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Wykaz skrotow

ANOVA - analiza wariancji

DA — dopamina

HPA — o$ podwzgorze-przysadka-nadnercza

HVA - kwas homowanilinowy

KOR - receptory opioidowe «

NA - noradrenalina

(P)FC — kora (przed)czotowa

SSRI — inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny

STR - prazkowie

3-MT — 3-metoksytyramina

5-HIAA - kwas 5-hydroksyindolooctowy

5-HT — 5-hydroksytryptamina (serotonina)



Streszczenie

Endogenna sygnalizacja opioidowa odgrywa kluczowa role w licznych procesach
fizjologicznych, a receptory x-opioidowe (KOR) sg istotnie zaangazowane w regulacje
odpowiedzi na stres i odgrywaja wazng role w zachowaniach zwigzanych z Igkiem.
Dziatanie KOR stanowi obecnie cel wielu badan w kontekscie rozwoju skutecznych 1
bezpiecznych metod leczenia zaburzen psychicznych. Istnieja doniesienia na temat roli
KOR w obrebie neurondéw serotonergicznych (5-HT), kluczowych modulatoréw stanéw
emocjonalnych, jednak dotychczas nie opisano ich doktadnej funkcji w tym obszarze. W
niniejszej pracy zbadano zalezny od pici wpltyw delecji KOR na neuronach
serotoninergicznych  na  fenotyp  behawioralny i  molekularny  szczepu
myszy Oprk1TPh2CreERT2 = Analiza ~ monoamin  przeprowadzona za  pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej wykazata spadek stezenia 5-HT w korze
czolowej (FC) samcoOw zmutowanych myszy w poréwnaniu z grupa kontrolng, podczas
gdy u samic nie zaobserwowano zmian. Wstepna charakterystyka behawioralna wykazata
brak widocznych efektow mutacji, normalng aktywnos$¢ w otwartym polu i nienaruszong
preferencje stodkiego smaku. Zaobserwowano jednak znaczacy wptyw interakcji
genotypu 1 ptci na zachowania Igkowe w tescie jasnego-ciemnego pudetka. Z kolei test
pamigci spolecznej wykazal, Zze samce mutantow cechowaly si¢ uposledzong pamigcig
spoteczng w pordwnaniu z grupa kontrolng. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze delecja KOR
na neuronach 5-HT ma znaczacy wptyw na zawarto$¢ monoamin w $srodmozgowiu i nie
zaburza zachowan eksploracyjnych i hedonistycznych. Zaobserwowalam istotny wptyw
interakcji (genotyp x pte¢) na parametry behawioralne: latencje do pierwszego wejscia
jasnego przedzialu w tescie jasnego-ciemnego pudelka, i na parametry molekularne:
zawarto$¢ 5S-HT w FC. Obserwacje te wskazuja, ze KOR bezposrednio moduluje funkcje
5-HT i posrednio zachowania Igkowe w sposob zalezny od ptci. W przysztoséci uzyskane
wyniki ~ wspomoga rozw6j farmakoterapii  zaburzen neuropsychiatrycznych

uwzgledniajac aspekt pici.



Abstract

Endogenous opioid signalling plays a key role in numerous physiological processes,
and k-opioid receptors (KOR) are significantly involved in regulating the stress response
and in anxiety-related behaviours. The action of KOR is currently a target of intensive
research in the context of developing effective and safe treatments for psychiatric
disorders. There are some reports on the role of KORs within serotonergic (5-HT)
neurons, key modulators of emotional states, but their precise function in this area has not
yet been described. In the present study, we investigated the gender-dependent effects of
KOR deletions on serotonergic neurons on the behavioural and molecular phenotype of
the Oprk1TPh2CreERT2 moyse strain. Monoamine analysis by high-performance liquid
chromatography showed a decrease in 5-HT in the frontal cortex (FC) of male mutant
mice compared to the control group. At the same time, no change was observed in
females. Preliminary behavioural characterization showed no apparent effects of the
mutation, normal open-field activity and an intact preference for sweet taste. However, a
significant effect of interaction of genotype and sex was observed on anxiety behaviour
in the light-dark box test. On the other hand, social memory test showed that male mutants
exhibited impaired social memory compared to the control group. The results indicate
that deletion of KOR on 5-HT neurons affects midbrain monoamine content and has no
significant effect on exploratory or hedonic behaviour. I found a significant effect of
interaction (genotype x sex) on behavioural parameters: latency to the first enter the bright
compartment in the light-dark box test and molecular parameters: 5-HT content in the
FC. These observations show that KOR directly modulates 5-HT function and indirectly
anxiety-responsive behaviour in a gender-dependent manner. Perhaps in the future, the
results obtained will support the development of gender-sensitive pharmacotherapy for

neuropsychiatric disorders.



1. Wstep

Receptory k-opioidowe (ang. x-opioid receptors, dalej ,,KOR”) sg wyrazane obficie
zarowno w obwodowym jak i1 osSrodkowym ukladzie nerwowym, w tym na neuronach
serotonergicznych (wydzielajacych serotoning, dalej ,,5-HT”) w grzbietowych 1
przysrodkowych jadrach szwu (ang. dorsal and median raphe nuclei) (Wright i in. 2018).
KOR odgrywaja wazna role w regulacji aktywnos$ci uktadu serotonergicznego mozgu; sa
zlokalizowane pre- i postsynaptycznie, a ich aktywacja przektada si¢ na hamowanie
wydzielania 5-HT i zmniejszenie aktywno$ci neuronéw poprzez hiperpolaryzacje
(Berger i in. 2006; Coutens i Ingram 2023; Kalyuzhny i Wessendorf 1999). Zaréwno
uktad k-opioidowy jak i 5-HT sg silnie powigzane z modulacjg emocji, nastroju i reakcji
na stres, w zwigzku z czym receptory KOR 1 5-HT od dawna badane sg jako potencjalny
cel farmakologiczny leczenia zaburzen Igkowych, depresji czy uzaleznien (D’Addario i
in. 2007; Van’t Veer i Carlezon 2013). Liczne doniesienia wskazuja na wystepowanie
istotnych roznic ptciowych w funkcjonowaniu KOR (Chartoff i Mavrikaki 2015; Gear i
in. 1996; Taylor i in. 2022) oraz uktadu serotonergicznego (Goel i Bale 2010; Jones i
Lucki 2005; Nishizawa i in. 1997). Jednakze wplyw plci na funkcjonowanie obu
uktadow, a w szczegdlnosci na interakcje KOR z neuronami 5-HT, nadal pozostajg
niewystarczajaco poznane. Doktadne zrozumienie powyzszych mechanizméw
umozliwitoby opracowanie nowych strategii leczenia choréb psychicznych zwigzanych
z negatywnym afektem wywotanym stresem. W zwigzku z tym w niniejszej pracy
skupitam si¢ na zbadaniu wptywu braku KOR na neuronach serotoninergicznych na
wystepowanie roznic plciowych w zachowaniu (eksploracyjne, lekowe, zwigzane z
hedonig) oraz wydzielaniu monoamin (serotoniny, dopaminy i ich metabolitow)

wykorzystujac szczep myszy transgenicznych Oprk 1 TPh2CreERT2,

1.1 Odkrycie endogennego ukladu opioidowego

Opiaty, izolowane z maku lekarskiego, interesowaty ludzkos$¢ od tysiacleci, bedac
jednym z pierwszych lekéw na bél, stosowanym od czaséw starozytnych Sumerdéw
(Bandyopadhyay 2019). Zainteresowanie to przetozyto si¢ na intensywne badania nad
profilem dziatania tych substancji w organizmie, a co za tym idzie odkryciem

endogennego uktadu opioidowego.



Pierwsze doniesienia, potwierdzajace istnienie receptoréw opioidowych zostaly
zaprezentowane w 1954 roku przez Arnolda Becketta i A.F. Casy’ego, gdzie autorzy
wskazali istnienie wspolnych miejsc wigzania dla r6znych rodzajow opioidowych lekow
przeciwbdlowych (Beckett i Casy 1954). Natomiast obecno$é¢ receptorow opioidowych
w tkance nerwowej wykazano dopiero w latach 70. XX wieku, dzigki odkryciu Candace
Pert i Solomona Snydera z Uniwersytetu Johna Hopkinsa. Opisali oni wowczas
specyficzne wigzanie antagonisty opioidowego (naloksonu) z receptorami opioidowymi
w homogenacie tkanki nerwowej gryzoni przy pomocy nowo opracowanej WOwczas
techniki wigzania radioaktywnych ligandow (Pert i Snyder 1973). Dalsze badania
umozliwily klasyfikacj¢ receptorow opioidowych na trzy gléwne typy: p (mu dla morfiny
z greki; dalej jako “MOR”), & (delta od odpowiedzi fizjologicznej obserwowanej w
nasieniowodach - vas deferens u myszy; dalej “DOR”) oraz « (kappa dla
ketocyklazocyny, bedacej pierwszym znanym ligandem) zostata zaproponowana po raz
pierwszy w 1976 r. przez Martina i wspotpracownikow, co stworzyto podstawy do
bardziej szczegdtowych badan potencjalnych roznic funkcjonalnych pomigdzy tymi
klasami (Martin i in. 1976). Podobnie prezentuje si¢ podzial endogennych agonistow
receptorow opioidowych: dzielg si¢ na trzy gldéwne grupy neuropeptydéw (receptor p - B-
endorfiny, receptor u i 6 — Met- i Leuenkefaliny, receptor k - dynorfiny) bedace
produktami proteolitycznego cigcia enzymatycznego trzech bialek prekursorowych,
kolejno proopiomelanokortyny, preproenkefaliny i prodynorfiny (Drolet i in. 2001; Marx
1983). Geny kodujace receptory (OPRM1, OPRD1 i OPRK1) i peptydy (POMC, PENK
i PDYN) opioidowe u ludzi sg ewolucyjnie zachowane - ich ortologi wystepuja u innych
ssakow, w tym u myszy i szczuréw, co wskazuje, ze petnig niezbedne biologiczne funkcje

(Stevens 2009).

1.2 Rola endogennego ukladu opioidowego

Jedna z najwazniejszych rél ukladu opioidowego, kontrolowanych poprzez dziatanie
wszystkich grup opioidow, jest regulacja nocycepcji. Peptydy opioidowe (enkefaliny,
endorfiny i dynorfiny) wigza si¢ z receptorami w osrodkowym i obwodowym uktadzie
nerwowym, hamujgc przekazywanie sygnalow bolowych, co skutkuje analgezja.
Pomimo, iz pobudzenie wszystkich typoéw receptoréw opioidowych ma dziatanie
analgetyczne, za wigkszo$¢ efektow przeciwbdlowych oraz skutkéw ubocznych

wystepujacych podczas ich stosowania (depresja oddechowa, tolerancja, potencjat
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uzalezniajacy) odpowiada aktywacja receptorow MOR (Bagley i Ingram 2020;
Higginbotham i in. 2022). Aktywacja MOR tlumi sygnaty bolowe na poziomie mézgu i
rdzenia kregowego, skutecznie leczac ostry bol, zas DOR 1 KOR dziataja w sposob
lokalny dajgc mniej silne efekty przeciwbolowe (Darcq i Kieffer 2018). Pobudzenie KOR
jest przede wszystkim zwigzane z analgezja w trzewnych szlakach bolowych,
termicznych czy zwigzanych z wystgpieniem stanu zapalnego. Z drugiej strony silne
pobudzenie receptoréw KOR moze prowadzi¢ do wystapienia niepozadanych skutkow,
takich jak dysforia, sedacja oraz diureza (Dalefield i in. 2022). Natomiast w przypadku
aktywacji DOR obserwujemy umiarkowang analgezje, co skutkuje mniejszg skutecznos¢
w u$mierzaniu ostrego bolu w pordwnaniu z aktywacja MOR. Innym aspektem aktywacji
DOR jest ich rola w przetwarzaniu chronicznego boélu, co zbadano w tescie
warunkowanej awersji miejsca poprzez podanie antagonisty DOR (naltrindolu) u myszy
z modelem obwodowego uszkodzenia nerwdw. Podanie selektywnego antagonisty tych
receptorow spowodowato warunkowang awersje miejsca W grupie z wywolanym
neuropatycznym bélem, z kolei w grupie kontrolnej nie zaobserwowano podobnych
efektéw (Cahill i in. 2022).

Kolejng istotng funkcja uktadu opioidowego jest regulacja nagrody i motywacji oraz
procesOw uczenia si¢. Opioidy moduluja dziatanie moézgowego uktadu nagrody, w tym
zarowno wrazliwos¢ na nagrody naturalne takie jak zachowania zwigzane z
przyjmowaniem pokarmu, zachowania seksualne, kontakty spoleczne jak i substancje
uzalezniajace (Bodnar 2024). Shippenberg i Herz w 1986 opisali zréznicowane
zaangazowanie MOR 1 KOR w przebieg mechanizméw motywacyjnych, wykorzystujac
test warunkowanej preferencji miejsca. Procedura ta opiera si¢ na uczeniu zwierzat
skojarzenia  kontekstu  $rodowiskowego  (np.  konkretnego obszaru  klatki
eksperymentalnej) z efektem wywolanym podawanym lekiem (w tym przypadku
agonistg KOR lub MOR). Podanie agonisty KOR, U-69593, lub antagonisty, naloksonu,
doprowadzitlo do warunkowanej awersji miejsca, natomiast warunkowanie zwierzat
wywolane agonista MOR — morfing - skutkowalo warunkowang preferencja miejsca
(Shippenberg i Herz 1986). Wynika z tego, ze aktywacja MOR jest zwigzana z
pozytywnym wzmocnieniem 1 nagroda, aktywacja KOR zwykle wywotuje efekty
awersyjne 1 reakcje podobne do stresu, co moze zmniejszy¢ motywacje do zdobywania

nagrody.



KOR odgrywaja kluczowa role w modulowaniu negatywnych aspektow uzaleznienia
—takich jak stan odstawienia lub krotkotrwata badZ wydluzona abstynencja. Uktad KOR-
dynorfina dziatajg jako swoisty system ,,anty-nagrodowy”, ktorego dzialanie nasila si¢
podczas stresu, a co za tym idzie promuje poszukiwanie nagrody skutkujace

emocjonalnym ukojeniem (Darcq i Kieffer 2018).

DOR roéwniez pelnig wazng role w procesach uczenia si¢ 1 zapamigtywania
zwigzanych z nagroda. Podobnie, udowodniono to wykorzystujac test warunkowanej
preferencji miejsca. Myszy z usunigtym genem kodujacym DOR wykazywaly
uposledzone warunkowanie do miejsca, zarbwno w warunkach apetytywnych (po
podaniu morfiny), jak i awersyjnych (po podaniu litu) (Le Merrer i in. 2011). Aktywacja
DOR wzmacnia kontekstowe zapamietywanie, wplywajac w ten sposdb na procesy
warunkowania, ale nie wptywa na zwigkszanie wlasciwosci nagradzajacych morfiny.
Mutanty bez DOR rownie chetnie jak zwierzeta kontrolne siegalty po t¢ substancije.
Receptory te modulujg m.in. nagradzajace efekty wystepujace podczas jedzenia, co
wskazuje na ich udziat w hedonicznych aspektach pobierania pokarmu (Bodnar 2004).
Ich rola jest rowniez obecna w przypadku tworzenia i przywolywania wspomnien

kojarzonych z nagroda (Klenowski, Morgan, i Bartlett 2015).

