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Streszczenie

Depresja jest chorobą psychiczną o złożonej i w dalszym ciągu nie do końca

poznanej etiologii. Szczególne znaczenie w jej rozwoju przypisuje się zaburzone-

mu działaniu układów monoaminowych, zwłaszcza serotoninowemu i noradre-

nergicznemu, ze względu na skuteczne działanie przeciwdepresyjne leków modu-

lujących te układy. Rola transmisji dopaminowej w depresji była często uważana

za mniej istotną. Niemniej jednak istnieje wiele doniesień opartych na badaniach

klinicznych oraz modelach zwierzęcych, które pokazują, że znaczenie tego układu

w rozwoju i terapii depresji wymaga ponownego rozważenia. Badania na zwierzę-

tach zwróciły uwagę na kluczową rolę aktywności napadowej neuronów dopami-

nowych w rozwoju symptomów przypominających objawy depresji. Zaburzenie

aktywności układu dopaminowego powiązano przede wszystkim ze zmianami za-

chowania w kontekście motywacji, podczas gdy zdolność do odczuwania przy-

jemności wydaje się podlegać regulacji przez receptory opioidowe, zlokalizowane

w niektórych obszarach jąder podstawy. Zatem, zarówno działanie neuronów do-

paminowych, jak i receptorów opioidowych może odpowiadać za różne rodzaje

symptomów obserwowanych w zaburzeniach depresyjnych.

Celemmoich badań była weryfikacja hipotezy, że genetyczne zaburzenie ukła-

du dopaminowego doprowadzi do rozwoju fenotypu przypominającego depresję

oraz, że zaburzenie układu opioidowego będzie skutkować rozwojem anhedo-

nii. W badaniach wykorzystałam dwa szczepy myszy transgenicznych. Pierw-

szym szczepem były myszy NR1DATCreERT2, które zostały pozbawione selektyw-

nie na neuronach dopaminowych funkcjonalnego receptora NMDA, kontrolują-

cego aktywność fazową tych neuronów. Drugim szczepem, natomiast, były myszy

Oprd1/Oprm1D1-KD, u których wyciszona jest ekspresja receptorów opioidowych

µ oraz δ na neuronach, wyrażających receptor dopaminy D1.

Moje badania pokazały, że inaktywacja receptorów NMDA na neuronach dopa-

minowych u dorosłych zwierząt doprowadziła do rozwoju niektórych symptomów

przypominających depresję. Myszy z mutacją charakteryzowały się dłuższym cza-

sem bezruchu w teście wymuszonego pływania oraz krótszym czasem spędzonym

na interakcjach społecznych. Ponadto mutacja skutkowała spadkiem preferen-

cji i spożycia roztworu sacharyny oraz redukcją liczby odwiedzin w narożnikach

klatki w teście instrumentalnego picia słodkiego roztworu w klatce IntelliCage.



Niemniej jednak, nie zaobserwowano zmian w zdolności do odczuwania przy-

jemności w teście z wolnym wyborem pomiędzy sacharyną i wodą. Dodatkowo,

u zwierząt NR1DATCreERT2 wykazano tendencję w kierunku mniejszej motywacji

do włożenia pracy aby zdobyć większą nagrodę w teście dyskontowania wysiłku

w labiryncie T, bez zmian w instrumentalnych testach motywacyjnych w klatce

Skinner’a. Ostatnim zbadanym aspektem u myszy z mutacją w układzie dopa-

minowym były zachowania lękowe. Myszy te charakteryzowały się zredukowaną

aktywnością w otwartym polu, jak również tendencją w kierunku mniejszej ilości

czasu spędzonego w jasnym pomieszczeniu w teście jasnego-ciemnego pomiesz-

czenia. Podsumowując, myszy NR1DATCreERT2 wykazują symptomy przypomina-

jące objawy depresji, takie jak bezradność w sytuacji stresowej, spadek funkcji

społecznych, obniżona motywacja do uzyskania nagrody oraz prawdopodobnie

nieznaczny wzrost lękliwości, podczas gdy nie mają zaburzonej zdolności do od-

czuwania przyjemności, uczenia się oraz podstawowych funkcji ruchowych.

Drugą częścią moich badań było zbadanie skutków inaktywacji receptorów

opioidowych na neuronach D1 u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD. Zwierzęta te nie wy-

kazywały rozwoju anhedonii, jak również nie zaobserwowano u nich zmian za-

chowania w pozostałych testach badających objawy depresji. Ponadto mutacja

nie miała wpływu na podstawowe funkcjonowanie zwierząt (aktywność ruchowa,

pamięć, lęk, uczenie się), ani na reakcje na podania ligandów receptorów opioido-

wych w testach preferencji/awersji miejsca. Jedyną różnicą, jaką demonstrowa-

ły myszy z mutacją receptorów opioidowych, była zwiększona liczba odpowiedzi

w teście instrumentalnego samopodawania jedzenia, która w kontekście pozo-

stałych wyników nie mieści się w ramach szerszego fenotypu.

Podsumowując, genetyczne zaburzenie aktywności fazowej neuronów dopa-

minowych u dorosłych zwierząt prowadzi do rozwoju niektórych symptomów przy-

pominających objawy depresji, bez zmian w anhedonii, podczas gdy inaktywacja

receptorów opioidowych na neuronach D1 nie wpływa na zdolność do odczu-

wania przyjemności oraz na żadne inne zbadane miary behawioralne. Badania

przeprowadzone w ramach mojej pracy pokazują zatem, że zmiany w transmisji

dopaminowej mogą mieć znaczenie w etiologii niektórych symptomów charakte-

rystycznych dla depresji. Ponadto wykazano, że układ dopaminowy nie odgrywa

roli w rozwoju jednego z osiowych objawów 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-

ins of genetically modified mice. First, NR1DATCreERT2 mice, which have a selective

loss of NMDA receptors on DAT-expression, causing severely attenuated phasic

activity of dopamine neurons. Second, Oprd1/Oprm1D1-KD mice, which have si-

lenced expression of µ and δ 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-

tween sweet solution and water. Additionally, NR1DATCreERT2 mice showed subtle

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, NR1DATCreERT2

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 µ and

δ receptors inactivation on D1-containing neurons in Oprd1/Oprm1D1-KD 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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Wstęp

Depresja jest zaburzeniem afektywnym, które najczęściej objawia się obniże-

niem nastroju, niezdolnością do przeżywania przyjemności czyli anhedonią, za-

burzeniem funkcji społecznych, spowolnieniem psychoruchowym, zaburzeniem

rytmu dobowego czy zmianą apetytu (American Psychiatric Association 2013).

Hipoteza monoaminowa wyjaśnia etiologię zaburzeń depresyjnych jako skutek

zaburzonego działania układów monoaminowych, ze szczególnym wyróżnieniem

sygnalizacji serotoninowej oraz noradrenergicznej. W moich badaniach skoncen-

trowałam się na roli układu dopaminowego, który często był uważany za mniej

istotny w rozwoju choroby, jak również na znaczeniu receptorów opioidowych

w anhedonii.

1. Monoaminowa hipoteza depresji

Monoaminowa hipoteza depresji zakłada, że biologicznym podłożem choro-

by są niedobory neuroprzekaźników monoaminowych w mózgu, zwłaszcza nora-

drenaliny oraz serotoniny (Hirschfeld 2000). Hipoteza ta została sformułowana

ponad 50 lat temu (Schildkraut 1965) i opierała się na kilku obserwacjach. Pierw-

sza związana była z opisaniem działania substancji halucynogennej dietyloamidu

kwasu D-lizergowego (LSD) na receptory serotoninowe, wskazując na rolę tego

neuroprzekaźnika w zaburzeniach psychicznych. Kolejna obserwacja dotyczyła

roli naturalnego alkaloidu, rezerpiny, w rozwoju depresji. Rezerpina prowadzi

do wyczerpania zapasów monoamin z neuronów poprzez hamujące działanie na

pęcherzykowy transporter monoamin VMAT2, powodując rozwinięcie się symp-

tomów przypominających objawy depresyjne (Woolley i Shaw 1954 za: Hirschfeld

2000). Przełomowe odkrycia, potencjalnie potwierdzające hipotezę monoamino-

wą depresji oraz stanowiące podstawę rozwoju jej leczenia, pochodziły z badań
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ROZDZIAŁ 1. WSTĘP 11

nad mechanizmem działania substancji o właściwościach przeciwdepresyjnych.

Zaobserwowano, że inhibitory monoaminooksydazy (MAOI), poprzez działanie na

metabolizm monoamin, poprawiały nastrój u chorych na depresję (Kline 1958).

Była to pierwsza grupa leków skuteczna w leczeniu depresji, której stosowa-

nie wiązało się jednak z poważnymi skutkami ubocznymi, takimi jak hepatotok-

syczność czy nadciśnienie (Nutt 2008). Szczególnie istotne dla leczenia zaburzeń

depresyjnych było odkrycie leków, które hamowały wychwyt zwrotny monoamin,

zwłaszcza noradrenaliny i serotoniny (leki trójcykliczne, TCA) i charakteryzowały

się właściwościami przeciwdepresyjnymi (Kuhn 1958; Carlsson 1976). Leki te,

chociaż również powodowały szereg skutków ubocznych, dały początek rozwo-

jowi powszechnie stosowanych dzisiaj leków selektywnie hamujących wychwyt

zwrotny przede wszystkim serotoniny (SSRI), serotoniny i noradrenaliny (SNRI)

lub wybiórczo noradrenaliny (NRI).

Duże znaczenie w rozwoju monoaminowej hipotezy depresji miały badania

kliniczne nad skutkami niedoboru monoamin u osób chorych. Niedobór sero-

toniny uzyskiwano poprzez zastosowanie diety ubogiej w tryptofan, z jednocze-

snym podaniem napoju bogatego w inne aminokwasy, natomiast aby spowo-

dować niedobór katecholamin, podawano inhibitor hydroksylazy tyrozynowej.

W wyniku zmniejszenia poziomu tryptofanu, u pacjentów chorych na depresję,

będących w stanie remisji wywołanej leczeniem przeciwdepresyjnym, następował

nawrót objawów choroby, które ustępowały po ponownym wprowadzeniu tryp-

tofanu do diety (Delgado, Charney i in. 1990). Nawrót objawów zaobserwowa-

no zwłaszcza u osób leczonych selektywnymi inhibitorami wychwytu zwrotnego

serotoniny, ale nie noradrenaliny (Delgado, Miller i in. 1999). Podobnie, niedo-

bór katecholamin wiązał się z nawrotem objawów depresyjnych u osób leczonych

selektywnymi inhibitorami noradrenaliny, natomiast takich efektów nie było u

osób otrzymujących leki działające na wychwyt serotoniny (Miller i in. 1996).

Żadna z tych procedur nie miała jednak wpływu na rozwój symptomów depresyj-

nych u osób zdrowych (Salomon i in. 1997; Heninger, Delgado i Charney 1996).

Brak wpływu niedoboru monoamin u osób zdrowych niewątpliwie przyczynił się

do zakwestionowania roli ich deficytu jako bezpośredniej przyczyny rozwoju za-

burzeń depresyjnych. Badacze zwrócili zatem uwagę na konieczność rozważe-

nia innych mechanizmów działania leków przeciwdepresyjnych, związanych ze

skutkami długotrwałymi, takimi jak zmiany adaptacyjne, jak również roli innych
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układów neuronalnych w depresji.

Opis pozostałych hipotez, wyjaśniających etiologię depresji, wykracza poza

ramy niniejszej pracy, warto jednak wspomnieć, że w ostatnim czasie prowadzone

są intensywne badania nad rolą stresu, czynników neurotroficznych, glutaminia-

nu czy układu odpornościowego w tej chorobie. Różne kierunki badań znacząco

przyczyniły się do lepszego zrozumienia biologicznego podłoża zaburzeń depre-

syjnych oraz potencjalnego rozwoju nowych leków o szybkim działaniu przeciw-

depresyjnym, jak na przykład ketamina. Niemniej jednak w dalszym ciągu leki,

które stosowane są z powodzeniem w klinice, działają przede wszystkim na ukła-

dy monoaminowe.

2. Układ dopaminowy w depresji

Znaczna część badań dotyczących leczenia depresji koncentrowała się przede

wszystkim na układach serotoninowym i/lub noradrenergicznym. Niewątpliwie

miało to związek ze skutecznością leków działających na te układy na poprawę

funkcjonowania osób chorych na zaburzenia depresyjne. Niemniej jednak istnie-

je spora grupa pacjentów oporna na powszechnie stosowane leki, bądź reagują-

ca lepiej na leki o innym mechanizmie działania. Przykładami takich leków są

bupropion, który ma zbliżoną skuteczność oraz tolerowalność w porównaniu do

klasycznych SSRI i posiada szczególnie korzystne działanie u osób z depresją

z towarzyszącym niepokojem (Fava i in. 2005), czy atypowy lek przeciwpsycho-

tyczny, aripiprazol, który jest dodawany do terapii osób opornych na standardowe

metody leczenia (Pae, Forbes i Patkar 2011). Obydwa wspomniane leki działają

w znacznej mierze na układ dopaminowy, co zwraca uwagę na terapeutyczne

właściwości wynikające z modulacji tego układu. Pomimo wielu obserwacji

z ostatnich oraz sprzed wielu lat, wskazujących na związek przekaźnictwa

dopaminowego z depresją, rola dopaminy w tym schorzeniu często bywa uważa-

na za mniej istotną. W tej części pracy skupię się na pokazaniu dużego znaczenia

dopaminy w depresji, poprzez omówienie literatury potwierdzającej związek tego

układu z zaburzeniami depresyjnymi.

Neurony dopaminowe śródmózgowia zlokalizowane są przede wszystkim

w dwóch obszarach, w istocie czarnej oraz w polu brzusznym nakrywki.

Ciała komórkowe neuronów istoty czarnej wysyłają swoje aksony do grzbietowego

prążkowia poprzez szlak prążkowiowo-czarny, który związany jest przede wszyst-
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kim z funkcjami ruchowymi. Neurony wychodzące z pola brzusznego nakrywki

(VTA) mają natomiast zakończenia w korze przedczołowej (szlak mezokortykal-

ny) oraz w obszarach limbicznych, zwłaszcza w jądrze półleżącym, należącym

do brzusznego prążkowia (szlak mezolimbiczny). Te dwa szlaki stanowią trzon

układu nagrody, odpowiedzialnego za motywację, zachowania związane z nagro-

dą oraz funkcje poznawcze (Russo i Nestler 2013; Wise 2004). Należy zauważyć,

że architektura połączeń jest bardziej złożona, gdyż istota czarna zawiera neuro-

ny, które wysyłają swoje zakończenia nie tylko do prążkowia, ale też do struktur

korowych i limbicznych, natomiast VTA, poza brzusznym prążkowiem, unerwia

również niektóre obszary prążkowia grzbietowego. Ponadto neurony dopaminowe

dzielą się na podpopulacje, różniące się zarówno morfologią, wybiórczą ekspresją

niektórych genów oraz obszarami, do których wysyłają zakończenia (Björklund

i Dunnett 2007; Lammel, Hetzel i in. 2008). Warto również nadmienić, że po-

za szlakami dopaminowymi śródmózgowia, stanowiącymi układ nagrody mózgu,

dopamina pełni również, między innymi, funkcję kontrolującą wydzielanie hor-

monu prolaktyny poprzez połączenia wychodzące z jądra łukowatego podwzgórza

do przedniego płata przysadki (szlak guzkowo-lejkowy), zatem rola tego neuro-

transmitera wiąże się też z gospodarką hormonalną.

Aktywność neuronów dopaminowych śródmózgowia charakteryzuje się spon-

tanicznie pojawiającymi się wyładowaniami. Proporcja neuronów aktywnych spon-

tanicznie w danym momencie modulowana jest przede wszystkim przez neuro-

ny GABA-ergiczne z brzusznej części gałki bladej (z ang. ventral pallidum, VP),

które z kolei pobudzane są przez takie regiony jak brzuszna podkładka hipo-

kampa czy podstawno-boczne ciało migdałowate (Grace 2016). Zakończenia neu-

ronów glutamatergicznych z jądra konarowo-mostowego nakrywki (PPTg) kon-

trolują natomiast, poprzez receptory NMDA, intensywne wyładowania neuronów

w postaci aktywności fazowej. Aktywność ta może zostać wzbudzona wyłącznie

w neuronach, które wyładowują się spontanicznie (Grace 2016).

Dopamina wiąże się do receptorów należących do dwóch rodzin - rodziny D1

(receptory D1 i D5) lub D2 (receptory D2, D3 i D4) (Lachowicz i Sibley 1997).

Wszystkie receptory dopaminowe są receptorami metabotropowymi o 7 segmen-

tach transbłonowych. Receptory z rodziny D1 są sprzężone z białkami Gs/olf

i aktywują cyklazę adenylanową, która dalej prowadzi do wzrostu wewnątrz-

komórkowego poziomu cyklicznego AMP. Receptory D2 sprzężone są natomiast
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z białkiem Gi/o i mają działanie hamujące na cyklazę adenylanową oraz jednocze-

śnie aktywują działanie kanałów potasowych GIRK i hamują działanie kanałów

wapniowych. Receptory dopaminowe D2 są receptorami zarówno presynaptycz-

nymi, które regulują ilość wydzielanej dopaminy, oraz postsynaptycznymi, które

mają duże powinowactwo do dopaminy. Receptory D2 postsynaptyczne są akty-

wowane w wyniku tonicznej aktywności neuronów dopaminowych, czyli wolnych

wyładowań neuronów. Receptory D1 natomiast są postsynaptyczne i wymagają

większego stężenia dopaminy do aktywacji, co jest wynikiem słabszego powino-

wactwa dopaminy do tych receptorów niż do receptorów D2. Wydzielanie dopa-

miny w ilościach koniecznych do aktywacji receptorów D1 jest skutkiem aktyw-

ności fazowej, opisanej szczegółowo w dalszej części niniejszej pracy. To właśnie

aktywności fazowej przypisuje się funkcje układu dopaminowego w uczeniu się

opartym na nagrodzie (Schultz, Dayan i Montague 1997; Schultz 2015) czy istot-

ności zachęt (z ang. incentive salience) (Berridge i Robinson 1998).

Ważnym aspektem cechującym neurony dopaminowe śródmózgowia jest

kotransmisja dopaminy oraz innych neuroprzekaźników (Yamaguchi i in. 2011).

Badania pokazały, że część neuronów dopaminowych śródmózgowia wydziela

również glutaminian bądź GABA. W tych badaniach zastosowano metodę optoge-

netyki, która umożliwia modulację, przy użyciu światła, aktywności wybranych

neuronów poprzez wprowadzenie genu kodującego zmodyfikowane białko, nale-

żące do rodziny opsyn. Poprzez wykorzystanie myszy z ekspresją rekombinazy

Cre pod kontrolą transportera dopaminowego DAT oraz z wprowadzonym wiru-

sem, zawierającym kanałową rodopsynę w polu brzusznym nakrywki pokazano,

że stymulacja światłem neuronów dopaminowych w VTA wywołała zależne od glu-

taminianu pobudzające potencjały postsynaptyczne (EPSP) w brzusznym prążko-

wiu. Dodatkowo wykazano, że EPSP były blokowane przez antagonistę recepto-

rów glutaminianu AMPA, podczas gdy blokada receptorów dopaminy nie miała

wpływu na powstawanie potencjałów. Potwierdziło to, że wywołanie EPSP zależało

od stymulacji glutamatergicznej. Natomiast usunięcie transportera glutaminia-

nu VGLUT2 z neuronów dopaminowych spowodowało brak EPSP na stymulację

świetlną (Stuber, Hnasko i in. 2010). W innym badaniu zaobserwowano, rów-

nież przy użyciu metody optogenetycznej, że neurony dopaminowe istoty czarnej,

wysyłające zakończenia do prążkowia, wydzielają neurotransmiter GABA, hamu-

jąc w ten sposób ich aktywność (Tritsch, Ding i Sabatini 2012).
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Trudnością w identyfikacji oraz badaniu neuronów dopaminowych jest zmien-

ny poziom ekspresji markerów, takich jak hydroksylaza tyrozynowa (TH) czy

transporter dopaminy (DAT) w różnych populacjach tych neuronóww śródmózgo-

wiu (Stuber, Stamatakis i Kantak 2015). Badania opierające się na wykorzysta-

niu promotora genu TH mogą modulować nie tylko neurony dopaminowe, ponie-

waż ekspresja tego enzymu znajduje się również w neuronach nie-dopaminowych

(Lammel, Steinberg i in. 2015). Problem ten dotyczy też zwierząt transgenicznych,

które wytworzone w oparciu o TH-Cre mogą mieć dotknięte mutacją również neu-

rony nie-dopaminowe. Wykorzystanie konstruktu DAT-Cre w tworzeniu zwierząt

transgenicznych omija ten problem, ponieważ ekspresja tego transgenu jest bar-

dziej specyficzna niż TH (Lammel, Steinberg i in. 2015). Niemniej jednak, trans-

porter DAT znajduje się nie we wszystkich neuronach dopaminowych, dlatego też

mutacja wytworzona w oparciu o ekspresję DAT może pozostawiać niektóre po-

pulacje neuronów dopaminowych bez mutacji (Lammel, Hetzel i in. 2008, Ciliax

i in. 1995).

