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Streszczenie

Utrzymywanie skomplikowanych relacji spotecznych jest jedng z fundamentalnych
zdolno$ci zarowno ludzi, jak 1 innych zwierzat zyjacych w grupach a dysfunkcje spoleczne
obecne sa w wielu zaburzeniach neurologicznych oraz psychiatrycznych. Efektywne zycie w
grupie mozliwe jest dzieki zdolnosci do rozpoznawania znajomych osobnikow wiasnego
gatunku, okreslanej jako pamig¢¢ spoleczna. Jest to umiejetnos¢ kluczowa z ewolucyjnego
punktu widzenia, poniewaz pozwala na uruchomienie optymalnej reakcji na napotkanego

osobnika, co z kolei sprzyja przetrwaniu i adaptacji w srodowisku spotecznym.

Weczesdniejsze badania wskazuja na udzial ukladu opioidowego x w utrzymywaniu
§ladow pamieci spotecznej. Wykazano, ze myszy (Pdyn ) pozbawione genu kodujacego
prodynorfing, bedaca ligandem receptora opioidowego k (KOR), zachowuja slady pamigci
spotecznej dluzej niz myszy typu dzikiego. Jednak mechanizm lezacy u podstaw tego zjawiska
nie zostal jeszcze poznany. Wiadomo, Ze dynorfina moduluje szereg procesow w rdznych
czesciach mozgu. W zwigzku z tym powstaje pytanie: ktory z nich jest krytyczny dla pamieci
spotecznej? Jednym z najlepiej poznanych neurohormonéw zaangazowanych w formowanie i
modulowanie interakcji spotecznych jest oksytocyna. Mozna zatem przypuszczac, ze interakcja
miedzy uktadem dynorfinowym a oksytocynowym jest jednym z mechanizméw modulujacych
pamig¢ spoleczna.

Dlatego tez w niniejszej pracy zbadano pamig¢ spoteczng u nowo wygenerowanego

1 OxtCre

szczepu Oprk charakteryzujacego si¢ selektywna dezaktywacja receptoréw KOR na

neuronach z ekspresja oksytocyny. Wstepne wyniki wskazuja, ze mutanty Oprk1©Xcre,
podobnie jak wspomniane wyzej myszy Pdyn 7 przejawiaja duzsza pamieé spoteczng niz
myszy typu dzikiego. Wyniki te sugeruja, ze modulacja systemu oksytocynowego przez uktad
dynorfina/KOR odgrywa wazna rol¢ w przechowywaniu §$ladu pamigci spoleczne;.
Zaobserwowano ponadto réznice pomiedzy ptciami. Konieczne sg dalsze badania, aby w pelni
zrozumie¢ rolg wspotdziatania pomiedzy systemem dynorfinowym a oksytocyng w pamigci

spotecznej.

Stowa kluczowe: dynorfina, oksytocyna, endogenny uktad opioidowy, pamig¢¢ spoleczna



Abstract

Forming complex social relationships is one of the fundamental abilities of both humans
and other group-living animals, and social dysfunctions are present in many neurological and
psychiatric disorders. The advantage conferred by acting as a group is made possible by the
ability to recognize familiar individuals of the same species, known as social memory. This skill
is crucial from an evolutionary perspective because it allows for the activation of optimal
responses to encountered individuals, which in turn supports survival and adaptation in a social

environment.

Previous research indicates the involvement of the k opioid system in maintaining social
memory traces. It has been shown that mice (Pdyn™) lacking the gene encoding prodynorphin,
a endogenous ligand for the k opioid receptor (KOR), retain social memory traces longer than
wild-type mice. However, the mechanism underlying this phenomenon is not yet fully
understood. Dynorphin is known to modulate a range of processes in various parts of the brain.
Therefore, the question arises: which of these processes are critical for social memory? One of
the best-known neurohormones involved in forming and modulating social interactions is
oxytocin. It can therefore be assumed that the interaction between the dynorphin/KOR system

and the oxytocin system could be the mechanisms modulating social memory.

10XCre gtrain

Therefore, this study investigated social memory in a newly generated Oprk
characterized by selective inactivation of KOR receptors on oxytocin-expressing neurons.
Preliminary results suggest that Oprk 19X mutants, similar to the aforementioned Pdyn™ mice,
exhibit longer social memory than wild-type mice. These findings suggest that modulation of
the oxytocin system by the dynorphin/KOR system plays a key role in social memory trace
retention. An unexpected difference between sexes was also observed. Further research is
needed to fully understand the interplay between the dynorphin system and oxytocin in social

memory.

Keywords: dynorphin, oxytocin, endogenous opioid system, social memory



Wykaz skrotow

AOB — Accessory Olfactory Bulb — Dodatkowa opuszka wechowa/Narzad womeronasalny
AOS — Accessory Olfactory System — Dodatkowy system wegchowy
DG — Dentate Gyrus — Zakret zebaty

Dyn — Dynorphin — Dynorfina

EC — Entorhinal Cortex — Kora §rodwechowa

KO — Knock-out — unieczynnienie danego genu

KOR - «/kappa opioid receptor — receptor k/kappa opioidowy

MeA — Medial Amygdala — Przy$rodkowa czg$¢ ciata migdalowatego
MOR — w/mu Opioid Receptor — Receptor p/mu opioidowy

MOS — Main Olfactory System — Gtowny system wechowy

MUP — Major Urinary Proteins

NorBNI — Norbinaltorphimine — Norbinaltorfimina

OB - Olfactory Bulb — Opuszka wechowa

OXT — Oxytocin — Oksytocyna

OXTR — Oxytocin Receptor — Receptor oksytocyny

Pdyn — Prodynorphin — Prodynorfina

PVN — Paraventricular Nucleus — Jadro przykomorowe podwzgorza
SON — Supraoptic Nucleus — Jadro nadwzrokowe podwzgorza

TG — Transgenic — myszy zmodyfikowane genetycznie

WT — Wild type — myszy typu dzikiego



Wstep

1.1. Znaczenie pamie¢ci spolecznej: adaptacja mozgu do funkcjonowania w grupie

Kodowanie cech nowo napotkanego osobnika poprzez obserwacj¢ 1 interakcje
umozliwia przechowywanie i przywotywanie informacji o nim. Mechanizm ten, zwany
pamigcig spoteczna, jest kluczowy dla rozpoznawania i dostosowywania reakcji w grupie, co
optymalizuje zachowanie zwierzat w skomplikowanych relacjach spotecznych. Pamiec
spoleczna odgrywa kluczowg rol¢ ewolucyjna, umozliwiajac taczenie si¢ w pary, ustalanie
hierarchii, wychowywanie potomstwa oraz rozpoznawanie rywali i zagrozen (Camatas, 2017).
Pamie¢ spoteczna umozliwia takze przechowywanie informacji o stanie zdrowia innych
osobnikow, co jest szczegdlnie istotne, gdyz gryzonie potrafig odréznia¢ osobniki chore od
zdrowych (Choleris, 2009). Pasozyty i infekcje mogly odegra¢ znaczaca role w rozwoju tej
pamigci, wywierajac selekcyjng presje, co tlhumaczy preferowanie towarzystwa osobnikow
znajomych i stronienie od obcych osobnikéw przez wiele gatunkow zwierzat, w tym ludzi.
Rozpoznawanie czlonkoéw grupy ma réwniez istotne znaczenie ewolucyjne w kontekscie
unikania krzyzowania si¢ w bliskim pokrewienstwie. Zasada unikania kazirodztwa chroni
zdrowie genetyczne populacji: wiele gatunkoéw, zaré6wno samce, jak i1 samice, preferuje

unikanie reprodukcji z blisko spokrewnionymi osobnikami (Choleris, 2009).

Wiele gatunkow zwierzat, ktore naturalnie tworza grupy spoteczne, wykazuje zdolnos¢
do rozpoznawania osobnikow witasnego gatunku. W warunkach laboratoryjnych neuronalne
podioze pamigci spolecznej bada si¢ gldwnie na szczurach 1 myszach. Jednym z
najpopularniejszych modeli laboratoryjnych sa myszy szczepu C57BL/6 oraz szczury Wistar.
Mimo r6znic w zdobywaniu informacji o otoczeniu, zardbwno gryzonie, jak i ludzie uzywaja
podobnych obszar6w moézgu do rozpoznawania spotecznego. Dzigki temu gryzonie s3
doskonatym modelem do badania neurobiologicznego podioza pamigci spotecznej w normie i

patologii.

Test badajacy pamie¢ spoteczng zostat zaproponowany pierwotnie przez Thor i
Halloway (1982). Wykorzystuje on naturalng tendencj¢ gryzoni do intensywnego badania
nowego osobnika, ktéora maleje przy kolejnych spotkaniach (tzw. sesjach). Roéznice w
zachowaniu migdzy pierwszym a kolejnym spotkaniem stuza do oceny pamigci spoteczne;j. Test
ten pozwala miedzy innymi na obserwacj¢ wptywu substancji zmieniajacych dziatanie uktadu
nerwowego 1 modyfikacji genetycznych na pamig¢ spoteczng. Cho¢ powstato wiele wariantow

tego testu, wszystkie opierajg si¢ na analizie eksploracji innego osobnika (tzw. partnera). Warto
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zauwazyC, ze rozne laboratoria stosujg rézne dtugosci trwania sesji, interwatow czasowych
pomiedzy sesjami i r6zne bodzce spoteczne (Camatas, 2015). Poniewaz ocena pamigci na
podstawie roznicy w czasie obwachiwania moze by¢ kontrowersyjna, niektérzy badacze
wyznaczajg dodatkowe kryteria, takie jak pomiar wokalizacji (Cum, 2024). U szczuréw i
myszy, oprocz réznic w czasie interakcji, mozna zaobserwowac réznice w dlugosci pojedyncze;j

interakcji — z spotkanym wcze$niej partnerem interakcje sg czestsze, ale krotsze (Netser, 2020).

Pamie¢ spoteczna wyraznie rdzni si¢ od innych typow pamigci: jest dtuzsza od pamigci
roboczej (okoto 30 minut), ale krotsza od pamigci przestrzennej, ktoéra utrzymuja si¢ dtuzej
(wykrywana jest nawet po 24 godzinach). W zwiazku ze ztozono$cig sieci spotecznych, pamigé
spoteczna moze dziata¢ niezaleznie od pamigci obiektow nieozywionych. U gryzoni pamigé
spoteczng mozna podzieli¢ na krotkotrwalg 1 dlugotrwata (Noack, 2010). Jednak w literaturze
istnieja duze rozbieznosci, jesli chodzi o przedziat czasowy, ktory odrozniatby te dwa rodzaje
pamieci. Poniewaz wickszo$¢ badan stosuje interwal czasowy pomiedzy sesjami
eksperymentalnymi mniejszy niz 6 h, przyjmuje si¢, ze badaja one pami¢¢ krotkotrwata (Cum,
2024). Pomimo rozbiezno$ci w rozumieniu poje¢ ,pami¢¢ krotkotrwata” 1 ,pamieé
dlugotrwata” u gryzoni potwierdzono, ze wystepuje istotna rdznica w mechanizmach
neuronalnych zaangazowanych w oba rodzaje pamigci: pamig¢ krotkotrwata operuje innymi
sciezkami neuronalnymi niz pami¢¢ dtugotrwata. Dlatego okreslenie typu badanej pamigci jest
kluczowe dla uzyskania wiarygodnych wynikéw i ich odpowiednich interpretacji. W niniejsze;j

pracy badano pami¢¢ dtugotrwata.

