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Wykaz skrotow
ASD - zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. Autism Spectrum Disorder)

BOTSA — opioidowa teoria przywigzania (ang. Brain Opioid Theory of Social
Attachment)

CPP — test warunkowanej preferencji miejsca (ang. Conditioned Place Preference)
NAC — jadro potlezace (ang. Nucleus Accumbens)
SEM - btad standardowy $redniej (ang. Standard Error Mean)

wt — typ dziki (ang. Wild Type)



Streszczenie

Interakcje spoteczne sg zachowaniami polegajacymi na bezposrednim,
odwzajemnionym kontakcie z innym osobnikiem. Umiej¢tnos¢ prawidlowego
dostosowania zachowania do charakteru interakcji umozliwia tworzenie wigzi
mi¢dzyosobniczych oraz zwicksza dostosowanie zwierzat. Opioidowa teoria
przywigzania opierajac si¢ na podobienstwach pomigdzy tworzeniem wigzi, a rozwojem
uzaleznien przypisuje szczegolng role w regulacji obu proceséw endogennego uktadowi
opioidowemu. Dostepna literatura wskazuje na szczegoélne znaczenie receptora
opioidowego p W regulacji nagradzajacych aspektow afiliacyjnych interakcji miedzy
osobnikami oraz rozpoznawaniu nowych bodzcow o charakterze spotecznym. W ramach
przeprowadzonych do$wiadczen przeanalizowano wplyw zahamowania endogennego
uktadu opioidowego na interakcje spoteczne pomiedzy nieznajomymi osobnikami tej
samej plci u myszy. Zahamowanie funkcji uktadu badano poprzez podanie myszom obu
plci nieselektywnego antagonisty receptorow opioidowych — nalmefenu oraz
wykorzystujac samice szczepu z genetyczng modyfikacja skutkujaca obnizeniem
poziomu enkefalin. Na zwierzgtach przeprowadzono testy interakcji w otwartym polu
oraz w klatce z przegrodg migedzy osobnikami. Podanie nalmefenu wywotato wydtuzenie
czasu w interakcji w tescie otwartego pola. Efekt nalmefenu w zastosowanej dawce
(1 mg/kg) byt zalezny od pici i zostat zaobserwowany tylko u samic. U samic nalmefen
wplynal takze na wydluzenie czasu eksploracji centrum otwartego pola. Nie
zaobserwowano wptywu spadku poziomu enkefalin na dlugos¢ interakcji, ani na czas
spedzony w centrum otwartego pola. Wyniki testow w klatce z przegroda nie wykazaly
réznic pomiedzy grupami. Przeprowadzone do$wiadczenia potwierdzily, ze uktad
opioidowy moze wptywaé¢ na motywacje¢ do podejmowania interakcji spotecznych.
Dalsze badania pozwolg na okreslenie, czy efekt podania nalmefenu u samic mogt by¢
skutkiem jego potencjalnych wiasciwosci przeciwlekowych, umozliwig porownanie
réznic plciowych w odpowiedzi na lek w zaleznosci od zastosowanej dawki, a takze
pozwola na doktadniejsze scharakteryzowanie zmian wywotanych spadkiem poziomu

enkefalin.

Stowa kluczowe: interakcja spoteczna, endogenny uktad opioidowy, receptory

opioidowe, enkefaliny



Abstract

Social behaviours include all forms of conscious contact between conspecific
animals. The ability to adjust social behaviour to circumstances and form bonds is
adaptive and plays a major role in evolutionary fitness. The mechanisms controlling
social behaviour are complex, rely on a combination of multiple singling pathways in the
brain and remain only partly understood. One of the hypotheses, the Brain Opioid Theory
of Social Attachment (BOTSA), based on similarities between development of addiction
and social bonding posits that endogenous opioid system could play a major role in
controlling brain activity related to social contact. Accordingly, some reports indicate a
strong involvement of p opioid receptors on rewarding properties of affiliative social
behaviours or discrimination of novel social stimuli. Here, | assess the effect of
endogenous opioid signalling on non-aggressive social interactions between same-sex
conspecifics. | tested the effects of treatment with nalmefene, an unspecific opioid ligand
on social behaviour in male and female C57BL/6N mice, as well as female genetically
modified mice with minimal expression of the Penk gene. Social behaviours were studied
using open field and partition test. A single treatment with nalmefene (1 mg/kg) an hour
before social contact caused an increase in the time spent by female mice in close contact
in the open field. However, there was no significant effect on the social behaviour in
nalmefene-treated male mice, nor in female mice with a mutation in the Penk gene.
Additionally, nalmefene-treated females showed an increase of time spent in the central
part of the cage, which might be indicative of anxiolytic effect of the compound.
Conversely, neither nalmefene treatment nor Penk mutation affected interaction through
a partition in the second behavioural task. Taken together, these results confirm the
hypothesis that endogenous opioid system influences social interaction and suggest a sex-
dependent role of opioid-singling. Further research would be necessary in order to clarify
if the observed phenomenon is due to anxiolytic effect of nalmefen. Additionally, I plan
to study the effect of different nalmefene doses on social behavior in male and female

mice.

Key words: social interaction, endogenous opioid system, opioid receptors, enkephalins



1. Wstep

1.1. Zachowania spoteczne

Interakcje spoteczne sg zachowaniami polegajacymi na bezposrednim,
odwzajemnionym kontakcie miedzy organizmami. Mozliwe jest wyrdznienie szerokiego
spektrum interakcji, od zachowan agresywnych i dazacych do dominacji, przez zwigzane
z rozrodem i opieka rodzicielska, po kooperacje i zachowania prospoteczne. Zachowania
spoteczne sg charakterystyczne dla danego gatunku, pici, stadium rozwoju i sytuacji,
w ktorej znajduje si¢ osobnik. Umiej¢tnos¢ adaptacyjnego dostosowania zachowania
zwicksza szanse przezycia i zapewnia sukces reprodukcyjny. Zaburzenia odbioru
| przetwarzania bodzcow spotecznych, motywacji lub zachowania jako takiego powoduja
nieprawidlowosci 1 skutkujg dezadaptacyjnymi zmianami zachowania (Kennedy &
Adolphs, 2012). Nieprawidtowe funkcjonowanie spoteczne moze wystgpowac
w chorobach afektywnych, niektorych zaburzeniach osobowosci, schizofrenii, chorobach
neurodegeneracyjnych, a takze w zaburzeniach ze spektrum autyzmu, w ktérych deficyty
te stanowig jeden z objawow osiowych (American Psychiatric Association, 2013).
Wyjasnienie mechanizméw regulujacych zachowania spoteczne jest kluczowe dla
doktadniejszego zrozumienia charakteru zmian wystepujacych u osob cierpigcych na
wymienione zaburzenia. Badania przeprowadzane na ludziach dostarczajg wielu cennych
informacji, posiadajg jednak istotne ograniczenia etyczne, dlatego znaczna czgs¢ badan
dotyczaca neuronalnych i molekularnych mechanizmoéw kierujacych zachowaniami

spotecznymi wykonywana jest na modelach zwierzecych.

Gryzonie laboratoryjne charakteryzuja si¢ rozbudowanym behawiorem
spotecznym. Mozna zaobserwowac u nich szereg afiliacyjnych zachowan spotecznych,
jak na przyktad tendencj¢ do wspdlnego gniazdowania czy wzajemne czyszczenie futra.
Posiadajg takze silnie rozwinigty system komunikacji oparty glownie o bodzce
zapachowe, ale rowniez dzwigkowe oraz wzrokowe (Arakawa i in., 2008; Fischer &
Hammerschmidt, 2011). Zwierzeta charakteryzuje réwniez wyzszy stopien
uspotecznienia i Stosunkowo niski poziom agresji w pordéwnaniu do dzikich krewnych, z
tego powodu mogg stanowi¢ dobry organizm modelowy do badania mechanizmow

zachowan spotecznych (Kondrakiewicz i in., 2019).

Do potwierdzenia zgodnosci objawoéw migdzy modelem zwierzecym,

a zaburzeniem modelowanym konieczne jest wytworzenie odpowiednich testow



umozliwiajacych obserwacje zmian zachowania zblizonych do objawoéw modelowanego
zaburzenia (ang. face validity) (Kondrakiewicz i in., 2019; Silverman i in., 2010).
W badaniach zachowan spotecznych wyrdézni¢ mozna testy skupiajagce si¢ na
bezposredniej interakcji z drugim osobnikiem, komunikacji lub nagradzajacej wartosci
zachowan spotecznych. Testy polegajace na bezposredniej interakcji mozna podzieli¢
dalej ze wzgledu na miejsce jej odbywania, mozliwos¢ inicjacji interakcji przez partnera
czy jego nowos¢ dla osobnika badanego. Podczas doboru odpowiedniego schematu
doswiadczalnego nalezy zwroci¢ uwage na ple¢, wiek i szczep zwierzat (Kazdoba i in.,
2015; Moy i in., 2004; Silverman i in., 2010). Aby zbada¢ interakcje spoteczne migdzy
osobnikami, w swojej pracy licencjackiej postuzytam si¢ dwoma testami, testem

interakcji w otwartym polu oraz testem interakcji w klatce z przegroda.