Układ dopaminowy jest układem niejednorodnym, który pełni bardzo wiele

funkcji, zatem jego badanie jest zadaniem trudnym i złożonym. Jednak przesłan-

ki wskazujące na rolę aktywności neuronów dopaminowych w zaburzeniach psy-

chicznych sprawiają, że jest to wyzwanie warte podjęcia. W dalszej części zostaną

omówione badania kliniczne oraz badania prowadzone na zwierzętach, które po-

twierdzają znaczenie dopaminy w zaburzeniach afektywnych.

2.1. Badania kliniczne

W badaniach klinicznych pokazano, że u osób chorych na depresję następu-

je spadek metabolitów dopaminy, zwłaszcza kwasu homowanilinowego, w pły-

nie mózgowo-rdzeniowym (Randrup, Munkvad i in. 1975). Jakkolwiek wyniki

poszczególnych analiz metabolitów wykazywały istotne rozbieżności, spowodowa-

ły jednak dalszy rozwój badań nad dopaminą w depresji. Kolejna ważna

obserwacja dotyczyła osób cierpiących na chorobę Parkinsona, u których depre-

sja może się rozwinąć jako objaw towarzyszący (Randrup, Munkvad i in. 1975).

Zwrócenie uwagi, że utrata neuronów dopaminowych może skutkować pojawie-

niem się depresji, wskazała na możliwą istotną rolę dopaminy w patogenezie

zaburzeń depresyjnych. Badania farmakologiczne również powiązały działanie

przeciwdepresyjne z mechanizmem dopaminowym. Pokazano bowiem, że leki
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zwiększające transmisję dopaminową, np. amfetamina, powodują wzrost nastro-

ju (euforię), jak również mają krótkotrwały efekt terapeutyczny w łagodzeniu

objawów depresji. Co więcej, zaobserwowano, że leki przeciwdepresyjne, dzia-

łające na układ serotoninowy oraz noradrenergiczny, mają istotną komponentę

dopaminową (Randrup i Braestrup 1977; D’Aquila i in. 2000), natomiast sen-

sytyzacja receptorów dopaminowych D2 odgrywa rolę w klinicznym działaniu

selektywnych inhibitorów serotoninowych (Willner, Hale i Argyropoulos 2005).

W tym badaniu, osobom chorym na depresję, przyjmującym leki przeciwdepre-

syjne selektywnie hamujące wychwyt zwrotny serotoniny, podano antagonistę

receptorów dopaminowych D2 i D3 - sulpiryd. Zaobserwowano, że w wyniku

takiej procedury nastąpił nawrót nastroju depresyjnego, podczas gdy w grupie

kontrolnej, u zdrowych osób, sulpiryd miał działanie poprawiające samopoczu-

cie. Odzwierciedla to hamujący wpływ sulpirydu na nadwrażliwe postsynaptycz-

ne receptory dopaminowe D2 i D3. Podobnie, wspomniany wyżej lek przeciw-

depresyjny bupropion, hamujący wychwyt zwrotny dopaminy, stosowany jest

w leczeniu depresji zarówno w monoterapii, jak i w połączeniu z innymi lekami

przeciwdepresyjnymi u osób opornych (Moreira 2011; Cooper, Tucker i Papako-

stas 2014).

2.2. Badania na zwierzętach

Badania prowadzone w modelach zwierzęcych potwierdzają również istotne

znaczenie układu dopaminowego w rozwoju symptomów depresyjnych. W bada-

niach tych wykorzystuje się zarówno skutki procedur wywołujących fenotyp przy-

pominający depresję na układ dopaminowy, jak również obserwuje się

zachowanie zwierząt, u których układ dopaminowy ulega zaburzeniu czy mo-

dyfikacji.

Jedną z procedur wykorzystywanych do wywoływania u zwierząt zachowań

przypominających objawy depresji jest procedura chronicznego łagodnego stre-

su, polegająca na serii zmian środowiskowych, powodujących łagodny stres i dys-

komfort. W wyniku takiego postępowania dochodzi do utraty odczuwania przy-

jemności, czyli anhedonii, co zostało powiązane ze zmienioną wrażliwością recep-

torów dopaminowych (Willner, Muscat i Papp 1992). Fenotyp ten ulega odwró-

ceniu poprzez podania agonistów dopaminowych, quinpirole’u czy bromokryp-

tyny (Muscat, Papp i Willner 1992). Kolejnym testem, klasycznie używanym do
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badania działania leków przeciwdepresyjnych, jest test wymuszonego pływania,

w którym miarą zachowania kojarzonego z depresją jest czas, jaki zwierzę spę-

dza w bezruchu (Porsolt, Bertin i Jalfre 1977). W tym teście brak ruchu jest

odwracany poprzez podanie zwierzętom leków przeciwdepresyjnych, w tym rów-

nież bupropionu, który zwiększa transmisję dopaminową (Kitamura i in. 2010).

Warto nadmienić, że substancje o działaniu psychostymulującym, które zwięk-

szają przekaźnictwo dopaminowe, jak amfetamina, najskuteczniej znoszą bez-

ruch w tym teście. Ponadto zaobserwowano, że wielokrotne podawanie leków

przeciwdepresyjnych u szczurów zwiększa aktywność ruchową indukowaną sty-

mulacją dopaminową (Maj, Wedzony i Klimek 1987; Maj, Rogóż i in. 1989) oraz

zwiększa powinowactwo agonistów do receptorów dopaminowych D2, zatem leki

przeciwdepresyjne przyczyniają się do zwiększenia wrażliwości receptorów dopa-

minowych (Maj, Dziedzicka-Wasylewska i in. 1996; Klimek i Maj 1989).

Badania pokazują, że uszkodzenie neuronów dopaminowych pola brzuszne-

go nakrywki skutkuje rozwojem zachowań przypominających depresję (Furla-

netti, Coenen i Döbrössy 2016). Zmiany w zachowaniu obserwuje się również u

zwierząt, u których wywołano niedobór dopaminy poprzez podanie tetrabenazyny

zarówno systemowo jak i lokalnie do jądra półleżącego. Tetrabenazyna hamuje

transporter monoaminowy, uniemożliwiając magazynowanie monoamin, zwłasz-

cza dopaminy w prążkowiu (Pettibone, Totaro i Pflueger 1984). W wyniku takiej

procedury zwierzęta nie wykazują zmian w podstawowych miarach zachowania,

jak aktywność czy spożywanie jedzenia. Następuje jednak spadek w motywa-

cji do pracy po nagrodę, zarówno w testach instrumentalnych w klatkach Skin-

ner’a, jak również w teście labiryntu T, gdzie zdobycie większej nagrody wyma-

ga przekroczenia barierki. Zmiany motywacyjne ulegają odwróceniu po podaniu

leku przeciwdepresyjnego o komponencie dopaminowej, bupropionu (Nunes i in.

2013; Randall i in. 2014; Yohn, Thompson i in. 2015). Ponadto blokada wychwytu

zwrotnego dopaminy, ale nie serotoniny czy noradrenaliny, zwiększa preferencję

w stronę dużej nagrody wymagającej wykonania pracy, zatem zwiększa motywa-

cję do włożenia wysiłku, by zdobyć jedzenie (Yohn, Errante i in. 2016). Pokazano,

że zmniejszona motywacja do włożenia wysiłku po nagrodę wynika z zaburze-

nia receptorów glutamatergicznych na neuronach dopaminowych śródmózgowia

(Hutchison i in. 2017). W tym badaniu dokonano inaktywacji receptorów NMDA

oraz AMPA selektywnie na neuronach dopaminowych u myszy i zaobserwowano
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zaburzenie gotowości do wysiłku w procedurze instrumentalnego dyskontowa-

nia wysiłku, gdzie zwierzę miało do wyboru czekoladowy pokarm przy wykonaniu

5 odpowiedzi instrumentalnych lub wolno dostępną na podłodze zwykłą karmę.

Zatem kontrola układu dopaminowego poprzez receptory glutamatergiczne zdaje

się odgrywać kluczową rolę w motywacji związanej z wysiłkiem.

2.3. Aktywność fazowa neuronów dopaminowych

Aktywność neuronów dopaminowych najczęściej przebiega w jednym z dwóch

trybów zmieniających się zarówno spontanicznie, jak i pod wpływem zewnętrz-

nej stymulacji (Grace i Bunney 1984b; Grace i Bunney 1984a). W pomiarach

zewnątrzkomórkowych u gryzoni in vivo wyróżnia się aktywność toniczną, która

polega na pojedynczych wyładowaniach neuronu, oraz aktywność fazową, mo-

dulowaną głównie przez receptory NMDA, występującą zarówno spontanicznie,

jak i w wyniku stymulacji. Podczas aktywności fazowej dochodzi do intensywnych

wyładowań komórki w postaci 2 do 10 potencjałów czynnościowych o spadają-

cej amplitudzie i wzrastającym interwale czasowym pomiędzy kolejnymi wyła-

dowaniami. Badania elektrofizjologiczne przy użyciu mikrojontoforezy pokazały,

że aktywność fazowa neuronów dopaminowych istoty czarnej oraz pola brzusz-

nego nakrywki zależy od receptorów NMDA – została bowiem wzbudzona tyl-

ko w wyniku podania do komórki NMDA, co nie było obserwowane przy za-

stosowaniu agonistów receptorów AMPA oraz kainowych (Chergui i in. 1993).

Ponadto aktywność fazowa jest odpowiedzialna za wydajne wydzielanie dopami-

ny, które może prowadzić do aktywacji receptorów D1 (Grace 2016).

W badaniach na zwierzętach pokazano, że procedury oparte o czynniki streso-

we, stosowane w celu wywołania fenotypu przypominającego depresję, zmienia-

ją wzorzec aktywności neuronów dopaminowych śródmózgowia. Zaobserwowa-

no jednak, że różne rodzaje tych czynników wpływają przeciwnie na aktywność

neuronów. Stres ostry i dotkliwy, jaki występuje podczas testu unieruchomienia,

powoduje odhamowanie neuronów dopaminowych i prowadzi do zwiększonej czę-

stotliwości wyładowań oraz zwiększonej aktywności fazowej (Anstrom iWoodward

2005). Natomiast chroniczny, ale łagodny stres ma skutek odwrotny, prowadzi do

zahamowania aktywności neuronów dopaminowych (Moore, Rose i Grace 2001;

Valenti, Gill i Grace 2012). Przyczyny tych różnic nie są do końca jasne, jednak

pokazano, że to siła stresu, a nie chroniczność czy możliwość ucieczki z sytu-
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acji, wpływa na aktywność neuronów dopaminowych (Valenti, Gill i Grace 2012).

Zatem różne źródła stresu wywołują odmienne efekty na aktywność dopamino-

wą, jednakże zarówno stres ostry i silny, jak i łagodny, ale chroniczny, prowa-

dzą do rozwoju zachowań kojarzonych z depresją. Pokazano również, że zmniej-

szona aktywność neuronów dopaminowych śródmózgowia, wynikająca z zasto-

sowania u szczurów nieprzewidywalnych i niemożliwych do uniknięcia szoków

elektrycznych, zostaje odwrócona poprzez podanie antagonisty receptora NMDA,

ketaminy (Belujon i Grace 2014). Jest to zgodne z postulowaną powyżej rolą

aktywności fazowej neuronów dopaminowych, która modulowana jest przez

wejścia glutamatergiczne.

Zwierzęcym modelem objawów przypominających depresję są tzw. szczury

FSL (z ang. Flinders Sensitive Line). Szczury FSL były krzyżowane w celu uzy-

skania wysokiej odporności na inhibitory cholinesteraz, jednak niespodziewanie

okazały się genetycznym modelem zaburzeń przypominających depresję. Zwie-

rzęta te charakteryzowały się szeregiem cech składających się na fenotyp przy-

pominający symptomy depresji, jak zmieniony sen REM, dłuższy czas bezruchu

w teście wymuszonego pływania, spadek motywacji społecznej czy rozwój an-

hedonii po zastosowaniu procedury chronicznego łagodnego stresu (Overstreet i

Wegener 2013). Pokazano, że szczury FSL posiadały zmienioną aktywność fazową

neuronów dopaminowych oraz mniejszą ilością napadów długich, w porównaniu

do szczurów kontrolnych. Aktywność neuronów dopaminowych ulegała zmianie

pod wpływem wielokrotnych podań leków przeciwdepresyjnych, co wiązało się

z przywróceniem normalnego zachowania w testach modelujących objawy depre-

sji (Friedman i in. 2008).

Wykorzystanie optogenetyki umożliwiło bardziej precyzyjne poznanie neuro-

nalnych mechanizmów odpowiedzialnych za zaburzenia depresyjne. Badania

z zastosowaniem tej techniki wykazały istotną rolę aktywności fazowej neuro-

nów dopaminowych śródmózgowia w rozwoju fenotypu przypominającego depre-

sję. Wykorzystano tu myszy TH-Cre, z ekspresją rekombinazy Cre zależnej od

promotora genu TH, którym do pola brzusznego nakrywki wprowadzono wiru-

sa, zawierającego białko halorodopsynę, bądź kanałową rodopsynę. Poprzez sty-

mulację świetlną neuronów zawierających halorodopsynę, hamowano aktywność

neuronów dopaminowych pola brzusznego nakrywki. Skutkowało to zmniejsze-

niem czasu spędzonego na próbie uwolnienia się w teście zawieszenia za ogon



ROZDZIAŁ 1. WSTĘP 20

oraz zmniejszoną preferencją picia roztworu sacharozy, bez zmian w aktywności

ruchowej. Natomiast stymulacja aktywności fazowej tych neuronów z wykorzy-

staniem białka kanałowej rodopsyny odwróciła fenotyp przypominający depresję

u zwierząt, które wcześniej przeszły procedurę chronicznego łagodnego stresu.

Badacze wykorzystali również szczury TH-Cre, u których zastosowano połącze-

nie optogenetyki z pomiarami elektrofizjologicznymi in vivo w jądrze półleżącym

w teście wymuszonego pływania. Pokazano, że aktywność fazowa neuronów do-

paminowych pola brzusznego nakrywki, dochodzących do jądra półleżącego, od-

powiada za próby wydostania się w tym teście, co wskazuje na znaczenie ścież-

ki VTA-NAc w zachowaniach związanych z depresją (Tye i in. 2013). W innym

badaniu, w którym również użyto myszy TH-Cre do modulacji optogenetycznej

neuronów dopaminowych VTA, wykazano przeciwną zależność, gdzie stymulacja

aktywności fazowej wiązała się z fenotypem przypominającym depresję (Chau-

dhury i in. 2013). Jednak tutaj wykorzystano test porażki społecznej, w którym

zwierzęta były eksponowane na kontakt z myszą-agresorem. Myszy, które pod-

dawane są tzw. podprogowej procedurze, gdzie ekspozycja na agresora jest krót-

kotrwała, nie rozwijają fenotypu przypominającego depresję, ale stają się bar-

dziej podatne na kolejne procedury stresowe. W tym badaniu, zwierzęta poddane

takiej procedurze, u których stymulowano aktywność fazową neuronów dopa-

minowych pola brzusznego nakrywki, charakteryzowały się zespołem zachowań

przypominających depresję – spędzały mniej czasu na interakcjach społecznych

oraz wykazywały mniejszą preferencję sacharozy. Ponadto pokazano, że zwierzę-

ta, które przeszły test porażki społecznej powtarzany przez 10 dni i były oporne

na zmiany w zachowaniu, zaczynały wykazywać objawy podobne do depresji, gdy

dodatkowo poddano je optogenetycznemuwzbudzeniu aktywności fazowej neuro-

nów dopaminowych. Za wywołanie fenotypu przypominającego depresję, poprzez

stymulację neuronów oraz odwrócenie go poprzez hamowanie optogenetyczne,

odpowiadały połączenia między VTA i NAc, podczas gdy modulacja aktywnością

neuronów wysyłających aksony do kory przedczołowej, miała przeciwne skutki

(Chaudhury i in. 2013). Przedstawione wyżej badania dowodzą, że aktywność fa-

zowa neuronów dopaminowych ma związek z zachowaniami przypominającymi

objawy depresji, jednak wyniki badań nie są spójne. Może to wynikać z różnych

zastosowanych procedur stresowych, które mają odmienny wpływ na aktywność

neuronów, jak również z wykorzystania innych testów mierzących zachowania
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zwierząt.

Aktywność neuronów dopaminowych śródmózgowia odgrywa również istotną

rolę w interakcjach społecznych u zwierząt. Badanie na szczurach pokazało, że

podczas sytuacji społecznej dochodzi do przejściowego wzrostu stężenia dopami-

ny w różnych regionach prążkowia, z najsilniejszym efektem w brzusznym prąż-

kowiu. Z wykorzystaniem cyklicznej woltamperometrii zmierzono stężenia dopa-

miny, które odpowiadały zwiększonej aktywności fazowej neuronów dopamino-

wych na obecność drugiego szczura, zarówno tej samej, jak i odmiennej płci (Ro-

binson, Heien i Wightman 2002). W kolejnym badaniu, z zastosowaniem metody

optogenetycznej, bezpośrednio powiązano zachowania społeczne ze zwiększoną

aktywnością fazową neuronów dopaminowych VTA. Zarówno podczas interakcji

społecznych dochodziło do wzrostu wyładowań tych neuronów, jak i stymulacja

aktywności fazowej neuronów u myszy TH-Cre prowadziła do zwiększenia cza-

su spędzonego na interakcjach społecznych. Ponadto zahamowanie neuronów

dopaminowych skutkowało zachowaniem przeciwnym (Gunaydin i in. 2014).

Zatem manipulowanie sposobem aktywności neuronów dopaminowych wpływa-

ło na zachowania społeczne u myszy. Badacze pokazali, że kluczowe połączenia

neuronalne odpowiedzialne za to zachowanie, zachodziły pomiędzy polem brzusz-

nym nakrywki a jądrem półleżącym, ale nie korą przedczołową czy ciałem mig-

dałowatym. Ponadto niezbędna tu była aktywacja neuronów dopaminowych D1,

a nie D2, co pokazano zarówno poprzez wykorzystanie antagonistów receptorów

D1 lub D2, jak również poprzez zaprojektowanie zmodyfikowanego receptora D1,

umożliwiającego optogenetyczną stymulację neuronów prążkowia, zawierających

ten receptor.

Badając zachowanie społeczne w kontekście objawów depresyjnych, istotne

jest zwrócenie uwagi na zaburzenia lękowe, które często współtowarzyszą depre-

sji. Wśród szeregu testów służących do badania lękowości u zwierząt, test zacho-

wań społecznych nie jest testem jednoznacznym w interpretacji. Może to wynikać

z faktu, że zarówno lęk przed interakcją społeczną, jak i unikanie interakcji, mogą

być tym samym, zatem zmiany w interakcji społecznej mogą zostać zinterpreto-

wane w kontekście zachowań lękowych, bądź depresyjnych. Standardowo test

interakcji był używany do pomiaru lękowości, jednak istnieją doniesienia, suge-

rujące interpretację w kontekście symptomów depresyjnych za bardziej trafną.

U szczurów poddanych procedurze chronicznego łagodnego stresu, zaobserwo-
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wano rozwój fenotypu przypominającego depresję, bez zmian w zachowaniu

w klasycznym teście podniesionego labiryntu krzyżowego, badającego lękowość.

Zwierzęta te natomiast charakteryzowały się zaburzeniem funkcji społecznych

(Kompagne i in. 2008). Podobnie, opisane wcześniej szczury FSL, stanowiące

zwierzęcy model depresji, wykazują zmniejszenie interakcji społecznych, podczas

gdy w standardowych testach lękowych charakteryzują się nawet mniejszym po-

ziomem lęku (Overstreet i Wegener 2013). Zatem w badaniach na zwierzętach

istotnym aspektem jest rozdzielenie zachowań związanych z lękiem od zacho-

wań przypominających depresję. Badanie funkcji społecznych zdaje się być miarą

raczej „depresyjności” niż lękowości i w taki sposób jest interpretowane w niniej-

szej pracy.

Podsumowując, zarówno badania kliniczne, jak i badania na zwierzętach po-

kazują, że układ dopaminowy pełni istotną rolę w zaburzeniach afektywnych.

Szczególne znaczenie zdaje się tu odgrywać aktywność fazowa neuronów dopa-

minowych śródmózgowia, której zaburzenie może skutkować rozwojem objawów

podobnych do depresji.

