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STRESZCZENIE: Optogenetyka jest mtodg technikg badawczg, ktéra znajduje obecnie szerokie zastosowanie

w neuronaukach. Dzieki innowacyjnemu podejsciu mozliwe jest ukazanie zwigzkéw pomiedzy aktywnoscig
okreslonych uktadéw neuronalnych a zachowaniem. Omawiana metoda badawcza wykorzystuje najnowsze
osiggniecia inzynierii genetycznej i technik optycznych. Polega na wprowadzeniu do komorki nerwowej
egzogennych kanatéw jonowych, ktére nastepnie ulegajg wbudowaniu w btone neuronu i reagujg otwarciem

na bodziec $wietlny. Efektem tego jest przeptyw jondw, a w konsekwencji aktywacja badz inhibicja neuronu.
Najwiekszg zaletg optogenetyki jest fakt, ze mozna jg stosowac in vivo, dzieki czemu uzyskano mozliwosé

kontroli w czasie rzeczywistym aktywnosci zdefiniowanych populacji komdrek nerwowych u zwierzat swobodnie
poruszajgcych sie i wykonujgcych ztozone testy behawioralne. Celem niniejszej pracy byto (i) przyblizenie
schematéw eksperymentalnych wykorzystujacych narzedzia optogenetyczne oraz (ii) przeglad prac badawczych
z zakresu uzaleznien, depresji, leku oraz choroby Parkinsona, w ktérych postuzono sie optogenetyka. Wyboru prac
dokonano na podstawie wynikéw wyszukiwania w bazie Pubmed haset takich jak optogenetics, channelrhodopsin
i halorhodopsin. Syntetyczne zestawienie wynikéw badar analizowanych prac wskazuje na role optogenetyki

w odkrywaniu relacji przyczynowo skutkowych pomiedzy badanym zjawiskiem (np. efekt nagradzajacy) a (i)
aktywnoscia (np. fazowa ale nie toniczna) poszczegdlnych populacji neuronéw (np. neuronéw dopaminergicznych
w polu brzusznym nakrywki), (i) ich specyficznych projekcji (np. do bocznej czesci skorupy jadra potlezacego),
oraz (iii) wiokien wstepujacych tworzgcych z danymi neuronami funkcjonalne synapsy (np. z bocznogrzbietowe;
nakrywki). Podsumowujac, wyniki badan z zastosowaniem optogenetyki wykazaty role specyficznych systemadw
neuronalnych oraz dynamike ich aktywnosci w modulowaniu zachowania charakterystycznego zaréwno dla normy
jak i zaburzen psychiatrycznych.

StOWA KLUCZE: kanatorodopsyna * halorodopsyna * uzaleznienia * depresja * choroba Parkinsona

ABSTRACT: Optogenetics is a novel approach in neuroscience studies that enables to demonstrate a relation
between an activity of particular neuronal circuits and a behavior. The discussed method is based on recent
findings in genetic engineering and optical techniques allowing the introduction of light-sensitive membrane
ion channels into neurons. A pulse of light opens the channel resulting in an ion flow, change of membrane
potential and consequently, activation or inhibition of certain neuron. The main advantage of optogenetics is its
application in vivo, which allows to control the activity of individual neurons in real-time, even in freely-moving
animals during complex behavioral tasks. Our goal was to describe experimental protocols using optogenetic
tools along with their advantages and review experimental studies which use optogenetics to examine neuronal
bases of addiction, depression, anxiety and Parkinson’s disease. The selection of papers was made by Pubmed
search by keywords: optogenetics, channelrhodopsin and halorhodopsin. The synthesis of results allowed to
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WSTEP

W ciggu ostatnich kilku lat optogenetyka stata sie jedng
z najbardziej obiecujacych metod badawczych, tgczac
osiggniecia optyki, genetyki i bioinzynierii. Pozwala ona
kontrolowa¢ aktywnos$é neurondéw (i innych komaérek
pobudliwych) za pomocg sztucznie wprowadzanych na
ich btone komdrkowg biatek $wiattoczutych — opsyn.
Dzieki niej mozliwe stato sie pobudzanie oraz hamo-
wanie zdefiniowanych przez badacza neuronéw; jed-
noczesnie technika optogenetyczna charakteryzuje sie
nieporéwnanie wiekszg precyzjg tego rodzaju manipu-
lacji niz dotychczas stosowane metody, wykorzystuja-
ce farmakologie czy stymulacje elektryczng. Co wazne,
oddziatywanie na komérki nie pocigga za sobg niepo-
zadanych reakcji komarek im sasiadujacych. Udaje sie
rowniez unikng¢ powstawania niefizjologicznych zmian
w badanych neuronach czy sieciach neuronalnych, co
stanowi kolejng przewage optogenetyki nad metodami
klasycznymi.

Obecnie optogenetyka znajduje zastosowanie przede
wszystkim w neuronauce, w eksperymentach polegaja-
cych na precyzyjnej stymulacji gtebokich struktur mézgu
u zwierzat transgenicznych. Mozliwo$é wybidrczej akty-
wacji konkretnej grupy neuronéw w ramach badania swo-
bodnie poruszajgcych sie zwierzat, stwarza realng szan-
se petniejszego zrozumienia fizjologii oraz funkcji wielu
uktadéw czynnosciowych moézgu (np. uktadu motywacji,
uktadu nagrody). Niniejszy artykut wskazuje takze na inne
zastosowania optogenetyki, ktéra coraz czesciej bywa
wykorzystywana w badaniu przyczyn i ewentualnych
sposobow leczenia zaburzen o podtozu organicznym, ta-
kich jak schizofrenia, choroba Parkinsona i epilepsja [8],
a takze w badaniu transmisji informacji bélowej [7] (patrz:
omowienie artykutu na stronie XX). Coraz czesciej mowi
sie takze o wykorzystaniu tej metody w leczeniu bélu czy
regulowaniu czynnosci serca [3], réwniez u ludzi. Wyda-
je sie, ze metoda ta otwiera przed naukg zupetnie nowe
mozliwosci, ktére prowadzi¢ mogg do petniejszego zrozu-
mienia fizjologii organizmadw zywych.

