwalniania CRF (corticotropin rele-
asing factor). Przypuszcza sig, ze fluoksetyna
zmienia poziom hormonéw steroidowych po-
przez wplyw na regulacje uwalniania CRF
przez podwzgdrze [29]. Obecnie jednak nie-
znany jest mechanizm faczacy wzrost ekspre-
sji c-fos ze wzrostem wydzielania hormondéw
steroidowych [29].

NEUROLEPTYKI

W licznych eksperymentach wykazano [5,
12, 14, 28], ze ekspresja c-fos po typowych
(klasycznych) neuroleptykach r6zni sie od
ekspresji po neuroleptykach atypowych. Halo-
perido]l (przedstawiciel neuroleptykow kla-
syczuych) powoduje wzrost ekspresji c-fos
w obrebie jadra potlezacego, prazkowia i isto-
ty czarnej, podczas gdy nietypowe neurolep-
tyki (klozapina i remoksyprid) indukuja c-fos
glownie w korowej czgsci jadra pétlezacego
oraz w korze przedczotowej [30]. Wyniki te
jednak poddano krytyce, sugerujac ze uzycie
zbyt duzych dawek neuroleptykéw w tych
badaniach mogto mie¢ dziatanie uspokajajace
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i wpltywaé na dystrubucje neuronéw wyka-
zujacych obecno$¢ biallka c-Fos. W pracy
Murphy’ego [23] haloperidol i klozaping po-
dawano w nizszych dawkach oraz oceniano
dodatkowo wplyw otoczenia (grupe zwierzat
umieszczono w nowym $rodowisku) na dzia-
tanie tych lekéw. Zaobserwowano, ze halope-
ridol powodowatl wzrost ilosci biatka c-Fos
w jadrze pollezacym i prazkowiu u wszyst-
kich zwierzat, za$ u szczuréw umieszczonych
w nowym $rodowisku indukowat biatko c-Fos
takze w korze przedczolowej. W przypadku
podawania klozapiny, stwierdzono, ze lek ten
powodowat istotny spadek immunoreaktyw-
nosci we wszystkich badanych obszarach
mobzgu u wszystkich zwierzat umieszczonych
w nowym Srodowisku [23]. Wyniki te wska-
zuja na rozng aktywacje c-fos w zaleznosei od
poziomu stresu i na istnienie zwiazku pomig-
dzy dzialaniem lekoéw przeciwpsychotycz-
nych a wpltywami $rodowiska [23]. Rdznice
w aktywacjl neurondéw prazkowia stanowia
dodatkowy dowdd na stabsze wystgpowanie
objawéw pozapiramidowych po klozapinie.
Ponadto wykazano, ze wzrost poziomu biatka
¢-Fos po haloperidolu zalezy od dziatania an-
tagonistycznego wzglgdem receptoréw D, i od
wplywu na receptory NMDA, co moze wska-
zywac, ze haloperidol posrednio moduluje tak-
ze transmisje glutaminergiczna w niektorych
obszarach moézgu, takich jak boczne prazko-
wie 1 czes$é korowa jadra pétlezacego [14, 28].
Wyniki analizy ekspresji c-fos w poszczegol-
nych strukturach mézgu po podaniu neurolep-
tykéw oraz ocena ich skutecznosei klinicznej
i objawow niepozadanych sugeruja, ze czesé
korowa jadra potlezacego, w ktorej obserwo-
wano ekspresje biatka c-Fos w odpowiedzi
na wszystkie rodzaje neuroleptykow, jest wy-
bidrczo zaangazowana w efekty antypsycho-
tyczne tej grupy lekow [14, 28].

