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2. Wykaz skrotow

ASD - spektrum zaburzen autystycznych (ang. Autism Spectrum Disorder)
CPP — warunkowana preferencja miejsca (ang. Conditioned Place Preference)
CPA — warunkowana awersja miejsca (ang. Conditioned Place Aversion)

CTAP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen-Thr-NH2) — sztuczny selektywny
antagonista p opioidowy

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

DPDPE ([D-Pen2,D-Pen5]enkephalin) - selektywny agonista receptora opioidowego o
DRN — grzbietowe jadra szwu (ang. dorsal raphe nucleus)

GDP - guanozynodifosforan (ang. Guanosine-5'-diphosphate)

GTP - guanozynotrifosforan (ang. Guanosine-5'-triphosphate)

GIRK - wewnatrzprostownicze kanaly potasowe sprz¢zone z biatkiem G (ang. G
protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel)

NAC — jadro potlezace (ang. nucleus accumbens)
PND - dzien po urodzeniu (ang. postnatal day)
PSD — zageszczenie postsynaptyczne (ang. postsynaptic density)

sCPP — warunkowana preferencja kontekstu spotecznego (ang. social Conditioned
Place Preference)

VTA - brzuszne pole nakrywki (ang. ventral tegmental area)



3. Streszczenie

Okres dojrzewania jest zwigzany z szeregiem ztozonych zmian w zachowaniu, mi¢dzy
innymi obnizeniem zaangazowania w relacje z rodzing. Gtownym zatozeniem moje;j
pracy magisterskiej bylo zbadanie nagradzajagcych efektow interakcji miedzy
rodzenstwem podczas okresu dojrzewania u myszy (33 — 42 dzien po urodzeniu). Drugim
celem przeprowadzanych doswiadczen bylo wskazanie roli receptora p opioidowego w
kontrolowaniu nagrody spotecznej podczas okresu dojrzewania. Aby $ledzi¢ zmiany w
nagradzajacych wiasciwosciach oddziatywan spotecznych u myszy szczepu C57BL/6J,
postuzono si¢ testem warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego (sCPP). Wyniki
eksperymentow wskazuja, ze interakcje spoteczne z rodzenstwem sg nagradzajace dla
myszy we wczesnej 1 poéznej fazie dojrzewania, ale nie w $rodkowej (36-39 dzien po
urodzeniu). Ponadto, podanie selektywnego antagonisty receptora opioidowego —
cyprodime — odwrdcito obnizenie zainteresowania kontaktami z rodzing u myszy w
srodkowym okresie dojrzewania. Powyzsza obserwacja moze $wiadczy¢ o istnieniu
okresu krytycznego dla rozwoju zachowan spotecznych miedzy 36 a 39 dniem po
urodzeniu u myszy. Natomiast wplyw podania cyprodime wskazuje na szczeg6lng rolg
receptorow p opioidowych w regulowaniu reorientacji spotecznej, czyli zmiany
zainteresowania kontaktami z rodzing na rzecz relacji z réwieSnikami. Przedstawione
doswiadczenia mogg stanowi¢ podstawe dla przysztych badan nad okresleniem w jakim
stopniu 1 przez jakie receptory uklad opioidowy moduluje interakcje spoteczne oraz nad
efektem lekow na nagrode spoteczna.

Stowa kluczowe: uktad nagrody, endogenny uktad opioidowy, nagroda spoteczna, okres
dojrzewania, reorientacja spoteczna



4. Abstract

Adolescence is associated with a complex pattern of behavioural changes including
decreased interest in bonding with family members. The main focus of my work was to
investigate the rewarding effects of interactions among siblings across adolescence in
male mice (postnatal days 33-42). The second goal was to test the role of the p-opioid
system in modulating social reward in adolescence. To study changes in rewarding value
of social interactions in C57BL/6J male mice a social conditioned place preference
procedure (SCPP) was employed. The results showed that social interactions with siblings
are rewarding for mice in their early and late adolescence, but not mid-adolescence (PND
36-39). Furthermore, the administration of the p-opioid receptor antagonist — cyprodime
— reversed the decline in rewarding effects of social interactions with siblings in mid-
adolescent individuals. This observation may indicate the existence of a critical period
for social interactions development between postnatal days 36 and 39. It can be also
conceivably hypothesized that p-opioid receptors regulate social re-orientation from
family to peers during adolescence. Thus, the research is also a good starting point to
study the effects of other drugs on social reward and to determine to what extent and
through which receptors the opioid system modulates social interactions.

Key words: reward system, endogenous opioid system, social reward, adolescence, social
re-orientation



5. Wstep

5.1 Charakterystyka okresu dojrzewania.

Na okres dojrzewania sktadajg si¢ liczne przemiany rozwojowe i procesy uczenia sig
bedace podstawg do przejsécia z wieku dziecigcego w dorostosé. Przemiana ta zaczyna sig
wraz z rozpoczeciem etapu dojrzewania plciowego, ktore u czlowieka wystepuje
zazwyczaj w wieku 10 lat u dziewczat i 12 lat u chtopcow. U podstaw dojrzewania
plciowego lezg procesy zachodzace w mozgu, ktore stymulujg zmiany metaboliczne,
szybkie wzrastanie, rozwijanie narzgdow plciowych oraz drugorzedowych cech
ptciowych (Blakemore i in., 2010). Z kolei hormony wydzielane przez narzady
gruczotowe (gonady, nadnercza) oddziatujg na struktury w mozgu i regulujg zachowania
kognitywne, emocjonalne i motywacyjne.

Zmiany zachodzace w ukladzie nerwowym podczas okresu dojrzewania sg S$cisle
zwigzane ze zmianami w zachowaniu, ktoére obejmuja miedzy innymi zwigkszong
motywacje do poszukiwania nowos$ci 1 wrazen oraz zmian¢ orientacji spoteczne;j.
Reorientacja spoleczna charakteryzuje si¢ zmniejszonym zainteresowaniem w relacje
rodzinne, a zwigkszong motywacja do zawierania relacji z rowiesnikami (Nelson i in.,
2005). U cztowieka przywigzanie emocjonalne do rodzicéw spada wraz z przejsciem od
wczesnej fazy dojrzewania (9-10 lat) do srodkowej, na rzecz interakcji z rowiesnikami
tej samej pici, az do pdznego etapu dojrzewania (15-16 lat), w ktérym wzrasta
zainteresowanie osobami ptci przeciwnej (Lieberman i in., 1999). Zjawisku reorientacji
spotecznej towarzyszy zmiana W nagradzajacych wiasciwosciach bodzcow spotecznych,
co motywuje osobnika do podjecia okreslonych interakcji. Przyktadem jest nabywanie
przez nastolatkéw zachowan spolecznych pozadanych w grupie rowiesnikow w celu
zdobycia akceptacji (Morningstar i in., 2019). Zmiany w wartosciowaniu bodzcow
spotecznych i uczenie asocjacyjne wskazuja, ze neuronalnym podlozem zjawiska
reorientacji spotecznej sa mechanizmy przetwarzajace informacje o nagrodzie. Nabycie
odpowiednich zachowan spotecznych jest kluczowe dla prawidtowego rozwoju osobnika
i oddziatuje na jego zdolnosci adaptacyjne w dorostym zyciu (Crone & Dahl, 2012).
Natomiast poznanie mechanizmoéw odpowiedzialnych za zmiany w odpowiedziach na
bodZce spoteczne moze nie tylko pomdéc w zrozumieniu stanow emocjonalnych
towarzyszacych nastolatkom, ale takze w opracowaniu terapii zaburzen spotecznych.

Okres dojrzewania u myszy (Mus musculus).

Myszy wydaja si¢ dobrym organizmem modelowym nie tylko ze wzglgdu na wysokie
podobienstwo w sekwencjach genetycznych cztowieka (99% w przypadku sekwencji
gendw ortologicznych), ale rowniez na podobny przebieg cyklu zyciowego. Kolejne lata
zycia myszy 1 czlowieka mogg by¢ poréwnywane w obrgbie tych samych faz
rozwojowych, dla przyktadu: w okresie dojrzewania jeden rok cztowieka bedzie wynosié¢
okoto 3,65 dni myszy, a w okresie dorostosci — 2,60 dni (Dutta & Sengupta, 2016).