Gryzonie korzystaja gtdéwnie ze zmystu wechu, by orientowac si¢ w swoim otoczeniu,
w tym takze w relacjach spolecznych. Rozpoznaja cztonkéw grupy dzigki zapachom
przetwarzanym przez dwa oddzielne szlaki neuronalne: gléwny (ang. main olfactory system,
MOS), ktory wykrywa substancje lotne 1 dodatkowy system wechowy (ang. accessory olfactory
system, AOS), ktoéry wykrywa substancje nielotne (Noack, 2010). Myszy 1 szczury z
uszkodzeniami wechu lub opuszki wechowej maja zaburzenia pamigci spotecznej (Popik, 1991;
Noack, 2010). Kazdy osobnik ma unikalny "zestaw zapachowy", sktadajacy si¢ z substancji
lotnych 1 nielotnych (Popik, 1991). Kluczowa role w procesie wzajemnego rozpoznawania si¢
osobnikéw odgrywajg biatka MUP (ang. major urinary proteins) (Hurst, 2001). Bialka te maja
charakter nielotny, u zwierzat dzikich cechujg si¢ duzym polimorfizmem i wystgpuja w moczu
w znacznych ilosciach, co pozwala na efektywna komunikacje chemiczng mi¢dzy osobnikami.
Jednakze, ze wzgledu na chow wsobny myszy takie jak C57BL/6 cechujg si¢ ograniczong
zmiennos$cig genetyczng bialek MUP (Cheetham, 2008). Dlatego prawdopodobnie myszy z

8



hodowli wsobnych przy rozpoznawaniu osobnika polegaja nie tylko na bodzcach chemicznych,
ale takze integracji wrazen wechowych, somatosensorycznych i stuchowych. Badania
pokazuja, ze myszy maja trudnosci z rozroznieniem nowych partneréw od znanych, jesli te byty
wczesniej poddane anestezji (de la Zerda, 2022). Pomimo dostepu do zapachdéw, myszy nie
potrafig przypisa¢ ich do konkretnego osobnika, jesli ten nie byt aktywny w interakcji. To
sugeruje, ze petne rozpoznanie danego osobnika wymaga dynamicznej interakcji i integracji

réznych charakterystycznych dla niego sygnatéw sensorycznych.

Pierwszym poziomem przetwarzania bodzcoOw chemicznych jest opuszka wechowa (OB
— olfactory bulb), ktéra odbiera i przesyta informacje do struktur korowych i podkorowych, z
ktérych wiekszo$¢ ma trojwarstwowa budowg. W przeciwienstwie do innych zmystow,
informacja we¢chowa dociera do kory moézgowej bezposrednio, omijajac wzgorze. Do OB
docieraja potaczenia z korowych i podkorowych systeméw neuromodulujacych, zgodnie ze
schematem okreslanym jako ,top-down” (Bhattarai, 2022; Lefevre, 2021), ktére moga

zwigksza¢ poziom uwagi kierowanej na bodzce spoteczne (Oettl, 2016).

Pamig¢ jest nierozerwalnie zwigzana z hipokampem, kluczowa strukturg mozgu, ktora
odgrywa centralng role w przetwarzaniu 1 konsolidacji pamigci, w tym pamigci spotecznej. Juz
we wczesnych badaniach potwierdzono, ze u myszy hipokamp odgrywa istotng role w
przechowywaniu informacji o interakcjach spotecznych (Kogan, 2000). U ludzi najbardziej
znanym przykladem zaangazowania hipokampa w pamig¢ spoteczng jest przypadek stynnego
pacjenta HM, ktory po usunigciu czesci hipokampa nie byt w stanie zapamigta¢ twarzy nowo
poznanych osob (Corkin, 1984). Wiadomo, ze konsolidacja pamigci diugotrwatej, w
przeciwienstwie do pamigci krotkotrwatej, wymaga syntezy biatek. Podobnie jest z pamigcia
spoteczng (Kogan, 2000), ktéra prawdopodobnie wymaga dwoch odrebnych etapdéw syntezy
biatek. Ogolnoustrojowe podanie anizomycyny (ANI), substancji blokujacej synteze biatek u
eukariontéw, 20 minut przed oraz bezposrednio po pierwszej sesji interakcji, prowadzito do
uposledzenia pamigci po 24 godzinach. Podobny efekt zaobserwowano po podaniu ANI 6
godzin po sesji, ale nie po 3 ani 18 godzinach (Richter, 2005). W innym badaniu podanie ANI
po 9, 121 15 godzinach rowniez zaburzato konsolidacje pamieci spotecznej (Wanisch, 2008).
Sugeruje to, ze pierwsza faza konsolidacji trwa przez pierwsze 1-2 godziny, a druga rozpoczyna
si¢ okoto 6-7 godzin po kodowaniu i trwa okoto 12 godzin. W rezultacie §lad pamigci spoleczne;j
osigga stabilno$¢ po okoto 18 godzinach od momentu kodowania. Wtasnie taki interwat

czasowy pomigdzy sesjami eksperymentalnymi zastosowano w niniejszych badaniach.



Poszukiwano takze odpowiedzi na pytanie, jakie struktury mézgu sg odpowiedzialne za
opisane powyzej skutki zaburzenia syntezy biatek. Podanie ANI bezposrednio po sesji lub 6
godzin pdzniej do opuszki wechowej (OB) prowadzito do uposledzenia pamigci spotecznej. Z
kolei podanie ANI do grzbietowego hipokampa, a konkretnie do obszaru CA1, uposledzato
pamigc¢ tylko wtedy, gdy substancja zostata podana 3 godziny po sesji (Pena, 2014). Wyniki te
sugeruja, ze zarowno hipokamp, jak i OB sg kluczowe dla konsolidacji pamieci, jednak w
réznych przedziatach czasowych. Warto rowniez zauwazy¢, ze krotkotrwata pamieé spoteczna
nie wymaga syntezy biatek w omawianych strukturach, poniewaz podanie ANI do OB lub
hipokampa zaraz po pierwszej sesji nie zaburzalo rozpoznawania osobnika po 90 minutach

(Pena, 2014).

Jednym z kluczowych odkry¢ w badaniach nad pamiegcig spoteczng byto opisanie
fundamentalnej roli niewielkiego regionu hipokampa, CA2, ktory odgrywa fundamentalng role
w tej formie pamigci. Badania wykazaly, ze pole CA2 jest wyspecjalizowane w przetwarzaniu
pamieci spotecznej. Myszy z genetycznie dezaktywowanymi komoérkami piramidowymi w tym
regionie tracg zdolno$¢ rozpoznawania innych osobnikéw, podczas gdy inne rodzaje pamieci
pozostaja u nich nienaruszone (Hitti i Siegelbaum, 2014). Wiadomo ponadto, ze kazda
interwencja w regionie CA2, czy to optogenetyczna, farmakologiczna, czy genetyczna, ma
bezposredni wptyw na pamie¢ spoteczng (Smith, 2016). Region CA2 charakteryzuje si¢
specyficzng elektrofizjologia, ekspresja gendw oraz polaczeniami z innymi strukturami moézgu
(Dudek, 2016). CA2 jest takze silnie unerwione przez jadro przykomorowe podwzgorza (ang.
paraventricular nucleus, PVN) (Lee, 2008; Cui 1 in., 2013; Tzakis 1 Holahan, 2019). Neurony
piramidowe w CA2 wykazuja wysoka ekspresje receptoréw neuropeptydow zwigzanych z
zachowaniami spotecznymi, takich jak oksytocyna i wazopresyna. Do pola CA2 dochodza
réwniez polaczenia z kory $rddwechowej, ktora przetwarza informacje wechowe z opuszki
wechowej 1 kory gruszkowatej. W efekcie CA2 integruje bodzce wechowe z informacjami
spolecznymi, co pozwala na adekwatne reakcje behawioralne. (Dudek 1 in., 2016; Cui 1 in.,
2013). CA2 odgrywa wazng role w rozroznianiu nowego kontekstu od znanego, co jest istotne
dla elastycznego dostosowywania si¢ do zmian w otoczeniu i relacjach spotecznych (Tzakis &
Holahan, 2019). Plastyczno$¢ CA2 zwigzana jest z pobudzeniem wejs¢ z kory srodwechowe;j i
kory kolaterali Schaffera oraz aktywnos$cia receptora o -opioidowego w tym regionie (Leroy,
2017). Przez wzglad na to jak krytyczne funkcje pelni w pamigci spolecznej spekuluje sie, ze
dysfunkcja CA2 moze leze¢ u podioza deficytéw spotecznych obserwowanych w przebiegu

chorob neuropsychiatrycznych, takich jak schizofrenia (Dudek, 2016).
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Interakcje spoteczne sg nierozerwalnie zwigzane z emocjami, a ciato migdatowate
odgrywa kluczowa rolg w przetwarzaniu tych emocji, szczegdlnie strachu. Jest to struktura
moézgu niezbedna dla szerokiego zakresu zachowan spotecznych. Uszkodzenia ciala
migdalowatego u ludzi moga prowadzi¢ do trudnosci w rozpoznawaniu emocji, co utrudnia
funkcjonowanie spoteczne (Adolphs, 2010). Dysfunkcje w tej czeSci mozgu sg roOwniez
zwigzane z zaburzeniami, takimi jak autyzm, w ktorych wystepuja problemy z interpretacja
sygnatéw spolecznych i emocjonalnych (Adolphs, 2010). Ciato migdatowate wspolpracuje z
innymi strukturami mézgu, takimi jak kora przedczotowa, co umozliwia zlozone przetwarzanie
informacji spotecznych. W kontekscie bodzcéw wechowych u gryzoni, kluczowa role odgrywa
przysrodkowa cze$¢ ciata migdatowatego (ang. Medial Amygdala, MeA). Wigkszo$¢ neurondw
w MeA aktywuje si¢ podczas przetwarzania informacji spotecznych (Li, 2017). Sygnaty z AOB
docierajg bezposrednio do MeA, dalej informacje przekazywane sa do struktur podwzgorza
zwigzanych z zachowaniami spotecznymi (Keshavarzi, 2014). MeA funkcjonuje wiec jako
stacja przekaznikowa migdzy opuszka wechowa a innymi obszarami mézgu, modulujac §lady

pamieciowe.

Podsumowujac, pamie¢ spoteczna jest niezbgdna dla funkcjonowania w grupie, umozliwiajac
rozpoznawanie oraz odpowiednig reakcje na inne osobniki. Badania na gryzoniach dostarczaja
cennych informacji o mechanizmach neurobiologicznych tego procesu, a struktury takie jak
hipokamp 1 cialo migdalowate odgrywaja w nim kluczowa rolg. Zrozumienie tych
mechanizmow ma istotne znaczenie nie tylko dla lepszego poznania funkcjonowania mézgu,
ale takze dla zidentyfikowania potencjalnych przyczyn zaburzen spotecznych w chorobach

neuropsychiatrycznych, co moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych metod terapeutycznych.

1.2. Dynorfina: neuromodulator innych neuromodulatorow

Odkrycia endogennych opioidow dokonane w latach 70 1 80. ubieglego wieku
dramatycznie zmienity postrzeganie funkcji 1 struktury neuropeptydow. Decydujaca role w tych
pionierskich badaniach nad opioidami odegral dr Avram Goldstein, ktory pracujac na
ekstraktach z bydlecej 1 $winskiej przysadki, odkryt zwiazek chemiczny o niezwykle duzym
powinowactwie do receptorow opioidowych. Na podstawie tego odkrycia Goldstein postanowit
nazwac¢ nowo odkrytg substancje dynorfing. Nazwa ta pochodzi od greckiego stowa ,,dynamis”
majacego podkresli¢ jej wysokie powinowactwo i duzg site dziatania oraz koncéwki -orfina

wskazujacej na jej opioidowa nature (Goldstein, 1979; Chavkin, 2013).