3. Anhedonia i rola układu opioidowego

Utrata zainteresowań lub odczuwania przyjemności (anhedonia) stanowi je-

den z osiowych objawów zaburzeń depresyjnych według klasyfikacji DSM-V oraz

ICD-10. Jednak, jak zwraca na to uwagę Treadway (2016), słowo anhedonia jest

obecnie używane do określenia różnych rodzajów zachowań, zarówno związanych

z utratą przyjemności, jak i zachowańmotywacyjnych, które mają odmienne pod-

łoże neurobiologiczne. Tradycyjne miary psychologiczne depresji nie odróżniają

pomiędzy spadkiem motywacji a zaburzeniem odczuwania przyjemności. Część

osób cierpiących na depresję nie wykazuje objawów anhedonii w klasycznym ro-

zumieniu, tylko charakteryzuje się tzw. anhedonią motywacyjną (Treadway i Zald

2011), związaną ze spadkiem motywacji do podjęcia działania, podczas gdy zdol-

ność do odczuwania przyjemności pozostaje niezmieniona. Badania na zwierzę-

tach również różnicują te dwa aspekty zachowania, pokazując, że układ dopami-

nowy odgrywa rolę przede wszystkim w zachowaniach motywacyjnych. Wczesne

koncepcje dotyczące funkcji układu dopaminowego stwierdzały, że układ ten od-

powiada za odczucie przyjemności (Wise 1980). Jednak dalsze badania pokazały,

że rolę tę pełnią raczej receptory opioidowe (Berridge, Robinson i Aldridge 2009).
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Omówione wyżej badania pokazały, że uszkodzenie układu dopaminowego powo-

duje redukcję motywacji do włożenia wysiłku po nagrodę, bez zmian w anhedonii,

badanej jako preferencja konsumpcji słodkiego roztworu (Yohn, Thompson i in.

2015; Nunes i in. 2013). Szczury FSL, które są wspominanym już wcześniej zwie-

rzęcym modelem depresji, również pomimo obecności szeregu zachowań składa-

jących się na fenotyp przypominający depresję, nie charakteryzują się spadkiem

preferencji słodkiego roztworu jako miary anhedonii, dopóki nie zostaną poddane

procedurze chronicznego łagodnego stresu (Overstreet i Wegener 2013). Przyto-

czone dane pokazują, że anhedonia, jak i pozostałe objawy depresyjne, mogąmieć

inne podłoże biologiczne, co może mieć znaczenie dla leczenia osób, charaktery-

zujących się różnymi symptomami depresji. Badania pokazują, że szczególną rolę

w odczuwaniu przyjemności może odgrywać układ opioidowy.

Układ opioidowy mózgu pełni wiele ważnych funkcji. Jego rolę powiązano

przede wszystkim z bólem, analgezją, stresem, jak również z regulacją nastro-

ju czy z nagradzającymi właściwościami substancji uzależniających. Receptory

opioidowe znajdują się zarówno w obwodowym, jak i w ośrodkowym układzie

nerwowym. W mojej pracy skupiam się na układzie opioidowym w mózgu, gdzie

receptory opioidowe znajdują się prawie w każdym obszarze, a w szczególnie dużej

ilości można je znaleźć w korze, układzie limbicznym oraz pniu mózgu. Wyróżnia

się trzy rodzaje receptorów opioidowych: µ, δ oraz κ, które aktywowane są przez

endogenne opioidy. Do endogennych opioidów zalicza się β-endorfinę i enkefali-

ny, które wykazują się dużym powinowactwem do receptorów µ i δ oraz dynorfiny,

wiążące się do receptorów κ (Le Merrer i in. 2009). Endogenne peptydy wywodzą

się z białek prekursorowych. Jednym z takich białek jest proopiomelanokortyna

(POMC), z której powstaje β-endorfina. Neurony produkujące POMC są bardzo

nieliczne i znajdują się przede wszystkim w jądrze łukowatym podwzgórza oraz w

jądrze pasma samotnego, z których wysyłają połączenia zstępujące i wstępujące

do różnych obszarów mózgu, w tym do obszarów limbicznych czy pnia mózgu.

Kolejnym białkiem prekursorowym jest proenkefalina, która znajduje się w więk-

szości neuronówGABA-ergicznych i zawiera wiele kopii Met-enkefaliny oraz jedną

kopię Leu-enkefaliny, które są obecne w bardzo wielu obszarach mózgu, związa-

nych m.in. z procesowaniem informacji bólowej, modulacją zachowań afektyw-

nych czy kontrolą ruchu. Prodynorfina natomiast daje początek trzem głównym

peptydom, dynorfinie A, dynorfinie B oraz neoendorfinie, które występują bardzo
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licznie w neuronach oraz prawdopodobnie również w gleju (Akil i in. 1984).

Szczególnie istotne dla poznania mechanizmu związanego z nagradzającymi

i wzmacniającymi właściwościami substancji uzależniających było odkrycie loka-

lizacji receptorów opioidowych w mezolimbicznym układzie dopaminowym.

Receptory opioidowe głównie µ, ale również δ znajdują się na interneuronach

GABA, zatem aktywacja tych receptorów przez ich agonistów hamuje interneu-

rony GABA, w wyniku czego dochodzi do odhamowania neuronów dopaminowych

i wydzielenia dopaminy. Mechanizm ten związany jest z nagradzającym działa-

niem substancji działających na te receptory, jak morfina, oraz ma kluczowe zna-

czenie w pozytywnym wzmocnieniu wywoływanym przez opioidy, mierzonym jako

preferencja miejsca czy samopodawanie (Olmstead i Franklin 1997; Devine i Wi-

se 1994). Receptory κ natomiast zlokalizowane są bezpośrednio na neuronach

dopaminowych i ich aktywacja ma skutek awersyjny, co wiąże się z ich działa-

niem zmniejszającym aktywność neuronów dopaminowych (Mansour i in. 1995).

Nagradzające działanie opioidów związane jest z wydzielaniem dopaminy

w śródmózgowiu. W badaniach przy użyciu mikrodializy zaobserwowano, że do-

komorowe podanie agonisty µ lub agonisty δ zwiększyło stężenie dopaminy

w jądrze półleżącym, natomiast podanie agonisty κ zmniejszyło wydzielanie do-

paminy (Spanagel, Herz i Shippenberg 1990; Devine, Leone i in. 1993). Również

badania na zwierzętach transgenicznych z usuniętym receptorem µ, u których

obserwuje się redukcję właściwości nagradzających substancji uzależniających

(Becker i in. 2002; Kieffer i Gavériaux-Ruff 2002), pokazują istotną interakcję

układu opioidowego z układem dopaminowym śródmózgowia. Zaobserwowano

bowiem w zewnątrzkomórkowych pomiarach elektrofizjologicznych, że u myszy

bez receptorów µ następuje zmniejszenie częstotliwości wyładowań neuronów do-

paminowych (Mathon i in. 2005). W zgodzie z tą obserwacją, wyciszenie recepto-

rów opioidowych µ selektywnie w polu brzusznym nakrywki i istocie czarnej, gdzie

znajduje się główne źródło neuronów dopaminowych, skutkuje blokadą działania

nagradzającego heroiny (Zhang, Landthaler i in. 2009).

Już wczesne badania pokazały, że blokada receptorów opioidowych u ludzi po-

przez podanie naltreksonu zmniejsza przyjemność odczuwaną podczas jedzenia,

bez wpływu na odczucie głodu (Yeomans i Gray 1996). Badania na zwierzętach

również wykazały, że podanie naltreksonu u zwierząt po deprywacji pokarmowej

nie zmniejsza poboru standardowej karmy, natomiast wpływa na pobór pokarmu
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słodkiego (Levine i in. 1995). W kontekście jedzenia szczególnie zwraca się uwa-

gę na rolę układu opioidowego w prążkowiu, a zwłaszcza jego brzusznej części

– jądrze półleżącym. Neurony prążkowia wyrażają zarówno receptory opioidowe,

jak i peptydy opioidowe. Wśród dwóch podtypów średnich neuronów kolczystych

prążkowia, neurony biegnące szlakiem bezpośrednim z ekspresją receptora dopa-

minowego D1 wyrażają dynorfinę, natomiast neurony szlaku pośredniego z eks-

presją receptora D2, enkefalinę (Steiner i Gerfen 1998; Gerfen i Surmeier 2011).

Ekspresja tych neuropeptydów w prążkowiu jest regulowana przez dopaminę

i może się zmieniać poprzez substancje działające na układ dopaminowy. W prąż-

kowiu, jak również w brzusznej części gałki bladej, zlokalizowane są receptory

opioidowe µ, δ oraz κ (Mansour i in. 1995), gdzie odgrywają ważną rolę w zacho-

waniach motywacyjnych oraz odczuwaniu przyjemności. Wczesne badania poka-

zały, że podanie agonisty receptorów opioidowych do jądra półleżącego skutkuje

zwiększeniem poboru jedzenia, natomiast efekt ten jest odwracany przez antago-

nistę tych receptorów (Majeed i in. 1986). Jak się okazało w kolejnych badaniach,

kiedy zwierzęciu prezentowano jedzenie o dwóch różnych smakach, efekt ten do-

tyczył tylko jedzenia bardziej preferowanego, którego konsumpcja była większa

po podaniu agonisty receptora opioidowego µ do jądra półleżącego bądź mniej-

sza po podaniu naltreksonu (Woolley, Lee i Fields 2006). Obserwacje te zwróciły

uwagę na rolę układu opioidowego w nagradzających właściwościach preferowa-

nego jedzenia. Szczególnie istotne dla odkrycia roli układu opioidowego w za-

chowaniach związanych z odczuwaniem przyjemności były badania nad modulo-

waniem aktywności receptorów opioidowych jądra półleżącego i brzusznej części

gałki bladej w kontekście jedzenia i zachowań motywacyjnych. Pokazano, że po-

dania agonisty receptora opioidowego µ, DAMGO, do jądra półleżącego lub do

brzusznej części gałki bladej, zwiększały motywacyjne aspekty zachowania, takie

jak pobór jedzenia, jednak nie wpływały na samo „lubienie” (Peciña i Berridge

2005), mierzone jako reakcje hedoniczne na słodki smak, takie jak oblizywanie

się czy wysuwanie języka (Berridge, Robinson i Aldridge 2009). Natomiast poda-

nie agonisty µ do ściśle określonego miejsca w środkowej części jądra półleżącego,

a dokładnie części przednio-grzbietowej (Peciña i Berridge 2005) lub tylnej części

brzusznej gałki bladej (Smith i Berridge 2005), prowadzi do zwiększenia pozytyw-

nych reakcji na słodki smak. Również w kolejnym badaniu pokazano, że nie tylko

agonista receptora µ, ale też agonista receptora δ oraz, niespodziewanie, agoni-
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sta κ podany lokalnie do części przednio-grzbietowej jądra półleżącego, wywołują

zwiększenie reakcji hedonicznych oraz warunkową preferencję miejsca (Castro i

Berridge 2014). Ponadto zaobserwowano, że w obszarze ogonowym jądra półle-

żącego stymulacja receptorów skutkuje redukcją zachowań hedonicznych.

Receptory opioidowe znajdujące się w korze przedczołowej również odgrywają

rolę w zachowaniach związanych z jedzeniem. Dotyczy to przede wszystkim re-

ceptorów opioidowych µ, których stymulacja poprzez podanie DAMGO do kory

infralimbicznej wywołuje zwiększenie poboru jedzenia standardowej karmy, za-

równo u zwierząt bez, jak i po deprywacji pokarmowej (Mena, Sadeghian i Baldo

2011). Dodatkowo, stymulacja receptorów opioidowych µ w tym samym obszarze

zwiększa również liczbę odpowiedzi po słodki pokarm w teście wzrastającej liczby

odpowiedzi instrumentalnych oraz wiąże się z większą impulsywnością (Selleck,

Lake i in. 2015). Zatem korowa stymulacja receptorów µ zwiększa wartość mo-

tywacyjną jedzenia oraz zaburza samokontrolę związaną z jedzeniem. W opioido-

wej kontroli zachowań związanych z jedzeniem zwraca się uwagę na istotną rolę

obwodu neuronalnego pomiędzy korą, prążkowiem i podwzgórzem, co zostało po-

twierdzone poprzez wiele badań dotyczących mikroinfuzji leków, eskpresji genów

czy optogenetycznej modulacji aktywności neuronów (Selleck i Baldo 2017).

Podsumowując, obecność oddzielnych obszarów, których stymulacja lub ha-

mowanie zmienia reakcje hedoniczne, wskazuje na oddzielne podłoże neuronalne

odczuwania przyjemności od zachowań motywacyjnych. W reakcjach związanych

z odczuwaniem przyjemności, bądź jej brakiem, czyli anhedonią, układ opioidowy

zdaje się odgrywać wiodącą rolę, podczas gdy zachowania motywacyjne podlega-

ją kontroli układu dopaminowego. Zaburzenia w obydwu rodzajach zachowań

obserwuje się w depresji oraz w zwierzęcych modelach tej choroby, dlatego też

powiązanie określonego typu objawu z mechanizmem neuronalnymmoże być ko-

rzystne w kontekście doboru leczenia dopasowanego do dominujących objawów

występujących u chorego.
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4. Opis wykorzystywanych do badań modeli

transgenicznych

4.1. Myszy NR1DATCreERT2

Zwierzęta NR1DATCreERT2 wykorzystują system Cre/loxP , który został opra-

cowany przez Gu, Zou, Rajewskiego (1993) i umożliwia wybiórczą delecję genu

w określonym typie komórek. W wypadku myszy NR1DATCreERT2 usunięto gen

kodujący podjednostkę NR1 receptora glutaminianu NMDA na neuronach dopa-

minowych. Do wytworzenia tej linii wykorzystano transgen DATCreERT2, wytwo-

rzony przez Engbloma i in. (2008), w którym rekombinaza Cre znajduje się pod

kontrolą promotora genu kodującego transporter dopaminowy DAT. Konstrukt

ten zawiera rekombinazę Cre, regulowaną przez zmodyfikowaną domenę wiążą-

cą ligand receptora estrogenowego (CreERT2), co zostało opracowane przez Feil i

in. (1997) i zmodyfikowane przez zastąpienie domeny nlsCre sekwencją kodującą

iCre (Rodriguez Parkitna, Engblom i Schütz 2009). Białko CreERT2 ulega trans-

lokacji do jądra komórkowego dopiero wtedy, kiedy zwierzęciu zostanie podany

ligand zmodyfikowanego fragmentu receptora estrogenowego - tamoksyfen (Ry-

cina 1). Zaletą tej metody tworzenia zwierząt transgenicznych jest możliwość in-

dukcji mutacji u dorosłych zwierząt. Zwierzęta NR1DATCreERT2 powstały poprzez

skrzyżowanie linii DATCreERT2 z linią NR1 flox (Niewoehner i in. 2007), w wyni-

ku czego podanie tamoksyfenu myszy o takim konstrukcie skutkuje usunięciem

podjednostki NR1 receptora NMDA z neuronów zawierających aktywny promotor

DAT. Skutkiem mutacji jest brak funkcjonalnego receptora NMDA, selektywnie

na neuronach dopaminowych. Wykorzystanie linii indukowalnej tych zwierząt

pozwala dodatkowo uniknąć zmian kompensacyjnych, zachodzących w okresie

zarodkowym

w przypadku mutacji konstytutywnych. Zwierzęta NR1DATCreERT2 zostały wyko-

rzystane do badania mechanizmu uzależnień, gdzie pokazano brak indukcji pla-

styczności neuronów dopaminowych wywoływanej kokainą. Myszy te nabywały

normalną preferencję miejsca na kokainę oraz samopodawanie kokainy, jednak

nie charakteryzowały się 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 kodującego podjed-
nostkę NR1 (Grin1) oraz translokacji konstruktu CreERT2 do jądra. Miej-
sca loxP zlokalizowane są w pozycjach 25296380 i 25298871 na chromosomie
2, co odpowiada intronom pomiędzy eksonami 8-9 i 16-17 według numeracji z
sekwencji genu ENSMUSG00000026959 i transkryptu ENSMUST00000028335
(zgodnie z wersją genomu myszy GRCm38.p3). Konstrukt CreERT2 translokuje
do jądra komórkowego w wyniku podań tamoksyfenu. Rekombinacja przez Cre
usuwa fragment zawarty między sekwencjami loxP.

4.2. Myszy Oprd1/Oprm1D1-KD

Myszy Oprd1/Oprm1D1-KD zostały wytworzone w Pracowni Modeli Transge-

nicznych Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, w oparciu o metodę opisa-

ną przez Novak i in. (2010). Wykorzystano tutaj transgen zawierający prekur-

sor miR z czterema sekwencjami kodującymi syntetyczne spinki miR, skierowa-

ne przeciwko transkryptom kodującym receptory opioidowe µ oraz δ. Transgen

posiada promotor genu kodującego receptor dopaminy D1, czego wynikiem jest

selektywna ekspresja jedynie w neuronach zawierających receptory dopaminowe

D1. Dodatkowo do konstruktu zostało wprowadzone białko fluorescencyjne GFP,
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umożliwiające wykorzystanie barwienia immunohistochemicznego w celu lokali-

zacji występowania transgenu (Rycina 2). Zwierzęta Oprd1/Oprm1D1-KD zostały

wytworzone w naszym laboratorium i nie były dotąd wykorzystywane do badań.

Rycina 2: Schemat transgenu wprowadzonego u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD.
Transgen zawiera cztery spinki miR skierowane do receptorów opioidowych µ oraz
δ. Sekwencje miR wprowadzone są do prekursora miRNA 155, którego ekspresję
kontroluje promotor genu kodującego receptora dopaminy D1 (Drd1a). Oznacze-
nie skrótów: eGFP – białko wzmocnionej zielonej fluorescencji, TK pA - sekwencja
odpowiadająca za poliadenylację kinazy tymidylanowej, BAC – sztuczny chromo-
som bakteryjny.



Cel badań

Celem badań było sprawdzenie hipotezy, że zahamowanie aktywności fazowej

neuronów dopaminowych doprowadzi do rozwoju zachowań przypominających

objawy depresji oraz że inaktywacja receptorów opioidowych µ i δ na neuronach

zawierających receptor D1 wywoła anhedonię.

Aby zrealizować postawione cele, w pierwszej kolejności dokonano charakte-

ryzacji ekspresji transgenu u myszy NR1DATCreERT2. Następnie, u zwierząt z mu-

tacją, wykonano testy behawioralne określające zmiany zachowania podobne do

depresji, takie jak test wymuszonego pływania, interakcji społecznych oraz zdol-

ności do odczuwania przyjemności. Ponadto przeprowadzono serię testów bada-

jących motywację do wykonania wysiłku, aby uzyskać nagrodę oraz zmierzono

zachowania lękowe.

Kolejnym etapem badań była charakteryzacja ekspresji transgenu u myszy

Oprd1/Oprm1D1-KD. Myszy z mutacją receptorów opioidowych zbadano pod ką-

tem zmian w zdolności do odczuwania przyjemności oraz w zachowaniach będą-

cych modelem objawów depresji, takich jak wymuszone pływanie oraz interak-

cje społeczne. Ostatnim krokiem było wykonanie szeregu testów behawioralnych

mierzących podstawowe funkcjonowanie zwierząt, które dotyczyły aktywności ru-

chowej, pamięci, lęku oraz zachowań związanych z działaniem opioidów.
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Materiały i metody

1. Zwierzęta

Zwierzęta wykorzystywane do eksperymentów przebywały w grupie od 2 do 5

myszy w jednej klatce domowej z pleksiglasu, w pomieszczeniu o stałej tempe-

raturze 22±2°C oraz cyklu dobowym światło-ciemność po 12 godzin. Zwierzęta

miały wolny dostęp do pokarmu oraz wody (pasza RM1 A (P) Special Diets Servi-

ces), za wyjątkiem eksperymentów z deprywacją pokarmową, co podano w opisie

odpowiednich metod. W badaniach użyto dwa szczepy myszy transgenicznych

– myszy NR1DATCreERT2 oraz Oprd1/Oprm1D1-KD. Wszystkie eksperymenty były

przeprowadzane na samcach, za wyjątkiem eksperymentów w klatce IntelliCage,

w których użyto samic. Podczas eksperymentów zwierzęta nie posiadały znaków

identyfikujących genotyp, by eksperymentator nie sugerował się genotypem pod-

czas analizowania danych. Wszystkie procedury behawioralne posiadały zgodę

II Lokalnej Komisji Bioetycznej w Krakowie (numer zgody 1000/2012, 26 listo-

pad, 2012; numer zgody 754/2010, 27maj, 2010; nr zgody 224/2016, 8 grudzień

2016).

Szczep myszy NR1DATCreERT2

Myszy NR1DATCreERT2 zostały pozbawione podjednostki NR1 receptora NMDA

na neuronach dopaminowych, które posiadają aktywny promotor genu Slc6a3,

kodującego transporter dopaminy (DAT) (Engblom i in. 2008). Mutacja była in-

dukowana u zwierząt dorosłych poprzez podania tamoksyfenu (Sigma, Poznań),

które rozpoczynały się, kiedy zwierzęta miały od 8 do 10 tygodni. Tamoksyfen był

rozpuszczany w oleju słonecznikowym (20 mg/ml) i filtrowany przez membranę

o średnicy porów 0,22 µm. Podania były przeprowadzane raz dziennie przez 5 dni

w dawce 100 mg/kg bazując na Erdmann, Schütz i Berger (2007), w zmodyfiko-
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wanej procedurze, opisanej przez Jastrzębską (2016). Eksperymenty rozpoczy-

nały się najwcześniej 3 tygodnie od ostatniego dnia podań, gdyż jest to konieczny

czas do indukcji mutacji oraz regeneracji zwierząt po podaniach. Zarówno zwie-

rzęta z mutacją (Tg/0; flox/flox), jak i zwierzęta kontrolne (0/0; flox/flox) otrzy-

mywały tamoksyfen.