Wyrdzniamy pig¢ gldownych etapéw rozwojowych u myszy: prenatalny, wczesnego
dziecifistwa, dojrzewania, dorostosci 1 poznej starosci. Etapy dojrzewania mozna
podzieli¢ na trzy okresy: wczesny, srodkowy i pdzny. Za rozpoczecie wczesnej fazy
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dojrzewania uznaje si¢ dzien odstawienia osobnika od matki, ktore nastepuje zazwyczaj
w 23 dniu po urodzeniu, a trwa do okoto 34 dnia zycia. Jest to faza intensywnego wzrostu
organizmu (wydzielanie hormonu wzrostu osigga swoje maksimum okoto 30 dnia
postnatalnego) i rozwoju narzadéw plciowych — u samcow rozpoczyna si¢ proces
spermatogenezy (Krishnamurthy i in., 2001), a u samic dochodzi do otwarcia pochwy.
W tym okresie myszy wykazuja si¢ wzmozong eksploracja srodowiska, zmniejszonym
poziomem leku i niskg reaktywnoscig na stres, co sprzyja podejmowaniu ryzykownych
aktywnosci (Williams & Scott, 1954; Adriani & Laviola, 2004). Tego typu zachowania
utrzymujg si¢ réwniez w Srodkowym etapie dojrzewania miedzy 35 a 47 dniem
postnatalnym myszy. W tej fazie zwierzeta osiagajg dojrzatos¢ ptciowa (Jean-Faucher i
in.,, 1978), co charakteryzuje si¢ miedzy innymi zwigckszonym wydzielaniem
steroidowych hormonéw plciowych oraz nabywaniem wrazliwosci na feromony.
Do$wiadczone w tym etapie przezycia stresowe Silniej oddziatujg na zwierze, skutkujac
zwigkszonym poziomem lgku i obnizonym wzrostem, niz gdyby wystepowaty one w
pozniejszym okresie (Brust i in., 2015). Wejscie w fazg poznego dojrzewania w okoto 48
dniu zycia charakteryzuje si¢ probami oddzielenia si¢ od rodziny (z ang. ,,disperse” -
rozpraszaé si¢) gtownie przez samce (Pocock i in., 2005). Przejawiaja si¢ rowniez
pierwsze formy zachowan agresywnych, ktorych intensywno$¢ zwicksza si¢ wraz z
wiekiem (Tsuda i in., 2011). Schemat przebiegu kolejnych faz rozwoju u myszy
przedstawiono na Ryc.1.

Cykl zycia myszy

intensywny
wzrost
gfgfmzmr‘: i zakonczenie
o i dojrzewanie achowania dojrzewania
odstawienie narzadow rozpraszajace piciowego ———
RATORLZIA od matki ptciowych u samcow przekwitanie
zaptodnienie J J
8 1ol o e selam ]
| ] ] | | ] ] ]
-19 0 23 34 47 60 750 1100
prenatalny dziecinstwo okres dojrzewania dorostosé staros¢

Ryc.1. Cykl zycia myszy. Opracowanie wlasne za pomoca narzg¢dzia biorender.com. Diugosé
trwania kolejnych etapow rozwoju jest przyblizona ze wzgledu na wystgpowanie rdznic
osobniczych (Dutta & Sengupta, 2016).

Zmiany w zachowaniu spolecznym podczas rozwoju

Okres krytyczny dla uczenia si¢ interakcji spotecznych, jak wiele innych, wystepuje
podczas okresu dojrzewania (Crone & Dahl, 2012). Istotnym zjawiskiem w ksztattowaniu
zachowan spotecznych jest reorientacja spoleczna, ktora polega na obnizeniu
zainteresowania relacjami z rodzing, a zwigkszong motywacja do angazowania si¢
w relacje z rowie$nikami i osobnikami drugiej ptci (Nelson i in., 2005). Jest to rowniez
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zwigzane z wysoka wrazliwos$cig na interakcje spoleczne w okresie dojrzewania.
W procesie reorientacji sygnaty spoteczne wystepuja w nowym konteks$cie, o wymaga
zaangazowania innych proceséw kognitywnych do ich przetwarzania i ksztaltowania na
nie odpowiednich reakcji (De Lorme i in., 2013). Zaburzenia w podejmowaniu
odpowiednich zachowan spotecznych w okreslonych etapach rozwoju maja istotne
znaczenie w odnajdywaniu si¢ w rolach spotecznych w dorostym zyciu.

U myszy pierwsze kontakty spoleczne obserwowane sg juz po narodzinach i opierajg si¢
na zachowaniach opiekunczych z matka w gniezdzie. We wczesnym dziecinstwie myszy
maja tendencj¢ do przebywania w bliskim kontakcie z matka i pozostatymi osobnikami
oraz obserwowane jest wzajemne oporzadzanie si¢. Po odstawieniu od matki interakcje
spoteczne z rowie$nikami stajg sie¢ intensywniejsze (Williams & Scott, 1954).
W srodkowym etapie dojrzewania zwierzgta zaczynaja interesowac si¢ podejmowaniem
relacji z osobnikami spoza rodziny. Do inicjacji tego typu zachowan konieczne jest
uruchomienie procesoOw motywacyjnych, ktore sg SciSle zwigzane ze zmianami w
podejmowaniu zachowan spotecznych podczas roznych etapéw zycia osobnika (Nelson
i in., 2016). Wraz z rozwojem osobnika, inne zachowania spoteczne majg charakter
nagradzajacy. Dla przyktadu, wraz z obnizeniem reakcji stresowej na separacje od matki,
wzrasta wystepowanie zabaw w grupie mtodocianych osobnikéw (Hennessy i in., 1995).
Podobnie dzieje si¢ w po6zniejszym etapie dojrzewania, gdy angazowanie si¢ w pierwsze
interakcje z osobnikami przeciwnej pilci obniza zainteresowanie kontaktami z
rowiesnikami (Collins i in., 2009). Swiadczy to o zmianie warto$ci nagradzajacych
jednych zachowan kosztem drugich, co w efekcie przyczynia si¢ do prawidlowego
rozwoju i osiagnigciu dojrzatosci przez osobnika. Szereg badan wskazuje, ze kluczowsg
role w modulacji przemian spolecznych zachodzacych podczas okresu dojrzewania
odgrywaja hormony piciowe oraz oksytocyna z wazopresyna (Insel & Winslow, 1991;
Bell, 2018). Natomiast za zmiany w postrzeganiu nagradzajacych cech bodZcow
spotecznych mogg by¢ odpowiedzialne mechanizmy neuronalne kluczowe dla procesow
motywacyjnych.

5.2 Zachowania spoleczne o charakterze nagradzajacym

Zachowania spoteczne obejmuja kazde kontakty, ktore oddziatuja lub sa w zasiegu
oddziatywania innych osobnikow tego samego gatunku. Zawieranie relacji zardéwno z
réwiesnikami, rodzicami, rodzefistwem czy partnerami seksualnymi jest kluczowe z
punktu widzenia reprodukcji i przezycia osobnika. Istotnym jest, by w badaniach nad
zachowaniami spotecznymi wziag¢ pod uwage czynniki takie jak gatunek zwierzecia,
srodowisko naturalne, wiek, pte¢ i kontekst sytuacyjny. Na zlozono$¢ zachowan
spotecznych sktada si¢ rowniez roznorodnos¢ regulujacych je mechanizméw nerwowych
I hormonalnych (Chen & Hong, 2018).