SUBSTANCJE UZALEZNIAJACE
Harlan i Garcia [9] w poszukiwaniu wspol-

nych cech dla réznych substancji uzalezniaja-
cych zestawili neuroanatomiczne wzorce eks-
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presji IEG po podaniu: alkoholu, nikotyny,
kofeiny, pochodnych amfetaminy, kokainy,
morfiny i kanabinoli. Wszystkie wyzej wy-
mienione zwigzki wywotlujg silng ekspresje
c-fos przede wszystkim w jadrze ogoniastym
i skorupie. W jadrze pétlezacym indukcja
biatka c-Fos byta stabsza, mimo iz struktura
ta zwigzana jest z dziataniem nagradzajacym.
Ponadto substancje te aktywowaty kore moz-
gu (kora obreczy, gruszkowata, skroniowa)
[9]. Na podstawie danych klinicznych wiado-
mo, ze $rodki psychostymulujace u mlodzie-
zy i dorostych powoduja przej$ciowa eufo-
rig, natomiast u dzieci najczesciej dysforie.
W badaniach z wykorzystaniem modeli zwie-
rzecych analizowano ekspresje c-fos u 21-,
35- 1 60-dniowych szczuréow [1]. W obrebie
dopaminergicznego ,,uktadu nagrody” za-
obserwowano wyzszy poziom biatka c-Fos
u zwierzat 21-dniowych w poréwnaniu ze
zwierzgtami starszymi. Informacje te po-
twierdzaja wiec wczesniejsze doniesienia kli-
niczne, w ktérych stwierdzono, ze podawa-
nie $rodkéw psychostymulujacych wywoltuje
rézne efekty u dzieci, nastolatkow i 0oséb do-
rostych. Moze to sugerowaé, ze nadmierne
pobudzenie dopaminergicznego uktadu na-
grody prowadzi do zmiany euforii w dysforie
zaleznie od wieku [1].

Eksperymenty z uzyciem techniki mapo-
wania biatka c-Fos pozwolily takZe na zloka-
lizowanie struktur moézgu odpowiedzialnych
za 10zWO0j sensytyzacji wywolanej przyj-
mowaniem substancji uzalezniajacych [4, 9].
W badaniach na zwierzetach stwierdzono, ze
po jednorazowym podaniu heroiny wystepo-
wala wzmozona indukcja biatka c-Fos w czes-
ci korowej jadra pollezacego, natomiast po
podaniach wielokrotnych zauwazono zwiek-
szong ilo$¢ biatka c-Fos w grzbietowo-przy-
srodkowej czgsci kompleksu jadro ogoniaste-
-skorupa i zmniejszona ilo$¢ biatka c¢-Fos
w czesci korowej j. potlezacego [4]. Podobne
wyniki otrzymano po wielokrotnym stosowa-
niu innych substancji psychoaktywnych [4].
Nie obserwowano przy tym zadnych zmian
w obszarze czuciowym i ruchowym kory sen-
somotorycznej [4]. W zgodzie z tymi wyni-
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kami pozostaje obserwacja, ze wielokrotne
podanie morfiny nasilalo transmisj¢ dopami-
nergiczng w CPU (kompleks jadro ogoniaste-
-skorupa) oraz ostabialo ja w j. pollezacym.
Obnizonej aktywacji neuronalnej w jadrze
pétlezacym towarzyszylo nasilenie poleko-
wej stereotypii [4]. Doniesienia te moga
wskazywaé, ze cze$¢ prazkowia odpowiada-
jaca za reakcje motoryczne (posiada liczne
polaczenia z ukladem limbicznym) latwiej
ulega sensytyzacji na morfing niz pozostate
czeséci mozgu [4, 9].

Powszechnie wiadomo, ze alkohol wy-
wiera dziatanie amnestyczne. Przypuszcza
sie, ze moze wynikaé to z jego supresyjnego
dziatania na hipokampy [26]. W modelu wa-
runkowania awersyjnego do kontekstu, po
podaniu alkoholu obserwowano zmniejszenie
aktywacji neuronalnej mierzonej poziomem
biatka c-Fos w rejonie CA; hipokampa, co
moze mie¢ bezposredni zwigzek z hamowa-
niem procesu uczenia przez te substancje [26,
27]. Natomiast wzrost indukeji biatka c-Fos
byt widoczny w ciele migdatowatym, jadrze
prazka kraficowego i okotokomorowych ja-
drach podwzgorza (sq to struktury odpowie-
dzialne za procesy emocjonalne) [27]. Wyka-
zano takze, ze po podaniu niewielkich dawek
alkoholu moga wystepowaé réznice osob-
nicze aktywacji neuronalnej w obrebie jadra
srodkowego ciata migdatowatego [26]. Zwie-
rzeta, u ktérych zaobserwowano podwyz-
szong ekspresje c-fos w ciele migdatowa-
tym charakteryzowata zwigkszona aktywnos¢
ruchowa. Odwrotnie, stabszej aktywnosci
ruchowej odpowiadata mniejsza ilo$é biatka
c-Fos w tym obszarze [26].