Endogenny uktad opioidowy odgrywa takze istotng role w regulacji nastroju i
reakcji emocjonalnych, wptywajac na patofizjologi¢ zaburzen psychicznych. Agonisci
MOR moga tagodzi¢ objawy depresji, ale ich silne dziatanie na skutki uboczne i potencjat
uzalezniajacy utrudniajg ich wykorzystanie w terapii (Lutz i Kieffer 2013). Dowiedziono,
ze osoby z cigzkim zaburzeniem depresyjnym czg¢sto wykazuja zmieniong, obnizong
aktywno$¢ MOR. Zwigkszone poziomy endogennych agonistow MOR (takich jak (-
endorfina) mogg by¢ zwigzane ze zmniejszeniem objawow depresyjnych (zmniejszona
hedonia, problemy ze snem, obniZzony nastrdj). Jednakze przewlekty stres moze
prowadzi¢ do desensytyzacji MOR, przyczyniajac si¢ do anhedonii, gtbwnego objawu
depresji (Nummenmaa i in. 2020). W zespole stresu pourazowego (PTSD), spadek
aktywnosci MOR moze zaostrza¢ objawy, takie jak nadmierne pobudzenie i natr¢tne
wspomnienia, poprzez modulacj¢ osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA) (Meier,
Eikemo, i Leknes 2021). W zespole nadpobudliwosci ruchowej z deficytem uwagi
(ADHD) aktywacja receptorow MOR zwigksza impulsywnosc¢ i wrazliwo$¢ na nagrode
(Olmstead, Ouagazzal, i Kieffer 2009). W zwiazku z tym opisane zmiany w aktywnosci

receptorow  MOR moga przyczynia¢ si¢ do impulsywnych zachowan
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charakterystycznych dla tego zaburzenia. Rola MOR w Ieku jest ztozona. Podczas gdy
ostra aktywacja moze zmniejsza¢ zachowania podobne do Ieku, przewlekta aktywacja
receptorow moze prowadzi¢ do tolerancji i efektow odstawienia, ktdre nasilaja objawy
Igkowe (Colasanti i in. 2011). Myszy z wylaczonym genem MOR wykazujg zwigkszony
niepokd] w odpowiedzi na stres, co sugeruje, ze MOR odgrywaja ochronng role w

regulacji emocji (Drolet i in. 2001).

DOR moga odgrywac role w rozwijaniu odpornosci na stres. Zaobserwowano, ze
zmniejszona dostepnos¢ DOR w miejscu sinawym wystepuje po ostrej ekspozycji na
stres, przyczyniajacej si¢ do krotko- i1 dtugotrwatych zachowan lekowych (Tkaczynski,
Borodovitsyna, i Chandler 2022). Ta wtasciwo$¢ jest szczeg6lnie istotna w terapii PTSD,
gdzie aktywacja DOR moze tagodzi¢ objawy nadmiernego pobudzenia i promowaé
odpornos¢ na stres. Podanie selektywnego agonisty DOR zmniejszylo zachowania
lekowe w modelach zwierzecych (Kawaminami i in. 2023). Wykazano réwniez, ze myszy
bez DOR lub enkefalin wykazywaly wyzszy poziom leku w odpowiedzi na stresowy
bodziec (Drolet i in. 2001). Podobnie jak w przypadku leku, aktywacja DOR moze
réwniez przyczyniac si¢ do dziatania przeciwdepresyjnego. Badania przedkliniczne na
myszach sugeruja, ze agonisty DOR moga poprawia¢ nastr6j i zmniejsza¢ objawy
depresyjne poprzez modulacje ukladow neuroprzekaznikow zaangazowanych w

regulacje nastroju (Olson i in. 2023).

Aktywacja KOR charakteryzuje si¢ wywolywaniem negatywnych stanéw
emocjonalnych i dysforig. Receptory KOR s3a powigzane z patofizjologia stanow
depresyjnych (Dalefield i in. 2022). Podwyzszone poziomy dynorfiny obserwowano u
osob z gleboka depresja, co sugeruje, ze aktywacja KOR moze przyczynia¢ si¢ do
objawow depresyjnych poprzez wywolywanie anhedonii i negatywnych emocji (Knoll i
Carlezon 2010). Aktywacja KOR zostata powigzana réwniez ze nasileniem zachowan
podobnych do leku. Badania wskazuja, ze stres moze prowadzi¢ do zwigkszonego
uwalniania dynorfiny, co aktywuje KOR i promuje reakcje Iegkowe (Reed, Butelman, i
Kreek 2022). Antagonisci KOR wykazali si¢ obiecujaca skutecznoscig w tagodzeniu
skutkow stresu w modelach przedklinicznych zaburzen neuropsychiatrycznych (Carlezon
i Krystal 2016). Uktad KOR odgrywa rolg w modulacji osi HPA podobnie jak MOR, ale
czesto z przeciwnymi efektami. Podczas gdy aktywacja MOR ma tendencje do thumienia
reakcji na stres, aktywacja KOR moze je zaostrzaé, co prowadzi do zwickszonej

wrazliwosci na czynniki stresujace 1 zwigkszonej podatnos$ci na zaburzenia nastroju.
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Przyktadowo, jednym z badan po jednorazowym podaniu selektywnego agonisty KOR
(U50,488) szczurom, zaobserwowano podniesione ilosci hormonoéw stresowych w

surowicy zwierzat w ciggu pierwszych 6 godzin (Varastehmoradi i in. 2023).

Obecnie trwaja réwniez badania kliniczne, rozwazajace mozliwos¢
wykorzystania selektywnego antagonisty KOR, aticaprantu, jako terapi¢ wspomagajaca
leczenie farmakologiczne depresji (Schmidt i in. 2024). Pierwsze wyniki wydajg sie¢ by¢
obiecujace — uczestnicy chorujacy na przewlekle zaburzenia depresyjne, a nie
wykazujacy dostatecznej odpowiedzi na leki z grupy inhibitorow zwrotnego wychwytu
serotoniny, wykazali znaczace zmniejszenie objawow choroby. Dodatkowo, nie
zaobserwowano powaznych dziatan niepozadanych, co umozliwia kontynuowanie badan
z wykorzystaniem wigkszych dawek. Ostatnie doniesienia skupiaja si¢ takze na
navacaprantcie, ktore sg w fazie rozwoju jako leczenie depresji, a pierwsze zdajg si¢ by¢
obiecujace (Wong i in. 2024). Badania kliniczne wczesnej fazy wykazaly znaczna
poprawe objawow depresji 1 korzysci w zakresie anhedonii. Zgodnie z doniesieniami
autorow oba $rodki wydaja si¢ dobrze tolerowane i wykazuja tagodne dzialania

niepozadane wsrod pacjentow.

Pomimo wielu lat, ktore uptynely od odkrycia uktadu opioidowego i mnogosci
zebranych danych, wcigz do odkrycia pozostato duzo niewiadomych na temat sposobow
modulacji poszczegdlnych zachowan i1 procesoéw fizjologicznych, a w szczegdlnosci jego
roli w schorzeniach o podtozu psychicznym. Trwajgce badania dazg do odkry¢ nowych
aspektow tego uktadu, ktore umozliwityby opracowanie skutecznych lekéw o wysokim
profilu bezpieczenstwa i szerokim spektrum dziatania. Tuta; wlasnie receptory kappa i
ich ligandy — dynorfiny — sa brane pod uwage jako mogace odgrywac kluczowsg role w

rozwoju i patofizjologii objawdw lekowych, depresyjnych czy stresowych.
1.3 Uklad KOR - dynorfiny

Gen kodujacy KOR, Oprk1, znajduje si¢ na chromosomie 1 u myszy, a jego ludzki
ortolog OPRK1 na chromosomie 8 (OPRK1) (Ensembl; Jackson Laboratory). Mysi gen
kodujacy sekwencje biatka KOR sklada si¢ z czterech eksondéw, podczas gdy u ludzi
opisano trzy. Chociaz Oprk1 dzieli swoja podstawowg architekture ekson-intron z innymi
genami receptoréw opioidowych, takimi jak Oprm1 (MOR) i Oprdl (DOR), wykazuje
wyrazne rdznice, szczegélnie w regionach kodujacych sekwencje, ktore determinuja

specyficznos¢ ligandu i wigzanie wewnatrzkomorkowych biatek G. Réznice wystepuja
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w sekwencjach obejmujacych petle zewnatrzkomoérkowe 1 domeny receptora (,,kieszen™)
wiazace ligand, ktére wptywaja na powinowactwo KOR do ligandéw, takich jak
specyficzne dla KOR dynorfiny (Kieffer 2000). Organizacja strukturalna genu wysoce
konserwowana u roznych gatunkow, podkreslajac jej ewolucyjne znaczenie w
utrzymaniu kluczowych funkcji receptora opioidowego (Yuferov i in. 2004). Wysoki
stopien zachowania struktury migdzy gatunkami sugeruje, ze gen Oprkl odgrywa istotng
rol¢ fizjologiczng u kregowcow.

KOR maja wspdlng dla wszystkich receptoréw opioidowych architekture siedmiu
transbtonowych helis i sg sprz¢zone z hamujgcym biatkiem Gin. AKtywacja receptora
KOR rozpoczyna si¢ od przytaczenia ligandu pod wplywem ktorego zachodza
specyficzne zmiany konformacji sprzyjajace sprzeganiu z biatkami G. Aktywowany
KOR promuje wymiang guanozyno-5'-difosforanu (GDP) na guanozyno-5'-trifosforan
(GTP), co powoduje dysocjacj¢ biatka Gi/o na dwa aktywne sktadniki: podjednostk¢ Go
i dimer By. Nastgpnie podjednostka Go wptywa na zahamowanie tworzenia cyklazy
adenylowej, obnizenia poziomu wewnatrzkomoérkowego cyklicznego adenozyno-3',5'-
monofosforanu (CAMP), a nastgpnie zmniejszenie aktywnosci PKA (kinazy biatkowej
A). Podjednostki By aktywujg prostownicze kanatow potasowe oraz hamujg kanalow
wapniowe, obnizajac ostatecznie pobudliwo$¢ neurondéw (Al-Hasani i Bruchas 2011,
Bruchas i Chavkin 2010).

Drugim waznym szlakiem aktywacji KOR jest sygnalizacja zalezna od arestyn.
Po aktywacji przez ligandy, KOR ulegajg fosforylacji w okreslonych resztach seryny w
obrgbie domeny C-koncowej. Ta potranslacyjna modyfikacja jest niezbgdna do rekrutacji
B-arestyny 2, kluczowego biatka, ktore posredniczy zarowno w desensytyzacji, jak i
internalizacji receptora. Wigzanie B-arestyny z fosforylowanymi KOR prowadzi do
odlaczenia receptorow od biatek G, konczac w ten sposob szlaki sygnatowe wzbudzane
przez biatko G. Proces ten zachodzi szybko — czesto w ciggu kilku minut — powodujac
utrzymujace si¢ ostabienie odpowiedzi komorkowej na pdzniejszg stymulacje agonista
(Jacobson i in. 2020). Po desensytyzacji, receptory KOR sa internalizowane poprzez
endocytoze za posrednictwem klatryn. Mechanizm ten nie tylko usuwa receptory KOR z
blony plazmatycznej, ale takze umozliwia ich sortowanie w obrebie przedziatow
endosomalnych. Los zinternalizowanych receptoréw KOR moze by¢ rézny; moga one
zostaé ponownie umieszczone na powierzchni komorki lub zosta¢ skierowane do

degradacji za posrednictwem szlakow lizosomalnych. Desensytyzacja 1 internalizacja
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receptorow KOR pelni kilka kluczowych funkcji biologicznych, np. zapobiega
nadmiernej stymulacji poprzez zmniejszenie liczby aktywnych receptorow na
powierzchni komorki. Receptory KOR sa zaangazowane w analgezj¢ 1 modulacje
zachowan zwigzanych ze stresem. Ich internalizacja moze zmienia¢ szlaki sygnalizacji
bolu, potencjalnie przyczyniajac si¢ do rozwoju tolerancji przy przewleklym stosowaniu
opioidow. Ostatnie odkrycia wskazuja, ze internalizacja KOR moze zapewni¢ ochrong
przed takimi stanami jak niedobor tlenu i glukozy. Ten mechanizm ochronny jest
mediowany przez aktywacje -arestyn i pozniejsze zaangazowanie szlaku sygnatowego
kinazy Akt, ktory promuje przezycie komorek podczas stresu metabolicznego (Xu i in.
2020). Dodatkowo pozwala to komérkom dostosowac si¢ do poziomu stezenia ligandu,

zapewniajac odpowiednie reakcje fizjologiczne na zmiany srodowiskowe.

Glownymi endogennymi ligandami KOR sg dynorfiny. Mysi gen prodynorfiny
(Pdyn) koduje kilka rodzajow dynorfin: odkryta jako pierwsza dynorfing A, dynorfing B,
a/B-neoendorfing czy leumorfing (Fricker i in. 2020; PubChem b.d.). Dodatkowo, gdy
prodynorfina nie jest w pelni przetworzona, moze rowniez powstawac ,,duza dynorfina”,
32-aminokwasowa czgsteczka, ktora zawiera zarowno dynorfing A, jak i B (Tejeda,
Shippenberg, i Henriksson 2012). Kiedy prodynorfina zostanie przecigta przez
endopeptydaze - konwertaze prohormonow 2 (PC2), aktywne peptydy sg uwalniane przez
depolaryzacje blonowa z pecherzykow presynaptycznych (Schwazer 2009). Pod
wzgledem powinowactwa do KOR, dziatanie dynorfin jest zréznicowane. Dynorfina A
wykazuje wyzsza selektywnos¢ dla KOR w poréwnaniu do dynorfiny B. ,,Duza”
dynorfina ma wyzsze powinowactwo do KOR niz dynorfina A, dzigki czemu jest bardziej
skuteczna w aktywacji tego receptora (Chavkin 2013).

Zarowno KOR jak i ich endogenne ligandy - dynorfiny wystepuja w catym
organizmie, w tym praktycznie w kazdej strukturze osrodkowego uktadu nerwowego.
Analiza dystrybucji KOR i dynorfin przeprowadzona za pomoca pomiaru ekspresji
MRNA, hybrydyzacji i technik immunologicznych pokazata, ze podczas gdy mRNA jest
obecny w ciatach komérkowych, a poziomy biatka mogg si¢ r6zni¢ w zaleznosci od
przemieszczania si¢ receptora do zakonczen neuronalnych czy wydzielenia peptydow w
pecherzykach synaptycznych (Fricker i in. 2020). KOR w przodomézgowiu wystepuje
obficie m.in. w prazkowiu (skorupa i jadro potlezace), w brzusznym polu nakrywki,
jadrze pollezacym, korze przedczotowej i ciele migdatlowatym (Cahill i in. 2022).