Interakcje spoteczne u ssakow takie jak tworzenie wiezi partnerskich, zachowania
seksualne czy relacje migdzy matkg a potomstwem bezposrednio oddziatujg na sukces
reprodukcyjny i zdolno$ci adaptacyjne osobnika (Silk, 2007). Szczegdlnym przypadkiem
sg zachowania spoleczne, ktére nie prowadza bezposrednio do przedluzenia gatunku, a
ktore majg odpowiednio wysokg warto$¢ nagradzajaca, by motywowac¢ osobnika do ich
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powtarzania. Do tych zachowan zaliczamy interakcje z réwiesnikami okazywane migdzy
innymi przez gromadzenie si¢ w grupy (Panksepp & Lahvis, 2007). Zabawy wsrod
miodocianych pozytywnie oddzialuja na fizyczng i emocjonalng wrazliwo$¢ na
niespodziewane wydarzenia i sygnaty od innych osobnikéw, co wptywa na radzenie sobie
w roznych sytuacjach spotecznych w dorostym zyciu (Lahvis i in., 2015). Réwniez
podejmowanie zachowan rozpraszajacych w pewnym wieku rozwojowym ma korzysci
adaptacyjne dla usamodzielnionego osobnika — lepsza pozycje¢ w rywalizacji o partnera,
dostep do lepszych zasobdw, unikanie chowu wsobnego (Dobson, 1979).

Przetwarzanie informacji o nagrodzie jest ztozonym procesem regulowanym na rdznych
podiozach psychologicznych 1 biologicznych, ktéore zazwyczaj skladajag si¢ na
zachowania hedonistyczne (lubienie), motywacyjne (chcenie) 1 kognitywne (uczenie si¢)
(Berridge i in., 2009). Mimo, ze nagrody spoleczne sg istotne w zyciu cziowieka i
zwierzat, neuronalne podloze motywacji spotecznych jest mniej zbadane niz innych
nagrod naturalnych. BodZce nagradzajace w oddzialywaniach spotecznych sg ztozone i
silnie zalezne od kontekstu, a nagroda moze by¢ nie sam bodziec, ale wywotany nim stan
afektywny. Transmisja dopaminowa prowadzaca z neuronéw brzusznego pola nakrywki
(VTA) do jadra potlezacego (NAC) jest kluczowa dla przetwarzania informacji o
nagradzajacych cechach bodzcow. Zaré6wno nagrody naturalne jak i substancje
uzalezniajace zwigkszajg ilo§¢ dopaminy w jadrze potlezacym (Di Chiara & Imperato,
1988; Berridge & Kringelbach, 2008; Wise & Koob, 2014). Dopamina jest kluczowa do
wzbudzania zachowan motywacyjnych, ukierunkowanych na zdobycie bodzcow
nagradzajacych lub unikanie bodzcow awersyjnych (Wise, 2004; Salamone & Correa,
2012).

Rola dopaminy w nagrodzie spolecznej

W tej pracy omoéwienie roli dopaminy w procesach kierujgcych zachowanie zostanie
ograniczone do nagrody spotecznej. Oddzialywania spoleczne sg wazng czgscig zycia
osobnika, decydujac o jego sukcesie reprodukcyjnym i przetrwaniu gatunku, a do ich
przejawiania konieczny jest udzial regiondw mozgu zaangazowanych w zachowanie
motywacyjne (Kelley & Berridge, 2002). Wykazano, ze wzrost wydzielanej dopaminy w
NAc zwigksza podejmowanie zachowan opiekunczych i zabaw spotecznych (Manduca i
in., 2021; Pereira & Morrell, 2011). Z badan z uzyciem funkcjonalnego rezonansu
magnetycznego u ludzi wynika, ze w odpowiedzi na bodzce spoleczne o charakterze
nagradzajacym aktywowane sg regiony prazkowia (Bartels & Zeki, 2000; Rademacher i
in., 2010). Réwniez neurony dopaminowe grzbietowych jader szwu (ang. dorsal raphe
nucleus, DRN) stajg si¢ aktywne, gdy zwierze szuka kontaktu spolecznego, a ich
optogenetyczne hamowanie zmniejsza ten efekt (Matthews i in., 2016). Badanie to
wyprowadzito hipotezg, ze dopaminowe neurony grzbietowych jader szwu sa pobudzane
w warunkach izolacji spolecznej, motywujac w ten sposob zwierze do eksploracji
spotecznej. Jednakze do wystgpowania zachowan spotecznych transmisja dopaminowa
nie jest wystarczajaca, a za kluczowe w tych procesach neuroprzekazniki wskazuje si¢
endogenne peptydy opioidowe (J. Panksepp i in., 1980; Trezza i in., 2011), oksytocyng i
serotoning (Ddlen i in., 2013).

Nieprawidlowosci w transmisji dopaminowej wystepujace na szlaku mezolimbicznym
mogg prowadzi¢ do zmian w ekspresji nagrody spotecznej, co moze mie¢ zwigzek z
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zaburzeniami ze spektrum autyzmu (ASD). Kluczowy mechanizm powstawania zaburzen
ze spektrum autyzmu ze wzgledu na jego kompleksowos¢ nie zostal jeszcze dokladnie
okreslony. Jednymi z proponowanych czynnikéw istotnych w ASD jest Neuroligina 3,
bialko adhezji synaptycznej, oraz gen SHANKS, ktory koduje biatko rusztowania
wystepujace w strefie gestosci postsynaptycznej (PSD) w synapsach glutamatergicznych
w VTA. Zaobserwowano, ze wrodzona ekspresja i aktywno$¢ Neuroliginy 3 jest
konieczna dla wywolania warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego (sCPP) u
myszy (Bariselli, Hornberg, i in., 2018). Natomiast inne badania wykazaty, ze myszy z
pozbawionym jednym allelem genu SHANK3 réwniez wykazywaly si¢ anormalnym
warunkowaniem na kontekst z nowo poznanym osobnikiem (Bariselli, Contestabile, i in.,
2018). Niemniej, odkrycia te moga $wiadczy¢, ze rdzne zaburzenia zwigzane z ASD
moga prowadzi¢ do podobnych nieprawidtowosci w zachowaniu spolecznym, a ich
doktadniejsze poznanie pozwoli na opracowanie odpowiednich terapii.

Rola endogennego ukladu opioidowego w nagrodzie spolecznej

W uktadzie opioidowym ssakow wyrdzniamy trzy gtowne typy receptorow - p, 81k —
aktywowanych przez endogenne peptydy opioidowe powstajace z trzech biatek
prekursorowych — proopiomelanokortyny, proenkefaliny i prodynorfiny. Schemat
przedstawiajacy typy receptorow opioidowych wraz z ich klasycznymi endogennymi
ligandami - B-endorfing, enkefalinami i dynorfinami - zostat przedstawiony na Ryc.2.
Receptory te naleza do rodziny receptoréw metabotropowych, sprz¢zonych z biatkami
Gilo, 0 dziataniu hamujacym. Po zwigzaniu liganda dochodzi do wymiany GDP na GTP
oraz rozpadu kompleksu podjednostek G, i Gpy, W wyniku czego dochodzi do
zahamowania cyklazy adenylowej oraz kanatow wapniowych bramkowanych napigciem
oraz do aktywacji wewnatrzprostowniczych kanatow potasowych (GIRK) i fosfolipazy
C (Waldhoer i in., 2004).

Mechanizm neuronalny nagradzajacego dzialania opioidow zostal szerzej zbadany w
latach 80. XX wieku (Wise & Bozarth, 1982). Szczury, ktore otrzymywaty podanie
nieselektywnych agonistow receptorow opioidowych (morfiny, fentanylu) wprost do
brzusznego pola nakrywki, che¢tniej naciskaly na dzwigni¢ w celu ich ponownego
otrzymania. W kolejnym do$wiadczeniu podawano selektywnych agonistow receptorow
p (DAMGO) 1 6 (DPDPE) opioidowych do brzusznego pola nakrywki szczurdéw, co
skutkowalo reakcja samopodawania przez naciskanie na dzwigni¢. Co ciekawe, do
wywotania takiego efektu potrzebna byla stukrotnie wigksza dawka DPDPE niz
DAMGO, co swiadczy 0 wickszym znaczeniu receptora p opioidowego w mechanizmach
wzmacniajacych na poziomie VTA (Devine & Wise, 1994). Podania selektywnych
agonistow receptorow [ i & opioidowych wywotaly rowniez ekspresj¢ warunkowane;j
preferencji miejsca (CPP). Najszerzej zbadane zostalo dziatanie morfiny,
nieselektywnego agonisty receptorow p opioidowych, ktora indukuje warunkowang
preferencje miejsca juz w malych dawkach (Tzschentke, 2007). Podobne dziatanie
wykazuja syntetyczni nieselektywni agonisty receptoréw p opioidowych (oksykodon,
fentanyl, tramadol). Poznanym mechanizmem pobudzajagcym wydzielanie dopaminy w
VTA jest hamowanie GABAergicznych interneuronow przez aktywowane receptory p
opioidowe (Johnson & North, 1992). Z drugiej strony, odwrotni agonisty receptorow
opioidowych prowadza do zmniejszenia ich wyjsciowej aktywnos$ci, natomiast neutralni
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antagonisci nie maja takiego potencjatu (Wang i in., 2001). Podania antagonistow
receptoréw opioidowych w matych dawkach nie wywotuja zadnego efektu na preferencje
miejsca, natomiast w duzych dawkach wywotluja warunkowang awersj¢ miejsca (CPA).
Ponadto, podanie naloksonu lub naltreksonu, odwrotnych agonistow receptoréw
opioidowych, odwraca powodowany przez morfing efekt CPP (Shoblock & Maidment,
2006), a podanie neutralnych antagonistéw nie wptywa na ekspresje CPP (Raehal i in.,
2005).

