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2. Wykaz skrotow

CPP — test warunkowanej preferencji kontekstu

DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ollenkephalin) - selektywny agonista receptora
opioidowego p

DPDPE ([D-Pen2,D-Pen5]enkephalin) - selektywny agonista receptora opioidowego o
GDP — guanozynodifosforan

GTP — guanozynotrifosforan

GIRK — wewnatrzprostownicze kanaty potasowe sprze¢zone z biatkiem G

NAC — jadro potlezace

POMC - proopiomelanokortyna

SCPP — test warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego

VTA — brzuszne pole nakrywki



3. Streszczenie

Interakcje spoteczne obejmuja wszystkie formy kontaktow miedzy osobnikami oraz
odgrywaja kluczowa role W rozwoju zachowan adaptacyjnych. Kontakty spoteczne mogg
by¢ nagradzajace, zwickszajac tym samym prawdopodobienstwo, ze zwierzg je
powtorzy. Zjawisko nagrody spotecznej jest S$ciSle zwigzane z prawidtowym
funkcjonowaniem uktadu nagrody, jak rowniez istotny jest modulujacy wplyw
endogennego uktadu opioidowego, co stanowi gtdéwny temat mojej pracy. Do obserwacji
zachowan spolecznych podejmowanych przez myszy postuzono si¢ testem
warunkowanej preferencji miejsca, ktoéry umozliwil weryfikacj¢ tezy 0 nagradzajacych
wlasciwosciach kontekstu spolecznego. Natomiast podanie antagonistow receptorow
opioidowych — nalmefenu i cyprodime — pozwolito na zbadanie wptywu zaburzenia
funkcjonowania uktadu opioidowego na ekspresj¢ zachowan motywacyjnych
skierowanych na nagrod¢ spoteczng. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze
podanie nieselektywnego antagonisty opioidowego, nalmefenu, obnizyto preferencje
kontekstu spotecznego wykazywanag przez zwierzeta, podczas gdy cyprodime nie
wywotal takiego efektu W poréwnaniu z grupa kontrolng. Przeprowadzone badania sa
dobrym punktem wyjscia do zbadania wptywu innych lekéw na reakcje nagrody
spotecznej i okreslenia, w jakim stopniu i poprzez jakie receptory uktad opioidowy je
moduluje. Wyniki pokazuja, ze dziatanie na dane typy receptorow opioidowych
zapobiega ekspresji nagrody spoteczne;j.

Stowa kluczowe: zachowania spoleczne, endogenny uktad opioidowy, nagroda

spoteczna, warunkowana preferencja miejsca, nalmefen, cyprodime



4. Abstract

Social interactions encompass all forms of contacts between individuals and play
a critical role in the development of adaptive behaviors. Social contacts may be rewarding
thus increasing the probability of the animal to repeat them. The phenomenon of social
reward is closely related to the proper functioning of the reward system, as well as the
modulating effect of the endogenous opioid system, which is the main focus of my work.
To observe social behaviors in mice, the conditioned place preference test was used. The
experiment assessed whether juvenile mice preferred environments that were associated
with group housing vs. social isolation. Furthermore, administration of opioid receptor
antagonists - nalmefene and cyprodime - allowed to examine the effect of opioid system
disorder on the expression of motivational behaviors directed at social reward. The results
of the conducted studies indicate that the administration of the non-selective opioid
antagonist, nalmefene, reduced the social context preference shown by the animals,
whereas the administration of cyprodime did not cause such an effect. The research is
a good starting point to study the effects of other drugs on social reward reactions and
determine to what extent and through which receptors the opioid system modulates them.
The results show that affecting particular opioid receptors prevents from the expression
of a preference for a social context.

Key words: social interactions, endogenous opioid system, social reward, conditioned
place preference, nalmefene, cyprodime



5. Wstep

5.1 Zachowania spoleczne

Zachowania okreslane jako spoteczne sa zorientowane wobec osobnikow tego samego
gatunku iobejmuja szereg interakcji zaréwno pozytywnych, jak 1 negatywnych.
Zachowania negatywne, czyli agresywne, wystepuja zwlaszcza w przypadku konkurencji
0 zasoby. Natomiast do zachowan pozytywnych, okre§lanych takze jako ,,afiliacyjne”,
mozemy zaliczy¢ zachowania zwigzane z reprodukcja, kooperacja czy relacja rodzic-
dziecko. Szczegdlng formg zachowan spotecznych sa zachowania prospoteczne, niegdy$
uwazane za wystepujace przede wszystkim u ludzi, a dzi$ szeroko badane takze wsrod
naczelnych i gryzoni. R6éznorodno$¢ zachowan spotecznych uniemozliwia traktowania
ich jako odrebng jednostke i doszukiwania si¢ tych samych neurobiologicznych podtozy
dla kazdego z nich. Badajac wybrane aspekty zachowan spotecznych, nalezy uwzglednié
wplyw innych oddziatywan, np. Srodowiska, poniewaz zmiany W zachowaniu mogg by¢

swoiste w zalezno$ci od sytuacji.

e Sk "l L iy o i 2 Y

»Social grooming” »Social play” dotyczy ,Huddling” wystepuje

obejmuje glaskanie, zabaw podejmowanych zwlaszcza w czasie
iskanie futra oraz W grupie, czego odpoczynku, nie wymaga
pielegnacje i lizanie przejawami zazwyczaj zaangazowania
wykazywane przez sa taskotanie i zapasy. ruchowego.

matke.

Ryc. 1 Przyklady oddzialywan spolecznych u zwierzat.
Zrédto: Internet. Na zasadach licencji Creative Commons 0 (CCO).

Najwazniejszym aspektem zachowan spotecznych jest komunikacja, kluczowa dla
przezycia osobnika i zachowania gatunku (Trezza, Baarendse, & Vanderschuren, 2010).
Ponadto, obecno$¢ interakcji spotecznych w okresie miodocianym niesie ze sobg

dhugotrwate skutki, pozwalajac na prawidtowe ugruntowanie i utrzymywanie kontaktow
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spotecznych, w tym seksualnych i rodzicielskich w wieku dorostym. Do znanych form
takich oddzialywan nalezy wzajemne oporzadzanie si¢ (ang. ,,social grooming”),
tworzace poczucie wsparcia i ochrony, a takze wplywajgce korzystnie na regulacje stresu,
oraz tulenie (ang. ,, huddling”) utrzymujace stan homeostazy i dobrego samopoczucia
u mtodych osobnikéw oraz pomagajgce W tworzeniu wigzi z rodzenstwem i partnerami.
Przyktady interakcji spotecznych u zwierzat przedstawiono na Ryc.1.