Obszary te maja kluczowe znaczenie dla przetwarzania emocji, nagrody 1 motywacji.
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KOR wystepujacy w podwzgdrzu sa zaangazowanie w regulacj¢ neuroendokrynna.
Przedmurze, ktore uwaza si¢ za zaangazowane w Wytwarzanie swiadomosci, wykazuje
szczegolnie wysoka ekspresje KOR, chociaz specyficzne funkcje, ktore petnig pozostaja
niejasne. W kontekscie endogennych ligandow KOR, wszystkie peptydy opioidowe
najczesciej sa wydzielane lokalnie, stad miejsca wystepowania dynorfin pokrywajg si¢ z
ekspresjg receptorow. Jedynymi miejscami w mézgu, gdzie nie ma dynorfin sa mézdzek

i grzbietowe wzgorze (Mansour i in. 1988).

1.4 Interakcje ukladu serotonergicznego i KOR

Serotonina (5-hydroksytryptamina) neurotransmiter z grupy monoamin, powstaje
w neuronach jader szwu (tac. nuclei raphe) w wyniku przeksztatcenia L-tryptofanu w 5-
hydroksytryptofan za posrednictwem hydroksylazy tryptofanowej (Sinenko i in. 2023;
Walther i in. 2003). Rozmieszczenie KOR i zakonczen neuronow serotoninowych (5-HT)
wykazuje znaczng kolokalizacj¢ w kluczowych obszarach moézgu zaangazowanych w
regulacje emocjonalng, pamig¢ 1 homeostazg. KOR wykazuja wysoka ekspresje w
strukturach takich jak kora przedczolowa, hipokamp, podwzgorze i cialo migdatowate,
ktore sg rowniez bogate w projekcje serotoninergiczne z jader szwu (Crowley i Kash
2015). Zarowno u myszy, jak i u ludzi, systemy KOR i 5-HT maja silng interakcj¢ w
obrebie osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA), wplywajac na reakcje na stres i
regulacj¢ nastroju (Van’t Veer i Carlezon 2013). Istnieja pewne znaczace roznice
gatunkowe w potaczeniach anatomicznych, ale ogdlne wzorce dystrybucji pozostaja
zachowane zaréwno u ludzi jak i u myszy. U obu gatunkéw neurony serotoninergiczne
koncentrujg si¢ gtdwnie w jadrach szwu, szczegodlnie w grzbietowym i §rodkowym jadrze
szwu, ktore maja szeroki zasigg w przodomdzgowiu, w tym w korze przedczolowe;,
hipokampie, ciele migdalowatym i podwzgorzu (Awasthi i in. 2020; Hornung 2003).
Podobnie, neurony 5-HT sg rowniez liczne projekcje w korze, hipokampie, prazkowiu,
podwzgorzu i ciele migdatowatym (DePaoli i in. 1994; Simonin i in. 1995).
Funkcjonalnie interakcja KOR-5HT odgrywa istotng role w procesach
behawioralnych, takich jak dysforia wywotana stresem, zaburzenia nastroju i modulacja
pamigci. W grzbietowym jadrze szwu aktywacja KOR jest niezbedna do przywracania
poszukiwania nagrody w kokainowym tescie preferencji miejsca (Crowley i Kash 2015;
Land i in. 2009). Wynika z tego, ze uwalnianie dynorfin w procesie odstawienia od

substancji uzalezniajacej prowadzi do aktywacji KOR, co w nastgpstwie moze wplywaé
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na modulacje szlakow serotonergicznych zaangazowanych w przetwarzanie
emocjonalnie nagrody.

Aktywacja KOR hamuje dziatanie neurondéw serotoninergicznych, co koreluje ze
zwigkszonymi zachowaniami lekowymi i depresyjnymi. Na przyktad Land i in. (2009)
wykazali, ze wywotana stresem porazki spolecznej przez dominujacag mysz aktywacja
sygnalizacji KOR w grzbietowego jadra szwu (DRN) spowodowata obnizenie poziomu
serotoniny, prowadzac do dysforii 1 wycofania spotecznego. Jednak inaktywacja
serotoninergicznych KOR poprzez podanie selektywnego antagonisty norBNI
(norbinaltorfimina) do DRN, =zablokowala awersyjne zachowania wywolywane
podaniem agonisty KOR U50,488, co w konsekwencji zablokowalo wywotane stresem
przywrdcenie preferencji miejsca warunkowanej kokaing. Uktad KOR-dynorfina
negatywnie reguluje wydzielanie serotoniny, promujac zachowania zwigzane z
negatywnymi stanami afektywnymi.

Konsekwencja aktywacji KOR jest nasilenie objawow dysforii, charakterystycznych
dla zaburzen nastroju (Sundaramurthy i in. 2017). Niedawne doniesienie, wykorzystujace
ex vivo agoniste KOR, U50,488 oraz selektywny inhibitor wychwytu zwrotnego 5-HT —
escitalopram, potwierdza ostabienie tego procesu w istocie czarnej przez KOR. Sam
U50488 zmniejszat uwalnianie 1 wychwyt 5-HT, a sam escitalopram zwigkszat
uwalnianie serotoniny i spowalniat wychwyt zwrotny. Z kolei wstepne podanie U50,488
ostabiato zardbwno uwalnianie, jak 1 wychwyt escitalopramu. Badanie to wykazalo, ze
uktad KOR moduluje sygnalizacje 5-HT w istocie czarnej (West, Holleran, i Jones 2023).

Hamowanie neurondéw serotoninergicznych poprzez aktywacje¢ KOR prowadzi do
zwickszonego Igku i wycofania spotecznego. Doktadnie zrozumienie funkcji i
mechanizmow dziatania tego Szlaku moze potencjalnie przyczynic¢ si¢ do powstania
nowych terapii farmakologicznych, ktérych celem bedzie selektywne hamowanie
dziatania KOR.

1.5 Réznice plciowe w dzialaniu ukladu serotonergicznego i KOR

U kobiet obserwuje si¢ wyzszy podstawowy poziom 5-HT, a u mg¢zczyzn wyzszy
wskaznik syntezy 5-HT i ogoélnie wyzszy poziom o okoto 50% niz u kobiet (Jamu i
Okamoto 2022). Zaobserwowano takze, ze mezczyzni moga wykazywaé wicksza
dostepnos¢ KOR w niektorych regionach mézgu, prawdopodobnie zwigzang ze zmianami

hormonalnymi, ktére wplywaja na funkcjonowanie receptorow opioidowych i aktywno$¢
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serotoninergiczng (Vijay i in. 2016). Zostato to potwierdzone w 2016 r. przez zespot
Vijay’a, ktéry przebadal za pomoca pozytonowej tomografii emisyjnej. Obszary z
wieksza objeto$cia dystrybucji u pandéw obejmowaly: przednig kor¢ obreczy, kore
czolowa, wyspe, kore skroniows, zakret przedsrodkowy, bruzde Rolanda i zakret
wrzecionowaty. Roznice te moga przyczyniac si¢ do specyficznej dla plei podatnosci na
zaburzenia nastroju, takie jak depresja.

W coraz wigkszym stopniu podnoszony jest temat roznic piciowych w farmakologii
zaburzen neuropsychiatrycznych. Jednym z dobrze udokumentowanych przyktadow jest
zréznicowana reakcja na selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI),
ktére sa szeroko stosowane w leczeniu zaro6wno depresji, jak i zaburzen lgkowych
(Kornstein i in. 2000; Maeng i Milad 2015). Badania wykazatly, ze kobiety czgsto lepiej
reaguja na SSRI, potencjalnie z powodu interakcji hormonalnych z uktadem
serotoninergicznym. Na przyktad Kornstein i in. (2000) stwierdzili, ze kobiety cze$ciej
niz me¢zczyzni reagowaly pozytywnie na leczenie SSRI, podczas gdy u mgzczyzn
zaobserwowano wigkszg skuteczno$¢ w przypadku trdjpierscieniowych lekéw
przeciwdepresyjnych, ktére dzialaja zar6wno na transmisj¢ serotonergiczne, jak i
noradrenergiczng. Ponadto badania wykazaly, ze zaburzenia Igkowe, czesciej wystepuja
u kobiet. Roznice te podkre$laja jak wazne jest dostosowywanie podej$é
farmakologicznych w zaleznosci od plci, poniewaz skutecznos$¢ leczenia 1 profile
skutkdw ubocznych moga si¢ rézni¢. W zwigzku z tym, zrozumienie w jaki sposob KOR
modulujg dziatanie uktadu serotonergicznego wigze si¢ z nadziejg na wykorzystanie tej
zalezno$ci w opracowaniu skutecznych metod farmakoterapii zaburzen lekowych czy

depresji dostosowanych do pftci pacjenta.

W literaturze znalaztam jedng prace bezposrednio opisujaca réznice plciowe w
dziataniu KOR na neuronach 5-HT. Badanie przeprowadzone na myszach kalifornijskich
wykazalo, ze aktywacja KOR w grzbietowym jadrze szwu (DRN) ma odmienny wptyw
na zachowania lgkowe w zalezno$ci od ptei (Wright i in. 2018). W pracy postuzono sig
selektywnym agonista KOR - U50,488, ktory zostal podany bezposrednio do DRN, a
zwierzgta zostaly poddane stresorowi w postaci rezydenta-intruza (do klatki domowej
myszy rezydenta umieszcza si¢ obcg mysz — intruza). W przypadku samcow kontrolnych
(niezestresowanych) aktywacja KOR za pomocg nizszych dawek leku powodowata
zachowania podobne do leku, za§ u zestresowanych samcoéw wyzsze dawki U50,488

dziataty anksjolitycznie. Dawka leku, bez wzglgdu na stezenie i stresor, nie wywotywata
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znaczacych roéznic u samic myszy. Sugeruje to, ze modulacja uktadu serotoninergicznego

przez KOR moze dziata¢ poprzez rézne mechanizmy w zaleznosci od pici.

Dostepna obecnie literatura nie wyjasnia w wyczerpujacy sposob jakie funkcje petni
modulacja neuronéw 5-HT przez KOR w posrednictwie patogenezy chorob
neuropsychiatrycznych, ktorych symptomy obejmujg lek, anhedoni¢ czy wycofanie
spoteczne. W szczegdlnosci, wcigz nie wiadomo czy efekty aktywacji KOR na neuronach
5-HT réznig si¢ w zaleznosci od plci.

W celu proby przyblizenia si¢ do odpowiedzi na powyzsze pytania w niniejszej pracy
przeprowadzitam eksperymenty zardwno na samcach i samicach szczepu myszy
transgenicznych Oprk1TPh2CreERT 'y ktorych selektywnie wylaczono KOR na neuronach
5-HT. Wykonalam analiz¢ zawarto$§ci wybranych monoamin w korze czotowej i
prazkowiu za pomocg chromatografii cieczowej z detekcjg elektrochemiczna, a takze
analiz¢ behawioralng w testach otwartego pola, jasnego-ciemnego pudetka, preferencji
sacharyny 1 pamigci spoteczne;.

Gléwna hipoteza badawcza zaklada, ze brak receptorow KOR wylacznie na
neuronach serotonergicznych prowadzi do zmian w zawartoSci monoamin Ww
osrodkowym uktadzie nerwowym, co w nastepstwie przyczynia si¢ do zmian w
zachowaniu w zaleznosci od pici. Spodziewano si¢, ze u mutantow zostanie
zaobserwowane podwyzszone st¢zenie monoamin w przodomoéozgowiu (korze czotowej i
prazkowiu), a w szczegdlnosci serotoniny ze wzglgdu na brak hamowania jej wydzielania
przez KOR. Ze wzgledu na role uktadu KOR-dynorfiny w zachowaniach zwigzanych ze
stresem, zaktadano, ze wystapi istotne obnizenie zachowan podobnych do Ieku w tescie
jasnego-ciemnego pudetka, bez istotnych roéznic w zachowaniach eksploracyjnych
mierzonych za pomoca testu otwartego pola oraz nienaruszona preferencja sacharyny,
$wiadczgca o niezaburzonej hedonii. Dodatkowo, ze wzgledu na dane literaturowe
wskazujace, ze brak endogennych dynorfin przyczynia si¢ do polepszenia pamigci
spotecznej, przewiduje si¢, ze mutacja potencjalnie wptywa na zachowania spoteczne,
skutkujac lepsza pamigcig nowego, pierwotnie nieznanego osobnika po jednorazowej

interakcji spoteczne;.
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2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy magisterskiej jest charakterystyka fenotypu behawioralnego i
molekularnego myszy transgenicznych Oprk1TPh2CreERT2 yywzgledniajac roznice plciowe
poprzez okreslenie zawartosci monoamin (serotoniny, dopaminy, noradrenaliny i ich
metabolitbw) w korze czolowej i prazkowiu wykonanej za pomocg chromatografii
cieczowej z detekcja elektrochemiczng oraz analizy zachowania w testach otwartego

pola, jasnego-ciemnego pudetka, preferencji sacharyny, a takze pamieci spoteczne;j.
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3. Materialy i metody

3.1 Zwierzeta doswiadczalne

W doswiadczeniach wykorzystano doroste genetycznie modyfikowane samce i samice
myszy szczepu Oprk1TPh2CreERT2 (Mus musculus L.) kongeniczne do szczepu C57BL/6N
u ktorych przeprowadzana jest indukowana delecja genu receptora opioidowego kappa
(Oprkl) selektywnie w komodrkach wyrazajacych gen hydroksylazy tryptofanowej 2
(Tph2). Szczep zostaly wygenerowany w pracowni modeli transgenicznych Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie przy uzyciu
szczepéw myszy Tph2CreERT2 oraz linii myszy Oprkl flox (Oprk1™m21Kf/g)
importowanych z The Jackson Laboratory (Stany Zjednoczone). U myszy
Oprk1TPh2CreERT2 wystepuje mutacja oparta na systemie Cre/loxP (Ehrich i in. 2015;
Weber i in. 2009), gdzie miejsca loxP flankuja ekson 3 genu Oprkl, a rekombinaza
CreERT2, ktorej aktywnos¢ jest indukowana przez tamoksyfen, znajduje si¢ pod
promotorem genu Tph2. Po podaniu tamoksyfenu nastgpuje selektywna rekombinacja
gendéw z udziatem izomerazy Cre typu I w neuronach serotonergicznych 5-HT wszystkich

jader szwu, w wyniku ktorej ekspresja Oprk1 zostaje zniesiona (Ryc.1).

o
A 5 Tph2 | CreERT2 3’

l transkrypcja, translacja

_____________

B tamoksyfen 1 CreERT2 E

%& j translokacja do jadra
¥ =
c s PP o

D 5 w oprkl 3°

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy indukcje mutacji tamoksyfenem. (A) Allel genu Tph2:

rekombinaza CreERT2 znajduje si¢ pod promotorem genu Tph2. (B) Podanie dootrzewnowe tamoksyfenu
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indukuje translokacj¢ CreERT2 do jadra komérkowego. (C) W jadrze CreERT2 rekombinuje docelowe
miejsca loxP eksonu 3 genu Oprkl. (D) Wyciecie eksonu 3 w obrebie genu Oprk1.

