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Streszczenie

Depresja jest choroba psychiczna o ztozonej i w dalszym ciggu nie do konica
poznanej etiologii. Szczegdlne znaczenie w jej rozwoju przypisuje sie zaburzone-
mu dziataniu ukladéw monoaminowych, zwlaszcza serotoninowemu i noradre-
nergicznemu, ze wzgledu na skuteczne dzialanie przeciwdepresyjne lekow modu-
lujacych te uklady. Rola transmisji dopaminowej w depresji byla czesto uwazana
za mniej istotna. Niemniej jednak istnieje wiele doniesien opartych na badaniach
klinicznych oraz modelach zwierzecych, ktére pokazuja, ze znaczenie tego ukladu
w rozwoju i terapii depresji wymaga ponownego rozwazenia. Badania na zwierze-
tach zwrocily uwage na kluczowa role aktywnosci napadowej neuronéw dopami-
nowych w rozwoju symptomow przypominajacych objawy depresji. Zaburzenie
aktywnosci ukladu dopaminowego powigzano przede wszystkim ze zmianami za-
chowania w kontekscie motywacji, podczas gdy zdolnos¢ do odczuwania przy-
jemnosci wydaje sie podlegac regulacji przez receptory opioidowe, zlokalizowane
w niektorych obszarach jader podstawy. Zatem, zarowno dzialanie neuronow do-
paminowych, jak i receptoréw opioidowych moze odpowiadac¢ za rézne rodzaje
symptomow obserwowanych w zaburzeniach depresyjnych.

Celem moich badan byla weryfikacja hipotezy, ze genetyczne zaburzenie ukla-
du dopaminowego doprowadzi do rozwoju fenotypu przypominajacego depresje
oraz, ze zaburzenie uktadu opioidowego bedzie skutkowac¢ rozwojem anhedo-
nii. W badaniach wykorzystalam dwa szczepy myszy transgenicznych. Pierw-
szym szczepem byly myszy NR1PATCreERT2 " t6re zostaly pozbawione selektyw-
nie na neuronach dopaminowych funkcjonalnego receptora NMDA, kontroluja-
cego aktywnosc¢ fazowg tych neuronow. Drugim szczepem, natomiast, byly myszy
Oprd1/Oprm1P"¥P 4 ktérych wyciszona jest ekspresja receptoréw opioidowych
i oraz § na neuronach, wyrazajacych receptor dopaminy D1.

Moje badania pokazaly, ze inaktywacja receptorow NMDA na neuronach dopa-
minowych u dorostych zwierzat doprowadzila do rozwoju niektérych symptomow
przypominajacych depresje. Myszy z mutacjg charakteryzowaly sie dtuzszym cza-
sem bezruchu w tescie wymuszonego plywania oraz krotszym czasem spedzonym
na interakcjach spotecznych. Ponadto mutacja skutkowala spadkiem preferen-
cji i spozycia roztworu sacharyny oraz redukcjg liczby odwiedzin w naroznikach

klatki w tescie instrumentalnego picia stodkiego roztworu w klatce IntelliCage.



Niemniej jednak, nie zaobserwowano zmian w zdolnosci do odczuwania przy-
jemnosci w tescie z wolnym wyborem pomiedzy sacharyna i woda. Dodatkowo,

u zwierzat NR1PATCreERT2

wykazano tendencje w kierunku mniejszej motywacji
do wlozenia pracy aby zdoby¢ wiekszg nagrode w tescie dyskontowania wysitku
w labiryncie T, bez zmian w instrumentalnych testach motywacyjnych w klatce
Skinner’a. Ostatnim zbadanym aspektem u myszy z mutacja w uktadzie dopa-
minowym byly zachowania lekowe. Myszy te charakteryzowaly sie zredukowana
aktywnoscig w otwartym polu, jak rowniez tendencja w kierunku mniejszej ilosci
czasu spedzonego w jasnym pomieszczeniu w tescie jasnego-ciemnego pomiesz-
czenia. Podsumowujac, myszy NR1PATCreERT2 wvkazuja symptomy przypomina-
jace objawy depresji, takie jak bezradnos¢ w sytuacji stresowej, spadek funkcji
spotecznych, obnizona motywacja do uzyskania nagrody oraz prawdopodobnie
nieznaczny wzrost lekliwosci, podczas gdy nie maja zaburzonej zdolnosci do od-
czuwania przyjemnosci, uczenia sie¢ oraz podstawowych funkcji ruchowych.

Druga czescia moich badan bylo zbadanie skutkow inaktywacji receptorow
opioidowych na neuronach D1 u myszy Oprdl/OprmIP1"KP  Zwierzeta te nie wy-
kazywaly rozwoju anhedonii, jak réwniez nie zaobserwowano u nich zmian za-
chowania w pozostalych testach badajacych objawy depresji. Ponadto mutacja
nie miala wplywu na podstawowe funkcjonowanie zwierzat (aktywnosc¢ ruchowa,
pamied, lek, uczenie sie), ani na reakcje na podania ligandéw receptorow opioido-
wych w testach preferencji/awersji miejsca. Jedynag réznica, jaka demonstrowa-
ly myszy z mutacjq receptoréw opioidowych, byla zwiekszona liczba odpowiedzi
w tescie instrumentalnego samopodawania jedzenia, ktéora w kontekscie pozo-
statych wynikow nie miesci sie w ramach szerszego fenotypu.

Podsumowujac, genetyczne zaburzenie aktywnosci fazowej neuronow dopa-
minowych u dorostych zwierzat prowadzi do rozwoju niektérych symptomow przy-
pominajacych objawy depresji, bez zmian w anhedonii, podczas gdy inaktywacja
receptorow opioidowych na neuronach D1 nie wplywa na zdolnos¢ do odczu-
wania przyjemnosci oraz na zadne inne zbadane miary behawioralne. Badania
przeprowadzone w ramach mojej pracy pokazuja zatem, ze zmiany w transmisji
dopaminowej moga miec¢ znaczenie w etiologii niektorych symptomow charakte-
rystycznych dla depresji. Ponadto wykazano, ze uktad dopaminowy nie odgrywa

roli w rozwoju jednego z osiowych objawéw tego schorzenia — anhedonii.



Abstract

Depression is a psychiatric disorder which etiology still remains uncertain.
A particular role in the development of the disorder has been ascribed to alte-
red monoamine signaling, especially serotonin and noradrenaline systems. Im-
portance of dopamine signaling in the development of depressive symptoms was
usually considered to be secondary. Nevertheless, evidence from clinical and ani-
mals studies prompt to reconsider this view. Phasic activity of dopamine neurons
has been linked to motivational states and its disruption results in loss of mo-
tivation similar to one of frequent depression symptoms. On the other hand,
the ability to experience pleasure, which is one of the main depressive symp-
toms, may be actually associated with endogenous opioid rather than dopamine
signaling.

My goal was to examine whether genetic disruption of dopamine or endo-
genous opioid systems would lead to the development of behaviors similar to
depressive-like symptoms. I have performed behavioral experiments on two stra-

1PATCreERT2 pyyjce, which have a selective

ins of genetically modified mice. First, NR
loss of NMDA receptors on DAT-expression, causing severely attenuated phasic
activity of dopamine neurons. Second, Oprd1/Oprm1P"¥P mice, which have si-
lenced expression of y and ¢ opioid receptors on neurons receiving dopamine
inputs (dopamine receptor D1-expressing cells).

My research showed that inactivation of NMDA receptors on dopamine neu-
rons in adult mice led to the development of depressive disorder-like symptoms.
Mutant mice exhibited increased immobility in the forced swim test and a de-
crease in the time spent on social interactions. Mutation also led to diminished
intake and preference of saccharin solution as well as reduced number of visits in
the instrumental saccharin administration test in an IntelliCage. Nevertheless,
disruption in dopamine neurons activity did not cause changes in anhedonia-
like behavior measured as saccharin preference in the test with free choice be-

NR1DPATCreERT2 1hice showed subtle

tween sweet solution and water. Additionally,
alterations in motivation to exert effort to obtain reward in T-maze based ef-
fort discounting task but not in motivational tasks performed in Skinner boxes.
Finally, mutant mice presented changes in behaviors related to anxiety, measu-

red as reduced activity in the open-field test and tendency towards shorter time



in the light compartment in the light/dark box test. In summary, NR1DPATCreERT2
mice show symptoms related to depressive-like behaviors, such as behavioral
despair, diminished social function, reduced motivation to obtain reward and
possibly slightly increased anxiety without disruption in hedonic behavior, lear-
ning or basic motor functions.

The second part of my research aimed at examination of the role of y and
§ receptors inactivation on D1-containing neurons in Oprdl/Oprm1P'"¥P mice.
The mutation, surprisingly, did not result in the development of anhedonia-like
phenotype nor any changes in other depressive-like behaviors. Moreover, muta-
tion did not influence basal functioning of animals such as locomotor activity,
memory, anxiety or learning as well as responsiveness to morphine and nalo-
xone in place preference/aversion tests. The only observed alteration related to
food self-administration test in which mutant mice performed more response for
reward.

To conclude, genetic disruption of phasic dopamine activity in adult mice lead
to development of specific depressive-like symptoms without changes in anhedo-
nia whereas inactivation of opioid receptors in dopaminoceptive neurons does not
cause manifestation of anhedonia nor any other behavioral changes. Thus, my
results show that disruption in the dopamine signaling is important in the etio-
logy of selected depressive symptoms but not in the development of anhedonia.
The observation is important for possibly more effective, personalized treatment

of the disorder based on dominant symptoms.
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Wstep

Depresija jest zaburzeniem afektywnym, ktore najczesciej objawia sie obnize-
niem nastroju, niezdolnoscig do przezywania przyjemnosci czyli anhedonia, za-
burzeniem funkcji spotecznych, spowolnieniem psychoruchowym, zaburzeniem
rytmu dobowego czy zmiana apetytu (American Psychiatric Association 2013).
Hipoteza monoaminowa wyjasnia etiologie zaburzen depresyjnych jako skutek
zaburzonego dzialania ukladow monoaminowych, ze szczegolnym wyréznieniem
sygnalizacji serotoninowej oraz noradrenergicznej. W moich badaniach skoncen-
trowatlam sie na roli uktadu dopaminowego, ktéry czesto byl uwazany za mniej
istotny w rozwoju choroby, jak rowniez na znaczeniu receptorow opioidowych

w anhedonii.

1. Monoaminowa hipoteza depresji

Monoaminowa hipoteza depresji zaklada, ze biologicznym podtozem choro-
by sa niedobory neuroprzekaznikow monoaminowych w mozgu, zwlaszcza nora-
drenaliny oraz serotoniny (Hirschfeld 2000). Hipoteza ta zostala sformulowana
ponad 50 lat temu (Schildkraut 1965) i opierata sie na kilku obserwacjach. Pierw-
sza zwigzana byla z opisaniem dzialania substancji halucynogennej dietyloamidu
kwasu D-lizergowego (LSD) na receptory serotoninowe, wskazujac na role tego
neuroprzekaznika w zaburzeniach psychicznych. Kolejna obserwacja dotyczyla
roli naturalnego alkaloidu, rezerpiny, w rozwoju depresji. Rezerpina prowadzi
do wyczerpania zapasOw monoamin z neuronéw poprzez hamujace dziatanie na
pecherzykowy transporter monoamin VMAT2, powodujac rozwiniecie sie symp-
tomow przypominajacych objawy depresyjne (Woolley i Shaw 1954 za: Hirschfeld
2000). Przelomowe odkrycia, potencjalnie potwierdzajace hipoteze monoamino-

wa depresji oraz stanowigce podstawe rozwoju jej leczenia, pochodzily z badan

10
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nad mechanizmem dzialania substancji o wlasciwosciach przeciwdepresyjnych.
Zaobserwowano, ze inhibitory monoaminooksydazy (MAOI), poprzez dzialanie na
metabolizm monoamin, poprawialy nastréj u chorych na depresje (Kline 1958).
Byla to pierwsza grupa lekéw skuteczna w leczeniu depresji, ktérej stosowa-
nie wigzalo si¢ jednak z powaznymi skutkami ubocznymi, takimi jak hepatotok-
sycznosc czy nadcisnienie (Nutt 2008). Szczegolnie istotne dla leczenia zaburzen
depresyjnych bylo odkrycie lekow, ktore hamowaty wychwyt zwrotny monoamin,
zwlaszcza noradrenaliny i serotoniny (leki tréjcykliczne, TCA) i charakteryzowaty
sie wlasciwosciami przeciwdepresyjnymi (Kuhn 1958; Carlsson 1976). Leki te,
chociaz rowniez powodowaly szereg skutkéw ubocznych, daly poczatek rozwo-
jowi powszechnie stosowanych dzisiaj lekéw selektywnie hamujacych wychwyt
zwrotny przede wszystkim serotoniny (SSRI), serotoniny i noradrenaliny (SNRI)
lub wybidrczo noradrenaliny (NRI).

Duze znaczenie w rozwoju monoaminowej hipotezy depresji mialy badania
kliniczne nad skutkami niedoboru monoamin u oséb chorych. Niedobér sero-
toniny uzyskiwano poprzez zastosowanie diety ubogiej w tryptofan, z jednocze-
snym podaniem napoju bogatego w inne aminokwasy, natomiast aby spowo-
dowac¢ niedobor katecholamin, podawano inhibitor hydroksylazy tyrozynowe;.
W wyniku zmniejszenia poziomu tryptofanu, u pacjentow chorych na depresje,
bedacych w stanie remisji wywolanej leczeniem przeciwdepresyjnym, nastepowat
nawrot objawow choroby, ktore ustepowaly po ponownym wprowadzeniu tryp-
tofanu do diety (Delgado, Charney i in. 1990). Nawrot objawow zaobserwowa-
no zwlaszcza u osob leczonych selektywnymi inhibitorami wychwytu zwrotnego
serotoniny, ale nie noradrenaliny (Delgado, Miller i in. 1999). Podobnie, niedo-
bor katecholamin wiazal sie z nawrotem objawow depresyjnych u oséb leczonych
selektywnymi inhibitorami noradrenaliny, natomiast takich efektow nie bylo u
0s6b otrzymujacych leki dzialajace na wychwyt serotoniny (Miller i in. 1996).
Zadna z tych procedur nie miata jednak wplywu na rozwéj symptomow depresyj-
nych u os6b zdrowych (Salomon i in. 1997; Heninger, Delgado i Charney 1996).
Brak wplywu niedoboru monoamin u osob zdrowych niewatpliwie przyczynit sie
do zakwestionowania roli ich deficytu jako bezposredniej przyczyny rozwoju za-
burzen depresyjnych. Badacze zwrécili zatem uwage na koniecznos$é rozwaze-
nia innych mechanizmow dzialania lekow przeciwdepresyjnych, zwiazanych ze

skutkami dlugotrwalymi, takimi jak zmiany adaptacyjne, jak rowniez roli innych
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ukladow neuronalnych w depres;ji.

Opis pozostalych hipotez, wyjasniajacych etiologie depresji, wykracza poza
ramy niniejszej pracy, warto jednak wspomniec, ze w ostatnim czasie prowadzone
sa intensywne badania nad rola stresu, czynnikéw neurotroficznych, glutaminia-
nu czy ukladu odpornosciowego w tej chorobie. Rozne kierunki badan znaczaco
przyczynily sie do lepszego zrozumienia biologicznego podloza zaburzen depre-
syjnych oraz potencjalnego rozwoju nowych lekéw o szybkim dziataniu przeciw-
depresyjnym, jak na przyklad ketamina. Niemniej jednak w dalszym ciagu leki,
ktore stosowane sa z powodzeniem w klinice, dzialaja przede wszystkim na ukla-

dy monoaminowe.

2. Uklad dopaminowy w depresji

Znaczna czes¢ badan dotyczacych leczenia depresji koncentrowata sie przede
wszystkim na ukladach serotoninowym i/lub noradrenergicznym. Niewatpliwie
miato to zwiazek ze skutecznoscia lekéw dzialajacych na te uklady na poprawe
funkcjonowania os6b chorych na zaburzenia depresyjne. Niemniej jednak istnie-
je spora grupa pacjentow oporna na powszechnie stosowane leki, badz reaguja-
ca lepiej na leki o innym mechanizmie dzialania. Przykladami takich lekéw sa
bupropion, ktory ma zblizona skutecznos¢ oraz tolerowalnos¢ w poréwnaniu do
klasycznych SSRI i posiada szczegolnie korzystne dzialanie u oséb z depresja
z towarzyszacym niepokojem (Fava i in. 2005), czy atypowy lek przeciwpsycho-
tyczny, aripiprazol, ktory jest dodawany do terapii oséb opornych na standardowe
metody leczenia (Pae, Forbes i Patkar 2011). Obydwa wspomniane leki dzialaja
w znacznej mierze na uklad dopaminowy, co zwraca uwage na terapeutyczne
wlasciwosci wynikajace z modulacji tego ukladu. Pomimo wielu obserwacji
z ostatnich oraz sprzed wielu lat, wskazujacych na zwiazek przekaznictwa
dopaminowego z depresja, rola dopaminy w tym schorzeniu czesto bywa uwaza-
na za mniej istotng. W tej czesci pracy skupie si¢ na pokazaniu duzego znaczenia
dopaminy w depresji, poprzez omowienie literatury potwierdzajacej zwiazek tego
ukladu z zaburzeniami depresyjnymi.

Neurony dopaminowe sSrodmoézgowia zlokalizowane sg przede wszystkim
w dwoch obszarach, w istocie czarnej oraz w polu brzusznym nakrywki.
Ciata komorkowe neuronow istoty czarnej wysytaja swoje aksony do grzbietowego

prazkowia poprzez szlak prazkowiowo-czarny, ktory zwiazany jest przede wszyst-
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kim z funkcjami ruchowymi. Neurony wychodzace z pola brzusznego nakrywki
(VTA) maja natomiast zakonczenia w korze przedczotowej (szlak mezokortykal-
ny) oraz w obszarach limbicznych, zwlaszcza w jadrze pollezacym, nalezacym
do brzusznego prazkowia (szlak mezolimbiczny). Te dwa szlaki stanowig trzon
ukladu nagrody, odpowiedzialnego za motywacje, zachowania zwigzane z nagro-
da oraz funkcje poznawcze (Russo i Nestler 2013; Wise 2004). Nalezy zauwazyc,
ze architektura polaczen jest bardziej ztozona, gdyz istota czarna zawiera neuro-
ny, ktore wysylaja swoje zakonczenia nie tylko do prazkowia, ale tez do struktur
korowych i limbicznych, natomiast VTA, poza brzusznym prazkowiem, unerwia
rowniez niektore obszary prazkowia grzbietowego. Ponadto neurony dopaminowe
dziela sie na podpopulacje, rozniace sie zarowno morfologia, wybiorcza ekspresja
niektorych genow oraz obszarami, do ktéorych wysytaja zakonczenia (Bjérklund
i Dunnett 2007; Lammel, Hetzel i in. 2008). Warto rowniez nadmieni¢, ze po-
za szlakami dopaminowymi Srodmoézgowia, stanowiacymi uklad nagrody mézgu,
dopamina pelni rowniez, miedzy innymi, funkcje kontrolujaca wydzielanie hor-
monu prolaktyny poprzez polaczenia wychodzace z jadra tukowatego podwzgorza
do przedniego plata przysadki (szlak guzkowo-lejkowy), zatem rola tego neuro-
transmitera wigze sie tez z gospodarka hormonalna.

Aktywnosc¢ neuronoéw dopaminowych srodmozgowia charakteryzuje sie spon-
tanicznie pojawiajacymi sie wyladowaniami. Proporcja neuronow aktywnych spon-
tanicznie w danym momencie modulowana jest przede wszystkim przez neuro-
ny GABA-ergiczne z brzusznej czesci galki bladej (z ang. ventral pallidum, VP),
ktore z kolei pobudzane sa przez takie regiony jak brzuszna podkltadka hipo-
kampa czy podstawno-boczne ciato migdatowate (Grace 2016). Zakonczenia neu-
ronow glutamatergicznych z jadra konarowo-mostowego nakrywki (PPTg) kon-
troluja natomiast, poprzez receptory NMDA, intensywne wyladowania neuronow
w postaci aktywnosci fazowej. Aktywnosc¢ ta moze zosta¢ wzbudzona wylacznie
w neuronach, ktére wyladowuja sie spontanicznie (Grace 2016).

Dopamina wiaze sie do receptoréw nalezacych do dwéch rodzin - rodziny D1
(receptory D1 i D5) lub D2 (receptory D2, D3 i D4) (Lachowicz i Sibley 1997).
Wszystkie receptory dopaminowe sa receptorami metabotropowymi o 7 segmen-
tach transbtonowych. Receptory z rodziny D1 sa sprzezone z bialtkami Gg/oif
i aktywuja cyklaze adenylanowa, ktéra dalej prowadzi do wzrostu wewnatrz-

komorkowego poziomu cyklicznego AMP. Receptory D2 sprzezone sa natomiast
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z biatkiem Gj/, i maja dziatlanie hamujace na cyklaze adenylanowa oraz jednocze-
Snie aktywujq dziatanie kanaléow potasowych GIRK i hamujg dzialanie kanalow
wapniowych. Receptory dopaminowe D2 sg receptorami zaréwno presynaptycz-
nymi, ktore reguluja ilos¢ wydzielanej dopaminy, oraz postsynaptycznymi, ktore
maja duze powinowactwo do dopaminy. Receptory D2 postsynaptyczne sa akty-
wowane w wyniku tonicznej aktywnosci neuronéw dopaminowych, czyli wolnych
wyladowan neuronow. Receptory D1 natomiast sa postsynaptyczne i wymagaja
wiekszego stezenia dopaminy do aktywacji, co jest wynikiem stabszego powino-
wactwa dopaminy do tych receptorow niz do receptorow D2. Wydzielanie dopa-
miny w iloSciach koniecznych do aktywacji receptorow D1 jest skutkiem aktyw-
nosci fazowej, opisanej szczegdélowo w dalszej czesci niniejszej pracy. To wlasnie
aktywnosci fazowej przypisuje sie funkcje uktadu dopaminowego w uczeniu sie
opartym na nagrodzie (Schultz, Dayan i Montague 1997; Schultz 2015) czy istot-
nosci zachet (z ang. incentive salience) (Berridge i Robinson 1998).

