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Streszczenie

Zwierzeta wykazuja wrodzone, filogenetycznie ciaglte zachowania spoteczne,
przejawiajace si¢ w postaci pierwotnych instynktéw, bedacych wynikiem reakcji
na specyficzne bodzce spoteczne. Zachowania spoteczne moga mie¢ charakter
pozytywny (afiliacyjne) lub negatywny. Afiliacyjne zachowania spoteczne maja
warto$¢ nagradzajaca, objawiajacg si¢ odczuciem przyjemnosci, a takze uruchomieniem
procesOw motywacyjnych oraz zwigzanych z uczeniem si¢. Nagroda spoleczna jest
prawdopodobng pobudka do dokonywania przez zwierzeta wyboréw przynoszacy
korzy$¢ innym, jednakze istnienie zachowan prospotecznych u myszy jest kwestig
do tej pory nierozstrzygnieta. Zachowania spoleczne zalezg od funkcjonowanie struktur
zwigzanych z systemem nagrody, ktorych aktywno$¢ modulowana jest przez endogenny
uktad opioidowy.

Celem mojej pracy magisterskiej byta weryfikacja hipotezy, ze genetyczna
modyfikacja uktadu opioidowego bedzie przyczyna zmian fenotypu zachowan
spolecznych. Do badan wykorzystatam transgeniczne myszy Oprd1/Oprm1P**P,
u ktorych dokonano wyciszenia receptorow opioidowych p i & na neuronach
wyrazajacych receptory dopaminy D1. Ponadto, aby stwierdzi¢, czy myszy wykazuja
zachowania prospoteczne, zaadaptowano test wyborow prospotecznych opracowany
do badania szczuréw (Hernandez-Lallement i wsp., 2015).

Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaly, ze u myszy Oprdl/Oprm1°+*P
ekspresja transgenu zachodzi w strukturach drogi bezposredniej petli korowo-
podstawnej. Obnizenie aktywacji uktadu opioidowego w strukturach zwigzanych
z ukladem nagrody nie wywotato istotnych zmian w podstawowym fenotypie
(aktywnosci motorycznej, zachowaniach lgkowych, uczenia si¢, pamigci i wrazliwos$ci
na bodzce) oraz catkowitym czasie spedzanym na kontakcie z partnerem. Niemniej
myszy Oprd1/Oprm1P" P charakteryzowaty sie wydluzonym czasem do podjecia
interakcji. Dodatkowo wplyw hamowania uktadu opioidowego na wydhluzenie czasu
inicjacji zachowan spotecznych potwierdzono w eksperymencie z zastosowaniem
antagonisty receptoréw opioidowych. Natomiast test wyboréw prospotecznych nie dat
jednoznacznych wynikéw pozwalajacych stwierdzi¢ czy myszy wykazuja zachowania
prospoteczne, jednakze nie wykluczono modulacyjnego dziatania uktad opioidowego

na podejmowanie wyborow w kontekscie spotecznym.



Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze U myszy
Oprd1/0Oprm1P**P inaktywacja receptorow opioidowych p i & zlokalizowanych
na drodze prazkowiowo-czarnej wydtuza czas inicjacji interakcji spotecznej, co moze
by¢ przejawem zaburzen motywacji spotecznej oraz sugeruje rozdzielno$¢ procesow

motywacyjnych dla domeny spotecznej i niespoleczne;.



Abstract

Social behaviors represent innate, evolutionarily conserved responses triggered
by cues from conspecifics. Social interaction can be experienced as positive (affiliative)
or negative (aversive). Affiliative social behaviors have rewarding properties, elicit
pleasurable feelings, activate motivational and learning processes. Therefore, social
reward is likely to drive prosocial decision making. Prosociality is a common feature
in many species, however, if remains uncertain if mice exhibit prosocial behaviors
beyond those related to parental care and mating. Social behaviors depends on reward
system functioning and are modulated by the endogenous opioid system.

The aim of this study was to examine whether genetic disruption of endogenous
opioid system would lead to changes in social behavior. To test this hypothesis | have
performed experiments on genetically modified Oprd1/Oprm1°**P mice, which have
a knock-down of u and 6 opioid receptors in neurons expressing dopamine receptors
D1. In order to investigate prosocial behaviors in mice | adapted the method developed
by Hernandez-Lallement and colleagues (Hernandez-Lallement et al., 2015).

My experiments confirmed that expression of the transgene is present in the
direct pathway of the cortico-basal ganglia loop. The mutation had no apparent
influence on basic behaviors (motor activity, anxiety- like behavior, learning, memory
and stimulus sensitivity) and did not cause any changes in total time spend on social
interaction. However, mutant mice were significantly slower to approach a previously
unknown mouse. Interestingly, administration of an opioid antagonist before the social
interaction test had a similar effect. Experiments directly testing prosocial choices were
inconclusive, the observed tendencies did not reach significance.

In conclusion, the activity of p and 6 opioids receptors located in direct pathway
influences social behavior in mice. The increased latency to approach a conspecific
could be a manifestation of impaired social motivation. Speculatively, these results
might suggest a dichotomy of motivational processes related to social and non-

social domains.
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Wstep

Przedmiotem badan przeprowadzonych w ramach pracy magisterskiej byty
mechanizmy kierujace dziataniem uktadu nagrody w kontekscie zachowan spotecznych.
W pierwszym rozdziale zostaje omowiona rola szlakoéw dopaminowych oraz aktywacji
endogennego uktadu opioidowego na aspekt motywacyjny oraz odczuwanie
przyjemnosci, ktore zwigzane sg z doswiadczaniem nagrody. Natomiast druga cze¢sé
wstepu skupiona jest na oméwieniu wptywu transmisji opioidowej na rézne aspekty

zachowan spolecznych oraz proceséw podejmowania decyzji prospotecznych.

Ukiad nagrody

Nagroda to bodziec apetytywny, zazwyczaj o dziataniu wzmacniajagcym, ktory
w przysztosci zwigksza prawdopodobienstwo przejawiania odpowiednich zachowan.
Wzmocnienie moze by¢ mechanizmem adaptacyjnym, prowadzacym do lepszego
dostosowania jednostki poprzez utrzymanie homeostazy organizmu, zwigkszenie szansy
na sukces reprodukcyjny, realizacjc wewnetrznych instynktow oraz odczucie
przyjemnosci (Fields i Margolis, 2015; Schultz, 2015). Zatem terminy ,,nagroda” oraz
,Wzmocnienie” nie sg tozsame, jednak bezposrednio ze sobg zwigzane. Nagroda nie jest
cechg bodzca, ale odnosi si¢ do aktywowanych mechanizméw mézgowych, ktore moga
by¢ na biezgco aktualizowane.

Warto$¢ nagradzajaca mozna rozpatrywaé¢ w kontekscie trzech komponentow
o roznych psychologicznych i fizjologicznych podiozach: lubienia, chcenia oraz
uczenia. Lubienie definiowane jest jako hedonistyczna warto$¢ nagrody, wywotujaca
odczucie przyjemnosci niekoniecznie bedace efektem $wiadomej konstatacji. Lubienie
jest wynikiem oceny bodzcow zmystowych, ktéra zalezy od kontekstu 1 zmieniajgcych
si¢ potrzeb fizjologicznych organizmu. Struktury mozgowe odpowiedzialne
za wywotanie wrazenia przyjemnosci oraz kodujace hedonistyczng informacje moga si¢
rozni¢. Mdzgowe centra przyjemnosci zlokalizowano w czegsci przysrodkowej tylno-
bocznej skorupy jadra potlezacego, brzusznej galce bladej (VP) oraz jadrach
okotoramieniowych mostu, a ich aktywnos¢ wykazuje wielopoziomowe powigzania
(Berridge i Kringelbach, 2008; Castro i Berridge, 2014).

Drugim aspektem nagrody jest chcenie, rozumiane jako motywacja zwigzana
z podejmowaniem dziatan ukierunkowanych na uzyskanie nagrody i jej konsumpcje.

Chcenie moze odnosi¢ si¢ do wrodzonego bodzca motywacyjnego lub by¢ wynikiem



adaptacyjnych wzmocnien. Motywacja w tym znaczeniu modulowana jest przez
aktywno$¢ obszaréw podkorowych 1 jest zwigzana z utrzymaniem homeostazy
(Berridge, Robinson i Aldridge, 2009).

Ostatnim wyrdznionym komponentem nagrody jest zdolno$¢ do przewidywania
nagrody, ktora jest w duzym stopniu zalezna od stanu motywacyjnego oraz wartosci
hedonistycznej bodzca (Berridge, Robinson i Aldridge, 2009) i jest wynikiem uczenia
opartego na wzmocnieniach (Schultz, 2015).

Kluczowymi strukturami anatomicznymi systemu nagrody sa brzuszne pole
nakrywki (VTA) 1 jadro potlezace (NAc), bedace czgscig sieci polaczen, ktérych
aktywacja opiera si¢ na zasadzie sprz¢zen zwrotnych (Russo i Nestler, 2013). NAc jest
czescig prazkowia brzusznego, ktore rozni si¢ od prazkowia grzbietowego architekturg
potaczen z innymi obszarami moézgu (Kupchik i wsp., 2015). Gtownym rodzajem
neurondow wystepujacych w prazkowiu sg dwie populacje GABA-ergicznych $rednich
neuronéw kolczystych, tworzacych droge bezposrednia (prazkowiowo-czarng)
oraz posrednig (prazkowiowo-bladg). Droga bezposrednia dociera do SNpr poprzez
gatke bladg wewnetrzng 1 jadro niskowzgorzowe, natomiast droga posrednia dodatkowo
przechodzi przez gatke bladg zewngtrzng. Neurony $ciezki bezposredniej charakteryzuja
si¢ ekspresja receptoréw dopaminy D1, dodatkowo wydzielaja dynorfiny i substancje P.
Natomiast $ciezk¢ posrednig tworza neurony wyrazajace receptory dopaminy D2
oraz enkefaling (Gerfen i Surmeier, 2011). Aktywno$¢ S$ciezki bezposredniej
1 posredniej kontroluje pobudzenie wielu struktur mozgowych, ktore zwrotnie wptywaja
na ich funkcjonowanie. Przyktadami tychze struktur zaangazowanych w przetwarzanie
ruchowych, kognitywnych oraz emocjonalnych aspektow nagrody sa przysrodkowa
kora przedczotowa, grzbietowa kora zakrgtu obreczy, hipokamp, ciato migdatowate,

wzgorze czy boczne podwzgorze (Haber i Knutson, 2009).

Uktad dopaminergiczny

Dopamina jest najwazniejszym neuroprzekaznikiem zwigzanym z dzialaniem
uktadu nagrody a jej uwalnianie zachodzi glownie na czterech szlakach.
W $rodmoézgowiu dopamina syntetyzowana jest w VT A oraz czesci zbitej istoty czarnej
(SNpc). Neurony VTA wysylajg swoje projekcje do struktur limbicznych,
w szczeg6Olnosci NAc i guzka wechowego, bedacych czescig brzusznego prazkowia
(szlak mezolimbiczny) oraz do kory przedczotowej (szlak mezokortykalny). Aktywnos$¢

systemu mezokortykolimbicznego w duzym stopniu odpowiedzialna jest za reakcje
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emocjonalne i procesy kognitywne. Natomiast neurony SNpc wysylaja zakonczenia
do grzbietowego prazkowia, tworzac szlak nigrostriatalny (prazkowiowo-czarny), ktory
zwigzany jest gldowne z koordynacjg aktywnosci motorycznej. Grzbietowe prazkowie
(Arias-Carrion i wsp., 2010; Ikemoto, 2007; Wise, 2004). Innym szklakiem
nie bedacym czescia uktadu nagrody jest szlak guzkowo-lejkowy tworzony przez
neurony jadra ‘lukowatego podwzgdrza kontrolujace uwalnianie prolaktyny
z przedniego ptata przysadki (Gudelsky, 1980). Dziatanie dopaminy na kazdym z tych
szlakow podlega specyficznej regulacji i wywotuje odmienne efekty.

Dopamina uruchamia rézne kaskady molekularne, w zaleznosci od typu
receptora, na ktory oddzialuje. Receptory z grupy DI (receptory DI i DS)
sg receptorami postsynaptycznymi zwigzanymi z biatkiem Gs lub Gr a ich pobudzenie
skutkuje aktywacja cyklazy adenylanowej i wzrostem stezenia cAMP. Natomiast
receptory z grupy D2 (D2, D3, D4) zwigzane sg z bialkiem Gj, | zlokalizowane
presynaptycznie lub postsynaptycznie. Ich aktywacja prowadzi do zahamowania
cyklazy adenylanowej, dodatkowo powodujac otwarcie kanatow potasowych. Gestos¢
receptorow D1 jest wyzsza w korze przedczolowej, natomiast D2 w jadrach
podkorowych (Arias-Carrion i wsp., 2010). Wplyw dopaminy wydzielanej przez SNpc
oraz VTA na funkcjonowanie struktur uktadu nagrody jest zalezny od aktywowanej
$ciezki. Stymulacja drogi bezposredniej daje efekt pobudzajacy, natomiast posrednie;j
hamujacy. Ponadto aktywnos$¢ jader podkorowych i neuronéw dopaminergicznych jest
zwrotnie modulowana przez kore mozgowa i wzgorze (Gerfen i Surmeier, 2011).

Rola dopaminy w mediowaniu nagrody jest badana od dziesigcioleci.
We weczesnych eksperymentach wykazano, ze zarowno jedzenie jak i substancje
uzalezniajace prowadza do zwigkszenia stgzenia dopaminy i jej metabolitéw w NAc
(Di Chaira i Imperato, 1988; Hernandez i Hoebel, 1988; Radhakishun, van Ree i
Westerink, 1988). Jednak. nalezy mie¢ na uwadze, ze wzrost stezenia dopaminy w NAc
nie jest jednoznaczny z uzyskaniem nagrody (Fields i Margolis, 2015). Obecnie uwaza
sie, ze, ze dopamina koduje informacje nie o samej nagrodzie, ale raczej o wypadkowej
oczekiwan zwigzanych z nagroda (z ang. reward prediction error) (Schultz, 2013).
Ponadto jej rola zwigzana jest z motywacyjnym i antycypacyjnym aspektem nagrody,
natomiast nie jest kluczowa dla samych zachowan konsumpcyjnych czy warto§ciowania
nagrody (Barbano i Cador, 2007). Stwierdzono, ze procesy motywacyjne 0raz zwigzane
z uczeniem si¢ posiadajg odrgbne podloze fizjologiczne, opierajace si¢ na odmiennej

aktywno$ci neurondow dopaminergicznych $rodmdzgowia: tonicznej 1 fazowe;.
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Aktywnos$¢ fazowa wigzana jest gtownie z pobudzeniem receptoréw D1 i procesami
opartymi na uczeniu, doktadniej z wykrywaniem btedu oczekiwan odnoszacych si¢
do nagrody. Obserwuje si¢ ja w odpowiedzi na nowy apetytywny bodziec lub bodziec
skojarzony z dostarczeniem nagrody. Co wigcej, jesli po bodzcu warunkowym
nie pojawila si¢ oczekiwana nagroda, aktywnos$¢ fazowa neurondow jest hamowana.
Natomiast aktywno$¢ toniczna prowadzi do pobudzenia receptoréw D2 i zaangazowana
jest w regulacj¢ procesow motywacyjnych (Schultz, 2015). Obecnie wskazuje sig,
ze wpltyw aktywacji neuronéw dopaminowych i wydzielania dopaminy na motywacje
I procesy uczenia jest bardziej skomplikowany (Berke, 2018).