Interakcje spoteczne moga wywolywaé uczucie przyjemnosci, euforii, tym samym
aktywujac regiony w mozgu zaangazowane W uktad nagrody. Mechanizmy nagradzajace
zostaly zaobserwowane W badaniach na gryzoniach dotyczacych m.in. tworzenia
monogamicznych par, przywigzania do matki, czy zabaw ws$réd miodocianych
osobnikow (ang. ,,social play”). Zjawisko zabaw spotecznych jest obecne przede
wszystkim wsréd mtodych i dojrzewajgcych gatunkéw ssakow, w tym ludzi i gryzoni
(Trezza, Baarendse, i Vanderschuren 2010). Ich wystgpowaniu czesto towarzyszy $miech
(naczelne) lub pozytywne wokalizacje ultradzwickowe (szczury), co wskazuje na
korzystny efekt zabaw (Meyza, Bartal, Monfils, Panksepp, & Knapska, 2017; J.
Panksepp, Siviy, & Normansell, 1984). Badania nad gryzoniami, ktére nie osiagngty
jeszcze wieku rozrodczego, sa kluczowe do stwierdzenia, ze interakcje spoleczne
niezwigzane bezposrednio z reprodukcja rowniez posiadajg warto$¢ nagradzajaca. Jak
wykazano, mediatorem ekspresji takich interakcji sa uktady odpowiedzialne rowniez za
nagradzajace wlasciwosci substancji uzalezniajacych. Zachowania spoteczne lub
potrzeba ich realizacji wywotuja wzmozong aktywno$¢ jadra potlezacego oraz kory
przedczolowej, natomiast akty odrzucenia spotecznego, wtym takze dlugotrwata
izolacja, aktywuja ciato migdatowate, przednia cze¢$¢ wyspy, przedni zakret obreczy czy
istote szarg okotowodociggowa, a wiec obszary pobudzane w odpowiedzi na bol fizyczny
(Pellissier, Gandia, Laboute, Becker, & Le Merrer, 2018). Ponadto wykazano, iz
aktywacja regionéw wchodzacych w uktad nagrody takich jak pole brzuszne nakrywki
(VTA) sprzyja przejawianiu nagradzajacych interakcji spolecznych, ze wzgledu na
projekcje dopaminergiczne biegnace Z VT A bezposrednio do jadra potlezacego (NAc)
(Gunaydin iin., 2014; Tye iin., 2013). Kolejnym znaczacym neuroprzekaznikiem
w ksztaltowaniu reakcji nagrody spolecznej jest serotonina, ktorej wydzielanie w jadrze
potlezacym jest regulowane przez oksytocyne (Ahern & Young, 2009; Délen,
Darvishzadeh, Huang, & Malenka, 2013). Wiele badan wskazuje na istotng rolg uktadu
opioidowego w zachowaniach spotecznych, szczegdlnie w aspekcie motywacji oraz
odczuwania przyjemnosci (Achterberg, van Swieten, Houwing, Trezza, &



Vanderschuren, 2018). Przygotowana przeze mnie praca licencjacka dotyczy regulacji

oddziatywan spotecznych przez endogenny uktad opioidowy.

5.2 Uklad nagrody

Poczatki badan nad umiejscowieniem uktadu nagrody w mozgu si¢gajg roku 1954, kiedy
James Olds i Peter Milner odkryli zjawisko samodraznienia mézgu. Szczury kojarzyly
moment draznienia elektrodg zaimplantowang W brzusznej cze$ci  mozgu
z przebywaniem w okre$lonym miejscu W klatce i chetniej do niego wracaty. Co wigcej,
pobudzenie zaimplantowanych elektrod w tych strukturach skutkowato pragnieniem ich
ponownej stymulacji poprzez wykonanie okreslonej reakcji takiej jak naciskanie dzwigni.
Badacze wysuneli hipoteze sugerujaca obecno$¢ W mézgu obszarow wytwarzajacych
pozytywne wzmocnienie, a ktorych bezposrednia stymulacja dziata jak nagroda (R. A.
Wise, 1996).
W badaniach z uzyciem klatki Skinnera zwierz¢ uczy si¢ wykonywania reakcji
instrumentalnej (nacisnigcie dzwigni) | w odpowiedzi dostaje bodziec o charakterze
wzmacniajagcym (pokarm). Wzmocnienie polega na zwigkszeniu czesto$ci wystgpowania
zachowan prowadzacych do jego otrzymania. W obecno$ci apetytywnych bodzcow
nagradzajacych mamy do czynienia ze wzmocnieniem dodatnim (White, 1989; R. A.
Wise, 1996). Z kolei pojecie nagrody odnosi si¢ do wlasciwosci bodzca wyzwalajacych
pragnienie i motywacje do podj¢cia dziatan pozwalajacych na jej zdobycie (Salamone &
Correa, 2002; White, 1989). Koncepcja zaproponowana przez White’a zaklada
zaangazowanie odrgbnych struktur moézgowych w przetwarzaniu  informacji
0 nagradzajacych i wzmacniajacych cechach bodzca (Berridge & Kringelbach, 2015).
W utrwalaniu sladow pamigciowych migdzy bodZcem wzmacniajagcym a reakcja bierze
udziat droga prazkowiowo-Czarna w grzbietowej czgsci prazkowia, natomiast szlak
biegnacy z brzusznego pola nakrywki do jadra potlezacego przegrody w brzusznej czgsci
prazkowia jest kluczowy w przetwarzaniu nagrody. W obu procesach decydujaca jest
transmisja dopaminowa (Mohebi i in., 2019; Roy A. Wise, 2004).
Neurony brzusznego pola nakrywki wydzielajace dopaminge wysylajg projekcje do
struktur kontrolujagcych zachowania motywacyjne takich jak prazkowie, jadro potlezace
czy kora przedczotowa. Substancje psychoaktywne 0 dzialaniu uzalezniajagcym takie jak
amfetamina zwigkszaja ilos¢ | wydluzaja dziatanie dopaminy w jadrze potlezacym.
Podobny efekt wywotujg naturalne nagrody w postaci jedzenia czy kontaktu seksualnego
(White, 1989; Roy A. Wise, 2004). Jednak zgodnie z przedstawiong przez Schultza teorig
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bledu przewidywania (ang. reward prediction error) pobudzenie neuronow
dopaminowych koduje informacje o réznicy miedzy oczekiwang a uzyskang nagroda
(Schultz, 2015). Zjawisko to jest zwigzane z szybka fazowg aktywnoS$cig neurondow
dopaminowych, ktére moduluja procesy uczenia si¢. Natomiast wolniejsze, toniczne
fluktuacje neuronéw dopaminowych odpowiedzialne sa za kierowanie motywacja
(Schultz, 2016). Z najnowszych prac wynika, ze mechanizm przetwarzania nagrody przez
komorki dopaminowe jest bardziej ztozony | wytadowania pochodzace z NAc, kluczowe
dla zachowan motywacyjnych, moga dziata¢ niezaleznie od pobudzenia dopaminowych
komorek VTA. Tym samym transmisja dopaminowa Z NAc stanowi sygnal 0 wartosci
nagrody, co moze wywota¢ pragnienie i motywacj¢ do podjecia dziatan pozwalajacych
na jej zdobycie (Mohebi i in., 2019).