dynorfina A

-endorfi
B-endorfina dynorfina B

Met-enkefalina

Leu-enkefalina \‘

K (kappa)
KOR

6 (delta)
DOR

Ryc.2. Trzy glowne typy receptoréw opioidowych i ich glowne endogenne ligandy w
osrodkowym ukladzie nerwowym.
Opracowanie wlasne za pomocg narzedzia biorender.com

Jedna z pierwszych hipotez o roli endogennych opioidow w nagrodzie spotecznej zostata
sformutowana w 1978 roku przez Pankseppa (J. Panksepp i in., 1978). Wedlug niej
dystres zwigzany z izolacjg spoteczng i1 poszukiwanie interakcji jest spowodowany
niewystarczajagcym poziomem endogennych opioidow. Kontakt spoteczny nastepnie
moze zlagodzi¢ negatywny efekt izolacji spotecznej przez wywotanie uwolnienia
opioidow. Kluczowa role w przetwarzaniu informacji o nagrodzie spotecznej przypisuje
si¢ szczegolnie receptorowi opioidowemu typu p. Kolejne badania wskazaly na
motywacyjne znaczenie uktadu opioidowego w zabawach spotecznych, podczas ktorych
podanie nieselektywnego agonisty receptora p opioidowego (morfiny) stymulowato takie
zachowania, a podanie nieselektywnego antagonisty (naloksonu) — redukowato
(Normansell & Panksepp, 1990). Réwniez podanie selektywnego antagonisty receptora
p opioidowego (CTAP) wprost do jadra potlezacego mozgu uniemozliwito ekspresje
warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego (Trezza i in., 2011) oraz obnizylo
preferencje spotecznej nowosci, co wspiera hipoteze o roli receptora p opioidowego w
nadawaniu nagradzajacych wtasciwosci interakcjom z osobnikiem nieznajomym (Smith
i in., 2018). Ponadto, izolacja spoteczna w okresie wystepowania zabaw spotecznych u
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szczurdw (po odstawieniu od matki) nie tylko zmniejszyla zachowania spoleczne w
dorostosci, ale rowniez podwyzszyta aktywno$¢ receptoréw p i Kk opioidowych w
regionach mézgu istotnych w przetwarzaniu nagrody spotecznej (Berg i in., 1999).
Podanie morfiny odwroécito efekt izolacji spotecznej, wptywajac zardwno na podjecie
interakcji spotecznych, jak i na obnizenie aktywnos$ci receptorow opioidowych, ale
jedynie typu p. Odkrycie to bylo zgodne z wczesniejszymi badaniami, w ktoérych
dhugotrwata izolacja spoteczna (rozpoczgta tuz po odstawieniu od matki, trwajaca 45 dni)
spowodowata mniejsze zageszczenie w liczbie receptorow opioidowych w mozgu
szczurdw w poroéwnaniu z grupa kontrolng zwierzat hodowanych w grupach (Schenk i
in., 1982). Badania te wskazujg, ze réwniez Srodowisko spoteczne ma wplyw na
funkcjonowanie endogennego uktadu opioidowego. Dokladna lokalizacja receptorow
opioidowych w mézgu réwniez moze determinowaé sposob ich dziatania w regulacji
nagradzajgcych zachowan spotecznych (Resendez i in., 2013). Zablokowanie receptorow
p opioidowych w grzbietowym prazkowiu prowadzito do zmniejszenia tworzenia wiezi i
ksztattowaniu preferencji wzgledem partnera u nornika preriowego. Natomiast blokada
tych samych receptorow w grzbietowo-przysrodkowej czgséci jadra potlezacego rowniez
hamowala preferencj¢ wzglgdem partnera, ale nie miata wplywu na tworzenie par. Jest to
zgodne z poprzednimi badaniami opisujacymi receptory | opioidowe w grzbietowym
prazkowiu za  kierowanie procesami motywacyjnymi, natomiast w grzbietowo-
przysrodkowej skorupie jadra potlezacego — za kierujace pozytywnymi zachowaniami
hedonistycznymi (Pecina & Berridge, 2005).

Zmiany w transmisji opioidowej w regionach kluczowych dla uktadu nagrody mozgu
moga by¢ istotne w zaburzeniach spotecznych charakterystycznych dla takich choréb
neuropsychiatrycznych jak schizofrenia, ASD, depresja czy zaburzenia osobowosci.
Ponadto, myszy z genetyczng delecja genu dla receptora p opioidowego (Oprml”)
wykazuja si¢ obnizonym zainteresowaniem dla kontaktow spolecznych i sa mniej
narazone na stres wywotany izolacjg spoteczng (Pellissier i in., 2018). Z racji na
prezentowany fenotyp, myszy Oprm1” zostaly zaproponowane jako zwierzecy model
zaburzen ze spektrum autyzmu (Becker i in., 2014). Stwierdzono takze, ze obecnos¢
polimorfizmu A118G w ludzkim genie OPRM1 prowadzi do zwigkszonej wrazliwosci na
odrzucenie spoteczne i nieprawidtowosci w zachowaniach spotecznych (Carver i in.,
2016).

Jednakze ztozonos¢ endogennego uktadu opioidowego 1 mnogos¢ oddziatywan z innymi
neuroprzekaznikami sprawia trudnosci w jednoznacznym wskazaniu roli receptorow
opioidowych w nagradzajacych efektach interakcji spolecznych. Z jednej strony
udokumentowane jest negatywne dziatanie antagonistow receptorow p opioidowych na
tworzenie wigzi spotecznych (J. Panksepp i in., 1978), z drugiej strony opisano wiele
przyktadow, w ktorych chroniczne podawanie agonistow receptorow p opioidowych
prowadzi do hamowania zachowan spotecznych. Pacjenci przyjmujacy stale niskie dawki
lekéw opioidowych wykazuja deficyty poznawczo-spoteczne, trudnosci z
rozpoznawaniem emocji i uczucie wykluczenia spotecznego (McDonald i in., 2013).
W innych badaniach podania agonistow p opioidowych w duzych dawkach zmniejszaly
zachowania spoteczne 1 seksualne, zabawy z rowiesnikami oraz zaburzaty dtugotrwata
pamig¢ spoteczng u zwierzat. Przypuszczalnym mechanizmem jest wytworzenie
dhugotrwatej adaptacji na nadmierng stymulacje receptoréw opioidowych, w efekcie
czego ilo$¢ produkowanych endogennych peptydéow opioidowych jest mniejsza
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(Pellissier i in., 2018). Do rozwigzania pozostaja kwestie, jakie mechanizmy neuronalne
leza u podstaw zachowan spotecznych regulowanych przez endogenny uktad opioidowy
1 w jaki sposob ksztattowane sg przez kontekst sytuacyjny. Znalezienie odpowiedzi na
pytanie o doktadng rolg receptoréw opioidowych w kontaktach spotecznych moze pomoc
w zrozumieniu dysfunkcji spotecznych, takich jak zaburzenia ze spektrum autyzmu czy
nieprawidlowosci powstalych w wyniku przyjmowania substancji opioidowych.