Waznym aspektem cechujacym neurony dopaminowe sSrodmozgowia jest
kotransmisja dopaminy oraz innych neuroprzekaznikow (Yamaguchiiin. 2011).
Badania pokazaly, ze cze$S¢ neuronow dopaminowych srodmozgowia wydziela
rowniez glutaminian bgdz GABA. W tych badaniach zastosowano metode optoge-
netyki, ktéra umozliwia modulacje, przy uzyciu swiatla, aktywnosci wybranych
neuronow poprzez wprowadzenie genu kodujacego zmodyfikowane biatko, nale-
zace do rodziny opsyn. Poprzez wykorzystanie myszy z ekspresja rekombinazy
Cre pod kontrolg transportera dopaminowego DAT oraz z wprowadzonym wiru-
sem, zawierajacym kanatowa rodopsyne w polu brzusznym nakrywki pokazano,
ze stymulacja swiatlem neuronéw dopaminowych w VTA wywotala zalezne od glu-
taminianu pobudzajace potencjaty postsynaptyczne (EPSP) w brzusznym prazko-
wiu. Dodatkowo wykazano, ze EPSP byly blokowane przez antagoniste recepto-
row glutaminianu AMPA, podczas gdy blokada receptoréw dopaminy nie miala
wplywu na powstawanie potencjalow. Potwierdzilo to, ze wywolanie EPSP zalezato
od stymulacji glutamatergicznej. Natomiast usuniecie transportera glutaminia-
nu VGLUT2 z neuronoéw dopaminowych spowodowalo brak EPSP na stymulacje
Swietlnag (Stuber, Hnasko i in. 2010). W innym badaniu zaobserwowano, row-
niez przy uzyciu metody optogenetycznej, ze neurony dopaminowe istoty czarnej,
wysytajace zakonczenia do prazkowia, wydzielaja neurotransmiter GABA, hamu-

jac w ten sposob ich aktywnosc (Tritsch, Ding i Sabatini 2012).
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Trudnoscia w identyfikacji oraz badaniu neuroné6w dopaminowych jest zmien-
ny poziom ekspresji markerow, takich jak hydroksylaza tyrozynowa (TH) czy
transporter dopaminy (DAT) w réznych populacjach tych neuronéw w srodmozgo-
wiu (Stuber, Stamatakis i Kantak 2015). Badania opierajace sie na wykorzysta-
niu promotora genu TH moga modulowac nie tylko neurony dopaminowe, ponie-
waz ekspresja tego enzymu znajduje sie rowniez w neuronach nie-dopaminowych
(Lammel, Steinbergiin. 2015). Problem ten dotyczy tez zwierzat transgenicznych,
ktore wytworzone w oparciu o TH-Cre mogg mie¢ dotkniete mutacja rowniez neu-
rony nie-dopaminowe. Wykorzystanie konstruktu DAT-Cre w tworzeniu zwierzat
transgenicznych omija ten problem, poniewaz ekspresja tego transgenu jest bar-
dziej specyficzna niz TH (Lammel, Steinberg i in. 2015). Niemniej jednak, trans-
porter DAT znajduje sie nie we wszystkich neuronach dopaminowych, dlatego tez
mutacja wytworzona w oparciu o ekspresje DAT moze pozostawia¢ niektore po-
pulacje neuronow dopaminowych bez mutacji (Lammel, Hetzel i in. 2008, Ciliax
iin. 1995).

Uktad dopaminowy jest ukladem niejednorodnym, ktory pelni bardzo wiele
funkcji, zatem jego badanie jest zadaniem trudnym i ztozonym. Jednak przestan-
ki wskazujace na role aktywnosci neuronéw dopaminowych w zaburzeniach psy-
chicznych sprawiaja, ze jest to wyzwanie warte podjecia. W dalszej czesci zostana
omowione badania kliniczne oraz badania prowadzone na zwierzetach, ktore po-

twierdzajg znaczenie dopaminy w zaburzeniach afektywnych.

2.1. Badania kliniczne

W badaniach klinicznych pokazano, ze u os6b chorych na depresje nastepu-
je spadek metabolitow dopaminy, zwlaszcza kwasu homowanilinowego, w ply-
nie moézgowo-rdzeniowym (Randrup, Munkvad i in. 1975). Jakkolwiek wyniki
poszczegblnych analiz metabolitow wykazywaly istotne rozbieznosci, spowodowa-
ly jednak dalszy rozwo6j badan nad dopamina w depresji. Kolejna wazna
obserwacja dotyczyla osob cierpiacych na chorobe Parkinsona, u ktérych depre-
sja moze si¢ rozwinac jako objaw towarzyszacy (Randrup, Munkvad i in. 1975).
ZwroOcenie uwagi, ze utrata neuronow dopaminowych moze skutkowac pojawie-
niem sie depresji, wskazala na mozliwg istotna role dopaminy w patogenezie
zaburzen depresyjnych. Badania farmakologiczne rowniez powigzaty dziatanie

przeciwdepresyjne z mechanizmem dopaminowym. Pokazano bowiem, ze leki
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zwiekszajace transmisje dopaminowa, np. amfetamina, powodujg wzrost nastro-
ju (euforig), jak rowniez maja krotkotrwaly efekt terapeutyczny w lagodzeniu
objawow depresji. Co wiecej, zaobserwowano, ze leki przeciwdepresyjne, dzia-
lajace na uklad serotoninowy oraz noradrenergiczny, maja istotng komponente
dopaminowa (Randrup i Braestrup 1977; D’Aquila i in. 2000), natomiast sen-
sytyzacja receptorow dopaminowych D2 odgrywa role w klinicznym dziataniu
selektywnych inhibitorow serotoninowych (Willner, Hale i Argyropoulos 2005).
W tym badaniu, osobom chorym na depresje, przyjmujacym leki przeciwdepre-
syjne selektywnie hamujace wychwyt zwrotny serotoniny, podano antagoniste
receptorow dopaminowych D2 i D3 - sulpiryd. Zaobserwowano, ze w wyniku
takiej procedury nastgpil nawrét nastroju depresyjnego, podczas gdy w grupie
kontrolnej, u zdrowych osob, sulpiryd miat dzialanie poprawiajace samopoczu-
cie. Odzwierciedla to hamujacy wplyw sulpirydu na nadwrazliwe postsynaptycz-
ne receptory dopaminowe D2 i D3. Podobnie, wspomniany wyzej lek przeciw-
depresyjny bupropion, hamujacy wychwyt zwrotny dopaminy, stosowany jest
w leczeniu depresji zarowno w monoterapii, jak i w polaczeniu z innymi lekami
przeciwdepresyjnymi u oséb opornych (Moreira 2011; Cooper, Tucker i Papako-

stas 2014).

2.2. Badania na zwierzetach

Badania prowadzone w modelach zwierzecych potwierdzaja rowniez istotne
znaczenie ukladu dopaminowego w rozwoju symptomow depresyjnych. W bada-
niach tych wykorzystuje sie¢ zaréwno skutki procedur wywolujacych fenotyp przy-
pominajacy depresje na uklad dopaminowy, jak rowniez obserwuje sie
zachowanie zwierzat, u ktorych uklad dopaminowy ulega zaburzeniu czy mo-
dyfikacji.

Jedng z procedur wykorzystywanych do wywolywania u zwierzat zachowan
przypominajacych objawy depresiji jest procedura chronicznego tagodnego stre-
su, polegajaca na serii zmian Srodowiskowych, powodujacych tagodny stres i dys-
komfort. W wyniku takiego postepowania dochodzi do utraty odczuwania przy-
jemnosci, czyli anhedonii, co zostalo powigzane ze zmieniona wrazliwoscig recep-
torow dopaminowych (Willner, Muscat i Papp 1992). Fenotyp ten ulega odwro-
ceniu poprzez podania agonistow dopaminowych, quinpirole’u czy bromokryp-

tyny (Muscat, Papp i Willner 1992). Kolejnym testem, klasycznie uzywanym do
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badania dziatania lekow przeciwdepresyjnych, jest test wymuszonego plywania,
w ktorym miarg zachowania kojarzonego z depresja jest czas, jaki zwierze spe-
dza w bezruchu (Porsolt, Bertin i Jalfre 1977). W tym tescie brak ruchu jest
odwracany poprzez podanie zwierzetom lekow przeciwdepresyjnych, w tym row-
niez bupropionu, ktory zwieksza transmisje dopaminowa (Kitamura i in. 2010).
Warto nadmienic, ze substancje o dziataniu psychostymulujacym, ktore zwiek-
szaja przekaznictwo dopaminowe, jak amfetamina, najskuteczniej znosza bez-
ruch w tym tesScie. Ponadto zaobserwowano, ze wielokrotne podawanie lekoéw
przeciwdepresyjnych u szczurow zwicksza aktywnos¢ ruchowa indukowana sty-
mulacja dopaminowa (Maj, Wedzony i Klimek 1987; Maj, Rogé6z i in. 1989) oraz
zwieksza powinowactwo agonistow do receptorow dopaminowych D2, zatem leki
przeciwdepresyjne przyczyniaja sie do zwiekszenia wrazliwosci receptorow dopa-
minowych (Maj, Dziedzicka-Wasylewska i in. 1996; Klimek i Maj 1989).
Badania pokazuja, ze uszkodzenie neuronow dopaminowych pola brzuszne-
go nakrywki skutkuje rozwojem zachowan przypominajacych depresje (Furla-
netti, Coenen i D6brossy 2016). Zmiany w zachowaniu obserwuje sie rowniez u
zwierzat, u ktorych wywotano niedobor dopaminy poprzez podanie tetrabenazyny
zarowno systemowo jak i lokalnie do jadra potlezacego. Tetrabenazyna hamuje
transporter monoaminowy, uniemozliwiajac magazynowanie monoamin, zwlasz-
cza dopaminy w prazkowiu (Pettibone, Totaro i Pflueger 1984). W wyniku takiej
procedury zwierzeta nie wykazuja zmian w podstawowych miarach zachowania,
jak aktywnosc¢ czy spozywanie jedzenia. Nastepuje jednak spadek w motywa-
cji do pracy po nagrode, zarowno w testach instrumentalnych w klatkach Skin-
ner’a, jak rowniez w tescie labiryntu T, gdzie zdobycie wiekszej nagrody wyma-
ga przekroczenia barierki. Zmiany motywacyjne ulegaja odwréceniu po podaniu
leku przeciwdepresyjnego o komponencie dopaminowej, bupropionu (Nunes i in.
2013; Randalliin. 2014; Yohn, Thompson iin. 2015). Ponadto blokada wychwytu
zwrotnego dopaminy, ale nie serotoniny czy noradrenaliny, zwieksza preferencje
w strone duzej nagrody wymagajacej wykonania pracy, zatem zwieksza motywa-
cje do wlozenia wysiltku, by zdoby¢ jedzenie (Yohn, Errante i in. 2016). Pokazano,
ze zmniejszona motywacja do wlozenia wysitku po nagrode wynika z zaburze-
nia receptorow glutamatergicznych na neuronach dopaminowych srodmozgowia
(Hutchison i in. 2017). W tym badaniu dokonano inaktywacji receptorow NMDA

oraz AMPA selektywnie na neuronach dopaminowych u myszy i zaobserwowano
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zaburzenie gotowosci do wysitku w procedurze instrumentalnego dyskontowa-
nia wysilku, gdzie zwierze miato do wyboru czekoladowy pokarm przy wykonaniu
S odpowiedzi instrumentalnych lub wolno dostepna na podlodze zwykla karme.
Zatem kontrola uktadu dopaminowego poprzez receptory glutamatergiczne zdaje

sie odgrywac kluczowsg role w motywacji zwiazanej z wysiltkiem.

2.3. Aktywnos¢ fazowa neuronéw dopaminowych

Aktywnos¢ neuronow dopaminowych najczesciej przebiega w jednym z dwoch
trybow zmieniajacych sie zaréwno spontanicznie, jak i pod wplywem zewnetrz-
nej stymulacji (Grace i Bunney 1984b; Grace i Bunney 1984a). W pomiarach
zewnatrzkomorkowych u gryzoni in vivo wyrédznia sie aktywnos¢é tonicznag, ktéra
polega na pojedynczych wyladowaniach neuronu, oraz aktywnos¢ fazowa, mo-
dulowana gléwnie przez receptory NMDA, wystepujaca zaréwno spontanicznie,
jak iw wyniku stymulacji. Podczas aktywnosci fazowej dochodzi do intensywnych
wyladowan komorki w postaci 2 do 10 potencjalow czynnosciowych o spadaja-
cej amplitudzie i wzrastajacym interwale czasowym pomiedzy kolejnymi wyla-
dowaniami. Badania elektrofizjologiczne przy uzyciu mikrojontoforezy pokazaly,
ze aktywnosc¢ fazowa neuronow dopaminowych istoty czarnej oraz pola brzusz-
nego nakrywki zalezy od receptorow NMDA - zostala bowiem wzbudzona tyl-
ko w wyniku podania do komorki NMDA, co nie bylo obserwowane przy za-
stosowaniu agonistow receptorow AMPA oraz kainowych (Chergui i in. 1993).
Ponadto aktywnosc¢ fazowa jest odpowiedzialna za wydajne wydzielanie dopami-
ny, ktore moze prowadzi¢ do aktywacji receptorow D1 (Grace 2016).

W badaniach na zwierzetach pokazano, ze procedury oparte o czynniki streso-
we, stosowane w celu wywolania fenotypu przypominajacego depresje, zmienia-
ja wzorzec aktywnosci neuronéw dopaminowych §rodmoézgowia. Zaobserwowa-
no jednak, ze rozne rodzaje tych czynnikow wplywaja przeciwnie na aktywnoscé
neuronow. Stres ostry i dotkliwy, jaki wystepuje podczas testu unieruchomienia,
powoduje odhamowanie neuronéw dopaminowych i prowadzi do zwiekszonej cze-
stotliwosci wytadowan oraz zwiekszonej aktywnosci fazowej (Anstrom i Woodward
200595). Natomiast chroniczny, ale tagodny stres ma skutek odwrotny, prowadzi do
zahamowania aktywnosci neuronéow dopaminowych (Moore, Rose i Grace 2001;
Valenti, Gill i Grace 2012). Przyczyny tych réznic nie sa do konca jasne, jednak

pokazano, ze to sila stresu, a nie chronicznos¢ czy mozliwos¢ ucieczki z sytu-
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acji, wptywa na aktywnos¢ neuronéw dopaminowych (Valenti, Gill i Grace 2012).
Zatem rézne zrodla stresu wywoluja odmienne efekty na aktywnos¢ dopamino-
wa, jednakze zarowno stres ostry i silny, jak i tagodny, ale chroniczny, prowa-
dza do rozwoju zachowan kojarzonych z depresja. Pokazano réowniez, ze zmniej-
szona aktywnos¢ neuronow dopaminowych srédmozgowia, wynikajaca z zasto-
sowania u szczurow nieprzewidywalnych i niemozliwych do unikniecia szokow
elektrycznych, zostaje odwrocona poprzez podanie antagonisty receptora NMDA,
ketaminy (Belujon i Grace 2014). Jest to zgodne z postulowana powyzej rola
aktywnosci fazowej neuronéw dopaminowych, ktéra modulowana jest przez
wejscia glutamatergiczne.

Zwierzecym modelem objawow przypominajacych depresje sa tzw. szczury
FSL (z ang. Flinders Sensitive Line). Szczury FSL byly krzyzowane w celu uzy-
skania wysokiej odpornosci na inhibitory cholinesteraz, jednak niespodziewanie
okazaly sie genetycznym modelem zaburzen przypominajacych depresje. Zwie-
rzeta te charakteryzowaly sie szeregiem cech skladajacych sie na fenotyp przy-
pominajacy symptomy depresji, jak zmieniony sen REM, dluzszy czas bezruchu
w tescie wymuszonego plywania, spadek motywacji spolecznej czy rozwéj an-
hedonii po zastosowaniu procedury chronicznego lagodnego stresu (Overstreet i
Wegener 2013). Pokazano, ze szczury FSL posiadaty zmieniong aktywnosc¢ fazowa
neuronoéw dopaminowych oraz mniejsza iloscig napadow dtugich, w porownaniu
do szczurow kontrolnych. Aktywnos¢ neuronéw dopaminowych ulegata zmianie
pod wplywem wielokrotnych podan lekéw przeciwdepresyjnych, co wiazalo sie
z przywréoceniem normalnego zachowania w testach modelujacych objawy depre-
sji (Friedman i in. 2008).

Wykorzystanie optogenetyki umozliwilo bardziej precyzyjne poznanie neuro-
nalnych mechanizméw odpowiedzialnych za zaburzenia depresyjne. Badania
z zastosowaniem tej techniki wykazaly istotnag role aktywnosci fazowej neuro-
now dopaminowych s§rédmozgowia w rozwoju fenotypu przypominajacego depre-
sje. Wykorzystano tu myszy TH-Cre, z ekspresja rekombinazy Cre zaleznej od
promotora genu TH, ktorym do pola brzusznego nakrywki wprowadzono wiru-
sa, zawierajacego biatko halorodopsyne, badz kanatowa rodopsyne. Poprzez sty-
mulacje Swietlng neuronow zawierajacych halorodopsyne, hamowano aktywnosé
neuronow dopaminowych pola brzusznego nakrywki. Skutkowato to zmniejsze-

niem czasu spedzonego na probie uwolnienia si¢ w teScie zawieszenia za ogon
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oraz zmniejszong preferencja picia roztworu sacharozy, bez zmian w aktywnosci
ruchowej. Natomiast stymulacja aktywnosci fazowej tych neuronow z wykorzy-
staniem biatka kanalowej rodopsyny odwrocita fenotyp przypominajacy depresje
u zwierzat, ktore wczesniej przeszty procedure chronicznego tagodnego stresu.
Badacze wykorzystali rowniez szczury TH-Cre, u ktorych zastosowano potacze-
nie optogenetyki z pomiarami elektrofizjologicznymi in vivo w jadrze pollezacym
w tescie wymuszonego plywania. Pokazano, ze aktywnos¢ fazowa neuronoéw do-
paminowych pola brzusznego nakrywki, dochodzacych do jadra pollezacego, od-
powiada za proby wydostania sie w tym teScie, co wskazuje na znaczenie Sciez-
ki VTA-NAc w zachowaniach zwiazanych z depresja (Tye i in. 2013). W innym
badaniu, w ktérym rowniez uzyto myszy TH-Cre do modulacji optogenetycznej
neuronow dopaminowych VTA, wykazano przeciwng zaleznos¢, gdzie stymulacja
aktywnosci fazowej wiazala sie z fenotypem przypominajacym depresje (Chau-
dhury i in. 2013). Jednak tutaj wykorzystano test porazki spotecznej, w ktorym
zwierzeta byly eksponowane na kontakt z mysza-agresorem. Myszy, ktore pod-
dawane sa tzw. podprogowej procedurze, gdzie ekspozycja na agresora jest krot-
kotrwatla, nie rozwijajg fenotypu przypominajacego depresje, ale staja sie bar-
dziej podatne na kolejne procedury stresowe. W tym badaniu, zwierzeta poddane
takiej procedurze, u ktorych stymulowano aktywnosc¢ fazowa neuronéw dopa-
minowych pola brzusznego nakrywki, charakteryzowaly sie zespotem zachowan
przypominajacych depresje — spedzaty mniej czasu na interakcjach spotecznych
oraz wykazywaly mniejsza preferencje sacharozy. Ponadto pokazano, ze zwierze-
ta, ktore przeszly test porazki spotecznej powtarzany przez 10 dni i byly oporne
na zmiany w zachowaniu, zaczynaly wykazywac objawy podobne do depresji, gdy
dodatkowo poddano je optogenetycznemu wzbudzeniu aktywnosci fazowej neuro-
now dopaminowych. Za wywotanie fenotypu przypominajacego depresje, poprzez
stymulacje neuronoéw oraz odwroécenie go poprzez hamowanie optogenetyczne,
odpowiadatly potaczenia miedzy VTA i NAc, podczas gdy modulacja aktywnoscia
neuronow wysytajacych aksony do kory przedczolowej, miata przeciwne skutki
(Chaudhury i in. 2013). Przedstawione wyzej badania dowodza, ze aktywnosc¢ fa-
zowa neuronow dopaminowych ma zwiazek z zachowaniami przypominajacymi
objawy depresji, jednak wyniki badan nie sa spojne. Moze to wynikac z réznych
zastosowanych procedur stresowych, ktére maja odmienny wpltyw na aktywnosc¢

neuronow, jak rowniez z wykorzystania innych testow mierzacych zachowania
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zwierzat.

Aktywnos¢ neuronow dopaminowych srodmozgowia odgrywa rowniez istotna
role w interakcjach spolecznych u zwierzat. Badanie na szczurach pokazato, ze
podczas sytuacji spotecznej dochodzi do przejsciowego wzrostu stezenia dopami-
ny w roznych regionach prazkowia, z najsilniejszym efektem w brzusznym praz-
kowiu. Z wykorzystaniem cyklicznej woltamperometrii zmierzono stezenia dopa-
miny, ktore odpowiadaly zwiekszonej aktywnosci fazowej neuronéow dopamino-
wych na obecnos¢ drugiego szczura, zarowno tej samej, jak i odmiennej ptci (Ro-
binson, Heien i Wightman 2002). W kolejnym badaniu, z zastosowaniem metody
optogenetycznej, bezposrednio powiazano zachowania spoleczne ze zwiekszona
aktywnoscig fazowa neuronow dopaminowych VTA. Zarowno podczas interakcji
spotecznych dochodzitlo do wzrostu wyladowan tych neuronow, jak i stymulacja
aktywnosci fazowej neuronow u myszy TH-Cre prowadzila do zwiekszenia cza-
su spedzonego na interakcjach spolecznych. Ponadto zahamowanie neuronow
dopaminowych skutkowalo zachowaniem przeciwnym (Gunaydin i in. 2014).
Zatem manipulowanie sposobem aktywnosci neuronéw dopaminowych wptywa-
lo na zachowania spoteczne u myszy. Badacze pokazali, ze kluczowe potaczenia
neuronalne odpowiedzialne za to zachowanie, zachodzity pomiedzy polem brzusz-
nym nakrywki a jadrem pollezacym, ale nie korg przedczolowa czy ciatem mig-
datowatym. Ponadto niezbedna tu byla aktywacja neuronow dopaminowych D1,
a nie D2, co pokazano zaréwno poprzez wykorzystanie antagonistow receptorow
D1 lub D2, jak rowniez poprzez zaprojektowanie zmodyfikowanego receptora D1,
umozliwiajacego optogenetyczng stymulacje neuronow prazkowia, zawierajacych
ten receptor.

Badajac zachowanie spoleczne w kontekscie objawow depresyjnych, istotne
jest zwrécenie uwagi na zaburzenia lekowe, ktore czesto wspoltowarzysza depre-
sji. Wsrod szeregu testow stuzacych do badania lekowosci u zwierzat, test zacho-
wan spolecznych nie jest testem jednoznacznym w interpretacji. Moze to wynikac
z faktu, ze zarowno lek przed interakcja spoteczna, jak i unikanie interakcji, moga
by¢ tym samym, zatem zmiany w interakcji spolecznej moga zostac zinterpreto-
wane w kontekscie zachowan lekowych, badz depresyjnych. Standardowo test
interakcji byt uzywany do pomiaru lekowosci, jednak istniejg doniesienia, suge-
rujace interpretacje w kontekscie symptomoéw depresyjnych za bardziej trafna.