OPSYNY

Powstanie optogenetyki mozliwe byto dzieki odkryciu
$wiattoczutego biatka o nazwie kanatorodopsyna (ChR),
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point to the role of optogenetics in demonstrating causative relation between particular behavioral phenomena
(e.g. reward) and (i) activity (e.g. phasic but not tonic) of defined neural population (e.g. dopaminergic neurons
of the lateral ventral tegmental area), (i) their projections (e.qg. fibers projecting to the lateral shell of nucleus
accumbens), and (iii) inputs (e.g. from the laterodorsal tegmentum). In summary, the results of optogenetic
studies have revealed the role of specific neural systems and the dynamic of their activity in the modulation of
the behavior that can be seen both in normal conditions and in psychiatric disorders.

KEY WORDS: channelrhodopsin * halorhodopsin * addiction * depression ¢ Parkinson's disease

a doktadniej dwdch jego podtypdw (kanatorodopsyna-1
i kanatorodopsyna-2; ang. ChR1 i ChR2). Biatka te wy-
stepujg u alg z rodzaju Chlamydomonas; stuza im do
fototaksji w gtebinach toni morskiej. ChR1 ma budowe
protonowego kanatu btonowego i reaguje otwarciem
na $wiatto o dtugosci fali 470 nm (Swiatto niebieskie).
ChR2 wykazuje podobe wtasciwosci, przy czym o za-
sadniczej réznicy stanowi rodzaj przewodzonych przez
to biatko jondw — jest ono nieselektywnym kanatem ka-
tionowym. Zainspirowani wtasciwos$ciami ChR2, bada-
cze K. Disseroth i E.S. Boyden stworzyli narzedzie, ktére-
go zatozenia mozna zasadniczo sprowadzi¢ do jednego
zdania — jezeli po wprowadzeniu kanatorodopsyny-2
do neuronu pobudzimy jg z pomoca niebieskiej wigzki
Swiatta laserowego, nastapi swobodny przeptyw katio-
néw w obrebie btony komaérki i miejscowa depolaryza-
cja; natomiast synchronizacja czasowa i przestrzenna
podobnych zdarzer spowoduje powstanie potencjatu
czynnoscioweqo [2].

Wkrétce po rozpoczeciu eksperymentéw polegajgcych
na stymulacji réznych struktur neuronalnych z uzyciem
ChR2, podjeto poszukiwania podobnych opsyn, ktére
mogtyby posiada¢ nieco odmienne wtasciwosci. Sta-
rania te zaowocowaty wprowadzeniem halorodopsyny
(NpHR), pompy chlorkowej pochodzacej z Natronomo-
nas pharaonis (organizm z klasy Halobakterii), ktéra ak-
tywujac sie pod wptywem Swiatta zéttego (580nm) wy-
wotuje znaczaca hiperpolaryzacje btony komdrkowe],
uniemozliwiajgc powstanie potencjatu czynnosciowe-
go. Wiasciwosci ChR2 i NpHR powodujg, ze biatka te
mogg znajdowac sie na jednej komdrce, co umozliwia
naprzemienne pobudzanie i hamowanie tego samego
neuronu przy zastosowaniu $wiatta niebieskiego lub
z6teqo [44].

WEKTORY WIRUSOWE,
EKSPRESJA OPSYN
| METODY STYMULACJI

Techniczng podstawg metody jest wprowadzenie se-
kwencji nukleotydowej kodujacej opsyne na wybranym
nosniku (wektorze) do tkanek w interesujgcym nas ob-
szarze, gdzie pod kontrolg tkankowo-specyficznych
promotoréw dochodzi do jej ekspresji. Wektorami dla
biatek $wiattoczutych moga by¢ rekombinowane wiru-
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sy AAV (Recombinant Adeno-Associated Virus, rAAV). Ich
wprowadzenie do organizmu nie powinno powodowac
reakcji immunologicznych (z wytaczeniem odpowiedzi
na samg iniekcje wirusa), gdyz ekspres;ji nie ulegajg biat-
ka wirusowe, czyli potencjalne antygeny. Niestety, ist-
nieja pewne doniesienia o immunogennosci niektdrych
wektorow AAV o okreslonym serotypie lub niosgcych
okreslony konstrukt [24]. Niewatpliwymi zaletami rAAV
sg wysoka i dtugotrwata ekspresja niesionych przez nie
gendw, umiejetno$¢ transdukeji niedzielgcych sie ko-
morek, a takze prawdopodobna integracja z genomem
gospodarza. Wade natomiast stanowi ich niewielka po-
jemnos$¢ (4,5 kpz), ktéra ogranicza wielko$¢ promotora,
niezbednego do ekspresji transkryptu [23].