Indukcja mutacji zostata wywolywana u dorostych zwierzat (8-10 tygodni, o
minimalnej masie ciata 18 g) poprzez podanie tamoksyfenu (Sigma-Aldrich, Stany
Zjednoczone) rozpuszczonego w oleju stonecznikowym, przefiltrowanego przez
membrang o $rednicy 0,22 pm i podanego dootrzewnowo raz dziennie przez 5 kolejnych
dni w dawce 100 mg/kg i objetosci 5 ul/g przez mgr. Lukasza Szumca z Zaktadu
Neurofarmakologii Molekularnej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN. Po
zakonczeniu podawania tamoksyfenu wszystkie zwierzeta odpoczywaly w klatkach

domowych przez co najmniej 3 tygodnie przed rozpoczeciem procedur behawioralnych.

Zwierzgta byty trzymane w grupach (po 2-6 osobnikéw, rodzenstwo tej samej ptci), w
klatkach domowych z pleksiglasu (df. 325 mm x szer. 170 mm) wystanych $cidtka
osikowg ze wzbogaconym $rodowiskiem w postaci blokéw drewnianych do gryzienia i
materiatu gniazdowego. W pokojach bytowych utrzymywana byla stata temperatura (22
+ 2°C), poziom wilgotnosci (40-60%) i cykl dobowy 12h faza jasna /12h faza ciemna (z
faza jasng rozpoczynajaca si¢ o godzinie 7:00). W trakcie doswiadczen myszy byly pod
stala opieka weterynaryjna i posiadaly nieograniczony dostgp do wody i pokarmu
(Labofeed H, WPIK, Polska). Wszystkie eksperymenty zostaty przeprowadzone za zgoda
II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie
(numery zgdd 27/2022, 230/2023), w tym zgodnie z wytycznymi Parlamentu
Europejskiego i Rady Europejskiej dotyczacymi opieki i wykorzystania zwierzat
laboratoryjnych (Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22
wrzesnia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych
oraz Ustawa z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych lub edukacyjnych) i wymaganym zezwoleniem Ministerstwa Srodowiska na
import i wytwarzanie nowych szczepow myszy genetycznie zmodyfikowanych zgodnie
z ustawg z dnia 22 czerwca 2001 r. o mikroorganizmach i organizmach genetycznie

zmodyfikowanych (Dz. U. z 2019 r. poz. 706 oraz Dz. U. z 2020 r. poz. 322).

3.2 Genotypowanie

Procedur¢ rozpoczgto od wykonania 1-2 mm biopsji koncoéwki ogona 4-

tygodniowych, odstawionych od matki myszy, a nastgpnie spryskania miejscowego
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koloidalng zawiesing aluminium w sprayu (Alu Spray, Medivet). Nastgpnie tkanke
poddano lizie poprzez zanurzenie ich na noc w roztworze DirectPCR Lysis Reagent (Tail)
(Viagen Biotech; cat#102-T) w temperaturze 55°C i objetosci 0,2 ml. Kolejnego dnia
rano probki inkubowano przez 45 min w 85°C, aby unieczynni¢ proteinaz¢ K. Nastepnie
przeprowadzono tancuchowg reakcj¢ polimerazy (PCR —ang. polymerase chain reaction)
zuzyciem 1l lizatow. Uzyto dwoch par starterow dla genotypu Cre (starter przedni GTG
CAA GCT GAA CAA CAG GA oraz starter wsteczny CCA GCA TCC ACATTC TCC
TT) 1 Kappa (starter przedni AGG CAC CAA AGT CAG GGA AG oraz starter wsteczny
CCA GGG CAT ATA CTC TTC TCG). PCR przeprowadzono w ilosci 40 cykli,
sktadajacych si¢ z etapu denaturacji wstepnej (95°C, 3min), denaturacja nici (95°C, 30s),
przylaczania starterow (58°C, 30s), elongacji (72°C, 1min; x40 cykli) i ostatniego
wydtuzenia (72°C, 3min). Wyniki analizowano wykonujac elektroforeze w 3g zZelu
agarozowym (2% wg. /obj.) i 150 ml 1-krotnie stezonego buforu TAE (2M Tris pH 8,3;
1M octan sodu oraz 50 mM EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy) o pH 8) z
dodatkiem 10 pl bromku etydyny, przy statym napigciu 120V. Elektroforeza byta

prowadzona przez okoto 60 min.

Ryc. 2. Zdjecia zelu z genotypowania. Wynik reakcji PCR potwierdzajacy ekspresje Oprkl i Cre u
myszy Oprk1-Cre. W gérnym panelu widoczny jest zel elektroforezy do genotypowania genu Oprkl —
»Kappa”, ktory pokazuje trzy mozliwe genotypy: wt/wt (typ dziki), flox/0 (heterozygotyczny dla
floksowanego genu Oprk1) i flox/flox (homozygotyczny floksowany gen Oprk1). Kazdy prazek odpowiada

obecnos$ci lub braku miejsc loxP. Dolny panel przedstawia obecno$¢ transgenu Cre w genotypie: 0/0 (typ
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dziki, bez transgenu Cre) i tg/0 (heterozygoty dla transgenu Cre). Prazki wskazujg, czy transgen
rekombinazy Cre jest obecny w genomie.

3.3 Chromatografia cieczowa z detekcjq elektrochemiczng

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. ultrahigh-performance liquid
chromatography UHPLC) z detekcja kulochemiczng zostala wykonana we wspotpracy z
prof. dr hab. Krystyng Gotembiowska z Zaktadu Farmakologii Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja PAN przy uzyciu detektora systemu Dionex UltiMate 3000
(ThermoFisher Scientific, Stany Zjednoczone). Wykonano pomiary tkankowe monoamin
NA, DA, 5-HT oraz ich metabolitow DOPA, HVA, 3-MT oraz 5-HIAA w strukturach
prazkowia (ang. striatum - STR) oraz korze czotowej (ang. frontal cortex -FC) samic i
samcOw  myszy  szczepu  Oprk1TPh2CreERTZ - Rozdzial  zwigzkéw, po  ich
zautomatyzowanym podaniu za pomoca probkopobieraka, nastgpowatl na kolumnie
Hypersil Golf 100 x 3mm z fazg odwrocona C18 i uziarnieniu 3 um, wyposazong w
przedkolumng Hypersil Gold 10 x 3 mm, uziarnienie 3 um. Do wykrywania substancji
postuzono si¢ ochronng celka o potencjale 600 mV, a kolejno celkg kulometryczng o
potencjale redukcji E1 = - 50 mV i utleniania o potencjale E = + 300 mV. Faza ruchoma
sktadata si¢ z 0.1 M diwodorofosforanu potasu, 0.5 mM Na 2 EDTA, 100 mg/l 1-
oktanosulfonianu sodu (pH 3.8) i 2% metanolu. Szybkos¢ przeptywu podczas analizy
wynosita 0.6 ml/min. Otrzymane dane chromatograficzne byty analizowane za pomoca
oprogramowania komputerowego Chromeleon v.7 (ThermoFisher Scientific, Stany
Zjednoczone). Granica wykrywalnosci NA, DA,5-HT, DOPA, HVA, 3-MT i 5-HIAA w
dializatach wynosita ok. 0,02 - 0,04 pg/ul.

3.4 Testy behawioralne

W testach wykorzystano zaréwno samce jak i samice szczepu Oprk1TPh2CreERT2 o
genotypach w przypadku mutantéw: Tph2Cre Tg/0 (mysz heterozygotyczna dla
transgenu Tph2Cre); Kappa flox/flox (mysz homozygotyczna dla genu Oprkl) oraz w
przypadku kontroli: Tph2Cre 0/0 (mysz nieposiadajaca kopii transgenu Tph2Cre); Kappa
flox/flox. Celem wykorzystania jak najmniejszej liczby zwierzat testy behawioralne

zostaly przeprowadzone w ustalonej kolejnosci przedstawionej na schemacie (Ryc.4).
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Przeprowadzono dwie baterie testow (,,A” 1 ,,B”) na osobnych kohortach myszy. W
baterii testow ,,A” przeprowadzonej zarbwno na samcach, jak i na samicach, jako
pierwszy wykonano test otwartego pola (ang. open-field test), bedacy standardowym
testem uzywanym do badania ogélnego poziomu lgku i zachowan eksploracyjnych.
Nastgpnie przeprowadzono test jasnego-ciemnego pudetka (ang. light-dark box test),
mierzacy poziom lgkliwosci zwierzat wykorzystujac naturalne sklonnos$ci myszy do
preferowania ciemnych i unikania jasnych przestrzeni, a na koniec test preferenciji
sacharyny (ang. saccharine preference test), badajacy poziom anhedonii zwierzat biorac
pod wage wrodzong tendencj¢ do wybierania stodkiego roztworu od niestodzonej wody.
W baterii ,,B”, wykonanej wylacznie na osobnikach plci meskiej, przeprowadzono test
pamigci spolecznej (ang. two trial direct interaction task), ktéry sprawdza czy mysz
badana zapamigtata innego osobnika po jednorazowej, bezposredniej interakcji
spotecznej w nowej klatce. Pomigdzy kazdym testem w baterii ,,A” zastosowano tydzien

przerwy od eksperymentow.

Otwarte pole » Preferencja sacharyny
Pomiar poziomu aktywnosci Pomiar anhedonii. Myszy instynktownie preferuja stodki
oraz unikania otwartych przestrzeni. smak, bez wzgledu na wezesniejsze doswiadczenia.
o
tydzien tydzien

5 min

A Y- =

30 min 24 godz.

o
« Jasne-ciemne pudetko

Pomiar poziomu Igku do jasnego swiatla.

2 min

. r
Pamig¢ spoleczna
Bazuje na tendencji do poznawania nieznanej
miodociane] myszy przez doroslego osobnika.

Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy kolejnos¢ wykonywania podstawowych testow
behawioralnych. (A) Pierwsza bateria testow wykonywana zarébwno na samcach jak i samicach w
nastgpujacej kolejnosci: test otwartego pola (czas trwania 30 min), test jasnego-ciemnego pudetka (czas

trwania 5 min), test preferencji sacharyny (czas trwania 24 godz.) Testy zostaly wykonane w
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tygodniowych odstgpach. (B) Test pamigci spotecznej wykonany na osobnej kohorcie zwierzat, tylko na
samcach (czas trwania test 1: 2 min, odstep miedzy testami:18h, test 2: 2 min).

Wszystkie testy zostaly przeprowadzone w fazie jasnej cyklu dobowego myszy
(godziny 7:00 — 19:00). Przed przystgpieniem do procedury eksperymentalnej zwierzeta
byly przyzwyczajane do eksperymentatora przez minimum 3 dni poprzez branie na r¢ce
na kilka minut (ang. handling) w celu zmniejszenia stresu w trakcie pdzniejszych
do$wiadczen. Raz na 3 dni na ogonie kazdego zwierzecia markerem zostang namalowane
(lub poprawione) czarne kreski, oznaczajace numer zwierzgcia w celu jego identyfikacji.
Zwierzgta byly przenoszone do pokoju eksperymentalnego na 30 min przed
rozpoczeciem kazdego eksperymentu w celu habituacji. Zawsze w tle bylo wlaczone
radio, aby zminimalizowa¢ wplyw ewentualnego hatasu pochodzacego z zewnatrz na
zachowanie myszy w trakcie testu. Zachowania zarejestrowane zostaly za pomoca
kamery (acA1300 — 60 gm, Basler, Niemcy), a analizowane w programie EthoVision
v11.5 (Noldus, Holandia) lub za pomoca oprogramowania BORIS Behavioral
Observation Research Interactive Software v8.25 (Uniwersytet Turynski, Wtochy).
Grupy eksperymentalne i catkowita liczba wykorzystanych zwierzat zostala

przedstawiona w Tabeli 3.

3.4.1 Test otwartego pola

Celem testu bylo okreslenie poziomu aktywnosci lokomotorycznej myszy oraz
analiza tendencji eksploracyjnych (Gould, Dao, i Kovacsics 2009; Simon, Dupuis, i
Costentin 1994). Test rozpoczynat si¢ od umieszczenia myszy w centrum biatej klatki
eksperymentalnej (40 x 40 x 40 cm), zawierajacej 0,5 cm $ciotki osikowej, takiej jak
domowa (ABEDD, Lotwa) przy natezeniu $wiatla biatlego okoto 6-10 lux (stabe
oswietlenie). W tle bylo wiaczone radio, aby zminimalizowaé¢ wptyw ewentualnego
hatasu na zachowanie myszy w trakcie testu. Myszy mogly swobodnie eksplorowac
klatke przez 30 min. W celu zbadania tendencji myszy do unikania przebywania na
otwartej przestrzeni (centrum Kklatki) wyznaczono na nagraniu S$rodkowy obszar,
uznawany jako centrum klatki, okre§lanego jaki kwadrat odsuniety od $cian klatki o 5
cm. Parametry, ktore zostaly uwzglednione w trakcie analizy to: catkowita przebyta
odleglo$¢ podczas testu, Srednie przyspieszenie, czas przebywania wewnatrz obszaru
centralnego oraz poza nim. Mysz byla automatycznie identyfikowana przez program
(zakres wartosci czerni wynosit 48 lub 49 do 255). Parametry, ktére analizowano

obejmowaty: czas spedzony w $rodku klatki — w odlegtosci min 5 cm od $cianek [s],
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catkowita odleglo$¢ pokonana w trakcie testu [m], usredniona predko$¢ poruszania sie

[cm/s].

3.4.2 Test jasnego-ciemnego pudelka

W tescie zmierzono poziomu lgkliwosci myszy, ktore naturalnie wolg przebywaé w
ciemniejszych przestrzeniach i unikaja jasnych, otwartych przestrzeni (Crawley i
Goodwin 1980; Takayo i Miyakawa 2006). Procedura zostata wykonana w aparacie,
sktadajagcym si¢ z dwoch czeSci, pomiedzy ktorymi zwierzgta mogly swobodnie
przechodzi¢ — jasnej i1 ciemnej (kazda o wymiarach 18 x 16 x 20 cm). Jasna cz¢$¢ byta
oswietlana biatym §wiatlem o natezeniu 400 lux, a ciemna $wiatlem o natezeniu 50 lux.
Myszy umieszczano pojedynczo w ciemnej cze$ci klatki i mogly sa swobodnie
eksplorowa¢ przez 5 min. Zachowanie bylo analizowane pod katem: catkowitego
dystansu i $redniej predkosci w jasnym przedziale, catkowitej ilo$ci czasu spedzanego w

kazdej czesci aparatu i latencji wejscia do jasnej czgsci.

