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b) opis zatlozen i metodologii badania

Uzaleznienia lekowe stanowig istotny problem medyczny zwigzany z destruktywng naturg
tego zjawiska. Dtugotrwate przyjmowanie substancji uzalezniajgcych wiedzie do
nieprzepartej checi ich pozyskiwania i przyjmowania oraz do utraty kontroli nad
zachowaniem. Owa utrata kontroli nad zachowaniem stanowi takze objaw osiowy zachowanh
hazardowych: wedtug Potenza (2008), przez hazard nalezy rozumie¢ ryzykowanie utraty

czegos istotnego, w nadziei na uzyskanie czego$ o wiekszej wartosci.

Niektérzy hazardzisci wykazujg patologiczng forme zachowania (hazard patologiczny),
polegajacy na niekontrolowanym zachowaniu hazardowym co wiedzie do dewastujgcych
psychologicznie i ekonomicznie konsekwencji: utraty pracy, bankructwa, zniszczenia wiezi
rodzinnych i spotecznych itp. (Lesieur and Rosenthal 1991; Griffiths 1996). Patologiczny
hazard zostat ostatnio (DSM-5) zakwalifikowany do uzaleznien behawioralnych z powodu
funkcjonalnych podobienstw do uzaleznien narkotykowych, takich jak niepohamowane
pozadanie, odstawienie i tolerancja (van Holst et al. 2010; Potenza 2009). W obu rodzajach
uzaleznien biorg udziat podobne systemy neuroprzekaznikowe: serotonina, opioidy i
glutaminian: dotyczy to narkotykéw (Volkow and Skolnick 2012) i hazardu (Clark 2010);
przegladéwka Grant et al. (2010b).

Obecnie stosowana farmakoterapia uzaleznien narkotykowych jest niesatysfakcjonujgca
(Volkow and Skolnick 2012), jednak do leczenia patologicznego hazardu jak dotad nie
zaproponowano jakiegokolwiek podejscia farmakologicznego. Wynika to po czesci z braku
modelu do badania hazardu u zwierzat. Niedawno Winstanley et al. (2011) zaproponowali
model szczurzego jednorekiego bandyty (Cocker and Winstanley 2015) do badania reakcji
“prawie wygranej” (ang. ,near miss”. W modelu ,jednorekiego bandyty” bada sie reakcje
szczurow na serie zaswiecania 3 lampek. Zapalenie wszystkich 3 lampek jest sygnatem
pewnej wygranej, zapalenie dwoch z trzech lampek ,prawie wygranej” a jednej lampki lub
zadnej — pewnej przegranej. Pod koniec kazdej prezentacji wzoru zaswiecenia lampek,
zwierze wybiera, czy nacisng¢ na dzwignie ,odbieram nagrode”, co skutkuje nagrodg
pokarmowg gdy dana proba bytaby wygrana, lecz karg, gdy préba bytaby przegrana. Co
ciekawe, zwierzeta zazwyczaj interpretujg zaréwno zapalenie 3 jak i jedynie 2 lampek, jako
wygrang, co sugeruje nasilone przekonanie o spodziewanej nagrodzie nawet gdy w dana
préba oznacza jedynie ,prawie-wygrang”. Uwaza sie, ze bodziec sygnalizujgcy ,prawie-
wygrang” (lub: nie do kohca przegrang (near miss)) moze sugerowac bezposrednig wygrang
oraz nasila¢ przekonanie o spodziewanej nagrodzie, co stymuluje dalszg gre (Clark 2010).
Odpowiedzi ,prawie wygranej” zwiekszajg pragnienie dalszej gry poprzez podobienstwo do

wygranej (Reid 1986).