Mimo obiecujgcych wynikéw wydaje sie, ze metoda
ta w najblizszym czasie nie znajdzie bezposredniego
zastosowania w medycynie i jej wykorzystanie ogra-
niczone bedzie do sytuacji eksperymentalych. Wynika
to z faktu, ze w optogenetyce szczegdlnie wazna jest
precyzyjna, ograniczona do konkretnych populacji ko-
morkek, ekspresja opsyn. W tym celu zas niezbedne
jest poprawne dopasowanie promotora, ktéry zostanie
umieszczony w wektorze przed opsyna, tak by zostat
on aktywowany za pomocg czynnikow tkankowo-spe-
cyficznych gospodarza. Nalezatoby zatem ekspery-
mentalnie znalez¢ dla kazdej tkanki odpowiedni dla nigj
wirusowy promotor, co w praktyce moze okazaé sie
trudne, jesli nie niewykonalne. Co wiecej, taki promotor
powinien charakteryzowaé sie réwniez wysokg wydaj-
noscig, a jednoczesnie by¢ nieskomplikowany w bu-
dowie, przy czym ten drugi warunek narzucony jest
wspomniang ograniczong pojemnoscia wektora rAAV.
W praktyce badan eksperymentalnych stosuje sie wiec
zwierzeta transgeniczne, ktére sg zmodyfikowane tak,
by uniwersalny wektor rAVV z opsyng ulegt ekspresji
tam, gdzie umozliwi mu to genotyp danego organizmu.
Przyktadowg modyfikacjg organizmu transgenicznego
moze by¢ wbudowanie sekwencji enzymu rekombinazy
Cre w taki sposdb, by enzym ulegat ekspresji pod kon-
trolg promotora specyficznego dla komadrki np. dopa-
minergicznej (rekombinaza Cre umieszczona jest pod
promotorem genu kodujgcego transporter dopamino-
wy; DATC®), Rekombinaza uaktywnia sekwencje nie-
siong przez rAAV, co umozliwia jej pdZniejsze zczytanie
i ekspresje. Jest to niewatpliwie tatwiejsza strategia niz
kazdorazowe dopasowywanie promotora do pozadane;j
tkanki. Przydatne moga by¢ tez inne wektory wirusowe
z grupy lentiwiruséw, gdyz sg nieco bardziej pojemne
niz rAAV (~5 kpz.). Jedno z pierwszych udanych ich za-
stosowan w optogenetyce, gdzie obiektem badawczym
byty niemodyfikowane genetycznie zwierzeta, miato
miejsce w 2009 roku [12]. Skonstruowano wowczas
wektor na bazie lentiwirusa, sktadajgcy sie z opsyny
i promotora a-CaMKII, ktéry to czynnik jest markerem
neuronéw glutaminianergicznych. Otrzymany wektor
podano do kory czotowej makaka; w odpowiedzi uzy-
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skano znakomitg ekspresje $wiattoczutych kanatéw
w pozadanych regionach OUN. Dzieki temu mozliwe
byto, w trakcie wybranych testéw behawioralnych, ste-
rowanie aktywacjg neuronéw glutaminianergicznych
kory czotowe;.

Ekspresja zmodyfikowanych opsyn na btonie neuronu
nie powoduje zmian w fizjologii komérki. Biatka te wy-
daja sie rowniez nie wywotywaé objawdéw toksycznosci
[12]. ChR2 wykazuje niezwykle szybkg reakcje na btysk
Swietlny — juz w 50us po zadziataniu bodZca nastepuje
depolaryzacja komorki pobudliwej. Standardowg meto-
da stuzgca wywotaniu tego efektu jest oswietlanie neu-
ronu technikg pulsacyjng, w czasie ktérego rejestruje
sie regularne wytadowania o wysokiej amplitudzie. Za-
letg jest szybki powrdt komaorki do stanu spolaryzowa-
nia; co wiecej, czas inaktywacji nawet po 1-godzinnej
stymulacji wydaje sie by¢ stosunkowo krétki [2]. Dzieki
temu mozliwa jest kontrola wytadowan w czasie rzeczy-
wistym, co z kolei ma fundamentalne znaczenie w ba-
daniu przebiegu pojedynczych potencjatéw czynnoscio-
wych czy przewodnictwa synaptycznego.

W badaniach z obszaru nauki o uktadzie nerwowym
znanych jest kilka sposobéw dostarczenia wirusa do
pozadanej subpopulacji komérek. W badanich z uzy-
ciem zwierzat transgenicznych wykazujgcych tkanko-
wo-specyficzng ekspresje rekombinazy Cre wykorzy-
stuje sie dwa modele: anterogradny i retrogradny. Na
Rycinie 1 przedstawiono potencjalne zastosowanie
optogenetyki do zbadania funkcji neuronéw projektu-
jacych ze struktury A do B. W modelu anterogradnym,
wirus wstrzykiwany jest do A i ulega ekspresji w catym
neuronie projektujagcym z A, takze w jego zakonczeniach
aksonalnych. W tym przypadku swiatto lasera moze by¢
nakierowane na strukture A (jest to metoda mniej do-
ktadna, gdyz aktywacji/hamowaniu moga réwniez ulec
inne struktury otrzymujgce projekcje z A; Ryc.1.a), badz
na zakonczenia aksonalne, dochodzace do struktury
B (bardziej specyficzne, [13]). W pierwszym przypadku
badane sg funkcje aktywnosci zdefiniowanych popula-
cji neurondw struktury A. W drugim natomiast, mozliwe
jest poznanie funkcji projekcji okreslonych neuronéw ze
struktury A do struktury B. Strategia retrogradna wyko-
rzystuje wektory wirusowe, ktére pokonuja droge od za-
koriczenia aksonalnego do ciata komadrki. W takim ukta-
dzie wirus wstrzykiwany jest do struktury B, wedruje
przez akson do struktury A i tam ulega ekspres;ji. Laser
mozna nakierowaé wtedy na strukture A, bez obawy, ze
pobudzeniu/hamowaniu ulegng inne neurony tego sa-
mego rodzaju (Ryc 1.b) [27].

Inne podejscie zastosowali niedawno Chaudhury
i wspotpracownicy [6] wykorzystujgc myszy niemodyfi-
kowane genetycznie. W celu zbadania grupy neuronéw
projektujgcych z A do B, wstrzykneli do B zmodyfikowa-
ny wirus opryszczki (pseudorabies virus, PRV), posiada-
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Ryc.1. Warianty zastosowania optogenetyki do badania funkcji uktadéw
neuronalnych. (a) Wektor wirusowy anterogradny podany do
struktury A zwierzecia transgenicznego, $wiatto laserowe do
struktury A lub B; (b) wektor wirusowy retrogradny podany
do struktury B zwierzecia transgenicznego, Swiatto laserowe
do struktury A; (c) Wektory wirusowe podane do struktury
A'i B (anterogradny do A i retrogradny do B) zwierzecia nie
zmodyfikowanego genetycznie, $wiatto laserowe do struktury A.

jacy sekwencje rekombinazy Cre; wirus ten ma zdolno-
Sci retrogradnego transportu, zatem przemiescit sie do
A. Do struktury A natomiast, wstrzykniety zostat drugi
wirus — rAAV niosacy sekwencje ChR2. Opsyna zostata
zaktywowana przez rekombinaze Cre i ulegta ekspres;ji
w neuronach projektujgcych z A do B. (Ryc.1.c). Meto-
da ta nie charakteryzuje sie juz takg selektywnoscig jak
wczesniej wymienione — pobudzeniu ulegajg wszystkie
grupy neuronéw projektujgce z A do B, a nie pojedyncza
ich populacja (np. neurony dopaminergiczne), jednakze
podajac swiatto do struktury A osiggamy mozliwosé ak-
tywacji neurondw, ktére projektujg wytacznie do struk-
tury B.