Szczep myszy Oprd1/Oprm1D1-KD

Zwierzęta Oprd1/Oprm1D1-KD mają wyciszoną przez interferencję RNA eks-

presję receptorów opioidowych µ oraz δ na neuronach, zawierających receptory

dopaminowe D1. Jest to mutacja konstytutywna, w której wyciszenie jest spo-

wodowane ekspresją transgenu z czterema spinkami miRNA, skierowanymi do

receptorów opioidowych µ oraz δ, po dwie na każdy receptor. Ekspresja trans-

genu kontrolowana jest przez promotor genu receptora dopaminy D1 (Drd1a).

Metoda wytworzenia tego szczepu oparta została na ogólnym zarysie opisanym

przez Novaka (2010) .

2. Immunohistochemia

Zwierzęta otrzymały 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-

ków mózgu do barwienia. Początkowo perfuzję przeprowadzono przy użyciu bu-

forowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS) i następnie 4% (wag./obj.) parafor-

maldehydu (PFA). Po perfuzji mózgi zostały utrwalone w 4% roztworze PFA na

24 h i następnie przełożone do czasu opadnięcia na dno probówki, kolejno do

10% (wag./obj.) sacharozy na około 30 minut, 20% (wag./obj.) na kilka godzin

oraz 30% (wag./obj.), w której były inkubowane przez 24 h. Mózgi zostały pokro-

jone na 40 µm skrawki przy użyciu wibratomu i następnie rozpoczęto właściwą

procedurę barwienia. Skrawki zostały wypłukane w PBS oraz poddane inkubacji

przez okres 1 godziny w 5% surowicy koziej (NGS) w PBST (PBS + Triton X-100

0.25%), w celu uniknięcia nieswoistych oddziaływań. Po procedurze blokowania

skrawki zostały wypłukane w PBS oraz inkubowane przez noc w temperaturze

4°C ze specyficznymi przeciwciałami pierwszorzędowymi. Myszy NR1DATCreERT2

inkubowano przeciwciałem skierowanym do rekombinazy Cre (AntiCre Recom-

binase Antibody, clone 2D8, Chemicon, rozcieńczenie 1:200), natomiast myszy
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Oprd1/Oprm1D1-KD przeciwciałem wykrywającym obecność białka GFP – anty-

GFP (GFP Rabbit IgG Polyclonal Antibody Fraction, Life Technologies, rozcieńcze-

nie 1:500). Następnie skrawki wypłukano w PBST i inkubowano z odpowiednimi

przeciwciałami drugorzędowymi (końskie biotynylowane przeciwciało anty-mysie

bądź kozie biotynylowane przeciwciało anty-królicze, Vectastatin) przez 1 godzinę

w RT. Barwienie zostało zwizualizowane poprzez użycie kompleksu awidyna - bio-

tynylowana peroksydaza (Vectastatin ABC HRP Kit) oraz substratu dla enzymu,

diaminobenzydyna (DAB Peroxidase Substrate, Vector). W przypadku zwierząt

NR1DATCreERT2 podania tamoksyfenu zachodziły według odmiennego schemat niż

opisano powyżej. Zwierzęta otrzymały dwa podania tamoksyfenu – 2 godziny po

drugim podaniu myszy zostały zabite i poddane perfuzji. Procedura dwóch podań

została zastosowana, aby spowodować wydajną translokację CreERT2 do jądra

komórkowego.

3. Test umiejętności ruchowych z wykorzystaniem

pręta obrotowego

Początkowo każda mysz była umieszczana na pręcie z ustawioną rotacją 6 ob-

rotów na minutę i mogła adaptować się do aparatu przez 5 minut. Przez kolejne

trzy dni, zwierzęta były poddawane trzem próbom dziennie, z 30-minutowym in-

terwałem czasowym pomiędzy próbami. Każda próba rozpoczynała się 5-minutową

adaptacją, przechodzącą w 5-minutowy test właściwy, w którym ilość rotacji

zwiększała się stopniowo od 6 do 40 obrotów na minutę. Czas do upadku był

zliczany ręcznie przez eksperymentatora, a następnie wyniki z trzech prób dzien-

nie zostały uśrednione dla każdej myszy. Badanie przeprowadzono za pomocą

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

4. Test wymuszonego pływania

Test wymuszonego pływania przeprowadzono, bazując na Porsolt, Bertin i

Jalfre (1977). Każde zwierzę było umieszczane w zlewce z wodą o średnicy 13

cm oraz wysokości 35 cm, wypełnionej wodą do wysokości około 14,5 cm (około

2 litry wody o temperaturze 28°C). Podczas 6-minutowego eksperymentu mie-

rzony był czas pozostawania zwierzęcia w pozycji bezruchu oraz opóźnienie do
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pierwszego takiego epizodu. Cały eksperyment był nagrywany oraz analizowany

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

5. Interakcje społeczne

Test interakcji społecznych został przeprowadzony w plastikowej klatce o wy-

miarach 55 x 38,5 cm oraz wysokości 20,5 cm, przy stałym oświetleniu 50 luk-

sów. Zachowanie zwierząt było nagrywane za pomocą kamery umieszczonej nad

klatką (DMK 22AUC03, The Imaging Source, Bremen, Niemcy). Początkowo, mysz

eksperymentalna została umieszczona w klatce na 30 minut w celu adaptacji, po

którym wprowadzana była nowa, nieznana myszy (partner interakcji) na 10 mi-

nut (procedura opierała się na Ikeda i in. 2013 oraz Niijima-Yaoita i in. 2013).

W przypadku myszy NR1DATCreERT2 nagrania wideo były następnie analizowane

przy użyciu oprogramowania EthoVision XT wersja 11.5. Każde nagranie było

sprawdzane przez eksperymentatora pod kątem prawidłowego automatycznego

wykrycia pozycji zwierząt oraz - w przypadku nieprawidłowości - poprawiane ręcz-

nie. Czas spędzony na interakcjach społecznych zliczany był jako bliska odległość

pomiędzy środkami ciał myszy eksperymentalnej oraz partnera interakcji, wyno-

sząca mniej niż 5 cm. Ponadto przeanalizowany został średni dystans pomiędzy

zwierzętami podczas całego testu, czas spędzany na zbliżaniu się przez mysz eks-

perymentalną do partnera, jak również całkowity przebyty dystans, stanowiący

miarę aktywności ruchowej. W przypadku zwierząt Oprd1/Oprm1D1-KD czas spę-

dzony na interakcjach liczony był ręcznie przez eksperymentatora, ze względu na

dużą liczbę zachowań agresywnych, niemożliwych do odróżnienia przez analizę

automatycznym oprogramowaniem. Do zachowań pozytywnych zaliczano obwą-

chiwanie, podchodzenie, pozostawanie w bliskim kontakcie, natomiast do zacho-

wań negatywnych - atakowanie, uciekanie, zachowania seksualne.

6. Preferencja sacharyny

Test był przeprowadzany w małych klatkach o wymiarach 20 cm x 26 cm

i wysokości 13,5 cm, w których każda badana mysz była umieszczana pojedyn-

czo na 24 godziny. W tym czasie zwierzę miało wolny dostęp do dwóch pipet

o pojemności 25 ml. Jedna pipeta miarowa była wypełniona wodą, natomiast

druga roztworem 0,1% (wag./obj.) sacharyny. W trakcie eksperymentu zwierzęta
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miały nieograniczony dostęp do zwykłej karmy, umieszczonej na podłodze klat-

ki. Mierzono preferencję roztworu sacharyny oraz całkowitą objętość sacharyny

i wody, wypitą przez zwierzęta w ciągu 24 h.

7. Picie roztworu sacharyny w klatce IntelliCage

Eksperymenty zostały przeprowadzone w klatce IntelliCage (New Behavior,

Zurych, Szwajcaria; oprogramowanie IntelliCage Plus wersja 2.17.1.0, 2013 New

Behavior AG), która umożliwia śledzenie zachowania zwierząt poprzez wszcze-

pienie im transpondera RFID (UNO PICO ID, AnimaLab, Poznań, Polska) (Gal-

sworthy i in. 2005). Każda mysz w eksperymencie posiada transponder umożli-

wiający jej identyfikację, który wykrywany jest przez detektory, zlokalizowane w

narożnikach klatki. Klatka IntelliCage składa się z czterech narożników, a w każ-

dym narożniku umieszczane są dwie butelki wyposażone w detektor liczby liźnięć

wykonanych przez zwierzę (Rycina 3A). Dostęp do butelek może zostać zabloko-

wany drzwiczkami, natomiast obok drzwiczek znajdują się lampki oraz otwory

do wykonania przez mysz reakcji instrumentalnej w postaci wetknięcia nosa do

niego. Przez pierwsze 4 dni eksperymentu we wszystkich butelkach znajdowała

się woda dostępna bez żadnych ograniczeń, a zwierzęta mogły adaptować się do

klatki. Po 4 dniach, w dwóch narożnikach klatki umieszczono butelki z roztwo-

rem 0,1% (wag./obj.) sacharyny. Otwory z dostępem do butelek były zamknięte

przez drzwiczki, które otwierały się na 10 sekund w momencie wykonania przez

zwierzę jednej reakcji instrumentalnej przez 2 dni oraz trzech reakcji instrumen-

talnych przez kolejne 4 dni. Przez cały przebieg eksperymentu zwierzęta miały

wolny dostęp do pożywienia oraz mogły przebywać w czterech niewielkich po-

mieszczeniach, zlokalizowanych w centralnej części klatki (nazywanych potocz-

nie „domkami”). Atutem wykorzystania klatki IntelliCage jest możliwość badania

zachowania zwierząt w grupie, w środowisku o minimalnej ingerencji ekspery-

mentatora. Do eksperymentu użyto samic w celu uniknięcia zachowań agresyw-

nych, które występują często wśród samców przebywających w grupie. Procedury

zostały zaprojektowane z wykorzystaniem oprogramowania IntelliCage Plus, na-

tomiast dane z eksperymentów analizowano przy użyciu skryptów napisanych

w języku programowania R.
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8. Instrumentalne samopodawanie jedzenia

Eksperyment został przeprowadzony w klatkach Skinner’a (ENV-307W, Med

Associates Inc., Fairfax, Vermont, Stany Zjednoczone). Przed rozpoczęciem eks-

perymentu zwierzęta miały ograniczony dostęp do pożywienia, by uzyskać stałą

wagę utrzymującą się na poziomie 80-85% wagi początkowej, w celu uniknię-

cia spadku liczby odpowiedzi w trakcie testu, wynikającej z poczucia sytości.

Pojedyncza sesja samopodawania jedzenia trwała 45 minut. Odpowiedź instru-

mentalna w postaci włożenia nosa do otworu aktywnego skutkowała podaniem

pojedynczej porcji jedzenia (20 mg, BioServ, Flemington, NJ, Stany Zjednoczone)

do podajnika jedzenia, podczas gdy odpowiedź do nieaktywnego otworu nie mia-

ła żadnych konsekwencji. Po 10 dniach samopodawania jedzenia, wprowadzo-

no procedurę rosnącego kryterium wzmocnienia (z ang. progressive ratio, PR),

w której, po każdej dostarczonej porcji jedzenia, zwiększała się liczba koniecz-

nych odpowiedzi instrumentalnych o jedną (PR1) lub o trzy (PR3), by otrzymać

następną porcję. Po procedurze PR, zwierzęta były ponownie testowane przez dwa

dni na samopodawanie jedzenia, a następnie zastosowano procedurę zmiennego

interwału (VI), w której odpowiedź instrumentalna była nagradzana jedną porcją

jedzenia w nieprzewidywalnych odstępach czasu. Czas, podczas którego odpo-

wiedź instrumentalna nie miała żadnych konsekwencji, był losowy od 1 do 10

sekund dla VI 10, 1-30 sekund dla VI 30 oraz 1-60 sekund dla VI 60. Po upływie

losowo wybranego czasu, odpowiedź instrumentalna skutkowała podaniem jed-

nej porcji jedzenia, i następnie rozpoczynała się kolejna próba. Cały test trwał 45

minut. Procedury kontrolujące pracę klatek zostały napisane przy użyciu opro-

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

9. Dyskontowanie wysiłku w labiryncie T

Przed rozpoczęciem eksperymentu zwierzęta zostały poddane ograniczeniu

karmy, aby utrzymać ich wagę na poziomie 80-85% wagi początkowej. Test

został przeprowadzony w aparacie o kształcie litery T, składającego się z ramie-

nia początkowego o długości 60 cm oraz dwóch ramion o długości 24 cm każde,

w których umieszczane były porcje jedzenia (Rycina 3B). Przez pierwsze 3 dni

zwierzęta adaptowały się do aparatu i miały wolny dostęp do jedzenia w obydwu

ramionach. Po trzech dniach adaptacji rozpoczął się właściwy test, który na każ-
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dym etapie składał się z 12 powtórzeń każdego dnia. Dla każdej myszy, w mniej

preferowanym ramieniu podczas adaptacji, wprowadzono dużą nagrodę, składa-

jącą się z 4 czekoladowych porcji jedzenia (20 mg, BioServ, smak czekoladowy),

natomiast w drugim ramieniu umieszczonomałą nagrodę, w postaci jednej czeko-

ladowej porcji. Podczas pierwszych 5 dni wybór ramienia był wymuszony poprzez

zablokowanie dostępu do drugiego ramienia, by nauczyć zwierzęta lokalizacji

dużej i małej nagrody. Następnie wprowadzono procedurę wolnego wyboru, gdzie

zwierzęta mogły dobrowolnie eksplorować cały aparat. Po 5 dniach w ramieniu

z dużą nagrodą umieszczono przeszkodę w postaci 5 cm barierki i co 5 dni zwięk-

szano wysokość barierki kolejno na 8, 12 oraz 14 cm. Wszystkie użyte barierki

miały kształt trójkątów prostokątnych. Dostęp do ramienia z małą nagrodą po-

zostawał wolny przez cały eksperyment. Powtórzenia, w których mysz skręciła do

ramienia z dużą nagrodą, ale nie przekroczyła barierki, były powtarzane.

Rycina 3: Poglądowe schematy aparatów wykorzystanych w doświadcze-
niach behawioralnych. Przedstawione schematy prezentują A) klatkę IntelliCage
wykorzystaną to testu picia roztworu sacharyny. W dwóch narożnikach umiesz-
czono butelki z sacharyną oraz w dwóch kolejnych z wodą (czerwone kropki –
butelki z roztworem sacharyny, szare kropki – butelki z wodą). Umieszczenie bu-
telek z poszczególnymi płynami było zmieniane co 48 godzin. Dostęp do butelek
przez 4 dni adaptacji był wolny, a następnie po wprowadzeniu butelek z roztwo-
rem sacharyny, zablokowany przez drzwiczki. Zwierzę musiało wykonać okre-
śloną ilość odpowiedzi instrumentalnych na otworze znajdującym się obok, aby
uzyskać dostęp do butelek ze słodkim roztworem. B) Labirynt T wykorzystany
do testu dyskontowania wysiłku. Po prawej stronie schematu zilustrowane są
przeszkody o kształcie trójkątów prostokątnych, które umieszczano w ramieniu
z dużą nagrodą. 1 szara kropka oznacza jedną porcję jedzenia. Po stronie z dużą
nagrodą i przeszkodą umieszczane były 4 porcje jedzenia, natomiast po stronie z
małą nagrodą 1 porcja. Po każdych 5 dniach treningu zmieniana była przeszkoda
na wyższą.
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10. Zachowanie w otwartym polu

Aktywność ruchowa zwierząt była badana w kwadratowej klatce o wymiarach

28 x 28 cm i wysokości 20 cm. Test był przeprowadzany przez trzy

kolejne dni, przez 30 minut dziennie. Zachowanie zwierząt było nagrywane oraz

następnie analizowane za pomocą oprogramowania Any-Maze (wersja 4.99m,

Stoelting Co., Wood Dale, Illinois, Stany Zjednoczone). W przypadku zwierząt

Oprd1/Oprm1D1-KD po trzech dniach w tej samej klatce przeprowadzono test eks-

ploracji nowego obiektu. Test ten składał się z dwóch 10-minutowych

sesji, oddzielonych 3-godzinnym interwałem czasowym.W pierwszej sesji w dwóch

przeciwległych rogach klatki umieszczono dwa takie same obiekty (kółka bądź

kwadraty), a następnie, w drugiej serii, jeden z tych obiektów był zamieniany na

nowy (kółko bądź kwadrat, w zależności od poprzednio użytego obiektu). Test był

nagrywany przy użyciu kamery umieszczonej nad klatką (DMK 22AUC03). Czas

spędzany na eksploracji obiektów zliczany był ręcznie przez eksperymentatora.

Zachowanie lękowe w otwartym polu przeprowadzono w klatce o wymiarach

50 x 50 cm, gdzie mysz była umieszczona na 30 minut. W centralnym punkcie

klatki natężenie światła wynosiło 108 luksów, natomiast na obrzeżach utrzymy-

wane było na poziomie 10-20 luksów. Test był nagrywany za pomocą kamery

umieszczonej nad klatką (DMK 22AUC03). Zliczany był dystans przebyty przez

zwierzęta oraz czas spędzany w centrum i na brzegach aparatu przy użyciu opro-

gramowania Any-Maze.

11. Zachowanie lękowe w teście jasnego-ciemnego

pomieszczenia

Test został przeprowadzony w aparacie składającym się z dwóch pomiesz-

czeń o wymiarach 18 x 16 cm i wysokości 20 cm każde. Jedno z pomieszczeń

było doświetlone na poziomie 430 luksów, podczas gdy drugie znajdowało się pod

słabym oświetleniem 20 luksów. Mysz początkowo umieszczana była w pomiesz-

czeniu ciemnym, a następnie mogła dowolnie eksplorować aparat przez 5 minut.

Czas spędzony w oświetlonym pomieszczeniu, latencja do pierwszego przejścia

do oświetlonego pomieszczenia oraz całkowita liczba przejść, były zliczane ręcz-

nie przez eksperymentatora.
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12. Labirynt Y

Myszy umieszczano na końcu jednego ramienia aparatu o kształcie litery Y

(wymiary 28 x 14 cm i wysokości 20 cm; ramiona położone względem siebie

pod kątem 120°). Mysz mogła swobodnie eksplorować cały aparat przez 6 mi-

nut. Zwierzęta były umieszczane w ramionach w taki sposób, by każde ramię było

punktem początkowym tyle samo razy. Mierzono: wykonanie spontanicznej prze-

mienności (wejścia do każdego ramienia w czasie 6 minut), przemienność (wejścia

do każdego z trzech ramion, liczone w nakładających się trójkach, np. BCA, ABC),

procent spontanicznej przemienności (stosunek całkowitej ilości przemienności

do całkowitej ilości wejść do ramion - 2, pomnożone przez 100), przemienność

powrotu do ramion oraz powrót do tego samego ramienia.

13. Test awersji/preferencji miejsca

Testy przeprowadzono w aparacie, składającym się z dwóch pomieszczeń,

przedzielonych mniejszym, szarym pomieszczeniem (ENV-256C, Med Associates

Inc.). Jedno pomieszczenie było czarne, z białą podłogą, natomiast drugie mia-

ło odwrotny układ kolorów. W pierwszym dniu badania podłogę wyłożono bia-

łym papierem, a mysz mogła swobodnie eksplorować cały aparat przez 5 minut.

W drugim dniu wykonano pretest – mysz umieszczono w środkowym pomiesz-

czeniu ze swobodnym dostępem do całego aparatu przez 20 minut. Następnie

wykonano warunkowanie, w którym przez 4 dni w teście awersji miejsca mysz

otrzymywała dootrzewnowe podania roztworu soli fizjologicznej w pomieszczeniu

mniej preferowanym podczas pretestu oraz przez 4 dni dootrzewnowe podania

naloksonu w dawce 10 mg/kg (10 µl/g) w pomieszczeniu preferowanym. W teście

preferencji miejsca natomiast zwierzę otrzymało sól fizjologiczną w pomieszczeniu

preferowanym podczas pretestu oraz morfinę w dawce 10 mg/kg w pomieszcze-

niu mniej preferowanym. Podania soli fizjologicznej oraz leku były naprzemienne.

Po zakończeniu warunkowania wykonano posttest, w którym mysz mogła swo-

bodnie eksplorować cały aparat przez 20 minut.
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14. Analiza danych

Analiza statystyczna została przeprowadzona przy użyciu programu Graph-

Pad Prism oraz oprogramowania R. Znamienność statystyczna została zbadana

poprzez analizę wariancji (ANOVA) oraz następnie testy post-hoc. Test Tukey’a zo-

stał użyty jako domyślny test post-hoc, z wyłączeniem przypadku zastosowania

analizy wariancji w modelu mieszanym, gdzie przeprowadzonym testem post hoc

był test t z poprawką Bonferroni’ego. W przypadkach porównań pomiędzy dwoma

grupami zastosowano test Mann’a-Whitney’a. W przypadku braku znamienności

statystycznej osiągającej wartości 0,05<p<0,1 zastosowano termin tendencja lub

trend, oznaczający wynik zbliżający się do poziomu znamienności statystycznej.