Mezokortykolimbiczny uktad dopaminowy jest kluczowy rowniez W przetwarzaniu
informacji o nagrodzie spotecznej. Zwigkszenie ilosci dopaminy W NAc podwyzsza chec¢
podejmowania zabaw spotecznych bez wywierania wptywu na aktywnos¢ eksploracyjna
i aktywnos$¢ lokomotoryczng (Manduca iin., 2016). W mediowaniu nagradzajacych
wlasciwosci interakcji spotecznych oprocz dopaminy wskazuje si¢ takze na rolg
peptydow opioidowych, endokannabinoidow, a takze oksytocyny i wazopresyny (Insel,
2003; Trezza, Damsteegt, Achterberg, & Vanderschuren, 2011). W dalszej czeSci mojej
pracy przedstawi¢ zwigzek endogennego uktadu opioidowego z ksztalttowaniem

interakcji spotecznych 0 wlasciwosciach nagradzajacych.

5.3 Endogenny uklad opioidowy

Do uktadu opioidowego nalezg trzy gtdéwne rodzaje peptydow opioidowych: enkefaliny
(Leu-enkefalina, Met-enkefalina), dynorfiny (Dynorfina A, Dynorfina B) oraz p-
endorfina, produkowane z biatek prekursorowych, odpowiednio: proenkefaliny (Penk),
prodynorfiny (Pdyn) oraz proopiomelanokortyny (POMC) (AKkil iin., 1984). Cecha
wspolng dla wyzej wymienionych ligandow opioidowych jest obecnos¢ N-koncowej
sekwencji aminokwasowej Tyr-Gly-Gly-Phe, kluczowej w wigzaniu do receptorow
(Lord i in. 1977). Receptory opioidowe naleza do rodziny receptorow metabotropowych
zwigzanych z biatkiem G posiadajacym siedem transbtonowych helis z N-koncem na

zewnatrz komorki.
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W stanie spoczynkowym receptor opioidowy zwigzany jest z heterotrimerycznym
biatkiem Gio, a do jego podjednostki a przytaczony jest guanozynodifosforan (GDP).

W wyniku aktywacji receptora poprzez zmiany konformacyjne dochodzi do wymiany
GDP na GTP, a nastepnie rozpadu kompleksu receptora z biatkiem Gij. Biatko G wraz
z podjednostka o wchodzi w interakcje z biatkami szlakow wewnatrzkomorkowych, co
prowadzi do zahamowania aktywnosci cyklazy adenylowe;j. Z kolei kompleks biatek Goi
i podjednostek Py bezposrednio stymuluje wewnagtrzprostownicze kanaly potasowe
sprzgzone z biatkiem G (GIRK) (ang. G protein-coupled inwardly-rectifying potassium
channel) oraz hamuje kanaly wapniowe. W efekcie zachodzi hiperpolaryzacja btony
komodrkowej 1 zahamowanie neurotransmisji. Do ponownej inaktywacji biatka G
dochodzi na drodze wewnetrznej aktywnosci hydrolazowej podjednostki Go lub dzieki
biatkom RGS (ang. ,, regulators of G protein signaling”), ktore przy$pieszaja hydrolize
GTP na GDP. Kompleks biatko Ga-GDP nie wykazuje whasciwosci efektorowych i na
nowo taczy si¢ z By (Traynor, 2012).

Receptory opioidowe klasyfikowane sg do trzech gtéwnych klas: p, & ik, przy czym -
endorfina i enkefaliny charakteryzuja si¢ odpowiednio wickszym powinowactwem do
receptorow p 19, adynorfiny do receptorow k. Prekursory peptydow opioidowych
w duzej mierze kolokalizuja z ekspresja biatek receptorow opioidowych, szczeg6lnie
zwigkszong W korze méozgu, pniu mézgu oraz uktadzie limbicznym, ale oprocz dziatania
lokalnego na sasiednie komorki istotne sg takze projekcje do odleglych regionéw mozgu.
Proenkefalina nalezy do najbardziej rozpowszechnionych prekursorow endogennych
opioidow W osrodkowym uktadzie nerwowym, podobnie jak ciata komoérek, w ktérych
dochodzi do jej ekspresji, ze szczegolnym uwzglednieniem wzgdrza mozgu. Natomiast
proopiomelanokortyna nie jest obecna w strukturach korowych, a miejscami jej syntezy
sg jadro tukowate, pasmo jadra samotnego oraz przedni iposredni ptat przysadki
mozgowej. Receptory p id W pewnym stopniu ze soba wspotwystepuja, chociaz
obecnos¢ receptorow o jest bardziej ograniczona w rejonach wzgbrza, podwzgorza,
srodmozgowia i pnia moézgu. Z kolei najwyzsze stezenie prodynorfiny obserwuje sig
W jadrze potlezacym, podczas gdy ciata komorek produkujacych prodynorfing sg szeroko
rozpowszechnione zwlaszcza W podwzgorzu. Receptory x réwniez wystgpuja licznie
w rejonach podwzgorza, prazkowia, a takze w jadrze potlezacym, jak i w pozostatych
cze¢sciach podstawy przodomoézgowia (Le Merrer, Becker, Befort, & Kieffer, 2009).
Neurony zlokalizowane w tylomo6zgowiu kontroluja funkcje oddechowe oraz zwigzane z
krazeniem. Receptory opioidowe poza osrodkowym uktadem nerwowym s3 rowniez

liczne w obwodowych neuronach czuciowych i biorg udziat w modulowaniu reakcji na

12



bol, w tym ostabieniu wrazliwo$ci na bodzce bolowe (analgezji). Ponadto odpowiadajg
za ruchy perystaltyczne jelit, wydzielanie wody i elektrolitbw w przewodzie
pokarmowym, a takze regulujg dziatanie uktadu odpornosciowego.

Elementy uktadu opioidowego sa istotne W przetwarzaniu bodzcow o0 charakterze
nagradzajagcym (Bozarth & Wise, 1984; Le Merrer i in., 2009), a ponadto s waznymi
mediatorami zachowan spotecznych (J. Panksepp i in. 1980), co stanowi gldwny temat
mojej pracy.

Wiele badan nad rolg uktadu opioidowego W modulowaniu interakcji spotecznych opiera
si¢ na iniekcji egzogennych ligandéw dla receptoréw opioidowych i obserwacji ich
dziatania na rézne rodzaje zachowan spotecznych u zwierzat. Wykazano istotng role
transmisji  opioidowej w ksztaltowaniu wzorcOw przywigzania U noworodkow,
nagradzajacych wlasciwosciach relacji rodzic-dziecko, wzajemnego oporzadzania sig,
relacji miedzy rowiesnikami, atakze w zachowaniach seksualnych i spotecznych
u dorostych (Pellissier iin., 2018). Stwierdzono stymulujacy efekt niskich dawek
morfiny, aktywujacej glownie receptory p, na zaangazowanie W zabawy spoleczne
u mtodych szczuréw, podczas gdy nieselektywny antagonista tych receptorow — nalokson
— zmniejszal takie reakcje (Normansell & Panksepp, 1990). W badaniach
przeprowadzonych nad miodymi ssakami iniekcje opioidow znaczaco redukowaly
ultradzwickowe wokalizacje wywotane stresem zwigzanym 2z izolacja spoleczna,
natomiast antagoni$ci zwigkszali indukowane stresem wokalizacje i przyjmowanie
postawy obronnej (J. Panksepp, Herman, Vilberg, Bishop, & DeEskinazi, 1980). Podanie
selektywnego agonisty receptorow p opioidowych (DAMGO) do jadra potlezacego,
azwlaszcza jego pokrywy, okazalo si¢ wystarczajace do zwigkszenia interakcji
spotecznych. Podczas gdy podanie selektywnego agonisty receptora & (DPDPE) nie
wywotalo zadnych zmian, pobudzenie receptorow x zmniejszyto che¢ podejmowania
zachowan spotecznych (Trezza i in., 2011).