Test interakcji w otwartym polu polega na pomiarze czasu spedzonego na
interakcji przez par¢ zwierzat swobodnie eksplorujacych kwadratowg lub prostokatng
aren¢ ograniczong Sciankami. Test pozwala takze na okreslenie charakteru interakcji
poprzez zliczanie przyjaznych lub agresywnych zachowan, takich jak obwachiwanie
pyszczkow i okolic anogenitalnych, podazanie, przepychanie, wspinanie si¢ na plecy
drugiego osobnika czy pokrywanie (Silverman i in., 2010). Istothym czynnikiem
wpltywajacym na motywacje zwierzat do podejmowania réznych form kontaktu w tym
tescie jest poziom lgku. Podanie przed testem lekow przeciwlekowych wydluza czas
kontaktu, a anksjogennych skraca go. Wptyw leku na zachowania mozna zmniejszy¢
poprzez zastosowanie stabego o$wietlenia pola lub uzycie znajomego osobnika jako
partnera interakcji (File & Seth, 2003). W przypadku badan dwoch nieznajomych
osobnikow czynnikiem uniemozliwiajacym przeprowadzenie testu moze by¢ zbyt
nasilona agresja zwierzat wobec siebie, dlatego zalecany jest dobor partnera o podobnej
masie i wieku. Aby ograniczy¢ akty agresji mozliwe jest tez przestrzenne rozdzielenie

zwierzat, na przyktad poprzez umieszczenie partnera w metalowym kubku.

Drugi z zastosowanych testow, test z przegroda (ang. partition test) pozwala na
wyeliminowanie zmienno$ci wynikajacej ze zréznicowanego poziomu motywacji do
inicjowania kontaktu przez partnera interakcji. Zwierz¢ta wktadane sa do osobnych
czescei klatki, oddzielonych perforowang przegroda, tak by mogty si¢ wzajemnie widzie¢,
stysze¢ i obwachiwa¢, uniemozliwiony jest jednak ich fizyczny kontakt. Test jest
wykorzystywany miedzy innymi do badania skutkow stresu wywotanego porazka

spoteczng (ang. social defeat) czy zainteresowania partnerem innej ptci. Zastosowanie



nieprzezroczystej przegrody umozliwia okres$lenie roli bodzcow wzrokowych
w dyskryminacji nowych osobnikoéw (Kudryavtseva, 2003). Wprowadzanie do klatki
nowych partneroéw interakcji umozliwia natomiast oceng preferencji nowych bodzcow
spotecznych oraz pamigci spotecznej (Langford i in., 2010). Ponadto modyfikacja testu
przez podniesienie bariery pomig¢dzy osobniki pozwala na badanie dominacji
I potencjalnych zachowan agresywnych, a otrzymywane wyniki zaobserwowanych
zachowan agresywnych wykazujg wysoka korelacje z czasem spedzonym w poblizu

przegrody przez osobnika dominujacego przed jej podniesieniem (Kudryavtseva, 2003).
1.2. Budowa endogennego uktadu opioidowego

Endogenny uktad opioidowy jest modulatorem aktywnosci neuronalnej. Jego
dzialanie bylo przedmiotem szczegoélnie intensywnych badan w konteks$cie roli, jaka
odgrywa w mechanizmach analgezji oraz regulacji funkcji uktadu nagrody. Niemniej,
endogenne opioidy moga wptywa¢ na dzialanie szlakéw przekaznictwa sygnatow

w catym uktadzie nerwowym (AKil i in., 1984; Le Merrer i in., 2009).

U wigkszosci kregowcow wystepuja trzy typy receptorow opioidowych: p, 8 i k
oraz receptor dla nocyceptyny (Borsodi i in., 2019), kodowane przez oddzielne geny,
u myszy odpowiednio: Oprm1, Oprdl, Oprkl i Oprll. Receptory te naleza do rodziny
GPCR (ang. G protein-coupled receptors) i wigza si¢ z hamujagcymi biatkami Giyo.
Ich aktywacja wywotuje wzrost przepuszczalnosci wewnatrzprostowniczych kanatow
potasowych i zahamowanie napigciowozaleznych kanatow wapniowych oraz dziatania
cyklazy adenylowej, co skutkuje hiperpolaryzacjg komoérki i wptywa na aktywno$é
kaskad przekazujacych sygnaty wewnatrzkomoérkowe (Al-Hasani & Bruchas, 2011).
Do endogennych ligandéw receptorow opioidowych naleza enkefaliny, dynorfiny,
B-endorfina oraz nocyceptyna, ktore powstaja w wyniku proteolizy biatek
prekursorowych. Biatka prekursorowe u myszy kodowane sg przez geny Penk, Pdyn,
Pomc, Pnoc. W wyniku ekspresji genu Penk powstaje preproenkefalina, ktora jest
prekursorem enkefalin, przede wszystkim pentapeptydow, Met- i Leu-enkefaliny; z genu
Pdyn powstaje preprodynorfina, biatko prekursorowe dynorfin; z Pomc powstaje
proopiomelanokortyna, ktora jest zrodlem B-endorfiny, natomiast z Pnoc
prepronocyceptyna — prekursor nocyceptyny. Wszystkie wymienione opioidy
z wyjatkiem nocyceptyny charakteryzuja si¢ wystepowaniem na N-koncu lancucha
aminokwasowego rdzenia opioidowego YGGF, ktory jest konieczny do rozpoznania

sekwencji peptydu przez enzymy proteolityczne i umozliwia oddziatywanie
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z receptorami (Akil i in., 1984; Larhammar i in., 2015). Powstale peptydy opioidowe sa
wydzielane na drodze egzocytozy regulowanej do przestrzeni migdzykomorkowej, a ich
dziatanie jest ograniczane przez enzymy zakotwiczone w blonach takie jak
metalopeptydazy =~ cynkowe: neutralng  aminopeptydaze (EC3.4.21.11) lub
aminopeptydaze N (EC3.4.11.2), ktore katalizuja reakcje dezaktywacji poprzez
przecigcie sekwencji rdzenia opioidowego (Roques i in., 2012).

Uktad opioidowy charakteryzuje niska selektywno$¢ ligandéw do receptorow.
Enkefaliny taczg si¢ z wysokim powinowactwem do receptoréw p i 0, oraz z nizszym do
receptora «, B-endorfina rowniez posiada wysokie powinowactwo wzgledem receptoréw
p i 9, dynorfiny z kolei wykazujg preferencj¢ wzgledem receptora «, a takze pewne
powinowactwo do receptora p (AKil i in., 1984). Nocyceptyna taczy si¢ wybidrczo ze
swoim receptorem i przypisuje si¢ jej znaczaco odmienne funkcje niz pozostatym

peptydom opioidowym (Clarke i in., 2002).
1.3. Rola uktadu opioidowego w regulacji zachowan spotecznych

Badania prowadzone na ludziach oraz zwierz¢tach laboratoryjnych wskazuja,
ze uklad opioidowy jest zaangazowany w regulacje roéznych aspektow zachowan
spotecznych (Panksepp i in., 1980; Pellissier i in., 2018; Smith i in., 2018; Trezza i in.,
2011). Szczegoblna role przypisuje si¢ receptorowi p. Receptor ten jest gtownym punktem
uchwytu dla wielu przeciwbolowych lekow opioidowych. Myszy z delecja w genie
Oprm1l nie wykazuja analgezji ani nie rozwijajg uzaleznienia W odpowiedzi na podania
morfiny (Matthes i in., 1996). Receptory p wystepuja szeroko w strukturach uktadu
nagrody takich jak jadro potlezace, przysrodkowe jadro uzdeczki, wzgorze, pole brzuszne
nakrywki czy cialo migdatowate, gdzie reguluja dzialanie neuronow
monoaminergicznych i sg zaangazowane w przetwarzanie informacji o nagradzajacych
wlasciwos$ciach bodzcow, w tym takze tych stanowigcych nagrody naturalne (Le Merrer
i in., 2009; Lutz & Kieffer, 2013). Uwaza si¢, ze dziatanie endogennych opioidow
odpowiada za wywotywanie hedonistycznych odczu¢ zwigzanych z nagroda, ale moze
takze regulowac¢ stany motywacyjne zwigzane z dazeniem do jej uzyskania (Berridge &
Kringelbach, 2015; DiFeliceantonio i in., 2012).