W oparciu o przytoczone powyzej badania sformutowano poglad obecnie
dominujacy, ze dziatanie dopaminy opiera si¢ na aktywacji wielu struktur mézgowych
i zwigzane jest z przetwarzaniem informacji o nagrodzie skierowanym na przesztos¢
(uczenie si¢) oraz przyszto§¢ (motywacja). Pobudzenie ukladu nagrody jest
modulowane przez liczne neuroprzekazniki, w tym opioidy, ktérych rola zostanie

szerzej opisana w dalszej cze$ci pracy.

Endogenny uktad opioidowy

Endogenne opioidy wplywaja na szereg waznych funkcji fizjologicznych,
zaleznych od lokalizacji 1 typu receptora na ktory oddziatuja. Receptory opioidowe
zlokalizowane sg zarowno w o$rodkowym jak i obwodowym uktadzie nerwowym.
Najwigcej receptorow opioidowych wystepuje w uktadzie pokarmowym, gdzie reguluja
perystaltyke jelit. Rola opioidow jest kojarzona gtownie z dziataniem przeciwbolowym,
analgezja oraz modulacja odpowiedzi na stres. Opioidy sg roéwniez zwigzane
z odczuwaniem przyjemnosci, regulacja nastroju oraz uzaleznieniami (Merrer i wsp.,
2009). Ponadto wykazano modulacyjny wplyw opioidow na zachowania spoteczne
(Johnson, 1992; Moles, Kieffer i Amato, 2004; Normansell i Panksepp, 1990),
co stanowi gtowny temat niniejszej pracy.

Endogenne  opioidy powstaja z  trzech  biatek  prekursorowych:
proopiomelnakortyny (POMC), proenkefaliny oraz prodynorfiny, z ktorych
po odpowiednich modyfikacjach potranslacyjnych powstajg, odpowiednio, B-endorfiny,
enkefaliny (Met-enkefalina i Leu-enkefalina) oraz dynorfiny (dynorfina A, dynorfina B,
neoendorfina) (Akil i wsp., 1984). Wyrdznia si¢ trzy klasy receptorow opioidowych
L, 6 oraz K, wszystkie one nalezg do rodziny receptorow metabotropowych zwigzanych

z biatkiem G. Potencjalnie wszystkie peptydy opioidowe majg zdolnos¢ aktywacji
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trzech klas receptorow opioidowych, jednak réznig si¢ powinowactwem. Stwierdzono,
ze P-endorfina 1 enkefaliny maja najwicksze powinowactwo do receptorow
n 1 0, ktorych aktywacja powoduje spadek pobudliwosci neuronu i1 hyperpolaryzacje.
Mechanizm opiera si¢ na hamowaniu aktywnos$ci cyklazy adenylanowej oraz otwarciu
kanatow  potasowych GIRK. Ponadto zamykane s3 kanaly wapniowe,
co w konsekwencji zmniejsza prawdopodobienstwo uwolnienia neurotransmitera
z zakonczen synaptycznych. Z kolei dynorfiny charakteryzuja si¢ najwyzszym
powinowactwem do receptora k, ktorego aktywacja prowadzi do zamkniecia kanalow
wapniowych oraz zmniejszenia ilosci uwalnianych neuroprzekaznikow (Galligan,
Akbarali, 2015). NA poziomie molekularnym dziatanie wszystkich typéw receptorow
opioidowych jest zblizone, jednak sg one zlokalizowane w roznych miejscach
na komorce (i na réznych typach komorek), stad tez fizjologiczne efekty ich aktywacji
sg odmienne.

Receptory opioidowe wystepuja powszechnie w moézgowiu, glownie w korze
mozgowej, ukladzie limbicznym oraz pniu moézgu. Receptory p zlokalizowane
sa w ciele migdatowatym, wzgorzu, $srédmoédzgowiu oraz niektérych jadrach pniu
mozgu. Czesto wspotwystepuja z receptorami k, ktérych szczegdlnie duza ekspresja
widoczna jest w podstawnym przodomoézgowiu. Natomiast receptory 6 znajduja
sie¢ w najwigkszej ilosci w strukturach wechowych, korowych i1 prazkowiu. Receptory
opioidowe modulujg aktywnos¢ przede wszystkim neuronow lokalnych, a ich ekspresja
w duzym stopniu pokrywa si¢ z ekspresja peptydow opioidowych. Proenkefalina
to najbardziej rozpowszechniony prekursor opioidowy. W osrodkowym systemie
nerwowym syntetyzowana jest w korze 1 strukturach podkorowych, z najwyzsza
ekspresja we wzgorzu. Ponadto jej obecnos¢ stwierdza si¢ w rdzeniu kregowym, gdzie
bierze udzial w transmisji nocyceptywnej. Natomiast prodynorfina jest niemal
nieobecna we wzgbérzu a syntetyzowana przede wszystkim w jadrze potlezacym,
niektorych jadrach podwzgoérza oraz pniu mozgu. Neurony produkujace POMC
sa nieliczne 1 ograniczajg si¢ do jadra tukowatego podwzgorza, przysadki oraz jadra
pasma samotnego. Wysylaja one projekcje do odlegtych struktur moézgowych, w
ktorych mozna stwierdzi¢ obecnos¢ B-endorfin (Akil et al., 1984; Merrer i wsp., 2009).
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Rola opioidéw w regulacji uktadu nagrody- mechanizmy uwalniania
dopaminy

W pracy magisterskiej skupitam si¢ na roli uktadu opioidowego w modulowaniu
aktywnos$ci ukladu nagrody. Istnieje szereg dowodow wskazujacych na nagradzajace
dziatanie opioidow uwalnianych w VTA i NAc (Fields i Margolis, 2015).
We wczesnych pracach z uzyciem protokolu samopodawania substancji wykazano,
ze szczury chetnie naciskaja dzwignie, aby uzyska¢ dawke morfiny (nieselektywnego
agonisty receptorow opioidowych), DAMGO (agonisty receptoréw ) lub DPDPE
(agonisty receptorow 8) do VTA. Ponadto ustalono, ze efektywna dawka DAMGO jest
stukrotnie mniejsza niz DPDPE, co sklania do wniosku, Ze nagradzajace efekty
opioidow sg mediowane glownie przez receptor opioidowy p (Devine i Wise, 1994).
W badaniach z uzyciem mikrodializy ustalono, ze dokomorowe iniekcje DAMGO
I DPDPE skutkuja wzrostem stezenia dopaminy i jej metabolitow w NAc, natomiast
agonisci receptorow k wywolujg efekt odwrotny. Dodatkowo wykazano,
ze jednorazowe podania antagonistow receptoréw opioidowych nie wplywaty
na poziom dopaminy w NAc (Spanagel, Herz, i Shippenberg, 1990). W innym
eksperymencie, w ktorym podawano substancje bezposrednio do VTA potwierdzono
stymulujacy  wplyw  selektywnych ~ agonistbw  receptorow  opioidowych
u i & na wydzielanie dopaminy w brzusznym prazkowiu, jednak w odroznieniu
od iniekcji obwodowych agonista receptorOw « nie wywieral zadnego efektu
(Devine 1 wsp., 1994). Ponadto badania Steina udowodnily odwrotng zalezno$é¢
przyczynowa, wykazujac zmiany wydzielania opioidow w reakcji na elektryczng
stymulacje VTA. Za pomoca metod autoradiograficznych stwierdzono wzrost
wydzielania opioidow w VP, SNpc, grzbietowo przysrodkowym wzgérzu, tylnym
podwzgorzu, czy jadrze niepewnym, natomiast spadek wydzielania opioidow
zaobserwowano w przysrodkowej uzdeczce oraz przedmurzu (Stein, 1993).

Wpltyw pobudzenia receptorow opioidowych na wydzielanie dopaminy zalezy
od typu i lokalizacji receptora. Wykazano, ze $rednie neurony kolczyste wyrazajgce
receptory dopaminy D2 wykazuja ekspresje receptorow opioidowych p i 6 (Banghart
I wsp., 2015; Oude Ophuis i wsp., 2014). Jednakze ekspresja receptorow opioidowych
na neuronach D1 jest kwestig sporng, poniewaz cze$¢ prac wskazuje na obecno$¢
wylgcznie receptoréw opioidowych p (Banghart i wsp., 2015; Oude Ophuis i wsp.,
2014), natomiast inne badania potwierdzaja wspotwystepowanie receptorow
opioidowych p i & (Ambrose i wsp., 2006; Harda i wsp. 2018). Natomiast receptory
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opioidowe « zlokalizowane sa presynaptycznie na neuronach SNpc/VTA
lub postsynaptycznie w prazkowiu (gléwnie brzusznym) a ich aktywacja przez
dynorfiny uwalniane na drodze pragzkowiowo-czarnej prowadzi do spadku uwalniania
dopaminy. Oznacza to, ze zmiany w lokalnym poziomie dynorfin oraz aktywacja
receptorow k odwrotnie koreluja z aktywacja neuronéw DI1. Z drugiej strony
pobudzenie presynaptycznych receptorow p i & zlokalizowanych na $rednich neuronach
kolczystych prowadzi do hamowania $ciezki posredniej, w konsekwencji zwigkszenia
ilosci wydzielanej dopaminy. Aktywno$¢ obu S$ciezek regulowana jest na zasadzie
negatywnego sprzezenia zwrotnego (Steiner i Gerfen, 1998). Ponadto badaniach in vitro
wykazaly, ze stymulacja receptorow opioidowych p w VTA powoduje hamowanie
aktywnosci interneuronow GABA-ergicznych, co w konsekwencji prowadzi
do odhamowania neuronéw dopaminergicznych (Johnson, 1992). Dziatanie agonistow
receptoréw opioidowych p w VTA moze prowadzi¢ do przeciwnego skutku poprzez
inhibicje  interneurondéw  GABA  tworzacy  zakonczenia ~na  neuronach
glutamatergicznych, co skutkuje pobudzeniem neuronéw dopaminowych. Co wigcej
istnieja subpopulacje neuronéw dopaminergicznych, u ktérych bezposrednia aktywacja
receptoréw u  opioidowych moze prowadzi¢c do pobudzenia lub inhibicji
(Fields i Margolis, 2015). Natomiast badania funkcji receptorow opioidowych
k zlokalizowanych bezposrednio na neuronach dopaminowych i ,trzeciorzedowych”
ujawnity zahamowanie aktywnosci tychze neuronow (Margolis i wsp., 2003).
W poézniejszych pracach Margolis i wspotpracownicy Stwierdzili, ze pobudzenie
receptorow opioidowych « w VTA prowadzi do spadku stezenia dopaminy tylko
w przysrodkowej korze przedczolowej, natomiast nie zmienia transmisji w NAC
(Margolis i wsp., 2006). Wynika z tego, ze w VTA istnieja farmakologicznie
i anatomicznie odmienne grupy neuronéw, ktorych aktywacja w zréznicowany sposob
zalezy od transmisji opioidowej. Ponadto nalezy podkresli¢, ze pobudzenie neuronow
dopaminergicznych nie jest jednoznaczne z uwalnianiem dopaminy, ktéore modulowane

jest przez szereg innych mechanizméw.

Rola opioidow w regulacji motywacji i odczuciu przyjemnosci

Dziatanie opioidow wigzane jest przede wszystkim z odczuciem przyjemnosci
1 wartosciowaniem nagrody. Wykazano, ze gdy zwierzgta maja wybor migdzy
preferowanym a niepreferowanym pokarmem dootrzewnowe podanie naloksonu

(niespecyficznego antagonisty receptorow opioidowych) prowadzi do zmniejszenia
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spozycia jedynie preferowanego pokarmu (Barbano i Cador, 2007). Wplyw opioidow
na subiektywng ocen¢ warto$ci hedonistycznej potwierdzili Wooley i wspotpracownicy,
dodatkowo wykazujac, ze za ten efekt odpowiedzialne sg receptory p opioidowe
zlokalizowane w NAc (Woolley, Lee, i Fields, 2006). Ponadto Barbano i Cador badali
role opioidow w procesach motywacyjny, ktore oceniali na podstawie czasu
potrzebnego do osiggnigcia nagrody lub liczby naci$nie¢ dzwigni, co skutkowato
dostarczeniem nagrody. W obu eksperymentach wykazali, ze u szczurow, ktore miaty
nieograniczony dostep do karmy blokada receptorow opioidowych skutkuje spadkiem
motywacji, objawiajagcym si¢ wydtuzeniem czasu zdobycia preferowanego pokarmu
oraz zmniejszong liczba naci$nig¢ dzwigni (Barbano i Cador, 2006 i 2007). Innym
przyktadem potwierdzajacym wptyw opioidow na postrzegang warto$¢ hedonistyczng i
motywacyjng nagrody jest badanie, w ktorym podawano szczurom specyficznych
agonistow receptorow opioidowych do NAc. Naukowcom udato si¢ wyrdzni¢ obszar
w czesci przysrodkowej tylno-bocznej skorupy jadra potlezacego, w ktéorym
mikroiniekcje specyficznych agonistéw kazdego =z receptorow opioidowych
wywotlywaty zachowanie wskazujagce na odczuwanie przyjemnos$ci (charakterystyczne
reakcje mimiczne). Jednakze tylko iniekcje agonistow p i 6 opioidowych w tej czesci
NAc powodowaly preferencje miejsca, co moze sugerowa¢ odmienny mechanizm
subiektywnej i obiektywnej wartosci nagrody. Dodatkowo wykazano wzrost
spozywania smacznego pokarmu po zastosowaniu agonistow receptoréw opioidowych
p 1 6, co mialo potwierdza¢ takze role¢ motywacyjng tychze receptoréw
(Castro i Berridge, 2014; Pecina, 2008).

Podsumowujac, regulacja funkcjonowania uktadu nagrody zalezna jest od wielu
mechanizmoéw, w ktorych znaczaca role odgrywaja opioidy. Poprzez aktywacje
receptorow opioidowych w zréznicowany sposob wpltywaja na pobudzenie neuronow
VTA oraz modulacj¢ wydzielania dopaminy, szczegélnie w strukturach brzusznego
prazkowia i PFC. Opioidy regulujg procesy zwigzane glownie z subiektywnym
odczuciem przyjemnosci oraz oceng hedonistycznej warto$ci, wplywajac roéwniez

na procesy motywacyjne.

Zachowania spoteczne

Zachowania spoleczne sa powszechnym zjawiskiem w $wiecie zwierzat
| przejawiaja si¢ w postaci pierwotnych instynktow, bedacych wynikiem reakcji

na specyficzne bodzce spoleczne. Zachowania spoleczne moga mie¢ charakter
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pozytywny (afiliacyjne) lub negatywny, zwigzany z agresja czy podporzadkowaniem.
Przyktadem afiliacyjnych zachowan spotecznych sg zabawy mtodocianych osobnikow,
,huddling” (wsp6lny odpoczynek oparty na kontakcie) oraz ,,grooming” (spoteczne
zachowania pielggnacyjne) (Loseth, Ellingsen, i Leknes, 2014). W ujeciu ewolucyjnym
prawidlowe interakcje migdzyosobnicze wspierajag dobrostan jednostki i zwigkszaja
szanse na rozrod, wpltywajac na o0golny poziom dostosowania. U ludzi zaburzenia
spotecznego funkcjonowania sg przyczyng dyskomfortu oraz symptomem wielu chorob
psychiatrycznych, takich jak autyzm, schizofrenia czy depresja (Pellissier i wsp., 2017).

W mojej pracy magisterskiej badalam afiliacyjne interakcje spoleczne oraz
zachowania prospoteczne u myszy. Gryzonie sg odpowiednim modelem badan
zachowan spotecznych z uwagi na tworzone przez nich hierarchiczne struktury
spoteczne, przejawianie podstawowych zachowan spolecznych, takich jak
obwachiwanie, wachanie anogenitalne, , ,grooming” czy roéznego typu zabawy
(,pinning” 1 ,,pouncing”) (Trezza i wsp., 2011). Ponadto stwierdzono, ze szczury
wykazujg si¢ zroznicowanymi zachowaniami prospotecznymi (Bartal, Decety i Mason,
2012; Hernandez-Llallement i wsp., 2015).