TRANSMISJA BOLU

W latach osiemdziesiatych Hunt [13] za-
obserwowal wzrost ekspresji c-fos w neuro-
nach syntetyzujacych proenkefaliny i prepro-
dynorfiny po zadziataniu bodzcoéw bolowych
[13]. Zwigkszona ekspresja c-fos opisana
przez Hunta potwierdzita lokalizacje szlakéw
bélowych identyfikowanych metodami elek-

341

trofizjologicznymi [13]. Zauwazono np., ze
istota szara okotowodociagowa (PAG) pelni
wazna funkcje w transmisji botu [10]. Po za-
stosowaniu bodzcow bélowych, ktorych
zwierze nie bylo w stanie uniknaé (zarowno
glebokich jak i powierzchownych) nie wysta-
pila zadna widoczna reakcja behawioralna,
natomiast bodzce mozliwe do unikniecia
prowokowaty ucieczke [18]. Wykazano, ze
bodzce bolowe niemozliwe do uniknigcia
powodowaly wzrost aktywacji w brzuszno-
bocznej czesci PAG, z kolei powierzchowny
bol skérny (mozliwy do uniknigcia) aktywo-
wat jedynie czg$¢ boczng PAG [18].

Technika oznaczania biatka c-Fos okaza-
{a si¢ rOwniez pomocna w badaniach poten-
cjalnych lekow przeciwmigrenowych. Mitsi-
kostas 1 Sanchez [21] zestawili wyniki badan
nad receptorami posredniczacymi w wywo-
Iywaniu ekspresji c-fos w jadrze ogoniastym
nerwu tréjdzielnego (Sp5C), w zwierzecym
modelu transmisji bélu czaszkowego. Wyka-
zano, ze receptory serotoninergiczne (SHT 5,
SHT,, 5HT,p), receptory dla neurokininy
NK-1, GABA, NMDA, AMPA i receptory
metabotropowe dla glutaminianu (III klasy
mGluR) modulujg ekspresjg c-fos w Sp5C
indukowana przez aktywacje ukladu naczy-
niowego unerwionego przez nerw trojdziel-
ny. Leki o udokumentowanym dziataniu
przeciwmigrenowym, majace specyficzny
profil receptorowy, takie jak tryptany (ago-
ni$ci receptoréw serotoninergicznych SHT ,
SHT,p, SHT ;) oraz alkaloidy sporyszu (ago-
nidci receptorow serotoninergicznych SHT ,,
SHT, g, SHT 5, SHT ;) hamowaty ekspresje
c-fos w Sp5C [21].

LEK

Wystapienie reakcji lekowej zwigzanej
z bezposrednim zagrozeniem (strach) jest
jednym z mechanizméw obronnych orga-
nizmu. U szczurdw, ktore byly eksponowane .
na bodzce lgkowe takie jak zapach drapiez-
nika (kot), zaobserwowano podwyzszony
poziom biatka c-Fos w brzuszno-§rodkowej



342

czedci podwzgdrza, jadrze przedsuteczkowa-
tym i substancji szarej okotowodociagowej,
co potwierdza teorie, ze rejony te sa zaanga-
zowane w reakcje obronne [6]. Lek, w od-
roéznieniu od strachu moze by¢ skutkiem
zaburzen w osrodkowej regulacji emocji i za-
liczany jest do objawow patologicznych. Jak
wykazaty badania z uzyciem techniki ma-
powania biatka c-Fos, dla prawidlowych re-
akcji emocjonalnych istotne jest utrzymanie
odpowiedniego progu pobudliwo$ci neuro-
néw w obszarze cialo migdatowate-pod-
wzgorze, cialo migdatowate-§rodmozgowie
[11]. Uwaza sie, ze wazng role w tym proce-
sie odgrywa kinaza tyrozynowa Fyn, ktdra
wplywa na prawidtowe funkcjonowanie za-
réwno receptorow NMDA (fosforyluje pod-
jednostke NR2) jak i uktadu GABAergiczne-
go [11]. Koncepcje te potwierdzaja wyniki
analizy immunocytochemicznej. Po poda-
niu N-metylo-D-asparaginianu — agonisty
receptora NMDA (dawka podprogowa dla
wywolywania drgawek) u zwierzat pozba-
wionych genu kinazy tyrozynowej Fyn, wy-
stepuje zwiekszona aktywacja drég nerwo-
wych z ciata migdatowatego do podwzgorza
i srdédmoézgowia (glownego szlaku odpowia-
dajacego za ekspresje emocji), czego wyra-
zem jest wzrost pobudliwosci na bodzce lgko-
we zmutowanych zwierzat [11].