Badania wskazuja, ze za nagradzajagcg warto$¢ zachowan spotecznych
odpowiadaja receptory p zlokalizowane w jadrze potlezacym (ang. Nucleus Accumbens,
NAC) (Trezzai in., 2011). Antagonista receptoréw p podany do NAc hamuje motywacje



do zabawy wsrod mtodych samcow szczurdw, a takze blokuje wyksztatcanie si¢ u nich
preferencji spotecznej w tescie warunkowanej preferencji miejsca (ang. Conditioned
Place Preference, CPP). Przeciwstawny wplyw na aspekt motywacyjny i nagradzajgce
efekty zabaw obserwuje si¢ po podaniu zwierzetom niskich dawek morfiny. Receptory
opioidowe p w NAC zaangazowane sg rowniez w tworzenie par u gatunkow
monogamicznych. U samic nornikow preriowych blokada receptoréw p w grzbietowo-
przysrodkowej czg¢sci skorupy jadra pollezacego, stanowigcej osrodek hedonii
(ang. hedonic hot-spot) hamuje wytwarzanie preferencji wzgledem partnera badane;j
w tescie CPP. Mimo to nie obserwuje si¢ spadku czgstotliwos¢ zachowan zwigzanych
z prokreacjg podczas kohabitacji zwierzat. Obserwacja moze wigc sugerowac, ze
zahamowanie receptora p w tej strukturze jest zwigzane z zanikiem hedonistycznych
wlasciwosci prokreacji, ale nie z samg motywacja do jej podejmowania (Resendez i in.,
2013). Réwniez badania prowadzone na ludziach wskazuja, ze podania subklinicznych
dawek morfiny zwigkszajg przyjemno$¢ czerpang z obserwowania zdjec¢ twarzy pici
przeciwnej cechujacych si¢ wysokim poziomem atrakcyjnosci, a takze zwigkszaja
motywacj¢ do podejmowania czynno$ci majacych zatrzymac na ekranie atrakcyjny obraz
(Chelnokova i in., 2014). Wyniki przytoczonych badan sugerujg, ze podania ligandow
receptoréw opioidowych p moga wptywaé na warto$¢ hedonistyczng bodzcow, przy
czym szczegOlne znaczenie w tym procesie moga odgrywac receptory zlokalizowane
W jadrze potlezacym. Wedlug przytoczonych badan agonisci receptora p powinni
podnosi¢, natomiast antagoni$ci obniza¢ warto$¢ nagradzajaca zachowan spolecznych,

manipulacje te moga wplyna¢ rowniez na aspekt motywacyjny nagrody.

Amerykanski badacz estonskiego pochodzenia Jaak Panksepp w swojej pracy
zauwaza, ze preferencja zwierzat wzglgdem bodzcoéw spotecznych moze wynikac
zarbwno z hedonistycznej wartosci kontaktu, jak rowniez z checi uniknigcia izolacji
(Panksepp & Lahvis, 2007). Izolacja u wielu gatunkoéw zwierzat wykazuje wlasciwosci
awersyjne i przyczynia si¢ do silnego stresu. Badania wskazuja, ze zaréwna izolacja jak
I odrzucenie spoteczne aktywuja podobne obszary mozgu, O bdl wywotany bodzcem
fizycznym (Eisenberger, 2012). W przypadku odizolowania mtodych gryzoni od matki,
oseski emitujg wokalizacje ultradzwieckowe majace na celu jej przywotanie. Podanie
zwierzetom niskich dawek morfiny zmniejsza czestotliwos¢ wydawanych odglosow
I redukuje ruchliwos¢ miodych. Z kolei podanie antagonisty wywiera przeciwny efekt

(Panksepp i in., 1980). Zaproponowana przez Pankseppa opioidowa teoria przywigzania



(ang. Brain Opioid Theory of Social Attachment, BOTSA) probuje wyjasnic¢
zaobserwowane zmiany wskazujac na podobienstwa pomigedzy procesami zwigzanymi
z izolacja spoteczng, efektami odstawiennymi w uzaleznianiach i dziataniem
przeciwbdlowym opioidéw. Zahamowanie aktywno$ci uktadu opioidowego przez
podanie antagonisty moze spowodowaé wzrost poziomu kortyzolu (Eisenberg, 1984),
ktory moze potggowaé dystres, zwigkszajac motywacje zwierzgcia do poszukiwania
kontaktu. Wykazano, ze kontakt ze znajomym osobnikiem u myszy moze wywierac¢
dziatanie u$mierzajagce bol oraz przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia efektow dzialania
przeciwbolowego niskich dawek morfiny. Efekty zaleza od kontaktu fizycznego
pomiedzy zwierzetami i s3 odwracalne podaniem antagonisty receptoréw opioidowych

( D’Amato, 1998; D’ Amato & Pavone, 1996).

Badania wskazuja réwniez, ze podanie antagonisty receptora p do jadra
pollezacego u miodych szczurow wywoluje zwigkszenie motywacji do kontaktu ze
znajomym osobnikiem i zmniejszenie preferencji wzgledem nowego osobnika (Smith
i in., 2018). Rowniez izolacja przed testem prowadzi do wydtuzenia czasu przebywania
w poblizu znanego osobnika. Jednoczes$nie podanie zwierzgtom po izolacji morfiny
przywraca preferencj¢ wzglegdem nowego osobnika u zwierzat wrazliwych na izolacje
(Smith i in., 2018). Modulacja przekaznictwa przez receptor opioidowy p jest zatem
niezbedna do réznicowania bodzcow, w taki sposdb by dostosowaé ich wartos¢
motywacyjng do potrzeb organizmu. Doswiadczenia przeprowadzone na myszach
nieposiadajgcych funkcjonalnego receptora p wskazujg, ze wystepuja u nich deficyty
zwigzane z przetwarzaniem nagrody spotecznej 1 wartoSciowaniem bodzcow
spotecznych. Oseski wokalizujg stabiej po odseparowaniu od matki, a ich odgtosy
cechuja si¢ nizsza zlozonoS$cia, zwierzeta wykazujg rowniez mniejszg wrazliwos¢ na
bodZce skojarzone z matka (Cinque i in., 2012; Moles, 2004). Mtode samce wykazuja
niskie zainteresowanie innymi osobnikami oraz brak preferencji wzgledem kontekstu
skojarzonego spotecznie w CPP (Cinque i in., 2012). U dorostych zwierzat natomiast

obserwuje si¢ wyzsza odpornos¢ na dtugotrwaty stres spoteczny (Komatsu i in., 2011).

O znaczeniu, jakie receptor pu odgrywa z zachowaniach spotecznych, moga
swiadczy¢ rowniez badania przeprowadzone na osobach posiadajacych polimorfizm
receptora u A118G. Polimorfizm A118G wystepuje u okoto 20% populacji rasy
kaukaskiej i 40-50% populacji azjatyckiej. U osob posiadajacych allel G obserwuje si¢

obnizong ekspresje receptora p w rejonach mozgu zwigzanych z przetwarzaniem bolu
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1 zachowan afektywnych. Posiadacze allelu G charakteryzuja si¢ wyzsza neurotyczno$cia
I wrazliwoscig na odrzucenie, ktéra wigze si¢ rowniez z podwyzszong aktywno$cia
struktur zaangazowanych w przetwarzanie informacji bélowych, takich jak grzbietowo-
przednia czesci zakretu obreczy czy przednia wyspa (Tchalova i in., 2019; Way i in.,
2009). Ponadto testy psychometryczne wskazuja, ze osoby posiadajace allel G wykazuja
wigkszg zdolnos¢ odczuwania przyjemnosci w sytuacjach spolecznych i sktonnosé
trwania w toksycznych relacjach (Troisi i in., 2011). Badania prowadzone na myszach ze
sztucznie wprowadzonym polimorfizmem A112G, ktéry odpowiada ludzkiemu A118G,
wykazuja podobne zmiany: zmniejszong ekspresjc mRNA genu kodujgcego receptor i,
stabszg odpowiedz przeciwbolowg po podaniu morfiny. Zaobserwowa¢ u nich mozna
takze wigkszg sktonno$¢ do kontaktu z drugim osobnikiem i wykazywania zachowan
dominujacych oraz nizszg wrazliwo$¢ na chroniczny spoteczny stres (Briand i in., 2015;

Mague i in., 2009).

Jakkolwiek znaczna cz¢$¢ badan w kontekscie zachowan spotecznych skupia si¢
na roli receptora p, aktywno$¢ pozostatych receptorow opioidowych réwniez moze
oddzialywaé na zachowania spoteczne. Zaré6wno na neuronach dopaminergicznych jak
1 serotoninergicznych projektujacych do jadra potlezacego obserwuje si¢ wysokie
stezenia receptorow k. Uwaza sig, ze pobudzenie tych receptorow przez dynorfiny jest
kluczowe do wywotania awersji u gryzoni (Chefer i in., 2013). Wykazano, réwniez, ze
podanie agonisty receptoréw k do jadra potlezacego u mtodych samcow szczuréw hamuje

zachowania nagradzajace zwigzane z zabawa spoleczng (Trezza i in., 2011).

Receptory k w uktadzie mezolimbicznym wspoétdziataja z kortykoliberyng
w regulacji odpowiedzi stres. Myszy z delecjg genu kodujacego dynorfiny nie wykazuja
awersji miejsca wywotanej przez bodziec stresogenny ani przez dootrzewnowe podanie
kortykoliberyny. Podobne efekty obserwuje si¢ rowniez U myszy po podaniu antagonisty
receptorow k, norbinaltorfiminy (Land i in., 2008). U myszy z delecja receptora «
wykazano odporno$¢ na stres wywotany spoleczng porazkg i brak wyksztalcania si¢
zwigzanych z nim: indukowanej stresem analgezji, wydtuzenia czasu bezruchu w tescie
wymuszonego plywania, oraz preferencji miejsca wywolanej podaniami kokainy
(McLaughlin i in., 2006). Wzrost wrazliwo$ci na nagradzajace wtasciwosci kokainy
spowodowany u myszy bez mutacji moze by¢ skutkiem zmian w regulacji wydzielania
dopaminy w jadrze potlezacym zachodzacych pod wpltywem chronicznego stresu.