11



Dynorfina (Dyn), podobnie jak inne neuropeptydy, powstaje z nieaktywnego
prekursora, prodynorfiny (pDyn), kodowanego przez gen Pdyn. Prekursor ulega
przeksztalceniu przez endopeptydazy, takie jak konwertaza prohormonu 1, konwertaza
prohormonu 2 i karboksypeptydaza E, w efekcie czego powstajg biologicznie aktywne
produkty. Z pDyn powstaje zestaw zroznicowanych peptydow opioidowych, w tym duze
posrednie peptydy (big-dynorphin i leumorfina), selektywne formy dla receptoréw (dynorfina
A, dynorfina B, alfa-neoendorfina) oraz krétkie, nieselektywne formy (dynorfina A (1-8)).
Kazdy z tych produktéw ma inny profil powinowactwa do receptorow opioidowych (Cahill,

2022; Fricker, 2020).

Wedhug klasycznego modelu, przetwarzanie pDyn rozpoczyna si¢ w dalszych czgsciach
aparatu Golgiego 1 kontynuowane jest w pecherzykach transportowanych do zakonczen
(Fricker, 2020). Uwolnienie produktow pDyn z pgcherzykéw o duzym rdzeniu nastepuje pod
wplywem egzocytozy zaleznej od jondw wapnia. Poniewaz zaobserwowano obecnos$¢ zarowno
prodynorfiny, jak i dynorfiny w tym samym zakonczeniu aksonalnym, a nawet w tym samym
pecherzyku, mozliwe jest, ze pDyn transportowana jest w pecherzykach do zakonczenia
synaptycznego a rozpoczecie jej przetwarzania zachodzi dopiero w odpowiedzi na bodziec
zewnetrzny. Taki mechanizm zapewnialby lokalng regulacje transmisji synaptyczne] w
zaleznosci od potrzeby komorki (Yakovleva, 2006). Dynorfina moze by¢ tez uwalniana
niekonwencjonalnie z zakonczef dendrytycznych czy z ciata komérkowego neuronu. Ma to
szczegllne znaczenie np. w przekaznictwie sygnalu w warstwie ziarnistej hipokampa.
Dynorfina uwolniona do przestrzeni mi¢dzykomorkowej wigze si¢ ze swoim glownym
receptorem: receptorem «k opioidowym (KOR), do ktorego wykazuje najwigksze
powinowactwo. Ponadto wykazano, Zze dynorfina moze tez wigza¢ si¢ innymi receptorami

opioidowymi (p 1 0), jednak z mniejszym powinowactwem.

Receptor k¥ opioidowy (KOR) nalezy do rodziny receptorow posiadajacych 7 helis
transblonowych (ang. 7 transmembrane, TTM) sprzgzonych z biatkami G. Aktywacja KOR
prowadzi do wymiany GDP na GTP w podjednostce Gai oraz dysocjacji podjednostek Gy od
Goa. Aktywowany Gai hamuje cyklazg adenylowa, co zmniejsza wewnatrzkomorkowe stgzenie
cAMP, hamujac wewnatrzkomérkowe kaskady przekazywania sygnatu. Podjednostki Gy
aktywuja kanaly potasowe GIRKs (ang. G-protein coupled inwarly rectifying potassium
channels, GIRK) oraz hamuje kanaty wapniowe, co obniza pobudliwos$¢ neuronu (Dong, 2024;

Wang, 2023; Liu-Chen, 2022; Chavkin, 2013). Sekwencja genu KOR wykazuje duza
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homologi¢ miedzy ludzmi a szczurami i myszami — 94% aminokwasow jest identycznych. To

umozliwia efektywne przenoszenie wynikow badan z gryzoni na ludzi (Simonin, 1995).

System Dyn/KOR jest powszechnie uznawany za kluczowy regulator wydzielania
innych neuromodulatorow. Moduluje on uwalnianie dopaminy w obszarach takich jak jadro
brzuszne nakrywki i jadro pétlezace (Crowley, 2015; Clark, 2019), serotoniny w grzbietowym
jadrze szwu (Crowley, 2015) oraz oksytocyny w jadrze przykomorowym (PVN) 1
nadwzrokowym (SON) podwzgorza (Bicknell, 1982). Dzigki temu dynorfina petni rolg
,heuromodulatora neuromodulatoréw,” co oznacza, ze jej dziatanie wplywa na aktywnos$¢

niemal catego o$rodkowego uktadu nerwowego.

Dynorfina postrzegana jest jako jeden z mediatorow zachowan zwigzanych ze stresem
i lekiem (Bilkei-Gorzo, 2012). Przypisuje si¢ jej rowniez duza rol¢ w mechanizmie
powstawania uzaleznien. Zaburzone funkcjonowanie uktadu k obserwuje si¢ w przebiegu wielu
schorzen takich jak depresja, epilepsja czy schizofrenia (Chavkin, 2016). Dlatego $rodki
farmakologiczne selektywne wobec KOR moga by¢ obiecujacymi lekami w przebiegu terapii

tych schorzen (Crowley 2015; Clark, 2019).

Aktywacja receptora k opioidowego jest zwigzana z pogorszeniem pamigci i zdolnos$ci
uczenia si¢. Stres u myszy prowadzi do deficytéw w uczeniu si¢ i pamigci zwigzanych z
aktywacja KOR, a podanie norbinaltorfiminy (ang. Norbinaltorphimine, NorBNI), czyli
antagonisty tego receptora, skutecznie zapobiega tym problemom (Carey, 2009). Aktywacja
KOR ogranicza dlugotrwatly potencjat synaptyczny w hipokampie, czyli zjawisko fizjologiczne
lezace u podloza uczenia si¢ oraz zmniejsza wydzielanie neuroprzekaznikow takich jak
glutaminian czy dopamina (Wagner, 1993; Weisskopf, 1993; Yang, 2022). Dodatkowo, system
Dyn/KOR wplywa na zwigzane z wiekiem oslabienie pamigci 1 funkcji poznawczych. Myszy
pozbawione dynorfiny (Pdyn™) nie wykazywaty spadku wydajno$ci poznawczej ani trudno$ci
W uczeniu sie zwigzanych ze starzeniem sig, a starsze myszy Pdyn’" uzyskiwaly wyniki
poréwnywalne z mtodszymi myszami kontrolnymi w testach rozpoznawania obiektu 1 pamieci
przestrzennej (Ménard, 2013). Wyniki badan dotyczacych wptywu dynorfiny na pamigc i
uczenie si¢ nie zawsze s3 jednak jednoznaczne. Pewne jest natomiast, ze system Dyn/KOR

odgrywa istotng role w regulacji plastycznos$ci synaptycznej.

Dotychczas na temat roli uktadu Dyn/KOR w pamigci spotecznej ukazata si¢ tylko jedna
praca: Bilkei-Gorzo i wspotpracownicy (2014) udowodnili, ze dynorfina odgrywa kluczowsa

role w pamigci spotecznej myszy. W badaniu tym wykazano, ze maksymalna dlugos$¢ pamigci
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spofecznej u myszy kontrolnej wynosi okoto 4 godziny, podczas gdy u myszy Pdyn” az 24
godziny. Co wigcej, podanie NorBNI myszom z normalnym poziomem prodynorfiny (Pdyn™*)
wydtuzyto ich pamieé spoteczng do poziomu obserwowanego u myszy Pdyn”". Natomiast
myszy Pdyn”, ktérym podano agoniste KOR U-50488, wypadly gorzej w testach pamieci
spolecznej. Mimo znacznego polepszenia w pami¢ci spotecznej, w tescie rozpoznawania
obiektu myszy Pdyn”" osiagnety wyniki podobne do grupy kontrolnej. To sugeruje, ze wplyw
dynorfiny jest swoisty dla pamigci spotecznej. W omawianej pracy autorzy oznaczyli takze
zmiany poziomu dynorfiny w reakcji na kontakt z nieznajomym osobnikiem oraz obiektem
przy pomocy barwienia immunochemicznego. Interakcja z nieznanym osobnikiem zaraz po
tescie powodowata zwigkszenie poziomu dynorfiny A (Dyn A) w hipokampie oraz ciele

migdatowatym w poréwnaniu do eksploracji nowego bodzca niespotecznego. W przypadku

dynorfiny B (Dyn B) zwigkszenie odnotowano tylko w hipokampie (Bilkei-Gorzo, 2014).

Jak juz wspomniano, dynorfiny w uktadzie nerwowym sa powszechnie postrzegane jako
mediatory zachowan zwigzanych z lgkiem, uzaleznieniem, dysforig i depresja. Tradycyjnie
uwazano, ze modulacja tych zachowan przez receptor KOR wynika z jego roli w systemie
negatywnej walencji. Nowsze badania wydaja si¢ jednak podwaza¢ t¢ hipoteze. Podanie
NorBNI przyspieszyto uczenie si¢ u myszy w tescie ze wzmocnieniem negatywnym, jak i w
drugim tescie ze wzmocnieniem pozytywnym (Farahbakhsh, 2023). To sugeruje, ze wptyw
modulacji KOR na szybko$¢ uczenia si¢ jest niezalezny od walencji bodzca. Efekt ten dotyczyt
szybkosci nabywania i nie wplywal na kofcowy wynik ani na liczb¢ popetnianych biedow.
Dodatkowo, antagonizm KOR zwiekszat eksploracje nowych bodzcow, co moze thumaczy¢
szybsze uczenie si¢ oraz zmiany w motywacji. Autorzy przedstawili nowg hipotezg,
wyjasniajaca role systemu Dyn/KOR w uczeniu, zgodnie z ktoérg system Dyn/KOR moze
odgrywa¢ wazniejsza rol¢ w modulacji przetwarzania nowych bodzcow niz w przetwarzaniu
bodzcow o negatywnej walencji i zwigzanych ze stresem, w efekcie zahamowanie tego systemu
moze przyczynia¢ si¢ do szybszego tempa dyskryminacyjnego uczenia si¢ (Farahbakhsh,

2023).

W innym badaniu wykazano, ze dynorfiny w prazkowiu reguluja dlugotrwalg
plastyczno$¢ synaptyczng oraz ogo6lng plastyczno$¢ poznawczg osobnika (Yang, 2022;
Olusakin, 2023). Myszy z selektywng inaktywacja genu dynorfiny w prazkowiu (Pdyn cKO)
nie roznity si¢ pod wzgledem lgku, aktywnosci ruchowej czy pamieci roboczej od myszy
kontrolnych, ale szybciej uczyly si¢ rozrozniania bodzcow, lepiej dostosowywaly si¢ do

nowych sytuacji i popetniaty mniej btedow. Zmiany te nie byly zwigzane z motywacjg czy
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wartoscig nagrody. Natomiast podanie agonisty KOR obnizato plastycznos¢ poznawczg u tych
myszy. Elastyczno$¢ poznawcza modulowana przez KOR nie ogranicza si¢ jednak tylko do
prazkowia, poniewaz wydzielanie dynorfin w korze przedczotowej roOwniez powigzano z
zaburzeniami poznawczymi u myszy (Abraham, 2021). Warto rowniez zauwazy¢, ze myszy
Pdyn”" wykazywaly dluzszy czas interakcji z partnerem oraz intensywniejsza eksploracje
obiektow (Bilkei-Gorzo, 2014), a takze wigksze tempo spadku eksploracji partnera oraz obiektu
w kolejnych sesjach. Wyniki te wsparty hipotez¢ Farahbakhsh i wspétautorow (2023), zanim

jeszcze zostata sformutowana.