W licznych badaniach wykazano, ze afiliacyjne interakcje spoteczne maja
charakter nagradzajacy, porownywalny z innymi naturalnymi nagrodami czy dzialaniem
substancji uzalezniajacych. Doswiadczanie spotecznej nagrody jest zwigzane
z odczuciem przyjemno$ci, a takze zwigkszeniem motywacji do podejmowania
spotecznych interakcji. Nie dziwi wigc, ze zachowania spoleczne zalezne
sg od funkcjonowania uktadu nagrody. W badaniach z uzyciem fMRI wykazano,
ze u ludzi nasilenie afiliacyjnych interakcji spotecznych (zabawa z podawaniem pitki)
skutkuje zwigkszona aktywacja przedklinka oraz struktur brzusznego prazkowia,
bedacych czescig uktadu nagrody. Ponadto stwierdzono, ze intensywnos$¢ pobudzenia
brzusznego prazkowia jest zalezna od indywidualnych preferencji 1 oczekiwan
spotecznych (Kawamichi i wsp., 2016). Obecnie przy uzyciu nowoczesnych metod jak
optogenetyka i pomiary stgzenia jondOw wapnia z uzyciem wiokien swiattowodowych
udaje si¢ monitorowac spontaniczng aktywno$¢ uktadu nagrody u myszy swobodnie
eksplorujacych. Gunaydin 1 wspotpracownicy (2014) wykazali obecnos$¢ fazowe;j
aktywnosci neuronow dopaminowych w VTA podczas przejawiania apetytywnych
zachowan spotecznych. Co wigcej, udowodniono, ze afiliacyjne interakcje spoleczne
zaleza od aktywacji specyficznego szlaku VTA-NAc, w ktorym neurony

dopaminergiczne VTA tworza bezposrednie zakonczenia w NAc, ktore wysyla
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projekcje zwrotne poprzez aksony S$rednich neuronéw kolczystych ze specyficzng
ekspresja receptora D1. Udowodniono, ze pobudzenie bezposredniego szlaku VTA-
NAc jest wystarczajace 1 konieczne do wykazywania afiliacyjnych zachowan
spotecznych (Gunaydin i wsp., 2014).

Zatem zachowania spoleczne zaleza od funkcjonowania struktur zwigzanych
z uktadem nagrody, ktorego aktywnos¢ podlega regulacji wielu neuroprzekaznikow,
takich jak dopamina, noradrenalina, serotonina, oksytocyna, kannabinoidy oraz opioidy
(Pellissier i wsp., 2017) .W mojej pracy magisterskiej skupitam si¢ na roli endogennego

uktadu opioidowego w modulacji zachowan spotecznych.

Rola uktadu opioidowego w modulacji zachowan spotecznych

Badania nad funkcja uktadu opioidowego w kontekscie zachowan spotecznych
zapoczatkowal Jaak Panksepp, wraz z kolegami w roku 1978 formutujgc hipotezg Brain
Opioid Theory of Social Attachment- BOTSA, wedtug ktoérej zachowania spoleczne
wyewoluowaly na bazie aktywnos$ci pierwotnych systemoéw moézgowych zwigzanych
z przetwarzaniem boélu. Ponadto zasugerowano podobienstwo zachowan spotecznych
i zwigzanych z uzaleznieniami. Stosujac analogi¢ stwierdzono, ze izolacja spoteczna
jest przyczyng dystresu, ktory motywuje zwierzeta do poszukiwania kontaktu
spotecznego, w konsekwencji prowadzac do podniesienia poziomu endogennych
opioidow i przywrocenia komfortu (Panksepp i wsp., 1978). Istotnie, w swoich licznych
badaniach Panksepp i wspolpracownicy wykazali wplyw aktywacji receptorow
opioidowych na relacje matka-dziecko czy zachowania mtodocianych osobnikow
(Normansell i Panksepp, 1990; Panksepp, Nelson, i Siviy, 1994).

Waznym punktem rozwazan nad rolg uktadu opioidowego w regulacji zachowan
spotecznych jest stwierdzenie, Zze wptywa on zaréwno na aspekt motywacyjny interakcji
spotecznych jak i na subiektywne odczucie przyjemnosci. W badaniach na grupie
me¢zezyzn, ktorym pokazywano zdjecia kobiecych twarzy stwierdzono, ze ligandy
opioidowe wptywaja na ocen¢ atrakcyjnosci kobiecych twarzy oraz motywacje
do zmiany zdjg¢ (Chelnokova i wsp., 2014). Jednak obserwowane zmiany dotyczyty
jedynie bodzcéw znajdujacych si¢ na ekstremach zadeklarowanej atrakcyjnosci,
co moze potwierdza¢ wptyw kontekstu na efekty aktywacji opioidowej oraz role
opioidow w warto$ciowaniu bodzcow (Woolley i wsp., 2006).

Rola opioidow w mediowaniu uczucia przyjemnosci zwigzanej z afiliacyjnymi

zachowaniami spotecznymi zostata dobrze udokumentowana. Wczesne badania
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wykazaty, ze morfina zwigksza intensywno$¢ zabaw u szczuréw, natomiast nalokson
wywiera efekt odwrotny, jednoczes$nie nie wplywajac na ogolng motywacj¢ spoteczng
(Normansell i Panksepp, 1990). P6zniej Trezza i wspotpracownicy udowodnili,
ze nagradzajacy aspekt zabaw zalezny od selektywnego pobudzenia receptorow
u opioidowych w jadrze potlezacym, ktore to jest konieczne i wystarczajace
do uzyskania preferencji miejsca skojarzonego z zabawami (Trezza i wsp., 2011).
Natomiast w opozycji do przytoczonych przyktadow stoja eksperymenty, w ktorych
wykazano, ze podawanie antagonistow receptoréw opioidowych skutkuje nasileniem
spotecznych zachowan pielegnacyjnych u malp (Fabre-Nys, Meller, i Keverne, 1982).
Ponadto w badaniu przeprowadzonym na ludziach z uzyciem skanera PET stwierdzono
obnizenie aktywacji endogennego ukladu opioidowego w strukturach brzusznego
prazkowia, amygdali 1 kory przedczolowej w odpowiedzi na spoteczny dotyk
(Nummenmaa i wsp, 2016).

Z kolei w badaniach nad spoteczng motywacja stwierdzono, ze wptyw ligandéw
opioidowych zalezy od wyjSciowego stanu motywacyjnego zwierzat, a takze od cech
gatunkowych, czyli wrodzonej zaleznosci od relacji mi¢dzyosobniczych (The State-
dependent  u-Opioid Modulation ~ of  SOcial Motivation-  SOMSON)
(Loseth, Ellingsen, i Leknes, 2014). W przypadku izolacji spotecznej, ktora jest
czynnikiem wywoltujacym dystres, zachowania zwierzat s3 ukierunkowane
na przywrdcenie zaburzonej homeostazy. Wykazano, ze gdy zachowaniem zwierzat
kieruje negatywna motywacja (usuni¢cie nieprzyjemnego stanu) blokada receptorow
opioidowych powoduje zwickszenie motywacji do poszukiwania spotecznych
interakcji, natomiast pobudzenie receptoréw opioidowych zmniejsza dystres i1 prowadzi
do ostabienia motywacji zZwigzanej z poszukiwaniem kontaktu
(Loseth, Ellingsen, i Leknes, 2014). Badaniami wspierajacymi hipotez¢ SOMSON
moga by¢ eksperymenty, w ktorych za pomocag metod autoradiograficznych
stwierdzono obnizong transmisj¢ opioidowa w przysrodkowej korze przedczotowej,
VTA i SNpc u spotecznie izolowanych zwierzat, a takze stwierdzono efekt odbicia
(nasilenie wydzielania opioidow) po okresie deprywacji (Vanderschuren i wsp., 1995).
Co wiecej, w doswiadczeniu badajagcym efekty dootrzewnowego podania ligandow
opioidowych w odpowiedzi na matczyng izolacje stwierdzono, ze iniekcje morfiny
zmniejszaja czestotliwo$¢é wokalizacji, natomiast naltrekson (nieselektywny antagonista
receptoréw opioidowych) zwigksza ich intensywno$¢ oraz znosi efekt podania morfiny
(Carden i Hofer, 1990).
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Z drugiej strony dziatanie ligandow opioidowych daje efekt zgota odwrotny jesli
zwierzeta znajduja si¢ w normalnym kontekscie spotecznym. W tym wypadku
motywacja do szukania kontaktu nie jest zwigzana z usunigciem dyskomfortu
a zachowanie zwierzat ukierunkowane jest na szukanie przyjemnych doznan (Loseth,
Ellingsen, i Leknes, 2014). W swoich badaniach Trezza i wspotpracownicy wykazali,
ze u mtodocianych szczuréw motywacja do zabawy modulowana jest przez aktywacje
receptorow opioidowych w NAc. Oseski chetniej angazowaly si¢ w zabawy
po iniekcjach morfiny a efekt byt specyficznie zalezny od aktywacji receptorow
u opioidowych przez B-endorfiny i DAMGO (selektywny agonista receptorow
u opioidowych). Ponadto blokada tego receptora skutkowala osltabieniem motywacji
do szukania spotecznego kontaktu (Trezza i wsp., 2011).

Rola endogennego uktadu opioidowego w mediowaniu zachowan spotecznych
zostala rowniez potwierdzona badaniami genetycznymi. Udowodniono, ze polimorfizm
genu receptora opioidowego p wpltywa na wrazliwos¢ na bodzZce spoteczne i jest
zwigzany z réznym powinowactwem do B-endorfiny. Eksperymenty przeprowadzone
na makakach wykazaty, ze w odpowiedzi na izolacj¢ od matki noworodki posiadajace
allel G (OPRM1 77G) genu Oprml wokalizowaty intensywniej od homozygot C,
a takze przejawialy nasilony kontakt z matka po okresie deprywacji (Barr i wsp., 2008).
W pdzniejszych badaniach wykonanych na ludziach potwierdzono wplyw polimorfizmu
receptora opioidowego p na przetwarzanie bodzcow spotecznych. Wykazano bowiem,
ze nosiciele allelu G charakteryzujg si¢ zwigkszong wrazliwoscig na odrzucenie, ktore
bylo mierzone w komputerowym paradygmacie podawania pitki oraz silniejsza
aktywacja  struktur  zwigzanych z  przetwarzaniem informacji  bdlowej
(Way, Taylor, i Eisenberger, 2009). Z drugiej strony transgeniczne myszy z ekspresja
ludzkiego allelu G sa mniej wrazliwe na stres spoteczny w tescie rezydent- intruz,
wykazuja wiecej zachowan dominujacych oraz czesciej angazuja si¢ w spoleczne
zachowania afiliacyjne. Co wigcej, w odpowiedzi na spoteczng porazke stwierdzono
podwyzsza ekspresje c-Fos w wielu strukturach mézgu, m. in. NAc, co prawdopodobne
zwigzane jest z nasilong transmisja opioidowg (Briand i wsp., 2015).

Dysfunkcyjne  zachowania spoteczne moga by¢ wynikiem zaburzen
genetycznych. Wykazano ze, transgeniczne myszy 2z USUNigtym receptorem
opioidowym p w odpowiedzi na izolacj¢ od matki wokalizujg mniej niz zwierzgta
dzikie. Autorzy spekuluja, ze jest to wynik zaburzonej asocjacji matczynych bodzcow

1 wywolywanego przez nie przyjemnego stanu. Z kolei brak wrazliwo$ci na matczyne
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bodzce wynika z wrodzonej dysfunkcji systemu opioidowego (Cinque i wsp., 2012;
Moles, Kieffer, i Amato, 2004). Ze wzgledu na podobienstwa symptomdéw Ssugeruje si¢
wykorzystanie myszy pozbawionych receptora opioidowego p jako model zaburzen
ze spektrum autyzmu, ktorych jednym z osiowych objawow sg wlasnie zaburzenia

zachowan spotecznych (Oddi, Crusio, Amato i Pietropaolo, 2013).

Z podsumowanych powyzej badan wynika, ze zachowania spoleczne
sa regulowane przez opioidy, ktore wptywaja zarowno na odczucie przyjemnosci oraz

motywacj¢ spoleczna.

Zachowania prospoteczne

Wybdr decyzji przynoszacej najwicksza korzys¢ dla danego osobnika jest
wypadkowa procesow  kognitywnych, emocjonalnych oraz motywacyjnych
integrowanych przez struktury prazkowia (Macpherson, Morita, i Hikida, 2014).
Podejmowanie decyzji moze opiera¢ si¢ na postrzeganej warto$ci nagrody lub tez
na zdolnos$ci bodzca do przewidywania konkretnego rezultatu, ktory wptywa na wybér.
Oba te procesy maja odmienne podloze neuroanatomiczne i angazujg rézne receptory,
niemniej maja takze czeSci wspolne. Szczegdlng role w regulacji proceséw
podejmowania  decyzji  odgrywaja  potaczenia  podstawno-bocznego  jadra
migdatowatego z NAc (Laurent i wsp., 2012).

Zachowania prospoteczne to zachowania zaspokajajace potrzeby 1 sprzyjajace
dobrostanowi drugiego osobnika. Podejmowanie wyborow prospotecznych moze
polega¢ na doznawaniu przez ,aktora” spotecznej nagrody, ale niewykluczony jest
udziat innych mechanizméw. Zachowania prospoteczne zalezag od wielu czynnikow
takich jak stopnien pokrewienstwa, miejsce w hierarchii spotecznej, zachowania
odbiorcy, widoczno$¢ pokarmu czy rodzaju testu prospotecznego. Zazwyczaj Sg one
badane w dwoch paradygmatach: teScie wyborow prospotecznych oraz ,, out-of-reach
task”, w ktorym zwierzeta muszg wykona¢ jaka$§ czynnos¢, aby pomodc drugiemu
osobnikowi (Cronin, 2012). Wystepowanie zachowan prospotecznych u naczelnych
zostalo dobrze opisane w literaturze (np. Horner i wsp., 2011), jednak sprawag
dyskusyjng pozostaje obecno$¢ zachowan prospotecznych u gryzoni. Dowodéw
na podejmowanie wybordéw prospotecznych przez gryzonie dostarczaja badania Bartal
i wspolpracownikow, w ktorych szczur unieruchomiony w klatce mogt zostac

uwolniony przez swojego partnera znajdujacego si¢ na zewnatrz. Stwierdzono,
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ze zwierzeta charakteryzowaty sie stalg sktonno$¢ do uwalniania partnera a ich
zachowanie nie byto zalezne od antycypowanej spotecznej interakcji (Bartal, Decety,
i Mason, 2012). W innym eksperymencie analizowano zachowania szczurow w tescie
wyborow prospotecznych. Wykazano, ze w warunkach, w ktorych zwierz¢ moze
wybra¢ migdzy identyczng nagroda dostarczang sobie i partnerowi lub wytacznie dla
siebie, czesdciej podejmuje wybory prospoteczne a zachowanie to jest cechg stalg

i zro6znicowana osobniczo (Hernandez-Lallement i wsp., 2015).