U szczurow poddanych procedurze chronicznego tagodnego stresu, zaobserwo-
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wano rozwoj fenotypu przypominajacego depresje, bez zmian w zachowaniu
w klasycznym tescie podniesionego labiryntu krzyzowego, badajacego lekowosc.
Zwierzeta te natomiast charakteryzowaly sie zaburzeniem funkcji spotecznych
(Kompagne i in. 2008). Podobnie, opisane wczesniej szczury FSL, stanowiace
zwierzecy model depresji, wykazuja zmniejszenie interakcji spotecznych, podczas
gdy w standardowych testach lekowych charakteryzuja sie nawet mniejszym po-
ziomem leku (Overstreet i Wegener 2013). Zatem w badaniach na zwierzetach
istotnym aspektem jest rozdzielenie zachowan zwiazanych z lekiem od zacho-
wan przypominajacych depresje. Badanie funkcji spotecznych zdaje sie by¢ miarg
raczej ,depresyjnosci” niz lekowosci i w taki sposob jest interpretowane w niniej-
szej pracy.

Podsumowujac, zaré6wno badania kliniczne, jak i badania na zwierzetach po-
kazuja, ze uklad dopaminowy pelni istotna role w zaburzeniach afektywnych.
Szczegolne znaczenie zdaje sie tu odgrywac aktywnosc¢ fazowa neuronéw dopa-
minowych srodmézgowia, ktérej zaburzenie moze skutkowac rozwojem objawow

podobnych do depres;i.

3. Anhedonia i rola ukladu opioidowego

Utrata zainteresowan lub odczuwania przyjemnosci (anhedonia) stanowi je-
den z osiowych objawow zaburzen depresyjnych wedtug klasyfikacji DSM-V oraz
ICD-10. Jednak, jak zwraca na to uwage Treadway (2016), stowo anhedonia jest
obecnie uzywane do okreslenia roznych rodzajow zachowan, zarowno zwigzanych
z utrata przyjemnosci, jak i zachowan motywacyjnych, ktore majg odmienne pod-
loze neurobiologiczne. Tradycyjne miary psychologiczne depresji nie odrézniaja
pomiedzy spadkiem motywacji a zaburzeniem odczuwania przyjemnosci. Czesé
0s0b cierpiacych na depresje nie wykazuje objawow anhedonii w klasycznym ro-
zumieniu, tylko charakteryzuje si¢ tzw. anhedonia motywacyjna (Treadway i Zald
2011), zwigzana ze spadkiem motywacji do podjecia dziatania, podczas gdy zdol-
nos¢ do odczuwania przyjemnosci pozostaje niezmieniona. Badania na zwierze-
tach rowniez roznicuja te dwa aspekty zachowania, pokazujac, ze uklad dopami-
nowy odgrywa role przede wszystkim w zachowaniach motywacyjnych. Wczesne
koncepcje dotyczace funkcji uktadu dopaminowego stwierdzaty, ze uklad ten od-
powiada za odczucie przyjemnosci (Wise 1980). Jednak dalsze badania pokazaly,

ze role te pelnia raczej receptory opioidowe (Berridge, Robinson i Aldridge 2009).
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Omowione wyzej badania pokazaly, ze uszkodzenie uktadu dopaminowego powo-
duje redukcje motywacji do wlozenia wysitku po nagrode, bez zmian w anhedonii,
badanej jako preferencja konsumpcji stodkiego roztworu (Yohn, Thompson i in.
2015; Nunes iin. 2013). Szczury FSL, ktére sg wspominanym juz wczesniej zwie-
rzecym modelem depresji, rowniez pomimo obecnosci szeregu zachowan sktada-
jacych sie na fenotyp przypominajacy depresje, nie charakteryzuja sie spadkiem
preferencji stodkiego roztworu jako miary anhedonii, dopoki nie zostana poddane
procedurze chronicznego tagodnego stresu (Overstreet i Wegener 2013). Przyto-
czone dane pokazuja, ze anhedonia, jak i pozostale objawy depresyjne, moga miec
inne podloze biologiczne, co moze miec znaczenie dla leczenia oséb, charaktery-
zujacych sie roznymi symptomami depresji. Badania pokazuja, ze szczegblna role
w odczuwaniu przyjemnosci moze odgrywac uktad opioidowy.

Uktad opioidowy mozgu pelni wiele waznych funkcji. Jego role powiazano
przede wszystkim z bolem, analgezja, stresem, jak réwniez z regulacja nastro-
ju czy z nagradzajacymi wlasciwosciami substancji uzalezniajacych. Receptory
opioidowe znajduja sie zarowno w obwodowym, jak i w oSrodkowym uktadzie
nerwowym. W mojej pracy skupiam sie na ukladzie opioidowym w moézgu, gdzie
receptory opioidowe znajdujg si¢ prawie w kazdym obszarze, a w szczegolnie duzej
ilosci mozna je znalez¢ w korze, uktadzie limbicznym oraz pniu moézgu. Wyréznia
sie trzy rodzaje receptorow opioidowych: u, é oraz x, ktére aktywowane sa przez
endogenne opioidy. Do endogennych opioidow zalicza sie S-endorfine i enkefali-
ny, ktore wykazuja sie duzym powinowactwem do receptorow p i § oraz dynorfiny,
wiazace sie do receptoréw « (Le Merrer i in. 2009). Endogenne peptydy wywodza
sie z bialek prekursorowych. Jednym z takich bialek jest proopiomelanokortyna
(POMC), z ktorej powstaje B-endorfina. Neurony produkujace POMC sa bardzo
nieliczne i znajduja sie przede wszystkim w jadrze tukowatym podwzgorza oraz w
jadrze pasma samotnego, z ktorych wysylaja potaczenia zstepujace i wstepujace
do roznych obszaréw mozgu, w tym do obszarow limbicznych czy pnia mézgu.
Kolejnym biatkiem prekursorowym jest proenkefalina, ktora znajduje sie w wiek-
szosci neuronow GABA-ergicznych i zawiera wiele kopii Met-enkefaliny oraz jedna
kopie Leu-enkefaliny, ktore sg obecne w bardzo wielu obszarach mozgu, zwiaza-
nych m.in. z procesowaniem informacji bélowej, modulacja zachowan afektyw-
nych czy kontrolg ruchu. Prodynorfina natomiast daje poczatek trzem gléwnym

peptydom, dynorfinie A, dynorfinie B oraz neoendorfinie, ktére wystepuja bardzo
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licznie w neuronach oraz prawdopodobnie réwniez w gleju (Akil i in. 1984).

Szczegolnie istotne dla poznania mechanizmu zwigzanego z nagradzajacymi
i wzmacniajacymi wlasciwosciami substancji uzalezniajacych byto odkrycie loka-
lizacji receptorow opioidowych w mezolimbicznym ukladzie dopaminowym.
Receptory opioidowe gléwnie p, ale rowniez § znajduja sie na interneuronach
GABA, zatem aktywacja tych receptorow przez ich agonistow hamuje interneu-
rony GABA, w wyniku czego dochodzi do odhamowania neuronéw dopaminowych
i wydzielenia dopaminy. Mechanizm ten zwiazany jest z nagradzajacym dziala-
niem substancji dzialajacych na te receptory, jak morfina, oraz ma kluczowe zna-
czenie w pozytywnym wzmocnieniu wywolywanym przez opioidy, mierzonym jako
preferencja miejsca czy samopodawanie (Olmstead i Franklin 1997; Devine i Wi-
se 1994). Receptory « natomiast zlokalizowane sa bezposrednio na neuronach
dopaminowych i ich aktywacja ma skutek awersyjny, co wiaze sie¢ z ich dziala-
niem zmniejszajacym aktywnos¢ neuronéw dopaminowych (Mansour i in. 1995).

Nagradzajace dzialanie opioidow zwigzane jest z wydzielaniem dopaminy
w Srodmoézgowiu. W badaniach przy uzyciu mikrodializy zaobserwowano, ze do-
komorowe podanie agonisty p lub agonisty § zwiekszylo stezenie dopaminy
w jadrze pollezacym, natomiast podanie agonisty x zmniejszylo wydzielanie do-
paminy (Spanagel, Herz i Shippenberg 1990; Devine, Leone i in. 1993). Rowniez
badania na zwierzetach transgenicznych z usunietym receptorem pu, u ktérych
obserwuje si¢ redukcje wlasciwosci nagradzajacych substancji uzalezniajacych
(Becker i in. 2002; Kieffer i Gavériaux-Ruff 2002), pokazuja istotna interakcje
ukladu opioidowego z ukladem dopaminowym Srédmoézgowia. Zaobserwowano
bowiem w zewnatrzkomoérkowych pomiarach elektrofizjologicznych, ze u myszy
bez receptorow p nastepuje zmniejszenie czestotliwosci wyladowan neuronow do-
paminowych (Mathon i in. 2005). W zgodzie z ta obserwacja, wyciszenie recepto-
row opioidowych p selektywnie w polu brzusznym nakrywki i istocie czarnej, gdzie
znajduje sie gltowne zrodlo neuronéw dopaminowych, skutkuje blokada dzialania
nagradzajacego heroiny (Zhang, Landthaler i in. 2009).

Juz wczesne badania pokazaly, ze blokada receptorow opioidowych u ludzi po-
przez podanie naltreksonu zmniejsza przyjemnosc¢ odczuwang podczas jedzenia,
bez wplywu na odczucie glodu (Yeomans i Gray 1996). Badania na zwierzetach
rowniez wykazatly, ze podanie naltreksonu u zwierzat po deprywacji pokarmowej

nie zmniejsza poboru standardowej karmy, natomiast wptywa na pobor pokarmu
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slodkiego (Levine i in. 1995). W kontekscie jedzenia szczegblnie zwraca sie uwa-
ge na role ukladu opioidowego w prazkowiu, a zwlaszcza jego brzusznej czesci
— jadrze pollezacym. Neurony prazkowia wyrazaja zarowno receptory opioidowe,
jak i peptydy opioidowe. Wsréd dwoch podtypow srednich neuronoéw kolczystych
prazkowia, neurony biegnace szlakiem bezposrednim z ekspresjg receptora dopa-
minowego D1 wyrazaja dynorfine, natomiast neurony szlaku posredniego z eks-
presja receptora D2, enkefaline (Steiner i Gerfen 1998; Gerfen i Surmeier 2011).
Ekspresja tych neuropeptydow w prazkowiu jest regulowana przez dopamine
i moze sie zmieniac poprzez substancje dziatajace na uktad dopaminowy. W praz-
kowiu, jak rowniez w brzusznej czesci galki bladej, zlokalizowane sa receptory
opioidowe p, § oraz x (Mansour i in. 1995), gdzie odgrywaja waznag role w zacho-
waniach motywacyjnych oraz odczuwaniu przyjemnosci. Wczesne badania poka-
zaly, ze podanie agonisty receptorow opioidowych do jadra potlezacego skutkuje
zwiekszeniem poboru jedzenia, natomiast efekt ten jest odwracany przez antago-
niste tych receptorow (Majeed i in. 1986). Jak sie okazalo w kolejnych badaniach,
kiedy zwierzeciu prezentowano jedzenie o dwoch réoznych smakach, efekt ten do-
tyczyt tylko jedzenia bardziej preferowanego, ktoérego konsumpcja byta wiecksza
po podaniu agonisty receptora opioidowego p do jadra pollezacego badz mniej-
sza po podaniu naltreksonu (Woolley, Lee i Fields 2006). Obserwacje te zwrocilty
uwage na role uktadu opioidowego w nagradzajacych wlasciwosciach preferowa-
nego jedzenia. Szczegblnie istotne dla odkrycia roli uktadu opioidowego w za-
chowaniach zwiazanych z odczuwaniem przyjemnosci byly badania nad modulo-
waniem aktywnosci receptorow opioidowych jadra pollezacego i brzusznej czesci
galki bladej w kontekscie jedzenia i zachowan motywacyjnych. Pokazano, ze po-
dania agonisty receptora opioidowego i, DAMGO, do jadra poéllezacego lub do
brzusznej czesci gatki bladej, zwiekszaly motywacyjne aspekty zachowania, takie
jak poboér jedzenia, jednak nie wplywaly na samo ,lubienie” (Pecifia i Berridge
20095), mierzone jako reakcje hedoniczne na stodki smak, takie jak oblizywanie
sie czy wysuwanie jezyka (Berridge, Robinson i Aldridge 2009). Natomiast poda-
nie agonisty u do Scisle okreslonego miejsca w Srodkowej czesci jadra pollezacego,
a doktadnie czesci przednio-grzbietowej (Pecina i Berridge 2005) lub tylnej czesci
brzusznej gatki bladej (Smith i Berridge 2005), prowadzi do zwiekszenia pozytyw-
nych reakcji na stodki smak. Réwniez w kolejnym badaniu pokazano, ze nie tylko

agonista receptora p, ale tez agonista receptora § oraz, niespodziewanie, agoni-
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sta k podany lokalnie do czesci przednio-grzbietowej jadra poétlezacego, wywoltuja
zwickszenie reakcji hedonicznych oraz warunkowa preferencje miejsca (Castro i
Berridge 2014). Ponadto zaobserwowano, ze w obszarze ogonowym jadra poétle-
zacego stymulacja receptorow skutkuje redukcja zachowan hedonicznych.
Receptory opioidowe znajdujace sie w korze przedczolowej rowniez odgrywaja
role w zachowaniach zwiazanych z jedzeniem. Dotyczy to przede wszystkim re-
ceptorow opioidowych p, ktérych stymulacja poprzez podanie DAMGO do kory
infralimbicznej wywotuje zwiekszenie poboru jedzenia standardowej karmy, za-
rowno u zwierzat bez, jak i po deprywacji pokarmowej (Mena, Sadeghian i Baldo
2011). Dodatkowo, stymulacja receptoréw opioidowych p w tym samym obszarze
zwiecksza rowniez liczbe odpowiedzi po stodki pokarm w teScie wzrastajacej liczby
odpowiedzi instrumentalnych oraz wiaze sie z wiekszg impulsywnoscia (Selleck,
Lake i in. 2015). Zatem korowa stymulacja receptorow p zwieksza wartos¢ mo-
tywacyjnag jedzenia oraz zaburza samokontrole zwiazang z jedzeniem. W opioido-
wej kontroli zachowan zwigzanych z jedzeniem zwraca si¢ uwage na istotna role
obwodu neuronalnego pomiedzy kora, prazkowiem i podwzgoérzem, co zostato po-
twierdzone poprzez wiele badan dotyczacych mikroinfuzji lekow, eskpresji genow
czy optogenetycznej modulacji aktywnosci neuronow (Selleck i Baldo 2017).
Podsumowujac, obecnosc¢ oddzielnych obszarow, ktorych stymulacja lub ha-
mowanie zmienia reakcje hedoniczne, wskazuje na oddzielne podtoze neuronalne
odczuwania przyjemnosci od zachowan motywacyjnych. W reakcjach zwigzanych
z odczuwaniem przyjemnosci, badz jej brakiem, czyli anhedonia, uktad opioidowy
zdaje sie odgrywac wiodaca role, podczas gdy zachowania motywacyjne podlega-
ja kontroli ukladu dopaminowego. Zaburzenia w obydwu rodzajach zachowan
obserwuje sie w depresji oraz w zwierzecych modelach tej choroby, dlatego tez
powiazanie okreslonego typu objawu z mechanizmem neuronalnym moze by¢ ko-
rzystne w kontekscie doboru leczenia dopasowanego do dominujacych objawow

wystepujacych u chorego.
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4. Opis wykorzystywanych do badan modeli

transgenicznych

4.1. Myszy NR]1DATCreERT2

Zwierzeta NR1PATCreERT2 wylrorzystuja system Cre/loxP , ktéry zostal opra-
cowany przez Gu, Zou, Rajewskiego (1993) i umozliwia wybiorcza delecje genu

w okres§lonym typie komérek. W wypadku myszy NR1PATCreERT2

usunieto gen
kodujacy podjednostke NR1 receptora glutaminianu NMDA na neuronach dopa-
minowych. Do wytworzenia tej linii wykorzystano transgen DATCreERT2, wytwo-
rzony przez Engbloma i in. (2008), w ktorym rekombinaza Cre znajduje sie pod
kontrola promotora genu kodujacego transporter dopaminowy DAT. Konstrukt
ten zawiera rekombinaze Cre, regulowana przez zmodyfikowana domene wiaza-
cg ligand receptora estrogenowego (CreERT2), co zostalo opracowane przez Feil i
in. (1997) i zmodyfikowane przez zastapienie domeny nlsCre sekwencja kodujaca
iCre (Rodriguez Parkitna, Engblom i Schtitz 2009). Biatko CreERT2 ulega trans-
lokacji do jadra komoérkowego dopiero wtedy, kiedy zwierzeciu zostanie podany
ligand zmodyfikowanego fragmentu receptora estrogenowego - tamoksyfen (Ry-
cina 1). Zaletg tej metody tworzenia zwierzat transgenicznych jest mozliwos¢ in-
dukcji mutacji u dorostych zwierzat. Zwierzeta NR1PATCTeERT2 powstaty poprzez
skrzyzowanie linii DATCreERT?2 z linia NR1 flox (Niewoehner i in. 2007), w wyni-
ku czego podanie tamoksyfenu myszy o takim konstrukcie skutkuje usunieciem
podjednostki NR1 receptora NMDA z neuronow zawierajacych aktywny promotor
DAT. Skutkiem mutacji jest brak funkcjonalnego receptora NMDA, selektywnie
na neuronach dopaminowych. Wykorzystanie linii indukowalnej tych zwierzat
pozwala dodatkowo uniknaé¢ zmian kompensacyjnych, zachodzacych w okresie
zarodkowym

w przypadku mutacji konstytutywnych. Zwierzeta NR1PATCTeERT2 zo5taty wyko-
rzystane do badania mechanizmu uzaleznien, gdzie pokazano brak indukcji pla-
stycznosci neuronéw dopaminowych wywolywanej kokaina. Myszy te nabywatly
normalna preferencje miejsca na kokaine oraz samopodawanie kokainy, jednak
nie charakteryzowaly sie¢ nawrotem preferencji czy poszukiwania narkotyku na
ponowne podanie kokainy po okresie wygaszenia (Engblom i in. 2008; Mameli i

in. 2009).
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Rycina 1: Schemat modyfikacji w wariancie ,,flox” genu kodujacego podjed-
nostke NR1 (Grinl) oraz translokacji konstruktu CreERT2 do jadra. Miej-
sca loxP zlokalizowane sg w pozycjach 25296380 i 25298871 na chromosomie
2, co odpowiada intronom pomiedzy eksonami 8-9 i 16-17 wedlug numeracji z
sekwencji genu ENSMUSG00000026959 i transkryptu ENSMUST00000028335
(zgodnie z wersja genomu myszy GRCm38.p3). Konstrukt CreERT2 translokuje
do jadra komérkowego w wyniku podan tamoksyfenu. Rekombinacja przez Cre
usuwa fragment zawarty miedzy sekwencjami loxP.

4.2. Myszy Oprd1/Oprm1P1-KD

Myszy Oprd1l/OprmIP1KP zostaly wytworzone w Pracowni Modeli Transge-
nicznych Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, w oparciu o metode opisa-
na przez Novak i in. (2010). Wykorzystano tutaj transgen zawierajacy prekur-
sor miR z czterema sekwencjami kodujacymi syntetyczne spinki miR, skierowa-
ne przeciwko transkryptom kodujacym receptory opioidowe p oraz §. Transgen
posiada promotor genu kodujacego receptor dopaminy D1, czego wynikiem jest
selektywna ekspresja jedynie w neuronach zawierajacych receptory dopaminowe

D1. Dodatkowo do konstruktu zostalo wprowadzone biatko fluorescencyjne GFP,
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umozliwiajace wykorzystanie barwienia immunohistochemicznego w celu lokali-
zacji wystepowania transgenu (Rycina 2). Zwierzeta Oprd1/OprmIP1XP zostaty

wytworzone w naszym laboratorium i nie byly dotad wykorzystywane do badan.
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Rycina 2: Schemat transgenu wprowadzonego u myszy Oprd1/Oprm1P1-KD,
Transgen zawiera cztery spinki miR skierowane do receptorow opioidowych u oraz
0. Sekwencje miR wprowadzone sa do prekursora miRNA 155, ktorego ekspresje
kontroluje promotor genu kodujacego receptora dopaminy D1 (Drd1a). Oznacze-
nie skrotow: eGFP — biatko wzmocnionej zielonej fluorescencji, TK pA - sekwencja
odpowiadajaca za poliadenylacje kinazy tymidylanowej, BAC — sztuczny chromo-
som bakteryjny.



Cel badan

Celem badan bylo sprawdzenie hipotezy, ze zahamowanie aktywnosci fazowe;j
neuronow dopaminowych doprowadzi do rozwoju zachowan przypominajacych
objawy depresji oraz ze inaktywacja receptorow opioidowych p i § na neuronach
zawierajacych receptor D1 wywota anhedonie.

Aby zrealizowac postawione cele, w pierwszej kolejnosci dokonano charakte-
ryzacji ekspresji transgenu u myszy NR1PATCreERT2 'Nagstepnie, u zwierzat z mu-
tacja, wykonano testy behawioralne okreslajace zmiany zachowania podobne do
depres;ji, takie jak test wymuszonego ptywania, interakcji spolecznych oraz zdol-
nosci do odczuwania przyjemnosci. Ponadto przeprowadzono serie testow bada-
jacych motywacje do wykonania wysitku, aby uzyska¢ nagrode oraz zmierzono
zachowania lekowe.

Kolejnym etapem badan bylta charakteryzacja ekspresji transgenu u myszy
Oprd1/Oprm1P1-KD  Myszy z mutacja receptoréw opioidowych zbadano pod ka-
tem zmian w zdolnosci do odczuwania przyjemnosci oraz w zachowaniach beda-
cych modelem objawow depresji, takich jak wymuszone plywanie oraz interak-
cje spoteczne. Ostatnim krokiem bylo wykonanie szeregu testow behawioralnych
mierzacych podstawowe funkcjonowanie zwierzat, ktore dotyczyly aktywnosci ru-

chowej, pamieci, leku oraz zachowan zwigzanych z dzialaniem opioidow.
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Materialy i metody

1. Zwierzeta

Zwierzeta wykorzystywane do eksperymentoéw przebywaly w grupie od 2 do 5
myszy w jednej klatce domowej z pleksiglasu, w pomieszczeniu o stalej tempe-
raturze 22+2°C oraz cyklu dobowym Swiatlo-ciemnos¢ po 12 godzin. Zwierzeta
mialy wolny dostep do pokarmu oraz wody (pasza RM1 A (P) Special Diets Servi-
ces), za wyjatkiem eksperymentow z deprywacjg pokarmowa, co podano w opisie
odpowiednich metod. W badaniach uzyto dwa szczepy myszy transgenicznych
— myszy NR1PATCreERT2 6raz Oprd1/Oprm1PKP.| Wszystkie eksperymenty byty
przeprowadzane na samcach, za wyjatkiem eksperymentow w klatce IntelliCage,
w ktorych uzyto samic. Podczas eksperymentow zwierzeta nie posiadaly znakow
identyfikujacych genotyp, by eksperymentator nie sugerowat sie genotypem pod-
czas analizowania danych. Wszystkie procedury behawioralne posiadaly zgode
II Lokalnej Komisji Bioetycznej w Krakowie (numer zgody 1000/2012, 26 listo-
pad, 2012; numer zgody 754/2010, 27 maj, 2010; nr zgody 224 /2016, 8 grudzien
2016).