Dynorfiny dziatajac na zlokalizowane presynaptycznie na neuronach dopaminergicznych
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receptory k, hamuja wydzielanie dopaminy w jadrze potlezacym, przez co wywotuja
stany awersyjne, ktore s3 tagodzone przez podanie substancji uzalezniajace;.
Rozregulowanie ujemnego sprzezenia zwrotnego pomig¢dzy dynorfinami, a dopaming
w osi pole brzuszne nakrywki — jadro potlezace jest uwazane za przyczyne negatywnych
stanow emocjonalnych wystepujacych po odstawieniu substancji uzalezniajacych (Koob
& Mason, 2016). Badania wskazujg, ze izolacja spoleczna u szczuréw w okresie
dorastania przyczynia si¢ do zmian w funkcjonowaniu sprzezenia w dorosto$ci, przez co
moze zwieksza¢ nagradzajace efekty etanolu w warunkach stresogennych i zwigkszac
sktonnosci do rozwoju uzaleznien (Karkhanis i in., 2016). Receptory k maja takze istotne
znaczenie w tworzeniu par u gatunkéw monogamicznych, a ich blokada w skorupie jadra
pollezacego jest taczona z wykazywaniem preferencji do partnera i motywacja do
podejmowania wrogich zachowan wzgledem osobnikéw innej plci nie bedacych

partnerami (Resendez i in., 2012).

Roéwniez aktywnos$¢ receptora & moze przyczynia¢ si¢ do regulacji zachowan
spotecznych. Receptor opioidowy & jest wigzany przede wszystkim z regulacja nastroju i
podatnosci na stres. Biatka receptorowe wystepuja licznie w strukturach zaangazowanych
w regulacje nastroju: korze wyspowej, korze przedczotowej, jadrze potlezacym, ciele
migdatowatym oraz hipokampie (Lutz & Kieffer, 2013). Myszy pozbawione
funkcjonalnego receptora 6 charakteryzuja si¢ wyzszymi wynikami w testach badajacych
zachowania zwigzane z Igkiem i depresyjnoscig (Filliol i in., 2000). Rowniez
doswiadczenia farmakologiczne potwierdzajg, ze zablokowanie dziatania receptorow o
przez podanie selektywnego antagonisty, naltrindolu wywiera efekt anksjogenny, ktory

moze zosta¢ odwrocony przy uzyciu agonisty receptora 6 — SNC80 (Perrine i in., 2006).

Podobne zmiany w zachowaniu obserwuje si¢ u myszy z delecja genu Penk.
Zwierzgta pozbawione genu kodujacego enkefaliny charakteryzuja si¢ wyzZszym
poziomem niepokoju oraz silniejszg reakcja orientacyjng na bodzce dzwickowe
skojarzone awersyjnie (Bilkei-Gorzo i in., 2004; Koénig i in., 1996; Kung i in., 2010;
Ragnauth i in., 2001). Obserwowany fenotyp lekowy wiaze si¢ rowniez ze zmianami
w zakresie zachowan spotecznych. Zwierzeta z delecjg genu Penk wykazuja wieksza
agresje wzgledem innych osobnikow, agresja jest szczeg6lnie nasilona, gdy osobniki
hodowane sg pojedynczo (Koénig i in., 1996). Ponadto izolacja u tych myszy moze
wplynaé na wzrost zachowan zwigzanych z Iegkiem (Melo i in., 2014). Niektore szczepy

wykazuja rowniez obnizong sktonno$¢ do podejmowania interakcji spotecznych w tescie

12



otwartego pola (Bilkei-Gorzo i in., 2004). Ponadto u mtodych osobnikow z delecja genu
Penk obserwuje si¢ ograniczenie wokalizacji ultradzwickowych po oddzieleniu od matki,
jednak wynik jest zalezny od tta genetycznego badanego szczepu (Bilkei-Gorzo i in.,
2007).

Podobienstwo fenotypoéw pomiedzy zwierzetami pozbawionymi enkefalin,
a myszami z delecja receptora 6 stato si¢ podstawa zatozenia, ze enkefaliny wywieraja
swoje dziatanie na nastrdj poprzez ten receptor. Badania wskazuja, ze podatnos¢ na
chroniczny stres spoteczny jest zwigzana z obnizonym poziomem mRNA dla enkefalin
w podstawno-bocznym jadrze ciata migdatowatego oraz dla receptora & w hipokampie,
a takze z podwyzszonymi poziomami MRNA dla enkefalinaz w jadrze poétlezacym
(Henry i in., 2018; Nam i in., 2019). Wykazano, ze neurony podstawno-bocznego jadra
ciala migdalowatego syntetyzujace enkefaliny sg zaangazowane w regulacje zachowan
zwigzanych z Igkiem, a zahamowanie ich transkrypcji w tej strukturze moze przyczyniaé
si¢ miedzy innymi do skrdcenia czasu interakcji w otwartym polu u zwierzat wrazliwych
na chroniczny stres, czego nie obserwuje si¢ jednak u zwierzat odpornych (Bérubé i in.,
2014). Dootrzewnowe podanie agonisty receptorow 6, SNC80 zwierzetom podatnym na
chroniczny stres spoteczny wywoluje wydtuzenie czasu spedzonego w poblizu innego
osobnika podczas testu interakcji, co jest wigzane mi¢dzy innymi z neuroprotekcyjng rola
tego receptora wywierang na neurony hipokampa (Henry i in., 2018). Podobne
wydluzenie czasu interakcji uzyskiwane jest rowniez przez zablokowanie rozktadu

enkefalin przy pomocy podwdjnych inhibitoréw enkefalinaz (Nam i in., 2019).

Podsumowujac, receptory y, jak roéwniez x i 8 moga wplywaé na motywacje do
podejmowania zachowan spotecznych, zaréwno bezposrednio, jak 1 poprzez
oddziatywanie na funkcje regulujace zachowanie, takie jak odczuwanie awersji czy
poziom leku. Nalezy pokresli¢, ze dziatanie endogennych opioidow jest jednym z wielu
mechanizmow wskazywanych w konteks$cie interakcji spolecznych. Szczegolne
znaczenie w kontroli zachowan spolecznych przypisuje si¢ takze dzialaniu oksytocyny
(Ross & Young, 2009), uktadu serotoninergicznego i dopaminergicznego (Délen i in.,
2013; Gunaydin i in., 2014; Matthews i in., 2016) oraz hormonom piciowym (Gabor i in.,
2012). Hipoteza badan, ktorych czgsécia sg przeprowadzone w ramach pracy licencjackiej
doswiadczenia jest zatozenie, ze endogenny uktad opioidowy moze by¢é wspolnym
modulatorem szlakow przekaznictwa zwigzanych z zachowaniami spotecznymi,

w szczegolnosci, ze receptory opioidowe potozone na neuronach uktadu nagrody moga
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wplywaé na zachowania spoteczne poprzez kontrolg uwalniania dopaminy, serotoniny
I oksytocyny w jadrze potlezacym. Wyniki wczesniejszych badan prowadzonych
w Zakladzie Neurofarmakologii Molekularnej wskazuja, ze nieselektywny antagonista
receptoréOw opioidowych, nalmefen hamuje ekspresje warunkowanej spotecznie
preferencji miejsca u mlodych samcow myszy, przy czym badania wskazuja, ze ma to
zwiazek z jego dziataniem przez receptory k (Klimczak, 2019). Nalmefen jest lekiem
stosowanym w leczeniu uzaleznienia alkoholowego u ludzi i1 hamuje u nich
niekontrolowane spozywanie alkoholu, jednak wedlug naszej wiedzy brak jest danych

0 jego potencjalnym dziataniu na zachowania spoteczne zaréwno u ludzi jak i u zwierzat.
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2. Cel pracy

Celem pracy bylo zbadanie roli jakg uklad opioidowy moze pehi¢ w
adaptacyjnych zachowaniach spotecznych. W badaniach skupiono si¢ na efekcie liganda
opioidowego, nalmefenu oraz uszkodzenia genu Penk na interakcje miedzy dwoma
nieznajomymi osobnikami tej samej pici. Opierajac si¢ na dotychczasowych badaniach
i przytoczonej literaturze, zalozono, ze zaréwno podanie nalmefenu, bedacego
antagonistg receptora p i 6 oraz czeSciowym agonistg k, jak i uszkodzenie genu Penk,
skutkujace obnizeniem poziomu endogennych enkefalin powinny zmniejsza¢ cheé

podejmowania interakcji z nieznanym osobnikiem u badanych myszy.
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3. Materiaty i metody

3.1. Zwierzeta

Doswiadczenia z podaniem leku przeprowadzono na samcach i samicach szczepu
C57BL/6N w wieku 8-10 tygodni sprowadzonych z hodowli Charles River (Charles
River Laboratories, Niemcy). Do testow wykorzystano rowniez myszy Penk flox,
z mutacja wywotujaca spadek ekspresji mRNA dla genu proenkefaliny. Myszy z mutacja
zostaly wygenerowane w laboratorium Cyagen (Cyagen Bioscience, USA), na tle
genetycznym C57BL/6N. Do mutacji obnizajacej ekspresje doszto poprzez wstawienie
sekwencji loxP powyzej kodonu startowego i ponizej kodonu stop sekwencji kodujacej
preproenkefaling. Insercja wywotata okoto 50-krotny spadek poziomu mRNA Penk
w prazkowiu (Misiotek, 2020).