Na podstawie licznych badan mozna stwierdzi¢, ze afiliacyjne zachowania
spoteczne majg charakter nagradzajacy, tzn. wywotuja odczucie przyjemnosci Oraz
motywuja do podejmowania kontaktu spotecznego. Opioidy moduluja zachowania
spoteczne w sposob zalezny od wyjsciowej aktywacji receptoréOw opioidowych u,
ktorych zrownowazone pobudzenie jest konieczne do przejawiania normalnego

fenotypu zachowan spotecznych (Pellissier i wsp., 2017).
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Cel badan

Celem mojej pracy magisterskiej bylo zbadanie roli endogennego uktadu
opioidowego w regulacji zachowan spotecznych. Przypuszczalnie wyhamowanie
aktywnosci opioidowej prowadzi¢ bgdzie do zaburzen w funkcjonowaniu systemu
nagrody, ktory moze odpowiada¢ za wzmacnianie afiliacyjnych zachowan spotecznych.
Do weryfikacji tej hipotezy zostaly wykorzystane genetycznie modyfikowane myszy
Oprd1/0Oprm1P*™ Py ktorych zachodzi inaktywacja receptoréw p i & opioidowych
na neuronach wyrazajacych receptory dopaminy DI1. Aby scharakteryzowaé
transgeniczny  szczep  przeprowadzono  barwienia  immunofluorescencyjne
oraz podstawowe testy behawioralne, ktore umozliwily ocen¢ podstawowych czynnosci
zwigzanych z ruchem, wrazliwoscia na bodzce, pamigcia 1 uczeniem si¢
oraz zachowaniami lekowymi. W ramach analizy zachowan spolecznych
przeprowadzono testy interakcji spotecznej oraz wyborow prospotecznych na myszach
Oprd1/0prm1°* P Ponadto zeby potwierdzi¢ hipoteze, iz zmiany spolecznego
fenotypu sa wynikiem nieprawidlowego funkcjonowania uktadu opioidowego
przeprowadzono eksperymenty z podaniem antagonisty receptoréw opioidowych.
Zastosowanie leku pozwolilo na ocen¢ czy zmiany zachowania sg wynikiem wtornych
adaptacji zwigzanych z mutacjg czy bezposrednim efektem obnizenia aktywnoS$ci
uktadu opioidowego.

Dodatkowo w mojej pracy magisterskiej podjetam si¢ proby dostosowania testu
zachowan prospotecznych do badan na myszach. Eksperymenty mialy na celu
sprawdzenie czy myszy charakteryzuja si¢ zachowaniami prospotecznymi, ktore

sg zalezne od aktywnosci endogennego uktadu opioidowego.
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Materiaty i metody

Zwierzeta

Myszy (Mus musculus L.) uzyte w eksperymentach pochodzity z hodowli
Instytutu Farmakologii Panstwowej Akademii Nauk w Krakowie (szczep C57BL/6J

oraz Oprd1/Oprm1°+*P

), a takze z firmy Charles River Laboratories (szczep
C57BL/6N). Wszystkie doswiadczenia zostaly przeprowadzane na samcach. Zwierzeta
przebywaty w klatkach z pleksiglasu w grupach od 3 do 6 osobnikow na klatke
W pomieszczeniu o statej temperaturze 22+2 °C i cyklu dobowym z fazg jasng 22-10,
faza ciemng 10-22. Doswiadczenia byly przeprowadzane w fazie ciemnej, z wyjatkiem
eksperymentu 1 testu wyboréw prospolecznych. Zwierzeta miaty nieograniczony dostep
do jedzenia i wody w klatkach domowych. Jesli protokot eksperymentu tego wymagat,
zwierzgta poddawano deprywacji pokarmowej trwajacej okoto 7 dni oraz podczas
trwania procedury. Wszystkie doswiadczenia behawioralne przeprowadzono za zgoda

Il Lokalnej Komisji Bioetycznej w Krakowie (numer zgody 224/2016).

Myszy Oprd1/Oprm1°+<P

Zwierzeta Oprd1/Oprm1PtP zostaly stworzone w Pracowni Modeli
Transgenicznych Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, w oparciu o metode
zastosowang przez Novaka i wsp. (Novak et al.,, 2010). Skonstruowano transgen
posiadajacy promotor genu receptorow dopaminy D1, co determinuje ekspresje tylko
w neuronach posiadajacych receptory dopaminowe D1. W celu przysztej; wizualizacji
miejsc ekspresji transgenu, pod promotorem umieszczono sekwencj¢ biatka
fluorescencyjnego eGFP. Kluczowym elementem transgenu byt prekursor miRNA 155,
zawierajacy cztery sekwencje kodujace syntetyczne miRNA o strukturze spinek
do wilosow. Konstrukt genetyczny wbudowano do sztucznego chromosomu
bakteryjnego, ktéry nastgpnie wszczepiono do przedjadrza zaptodnionego oocytu myszy
szczepu C57BL/6J. Ten etap generacji szczepu byl przeprowadzony w Pracowni Modeli
Zwierzgcych Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN
w Warszawie. Zwierzeta eksperymentalne to heterozygoty pod wzgledem transgenu
powstale na skutek krzyzowek wstecznych wygenerowanych myszy. Jako metode
genotypowania zastosowano technike PCR przeprowadzang w 40 cyklach [(95°C
denaturacja- 3:00, 95°C- 0:30, 58°C przylaczanie starterow- 0:30, elongacja 72°C- 1:00
x 40), 72°C- 3:00]. W celu identyfikacji transgenu uzyto starterOw taczacych sie
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do sekwencji GFP1: ACG TAA ACG GCC ACA AGT TC i GFP2: AAG TCG TGC
TGC TTC ATG TG. Jako kontrolg pozytywna zastosowano starter 1: CCA TTT GCT
GGA GTG ACT CTG oraz starter 2: TAA ATC TGG CAA GCG AGA CG.

Obecna u myszy Oprd1/Oprm1P**P

mutacja jest konstytutywna i polega
na interferencji selektywnych miRNA do transkryptow receptorow opioidowych
u i & w neuronach wyrazajacych receptory D1. Skutkiem mutacji jest wyciszenie
funkcji receptorow p i 6 opioidowych poprzez degradacje transkryptéw 1 zahamowanie

translacji bialek.

Odczynniki

Wykonywano dootrzewnowe zastrzyki z soli fizjologicznej i roztworu
chlorowodorku nalmefenu 1mg/kg (TOCRIS, nr kat. 4085). Nalmefen jest ligandem
receptoréw opioidowych z duzym powinowactwem do receptorow p i stabszym
do & (antagonista) oraz czeSciowym agonistg receptorow k opioidowych. Maksymalne
stezenie nalmefenu w osoczu osiggane jest w czasie 1,5-2,3 godzin od podania
dootrzewnowego. Czas pottrwania tego zwigzku wynosi 5,2-10,8 godzin. W Klinice
nalmefen wykorzystywany jest interwencyjnie w przypadkach przedawkowania

opioidow oraz leczenia uzaleznien alkoholowych i behawioralnych.

Immunofluorescencja

W celu przeprowadzenia perfuzji myszom Oprd1/Oprm1P*P

podano
dootrzewnowy zastrzyk $miertelnej dawki morbitalu 1,66 ml/kg (mieszanina
pentobarbitalu 26,7 mg/ml 1 pentobarbitalu sodowego 133,3 mg/kg). Perfuzje
przeprowadzono za pomocg pompy perystaltycznej, kolejno wprowadzajac buforowany
fosforanami sodu i potasu roztwor soli fizjologicznej (PBS Carl Roth) i 4% (wag./obj.)
paraformaldehyd (PFA). Wyizolowane mozgi utrwalano przez 24h w 4% roztworze
PFA, nastgpnie przeniesiono do roztworu sacharozy w PBS. do czasu opadnigcia na dno
proboéwki. Wykonano czolowe skrawki mrozeniowe o grubosci 40 pm, ktore

umieszczono w roztworze krioprotekcyjnym (mieszanina glikolu etylenowego,
glicerolu i PBS).

Barwienie anty-GFP

W celu identyfikacji neuronéw wyrazajacych receptory D1 z wyciszong

D1-KD
1

ekspresja receptoréw p i 6 opioidowych u myszy Oprdl/Oprm wykonano
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barwienie z wykorzystaniem przeciwciata anty-GFP. Pierwszego dnia procedury
skrawki wyptukano w PBS oraz poddano 45 minutowej inkubacji w roztworze
blokujagcym (1xPBS + albumina wotowa 1% (wag./obj.) + Triton 0,3% (obj/obj.)).
Nastepnie skrawki umieszCzZ0ON0 na noc w roztworze pierwszorzedowego przeciwciala
anty-GFP (krolicze poliklonalne do GFP, Life Technologies, rozcienczenie w roztworze
blokujacym 1:500). Drugiego dnia skrawki 5-krotnie wyptukano w PBS i inkubowano
w roztworze drugorzedowego przeciwciata (Donkey anti-Rabbit 1gG (H+L) Secondary
Antibody, Alexa Fluor 488, R37118, Invitrogen, rozcienczenie w roztworze blokujgcym
1:1000). Po 2 godzinach skrawki trzykrotnie wyptukano w PBS, natozono na szkietka i
zaklejono.

Barwienie anty-GFP i anty-pEnk
W celu identyfikacji neuronéw D1 z wyciszong ekspresja receptorow

i i & opioidowych u myszy Oprd1/Oprm1°<P

oraz neuronéw D2 wykonano podwdjne
barwienie anty-GFP i anty-pEnk.

Pierwszego dnia skrawki wyptukano w PBS oraz poddano 45 minutowe]
inkubacji w roztworze blokujacym (1xPBS + albumina wotowa 1% (wag./obj.) + Triton
0,3% (obj/obj.)). Nastepnie skrawki umieszczono na noc W roztworze
pierwszorzedowego przeciwciata anty-GFP (kurze poliklonalne do GFP, ab13970,
Abcam, rozcienczenie w roztworze blokujagcym 1:10000) oraz pierwszorzedowego
przeciwciata anty-pEnk (krolicze poliklonalne do PENK, RA14124-50, Neuromics,
rozcienczenie w roztworze blokujagcym 1:1000). Drugiego dnia skrawki 5-krotnie
wyptukano w PBS 1 inkubowano w roztworach drugorzedowych przeciwcial anty-GFP
z zielonym fluorochromem (Goat anti-Chicken IgY (H+L) Secondary Antibody, Alexa
Fluor 488, A-11039, Invitrogen, rozcienczenie w roztworze blokujagcym 1:1000 )
oraz anty-pEnk z czerwonym fluorochromem (Donkey anti-Rabbit 1gG (H+L) Highly
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 555, A-31572, Invitorgen,
rozcienczenie w roztworze blokujagcym 1:1000). Po 2 godzinach skrawki trzykrotnie
wyptukano w PBS, natozono na szkietka i1 zaklejono.

Zdjecia barwienia na obecno$¢ GFP oraz pEnk wykonywano mikroskopem
konfokalnym (LSM700 Zeiss Upright Confocal), natomiast zdjgcia z barwienia tylko
dla GFP zrobiono mikroskopem szerokiego pola (LM Leica DMi8). Scalanie zdje¢

1 natozenie skali wykonano w programie ZEISS ZEN.
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Podstawowe testy behawioralne

Test otwartego pola

W celu zbadania aktywnos$ci motorycznej zwierzat Wykonano trzy niezalezne
eksperymenty, wykorzystujac tacznie 42 myszy szczepu Oprd1/Oprm1P* P (WT=19,
TG=23). Liczba i wiek zwierzat bioracych udzial w poszczegolnych eksperymentach
przedstawiono w tabeli 1. Test zostal przeprowadzony w fazie ciemnej w prostokatnych
klatkach o wymiarach 55 x 37,5 x 20,5 cm wysokosci wedtug protokotu opisanego
przez Sikor¢ i1 wspotpracownikow (Sikora i wsp., 2016). Zwierz¢ umieszczono
w centralnej czesci klatki i pozostawiono na 30 minut w celu swobodnej eksploracji.
Zachowania Iegkowe byly oceniane na podstawie czasu spedzanego w centralnym polu
klatki o wymiarach 41,5 x 29 cm, wygenerowanym w programie Noldus EthoVision
11.5. Analizowano $rednig predkos$¢ zwierzat, catkowity przebyty dystans oraz procent

czasu spedzany na $rodku klatki.

Eksperyment | Liczba myszy | Wiek myszy (tygodnie) | Srednia masa (gramy)
1 WT=5, Tg=5 11-12 23,1
2 WT=4, Tg=7 10-17 24,5
3 WT=10, Tg=11 12-13 26,2

Tabela 1 Liczba, wiek i masa myszy Oprd1/Oprm1P**P uzytych w tescie otwartego pola.
Test rozpoznawania nowego obiektu

Eksperyment zostal przeprowadzony na 20 samcach myszy szczepu
Oprd1/0prm1°**P (WT=10, Tg=10) w wieku 14-15 tygodni oraz 8 5-tygodniowych
myszach szczepu C57BL/6N (obiekty w klatkach). Test rozpoznawania nowego obiektu
przeprowadzono wedtug protokotu opisanego przez Wietrzych i wsp. (Wietrzych i wsp.,
2005). Habituacj¢ myszy-obiektow do klatek wykonano za Yangiem i wsp. (Yang,
Silverman i Crawley, 2016). Eksperyment odbywat si¢ przy minimalnym o$wietleniu
(6 lukséw). Podczas pre-testu zwierzeta badane byly umieszczane w klatce
z pleksiglasu o wymiarach 28 x 28 x 20 cm wysokos$ci, w obecnosci dwoch obiektow
umieszczonych po przeciwleglych stronach klatki. Klatki oraz przedmiot byly
dezynfekowane przed kazdym testem. Obiektami byly dwie identyczne male klatki,
w jednej z nich znajdowata si¢ mysz C57BL/6N a w drugiej zielona nakretka od butelki.

Zwierzetom umozliwiono 10 minutowa swobodng eksploracje klatki. Po trzygodzinnej
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przerwie zwierzgta ponownie umieszczano w klatce, ale w tej fazie testu zamiast
przedmiotu pod jedng z klatek zostal umieszczony nowy mlodociany osobnik.
Potozenia klatek byly zmienione wzgledem pozycji wyjsciowej. Zwierzgta mogly
eksplorowac klatke przez kolejne 10 minut. Analizowano czas interakcji ze znang

mysza i nowym osobnikiem.

Test warunkowego wzmochienia

W eksperymencie zbadano 12 samcéw myszy szczepu Oprd1/Oprm1Pi*P
(WT=7, TG =5). Test przeprowadzono wedlug protokotu opisanego przez O'Connora
1 wspotpracownikow (O'Connor i wsp., 2010). Przed rozpoczgciem warunkowania
myszy poddano procesowi habituacji oraz deprywacji pokarmowej. Myszy bylty
codziennie wazone 1 karmione tak, aby utrzymac¢ 85% wagi wyjsciowej. Eksperyment
przeprowadzono w klatkach Skinner’a (ENV-307W, Med. Associates Inc.). Caly

eksperyment trwat 10 dni.

Warunkowanie klasyczne

Przez 8 kolejnych dni myszy poddano procedurze warunkowania
pawlowowskiego. W trakcie kazdej sesji prezentowano Ilacznie 50 bodzcow
warunkowych (25 nagradzanych CS+ i 25 nienagradzanych CS-) w pseudolosowej
kolejnosci i1 nieregularnych odstepach. Dla polowy zwierzat bodzcem skojarzonym
z nagroda byt dzwiek a neutralnym $wiatlo, dla drugiej potowy bodzce byty odwrotne.
Nagrodg stanowity dwa chrupki, ktorych tacznie zwierzgta otrzymywaty 50 podczas
trwania catej sesji. Prezentacja bodzcow warunkowych zachodzita w rdznych odstepach
czasu (30-90 s), losowo wybieranych z puli 25 mozliwosci. Dtugos$¢ trwania bodzca
warunkowego wynosita 10 s. Po 5 s od rozpoczgcia prezentacji bodzca podawano
1 chrupek a w 6 s kolejny. Jedna sesja trwala okolo godziny. Mierzono czas
od pojawienia si¢ bodzca warunkowego do podejscia myszy do podajnika z jedzeniem

oraz odsetek prob, ktore nie powodowaly reakcji zwierzat.