Podczas interakcji spolecznych w jadrze potlezacym (NAc) zwigkszone jest wydzielanie
endogennych opioidow, stad uwaza si¢ t¢ strukture za kluczowe miejsce dziatania
opioidow w modulowaniu nagrody spotecznej (Trezza i in., 2011; Vanderschuren, Stein,
Wiegant, & Van Ree, 1995). Receptory u opioidowe znajdujace si¢ W jadrze potlezacym
sg szczegllnie operatywne W reakcjach tworzenia wigzi spotecznych, aich ekspresja
w tej strukturze jest zwigkszona U gatunkow monogamicznych. Podania antagonistow
receptorow opioidowych bezposrednio do jadra potlezacego ograniczaja tworzenie si¢
preferencji spotecznych, natomiast taki zabieg u myszy w czwartym dniu postnatalnym
prowadzi do zaburzen spotecznych i anhedonii w wieku dorostym (Pellissier i in., 2018).
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Zesp6t Pankseppa w roku 1978 zaproponowat hipotez¢ BOTSA (Brain Opioid Theory of
Social Attachment) dotyczaca zaleznosci migdzy poziomem endogennych peptydow
opioidowych w mézgu a zachowaniami spotecznymi | nagradzajgcymi. Hipoteza zostata
oparta na podstawie obserwacji podobienstw behawioralnych i emocjonalnych wptywu
bliskich kontaktow spotecznych i substancji silnie uzalezniajacych. Wedlug teorii
BOTSA deprywacja spoteczna prowadzi do zmniejszonej transmisji endogennych
opioidéw, tym samym wywotujgc potrzebe zaspokojenia braku kontaktu spotecznego
I motywujac do jej poszukiwania. Natomiast interakcje spoteczne skutkuja zwickszonym
wydzielaniem endogennych peptydéw opioidowych, pobudzeniem uktadu nagrody
I poczucia euforii oraz zadowolenia, co wigze si¢ zZ nagradzajacym efektem oddziatywan
spotecznych prowadzacym do tworzenia | podtrzymania wigzi spotecznych oraz wzoréw
przywiazania (J. Panksepp, Herman, Conner, Bishop, & Scott, 1978). Badania nad
milodocianymi | dorostymi ssakami potwierdzaja te hipoteze, jako ze iniekcje agonistow
receptoréw opioidowych (morfiny) zmniejszaty stres indukowany izolacja spoleczna,
a antagonistow — wyraznie go zwigkszaty. Z drugiej strony, szereg innych badan nad
mlodocianymi i dorostymi gryzoniami $wiadczy 0 zwigkszonym zaangazowaniu
W interakcje spoleczne, takie jak zabawy czy wzajemne oporzadzanie si¢, na skutek
aktywacji uktadu opioidowego, takze przez podanie morfiny (J. B. Panksepp & Lahvis,
2007; Vanderschuren i in., 1995).

Na wyjasnienie tej niezgodnosci zostala zaproponowana hipoteza SOMSON (The State-
dependent p-Opioid Modulation of Social Motivation), wedlug ktorej efekt dziatania
ligandow na receptory opioidowe jest determinowany przez wyjsciowa motywacje
zwierzecia (Loseth, Ellingsen, & Leknes, 2014). Blokada transmisji opioidowej nie
powoduje zwigkszenia motywacji spotecznej W warunkach spotecznego komfortu,
a jedynie w sytuacji spotecznej deprywacji. Natomiast wzmozona aktywacja uktadu
opioidowego poprzez iniekcje agonistow lub zwieckszonego wydzielania endogennych
peptydow opioidowych prowadzi do osiggnigcia stanu komfortu w przypadku deprywacji
spotecznej, awigc redukuje potrzebe kontaktu spotecznego. Jednak w warunkach
roOwnowagi homeostatycznej zwigkszona transmisja opioidowa skutkuje nasileniem
motywacji do poszukiwania interakcji spotecznych, a jej zahamowanie znosi ten efekt
W postaci braku zaangazowania do podejmowania wszelkich kontaktow I przyjecia
postawy obojetnej. Potwierdzily to liczne badania, m.in. na naczelnych zyjacych
w grupie, ktore nie doswiadczyly stresu zwigzanego z izolacjg spoteczng. Podanie

morfiny intensyfikowalo podejmowanie reakcji spotecznych W poréwnaniu z grupa
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kontrolng, natomiast dostarczenie antagonisty powodowato efekt odwrotny (Guard,
Newman, & Roberts, 2002; Schino & Troisi, 1992).

5.4 AgoniSci | antagonisci receptorow opioidowych — farmakologia

Zidentyfikowano szereg substancji pochodzenia naturalnego lub produkowanych
syntetycznie dziatajacych receptory opioidowe. Pierwsza grupa sg opiaty, czyli alkaloidy
z maku lekarskiego (Papaver somniferum L.), do ktorych nalezg: morfina, kodeina,
tebaina czy papaweryna. Produkowane z maku opium uzywane jest na calym $wiecie od
ponad 5000 lat w celach medycznych, a takze rekreacyjnych i religijnych. W XX. wieku
W celu dostarczenia nowych farmaceutykéw dziatajacych na receptory opioidowe
naukowcy opracowali poétsyntetyczne (np. heroina, oksykodon) i syntetyczne formy
opioidow (np. fentanyl, metadon, tramadol). W zatozeniu poszukiwano pochodnych
opioidow nie posiadajacych wlasciwosci uzalezniajacych, W rzeczywistosci uzyskano
réwniez formy uzalezniajace silniej od poprzednio poznanych (Pasternak & Pan, 2013).
Opioidy klasyfikowane sa takze na podstawie ich efektywno$ci wigzania si¢
z receptorami jako pelni agonisci, czg¢sciowi agonisci i antagonisci. Podanie pelnego
agonisty wywoluje maksymalng odpowiedz receptorowa, czego dobrym przykladem jest
morfina o wysokim powinowactwie i selektywnosci dla receptora p, podczas gdy
czeSciowy agonista mimo zwigzania si¢ z receptorem aktywuje go z mniejsza
wydajnoscig. Z Kolei antagonista po zwigzaniu si¢ do receptora nie aktywuje go
I rownoczesnie blokuje dostep agonisty do receptora. Mechanizm ten pozwala na
zastosowanie antagonistow, takich jak nalokson lub naltrekson, do znoszenia dziatania
opioidow, gtdéwnie w sytuacjach ich przedawkowania (Pathan & Williams, 2012).
Szerokie spektrum substancji opioidowych pozwala na wykorzystanie ich
w roznorodnych badaniach naukowych dotyczacych nie tylko leczenia bolu czy
uzaleznien, reakcji stresowych, proceséw metabolicznych, oddechowych, endokrynnych
czy immunologicznych, ale rowniez roli uktadu opioidowego w procesach przetwarzania
nagrody i w zachowaniach spotecznych, co stanowi takze glowny temat mojej pracy
licencjackiej. Zastosowanie agonisty lub antagonisty dla danego receptora pozwala na
obserwacje efektow wynikajacych odpowiednio zich aktywacji lub hamowania.
Skupiajac si¢ na modulowaniu oddzialywan spotecznych przez uktad opioidowy
przeprowadzono szereg testow na gryzoniach, naczelnych i ludziach w warunkach
spotecznego komfortu lub izolacji spotecznej, badajac wptyw niskich dawek lub trwate;j
ekspozycji na substancje opioidowe.
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W pracach naukowych majacych na celu zbadanie roli ukladu opioidowego
w modulowaniu oddzialywan spotecznych I przetwarzaniu nagradzajacych wiasciwosci
bodzcow stosuje si¢ mate dawki agonistow lub antagonistow najczes$ciej w formie
podskornych iniekcji, a nastepnie obserwuje si¢ zmiany w zachowaniu w réznych testach
behawioralnych. Na potrzeby mojej pracy licencjackiej zostaly zastosowane dwie
substancje opioidowe z grupy antagonistow — nalmefen i cyprodime.