RZUCAJAC SWIATEO NA UZALEZNIENIA

W ostatnich latach optogenetyke zaczeto wykorzysty-
wac w obszarze badan nad powstawaniem uzaleznien.
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Sa to zaburzenia, w ktérych substancje uzalezniajgce
indukujg trwate zmiany w funkcjonowaniu réznych ukta-
déw neuronalnych, w tym uktadu nagrody. Cho¢ dzie-
ki zastosowaniu takich technik badawczych jak lezje,
stymulacja elektryczna i ingerencja farmakologiczna
udato sie do tej pory wskaza¢ gtéwne uktady neuronal-
ne zwigzane z uzaleznieniem, to jednak wcigz brakuje
badan ukazujgcych zaleznosci przyczynowo-skutkowe
pomiedzy poszczegdlnymi potgczeniami neuronalnymi,
populacjami komdérkowymi a konkretnymi zachowania-
mi u uzaleznionych osobnikéw. Dzieki metodom opto-
genetycznym badacze sg w stanie aktywowaé rézne
uktady neuronalne i obserwowac¢ takie zachowania, jak
poszukiwanie nagrody, poszukiwanie narkotykéw czy
zespot odstawienia [34].

Jeden z pierwszych eksperymentéw optogenetycznych
w tym obszarze miat na celu zbadanie potaczen pomie-
dzy polem brzusznym nakrywki (ventral tegmental area,
VTA) a jadrem poétlezacym przegrody (nucleus accum-
bens septi, NAc). Struktury te stanowig bowiem dwa naj-
wazniejsze elementy uktadu nagrody. VTA jest jadrem
heterogennym, sktadajgcym sie z neuronéw dopaminer-
gicznych (~65%), GABA-ergicznych (~30%) i glutaminia-
nergicznych (~5%), ktére wysytajg swoje projekcje min.
do ciata migdatowatego, kory przedczotowej i NAc [35].
Aksony wychodzace z VTA i docierajgce do NAc rowniez
nie sg jednolite pod wzgledem wydzielanego neurotran-
smitera — wystepujg tu gtéwnie neurony dopaminer-
giczne (DA) oraz GABA-ergiczne [20]. Z wcze$niejszych
badan wiadomo, ze elektryczna stymulacja VTA powo-
duje uwolnienie dopaminy w NAc, co zwigzane jest z po-
szukiwaniem nagrody czy poszukiwaniem narkotyku [9,
25, 28, 30]. Na podstawie tych badan naukowcy nie byli
jednak w stanie rozstrzygna¢, czy aktywacja jedynie
neuronéw DA bedzie wystarczajgca do wystgpienia po-
dobnego efektu. Dzieki wprowadzeniu ChR2 wytacznie
na powierzchnie neuronéw dopaminergicznych VTA hi-
poteze te udato sie potwierdzi¢ — stymulacja Swietlna
neuronéw DA projektujacych do NAc dawata efekt na-
gradzajacy [37].

Kwestig rownie istotng jak badanie potgczen VTA-NAc,
wydaje sie by¢ pozyskiwanie wiedzy na temat funkcji in-
nych neuronéw wysytajacych projekcje do VTA. Projek-
cje te moga by¢ zaréwno pobudzajace, jak i hamujace,
a ustalenie ich znaczenia jest kluczowe dla zrozumienia
zjawisk zwigzanych z motywacjg, takich jak powstawa-
nie wzmocnienia, awersji czy do$wiadczenia nowosci.
Procesy te majg Zrédta w zréznicowanych subpopula-
cjach neuronéw dopaminergicznych i GABA-ergicznych
w VTA [4]. Lammel i wspotpracownicy postugujgc sie
narzedziami optogenetycznymi zbadali funkcjonalng
role aktywnosci dwoéch wejs¢ do VTA (wtdkien wste-
pujacych) — z jadra boczno-grzbietowej nakrywki (/a-
terodorsal tegmentum, LDTq) i bocznej uzdeczki (lateral
habenula, LHb) [18]. W serii eksperymentow wykaza-
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li, ze neurony LDTg wysytajgce projekcje do bocznego
VTA aktywuja taka subpopulacje komadrek tej struktury
(boczna czesé VTA), ktéra nastepnie tworzy potacze-
nia z boczng czescig skorupy NAc. Natomiast projekcje
wysytane z LHb docierajg najpierw do ogonowej czesci
VTA (rostromedial tegmental nucleus, RMTg), a nastep-
nie do srodkowej kory przedczotowej (medial prefrontal
cortex, mPFC). Co wiecej, fazowa ale nie toniczna akty-
wacja kazdego ze zidentyfikowanych szlakéw objawia
sie jednym z dwdch przeciwstawnych efektéw beha-
wioralnych — dla szlaku rozpoczynajgcego sie w LDTg
byto to powstanie efektu nagradzajgcego, natomiast
dla szlaku z LHb — awersyjnego. Potwierdzono takze,
7e awersja miejsca wywotana aktywacjg szlaku LHb —
RMTg - mPFC jest konsekwencjg wydzielenia dopami-
ny w mPFC, gdyz efekt ten udato sie zablokowa¢ po-
dajagc antagonistéw receptoréw dopaminergicznych
bezposrednio do tej struktury. Podobne obserwacje
odnotowano dla szlaku LDTg — VTA — boczna czes¢
skorupy NAc; podanie antagonistéw receptoréw D, i D,
do bocznej czesci skorupy NAc zablokowato powsta-
nie nagrody, a zatem i za ten efekt odpowiedzialne byto
wydzielanie dopaminy. Badania te wskazujg na zwigzek
przyczynowo-skutkowy pomiedzy aktywnoscig jader
kontrolujgcych uktad mezokortykolimbiczny a regulacja
proceséw motywacji, lezgcych u podtoza uzaleznien.
Przyjmuje sie, ze potencjat uzalezniajacy narkotykéw
jest pochodng ich efektéw nagradzajacych. Poznanie
neuronalnych mechanizmdéw nagrody narkotykowe;j
umozliwi zaproponowanie leczenia skierowanego na
obnizenie potencjatu uzalezniajgcego narkotykow. Pra-
ca Wittena i wspotpracownikéw (2010) wskazata na
kluczowe znaczenie aktywnosci intereneuronéw choli-
nergicznych w NAc zaréwno w mediowaniu aktywnosci
neuronéw NAc jak i dziataniu nagradzajgcym kokainy.
Badacze wykazali, Ze optogenetyczne zahamowanie ak-
tywnosci tych interneurondw, stanowigcych okoto 1%
populacji neuronéw prgzkowia, znosito nagradzajgce
dziatanie kokainy [43].