6. Cel pracy

Celem niniejszej pracy dyplomowej jest przedstawienie zmian w motywacji spotecznej
podczas okresu dojrzewania u myszy oraz wskazanie neuronalnych mechanizméow
odpowiedzialnych za nagradzajace efekty interakcji spotecznych ze znanymi osobnikami.
Celem doswiadczen jest wykazanie, ze endogenny uktad opioidowy odpowiada za
nagradzajace efekty oddziatywan spotecznych u dorastajacych zwierzat. W pracy
formutuje si¢ hipotez¢ o znaczeniu receptora p-opioidowego w reorientacji spoteczne;j
podczas okresu dojrzewania.

7. Materialy i metody

7.1 Zwierzeta

Badania zostaty przeprowadzone na myszach (gatunek mysz domowa, Mus musculus L.)
szczepu C57BL/6J pochodzacych z hodowli wiasnej Instytutu Farmakologii im. Jerzego
Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Doswiadczenia zrealizowano na samcach
myszy w wieku migdzy 26 a 42 dniem po urodzeniu (ang. postnatal day, PND). Zwierzeta
byty pod stala opieka weterynaryjna i posiadaly nieograniczony dostgp do wody i
pozywienia. Myszy przebywaty w klatkach hodowlanych (dt. 325 mm x szer. 170 mm)
ze wzbogaconym srodowiskiem po okoto 2-6 osobnikow na klatke, w statej temperaturze
(22+£2°C) oraz w cyklu dobowym 12/12 z faza jasng w godzinach 7-19 i fazg ciemng w
godzinach 19-7.

Wszystkie do§wiadczenia byly wykonywane zgodnie z obowigzujacymi przepisami w
zakresie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych oraz za zgodami o
numerach 293/2020 oraz 32/2021 wydanymi przez 1l Lokalng Komisje Etyczng w
Krakowie.
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7.2 Odczynniki

Zwierzeta z grupy badanej godzing przed post-testem otrzymaty dootrzewnowo zastrzyk
zawierajacy roztwor chlorowodorku cyprodime (1mg/kg, Sul/g), TOCRIS, nr 2601.
Roztwor byl przyrzadzany poprzez rozpuszczenie leku w fizjologicznym roztworze
chlorku sodu (5mg leku/ 5ml soli fizjologicznej). W tym czasie zwierz¢tom z grup
kontrolnych podawano w postaci zastrzyku dootrzewnowo roztwor fizjologiczny soli
(Natrium Chloratum 0,9 %, Polpharma).

Cyprodime to wysoce selektywny antagonista receptorow p opioidowych (Lieberman i
in., 1999; Schmidhammer i in., 1989), blokujacy receptory p bez wywierania wptywu na
receptory 6 i k (wartosci Ki to odpowiednio 5,4, 244,6 oraz 2187 nM dla p, & and k
receptorow). Stosowany w badaniach cyprodime hamowat efekty agonistow receptorow
u opioidowych, na przyktad znosit przeciwbolowe dziatanie morfiny (Robinson i in.,
2017) czy analgezj¢ wywotang podaniem PZM21 (Kudla i in., 2019).

7.3 Schemat doswiadczenia

Test warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego (ang. social conditioned place
preference, SCPP) zostal przeprowadzony w oparciu o metode opisang przez Pankseppa
(J. B. Panksepp & Lahvis, 2007) oraz Délen (Délen i in., 2013) ze zmianymi opisanymi
przez Harda i wspolpracownikéw (Harda i in., 2020). W modelu warunkowanej
preferencji miejsca bodzce neutralne sg kojarzone z wystgpowaniem bodzca
nagradzajacego lub jego brakiem. W modyfikacji badajacej nagradzajace whasciwosci
interakcji spolecznych jedno ze $rodowisk zestawione jest z przebywaniem w grupie,
natomiast drugie do przebywania w izolacji. W pierwszej fazie testu (pre-test) zwierzeta
umieszczane byty w aparacie zawierajacym dwa przedzialy na 30 minut w celu
weryfikacji wyjsciowej preferencji do dwoch typow srodowisk (Ryc.3). Podczas
wczesniejszych eksperymentow pilotazowych w naszym laboratorium wybrano dwa
neutralne typy $ciotek: z buku (Trociny bukowe przesiane gat. 1; producent P.P.H. "WO-
JAR".) wraz z klockiem w ksztalcie prostopadtoscianu oraz z celulozy (Biofresh
Performance Bedding, Absorption Corp, USA, 1/8' Pelleted Cellulose) z szeSciennym
klockiem.
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Ryc.3. Klatka do testu warunkowanej preferencji kontekstu spolecznego (SCPP).
Przedziat u gory: $ciotka z buku i dhugi klocek (kontekst A). Przedzial na dole: $ciotka z celulozy
i kwadratowy klocek (kontekst B). Przejscie do drugiego przedziatu jest oznaczone
pomaranczowym prostokatem. Kazdy z przedziatow jest o wymiarach 30 cm x 15 cm.

Zrodto: Klimczak, 2019

Nastepnego dnia zwierzgta rozpoczety sesje warunkowan — najpierw spedzaty 24 godziny
w konteks$cie spotecznym w klatce z rowiesnikami, a kolejne 24 godziny oddzielnie w
kontekscie izolacji spotecznej. Po szesciu sesjach warunkowan wykonywany byt post-
test w sposob analogiczny do etapu pre-testu. Schemat eksperymentu przedstawiono na
Ryc.4. W przypadku badania efektow dziatania leku na ekspresje preferencji kontekstu
spotecznego, godzine przed rozpoczeciem post-testu myszy otrzymywaly podania
cyprodime lub soli fizjologicznej. Mierzono czas przebywania w kazdym ze srodowisk
podczas fazy post-testu i porownywano do wyjsciowej preferencji.
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Ryc.4 Schemat przebiegu testu warunkowanej preferencji kontekstu spolecznego.

A) Pre-test: zwierze swobodnie eksploruje dwa przedziaty z neutralnymi, réznymi od siebie
srodowiskami.

B) Po 24h zwierzeta umieszczane sa w kontekscie spotecznym na jednej ze $ciotek.

C) Po uplywie 24h zwierze umieszczane jest w izolacji w innym $rodowisku.

D) Post-test: Po 6 sesjach naprzemiennych warunkowan w kontekscie spotecznym (B) i izolacji
(C) zwierzg ponownie umieszczane jest w aparacie do SCPP.

Zrédto: Klimezak, 2019.

7.4 Analiza statystyczna

30-minutowe fazy pre- i post-testu byly nagrywane za pomocg kamery Basler GigE i
analizowane w programie Noldus EthoVision 15.0. W programie GraphPad Prism 9.0
dokonano analiz statystycznych, korzystajac z testu t Studenta dla poréwnan mig¢dzy
dwiema grupami, testu nieparametrycznego U Manna-Whitneya (w przypadku, gdy
rozktad dla grupy odbiegal od rozktadu normalnego) oraz dwuczynnikowej analizy
wariancji w modelu mieszanym (ANOVA) dla poréwnan wigcej niz dwoch grup.

Dla okreslenia preferencji spotecznej zastosowano dwie gtdéwne miary. Pierwsza z nich
byt wskaznik preferencji spotecznej (score), definiowany jako réznica czasu spedzonego
w post-tescie w kontekscie spotecznym i czasu spedzonego w post-tescie w kontekscie
izolacji. Druga z nich byt indeks preferencji spotecznej, uzywany m.in. przez Pankseppa
(J. B. Panksepp & Lahvis, 2007), wyrazany przez iloraz czasu spgdzonego w kontekscie
spotecznym w post-tescie i czasu spedzonego w konteks$cie spotecznym w pre-tescie.
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8. Wyniki

Poczatkowy etap prac badawczych polegat na ustaleniu dwoch neutralnych kontekstow,
dla ktérych wyjsciowa preferencja uzyskana w fazie pre-testu bedzie wynosi¢ okoto 50%.
Dzigki temu wybor kontekstow przebiegat catkowicie losowo (ang. unbiased). Myszy,
ktorych wyjsciowa preferencja do jednego z typoéw $cidtek wynosita mniej niz 35%, nie
braty udzialu w dalszej analizie. Ostatecznie wybrano dwa zestawy Sciotek — z buku i z
celulozy — ktére nie odbiegaly od siebie preferencjg wyjsciowg w znaczacy sposob, €O
przedstawiono na Ryc.5.