Cyprodime jest wysoce selektywnym antagonista receptorow u opioidowych
otrzymanym syntetycznie w latach osiemdziesiatych XX wieku. W poréwnaniu do
powszechnie stosowanych naloksonu i naltreksonu ma stabe powinowactwo do
receptorow & 1k, asilne do receptorow p, ze stalymi dysocjacji odpowiednio
Ki=244,6nM, 2187 nM oraz 5,4nM. Zastosowanie cyprodime pozwala na badanie
efektow zablokowania jedynie receptora pu, bez wywierania efektu na pozostate receptory
opioidowe (Schmidhammer 1989).

Nalmefen, o zblizonej budowie i dziataniu do naltreksonu roéwniez posiada
antagonistyczne wiasciwosci W stosunku do receptorow p (Ki=0,24nM) i w mniejszym
stopniu do receptorow 6 (Ki=16nM). Jest takze czg¢$ciowym agonistg receptorow k (Ki =
0,083 nM) o niskiej wydajnosci (Paille & Martini, 2014). Zostat wprowadzony na rynek
jako lek stosowany w terapii alkoholizmu w celu zmniejszenia ryzyka epizodow
intensywnego picia alkoholu.

Zastosowanie wyzej wymienionych antagonistow receptoroéw opioidowych moze pomodc
W odpowiedzi na pytanie, czy zaburzenie funkcjonowania ukladu opioidowego wptynie

na ekspresj¢ zachowan spotecznych 0 charakterze nagradzajacym.
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6. Cel pracy

Celem mojej pracy licencjackiej byto zbadanie roli endogennego uktadu opioidowego
W nagradzajgcych efektach oddzialywan spotecznych. Opierajac si¢ na zatozeniu, ze
obnizenie aktywnosci receptorow opioidowych moze dezorganizowa¢ prawidtowe
funkcjonowanie uktadu nagrody, do zbadania tego zjawiska postuzono si¢ antagonistami
receptorow opioidowych. Pierwszym krokiem byto dobranie odpowiednich warunkow
eksperymentalnych umozliwiajacych obserwacje zjawiska nagrody spotecznej u myszy.
Do prawidlowej oceny interakcji spotecznych podejmowanych przez zwierzgta
wdrozono test warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego. Zastosowanie srodkow
farmakologicznych umozliwito sprawdzenie roli ukladu opioidowego w ekspresji
zachowan skierowanych na interakcje spoteczne. Podanie dwoch réznych antagonistow
receptoréw opioidowych — nalmefenu i cyprodime - pozwolito na obserwacj¢ zmiany
zachowania badanych zwierzat bedacego efektem zaburzonego dziatania uktadu
opioidowego. Wyniki przeprowadzanych eksperymentéw moga by¢ zrédtem informacji,
czy zmiana dziatania uktadu opioidowego wpltywa na ksztaltowanie reakcji nagrody

spoteczne;.

7. Materialy i metody

7.1 Zwierzeta

W przeprowadzonych w ramach mojej pracy licencjackiej doswiadczeniach poddane
byly myszy (Mus musculus L.) szczepu C57BL/6J pochodzace z hodowli Instytutu
Farmakologii im. Jerego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. W eksperymentach
uczestniczyty samce w wieku od 3 do 5 tygodni, odstawione od matki najwczesniej 21
dni po urodzeniu. Przez caly okres trwania doswiadczen zwierzeta mialy swobodny
dostep do wody i pozywienia. Przebywaly w warunkach o statej temperaturze 22+2°C
i cyklu dobowym z faza jasng w godzinach 10-22 i faza ciemng w godzinach 22-10. Byty
umieszczane w klatkach hodowlanych wykonanych z pleksiglasu w liczbie 2-5
osobnikéw na jedng klatke (dt. 325 mm x szer. 170 mm). Kazdy z przeprowadzonych
eksperymentow przebiegal za zgoda II Lokalnej Komisji Etycznej w Krakowie nr
35/2019 oraz wedlug zarzadzen Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady
2010/63/UE z dnia 22 wrzesnia 2010 r. W sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych
do celow naukowych (Dz. Urz. UE L 276 z 20.10.2010).
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7.2 Odczynniki

W fazie testu zwierzeta z grupy badanej otrzymaty dootrzewnowo zastrzyki zawierajace
odpowiednio roztwor chlodorowodorku nalmefenu (1mg/kg, 5ul/g) z firmy TOCRIS, nr
4085 oraz roztwor chlorowodorku cyprodime (1mg/kg, 5ul/g), TOCRIS, nr 2601.
Roztwor przyrzadzano poprzez rozpuszczenie leku w fizjologicznym roztworze chlorku
sodu (5mg substancji/ 5ml soli fizjologicznej). Poniewaz po uptynieciu 1,5 godziny od
podskornego podania nalmefenu w osoczu osiggane jest jego najwyzsze stezenie, godzing
po iniekcji rozpoczynana byla proba trwajaca 30 minut. Analogicznie postapiono
z chlorowodorkiem cyprodime. Jednocze$nie zwierzeta z grupy kontrolnej dostaty

iniekcje soli fizjologiczne;.

7.3 Schemat doSwiadczenia

Test warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego

Model eksperymentalny badajacy zjawisko nagrody spotecznej zostal oparty na
procedurze warunkowanej preferencji miejsca (CPP —ang. conditioned place-preference)
bedacej podstawowa metodg weryfikacji nagradzajacego dzialania bodzcow.