3.4.3 Test preferencji sacharyny

Test ten ma na celu zbadanie preferencji stodkiego roztworu u myszy, gdzie jej
obnizenie interpretowane jest jako objaw anhedonii (Papp, Willner, i Muscat 1991). Dobeg
przed wykonaniem testu zwierzeta zostaty umieszczone pojedynczo w przezroczystych
klatkach (26 x 20 x 13,5 cm) ze $cidtkg jak domowa (ABEDD, Lotwa) materiatem
gniazdowym, drewnianym gryzakiem i z dostgpem do dwoch poidet miarowych o
pojemnosci 25 ml wypelionych woda w celu habituacji. W dniu testu obie butelki
zostaty wypelnione $§wiezym roztworem: jedna butelka zwierata wode, a druga 0,1%
(wag. /obj.) roztwor sacharyny. Strona umieszczania butelek byla wybrana losowo, tak
aby potowa zwierzat miata butelke ze stodkim roztworem z lewej strony, a druga z prawe;j
strony klatki. Dostep do jedzenia byt nieograniczony w trakcie calej procedury. Po 24
godz. zmierzono ilo$¢ wypitego ptynu z kazdej butelki, a myszy umieszczono z powrotem
w klatkach domowych. Analizowano ilo$¢ wypitej wody z obu butelek dobe przed testem,
aby wykluczy¢ ewentualng preferencje strony umieszczanej butelki. Podczas testu
analizowano ilo$¢ wypitej wody 1 roztworu sacharyny oraz catkowitg ilos¢ wypitych
ptynéw. Na tej podstawie po zakonczeniu testu obliczono % preferencje sacharyny

(objetos¢ wypitej sacharyny/catkowita ilo$¢ wypitych ptynow * 100).
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3.4.4 Test pamieci spolecznej

Test dwukrotnej bezposredniej interakcji stuzy pomiarowi w jakim stopniu myszy
badane wchodza w interakcje spoleczne oraz zapamigtuja pierwotnie nieznanego
osobnika po jednorazowej, bezposredniej interakcji spotecznej w klatce badawczej
(Donegan, Stefanini, i Meira 2024). W tym tescie jako partnerow interakcji (,,bodziec
spoteczny”) wykorzystano mtode osobniki tej samej ptci - samcow (Cum i in. 2024), aby
zminimalizowa¢ agresywne, terytorialne zachowania. Test rozpocze¢to od umieszczenia
myszy badanej w nowej klatce ze $cidtkg z osiki (ABEDD, Lotwa) identyczng do
standardowej klatki domowej (26 % 20 % 13,5 cm) na 30 min w stabym o$wietleniu (okoto
12 lux) w celu habituacji. Nastepnie w klatce umieszczono partnera interakcji na 2 min
(test 1), podczas ktorych obie myszy moga swobodnie i bezposrednio wchodzi¢ w
interakcje. Po zakonczeniu testu 1 obie myszy wrocity do klatek domowych i zostaty
ponownie umieszczone w pokoju bytowym.

W celu sprawdzenia czy badana mysz zapamigtala partnera interakcji, test
powtarzany jest po wybranym interwale czasowym. Wybrano interwat 18 h od pierwszej
interakcji, poniewaz zalozono, ze po tym czasie myszy kontrolne nie beda juz pamigtac
myszy partnerow. We wczesniejszych do$wiadczeniach zaprezentowanych w pracy
(Bilkei-Gorzo i in. 2014) autorzy postuzyli si¢ interwatami czasowymi 16 i 24 h. Badacze
sprawdzali role dynorfiny w pamigci spolecznej wskazujac, ze myszy z wylaczonym
genem prodynorfiny dtuzej pamigtaja partnera interakcji niz myszy kontrolne. W zwigzku
z tym zalozono, ze u myszy badanych w pracy dyplomowej, u ktérych usunigto
selektywnie KOR (bedace gldownym celem dziatania dynorfin) zaobserwujemy podobnie
lepsza pamig¢ spoteczng. Na tej podstawie ustalono, ze interwat 18 godzinny pozwoli
zaobserwowac¢ oczekiwane wyniki, poniewaz po dobie myszy kontrolne nie pamigtaly
juz partnera, za$ po 14 godzinach jeszcze tak.

Po 18 godzinach test rozpoczgto ponownie od umieszczenia myszy badanej w nowe;j
klatce przypominajaca standardowa klatke domowg na 30 min. Nastepnie w klatce
umieszczono tego samego partnera interakcji, co poprzedniego dnia na 2 min (test 2),
podczas ktorych obie myszy moga swobodnie i bezposrednio wchodzi¢ w interakcje.
Mierzono jedynie interakcje inicjowane przez mysz badang. Jako interakcje uznawano
laczny czas: wachania okolic pyska/odbytu/narzadéw plciowych przez mysz badang,
czyszczenia (ang. grooming) partnera interakcji przez mysz badang, pogoni partnera

interakcji przez mysz badang oraz wspinanie si¢ (ang. mounting) na partnera interakcji
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przez mysz badang (Donegan, Stefanini, i Meira 2024). Ze wzgledu na naturalne
sktonnosci myszy do eksploracji nowych, nieznanych bodzcow, miarg pamigci
spolecznej jest skrocenie czasu interakceji z partnerem przez mysz badana podczas drugiej
proby. Mniejsze zainteresowanie partnerem w tescie 2 niz w tescie 1 interpretowane jest
jako uznanie go przez mysz badang za znanego. W teScie zastosowano dwa kryteria
wykluczenia: 1) wystgpowanie zachowan agresywnych 2) laczny czas interakcji < 20

sekund. Zaden z 15 badanych osobnikow nie zostat wyeliminowany z analizy.

3.5 Analiza statystyczna

Analizg wieku 1 wagi osobnikéw zmutowanych i kontrolnych wykorzystanych
podczas testow behawioralnych wykonano za pomocag testu T studenta dla préb
niezaleznych, wykorzystujac rozktad dwustronny i wariancj¢ (nierowna dla dwoch prob).

Do analizy danych uzyskanych w analizie chromatografii cieczowej i testach
behawioralnych postuzono si¢ programem Prism 10 (GraphPad Software, Stany
Zjednoczone). W celu identyfikacji znamiennych odstepstw od rozktadu normalnego
zastosowano test Shapiro-Wilka. W celu sprawdzenia efektu genotypu, pici oraz
interakcji obu czynnikéw na badane parametry postuzono si¢ dwuczynnikowa analizg
wariancji (ANOVA). Za kryterium istotnosci przyjeto wartosci ,,p”” ponizej 0,05, za$ za
trend 0,05 < p < 0,01. Do wielokrotnych porownan migdzy grupami wykorzystano test
post-hoc Tukey’a. Do wykrycia warto$ci odstajacych uzyto testu Grubbs’a 1 na tej
podstawie odrzucono myszy: w tescie jasnego-ciemnego pudetka w parametrze latencja
do pierwszego wejscia, 1 samiec kontrolny; $rednia predkos¢ poruszania si¢, 1 samica
kontrolna, w tescie preferencji sacharyny w parametrze % spozytego roztworu sacharyny,

1 samiec kontrolny oraz 1 samica kontrolna.
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4. Wyniki
4.1 IloSciowa analiza wybranych monoamin w korze czolowej i

prazkowiu u myszy szczepu Oprk1 TPh2CreERT2

Do zbadania, czy wytaczenie KOR na neuronach 5-HT wplyneto na zmiany w ilo$ci
monoamin w korze czotowej (ang. frontal cortex, FC) oraz prazkowiu (ang. striatum,
STR) wykorzystano wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa. Analiza zostala
przeprowadzona we wspotpracy z prof. dr hab. Krystyna Gotembiowska z Zespotu 11
Zaktadu Farmakologii Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk.
W wyizolowanych obszarach mézgu analizie poddano wybrane monoaminy: serotoning
(5-HT), dopaming (DA), noradrenaling (NA) oraz ich metabolity kwas 5-
hydroksyindolooctowy (5-HIAA), kwas homowanilinowy (HVA), 3-metoksytyramina
(3-MT).

Pierwszym zbadanym obszarem byta FC. W Tabeli 1 kolorem r6zowym oznaczono
wynik dotyczacy ilosci 5-HT: zaobserwowano istotny efekt pici (Tab.1, Fi22-4,790;
p=0,0395) oraz istotny efekt interakcji (pte¢ x genotyp) na ilos¢ 5-HT w tej strukturze
(Tab.1, F122-4,611; p=0,0430), przy czym sam czynnik genotypu nie osiaggnat istotnosci
(Tab.1, p > 0,05). U samcoéw kontrolnych odnotowano wyzsze podstawowe stezenie 5-
HT (p=0,0343) niz u samic kontrolnych. Zaobserwowano rowniez trend wskazujacy, ze
u samcOw mutantéw jest mniej serotoniny w FC niz u samcoéw kontrolnych (p = 0,0956).
Z kolei u samic nie zaobserwowano podobnego trendu - poziom tego neuroprzekaznika

oscylowal na zblizonym poziomie, niezaleznie od genotypu (p > 0,05).

W FC, pte¢ miala takze wptyw na ilo$¢ jednego z metabolitoéw serotoniny, 5-HIAA
(Tab.1, F122-7,268; p=0,0132). Analiza wykazala, ze ogdlnie samice mialy wiecej 5-
HIAA w tkance niz samce, jednak testy post-hoc nie osiagnely istotnosci statystyczne;.
Zaobserwowano trend, wskazujacy, ze w u samcoOw mutantow moze znajdowac si¢ mniej
5-HIAA niz u samic z indukowana mutacjg (p = 0,0784). Zbadano takze stosunki
wybranych metabolitbw monoamin w FC. Pierwszym z nich byt stosunek 5-HIAA do 5-
HT, ktory mozna interpretowac jako poziom metabolizmu serotoniny. Odnotowano
istotny efekt plci w stosunku 5-HIAA do 5-HT (Tab.1l, Fi20-15,50, p = 0,0008)

wskazujacy, ze parametr ten jest ogdlnie wyzszy u samic niz u samcoOw niezaleznie
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Tabela 1. Stezenia monoamin w korze czolowej.

Struktura: Kora czolowa \ (W | )

zwigzek 9 6\ Dvm;zynnfkowa ANOVA
kontrola (n=6) mutant (n=7) kontrola (n=6) mutant (n=7) topnie swobody
5-HT 3558+8,7 364,4+10,58 | 4008+11,12  364,9+10,49 genotyp (p=0,2), ple¢ (p=0,04), genotyp x ple¢ (p=0,04)
5-HIAA 124,5 £4,36 123,3 5,80 112 +4,68 108 + 5,20 genotyp (p=0,62), ple¢ (p=0,01), genotyp x pleé (p=0,79)
5-HIAA/S5-HT 0,35 +0,02 0,34 +0,01 0,28 0,01 0,30 0,01 genotyp (p=0,96), ple¢ (p=0,01), genotyp x ple¢ (p=0,43)
DA 627 +50,71 556 + 18,07 646,2 +30,52 602,4 + 54,68 genotyp (p=0,11), pte¢ (p=0,28), genotyp x ple¢ (p=0,51)
3-MT NA NA NA NA NA

HVA 0,23 £0,01 0,24 0,01 0,19+0,02 0,21 +0,03 genotyp (p=0,49), ple¢ (p=0,38), genotyp x pleé (p=0,65)
HVA/DA 0,11 +0,01 0,11 +£0,003 0,09 +0,01 0,09 £ 0,01 genotyp (p=0,31), pte¢ (p=0,07), genotyp x ple¢ (p=0,95)
NA 254 £431 262,7 +5,89 269,7 + 4,85 270 + 6,26 genotyp (p=0,42), pleé (p=0,05), genotyp x pleé (p=0,46)

Tabela 2. Stezenia monoamin w prazkowiu.

PN

{ ! -.
Struktura: Prazkowie | O D //)

v &

S? (g‘ Dwuczynnikowa ANOVA
zwigzek Stopnie swobod
kontrola (n=6) mutant (n=7) kontrola (n=6) mutant (n=7) P ¥

S5-HT 3193+9,02  3279+1536 | 297341242  301,4+8,14 genotyp (p=0,6), ple¢ (p=0,05), genotyp x ple¢ (p=0,85)
S5-HIAA 227,5+10,93 231,6 +6,45 175,2 £ 7,68 1693 £20,51 genotyp (p=0,95), pte¢ (p=0,01), genotyp x ple¢ (p=0,71)
5-HIAA/5-HT 0,71 £0,03 0,7157 0,04 0,59 +0,02 0,56 + 0,06 genotyp (p=0,72), ple¢ (p=0,01), genotyp x ple¢ (p=0,68)
DA 7919 +203,6 7623 +340,4 7407 £ 181,9 7015 £238,3 genotyp (p=0,18), ple¢ (p=0,03), genotyp x ple¢ (p=0,85)
3-MT 476,5 £ 16,51 468 +£32,61 266,8 +29,88 256,3+£21,23 genotyp (p=0,72), ple¢ (p=0,01), genotyp x ple¢ (p=0,97)
HVA 834 £ 62,78 816,1 £25,39 676 +£49,49 607 25,70 genotyp (p=0,31), ple¢ (p=0,01), genotyp x ple¢ (p=0,55)
HVA/DA 0,11 £0,01 0,11 +0,003 0,09 £ 0,01 0,09 +0,01 genotyp (p=0,94), ple¢ (p=0,01), genotyp x ple¢ (p=0,7)
NA 51+1,92 73,43+943 46,5 +£5,31 70,43 £5,4 genotyp (p=0,01), ple¢ (p=0,39), genotyp x pleé (p=0,68)

W Tabeli 1, skupiajacej si¢ na korze czotowej oraz w Tabeli 2, obejmujacej prazkowie
przedstawiono stezenia tkankowe [pg/pl] wybranych monoamin, ich metabolitoéw oraz ilosciowych
stosunkéw. Symbolami ,,Q” i ,,4” oznaczono kolejno samice i samce. Genotyp zwierzat okreslono
jako ,.kontrola” (zwierzeta kontrolne) oraz ,,mutant” (Oprk1TPh2CrERT2) " wielkodci grup oznaczono
w nawiasach. Dane przedstawiono w postaci $redniej + btad standardowy $redniej (SEM). Kolorem
ré6zowym oznaczono wyniki wydzielania 5-HT. Skréty, jakimi si¢ postuzono obejmujg: 5-HT — 5-
hydroksytryptamina, 5-HIAA - kwas 5-hydroksyindolooctowy, DA — dopamina, 3-MT — 3-

metoksytyramina, HVA - kwas homowanilinowy, NA — noradrenalina



od genotypu. W tescie post-hoc zaobserwowano istotnie wyzszy stosunek 5-HIAA/5-HT
u samic kontrolnych w poréwnaniu z samcami kontrolnymi (p = 0,0153). Pozostate testy
post-hoc nie wykazaty znamiennych réznic miedzy grupami (p > 0,05). Analiza stosunku
HVA do DA nie wykazata znamiennych efektow mutacji na rownowage miedzy synteza
i rozktadem DA (p > 0,05). Zaobserwowano, takze ze pte¢ moze mie¢ wptyw na ilo$é
NA w FC, wskazujac, ze ogdlnie ilo§¢ NA jest wigksza niz u samcoOw niz u samic
niezaleznie od genotypu, jednak wynik byl na granicy istotnosci statystycznej (Tab.1,
F1.22-4,287; p=0,0503). W przypadku pozostalych monoamin i ich metabolitow nie
stwierdzono istotnego wplywu pfici, genotypu czy interakcji obu czynnikow na ich ilos¢

w FC (Tab.1, ANOVA, p > 0,05).