Myszy hodowano w warunkach cyklu dobowego 12/12h $§wiatto/ciemnos¢,
z wlaczeniem $wiatla o godzinie 7:00, w stalej temperaturze 224+2°C. Zwierzeta
przebywaty w grupach po 2-8 osobnikoéw na klatkg, we wzbogaconym s$rodowisku,
z dostepem do wody oraz standaryzowanej karmy hodowlanej ad libitum. Myszy bedace
partnerami interakcji hodowano oddzielnie od osobnikow badanych przed oraz przez caty
okres prowadzenia eksperymentow. Wszystkie zwierzeta byly przyzwyczajane do
eksperymentatora przez minimum 2 dni przed rozpoczeciem doswiadczen. Testy

wykonano w fazie jasnej, pomiedzy 8:00 a 16:00, przy o$§wietleniu ~20 luksow.

Wykonane doswiadczenia zostaly zatwierdzone przez 1l Lokalng Komisje

Etyczng w Krakowie, nr zgody 185/2020.
3.2.  Leki

Do zablokowania receptoréw opioidowych uzyto nieselektywnego antagonisty —
nalmefenu. Grupa badana otrzymywala dootrzewnowo roztwor chlorowodorku
nalmefenu (Tocris Bioscience, USA) w soli fizjologicznej, w dawce 1 mg/kg i objetosci
5 ul/g masy ciata. Zwierzetom z grupy kontrolnej podawano rownowazne objetosci soli

fizjologicznej. Zastrzyki wykonywano na godzing przed ekspozycja na partnera testu.
3.3.  Test interakcji spotecznej w otwartym polu

Test otwartego pola zostat wykonany na samcach i samicach C57BL/6N oraz na

samicach szczepu Penk flox wedlug protokotu opisanego w pracy Jastrzebskiej

16



(Jastrzebska 1 in., 2016). Partnerami interakcji byly nieznane osobniki tej samej plci, o

mozliwie zblizonym wieku i masie ciata do myszy badanych (Tab. 1).

Tab. 1 Wiek, masa ciata i ilos¢ zwierzgt uiytych w doswiadczeniach.

Myszy badane Partnerzy interakcji
kohorta liczba wiek masa ciala liczba wiek masa ciata
Samce ) 23,1 + ) 232 +
16 9 tygodni 16  8tygodni
C57BL/6N 0,37 ¢? 0,68 g?
Samice ) 19,0 + ) 19,1 +
14 9 tygodni 14 8tygodni
C57BL/6N 0,35 ¢? 0,29 ¢?
wt ; 7-13 16,5 + ; 8-12 19,84 +
. witb tygodni 0,89 g2 tygodni 0,65 g2
Samice
Penk flox
flox - 7-13 16,2 + . 8-12 19,88 +
flox tygodni 0,98 ¢? tygodni 0,90 ¢?

2. $rednie masy ciata zostaly podane wraz z SEM,
®: typ dziki (ang. wild type)

Podczas testu zwierze badane umieszczano w przezroczystej klatce o wymiarach
40x60x%25 cm, wypelnionej 1-centymetrowg warstwa $ciotki (Ryc. 1). Po 30 minutach
swobodnej eksploracji klatki, wprowadzana byta mysz-partner interakcji. Czas pomiaru
interakcji miedzy osobnikami wynosit 10 minut. Po kazdej z prob klatke przemywano
70% roztworem alkoholu, a $ciétk¢ wymieniano. Zachowania zwierzat zostaty nagrane
i przeanalizowane przy pomocy oprogramowania EthoVision 11.5 (Noldus, Holandia).
Interakcje spoleczne analizowano przy uzyciu modulu pozwalajagcego na jednoczesne

sledzenie pozycji kilku zwierzat.

Podczas pierwszych 30 minut obserwowano aktywno$¢ zwierzat: czas spedzony
w centrum klatki (w prostokatnym polu o wymiarach 30x50cm), a takze calkowity
przebyty dystans. Podczas ostatnich 10 minut testu mierzono catkowity czas spgdzony na
interakcji (w odleglo$ci mniejszej niz 8 cm pomiedzy Srodkami ciata zwierzat) oraz sredni

dystans migdzy zwierzetami.
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40 cm
30 cm

50 cm

60‘ cm

Ryc. 1 Schemat klatki wykorzystanej do przeprowadzenia testu otwartego pola.

W trakcie trwania doswiadczen 2 samce i 1 samica w eksperymencie
z nalmefenem oraz 1 samica Penk flox wskoczyly na $cianke aparatu testowego.
W przypadkach, gdy mysz pozostawata na $ciance przez dluzszy czas, byla $ciggana
1 wktadana ponownie do wnetrza klatki. Catkowity czas nicobecno$ci w otwartym polu

u zadnego z osobnikow nie przekroczyt 30 sekund.
3.4. Test interakcji spolecznej z przegroda

W odstepie 6-7 dni po tescie interakcji w otwartym polu na tych samych
zwierzetach (Tab. 1) wykonano drugi z testow. Dos$wiadczenie przeprowadzano
z wykorzystaniem prostokatnej klatki o wymiarach 40x10x22 cm, sktadajacej si¢ z 3
przedziatow (Ryc. 2), podobnej do Klatki wykorzystanej do przez Langforda
i wspolpracownikow (Langford i in., 2010). Przedzialy skrajne oddzielone zostaty
podnoszonymi, perforowanymi sciankami z przezroczystego pleksiglasu. Na dzien przed
eksperymentem myszy badane i partnerzy interakcji byty przyzwyczajane do testu przez

umieszczenie na 5 minut w skrajnych przedziatach.

Test sktadat sie z dwoch czgséci, fazy pretestu oraz fazy interakcji. Podczas
pretestu mysz badang umieszczano w przedziale startowym, nastepnie podnoszono
najblizsza przegrode, umozliwiajac rozpoczecie eksploracji przedziatu srodkowego. Po 5
minutach zwierz¢ wyjmowano. Podczas drugiej czesci testu w przeciwlegltym przedziale
za Sciankg obecny byt partner interakcji. Mysz badang ponownie wktadano do przedziatu
startowego i umozliwiano rozpoczecie eksploracji. Podczas obu czgséci testu mierzono

catkowity czas spedzony przez mysz badang w ,strefie interakcji”, czyli polu
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o wymiarach 10x10 cm, sasiadujacym ze Sciankg oddzielajaca przedziat partnera, a takze
srednig odlegtos¢ myszy badanej od srodka $cianki. Do rejestracji i analizy parametrow
wykorzystano oprogramowanie EthoVision 11.5. Po kazdej probie klatke przemywano

70% roztworem alkoholu.

10 cm

| | | | |
\
40 cm

Ryc. 2 Schemat Klatki z przegrodg do badania interakcji w otwartym polu.

3.5. Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki przeanalizowano przy uzyciu programu GraphPad Prism 7.04
(GraphPad Software, USA). Do analizy efektu pici oraz podania leku na ruchliwosé¢
w otwartym polu wykonano dwuczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA), po ktorej
zastosowano post-hoc testy Tukeya. Do porownania $rednich w doswiadczeniu na
myszach Penk flox uzyto testu t dla prob niesparowanych. Wyniki uzyskane w obu fazach
testow klatki z przedzialami poréwnano przy uzyciu dwuczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) i testow post-hoc Sidaka. Za poziom istotnosci statystycznej we wszystkich
testach przyjeto wartos¢ 0,05. Mapy cieplne przedstawiajace znormalizowany czas
przebywania zwierzat W réznych punktach klatek uzyskano w programie EthoVision 11.5
na podstawie danych o potozeniu myszy generowanych w 33-milisekundowych

odstepach czasowych.