W eksperymencie warunkowanej preferencji miejsca bodzcami neutralnymi sg odrebne
srodowiska (np. typ $cidtki, rodzaj klocka). Jedno ze $rodowisk jest kojarzone
z wystepowaniem nagrody, adrugie zjej brakiem. W modyfikacji CPP mierzacej
motywacyjne efekty interakcji spotecznych (SCPP — ang. social conditioned place-
preference) nagrodg jest bytowanie W jednym ze $rodowisk wraz z innymi zwierzetami,
co stwarza kontekst spoteczny (J. B. Panksepp & Lahvis, 2007). W drugim $rodowisku
zwierzeta umieszczane sg oddzielnie (kontekst izolacji spotecznej). Do testow CPP
skonstruowany zostal specjalny aparat zawierajagcy dwa oddzielne przedziaty (Ryc.2).
Przed rozpoczgciem sesji warunkowan, zwierze¢ umieszczane jest W aparacie i oceniana
jest wyjsciowa preferencja do dwodch rodzajow sSrodowisk. Zatozenia procedury
W schemacie ,,bez uprzedzen” (z ang. ,, unbiased’””) wymagaja, by oba srodowiska byty
neutralne dla zwierzecia. Po sesjach warunkowan naprzemiennie W obu srodowiskach,
warunkowana preferencja miejsca mierzona jest jako czas spedzony przez zwierze
W wybranym przez siebie jednym ze $rodowisk. W tym celu zwierze ponownie jest

umieszczane w aparacie, a swobodny dostep do obu kompartmentéw pozwala ocenic¢
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preferowany przez zwierz¢ kontekst. Czas spedzony w kazdym z przedziatéw jest

mierzony i nastgpnie porownywany Z wyj$ciowa preferencja.

Ryc.2 Klatka do testu warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego (SCPP).
Przedziat u gory: Sciotka z buku i prostopadtoscienny klocek. Przedziat na dole: $cidtka
z celulozy i szescienny klocek.

Zrédto: Opracowanie wiasne.
Schemat doswiadczenia

Procedura warunkowanej preferencji kontekstu spolecznego zastosowana w ramach
realizacji mojej pracy licencjackiej zostata oparta na modelu Pankseppa (J. B. Panksepp
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& Lahvis, 2007) oraz Délen (Ddlen i in., 2013). W eksperymencie badane byly miode
samce myszy C57BJ/6J, aby wykluczy¢ inne przejawy zachowan spotecznych
wystepujace U osobnikdéw starszych. Po wczesniejszych eksperymentach pilotazowych
ustalone zostalty dwa typy neutralnych $rodowisk, z ktérych pierwszym byla $cidtka
z buku (Trociny bukowe przesiane gat. 1; producent P.P.H. "WO-JAR".) oraz
prostopadtoscienny klocek (gryzak w ksztalcie prostopaditoscianu), a drugim $cidtka
z celulozy (Biofresh Performance Bedding, Absorption Corp, USA, 1/8" Pelleted
Cellulose) oraz szescienny klocek (gryzak w ksztalcie szescianu). Ponadto, w kazdej
z klatek podczas warunkowania znajdowatl si¢ materiat gniazdowy oraz nielimitowany

dostep do wody i pozywienia. Schemat eksperymentu zostat przedstawiony na Ryc.3.
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Ryc.3 Schemat przebiegu testu warunkowanej preferencji kontekstu spolecznego.
A) Faza pre-testu: zwierz¢ swobodnie eksploruje dwa przedzialy o neutralnych,
roéznych od siebie srodowiskach. B) Zwierzeta umieszczane sa W kontekscie
spotecznym na jednej ze $cidtek. C) Po uptywie 24h zwierz¢ umieszczane jest
w izolacji w innym $rodowisku. D) Faza post-testu: Po 6 sesjach naprzemiennych
warunkowan W kontekscie spotecznym (B) iizolacji (C) zwierz¢ ponownie
umieszczane jest w aparacie do SCPP.

Zrodio: Opracowanie wiasne.
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W fazie pre-testu myszy umieszczane byly w specjalnie zaprojektowanym aparacie do
CPP sktadajacym si¢ z dwoch przedziatow (Ryc.2 wraz z wymiarami) przedzielonych
przezroczysta szyba z wycieciem pozwalajgcym na swobodng eksploracje w obu
czg$ciach klatki. W kazdym z przedzialow znajdowat si¢ jeden typ wybranej uprzednio
$cidtki wraz ze zdefiniowanym dla niej klockiem. Podczas 30-minutowych prob badany
byt czas przebywania przez zwierz¢ na kazdej ze $cidtek w celu weryfikacji braku
wyjsciowej preferencji. Nastgpnego dnia rozpoczeto sesje warunkowan: najpierw myszy
byly umieszczane na 24 godziny w standardowych klatkach domowych wspdlnie
Z rodzenstwem na jednym Zzrodzajow $rodowisk (kontekst spoteczny). Podczas
kolejnych 24 godzin myszy byly umieszczane oddzielnie w klatkach zawierajacych drugi
typ srodowiska (kontekst izolacji spotecznej). Lacznie wykonano 6 sesji warunkowan,
przy czym ostatnig sesja byta zawsze izolacja spoteczna. Zastosowanie takiej kolejnosci
sesji warunkowan oraz 24-godzinnych okresow ich trwania jest uzasadnione
oczekiwaniem mocniejszych efektow testu warunkowanej preferencji kontekstu (J. B.
Panksepp i Lahvis 2007). Przed przystapieniem do post-testu, myszy zostaty podzielone
na grup¢ kontrolng ibadawcza, ktore otrzymaty odpowiednio iniekcje placebo oraz
roztworu chlorowodorku nalmefenu lub chlorowodorku cyprodime. Faza post-testu
przebiegata analogicznie do pre-testu. Analizowano czas przebywania w kazdym
z przedziatow i porownano wyniki preferencji z pre-testem oraz réznice dla osobnikow

z grupy kontrolnej i badane;j.

7.4 Analiza statystyczna

Przebieg 30-minutowych prob byl nagrywany za pomocg kamer Basler GigE
i analizowany w programie Noldus EthoVision 11.5.

Analizg¢ statystyczng dotyczaca rdznic miedzy badanymi grupami przeprowadzono
z uzyciem testu t Studenta dla poréwnan dwoch grup oraz dwuczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) w modelu mieszanym w przypadku poréwnan dla wigcej niz dwoch

prob w programie GraphPad Prism. Edycji rycin dokonano w programie Inkscape.
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8. Wyniki

Pierwszy etap badan polegat na wyborze dwodch kontekstow, czyli rodzajow $ciolek,
ktore bylyby dla zwierzat neutralne. W serii wstepnych doswiadczen przeanalizowana
zostala naturalna preferencja myszy do $cidlek przygotowanych z celulozy, réznych
rodzajow drewna i liSci kukurydzy. Ostatecznie $ciotki z celulozy i buka okazaly si¢
neutralne inie byly wzgledem siebie preferowane. Nastgpnie zbadano nabywanie
preferencji $cidtki skojarzonej z kontekstem spotecznym i wpltyw podania leku na
ekspresj¢ nabytej preferencji. W pierwszej kolejnosci zbadana zostata poczatkowa
preferencja migdzy dwoma nowymi kontekstami (pre-test), po czym zwierze w kolejnych
24-godzinnych okresach warunkowania przebywato w klatce w towarzystwie
rowiesnikow w jednym z kontekstow oraz samotnie w drugim kontekscie.