Nagradzajgce dziatanie kokainy jest podstawg poszu-
kiwania tej substancji (przyktadowo wzmacnia reakcje
samopobierania) przez osobniki uzaleznione. Dzieki
zastosowaniu narzedzi optogenetyki zespdt pod kie-
rownictwem Kalivasa wskazat neuronalne podtoze po-
szukiwania kokainy w abstynencji [31, 32, 33]. W se-
rii trzech eksperymentéw wykazano, ze aktywnosc
projekcji wychodzacych z VTA i docierajcych do NAc
kontroluje poszukiwanie kokainy u szczuréw w cza-
sie abstynencji. W kolejnych badaniach wykazano, ze
aktywnos¢ projekgcji z kory przedlimbicznej (prelimbic
cortex, PL) i podstawno-bocznego ciata migdatowatego
(basolateral amygdala, BLA) do NAc reguluje pobudzenie
neuronéw NAc, a inhibicja tych szlakéw przejawia sie
zahamowaniem poszukiwania kokainy. W dalszych eks-
perymentach dowiedziono, ze BLA reguluje aktywnos¢
NAc i poszukiwanie kokainy réwniez posrednio, poprzez
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projekcje do PL. Wykazano takze role potgczent miedzy
NAc a jadrami podstawnymi — inhibicja projekcji wysy-
tanych z NAc do grzbietowobocznej czesci brzusznej
gatki bladej (dorsolateral ventral pallidum, dIVP), wywo-
tywata zaprzestanie poszukiwania kokainy. Zahamowa-
nie szlaku bezposredniego do istoty czarnej nie dawato
podobnych rezultatéw. W serii dorbiazgowych ekspery-
mentéw udato sie zatem wykazaé, jak wspodtpracujg ze
sobg cate uktady struktur odpowiedzialnych za procesy
motywacyjne (VTA-NAc), ztozone procesy poznawcze
(PL-NAc, BLA-NAc, BLA-PL-NAc) i programy motorycz-
ne (NAc-dIVP) w wytworzeniu konkretnego zachowania
— poszukiwania kokainy. Badania te stanowig przyktad
postuzenia sie optogenetykg w celu identyfikacji nie
tylko pojedynczych projekeji, ale catych obwodéw neu-
ronalnych bedacych podtozem okreslonej aktywnosci
behawioralnej. Badajac za$ obwody, naukowcy zblizajg
sie do zrozumienia fizjologii stojacej za danym behawio-
rem, co przektada sie na potencjalne metody leczenia
danego zaburzenia.

OPTOGENETYKA WOBEC DEPRESJI

Depresja kliniczna stata sie w ostatnich latach jedng
z najbardziej rozpowszechnionych choréb cywilizacyj-
nych. Wedtug szacunkéw WHO na catym S$wiecie cier-
pi na nig nawet 350 min ludzi [41]. Charakterystyczne
dla niej objawy, przede wszystkim obnizony nastrgj,
anhedonia, ociezato$¢ psychomotoryczna oraz zmniej-
szona motywacja, skutkujg znacznym pogorszeniem
funkcjonowania spotecznego i zawodowego oraz wy-
sokim ryzykiem samobdjstwa. Biorgc pod uwage szero-
kie spektrum jej oddziatywania, istotne jest znalezienie
skutecznych i szybko dziatajgcych metod leczenia. Nie-
stety wptyw obecnie stosowanych lekéw przeciwdepre-
syjnych na nastréj odnotowywany jest dopiero po kilku
tygodniach ich regularnego stosowania. Posiadajg one
dodatkowo znaczng ilo$¢ efektéw ubocznych. Co wie-
cej, szacuje sie, ze od 19% do 34% pacjentéw jest le-
koopornych [10], a nawet 20% nie wykazuje odpowiedzi
na jakiekolwiek metody leczenia, w tym elektrowstrzasy
[19]. Stworzenie nowej generacji lekéw przeciwdepre-
syjnych wymaga wiec lepszego zrozumienia ztozonych
mechanizmoéw lezacych u podtoza choroby.

Znaczna czes$¢é lekéw przeciwdepresyjnych bazuje na
hamowaniu wychwytu zwrotnego serotoniny z prze-
strzeni miedzysynaptycznej. W ostatnich latach coraz
czesciej zwraca sie jednak uwage na role neuronéw
dopaminergicznych uktadu mezolimbicznego w po-
datnosci lub odpornosci na depresje [21], ze wzgledu
na ich zaangazowanie w proces nagrody i motywacji.
Trudno$é w potwierdzeniu zaangazowania tych komo-
rek w mechanizmy lezgce u podstaw depresji stanowit
brak precyzji czasowo-przestrzennej dotychczasowych
metod, uniemozliwiajacy testowanie hipotezy na mode-
lach zwierzecych. Dopiero zastosowanie optogenetyki
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w potgczeniu z metodami behawioralnymi i farmako-
logicznymi umozliwito zbadanie roli neuronéw dopa-
minergicznych projektujgcych z VTA w powstawaniu
objawéw depresji, lub uzyskiwaniu efektu przeciwde-
presyjnego.