Szczep myszy NR 1PATCreERT2

Myszy NR1PATCeERT2 ;nstaty pozbawione podjednostki NR1 receptora NMDA
na neuronach dopaminowych, ktore posiadajg aktywny promotor genu Slc6a3,
kodujacego transporter dopaminy (DAT) (Engblom i in. 2008). Mutacja byta in-
dukowana u zwierzat dorostych poprzez podania tamoksyfenu (Sigma, Poznan),
ktore rozpoczynaly sie, kiedy zwierzeta mialy od 8 do 10 tygodni. Tamoksyfen byl
rozpuszczany w oleju stonecznikowym (20 mg/ml) i filtrowany przez membrane
o Srednicy poréw 0,22 um. Podania byly przeprowadzane raz dziennie przez 5 dni

w dawce 100 mg/kg bazujac na Erdmann, Schtitz i Berger (2007), w zmodyfiko-
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wanej procedurze, opisanej przez Jastrzebska (2016). Eksperymenty rozpoczy-
naly sie najwczesniej 3 tygodnie od ostatniego dnia podan, gdyz jest to konieczny
czas do indukcji mutacji oraz regeneracji zwierzat po podaniach. Zaréwno zwie-
rzeta z mutacja (Tg/0; flox/flox), jak i zwierzeta kontrolne (0/0; flox/flox) otrzy-
mywaly tamoksyfen.

Szczep myszy Oprd1/Oprm1P1-KD

Zwierzeta Oprdl/OprmIP1"KP maja wyciszona przez interferencje RNA eks-
presje receptorow opioidowych p oraz § na neuronach, zawierajacych receptory
dopaminowe D1. Jest to mutacja konstytutywna, w ktorej wyciszenie jest spo-
wodowane ekspresja transgenu z czterema spinkami miRNA, skierowanymi do
receptorow opioidowych p oraz §, po dwie na kazdy receptor. Ekspresja trans-
genu kontrolowana jest przez promotor genu receptora dopaminy D1 (Drdla).
Metoda wytworzenia tego szczepu oparta zostata na ogdlnym zarysie opisanym

przez Novaka (2010) .

2. Immunohistochemia

Zwierzeta otrzymaly dootrzewnowy zastrzyk letalnej dawki morbitalu (miesza-
nina pentobarbitalu 26,7 mg/ml oraz pentobarbitalu sodowego 133,3 mg/kg;
mysz otrzymuje 1,66 ml/kg) w celu przeprowadzenia perfuzji i uzyskania skraw-
kow mozgu do barwienia. Poczatkowo perfuzje przeprowadzono przy uzyciu bu-
forowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS) i nastepnie 4% (wag./obj.) parafor-
maldehydu (PFA). Po perfuzji mozgi zostaly utrwalone w 4% roztworze PFA na
24 h i nastepnie przelozone do czasu opadniecia na dno probowki, kolejno do
10% (wag./obj.) sacharozy na okolo 30 minut, 20% (wag./obj.) na kilka godzin
oraz 30% (wag./obj.), w ktorej byly inkubowane przez 24 h. Mozgi zostaly pokro-
jone na 40 pum skrawki przy uzyciu wibratomu i nastepnie rozpoczeto wlasciwag
procedure barwienia. Skrawki zostaty wyptukane w PBS oraz poddane inkubacji
przez okres 1 godziny w 5% surowicy koziej (NGS) w PBST (PBS + Triton X-100
0.25%), w celu unikniecia nieswoistych oddzialywan. Po procedurze blokowania
skrawki zostaly wyptukane w PBS oraz inkubowane przez noc w temperaturze
4°C ze specyficznymi przeciwcialami pierwszorzedowymi. Myszy NR1DPATCreERT2
inkubowano przeciwcialem skierowanym do rekombinazy Cre (AntiCre Recom-

binase Antibody, clone 2D8, Chemicon, rozcienczenie 1:200), natomiast myszy
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Oprd1/Oprm1P"KP przeciwcialem wykrywajacym obecnos§é biatka GFP — anty-
GFP (GFP Rabbit IgG Polyclonal Antibody Fraction, Life Technologies, rozciencze-
nie 1:500). Nastepnie skrawki wyplukano w PBST i inkubowano z odpowiednimi
przeciwcialami drugorzedowymi (konskie biotynylowane przeciwciato anty-mysie
badz kozie biotynylowane przeciwcialo anty-krolicze, Vectastatin) przez 1 godzine
w RT. Barwienie zostalo zwizualizowane poprzez uzycie kompleksu awidyna - bio-
tynylowana peroksydaza (Vectastatin ABC HRP Kit) oraz substratu dla enzymu,
diaminobenzydyna (DAB Peroxidase Substrate, Vector). W przypadku zwierzat

NR1PATCreERT2 hndania tamoksyfenu zachodzily wedhug odmiennego schemat niz
opisano powyzej. Zwierzeta otrzymaty dwa podania tamoksyfenu — 2 godziny po
drugim podaniu myszy zostaly zabite i poddane perfuzji. Procedura dwoch podan

zostala zastosowana, aby spowodowac¢ wydajna translokacje CreERT2 do jadra

komoérkowego.

3. Test umiejetnosci ruchowych z wykorzystaniem

preta obrotowego

Poczatkowo kazda mysz byla umieszczana na precie z ustawiona rotacja 6 ob-
rotow na minute i moglta adaptowac sie¢ do aparatu przez 5 minut. Przez kolejne
trzy dni, zwierzeta byly poddawane trzem prébom dziennie, z 30-minutowym in-
terwatem czasowym pomiedzy probami. Kazda proba rozpoczynata sie 5S-minutowa
adaptacja, przechodzaca w S-minutowy test wlasciwy, w ktorym iloS¢ rotacji
zwiekszala sie stopniowo od 6 do 40 obrotéw na minute. Czas do upadku byt
zliczany recznie przez eksperymentatora, a nastepnie wyniki z trzech préb dzien-
nie zostaly usrednione dla kazdej myszy. Badanie przeprowadzono za pomoca

aparatu rotarod, model 47600, Ugo Basile S.R.L.

4. Test wymuszonego plywania

Test wymuszonego plywania przeprowadzono, bazujac na Porsolt, Bertin i
Jalfre (1977). Kazde zwierze bylo umieszczane w zlewce z woda o Srednicy 13
cm oraz wysokosci 35 cm, wypelnionej woda do wysokosci okoto 14,5 cm (okoto
2 litry wody o temperaturze 28°C). Podczas 6-minutowego eksperymentu mie-

rzony byl czas pozostawania zwierzecia w pozycji bezruchu oraz opodznienie do
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pierwszego takiego epizodu. Caly eksperyment byl nagrywany oraz analizowany

przez oprogramowanie EthoVision XT wersja 8 (Noldus, Holandia).

5. Interakcje spoleczne

Test interakcji spolecznych zostat przeprowadzony w plastikowej klatce o wy-
miarach 55 x 38,5 cm oraz wysokosci 20,5 cm, przy stalym oswietleniu 50 luk-
sow. Zachowanie zwierzat bylo nagrywane za pomoca kamery umieszczonej nad
klatka (DMK 22AUCO03, The Imaging Source, Bremen, Niemcy). Poczatkowo, mysz
eksperymentalna zostata umieszczona w klatce na 30 minut w celu adaptacji, po
ktorym wprowadzana byta nowa, nieznana myszy (partner interakcji) na 10 mi-
nut (procedura opierala sie na Ikeda i in. 2013 oraz Niijima-Yaoita i in. 2013).

W przypadku myszy NR1DPATCreERT2

nagrania wideo byly nastepnie analizowane
przy uzyciu oprogramowania EthoVision XT wersja 11.5. Kazde nagranie bylo
sprawdzane przez eksperymentatora pod katem prawidlowego automatycznego
wykrycia pozycji zwierzat oraz - w przypadku nieprawidtowosci - poprawiane recz-
nie. Czas spedzony na interakcjach spolecznych zliczany byt jako bliska odleglos¢
pomiedzy srodkami cial myszy eksperymentalnej oraz partnera interakcji, wyno-
szgca mniej niz S cm. Ponadto przeanalizowany zostal sredni dystans pomiedzy
zwierzetami podczas calego testu, czas spedzany na zblizaniu sie przez mysz eks-
perymentalna do partnera, jak rowniez catkowity przebyty dystans, stanowiacy
miare aktywnosci ruchowej. W przypadku zwierzat Oprd1/OprmI1P1 XD czas spe-
dzony na interakcjach liczony byt recznie przez eksperymentatora, ze wzgledu na
duzg liczbe zachowan agresywnych, niemozliwych do odréznienia przez analize
automatycznym oprogramowaniem. Do zachowan pozytywnych zaliczano obwa-
chiwanie, podchodzenie, pozostawanie w bliskim kontakcie, natomiast do zacho-

wan negatywnych - atakowanie, uciekanie, zachowania seksualne.

6. Preferencja sacharyny

Test byl przeprowadzany w matych klatkach o wymiarach 20 cm x 26 cm
i wysokosci 13,5 cm, w ktorych kazda badana mysz byta umieszczana pojedyn-
czo na 24 godziny. W tym czasie zwierze mialo wolny dostep do dwoch pipet
o pojemnosci 25 ml. Jedna pipeta miarowa byla wypelniona woda, natomiast

druga roztworem 0,1% (wag./obj.) sacharyny. W trakcie eksperymentu zwierzeta
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mialy nieograniczony dostep do zwyktlej karmy, umieszczonej na podtodze klat-
ki. Mierzono preferencje roztworu sacharyny oraz catkowita objetos¢ sacharyny

i wody, wypita przez zwierzeta w ciggu 24 h.

7. Picie roztworu sacharyny w klatce IntelliCage

Eksperymenty zostaly przeprowadzone w klatce IntelliCage (New Behavior,
Zurych, Szwajcaria; oprogramowanie IntelliCage Plus wersja 2.17.1.0, 2013 New
Behavior AG), ktéra umozliwia sledzenie zachowania zwierzat poprzez wszcze-
pienie im transpondera RFID (UNO PICO ID, Animalab, Poznan, Polska) (Gal-
sworthy i in. 2005). Kazda mysz w eksperymencie posiada transponder umozli-
wiajacy jej identyfikacje, ktéry wykrywany jest przez detektory, zlokalizowane w
naroznikach klatki. Klatka IntelliCage sktada sie z czterech naroznikow, a w kaz-
dym narozniku umieszczane sg dwie butelki wyposazone w detektor liczby liznie¢
wykonanych przez zwierze (Rycina 3A). Dostep do butelek moze zostac¢ zabloko-
wany drzwiczkami, natomiast obok drzwiczek znajduja sie lampki oraz otwory
do wykonania przez mysz reakcji instrumentalnej w postaci wetkniecia nosa do
niego. Przez pierwsze 4 dni eksperymentu we wszystkich butelkach znajdowala
sie woda dostepna bez zadnych ograniczen, a zwierzeta mogty adaptowac sie do
klatki. Po 4 dniach, w dwoch naroznikach klatki umieszczono butelki z roztwo-
rem 0,1% (wag./obj.) sacharyny. Otwory z dostepem do butelek byly zamkniete
przez drzwiczki, ktore otwieraly sie na 10 sekund w momencie wykonania przez
zwierze jednej reakcji instrumentalnej przez 2 dni oraz trzech reakcji instrumen-
talnych przez kolejne 4 dni. Przez caly przebieg eksperymentu zwierzeta miaty
wolny dostep do pozywienia oraz mogly przebywac¢ w czterech niewielkich po-
mieszczeniach, zlokalizowanych w centralnej czesci klatki (nazywanych potocz-
nie ,domkami”). Atutem wykorzystania klatki IntelliCage jest mozliwos¢ badania
zachowania zwierzat w grupie, w Srodowisku o minimalnej ingerencji ekspery-
mentatora. Do eksperymentu uzyto samic w celu unikniecia zachowan agresyw-
nych, ktére wystepuja czesto wsrod samcow przebywajacych w grupie. Procedury
zostaly zaprojektowane z wykorzystaniem oprogramowania IntelliCage Plus, na-
tomiast dane z eksperymentéw analizowano przy uzyciu skryptéw napisanych

w jezyku programowania R.
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8. Instrumentalne samopodawanie jedzenia

Eksperyment zostal przeprowadzony w klatkach Skinner’a (ENV-307W, Med
Associates Inc., Fairfax, Vermont, Stany Zjednoczone). Przed rozpoczeciem eks-
perymentu zwierzeta mialty ograniczony dostep do pozywienia, by uzyskac stalg
wage utrzymujaca sie na poziomie 80-85% wagi poczatkowej, w celu uniknie-
cia spadku liczby odpowiedzi w trakcie testu, wynikajacej z poczucia sytosci.
Pojedyncza sesja samopodawania jedzenia trwala 45 minut. Odpowiedz instru-
mentalna w postaci wlozenia nosa do otworu aktywnego skutkowalta podaniem
pojedynczej porcji jedzenia (20 mg, BioServ, Flemington, NJ, Stany Zjednoczone)
do podajnika jedzenia, podczas gdy odpowiedz do nieaktywnego otworu nie mia-
la zadnych konsekwencji. Po 10 dniach samopodawania jedzenia, wprowadzo-
no procedure rosnacego kryterium wzmocnienia (z ang. progressive ratio, PR),
w ktorej, po kazdej dostarczonej porcji jedzenia, zwiekszala sie liczba koniecz-
nych odpowiedzi instrumentalnych o jedng (PR1) lub o trzy (PR3), by otrzymac
nastepna porcje. Po procedurze PR, zwierzeta byly ponownie testowane przez dwa
dni na samopodawanie jedzenia, a nastepnie zastosowano procedure zmiennego
interwahu (VI), w ktorej odpowiedz instrumentalna bylta nagradzana jedna porcja
jedzenia w nieprzewidywalnych odstepach czasu. Czas, podczas ktérego odpo-
wiedz instrumentalna nie miala zadnych konsekwencji, byt losowy od 1 do 10
sekund dla VI 10, 1-30 sekund dla VI 30 oraz 1-60 sekund dla VI 60. Po uptywie
losowo wybranego czasu, odpowiedz instrumentalna skutkowata podaniem jed-
nej porcji jedzenia, i nastepnie rozpoczynatla sie kolejna préba. Caly test trwat 45
minut. Procedury kontrolujace prace klatek zostaly napisane przy uzyciu opro-

gramowania MED-PC IV (wersja 4.2, Thomas A. Thatam and Med Associates).

9. Dyskontowanie wysilku w labiryncie T

Przed rozpoczeciem eksperymentu zwierzeta zostaly poddane ograniczeniu
karmy, aby utrzymac ich wage na poziomie 80-85% wagi poczatkowej. Test
zostal przeprowadzony w aparacie o ksztalcie litery T, skladajacego sie¢ z ramie-
nia poczatkowego o dlugosci 60 cm oraz dwoch ramion o dlugosci 24 cm kazde,
w ktorych umieszczane byly porcje jedzenia (Rycina 3B). Przez pierwsze 3 dni
zwierzeta adaptowaly sie do aparatu i miaty wolny dostep do jedzenia w obydwu

ramionach. Po trzech dniach adaptacji rozpoczat sie wlasciwy test, ktéry na kaz-
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dym etapie skladat sie¢ z 12 powtorzen kazdego dnia. Dla kazdej myszy, w mniej
preferowanym ramieniu podczas adaptacji, wprowadzono duza nagrode, sklada-
jaca sie z 4 czekoladowych porcji jedzenia (20 mg, BioServ, smak czekoladowy),
natomiast w drugim ramieniu umieszczono mata nagrode, w postaci jednej czeko-
ladowej porcji. Podczas pierwszych 5 dni wybor ramienia byl wymuszony poprzez
zablokowanie dostepu do drugiego ramienia, by nauczy¢ zwierzeta lokalizacji
duzej i matej nagrody. Nastepnie wprowadzono procedure wolnego wyboru, gdzie
zwierzeta mogly dobrowolnie eksplorowac caly aparat. Po 5 dniach w ramieniu
z duza nagroda umieszczono przeszkode w postaci 5 cm barierki i co S dni zwiek-
szano wysokos$¢ barierki kolejno na 8, 12 oraz 14 cm. Wszystkie uzyte barierki
mialy ksztalt tréjkatéow prostokatnych. Dostep do ramienia z matg nagroda po-
zostawal wolny przez caly eksperyment. Powtorzenia, w ktérych mysz skrecita do

ramienia z duza nagroda, ale nie przekroczyla barierki, byly powtarzane.

A 48 h B ®
00 7 mata
(_
nagroda 5 cm
S e
o)
& / duza
@ ® 0,1% sacharyna hagroda o0
woda 0

Rycina 3: Pogladowe schematy aparatéw wykorzystanych w doswiadcze-
niach behawioralnych. Przedstawione schematy prezentuja A) klatke IntelliCage
wykorzystana to testu picia roztworu sacharyny. W dwoch naroznikach umiesz-
czono butelki z sacharyna oraz w dwoéch kolejnych z woda (czerwone kropki —
butelki z roztworem sacharyny, szare kropki — butelki z woda). Umieszczenie bu-
telek z poszczegolnymi plynami bylo zmieniane co 48 godzin. Dostep do butelek
przez 4 dni adaptacji byt wolny, a nastepnie po wprowadzeniu butelek z roztwo-
rem sacharyny, zablokowany przez drzwiczki. Zwierze musiatlo wykonac¢ okre-
Slona ilos¢ odpowiedzi instrumentalnych na otworze znajdujacym sie obok, aby
uzyskac¢ dostep do butelek ze slodkim roztworem. B) Labirynt T wykorzystany
do testu dyskontowania wysitku. Po prawej stronie schematu zilustrowane sa
przeszkody o ksztalcie tréojkatéw prostokatnych, ktore umieszczano w ramieniu
z duza nagroda. 1 szara kropka oznacza jedng porcje jedzenia. Po stronie z duza
nagroda i przeszkoda umieszczane byly 4 porcje jedzenia, natomiast po stronie z
mala nagroda 1 porcja. Po kazdych 5 dniach treningu zmieniana byla przeszkoda
na wyzsza.
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10. Zachowanie w otwartym polu

Aktywnos¢ ruchowa zwierzat byla badana w kwadratowej klatce o wymiarach
28 x 28 cm i wysokosci 20 cm. Test byl przeprowadzany przez trzy
kolejne dni, przez 30 minut dziennie. Zachowanie zwierzat bylo nagrywane oraz
nastepnie analizowane za pomocag oprogramowania Any-Maze (wersja 4.99m,
Stoelting Co., Wood Dale, Illinois, Stany Zjednoczone). W przypadku zwierzat
Oprd1/Oprm1P1-XD po trzech dniach w tej samej klatce przeprowadzono test eks-
ploracji nowego obiektu. Test ten skladat sie z dwoch 10-minutowych
sesji, oddzielonych 3-godzinnym interwalem czasowym. W pierwszej sesji w dwoch
przeciwleglych rogach klatki umieszczono dwa takie same obiekty (kotka badz
kwadraty), a nastepnie, w drugiej serii, jeden z tych obiektow byt zamieniany na
nowy (kotko badz kwadrat, w zaleznosci od poprzednio uzytego obiektu). Test byt
nagrywany przy uzyciu kamery umieszczonej nad klatka (DMK 22AUCO03). Czas
spedzany na eksploracji obiektow zliczany byt recznie przez eksperymentatora.

Zachowanie lekowe w otwartym polu przeprowadzono w klatce o wymiarach
50 x 50 cm, gdzie mysz byla umieszczona na 30 minut. W centralnym punkcie
klatki natezenie Swiatla wynosito 108 luksow, natomiast na obrzezach utrzymy-
wane byto na poziomie 10-20 luksow. Test byl nagrywany za pomoca kamery
umieszczonej nad klatka (DMK 22AUCO03). Zliczany byl dystans przebyty przez
zwierzeta oraz czas spedzany w centrum i na brzegach aparatu przy uzyciu opro-

gramowania Any-Maze.

11. Zachowanie lekowe w teScie jasnego-ciemnego

pomieszczenia

Test zostal przeprowadzony w aparacie sktadajacym sie z dwéch pomiesz-
czen o wymiarach 18 x 16 cm i wysokosci 20 cm kazde. Jedno z pomieszczen
bylo doswietlone na poziomie 430 luksow, podczas gdy drugie znajdowato sie pod
slabym oswietleniem 20 luksow. Mysz poczatkowo umieszczana byla w pomiesz-
czeniu ciemnym, a nastepnie mogta dowolnie eksplorowac aparat przez 5 minut.
Czas spedzony w oswietlonym pomieszczeniu, latencja do pierwszego przejscia
do oswietlonego pomieszczenia oraz catkowita liczba przejs¢, byly zliczane recz-

nie przez eksperymentatora.
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12. LabiryntY

Myszy umieszczano na koncu jednego ramienia aparatu o ksztalcie litery Y
(wymiary 28 x 14 cm i wysokosci 20 cm; ramiona polozone wzgledem siebie
pod katem 120°). Mysz mogla swobodnie eksplorowac caly aparat przez 6 mi-
nut. Zwierzeta byly umieszczane w ramionach w taki sposéb, by kazde ramie byto
punktem poczatkowym tyle samo razy. Mierzono: wykonanie spontanicznej prze-
miennosci (wejScia do kazdego ramienia w czasie 6 minut), przemiennosc¢ (wejsScia
do kazdego z trzech ramion, liczone w nakladajacych sie trojkach, np. BCA, ABC),
procent spontanicznej przemiennosci (stosunek calkowitej iloSci przemiennosci
do calkowitej ilosci wejs¢ do ramion - 2, pomnozone przez 100), przemiennos¢

powrotu do ramion oraz powrét do tego samego ramienia.