Opisane wyniki eksperymentdw na zwierzetach wydaja si¢ zgodne z obserwacjami u
ludzi. U pacjentdw z zaburzeniami nastroju, ktorzy uczestniczyli w badaniach klinicznych nad
nowym antagonista KOR, zauwazono zwigkszong plastyczno$¢ poznawcza oraz szybsze
uczenie si¢ bez wptywu na poczucie szczgscia zwigzane z nagroda (Pizzagalli, 2020). Z kolei
warianty alleli genu PDYN kodujace wyzsze poziomy dynorfiny u ludzi byty powigzane z
mniejszg elastycznoscig poznawczg oraz trudno$ciami w uczeniu si¢ w zmieniajacych si¢

warunkach (Votinov, 2015).

Podsumowujac, system Dyn/KOR odgrywa kluczowa role w modulacji funkcji
poznawczych 1 behawioralnych poprzez wpltyw na inne uktady neuromodulatorowe. Jego
udzial w regulacji plastycznos$ci synaptycznej, uczenia si¢ i pamigci — zwlaszcza pamieci
spotecznej — stawia go w centrum badan nad mechanizmami odpowiedzialnymi za adaptacje

do nowych bodzcéw 1 zachowanie pod wplywem stresu.

1.3. Oksytocyna jako architekt pamieci spolecznej

Oksytocyna (OXT) to nonapeptyd, ktéry mimo swojej skromnej wielkosci kryje za soba
dluga histori¢. To wtasnie oksytocyna byta pierwszym hormonem, ktérego sekwencje z
sukcesem poznano, a nastgpnie zsyntetyzowano w laboratorium, co przyniosto
amerykanskiemu biochemikowi Vincentowi du Vigneaudowi Nagrode Nobla w 1955 roku. Jak
podkreslaja Jurek 1 Neumann (2018), dzigki dtugiej historii badan oksytocyna jest
prawdopodobnie jednym z najlepiej poznanych neuropeptydow. Oksytocyna powstaje z
biatkowego prekursora jako produkt genu OXT, w tandemie z neurofizyna. Po procesie syntezy
1 posttranslacyjnych modyfikacjach zostaje zapakowana do pecherzykow o duzym rdzeniu i
transportowana do zakonczen aksonalnych oraz dendrytycznych. Co ciekawe, istniejg dowody

na to, ze oksytocyna moze by¢ syntetyzowana lokalnie w zakofnczeniach aksonow i dendrytow,
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o czym $wiadczy obecnos¢ mRNA OXT w tych strukturach (Jurek, B. 1 Neumann, 2018). Taka
lokalna synteza, zwlaszcza w dendrytach, moze odgrywac istotng role w plastycznosci

synaptycznej, wptywajac na zdolno$¢ mozgu do adaptacji i ksztattowania nowych potaczen.

Wydzielanie oksytocyny do przestrzeni synaptycznej z pecherzykdéw w zakonczeniach
aksonalnych odbywa si¢ zgodnie z klasycznym procesem egzocytozy kontrolowanym przez
jony wapnia. Podobny proces zachodzi w dendrytach, gdzie uwalnianie oksytocyny zalezy od
kanaléw wapniowych typu N i L. Tym samym mechanizm somatodendrycznego wydzielania
oksytocyny przypomina ten obserwowany w przypadku dynorfin. Oksytocyna wigze si¢
wylacznie do receptora dla oksytocyny (ang. Oxytocin Receptor, OXTR), ktory jest klasycznym
receptorem metabotropowym powigzanym z biatkiem G. Gdy podjednostka G4 a tego receptora
zostaje aktywowana, prowadzi to do uruchomienia fosfolipazy C 1 wuwolnienia
wewnatrzkomoérkowego Ca*". Proces desensytyzacji i1 internalizacji receptora jest z kolei
zwigzany z przyltaczeniem B-arestyny do ufosforylowanego OXTR. Internalizacja receptora jest
kluczowym krokiem w aktywacji szlaku sygnalizacyjnego kinaz aktywowanych mitogenami
(ang. Mitogen-activated protein kinases, MAPK), ktory odgrywa istotng role w regulacji

odpowiedzi komorkowych.

Oksytocyna jest wytwarzana przez komodrki jadra przykomorowego oraz
nadwzrokowego podwzgorza. U kregowcodw peptyd ten pelni dwie zasadnicze role: jako
hormon uwalniany przez tylny ptat przysadki wptywa na procesy, takie jak pordd, laktacja czy
tez na szereg innych zjawisk metabolicznych 1 fizjologicznych. Oksytocyna nie ogranicza si¢
jednak tylko do obwodowego dziatania — w osrodkowym uktadzie nerwowym moze
funkcjonowac jako neuromodulator, oddziatujac na rozmaite aspekty zachowan i emocji (Jurek,

B. i Neumann, 2018; Love, 2014).

Wecezesne badania sugerowaly, Zze oksytocyna promuje zachowania prospoleczne i
partnerskie (Leng, 2022), co sprawito, ze peptyd ten zyskal miano ,hormonu milosci” w
kulturze popularnej. W rezultacie pojawity si¢ propozycje stosowania oksytocyny w leczeniu
zaburzen takich jak autyzm czy antyspoteczne zaburzenie osobowosci (Gordon, 2013; Gedeon,
2019). Z biegiem czasu okazalo si¢ jednak, ze oksytocyna moze mie¢ niewiele wspolnego z
przypisywang jej modulacja romantycznych uczué. U oséb poddanych terapii oksytocyng
peptyd ten nie zawsze wspieral uczucia mitosci 1 empatii. Wrecz przeciwnie — niektorzy
uczestnicy badania zglaszali wigksze uczucie zawisci wobec partneréw w grach, gdy
przegrywali oraz wicksze zadowolenie z niepowodzen przeciwnikow, okre§lane jako

schadenfreude. Dodatkowo, wysoki poziom endogennej oksytocyny powigzano z trudnosciami
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interpersonalnymi oraz cierpieniem w nieudanych relacjach (Shamay, 2015). W przypadku
terapii oksytocyng oséb z antyspotecznym zaburzeniem osobowos$ci wyniki byly mieszane:
cho¢ u niektorych pacjentow OXT rzeczywiscie zwigkszata prospoleczne zachowania, u innych

prowadzita do wzrostu sktonnosci do przemocy (Gedeon, 2019).

W S$wietle rosnacej liczby dowoddw na niejednoznaczne i czasami sprzeczne dziatanie
oksytocyny, pojawita si¢ nowa hipoteza: oksytocyna moze zwigksza¢ wrazliwo$¢ na sygnaty
spoteczne (ang. social salience) niezaleznie od ich walencji, w zaleznosci od kontekstu
(Shamay, 2015) a badania zarowno na ludziach, jak 1 zwierzetach, zdajg si¢ potwierdzac te tezg.
Optogenetyczna aktywacja neuronéw oksytocynowych nie tylko zwigkszata zachowania
spoteczne, ale takze nasilata agresje u myszy (Apilov, 2020), wspierajac tym samym omawiang
hipotezg. Oksytocyna pelni wigc rol¢ dynamicznego mediatora w procesie dostosowywania
zachowan do sytuacji, wzmacniajac znaczenie bodzcow spotecznych. Jej dzialanie sprawia, ze
bodzce spoteczne nabieraja wigkszej wagi, co prowadzi do bardziej ukierunkowanych i
adaptacyjnych reakcji w interakcjach spotecznych (Menon, 2023). Nie jest zatem
zaskoczeniem, ze oksytocyna zostala uznana za kluczowy element w rozpoznawaniu i pamigci

spotecznej.

Juz we wczesnych pracach autorstwa Ferguson oraz Young (2000) wykazano, ze myszy
pozbawione genu kodujgcego oksytocyne (Oxt”) cierpig na amnezje spoleczng oraz tracg
zdolno$¢ rozpoznawania innych osobnikéw, przy czym nie odnotowano u nich innych
deficytow pamieci ani problemow z przetwarzaniem bodzcow. Co istotne, mimo tych
ograniczen, myszy te potrafity odr6zni¢ zapach moczu dwoch rdéznych osobnikéw, gdy bodzce
byly prezentowane osobno, na kawatkach waty. Sugeruje to, ze myszy Oxt” s3 zdolne do
rozpoznawania i roznicowania zapachow, jednak brak oksytocyny uniemozliwia im przypisanie
konkretnego zapachu do danego osobnika (Ferguson, 2002). Autorzy udowodnili tym samym,
ze pamig¢ spoteczna ma inne podstawy neuronalne niz inne formy pamigci. Oksytocyna dziata
selektywnie w fazie kodowania informacji o osobniku, co potwierdzaja eksperymenty, w
ktorych dokomorowe podanie OXT w matych dawkach myszy Oxt” przed testem przywracato
im zdolno$¢ rozpoznawania osobnikéw. Z kolei podanie OXT 10 minut po tescie nie

wywolywato zadnych zmian.

W przytoczonych pracach zbadano takze ekspresj¢ genu wczesnej odpowiedzi
komorkowej c-Fos podczas interakcji spotecznych. Najbardziej znaczacg rdznice w aktywacji
c-fos miedzy myszami Oxt™" a Oxt”" zauwazono w obszarze MeA, ktory charakteryzuje si¢
wysoka ekspresja receptoréw dla oksytocyny. Podanie OXT w tym regionie przywrdcito
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funkcje pamieci spotecznej u myszy z delecja, podczas gdy interwencja ta w innych obszarach
moézgu nie przyniosta podobnych rezultatéw (Ferguson, 2001). Analogicznie do
wcezesniejszych wynikow podanie antagonisty receptoréw oksytocyny do komoér moézgu lub
bezposrednio do MeA zaktocato pamigé spoteczng u myszy kontrolnych (Ferguson, 2000,

2001).

Wiokna pochodzace z jadra przykomorowego docierajg do kluczowych regiondow
uktadu limbicznego takich jak opuszka wechowa, ciatlo migdatowate i hipokamp — obszarow
odgrywajacych centralng rol¢ w mechanizmach pamieci spotecznej (Son, 2022; Lefevre, 2021).
Obszary te charakteryzuja si¢ ekspresja receptorow oksytocyny, co wskazuje na ich istotny
udzial w przetwarzaniu informacji spotecznych. Wiadomo takze, ze oksytocyna wywiera
znaczacy wplyw modulacyjny na hipokamp, ktory charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja
receptorow oksytocyny. Aktywacja OXTR w hipokampie wptywa na pobudliwo$¢ neuronow,
aktywno$¢ oscylacyjng sieci neuronowej oraz plastycznos$¢ synaptyczng (Talpo, 2023; Zagrean,
2022). Ekspresja receptorow dla oksytocyny w hipokampie charakteryzuje si¢ swoistym
wzorcem, ograniczajacym si¢ gldwnie do neuronéw piramidowych w obszarach CA2 i CA3.
Badania wykazaty, ze OXTR w przedniej czesci hipokampa (aDG oraz aCA2/CA3) odgrywa
kluczowg role w dyskryminacji bodzcéw spotecznych (Raam, 2017). Myszy, u ktorych
selektywnie usuni¢to OXTR w obszarze CA2/CA3a, wykazywaly deficyty w diugotrwalym
wzmocnieniu synaptycznym miedzy kora srodwechowa a CA2, co uposledzato dtugotrwala
pamig¢ spoteczng (Lin, 2018). Dodatkowo, oksytocyna zmienia wzorzec aktywnosci w CA2,
zwigkszajac czestotliwos¢ wyltadowan (Tirko, 2018). Poza hipokampem oksytocyna indukuje
plastyczno$¢ neuronalng w korze mozgowej, co ulatwia rozrdéznianie miedzy neuronalnymi

reprezentacjami osobnikow znajomych i nieznajomych (Wolf, 2024).