Po warunkowaniu, zwierzeta otrzymaty nalmefen (1mg/kg, 5ul/g) lub roztwor soli
fizjologicznej (kontrola) i ponownie zbadana zostata preferencja migdzy kontekstami
(post-test). Wynik doswiadczenia przedstawiony jest na Rycinie 4. Zgodnie
z oczekiwaniami u zwierzat kontrolnych zaobserwowano znamienny wzrost preferencji
kontekstu skojarzonego z przebywaniem w grupie. Z kolei u zwierzat, ktore otrzymaty
nalmefen, nie zostata zaobserwowana zmiana w preferencji, a analiza wariancji wskazata
na znaczgcg interakcje miedzy faza testu i podaniem leku (Ryc. 4AB, dwuczynnikowa
ANOVA, pre-post test czas F(1,17)= 10,58, p= 0,0047, lek F(1, 17)= 0,13, p= 0,723,
pre-post test czas % lek F(1, 174)= 6,08, p= 0,0246). Wynik jednoznacznie wskazuje, ze
kontakt spoteczny zadziatal nagradzajaco, a podanie nalmefenu zahamowato ekspresje
nabytej preferencji, co ilustruja wskazniki preferencji spotecznej (Ryc. 4C, test t Studenta
dla jednej proby, t9=2,569, p=0,0332).

W drugim eksperymencie zwierzgta po sesjach warunkowania otrzymaty iniekcje
cyprodime (1mg/kg, 5ul/g) lub soli fizjologicznej (kontrola). Na podstawie wyniku
interakcji mozna powiedzie¢, ze cyprodime nie rdznil si¢ dziataniem na nagrode
spoteczng od fizjologicznego roztworu soli. (Ryc. 5AB, dwuczynnikowa ANOVA, pre-
post test czas F(1,21)= 8,37, p= 0,0087, lek F(1,21)=0,15, p=0,7061, pre-post test czas x
lek F(1,21)= 0,37, p= 0,5478). Réwniez wskazniki interakcji spotecznej nie wskazujg na
réznice migdzy grupa badang a kontrolng (Ryc. 5C, test t Studenta dla jednej proby,
t10=0,4723, p=0,6469).
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Ryc. 4 Wyniki testu preferencji kontekstu spolecznego w eksperymencie z podaniem
nalmefenu. A) Procent czasu spedzonego przez myszy z grupy kontrolnej w kontekscie
spotecznym w czasie pre-testu i post testu. Liczebno$¢ grupy wynosita n=10 osobnikow. Symbol
,»¥*” wskazuje na p<0,01 w tescie ANOVA. B) Procent czasu spedzonego przez myszy z grupy
badanej w kontekscie spotecznym w czasie pre-testu i post-testu. Liczebno$¢ grupy wynosita
n=10 osobnikéw. C) Wskaznik preferencji spotecznej. Ustalany wedtug iloczynu czasu

spedzonego W kontekscie spotecznym w czasie post-testu (%) i pre-testu (%). Stupki bledoéw

oznaczaja SEM.
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Ryc. 5 Wyniki testu preferencji kontekstu spolecznego w eksperymencie z podaniem
cyprodime. A) Procent czasu spedzonego przez myszy z grupy kontrolnej w kontekscie
spotecznym W czasie pre-testu i post-testu. Liczebnos¢ grupy wynosita n=11 osobnikow. B)
Procent czasu spedzanego przez myszy z grupy badanej w kontekscie spotecznym w czasie pre-
testu i post-testu. Liczebno$¢ grupy wynosita n= 12 osobnikéw. Symbol ,,*”” wskazuje na p<0,05
w tescie ANOVA. C) Wskaznik preferencji spotecznej. Ustalany wedlug iloczynu czasu
spedzonego W kontekscie spotecznym w czasie post-testu (%) i pre-testu (%). Stupki bledow
oznaczaja SEM. Symbol ,,*”” wskazuje na p<0,05 w tescie t Studenta dla jednej proby.

24



A przebyty dystans B szybkosc

2000- 5- . ko:mo;u
. ® nalmeren
@ o® d [ ]
6000{  °* 1 o
oy ™ .. L ]
— # - * e 31 s é » ?I
g L ] a® = ﬁ -
E4000] ¢ ¢ b - 4.
=5 ] . » ®
2000+
1_
0= T 0= T
\":} \é\ '\"-'G} *@;} \':':} .\a.'“} '\."'-"5. '@c}
& § & 0§

Ryc. 6 Dystans is$rednia szybkos¢ w fazie pre- i post-testu u myszy z grupy kontrolnej
i badanej, poddanej dzialaniu nalmefenu. A) Dystans przebyty przez myszy podany
w jednostkach [cm]. B) Srednia szybkos$¢ osiagana przez myszy wyrazona W jednostkach [cm/s].

Analizie poddana zostata rowniez aktywno$¢ ruchowa zwierzat podczas pre- i post-testu.
Zaobserwowano, ze jakkolwiek myszy mialy wigkszg aktywno$¢ w post-tescie, to
podanie leku nie miato wplywu na faczny przebyty dystans. Wyniki analizy wariancji
aktywnosci w doswiadczeniach z nalmefenem (ANOVA) icyprodime (ANOVA) sa
bardzo zblizone (Ryc. 6A dla grupy kontrolnej i nalmefenu, dwuczynnikowa ANOVA,
faza testu F(1,17) = 21,22, p= 0,0003; dystans F(1,17)= 0,02508, p = 0,8760; dystans x
faza testu F(1,17) = 2,579, p= 0,1267, Ryc. 7A dla grupy kontrolnej i cyprodime,
dwuczynnikowa ANOVA, faza testu F(1,19) = 44,52; p< 0,0001; dystans F(1,19) =
0,2642; p=0,6132; dystans x faza testu F(1,19)= 0,8592, p= 0,3656).
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Ryc. 7 Dystans i $rednia szybkos¢ w fazie pre- i post-testu u myszy z grupy kontrolnej
i badanej, poddanej dzialaniu cyprodime. A) Dystans przebyty przez myszy podany
W jednostkach [cm]. B) Srednia szybkos¢ osiagana przez myszy wyrazona W jednostkach [cm/s].

Srednia szybko$¢ podczas poruszania si¢ to dystans przebyty w okreslonej jednostce
czasu analizowany w programie EthoVision. Warto$¢ ta rOwniez byta nizsza w fazie pre-
testu niz w fazie post-testu, natomiast nie roznita si¢ u myszy z grupy kontrolnej
I poddanej dziataniu leku w fazie post-testu (Ryc. 6B dla grupy kontrolnej i nalmefenu,
dwuczynnikowa ANOVA, faza testu F(1,17)= 22,29, p= 0,0002; szybkos¢ F(1,17)=
0,03802, p=0,8477; szybkos¢ x faza testu F(1,17)= 3,044, p=0,0991.) Ryc. 7B dla grupy
kontrolnej i cyprodime, dwuczynnikowa ANOVA, faza testu F(1,19)= 37,17, p < 0,0001;
szybkosé F(1,19)=0,3284, p=0,5733; szybkos¢ x faza testu F (1,19)=0,9698, p=0,3371).
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9. Dyskusja i wnioski

Badania nad rolag uktadu opioidowego W oddziatywaniach spotecznych o charakterze
nagradzajagcym s3 dobrym wyjSciem do zrozumienia podstaw tych zachowan.
Dowiedziono, ze pewne interakcje spoteczne petnig funkcje nagrody rowniez dla gryzoni,
W tym myszy, stad ich wyboér jako model badawczy. W tescie warunkowanej preferencji
kontekstu spotecznego podanie nalmefenu, ale nie cyprodime, wywotato zmiang
w zachowaniu myszy w porownaniu Z grupg kontrolng. Zaburzenie dzialania uktadu
opioidowego moze mie¢ zwigzek z brakiem ekspresji nagrody spoleczne;.