13. Test awersji/preferencji miejsca

Testy przeprowadzono w aparacie, skladajacym sie z dwéch pomieszczen,
przedzielonych mniejszym, szarym pomieszczeniem (ENV-256C, Med Associates
Inc.). Jedno pomieszczenie bylo czarne, z biala podloga, natomiast drugie mia-
to odwrotny uklad kolorow. W pierwszym dniu badania podloge wylozono bia-
lym papierem, a mysz mogta swobodnie eksplorowac caly aparat przez S minut.
W drugim dniu wykonano pretest — mysz umieszczono w sSrodkowym pomiesz-
czeniu ze swobodnym dostepem do calego aparatu przez 20 minut. Nastepnie
wykonano warunkowanie, w ktorym przez 4 dni w teScie awersji miejsca mysz
otrzymywala dootrzewnowe podania roztworu soli fizjologicznej w pomieszczeniu
mniej preferowanym podczas pretestu oraz przez 4 dni dootrzewnowe podania
naloksonu w dawce 10 mg/kg (10 ul/g) w pomieszczeniu preferowanym. W tescie
preferencji miejsca natomiast zwierze otrzymato sél fizjologiczna w pomieszczeniu
preferowanym podczas pretestu oraz morfine w dawce 10 mg/kg w pomieszcze-
niu mniej preferowanym. Podania soli fizjologicznej oraz leku byly naprzemienne.
Po zakonczeniu warunkowania wykonano posttest, w ktorym mysz mogla swo-

bodnie eksplorowac caly aparat przez 20 minut.
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14. Analiza danych

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu programu Graph-
Pad Prism oraz oprogramowania R. Znamiennosc¢ statystyczna zostala zbadana
poprzez analize wariancji (ANOVA) oraz nastepnie testy post-hoc. Test Tukey’a zo-
stat uzyty jako domyslny test post-hoc, z wylaczeniem przypadku zastosowania
analizy wariancji w modelu mieszanym, gdzie przeprowadzonym testem post hoc
byt test t z poprawka Bonferroni’ego. W przypadkach poréwnan pomiedzy dwoma
grupami zastosowano test Mann’a-Whitney’a. W przypadku braku znamiennosci
statystycznej osiagajacej wartosci 0,05<p<0,1 zastosowano termin tendencja lub
trend, oznaczajacy wynik zblizajacy sie do poziomu znamiennosci statystyczne;.
Z analizy zostalo odrzucone jedno zwierze z eksperymentu w klatce IntelliCage,
z powodu wadliwego dzialania transpondera identyfikacyjnego. Nie odrzucono
zadnego innego wyniku doswiadczalnego.

W Tabeli 1 i 2 zestawiono wykonane eksperymenty behawioralne z wykorzy-
stana liczba zwierzat. Dla przejrzystosci dane podzielono na dwie tabelki, kazda

odpowiadajaca jednemu ze szczepow genetycznie zmodyfikowanych myszy.

Myszy NR1PATCreERT2
Liczebnos§¢ grup
Test behawioralny
Mutanty Kontrole
Test wymuszonego plywania 7 7
Test interakcji spotecznych 8 6
Test preferencji sacharyny 8 7
Test w klatce IntelliCage 11 13
Test samopodawania jedzenia, PR, VI 7 9
Test dyskontowania wysitku 5 9
Test w otwartym polu 8 8
Test w otwartym polu z dosw. 8 8
Test jasnego-ciemnego pomieszcz. 8 9
Test preta obrotowego 8 6

Tabela 1: Liczebnos¢ grup zwierzat w poszczegdlnych testach dla myszy
NR1DPATCreERT2
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Myszy Oprd1/Oprm1P1-KD

Test behawioralny

Liczebnos§¢ grup

Mutanty Kontrole

Test preferencji sacharyny 10 6
Test wymuszonego ptywania 7 S
Test interakcji spotecznych 6 10
Test w otwartym polu 7 S

Test eksploracji nowego obiektu 6 S
Test w labiryncie Y 6 S

Test jasnego-ciemnego pomieszcz. 7 10
Test samopodawania jedzenia, PR 10 6
Test preferencji miejsca 4 7

Test awersji miejsca 6 S
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Tabela 2: Liczebnosé grup zwierzat w poszczegélnych testach dla myszy

Oprd1/Oprm1P1-KD



Wyniki

Opis wynikow badan podzielitam na dwie gléwne czesci. W pierwszej kolejno-
$ci oméwione zostaly wyniki, dotyczace myszy transgenicznych NR1DATCreERT2
a w drugiej czesci myszy Oprdl/OprmIP1XP. W kazdym przypadku przedsta-
wiono kolejno analize ekspresji transgenu, wyniki badan behawioralnych oraz

podsumowanie otrzymanych rezultatow.

1. Wyniki badan przeprowadzonych na myszach

NR1 DATCreERT2

Zwierzeta NR1DPATCreERT2

pozbawione sa funkcjonalnego receptora NMDA se-
lektywnie na neuronach dopaminowych, ktore posiadaja transporter dopami-
ny DAT. Receptor NMDA kontroluje aktywnos¢ napadowa neuronow dopamino-
wych, zatem brak funkcjonalnego receptora powinien prowadzi¢ do zahamowania
aktywnosci fazowej, przy zachowanej aktywnosci podstawowej tych neuronow.
Przewidywane skutki mutacji zostaly potwierdzone poprzez zewnatrzkomorko-
we pomiary elektrofizjologiczne, ktore wykazaly zahamowanie aktywnosci fazo-
wej neuronéw dopaminowych pola brzusznego nakrywki oraz istoty czarnej na
jontoforetyczne podanie NMDA (Jastrzebska i in. 2016). Skrocony opis wynikow

tych badan, przeprowadzonych przez dr hab. Tomasza Blasiaka oraz Magdalene

Walczak z Uniwersytetu Jagiellonskiego, zostal przedstawiony w dyskus;ji.

1.1. Ekspresja rekombinazy CreERT2

Celem barwienia wykonanego metodga immunohistochemii byla weryfikacja,
czy mutacja zachowuje wlasnosci opisane przez innych badaczy dla konstytu-
lDATCre

tywnej linii NR , pokazujace swoistoS¢ mutacji do istoty czarnej oraz po-

la brzusznego nakrywki oraz jej braku w uktadzie guzkowo-lejkowym (Parlato i

42
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in. 2006; Engblom i in. 2008). Wykazanie obecnosci rekombinazy Cre sugeruje,
ze w danym miejscu doszto do usuniecia podjednostki NR1 receptora NMDA na
neuronach dopaminowych. U zwierzat NR1PATCreERT2 hokazano obecnosé trans-
genu w polu brzusznym nakrywki oraz istocie czarnej (przyblizona odleglos¢ od
bregmy: -2,92 mm) (Rycina 4A). Sa to struktury, w ktorych znajduja sie neu-
rony dopaminowe, stanowiace glowne szlaki transmisji dopaminowej w mozgu.
Nie wykazano natomiast obecnosci rekombinazy Cre w jadrach podwzgorza,
takich jak jadro tukowate czy jadra brzuszno-przysrodkowe (przyblizona odle-
glos¢ od bregmy: -1,94 mm) (Rycina 4B), co pozwala przypuszczac, ze neurony
w szlaku guzkowo-lejkowym w mutacji NR1PATCTeERT2 pje podlegaja rekombinacii

i zachowujg normalna ekspresje podjednostki NR1.
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Rycina 4: Komérkowa specyficznos§¢ ekspresji rekombinazy Cre u my-
szy NR1PATCreERT2 Nj zdjeciach znajduja sie zdjecia skrawkéw mézgu myszy
NR1PATCreERT2 zaharwionych z wykorzystaniem przeciwciata skierowanego do re-
kombinazy Cre. Zwierzeta otrzymaty dwukrotnie tamoksyfen, na 14h i 2h przed
pobraniem mozgow. A) skrawek zawierajacy pole brzuszne nakrywki/istote czar-
ng oraz B) podwzgorze. Oznaczenie skrotow: VTA — pole brzuszne nakrywki, SNC
— istota czarna czes¢ zbita, SNR — istota czarna czesé siatkowata, ArcD — jadro tu-
kowate podwzgdrza, czesé grzbietowa, ArcL — jadro tukowate podwzgoérza, czesé
boczna, VMH - jadra brzuszno-przysrodkowe podwzgdrza.
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1.2. Zachowania przypominajace objawy depresji u myszy

NR1 DATCreERT2

Jednym z objawow zaburzen depresyjnych jest poczucie bezradnosci. Odpo-
wiednikiem takiego symptomu w zwierzecym modelu depresji jest zastygniecie
zwierzecia w bezruchu, przy jednoczesnym skroceniu czasu spedzonego na pro-
bie ucieczki, gdy zostaje ono umieszczone w stresujacej sytuacji. Testem beha-
wioralnym, ktory jest czesto interpretowany jako miara behawioralnej rozpaczy,
badz poczucia bezradnosci, jest test wymuszonego plywania. Zwierzeta zostaty
tutaj umieszczone w zlewce z woda na 6 minut i mierzony byt czas, jaki mysz
spedzita w pozycji bezruchu oraz czas latencji do pierwszego epizodu bezruchu.
W tym tescie myszy NR1PATCreERT2 charakteryzowaly sie dhuzszym czasem bez-
ruchu (Rycina 5A, p=0,012), bez zmian w czasie, ktory uptynal do pierwszego
takiego wydarzenia (Rycina 5B).
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Rycina 5: Test wymuszonego plywania. A) Wykres przedstawia czas spedzony
w bezruchu podczas 6-minutowego testu oraz B) czas do pierwszego epizodu bez-
ruchu u myszy NR1PATCreERT2 Shypki btedéw pokazuja SEM, symbol **’ oznacza
p<0,01 w tescie Mann’a-Whitney’a. Liczebnos¢ grup: myszy z mutacja=7, myszy
kontrolne=7.

Kolejnym aspektem, zwiazanym z zaburzeniami depresyjnymi, jest pogorsze-
nie funkcjonowania spotecznego. U zwierzat zmiany w zachowaniu spotecznym
bada si¢ testem mierzacym pozytywne interakcje spoleczne pomiedzy nieznany-
mi sobie wczesSniej partnerami interakcji. Test ten nawiazuje do dysfunkcji spo-
lecznych, obserwowanych u oso6b cierpiacych na depresje, ktére manifestuja sie
wycofaniem spotecznym, brakiem checi do nawigzania i utrzymywania kontak-

tu z innymi. W tym eksperymencie, myszy z mutacja w uktadzie dopaminowym
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spedzitly mniej czasu w interakcji z druga mysza podczas 10-minutowego testu
(Rycina 6A, p=0,0004). Ponadto sredni dystans pomiedzy badana myszg a part-
nerem do interakcji byt dtuzszy w grupie mutantow (Rycina 6B, p=0,0127). Zaob-
serwowano rowniez trend w kierunku krotszego czasu spedzonego na zblizaniu
sie do partnera interakcji u myszy z mutacja (Rycina 6C, p=0,0813). Nie bylo na-
tomiast r6znic pomiedzy grupami w dystansie przebytym podczas eksperymentu
(Rycina 6D), co wskazuje na brak zmian w aktywnosci ruchowej. Wyniki przed-

stawionych doswiadczen pokazuja, ze myszy NR1PATCreERT2

charakteryzuja sie
zmniejszeniem czasu spedzonego na probie wydostania sie ze stresujacej sytu-

acji, jak rowniez pogorszeniem funkcji spolecznych.
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Rycina 6: Interakcje spoleczne u myszy NR1PATCreERT2 N, wykresach poka-
zano A) czas jaki myszy spedzily w odleglosci od siebie < 5 cm pomiedzy Srodkami
ich cial podczas 10-minutowego testu, B) sredni dystans pomiedzy zwierzetami,
C) czas spedzony na podchodzeniu do partnera interakcji przez mysz ekspery-
mentalng oraz D) catkowity przebyty dystans podczas testu. Stupki bledow po-
kazuja SEM, symbol *’ oznacza p<0,05 w tescie Mann’a-Whitney’a. Liczebnos¢
grup: myszy z mutacja=8, myszy kontrolne=6.
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1.3. Preferencja nagrody i dyskontowanie wysilku u myszy
NR1 DATCreERT2

Utrata zdolnosci do odczuwania przyjemnosci, czyli anhedonia, jest kolejnym
charakterystycznym objawem depresji, posiadajacym swoéj odpowiednik w mode-
lach zwierzecych. Testem, ktory modeluje zachowanie przypominajace anhedonie
u myszy, jest preferencja picia stodkiego roztworu. W pierwszym przeprowadzo-
nym tesScie, badajacym preferencje 0,1% (wag./obj.) sacharyny w klatkach in-
dywidualnych przez 24 godziny, wszystkie zwierzeta charakteryzowaly sie wiek-
szym spozyciem roztworu sacharyny niz wody (Rycina 7A), natomiast analiza
statystyczna wykazala interakcje pomiedzy genotypem a spozyciem sacharyny
(dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, Fi26=2,139, p=0,1556; plyn, F; 26=47,928,
p<0,0001, genotyp x plyn, F; 26=5,435, p=0,0278) oraz trend w kierunku mniej-
szego spozycia roztworu sacharyny u zwierzat z mutacja (p=0,0569), jak réwniez
trend w kierunku mniejszej preferencji do roztworu sacharyny w tej grupie (Ry-

cina 7B, p=0,0719).
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Rycina 7: Preferencja picia roztworu sacharyny. Wykresy przedstawiajg A)
wypita objetos¢ 0,1% (wag./obj.) roztworu sacharyny i wody oraz B) preferen-
cje sacharyny. Stupki bledow pokazuja SEM, symbol **’ oznacza p<0,01; ™***’
p<0,001 w tescie post-hoc Tukey’a. Liczebnos§¢ grup: myszy z mutacjg n=8, my-
szy kontrolne n=7.

W celu dokladniejszej analizy mozliwego wplywu mutacji na pobor roztwo-
ru sacharyny, przeprowadzono test w klatce IntelliCage. Klatka ta sktada sie z
4 naroznikéw, w ktérych umieszczone sg butelki z plynem. Wykorzystanie klat-
ki do testu umozliwia badanie zachowania zwierzat w grupie, w tym wypadku

przy wydtuzonej ekspozycji na sacharyne. Podczas 4-dniowej adaptacji do klatki,
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w ktorej zwierzeta miaty wolny dostep do butelek z woda, wszystkie zwierzeta cha-
rakteryzowaly si¢ stopniowo spadajaca aktywnoscia, bez réznic pomiedzy gru-
pami (Rycina 8, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,22=3,936, p=0,0599; czas,
F366=55,07, p<0,0001; genotyp x czas, F366=1,631, p=0,1905). Po wprowadze-
niu butelek z 0,1% roztworem sacharyny przy procedurze FR1, zwierzeta z muta-
cja wykonaly mniej wejs¢ do wszystkich naroznikéw (Rycina 9A, dwuczynnikowa
ANOVA, genotyp, F1,44=62,56, p<0,0001; plyn, F; 44=46,66, p<0,0001; genotyp
x plyn, F144=8,513, p=0,0055; test post-hoc: kontrola sacharyna kontra mu-
tant sacharyna, p<0,0001; kontrola woda kontra mutant woda, p<0,01). Ponad-
to mutanty wykonaly mniej liznie¢ na butelkach z roztworem sacharyny (Rycina
9B, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F; 44=5,005, p=0,0304; ptyn, Fj 44=112,
p<0,0001; genotyp x plyn, Fi44=10,93, p=0,0019; test post-hoc: kontrola sa-
charyna kontra mutant sacharyna, p<0,01). Obydwie grupy zwierzat wykaza-
ly preferencje do roztworu sacharyny wobec wody, jednak preferencja w gru-
pie kontrolnej byla wyzsza (Rycina 9C, p=0,0218). Dodatkowo, mutacja miala
wplyw na ilos¢ wizyt, podczas ktorych zwierzeta pity (Rycina 9D, dwuczynnikowa
ANOVA, genotyp, F1 44=14,87, p=0,0004; ptyn, F; 44=135,6, p<0,0001; genotyp x
plyn, F1,44=3,217, p=0,0797) oraz na liczbe liznie¢ podczas jednej wizyty (Rycina
9E, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,44=12,60, p=0,0009; plyn, F1 44=75,70,
p<0,0001; genotyp x ptyn, F; 44=2,376, p=0,1304).
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Rycina 8: Dobowa aktywno§é myszy NR1DPATCreERT2 w kjatce IntelliCage.
Wykres przedstawia Srednig liczbe odwiedzin w naroznikach klatki podczas 4-
dniowej adaptacji do aparatu IntelliCage. We wszystkich naroznikach znajdowa-
ly sie butelki z woda. Szare prostokaty na wykresie odpowiadaja godzinom, w
ktorych swiatlo byto wylaczone w poszczegolnych dniach.
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Rycina 9: Picie roztworu sacharyny w klatce IntelliCage podczas procedu-
ry FR1. Wykresy przedstawiajg usrednione wyniki z dwoch dni eksperymentu u
myszy NR1PATCreERT2 o) Liczba odwiedzin w naroznikach z butelkami z sachary-
ng oraz woda, B) liczba wykonanych liznie¢ podczas testu, C) preferencja 0,1%
(wag./obj.) roztworu sacharyny, D) liczba wizyt podczas ktorych myszy wykonatly
lizniecia oraz E) Srednia ilosc¢ liznie¢ na jedna wizyte. Stupki bledow pokazuja
SEM, symbol *’ dla wykresu C oznacza p<0,05 w tescie Mann’a-Whitney’a, dla
pozostalych *# p<0,01; ### p<0,001 oraz ** p<0,01; ***’ p<0,001 w tescie post-
hoc Tukey’a. Liczebnos¢ grup: myszy z mutacja=11, myszy kontrolne=13.

Po zmianie kryterium dostepu na trzy odpowiedzi instrumentalne (FR3), grupy
zwierzat roznily sie pod wzgledem liczby wizyt, wykonanych w ciagu 4 dni (Rycina
10A, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1 44=30,70, p<0,0001; ptyn, F1 44=17,86,
p=0,0001; genotyp x plyn, F;44=9,239, p=0,0040). Analiza post-hoc wykazala,
ze zwierzeta z grupy kontrolnej wykonaly wiecej wejs¢ do naroznikéw, gdzie znaj-
dowaly sie butelki z sacharyna niz myszy z mutacja (test post-hoc: kontrola sa-
charyna kontra mutant sacharyna, p<0,0001). Ponadto myszy NR1DPATCreERT2
charakteryzowaly sie mniejszg liczba liznie¢ butelek zawierajacych sacharyne
(Rycina 10B, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, Fi44=4,971, p=0,0309; plyn,
F1,44=38,33, p<0,0001, genotyp x plyn, F;44=33,60, p<0,0001; test post-hoc:

kontrola sacharyna kontra mutant sacharyna, p<0,0001). Mutacja miata rowniez
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wplyw na mniejszg preferencje do stodkiego roztworu (Rycina 10C, p=0,0107).
Dodatkowo zwierzeta z mutacja wykonaty wiecej liznie¢ na jedna wizyte butelek
zawierajacych wode (Rycina 10D, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1 44=10,69,
p=0,0021; ptyn, F; 44=0,010, p=0,9201, genotyp x plyn, F; 44=21,28, p<0,0001;
test post-hoc: kontrola woda kontra mutant woda, p<0,0001) oraz wiecej wi-
zyt, podczas ktorych pity wode (Rycina 10E, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp,
F1,44=1,866, p=0,1789; ptyn, F1 44=34,82, p<0,0001, genotyp x ptyn, F; 44=19,01,
p<0,0001).
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Rycina 10: Picie roztworu sacharyny w klatce IntelliCage podczas procedu-
ry FR3. Wykresy przedstawiajg usrednione wyniki z czterech dni eksperymentu
u myszy NR1PATCreERT2 - A) [iczba odwiedzin w naroznikach z butelkami z sa-
charyng oraz woda, B) liczba wykonanych liznieé¢, C) preferencja 0,1% roztworu
sacharyny, D) liczba wizyt podczas ktorych myszy wykonaty lizniecia, E) Srednia
ilos¢ liznie¢ na jedna wizyte. Shupki btedéw pokazuja SEM, symbol *’ dla wy-
kresu C oznacza p<0,05 w tescie Mann’a-Whitney’a, dla pozostatych *#’ p<0,01;
### p<0,001 oraz **’ p<0,01; *** p<0,001 w tescie post-hoc Tukey’a. Liczebnos§é
grup: myszy z mutacja=11, myszy kontrolne=13.
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Eksperymenty, w ktorych badano picie sacharyny w réznych procedurach wy-
kazaly, ze zaburzenie funkcji neuronéw dopaminowych nie zmienia preferencji
sacharyny przy wolnym dostepie, zatem nie wplywa na zdolnos¢ do odczuwania
przyjemnosci. Jednak w procedurze wymagajacej wykonania odpowiedzi instru-
mentalnej po stodki roztwor, myszy z mutacja charakteryzowaty sie mniejsza pre-
ferencja sacharyny, zmniejszong aktywnoscig (mniej wejsS¢ do naroznikéow klatki),
jak réwniez mniejszym spozyciem sacharyny. Takie zachowanie moze wskazy-
wac na pogorszenie funkcji motywacyjnych, zwigzanych z mniejsza gotowoscia
do pracy dla stodkiej nagrody.

Waznym aspektem w kontekscie przedstawionych wyzej wynikéw badan, do-
tyczacych interpretacji zachowania zwierzat w tescie IntelliCage, jest wyklucze-
nie mozliwych zmian w uczeniu sie instrumentalnym, ktore moglyby zaburzyc¢
wykonanie zadania. W tym celu przeprowadzono test samopodawania jedzenia
w klatce Skinner’a, w ktorym jedna odpowiedz instrumentalna skutkowatla otrzy-
maniem przez zwierze jednej porcji jedzenia. Myszy z mutacjg byly wolniejsze
podczas treningu, jednak po 10 sesjach osiagnely podobny poziom wykonania co

myszy kontrolne (Rycina 11 oraz Tabela 3).
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Rycina 11: Instrumentalne samopodawanie jedzenia w klatce Skinner’a u
myszy NR1PATCreERT2  wyires pokazuje liczbe odpowiedzi instrumentalnych
podczas 10 kolejnych sesji, w ktorych kazda odpowiedz instrumentalna po stro-
nie oznaczonej jako ,aktywna” powodowala otrzymanie jednej porcji pozywienia.
Liczebnos¢ grup: myszy z mutacja=7, myszy kontrolne=9. Oznaczenia: aktywny
— instrumentalna odpowiedz w postaci wetkniecia nosa do otworu aktywnego,
nieaktywny — instrumentalna odpowiedz w postaci wlozenia nosa do otworu nie-
aktywnego.
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Czynnik F P Stopnie swobody
Genotyp 2,433 0,141 1,14

Czas 23,273 | <0,001 9,126
Aktywny/nieaktywny 600,025 | <0,001 1,140
Genotyp x czas x aktywny/nieaktywny | 0,783 0,63273 9,140
Genotyp % czas 0,604 0,792 9,126
Genotyp x aktywny/nieaktywny 9,858 | 0,00206 1,140
Czas x aktywny/nieaktywny 23,197 | <0,001 9,140

Tabela 3: Trojczynnikowa ANOVA dla testu samopodawania jedzenia u my-
szy NR1PATCreERT2 \ tabeli podano wartosci F, prawdopodobienstwa (p) oraz
stopni swobody (df) dla interakcji oraz czynnikéw gléwnych. Wartosci mniejsze
niz przyjeta a («<0,05) sa wyttuszczone.