Kolejnym zbadanym obszarem bylo STR. W Tabeli 2 r6zowym kolorem oznaczono
wynik wydzielania NA: zaobserwowano istotny efekt genotypu (Tab.2, F122-9,894; p
=0,0047), przy czym efekt pici i interakcja obu czynnikéw byla nieistotna (Tab.2,
ANOVA, p > 0,05). Wynik ten wskazuje, ze niezaleznie od pfici ilos¢ NA w STR byta
wieksza u mutantéw niz u zwierzat kontrolnych. W tescie post-hoc zauwazono ciekawy
trend, wskazujacy na zroéznicowanie w poziomie tego neuroprzekaznika pomiedzy
samcami mutantami a samcami kontrolnymi — samce mutanty miaty nieco wigcej NA niz
osobniki kontrolne (p = 0,0839). Efekt ten jednak nie byt znamienny w przypadku samic,
poniewaz ilos¢ NA oscylowala na zblizonym poziomie niezaleznie od genotypu (p>
0,05). Ple¢ miata istotny wpltyw na stezenie tkankowe DA w STR (Tab.2, F1,24=5,081;
p=0,0336), wskazujac, ze jest ono wyzsze u samic niz u samcOw niezaleznie od

genotypu, jednak testy post hoc nie osiagnety istotnosci statystycznej (p > 0,05).

W przypadku ilo$ci 5-HT w STR odnotowano, ze efekt ptci, wskazujacy, ze u samic
ilo$¢ tej monoaminy jest wieksza niz u samcoéw niezaleznie od genotypu, byt na granicy
istotno$ci statystycznej (Tab.2, Fi122=4,220; p=0,0520). Z kolei w przypadku
metabolitow serotoniny, HIAA (F1,22 = 18,84; p=0,0003) oraz HVA (F1,22 = 19,43;
p=0,0002), zaobserwowano istotnie statystyczne efekty ptci w tej strukturze. W
przypadku obu monoamin zaobserwowano ich istotnie mniejszg ilo$¢ u samcoOw
mutantéw niz u samic mutantow (5-HIAA; p = 0,0108, HVA, p = 0,0064). Porownujac
ilosci obu wspomnianych metabolitow u zwierzat kontrolnych zauwazono trendy
wskazujace, ze moze by¢ ich istotnie wigcej u samic niz u samcow (5-HIAA; p = 0,0585,

HVA; p = 0,0740). Nie zaobserwowano statystycznie istotnego wplywu pftci, genotypu
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oraz interakcji obu czynnikdw na ilo$¢ pozostatych monoamin i ich metabolitow w STR
(Tab.2, p > 0,05).

Podsumowujac, przedstawione wyniki pokazuja, ze indukowana delecja KOR na
neuronach 5-HT ma subtelny wptyw na zawarto§¢ monoamin oraz ich metabolitow w FC
oraz STR. Zaobserwowano, ze najwigksze zmiany wynikajace z indukcji mutacji
wystepujg w ilosci 5-HT w FC (efekt interakcji czynnikow genotyp-pte¢) oraz w ilosci
NA w STR (efekt genotypu). Szczegdlnie cickawg obserwacjg jest istotne obnizenie ilosci
5-HT w FC, na ktorej wydzielanie KOR ma bezposredni wptyw, jedynie u samcow
mutantow. Moze to Swiadczy¢ o tym, ze mechanizm modulacji wydzielania 5-HT przez

KOR w FC jest zalezny od pici.
4.2 Fenotyp behawioralny myszy szczepu Oprk1TPh2CreeRT2

Do zbadania efektow mutacji na zachowanie zwierzat wykorzystano podstawowe
testy behawioralne: w baterii testow A — otwarte pole, jasne-ciemne pudetko i preferencja
sacharyny — zbadano samce i samice, zas w baterii B, obejmujgcej test pamieci
spolecznej, wytacznie samce. Zaréwno samce jak i samice z indukowang mutacja nie
roznily si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem wieku i1 wagi w pordwnaniu do zwierzat

kontrolnych oraz nie wykazywaty zadnych oczywistych zaburzen (Tab. 3).

Tabela 3. Grupy zwierzat wykorzystane w testach behawioralnych. W tabeli przedstawiono grupy
zwierzat wykorzystane w testach behawioralnych. Symbolami ,,2” i ,,4” oznaczono kolejno samice i
samce. Genotyp zwierzat okre§lone jako ,.kontrola” (zwierzeta kontrolne) oraz ,,mutant” (zwierzeta z

indukowang mutacjg Oprk1TPh2CreERT2) ‘Dane przedstawione sa w postaci $redniej + SEM. .

Wiek na poczatku procedury [tyg] Waga na poczatku procedury [g]
Liczba
Ple¢ Zestaw testow Geno % . Test t . Test t
P zwierzat §rednia + SEM zakres . §rednia+ SEM zakres
warto$¢ p warto$¢ p
A. otwarte pole, kontrola 9 18,5+294 15-21 22,8+1,22 21,4-242
9 jasne ciemne-pudetko, 0,49 5 0,5
preferencja sacharyny mutant 9 181,39 15-21 22,5+1,39 19,4-23,9
A. otwarte pole, kontrola 9 17,7 £2,46 15-21 27,7+13 25,6-29,1
jasne ciemne-pudetko, 3 0,65 x 0,34
preferencja sacharyny Poutet 1 18,5+2,53 1521 27,9 1,61 25,6-30,6
6\ kontrola 7 13,4 £0,86 13-15 242 +3,11 19,4-26
B. pamig¢ spofeczna 0,99 0,84
mutant 8 16 +£2,32 14-20 26 +1,92 23,1-284

4.2.1 Ocena zachowan eksploracyjnych w tescie otwartego pola

W tescie otwartego pola nie zaobserwowano istotnych statystycznie (ANOVA, p
> 0,05) efektéw mutacji oraz interakcji genotypu z plcig na: czas spedzony w centrum
klatki, catkowitg przebyta odleglos$¢ ani §rednig predkos¢ z jaka zwierzeta si¢ poruszaty

(Ryc.5A-C). Zauwazono natomiast istotne efekty plci wskazujace, ze niezaleznie od
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genotypu samice spedzily mniej czasu w centrum pola (Fi34-7,424; p=0,0101),
pokonaty wickszg odlegtos¢ (Fi34 =7,401; p=0,0102) oraz poruszaly si¢ z wigksza

1800, 9 o’ 2009 Q ol 10 E o
ANOVA, efekt: plei *
ANOVA, efekt: plei * ANOVA, efekt: plei *
= 15001 =
1 @ = = 81
E ' E 150 =
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z 9001 & 2 100 % : 3 2 ¢ '
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3 9 E § = s
& 600{ = g B 4
5 50
O]\ O} 0]\
n=9 n=9 n=9 n=1 n=9  n=9 =9 B=ll n=9 =9 n=9 n=Il
kontrola mutant kontrola mutant kontrola mutant kontrola mutant kontrola mutant kontrola mutant

$rednig predkoscig (Fi,34=7,433, p=0,0101) niz samce (Ryc.5A-C). Jednakze wykonane
testy post-hoc nie osiggnely istotnosci statystyczne;.

Ryc.5. Myszy Oprk1TPh2CreERT2 (mutant) wykazuja niezmienione zachowania eksploracyjne w
otwartym polu w poréwnaniu do myszy kontrolnych (kontrola). (A) Catkowity czas spedzony w
centrum pola [s]. (B) Catkowita odlegloé przebyta w trakcie testu, [m]. (C) Srednia predko$é z jaka
zwierzeta si¢ poruszaty. Symbolami Q i & oznaczono kolejno samice i samce, a przerywana linia wyznacza
granice miedzy piciami. Kolorami szarym i czarnym oraz r6zowym i fioletowym oznaczono kolejno
zwierzeta kontrolne i mutanty. Kazdy punkt oznacza wynik pojedynczej myszy. Stupki bledéw reprezentuja
warto$ci Sredniej & sem.

Opisane obserwacje dowodza, ze zachowania eksploracyjne sa na podobnym
poziomie u zwierzat kontrolnych i mutantéw. Swiadczy to tym, ze wprowadzona mutacja
nie wplywa istotnie na zachowania Igkowe na nieznanym, otwartym i stabo o$wietlonym
obszarze. W przypadku wszystkich badanych parametrow zauwazono istotne efekty pici,
co wskazuje, ze zachowanie samic i samcOw w tescie roznilo si¢ niezaleznie od genotypu
zwierzat. Ciekawg obserwacja wydaje si¢ zwigkszony czas przebywania w centrum klatki
przez samce, poruszajace si¢ jednak srednio wolniej, co tym samym moglo przetozy¢ si¢

na mniejsza pokonang odlegto$¢ w poroéwnaniu z samicami.

4.2.2 Badanie reakcji lekowej w teScie jasnego-ciemnego pudelka
W dwukomorowym tescie jasnego-ciemnego pudetka zaobserwowano istotny efekt
interakcji czynnika genotypu i pici (F1,33-4,441, p=0,0428) na latencj¢ do pierwszego

wejscia do jasnego obszaru pudetka (Ryc.6A). Wynik ten wskazuje na to, ze mutacja
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miata odmienny wplyw na zwierzgta w zaleznosci od plei, sugerujac zwigkszona latencje
do pierwszego wejscia do jasnej czes$ci u samcOw mutantOw w porownaniu z samcami
kontrolnymi, jednak testy post-hoc nie osiagnely istotnosci statystycznej (p > 0,05).
Odnotowano takze istotny wptyw pici na $rednig predkos¢ poruszania si¢ zwierzat w
jasnej czesci pudetka (Fi34= 4,441, p=0,0101), wskazujacy, ze samice poruszajg si¢ w
tescie $rednio szybciej niz samce, przy czym analiza post-hoc nie wykazata istotnych

r6éznic miedzy grupami (Ryc.6C, p > 0,05).
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Ryc.6. Wykresy obrazujace parametry mierzone w tescie jasnego-ciemnego pudelka. (A) Latencja
pierwszego wejscia do jasnej czgéci pudetka. (B) Calkowity czas spedzony w jasnej czesci klatki. (C)
Srednia predkos¢ poruszania sig. Symbolami @ i & oznaczono samice i samce; przerywana linia wyznacza
granice miedzy plciami. Kolorami szarym i czarnym oraz rézowym i fioletowym oznaczono kolejno
zwierzeta kontrolne i mutanty. Kazdy punkt oznacza wynik pojedynczej myszy. Stupki bledéw reprezentuja
warto$ci $redniej + sem. Odrzucono jeden pomiar w parametrze latencji do pierwszego wejscia praz jeden
pomiar ze $redniej predkosci poruszania si¢ w oparciu o analiz¢ wynikdw odstajacych testem Grubbs’a.
Powyzsze wyniki wskazuja, ze usunigcie KOR na neuronach 5-HT nie zmienia
istotnie zachowan lgkowych w tescie jasnego-ciemnego pudetka. Najwiekszy wplyw
wprowadzonej mutacji na zachowanie zaobserwowano w latencji do pierwszego wejscia
do jasnej czesci aparatu testowego (efekt interakcji czynnikdw genotyp-pte¢). Pomimo
braku istotnych roznic statystycznych wyniki wskazujg, ze samce mutanty moga
wykazywac¢ wigkszy lek przed pierwszym wejsciem do jasno o$wietlonej czgéci aparatu.
Moze to §wiadczy¢ o tym, ze KOR na neuronach 5-HT s3 odmiennie zaangazowane w

przetwarzanie sygnatow w zachowaniach podobnych do leku w zaleznosci od pici.
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4.2.3 Ocena objawow anhedonii w tescie preferencji sacharyny

Ple¢ miala istotny wplyw na % spozycia stodkiego roztworu (Ryc.7A, Fi,29-7,433,
p=0,0011) oraz catkowita objetos¢ wypitych plynow przez zwierzeta (Ryc.7B,
Fi31=16,09, p=0,0004), sugerujac, ze niezaleznie od genotypu samice spozyty wigksza
ilos¢ ptynoéw oraz ze w porownaniu do samcow, wiekszg ich cze$¢ stanowit roztwor
sacharyny. W wyniku analizy poréwnan migdzy grupami zaobserwowano trend,
wskazujacy, ze u samic mutantéw slodki roztwor stanowit wigkszy % z calkowitej
objetosci spozytych ptyndéw niz u samcdw mutantow (Ryc.7A, p = 0,089), przy podobnej
calkowitej objetosci spozytych roztworéw (Ryc.7B, p > 0,05). Z kolei w grupie kontrolnej
zaobserwowano, ze spozycie stodkiego roztworu w stosunku do niestodzonej wody nie
roznito si¢ istotnie miedzy ptciami (Ryc.7A, p > 0,05), jednak samice spozyly wigksza
catkowitg obj¢tos¢ roztwordw niz samce (Ryc.7B, p = 0,0115).
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Ryc.7. Myszy Oprk1TPh2CreERTZ (mutant) wykazuja zréznicowanie plciowe w % spozycia roztworu
sacharyny w teScie dwoch butelek w poréwnaniu do myszy kontrolnych (kontrola). (A) % spozytego
roztworu sacharyny. (B) Catkowita ilo$¢ wypitych ptynéw [ml]. Symbolami Q@ i & oznaczono kolejno
samice i samce; przerywana linia wyznacza granice mi¢dzy plciami. Kolorami szarym i czarnym oraz
rézowym 1 fioletowym oznaczono kolejno zwierzgta kontrolne i mutanty. Kazdy punkt oznacza wynik
pojedynczej myszy. Stupki bledéw reprezentujg wartosci Sredniej + sem. Wartosci p < 0,05 oznaczono
symbolem “*”, za§ warto$ci 0,05 < p < 0,1 symbolem “#”. Odrzucono dwa pomiary w parametrze %

spozytego roztworu sacharyny w oparciu o analiz¢ wynikow odstajacych testem Grubbs’a.
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Podsumowujac, nie stwierdzono istotnego wptywu badanej mutacji na anhedoni¢
mierzong w tescie preferencji sacharyny. Odnotowano istotny efekt ptci wskazujacy, ze
u samic wigkszy % z catkowitej objetosci spozytych ptynéw stanowit roztwar sacharyny
i, co zaskakujace, spozyly one $rednio wigkszg catkowita objetos¢ plyndéw niz samce.
Opisane powyzej obserwacje moga $wiadczy¢ o tym, ze KOR na neuronach 5-HT w

warunkach podstawowych nie wptywajg istotnie na preferencja sacharyny.