Test warunkowanej preferencji miejsca jest uzywany szczeg6lnie w badaniach nad
wzmacniajacymi lub awersyjnymi wilasciwosciami substancji farmakologicznych.
Procedura sprawdza si¢ réwnie dobrze do mierzenia mechanizméw kontrolujagcych
zachowania motywacyjne z uwzglgdnieniem struktur moézgowych, w przypadku gdy
iniekcje leku podawane sg bezposrednio do miejsca W mozgu, ktore moze mied
potencjalny udziat w ksztattowaniu nagrody. Metodyka testu warunkowanej preferencji
miejsca pozwala takze na poréwnywanie rdznic W przejawianiu zachowan
motywacyjnych miedzy zwierzetami z wyciszeniem (ang. knock-down) lub usunigciem
(ang. knock-out) danego typu receptora. Z kolei protokot warunkowanej preferencji
kontekstu spotecznego zostal zaimplementowany W celu potwierdzenia, ze dla badanych
zwierzat zycie W grupie ma wlasciwosci nagradzajace. Przeprowadzone w ramach mojej
pracy licencjackiej eksperymenty z uzyciem paradygmatu warunkowanej preferencji
kontekstu spotecznego potwierdzity stanowisko mowigce 0 tym, ze kontakt spoteczny
posiada wlasciwoéci nagradzajace (J. B. Panksepp & Lahvis, 2007). Srodowisko
neutralne w pierwszej fazie testu wyzwalalo dzialania motywacyjne na skutek
skojarzenia go z wystepowaniem kontekstu spotecznego, co mozna byto zaobserwowac
w fazie post-testu. Przewazajaca czg$¢  zwierzat z grup kontrolnych wybierata
srodowisko skojarzone z kontekstem spolecznym, co $wiadczy roéwniez 0 udanym
wdrozeniu protokotu W naszym laboratorium na zwierzgtach pochodzacych z hodowli
Instytutu Farmakologii PAN. Pojedyncze osobniki, ktore nie wyksztalcity preferencji
kontekstu spolecznego, moga by¢ przejawem réznic mi¢dzyosobniczych. Jak pokazuja
badania Pankseppa, istniejg pewne szczepy myszy wykazujace mniejszg sklonnos¢ do
wyboru miejsca skojarzonego z obecnoscia kontekstu spotecznego. Rowniez odpowiedni

dobor wieku oraz ptci myszy jest kluczowy do otrzymania wymiernych wynikow testu,

27



poniewaz przejawianie zachowan zorientowanych na nagrode spoleczng u samcow
myszy powyzej piatego tygodnia zycia maleje, co zostalo zaobserwowane we
wczesniejszych eksperymentach (Délen i in., 2013).

Zastosowanie ligandoéw receptorow opioidowych w protokole warunkowanej preferencji
kontekstu spolecznego pozwolito na ocen¢ znaczenia uktadu opioidowego
W przejawianiu zachowan motywacyjnych. Podobny schemat eksperymentalny zostat
podjety w badaniach z2018 roku, podczas ktérych szczury otrzymywaly iniekcje
morfiny lub naloksonu (Achterberg iin., 2018). Zwierz¢ta traktowane morfing
wyksztalcity silniejsza preferencje kontekstu spotecznego niz zwierzeta z grupy
kontrolnej, natomiast podanie naloksonu wywotato efekt odwrotny. W mojej pracy
zastosowano antagonistow receptorow opioidowych — nalmefen i cyprodime, przy czym
nalmefen jest takze cz¢siowym agonista receptoréw k opioidowych. Z racji tego, ze lek
podawany byl tuz przed faza post-testu, mozliwe bylo sprawdzenie jego wpltywu na
ekspresje zachowan motywacyjnych ukierunkowanych na nagrode spoleczng, a nie na
przebieg warunkowania.

Znaczacy spadek preferencji kontekstu spolecznego po podaniu nalmefenu sugeruje
negatywny wplyw substancji na przejawianie zachowan zorientowanych na nagrode
spoteczna. Mimo tych samych sesji warunkowan zwierzgta z grupy kontrolnej chetniej
wybieraly $rodowisko skojarzone z przebywaniem w grupie niz zwierzeta z grupy
poddanej dziataniu nalmefenu.

Brak réznic w preferencji kontekstu spotecznego w grupie cyprodime moze byc¢
spowodowany znacznie innym powinowactwem cyprodime do receptorow opioidowych
niz nalmefen. Proponowang przyczyng moze by¢ selektywnos$¢ cyprodime do jednego
typu receptorow - p opioidowych, wykluczajac zbadanie znaczenia pozostatych, o i «,
w ksztattowaniu nagrody spoteczne;j. Efekt po podaniu nalmefenu moze wynika¢ z faktu,
ze nalmefen jest czesciowym agonistg receptoroOw «, a ich pobudzenie moze zmniejszac
che¢ podejmowania zachowan spotecznych (Trezza iin., 2011). W dalszych planach
uzasadnione byloby zastosowanie innych antagonistéw opioidowych w celu zbadania
wplywu inaktywacji poszczegdlnych receptoré6w na interakcje spoteczne 0 charakterze
nagradzajgcym.

Obie substancje zastosowane w protokole warunkowanej preferencji miejsca, nalmefen
I cyprodime, nie wplynety na aktywnos$¢ motoryczng badanych zwierzat. Mierzone

w czasie fazy pre- i post-testu wartosci przebytego dystansu i $redniej szybko$ci nie
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roznig si¢ miedzy grupami zwierzat. Jest to istotny wynik mowigcy 0 braku skutkéw
ubocznych lekow na przejawianie ogélnych zachowan przez zwierzeta, ktérych zmiana
moglaby wptywac na zlg interpretacje rezultatow eksperymentu nad nagroda spoteczng.
Podanie substancji nie ostabiato zdolnosci do eksploracji i swobodnego przemieszczania
si¢ po klatce, nie wptywalo tez na spowolnienie ogblnej szybkosci ruchowej. Wyzsze
wartosci Sredniej szybkosci 1 przebytego dystansu w koncowej fazie testu maja zwigzek
z dojrzewaniem i przybieraniem na wadze, szczeg6lnie intensywnymi W pierwszych
tygodniach zycia myszy.

Przeprowadzone badania wskazuja na udzial endogennego uktadu opioidowego
w modulowaniu nagrody spolecznej. Dziatanie na receptory opioidowe wptywa na
ekspresje zachowan motywacyjnych skierowanych na interakcje spoleczne oraz ich

nagradzajace wiasciwosci.
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