Wyjsciowa preferencja dla obu zestawow $ciotek zostata przedstawiona na grupie myszy
w wieku 35 dni, ktorych liczebno$¢ wynosita po 16 osobnikéw na grupg. Na wykresie A
przedstawiono czas spedzony w pretescie na $cidlce bukowej i celulozowej, ktorego
warto$¢ oscyluje w przedziale 50% (ok. 900 s). Sredni czas spedzony na buku w fazie
pre-testu wynosit 949 sekund, a na celulozie 848 sekund (w 95% przedziatach ufnosci).
Jednak réznice te nie wptynely istotnie statystycznie na wskaznik i indeks preferencji
spotecznej, co obrazuja wykresy B 1 C. Myszy warunkowaly si¢ zar6wno na buku, jak 1
celulozie, na co wskazuja wartosci wigksze od 0 we wskazniku preferencji spoteczne;.
W przypadku myszy, dla ktorych kontekstem spotecznym byta $ciotka bukowa, mozna
zauwazyC¢ wiekszy rozstrzal wynikéw niz dla myszy z kontekstem spotecznym na
celulozie, jednak nie jest to rdznica istotna statystycznie. Dla wskaznika preferencji
spotecznej warto$¢ p wynosi 0,2889 w tescie dwustronnym t Studenta (t=1,080, df=30),
a dla indeksu preferencji spotecznej — 0,2600 (t=1,148, df=30).
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Ryc. 5. Porownanie dwoch rodzajow S$cidlek — buku i celulozy — w teScie warunkowanej
preferencji kontekstu spolecznego dla myszy w wieku 35 dni (n=16 dla kazdej ze $ciotek).
Wykres A — czas spedzony w preteScie na obu typach $ciotek w sekundach. Wykres B — wskaznik
preferencji spotecznej dla myszy, ktorych kontekstem spotecznym byt buk lub celuloza. Wykres
C — indeks preferencji spotecznej dla myszy, ktorych kontekstem spotecznym byt buk lub
celuloza. Symbol ,,*” oznacza p<0,05 w niesparowanym tescie t Studenta. Stupki bledow
oznaczaja SEM.
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Oprocz preferencji spolecznej podczas testu mierzono réwniez wage oraz przebyty
dystans zwierzgcia podczas pre- i post-testu. Stuzyly one sprawdzeniu, czy rozwoj
badanych osobnikdw przebiega prawidlowo. Zwierzgta o niskiej sprawnosci
lokomotorycznej 1 znacznym spadku wagi musialyby zosta¢ wykluczone z
doswiadczenia. Na Ryc.6 zostaly przedstawione wykresy dla myszy ze skrajnych grup
wiekowych, czyli w dniu 33 oraz 42 (wiek podczas post-testu). Starsze osobniki
przemierzaja wickszy dystans, z wicksza $rednig predkoscia niz myszy mtodsze. Sredni
wzrost przebytego dystansu migdzy pre- a post-testem dla myszy w dniu 33 wynosi 2,3
metra, a dla myszy w dniu 42 - 5,6 metra. Dla myszy z najmlodszej grupy wiekowe;j
$redni przyrost masy ciala miedzy dniem pre- I post-testu wynosit 6,6 graméw, a z
najstarszej — 2,2. Parametry te mieszczace si¢ we wlasciwym zakresie nic wplywajg na
wynik eksperymentu, czyli na czas przebyty w kazdym z przedziatéw w aparacie do
warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego (sCPP).
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Ryc.6. Przebyty dystans i waga w czasie pre- i post-testu u myszy w dniu 33 i 42.

Wykresy A i C przedstawiaja przebyty dystans dla myszy kolejno w 33 (n=14) i 42 (n=12) dniu
po urodzeniu. Wykresy C i F pokazujg przyrost masy ciata w czasie pre- i post-testu dla myszy
w dniu 33 i 42 po urodzeniu.
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Najistotniejsza miarg obserwowang w doswiadczeniu byta zmiana preferencji kontekstu
skojarzonego z oddzialywaniami spotecznymi u zwierzat w wieku od 33 do 42 dnia po
urodzeniu, a wigc w okresie dojrzewania. Wykresy pokazuja czas spgdzony w pre- 1 post-
teScie w sekundach podczas testu warunkowanej preferencji kontekstu spolecznego
(sCPP) dla myszy z 10 grup wiekowych (Ryc.7). Podany wiek odnosi si¢ do wieku
osiggnigtego przez myszy w czasie post-testu. Wyniki te wskazuja, ze dla myszy z grup
wiekowych 36-39 efekt ten nie jest istotny statystycznie, z widocznym spadkiem
preferencji w dniu 39. Od dnia 40 nastepuje wzrost preferencji kontekstu spotecznego.
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Ryc.7. Wykresy wiekowe dla myszy w 33-42 dniu po urodzeniu (PND) przedstawiajace czas
spedzony w kontekscie spotecznym podczas fazy pre- i post-testu. Zaznaczone fioletowym
kolorem linie oznaczaja brak istotnosci statystycznej w danej grupie wiekowej. Wartos¢ ,,n”
oznacza liczebnos$¢ kazdej z grup. Symbol ,,*” wskazuje na p<0,05, ,,**” na p<0,01, a ,,***” na
p<0,001 w tescie t-Studenta dla prob zaleznych.
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Dane te zostaly rowniez przedstawione na wykresach zbiorczych z krzywa wiekowa
(Ryc.8.) Na pierwszym z nich (A) mozna zaobserwowaé spadek wskaznika preferencji
kontekstu spotecznego (z ang. ,,preference score”, roznica czasu w kontekscie
spotecznym 1 izolacji w post-tescie) w dniu 39. Wskazniki preferencji spotecznej
poréwnano miedzy grupami wiekowymi za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA (P= 0,0318, F(9,152)= 2,110). Wedlug indeksu wskaznika preferencji
spotecznej (iloraz czasu w konteks$cie spotecznym w post-tescie i pre-tescie), zmiany sg
bardziej subtelne, a krzywa wiekowa tworzy wykres U-ksztaltny (B). Indeksy preferencji
spotecznej poréwnano migdzy grupami wiekowymi za pomocg jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA (P=0,3331, F(9,152)=1,147).
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Ryc.8. Ekspresja warunkowanej preferencji kontekstu spolecznego podczas okresu
dojrzewania u myszy.

A - Wskaznik preferencji spotecznej (score) dla myszy z 10 grup wiekowych. Na kolor fioletowy
zaznaczone zostaty punkty, w ktorych wartos¢ preferencji spotecznej nie jest istotna statystycznie
w tescie rangowanych znakow Wilcoxona. Stupki btedow oznaczaja SEM.

B — Indeks preferencji spotecznej (test/pretest) dla myszy z 10 grup wiekowych. Na kolor
fioletowy zaznaczone zostaly punkty, w ktérych warto$¢ preferencji spotecznej spotecznej nie
jest istotna statystycznie w tescie t-Studenta dla jednej proby. Stupki bledéw oznaczajg SEM.
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Przyjeta hipoteza badawcza wskazywala endogenny uktad opioidowy za kluczowy
czynnik w neuronalnych mechanizmach odpowiedzialnych za nagradzajace dziatanie
interakcji spotecznych. W celu weryfikacji hipotezy zostal przeprowadzony szereg
doswiadczen z wykorzystaniem antagonistow receptorow opioidowych, ktére bytly
podawane bezposrednio przed post-testem, czyli po fazie warunkowania. Zatem podanie
lekéw pozwolito oceni¢ ich wplyw na ekspresje preferencji kontekstu spotecznego, a nie
na reakcje warunkowania. W pracy przedstawi¢ efekty podania cyprodime -
selektywnego antagonisty receptorow p opioidowych.