Mutacja nie zaburzyla umiejetnosci instrumentalnego uczenia sig, zatem
w dalszej kolejnosci przeprowadzono eksperymenty mierzace motywacje do zdo-
bycia jedzenia z wykorzystaniem procedur, wymagajacych wykonania przez zwie-
rzeta duzych ilosci odpowiedzi instrumentalnych w klatce Skinner’a. Testy te zo-
staty przeprowadzone na tej samej grupie zwierzat, ktora wczesniej przeszla przez
procedure samopodawania jedzenia. Mutacja nie miala wplywu na liczbe wyko-
nanych odpowiedzi instrumentalnych, zaréwno w procedurze rosngacego kryte-
rium wzmocnienia (Rycina 12A), jak i procedurze zmiennego interwalu (Rycina
12B), zatem myszy z mutacjg w ukladzie dopaminowym nie wykazuja dysfunkcji
motywacyjnych w zdobywaniu jedzenia. Procedury zastosowane tutaj nie sa jed-
nak wymagajace pod katem wysitku, jaki mysz musi wtozy¢, by uzyskaé nagrode.
W literaturze pokazano natomiast, ze zaburzenie funkcji ukladu dopaminowego
odgrywa istotna role w zachowaniach zwigzanych z wysitkiem, przy niezmienionej

motywacji do jedzenia, gdy jest ono tatwo dostepne (Yohn, Errante i in. 2016).
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Rycina 12: Motywacja do pracy, by uzyskaé¢ jedzenie w klatce Skinner’a.
Wykresy przedstawiaja liczbe odpowiedzi instrumentalnych podczas A) procedu-
ry PR1 i PR3 oraz B) procedury VI10, 20, 30 u myszy NR1PATCreERT2 T iczebnosé
grup: myszy z mutacja=7, myszy kontrolne=9. Oznaczenia skrotéow: PR 1 — proce-
dura rosnqgcego kryterium wzmocnienia, w ktorej zwierze musialo wykonad o jed-
nq odpowiedz instrumentalnq wiecej po kazdq kolejna porcje jedzenia oraz PR3 —
gdzie wymagane byly trzy odpowiedzi instrumentalne, VI 10 — procedura zmien-
nego interwatu, gdzie losowy czas bez nagrody po odpowiedzi instrumentalnej
wynosit 1-10 s, VI 30 — 1-30 s oraz VI 60 — 1-60 s.

W celu sprawdzenia, czy mutacja wpltyneta na dyskontowanie wysitku, wy-
konano test labiryntu T (Rycina 13A), w ktorym myszy mogly wybra¢ miedzy
mala, tatwo dostepna nagroda, a duza, wymagajaca wtozenia wysitku w jej po-
zyskanie. W poczatkowym etapie treningu zwierzeta mialy wolny dostep do ra-
mion z zarowno mala, jak i duza nagroda, podczas ktorego wszystkie zwierze-
ta preferowaly ramie z nagroda wieksza (85,4% u myszy kontrolnych, 77% u
myszy z mutacja). W kolejnych fazach eksperymentu, gdzie wprowadzono prze-
szkode w postaci barierek, wraz ze wzrastajaca wysokoscig barierek, w obydwu
grupach spadla preferencja do wiekszej nagrody (dwuczynnikowa ANOVA, czas,
F22.264=6,150, p<0,0001). W grupie myszy z mutacja zaobserwowano tendencje
w kierunku mniejszej liczby wyborow ramienia z duzg nagroda, w porownaniu
do grupy kontrolnej (dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F; 12=3,444, p=0,0882;
czas, Fg3264=6,15, p<0,0001 genotyp x czas, Fa3264=0,5933, p=0,9269). Waga
zwierzat byla kontrolowana podczas eksperymentu ze wzgledu na deprywacje
pokarmowa. Genotyp nie mial wplywu na zmiany wagi (Rycina 13B). Podsumo-
wujac, zwierzeta z mutacja wykazuja subtelne zmiany w motywacji do wlozenia

wysitku, by uzyskac nagrode, ktére nie osiggajg jednak istotnosci statystyczne;j.
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Rycina 13: Dyskontowanie wysilku. Wykresy A i B przedstawiaja procentowy
wybor skretow do ramienia labiryntu T z ,duza” nagroda (4 porcje pozywienia)
umieszczong za przeszkoda. Wykres C pokazuje zmiane wagi podczas trwania
doswiadczenia. Liczebnos¢é grup: myszy z mutacja=5, myszy kontrolne=9.

1.4. Zachowania lekowe u myszy NR1DATCreERT2

Zachowania lekowe czesto wspoltowarzysza zaburzeniom depresyjnym, zatem
aby zbadagé, czy myszy NR1PATCreERT2 wieazujg réwniez zmiany w zachowaniach
przypominajacych niepokoj, przeprowadzono testy otwartego pola z doswietlo-
nym Srodkiem klatki oraz test jasnego-ciemnego pomieszczenia. Zwierzeta z mu-
tacja charakteryzowatly sie mniejsza aktywnoscig lokomotoryczna podczas cate-
go testu (Rycina 14A, p=0,0002). Obydwie grupy zwierzat spedzity wiecej czasu
w nieoswietlonych rogach klatki, w poréwnaniu do oswietlonego srodka (Ryci-
na 14B, dwuczynnikowa ANOVA, strefa klatki, F; 25=649,8, p<0,0001; genotyp x
strefa, F123=8,429, p=0,0071; test post-hoc: kontrola centrum kontra kontrola
rogi, p<0,0001, mutant centrum kontra mutant rogi, p<0,0001). Skrécony czas
aktywnosci ruchowej moze by¢ wynikiem generalnie zmniejszonej aktywnosci,
badz wiekszej lekowosci zwierzat. Aby dokladniej odréznic¢ te dwa aspekty, wy-
konano standardowy test aktywnosci w otwartym polu bez doswietlenia oraz test
jasnego-ciemnego pomieszczenia. W teScie otwartego pola zwierzeta z mutacja
wykazaly mniejszy catkowity przebyty dystans, co moze sugerowac obnizona ak-

tywnosc¢ ruchowa (Rycina 14C, p=0,0281).
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Rycina 14: Aktywnos§s¢ w otwartym polu. Panele A i B przedstawiajg wyniki te-
stu otwartego pola z doswietleniem, A) catkowita odleglos¢ przebyta przez zwierze
podczas testu oraz B) czas spedzony w strefie oswietlonej i nieoswietlonej. Wykres
C) pokazuje caltkowity przebyty dystans podczas standardowego testu otwartego
pola, mierzacego aktywnosc¢ ruchowa. Stupki bledow pokazuja SEM, symbol *’
oznacza p<0,05; “**’ p<0,001 w tescie Mann’a-Whitney’a oraz ¥##’ p<0,001 w te-
Scie post-hoc Tukey’a. Liczebnosc¢ grup w doswietlonym otwartym polu: myszy
z mutacja=8, myszy kontrolne=8 oraz w standardowym otwartym polu: myszy z
mutacja=8, myszy kontrolne=8.

W tescie jasnego-ciemnego pomieszczenia myszy NR1PATCTeERT2 charakteryzo-
waly sie natomiast tendencja w kierunku krotszego czasu spedzonego w oswie-
tlonym pomieszczeniu, bez znamiennosci statystycznej (Rycina 15A, p=0,0766).
Wykazaly rowniez dhuzszy czas opdznienia do pierwszego wejscia do jasnego po-
mieszczenia (Rycina 15B, p=0,0158) oraz mniejsza liczbe catkowitych przejsc
pomiedzy pomieszczeniami (Rycina 15C, p=0,0357). Wyniki uzyskane w powyz-
szym eksperymencie moga wskazywac na zmiany w aktywnosci ruchowej lub
Swiadczy¢ o wiekszej lekliwosci myszy z mutacja. Dodatkowym testem, badaja-
cym umiejetnosci motoryczne zwierzat, byl test preta obrotowego (Rycina 15D).
W tym teScie myszy zostaly umieszczone na obracajacym sie walcu przez 3 ko-
lejne dni po S minut na probe i mierzony byl czas, po jakim zwierze spadato.
Wszystkie zwierzeta charakteryzowaly sie poprawa wykonania zadania w ciagu
kolejnych dni testu. Ponadto myszy z mutacja wykazaly normalng koordynacje
ruchowa podczas catego testu (dwuczynnikowa ANOVA; interakcja, Fa 24=1,021,
p=0,3753; czas, Fy24=5,249, p=0,0129; genotyp, F;,24=0,6389, p=0,4396). Pod-
sumowujac wyniki badan, w przeprowadzonych testach lekowo-ruchowych, jak

rowniez biorac pod uwage brak zmian w aktywnosci ruchowej w tescie interak-
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cji spotecznych, mozna przypuszczac, ze zahamowanie aktywnosci fazowej neu-
ronow dopaminowych skutkuje nieznacznie zwiekszonym poziomem lekliwosci

jednak bez istotnych zaburzen motorycznych.
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Rycina 15: Zachowania lekowe oraz umiejetnosci ruchowe. Wykresy (A-C)
przedstawiajg wyniki testu jasnego-ciemnego pomieszczenia oraz D) testu preta
obrotowego u myszy NR1PATCTeERT2 'pane] A) pokazuje czas spedzony w o§wietlo-
nym pomieszczeniu podczas S-minutowego testu, B) czas opo6znienia do pierw-
szego wejscia do oswietlonego pomieszczenia oraz C) liczbe przejS¢ pomiedzy po-
mieszczeniami podczas calego testu. Panel D) pokazuje usredniony czas do upad-
ku podczas 6-minutowego testu preta obrotowego. Shupki bledéw pokazuja SEM,
“*’ oznacza p<0,05 w tescie Mann’a-Whitney’a. Liczebnos¢ grup w tescie jasnego-
ciemnego pomieszczenia: myszy z mutacja=8, myszy kontrolne=9 oraz w tescie
preta obrotowego: myszy z mutacja=8, myszy kontrolne=6.
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2. Wyniki badan przeprowadzonych na myszach

Oprd 1/Oprm 1°1-KD

2.1. Ekspresja bialka GFP u myszy Oprd1/Oprm1°1-KD

Myszy Oprdl/OprmIP'XDP s3 szczepem nowym, dotychczas niewykorzysta-
nym do innych badan, dlatego tez konieczna byla charakteryzacja zwierzat, za-
rowno pod katem wystepowania transgenu, jak i podstawowych wlasciwosci be-
hawioralnych. U myszy Oprd1/OprmIP1XP zachodzi wyciszenie genéw koduja-
cych receptory opioidowe p oraz § na neuronach zawierajacych receptor dopa-
minowy D1. Na tych zwierzetach przeprowadzono analize specyficznosci mutacji
poprzez barwienie biatka GFP, produkowanego przez transgen. Barwienie poka-
zalo, ze transgen znajduje sie w prazkowiu grzbietowym oraz brzusznym (jadro
potlezace), jak rowniez w glebszych warstwach kory zakretu obreczy oraz kory
infralimbicznej (przyblizona odleglos¢ od bregmy: 1,42 mm) (Rycina 16). Zatem
przypuszczalnie w tych regionach dochodzi do inaktywacji receptoréw opioido-

wych p i 6 na neuronach D1.
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Rycina 16: Ekspresja transgenu u myszy Oprd1/Oprm1P1-¥P_ Na rycinie znaj-
duja sie zdjecia skrawkéw moézgu myszy Oprd1/Oprm1P1-XP zabarwionych z wy-
korzystaniem przeciwciala skierowanego do biatka fluorescencyjnego GFP. Po-
wiekszenia przedstawiajg obecnos¢ transgenu w korze, w obszarze infralimbicz-
nym i zakretu obreczy (panel prawy gorny) oraz w prazkowiu (panel prawy dolny).
Oznaczenia skrotow: CPu — prazkowie, AcbC — jadro pétlezqce, obszar rdzenia (z
ang. core), AcbSh — jadro pétlezace, obszar powloki (z ang. shell), Cgl — kora zakre-
tu obreczy, obszar 1, Cg2 — kora zakretu obreczy, obszar 2, IL — kora infralimbiczna,
DP — kora konarowa, cze$é grzbietowa (z ang. dorsal peduncular cortex).
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2.2. Zdolnos¢ do odczuwania przyjemnosci oraz zachowania w
pozostalych testach badajacych objawy podobne do depresji u
myszy Oprdl/Oprm1P1-KP

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono charakteryzacje podstawowych za-
chowan zwierzat Oprdl/OprmIP1"KP  Badania rozpoczeto od zbadania zdolno-
Sci do odczuwania przyjemnosci, gdzie wykonano standardowy test preferencji
picia stodkiego roztworu. Biorac pod uwage, ze anhedonia nalezy do osiowych
objawéw depresji, przeprowadzono dodatkowe testy, badajace symptomy przy-
pominajace objawy depresyjne w modelach zwierzecych, takie jak test wymu-
szonego plywania oraz test interakcji spotecznych. Nastepnie przeprowadzono
szereg testow behawioralnych, badajacych podstawowe zachowanie zwierzat, jak
aktywnos¢ ruchowa, pamieé¢, lekowosc¢ i uczenie sie instrumentalne oraz zbada-
no reakcje zwierzat na substancje dzialajace na receptory opioidowe w testach
preferencji/awersji miejsca.

W przeprowadzonych testach behawioralnych szczegélne znaczenie miat test
badajacy anhedonie, jako Ze rola receptoréow opioidowych w zdolnosci do odczu-
wania przyjemnosci jest bardzo dobrze ugruntowana w literaturze. W celu spraw-
dzenia, czy inaktywacja receptorow opioidowych p oraz § na neuronach zawiera-
jacych receptor D1 wplynie na to zachowanie, wykonano test preferencji roztwo-
ru sacharyny podczas 24-godzinnego wolnego dostepu do sacharyny oraz wody.
W tym tescie myszy z mutacjq nie roznily sie pod wzgledem preferencji do roztwo-
ru sacharyny (Rycina 17A), jak réwniez pod katem objetosci wypitych roztworow
(Rycina 17B).

Aby zweryfikowa¢ zachowanie zwierzat w testach mierzacych inne zachowa-
nia przypominajgce objawy depresji, przeprowadzono najpierw test wymuszonego
plywania, a nastepnie test interakcji spotecznych. W tescie wymuszonego plywa-
nia mierzony byl czas spedzony w pozycji bezruchu i nie zaobserwowano zadnych
zmian pomiedzy myszami z mutacja a grupa kontrolng (Rycina 17C). Podobnie,
w tescie 10-minutowych interakcji spolecznych, badajacym funkcje spoteczne,
myszy mutanty nie charakteryzowaly sie zmienionym czasem spedzonym na inte-
rakcjach spotecznych, zaréwno pozytywnych, jak i negatywnych (Rycina 17D,E).
Podsumowujac, myszy Oprdl/OprmIP1XD nie wykazuja spodziewanych zmian
w zdolnosci do odczuwania przyjemnosci oraz nie réznia sie reakcjami w pozo-

statych testach badajacych objawy przypominajace depresije.
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Rycina 17: Zachowanie w testach modelujacych objawy zaburzen depresyj-
nych. Wykresy (A-B) pokazuja wyniki testu picia 0,1% roztworu sacharyny. A)
preferencja picia sacharyny, B) wypita objetos¢ wody oraz sacharyny. Wykres C)
przedstawia czas bezruchu podczas testu wymuszonego plywania oraz wykresy
(D-E) wyniki testu interakcji spolecznych. Panel D) pokazuje czas spedzony na
pozytywnych interakcjach spolecznych oraz E) czas spedzony na interakcjach
negatywnych. Stupki bledow pokazuja SEM, symbol ***’ oznacza p<0,001 w te-
Scie Mann’a-Whitney’a. Liczebnos¢ grup w tescie preferencji sacharyny: myszy z
mutacja=10, myszy kontrolne=6, w tescie wymuszonego ptywania: myszy z mu-
tacja=7, myszy kontrolne=5 oraz w tescie interakcji spolecznych: myszy z muta-
cja=6, myszy kontrolne=10.

2.3. Zachowania w podstawowych testach behawioralnych u myszy

z mutacja w receptorach opioidowych

W dalszej kolejnosci przeprowadzono testy badajace podstawowe reakcje be-
hawioralne, aby sprawdzi¢ czy fenotyp zwierzat z inaktywacja receptoréw opio-
idowych na neuronach D1 nie zaburza ich prawidlowego funkcjonowania. Zwie-
rzeta zbadano najpierw pod katem aktywnosci ruchowej w tescie otwartego po-
la oraz eksploracji nowego obiektu. Wszystkie badane myszy charakteryzowa-
ly sie zmniejszeniem przebytego dystansu w kolejnych dniach eksperymentu,
bez zmian pomiedzy zwierzetami z mutacja i kontrolnymi (Rycina 18A, dwu-

czynnikowa ANOVA, czas x genotyp, F3 20=0,9581, p=0,4005; czas, F3 20=107,2,
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p<0,0001; genotyp, F1,10=0,823, p=0,3856). W tescie eksploracji nowego obiek-
tu myszy z mutacja rowniez nie roznily sie zachowaniem od zwierzat kontrol-
nych (Rycina 18B-D). Wszystkie zwierzeta charakteryzowaly sie podobnym cza-
sem eksploracji dwoch obiektow podczas pierwszej sesji (Rycina 18C, dwuczyn-
nikowa ANOVA, obiekt x genotyp, F1,13=0,0001, p=0,9917; obiekt, F; 15=0,1816,
p=0,6750; genotyp, F; 18=1,115, p=0,3051) oraz dluzszym czasem eksploracji
obiektu nowego, w porownaniu do obiektu juz znanego w sesji drugiej (Rycina
18D, dwuczynnikowa ANOVA, obiekt x genotyp, F; 18=2,258, p=0,1503; obiekt,
F118=5,913, p=0,0257; genotyp, F; 18=0,2527, p=0,6213). Zatem mutacja nie
wplyneta ani na podstawowa aktywnosc¢ ruchowa zwierzat ani na zainteresowa-

nie nowoscia.
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Rycina 18: Aktywnos§é w otwartym polu u myszy Oprdl/Oprmi1P1- KD, Wy-
kresy przedstawiaja A) catkowity przebyty dystans przez 3 kolejne dni w otwar-
tym polu oraz (B-D) wyniki testu eksploracji nowego obiektu w otwartym polu.
Wykres B) pokazuje indeks dyskryminacji, oznaczajacy roznice czasu spedzone-
go na eksploracji nowego obiektu i obiektu 1 w sesji drugiej, podzielonej przez
ich sume, C) czas eksploracji obiektéow podczas sesji pierwszej oraz D) czas eks-
ploracji obiektow podczas sesji drugiej. Obiekt znany odnosi sie do przedmiotu
wykorzystanego w obydwu sesjach, natomiast obiekt 2 jest wymieniany podczas
drugiej sesji na obiekt nowy. Liczebnos¢ grup w teScie otwartego pola: myszy z
mutacja=7, myszy kontrolne=>5 oraz w tescie nowego obiekty: myszy z mutacja=6,
myszy kontrolne=35.
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Nastepnie przeprowadzono testy mierzace takie aspekty, jak pamieé¢, leko-
wosS¢ oraz uczenie sie instrumentalne. W celu pomiaru pamieci wykonano test
w labiryncie Y, gdzie mierzono kolejnosc¢ wejsc¢ do poszczegolnych ramion. W ba-
daniach na myszach obserwuje sie, ze zwierzeta te eksploruja ramie wczesniej
nieodwiedzane, co wynika z ich naturalnej sklonnosci do zainteresowania nowo-
Scig. Perseweracje w postaci czestego powrotu do tego samego ramienia moga
Swiadczy¢ o zaburzonej pamieci roboczej. U myszy z mutacja nie zaobserwowano
zadnych roznic w wykonaniu tego testu, w porownaniu z grupa kontrolna, za-
tem zwierzeta te nie wykazuja nieprawidlowosci zwigzanych z pamiecia. (Rycina

19A,B).
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Rycina 19: Sprawnos¢ pamieci krotkotrwalej w labiryncie Y. Wykresy przed-
stawiajg A) procent spontanicznej przemiennosci oraz B) procent przemiennosci
powrotu do ramion u myszy Oprd1/OprmIP1XP, Liczebnos$é grup: myszy z mu-
tacja=6, myszy kontrolne=5.

Kolejnym krokiem byt pomiar zachowan lekowych, gdzie wykorzystano test
jasnego-ciemnego pomieszczenia. W tym teScie rowniez nie zaobserwowano zad-
nych zmian w zachowaniu u myszy z mutacja. (Rycina 20A,B,C). Wszystkie ba-
dane zwierzeta spedzily podobna ilos¢ czasu w oswietlonym pomieszczeniu oraz
charakteryzowaly sie brakiem zmian w latencji do pierwszego przejscia do oswie-

tlonego pomieszczenia, jak rowniez podobna liczba przejs¢ podczas testu.
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Rycina 20: Zachowania lekowe w teScie jasnego-ciemnego pomieszczenia.
Wykresy pokazujg A) czas spedzony w oswietlonym pomieszczeniu, D) czas opoz-
nienia pierwszego wejScia do pomieszczenia oswietlonego oraz C) liczbe przejsé
pomiedzy pomieszczeniami podczas testu u myszy Oprdl/OprmIP1KD  Liczeb-
nosc¢ grup: myszy z mutacja=7, myszy kontrolne=10.

W celu pomiaru umiejetnosci instrumentalnego uczenia sie przeprowadzo-
no test samopodawania jedzenia w klatce Skinner’a, w ktorym myszy musiaty
wykonac jedna odpowiedz instrumentalng, by uzyskac jedzenie. Zwierzeta zo-
staly poddane deprywacji pokarmowej i utrzymywano ich wage na poziomie 80-
85% wagi poczatkowej. Nie zaobserwowano efektu genotypu pod katem wagi na
poczatku doswiadczenia (Rycina 21A), jak i wagi utrzymywanej podczas cate-
go testu (Rycina 21B, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp x czas, F14,106=0,9323,
p=0,5251; genotyp, F1,14=0,7174, p=0,4113; czas, F14,196=97,2, p<0,0001). My-
szy Oprdl/OprmIP1"KD charakteryzowaly sie wieksza liczba odpowiedzi instru-

mentalnych niz myszy kontrolne w tym tescie (Rycina 21C oraz Tabela 4).
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Rycina 21: Instrumentalne samopodawanie jedzenia w klatce Skinner’a u
myszy Oprd1/Oprm1P1-KP Wykres A) pokazuje poczatkowa wage zwierzat przed
rozpoczeciem deprywacji pokarmowej, B) przedstawia zmiane wagi podczas de-
prywacji pokarmowej. Wykres C) pokazuje liczbe odpowiedzi instrumentalnych
podczas treningu na procedurze FR1. LiczebnoS§c¢ grup: myszy z mutacja=10, my-
szy kontrolne=6.