4.2.4 Test rozpoznawania nowego partnera

Dwuetapowy test pamigci spolecznej zademonstrowal czy badana mysz
zapamigtatla nieznang, mtodociang mysz po jednorazowym kontakcie. Pierwszym
sprawdzonym parametrem byt catkowity czas jaki badany samiec spedzil na wchodzeniu
w interakcj¢ z nowym, nieznanym dotad partnerem interakcji. Zaobserwowano podobny

poziom towarzysko$ci zarowno u zwierzat kontrolnych jak i mutantow (Ryc. 8A, p >

0,05).

Kolejnym badanym parametrem byt catkowity czas jaki mysz badana spgdzita na
interakcji spotecznej z tym samym, znanym partnerem, ktorego pierwszy raz spotkala w
tescie pierwszym, po uptywie 18 h od ostatniego kontaktu. Zaobserwowano, ze przy
kolejnym kontakcie samce kontrolne spedzaly istotnie mniej czasu na interakcji
spotecznej z partnerem (Ryc. 8B, p = 0,0318), w czasie, gdy samce mutanty spedzaly na
interakcji podobng ilo$¢ czasu w obu testach (Ryc. 8C, p > 0,05). Pomimo
zaobserwowanych r6znic w zachowaniu nie odnotowano istotnie statystycznej rdéznicy
we wskazniku rozpoznawania migdzy samcami mutantami, a kontrolnymi (Ryc. 8D, p >

0,05).
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Ryc.8. Poréwnanie wplywu interakcji z partnerem przed i po uplywie 18 godz. dla samcéw myszy
Oprk1TPh2CreERT2 (mytant) i myszy kontrolnych (kontrola). (A) Poréwnanie poziomu “towarzyskosci”
u zwierzat kontrolnych i mutantow (kolejno, ,,kontrola”, ,,mutant”) mierzonego poprzez czas catkowity
spedzony na interakcji spotecznej przy pierwszym kontakcie z nowym, nieznanym partnerem [s]. (B, C)
Catkowity czas spgdzony na interakcji z nowym, nieznanym partnerem (,,nowy”) oraz ponownie z tym
samym, juz znanym partnerem po uplywie 18 h (,,znany”), kolejno dla grupy kontrolnej (,,Kontrola™) i
mutantow (,,Mutant”). (D) Wynik rozpoznawania partnera interakcji: czasu interakcji z nowo poznanym
osobnikiem [s] minus catkowity czas interakcji z osobnikiem znanym po 18 h [s]. Kolorami szarym i
bordowym oznaczono kolejno zwierzeta kontrolne i mutanty. Kazdy punkt oznacza wynik pojedynczej
myszy. Liniami polaczono wyniki tego samego osobnika powtdrzone w czasie. Pola btedu pokazuja

wartosci $redniej = sem. Symbolem ,,*” oznaczono wartosci p < 0,05.

Powyzsze wyniki wskazuja, ze wprowadzona mutacja miata istotny wptyw na
pami¢¢ spoteczng, jednoczes$nie nie wpltywajac na lek przed interakcja spoteczng z
nowym, nieznanym osobnikiem. Przy bezposrednim poréwnaniu zachowania samcoéw
kontrolnych i samcdéw mutantbw w parametrze rozpoznawania partnera nie
zaobserwowano istotnych réznic miedzy grupami. Jednakze wyniki przedstawiajgce
zmian¢ czasu interakcji w zalezno$ci od znajomosci partnera (partner vs nieznany) dla
kazdego z genotypow wskazujg, ze jedynie samce kontrolne zapamigtaly pierwotnie
nieznang mysz. Moze §wiadczy¢ t0 o tym, ze KOR na neuronach 5-HT sg kluczowe dla
proceséw zwigzanych z pamigcig spolteczng, sugerujac ich role w zapamietywaniu badz

przywotywaniu pamig¢ci o innym osobniku.
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5. Dyskusja i wnioski

Wyniki badan przeprowadzonych w niniejszej pracy dyplomowej pokazuja, ze brak
receptorbw KOR selektywnie na neuronach 5-HT prowadzi do subtelnych zmian w
zawartosci monoamin w wybranych strukturach przodomoézgowia i nie prowadzi do
powstawania istotnych zaburzen w zachowaniu. Wazng obserwacjg W niniejszej pracy
bylo potwierdzenie, ze pte¢ miala istotny wplyw na ekspresje niektorych efektow
wprowadzonej mutacji. Po pierwsze, analiza biochemiczna wykazata odmienny wptyw
mutacji na ilo$¢ 5-HT w korze czotowej, wskazujac na zmniejszenie jej ilosci U samcow
mutantéw w poréwnaniu z grupa kontrolng, podczas gdy u samic poziom 5-HT pozostat
niezmieniony. Zaobserwowano takze, ze ilo§¢ NA w prazkowiu byta mniejsza u zwierzat
z wprowadzong mutacja niz u zwierzat kontrolnych, jednak efekt ten byt niezalezny od
plci. Po drugie, w tescie jasnego-ciemnego pudetka zaobserwowano, ze mutacja miata
wplyw na latencje¢ do pierwszego wejscia do jasnej cze$ci w zalezno$ci od ptci. Pomimo
braku istotnych réznic miedzy grupami, wyniki sugeruja, ze latencja ta moze by¢
zwiekszona u samcoéHw mutantdéw W poréwnaniu z innymi grupami. Ponadto, co sprzeczne
z pierwotnymi zatozeniami, w tescie pamigci spolecznej wykazano pogorszong pamigé

spoteczng u samcoé6w mutantow w poréwnaniu z samcami kontrolnymi.

Wplyw mutacji na wydzielanie monoamin analizowano zarowno w FC, jak 1 STR,
strukturach mozgu integralnie zwigzanych z regulacja nastroju i przetwarzaniem nagrody.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze ilo§¢ 5-HT w FC w warunkach kontrolnych jest zalezna
od pfci; wigksza u samcoOw niz u samic. Zaobserwowano takze istotny efekt ptci na ilo$¢
metabolitu 5-HIAA w FC, wskazujacy, ze jego ilo$¢ jest ogdlnie wigksza u samic niz u
samcow. Swiadczy to o zwigkszonym metabolizmie 5-HT u plci zenskiej niezaleznie od
genotypu. Wyniki te s3 zgodne z literaturg sugerujaca, ze kobiety maja wyzszy
podstawowy ton serotoninergiczny niz mezczyzni (Carlsson i Carlsson 1988). KOR
moduluje szlaki serotonergiczne, zmniejszajac wychwyt 5-HT po aktywacji (Pomrenze i
in. 2022; Sundaramurthy i in. 2017), stad spodziewano si¢, ze u mutantow, niezaleznie
od plci zaobserwujemy zmniejszony poziom 5-HT. Zaobserwowano jednak, ze mutacja
ma wigkszy wplyw na rdwnowage tkankowa migdzy synteza i wydzielaniem 5-HT u
samcOw niz u samic; ilo$¢ 5-HT w grupie samic byta na podobnym poziomie niezaleznie
od genotypu, z kolei u samcéw mutantow ilos¢ 5-HT byta mniejsza w porownaniu z grupg
kontrolng. Wydaje si¢ takze, ze mutanty pici meskiej maja nizsze poziomy S-HIAA i

HVA, co moze odzwierciedla¢ odpowiednio zmniejszony metabolizm serotoninergiczny
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I dopaminergiczny u tych zwierzat. Obserwacja ta jest szczegodlnie wazna, poniewaz
dostepnych jest niewiele danych na temat modulacji dziatania neurondéw
serotoninergicznych przez KOR w sposob specyficzny dla pilci. W kontekScie
opisywanych wynikdw w niniejszej pracy dyplomowej nie znaleziono danych
literaturowych opisujacych roéznice w wydzielaniu monoamin pod wplywem KOR w
zaleznosci od plci. Badania obejmujace obie plcie sa kluczowe, poniewaz pomimo, iz
ogolnie zdolnosci poznawcze i funkcje fizjologiczne o$rodkowego uktadu sg podobne
niezaleznie od plci, to jednak mozemy znalez¢ roznice w regulacji hormonalnej, ekspresji
genetycznej i aktywnos$ci receptorow u kobiet i mezczyzn (Jamu i Okamoto 2022).
Roznice te mogg z kolei przetozy¢ si¢ na postegpowanie i symptomy chordb
neuropsychiatrycznych, a takze na skuteczno$¢ farmakoterapii. Potencjalnym
wyjasnieniem dla obserwowanych zmian moze by¢ dziatanie estrogenow. Estrogeny
regulujg ekspresj¢ hydroksylazy tryptofanu (Rubinow, Schmidt, i Roca 1998), co wptywa
na syntez¢ serotoniny i co stanowiloby potencjalne wyjasnienie dla wptywu ptci na
zawarto$¢ monoamin. Idac dalej tym tokiem rozumowania, nalezy pamigtac, ze indukcje
mutacji przeprowadza si¢ za pomocg bardzo wysokich dawek tamoksyfenu, czesciowego
agonisty receptorow estrogenowych. Jakkolwiek, testy przeprowadzone zostaty kilka
tygodni po indukcji mutacji, nie mozna wykluczy¢ dlugotrwatych zmian w rownowadze
dziatania receptoréw estrogenowych. Aby zweryfikowac te przypuszczenia koniecznym
byloby dodanie w przyszlych do§wiadczeniach grup kontrolnych nietraktowanych

tamoksyfenem.

Z kolei w prazkowiu mutacja miata znaczacy wptyw na poziom NA, wskazujac
na wigksza zawartos¢ tkankowg obserwowang u mutantow w poréwnaniu do zwierzat
kontrolnych, niezaleznie od pici. Bioragc pod uwage lokalizacje, wynik ten wydaje si¢
nieoczekiwany, gdyz w neuroanatomii przewazal poglad, ze STR zawiera niewicle
noradrenaliny lub nie zawiera jej wcale (Ferrucci i in. 2013). Jednak pojawiajace si¢
badania wskazuja, ze rzeczywiscie istnieje niewielka ilo$¢ aferentow NA z miejsca
sinawego do STR (Gobert i in. 2004). Badacze uzywajac metody wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej, potwierdzili, obecnos¢ NA w STR z projekcji
adrenergicznych. Miejsce sinawe jest uznawane za gldwne zrédlo NA w mozgu, a jego
neurony wysylaja projekcje do roznych regionow, w tym jadra potlezacego 1 czgsci STR.
Inni badacze wykazali tez, ze neurony katecholaminergiczne wyrazajace hydroksylaze

tyrozynowg obecne w STR, przyczyniajg si¢ do lokalnej dynamiki NA (Bupesh i in.
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2014). Uzyskany przeze mnie wynik wydaje si¢ zgodny z wczes$niejsza wiedza na temat
udzialu KOR w modulowaniu uktadéw monoaminergicznych. Wiadomo, ze KOR
wplywaja na regulacj¢ neuroprzekaznikodw, w tym NA, a ich brak moze prowadzi¢ do
deregulacji w okreslonych regionach moézgu (Bruijnzeel 2009). KOR wywieraja
hamujacy wpltyw na uwalnianie neuroprzekaznikow, stad obserwowany wzrost NA u
mutantow moze odzwierciedla¢ braku hamowania wydzielania NA przez neurony
noradrenergiczne. Potwierdzenie powyzszych mechanizmow mozemy znalezé w
literaturze. Przyktad jednego z badan wskazuje, ze podanie selektywnego agonisty KOR
(U50,488H), hamowato wydzielanie NA w skrawkach kory $winki morskiej (Werling,
Brown, i Cox 1987). Brak znaczacego wptywu genotypu na inne monoaminy (DA, NA
1 ich metabolity) w obu strukturach sugeruje bardziej ztozong role KOR w tych uktadach

neuroprzekaznikow.

Przechodzac do omoéwienia wynikow behawioralnych, pierwszym badanym
parametrem byty zachowania eksploracyjne. Myszy preferuja przebywanie przy $cianach
klatki 1 unikanie jasnych, otwartych przestrzeni w obawie przed drapieznikiem
wystepujacym w warunkach naturalnych (Longland i Price 1991). Badana mutacja nie
wplynela istotnie na zmiany w tym zachowaniu, o czym $wiadczy brak m.in. znaczacych
réznic w te$cie otwartego pola. Sugeruje to, ze mutacja nie zmienita wrodzonych
tendencji tych myszy do eksploracji lub unikania otwartych przestrzeni. Jest to nieco
zaskakujace, biorgc pod uwagg, ze KOR sg zaangazowane w modulowanie Ieku i reakcji
na stres, ktore sg krytycznymi czynnikami wplywajacymi na zachowania eksploracyjne.
Antagonisci KOR zmniejszaja Iek i zwigkszaja zachowania eksploracyjne w réznych
modelach zwierzecych, co sugeruje, ze aktywnos¢ KOR moze hamowac eksploracje z
powodu zwigkszonego poziomu Igku (Crowley i Kash 2015). Prawdopodobnie
zastosowany wariant testu otwartego pola przy stabym oswietleniu nie byl silnie
anksjogenny dla badanych zwierzat. Gdyby myszy te zostaly poddane uprzedniemu
bodzcu stresowemu (np. stres unieruchomienia, porazka spoteczna) wyniki mogtyby by¢
inne. Wiadomo, ze KOR maja istotng role¢ w odpowiedzi na stres, co wplywa na
zachowanie, cz¢sto nasilajgc reakcje lekowe 1 zmniejszajac tendencje eksploracyjne
(Hang i in. 2015). W stanie stresu zwierzgta bez KOR moglyby wykazywa¢ mniejszy
niepokoj 1 tendencj¢ do unikania otwartych przestrzeni niz myszy bez zmienionego
genotypu. Biorac pod uwage sam czynni plci, literatura istotnie wskazuje, ze samce

szczurdw charakteryzuja si¢ dtuzszym opoOznieniem wejScia na otwartg przestrzen i
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mniejsza liczbg wejs¢ w tescie obronnego wycofania (ang. defensive withdrawal test)

mierzacym zachowania podobne do Ieku (Roman i Arborelius 2009).