Myszy z grupy badanej przechodzity sesje warunkowan w sposob analogiczny do myszy
kontrolnych, by nastepnie otrzymaé podanie leku godzing przed post-testem.
Natomiast myszy w dniu 39, kiedy wskaznik preferencji spotecznej byl najnizszy, po
podaniu cyprodime znaczaco statystycznie osiagaja wyzsza warto§¢ wskaznika
preferencji spotecznej, niz pozostale myszy w tym samym wieku (Ryc.9). W celu
porownania grupy kontrolnej i lekowej zastosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji,
wedlug ktorej nie ma interakcji miedzy probami (F(1,16)= 3,412, p= 0,0833). Dla
czynnika ,,faza testu” F(1,16)= 22,70, p= 0,0002, a dla czynnika ,,lek” F(1,16)= 4,812, p=
0,0434.
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Ryc.9. Wplyw podania cyprodime na ekspresje warunkowanej preferencji kontekstu
spolecznego u myszy w 39 dniu po urodzeniu.

A — czas spedzony w pre- i post-tescie w kontekscie spotecznym przez myszy z grup kontrolnych.
B - czas spgdzony w pre- i post-tescie w kontekscie spotecznym przez myszy z grup lekowych.
Symbol ,,**” wskazuje na p<0,01 na p<0,001 w tescie nieparametrycznym Wilcoxona.
C — wskaznik preferencji spotecznej (score, s) dla myszy kontrolnych i lekowych. Stupki
oznaczajg mediane z przedzialem migdzykwartylowym. Symbol ,,***” wskazuje na na p<0,001
w tescie U Manna-Whtineya.
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W dniach rozwoju, kiedy wskaznik preferencji kontekstu spotecznego jest na wysokim
poziomie, myszy nie sg istotnie podatne na efekt dziatania cyprodime, co ilustruje Ryc.10.
W dniu 42 podanie antagonisty receptoréw p opioidowych nie zmieniato w sposob istotny
zachowan spotecznych myszy w tescie warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego.
Zastosowano dwuczynnikowg analiz¢ wariancji, wedtug ktorej nie wystepuje interakcja
mi¢dzy fazg testu a lekiem (F(1,32)=0,3477, p=0,5596), jak rowniez zastosowanie leku
nie jest znaczace (czynnik ,,lek”, F(1,32)=0,5947, p= 0,4463).
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Ryc.10. Wplyw podania cyprodime na ekspresje warunkowanej preferencji kontekstu
spolecznego u myszy w 42 dniu po urodzeniu.

A — czas spedzony w pre- i post-tescie w kontekscie spotecznym przez myszy z grup kontrolnych.
B - czas spedzony w pre- i post-tescie w kontekécie spotecznym przez myszy z grup lekowych.
C — wskaznik preferencji spotecznej (score) dla myszy kontrolnych i lekowych. Stupki btgdow
oznaczajg mediane z przedziatem mig¢dzykwartylowym.

Z przedstawionych danych wynika, ze ekspresja preferencji spotecznej u samcoOw myszy
C57BL/6J mierzona w teScie sCPP jest zalezna od dnia rozwoju (Ryc.7).
Zaobserwowano, ze w okresie sSrodkowej adolescencji nastgpuje spadek zainteresowania
oddzialywaniami spotecznymi z rodzenstwem (Ryc.8). Efekt ten odwraca podanie
selektywnego antagonisty receptoréw p opioidowych — cyprodime (Ryc.9). Podanie leku
w dniu 42, kiedy ekspresja preferencji spotecznej jest na wysokim poziomie, nie wplywa
na zmiang¢ zachowania (Ryc.10).
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9. Dyskusja i wnioski

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy zwraca si¢ szczegdlng uwage na
zmiany zachodzgce podczas okresu dojrzewania i ich wplyw na nagradzajace efekty
interakcji spotecznych. Test warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego pozwolit
na zbadanie ekspresji nagrody spotecznej u myszy w kontaktach z roéwiesnikami.
Zaobserwowano zmiany w preferencji spotecznej zalezne od dnia rozwoju ze spadkiem
zainteresowania kontaktem spotecznym w §rodkowym etapie dojrzewania (36-39 dzien
po urodzeniu). Ponadto wykazano, ze okres srodkowej adolescencji jest szczegdlnie
wrazliwy na dzialanie selektywnego antagonisty receptorow p opioidowych — cyprodime,
poniewaz po podaniu ekspresja preferencji spolecznej zostata przywrdcona.

Procedura warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego zostata zastosowana w celu
weryfikacji wystgpowania nagradzajacych wtasciwosci oddziatywan spotecznych wérod
myszy (J. B. Panksepp & Lahvis, 2007). Badania pilotazowe stuzyty wybraniu dwoch
neutralnych rodzajow $rodowisk, na ktorych prowadzone byty kolejne do$wiadczenia.
Ostatecznie zestaw Scidlek z celulozy 1 buku okazat si¢ by¢ odpowiedni do zastosowania
W schemacie bez uprzedzen (ang. ,unbiased”), gdzie $cidtki byty przypisywane do
kontekstow w sposdb losowy. Sprawdzenie parametrow takich jak przebyty dystans czy
waga podczas pre- i post-testu pozwolito na ocenienie, czy zwierze w czasie trwania
eksperymentu rozwijato si¢ prawidlowo. Myszy w okresie wczesnego dojrzewania
przybieraly na wadze szybciej niz myszy w p6znym okresie dojrzewania, co jest zgodne
z danymi literaturowymi (Dutta & Sengupta, 2016). Natomiast myszy starsze z reguly
przebywaty dluzszy dystans z wigksza $rednig szybkosciag niz myszy miodsze.
Prawdopodobnie jest to spowodowane okresem przyspieszonego wzrostu podczas
wczesnej fazy dojrzewania 1 jego spowolnieniem w pdznym etapie dojrzewania.

Zmiany w ekspresji preferencji spolecznej podczas okresu dojrzewania

Pierwszy etap doswiadczen z uzyciem testu warunkowanej preferencji kontekstu
spotecznego zostat opisany W mojej pracy licencjackiej (Klimczak, 2019) i dotyczyt
wplywu lekéw dzialajacych na receptory opioidowe na ekspresj¢ nagrody spoteczne;.
Badania te nie daly jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, w jaki sposob leki opioidowe
modulujg nagradzajace wlasciwosci interakcji spotecznych. Zastosowano wowczas dwa
rodzaje lekow dziatajagcych na receptory opioidowe — nalmefen i cyprodime. Podanie
nalmefenu, agonisty receptorow i czgsciowego agonisty receptoréw k opioidowych,
skutkowato spadkiem ekspresji warunkowanej preferencji kontekstu spotecznego.
Natomiast podanie cyprodime nie wptyn¢to na obnizenie preferencji spoteczne;j.
Uzyskane wyniki thumaczono efektem czg$ciowej aktywacji receptorow k opioidowych
przez nalmefen, nie uwzgledniajgc doktadnego wieku badanych myszy. Podczas analizy
danych z wielu eksperymentéw zwrdcono natomiast uwage na efekt wieku w preferencji
kontekstu spotecznego. Doswiadczenia kontynuowano w celu potwierdzenia hipotezy, ze
ekspresja preferencji spotecznej zalezy od dnia rozwoju osobnika. Wyniki wskazuja, ze
myszy we wczesnym i podznym etapie dojrzewania majg wyzsze wartosci wskaznikow
preferencji spotecznych niz myszy w $rodkowym etapie dojrzewania (36-39 PND).
Obserwacje te okazaty si¢ by¢ spojne z poprzednimi badaniami (J. B. Panksepp & Lahvis,
2007; Nardou i in., 2019; Cann i in., 2020), ktore réwniez pokazywaty preferencje
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kontekstu spolecznego w zaleznosci od wieku. Wykazano, ze ekspresj¢ warunkowane;j
preferencji spolecznej mozemy obserwowac u myszy przed osiggnigciem dorostosci (do
ok. 47 dnia po urodzeniu). Jednakze wcze$niejsze badania nie sprawdzaty preferencji
spotecznej z doktadnoscia co do jednego dnia podczas rozwoju.