Z analizy zostało odrzucone jedno zwierzę z eksperymentu w klatce IntelliCage,

z powodu wadliwego działania transpondera identyfikacyjnego. Nie odrzucono

żadnego innego wyniku doświadczalnego.

W Tabeli 1 i 2 zestawiono wykonane eksperymenty behawioralne z wykorzy-

staną liczbą zwierząt. Dla przejrzystości dane podzielono na dwie tabelki, każda

odpowiadająca jednemu ze szczepów genetycznie zmodyfikowanych myszy.

Myszy NR1DATCreERT2

Test behawioralny
Liczebność grup

Mutanty Kontrole

Test wymuszonego pływania 7 7

Test interakcji społecznych 8 6

Test preferencji sacharyny 8 7

Test w klatce IntelliCage 11 13

Test samopodawania jedzenia, PR, VI 7 9

Test dyskontowania wysiłku 5 9

Test w otwartym polu 8 8

Test w otwartym polu z dośw. 8 8

Test jasnego-ciemnego pomieszcz. 8 9

Test pręta obrotowego 8 6

Tabela 1: Liczebność grup zwierząt w poszczególnych testach dla myszy
NR1DATCreERT2
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Myszy Oprd1/Oprm1D1-KD

Test behawioralny
Liczebność grup

Mutanty Kontrole

Test preferencji sacharyny 10 6

Test wymuszonego pływania 7 5

Test interakcji społecznych 6 10

Test w otwartym polu 7 5

Test eksploracji nowego obiektu 6 5

Test w labiryncie Y 6 5

Test jasnego-ciemnego pomieszcz. 7 10

Test samopodawania jedzenia, PR 10 6

Test preferencji miejsca 4 7

Test awersji miejsca 6 5

Tabela 2: Liczebność grup zwierząt w poszczególnych testach dla myszy
Oprd1/Oprm1D1-KD



Wyniki

Opis wyników badań podzieliłam na dwie główne części. W pierwszej kolejno-

ści omówione zostały wyniki, dotyczące myszy transgenicznych NR1DATCreERT2,

a w drugiej części myszy Oprd1/Oprm1D1-KD. W każdym przypadku przedsta-

wiono kolejno analizę ekspresji transgenu, wyniki badań behawioralnych oraz

podsumowanie otrzymanych rezultatów.

1. Wyniki badań przeprowadzonych na myszach

NR1DATCreERT2

Zwierzęta NR1DATCreERT2 pozbawione są funkcjonalnego receptora NMDA se-

lektywnie na neuronach dopaminowych, które posiadają transporter dopami-

ny DAT. Receptor NMDA kontroluje aktywność napadową neuronów dopamino-

wych, zatem brak funkcjonalnego receptora powinien prowadzić do zahamowania

aktywności fazowej, przy zachowanej aktywności podstawowej tych neuronów.

Przewidywane skutki mutacji zostały potwierdzone poprzez zewnątrzkomórko-

we pomiary elektrofizjologiczne, które wykazały zahamowanie aktywności fazo-

wej neuronów dopaminowych pola brzusznego nakrywki oraz istoty czarnej na

jontoforetyczne podanie NMDA (Jastrzębska i in. 2016). Skrócony opis wyników

tych badań, przeprowadzonych przez dr hab. Tomasza Błasiaka oraz Magdalenę

Walczak z Uniwersytetu Jagiellońskiego, został przedstawiony w dyskusji.

1.1. Ekspresja rekombinazy CreERT2

Celem barwienia wykonanego metodą immunohistochemii była weryfikacja,

czy mutacja zachowuje własności opisane przez innych badaczy dla konstytu-

tywnej linii NR1DATCre, pokazujące swoistość mutacji do istoty czarnej oraz po-

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

42



ROZDZIAŁ 4. WYNIKI 43

in. 2006; Engblom i in. 2008). Wykazanie obecności rekombinazy Cre sugeruje,

że w danym miejscu doszło do usunięcia podjednostki NR1 receptora NMDA na

neuronach dopaminowych. U zwierząt NR1DATCreERT2 pokazano obecność trans-

genu w polu brzusznym nakrywki oraz istocie czarnej (przybliżona odległość od

bregmy: -2,92 mm) (Rycina 4A). Są to struktury, w których znajdują się neu-

rony dopaminowe, stanowiące główne szlaki transmisji dopaminowej w mózgu.

Nie wykazano natomiast obecności rekombinazy Cre w jądrach podwzgórza,

takich jak jądro łukowate czy jądra brzuszno-przyśrodkowe (przybliżona odle-

głość od bregmy: -1,94 mm) (Rycina 4B), co pozwala przypuszczać, że neurony

w szlaku guzkowo-lejkowym wmutacji NR1DATCreERT2 nie podlegają rekombinacji

i zachowują normalną ekspresję podjednostki NR1.

Rycina 4: Komórkowa specyficzność ekspresji rekombinazy Cre u my-
szy NR1DATCreERT2. Na zdjęciach znajdują się zdjęcia skrawków mózgu myszy
NR1DATCreERT2 zabarwionych z wykorzystaniem przeciwciała skierowanego do re-
kombinazy Cre. Zwierzęta otrzymały dwukrotnie tamoksyfen, na 14h i 2h przed
pobraniem mózgów. A) skrawek zawierający pole brzuszne nakrywki/istotę czar-
ną oraz B) podwzgórze. Oznaczenie skrótów: VTA – pole brzuszne nakrywki, SNC
– istota czarna część zbita, SNR – istota czarna część siatkowata, ArcD – jądro łu-
kowate podwzgórza, część grzbietowa, ArcL – jądro łukowate podwzgórza, część
boczna, VMH – jadra brzuszno-przyśrodkowe podwzgórza.
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1.2. Zachowania przypominające objawy depresji u myszy

NR1DATCreERT2

Jednym z objawów zaburzeń depresyjnych jest poczucie bezradności. Odpo-

wiednikiem takiego symptomu w zwierzęcym modelu depresji jest zastygnięcie

zwierzęcia w bezruchu, przy jednoczesnym skróceniu czasu spędzonego na pró-

bie ucieczki, gdy zostaje ono umieszczone w stresującej sytuacji. Testem beha-

wioralnym, który jest często interpretowany jako miara behawioralnej rozpaczy,

bądź poczucia bezradności, jest test wymuszonego pływania. Zwierzęta zostały

tutaj umieszczone w zlewce z wodą na 6 minut i mierzony był czas, jaki mysz

spędziła w pozycji bezruchu oraz czas latencji do pierwszego epizodu bezruchu.

W tym teście myszy NR1DATCreERT2 charakteryzowały się dłuższym czasem bez-

ruchu (Rycina 5A, p=0,012), bez zmian w czasie, który upłynął do pierwszego

takiego wydarzenia (Rycina 5B).

Rycina 5: Test wymuszonego pływania. A) Wykres przedstawia czas spędzony
w bezruchu podczas 6-minutowego testu oraz B) czas do pierwszego epizodu bez-
ruchu u myszy NR1DATCreERT2. Słupki błędów pokazują SEM, symbol ’**’ oznacza
p<0,01 w teście Mann’a-Whitney’a. Liczebność grup: myszy z mutacją=7, myszy
kontrolne=7.

Kolejnym aspektem, związanym z zaburzeniami depresyjnymi, jest pogorsze-

nie funkcjonowania społecznego. U zwierząt zmiany w zachowaniu społecznym

bada się testem mierzącym pozytywne interakcje społeczne pomiędzy nieznany-

mi sobie wcześniej partnerami interakcji. Test ten nawiązuje do dysfunkcji spo-

łecznych, obserwowanych u osób cierpiących na depresję, które manifestują się

wycofaniem społecznym, brakiem chęci do nawiązania i utrzymywania kontak-

tu z innymi. W tym eksperymencie, myszy z mutacją w układzie dopaminowym
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spędziły mniej czasu w interakcji z drugą myszą podczas 10-minutowego testu

(Rycina 6A, p=0,0004). Ponadto średni dystans pomiędzy badaną myszą a part-

nerem do interakcji był dłuższy w grupie mutantów (Rycina 6B, p=0,0127). Zaob-

serwowano również trend w kierunku krótszego czasu spędzonego na zbliżaniu

się do partnera interakcji u myszy z mutacją (Rycina 6C, p=0,0813). Nie było na-

tomiast różnic pomiędzy grupami w dystansie przebytym podczas eksperymentu

(Rycina 6D), co wskazuje na brak zmian w aktywności ruchowej. Wyniki przed-

stawionych doświadczeń pokazują, że myszy NR1DATCreERT2 charakteryzują się

zmniejszeniem czasu spędzonego na próbie wydostania się ze stresującej sytu-

acji, jak również pogorszeniem funkcji społecznych.

Rycina 6: Interakcje społeczne u myszy NR1DATCreERT2. Na wykresach poka-
zano A) czas jaki myszy spędziły w odległości od siebie < 5 cm pomiędzy środkami
ich ciał podczas 10-minutowego testu, B) średni dystans pomiędzy zwierzętami,
C) czas spędzony na podchodzeniu do partnera interakcji przez mysz ekspery-
mentalną oraz D) całkowity przebyty dystans podczas testu. Słupki błędów po-
kazują SEM, symbol ’*’ oznacza p<0,05 w teście Mann’a-Whitney’a. Liczebność
grup: myszy z mutacją=8, myszy kontrolne=6.
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1.3. Preferencja nagrody i dyskontowanie wysiłku u myszy

NR1DATCreERT2

Utrata zdolności do odczuwania przyjemności, czyli anhedonia, jest kolejnym

charakterystycznym objawem depresji, posiadającym swój odpowiednik w mode-

lach zwierzęcych. Testem, który modeluje zachowanie przypominające anhedonię

u myszy, jest preferencja picia słodkiego roztworu. W pierwszym przeprowadzo-

nym teście, badającym preferencję 0,1% (wag./obj.) sacharyny w klatkach in-

dywidualnych przez 24 godziny, wszystkie zwierzęta charakteryzowały się więk-

szym spożyciem roztworu sacharyny niż wody (Rycina 7A), natomiast analiza

statystyczna wykazała interakcję pomiędzy genotypem a spożyciem sacharyny

(dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,26=2,139, p=0,1556; płyn, F1,26=47,928,

p<0,0001, genotyp × płyn, F1,26=5,435, p=0,0278) oraz trend w kierunku mniej-

szego spożycia roztworu sacharyny u zwierząt z mutacją (p=0,0569), jak również

trend w kierunku mniejszej preferencji do roztworu sacharyny w tej grupie (Ry-

cina 7B, p=0,0719).

Rycina 7: Preferencja picia roztworu sacharyny. Wykresy przedstawiają A)
wypitą objętość 0,1% (wag./obj.) roztworu sacharyny i wody oraz B) preferen-
cję sacharyny. Słupki błędów pokazują SEM, symbol ’**’ oznacza p<0,01; ’***’
p<0,001 w teście post-hoc Tukey’a. Liczebność grup: myszy z mutacją n=8, my-
szy kontrolne n=7.

W celu dokładniejszej analizy możliwego wpływu mutacji na pobór roztwo-

ru sacharyny, przeprowadzono test w klatce IntelliCage. Klatka ta składa się z

4 narożników, w których umieszczone są butelki z płynem. Wykorzystanie klat-

ki do testu umożliwia badanie zachowania zwierząt w grupie, w tym wypadku

przy wydłużonej ekspozycji na sacharynę. Podczas 4-dniowej adaptacji do klatki,
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w której zwierzęta miały wolny dostęp do butelek z wodą, wszystkie zwierzęta cha-

rakteryzowały się stopniowo spadającą aktywnością, bez różnic pomiędzy gru-

pami (Rycina 8, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,22=3,936, p=0,0599; czas,

F3,66=55,07, p<0,0001; genotyp × czas, F3,66=1,631, p=0,1905). Po wprowadze-

niu butelek z 0,1% roztworem sacharyny przy procedurze FR1, zwierzęta z muta-

cją wykonały mniej wejść do wszystkich narożników (Rycina 9A, dwuczynnikowa

ANOVA, genotyp, F1,44=62,56, p<0,0001; płyn, F1,44=46,66, p<0,0001; genotyp

× płyn, F1,44=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 wykonały mniej liźnięć na butelkach z roztworem sacharyny (Rycina

9B, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,44=5,005, p=0,0304; płyn, F1,44=112,

p<0,0001; genotyp × płyn, F1,44=10,93, p=0,0019; test post-hoc: kontrola sa-

charyna kontra mutant sacharyna, p<0,01). Obydwie grupy zwierząt wykaza-

ły preferencję do roztworu sacharyny wobec wody, jednak preferencja w gru-

pie kontrolnej była wyższa (Rycina 9C, p=0,0218). Dodatkowo, mutacja miała

wpływ na ilość wizyt, podczas których zwierzęta piły (Rycina 9D, dwuczynnikowa

ANOVA, genotyp, F1,44=14,87, p=0,0004; płyn, F1,44=135,6, p<0,0001; genotyp ×

płyn, F1,44=3,217, p=0,0797) oraz na liczbę liźnięć podczas jednej wizyty (Rycina

9E, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,44=12,60, p=0,0009; płyn, F1,44=75,70,

p<0,0001; genotyp × płyn, F1,44=2,376, p=0,1304).

Rycina 8: Dobowa aktywność myszy NR1DATCreERT2 w klatce IntelliCage.
Wykres przedstawia średnią liczbę odwiedzin w narożnikach klatki podczas 4-
dniowej adaptacji do aparatu IntelliCage. We wszystkich narożnikach znajdowa-
ły się butelki z wodą. Szare prostokąty na wykresie odpowiadają godzinom, w
których światło było wyłączone w poszczególnych dniach.
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Rycina 9: Picie roztworu sacharyny w klatce IntelliCage podczas procedu-
ry FR1. Wykresy przedstawiają uśrednione wyniki z dwóch dni eksperymentu u
myszy NR1DATCreERT2. A) Liczba odwiedzin w narożnikach z butelkami z sachary-
ną oraz wodą, B) liczba wykonanych liźnięć podczas testu, C) preferencja 0,1%
(wag./obj.) roztworu sacharyny, D) liczba wizyt podczas których myszy wykonały
liźnięcia oraz E) średnia ilość liźnięć na jedną wizytę. Słupki błędów pokazują
SEM, symbol ’*’ dla wykresu C oznacza p<0,05 w teście Mann’a-Whitney’a, dla
pozostałych ’##’ p<0,01; ’###’ p<0,001 oraz ’**’ p<0,01; ’***’ p<0,001 w teście post-
hoc Tukey’a. Liczebność grup: myszy z mutacją=11, myszy kontrolne=13.

Po zmianie kryterium dostępu na trzy odpowiedzi instrumentalne (FR3), grupy

zwierząt różniły się pod względem liczby wizyt, wykonanych w ciągu 4 dni (Rycina

10A, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,44=30,70, p<0,0001; płyn, F1,44=17,86,

p=0,0001; genotyp × płyn, F1,44=9,239, p=0,0040). Analiza post-hoc wykazała,

że zwierzęta z grupy kontrolnej wykonały więcej wejść do narożników, gdzie znaj-

dowały się butelki z sacharyną niż myszy z mutacją (test post-hoc: kontrola sa-

charyna kontra mutant sacharyna, p<0,0001). Ponadto myszy NR1DATCreERT2

charakteryzowały się mniejszą liczbą liźnięć butelek zawierających sacharynę

(Rycina 10B, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,44=4,971, p=0,0309; płyn,

F1,44=38,33, p<0,0001, genotyp × płyn, F1,44=33,60, p<0,0001; test post-hoc:

kontrola sacharyna kontra mutant sacharyna, p<0,0001). Mutacja miała również



ROZDZIAŁ 4. WYNIKI 49

wpływ na mniejszą preferencję do słodkiego roztworu (Rycina 10C, p=0,0107).

Dodatkowo zwierzęta z mutacją wykonały więcej liźnięć na jedną wizytę butelek

zawierających wodę (Rycina 10D, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,44=10,69,

p=0,0021; płyn, F1,44=0,010, p=0,9201, genotyp × płyn, F1,44=21,28, p<0,0001;

test post-hoc: kontrola woda kontra mutant woda, p<0,0001) oraz więcej wi-

zyt, podczas których piły wodę (Rycina 10E, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp,

F1,44=1,866, p=0,1789; płyn, F1,44=34,82, p<0,0001, genotyp × płyn, F1,44=19,01,

p<0,0001).

Rycina 10: Picie roztworu sacharyny w klatce IntelliCage podczas procedu-
ry FR3. Wykresy przedstawiają uśrednione wyniki z czterech dni eksperymentu
u myszy NR1DATCreERT2. A) Liczba odwiedzin w narożnikach z butelkami z sa-
charyną oraz wodą, B) liczba wykonanych liźnięć, C) preferencja 0,1% roztworu
sacharyny, D) liczba wizyt podczas których myszy wykonały liźnięcia, E) średnia
ilość liźnięć na jedną wizytę. Słupki błędów pokazują SEM, symbol ’*’ dla wy-
kresu C oznacza p<0,05 w teście Mann’a-Whitney’a, dla pozostałych ’##’ p<0,01;
’###’ p<0,001 oraz ’**’ p<0,01; ’***’ p<0,001 w teście post-hoc Tukey’a. Liczebność
grup: myszy z mutacją=11, myszy kontrolne=13.
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Eksperymenty, w których badano picie sacharyny w różnych procedurach wy-

kazały, że zaburzenie funkcji neuronów dopaminowych nie zmienia preferencji

sacharyny przy wolnym dostępie, zatem nie wpływa na zdolność do odczuwania

przyjemności. Jednak w procedurze wymagającej wykonania odpowiedzi instru-

mentalnej po słodki roztwór, myszy z mutacją charakteryzowały się mniejszą pre-

ferencją sacharyny, zmniejszoną aktywnością (mniej wejść do narożników klatki),

jak również mniejszym spożyciem sacharyny. Takie zachowanie może wskazy-

wać na pogorszenie funkcji motywacyjnych, związanych z mniejszą gotowością

do pracy dla słodkiej nagrody.

Ważnym aspektem w kontekście przedstawionych wyżej wyników badań, do-

tyczących interpretacji zachowania zwierząt w teście IntelliCage, jest wyklucze-

nie możliwych zmian w uczeniu się instrumentalnym, które mogłyby zaburzyć

wykonanie zadania. W tym celu przeprowadzono test samopodawania jedzenia

w klatce Skinner’a, w którym jedna odpowiedź instrumentalna skutkowała otrzy-

maniem przez zwierzę jednej porcji jedzenia. Myszy z mutacją były wolniejsze

podczas treningu, jednak po 10 sesjach osiągnęły podobny poziom wykonania co

myszy kontrolne (Rycina 11 oraz Tabela 3).

Rycina 11: Instrumentalne samopodawanie jedzenia w klatce Skinner’a u
myszy NR1DATCreERT2. Wykres pokazuje liczbę odpowiedzi instrumentalnych
podczas 10 kolejnych sesji, w których każda odpowiedź instrumentalna po stro-
nie oznaczonej jako „aktywna” powodowała otrzymanie jednej porcji pożywienia.
Liczebność grup: myszy z mutacją=7, myszy kontrolne=9. Oznaczenia: aktywny
– instrumentalna odpowiedź w postaci wetknięcia nosa do otworu aktywnego,
nieaktywny – instrumentalna odpowiedź w postaci włożenia 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 × czas × aktywny/nieaktywny 0,783 0,63273 9,140

Genotyp × czas 0,604 0,792 9,126

Genotyp × aktywny/nieaktywny 9,858 0,00206 1,140

Czas × aktywny/nieaktywny 23,197 <0,001 9,140

Tabela 3: Trójczynnikowa ANOVA dla testu samopodawania jedzenia u my-
szy NR1DATCreERT2. W tabeli podano wartości F, prawdopodobieństwa (p) oraz
stopni swobody (df) dla interakcji oraz czynników głównych. Wartości mniejsze
niż przyjęta α (α<0,05) są wytłuszczone.

Mutacja nie zaburzyła umiejętności instrumentalnego uczenia się, zatem

w dalszej kolejności przeprowadzono eksperymenty mierzące motywację do zdo-

bycia jedzenia z wykorzystaniem procedur, wymagających wykonania przez zwie-

rzęta dużych ilości odpowiedzi instrumentalnych w klatce Skinner’a. Testy te zo-

stały przeprowadzone na tej samej grupie zwierząt, która wcześniej przeszła przez

procedurę samopodawania jedzenia. Mutacja nie miała wpływu na liczbę wyko-

nanych odpowiedzi instrumentalnych, zarówno w procedurze rosnącego kryte-

rium wzmocnienia (Rycina 12A), jak i procedurze zmiennego interwału (Rycina

12B), zatem myszy z mutacją w układzie dopaminowym nie wykazują dysfunkcji

motywacyjnych w zdobywaniu jedzenia. Procedury zastosowane tutaj nie są jed-

nak wymagające pod kątem wysiłku, jaki mysz musi włożyć, by uzyskać nagrodę.