Neurony wydzielajace oksytocyne wysytaja swoje widkna réwniez do korowych
obszarow przetwarzajacych informacje zmystowe, takich jak kora stuchowa, wechowa czy
somatosensoryczna. Oksytocyna uwalniana w tych regionach sprzyja przetwarzaniu bodzcow
o znaczeniu spolecznym, zwigkszajac efektywnos$¢ wylapywania takich sygnatow z otoczenia.
Ten efekt jest wyraznie widoczny u gryzoni, gdzie uwolnienie oksytocyny w przednim jadrze
wechowym aktywuje mechanizm znany jako top-down w opuszce wechowej, co z kolei
wzmacnia uwage skierowang na zapach nowego osobnika, a optogenetyczna stymulacja tych

wtokien poprawia pamig¢ spoteczng (Oettl, 2016).

Chociaz ludzie rozpoznajac znajome osoby polegaja na innych zmystach niz gryzonie,

badania wykazuja, ze zwigzek migdzy oksytocyna a zdolnoscig rozpoznawania innych
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osobnikéw jest uniwersalny wsrod ssakow. W jednym z badan na ludziach donosowe podanie
oksytocyny w postaci aerozolu przed testem skutkowato lepszymi wynikami w rozpoznawaniu
twarzy, podczas gdy pamig¢ bodzcoéHw niespotecznych po podaniu oksytocyny nie réznita si¢ od
wynikow uzyskanych po podaniu placebo (Rimmele, 2009). Co ciekawe, poprawa wynikow w
grupie otrzymujacej oksytocyne byta niezalezna od ekspresji emocjonalnej twarzy (pozytywna,
neutralna, negatywna). To badanie pokazato, ze oksytocyna nasila uwagg skierowang na bodzce
spoteczne niezaleznie od ich emocjonalnej walencji. Tym samym wyniki te wspierajg hipoteze
»social salience” (Shamay, 2015). Stwierdzono ponadto, ze u ludzi polimorfizm pojedynczego
nukleotydu w genie kodujacym receptor dla oksytocyny jest powiazany z gorszymi wynikami
w testach rozpoznawania twarzy (Skuse, 2013). Co istotne, te wyniki nie byly zalezne od

obecnos$ci zaburzen ze spektrum autyzmu ani od poziomu inteligencji badanych.

Podsumowujac, oksytocyna jest jednym z kluczowych neuromodulatoréw w procesach
poznawczych i emocjonalnych. Jej zdolnos¢ do wzmacniania znaczenia bodzcow spotecznych,
zarowno poprzez oddziatywanie na struktury limbiczne, takie jak hipokamp, jak i poprzez
modulacje aktywno$ci w obszarach sensorycznych, sprawia, ze oksytocyna pelni funkcje
dynamicznego mediatora w adaptacyjnych reakcjach spotecznych. Cho¢ jej dzialanie jest
kontekstualne 1 nie zawsze jednoznaczne, wyniki badan potwierdzaja, ze oksytocyna odgrywa

kluczowg rolg w zdolno$ci rozpoznawania i pamigci spoteczne;.

1.4. Dynorfina, oksytocyna i pamie¢ spoleczna

Zadziwiajace jest, jak dynorfina i oksytocyna, mimo znaczacych podobiefistw w
procesach syntezy, wydzielania 1 wlasciwosciach modulujacych, mogg wywolywac¢ tak
odmienne efekty behawioralne. Wydzielanie oksytocyny jest silnie modulowane przez inne
neuropeptydy, w tym endogenne peptydy opioidowe (Putnam, 2022). Neurony oksytocynowe
posiadaja receptory opioidowe typu p i k (ale nie d), co sprawia, ze endogenne opioidy moga
hamowac¢ ich aktywnos$¢ elektryczng 1 wydzielniczg. U szczuréw uzaleznionych od morfiny
podanie antagonisty opioidowego naloksonu prowadzito do gwattownej aktywacji neuronow w
jadrze nadwzrokowym oraz wydzielania OXT do krwi w duzych ilosciach (Bicnell, 1988).
Jadro okotokomorowe i nadwzrokowe podwzgorza zawieraja znaczace ilosci prodynorfiny oraz
wykazujg ekspresj¢ receptorow k opioidowych (Burke, 2006; Chen, 2020). Co wigcej, to
wlasnie neurony oksytocynowe, a nie wazopresynowe podlegaja modulacyjnemu wplywowi

endogennych opioidow, ktére wptywaja na ich wydzielanie oraz pobudliwos¢ (Bicknell, 1982).
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Opioidy nie tylko bezposrednio hamujg sekrecje oksytocyny z neuronéw podwzgorza u ssakow,
ale rowniez zmniejszajg ich aktywno$¢. Moga ponadto regulowac¢ poziom ekspresji oksytocyny
(You, 2000). Regulacja sygnalizacji oksytocynowej pozostaje zatem pod duzym wptywem

modulacyjnego 1 wielopoziomowego oddziatywania dynorfin.

Wglad w to, jak interakcja migdzy systemem opioidowym a przekaznictwem
oksytocynowym wptywa na poznanie spoteczne, oferuje badanie przeprowadzone przez Monte
(2017) na matpach, u ktorych zastosowano jednoczes$nie oksytocyne oraz nieselektywnego
antagoniste receptorow opioidowych — nalokson. Malpy poddane dziataniu obu substancji
wykazywaty znacznie wicksza uwage skierowang na wyswietlane twarze innych osobnikow,
szczegolnie na okolice oczu prezentowanej twarzy. Co wigcej, jednoczesne podanie oksytocyny
1 naloksonu mialo silniejsze dziatanie niz suma efektow oddzielnych podan oksytocyny lub
naloksonu. Podanie naloksonu w obecnosci oksytocyny prawdopodobnie zwigkszato poziom
endogennej oksytocyny poprzez blokade hamujacego wplywu receptoréw opioidowych na
neurony oksytocynowe oraz jednoczesne pobudzenie receptoréw oksytocynowych, co
prowadzilo do synergistycznego efektu. Efekt ten byl zwigzany z dzialaniem naloksonu na
receptory p 1 k znajdujace si¢ na neuronach oksytocynowych. Na obserwowane zjawisko
najprawdopodobniej wigkszy wplyw mialy receptory pn niz k, z uwagi na wyzsze
powinowactwo naloksonu do tych receptoréw. Modulacja uktadu oksytocynowego przez srodki
dzialajace na receptory opioidowe moze stanowi¢ obiecujaca droge do potencjalnego
zwigkszenia skuteczno$ci terapii oksytocyng. Poniewaz neurony oksytocynowe w podwzgorzu
wykazujg podobny poziom ekspresji receptoréw L 1 , teoretycznie blokowanie KOR powinno

przynies¢ podobne efekty jak opisane w badaniu.

Do tej pory brakuje jednak badan, ktore w sposob kompleksowy analizowalyby
interakcje miedzy uktadem opioidowym « a systemem oksytocynowym w kontekscie pamieci
spolecznej, co pozostawia istotng luke¢ w zrozumieniu mechanizmoéw neurobiologicznych

lezacych u podstaw tych procesow.
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Cel i zalozenia pracy

Coraz wigcej badan wskazuje na kluczowa rolg uktadu Dyn/KOR w regulacji zachowan
spotecznych oraz jego potencjalny wptyw na pamig¢ spoteczng. Pozytywny wplyw oksytocyny
na pami¢¢ spoteczng zostal natomiast juz szeroko zbadany i udokumentowany. Wiadomo
roOwniez, ze neurony oksytocynowe posiadajg receptory KOR, co sugeruje, ze dynorfina moze
modulowa¢ dziatanie uktadu oksytocynowego. Dotychczasowe badania nie wyjasniajg jednak
w pelni, jak ta modulacja wptywa na zachowania spoteczne, szczegolnie w kontekscie pamieci
spotecznej. Dlatego celem niniejszej pracy jest zbadanie wpltywu braku receptoréw «
opioidowych na neuronach oksytocynowych na dlugotrwala pamie¢ spoleczng. Przyjeto
hipoteze, ze myszy z mutacjg Oprk1°¥“™, dzieki zwiekszonej wrazliwosci na bodzce spoteczne,
beda lepiej zapamietywacé partneréw interakcji. W zaplanowanych badaniach uwzgledniono tez

analize efektow pfci, kluczowego czynnika ksztattujacego zachowania spoteczne.

3. Materialy i metody

3.1. Zwierzeta

Eksperyment przeprowadzono na dorostych (9-22 tygodni) samcach i samicach myszy
szczepu Oprk19X€™ (genotyp: OxtCre [wt/ki]; Oprkl flox [flox/flox], okreslanych dalej w
tekscie jako mutanty lub 7G) z selektywng delecja eksonu 3 genu Oprkl. Mutacja ta powoduje
delecje w genie Oprkl za pomocg rekombinazy (Cre) wyrazanej pod promotorem genu
kodujacego oksytocyne. Szczep powstal poprzez skrzyzowanie dwoéch szczepu myszy
importowanych z Jackson Laboratories OxtCre (Ryan iin., 2017) z szczepem Oprk1flox (Ehrich
iin., 2015).

Myszy OxtCre [wt/ki] (petna nazwa szczepu: OxtCre (Oxt™m!-1crobolsn/1y charakteryzuja
si¢ ekspresja rekombinazy pod promotorem oksytocyny, co powoduje selektywng ekspresje Cre
w neuronach oksytocynowych. Myszy Oprkl (pelna nazwa: Oprk1™!K/]) posiadaja
sekwencje loxP flankujace egzon 3 genu Oprk1. Oba szczepy byly krzyzowane kongenicznie z
C57BL/6N i hodowane w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

w Krakowie.

Jako grupa kontrolna postuzyty myszy o genotypach: OxtCre [wt/wt]; Oprkl/flox
[wt/flox] oraz OxtCre [wt/wt]; Oprk1/flox [wt/wt] z tych samych miotow co mutanty. Genotyp
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osobnikéw ustalono poprzez genotypowanie z zastosowaniem techniki PCR na lizowanych

biopsjach koncowki ogona.

Jako partnerow interakcji wykorzystano myszy szczepu C57BL/6 w wieku od 4 do 5
tygodni, pochodzacych z hodowli Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk w Krakowie, pierwotnie sprowadzonych z Charles River Laboratories. Kazdej myszy
badanej przypisano partnera, w taki sposob, aby réznica wagi migdzy myszami w parze byta
jak najmniejsza. Niektorzy partnerzy zostali przypisani do wiecej niz jednej myszy badane;j, ale

nigdy nie brali udzialu w dwoch testach tego samego dnia.