Na poziomie analizy wynikow z pierwszych 30 minut testu otwartego pola zostaly
wykluczone: 1 samiec kontrolny w doswiadczeniu z nalmefenem oraz 1 samica o dzikim
genotypie w do$wiadczeniu przeprowadzanym na myszach Penk flox. Zwierzgta
wykluczono z powodu zbyt duzej ilosci utraconych klatek na nagranych filmach (>7,5%).
Podczas analizy interakcji spotecznych w tym tescie nie odrzucono zadnych zwierzat.
Z analizy doswiadczen przeprowadzonych w Kklatce z przegroda oddzielajacg partnera

rowniez nie wykluczono zadnego osobnika.
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4. Wyniki
4.1. Wplyw nalmefenu na interakcje spoteczne

Test interakcji w otwartym polu

Wplyw nalmefenu na zachowania spoteczne badano na osobnikach obu plci
u myszy szczepu C57BL/6N. W pierwszej kolejnosci wykonywano test interakcji w
otwartym polu. Podczas pierwszych 30 minut rejestracji analizowano aktywnos¢ ruchowa
1 zachowania wskazujace na podwyzszony poziom niepokoju u zwierzat, w tym celu
poréwnano catkowity dystans przebyty przez zwierzgta oraz czas spedzony W centralnej
czesci otwartego pola. Nie wykazano istotnego statystycznie wplywu leku na dystans
pokonywany w tescie u zadnej z ptci (dwuczynnikowa ANOVA: ple¢ F(1,25)=2,724,
p=0,1113, lek F(1,25)=0,3368, p=0,7705, pte¢ x lek F(1,25)=0,08697, p=0,5669; Ryc.
3A). Zaobserwowano natomiast, ze samice przebywaly krocej w centralnej czeSci
otwartego pola, a takze, ze efekt dzialania nalmefenu byt zalezny od pici — dotyczyt
jedynie samic (pfe¢ F(1,25)=10,09, p=0,0039, lek F(1,25)=0,002887 p=0,9576, ple¢ x lek
F(1,25)=4,535, p=0,0432; Ryc. 3B).
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Ryc. 3 Aktywnosé¢ ruchowa myszy w otwartym polu po podaniu nalmefenu. Na wykresach
przedstawiono dystans przebyty podczas pierwszych 30 minut testu (A) oraz czas spedzony w
centrum otwartego pola (B). Dane przedstawiono jako srednie wraz z SEM. Istotna statystycznie
roznica miedzy Srednimi w tescie post-hoc Tukeya. zostala przestawiona symbolem ,,**” dla
p<0,01. Liczebnosé¢ grup Wyniosta.: samce sol — 7, samce nalmefen — 8, samice sél — 7, samice
nalmefen — 7.
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W celu doktadniejszego scharakteryzowania wzorcow aktywnosci myszy w tym
teScie wygenerowano mapy cieplne przedstawiajace znormalizowany czas spedzony
przez zwierzeta w poszczegolnych czes$ciach otwartego pola (Ryc. 4). Wyniki wskazuja

na rownomierng eksploracj¢ Klatki u obu grup samcéw, natomiast w przypadku samic

mozna zauwazy¢ Wieksza sktonnos$¢ grupy kontrolnej do przebywania w poblizu jedne;j
z krawedzi klatki.

max

min

Ryc. 4 Mapy aktywnosci ruchowej w otwartym polu po podaniu nalmefenu. Mapy przedstawiajg
znormalizowany czas spedzony przez zwierzeta w réznych punktach otwartego pola. Kolejno
przedstawiono grupy: samce kontrolne (A), samce po podaniu nalmefenu (B), samice kontrolne
(C), samice po podaniu nalmefenu (D). Ciepfle kolory oznaczajg miejsca, w ktorych zwierzeta
przebywaly diuzej.

Podczas ostatnich 10 minut testu mierzono interakcje spoteczne z drugim
osobnikiem. Zaobserwowano istotne statystycznie réznice mi¢dzy ptciami. Grupa samic,
ktérym podano nalmefen, spedzata srednio wigcej czasu w poblizu drugiego osobnika
w porownaniu do grupy kontrolnej samic oraz obu grup samcow (ple¢ F(1,26)=14,80,
p=0,0007, lek F(1,26)=3,494, p=0,0729, ple¢ x lek F(1,26)=7,199, p=0,0125; Ryc. 5A).
Analogiczny wynik uzyskano réwniez dla $redniej odlegloSci utrzymywanej miedzy
zwierzetami podczas testu (pfe¢ F(1,26)=10,29, p=0,0035, lek F(1,26)=5,489, p=0,0271,
ple¢ x lek F(1,26)=7,619, p=0,0104; Ryc. 5B).
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Ryc. 5 Interakcje spoleczne w otwartym polu po podaniu nalmefenu. Na wykresach
przedstawiono czas w interakcji spotecznej, zdefiniowanej jako mniejsza niz 8 cm odlegtosé
miedzy srodkami masy ciala (4A) oraz srednig odleglos¢ pomiedzy srodkami ciata (B). Dane
przedstawiono jako srednie wraz z SEM. Na wykresie przyjeto oznaczenia ,, *” dla p<0,05, ,, **”
dla p<0,01 oraz, ,, ***” dla p<0,001 dla wynikéw uzyskanych w tescie post-hoc Tukeya.
Liczebnos¢ grup: samce sol — 8, samce nalmefen — 8, samice sol — 7, samice nalmefen -7.

Celem testu w otwartym polu bylo zbadanie odwzajemnionych interakcji
spotecznych migdzy osobnikami. Podczas trwania doswiadczen we wszystkich grupach
odnotowano przypadki intensywnego obwachiwania i gonienia partnera, ktorych
czestotliwos¢ malata z czasem trwania interakcji. U jednej z samic grupy kontrolnej
doswiadczenia z nalmefenem zaobserwowano réwniez uporczywe proby pokrywania
partnerki interakcji (ang. mounting behaviour), ktore moze by¢ przejawem dominacji
u samic (Williamson i in., 2019). Nie zaobserwowano jednak bezposrednich atakow

i innych form agresji wzgledem drugiego osobnika.
Test interakcji z przegrodg

W celu wyeliminowania wptywu partnera na dtugo$¢ interakcji wykonano test w
klatce z przegrodami. Za parametr $wiadczacy o zajsciu interakcji pomig¢dzy zwierzetami
uznano czas spgdzony przez mysz badang w odleglos$ci mniejszej niz 10 cm od przegrody
oddzielajacej ja od partnera, nazwanej ,,strefa interakcji”. Poréwnano réwniez $redni
dystans dzielagcy zwierze od srodkowego punktu potozonego na przegrodzie oddzielajace;j
zwierzeta podczas obu faz testu. Analiza wykazata, ze czas spedzony w strefie interakcji
byt zalezny od obecnosci partnera w klatce (efekt fazy testu) zardwno w grupie samcow
(faza testu F(1,14)=7,321, p=0,0171, lek F(1,14)=0,5215, p=0,4821, faza testu x lek
F(1,14)=0,09904, p=0,7576; Ryc. 6A), jak i u samic (faza testu F(1,12)=12,02, p=0,0047,
lek F(1,12)=0,004979, p=0,9449, faza testu x lek F(1,12)=0,05365, p=0,8207; Ryc. 6C).
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Analogiczne wyniki uzyskano dla parametru $redniej odleglosci od przegrody partnera
u samcow (faza testu F(1,14)=9,381, p=0,0084, lek F(1,14)=0,3578, p=0,5593, faza testu
x lek F(1,14)=0,08260, p=0,7780; Ryc. 6B) oraz u samic (faza testu F(1,12)=6,426,
p=0,0262, lek F(1,12)=0,0001190, p=0,9915, faza testu x lek F(1,12)=0,2494, p=0,6265;
Ryc. 6D).
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Ryc. 6 Interakcje spofeczne w Kklatce z przegrodg u myszy po podaniu nalmefenu. Na rycinie
przedstawiono czas spedzony w strefie interakcji oraz Srednig odleglos¢ od przegrody
oddzielajqcej partnera interakcji w grupie samcow (4,B) i samic (C,D). Skrot ,,pre” 0znacza faze
pretestu, a ,,int” — faze interakcji. Linie fgczq wyniki uzyskane przez jednego osobnika. Na
wykresie podano wartosci p<0,1 oraz uzyto symbolu ,, *” dla wartosci p<0,05 w tescie post-hoc
Sidaka. Liczebnos¢ grup wynosita: samce sol — 8, samce nalmefen — 8, samice sél — 7, samice
nalmefen — 7.

23



Na podstawie danych o potozeniu myszy w czasie testu stworzono mapy cieplne
przestawiajace czas spedzony przez zwierzeta w réznych punktach klatki (Ryc. 7).

Uzyskane wyniki wskazuja na wydluzenie czasu spedzonego W czesci klatki sgsiadujacej

z przedziatem partnera podczas fazy interakcji u wszystkich badanych grup.

min

Ryc. 7 Mapy aktywnosci w Klatce z przegrodg po podaniu nalmefenu. Mapy przedstawiajg
znormalizowany czas spedzony przez myszy badane w réznych punktach klatki. Po lewej
przedstawiono wyniki uzyskane w pretescie, po prawej podczas fazy interakcji. Kolejno
przedstawiono grupy: samce kontrolne (A), samce po podaniu nalmefenu (B), samice kontrolne
(C), samice po podaniu nalmefenu (D).