Wzmocnienie warunkowe

W dniach 9 i 10 myszy zostaty poddane procedurze wzmocnienia warunkowego.
W tej fazie eksperymentu odpowiedZ instrumentalna zwierzat (wsadzenie pyszczka
do odpowiedniego otworu) skutkowata pojawieniem si¢ CS+ Iub CS- bez dostarczenia
nagrody. Dla potowy zwierzat CS+ byt skojarzony z odpowiedzig w lewym otworze,

dla drugiej polowy w prawym. Mierzono liczbe odpowiedzi instrumentalnych, liczbg
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prezentowanych bodzcow warunkowych oraz odsetek bodzcow warunkowych,

po ktorych nastgpito wlozenie glowy do otworu z podajnikiem.

Testy zachowan spotecznych

Test interakcji spotecznej

W celu

na zachowania spoteczne przeprowadzono do§wiadczenia na myszach Oprd1/Oprm

zweryfikowania

wpltywu

KD oraz C57BL/6N z podaniami nalmefenu.

Szczep Oprd1/Oprm

Wykonano cztery niezalezne eksperymenty na samcach myszy Oprd1/Oprm

D1-KD
1

aktywacji

receptorow

opioidowych
1PL-

1D1-

KD (WT=24, Tg=28, dane w tabeli 2). Wszystkie eksperymenty przeprowadzono wedhug

protokotu opisanego przez Sikorg i wsp. (Sikora i wsp., 2016) a ich wyniki potaczono.

NUMER ROLA LICZBA/ WIEK
EKSPERYMENTU | MYSZY | WARUNEK | (TYGDONIE) POCHODZENIE
WT=5,
1 badane Tg=4/ 9-16 IF PAN
spoteczny
partnerzy 9 9-17 IF PAN
WT=5,
badane Tg=5/ 11-12 IF PAN
2 spoteczny
Charles River
partnerzy 10 ; Laboratories
WT=4,
3 badane Tg=7/ 10-17 IF PAN
przedmiot
partnerzy - - -
WT=5,
Tg=6/
spoteczny
. badane WT=4, 13-14 IF PAN
Tg=5/
przedmiot
Charles River
partnerzy 1 ; Laboratories

Tabela 2 Liczba, wiek i pochodzenie zwierzat uzytych w tescie interakcji spolecznej.

Test interakcji spolecznej przeprowadzono w fazie ciemnej w prostokatnych

klatkach o wymiarach 55 x 37,5 x 20 cm wysokosci. Zwierz¢ badane umieszczono
w centralnej czeSci klatki 1 pozostawiono na 30 minut w celu swobodnej eksploracji.

Po uplywie tego czasu na $rodku klatki umieszczano partnera interakcji (WT=15,
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Tg=16) lub przedmiot (pomalowany farba do drewna klocek WT=9, Tg=12). Test trwat
10 minut. Analizowano catkowity czas trwania interakcji oraz czas od pojawienia si¢
nowego obiektu w klatce do pierwszego podejscia zwierzg¢cia do obiektu. Z analizy

wykluczono 2 osobnikéw (eksperyment 1) z powodu ztej jakos$ci nagran.

Szczep C57BL/6N

Eksperyment przeprowadzono na 15 samcach myszy szczepu C57BL/6N
w wieku 15 tygodni. Partnerami byly 9-tygodniowe myszy C57BL/6N (n=15). Schemat
eksperymentu (tylko warunek spoteczny) i1 analiza danych byly takie same jak
w przypadku szczepu Oprd1/Oprm1P**P. Ponadto godzine przed przeprowadzeniem
testu potowie zwierzat badanych podano dootrzewnowo roztwor soli fizjologicznej

(5 ul/g), natomiast drugiej potowie roztwor nalmefenu w soli fizjologicznej (5 ul/g).

Test wyboréw prospotecznych

Test wyboréw prospotecznych byl adaptacja protokotu uzytego do badania
zachowan  prospotecznych  u SZCZUrOW  przez Hernandeza-Lallementa
i wspotpracownikow (Hernandez-Lallement i wsp., 2015). Przed przystapieniem
do testow zwierzeta poddawano restrykcji pokarmowej, tak aby ich waga spadia
do 85% poczatkowe] masy ciala. Zwierzetom przypisano role aktoréow (zwierzat
badanych) lub partnerow (myszy bodzcow). Kazdemu aktorowi przypisano 2 partnerow
pochodzacych z tej samej klatki, natomiast kazdy partner byt przypisany do 2 aktorow.
Role zwierzat pozostawaly niezmienne przez caly czas trwania eksperymentu.
Eksperyment 1 przeprowadzono w fazie jasnej na 16 9-tygodniowych samcach myszy
C57BL/6J (aktorzy n=8, partnerzy n =8). Natomiast w eksperymencie 2 wykorzystano

16 samcow myszy szczepu Oprd1/Oprm1PiH<P

(aktorzy: WT= 5, Tg=5; partnerzy:
WT=6) w wieku 12-16 tygodni a test przeprowadzono w fazie ciemnej. Analizowano
procent dokonywanych wyboréw prospotecznych w fazie pre-testu, po podaniu soli
fizjologicznej (kontrola) oraz nalmefenu. W trakcie eksperymentu 2 zmarta jedna mysz

(aktor WT), wigc do analizy wtaczono 9 osobnikow.

Leki
Wykonywano dootrzewnowe podania z soli fizjologicznej (5 pl/g) oraz

chlorowodorku nalmefenu godzing przed rozpoczeciem testu. Nalmefen rozpuszczono

w soli fizjologicznej (1 mg nalmefenu/5 ml soli fizjologicznej).
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Rysunek 1 Klatka do badan nad zachowaniami prospolecznymi. 1) Przedzial startowy; 2) Przedzial wyboru;
3) Przedziat zywieniowy; 4) otwor z zasuwa; 5) przezroczysta $ciana z perforacjami oddzielajaca zwierzeta.

Przebieg sesji eksperymentalnej

Aktora umieszczano w przedziale startowym (Rysunek 1), natomiast partnerow
interakcji umieszczano w przedzialach zywieniowych po drugiej stronie klatki.
Nastepnie podnoszono zasuwy pomigdzy przedsionkiem a przedzialem wyboru oraz
pomiedzy przedzialem wyboru a obydwoma przedziatami zywieniowymi (lub —
W czasie prob wymuszonych — pomigdzy przedziatem wyboru a jednym z przedziatow
zywieniowych, patrz nizej) po stronie aktora. Aktor wchodzit do jednego z dostepnych
przedziatow zywieniowych. W pojedynczych przypadkach, kiedy aktor zatrzymat sig¢
w przedziale wyboru na wigcej niz 10 s, mysz zostawata delikatnie przesuwana do tego
przedzialu zywieniowego, blizej ktorego sie¢ znajdowata. Nastepnie zamykano
wszystkie zapadki. Aktor otrzymywal nagrode (2 czekoladowe chrupki, 20 mg,
BioServ, nr kat.: FO5301) niezaleznie od tego, do ktorego z przedziatow zywieniowych
wszedl. Wybdr prospoteczny to wybdr pomieszczenia, ktorego konsekwencja jest
dostarczenie nagrody zarowno dla aktora jak i obu partneréw. Alternatywa byl wybor
pomieszczenia, w ktorym nagrode otrzymywal wytacznie aktor (wybor aspoteczny).
W eksperymencie 1 nagroda byla dostarczana obydwu partnerom po 5 s od wejscia
aktora do przedzialu prospotecznego (od zamknigcia zasuwy), natomiast aktor
otrzymywal pozywienie po uptywie 10 s. W eksperymencie 2 na poczatku nagrode
otrzymywali aktor 1 partner znajdujacy si¢ naprzeciwko aktora (po 5 s), natomiast drugi
partner otrzymywal chrupki po 10 s. Zasuwy podnoszono ponownie po zjedzeniu
nagrody przez aktora lub po uptywie 60 s. Jesli aktor nie opuscit przedzialu
zywieniowego w ciggu 20 s od podniesienia zasuw, byl przesuwany przez
eksperymentatora do przedziatu wyboru. Nastepnie miat 10 s na wycofanie si¢
do przedzialu startowego, po czym zamykano wszystkie zapadki. Po uptywie

4 s rozpoczynano kolejng probe.
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Kazda badana mysz byla codziennie poddawana 6 prébom wymuszonym,
w ktorych podnoszono zasuwe prowadzaca tylko do jednego przedziatu zywieniowego.
Sesja zawsze zaczynala si¢ od proby prospotecznej, podzniej proby prospoteczne
1 aspoteczne nastepowaty w rownych ilosciach w kolejnosci pseudolosowej. Nastepnie
aktorzy dokonywali 25 (eksperyment 1) lub 20 (eksperyment 2) swobodnych wyborow.
Sesja trwata okoto 30-60 minut.

W  eksperymencie 1 codziennie zmieniano przedziat prospoteczny
Z aspolecznym (zmiana prawa-lewa), a w eksperymencie 2 dodatkowo zamieniano
stronami aktora i partnerow (zmiana poinoc-potudnie). Ten sam schemat doswiadczenia

obowigzywat dla wszystkich zwierzat badanych danego dnia.

Schemat eksperymentu

Dzien 1: Habituacja do klatki. Zwierz¢ta (aktora i dwodch partneréw) umieszczono
na 10 minut w klatce w ukladzie takim, jak na poczatku sesji eksperymentalne;j.
Po stronie aktora podniesiono wszystkie zasuwki. Zwierzeta mialy nieograniczony
dostep do nagrody w przedzialach zywieniowych.

Dzien 2: Habituacja do testu. Zwierzeta poddano szesciu probom wymuszonym.

Dni 3-7: Pre-test. W celu ustalenia podstawowego poziomu zachowan prospotecznych,
kazde zwierze przez Kolejnych pie¢ dni przechodzito jedna sesje eksperymentalng,
wg schematu opisanego wyzej.

Dni_8-9: Podanie soli fizjologicznej. Aktorzy na godzing przed eksperymentem
otrzymywali dootrzewnowy zastrzyk z soli fizjologicznej (5 ul/g).

Dni_10-11: Podanie nalmefenu. Aktorzy na godzing przed eksperymentem

otrzymywali dootrzewnowy zastrzyk nalmefenu (1 mg/kg, 5 ul/g).

Analiza danych

Do nagrywania zachowan zwierzat uzyto kamery Basler GigE oraz programu
Noldus EthoVision 11.5. Analiz¢ zachowan przeprowadzono w programie EthoVision
11.5 oraz Boris 6.2.2. Do analizy znamienno$ci statystycznej réznic migdzy dwiema
grupami zastosowano test t-studenta lub test Mann-Whitney’a a dla sparowanych
danych test Wilcoxona. W celu poréownan wielu grup doswiadczalnych uzyto jedno-
lub wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) oraz test post-hoc HSD Tukey’a.
Ryciny zostaly wygenerowane w programie EthoVision 11.5 oraz edytowane

w programie Inkscape oraz ZEISS ZEN.
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Wyniki

W ramach doswiadczen przeprowadzonych do pracy magisterskiej wykonano
barwienia  fluorescencyjne  skrawkow  moézgowych  pobranych od myszy
Oprd1/Oprm1°**P. Ponadto  przeprowadzono szereg testow behawioralnych
badajacych podstawowe funkcjonowanie zwierzat oraz zachowania spoleczne.
Dodatkowo sprawdzono efekty farmakologicznej blokady receptorow opioidowych

na interakcje migdzyosobnicze i wybory prospoteczne.

D1-KD

Ekspresja transgenu u myszy Oprd1/Oprm1l

W celu identyfikacji struktur moézgowych, w ktorych doszto do wyrazania
transgenu wykonano barwienie immunofluorescencyjne na obecnos¢ biatka GFP
(Rysunek 2). W przedniej czgéci mozgowia stwierdzono ekspresj¢ GFP w niektorych
warstwach kory mozgowej oraz guzku wechowym (Rysunek 2A), a takze
w grzbietowej korze konarowej i korze prelimbicznej (Rysunek 2A, 2B),. Co wigcej
obecno$¢ mutacji stwierdzono réwniez w prazkowiu, jadrze pdtlezacym oraz galce
bladej (Rysunek 2B, 2C). Ekspresja GFP byta charakterystyczna dla czesci

siateczkowatej istoty czarnej, a takze czeSci wzgorka gornego (Rysunek 2D).
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Rysunek 2 Barwienie immunofluorescencyjne na obecno$¢ GFP (zielony) u myszy Oprd1/Oprm1°**P. Zdjecia
mikroskopowe skrawkow mrozeniowych o grubosci 40 um przy powiekszeniu x 10. Cienie na obrazie sa skutkiem
winietowania. A) Skrawek pobrany w okolicach czotowych (Bregma~ 1,98 mm) z widoczng korg czotowa , guzkiem
wechowym oraz grzbietowa korg konarowa. B) Na skrawku wybarwione grzbietowe i brzuszne prazkowie oraz kora
prelimbiczna (Bregma ~ 1,54 mm)mm). C) Skrawek z widoczna droga prazkowiowo-czarng (Bregma ~-0,94 mm).
D) Skrawek pobrany w $rodmoézgowiu (Bregma ~ -3.16 )z widoczna cze$cig siateczkowaty istoty czarnej
i wzgorkiem gornym. Oznaczenie skrotow: Crx- kora moézgowa, DP- grzbietowa kora konarowa, Tu- guzek
wechowy, PrL- kora prelimbiczna, Cpu- prazkowie, NAc-jadro potlezace, Hip- hipokamp, Amy- jadro migdatowate,
MGP- przysrodkowa gatka blada, SC- wzgdrek gorny, SNpr- cze$¢ siateczkowata istoty czarnej.

Ponadto w celu dyskryminacji neuronéow D1 i D2 w prazkowiu i jadrze
potlezacym wykonano podwojne barwienie immunofluorescencyjne na obecno$¢ biatka
GFP oraz proenkefaliny (pEnk). Z zalozenia biatko GFP powinno by¢ wyrazane
wytacznie w neuronach, ktore posiadajg receptory dopaminergiczne typu D1. Natomiast
ekspresja pEnk miataby charakteryzowac neurony z receptorami dopaminergicznymi
D2. Na rycinie zaobserwowano, ze zarowno w grzbietowym (Rysunek 3A-C)
jak 1 brzusznym (Rysunek 3D-I) prazkowiu wystepuja neurony, ktore barwig si¢
specyficznie na jeden rodzaj biatka (GFP lub pEnk). Jednakze istnieje grupa neuronow,
ktore charakteryzuja si¢ natozeniem obu sygnatow z barwnikdéw fluorescencyjnych
(Rysunek 3).

Na podstawie przeprowadzonych barwien immunofluorescencyjnych

stwierdzono obecno$¢ mutacji w strukturach zwigzanych z uktadem nagrody (Rysunek
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2), a takze wysnuto wniosek, ze segregacja neurondw D1 i D2 w prazkowiu
grzbietowym (Rysunek 3A-C), rdzeniu jadra potlezacego (Rysunek 3D-F) oraz
w skorupie jadra potlezacego (Rysunek 3G-I) nie jest catkowita.

' 100 g

NAc rdzeds

NAc skorupa

Rysunek 3 Barwienie immunofluorescencyjne na obecno$¢ eGFP (zielony) oraz pEnk (czerwony) u myszy
szczepu Oprd1/0prm1P* P A-C) Skrawek z grzbietowym prazkowiem (CPu) przy powiekszeniu x 20. D-F)
Skrawek z rdzeniem jadra potlezacego (NAc rdzen) przy powiekszeniu x 40. G-I) Skrawek ze skorupa jadra
potlezacego (NAc skorupa) przy powigkszeniu x 40. C,F,I.) Wspotwystepowanie sygnatéw dla GFP i pEnk (z6tto-
pomaranczowy). Biale strzatki zwrdcone w prawo wskazuja neurony wykazujace ekspresje GFP, biate strzatki
zwrocone w lewo wskazuja neurony z ekspresja pEnk, niebieskie strzatki wskazuja neurony z nalozeniem sygnatow
z GFP i pEnk.
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Podstawowe testy behawioralne

Aby sprawdzi¢ czy inaktywacja receptoréw p i & opioidowych na neuronach D1

u myszy Oprdl/Oprm1°+*P

nie zaburza ich prawidlowego funkcjonowania
przeprowadzono podstawowe testy behawioralne. Zbadana zostata aktywno$¢
motoryczna, zachowania zwigzane z lekiem, zdolnos$ci uczenia si¢ i1 zapamig¢tywania

oraz wrazliwos$¢ na bodzce.