Zwierzeta byly trzymane w grupach od 2 do 5 osobnikow na klatke, z nieograniczonym
dostepem do wody i pokarmu. W pomieszczeniu bytowym zwierzat utrzymywana byla
temperatura 22° + 2° C oraz staly cykl dobowy §wiatto-ciemnos¢ 12-12 (od 6.00 do 18.00).
Doswiadczenia zostaly przeprowadzone zgodnie ze zgoda II Lokalnej Komisji Etycznej w

Krakowie o nr 230/2023.
3.2. Testy behawioralne

W ramach przeprowadzonego badania, zgodnie z opisanym ponizej paradygmatem,
przebadano 7 samcow i 5 samic typu dzikiego oraz 4 samice 1 3 samce mutanty. Samce i samice

badano w oddzielnych dniach eksperymentalnych.

Myszy biorgce udziat w badaniu byly przyzwyczajane do eksperymentatora (ang.
handling) przynajmniej 2 dni przed rozpoczeciem procedur. Wszystkie myszy biorgce udziat w
tescie habituowane byly do pokoju eksperymentalnego przynajmniej godzing przed
rozpoczeciem wilasciwego eksperymentu. Oswietlenie w pokoju miato natezenie 20 luksow.

Dodatkowo, w pokoju do§wiadczalnym wiaczone byto przez caty czas radio.

Podczas eksperymentu lub analizy wykluczono 7 samic (4 osobniki agresywne, 3
osobniki ktére uciekty z klatki eksperymentalnej lub probowaty uciec) oraz 7 samcéw (5
osobnikow agresywnych, jeden osobnik z za niskg waga, jeden ktory zmart przed rozpoczeciem

eksperymentu) bedacych osobnikami testowymi.
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3.2.1. Test rozpoznawania partnera oraz sklonnos$¢ do interakcji spolecznych (ang.

Sociability)

Test sktadat si¢ z dwoch sesji eksperymentalnych. Podczas pierwszej sesji, osobnika
badanego przeniesiono do klatki eksperymentalnej o wymiarach: dt. 325 mm x szer. 170 mm z
czystym podtozem o grubosci od 0,5 cm do 1 cm i pozostawiono na 30 minut w celu habituacji.
Po habituacji do klatki wprowadzono partnera, czyli nowego, nieznajomego osobnika tej same;j
plci co mysz badana. Przez 2 minuty mysz badana mogta swobodnie wchodzi¢ w interakcje z
partnerem, po czym partner zostal przeniesiony do swojej klatki bytowe;j. Po uptywie 18 godzin
od pierwszego spotkania, procedura zostala powtdrzona z udzialem tego samego partnera w
czystej klatce eksperymentalnej. Interwat czasowy miedzy sesjami wynoszacy 18 godzin
wybrano na podstawie wcze$niej przeprowadzonych badan pilotazowych. Jesli osobnik badany
przejawial zachowania agresywne wobec partnera, eksperyment byt przerywany. Interakcje
oraz habituacj¢ nagrano za pomoca kamery Basler GigE wykorzystujac program Noldus
EthoVision 15.0. Wyniki analizowane byly przez eksperymentatora z wykorzystaniem
oprogramowania BORIS (v 8.23). Eksperymentator nie znat genotypdéw analizowanych
zwierzat. Mierzono kazda interakcje spoteczng, jakg mysz badana przejawia wobec partnera,
za wyjatkiem zachowan agresywnych. Wskaznik pamigci obliczono jako T2 — T1, gdzie T1
oznacza zmierzony catkowity czas interakcji podczas sesji 1, a T2 czas interakcji podczas sesji

2 (po 18 godzinach).

Dodatkowo, niezaleznie od testu pamigci spolecznej, przeanalizowano sklonnos¢
badanych myszy do wchodzenia w interakcje z partnerem, okreslang jako ,,sociability”. W celu
oceny sociability za miar¢ przyjeto catkowity czas, jaki myszy spedzily na interakcjach z

partnerem podczas pierwszej sesji nagran testu pamigci spotecznej, opisanego powyzej.

3.2.2. Poziom l¢kliwosci i aktywnos¢ w otwartym polu

Aby oceni¢ poziom lgkliwosci badanych zwierzat, zmierzono procent czasu, jaki myszy
spedzaly w wyznaczonej strefie centralnej o wymiarach: 8 x 16 cm, podczas 30-minutowe;j sesji
habituacji w pierwszym 1 drugim dniu eksperymentalnym. Aktywnos$¢ lokomotoryczna, czyli
sktonnosci do eksploracji nowego otoczenia, zostala okreslona na podstawie tgcznego dystansu
pokonanego przez myszy podczas obu sesji habituacji. Oba parametry analizowano za pomocg

programu Noldus EthoVision 15.0.
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1. Habituacja 30 min 2. Interakcja z nowym partnerem 2 min

Interwat 18 godzin

- \ o

3. Habituacja 30 min 4. Interakcja ze znajomym partnerem 2 min

Ryc.1 Schemat przebiegu testu pamieci spolecznej. Zrédto: opracowanie whasne

3.3. Analiza statystyczna

Do zbadania znamiennego odstepstwa od rozkladu normalnego zastosowano test Shapiro-
Wilka. Poréwnanie wartosci pamigci spolecznej oraz sktonnosci do interakcji spolecznych
miedzy grupami przeprowadzono przy uzyciu testu t dla grup niezaleznych. Natomiast do
porownania wigcej niz dwoch parametrow miedzy sesjami eksperymentalnymi w grupach
badanych zastosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) z testem Sidaka post-hoc.
Jako prog istotnosci statystycznej przyjeto warto$¢ p < 0,05. Dodatkowo obliczono miare sity
efektu za pomocg wskaznika d Cohena. Analiz¢ statystyczng oraz wizualizacj¢ wynikéw w

postaci wykresow przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism 9.0.0.
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Wyniki

Na podstawie istniejagcych badan, ktore ukazujg antagonistyczne dziatanie oksytocyny i
dynorfiny na pamig¢ spoteczng, sformutowano hipoteze, ze selektywne usunigcie receptorow
k-opioidowych na neuronach oksytocynowych moze zwigkszy¢ wrazliwo$¢ myszy na bodzce
spoteczne, co z kolei pozytywnie wptynie na dlugo$¢ sladu pamigciowego dotyczacego nowo
poznanego osobnika. Aby przetestowac te hipoteze, przeprowadzono eksperyment, ktéry opiera
si¢ na naturalnym zachowaniu gryzoni — ich wrodzonej cieckawosci wobec nowych, nieznanych
osobnikow. W warunkach laboratoryjnych, jesli mysz zapamigtata napotkanego partnera, przy
kolejnych interakcjach jej zainteresowanie tym bodZcem maleje, co pozwala na precyzyjne
oszacowanie wskaznika pamigci spotecznej. Aby upewnic si¢, ze wyniki uzyskane przez myszy
z mutacja w zakresie pamigci spotecznej nie s3 wynikiem ogélnych zmian w zachowaniu, ktére
moglyby komplikowaé interpretacje wynikow, badanie poprzedzono analizg ich zachowania
podczas habituacji. W ramach tego wstepnego etapu obserwowano aktywno$¢ lokomotoryczna

zwierzat oraz oceniano ich poziom Igkliwosci.

4.1 Rola plci w aktywnosci lokomotorycznej, lekliwosci, sklonnosci do wchodzenia w

interakcje spoleczne oraz pamigci spolecznej u myszy o genotypie dzikim

Wigkszo$¢ badan dotyczacych pamigci spotecznej u myszy koncentruje si¢ gtownie na
samcach. Co wiecej, badania te, w zaleznosci od zastosowanej metody testowej, zazwyczaj
ograniczaja si¢ do interwalu czasowego nieprzekraczajacego 6 godzin (Cum i in., 2024). W
zwigzku z tym postanowiono na poczatek przeanalizowa¢ zachowanie myszy typu dzikiego,
uwzgledniajac roznice ptciowe. Podczas habituacji nie zaobserwowano roznic miedzy piciami,
jesli chodzi o czas spedzony w centrum, a tym samym poziom lekliwosci (Ryc. 1A). Samice
wykazywaty wigksza sklonno§¢ do eksploracji nowego otoczenia zar6wno w pierwszej
(p=0,0017), jak i w drugiej sesji (p=0,0345), co bylo widoczne w przebytym dystansie (Ryc.
1B). Niemniej jednak w obrebie grupy nie zaobserwowano istotnych roéznic w dystansie
pokonanym migdzy sesjami. Podczas pierwszej sesji samce przejawiaty wieksza sktonnos¢ do
kontakt z nowym osobnikiem w poroéwnaniu do samic (p = 0,0051) (Ryc.1C i 1D). Réznice w
przebytym dystansie u samic oraz wyzszy bazowy czas interakcji u samcow sg jednak zgodne
z wezesniejszymi danymi na temat zachowania myszy C57BL/6N w te$cie pamieci spotecznej
(Karlsson 1 in., 2015). Po uplywie 18 godzin, samce wykazywaly zauwazalny spadek

zainteresowania tym samym partnerem, podczas gdy czas interakcji samic pozostal na poziomie
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zblizonym do pierwszej sesji. Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) ujawnita istotny
wplyw sesji eksperymentalnej na czas interakcji (F(1, 10) = 6,148, p = 0,0326), wskazujac na
znaczace roznice migdzy sesjami. Dodatkowo, zaobserwowano trend statystyczny w przypadku
efektu ptei (F(1, 10) = 4,298, p = 0,0649), ale nie stwierdzono istotnej interakcji miedzy picig
a sesja eksperymentalng (F(1, 10) = 3,149, p = 0,1064; Ryc. 1D). Wyniki testu post-hoc
ujawnily, ze samce spedzaty znaczaco mniej czasu na interakcji z partnerem w drugiej sesji w
porownaniu do pierwszej (p = 0,0162). Sugeruje to, ze samce WT potrafig zapamigta¢ osobnika
nawet po 18 godzinnej przerwie, co jest zaskakujace w kontek$cie wcezesniejszych zatozen i
badan sugerujacych krotszy okres pamigci spotecznej. Z kolei wyniki uzyskane u samic WT
byly zgodne z przewidywaniami. Obserwowany wyrazniejszy spadek czasu interakcji u
samcOw z sesji na sesj¢ przekladat si¢ na wyzszy wskaznik pamigci spolecznej w tej grupie w
porownaniu do samic (Ryc. 1E), cho¢ rdéznica nie osiggneta istotnosci statystycznej (p =
0,1061). Mimo to, miara efektu Cohena (d = 1,03) sugeruje zwigzek migdzy plcig a wynikami
uzyskiwanymi przez myszy w tescie pamigci spotecznej. Wczedniejsze badania sugeruja, ze
myszy typu dzikiego tracg pamie¢ o swoim partnerze interakcji po 16 godzinach (Bilkei-Gorzo,
2014). Zaskakujace wyniki wstgpne tego badania wskazuja, jednak na to, ze samce myszy typu
dzikiego moga rozpozna¢ swojego partnera nawet po 18 godzinach. W zwiazku z tym podjeto
decyzje o przeprowadzeniu oddzielnej analizy wpltywu mutacji na samce 1 samice, aby
doktadniej zbada¢, jak pte¢ wptywa na mechanizmy pamigci spotecznej 1 uzyskac petniejszy