4.2.  Wplyw uszkodzenia genu Penk na interakcje spoteczne

Test interakcji w otwartym polu

W celu sprawdzenia wptywu enkefalin na zachowania spoleczne analogiczne
testy wykonano u 5 samic z mutacja obnizajaca poziom enkefalin oraz u 5 samic
kontrolnych. Aby okresli¢ zmiany w zakresie aktywnosci ruchowej zbadano wplyw
mutacji na catkowity dystans przebyty podczas 30 minut eksploracji klatki w otwartym
polu. Zaobserwowano tendencje statystyczng wzgledem pokonywanego krotszego
dystansu w te$cie u myszy z mutacjg (test t, p=0,0791 Ryc. 8A). Zastosowany test
statystyczny nie wykazat wptywu genotypu na zachowania lgkowe wyrazone czasem
spedzonym w centralnej czgsci pola (p=0,4129; Ryc. 8B). Stworzone mapy cieplne
wskazuja jednak na zwiekszong tendencj¢ myszy Penk flox do przebywania w jednym
z rogdw klatki (Ryc. 9).
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Ryc. 8 Aktywnos¢ ruchowa samic Penk flox w tescie otwartego pola. Na wykresach
przedstawiono dystans przebyty podczas pierwszych 30 minut testu (A) oraz czas spedzony w
centrum otwartego pola (B). Dane przedstawiono jako srednie wraz z SEM. Liczebnos¢ grup
Wyniosta: u myszy typu dzikiego — 4, u Penk flox — 5.

max

min

Ryc. 9 Mapy aktywnosci myszy Penk flox w otwartym polu. Mapy cieplne przedstawiajq
znormalizowany czas spedzony przez zwierzeta w roznych punktach otwartego pola, odpowiednio
dla myszy o genotypie dzikiego (4) i mutantow (B). Cieplte kolory oznaczajq miejsca, w ktorych
zwierzeta przebywaly diuzej.

Analiza statystyczna nie wykazata roznic genotypowych w czasie spedzonym na
kontakcie z drugim osobnikiem (p=0,7961; Ryc. 10A), a takze w $rednim dystansie
miedzy zwierzetami (p=0,3668; Ryc. 10B). Podczas testu nie zaobserwowano

znaczacego poziomu zachowan agresywnych pomigdzy osobnikami.
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Ryc. 10 Interakcje spoleczne w otwartym polu u samic Penk flox. Na wykresach przedstawiono
czas interakcji zdefiniowanej jako mniejsza niz 8 cm odlegltosé miedzy srodkami masy ciata (A)
oraz Sredniq odleglos¢ pomiedzy osobnikami (B). Dane przedstawiono jako srednie z SEM.
Liczebnos¢ grup: myszy typu dzikiego — 5, Penk flox — 5.

Test z przegrodqg

Test przeprowadzony w klatce z przegroda wykazat brak roznic w zachowaniu
zwierzat pomigdzy genotypami. Niezaleznie od genotypu zwierzgta spedzaty istotnie
dhuzszy czas w strefie interakcji podczas drugiej czesci testu (faza testu F(1,8)=82,64,
p<0,0001, genotyp F(1,8)=0,2334, p=0,6420, faza testu x genotyp F(1,8)=0,06968,
p=0,7985; Ryc. 11A), w tej czesci widoczne byto rowniez skrocenie sredniej odleglosci
myszy badanej od przegrody oddzielajacej przedziat partnera (faza testu F(1,8)=34,82,
p=0,0004, genotyp F(1,8)=0,1216, p=0,7363, faza testu x genotyp F(1,8)=0,5087,
p=0,4960; Ryc. 11B).
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Ryc. 11 Interakcje spofeczne w Klatce z przegrodg u samic Penk flox. Na wykresach
przedstawiono czas spedzony w strefie interakcji (A) oraz srednig odleglosé¢ od przegrody
oddzielajgcej partnera interakcji (B) dla kazdego osobnika. Linie lgczq wyniki uzyskane przez
jednego osobnika. Na wykresie przyjeto oznaczenia ,, *” dla wartosci p<0,05, ,,**” dla p<0,01
oraz ,, ***” dla p<0,001 uzyskanych w tescie post-hoc Sidaka. Liczebnos¢ grup wynosita: myszy
typu dzikiego — 5, Penk flox — 5.
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Roéwniez wygenerowane mapy cieplne wskazuja na wydtuzenie czasu spedzonego

w poblizu przedziatu partnera w fazie interakcji (Ryc. 12).

max

min

Ryc. 12 Mapy aktywnosci myszy Penk flox w tescie 7 przegrodg. Mapy przedstawiajq
znormalizowany czas spedzony przez zwierzeta w réoznych punktach klatki z przegrodg. Kolejno
przedstawiono grupy: myszy o genotypie dzikim (A), myszy z mutacjg (B). Po lewej przedstawiono
wyniki uzyskane w pretescie, po prawej podczas fazy interakcji.

Podsumowujac, wykazano, ze nalmefen nie powodowal zaburzen funkcji
ruchowych, miat jednak wptyw na parametry zachowania zwiazane z Igkiem i interakcja
spoteczng u myszy. Efekt dziatania leku byt zalezny od pici — dotyczyt wytacznie samic.
U myszy z obnizonym poziomem enkefalin nie zaobserwowano istotnych zmian
w badanych parametrach zachowan Igkowych i interakcji spotecznej w otwartym polu,
widoczna byta jednak tendencja do zmniejszonej ruchliwosci oraz preferencja do
przebywania w jednym z rogoéw klatki. Wyniki analizy interakcji w klatce z przegroda
wykazaly, Ze obecnos$¢ drugiego osobnika wptywa na preferencje myszy do przebywania
w poblizu przedziatu z partnerem, jednak nie potwierdzity efektu dziatania nalmefenu na

wydtuzenie interakcji u samic.
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5. Dyskusja

Celem pracy bylo zbadanie interakcji spotecznych pomig¢dzy osobnikami tej
samej plci u myszy. Test otwartego pola pozwolit na okreslenie motywacji do
podejmowania interakcji migdzy dwoma nieznajomymi osobnikami. Myszy wykazywaty
zainteresowanie partnerem interakcji, nie zaobserwowano wysokiego poziomu agresji.
Doswiadczenie przeprowadzone w klatce z przegrodg wykazato, ze u wigkszosci
badanych grup widoczna byta tendencja lub istotnos¢ statystyczna dotyczaca jednego
z badanych parametrow interakcji pomiedzy fazami testu. Uzyskane wyniki potwierdzaja
naturalng dla myszy preferencj¢ do eksploracji niezagrazajacych bodzcoéw spolecznych

i podejmowania kontaktu z innym osobnikiem (Moy i in., 2004).
Zroznicowanie plciowe efektow dziatania nalmefenu

W pierwszej czesci badan do zahamowania endogennego uktadu opioidowego
uzyto nalmefenu, ktory jest nieselektywnym antagonista receptorow opioidowych,
wykazujagcym wysokie powinowactwo wzgledem receptoréw p i K, oraz znacznie nizsze
do receptorow d. Przy czym dziatanie nalmefenu na receptory « in vivo ma charakter
cze$ciowego agonizmu (Bart i in., 2005; Osborn i in., 2010). Wyniki doswiadczenia
wskazuja, ze lek wpltynat na zachowania spoteczne w tescie u samic, lecz nie wywotat
takiego efektu u samcoé6w. Rozbieznosci pomigedzy uzyskanymi przez osobniki obu pici
wynikami mogty by¢ skutkiem dymorfizmu piciowego dotyczacego na przyktad

rozmieszenia docelowych receptoréw leku.

Czynnikiem mogacym wptyna¢ na sposob dzialania nalmefenu mogt by¢ takze
zréznicowany poziom leku u zwierzat. Poréwnanie czasu spedzonego w centrum
otwartego pola wykazalo, Ze samice z grupy kontrolnej przebywaly krocej w tej czesci
klatki w stosunku do samcow. Wynik jest zgodny z obserwacjami wskazujacymi na
tendencje samic do uzyskiwania wyzszych wynikdw w testach oceniajgcych zachowania
podobne do niepokoju (Aniin., 2011; Archer, 1975), ale niektore meta-analizy wskazuja
takze na brak réznic ptciowych w czasie spgdzonym w centrum pola (Fritz i in., 2017).
Podczas testu nie zaobserwowano charakterystycznej dla samic zwigkszonej aktywnos$ci
ruchowej w nowym $rodowisku (Archer, 1975). Wedlug danych literaturowych samice
moga wykazywac¢ takze zwiekszong tendencje do podejmowania kontaktu z innymi
osobnikami (An i in., 2011). W przeprowadzonym eksperymencie nie zaobserwowano

réznic W zachowaniach spotecznych pomigdzy samcami i samicami grup kontrolnych.
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Czynnikiem przyczyniajacym si¢ wigc do zaobserwowanych wynikow, obok
naturalnych r6éznic migdzyptciowych, mogly by¢ warunki przeprowadzania testu. Mimo,
ze w obu doswiadczeniach starano si¢ zachowac takie same parametry testowania, to,
zgodnie z metodyka przeprowadzania doswiadczen behawioralnych, samce i samice
testowano w oddzielnych pomieszczeniach eksperymentalnych. Pokoje eksperymentalne
mogly rézni¢ si¢ stopniem stresogennosci, co moglo wptyna¢ na uzyskane w tescie
wyniKki.