Wykonany w pierwszej kolejnosci test otwartego pola postuzyt jako szeroka ocena
aktywnosci lokomotorycznej 1 zachowan eksploracyjnych. Aby zbada¢ zachowania
podobne do Igku (unikanie jasno o$wietlonych miejsc, a preferencja tych z mniejsza
iloécig $wiatta), wykonano test jasnego-ciemnego pudetka. W tescie jasnego-ciemnego
pudetka usunigcie KOR miato odmienny wptyw na latencje wejscia do oswietlonej czesci
aparatu testowego (efekt interakcji czynnikdéw genotyp-pte¢) w zalezno$ci od pici. Choé
wyniki post-hoc nie wykazaly istotnych statystycznie roéznic, dane wydajg si¢
wskazywaé, ze samce z mutacjg wykazywaly dhuzsza latencje niz osobniki kontrolne,
podczas gdy takiej rozbieznosci nie wychwycono u samic. Stabe réznice w zachowaniu
mog3a, podobnie jak w przypadku testu otwartego pola, wynika¢ ze wzgledu na to, ze
KOR pehig wazng role szczegdlnie w warunkach silnego stresu, ktorego zwierzgta
badane nie do§wiadczyty. Wynik testu mogiby byé inny, gdyby mutanty Oprk 1 TPh2CreERT2
przed rozpoczeciem procedur doswiadczyty stresowego bodzca, ktéry moglby uwypukli¢
dziatanie KOR. Co cickawe w literaturze istnieje jedno badanie, ktére porusza podobne
zagadnienie co w opisywanych wynikach. W badaniu przeprowadzonym przez Wright i
in. (2018) badacze skupili si¢ na tym, jak aktywacja KOR na neuronach
serotoninergicznych poprzez podanie do selektywnego agonisty KOR (U50,488)
bezposrednio do DRN wptyneta na zachowania wywotane stresem, a doktadnie porazka
spoteczng. Zaobserwowali oni odmienne dziatanie KOR na 5-HT w zaleznosci od pici.
Nizsze dawki agonisty KOR wywotaly reakcje podobne do Igku u niezestresowanych
(kontrolnych) samcow myszy, podczas gdy u zestresowanych samcow, wyzsze dawki
U50,488 (wynikajace prawdopodobnie z tego, ze stres wptyna na desensytyzacje KOR),
miaty odwrotny skutek, zmniejszajac Iek. Z kolei efekt podania U50,488 u samic byt
niewielki, bez wzgledu na wielko$¢ dawki. Chociaz to badanie skupiato si¢ na aktywacji
KOR, anie na jego usunieciu, wyniki te pokrywaja si¢ z moimi obserwacjami, wskazujac,
ze KOR moga odgrywaé wigksza role w modulacji serotoninergicznej i zachowan
zwigzanych ze stresem u samcoé6w. Niemniej, opisany efekt dziatania KOR nie jest spojny
z uzyskanymi przeze mnie wynikami. Nawet niewielkie dawki U50,488, aktywujace
KOR w DRN, sprawiaty, ze samce byly bardziej lekliwe, z kolei w niniejszej pracy
dyplomowej, brak KOR na neuronach 5-HT u samcéw sprawit nie tylko, Zze zachowania

Igkowe byly zachowane, ale nawet potencjalnie silniejsze niz u samcoéw kontrolnych.
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Podkresla to, jak wazny jest kontekst, w ktorym bada si¢ dziatanie KOR — w warunkach
kontrolnych czy w warunkach silnego stresu. Wywotane stresem uwalnianie dynorfiny
aktywuje KOR, ktory nastgpnie thumi aktywno$¢ serotoniny, przyczyniajac si¢ w ten
sposéb do dysforii, co nie dzieje si¢ w warunkach podstawowych. Z kolei w innym
badaniu wskazujacym, ze kontekst (warunki stresowe lub ich brak) w jakim bada si¢
dziatanie KOR jest istotny (Fontaine’a i in. 2022), wykazano, ze u samcoéw aktywacja
KOR podczas stresu prowadzita do obnizenia tonu 5-HT w jadrze potlezacym, promujac
awersje 1 zwiekszajac warunkowang preferencje kokainy. Co wigcej, podwyzszona
ekspresja receptoréw 5-HT1B po ekspozycji na stres sugerowata role KOR w regulacji
szlakow serotoninergicznych. Jednak badanie skupiato si¢ jedynie na samcach, stad
roznice ptciowe w tym zachowaniu nie sg jeszcze znane.

Szereg doniesien wskazuje, ze KOR sa zaangazowane w modulacje zachowan
lckowych (Tejeda, Shippenberg, i Henriksson 2012), jednakze wcigz badane jest, ktore
obszary sposrod rozleglej dystrybucji KOR, maja kluczowe znaczenie w kontekscie
dziatania tego receptora na rozne aspekty odpowiedzi na stres. Opisano na przyktad, ze
delecja KOR wylacznie na neuronach DA, podobnie jak w przypadku delecji KOR na
neuronach 5-HT, nie uposledzata podstawowej charakterystyki behawioralnej. Natomiast
zwierzgta wykazywaly istotnie zmniejszony poziom lgku mierzony mniejsza latencja do
pierwszego wejscia do jasnej czesci aparatu niz zwierzeta kontrolne (Van’t Veer i in.
2013). Jest to szczegolnie cickawe, poniewaz w niniejszej pracy dyplomowej, gdzie KOR
byly usunigte na neuronach wydzielajacych inng monoaminge — 5-HT, w tym samym
parametrze behawioralnym zaobserwowano przeciwstawne wyniki, co $wiadczy
specyfice dziatania KOR w zaleznos$ci od lokalizacji. Jednak autorzy badali jedynie
samce, stad nadal brakuje informacji czy w tym przypadku wystepuja roznice ptciowe w
funkcji KOR.

Test preferencji sacharyny, stosowany do pomiaru anhedonii, nie wykazat
znaczacego wplywu mutacji na preferencje zwierzat dotyczace stodkiego roztworu ani na
catkowita objetos¢ spozytych plyndw. Sugeruje to, ze mutacja nie wywotuje anhedonii,
ale rowniez nie sprawia, ze mutanty w wiekszym stopniu preferuja stodki smak. Tak wigc,
mutacja nie narusza istotnie odczuwania przyjemnosci, co jest zgodne z pierwotnymi
zalozeniami. Analogicznie, wcze$niejsze doniesienia wskazywaly, ze preferencja
sacharozy nie zmienia si¢ istotnie bez wprowadzenia bodZca stresowego, tym samym bez
aktywacji KOR przez dynorfiny lub przez egzogennych agonistow. Podawanie

nieselektywnych i selektywnych antagonistow KOR bez kontekstu stresowego nie
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wplywata istotnie na zmiang¢ preferencji stodkiego roztworu przez samce myszy
(Sakamoto i in. 2015). Sytuacja ta przypomina warunki eksperymentalne w niniejszej
pracy dyplomowej — brak wprowadzenia stresora, stad réznice w dziataniu KOR w tym
zachowaniu mogty nie zosta¢ uwidocznione. Literatura wskazuje, ze aktywacja KOR jest
niezbedna do wystapienia dysforii wywotanej stresem 1 moze czesciowo modulowac
wpltyw bodzcoéw awersyjnych na zachowania zwigzane z odczuwaniem przyjemnosci
(Land 1 in., 2008), tlumigc tym samym preferencj¢ stodkiego smaku. Wykazano, ze
selektywny antagonista KOR (JNJ-67953964) odwraca spadek preferencji sacharozy
wywotany chronicznym, nieprzewidzianym stresem u dorostych samcow myszy. W
zwigzku z tym, mozliwe, ze gdyby w niniejszej pracy przed testem preferencji sacharyny,
zwierzgta zostaly zestresowane, wyniki moglyby pokaza¢ obnizong preferencje
sacharyny przez zwierzeta kontrolne, a zachowang preferencj¢ przez mutanty.
Dodatkowo, zaobserwowano znaczgcy wplyw pici na wyniki — u samic samic wigkszy %
z catkowitej objetosci stanowit roztwor sacharyny w poréwnaniu z samcami. Wigksze
spozycie sacharyny u samic dorostych myszy zostalo wczeéniej potwierdzone (Wei i in.
2021) i moze odzwierciedla¢ rdéznice migdzy plciami, napedzane wptywami
hormonalnymi (estrogenu 1 progesteronu). Jednak cykl nie byl monitorowany, wigc nie

moze zosta¢ to jednoznacznie potwierdzone.

Ostatnie badania podkreslajag zaangazowanie KOR w modulacje zachowan
spotecznych. Pomrenze i in. (2022) opisali, ze aktywacja KOR w jadrze potlezacym jest
niezbedna, aby obserwowac¢ efekty zmniejszonej checi do interakceji z drugim osobnikiem
podczas odstawienia opioidéw. Podobnie, Robles i in. (2014) wykazali, ze KOR
negatywnie reguluja interakcje spoteczne w réznych kontekstach. Podanie U50488,
agonisty KOR, podobnie zmniejszyto interakcje spoteczne zar6wno u samcéw, jak i
samic myszy kalifornijskich. Z kolei neurony 5-HT odgrywajg role¢ w modulowaniu
pamigci spotecznej (Wu i in. 2021). Niedawne badanie wykazato, ze modulacja 5-HT
jadra przysrodkowego przegrody wplywa na stabilno$¢ pamigci spotecznej, wykazujac,
ze zwigkszona aktywno$¢ neurondw w tym obszarze jest zwigzana z interakcjami
spotecznymi. Mimo wszystko, wcigz pozostaje niejasne, w jaki sposob KOR na
neuronach 5-HT przyczyniaja si¢ do tej modulacji. Co wigcej, potencjalny wplyw pici na
te mechanizmy nie zostat doktadnie zbadany, pozostawiajagc wazng luke w zrozumieniu
petnego zakresu funkcji 5-HT w dynamice pamigci spotecznej. Stad szczegdlnie

interesujaca obserwacja, opisang w niniejszej pracy, byt wplyw mutacji na pamigé
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spoleczna, oceniany za pomoca dwuetapowego testu mierzacego bezposrednig interakcje
spoleczng z partnerem. Eksperymenty behawioralne nie sg jeszcze zakonczone, stad w
niniejszej pracy dyplomowej zostaty opisane wyniki eksperymentow przeprowadzone
tylko na samcach. Myszy kontrolne wykazywaly oczekiwany wzorzec zachowania -
skrécony czas interakcji ze znajomym partnerem w poréwnaniu z nowym, co wskazuje
na nienaruszong pami¢¢ spoteczng. Z kolei zmutowane samce nie wykazywaty
podobnego zachowania, co sugeruje uposledzong pamieé spoteczng. Co wazne, nie
odnotowano znaczacych roéznic w poziomie ,.towarzyskosci” interpretowanym jako
catkowita ilo$¢ czasu spedzona na interakcji spotecznej przy pierwszym kontakcie
zwierzat. Stad wiadomo, ze obserwowane roznice w zachowaniu wynikajg
prawdopodobnie z pogorszonej pamigci spotecznej, a nie z Igku przed nawigzywaniem
kontaktu z nieznanym wcze$niej osobnikiem. Dotychczas udowodniono, ze aktywacja
MOR poprzez podanie morfiny w niskich dawkach samcom szczuréw poprawiata
dhlugotrwata pamig¢é spoteczng (Bianchi, Menicacci, i Ghelardini 2013), jednak
doniesienia na temat zaangazowania KOR w ten proces s3 ograniczone. Dynorfiny
odgrywaja kluczowa rolg w thumieniu reakcji emocjonalnych zwigzanych z interakcjami
spotecznymi. Bilkei-Gorzo 1 wsp. (2014) pokazali, ze farmakologiczna blokada KOR u
myszy kontrolnych wzmacnia pami¢¢ spoteczna, podczas gdy aktywacja KOR ja
ostabiata. W przeciwienstwie do tego, myszy pozbawione genu prodynorfiny (Pdyn-/-)
wykazywaty lepsza pamig¢ spoteczna, co wskazuje, ze dynorfiny zmniejszaja site
wspomnien spolecznych. Bioragc pod wuwage powyzsze dowody literaturowe
spodziewatam sig, ze u myszy bez KOR na neuronach 5-HT zaobserwuj¢ podobne lepsza
pamig¢ spoteczng. Zaobserwowatam natomiast uposledzong pamig¢ spoteczng u samcoéw
myszy szczepu Oprk1TPh2CreERT2 ' mo7e mieé kilka potencjalnych wyjasnien. W przypadku
pracy Bilei-Gorzo myszy Pdyn-/- mialy nieselektywne wylaczenie genu Pdyn od
urodzenia, za$ aktywacja’hamowanie farmakologiczne KOR odbywato si¢ poprzez
obwodowe podanie ago- i antagonistow. Stad obserwowane przez badaczy wyniki
dotyczyly niespecyficznej modulacji KOR, na roéznych neuronach i w réznych
strukturach jednocze$nie. Badane przeze mnie myszy Oprk]TPh2CreERT2 - myiaty
indukowang selektywng mutacj¢, ograniczajaca si¢ do wytgczenia KOR wylacznie w

obrebie neurondow 5-HT. Moze to wyjasniac rozbiezne wyniki uzyskane w tym tescie.

W celu zrozumienia funkcji KOR na neuronach 5-HT, uwzglednienie czynnikow

stresowych do przysztych eksperymentdow moze istotnie wptynagé na uwypuklenie
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skutkow mutacji, ktore nie sa widoczne w warunkach podstawowych. Ponadto we
wszystkich testach behawioralnych powinny zosta¢ uwzglgednione obie plcie, aby w petni
zrozumie¢ mechanizmy dziatania KOR, za$ u samic dodatkowym atutem byloby
monitorowanie fazy cyklu w ciggu wykonywania eksperymentow. Wlaczenie
dodatkowych testow, takich jak test pamigci obiektu (badajacy inny rodzaj pamigci, niz
pamig¢ spoteczna) czy test preferencji miejsca warunkowany kontekstem spotecznym
(badanie nagradzajgcych wtasciwosci interakcji spolecznych), zapewnitoby lepsze
zrozumienie wptywu mutacji na zachowanie. Koniecznie jest sprawdzenie efektywnos$ci
zaj$cia mutacji, co jest w trakcie wykonywania za pomoca hybrydyzacji in situ metoda
RNAscope. Dodatkowym atutem bytoby zbadanie mechanizméw komoérkowych i
molekularnych lezacych u podstaw obserwowanych wynikow poprzez przykiadowo
sprawdzenie zmian w ekspresji gendéw czy zastosowanie selektywnych ago-

/antagonistow KOR.

Podsumowujac, praca ta wskazuje, ze mutacja Oprk 1 TPP2CreERT2 5o4lnie wywoluje
subtelny wptyw na zmiany w ilo$ci monoamin w przodomézgowiu (FC i STR) i
podstawowe zachowania. Zaobserwowano jednak réznice plciowe w ekspresji mutacji:
wydaje si¢, ze brak KOR na neuronach 5-HT, prowadzi do zmniejszenia ilosci 5-HT w
korze czotowej, subtelnie nasila zachowania Iekowe i ostabia pami¢¢ spoteczng u
samcOw z wprowadzong mutacjg. Wyniki te podkreslaja ztozono$¢ sygnalizacji KOR w
mobzgu i sugeruja, ze jej rola jest zalezna od wielu czynnikow w tym pici, kontekstu
srodowiskowego (warunki stresowe) czy typu komorki na ktérej KOR sg zlokalizowane.
Opisane obserwacje wskazuja jak istotne jest uwzglednienie roznic plciowych i
warunkow  eksperymentalnych w  badaniach  neurobiologicznych i  dalej,
neuropsychiatrycznych. Wiedza ta jest szczegdlnie wazna, w kontek$cie farmakoterapii
zaburzen neuropsychiatrycznych, w tym depresji czy zaburzen lekowych, w ktérych
stosowane sg leki oddzialujace na neurony 5-HT. Biorac pod uwage, ze coraz wiecej
badaczy wskazuje na roznice w skutecznosci farmakoterapii w zaleznosci od plei
pacjenta, badania podobne jak niniejszej pracy dyplomowej sg potrzebne, aby w dalszej
przysztosci rozwija¢ nowe kierunki terapeutyczne takie jak galaz medycyny

spersonalizowanej.
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