Ciekawych informacji dostarczaja wyniki
eksperymentow przeprowadzonych na szczu-
rach Wistar 1 Lister (kapturowe), u ktérych
wykazano rdznice w reakcji na bodziec awer-
syjny (draznienie ultradzwiekami) [24].
Szczury Lister reagowaly ucieczka natych-
miast po zastosowaniu bodzca. U zwierzat
tych zaobserwowano podwyzszony poziom
biatka c-Fos w rejonie grzbietowym doglo-
wowej 1 ogonowej czesci PAG. Natomiast
u szczurdw szczepu Wistar wystgpowala
reakcja znieruchomienia, a poziom biatka
c-Fos byt wysoki w rejonie brzusznym PAG.
Uwaza sie, ze dalsze badania w tym zakresie
moga przyczyni¢ sie do lepszego zrozumie-
nia podtoza neuroanatomicznego wielu zabu-
rzen lekowych, w tym reakcji paniki i stuporu
emocjonalnego [24].
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Istnieje wiele dowodow wskazujacych na
udziat czynnikow stresowych w generowaniu
choréb psychosomatycznych u ludzi [2].
W do$wiadczalnym modelu leku przewlekle-
go badano zmiany behawioralne 1 indukcje
biatka c-Fos u zwierzat, ktére stymulowano
awersyjnie bodZcami elektrycznymi, a nastep-
nie oceniano ich reakcje na ostry bodziec
elektryczny (14 dni pdzniej) [2]. W grupie
zwierzat poddanych dziataniu bodzcow elek-
trycznych stwierdzono podwyzszona ekspre-
sjg biatka c-Fos w wielu strukturach korowych
i podkorowych mézgu: bezziarniste pole wy-
spy, $rodkowa czgs¢ kory przedczotowej, ja-
dro poéllezace, jadro podstawno-boczne praz-
ka kraficowego, jadro podstawno-boczne ciata
migdatowatego, pole CA1 hipokampa, okoto-
komorowe jadra podwzgérza, miejsce sinawe,
jadro pasma samotnego. Wyniki te potwier-
dzaja hipotezg o sensytyzacji obszar6w mozgu
zaangazowanych w kontrole reakcji lekowych
(kora przedczolowa, cialo migdalowate)
i sprawujacych kontrole nad ukiadem autono-
micznym (j. pasma samotnego, jadra pod-
wzgorza). Wynikiem tego jest nadmierna re-
akcja na nowy bodziec stresowy [2]. Dzieki
badaniu ekspresji biatka c-Fos zaobserwowa-
no, ze istnieja pewne wspolne obszary oérod-
kowego ukladu nerwowego aktywowane
réznymi bodzcami lgkowymi. Niezaleznie od
stosowanego modelu leku: w tescie uniesione-
go labiryntu kezyzowego, leku uwarunkowa-
nego, stymulacji awersyjnej, stosowaniu sub-
stancji wywolujacych napady leku panicznego
(np. odwrotni agonisci receptora benzodiaze-
pinowego, kofeina) dochodzito do aktywacji
PAG, j. miejsca sinawego (LC) 1 zwigzanego
z nimi obszaru tytomdzgowia [31].

W badaniu reakeji na stres wywolywany
unieruchomieniem (model reakeji lekowe;j)
stwierdzono, ze wielokrotne podawanie fluok-
setyny — jednego z przedstawicieli SSRI (se-
lektywnych inhibitorow wychwytu zwrotnego
serotoniny) prowadzi do wzrostu ilosci biatka
c-Fos w brzuszno-bocznej i srodkowej czesci
BNST (jadro lezace prazka krancowego — po-
czatek nerwu blednego), jadrze bocznym prze-
grody, grzbietowych jadrach szwu (neurony
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serotoninergiczne) i miejscu sinawym (neuro-
ny noradrenergiczne) [20]. Natomiast w gru-
pie zwierzat, ktére nie byty poddane bodzco-
wi stresowemu (unieruchomienie) chroniczne
podawanie fluoksetyny indukowato biatko
c-Fos w j. przy$rodkowym ciata migdatowa-
tego, brzuszno-bocznej i grzbietowo-bocznej
czeSci BNST, j. grzbietowym i $rodkowym
przegrody, grzbietowo-bocznej 1 grzbietowo-
srodkowej czesé PAG i grzbietowych jadrach
szwu. Wyniki te potwierdzaja wptyw SSRI
na uklad serotoninergiczny i noradrenergicz-
ny, a takze ich selektywne oddzialywanie na
obwody neuronalne regulujace odpowiedz
organizmu na stres [20, 29].