Czynnik F P Stopnie swobody
Genotyp 1,781 0,203 1,14
Czas 13,531 | <0,001 9,126
Aktywny /nieaktywny 455,328 | <0,001 1,140
Genotyp x czas x aktywny/nieaktywny | 0,852 0,5694 9,140
Genotyp % czas 0,951 0,484 9,126
Genotyp x aktywny/nieaktywny 15,301 | <0,001 1,140
Czas x aktywny/nieaktywny 12,374 | <0,001 9,140

Tabela 4: Trojczynnikowa ANOVA dla testu samopodawania jedzenia u my-
szy Oprd1/OprmIP1-KP W tabeli podano wartosci F, prawdopodobienistwa (p)
oraz stopni swobody (df) dla interakcji oraz czynnikow gtéwnych. Wartosci mniej-
sze niz przyjeta o (a<0,05) sa wyttuszczone.

W celu weryfikacji czy zmiana zachowania wiazala sie ze zwigkszona moty-
wacja by uzyskac jedzenie, wykonano test rosnacego kryterium wzmocnienia,
w ktorym zwierze musiato wykonac¢ o 1 (PR1), a nastepnie o 3 (PR 3) odpowie-
dzi instrumentalne wiecej, by uzyskac kazda nastepng porcje jedzenia. W zadnej
z tych procedur nie zaobserwowano roznic w ilosci wetknie¢ nosa do otworu. Ta-
ki wynik wskazuje, ze mutacja nie ma wplywu na motywacje do pracy po jedze-
nie (Rycina 22). Podsumowujac, myszy Oprdl/Oprm1P'"¥P nie wykazuja zmian

w aktywnosci ruchowej, eksploracji nowego obiektu, pamieci roboczej ani leko-
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wosci. Charakteryzuja sie natomiast zwiekszong liczbg wykonanych odpowiedzi
instrumentalnych w tescie samopodawania jedzenia, ktora jednak nie przektada

sie na réznice w procedurach mierzacych motywacje do pracy w celu uzyskania

jedzenia.
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Rycina 22: Motywacja do pracy by uzyskaé jedzenie w klatce Skinner’a.
Wykres przedstawia wplyw mutacji na liczbe odpowiedzi instrumentalnych przy
rosnacym Kkryterium wzmocnienia u myszy Oprd1/Oprm1P1"¥P Liczebnosé grup:
myszy z mutacja=10, myszy kontrolne=6. Oznaczenia skrotow: PR 1 — procedura
rosnqgcego kryterium wzmocnienia, w ktorej zwierze musiato wykonaé o jednqg od-
powiedz instrumentalnqg wiecej po kazdaq kolejna porcje jedzenia oraz PR3 — gdzie
wymagane byly trzy odpowiedzi instrumentalne.

2.4. Preferencja/awersja miejsca na ligandy receptorow

opioidowych u myszy Oprd1/Oprm1°!-KP

Ostatnim etapem sprawdzajacym fenotyp myszy Oprdl/OprmIP!"KP byla we-
ryfikacja wplywu substancji dzialajacych na receptory opioidowe x i § na zacho-
wanie. W tym celu przeprowadzono testy preferencji oraz awersji miejsca na ago-
niste oraz antagoniste opioidowego. Do testu preferencji miejsca wykorzystano
agoniste receptorow opioidowych, morfine, o silnym dziatlaniu nagradzajacym,
ktora skutkuje preferencja w kierunku spedzania wiekszej iloSci czasu w po-
mieszczeniu skojarzonym z jej otrzymaniem. Natomiast w tescie awersji miejsca
uzyto naloksonu, ktory jest nieselektywnym antagonista receptorow opioidowych
i ma dzialanie awersyjne. Wszystkie zwierzeta po podaniach morfiny charakte-
ryzowaly sie preferencja miejsca skojarzonego z podaniem leku, natomiast po

podaniach naloksonu awersja do pomieszczenia, w ktorym otrzymaty lek. Jed-
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nak, zaro6wno podanie morfiny (Rycina 23A,B; dwuczynnikowa ANOVA, genotyp
x pretest/posttest, F113=0,2299, p=0,6374; genotyp, F;,:8=0,01858, p=0,8931;
pretest/posttest, F; 13=18,19, p=0,0005), jak i naloksonu (Rycina 23C,D; dwu-
czynnikowa ANOVA, genotyp x pretest/posttest, F; 9=4,113, p=0,0732; genotyp,
F1,0=3,071, p=0,1136; pretest/posttest, F; 9=23,44, p=0,0009) nie wplyneto na
zachowanie zwierzat z mutacja w tych testach. Zatem inaktywacja receptorow
opioidowych p oraz § na neuronach D1 nie jest wystarczajaca do wywotania zmian

na nagradzajace/awersyjne dzialanie ligandow opioidowych.
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Rycina 23: Warunkowa preferencja/awersja miejsca. Wykresy (A-B) przedsta-
wiajg wyniku testu preferencji miejsca na morfing natomiast wykresy (C-D) testu
awersji miejsca na nalokson. Pokazano roznice czasu spedzonego w pomieszcze-
niu skojarzonym z lekiem oraz sola fizjologiczna podczas posttestu (A i C) oraz
czas spedzony w pomieszczeniu skojarzonym z lekiem podczas prestestu i post-
testu (B i D). Liczebnos¢ grup dla testu preferencji miejsca: myszy z mutacja=4,
myszy kontrolne=7 oraz testu awersji miejsca: myszy z mutacja=6, myszy kon-
trolne=>5.
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Podsumowujac, myszy pozbawione funkcjonalnych receptorow opioidowych
i oraz 6 na neuronach D1 w prazkowiu i w korze, nie wykazujg zmian w zdolno-
Sci do odczuwania przyjemnosci, jak rowniez w pozostalych testach badajacych
zachowania przypominajace objawy depresji. Ponadto, u myszy z mutacja nie za-
obserwowano zmian w aktywnosci ruchowej, pamiegci czy lekliwosci. Zwierzeta
te charakteryzowaly sie natomiast wieksza liczba odpowiedzi instrumentalnych
w tescie samopodawania jedzenia, bez réznic w procedurze rosnacego kryterium
wzmocnienia. Nie wykazano réwniez zmienionych reakcji w odpowiedzi na poda-
nia lekow dzialajacych na receptory opioidowe w testach preferencji oraz awer-
sji miejsca. Badania przeprowadzone na myszach Oprdl/Oprm1P!"¥P pokazaty,

ze mutacja ta nie wplywa znaczaco na zachowanie zwierzat.



Dyskusja

Wyniki moich badan pokazuja, ze genetyczne zaburzenie aktywnosci neu-
ronow dopaminowych prowadzi do rozwoju niektérych symptomow przypomi-
najacych objawy zaburzen afektywnych, podczas gdy mutacja receptorow opio-
idowych nie ma znaczacego wplywu na zachowanie zwierzat. Myszy z mutacja
NR1PATCreERT2 charakteryzowaly sie zwiekszonym czasem bezruchu w tescie wy-
muszonego plywania oraz zmniejszeniem czasu spedzonego na interakcjach spo-
lecznych. Zachowania te stanowig odpowiedniki behawioralnej rozpaczy oraz po-
gorszenia funkcji spotecznych (Nestler i Hyman 2010). Ponadto zwierzeta z mu-
tacja wykazywaly zmiany w motywacji do uzyskania sltodkiej nagrody w klatce
IntelliCage, co przejawiato sie mniejsza preferencjg oraz poborem sacharyny, jak
rowniez mniejsza liczba odwiedzin w naroznikach klatki, gdy wymagane bylo wy-
konanie pracy po nagrode. Dodatkowo zaobserwowano niewielkie zmiany w dys-
kontowaniu wysitku. Usuniecie receptorow NMDA z neuronéw dopaminowych
nie mialo natomiast wplywu na zdolnos¢ do odczuwania przyjemnosci, czyli an-
hedonie. Z drugiej strony myszy transgeniczne z inaktywacja receptorow opioido-
wych p i 6 na neuronach zawierajacych receptor D1 zaskakujaco nie wykazywaly
zmian w zachowaniu, $wiadczacych o anhedonii. Nie zaobserwowano ponadto
zmian zachowania w testach badajacych objawy przypominajace depresje, jak
rowniez w pozostalych miarach behawioralnych, dotyczacych aktywnosci rucho-
wej, pamieci, lekowosci oraz odpowiedzi na ligandy receptorow opioidowych. Je-
dyng roznica w zachowaniu, ktorg wykazywaly myszy z mutacja, byla wicksza
liczba odpowiedzi w tescie samopodawania jedzenia.

Obserwacje wplywu mutacji na rozwéj symptomow przypominajacych obja-
wy depresji warto rozwazy¢ w kontekscie hipotezy monoaminowej, ktéra zwra-
ca uwage na role ukladow monoaminowych w etiologii zaburzen depresyjnych.

Hipoteza ta koncentruje sie przede wszystkim na ukladach serotoninowym i no-

66
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radrenergicznym, rozwazajac uklad dopaminowy jako mniej istotny. Badania prze-
prowadzone w ramach mojej pracy pokazujg jednak, ze transmisja dopaminowa
rowniez moze miec¢ duze znaczenie w rozwoju tego schorzenia. Zaburzenie funk-
cji uktadu dopaminowego u dorostych zwierzat doprowadzito bowiem do powsta-
nia zachowan skojarzonych z objawami depresji. Ponadto aktywnos¢ neuronéw
dopaminowych zdaje sie odgrywac szczegolna role w rozwoju niektérych symp-
tomow, takich jak: bezradnosc¢, pogorszenie funkcji spotecznych oraz zaburzenia
motywacyjne, nie wptywajac natomiast na zdolnos¢ do odczuwania przyjemnosci.
Taka obserwacja sugeruje odmienne podtoze neuronalne anhedonii, w poréwna-

niu do pozostatych objawéw.

1. Fenotyp myszy NR 1 PATCreERT2

Myszy NR1PATCreERT2 7n5taty pozbawione funkcjonalnego receptora NMDA na
neuronach dopaminowych. Receptor ten odpowiedzialny jest za kontrolowanie
aktywnosci napadowej neuronéw dopaminowych, dlatego tez jego inaktywacja
powinna skutkowac zaburzeniem fazowych wyladowan neuronow, przy zachowa-
nej ich aktywnosci podstawowej. Aby zweryfikowac konsekwencje mutacji, prze-

prowadzono elektrofizjologiczne pomiary aktywnosci neuronéw dopaminowych.

1.1. Zahamowanie aktywnosSci fazowej neuronéw dopaminowych u
myszy NR1PATCreERT2

U myszy NRlDATCreERTQ

przeprowadzono zewnatrzkomorkowe pomiary elek-
trofizjologiczne, przy wspoélpracy z dr hab. Tomaszem Blasiakiem oraz Magda-
leng Walczak z Uniwersytetu Jagiellonskiego. Badania pokazaly, ze w wyniku
inaktywacji receptorow NMDA na neuronach zawierajacych transporter dopami-
nowy DAT, dochodzi do zmienionej aktywnosci tych neuronéw (Jastrzebska i in.
2016). Neurony dopaminowe Srodmozgowia u myszy z mutacja charakteryzowatly
sie zahamowaniem aktywnosci napadowej, wystepujacej spontanicznie, jak row-
niez indukowanej jontoforetycznym podaniem NMDA, podczas gdy podstawowa
aktywnosS¢ (toniczna) nie ulegla zaburzeniu (Rycina 24). Zaobserwowano, ze nie-
wielka czes¢ neuronow dopaminowych pozostawata zdolna do generowania wyta-
dowan napadowych, jednak o innej charakterystyce niz typowa aktywnosc¢ indu-
kowana podaniem NMDA. Moze to wskazywac¢ na wystepowanie niezaleznego od

receptorow NMDA mechanizmu kontrolowania aktywnosci fazowej neuronow do-
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paminowych. Taka obserwacja jest zgodna z badaniami pokazujacymi zdolnos¢é
receptorow cholinergicznych do stymulowania aktywnosci napadowej neuronéw

dopaminowych srodmozgowia (Zhang, Liu i Chen 2005).
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Rycina 24: Podsumowanie pomiarow aktywnosci neuronéw dopaminowych
pola brzusznego nakrywki in vivo u myszy NR1PATCreERT2  \ylresy (A i B)
przedstawiajg przykladowa aktywnos¢ neuronu podstawowsa (czeS¢ gérna) oraz
po podaniu NMDA za pomoca jontoforezy (czes¢ dolna) u myszy kontrolnej (A)
oraz u myszy z mutacja (B). Wykres (C) przedstawia czestotliwos¢é wytadowan
neuronow dopaminowych VTA przed i po podaniu NMDA oraz wykres (D) prezen-
tuje procent testowanych neuronow wykazujacych aktywnosc¢ napadows sponta-
nicznie oraz po podaniu NMDA. Shupki btedéw pokazuja SEM, symbol ##’ 0znacza
p<0,01; #### b<0,001 oraz ***’ p<0,001 w tescie t z poprawka Bonferonni’ego.

Podsumowujac, badanie elektrofizjologiczne potwierdzito, ze inaktywacja re-
ceptorow NMDA na neuronach dopaminowych prowadzi do zahamowania aktyw-
nosci fazowej tych neuronow w polu brzusznym nakrywki oraz w istocie czarne;.
Wynik tego badania jest zbiezny z poprzednimi doniesieniami, pokazujacymi za-
hamowanie aktywnosci fazowej na jontoforetyczne podanie antagonisty NMDA
(Chergui i in. 1993), jak rowniez spadek aktywnosci fazowej neuronow dopami-
nowych w konstytutywnej mutacji NR1PATCre (Zweifel, Parker i in. 2009). Kon-

stytutywna linia myszy NR1PATC™® réwniez jest pozbawiona receptoréw NMDA na
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neuronach zawierajacych DAT. W tym wypadku jednak obserwuje sie jedynie
zmniejszenie aktywnosci fazowej neuronéw dopaminowych, podczas gdy induk-
cja mutacji u zwierzat doroslych, wykorzystanych do badan w niniejszej pracy,
skutkuje praktycznie catkowitym zniesieniem zaleznej od receptorow NMDA ak-
tywnosci napadowej. Roznice zaobserwowane w badaniach elektrofizjologicznych
przekltadaja sie rowniez na odmienne zachowanie w testach behawioralnych. My-
szy z mutacja konstytutywna nie wykazuja zmian w testach mierzacych zacho-
wania przypominajace depresje, jak test wymuszonego plywania czy interakcji
spotecznych. Prawdopodobnie kluczowa przyczyna rozbieznosci w zachowaniu
zwierzat obydwu linii jest zmniejszona, ale jednak ciagle obecna, aktywnosc¢ fa-
zowa u myszy NR1PATC® ktéra moze sie utrzymywacé jako wynik zmian kompen-
sacyjnych zachodzacych w okresie zarodkowym. Podobne zmiany rozwojowe nie
powstaja u myszy, u ktorych mutacja generowana jest dopiero w wieku dojrza-
lym.

Badanie ekspresji transgenu z wykorzystaniem immunohistochemii pokazato
obszary moézgu, w ktorych dochodzi do mutacji, czyli do zahamowania aktywnosci
fazowej neuronéw dopaminowych. Zatem u myszy NR1PATCreERT2 tranggen wyra-
zany jest w obszarach srodmoézgowia, a dokladniej w polu brzusznym nakryw-
ki i istocie czarnej, natomiast nie wykazano jego ekspresji w jadrze tukowatym
podwzgobrza. Z takiej obserwacji mozna wnioskowac, ze mutacja dotyka przede
wszystkim neuronéw dopaminowych srédmozgowia, podczas gdy nie zachodzi
prawdopodobnie na innych rodzajach neuronéw dopaminowych. Zgodne jest to
z omoOowiong we wprowadzeniu niejednorodnoscig populacji tych neuronow, kto-
re roznig si¢ ekspresja markerow, takich jak TH czy DAT. W przypadku mutacji
NR1DPATCreERT2 © ghecnosé rekombinazy Cre moze odzwierciedlaé odmienne roz-
mieszczenie transportera DAT na réznych neuronach dopaminowych (Parlato i
in. 2006; Engblom i in. 2008). Brak lub bardzo niewielka ekspresja transgenu
w podwzgorzu pozwala przypuszczac, ze neurony dopaminowe w tej strukturze
nie ulegaja mutacji, zatem szlak guzkowo-lejkowy, odpowiedzialny za funkcje me-
taboliczne i hormonalne, nie jest tutaj zaburzony. Ma to istotny wplyw na in-
terpretacje wynikow behawioralnych zwierzat z mutacja, dotyczacych zwlaszcza
testow z wykorzystaniem pokarmu jako nagrody. W przypadku dysfunkcji pod-
wzgorza zmienione zachowanie z otrzymywaniem nagrody mogloby wynika¢ nie

z motywacji, ale z zaburzonego pobierania pokarmu, gdyz struktura ta petni waz-



ROZDZIAL 5. DYSKUSJA 70
na funkcje w regulacji przyjmowania pokarmu.

1.2. Czy zachowanie myszy NR1PATCreERT2 gqzwierciedla symptomy

przypominajace objawy depresyjne?

Usuniecie funkcjonalnych receptorow NMDA na neuronach dopaminowych
u myszy doprowadzilo do rozwoju zmian zachowania w niektérych testach be-
hawioralnych mierzacych fenotyp przypominajacy depresje w modelach zwierze-
cych. Uzyskane przeze mnie wyniki badan sa w zgodzie z opublikowanymi bada-
niami, w ktérych zastosowano optogenetyczng regulacje aktywnosci neuronéw
dopaminowych (Tye i in. 2013; Gunaydin i in. 2014). Zahamowanie aktywno-
sci fazowej skutkowalo rozwojem analogicznych zmian w zachowaniu w testach
zawieszenia za ogon, wymuszonego plywania oraz interakcji spotecznych, nato-
miast stymulacja aktywnosci u zwierzat, ktore rozwinely fenotyp przypominaja-
cy depresje w wyniku procedury chronicznego tagodnego stresu, odwracala ten
fenotyp. Niemniej jednak istnieja rowniez doniesienia sprzeczne, pokazujace roz-
woj fenotypu przypominajacego depresje w wyniku stymulacji aktywnosci fazowej
neuronow dopaminowych metoda optogenetycznag u zwierzat poddanych proce-
durze porazki spotecznej (Chaudhury i in. 2013). Rozbieznosci te sa prawdopo-
dobnie skutkiem zastosowanej procedury stresowej, w wyniku ktérej dochodzi do
wzrostu wyladowan neuronoéw dopaminowych (Anstrom, Miczek i Budygin 2009;
Razzoli i in. 2011). Zmian w zachowaniach przypominajacych objawy depresji
nie zaobserwowano réwniez u wspomnianych wyzej myszy NR1PATCr® 7z mutacja
konstytutywna (Zweifel, Parker i in. 2009), co mozna thumaczy¢ rozwojem zmian
kompensacyjnych, takich jak wzrost czestosci spontanicznych potencjalow po-
budzajacych na neuronach dopaminowych (Engblom i in. 2008).

Myszy NR1PATCreERT2 charakteryzowaly sie zmniejszonym czasem spedzonym
na interakcjach spolecznych. Zmiany zachowania w tym teScie moga by¢ in-
terpretowane w kontekscie nie tylko zachowan przypominajacych depresje, ale
tez zachowan lekowych. Test ten zostal bowiem opracowany jako metoda po-
miaru lekowosci (File i Seth 2003), dlatego tez rozroznienie tych dwoch rodza-
jow zachowan w modelach zwierzecych nastrecza trudnosci. Badania pokazuja,
ze zmniejszenie czasu spedzonego na interakcjach spotecznych wystepuje u zwie-
rzat z fenotypem przypominajacym depresje (po procedurze chronicznego tagod-

nego stresu oraz u szczurow FSL), podczas gdy zachowania w testach mierzacych
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lekowos¢ pozostaja bez zmian, co zostalo oméwione we wprowadzeniu (Kompa-
gne iin. 2008; Overstreet i Wegener 2013). Pogorszenie funkcji spotecznych sta-
nowi rowniez jedno z kryterium rozpoznania depresji wedtug DSM-V (American
Psychiatric Association 2013). Bazujac na powyzszych danych, uzyskany wynik
zmian w tescie interakcji spotecznych u myszy NR1PATCreERT2 ipterpretowany jest
jako element fenotypu przypominajacego depresje.

Zaburzenia lekowe czesto jednak wspoltowarzysza depresji, dlatego tez spraw-

dzenie myszy NR 1 PATCreERT2

w kontekscie ewentualnych zmian w poziomie lekli-
wosci bylo istotnym aspektem przeprowadzonych badan. Konieczna jest jednak
ostroznos¢ przy wyciaganiu wniosku z tych badan, poniewaz wynik z ekspery-
mentow nie jest jednoznaczny. Myszy z mutacja charakteryzowaly sie mniejsza
liczba przejsc¢ oraz dtuzszym czasem opodznienia do pierwszego wejsScia do osSwie-
tlonego pomieszczenia w tescie jasnego-ciemnego pomieszczenia. Natomiast czas
spedzony w oswietlonym pomieszczeniu, ktory jest gléwna miara lekowosci w
tym tescie, nie roznil si¢ istotnie statystycznie od zwierzat kontrolnych. Mozna
jednak dostrzec wyrazng tendencje u myszy z mutacja w kierunku krotszego
czasu spedzonego w jasnym pomieszczeniu. Kolejnym aspektem jest zaobserwo-
wana mniejsza aktywnosé myszy NR1PATCreERT2 ; tegcie otwartego pola, zaréwno
w warunkach podstawowych, jak i z dodatkowym doswietleniem w centralnej cze-
Sci aparatu. Zmiany zachowania w powyzej opisanych testach mozna ttumaczy¢
zmniejszona aktywnoscia ruchowa myszy z mutacja, ale tez odwrotnie — spo-
sob aktywnosci tych myszy moze wynikac¢ z nieznacznie zwiekszonego poziomu
lekowosci. Przestanki ku interpretacji w kierunku zachowan lekowych wynika-
ja z literatury, gdyz pokazano, ze myszy NR1DPATCreERT2 nije wykazywaly réznic
w aktywnosci ruchowej (Engblom i in. 2008), jak rowniez zadnych zmian w ak-
tywnosci nie odnotowano u czterech réznych szczepéw NR1PATC™ (Wang i in.
2011; Engblom i in. 2008; James i in. 2015; Zweifel, Parker i in. 2009). Zwro6co-
no natomiast uwage na wzrost zachowan przypominajacych niepokoj u szczepu
NR1PATCre (Zweifel, Fadok i in. 2011). Ponadto, w moich badaniach, w tescie inte-
rakcji spotecznych oraz tescie umiejetnosci motorycznych z wykorzystaniem pre-
ta obrotowego, nie zaobserwowano zadnych zaburzen w aktywnosci ruchowe;.
Dlatego tez wnioskuje, ze myszy NR1PATCreERT2 charakteryzuja sie nieznacznie
podniesionym poziomem leku, bez znaczacego zaburzenia w aktywnosci rucho-

wej. Nalezy miec jednak na uwadze ewentualny wptyw, jaki mogtaby mie¢ zmiana
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w aktywnosci ruchowej na pozostale wyniki badan, dotyczace czasu bezruchu
czy zachowania w testach badajacych motywacje. Wydaje sie to mato prawdopo-
dobne w kontekscie powyzszych rozwazan, by fenotyp przypominajacy depresje
wynikal ze zmniejszonej ruchliwosci. Niemniej jednak, niezaleznie od kierunku
interpretacji zachowania zwierzat w strone¢ lekliwosci, badz zmniejszonej aktyw-
nosci ruchowej, zadna z nich nie wyklucza fenotypu objawow przypominajacych
depresje u myszy NR1PATCreERT2 ' oqy5 obydwa rodzaje zachowan obserwowane

sa w zwierzecych modelach objawow depresji.