W literaturze pokazano natomiast, że zaburzenie funkcji układu dopaminowego

odgrywa istotną rolę w zachowaniach związanych z wysiłkiem, przy niezmienionej

motywacji do jedzenia, gdy jest ono łatwo dostępne (Yohn, Errante i in. 2016).
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Rycina 12: Motywacja do pracy, by uzyskać jedzenie w klatce Skinner’a.
Wykresy przedstawiają liczbę odpowiedzi instrumentalnych podczas A) procedu-
ry PR1 i PR3 oraz B) procedury VI10, 20, 30 u myszy NR1DATCreERT2. Liczebność
grup: myszy z mutacją=7, myszy kontrolne=9. Oznaczenia skrótów: PR 1 – proce-
dura rosnącego kryterium wzmocnienia, w której zwierzę musiało wykonać o jed-
ną odpowiedź instrumentalną więcej po każdą kolejną porcję jedzenia oraz PR3 –
gdzie wymagane były trzy odpowiedzi instrumentalne, VI 10 – procedura zmien-
nego interwału, gdzie losowy czas bez nagrody po odpowiedzi instrumentalnej
wynosił 1-10 s, VI 30 – 1-30 s oraz VI 60 – 1-60 s.

W celu sprawdzenia, czy mutacja wpłynęła na dyskontowanie wysiłku, wy-

konano test labiryntu T (Rycina 13A), w którym myszy mogły wybrać między

małą, łatwo dostępną nagrodą, a dużą, wymagającą włożenia wysiłku w jej po-

zyskanie. W początkowym etapie treningu zwierzęta miały wolny dostęp do ra-

mion z zarówno małą, jak i dużą nagrodą, podczas którego wszystkie zwierzę-

ta preferowały ramię z nagrodą większą (85,4% u myszy kontrolnych, 77% u

myszy z mutacją). W kolejnych fazach eksperymentu, gdzie wprowadzono prze-

szkodę w postaci barierek, wraz ze wzrastającą wysokością barierek, w obydwu

grupach spadła preferencja do większej nagrody (dwuczynnikowa ANOVA, czas,

F22,264=6,150, p<0,0001). W grupie myszy z mutacją zaobserwowano tendencję

w kierunku mniejszej liczby wyborów ramienia z dużą nagrodą, w porównaniu

do grupy kontrolnej (dwuczynnikowa ANOVA, genotyp, F1,12=3,444, p=0,0882;

czas, F22,264=6,15, p<0,0001 genotyp × czas, F22,264=0,5933, p=0,9269). Waga

zwierząt była kontrolowana podczas eksperymentu ze względu na deprywację

pokarmową. Genotyp nie miał wpływu na zmiany wagi (Rycina 13B). Podsumo-

wując, zwierzęta z mutacją wykazują subtelne zmiany w motywacji do włożenia

wysiłku, by uzyskać nagrodę, które nie osiągają jednak istotności statystycznej.
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Rycina 13: Dyskontowanie wysiłku. Wykresy A i B przedstawiają procentowy
wybór skrętów do ramienia labiryntu T z „dużą” nagrodą (4 porcje pożywienia)
umieszczoną za przeszkodą. Wykres C pokazuje zmianę wagi podczas trwania
doświadczenia. Liczebność grup: myszy z mutacją=5, myszy kontrolne=9.

1.4. Zachowania lękowe u myszy NR1DATCreERT2

Zachowania lękowe często współtowarzyszą zaburzeniom depresyjnym, zatem

aby zbadać, czy myszy NR1DATCreERT2 wykazują również zmiany w zachowaniach

przypominających niepokój, przeprowadzono testy otwartego pola z doświetlo-

nym środkiem klatki oraz test jasnego-ciemnego pomieszczenia. Zwierzęta z mu-

tacją charakteryzowały się mniejszą aktywnością lokomotoryczną podczas całe-

go testu (Rycina 14A, p=0,0002). Obydwie grupy zwierząt spędziły więcej czasu

w nieoświetlonych rogach klatki, w porównaniu do oświetlonego środka (Ryci-

na 14B, dwuczynnikowa ANOVA, strefa klatki, F1,28=649,8, p<0,0001; genotyp ×

strefa, F1,28=8,429, p=0,0071; test post-hoc: kontrola centrum kontra kontrola

rogi, p<0,0001, mutant centrum kontra mutant rogi, p<0,0001). Skrócony czas

aktywności ruchowej może być wynikiem generalnie zmniejszonej aktywności,

bądź większej lękowości zwierząt. Aby dokładniej odróżnić te dwa aspekty, wy-

konano standardowy test aktywności w otwartym polu bez doświetlenia oraz test

jasnego-ciemnego pomieszczenia. W teście otwartego pola zwierzęta z mutacją

wykazały mniejszy całkowity przebyty dystans, co może sugerować obniżoną ak-

tywność ruchową (Rycina 14C, p=0,0281).
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Rycina 14: Aktywność w otwartym polu. Panele A i B przedstawiają wyniki te-
stu otwartego pola z doświetleniem, A) całkowita odległość przebyta przez zwierzę
podczas testu oraz B) czas spędzony w strefie oświetlonej i nieoświetlonej. Wykres
C) pokazuje całkowity przebyty dystans podczas standardowego testu otwartego
pola, mierzącego aktywność ruchową. Słupki błędów pokazują SEM, symbol ‘*’
oznacza p<0,05; ‘***’ p<0,001 w teście Mann’a-Whitney’a oraz ‘###’ p<0,001 w te-
ście post-hoc Tukey’a. Liczebność grup w doświetlonym otwartym polu: myszy
z mutacją=8, myszy kontrolne=8 oraz w standardowym otwartym polu: myszy z
mutacją=8, myszy kontrolne=8.

W teście jasnego-ciemnego pomieszczenia myszy NR1DATCreERT2 charakteryzo-

wały się natomiast tendencją w kierunku krótszego czasu spędzonego w oświe-

tlonym pomieszczeniu, bez znamienności statystycznej (Rycina 15A, p=0,0766).

Wykazały również dłuższy czas opóźnienia do pierwszego wejścia do jasnego po-

mieszczenia (Rycina 15B, p=0,0158) oraz mniejszą liczbę całkowitych przejść

pomiędzy pomieszczeniami (Rycina 15C, p=0,0357). Wyniki uzyskane w powyż-

szym eksperymencie mogą wskazywać na zmiany w aktywności ruchowej lub

świadczyć o większej lękliwości myszy z mutacją. Dodatkowym testem, badają-

cym umiejętności motoryczne zwierząt, był test pręta obrotowego (Rycina 15D).

W tym teście myszy zostały umieszczone na obracającym się walcu przez 3 ko-

lejne dni po 5 minut na próbę i mierzony był czas, po jakim zwierzę spadało.

Wszystkie zwierzęta charakteryzowały się poprawą wykonania zadania w ciągu

kolejnych dni testu. Ponadto myszy z mutacją wykazały normalną koordynację

ruchową podczas całego testu (dwuczynnikowa ANOVA; interakcja, F2,24=1,021,

p=0,3753; czas, F2,24=5,249, p=0,0129; genotyp, F1,24=0,6389, p=0,4396). Pod-

sumowując wyniki badań, w przeprowadzonych testach lękowo-ruchowych, jak

również biorąc pod uwagę brak zmian w aktywności ruchowej w teście interak-



ROZDZIAŁ 4. WYNIKI 55

cji społecznych, można przypuszczać, że zahamowanie aktywności fazowej neu-

ronów dopaminowych skutkuje nieznacznie zwiększonym poziomem lękliwości

jednak bez istotnych zaburzeń motorycznych.

Rycina 15: Zachowania lękowe oraz umiejętności ruchowe. Wykresy (A-C)
przedstawiają wyniki testu jasnego-ciemnego pomieszczenia oraz D) testu pręta
obrotowego u myszy NR1DATCreERT2. Panel A) pokazuje czas spędzony w oświetlo-
nym pomieszczeniu podczas 5-minutowego testu, B) czas opóźnienia do pierw-
szego wejścia do oświetlonego pomieszczenia oraz C) liczbę przejść pomiędzy po-
mieszczeniami podczas całego testu. Panel D) pokazuje uśredniony czas do upad-
ku podczas 6-minutowego testu pręta obrotowego. Słupki błędów pokazują SEM,
‘*’ oznacza p<0,05 w teście Mann’a-Whitney’a. Liczebność grup w teście jasnego-
ciemnego pomieszczenia: myszy z mutacją=8, myszy kontrolne=9 oraz w teście
pręta obrotowego: myszy z mutacją=8, myszy kontrolne=6.
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2. Wyniki badań przeprowadzonych na myszach

Oprd1/Oprm1D1-KD

2.1. Ekspresja białka GFP u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD

Myszy Oprd1/Oprm1D1-KD są szczepem nowym, dotychczas niewykorzysta-

nym do innych badań, dlatego też konieczna była charakteryzacja zwierząt, za-

równo pod kątem występowania transgenu, jak i podstawowych właściwości be-

hawioralnych. U myszy Oprd1/Oprm1D1-KD zachodzi wyciszenie genów kodują-

cych receptory opioidowe µ oraz δ na neuronach zawierających receptor dopa-

minowy D1. Na tych zwierzętach przeprowadzono analizę specyficzności mutacji

poprzez barwienie białka GFP, produkowanego przez transgen. Barwienie poka-

zało, że transgen znajduje się w prążkowiu grzbietowym oraz brzusznym (jądro

półleżące), jak również w głębszych warstwach kory zakrętu obręczy oraz kory

infralimbicznej (przybliżona odległość od bregmy: 1,42 mm) (Rycina 16). Zatem

przypuszczalnie w tych regionach dochodzi do inaktywacji receptorów opioido-

wych µ i δ na neuronach D1.

Rycina 16: Ekspresja transgenu u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD. Na rycinie znaj-
dują się zdjęcia skrawków mózgu myszy Oprd1/Oprm1D1-KD zabarwionych z wy-
korzystaniem przeciwciała skierowanego do białka fluorescencyjnego GFP. Po-
większenia przedstawiają obecność transgenu w korze, w obszarze infralimbicz-
nym i zakrętu obręczy (panel prawy górny) oraz w prążkowiu (panel prawy dolny).
Oznaczenia skrótów: CPu – prążkowie, AcbC – jądro półleżące, obszar rdzenia (z
ang. core), AcbSh – jądro półleżące, obszar powłoki (z ang. shell), Cg1 – kora zakrę-
tu obręczy, obszar 1, Cg2 – kora zakrętu obręczy, obszar 2, IL – kora infralimbiczna,
DP – kora konarowa, część grzbietowa (z ang. dorsal peduncular cortex).
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2.2. Zdolność do odczuwania przyjemności oraz zachowania w

pozostałych testach badających objawy podobne do depresji u

myszy Oprd1/Oprm1D1-KD

W pierwszej kolejności przeprowadzono charakteryzację podstawowych za-

chowań zwierząt Oprd1/Oprm1D1-KD. Badania rozpoczęto od zbadania zdolno-

ści do odczuwania przyjemności, gdzie wykonano standardowy test preferencji

picia słodkiego roztworu. Biorąc pod uwagę, że anhedonia należy do osiowych

objawów depresji, przeprowadzono dodatkowe testy, badające symptomy przy-

pominające objawy depresyjne w modelach zwierzęcych, takie jak test wymu-

szonego pływania oraz test interakcji społecznych. Następnie przeprowadzono

szereg testów behawioralnych, badających podstawowe zachowanie zwierząt, jak

aktywność ruchowa, pamięć, lękowość i uczenie się instrumentalne oraz zbada-

no reakcje zwierząt na substancje działające na receptory opioidowe w testach

preferencji/awersji miejsca.

W przeprowadzonych testach behawioralnych szczególne znaczenie miał test

badający anhedonię, jako że rola receptorów opioidowych w zdolności do odczu-

wania przyjemności jest bardzo dobrze ugruntowana w literaturze. W celu spraw-

dzenia, czy inaktywacja receptorów opioidowych µ oraz δ na neuronach zawiera-

jących receptor D1 wpłynie na to zachowanie, wykonano test preferencji roztwo-

ru sacharyny podczas 24-godzinnego wolnego dostępu do sacharyny oraz wody.

W tym teście myszy z mutacją nie różniły się pod względem preferencji do roztwo-

ru sacharyny (Rycina 17A), jak również pod kątem objętości wypitych roztworów

(Rycina 17B).

Aby zweryfikować zachowanie zwierząt w testach mierzących inne zachowa-

nia przypominające objawy depresji, przeprowadzono najpierw test wymuszonego

pływania, a następnie test interakcji społecznych. W teście wymuszonego pływa-

nia mierzony był czas spędzony w pozycji bezruchu i nie zaobserwowano żadnych

zmian pomiędzy myszami z mutacją a grupą kontrolną (Rycina 17C). Podobnie,

w teście 10-minutowych interakcji społecznych, badającym funkcje społeczne,

myszy mutanty nie charakteryzowały się zmienionym czasem spędzonym na inte-

rakcjach społecznych, zarówno pozytywnych, jak i negatywnych (Rycina 17D,E).

Podsumowując, myszy Oprd1/Oprm1D1-KD nie wykazują spodziewanych zmian

w zdolności do odczuwania przyjemności oraz nie różnią się reakcjami w pozo-

stałych testach badających objawy przypominające depresję.
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Rycina 17: Zachowanie w testach modelujących objawy zaburzeń depresyj-
nych. Wykresy (A-B) pokazują wyniki testu picia 0,1% roztworu sacharyny. A)
preferencja picia sacharyny, B) wypita objętość wody oraz sacharyny. Wykres C)
przedstawia czas bezruchu podczas testu wymuszonego pływania oraz wykresy
(D-E) wyniki testu interakcji społecznych. Panel D) pokazuje czas spędzony na
pozytywnych interakcjach społecznych oraz E) czas spędzony na interakcjach
negatywnych. Słupki błędów pokazują SEM, symbol ‘***’ oznacza p<0,001 w te-
ście Mann’a-Whitney’a. Liczebność grup w teście preferencji sacharyny: myszy z
mutacją=10, myszy kontrolne=6, w teście wymuszonego pływania: myszy z mu-
tacją=7, myszy kontrolne=5 oraz w teście interakcji społecznych: myszy z muta-
cją=6, myszy kontrolne=10.

2.3. Zachowania w podstawowych testach behawioralnych u myszy

z mutacją w receptorach opioidowych

W dalszej kolejności przeprowadzono testy badające podstawowe reakcje be-

hawioralne, aby sprawdzić czy fenotyp zwierząt z inaktywacją receptorów opio-

idowych na neuronach D1 nie zaburza ich prawidłowego funkcjonowania. Zwie-

rzęta zbadano najpierw pod kątem aktywności ruchowej w teście otwartego po-

la oraz eksploracji nowego obiektu. Wszystkie badane myszy charakteryzowa-

ły się zmniejszeniem przebytego dystansu w kolejnych dniach eksperymentu,

bez zmian pomiędzy zwierzętami z mutacją i kontrolnymi (Rycina 18A, dwu-

czynnikowa ANOVA, czas × genotyp, F2,20=0,9581, p=0,4005; czas, F2,20=107,2,
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p<0,0001; genotyp, F1,10=0,823, p=0,3856). W teście eksploracji nowego obiek-

tu myszy z mutacją również nie różniły się zachowaniem od zwierząt kontrol-

nych (Rycina 18B-D). Wszystkie zwierzęta charakteryzowały się podobnym cza-

sem eksploracji dwóch obiektów podczas pierwszej sesji (Rycina 18C, dwuczyn-

nikowa ANOVA, obiekt × genotyp, F1,18=0,0001, p=0,9917; obiekt, F1,18=0,1816,

p=0,6750; genotyp, F1,18=1,115, p=0,3051) oraz dłuższym czasem eksploracji

obiektu nowego, w porównaniu do obiektu już znanego w sesji drugiej (Rycina

18D, dwuczynnikowa ANOVA, obiekt × genotyp, F1,18=2,258, p=0,1503; obiekt,

F1,18=5,913, p=0,0257; genotyp, F1,18=0,2527, p=0,6213). Zatem mutacja nie

wpłynęła ani na podstawową aktywność ruchową zwierząt ani na zainteresowa-

nie nowością.

Rycina 18: Aktywność w otwartym polu u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD. Wy-
kresy przedstawiają A) całkowity 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, oznaczający różnicę czasu spędzone-
go na eksploracji nowego obiektu i obiektu 1 w sesji drugiej, podzielonej przez
ich sumę, C) czas eksploracji obiektów podczas sesji pierwszej oraz D) czas eks-
ploracji obiektów podczas sesji drugiej. Obiekt znany odnosi się do przedmiotu
wykorzystanego w obydwu sesjach, natomiast obiekt 2 jest wymieniany podczas
drugiej sesji na obiekt nowy. Liczebność grup w teście otwartego pola: myszy z
mutacją=7, myszy kontrolne=5 oraz w teście nowego obiekty: myszy z mutacją=6,
myszy kontrolne=5.
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Następnie przeprowadzono testy mierzące takie aspekty, jak pamięć, lęko-

wość oraz uczenie się instrumentalne. W celu pomiaru pamięci wykonano test

w labiryncie Y, gdzie mierzono kolejność wejść do poszczególnych ramion. W ba-

daniach na myszach obserwuje się, że zwierzęta te eksplorują ramię wcześniej

nieodwiedzane, co wynika z ich naturalnej skłonności do zainteresowania nowo-

ścią. Perseweracje w postaci częstego powrotu do tego samego ramienia mogą

świadczyć o zaburzonej pamięci roboczej. U myszy z mutacją nie zaobserwowano

żadnych różnic w wykonaniu tego testu, w porównaniu z grupą kontrolną, za-

tem zwierzęta te nie wykazują nieprawidłowości związanych z pamięcią. (Rycina

19A,B).

Rycina 19: Sprawność pamięci krótkotrwałej w labiryncie Y. Wykresy przed-
stawiają A) procent spontanicznej przemienności oraz B) procent przemienności
powrotu do ramion u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD. Liczebność grup: myszy z mu-
tacją=6, myszy kontrolne=5.

Kolejnym krokiem był pomiar zachowań lękowych, gdzie wykorzystano test

jasnego-ciemnego pomieszczenia. W tym teście również nie zaobserwowano żad-

nych zmian w zachowaniu u myszy z mutacją. (Rycina 20A,B,C). Wszystkie ba-

dane zwierzęta spędziły podobną ilość czasu w oświetlonym pomieszczeniu oraz

charakteryzowały się brakiem zmian w latencji do pierwszego przejścia do oświe-

tlonego pomieszczenia, jak również podobną liczbą przejść podczas testu.
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Rycina 20: Zachowania lękowe w teście jasnego-ciemnego pomieszczenia.
Wykresy pokazują A) czas spędzony w oświetlonym pomieszczeniu, D) czas opóź-
nienia pierwszego wejścia do pomieszczenia oświetlonego oraz C) liczbę przejść
pomiędzy pomieszczeniami podczas testu u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD. Liczeb-
ność grup: myszy z mutacją=7, myszy kontrolne=10.

W celu pomiaru umiejętności instrumentalnego uczenia się przeprowadzo-

no test samopodawania jedzenia w klatce Skinner’a, w którym myszy musiały

wykonać jedną odpowiedź instrumentalną, by uzyskać jedzenie. Zwierzęta zo-

stały poddane deprywacji pokarmowej i utrzymywano ich wagę na poziomie 80-

85% wagi początkowej. Nie zaobserwowano efektu genotypu pod kątem wagi na

początku doświadczenia (Rycina 21A), jak i wagi utrzymywanej podczas całe-

go testu (Rycina 21B, dwuczynnikowa ANOVA, genotyp × czas, F14,196=0,9323,

p=0,5251; genotyp, F1,14=0,7174, p=0,4113; czas, F14,196=97,2, p<0,0001). My-

szy Oprd1/Oprm1D1-KD charakteryzowały się większą liczbą odpowiedzi instru-

mentalnych niż myszy kontrolne w tym teście (Rycina 21C oraz Tabela 4).
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Rycina 21: Instrumentalne samopodawanie jedzenia w klatce Skinner’a u
myszy Oprd1/Oprm1D1-KD.Wykres A) pokazuje początkową wagę zwierząt przed
rozpoczęciem deprywacji pokarmowej, B) przedstawia zmianę wagi podczas de-
prywacji pokarmowej. Wykres C) pokazuje liczbę odpowiedzi instrumentalnych
podczas treningu na procedurze FR1. Liczebność grup: myszy z mutacją=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 × czas × aktywny/nieaktywny 0,852 0,5694 9,140

Genotyp × czas 0,951 0,484 9,126

Genotyp × aktywny/nieaktywny 15,301 <0,001 1,140

Czas × aktywny/nieaktywny 12,374 <0,001 9,140

Tabela 4: Trójczynnikowa ANOVA dla testu samopodawania jedzenia u my-
szy Oprd1/Oprm1D1-KD. W tabeli podano wartości F, prawdopodobieństwa (p)
oraz stopni swobody (df) dla interakcji oraz czynników głównych. Wartości mniej-
sze niż przyjęta α (α<0,05) są wytłuszczone.