Tye i wspotpracownicy [38] zastosowali metody opto-
genetyki w celu sprawdzenia czy selektywne zahamo-
wanie aktywnosci neuronéw dopaminergicznych VTA
bedzie miato wptyw na ekspresje zachowan specyficz-
nych dla depresji u swobodnie poruszajgcych sie my-
szy. Fotostymulacja zéttym Swiattem kanatéw NpHR
wprowadzonych na neurony dopaminergiczne VTA wy-
wotata natychmiastowe zmiany w fenotypie zwierzat.
Poddane testom behawioralnym podczas stymulacji
Swietlnej myszy wykazywaty zwiekszong liczbe za-
chowan depresyjnych (bezruch w tescie wymuszone-
go ptywania) przy utrzymanej na statym poziomie ak-
tywnosci motorycznej oraz zmniejszong preferencje
sacharozy — zachowania $wiadczace o do$wiadczaniu
anhedonii i zmniejszonej motywacji, charakterystycz-
nych dla depresji.

W kolejnej serii badan wykorzystano poddane dtugo-
trwatemu (8-12 tygodni), tagodnemu stresowi myszy,
u ktorych wyksztatcity sie zachowania charakterystycz-
ne dla depresji. Neurony dopaminergiczne VTA tych
zwierzat wykazywaty zmniejszong aktywnosé. Fazowa
stymulacja niebieskim $wiattem komorek VTA, w kto-
rych wystapita ekspresja ChR2, wywotata natychmia-
stowg zmiane zachowania: zmniejszong liczbe zacho-
wan depresyjnych i zwiekszong preferencje sacharozy.
Efektow takich nie uzyskano u zwierzat, u ktérych nie
zaszta ekspresja ChR2 na neuronach dopaminergicz-
nych. Zwiekszonej motywacji oraz zmniejszonej anhe-
donii nie zaobserwowano réwniez u zwierzat nie pod-
danych wczesniej dtugotrwatemu stresowi. Wyniki tych
badan pokazaty, ze fazowa aktywacja neuronéw dopa-
minergicznych VTA ma efekt przeciwdepresyjny a zaha-
mowanie tej aktywnosci daje efekt prodepresyjny.

Inne badania wykazaty wptyw aktywnosci neuronéw
dopaminergicznych VTA na podatnosé lub odpornosé
na nieprawidtowosci behawioralne wywotane wpty-
wem ostrego stresu o charakterze spotecznym. Stres
taki u myszy ,podatnych” wywotuje zwiekszone fazowe
wytadowania neuronéw dopaminergicznych VTA (od-
wrotnie niz w przypadku tagodnego stresu) i powoduje
zachowania specyficzne dla depresji (unikanie interak-
cji spotecznych i zmniejszone pobieranie sacharozy).
Z kolei u myszy ,odpornych”, aktywnos¢ neuronalna po-
zostaje na statym poziomie, nie wystepuje tez zmiana
zachowania [17]. Wykorzystujgc metode optogenetycz-
na sprawdzono, czy jest mozliwe wywotanie odpornosci
lub podatnosci na zachowania specyficzne dla depres;ji.
Stwierdzono, ze pod wptywem fazowej (ale nie tonicz-
nej) stymulacji $wiattem niebieskim neuronéw dopami-
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nergicznych VTA, na ktére wprowadzono kanaty ChR2,
myszy ,odporne” natychmiast zaczynaty wykazywac za-
chowania podobne do depresyjnych [6]. Zachowania te
utrzymywaty sie nawet 12 godzin po zakonczeniu sty-
mulacji. Podobne rezultaty uzyskano stymulujgc neuro-
ny dopaminergiczne projektujace z VTA do NAc. Co waz-
ne, poprzez stymulacje $wiattem zoéttym tych samych
neuronéw (z ekspresjg NpHR) u myszy ,podatnych”
udato sie zupetnie zahamowac¢ zachowania depresyjne
wywotane ostrym stresem. Wptywano réwniez na pro-
jekcje z VTA do srodkowej kory przedczotowej, gdzie pod
wptywem stresu obserwuje sie zmniejszong aktywnosé
dopaminergiczng. Hamowanie $wiattem zottym neuro-
now tego potgczenia skutkowato nasileniem zachowan
depresyjnych. Odwrotnego efektu nie udato sie uzyskaé
pobudzajgc neurony $wiattem niebieskim [6].

Dzieki wykorzystaniu narzedzi optogenetycznych udato
sie potwierdzi¢ kluczowa role uktadu mezolimbicznego
w podatnosci na depresje oraz mozliwos$é osiggniecia
natychmiastowych efektéw antydepresyjnych poprzez
odpowiednio ukierunkowang stymulacje [42]. Co cieka-
we, podatnosé na zachowania depresyjne wynikajgca
z aktywnosci tych neuronéw powoduje, ze nawet jed-
norazowa ekspozycja na ostry stres moze wywotaé ob-
jawy depresyjne. Bardzo waznym krokiem w zrozumie-
niu depresji byto ponadto ustalenie, ze kontekst (rodzaj
doswiadczanego stresu) ma znaczenie w aktywacji do-
paminergicznego uktadu lezgcego u podtoza zachowan
depresyjnych [17]. Wyniki tych badan dajg podstawe do
stworzenia nowych metod leczenia depresji, opartych
na regulacji uktadéw neuronalnych, a w szczegdlnosci
uktadu dopaminergicznego.

ROZJASNIAJAC LEK

Przedtuzajacy sie kontakt z intensywnymi bodZcami
wywotujgcymi strach lub lek moze skutkowaé wysta-
pieniem takich jednostek chorobowych jak zaburzenie
lekowe uogdlnione (GAD), zespdt stresu pourazowe-
go (PTSD), zaburzenie leku napadowego czy depresja.
Dzieki optogenetyce mozliwe jest poszerzenie wiedzy
o funkcjonalnej anatomii populacji neuronalnych zaan-
gazowanych w powstanie reakcji lekowej.