1.3. Mutacja w ukladzie dopaminowym nie zmienia zdolnosci do

odczuwania przyjemnosci, ale wplywa na motywacje

Kluczowym aspektem w fenotypie myszy NR1PATCTeERT2 1hy16 zhadanie ich pod
katem utraty zdolnosci do odczuwania przyjemnosci, czyli anhedonii. Anhedonia,
jakkolwiek stanowi osiowy objaw depresji, jest miara skomplikowang do zbada-
nia, co dotyczy zarowno zwierzat, jak i ludzi (Treadway 2016; Whitton, Treadway
i Pizzagalli 2015; Rizvi i in. 2016). Istnieje bowiem problem z rozréznieniem bra-
ku odczuwania przyjemnosci od zmian motywacyjnych. W moim badaniu, myszy
z mutacja nie wykazywaly zmian w preferencji do picia stodkiego roztworu przy
wolnym dostepie zarowno do wody, jak i roztworu sacharyny. Charakteryzowaty
sie jednak zmniejszong preferencja sacharyny, mniejszym jej poborem oraz gene-
ralnie mniejsza aktywnoscia w postaci wchodzenia do naroznikow klatki Intelli-
Cage, gdy dostep to butelek zawierajacych roztwor sacharyny byt utrudniony. In-
teresujace jest rozwazenie zaobserwowanych zmian w zachowaniu, w kontekscie
zdefiniowanych przez Treadway’a konsumacyjnych oraz motywacyjnych aspek-
tow anhedonii, wystepujacych u chorych na depresje (Treadway i Zald 2011). Za-
uwazyt on bowiem, ze czeS¢ chorych charakteryzuje sie anhedonia, w rozumieniu
utraty zdolnosci do czerpania przyjemnosci z dotychczas podejmowanych aktyw-
nosci, podczas gdy spora czes¢ osob cierpiacych na depresje ma te zdolnos¢ za-
chowana, jednak wykazuje brak motywacji, by podjac¢ dzialanie. Treadway zwra-
ca uwage, ze w skalach diagnostycznych depresji aspekty te sa nierozroznialne,
podczas gdy moga stanowi¢ odmienne podltoze biologiczne oraz zwiazane z tym
rozne podejscie do leczenia. Podzial anhedonii, dokonany przez Treadway’a jest
rowniez zgodny z kodowanym przez uklad dopaminowy tzw. ,chceniem” nagro-

dy, czyli motywacja do jej uzyskania, a ,lubieniem”, czyli aspektem hedonicz-
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nym, co przedstawil Berridge (Berridge i Robinson 1998; Berridge, Robinson i
Aldridge 2009; Robinson, Fischer i in. 2016). W kontekscie zachowania zwierzat
NR1DPATCreERT2 "nje obserwuje sie zmian zwiazanych z anhedonia konsumacyjna
(czyli ,lubieniem”), natomiast zachowanie w klatce IntelliCage mozna interpreto-
wac pod katem anhedonii motywacyjnej, czyli mniejszej motywacji, by nagrode
uzyskac. Zmiany te nie wydaja sie wynikac z zaburzen instrumentalnego uczenia
sie, gdyz myszy zostaly zbadane pod tym katem w tescie instrumentalnego samo-
podawania jedzenia w klatce Skinner’a i, poza nieco wolniejszym uczeniem sig,
nie charakteryzowaly sie zmiana w liczbie odpowiedzi po zakonczonym treningu.

Biorac pod uwage powyzsze wyniki eksperymentalne, przeprowadzono kolej-
ne testy mierzace zachowanie motywacyjne, by doktadniej przyjrze¢ si¢ kierun-
kowi zmian zachowania zwierzat NR1PATCreERT2 \Wykonano zatem najpierw testy
w klatce Skinner’a, mierzace motywacje do pracy po nagrode, w ktorych obser-
wacja braku wplywu mutacji na wykonanie zadania byla niespodziewanym wy-
nikiem, jako ze rola ukladu mezolimbicznego w motywacji jest bardzo dobrze
ugruntowana w literaturze (Salamone i Correa 2012; Hamid i in. 2016). Myszy
NR1PATCreERT2 pie réznily sie od myszy kontrolnych w wysitku wlozonym do wyko-
nania testu z rosnacym kryterium wzmocnienia, jak i w procedurze o zmiennym
interwale czasowym (VI). Niemniej jednak, w przypadku tych testow, odpowiedz
instrumentalna w postaci wlozenia nosa do otworu jest mniej wymagajaca pod
katem wysitkowym niz np. naciskanie dzwigni, dlatego tez zachowanie to moze
by¢ w mniejszym stopniu zwigzane z dyskontowaniem wysitku (Ettenberg, Koob i
Bloom 1981). Natomiast wykonanie zadania w teScie w labiryncie T jest duzo bar-
dziej wymagajace od zwierzecia, poniewaz mysz, aby uzyskac¢ duza nagrode, musi
przekroczyc¢ barierke. W tym teScie myszy z mutacja charakteryzowaty sie tenden-
cja w kierunku mniejszej ilosci wyboréw ramienia z wieksza nagroda dostepna
po pokonaniu przeszkody. W kontekscie tego wyniku, wczesniejsze obserwacije,
dotyczace spozycia sacharyny w klatce IntelliCage, moga by¢ spowodowane ra-
czej zmniejszeniem prawdopodobienstwa zainicjowania zachowania, by uzyskac
nagrode, niz niewystarczajaca iloScia energii czy zmniejszong aktywnoscia ru-
chowa, by wykonac zadanie. Biorac pod uwage zaobserwowang tendencje wsrod
zwierzat z mutacjg w tescie labiryntu T, brak réznicy statystycznie znamienne;j
moze sie wigza¢ z ograniczong liczebnoScia grupy zbadanych zwierzat. Istnie-

je przypuszczenie, ze wicksza grupa zwierzat mogtaby skutkowac wystapieniem



ROZDZIAL 5. DYSKUSJA 74

wyrazniejszych zmian zachowania w tym tescie. Dlatego tez wnioskuje, z duza
doza ostroznosci, ze mutacja wydaje sie wplywac¢ w sposob subtelny na motywa-
cje do wlozenia wysitku, by uzyskac¢ nagrode, natomiast bardziej rozstrzygajacy

wynik wymaga rozszerzenia eksperymentu o liczniejsza grupe zwierzat.

Podsumowujac, wyniki badan prowadzonych w ramach tej pracy na myszach
NR1PATCreERT2 iak réwniez doniesienia z innych prac, pokazuja silny zwiazek po-
miedzy zmniejszeniem aktywnosci fazowej neuronow dopaminowych brzusznego
sSrodmozgowia a zmianami zachowania, przypominajacymi zaburzenia afektyw-
ne. W kontekscie przedstawionych tutaj badan mozna wysnuc¢ wniosek, ze spo-
wodowanie u dorostych zwierzat utraty aktywnosci fazowej neuronéw dopamino-
wych skutkuje rozwojem niektorych symptomow przypominajacych depresje, ta-
kich jak bezradnosc¢, pogorszenie funkcji spotecznych oraz motywacyjnych. Taka

obserwacja pozwala przypuszczac, ze zaburzenie funkcji transmisji dopaminowej

odgrywa role w etiologii niektorych objawéw zaburzen afektywnych.

2. Fenotyp myszy Oprd1l/Oprm1P1-XD

2.1. Czy mutacja receptorow opioidowych wplywa na zdolnosé¢ do

odczuwania przyjemnosci?

Badania na zwierzetach z inaktywacja receptorow opioidowych p oraz § na
neuronach zawierajacych receptor dopaminowy D1 nie potwierdzily mojej hipo-
tezy dotyczacej rozwoju symptomow zwiazanych z utrata zdolnosci do odczuwa-
nia przyjemnosci. W literaturze rola receptorow opioidowych w anhedonii zostata
bardzo dobrze udokumentowana (Berridge, Robinson i Aldridge 2009), dlatego
tez obserwacja braku zmian zachowania w modelu zwierzecym, u ktorych eks-
presja receptorow opioidowych zostala wyciszona, byla niespodziewana. Wynik
ten mozna ttumaczy¢ poprzez jedynie czesciowa inaktywacje receptorow y oraz 6,
ktorej efekt potencjalnie moze byc¢ zbyt ograniczony, aby spowodowac zmiany za-

chowania. W przypadku zwierzat Oprd1/Oprm 1P1-KD

mutacja dotyka bowiem tyl-
ko neuronéw zawierajacych receptory D1, podczas gdy w prazkowiu znajduja sie
rowniez neurony z ekspresja receptora D2, ktore pozostaly nietkniete przez muta-
cje. Ponadto, poza jadrem pollezacym, struktura, ktora rowniez odpowiada za od-

czucia przyjemnosci, jest brzuszna czes¢ gatki bladej (VP) (Pecifia i Berridge 2005;



ROZDZIAL 5. DYSKUSJA 75

Smith i Berridge 2005), gdzie znajduja sie neurony cholinergiczne oraz GABAer-
giczne, nie zawierajace receptora D1. Zatem wyciszenie receptoréw opioidowych
nie dotyczylo struktury VP, ktora wspolnie z jadrem potlezacym odgrywa istotna
role w kodowaniu przyjemnosci. Anhedonia zostala Scisle powigzana z okreslo-
nymi obszarami, znajdujacymi sie w jadrze pétlezacym i VP, natomiast zmiany
w motywacji do uzyskania nagrody obserwuje si¢ poprzez manipulacje farma-
kologiczng réznych obszaréow tych struktur. Dlatego tez interesujacym wynikiem

JDl—KD

moich badan jest fakt, ze myszy Oprd1/Oprm nie wykazywaly zmniejszonej

motywacji by zdoby¢ jedzenie.

2.2. Wyciszenie receptorow opioidowych nie skutkuje znaczacymi

zmianami zachowania

Jedyna zaobserwowana zmiana zachowania u zwierzat Oprdl/OprmI1P1-KD

dotyczyta zachowania w tesScie samopodawania jedzenia. Myszy z mutacja wy-
konaly tutaj wieksza liczbe odpowiedzi instrumentalnych po jedzenie, ktora jed-
nak nie przeniosla sie na zachowanie w tescie motywacji do uzyskania nagrody
(PR). Wzrost liczby odpowiedzi by uzyskac jedzenie, mogltby byc¢ interpretowa-
ny jako zwiekszenie wartosci motywacyjnej jedzenia. Badanie z wykorzystaniem
metody optogenetycznej pokazalo bowiem, ze neurony powtloki jadra pollezace-
go, zawierajace receptor D1 i posiadajace zakoniczenia w bocznym podwzgoérzu,
odpowiadajg za kontrole motywacji do jedzenia. W tym badaniu zaobserwowa-
no, ze podczas spozywania jedzenia aktywnos¢ neuronow D1 jadra poétlezacego
w obszarze powloki jest zredukowana. Podobnie, w wyniku optogenetycznego ha-
mowania tych neuronéw dochodzi do wydtuzenia czasu spedzonego na jedzeniu,
natomiast aktywacja zakonczen neuronéow D1 w bocznym podwzgérzu prowadzi
do zahamowania jedzenia, nawet u glodnych zwierzat (O’Connor i in. 2015). Ze
wzgledu na to, ze mutacja u myszy Oprdl/OprmI1PKP dotyka tylko neuronéw
zawierajacych receptor D1, zmiana w iloSci spozywanej karmy nie bylaby zaska-
kujaca. Jednak na bazie dotychczas uzyskanych wynikoéw taki wniosek wydaje
sie nieuzasadniony, gdyz nie zaobserwowano zmian w wadze przed oraz w trakcie
eksperymentu samopodawania jedzenia u myszy z mutacja, jak réwniez myszy
te nie roznity sie w liczbie odpowiedzi instrumentalnych podczas testu rosnacego
kryterium wzmocnienia. Ponadto kierunek zmiany w zachowaniu bytby tutaj nie-

zgodny z danymi z literatury. Tak jak opisano wyzej, zahamowanie neuronéow D1
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powiazano z dzialaniem zmniejszajacym spozywanie pokarmu. Biorac natomiast
pod uwagg, ze receptory opioidowe yu oraz § charakteryzuja sie dziataniem hamu-
jacym, mozna sie spodziewaé, ze u myszy Oprdl/OprmI1P"KDP ich brak powinien
prowadzi¢ do odhamowania neuronéw GABA. Drugim aspektem jest rozwazenie
zwiekszonej liczby odpowiedzi instrumentalnych pod katem roli receptorow opio-
idowych p brzuszno-przysrodkowej kory przedczolowej. Pokazano, ze aktywacja
tych receptorow bierze udzial w zwiekszonej motywacji do jedzenia, co moze wyni-
kac z utraty kontroli czyli impulsywnosci (Mena, Sadeghian i Baldo 2011; Selleck
i Baldo 2017). Jednak podobnie jak wyzej, u myszy z mutacja nie zaobserwowa-
no zadnych innych zmian zachowania ani wagi, poza testem samopodawania
jedzenia. Wzrost liczby odpowiedzi instrumentalnych moglby swiadczy¢ o wigk-
szej impulsywnosci zwierzat, jednak w kontekscie obecnych wynikow ekspery-
mentalnych trudno zinterpretowac znaczenie wyniku tego testu jako elementu
okreslonego fenotypu. Niewatpliwie aspekt ten wymaga dalszych badan.

Zwierzeta Oprd1/Oprm1P1-KD

nie wykazywaly zmian w zadnych pozostatych
testach behawioralnych, mierzacych takie zachowania jak aktywnos¢, lekowosc,
pamiec czy zachowania depresyjne. Szczegolnie interesujacy jest fakt braku zmian
w reakcji na podanie agonisty receptora opioidowego i — morfiny oraz antagonisty
receptorow p i § - naloksonu, w tescie warunkowej preferencji/awersji miejsca.
Nagradzajace wlasciwosci morfiny mierzone preferencja miejsca sg dobrze ugrun-
towane w literaturze (Matthes i in. 1996; Mueller, Perdikaris i Stewart 2002;
Morén i in. 2010), dlatego tez brak zmian w tym tescie u myszy z mutacjg mo-
ze wskazywac na kluczowe znaczenie receptorow opioidowych, zlokalizowanych
na innych neuronach prazkowia niz neurony D1. Takie przypuszczenie jednak
koliduje z istotnym znaczeniem receptorow opioidowych p, znajdujacych sie na
neuronach drogi bezposredniej prazkowia w morfinowej preferencji miejsca (Cui
i in. 2014). Droga bezposrednia sklada sie bowiem przede wszystkim z neuro-
now zawierajacych receptor D1, dlatego tez potencjalny wzrost impulsywnosci u
myszy z mutacja bylby niespodziewana obserwacja.

Kolejnym aspektem jest brak réznic w tescie interakcji spotecznych u myszy
Oprd1/Oprm1P-KD W literaturze powigzano role receptoréw opioidowych p w ja-
drze potlezacym z zachowaniem spolecznym. W tym badaniu podania morfiny do
jadra pollezacego zwieckszaly pozytywne interakcje spoteczne w postaci zabawy u

mlodych szczuréw, natomiast blokada receptorow przy uzyciu naltreksonu miala
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skutek odwrotny (Trezza i in. 2011). Zatem obserwacja braku zmian zachowania
u myszy z mutacja nie potwierdzita roli receptoréw opioidowych w mediowaniu
zachowan spolecznych. Jednak, podobnie jak w przypadku anhedonii, specy-
ficznos¢ mutacji do neuroné6w D1 moze by¢ niewystarczajaca do rozwiniecia sie

takiego fenotypu.

Podsumowujac, wyciszenie receptorow p oraz J§ na neuronach D1 nie byto
wystarczajace do zaobserwowania zmian w zdolnosci do odczuwania przyjem-
nosci, jak rowniez zmian w motywacji. Nie odnotowano ponadto réznic zar6wno
w zachowaniach zwiazanych z objawami depresji, jak i w podstawowych miarach
behawioralnych, za wyjatkiem zwiekszonej liczby odpowiedzi instrumentalnych

po jedzenie.

3. Znaczenie i podsumowanie wynikow badan

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy potwierdzaja duze zna-
czenie ukladu dopaminowego w etiologii niektérych symptomoéow przypomina-
jacych objawy depresji u myszy oraz nie potwierdzaja roli receptoréw opioido-
wych p i § na neuronach zawierajacych receptor D1 w rozwoju anhedonii. Wy-
niki moich badan wskazuja na kluczowy udzial aktywnosci fazowej neuronow
dopaminowych srodmozgowia, ktorej zaburzenie moze prowadzi¢ do powstania
takich symptomow, jak poczucie bezradnosci, zaburzenia motywacyjne czy upo-
Sledzenie funkcji spotecznych. Pokazalam, ze wywotanie mutacji u dotychczas
normalnych zwierzat, skutkuje rozwojem zachowan przypominajacych depresije.
Badania te wnosza zatem nowy aspekt w zrozumieniu etiologii zaburzen depre-
syjnych, gdyz w poréwnaniu do badan prowadzonych na zwierzetach z mutacja
konstytutywna sugeruja, ze to zaburzenie aktywnosci neuronéw dopaminowych
powoduje rozwodj objawoéw podobnych do depresji. Umozliwia to wiec rozwazenie
aspektu przyczynowo — skutkowego w kontekscie rozwoju choroby. Zwrocenie
uwagi na role transmisji dopaminowej, jako gtownego czynnika odgrywajacego
role w niektorych symptomach zwigzanych zwlaszcza z brakiem motywacji oraz
wycofaniem spolecznym, ma znaczenie rowniez w kontekscie leczenia depres;ji.
Rozdzielnos¢ tych objawéw od anhedonii na poziomie neuronalnym wskazuje na

koniecznosc¢ bardziej zindywidualizowanego leczenia, w zaleznosci od dominujg-
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cego typu objawow u danego chorego. Jakkolwiek nalezy by¢ ostroznym przy wy-
snuwaniu daleko posunietych wnioskéw z badan prowadzonych na zwierzetach
w odnoszeniu ich do ludzi, zwlaszcza w przypadku tak specyficznych dla gatun-
ku ludzkiego choréb, ktore dotykaja psychiki. Niemniej jednak warto rozwazy¢
potencjalne korzysci z manipulacji uktadem dopaminowym w leczeniu okreslo-
nej grupy pacjentow, reprezentujacych dany typ objawow. Interesujaca rowniez
bylaby mozliwos¢ weryfikacji ewentualnych zmian w aktywnosci neuronéw do-
paminowych u chorych na depresje przed podjeciem leczenia, w celu lepszego
doboru terapii. Oczywiscie, na te chwile rozwazania takie sa mocno abstrakcyj-
ne, jednak wyniki przedstawionych badan na zwierzetach moga stanowic¢ prze-
stanke do poszukiwania metod terapii opartych na modulacji aktywnosci uktadu
dopaminowego.

W przypadku myszy Oprdl/OprmIP1-KP konieczne sa dodatkowe badania roz-
strzygajace ich fenotyp behawioralny, szczegélnie ewentualnych zmian w zacho-
waniach zwigzanych z utrata kontroli nad pobieraniem nagrody. Interesujacym
przysztym kierunkiem badan, dotyczacym roli uktadu opioidowego w sympto-
mach depresyjnych, byloby sprawdzenie mutacji receptorow opioidowych na
wszystkich neuronach jadra poéllezacego oraz brzusznej czesci galki bladej, pod
katem zmian w odczuwaniu przyjemnosci oraz motywacji. Ponadto rola ukladu
dopaminowego w rozwoju objawow przypominajacych depresje rowniez wymaga
dalszych badan w kontekscie manipulacji farmakologicznej oraz bardziej szcze-

golowej analizy zmian w motywacji do pracy po nagrode.
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AcbC jadro poéllezace, obszar rdzenia

AcbSh jadro pollezace, obszar powloki

ANOVA analiza wariancji

ArcD jadro lukowate podwzgorza, czes¢ grzbietowa

ArcL jadro tukowate podwzgorza, czes¢ boczna
BAC sztuczny chromosom bakteryjny

Cg kora zakretu obreczy

CPu prazkowie

DAB diaminobenzydyna
DAT transporter dopaminy
DP kora konarowa, czesSc grzbietowa

DSM-V klasyfikacja zaburzen psychicznych Amerykanskiego Towarzystwa Psy-
chiatrycznego z 2013 roku

EPSP pobudzajace potencjaly postsynaptyczne

FR1 jedna odpowiedz instrumentalna wymagana do wykonania przez zwierze
FR3 trzy odpowiedzi instrumentalne wymagane do wykonania przez zwierze

FSL szczury Flinders Sensitive Line

GABA kwas y-aminomastowy
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GFP bialko zielonej fluorescencji

ICD-10 Miedzynarodowa Statystyczna Klasyfikacja Chorob i Probleméw Zdro-
wotnych z 1996 roku

IL kora infralimbiczna

LSD dietyloamid kwasu D-lizergowego

MAOI inhibitory monoaminooksydaz

NGS surowica kozia

NMDA kwas N-metylo-D-asparaginowy

NRI leki przeciwdepresyjne selektywnie hamujace wychwyt zwrotny noradrena-
liny

PBS buforowany roztwor soli fizjologicznej

PFA paraformaldehyd

POMC proopiomelanokortyna

PPTg jadro konarowo-mostowe nakrywki

PR procedura rosnacego kryterium wzmocnienia

SNC czesc¢ zbita istoty czarnej
SNR czesc siatkowata istoty czarnej

SNRI leki przeciwdepresyjne selektywnie hamujace wychwyt zwrotny serotoniny

i noradrenaliny

SSRI leki przeciwdepresyjne selektywnie hamujace wychwyt zwrotny serotoniny

TCA trojcykliczne leki przeciwdepresyjne
TH hydroksylaza tyrozynowa

TK pA sekwencja odpowiadajaca za poliadenylacje kinazy tymidylanowe;j

VGLUT2 transporter glutaminianu
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VI procedura zmiennego interwatu

VMAT2 pecherzykowy transporter monoamin
VMH jadra brzuszno-przysrodkowe podwzgorza
VP brzuszna czes¢ gatki bladej

VTA pole brzuszne nakrywki
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