W celu weryfikacji czy zmiana zachowania wiązała się ze zwiększoną moty-

wacją by uzyskać jedzenie, wykonano test rosnącego kryterium wzmocnienia,

w którym zwierzę musiało wykonać o 1 (PR1), a następnie o 3 (PR 3) odpowie-

dzi instrumentalne więcej, by uzyskać każdą następną porcję jedzenia. W żadnej

z tych procedur nie zaobserwowano różnic w ilości wetknięć nosa do otworu. Ta-

ki wynik wskazuje, że mutacja nie ma wpływu na motywację do pracy po jedze-

nie (Rycina 22). Podsumowując, myszy Oprd1/Oprm1D1-KD nie wykazują zmian

w aktywności ruchowej, eksploracji nowego obiektu, pamięci roboczej ani lęko-
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wości. Charakteryzują się natomiast zwiększoną liczbą wykonanych odpowiedzi

instrumentalnych w teście samopodawania jedzenia, która jednak nie przekłada

się na różnice w procedurach mierzących motywację do pracy w celu uzyskania

jedzenia.

Rycina 22: Motywacja do pracy by uzyskać jedzenie w klatce Skinner’a.
Wykres przedstawia wpływ mutacji na liczbę odpowiedzi instrumentalnych przy
rosnącym kryterium wzmocnienia u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD. Liczebność grup:
myszy z mutacją=10, myszy kontrolne=6. Oznaczenia skrótów: PR 1 – procedura
rosnącego kryterium wzmocnienia, w której zwierzę musiało wykonać o jedną od-
powiedź instrumentalną więcej po każdą kolejną porcję jedzenia oraz PR3 – gdzie
wymagane były trzy odpowiedzi instrumentalne.

2.4. Preferencja/awersja miejsca na ligandy receptorów

opioidowych u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD

Ostatnim etapem sprawdzającym fenotyp myszy Oprd1/Oprm1D1-KD była we-

ryfikacja wpływu substancji działających na receptory opioidowe µ i δ na zacho-

wanie. W tym celu przeprowadzono testy preferencji oraz awersji miejsca na ago-

nistę oraz antagonistę opioidowego. Do testu preferencji miejsca wykorzystano

agonistę receptorów opioidowych, morfinę, o silnym działaniu nagradzającym,

która skutkuje preferencją w kierunku spędzania większej ilości czasu w po-

mieszczeniu skojarzonym z jej otrzymaniem. Natomiast w teście awersji miejsca

użyto naloksonu, który jest nieselektywnym antagonistą receptorów opioidowych

i ma działanie awersyjne. Wszystkie zwierzęta po podaniach morfiny charakte-

ryzowały się preferencją miejsca skojarzonego z podaniem leku, natomiast po

podaniach naloksonu awersją do pomieszczenia, w którym otrzymały lek. Jed-
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nak, zarówno podanie morfiny (Rycina 23A,B; dwuczynnikowa ANOVA, genotyp

× pretest/posttest, F1,18=0,2299, p=0,6374; genotyp, F1,18=0,01858, p=0,8931;

pretest/posttest, F1,18=18,19, p=0,0005), jak i naloksonu (Rycina 23C,D; dwu-

czynnikowa ANOVA, genotyp × pretest/posttest, F1,9=4,113, p=0,0732; genotyp,

F1,9=3,071, p=0,1136; pretest/posttest, F1,9=23,44, p=0,0009) nie wpłynęło na

zachowanie zwierząt z mutacją w tych testach. Zatem inaktywacja receptorów

opioidowych µ oraz δ na neuronach D1 nie jest wystarczająca do wywołania zmian

na nagradzające/awersyjne działanie ligandów opioidowych.

Rycina 23: Warunkowa preferencja/awersja miejsca.Wykresy (A-B) przedsta-
wiają wyniku testu preferencji miejsca na morfinę natomiast wykresy (C-D) testu
awersji miejsca na nalokson. Pokazano różnicę czasu spędzonego w pomieszcze-
niu skojarzonym z lekiem oraz solą fizjologiczną podczas posttestu (A i C) oraz
czas spędzony w pomieszczeniu skojarzonym z lekiem podczas prestestu i post-
testu (B i D). Liczebność grup dla testu preferencji miejsca: myszy z mutacją=4,
myszy kontrolne=7 oraz testu awersji miejsca: myszy z mutacją=6, myszy kon-
trolne=5.
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Podsumowując, myszy pozbawione funkcjonalnych receptorów opioidowych

µ oraz δ na neuronach D1 w prążkowiu i w korze, nie wykazują zmian w zdolno-

ści do odczuwania przyjemności, jak również w pozostałych testach badających

zachowania przypominające objawy depresji. Ponadto, u myszy z mutacją nie za-

obserwowano zmian w aktywności ruchowej, pamięci czy lękliwości. Zwierzęta

te charakteryzowały się natomiast większą liczbą odpowiedzi instrumentalnych

w teście samopodawania jedzenia, bez różnic w procedurze rosnącego kryterium

wzmocnienia. Nie wykazano również zmienionych reakcji w odpowiedzi na poda-

nia leków działających na receptory opioidowe w testach preferencji oraz awer-

sji miejsca. Badania przeprowadzone na myszach Oprd1/Oprm1D1-KD pokazały,

że mutacja ta nie wpływa znacząco na zachowanie zwierząt.



Dyskusja

Wyniki moich badań pokazują, że genetyczne zaburzenie aktywności neu-

ronów dopaminowych prowadzi do rozwoju niektórych symptomów przypomi-

nających objawy zaburzeń afektywnych, podczas gdy mutacja receptorów opio-

idowych nie ma znaczącego wpływu na zachowanie zwierząt. Myszy z mutacją

NR1DATCreERT2 charakteryzowały się zwiększonym czasem bezruchu w teście wy-

muszonego pływania oraz zmniejszeniem czasu spędzonego na interakcjach spo-

łecznych. Zachowania te stanowią odpowiedniki behawioralnej rozpaczy oraz po-

gorszenia funkcji społecznych (Nestler i Hyman 2010). Ponadto zwierzęta z mu-

tacją wykazywały zmiany w motywacji do uzyskania słodkiej nagrody w klatce

IntelliCage, co przejawiało się mniejszą preferencją oraz poborem sacharyny, jak

również mniejszą liczbą odwiedzin w narożnikach klatki, gdy wymagane było wy-

konanie pracy po nagrodę. Dodatkowo zaobserwowano niewielkie zmiany w dys-

kontowaniu wysiłku. Usunięcie receptorów NMDA z neuronów dopaminowych

nie miało natomiast wpływu na zdolność do odczuwania przyjemności, czyli an-

hedonię. Z drugiej strony myszy transgeniczne z inaktywacją receptorów opioido-

wych µ i δ na neuronach zawierających receptor D1 zaskakująco nie wykazywały

zmian w zachowaniu, świadczących o anhedonii. Nie zaobserwowano ponadto

zmian zachowania w testach badających objawy przypominające depresję, jak

również w pozostałych miarach behawioralnych, dotyczących aktywności rucho-

wej, pamięci, lękowości oraz odpowiedzi na ligandy receptorów opioidowych. Je-

dyną różnicą w zachowaniu, którą wykazywały myszy z mutacją, była większa

liczba odpowiedzi w teście samopodawania jedzenia.

Obserwacje wpływu mutacji na rozwój symptomów przypominających obja-

wy depresji warto rozważyć w kontekście hipotezy monoaminowej, która zwra-

ca uwagę na rolę układów monoaminowych w etiologii zaburzeń depresyjnych.

Hipoteza ta koncentruje się przede wszystkim na układach serotoninowym i no-

66
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radrenergicznym, rozważając układ dopaminowy jakomniej istotny. Badania prze-

prowadzone w ramach mojej pracy pokazują jednak, że transmisja dopaminowa

również może mieć duże znaczenie w rozwoju tego schorzenia. Zaburzenie funk-

cji układu dopaminowego u dorosłych zwierząt doprowadziło bowiem do powsta-

nia zachowań skojarzonych z objawami depresji. Ponadto aktywność neuronów

dopaminowych zdaje się odgrywać szczególną rolę w rozwoju niektórych symp-

tomów, takich jak: bezradność, pogorszenie funkcji społecznych oraz zaburzenia

motywacyjne, nie wpływając natomiast na zdolność do odczuwania przyjemności.

Taka obserwacja sugeruje odmienne podłoże neuronalne anhedonii, w porówna-

niu do pozostałych objawów.

1. Fenotyp myszy NR1DATCreERT2

Myszy NR1DATCreERT2 zostały pozbawione funkcjonalnego receptora NMDA na

neuronach dopaminowych. Receptor ten odpowiedzialny jest za kontrolowanie

aktywności napadowej neuronów dopaminowych, dlatego też jego inaktywacja

powinna skutkować zaburzeniem fazowych wyładowań neuronów, przy zachowa-

nej ich aktywności podstawowej. Aby zweryfikować konsekwencje mutacji, prze-

prowadzono elektrofizjologiczne pomiary aktywności neuronów dopaminowych.

1.1. Zahamowanie aktywności fazowej neuronów dopaminowych u

myszy NR1DATCreERT2

U myszy NR1DATCreERT2 przeprowadzono zewnątrzkomórkowe pomiary elek-

trofizjologiczne, przy współpracy z dr hab. Tomaszem Błasiakiem oraz Magda-

leną Walczak z Uniwersytetu Jagiellońskiego. Badania pokazały, że w wyniku

inaktywacji receptorów NMDA na neuronach zawierających transporter dopami-

nowy DAT, dochodzi do zmienionej aktywności tych neuronów (Jastrzębska i in.

2016). Neurony dopaminowe śródmózgowia u myszy z mutacją charakteryzowały

się zahamowaniem aktywności napadowej, występującej spontanicznie, jak rów-

nież indukowanej jontoforetycznym podaniem NMDA, podczas gdy podstawowa

aktywność (toniczna) nie uległa zaburzeniu (Rycina 24). Zaobserwowano, że nie-

wielka część neuronów dopaminowych pozostawała zdolna do generowania wyła-

dowań napadowych, jednak o innej charakterystyce niż typowa aktywność indu-

kowana podaniem NMDA. Może to wskazywać na występowanie niezależnego od

receptorów NMDA mechanizmu kontrolowania aktywności fazowej neuronów do-
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paminowych. Taka obserwacja jest zgodna z badaniami pokazującymi zdolność

receptorów cholinergicznych do stymulowania aktywności napadowej neuronów

dopaminowych śródmózgowia (Zhang, Liu i Chen 2005).

Rycina 24: Podsumowanie pomiarów aktywności neuronów dopaminowych
pola brzusznego nakrywki in vivo u myszy NR1DATCreERT2. Wykresy (A i B)
przedstawiają przykładową aktywność neuronu podstawową (część górna) oraz
po podaniu NMDA za pomocą jontoforezy (część dolna) u myszy kontrolnej (A)
oraz u myszy z mutacją (B). Wykres (C) przedstawia częstotliwość wyładowań
neuronów dopaminowych VTA przed i po podaniu NMDA oraz wykres (D) prezen-
tuje procent testowanych neuronów wykazujących aktywność napadową sponta-
nicznie oraz po podaniu NMDA. Słupki błędów pokazują SEM, symbol ‘##’ oznacza
p<0,01; ‘####’ p<0,001 oraz ‘***’ p<0,001 w teście t z poprawką Bonferonni’ego.

Podsumowując, badanie elektrofizjologiczne potwierdziło, że inaktywacja re-

ceptorów NMDA na neuronach dopaminowych prowadzi do zahamowania aktyw-

ności fazowej tych neuronów w polu brzusznym nakrywki oraz w istocie czarnej.

Wynik tego badania jest zbieżny z poprzednimi doniesieniami, pokazującymi za-

hamowanie aktywności fazowej na jontoforetyczne podanie antagonisty NMDA

(Chergui i in. 1993), jak również spadek aktywności fazowej neuronów dopami-

nowych w konstytutywnej mutacji NR1DATCre (Zweifel, Parker i in. 2009). Kon-

stytutywna linia myszy NR1DATCre również jest pozbawiona receptorów NMDA na
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neuronach zawierających DAT. W tym wypadku jednak obserwuje się jedynie

zmniejszenie aktywności fazowej neuronów dopaminowych, podczas gdy induk-

cja mutacji u zwierząt dorosłych, wykorzystanych do badań w niniejszej pracy,

skutkuje praktycznie całkowitym zniesieniem zależnej od receptorów NMDA ak-

tywności napadowej. Różnice zaobserwowane w badaniach elektrofizjologicznych

przekładają się również na odmienne zachowanie w testach behawioralnych. My-

szy z mutacją konstytutywną nie wykazują zmian w testach mierzących zacho-

wania przypominające depresję, jak test wymuszonego pływania czy interakcji

społecznych. Prawdopodobnie kluczową przyczyną rozbieżności w zachowaniu

zwierząt obydwu linii jest zmniejszona, ale jednak ciągle obecna, aktywność fa-

zowa u myszy NR1DATCre, która może się utrzymywać jako wynik zmian kompen-

sacyjnych zachodzących w okresie zarodkowym. Podobne zmiany rozwojowe nie

powstają u myszy, u których mutacja generowana jest dopiero w wieku dojrza-

łym.

Badanie ekspresji transgenu z wykorzystaniem immunohistochemii pokazało

obszary mózgu, w których dochodzi domutacji, czyli do zahamowania aktywności

fazowej neuronów dopaminowych. Zatem u myszy NR1DATCreERT2 transgen wyra-

żany jest w obszarach śródmózgowia, a dokładniej w polu brzusznym nakryw-

ki i istocie czarnej, natomiast nie wykazano jego ekspresji w jądrze łukowatym

podwzgórza. Z takiej obserwacji można wnioskować, że mutacja dotyka przede

wszystkim neuronów dopaminowych śródmózgowia, podczas gdy nie zachodzi

prawdopodobnie na innych rodzajach neuronów dopaminowych. Zgodne jest to

z omówioną we wprowadzeniu niejednorodnością populacji tych neuronów, któ-

re różnią się ekspresją markerów, takich jak TH czy DAT. W przypadku mutacji

NR1DATCreERT2, obecność rekombinazy Cre może odzwierciedlać odmienne roz-

mieszczenie transportera DAT na różnych neuronach dopaminowych (Parlato i

in. 2006; Engblom i in. 2008). Brak lub bardzo niewielka ekspresja transgenu

w podwzgórzu pozwala przypuszczać, że neurony dopaminowe w tej strukturze

nie ulegają mutacji, zatem szlak guzkowo-lejkowy, odpowiedzialny za funkcje me-

taboliczne i hormonalne, nie jest tutaj zaburzony. Ma to istotny wpływ na in-

terpretację wyników behawioralnych zwierząt z mutacją, dotyczących zwłaszcza

testów z wykorzystaniem pokarmu jako nagrody. W przypadku dysfunkcji pod-

wzgórza zmienione zachowanie z otrzymywaniem nagrody mogłoby wynikać nie

z motywacji, ale z zaburzonego pobierania pokarmu, gdyż struktura ta pełni waż-



ROZDZIAŁ 5. DYSKUSJA 70

ną funkcję w regulacji przyjmowania pokarmu.

1.2. Czy zachowanie myszy NR1DATCreERT2 odzwierciedla symptomy

przypominające objawy depresyjne?

Usunięcie funkcjonalnych receptorów NMDA na neuronach dopaminowych

u myszy doprowadziło do rozwoju zmian zachowania w niektórych testach be-

hawioralnych mierzących fenotyp przypominający depresję w modelach zwierzę-

cych. Uzyskane przeze mnie wyniki badań są w zgodzie z opublikowanymi bada-

niami, w których zastosowano optogenetyczną regulację aktywności neuronów

dopaminowych (Tye i in. 2013; Gunaydin i in. 2014). Zahamowanie aktywno-

ści fazowej skutkowało rozwojem analogicznych zmian w zachowaniu w testach

zawieszenia za ogon, wymuszonego pływania oraz interakcji społecznych, nato-

miast stymulacja aktywności u zwierząt, które rozwinęły fenotyp przypominają-

cy depresję w wyniku procedury chronicznego łagodnego stresu, odwracała ten

fenotyp. Niemniej jednak istnieją również doniesienia sprzeczne, pokazujące roz-

wój fenotypu przypominającego depresję w wyniku stymulacji aktywności fazowej

neuronów dopaminowych metodą optogenetyczną u zwierząt poddanych proce-

durze porażki społecznej (Chaudhury i in. 2013). Rozbieżności te są prawdopo-

dobnie skutkiem zastosowanej procedury stresowej, w wyniku której dochodzi do

wzrostu wyładowań neuronów dopaminowych (Anstrom, Miczek i Budygin 2009;

Razzoli i in. 2011). Zmian w zachowaniach przypominających objawy depresji

nie zaobserwowano również u wspomnianych wyżej myszy NR1DATCre z mutacją

konstytutywną (Zweifel, Parker i in. 2009), co można tłumaczyć rozwojem zmian

kompensacyjnych, takich jak wzrost częstości spontanicznych potencjałów po-

budzających na neuronach dopaminowych (Engblom i in. 2008).

Myszy NR1DATCreERT2 charakteryzowały się zmniejszonym czasem spędzonym

na interakcjach społecznych. Zmiany zachowania w tym teście mogą być in-

terpretowane w kontekście nie tylko zachowań przypominających depresję, ale

też zachowań lękowych. Test ten został bowiem opracowany jako metoda po-

miaru lękowości (File i Seth 2003), dlatego też rozróżnienie tych dwóch rodza-

jów zachowań w modelach zwierzęcych nastręcza trudności. Badania pokazują,

że zmniejszenie czasu spędzonego na interakcjach społecznych występuje u zwie-

rząt z fenotypem przypominającym depresję (po procedurze chronicznego łagod-

nego stresu oraz u szczurów FSL), podczas gdy zachowania w testach mierzących
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lękowość pozostają bez zmian, co zostało omówione we wprowadzeniu (Kompa-

gne i in. 2008; Overstreet i Wegener 2013). Pogorszenie funkcji społecznych sta-

nowi również jedno z kryterium rozpoznania depresji według DSM-V (American

Psychiatric Association 2013). Bazując na powyższych danych, uzyskany wynik

zmian w teście interakcji społecznych u myszy NR1DATCreERT2 interpretowany jest

jako element fenotypu przypominającego depresję.

Zaburzenia lękowe często jednak współtowarzyszą depresji, dlatego też spraw-

dzenie myszy NR1DATCreERT2 w kontekście ewentualnych zmian w poziomie lękli-

wości było istotnym aspektem przeprowadzonych badań. Konieczna jest jednak

ostrożność przy wyciąganiu wniosku z tych badań, ponieważ wynik z ekspery-

mentów nie jest jednoznaczny. Myszy z mutacją charakteryzowały się mniejszą

liczbą przejść oraz dłuższym czasem opóźnienia do pierwszego wejścia do oświe-

tlonego pomieszczenia w teście jasnego-ciemnego pomieszczenia. Natomiast czas

spędzony w oświetlonym pomieszczeniu, który jest główną miarą lękowości w

tym teście, nie różnił się istotnie statystycznie od zwierząt kontrolnych. Można

jednak dostrzec wyraźną tendencję u myszy z mutacją w kierunku krótszego

czasu spędzonego w jasnym pomieszczeniu. Kolejnym aspektem jest zaobserwo-

wana mniejsza aktywność myszy NR1DATCreERT2 w teście otwartego pola, zarówno

w warunkach podstawowych, jak i z dodatkowym doświetleniem w centralnej czę-

ści aparatu. Zmiany zachowania w powyżej opisanych testach można tłumaczyć

zmniejszoną aktywnością ruchową myszy z mutacją, ale też odwrotnie – spo-

sób aktywności tych myszy może wynikać z nieznacznie zwiększonego poziomu

lękowości. Przesłanki ku interpretacji w kierunku zachowań lękowych wynika-

ją z literatury, gdyż pokazano, że myszy NR1DATCreERT2 nie wykazywały różnic

w aktywności ruchowej (Engblom i in. 2008), jak również żadnych zmian w ak-

tywności nie odnotowano u czterech różnych szczepów NR1DATCre (Wang i in.

2011; Engblom i in. 2008; James i in. 2015; Zweifel, Parker i in. 2009). Zwróco-

no natomiast uwagę na wzrost zachowań przypominających niepokój u szczepu

NR1DATCre (Zweifel, Fadok i in. 2011). Ponadto, w moich badaniach, w teście inte-

rakcji społecznych oraz teście umiejętności motorycznych z wykorzystaniem prę-

ta obrotowego, nie zaobserwowano żadnych zaburzeń w aktywności ruchowej.