Test otwartego pola

W celu ustalenia bazowej aktywnos$ci motorycznej oraz oceny zachowan

lekowych u myszy Oprd1/Oprm1P**P

przeprowadzono test otwartego pola. Zwierzeta
z mutacjg nie roznily si¢ znamiennie od zwierzat typu dzikiego S$rednig predkoscia
osiggang w tescie (Rysunek 4A, t(40)= 1,657, p= 0,1054) ani dtugoscia catkowitego
przebytego dystansu (Rysunek 4B, t(40)= 1,7, p= 0,0968). Nie wykryto rowniez roznic
w czasie spedzanym w polu centralnym (Rysunek 4C, t(40)=1,032, p= 0,3083).
Z danych wynika, ze mutacja nie miata wptywu na aktywnos$¢ ruchowa ani zachowania

zwigzane z Igkiem.
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Rysunek 4 Aktywno§¢ w otwartym polu u myszy Oprd1/Oprm1P" P, Wykresy przedstawiaja A) $rednia
predkos¢ B) catkowity przebyty dystans oraz C) procent catkowitego czasu spedzonego przez myszy w strefie
centralnej. Stupki bledow pokazuja SEM. Liczebnos$¢ grup wynosita WT=19, Tg=23.

Test rozpoznawania nowego obiektu

Aby sprawdzi¢ zdolno$¢ dyskryminacji obiektow oraz funkcjonowanie pamigci
krotkotrwatej u myszy Oprd1/Oprm1°*¥P przeprowadzono test rozpoznawania nowego
obiektu. Nie znaleziono statystycznie istotnych réznic migdzy catkowitym czasem
eksploracji nowego obiektu w poréwnaniu do obiektu starego przez obie grupy zwierzat

(Rysunek 5A, dwuczynnikowa ANOVA obiekt F(1, 16)= 0,4496, p= 0,5121, genotyp
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F(1, 16)= 0,0073, p= 0,933, obiekt x genotyp F (1, 16)= 0,3323, p= 0,5723). Obie grupy
zwierzat nie roznity si¢ pod wzglgdem zdolnosci dyskryminacji obiektow (Rysunek 5B,
test Mann-Whitney’a U= 6, p=0,2222) 1 charakteryzowaty si¢ staba pamigcig

kroétkotrwata.
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Rysunek 5 Wyniki testu rozpoznawania nowego obiektu dla myszy Oprd1/Oprm1°**P_ A) Catkowity czas
eksploracji starego i nowego obiektu. B) Indeks dyskryminacji obiektu oznaczajacy réznice czasu spedzonego
na eksploracji nowego obiektu i obiektu starego podzielonego przez ich sume. Stupki bledow pokazuja SEM.
Liczebnos¢ grup wynosita WT=5, Tg=5.

Test warunkowego wzmochienia

Warunkowanie klasyczne

Warunkowanie pawlowowskie jest podstawowa forma warunkowania,
polegajaca na  skojarzeniu  bodZzca  bezwarunkowego z  warunkowym.
W przeprowadzonym eksperymencie analizowano efektywnos¢ skojarzenia bodzca
neutralnego ($wiatto lub dzwiek) z dostarczeniem nagrody (czekoladowe chrupki).
W tym celu zmierzono czas od pojawienia si¢ bodzca warunkowego (CS+ lub CS-)
do momentu podejscia zwierzgt do podajnika z jedzeniem (Rysunek 6A-B.).
W przypadku gdy bodziec warunkowy byt skojarzony z nagroda w ciggu kolejnych dni
w obu grupach zwierzat zaobserwowano skrocenie czasu, po ktorym zwierzeta
podchodzity do podajnika z jedzeniem (Rysunek 6A, dwuczynnikowa ANOVA, czas
F(7, 70)= 21,42, p< 0,0001, genotyp F(1, 10)= 1,807, p= 0,2086, czas x genotyp
F(7, 70)= 0, 5337, p= 0,8061). Natomiast gdy w trakcie prezentacji bodzca
warunkowego nie pojawiata si¢ nagroda czas do podejécia do podajnika z jedzeniem si¢
wydtuzat wraz z uplywem dni (Rysunek 6B, dwuczynnikowa ANOVA czas
F(7, 70)= 4,906, p= 0,0002, genotyp F(1, 10)= 0,01401, p= 0,9081, czas x genotyp
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F(7, 70)= 1,494, p= 0,1835). Ponadto wraz z uptywem dni ulamek pomini¢tych prob
w odpowiedzi na CS+ znacznie spadl, w koncowych dniach przyjmujac warto$¢ zero
zarowno dla zwierzat dzikich jak i mutantow (Rysunek 6C, dwuczynnikowa ANOVA,
czas F(7, 70)= 5,397, p< 0,0001, genotyp F(1, 10)= 0,08772, p=0,7732, czas x genotyp
F(7, 70)= 0,09713, p= 0,9983). W przypadku gdy bodzcem byt CS-, dla obu grup
utamek pominigtych prob z kazdym dniem si¢ zwigkszal (Rysunek 6D, dwuczynnikowa
ANOVA, czas F(7, 70)= 4,04, p= 0,0009, genotyp F(1, 10)= 0,1634, p= 0,6945, czas x
genotyp (7, 70)= 0,5337, p= 0,8061). Wnioskujac z otrzymanych danych genotyp nie

mial znaczacego wptywu na zdolno$¢ uczenia si¢ U badanych zwierzat.

Warunkowe wzmocnienie

W drugim etapie do$wiadczenia sprawdzano C€zy mutacja u myszy
Oprd1/0prm1®*™ P zmieni ich wrazliwo$¢é na bodzce uwarunkowane. W tym
analizowano liczb¢ odpowiedzi instrumentalnych skojarzonych z bodZcem
warunkowym CS+ i CS- bez dostarczenia nagrody (Rysunek 6E). oraz liczbe
zaprezentowanych bodzcow (Rysunek 6F). Zarowno mutanty jak i myszy kontrolne
wykazywaty preferencje do wykonywania odpowiedzi zwigzanych z pojawieniem si¢
CS+ w poréwnaniu do CS- (Rysunek 6E, dwuczynnikowa ANOVA, rodzaj bodzca
F(1, 20)= 7,938, p= 0,0106, genotyp F(1, 20)= 0,6442, p= 0,4316, genotyp X rodzaj
bodzca F(1, 20)= 1,257, p= 0,2755). Ponadto dla obu grup liczba prezentowanych
bodzcow CS+ réwniez byla wigksza w porownaniu do CS- (Rysunek G6F,
dwuczynnikowa ANOVA, rodzaj bodzca F(1, 20)=9,035, p= 0,007, genotyp
F(1, 20)= 0,8473, p= 0,3683, genotyp * rodzaj bodzca F(1, 20)= 0,3876, p= 0,5406).
Nie zaobserwowano réznic miedzy genotypami w liczbie dokonywanych odpowiedzi

instrumentalnych ani liczbie prezentowanych bodzcow.
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Warunkowanie klasyczne
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Rysunek 6 Wyniki test warunkowego wzmocnienia dla myszy Oprd1/Oprm1P**P. Warunkowanie klasyczne.
A) Latencja oznaczajaca czas od pojawienia sie bodZca nagradzanego do podejécia zwierzat do podajnika
z jedzeniem; B) latencja oznaczajaca czas od pojawienia si¢ bodzca neutralnego do podejécia zwierzat do podajnika
z jedzeniem; C) utamek prob pominigtych czyli prezentacji bodzcow nagradzanych bez podej$¢ zwierzat
do podajnika z jedzeniem; D) utamek prob pominigtych czyli prezentacji bodzcow neutralnych bez podejs¢ zwierzat
do podajnika z jedzeniem. Warunkowe wzmocnienie: E) llos¢ wetknie¢ pyszczka po stronach skojarzonych
z prezentacja bodzcow warunkowych zapowiadajacych dostarczenie nagrody lub nienagradzanych oraz F) liczba
prezentowanych bodzcoéw warunkowych. Oznaczenia skrotow: CS+ bodziec warunkowy skojarzony z nagroda,
CS- bodziec warunkowy nienagradzany. Stupki btedow pokazuja SEM. Symbol ,,*” oznacza p<0,05 w teScie
ANOVA. Liczebno$¢ grup wynosita WT=7, Tg=5.
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Podsumowujac, zwierzeta z mutacja nie roznity si¢ zdolno$cig uczenia
od zwierzat kontrolnych. Nabywanie odruchu na bodzce zapowiadajace nagrode w obu

grupach byta zblizona.

Testy zachowan spotecznych

W dotad zaprezentowanych wynikach nie stwierdzono znamiennych roznic
w fenotypie zachowan u myszy Oprd1/Oprm1°**P. Jednak gléwnym celem niniejszej
pracy byla charakteryzacja zachowan spolecznych myszy z zaburzong aktywacja uktadu

opioidowego.

Test interakcji spotecznej

W celu sprawdzenia czy mutacja wplywa na interakcje z obiektem
przeprowadzono test interakcji, w ktorym analizowano czas jaki myszy spedzaja
na interakcji z partnerem lub eksploracji obiektu, a takze czas do pierwszej interakcji
(Rysunek 7). Niezaleznie od genotypu myszy spedzaly wigcej czasu na interakcji
z parterem niz z obiektem (Rysunek 7A, dwuczynnikowa ANOVA, rodzaj bodzca
F(1, 48)=117,1, p<0,0001, genotyp F(1, 48)= 1,205, p= 0,2778, genotyp * rodzaj
bodzca F(1, 48)=1,354, p= 0,2503). Co istotne stwierdzono wydtuzenie czasu inicjacji
interakcji spotecznej w przypadku zwierzat z mutacja (Rysunek 7B, dwuczynnikowa
ANOVA, rodzaj bodzca F(1, 48)= 0,4961, p= 0,4846, genotyp F(1, 48)= 5,221,
p= 0,0268, genotyp x rodzaj bodzca F(1, 48)= 15,07, p= 0,0003). Ponadto w przypadku
myszy kontrolnych latencja interakcji mi¢dzyosobniczej byta krotsza niz w warunku
z obiektem (Rysunek 7B, test post-hoc Tukey’a p= 0,0168), natomiast dla zwierzat
transgenicznych zaobserwowano trend w kierunku krotszego opdznienia eksploracji
obiektu niz interakcji z partnerem (Rysunek 7B, test post-hoc Tukey’a p= 0,0974).

Reasumujac, stwierdzono istotny wplyw genotypu na inicjacj¢ interakcji

spotecznej, natomiast catkowity czas interakcji nie roznit si¢ miedzy obiema grupami.
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Rysunek 7 Interakcja spoleczna i eksploracja obiektu u myszy Oprd1/Oprm1P**P  A) Catkowity czas interakcji
z partnerem i obiektem. B) Latencja oznaczajaca czas od umieszczenia przedmiotu interakcji (mysz lub obiekt)
na arenie testowej do pierwszej zainicjowanej przez mysz badang interakcji. Stupki bledow pokazuja SEM. Symbol
» ¥ oznacza p<0,05 ,,***” p,<0,001, ,,****” p<0,0001 w tescie post-hoc Tukey’a. Liczebnos¢ grup wynosita WT=24,
Tg=28.

Dodatkowo aby zweryfikowa¢ wynik uzyskany u zwierzat z mutacja, zbadano
wplyw podania nalmefenu, antagonisty receptorow opioidowych p i d oraz czesciowego
agonisty k. Wykazano, ze rowniez w tym przypadku catkowity czas interakcji
spotecznej nie r6znit si¢ miedzy grupami (Rysunek 8A, test Mann-Whitney’a, U= 21,5,
p= 0,722). Ponadto zastosowanie leku wydtuzato czas inicjacji kontaktu W poréwnaniu

do grupy kontrolnej (Rysunek 8B, test t-studenta, t(12)= 2,173, p= 0,0505).
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Rysunek 8 Interakcja spoleczna u myszy C57BL/6N. A) Calkowity czas interakcji z partnerem. B) Latencja
oznaczajaca czas od umieszczenia partnera interakcji na arenie testowej do pierwszej zainicjowanej przez mysz
badang interakcji. Stupki bledéw pokazuja SEM. Oznaczenia skrotow: NLM- grupa zwierzat, ktore otrzymaty
1 mg/kg nalmefenu na 60 minut przed poczatkiem testu; SAL- grupa kontrolna otrzymujaca sél fizjologiczng.
Liczebnos¢ grup wynosita SAL=7, NLM=7.

Eksperyment z podaniem nalmefenu potwierdzil role receptoréw opioidowych
w modulowaniu inicjacji interakcji spotecznej. Stwierdzono, ze genetyczna inaktywacja

lub farmakologiczne zablokowanie receptorow p i 6 opioidowych prowadza
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do wydluzenia czasu interakcji spolecznej. Opodznienie podejmowania czynnos$ci nie
jest globalne (normalny czas latencji do eksploracji obiektu), ale specyficzne dla

modalnosci spoteczne;.

Test wyboréw prospotecznych

Zachowania prospoteczne polegaja na podejmowaniu dziatan, ktére przynosza
korzys$¢ innym. Doswiadczenia przeprowadzono w celu sprawdzenia wplywu aktywacji
uktadu opioidowego na decyzje podejmowane w kontekScie spoleczny. Ponadto
przeprowadzony test jest pierwsza adaptacja testu wyborow prospotecznych
zastosowang na myszach. Analizowano procent dokonywanych wyboréw
prospotecznych w fazie pre-testu, po podaniu roztworu nalmefenu oraz soli
fizjologicznej. Na poczatku postawiono pytanie czy myszy w ogole wykazuja
preferencje podejmowania wyboréw prospotecznych (Rysunek 9A). W tym celu
analizowano ilo$¢ wyborow prospotecznych dokonywanych przez aktoréw w fazie
pre-testu. Tylko w przypadku eksperymentu 1 stwierdzono znamienng sktonno$é
do podejmowania wyboréw prospotecznych wynoszaca 57 % (test dla jednej proby
t(7)= 5,230, p= 0, 0012, wynik nie pokazany na wykresie). Natomiast w eksperymencie
2 zarowno myszy kontrolne jak i mutanty nie wykazywaty zachowan prospolecznych
czgsciej niz losowo (test dla jednej proby WT t(3)= 0,8725, p= 0, 4472,
Tg t(4)=0,7258, p= 0, 5082, wynik nie pokazany na wykresie).