obraz badanych zjawisk.
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Ryc. 1 Por6wnanie samcow i samic myszy kontrolnych. A) Laczny % czasu spedzonego w
wyznaczonym centrum podczas habituacji przez samce (J'; kolor niebieski) i samice (Q; kolor
fioletowy) myszy kontrolnych w sesji pierwszej oraz w sesji drugiej. B) Laczny dystans [m]
przebyty przez osobnika badanego podczas 30 minutowej habituacji. C) Czas [s] spedzony na
catkowitej interakcji z partnerem podczas pierwszej 1 drugiej sesji eksperymentalnej. D) czas
spedzany na interakcji z nieznanym partnerem podczas sesji pierwszej. E) Indeks pamigci
spotecznej: roznica czasu interakcji migdzy sesja druga a sesjg pierwsza (S1 — S2) wraz z
srednig oraz SEM dla obu grup. Symbol * wskazuje na p<0,05 a ns brak istotnosci statystyczne;.
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4.2 Samce z selektywng dezaktywacja KOR w obrebie neuronow oksytocynowych nie

wykazuja istotnych roznic wzgledem szczepu typu dzikiego

Jest dobrze udokumentowane, ze samce myszy szczepu Oxt KO maja uposledzong
pamie¢ spoteczng (Ferguson, 2000), podczas gdy samce Pdyn” wykazuja jej poprawe (Bilkei-
Gorzo, 2014). W zwiazku z tym postanowiono zbadaé, czy réznice w pamigci spotecznej u
samcOw sg zwigzane z hamujgcym wptywem dynorfiny na uktad oksytocynowy. W przypadku
samcOw nie zaobserwowano roznic w czasie spedzonym w centrum klatki ani w aktywnosci
lokomotorycznej, niezaleznie od szczepu czy sesji habituacji (zob. Ryc. 2A 1 2B). Wyniki testu
sktonnosci do wchodzenia w interakcje z nowym osobnikiem rowniez nie ujawnily réznic (Ryc.
2D). Samce WT wykazywatly tendencj¢ do zapamigtywania wcze$niej napotkanego osobnika,
co bylo widoczne na poziomie trendu statystycznego. Czas ich interakcji z partnerem interakcji
skracat si¢ w kolejnych sesjach, sugerujac, ze pamigtaja one wezesniej poznanego osobnika. Z
kolei u samcéw TG nie zaobserwowano skrdcenia czasu interakcji, co wskazuje na brak
pamieci o swoim partnerze z wczesniejszej sesji. Analiza dwuczynnikowa (ANOVA)
wykazata: wplyw sesji na czas interakcji byt istotny (F(1, 8) = 1,059, p = 0,03335), podczas
gdy wplyw genotypu byt bliski granicy istotnosci (F(1, 8) = 0,1904, p = 0,06741), a interakcja
miedzy sesja a genotypem nie byta istotna (F(1, 8) = 2,254, p=0,1716)(Ryc. 2C). Na obecnym
etapie badania wielko$¢ proby, zwlaszcza dla mutantdéw, jest zbyt mata, aby jednoznacznie
oceni¢ wplyw mutacji na pamie¢ spoteczng u samcow. Mimo to wstepne wyniki wskazuja, ze
samce typu dzikiego moga kodowac¢ §lady spoteczne niezaleznie od hamujacego wpltywu
dynorfiny na uktad oksytocynowy. Wynik ten wskazuje, ze delecja receptora k-opioidowego
na neuronach oksytocynowych nie wptywa znaczgco na zdolno$¢ samcoéOw z mutacjg do
rozpoznawania i pamig¢tania bodzcoOw spolecznych. Na pierwszy rzut oka wyniki te moga
wydawac¢ si¢ zaskakujace, szczeg6lnie w kontekscie wezesniejszych danych literaturowych,
ktore sugerowaty silne powigzanie miedzy dynorfing a uktadem oksytocynowym w regulacji
pamigci spolecznej. Mozliwe wigc, ze ze wzgledu na odmienng strukture spoteczng samcow,
uktad oksytocynowy nie jest gldéwnym celem neuromodulujacego dziatania dynorfiny w

konteks$cie dhugosci sladu pamieciowego dotyczacego innych osobnikow.
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Ryc. 2 Poréwnanie samcow WT i samcow TG. A) Laczny % czasu spedzonego w
wyznaczonym centrum podczas habituacji przez samce typu dzikiego (WT; kolor niebieski) 1
samce mutanty (TG; kolor jasnoniebieski) myszy kontrolnych w sesji pierwszej oraz w sesji
drugiej. B) Laczny dystans [m] przebyty przez osobnika badanego podczas 30 minutowe;j
habituacji. C) Czas [s] spedzony na calkowitej interakcji z partnerem podczas pierwszej i
drugiej sesji eksperymentalnej. D) czas spedzany na interakcji z nieznanym partnerem podczas
sesji pierwszej. E) Indeks pamigci spotecznej: réznica czasu interakcji miedzy sesjg druga a
sesjg pierwsza (S1 — S2) wraz z Srednig oraz SEM dla obu grup. Symbol * wskazuje na p<0,05
a ns brak istotnosci statystyczne;.

29



4.3 Samice z selektywng dezaktywacja receptora KOR w neuronach oksytocynowych

wykazuja poprawe pamieci spoleczne;j.

Biorgc pod uwage roznice w zaangazowaniu uktadu oksytocynowego w proces pamigci
spotecznej (Gabor, 2012) oraz odmienne reakcje na podanie agonisty k w kontekscie interakcji
spotecznych (Robles, 2014) u samcow i samic, zdecydowano si¢ zbadaé, czy wptyw mutacji
jest uzalezniony od plci. Zachowanie samic podczas obu sesji habituacji, w tym poziom
lekliwosci oraz eksploracja nowego otoczenia, nie wykazato istotnych roznic miedzy szczepem
typu dzikiego a szczepem transgenicznym (zob. Ryc. 3A i 3B). Brak wptywu mutacji na
podstawowe aspekty behawioralne sugeruje, ze zaobserwowane w dalszej czeSci badania
réznice moga by¢ bezposrednio zwigzane ze specyficznym efektem mutacji, a nie z ogdlnymi
zmianami w zachowaniu. Co istotne, samice TG podczas pierwszej sesji wykazywaty wigksza
che¢ do interakcji z partnerem w porownaniu do samic WT (p = 0.0383; zob. Ryc. 3C 1 3D).
Moze to sugerowaé, ze samice szczepu Oprk1°%™ s bardziej wrazliwe na bodzce spoteczne,
co skutkuje zwickszong sktonnoscia do nawigzywania kontaktu w poczatkowej fazie interakcji.
Interesujace jest jednak to, ze ten wzrost wrazliwosci nie przektada si¢ na kolejne interakcje,
co moze wskazywacd, ze efekt mutacji jest specyficzny dla pierwszego kontaktu z nowym
bodzcem spotecznym. Dwuczynnikowa analiza wariancji ujawnita istotny statystycznie wplyw
sesji eksperymentalnej (zob. Ryc. 3C; dwuczynnikowa ANOVA: sesja F(1, 7) = 5,997, p =
0,0442). Nie stwierdzono jednak istotnego wplywu genotypu ani interakcji mi¢dzy genotypem
a sesja eksperymentalng (genotyp F(1, 7) = 2,623, p = 0,1493; sesja x genotyp F(1, 7) = 3,570,
p = 0,1008). Analiza wynikow ujawnita, ze samice TG wykazywaly istotny spadek czasu
interakcji po 18 godzinach (p = 0,0453), podczas gdy u samic WT czas ten pozostawat stabilny
miedzy sesjami, co bylo zgodne z wczesniej przyjetymi zatozeniami. Samice TG wydaja si¢
zachowywac¢ pamig¢ o partnerze interakcji nawet po 18 godzinach przerwy, co sugeruje, ze
mutacja wplywa na ich zdolno$¢ do dhlugoterminowego przechowywania §ladow pamieci
spotecznej. Analiza wynikéw wykazata, ze samice TG osiggnely wyzszy indeks pamigci
spotecznej w pordwnaniu do samic WT (zob. Ryc. 3E), chociaz roznica ta nie byla statystycznie
istotna (p = 0,1008, istotno§¢ dwustronna). Pomimo braku statystycznej istotnosci, miara efektu
Cohena (d = 1,25) sugeruje zwigzek migdzy obecno$cig mutacji a wynikami testu pamieci
spotecznej. Powyzsze wyniki sugeruja, ze dezaktywacja receptorow k-opioidowych na
neuronach oksytocynowych u samic sprzyja wigkszej uwadze skierowanej na nowe bodzce
spoteczne. Zwigkszona uwaga w poczatkowej fazie interakcji prowadzi do bardziej

efektywnego kodowania sladow pamieciowych na etapie nabywania (ang. acquisition), co z
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kolei skutkuje dtuzszym ich zachowaniem i lepszymi wynikami w testach pamigci spoteczne;.
Mozliwe wiec, ze u samic w przeciwienstwie do samcow dtugos¢ sladu pamigciowego o
charakterze spotecznym jest silniej zalezna od sygnalizacji oksytocynowej, co czyni je bardziej

podatnymi na neuromodulacyjny wptyw dynorfiny na ten uktad.
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Ryec. 3 Poréwnanie samic WT i samic TG. A) Laczny % czasu spedzonego w wyznaczonym
centrum podczas habituacji przez samice typu dzikiego (WT; kolor fioletowy) 1 samice mutanty
(TG; kolor jasnoniebieski) myszy kontrolnych w sesji pierwszej oraz w sesji drugiej. B)
Laczny dystans [m] przebyty przez osobnika badanego podczas 30 minutowej habituacji. C)
Czas [s] spedzony na catkowitej interakcji z partnerem podczas pierwszej i1 drugiej sesji
eksperymentalnej. D) czas spedzany na interakcji z nieznanym partnerem podczas sesji
pierwszej. E) Indeks pamigci spolecznej: roznica czasu interakcji miedzy sesja druga a sesja
pierwsza (S1 — S2) wraz z $rednig oraz SEM dla obu grup. Symbol * wskazuje na p<0,05 a ns
brak istotnosci statystyczne;.
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Dyskusja i wnioski

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sugeruja, ze dynorfina, wpltywajac na uktad
oksytocynowy, moduluje dlugo$¢ i1 intensywnos¢ $ladow pamieciowych o charakterze
spotecznym. U samic z mutacja Oprk1°¥“™  zgodnie z oczekiwaniami, zaobserwowano
wydtuzenie czasu trwania $ladu pami¢ciowego o innym osobniku, jak 1 wigkszg sktonnos¢ do
wchodzenia w interakcje z partnerem podczas pierwszego spotkania, co moze sta¢ za
mechanizmem ich lepszego wyniku w tescie pamigci spolecznej. W przypadku samcéw z

19¥Cre pie  zaobserwowano jednak spodziewanego wydluzenia pamieci

mutacja Oprk
spotecznej. Dodatkowo wykazano, ze samce myszy typu dzikiego, w przeciwienstwie do samic,
sa w stanie pamigta¢ swojego partnera interakcji az do 18 godzin, co stoi w sprzecznosci z

zatozona hipotezg oraz danymi z literatury.

19%Cre charakteryzowatly sie wyzszym indeksem pamieci

Samice z mutacja Oprk
spotecznej oraz wyzsza sktonno$cig do interakcji w pierwszej sesji. Mozna przypuszczaé, ze
mutacja spowodowata zwigkszenie przekaznictwa oksytocynowego. To z kolei wptyngto na
uwage skierowang ku bodzcom spotecznym, ale jedynie w pierwszej sesji, co sugeruje, ze
zmiana ta nie byla zwigzana z typowym wzrostem socjalno$ci czy nagradzajacym wplywem
bodzca spotecznego. W przeciwnym razie nalezatoby oczekiwa¢ zwigkszonej sktonnosci do
interakcji takze w drugiej sesji. Podobny efekt zaobserwowali Bilkei-Gorzo ze wspdtautorami
(2014) u samcow Pdyn™", ktére rowniez przejawialy zwickszong eksploracje zaréwno partnera,
jak 1 obiektu w poczatkowych sesjach. Rowniez badania Farahbakhsh wraz ze wspotautorami
(2023) wykazaly, ze dlugotrwaly antagonizm receptorow k u samcoéw myszy prowadzit do
zwigkszenia eksploracji nowego bodzca, ale nie juz znajomego, oraz przyspieszenia tempa

uczenia sig.