Dlatego też wnioskuję, że myszy NR1DATCreERT2 charakteryzują się nieznacznie

podniesionym poziomem lęku, bez znaczącego zaburzenia w aktywności rucho-

wej. Należy mieć jednak na uwadze ewentualny wpływ, jaki mogłaby mieć zmiana
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w aktywności ruchowej na pozostałe wyniki badań, dotyczące czasu bezruchu

czy zachowania w testach badających motywację. Wydaje się to mało prawdopo-

dobne w kontekście powyższych rozważań, by fenotyp przypominający depresję

wynikał ze zmniejszonej ruchliwości. Niemniej jednak, niezależnie od kierunku

interpretacji zachowania zwierząt w stronę lękliwości, bądź zmniejszonej aktyw-

ności ruchowej, żadna z nich nie wyklucza fenotypu objawów przypominających

depresję u myszy NR1DATCreERT2, gdyż obydwa rodzaje zachowań obserwowane

są w zwierzęcych modelach objawów depresji.

1.3. Mutacja w układzie dopaminowym nie zmienia zdolności do

odczuwania przyjemności, ale wpływa na motywację

Kluczowym aspektem w fenotypie myszy NR1DATCreERT2 było zbadanie ich pod

kątem utraty zdolności do odczuwania przyjemności, czyli anhedonii. Anhedonia,

jakkolwiek stanowi osiowy objaw depresji, jest miarą skomplikowaną do zbada-

nia, co dotyczy zarówno zwierząt, jak i ludzi (Treadway 2016; Whitton, Treadway

i Pizzagalli 2015; Rizvi i in. 2016). Istnieje bowiem problem z rozróżnieniem bra-

ku odczuwania przyjemności od zmian motywacyjnych. W moim badaniu, myszy

z mutacją nie wykazywały zmian w preferencji do picia słodkiego roztworu przy

wolnym dostępie zarówno do wody, jak i roztworu sacharyny. Charakteryzowały

się jednak zmniejszoną preferencją sacharyny, mniejszym jej poborem oraz gene-

ralnie mniejszą aktywnością w postaci wchodzenia do narożników klatki Intelli-

Cage, gdy dostęp to butelek zawierających roztwór sacharyny był utrudniony. In-

teresujące jest rozważenie zaobserwowanych zmian w zachowaniu, w kontekście

zdefiniowanych przez Treadway’a konsumacyjnych oraz motywacyjnych aspek-

tów anhedonii, występujących u chorych na depresję (Treadway i Zald 2011). Za-

uważył on bowiem, że część chorych charakteryzuje się anhedonią, w rozumieniu

utraty zdolności do czerpania przyjemności z dotychczas podejmowanych aktyw-

ności, podczas gdy spora część osób cierpiących na depresję ma tę zdolność za-

chowaną, jednak wykazuje brak motywacji, by podjąć działanie. Treadway zwra-

ca uwagę, że w skalach diagnostycznych depresji aspekty te są nierozróżnialne,

podczas gdy mogą stanowić odmienne podłoże biologiczne oraz związane z tym

różne podejście do leczenia. Podział anhedonii, dokonany przez Treadway’a jest

również zgodny z kodowanym przez układ dopaminowy tzw. „chceniem” nagro-

dy, czyli motywacją do jej uzyskania, a „lubieniem”, czyli aspektem hedonicz-
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nym, co przedstawił Berridge (Berridge i Robinson 1998; Berridge, Robinson i

Aldridge 2009; Robinson, Fischer i in. 2016). W kontekście zachowania zwierząt

NR1DATCreERT2, nie obserwuje się zmian związanych z anhedonią konsumacyjną

(czyli „lubieniem”), natomiast zachowanie w klatce IntelliCage można interpreto-

wać pod kątem anhedonii motywacyjnej, czyli mniejszej motywacji, by nagrodę

uzyskać. Zmiany te nie wydają się wynikać z zaburzeń instrumentalnego uczenia

się, gdyż myszy zostały zbadane pod tym kątem w teście instrumentalnego samo-

podawania jedzenia w klatce Skinner’a i, poza nieco wolniejszym uczeniem się,

nie charakteryzowały się zmianą w liczbie odpowiedzi po zakończonym treningu.

Biorąc pod uwagę powyższe wyniki eksperymentalne, przeprowadzono kolej-

ne testy mierzące zachowanie motywacyjne, by dokładniej przyjrzeć się kierun-

kowi zmian zachowania zwierząt NR1DATCreERT2. Wykonano zatem najpierw testy

w klatce Skinner’a, mierzące motywację do pracy po nagrodę, w których obser-

wacja braku wpływu mutacji na wykonanie zadania była niespodziewanym wy-

nikiem, jako że rola układu mezolimbicznego w motywacji jest bardzo dobrze

ugruntowana w literaturze (Salamone i Correa 2012; Hamid i in. 2016). Myszy

NR1DATCreERT2 nie różniły się odmyszy kontrolnych w wysiłku włożonym do wyko-

nania testu z rosnącym kryterium wzmocnienia, jak i w procedurze o zmiennym

interwale czasowym (VI). Niemniej jednak, w przypadku tych testów, odpowiedź

instrumentalna w postaci włożenia nosa do otworu jest mniej wymagająca pod

kątem wysiłkowym niż np. naciskanie dźwigni, dlatego też zachowanie to może

być w mniejszym stopniu związane z dyskontowaniem wysiłku (Ettenberg, Koob i

Bloom 1981). Natomiast wykonanie zadania w teście w labiryncie T jest dużo bar-

dziej wymagające od zwierzęcia, ponieważ mysz, aby uzyskać dużą nagrodę, musi

przekroczyć barierkę. W tym teście myszy z mutacją charakteryzowały się tenden-

cją w kierunku mniejszej ilości wyborów ramienia z większą nagrodą dostępną

po pokonaniu przeszkody. W kontekście tego wyniku, wcześniejsze obserwacje,

dotyczące spożycia sacharyny w klatce IntelliCage, mogą być spowodowane ra-

czej zmniejszeniem prawdopodobieństwa zainicjowania zachowania, by uzyskać

nagrodę, niż niewystarczającą ilością energii czy zmniejszoną aktywnością ru-

chową, by wykonać zadanie. Biorąc pod uwagę zaobserwowaną tendencję wśród

zwierząt z mutacją w teście labiryntu T, brak różnicy statystycznie znamiennej

może się wiązać z ograniczoną liczebnością grupy zbadanych zwierząt. Istnie-

je przypuszczenie, że większa grupa zwierząt mogłaby skutkować wystąpieniem
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wyraźniejszych zmian zachowania w tym teście. Dlatego też wnioskuję, z dużą

dozą ostrożności, że mutacja wydaje się wpływać w sposób subtelny na motywa-

cję do włożenia wysiłku, by uzyskać nagrodę, natomiast bardziej rozstrzygający

wynik wymaga rozszerzenia eksperymentu o liczniejszą grupę zwierząt.

Podsumowując, wyniki badań prowadzonych w ramach tej pracy na myszach

NR1DATCreERT2, jak również doniesienia z innych prac, pokazują silny związek po-

między zmniejszeniem aktywności fazowej neuronów dopaminowych brzusznego

śródmózgowia a zmianami zachowania, przypominającymi zaburzenia afektyw-

ne. W kontekście przedstawionych tutaj badań można wysnuć wniosek, że spo-

wodowanie u dorosłych zwierząt utraty aktywności fazowej neuronów dopamino-

wych skutkuje rozwojem niektórych symptomów przypominających depresję, ta-

kich jak bezradność, pogorszenie funkcji społecznych oraz motywacyjnych. Taka

obserwacja pozwala przypuszczać, że zaburzenie funkcji transmisji dopaminowej

odgrywa rolę w etiologii niektórych objawów zaburzeń afektywnych.

2. Fenotyp myszy Oprd1/Oprm1D1-KD

2.1. Czy mutacja receptorów opioidowych wpływa na zdolność do

odczuwania przyjemności?

Badania na zwierzętach z inaktywacją receptorów opioidowych µ oraz δ na

neuronach zawierających receptor dopaminowy D1 nie potwierdziły mojej hipo-

tezy dotyczącej rozwoju symptomów związanych z utratą zdolności do odczuwa-

nia przyjemności. W literaturze rola receptorów opioidowych w anhedonii została

bardzo dobrze udokumentowana (Berridge, Robinson i Aldridge 2009), dlatego

też obserwacja braku zmian zachowania w modelu zwierzęcym, u których eks-

presja receptorów opioidowych została wyciszona, była niespodziewana. Wynik

ten można tłumaczyć poprzez jedynie częściową inaktywację receptorów µ oraz δ,

której efekt potencjalnie może być zbyt ograniczony, aby spowodować zmiany za-

chowania. W przypadku zwierząt Oprd1/Oprm1D1-KD mutacja dotyka bowiem tyl-

ko neuronów zawierających receptory D1, podczas gdy w prążkowiu znajdują się

również neurony z ekspresją receptora D2, które pozostały nietknięte przez muta-

cję. Ponadto, poza jądrem półleżącym, strukturą, która również odpowiada za od-

czucia przyjemności, jest brzuszna część gałki bladej (VP) (Peciña i Berridge 2005;
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Smith i Berridge 2005), gdzie znajdują się neurony cholinergiczne oraz GABAer-

giczne, nie zawierające receptora D1. Zatem wyciszenie receptorów opioidowych

nie dotyczyło struktury VP, która wspólnie z jądrem półleżącym odgrywa istotną

rolę w kodowaniu przyjemności. Anhedonia została ściśle powiązana z określo-

nymi obszarami, znajdującymi się w jądrze półleżącym i VP, natomiast zmiany

w motywacji do uzyskania nagrody obserwuje się poprzez manipulację farma-

kologiczną różnych obszarów tych struktur. Dlatego też interesującym wynikiem

moich badań jest fakt, że myszy Oprd1/Oprm1D1-KD nie wykazywały zmniejszonej

motywacji by zdobyć jedzenie.

2.2. Wyciszenie receptorów opioidowych nie skutkuje znaczącymi

zmianami zachowania

Jedyna zaobserwowana zmiana zachowania u zwierząt Oprd1/Oprm1D1-KD

dotyczyła zachowania w teście samopodawania jedzenia. Myszy z mutacją wy-

konały tutaj większą liczbę odpowiedzi instrumentalnych po jedzenie, która jed-

nak nie przeniosła się na zachowanie w teście motywacji do uzyskania nagrody

(PR). Wzrost liczby odpowiedzi by uzyskać jedzenie, mógłby być interpretowa-

ny jako zwiększenie wartości motywacyjnej jedzenia. Badanie z wykorzystaniem

metody optogenetycznej pokazało bowiem, że neurony powłoki jądra półleżące-

go, zawierające receptor D1 i posiadające zakończenia w bocznym podwzgórzu,

odpowiadają za kontrolę motywacji do jedzenia. W tym badaniu zaobserwowa-

no, że podczas spożywania jedzenia aktywność neuronów D1 jądra półleżącego

w obszarze powłoki jest zredukowana. Podobnie, w wyniku optogenetycznego ha-

mowania tych neuronów dochodzi do wydłużenia czasu spędzonego na jedzeniu,

natomiast aktywacja zakończeń neuronów D1 w bocznym podwzgórzu prowadzi

do zahamowania jedzenia, nawet u głodnych zwierząt (O’Connor i in. 2015). Ze

względu na to, że mutacja u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD dotyka tylko neuronów

zawierających receptor D1, zmiana w ilości spożywanej karmy nie byłaby zaska-

kująca. Jednak na bazie dotychczas uzyskanych wyników taki wniosek wydaje

się nieuzasadniony, gdyż nie zaobserwowano zmian w wadze przed oraz w trakcie

eksperymentu samopodawania jedzenia u myszy z mutacją, jak również myszy

te nie różniły się w liczbie odpowiedzi instrumentalnych podczas testu rosnącego

kryterium wzmocnienia. Ponadto kierunek zmiany w zachowaniu byłby tutaj nie-

zgodny z danymi z literatury. Tak jak opisano wyżej, zahamowanie neuronów D1
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powiązano z działaniem zmniejszającym spożywanie pokarmu. Biorąc natomiast

pod uwagę, że receptory opioidowe µ oraz δ charakteryzują się działaniem hamu-

jącym, można się spodziewać, że u myszy Oprd1/Oprm1D1-KD ich brak powinien

prowadzić do odhamowania neuronów GABA. Drugim aspektem jest rozważenie

zwiększonej liczby odpowiedzi instrumentalnych pod kątem roli receptorów opio-

idowych µ brzuszno-przyśrodkowej kory przedczołowej. Pokazano, że aktywacja

tych receptorów bierze udział w zwiększonej motywacji do jedzenia, co może wyni-

kać z utraty kontroli czyli impulsywności (Mena, Sadeghian i Baldo 2011; Selleck

i Baldo 2017). Jednak podobnie jak wyżej, u myszy z mutacją nie zaobserwowa-

no żadnych innych zmian zachowania ani wagi, poza testem samopodawania

jedzenia. Wzrost liczby odpowiedzi instrumentalnych mógłby świadczyć o więk-

szej impulsywności zwierząt, jednak w kontekście obecnych wyników ekspery-

mentalnych trudno zinterpretować znaczenie wyniku tego testu jako elementu

określonego fenotypu. Niewątpliwie aspekt ten wymaga dalszych badań.

Zwierzęta Oprd1/Oprm1D1-KD nie wykazywały zmian w żadnych pozostałych

testach behawioralnych, mierzących takie zachowania jak aktywność, lękowość,

pamięć czy zachowania depresyjne. Szczególnie interesujący jest fakt braku zmian

w reakcji na podanie agonisty receptora opioidowego µ – morfiny oraz antagonisty

receptorów µ i δ - naloksonu, w teście warunkowej preferencji/awersji miejsca.

Nagradzające właściwości morfinymierzone preferencją miejsca są dobrze ugrun-

towane w literaturze (Matthes i in. 1996; Mueller, Perdikaris i Stewart 2002;

Morón i in. 2010), dlatego też brak zmian w tym teście u myszy z mutacją mo-

że wskazywać na kluczowe znaczenie receptorów opioidowych, zlokalizowanych

na innych neuronach prążkowia niż neurony D1. Takie przypuszczenie jednak

koliduje z istotnym znaczeniem receptorów opioidowych µ, znajdujących się na

neuronach drogi bezpośredniej prążkowia w morfinowej preferencji miejsca (Cui

i in. 2014). Droga bezpośrednia składa się bowiem przede wszystkim z neuro-

nów zawierających receptor D1, dlatego też potencjalny wzrost impulsywności u

myszy z mutacją byłby niespodziewaną obserwacją.

Kolejnym aspektem jest brak różnic w teście interakcji społecznych u myszy

Oprd1/Oprm1D1-KD. W literaturze powiązano rolę receptorów opioidowych µ w ją-

drze półleżącym z zachowaniem społecznym. W tym badaniu podania morfiny do

jądra półleżącego zwiększały pozytywne interakcje społeczne w postaci zabawy u

młodych szczurów, natomiast blokada receptorów przy użyciu naltreksonu miała
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skutek odwrotny (Trezza i in. 2011). Zatem obserwacja braku zmian zachowania

u myszy z mutacją nie potwierdziła roli receptorów opioidowych w mediowaniu

zachowań społecznych. Jednak, podobnie jak w przypadku anhedonii, specy-

ficzność mutacji do neuronów D1 może być niewystarczająca do rozwinięcia się

takiego fenotypu.

Podsumowując, wyciszenie receptorów µ oraz δ na neuronach D1 nie było

wystarczające do zaobserwowania zmian w zdolności do odczuwania przyjem-

ności, jak również zmian w motywacji. Nie odnotowano ponadto różnic zarówno

w zachowaniach związanych z objawami depresji, jak i w podstawowych miarach

behawioralnych, za wyjątkiem zwiększonej liczby odpowiedzi instrumentalnych

po jedzenie.

3. Znaczenie i podsumowanie wyników badań

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy potwierdzają duże zna-

czenie układu dopaminowego w etiologii niektórych symptomów przypomina-

jących objawy depresji u myszy oraz nie potwierdzają roli receptorów opioido-

wych µ i δ na neuronach zawierających receptor D1 w rozwoju anhedonii. Wy-

niki moich badań wskazują na kluczowy udział aktywności fazowej neuronów

dopaminowych śródmózgowia, której zaburzenie może prowadzić do powstania

takich symptomów, jak poczucie bezradności, zaburzenia motywacyjne czy upo-

śledzenie funkcji społecznych. Pokazałam, że wywołanie mutacji u dotychczas

normalnych zwierząt, skutkuje rozwojem zachowań przypominających depresję.

Badania te wnoszą zatem nowy aspekt w zrozumieniu etiologii zaburzeń depre-

syjnych, gdyż w porównaniu do badań prowadzonych na zwierzętach z mutacją

konstytutywną sugerują, że to zaburzenie aktywności neuronów dopaminowych

powoduje rozwój objawów podobnych do depresji. Umożliwia to więc rozważenie

aspektu przyczynowo – skutkowego w kontekście rozwoju choroby. Zwrócenie

uwagi na rolę transmisji dopaminowej, jako głównego czynnika odgrywającego

rolę w niektórych symptomach związanych zwłaszcza z brakiem motywacji oraz

wycofaniem społecznym, ma znaczenie również w kontekście leczenia depresji.

Rozdzielność tych objawów od anhedonii na poziomie neuronalnym wskazuje na

konieczność bardziej zindywidualizowanego leczenia, w zależności od dominują-
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cego typu objawów u danego chorego. Jakkolwiek należy być ostrożnym przy wy-

snuwaniu daleko posuniętych wniosków z badań prowadzonych na zwierzętach

w odnoszeniu ich do ludzi, zwłaszcza w przypadku tak specyficznych dla gatun-

ku ludzkiego chorób, które dotykają psychiki. Niemniej jednak warto rozważyć

potencjalne korzyści z manipulacji układem dopaminowym w leczeniu określo-

nej grupy pacjentów, reprezentujących dany typ objawów. Interesująca również

byłaby możliwość weryfikacji ewentualnych zmian w aktywności neuronów do-

paminowych u chorych na depresję przed podjęciem leczenia, w celu lepszego

doboru terapii. Oczywiście, na tę chwilę rozważania takie są mocno abstrakcyj-

ne, jednak wyniki przedstawionych badań na zwierzętach mogą stanowić prze-

słankę do poszukiwania metod terapii opartych na modulacji aktywności układu

dopaminowego.

W przypadkumyszy Oprd1/Oprm1D1-KD konieczne są dodatkowe badania roz-

strzygające ich fenotyp behawioralny, szczególnie ewentualnych zmian w zacho-

waniach związanych z utratą kontroli nad pobieraniem nagrody. Interesującym

przyszłym kierunkiem badań, dotyczącym roli układu opioidowego w sympto-

mach depresyjnych, byłoby sprawdzenie mutacji receptorów opioidowych na

wszystkich neuronach jądra półleżącego oraz brzusznej części gałki bladej, pod

kątem zmian w odczuwaniu przyjemności oraz motywacji. Ponadto rola układu

dopaminowego w rozwoju objawów przypominających depresję również wymaga

dalszych badań w kontekście manipulacji farmakologicznej oraz bardziej szcze-

gółowej analizy zmian w motywacji do pracy po nagrodę.
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Wykaz skrótów

AcbC jądro półleżące, obszar rdzenia

AcbSh jądro półleżące, obszar powłoki

ANOVA analiza wariancji

ArcD jądro łukowate podwzgórza, część grzbietowa

ArcL jądro łukowate podwzgórza, część boczna

BAC sztuczny chromosom bakteryjny

Cg kora zakrętu obręczy

CPu prążkowie

DAB diaminobenzydyna

DAT transporter dopaminy

DP kora konarowa, część grzbietowa

DSM-V klasyfikacja zaburzeń psychicznych Amerykańskiego Towarzystwa Psy-

chiatrycznego z 2013 roku

EPSP pobudzające potencjały postsynaptyczne

FR1 jedna odpowiedź instrumentalna wymagana do wykonania przez zwierzę

FR3 trzy odpowiedzi instrumentalne wymagane do wykonania przez zwierzę

FSL szczury Flinders Sensitive Line

GABA kwas γ-aminomasłowy
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GFP białko zielonej fluorescencji

ICD-10 Międzynarodowa Statystyczna Klasyfikacja Chorób i Problemów 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 hamujące wychwyt zwrotny noradrena-

liny

PBS buforowany roztwór soli fizjologicznej

PFA paraformaldehyd

POMC proopiomelanokortyna

PPTg jądro konarowo-mostowe nakrywki

PR procedura rosnącego kryterium wzmocnienia

SNC część zbita istoty czarnej

SNR część siatkowata istoty czarnej

SNRI leki przeciwdepresyjne selektywnie hamujące wychwyt zwrotny serotoniny

i noradrenaliny

SSRI leki przeciwdepresyjne selektywnie hamujące wychwyt zwrotny serotoniny

TCA trójcykliczne leki przeciwdepresyjne

TH hydroksylaza tyrozynowa

TK pA sekwencja odpowiadająca za poliadenylację kinazy tymidylanowej

VGLUT2 transporter glutaminianu
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VI procedura zmiennego interwału

VMAT2 pęcherzykowy transporter monoamin

VMH jądra brzuszno-przyśrodkowe podwzgórza

VP brzuszna część gałki bladej

VTA pole brzuszne nakrywki
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