W eksperymencie 1 zaobserwowano znamienny spadek liczby wyborow
prospotecznych po podaniu nalmefenu (Rysunek 9A, jednoczynnikowa ANOVA
F(2, 21)= 5,119, p= 0,0155). Natomiast w eksperymencie 2 zarowno w przypadku
myszy dzikich jak 1 transgenicznych nie zaobserwowano znaczacych réznic w liczbie
dokonywanych wyboréw prospotecznych po podaniu nalmefenu (Rysunek 9A,
dwuczynnikowa ANOVA, lek F(2, 14)= 2,170, p= 0,1510, genotyp F(1, 7)= 2,971, p=
0,1284, genotyp x dzien F(2, 14)=0,7796, p= 0,4775).
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Rysunek 9 Wybory prospoleczne podejmowane przez myszy C57BL/6N i Oprd1/Oprm1P**P. A) Sredni procent
dokonywanych wyborow prospolecznych przez myszy C57BL/6N (cksperyment 1) i Oprd1/Oprm1PKP
(eksperyment 2) w fazie pre-testu, po podaniu soli fizjologicznej i nalmefenu. B) Zmiany procenta dokonywanych
wyboréw prospolecznych przez myszy C57BL/6N (eksperyment 1) oraz Oprd1/Oprm1PP (eksperyment 2)
w trakcie wszystkich dni trwania testu. Stupki btedow pokazuja SEM. Oznaczenia skrotow: P- wybory dokonywane
w czasie pre-testu, S- wybory dokonywane po podaniu 1 mg/kg soli fizjologicznej na 60 minut przed poczatkiem
testu, N- wybory dokonywane po podaniu 1 mg/kg nalmefenu na 60 minut przed poczatkiem testu; Liczebno$¢ grup
w eksperymencie 1 wynosita n=8, natomiast w eksperymencie 2 WT= 4, Tg= 5.

Z obserwacji wynika, ze genotyp zwierzat nie wptyng na liczbe dokonywanych
wyboréw prospotecznych, niemniej dziatanie nalmefenu nie bylo jednoznaczne. Lek
zmniejszal liczb¢ dokonywanych wyborow prospotecznych w eksperymencie 1,
w ktorym wykazano bazowg preferencje dokonywania wyboréw prospotecznych.
Jednakze w eksperymencie 2 nie stwierdzono wplywu podania nalmefenu
na podejmowane wybory a zwierzeta nie charakteryzowaly si¢ znaczaca sklonnoscia

do wyborow prospotecznych.
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Dyskusja

Punktem wyjscia przeprowadzonych badan byla charakteryzacja szczepu

transgenicznych myszy Oprd1/Oprm1P*P

. W celu weryfikacji specyficzno§¢ mutacji
przeprowadzono barwienia immunofluorescencyjne, umozliwiajace identyfikacje
miejsc  ekspresji  transgenu. Stwierdzono, ze lokalizacja biatkka GFP byta
charakterystyczna dla drogi bezposredniej petli korowo-podstawnej. Na podstawie tej
obserwacji zatozono, ze mutacja prowadzi do inaktywacji receptorow opioidowych
i i 6 na neuronach wyrazajacych receptory dopaminy D1, co moze by¢ bezposrednia
przyczyng zaburzen funkcjonowania uktadu nagrody oraz zmian fenotypowych.

Aby stwierdzi¢, czy modyfikacja genetyczna miata wptyw na zachowanie
przeanalizowano podstawowe funkcjonowanie zwierzat w tescie otwartego pola,
rozpoznawania nowego obiektu i warunkowego wzmocnienia. Wykazano, ze myszy
transgeniczne nie roznity si¢ od myszy kontrolnych aktywno$cig ruchows,
zachowaniami lekowymi, umiej¢tno$cia uczenia si¢ 1 zapamigtywania czy wrazliwoscig
na bodzce sensoryczne. Zaobserwowany brak zmian behawioralnych myszy
Oprd1/0Oprm1P*™ P jest w zgodzie z wynikami Jastrzgbskiej, ktéra jako pierwsza
podjeta si¢ opisu tego transgenicznego szczepu (Jastrzebska, 2017).

Zasadnicza czg$¢ pracy stanowily badania zachowan spolecznych oraz
podejmowania decyzji w kontekS$cie spotecznym. Zaobserwowano, ze myszy
Oprdl/OprmlDl'KD wykazuja wydtuzony czas inicjacji interakcji spolecznej, jednak
catkowity czas spedzony na kontakcie z partnerem interakcji byt niezmieniony.
Dodatkowo wyniki eksperymentu na myszach dzikich, ktérym podawano
dootrzewnowo nalmefen (antagoniste receptorow opioidowych p i & oraz agoniste k)
potwierdzity wptyw wyciszenia uktadu opioidowego na wydtuzenie opdznienia przed
podjeciem interakcji oraz daty podstawe do twierdzenia, iz obserwowane zmiany nie sg
wynikiem procesow adaptacyjnych zwigzanych z wprowadzeniem transgenu. Natomiast
proba przystosowania testu wyboréw prospotecznych do badan na myszach nie
przyniosta oczekiwanego efektu, uniemozliwiajac okreslenie, czy myszy w ogole

charakteryzujg si¢ sktonno$cig do wyboréw prospotecznych.

Zaburzenia interakcji spotecznej nie sa wynikiem ogdélnych zmian
funkcjonowania myszy Oprd1/Oprm1P**P

Prazkowie zaangazowane jest przede wszystkim w kontrole ruchowg oraz

integracj¢ procesow kognitywnych, emocjonalnych i motywacyjnych. Zbudowane jest
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gléwnie z $rednich neuronéw kolczystych, wykazujacych charakterystyczng ekspresje
receptorow dopaminowych. Wykazano, ze zaburzenia aktywacji $ciezki bezposredniej
tworzonej przez neurony wyrazajace receptory dopaminy D1 prowadza do obnizenia
aktywno$ci motorycznej myszy (Bateup i wsp., 2010). Jednakze w prezentowanych
tu badaniach nie wykazano zmian w ogélnym pobudzeniu zwierzat Oprd1/Oprm1°<P
analizowanym w tescie otwartego pola czy na podstawie czasu eksploracji obiektow
w teScie rozpoznawania nowego obiektu. Niemniej zaobserwowano wydluzenie
op6znienia przed podjeciem interakcji spolecznej, co jest zaskakujace w kontek$cie
mutacji, ktora teoretycznie prowadzilaby do odhamowania $ciezki bezposrednie;.
W swoich badaniach Cui i wspotpracownicy wykazali, Ze inicjacj¢ czynnosci poprzedza
aktywacja obu Sciezek podstawno-korowych, a nie jak klasycznie uwazano tylko drogi
prazkowiowo-czarnej (Cui i wsp., 2014). Mozliwe, ze w wyniku prenatalnej
modyfikacji genetycznej doszto do adaptacyjnych zmian aktywacji specyficznych
srednich neurondéw kolczystych, ktorych wynikiem byto wzmocnienie dziatania §ciezki
posredniej. Dodatkowo interesujacym jest fakt, ze wydluzenie czasu inicjacji interakcji
dotyczyto tylko warunku spotecznego. Jedng z przyczyn takiego zachowania myszy
Oprd1/0Oprm1°**P mogla byé zmniejszona wrazliwos¢ na bodzce spoleczne. Argument
ten odrzucono przeprowadzajac test rozpoznawania nowego osobnika, w ktorym
wykazano, ze genotyp nie mial wptywu na zdolno$¢ dyskryminacji myszy. Stwierdzono
réwniez, ze zachowania myszy w tescie interakcji spolecznej nie byly wynikiem
nasilonych zachowan lgkowych, ktore analizowano na podstawie czasu spedzanego
w centrum klatki w tescie otwartego pola. Innym wyjasnieniem wydluzonej latencji
interakcji mogly by¢ zmiany w wartosciowaniu bodzcéw i procesach motywacyjnych,

co zostanie rozwinig¢te w dalszej czgsci dyskusji.

Czy wyciszenie receptoréw opioidowych p i & wptywa na funkcjonowanie
uktadu nagrody? Odczuwanie przyjemnosci a motywacja.

Prazkowie jest cze$cia ukladu nagrody, bioracego udzial w przetwarzaniu
informacji o wartosci hedonistycznej i motywacyjnej nagrody oraz procesach uczenia
si¢. Grzbietowe prazkowie unerwiajg glownie kora czuciowo-ruchowa oraz obszary
asocjacyjne a jego aktywnos$¢ zwigzana jest z uczeniem na zasadzie wzmocnien oraz
powstawaniem nawykoéw behawioralnych. Natomiast do brzusznego prazkowia
dochodza aksony struktur limbicznych. Strukturze tej przypisuje si¢ wazng role

w asocjacyjnym uczeniu (Macpherson, Morita i Hikida, 2014) oraz odczuwaniu
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przyjemnosci (Castro i Berridge, 2014). W licznych badaniach wykazano, ze bodzce
nagradzajace prowadza do wzrostu uwalniania dopaminy w NAc (Di Chaira i Imperato,
1988; Hernandez i Hoebel, 1988; Radhakishun, Van Ree i Westerink, 1988), ktory
moze by¢ kontrolowany przez transmisje opioidowa (Margolis i wsp., 2006; Margolis
I wsp., 2003). Zatem zmiany w aktywacji $ciezki bezposredniej moglyby by¢ przyczyna
zaburzen w odczuwaniu przyjemnosci, jednak wydaje sig, ze myszy Oprd1/Oprm1°<P
nie r6znig w tym aspekcie od zwierzat kontrolnych. Jastrzgbska wykazata, ze mutacja
nie miata wpltywu na preferencje sacharyny, ilo$¢ zjadanego pokarmu czy tez
wrazliwo$¢ na morfing i nalokson w tescie preferencji miejsca. Niemniej zauwazono,

ze myszy Oprd1/Oprm1P+*P

wykonuja wiecej odpowiedzi instrumentalnych w tescie
samopodawania jedzenia (Jastrzebska, 2017), co moze $wiadczyé o zwigkszonej
warto$ci nagradzajacej bodzcow.

Zachowania afiliacyjne maja charakter spolecznej nagrody i1 wigza si¢
z pobudzeniem szlaku VTA-NAc poprzez aktywacje neurondw wyrazajacych receptory
dopaminy D1 (Gunaydin i wsp., 2014). Warto zaznaczy¢, ze przetwarzanie informacji
o niespotecznych bodzcach nagradzajacych moze r6zni¢ si¢ od przetwarzania bodzcow
o bodzcach spotecznych i angazowaé inne struktury badz grupy neuronow (Ruff i Fehr,
2014). W kontekscie odczuwania przyjemnosci wyniki mojej pracy moga przemawiaé
na rzecz hipotezy o wspdlnym mechanizmie nagrody spotecznej i niespolecznej,
poniewaz w teScie interakcji spotecznej potwierdzono brak wpltywu mutacji
na odczuwanie przyjemno$ci, objawiajacy si¢ brakiem réznic w ogdélnym czasie
interakcji spotecznej. Badane osobniki byty starsze, wigc spodziewano si¢ reakcji
agresywnych oraz lekowych, ktorych jednak nie zaobserwowano, wigc na podstawie
tych obserwacji wyciagni¢to wniosek o nagradzajacej wartosci interakcji spotecznych.
Brak objawow anhedonii u myszy Oprd1/Oprm1®*P moze byé¢ spowodowany tym,
ze mutacja zaszla wylacznie na neuronach D1 obecnych w NAC, ktore nie jest
jedynastrukturg odpowiedzialng za odczucie przyjemnosci. Innymi strukturami
zwigzanymi z przetwarzaniem informacji o nagrodzie s3 VP oraz jadra
okotoramieniowe mostu (Berridge i Kringelbach, 2008), w ktorych nie doszto
do wbudowania transgenu. Mozliwe, ze aktywnos$¢ tych dwoéch struktur kompensuje
zaburzenia aktywacji w NAc lub/oraz brak zmian w zachowaniu afiliacyjnym jest
wynikiem wlaczenia procesow homeostatycznych w aktywacji petli  korowo-
podstawnych, opierajacych si¢ na zasadzie sprz¢zen zwrotnych. Prawdopodobnie

wynika to ze wzmozone] aktywno$ci interneuronow W NAc, zapobiegajacej
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przedtuzonej aktywacji neuronow NAc przez nagradzajace bodzce (Macpherson,
Morita, i Hikida, 2014).

Rola receptorow opioidowych w regulacji afiliacyjnych zachowan
spotecznych.

W  wielu badaniach udowodniono rol¢ opioidow w regulacji zachowan
spotecznych (Loseth, Ellingsen, i Leknes, 2014; Vanderschuren i wsp., 1995).
Zaobserwowano, ze¢ dootrzewnowe podania morfiny (nieselektywnego agonisty
opioidowego) zwigkszajg sktonnosci do zabaw u mtodocianych szczurow, natomiast
podania naloksonu (nieselektywnego antagonisty receptoréw opioidowych) maja
odwrotny skutek (Normansell i Panksepp, 1990). W pézniejszych badaniach wykazano,
ze kluczowa role w nagradzajacych efektach kontekstu spotecznego petnig receptory
opioidowe zlokalizowane w strukturach uktadu nagrody. Stwierdzono, Zze pobudzenie
receptorow p W skorupie oraz rdzeniu NAc, a takze zablokowanie receptorow
Kk prowadzi do zintensyfikowania zabaw u mtodocianych szczuréw (Trezza i wsp.,
2011). Nalezatoby zatem przypuszczaé, ze obnizenie aktywacji receptoréw
pn w prazkowiu bedzie skutkowato skrdéceniem interakcji osobnikow, czego jednak nie
wykazano w przeprowadzonych przeze mnie eksperymentach. Zaréwno zwierzgta
transgeniczne jak i myszy, ktérym podano nalmefen nie roznity si¢ znamiennie czasem
spedzanym na interakcji z partnerem. Jednak badane osobniki byly starsze (9-17
tygodni) niz szczury w eksperymentach Trezzy (5 tygodni), co moglo wplynaé
na osiggniety wynik. Zaobserwowano bowiem, ze u samcOw myszy zachowania
afiliacyjne stabng z wiekiem, wigc réznice mogg by¢ trudniejsze do wykrycia.

Ponadto istnieja prace, ktore wskazuja na konieczno$¢ zrbwnowazonej aktywacji
uktadu opioidowego na wczesnych etapach zycia, by zwierzeta mogly wyksztatci¢
prawidtowe wzorce interakcji spolecznej. Zaburzona transmisja opioidowa bytaby
powodem zmienionej wrazliwos¢ na bodzce spoleczne, ktora jest pobudka
do podejmowania odpowiednich reakcji w kontek$cie spotecznym. Eksperymenty
przeprowadzone na myszach pozbawionych receptora opioidowego p wykazaty,
ze zwierzgta te charakteryzujg si¢ zmniejszong intensywno$ciag wokalizacji
w odpowiedzi na separacje od matki w poréwnaniu do myszy kontrolnych. (Moles,
Kieffer i Amato, 2004). Podobnie Cinque i wspotpracownicy stwierdzili, ze zar6wno
brak receptora opioidowego p jak i postnatalne podania naltreksonu (niespecyficznego

antagonisty receptorow opioidowych) powodowaly zmniejszenie wrazliwosci
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na matczyne bodzce oraz ostabienie interakcje z rowiesnikami w pdzniejszym wieku.
Co wigcej zwierzgta nie wykazywaty preferencji miejsca skojarzonego z kontekstem
spotecznym, co moze $wiadczy¢ o obnizonej zdolnosci do odczuwania przyjemnosci
z kontaktu spotecznego (Cinque i wsp., 2012). Z drugiej strony wyniki moich badan
wskazuja, ze wyciszenie receptoroOw opioidowych p i 6 na neuronach wyrazajacych
receptor dopaminowy D1 nie jest wystarczajace, aby obnizy¢ warto$¢ nagradzajaca
bodzcow spotecznych u dorostych myszy Oprd1/Oprm1P**P. Natomiast wydtuzony
czas inicjacji interakcji spolecznej moze sugerowa¢ zaburzenia procesOw

motywacyjnych.

Czy wydluzenie czasu inicjacji interakcji spotecznej jest wynikiem
zaburzonej motywacji? Rola receptorow pi & opioidowych.