Whiosek ten wydaje si¢ by¢ potwierdzeniem hipotez dotyczacych reorientacji spoteczne;j
(van den Bos, 2013), jak rowniez zjawiska buntu mtodzienczego (Larson & Richards,
1991) wystepujacego w polowie okresu dojrzewania. Podobne wyniki zostaly
zaprezentowane w publikacji na temat okresu krytycznego dla nagrody spotecznej, w
ktorym rowniez badano ekspresje preferencji spotecznej w procedurze sCPP na
przestrzeni wicku myszy, jednak nie z taka doktadnos$cig (Nardou i in., 2019).
Zaobserwowany przez nas spadek ekspresji preferencji spotecznej w dniu 39 u samcow
nie zostat dostrzezony w tamtej publikacji, poniewaz badano myszy w dniu 35, 42 i 49,
czyli wtedy, gdy wskazniki te sg na wzglednie wysokim poziomie. Natomiast wyniki
samic réwniez wskazuja na obnizenie preferencji spolecznych w srodkowym etapie
dojrzewania, czyli dniu 42, opierajac si¢ na hipotezie, ze okres ten jest przesunicty w
czasie wzgledem samcow. Powyzsze wyniki moga by¢ potwierdzeniem, iz w czasie
srodkowego etapu dojrzewania nast¢puje spadek zainteresowania kontaktami z rodzing,
co moze $wiadczy¢, ze w tym czasie nie posiadaja wlasciwosci nagradzajacych.

Znaczenie receptorow p opioidowych w nagrodzie spolecznej w okresie dojrzewania

Kolejna czes¢ doswiadczen miata za zadanie wykazac role receptorow p opioidowych w
nagradzajacych efektach oddzialywan spotecznych. W tym celu podawano selektywnego
antagoniste receptoréw opioidowych typu p — cyprodime, co pozwolilo na zbadanie
efektow zablokowania receptorow tylko jednego rodzaju, bez wywierania wpltywu na
pozostate (Schmidhammer i in., 1989). Myszy w srodkowym okresie adolescencji (39
PND) okazaty si¢ by¢ szczegdlnie wrazliwe na podanie cyprodime przed post-testem, a
obserwowany wczesniej spadek zainteresowania kontaktami spotecznej zostat
odwrocony. Podanie cyprodime nie wywotywato efektu na grupie zwierzat w wieku,
kiedy preferencja spoteczna utrzymywata si¢ juz na wzglednie stalym, wysokim
poziomie (42 PND). Obserwacja ta sugeruje, ze transmisja opioidowa jest
odpowiedzialna za przetwarzanie informacji o nagradzajacych wlasciwosciach
oddzialywan spotecznych, a jej efekty sa $cisle zalezne od dnia rozwoju.

Rola endogennego uktadu opioidowego w zachowaniach spotecznych i afiliacyjnych
zostala opisana juz w roku 1978 przez Pankseppa (J. Panksepp i in., 1978). Wedtug jego
teorii spoteczny dystres indukowany izolacjg spoteczng oraz w nastgpstwie poszukiwanie
kontaktu s3 modulowane przez niski poziom opioidow. Nawigzanie kontaktu
spotecznego moze odwroci¢ negatywny efekt dzigki uwolnieniu opioidéw (J. Panksepp i
in., 1984). Dobrze zbadang kwestia w kontek$cie wptywu opioidow na zachowania
spoteczne sg relacje miedzy matka a potomstwem. Zachowania matczyne sg pod
hamujagcym wptywem opioidow (Bridges & Grimm, 1982), na co wskazuja liczne
badania, w ktorych podanie agonistow (morfiny) blokowato kontakty matczyne, a
antagonistow (naloksonu) przywracalo. Endogenny uktad opioidowy moduluje
zachowania matczyne na kazdym z ich etapow 1 w zaleznos$ci od kontekstu, dzieki czemu
pozwala utrzymac rownowagg podczas opieki nad potomstwem (J. Panksepp i in., 1994).
Inng forma interakcji spolecznych miedzy potomstwem a matka sa wokalizacje
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ultradzwigkowe, ktore rowniez sa kontrolowane przez uktad opioidowy (D’Amato,
2021). Badania wykazaly, ze podania agonistow receptorow opioidowych zmniejszaja
czestotliwo$¢ wykonywania wokalizacji ultradzwickowych przez potomstwo (Winslow
& Insel, 1991), a antagonistow — stymulujg (J. Panksepp i in., 1980) lub nie wplywaja
(Carden & Hofer, 1991) na wokalizacje ultradzwickowe indukowane izolacja spoteczna.
Wyniki tych badan §wiadczg o kluczowym znaczeniu endogennego uktadu opioidowego
w regulowaniu zachowan spolecznych juz na wczesnym etapie rozwoju i w zalezno$ci
od kontekstu sytuacyjnego.

Rola transmisji opioidowej w ksztaltowaniu zachowan spolecznych o charakterze
nagradzajacym w zaleznosci od kontekstu zostata ujeta w tzw. Modelu SOMSOM (The
State-dependent p-Opioid Modulation of Social Motivation). Wedtug niego, wyjsciowa
motywacja osobnika decyduje o faktycznym efekcie dziatania ligandow na receptory
opioidowe na zachowanie (Loseth i in., 2014). Moze to po czgsci wyjasniac, dlaczego w
przeprowadzonym badaniu podanie antagonisty opioidowego wywotywato zmiany w
zachowaniu zwierzecia tylko na okreslonym etapie rozwoju (39 dzien po urodzeniu). Jak
wykazano, okres $rodkowej adolescencji  charakteryzuje si¢  obnizonym
zainteresowaniem w zawieranie wi¢zi z rodzing, natomiast blokowanie receptorow p
opioidowych temu przeciwdziata. Odkrycie to potwierdza znaczenie transmisji p
opioidowej w zjawisku reorientacji spotecznej, ktora charakteryzuje si¢ spadkiem
zaangazowania w relacje z rodzing. Zmiana kierunku motywacji spotecznej jest kluczowa
do adaptacji kolejnych zachowan spotecznych, wtaczajac w to kontakty z rowiesnikami i
partnerami (Nelson i in., 2015).

Podsumowanie

Okres dojrzewania jest czasem szczegolnie wrazliwym na zmiany $rodowiskowe, jak
roOwniez wewnetrzne stany motywacyjne. Nawet subtelne zmiany w ilo$ci wydzielanych
neuroprzekaznikow w tym okresie mogg przyczyni¢ si¢ do dlugotrwatych zmian
w zachowaniu. Niniejsza praca pokazuje, jak ksztaltuje si¢ preferencja spoteczna w
okresie dojrzewania u myszy z doktadnoscig co do jednego dnia. Wczesny 1 pdzny etap
adolescencji charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja preferencji spotecznej, natomiast
podczas srodkowego etapu obserwowany jest spadek nagradzajacych efektow interakcji
spotecznych, ktory jednak moze by¢ odwrdcony przez zablokowanie receptoréw p
opioidowych. Endogenny uktad opioidowy petni wazng funkcje w zjawisku reorientacji
spotecznej, a odpowiedni poziom uwalnianych opioidow w czasie rozwoju moze
stanowi¢ o prawidlowym wyksztalceniu zachowan spotecznych obecnych w zyciu
dorostym. Uzyskane wyniki moga by¢ punktem wyjscia do dalszych badan nad
znaczeniem receptorow p opioidowych w zmianie nagradzajacych wartosci bodzcow
spotecznych zaleznie od wieku i kontekstu. Do wyjasnienia pozostaje kwestia, jak
doktadnie ksztattuje si¢ profil uwalniania endogennych opioidow na poszczegdlnych
etapach zycia, co moze pomoéc zrozumie¢ zmiany zachodzace w zachowaniu, a takze
przeciwdziata¢ zaburzeniom w ekspresji odpowiednich dla danego etapu rozwoju
zachowan. Nie ma watpliwosci, ze receptory opioidowe sg istotne w przetwarzaniu
informacji o nagradzajacych wlasciwosciach interakcji spotecznych zaleznie od
kontekstu, jednak zlozono§¢ zachowan spotecznych jest pochodng jednoczesnego
zaangazowania szeregu innych neuroprzekaznikow.
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