Wyniki uzyskane podczas testu otwartego pola i testu z przegroda czg¢sciowo si¢
potwierdzity —u samcow nie zaobserwowano wptywu leku na zachowanie. Co istotne nie
wykazano rowniez réznic pomig¢dzy grupg kontrolng, a nalmefenowg u samic. Zaktadajac
jednak, ze przez rozdzielenie przestrzenne zwierzat ograniczony zostat aspekt lekowy
interakcji, mozna wysnu¢ wniosek, ze oddzialywanie nalmefenu na interakcje u samic
jest zwigzane jego dziataniem anksjolitycznym. W celu lepszego scharakteryzowania
roéznicy pomiedzy wynikami obu testow przydatne wydawatoby si¢ przeanalizowanie
konkretnych zachowan sktadajacych si¢ na interakcje w otwartym polu oraz ocena, ktore
ze zwierzat czesciej je inicjuje, a takze sprawdzenie czy roznice piciowe W dziataniu
nalmefenu zostang potwierdzone w innych testach badajacych zachowania zwigzane

z lekiem.

Niemniej odmienny wptyw nalmefenu na badane zachowania u samcow i samic
pozostaje zaskakujacy. Publikacja Browne i wspotpracownikow wskazuje, ze lek w
dawkach 2,5 mg/kg i 5 mg/kg nie wywoluje rdznic ptciowych w czestotliwosci zachowan
wigzanych z fenotypem depresyjnym (Browne 1 wsp. 2020). Oczekiwano wigc, ze efekty
uzyskane w tescie otwartego pola beda podobne u obu ptci. Podczas doswiadczen uzyto
dawki leku 1 mg/kg. Zarbwno dawka jak i odstep czasowy zostaly wybrane zgodnie
z danymi literaturowymi opisujagcymi efekty dziatania nalmefenu na samcach myszy
(Osborn i in., 2010). Wysokie stezenia lekow opioidowych moga zwigkszaé
niespecyficzno$¢ wigzania leku z receptorami, co utrudnia interpretacje wynikow,
ponadto znacznie przekraczaja zalecang dawke nalmefenu u ludzi, ktora wynosi okoto
0,25 mg/kg. By¢ moze jednak zastosowane przez mnie stg¢zenie nie bylo wystarczajace
do wywotania efektu u samcoéw w tym tescie. Dane zebrane na pacjentach poddawanych
terapii przeciwbolowej opioidami wskazujg na wystepowanie zréznicowania ptciowego
w odpowiedzi na rozne dawki opioidow. W przypadku receptorow k, u kobiet wykazano

silniejsze efekty przeciwbdlowe czesciowych agonistow tego receptora niz u me¢zczyzn,
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jednak wyniki uzyskane na gryzoniach wykazuja odwrotng zaleznos¢ (Rasakham & Liu-
Chen, 2011). W dalszych badaniach celowym bytoby sprawdzenie wplywu réznych

dawek leku na obserwowane zachowania.
Wplyw obnizenia poziomu enkefalin na interakcje spoteczng

Wczesniejsze doswiadczenia wykazaly, ze myszy szczepu Penk flox
charakteryzuja si¢ silnym zahamowaniem ekspresji genu proenkefaliny, przez co
posiadajg $ladowe ilosci enkefalin (Misiotek 2020). Enkefaliny sg naturalnymi
agonistami receptorow p i 6, ich spadek mogt zatem przyczyni¢ si¢ do obnizenia
aktywnosci tych receptorow. Testy przeprowadzone na samicach szczepu Penk flox
w ramach pracy licencjackiej nie wykazaly istotnego wptywu mutacji na zachowania
spoteczne 1 zwigzane z lekiem. Brak ro6znic w czasie spedzonym w centrum otwartego
pola jest dosy¢ zaskakujacy W kontekscie wezesniejszych doniesien dotyczacych myszy
z catkowita delecja genu Penk (Konig i in., 1996; Ragnauth i in., 2001). Mimo ze
uzyskane wyniki nie wskazuja jednoznacznie na zwickszenie poziomu Igku, wzorce
poruszania widoczne na mapach cieplnych uwidaczniaja silng preferencjg¢ myszy do
przebywania w jednym z rogéw klatki. U zwierzat zaobserwowano rowniez tendencje¢ do
pokonywania krotszego dystansu w teScie otwartego pola, mimo ze wczesniejsze
publikacje nie wskazuja na wystgpowanie zaburzen lokomotycznych u myszy
pozbawionych enkefalin (Berrendero, 2005; Konig i in., 1996). Uzyskane wyniki moga
zatem wskazywa¢ na podwyzszony poziom lgku, ktory mogt manifestowaé si¢ przez
bezruch myszy w jednym z punktow klatki. Aby potwierdzi¢ te hipotez¢ konieczne
bytoby reczne przeanalizowanie nagran prob i wykonanie innych testow badajacych

zachowania lekowe.

Dane literaturowe wskazujg, ze brak enkefalin moze obniza¢ czas interakcji
w otwartym polu, jednak jest to uzaleznione od testowanego szczepu myszy 1 nie zostalo
zaobserwowane u zwierzat na tle genetycznym C57BL/6J (Bilkei-Gorzo i in., 2004).
Co warto podkresli¢ u myszy pozbawionych preproenkefaliny wystepuja rozbieznosci
osigganych w testach wynikow w zaleznosci od tta genetycznego (C57BL/6J, a DBA/2J)
oraz warunkow testowania (Bilkei-Gorzo i in., 2008; Bilkei-Gorzo i in., 2004).
Niezgodno$¢ wynikéw z danymi literaturowymi moze by¢ wigc skutkiem tego typu

czynnikow.
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Podsumowujac brak istotnych statycznie roznic nie wyklucza, ze myszy Penk flox
W rzeczywistosci nie wykazuja zmian zachowania. W doswiadczeniach uzyto
stosunkowo mato licznych grup myszy, przez co wyniki mogly nie osiggngé
znamiennoSci statystycznej. Nie mozna tez w pelni wykluczy¢é wpltywu zachowania
szczatkowej ekspresji  biatka preproenkefaliny na badane zachowania. Dalsze
doswiadczenia na myszach z calkowita delecja genu kodujacego preproenkefaling
pozwolityby na dokladniejsze okre§lenie zmian wywotanych niedoborem enkefalin,
umozliwiltyby rowniez dostosowanie wielkosci grup doswiadczalnych i poréwnanie

wynikdw migdzy ptciami.
Podsumowanie

Celem pracy byto scharakteryzowanie wptywu zahamowania endogennego
uktadu opioidowego na interakcj¢ spoteczng. Wykorzystanie nalmefenu umozliwito
zbadanie wptywu zablokowania funkcjonowania receptora p oraz modulacji aktywnos$ci
receptora k na badane zachowania. Opierajac si¢ na publikacjach udowadniajacych
zaangazowanie receptora p w regulacje afiliacyjnych zachowan spotecznych zatozono,
ze blokada tego receptora begdzie miata wptyw na obnizenie czasu interakcji z innym
osobnikiem. W doswiadczeniu z podaniem nalmefenu zaobserwowano przeciwny efekt,
co sktania do postawienia hipotezy, ze kluczowg dla dziatania leku w tym tescie mogta
by¢ modulacja dziatania receptorow k. Antagonisci receptorow K sa znani z dziatania
przeciwdepresyjnego i przeciwlgkowego (Jacobson i in., 2020). Mimo ze nalmefen jest
cze$ciowym agonistg receptora k, wykazano, ze u dorostych samcoéw myszy jego
chroniczne podania mogg hamowac efekt catkowitego agonisty U50,488 na wydzielanie
dopaminy w jadrze potlezacym, co wskazuje, ze w pewnych warunkach dziatanie
nalmefenu moze mie¢ charakter funkcjonalnego antagonizmu i mogloby wyjasniaé

zaobserwowane efekty (Browne i in., 2020).

Wyniki uzyskane na myszach z obnizonym poziomem enkefalin pozwolity z kolei
zbada¢ efekt cze$ciowego braku stymulacji receptorow & i p. Jako ze dostgpne dane
literaturowe 0 myszach z catkowita delecja genu Penk wykazywaly widoczne zmiany
o charakterze lekowym i spotecznym u myszy, brak wyraznych réznic w zachowaniu
zwierzat w opisanych w tej pracy do§wiadczeniach byt niezgodny z wezesniej przyjetym
zalozeniem. Mozliwym jest, ze badane parametry i wielko§¢ grup okazaly sig¢

niewystarczajace do zaobserwowania zmian w zachowaniu u tych zwierzat.
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Podsumowujac, wykorzystane w pracy sposoby modyfikacji funkcji endogennego
uktadu opioidowego nie wywotaty oczekiwanego hamujacego wptywu na bezposrednia
interakcje z nieznanym osobnikiem tej samej pici. Zaobserwowano natomiast przeciwny
efekt — zwigkszenie czasu interakcji w wyniku podania nieselektywnego antagonisty
receptoréw opioidowych. Efekt ten byt zalezny od pici — wystapil tylko u samic.
W perspektywie kolejnych badan pozostaje proba scharakteryzowania neuronalnego
mechanizmu wptywu opioidow na ten rodzaj interakcji oraz potencjalnych rdéznic

ptciowych w odpowiedzi na efekty dziatania nalmefenu u myszy.
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