Zaburzenia funkcjonowania uktadu opioidowego moga wplywaé nie tylko
na odczucie przyjemno$ci zwigzane z nagroda, ale rowniez na zdolno$¢ bodzcoéw
do przewidywania nagrody. Strukturg biorgcg udzial w przetwarzaniu warto$ci
motywacyjnej bodzcow warunkowych jest grzbietowo-boczna cze$¢ prazkowia.
Wykazano, ze iniekcje DAMGO (selektywnego agonisty receptoréw opioidowych
w) do grzbietowo-bocznego prazkowia zwigkszaty wrazliwo$¢ na prezentowane bodzce
warunkowe 1 zmniejszaty czas opdznienia do podejscia do bodzca zapowiadajacego
nagrode lub do miejsca, w ktorym nagroda miata si¢ pojawi¢. Ponadto w teScie
warunkowego wzmocnienia zwierzg¢ta te wykazywaly si¢ zwigkszong motywacja
do wykonywania specyficznych odpowiedzi, skutkujacych pojawieniem si¢ bodzca
warunkowego skojarzonego z nagroda (Difeliceantonio i Berridge, 2016). Niemnigj
w przeprowadzonym przeze mnie tescie warunkowego wzmocnienia nie wykazano
obnizenia motywacyjnej wartosci bodZzcow warunkowych, co teoretycznie bytoby
efektem wyciszenie receptoréw opioidowych w grzbietowym prazkowiu. Z badan
wynika, ze wydluzenie opdznienia do interakcji spolecznej nie bylo prawdopodobnie
wynikiem zaburzen w antycypacji nagrody.

W swoich badaniach Laurent i wspotpracownicy (2012) wskazuja na istnienie
dwoch proceséw motywacyjnych, odrgbnych anatomicznie 1 chemicznie, zwigzanych
z wartoSciowaniem nagrody oraz bodzca zapowiadajgcego nagrode. Zaobserwowano,
ze myszy z inaktywacja receptora opioidowego p W rdzeniu NAC charakteryzowaty si¢
obnizong wrazliwoscia na dewaluacje nagrody, jednak nie wykazujac zmian

w warto$ciowaniu bodzcéw warunkowych. Natomiast usunigcie lub zablokowanie
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receptora opioidowego & w skorupie NAc prowadzito do zaburzen warto$ciowania
bodzcow warunkowych, nie wplywajac na warto$¢ samej nagrody (Laurent i wsp.,
2012). Mozliwe zatem, ze opdznienie interakcji spotecznej jest skutkiem obnizenia
pobudzenia receptora opioidowego p na drodze prazkowiowo-czarnej i wynika
ze zmian w wartosciowaniu samej nagrody a nie bodzcow skojarzonych z nagroda.
Wedlug modelu SOMSON aktywacja receptora opioidowego @ moze
wywotywa¢ odmienne skutki na zachowania spoleczne w zaleznosci od poczatkowego
stanu motywacyjnego danego osobnika (Loseth, Ellingsen, i Leknes, 2014).
Zablokowanie tychze receptorow u zwierzat nie poddawanych izolacji spolecznej
prowadzitoby do ostabienia motywacji do poszukiwania spolecznego kontaktu,
co rowniez potwierdzaja wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan. Zaréwno
do$wiadczenia na myszach Oprd1/Oprm1P**P jak i z dootrzewnowym podaniem
nalmefenu wykazaly wydluzenie latencji interakcji spolecznej, niemniej efekt
wywotany przez lek nie osiggnat progu istotnosci statystycznej, ale widoczna byta silna
tendencja. Nalmefen wykazuje powinowactwo do wszystkich typow receptorow
opioidowych. Dziata gltownie jako antagonista receptorow p oraz stabiej jako
antagonista receptoréw O i czgSciowy agonista receptorow k. Mozliwe, ze duza role
w inicjacji interakcji spotecznej odgrywa aktywacja receptorow 6 opioidowych, ktore
byly w niewielkim stopniu blokowane przez nalmefen, dlatego nie stwierdzono tak
znamiennej r6znicy W motywacji jak w przypadku myszy transgenicznych.
Podsumowujac, mutacja u myszy Oprd1/Oprm1°**P nie wywotuje globalnych
zmian w do$§wiadczaniu przyjemnosci. Natomiast zjawisko wydtuzonego czasu inicjacji
interakcji spotecznej jest skutkiem zaburzen motywacji, wynikajacej ze specyficznych
zmian w wartosciowaniu kontaktu spotecznego. Zatem wyniki moich badan
potwierdzaja rozdzielno$¢ procesOw motywacyjnych oraz zwigzanych z odczuwaniem
przyjemno$ci oraz sugeruja istnienie odrebnych mechanizméw przetwarzajacych

informacje o niespotecznych i spotecznych bodzcach nagradzajgcych

Czy myszy sg prospoteczne? Rola opioidéow w podejmowaniu decyzji

Dodatkowym celem pracy byta proba adaptacji testu wybordéw prospotecznych
do badan na myszach. Na podstawie doniesien o zachowaniach prospotecznych
szczuréw (Hernandez-Lallement i wsp., 2015) na zasadzie analogii podejrzewano,

ze zjawisko to bedzie réwniez obserwowane u myszy. Postuluje si¢, Ze mechanizmem
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odpowiedzialnym za podejmowanie wyboréw prospotecznych jest doswiadczanie
nagrody spotecznej, ktora moze zaleze¢ od aktywacji uktadu opioidowego.

Na podstawiec badan przeprowadzonych w ramach pracy magisterskiej nie
mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy myszy wykazujg sie sktonnoscig do podejmowania
wyboréw prospotecznych oraz czy manipulacje uktadem opioidowym powoduja
zmiany decyzji. Wykazano bowiem, ze myszy transgeniczne nie roznity si¢ liczba
wyboréw prospotecznych od myszy kontrolnych (eksperyment 2), z drugiej strony
iniekcje nalmefenu zmniejszaly sktonnos¢ do decyzji prospotecznych u myszy dzikich
(eksperyment 1). W takim razie co mogto by¢ przyczyng rozbieznos$ci wynikow?

Po pierwsze procedury zastosowane w eksperymencie 1 (wptyw nalmefenu)
roznity si¢ od eksperymentu 2 (wptyw mutacji). Zastosowane zmiany dotyczyly czasu
prowadzenia testu (faza jasha vs faza ciemna), ilosci prob (25 vs 20), wieku zwierzat
(9 vs 12-16), minimalizacji wpltywu czynnikow zwigzanych z otoczeniem oraz
kolejnosci dostarczania nagrod (patrz Materialy i metody). Wyniki eksperymentu 1
wskazuja na zachowania prospoteczne myszy powyzej poziomu losowosci (57%
wyborow prospotecznych) i sg zgodne z obserwacjami grupy Hernandez-Lallement’a,
w ktorych szczury osiggnely podobny rezultat (Hernandez-Lallement i wsp., 2015). U
tych myszy blokada receptorow opioidowych skutkowata statystycznie znamiennym
spadkiem wyboréw prospolecznych. Natomiast w eksperymencie 2 Zadna z grup nie
wykazywata si¢ zachowaniami prospolecznymi, a zastosowanie nalmefenu nie
spowodowato obserwowalnych zmian fenotypowych.

Nalmefen wykazuje powinowactwo przede wszystkim do receptorow p oraz
stabiej do receptoréw o opioidowych (antagonista), ale jest takze czgsciowym agonista
receptorow k. W teScie wyborow prospolecznych nie zaobserwowano wplywu
genetycznej modyfikacji na podejmowane decyzje, jednak w eksperymencie 1
stwierdzono spadek wyborow prospotecznych po zastosowaniu nalmefenu.
Niewykluczone zatem, ze to wtasnie manipulacje aktywacja receptoroOw K sg przyczyng
zmian w podejmowaniu decyzji. Mozliwe, ze zachowania prospoteczne u myszy nie s3
wynikiem dos$wiadczania nagrody spolecznej, w mediowaniu ktorej biora udziat
receptory opioidowe p i 6 (Laurent i wsp., 2012; Trezza i wsp., 2011), ale paradoksalnie
sa konsekwencja odczuwania kary spolecznej zwigzanej z aktywacja receptorow
opioidowych «k (Mclaughlin i wsp., 2006). Negatywne bodzce przesytane przez partnera

(Horner i wsp., 2011) oraz dodatkowa aktywacja receptoréw k moglyby prowadzié
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do uczucia dyskomfortu, ktory motywowaltby do podejmowania wyborow
prospotecznych.

Mozliwe rowniez, ze niejasne wyniki eksperymentéw sg spowodowane ztym
doborem obiektow badawczych. Testy wyboréw prospotecznych  zostaly
przeprowadzone na samcach myszy, natomiast w wielu badaniach wykazano,
ze wicgkszg sklonno$¢ do zachowan prospotecznych majg samice (Bartal, Decety
i Mason, 2012; Hernandez-Lallement i wsp., 2015). Co wiecej osobniki biorgce udziat
w tescie pochodzity z innych klatek, co zmniejsza prawdopodobienstwo zachowan
prospotecznych motywowanych wzajemnoscig (Cronin, 2012), a takze opartych
na wczesniejszych doswiadczeniach (Rutte i Taborsky, 2008).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze myszy moga przejawia¢ zachowania
prospoteczne. Prawdopodobnie zmiany w aktywacji uktadu opioidowego moga
wptywaé na podejmowane wybory w kontekscie spotecznym, ale tylko wsrdd

osobnikow, ktore wyjsciowo ja przejawiaja.

Krytyka i dalsze perspektywy badan

Dotychczas opisano wpltyw endogennego ukladu opioidowego na wiele
aspektow zachowania, dlatego dziwi¢ moga wyniki badan, w ktérych zastosowanie
manipulacji genetycznej prowadzacej do inaktywacji receptorow p i & opioidowych
na neuronach $ciezki bezposredniej petli korowo-podstawnej nie wywoluje
spektakularnych zmian w zachowaniu zwierzat. Powodow tego stanu rzeczy moze by¢
Kilka.

Po pierwsze przeprowadzona mutacja prowadzi do obnizonej transkrypcji
genow, na ktorych matrycy powstajg receptory p i & opioidowe oraz do zaburzen
translacji tychze biatek. Oznacza to, Zze skutkiem mutacji nie jest catkowity brak
receptorow opioidowych 1 wcigz moze powstawa¢ pewna ilo§¢ funkcjonalnych biatek
wystarczajgca do wywotania normalnego efektu stymulacji opioidowej. W rzeczy samej

Jastrzebska udowodnita, ze myszy Oprd1/Oprm1P*P

reaguja na podania morfiny
1 naloksonu w tescie preferencji miejsca tak samo jak myszy kontrolne (Jastrzgbska,
2017), co moze dowodzi¢ istnienia wystarczajacej ilosci funkcjonalnych receptorow
opioidowych p i 6 na neuronach D1 lub tez prowadzi¢ do konkluzji, Ze miejsca
dziatania opioidow skojarzone z nagroda sa zgota inne niz neurony D1, czemu jednak

przecza dane literaturowe (Kravitz i wsp., 2012). W przysztosci warto bytoby zbadac
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ilos¢  funkcjonalnych receptorow opioidowych oraz przeprowadzi¢ badania
elektrofizjologiczne, ktore pozwolitby na oceng efektywnos$ci mutacji.

Po drugie na podstawie przeprowadzonych barwien immunofluorescencyjnych
nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy mutacja jest specyficzna dla neuronow
wyrazajacych receptor dopaminowy DI, tym samym czy skutki genetycznej
modyfikacji s3 wynikiem zaburzen funkcjonowania wylgcznie $Sciezki bezposrednie;j.
Na podstawie analizy obrazu mikroskopowego stwierdzono, ze ekspresja transgenu
owszem zachodzi w neuronach D1, natomiast do identyfikacji neuronéw D2 uzyto
przeciwcial dla enkefaliny. Zaobserwowano, ze istnieja neurony, ktore wyrazaja
zarowno transgen jak i proenkefaling, co moze sugerowaé niecatkowitg rozdzielno$é
$ciezki bezposredniej i posredniej. Owszem istniejg badania, w ktorych potwierdzono
powyzsza hipotezg, a takze zanegowano klasyczny podzial $ciezki bezposredniej
i posredniej odpowiednio na aktywacyjng i hamujaca (Kupchik i wsp., 2015). Niemniej
jednak na podstawie przeprowadzonych barwien stwierdzono, ze lokalizacja struktur
moézgowych wyrazajacych transgen jest charakterystyczna dla drogi bezposrednie;.

Ponadto liczba testow behawioralnych przeprowadzonych w ramach niniejszej
pracy jest niewystarczajaca, aby stwierdzi¢, ze mutacja wplywa wyltacznie na jeden
aspekt zachowan. Zasadne byloby dokladniej przyjrze¢ si¢ procesom zwigzanym
z warto$cig motywacyjng bodzcoéw spotecznych, a takze poréwnaé wptyw réznych
wyjsciowych stanow motywacyjnych na zachowania spoteczne. Ponadto warto ustali¢
specyficzng rolg receptorow opioidowych w inicjacji interakcji, wykorzystujac
selektywnych antagonistow stereotaktycznie podawanych do struktur uktadu nagrody.

W celu charakteryzacji szczepu Oprd1/Oprm1P<P

nalezatoby zanalizowaé inne
zachowania spoteczne, takie jak wrazliwo$¢ na separacj¢ od matki czy tez wplyw
kontekstu spotecznego na warunkowanie preferencji miejsca. Poza tym w mojej pracy
nie podjetam si¢ odpowiedzi na pytanie czy i w jaki sposoéb wyciszenie uktadu
opioidowego wptywa na zachowania negatywne takie jak agresja lub wycofanie. Dalej
pozostaje wyzwaniem ustalenie czy i w jakim stopniu myszy sa prospoleczne, jakie
sa mechanizmy prospoteczno$ci oraz przystosowanie procedur eksperymentalnych

do mozliwosci badanego gatunku.

Podsumowanie

Wyniki przedstawione w mojej pracy magisterskiej potwierdzaja role

endogennego uktadu opioidowego w regulacji zachowan spotecznych. Stwierdzono,
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ze inaktywacja receptorow opioidowych p i 8 na neuronach wyrazajacych receptory
dopaminy D1 u myszy Oprd1/Oprm1°** P prowadzi do wydtuzenia czasu inicjacji
interakcji spotecznej, co moze $wiadczy¢ o zaburzeniach proceséw motywacyjnych
zwigzanych z warto$ciowaniem bodzcoéw spotecznych. Przeprowadzone eksperymenty
potencjalnie moga wplynaé na dalszy rozwdj badan nad podtozem spolecznego
funkcjonowania cztowieka i niewykluczone, ze wyznacza nowy kierunek leczenia

farmakologicznego zaburzen interakcji spotecznych.
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Wykaz skrotow

Amy jadro migdatowate

CAMP cykliczny adenozyno-3',5’-monofosforan

CPu prazkowie,

Crx kora mozgowa

CS- bodziec warunkowy niezapowiadajacy nagrode

CS+ bodziec warunkowy zapowiadajacy nagrode
DAMGO ([D-Ala?, N-MePhe*, Gly-ol]enkephalin) selektywny agonista receptora
opioidowego p

DP grzbietowa kora konarowa

DPDPE ([D-Pen? D-Pen®]enkephalin) selektywny agonista receptora opioidowego &
GFP bialko zielonej fluorescencji

Hip hipokamp

IF PAN Instytut Farmakologii Polskiej Akademii Nauk
MGP przysrodkowa gatka blada

NAC jadro potlezace

pEnk proenkefalina

PFC kora przedczotowa

POMC proopiomelanokortyna

PrL kora prelimbiczna

SC wzgorek gormy

SNpc czgsé¢ zbita istoty czarnej

SNpr czes¢ siateczkowata istoty czarnej

Tg myszy modyfikowane genetycznie wyrazajace transgen
Tu guzek wechowy

VP brzuszna gatka blada

VTA brzuszne pole nakrywki

WT myszy kontrolne bez ekspresji transgenu
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