Podstawowe modele zwierzece powstawania zabu-
rzer lekowych opierajg sie na warunkowaniu reakcji
strachu. Traumatyczne doswiadczenia pozostawiajg
trwate wspomnienia, wywierajgce wptyw na pézZniejsze
reakcje emocjonalne. Wspomnienia te kodowane sg
w ciele migdatowatym, szczegdlnie w jgdrze bocznym
ciata migdatowatego (BLA), odpowiedzialnym za ucze-
nie asocjacyjne [15]. Potwierdzajg to badania w ktérych
za pomocg optogenetycznej aktywacji komaorek pirami-
dowych BLA powigzanej z sygnatem dZwiekowym wy-
wotano takie samo warunkowanie reakgcji strachu jak
w przypadku bodZca stresowego [14].
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W innych eksperymentach wykazano role BLA w po-
wstawaniu leku. Optogenetyczna stymulacja neuronow
glutaminianergicznych BLA wywotata natychmiastowy
efekt anksjolityczny. Z kolei hamowanie tych samych
komorek wywotywato natychmiastowe reakcje lekowe
[39]. W dalszych badaniach szczegdlng uwage poswie-
cono roli projekcji w obrebie ciata migdatowatego (np.
z centralnego jadra ciata migdatowatego do BLA). Wy-
kazano, ze stymulacja niebieskim $wiattem neuronéw
piramidowych projektujgcych z BLA do centralnego
jadra ciata migdatowatego wywotywata natychmiasto-
wy, lecz odwracalny wzrost liczby zachowan lekowych.
Hamowanie tych projekcji wywotywato odwrotny efekt.
Z kolei praca Kim i wspétpracownikéow (2013) wskaza-
ta na kluczowsg role aktywnosci owalnego jadra prazka
kraricowego (bed nucleus of stria terminalis, BNST) w ge-
nerowaniu uczucia leku, a przednio-grzbietowej czesci
BNST w zmniejszaniu leku [16).

W ramach wielu innych eksperymentéw poswieconych
neurobiologicznym podstawom leku, wykazano ogrom-
nag ztozonos¢ i wieloaspektowosé mechanizmaow, ktore,
w szerszej perspektywie, mogg by¢ kluczowym elemen-
tem powstawania szerokiego spektrum zaburzen psy-
chicznych, a takze wywiera¢ wptyw na odpornosé oraz
stany zdrowia i choroby.

OPTOGENETYCZNE BADANIA
SYNCHRONIZACJI AKTYWNOSCI
NEURONALNEJ

Regularna, wysoko zsynchronizowana aktywnos$é neu-
ronéw jest obserwowana in vivo w wielu strukturach
modzgu, takich jak hipokamp, kora wzrokowa czy cia-
to kolankowate boczne [8]. Iskrzenie napadowe jest
uznawane za podstawe rozwoju i funkcjonowania wie-
lu waznych obwodéw neuronalnych. Wskazuje sie, ze
aktywnos¢ komorek piramidowych hipokampa oraz
kory somatosensorycznej jest podstawg synchroniza-
cji znacznie wiekszej populacji komérek tych obszaréw
[40], co przektada sie bezposrednio na funkcjonowanie
proceséw kognitywnych i pamieci. Poznanie zasad ak-
tywacji i synchronizacji sieci neuronalnych moze mie¢
istotne implikacje kliniczne. Z drugiej strony zaburzona
synchronizacja neuronalna jest oznakg wielu neurolo-
gicznych zaburzen takich jak epilepsja, schizofrenia czy
choroba Parkinsona.

Metod optogenetycznych z powodzeniem uzyto do imi-
towania naturalnej synchronizacji komodrek systemu
wechowego [1]. Inne badania [36] wskazaty, ze z po-
moca $wiatta zéttego mozliwa jest hiperpolaryzacja
komorek hipokampa, prowadzaca do zahamowania
specyficznej dla zjawisk epileptycznych synchroniza-
cji pobudzenia sieci neuronalnych in vitro. Najnowsze
badania [8] dowodzg, ze tagodna stymulacja optoge-
netyczna (stymulacja o matej mocy i niskiej czestotli-
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wosci) jest wystarczajgca do wytworzenia globalnych
zmian w wytadowaniach neuronéw oraz synchronizacji
sieci neuronalnych in vitro. Udowodniono, ze w zmia-
nach tych role posredniczacg petni ztozony mechanizm
angazujgcy receptory AMPA i NMDA. Co ciekawe, wy-
kazano, ze nawet staba, lub powoli wzrastajgca stymu-
lacja Swiattem, wptywa na reorganizacje aktywnosci
sieci neuronalnych przynajmniej tak samo efektywnie
jak bombardowanie tkanki o wiele silniejszymi sygnata-
mi $wietlnymi [8]. Mozliwie staje sie wiec indukowanie
zmian w dynamice catych uktadéw neurologicznych za
pomoca bardzo niewielkich bodZcow Swietlnych. Tym
samym optogenetyka staje sie nie tylko poteznym, ale
przede wszystkim tatwo dostepnym narzedziem do ba-
dania plastycznosci uktadu nerwowego i wptywania na
aktywnos¢ catych struktur.