Laczac powyzsze obserwacje z hipoteza 'Social salience' (Shamay-Tsoory, 2016), ktora
sugeruje, ze oksytocyna sprzyja kierowaniu uwagi na bodzce spoteczne, mozna przypuszczac,
ze samice TG wykazuja unikalny fenotyp, ktory taczy oba te zjawiska. Hipoteza 'Social
salience' zaktada, Zze oksytocyna zwigksza wyrazistos¢ bodzcow spotecznych, co prowadzi do
wigkszej uwagi wobec tych bodzcow 1 w konsekwencji do ich lepszego rozpoznawania. W
przypadku samic TG, moze to oznacza¢, ze w poréwnaniu do myszy kontrolnych lepiej
eksploruja one nowe bodzce spoteczne, szybciej uczg si¢ 1 utrwalajg informacje zwigzane z
tymi bodZcami, co prowadzi do szybszej habituacji do nowych osobnikow. W skrdcie oznacza

to, ze samice TG moga laczy¢ w sobie zwigkszong eksploracj¢ bodzcoOw spolecznych,
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efektywniejsze przetwarzanie pamieci oraz szybsza adaptacje do obecnosci nowych

osobnikow.

Wyniki uzyskane u samcow TG sg wstepne: wielkos¢ grupy eksperymentalnej zbyt
mata, aby formutowac ostateczne wnioski. Niemniej jednak, stabsze od samcéw WT wyniki w
tescie pamigci spotecznej uzyskane przez samce TG mogg by¢ rezultatem réznych czynnikow.
Jednym z nich jest fakt, ze w przeciwienstwie do samic, samce tworzg hierarchie spoteczne, w
ktorych pozycja jest okre§lana na podstawie zachowan agresywnych. Zgodnie z
przewidywaniami, mutacja mogta prowadzi¢ do zwigkszonego przekaznictwa uktadu
oksytocynowego, co z kolei mogto obnizy¢ poziom agresji — efekt czgsto obserwowany po
podaniu oksytocyny (Tan, 2019). Nizszy poziom agresji u samcoéw jest z kolei zwigzany z
nizsza pozycja w hierarchii spotecznej, co moze prowadzi¢ do wyzszego poziomu stresu,
zmienione] ekspresji genow 1 mniejszej odpornosci na stres (Horii, 2017; LeClair, 2021), co

réwniez moglo wplynaé na uzyskane wyniki.

Szereg doniesien wskazuje, ze uktad oksytocynowy jest regulowany przez hormony
plciowe, co moze mie¢ istotne konsekwencje dla jego roli w réznych procesach
behawioralnych. Roznice ptciowe w efektach badanej mutacji moga wynika¢ z dymorfizmu
ptciowego w liczbie neurondw produkujacych oksytocyng w jadrze przykomorowym (Okabe,
2013) oraz z wplywu testosteronu. Samice cechuja si¢ wigksza liczba neuronéw OXT-
pozytywnych. Testosteron natomiast, moze bezposrednio hamowaé dziatanie uktadu
oksytocynowego oraz zmniejszac ekspresje receptora oksytocynowego u myszy (Okabe, 2013).
Takie roznice w regulacji uktadu oksytocynowego miedzy pilciami mogg tlumaczy¢
zaobserwowane w niniejszej pracy rozbieznosci w efekcie mutacji u samcoOw i samic

Oprk 1 OxtCre )

Jak wspomniano, réznice w pamigci spotecznej zaobserwowano réwniez migdzy
samcami 1 samicami WT. Samice WT mialy krotszy od samcow czas interakcji w pierwszej
sesji, co moglo wptyna¢ na dtugos¢ 1 intensywnos$¢ sladu pamigciowego. U samcoéw WT, w
przeciwienstwie do samic, zaobserwowano utrzymywanie si¢ sladu pamieciowego przez 18
godzin. Wynik ten nie jest zaskakujacy w $wietle innych badan, ktore pokazaty, ze samice
myszy WT wykazuja mniejszy spadek czasu interakcji z sesji na sesj¢ w porownaniu do
samcOw (Cum, 2024). Rdznica obserwowana mi¢dzy samcami i samicami typu dzikiego moze
wynika¢ z faktu, ze myszy obu plci lepiej zapamietujg partnera-samca, niz samic¢ (Beaver,

2024).
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Obserwacja, ze samce WT mogg pami¢ta¢ swojego partnera interakcji az do 18 godzin
stoi w pewnym kontrascie do wynikow opublikowanych przez Bilkei-Gorzo (2014), ktére
sugerowaty, ze maksymalna dtugos¢ pamieci spotecznej u samcoOw typu dzikiego wynosi 4h.
Roéznice te moga wynika¢ z odmiennych modeli eksperymentalnych zastosowanych w
badaniach. W przytaczanej pracy samce typu dzikiego byly testowane podczas kilku sesji
eksperymentalnych przeprowadzanych w kolejnych dniach, z r6znymi interwatami czasowymi
oraz r6znymi partnerami. W niniejszej pracy myszy braly udzial w tescie tylko raz. Czas
interakcji z partnerem w pracy Bilkei-Gorzo wynosit ponadto 5 minut, podczas gdy w niniejsze;j
pracy czas ten ograniczono do 2 minut. Cho¢ wszystkie warianty testu pamigci spoteczne;j
opieraja si¢ na mierzeniu czasu interakcji osobnika z partnerami, stosowane interwaty czasowe
migdzy sesjami, dtugo$¢ pojedynczej sesji, wybor bodzca spotecznego oraz sposob jego
prezentacji znaczaco r6znig si¢ w poszczego6lnych publikacjach (Cum, 2024). Te réznice moga
tlumaczy¢ rozbieznos$ci migdzy wynikami tego badania a innymi. Jednocze$nie wprowadza to

trudno$ci w interpretacji i porownywaniu wynikow.

Na roznice w dtugos$ci $ladu pamigciowego u samcéw WT w niniejszej pracy 1 pracy
Bilkei-Gorzo (2014) mozna spojrze¢ takze w $wietle przytoczonych wczesniej badan, ktore
wskazuja, ze dtugotrwata konsolidacja pamigci wymaga dwoch faz przetwarzania informacji i
syntezy biatek (Wanisch, 2008; Richter, 2005; Pena, 2014). W efekcie stabilnos¢ $ladu
pamigciowego osiggana jest wlasnie po uplywie okoto 18 godzin. Najdluzsze interwaty
czasowe zastosowane w badaniu Bilkei-Gorzo (2014) wynosity 16 oraz 24 godziny. Wykazano,
ze w okresie konsolidacji spoteczny §lad pamigciowy jest szczegdlnie podatny na interferencje
1 zaktocenia (Camatas, 2015; Eaglemann, 2009; Perna, 2015). Dlatego tez stosowanie roznych
interwalow czasowych, wielokrotnych sesji lub wprowadzenie wigcej niz jednego partnera
moze teoretycznie zaburzy¢ ten proces. Mozliwe wigc, ze zastosowana w niniejszym badaniu
wersja testu idealnie odpowiadata tym krytycznym wymaganiom, co pozwolito na wykazanie,

ze $lad pamieciowy u samcoOw WT utrzymuje si¢ nawet po 18 godzinach.

Niemniej jednak, biorgc pod uwage dotychczasowe obserwacje u samcow WT, przyszie
badania moga wymaga¢ rozwazenia modyfikacji testu, aby lepiej uchwyci¢ specytike tych
wynikow 1 ich potencjalne implikacje. Modyfikacja moze obejmowaé wydluzenie interwatu
czasowego u badanych samcow lub wykorzystanie paradygmatu dyskryminacji (Engelmann,
1995). Ta wersja testu opiera si¢ na tym, ze w drugiej sesji wprowadza si¢ jednego osobnika
znajomego z sesji pierwszej oraz drugiego nieznajomego, a warto$¢ pamieci spotecznej oblicza

si¢ na podstawie roznicy migdzy czasem interakcji z osobnikiem nieznajomym a czasem
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interakcji z osobnikiem znajomym w trakcie sesji drugiej, a nie na podstawie réznicy miedzy
czasem interakcji w sesji pierwszej a czasem interakcji w sesji drugiej tylko z jednym

partnerem.

W badaniach nad pamigcig spoteczng istotne jest uwzglednienie takze innych form
pamigci, aby sprawdzi¢, czy wplyw badanej zmiennej ogranicza si¢ wytacznie do
rozpoznawania osobnikow. Dlatego tez rownolegle z testem pamigci spotecznej przeprowadza
si¢ testy rozpoznawania obiektow lub testy pamieci przestrzennej. W niniejszym badaniu
roOwniez przeprowadzono test rozpoznawania nowych obiektéw (ang. Novel object recognition,
NOR), zgodnie z procedurg opisang przez Skupio i wspotautorow (2023). Z powodu faktu, ze
wiekszos¢ myszy spedzata na eksploracji obiektéw mniej niz 20 sekund, co uniemozliwito
uzyskanie miarodajnych wynikow, zdecydowano si¢ jednak nie uwzglednia¢ tych danych w
analizie. Obecnie opracowywany jest nowy wariant testu, ktory bedzie lepiej dostosowany do
potrzeb myszy z naszego Instytutu, co w przysztosci pozwoli na bardziej precyzyjne badanie

pamieci obiektow u omawianego szczepu myszy.

Chociaz nasze badania dostarczyly istotnych wynikow, istnieja pewne ograniczenia,
ktore nalezy uwzgledni¢. Na uzyskane w tej pracy wyniki mogt wptyna¢ fakt, iz mutacja
Oprk1°%C™ byta obecna od urodzenia, co mogto prowadzi¢ do kompensacyjnych zmian w
uktadzie opioidowym w trakcie rozwoju osobnikéw TG. Bioragc pod uwage, ze dynorfina
wykazuje, cho¢ stabsze, powinowactwo do innych typdéw receptoréw opioidowych, istnieje
mozliwos¢, ze ich ekspresja ulegla zwigkszeniu, co moglo czesciowo kompensowac brak
receptorow KOR 1 maskowac¢ efekty mutacji. Wazne jest rowniez uwzglednienie potencjalnego
wplywu mutacji na rozwdj behawioralny osobnikéw, co mogto prowadzi¢ do wystapienia
deficytow lub unikalnych adaptacji behawioralnych, ktére rowniez moga wptywaé na wyniki

badania.

Jest to pierwsze badanie, w ktorym podjeto temat jak interakcja migdzy systemem
Dyn/KOR a uktadem oksytocynowym wptywa na dlugo$¢ $ladu pamieciowego o innym
osobniku u myszy, co moze stanowi¢ istotne uzupeinienie dotychczasowych badan nad
pamigcig spoleczng. Niniejsza praca moze dostarczy¢ nowego spojrzenia na interakcj¢ migedzy
dwoma neuropeptydami — dynorfing i oksytocyng — w konteks$cie zachowan spotecznych, ze

szczegolnym uwzglednieniem pamigci spoteczne;.
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