UCZENIE I PAMIEC

Proces uczenia wymaga wystapienia okre-
slonej reakeji na bodziec i utrwalenia jej w po-
staci §ladu pamigciowego w mechanizmie
zaleznym od transkrypcji gendéw 1 syntezy
biatek (m.in. biatka c-Fos). Podstawowa rolg
w ekspresji genu c-fos zwigzanej z uczeniem,
przypisuje si¢ receptorom dla kwasu gluta-
minowego (glownego neuroprzekaznika po-
budzajacego w osrodkowym uktadzie ner-
wowym), szczegélnie receptorom NMDA
1 AMPA. Sg one bezposrednio zwigzane z pro-
cesami depolaryzacji blon komodrkowych
1 wzrostem wewnatrzkomoérkowego poziomu
Ca?" [16, 17]. Uwaza sie, ze dla wytworzenia
trwalego $ladu pamieciowego wazna jest inte-
gracja informacji sensorycznych i motywacyj-
nych. W modelu lgku uwarunkowanego obser-
wuje sig podwyzszong ekspresje c-fos w wielu
obszarach przodomoézgowia (zakret obrgezy,
hipokamp), we wzgorzu, podwzgorzu, j. mig-
datowatym. Wyniki badaf przeprowadzonych
przy uzyciu techniki mapowania biatka c-Fos
wskazuja ponadto, ze na roznych etapach pro-
cesu uczenia dochodzi do aktywacji neuronal-
nej poszczegdlnych jader w ukladzie limbicz-
nym [3, 7, 17]. Ponadto potwierdzaja one
udziat ciata migdatowatego (jadro Srodkowe),
struktury, ktéra bezposrednio komunikuje sie
z obszarami sensorycznymi kory, wzgorzen,
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podwzgdrzem oraz j. pasma samotnego w pniu
mozgu [3, 7]. W fazie nabywania umiejgtno-
$ci (uczenia) obserwuje si¢ wyrazny wzrost
aktywno$ci neuronalnej w jadrze podstawno-
bocznym ciata migdatowatego, ktoéry zanika
w trakcie wykonywania wyuczonego zadania
[3, 7]. We wezesnym stadium kojarzenia bodz-
cdw, ciato migdatowate wydaje si¢ by¢ struk-
turg dominujaca wzgledem hipokampa oraz
odgrywaé istotng role w procesie ich war-
to§ciowania [3, 7]. Wyniki wielu prac doty-
czgcych ekspresji genu c-fos wskazujg, ze
ekspresja tego genu i indukcja biatka zapo-
czatkowuje reorganizacje sieci neuronalnej
1 tworzenie specyficznych potaczen, co prowa-
dzi do zmian odpowiedzialnych za proces za-
pamigtywania. Badania dowodza, Ze obszary
moézgu odpowiedzialne za procesy pamigcio-
we sg rowniez zwiazane z uzaleznieniami [25].

PODSUMOWANIE

Indukcja biatka c-Fos zachodzaca w od-
powiedzi na nowy bodziec odzwierciedla po-
budzenie neuronu oraz postsynaptyczne
zmiany w o.u.n. Immunocytochemiczna me-
toda mapowania biatka c-Fos niewatpliwie
przyczynita si¢ do istotnych odkry¢ w psy-
chofarmakologii 1 psychiatrii. Mimo pew-
nych ograniczen stanowi ona cenne narzedzie
w badaniu funkcjonowania o.u.n. zaré6wno
w stanach fizjologicznych, jak i patologicz-
nych. Badante ekspresji genu c-fos i okresle-
nie poziomu jego biatka (podobnie jak bada-
nie ekspresji wielu innych genoéw wczesnej
odpowiedzi komoérkowej) znalazlo zastoso-
wanie w ocenie szlakéw neurofizjologicz-
nych odpowiadajacych za reakcje emocjo-
nalne, zaburzenia psychiczne i przewodzenie
bolu. Mapowanie biatka c-Fos okazato sig
réwniez pomocne w poszukiwaniu struktur
moézgowia 1 rdzenia kregowego zaangazo-
wanych w mechanizmy dziatania réznych
lekéw oraz substancji uzalezniajacych, wta-
twiajac lokalizacjg struktur odpowiedzial-
nych za efekt terapeutyczny, badz za dziata-
nia niepozadane.
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