BADANIA Z UZYCIEM
OPTOGENETYKI WYJASNIAJA
TERAPEUTYCZNE DZIALANIE
GLEBOKIEJ STYMULACJI MOZGU
W CHOROBIE PARKINSONA

Optogenetyka przyczynita sie réwniez do lepszego zro-
zumienia efektow terapeutycznych gtebokiej stymulacji
mozgu (deep brain stimulation, DBS), ktdra w ostatnich
latach jest coraz czesciej skutecznie wykorzystywa-
na w praktyce klinicznej. Stosuje sie jg w leczeniu wie-
lu zaburzen psychicznych i neurologicznych, takich jak
choroba Parkinsona [26], zaburzenia obsesyjno-kom-
pulsywne czy depresje [29]. Pomimo efektywnosci gte-
bokiej stymulacji jadra niskowzgdrzowego w redukcji
objawoéw zaburzen psychicznych, nie do korica jasne po-
zostawato w jaki sposéb efekt ten jest osiggany. Wyko-
rzystujac zwierzecy model choroby Parkinsona (jedno-
stronne uszkodzenie neuronéw dopaminergicznych na
szlaku nigrostratialnym), badacze zastosowali metode
optogenetyki do stymulacji wybranych grup neurondw,
w celu zbadania efektéw terapeutycznych stymulacji
jadra niskowzgdrzowego [11]. Wykorzystujgc szczury
oraz myszy udowodnili, ze zaréwno stymulacja komo-
rek jadra niskowzgdrzowego charakteryzujacych sie
ekspresjg ChR2, jak i hamowanie ich aktywnosci przy
wykorzystaniu kanatéw NpHR, nie wptywajg na ograni-
czenie objawéw choroby Parkinsona. Taki skutek osia-
gnieto jednak pobudzajgc lub hamujac wtdkna aferentne
tego jadra, jak réwniez komadrek pierwszorzedowej kory
motorycznej wysytajacych projekcje do tej struktury.
Dzieki wykorzystaniu optogenetyki wskazano wiec, ze
duza efektywnos¢ gtebokiej stymulacji mézgu jest praw-
dopodobnie skutkiem zmian zaistniatych na skutek sty-
mulacji w potgczeniach pomiedzy jadrami niskowzgo-
rzowymi a pierwszorzedowg korg motoryczng. Wiedza
ta zapewnia nie tylko lepsze zrozumienie prowadzonych
juz terapii, ale pomoze w ulepszeniu innych form lecze-
nia zaburzen psychicznych i neurologicznych.
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Tabela 1. Zastosowanie optogenetyki w badaniach wybranych choréb

Dziedzina Zastosowanie optogenetyki Referencje
Stymulacja neuronéw dopaminergicznych projektujacych z VTA [37]
do NAc ma dziatanie nagradzajgce u myszy.
Stymulacja uktadu LDTg — boczne VTA — boczna czes¢ skorupy ik
Uzaleznienia NAc ma dziatanie nagradzajace a uktadu LHb — $rodkowe VTA —
mPFC awersyjne u myszy.
Zahamowanie ukfadu VTA-NAc, PL-NAc, BLA-NAc, BLA-PL-NAc
i NAc-dIVP znosi poszukiwania kokainy w abstynencji u szczurdw. [31],[32], [33]
Stymulacja lub zahamowanie aktywnosci neuronéw [38]
Depresja dapaminergicznych projektujgcych z VTA do NAc i mPFC hamuje 7]
lub nasila zachowania zwigzane z depresjg u szczuréw. [6]
Wywotywanie lub zahamowanie reakcji lekowej w wyniku [15]
stymulacji komadrek piramidowych BLA u myszy.
Lek Badanie znaczenia projekcji GABA-ergicznych jader ciata [39]
migdatowatego do BNST w powstawaniu reakgji leku u myszy.
Stymulacja owalnego jadro BNST generuje uczucie leku
a przednio-grzbietowej czesci BNST ma przeciwstawny efekt. (16]

Stworzenie nowego modelu badania neurofizjologicznych
Bol podstaw bolu; optogenetyczna aktywacja drég bélowych u myszy [7]
transgenicznych wywotuje reakcje bolowe u myszy.

Wywotanie synchronizacji aktywno$ci neuronalnej komorek [36]

hipokampa in vitro.

Epileps; B : o
priepsja Udowodnienie roli receptorow AMPA i NMDA w synchronizacji (8]
aktywnosci rozlegtych sieci neuronalnych u myszy.
Wykazanie terapeutycznego efektu stymulacji projekcji z kory
Choroba Parkinsona motorycznej do jadra niskowzgdrzowego u szczuréw z chorobg [17]

Parkinsona.

PRZYWRACANIE ODPOWIEDZI
SIATKOWKI NA SWIATLO

Ciekawym przedsiezwieciem jest préba przywrécenia
wrazliwosci na Swiatfo siatkéwce oka, w ktorej uszko-
dzeniu ulegty fotoreceptory. Potrzeba taka moze zaist-
nie¢ w leczeniu genetycznej choroby jaka jest retinopa-
tia barwnikowa, ktdra pozostawia nienaruszone, lecz
nieaktywne czopki i preciki. Niedawno zademonstro-
wano [5], ze transfekcja czopkéw jednym z rodzajow
halorodopsyny (eNpHR3.0) w mysim modelu choro-
by (myszy rd1/rd1) przynosi pozadane efekty poprzez
umozliwienie hiperpolaryzacji czopkéw, tak jak ma to
miejsce w normalnym procesie widzenia. Tym samym
autorzy dowodzg, ze zdegenerowane komorki, przynaj-
mniej na pewnym etapie choroby, majg szanse okazaé
sie jeszcze funkcjonalne. Ta sama grupa powtérzyta
eksperyment ex vivo na ludzkiej siatkéwce i podobnie,
uzyskata przeptyw fotopradéw. Ostatnio zas, inna grupa
[22] wykorzystata ekspresje ChR2 w komorkach zwojo-
wych siatkéwki mysiej w potgczeniu z protezg siatkéwki
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i uzyskata znacznie lepsze rezultaty niz przy zastosowa-
niu samych protez.

PODSUMOWANIE.

Jedng z podstawowych i wspdlnych réznym zaburze-
niom psychiatrycznym cech jest wystepowanie zabu-
rzonej komunikacji pomiedzy réznymi uktadami neuro-
nalnymi. Wcigz nie wiadomo, w obrebie ktorych uktadow
dochodzi do dysfunkciji, jak réwniez czy dysfunkcje te sg
konieczne i/lub wystarczajace aby wywota¢ dane zabu-
rzenie psychiatryczne. Optogenetyka umozliwia ukaza-
nie jak aktywnosé¢ ztozonych systemoéw biologicznych
(np. uktadéw neuronalnych) przektada sie na ekspresje
okreslonego zachowania. Poznanie podtoza neuronalne-
go réznych zachowan umozliwi lepsze leczenie choréb
lub zaburzen, w ktérych te zachowania sg zmienione.
Skrotowy przeglad aktualnych zastosowan optogenety-
ki w badaniach wybranych choréb prezentuje Tabela 1.

Podziekowania: Homing Plus/2013-7/14
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