W przeprowadzonych badaniach zastosowano model jednorekiego bandyty do zbadania
efektow funkcjonalnych antagonistow jonotropowych i metabotropowych receptorow
glutaminianergicznych, poniewaz uzaleznienia narkotykowe znajdujg sie pod kontrolg uktadu
glutaminianergicznego (Olive et al. 2012; Tomek et al. 2013).

c) skonstruowane narzedzia badawcze wraz ze szczegétowym opisem

Do badan wykorzystano 20 szczuréw szczepu Sprague-Dawley (o wadze 200-2509).
Tydzien przed rozpoczeciem treningdw szczury zostaty pozbawione statego dostepu do
paszy, przechodzac na zywienie limitowane — dzienna dawka paszy ok.15g/szczura. W tym
czasie zwierzeta byty tez oswajane dwa razy dziennie przez eksperymentatoréw. Treningi
przeprowadzane byly w 4 odpowiednio skonfigurowanych aparatach instrumentalnych
(Coulbourn Instruments, USA) umieszczonych w dzwiekoszczelnych i wentylowanych
szafkach. Lewa strona aparatu instrumentalnego zbudowana jest z 5-otworowej sciany (5
nosepoke) — kazdy otwor wyposazony jest w fotokomorke oraz zarowki LED-owe. W tescie
biorg udziat 3 srodkowe otwory (2,3,4), dwa skrajne (1,5) zakryte sg aluminiowymi ptytkami.
Na prawej scianie aparatu znajdujg sie dwie (lewa i prawa) wysuwalne dzwignie, pomiedzy
ktérymi umieszczony jest podajnik peletek pokarmowych (nagroda w tescie). Nad
podajnikiem pokarmu znajduje sie gtosnik podigczony do generatora tonéw, a w otworze
sufitu umieszczone jest sSwiatto domowe (House Light — HL). Aparaty instrumentalne
programowane sg i ich praca sterowana jest w programie Graphic State 3.03 (Coulbourn
Instruments, USA).

Dzien przed rozpoczeciem do$wiadczenia, do domowych klatek szczuréw wrzucono 50-60
peletek bedacych nagrodg w tescie, w celu zaznajomienia szczuréw z nowym pokarmem
(Dustless Precision Pellets 45mg, Bio Serv). Przed rozpoczeciem treningéw
instrumentalnych przez dwa dni habituowano szczury do aparatéw — umieszczano kazdego
szczura na 30 minut w oSwietlonej klatce, z wsypanymi peletkami do podajnika pokarmu

oraz do otworkow na sScianie po przeciwnej stronie.

Po odpowiednim przygotowaniu klatek i szczurow do pracy, wykonywano kolejno

nastepujace fazy treningu, wg procedury Winstanley et al. (2011).

Faza 1: Sesja treningowa trwata maksymalnie 30 minut, raz dziennie dla kazdego szczura.
W treningu podstawowym szczury trenowane byty na naciskanie jednej dzwigni w schemacie

FR1 (fixed ratiol — jedno nacisniecie dzwigni — jedna peletka nagrody). Tylko jedna dzwignia



byta wysunieta w trakcie sesji. Po spetnieniu kryterium >50 aktywnych nacisnie¢ na jednag
dzwignie (premiowanych nagrodg) wysuwata sie druga dzwignia (przy jednoczesnym
wsunieciu pierwszej) i trening byt powtarzany. Kolejnos¢ rozpoczynania treningu od dzwigni
prawej badz lewej byta losowa dla poszczegdlnych szczuréw i zbalansowana (50% szczuréw
rozpoczynato trening od lewej dzwigni, 50% od prawej). Wiekszos¢ szczurdw spetnita
zatozone kryteria po 8 dniach treningu, po czym przeszta do kolejnej fazy. Dwa szczury nie

przeszty pierwszego treningu i zostaty wyeliminowane z eksperymentu.

Faza 2: Na poczatku kazdej préby szczur musiat nacisng¢ lewag dzwignie — ,,odbieram
nagrode” roll lever (jedyna w tej fazie treningu wysunieta do klatki dzwignia). Naci$niecie
dzwigni powodowato jej wsuniecie oraz mruganie zarowki w otworze 2 (nosepoke 2) z
czestotliwoscig 2Hz. Wsuniecie przez szczura nosa do mrugajgcego otworu skutkowato
przejsciem z mrugania zarowki do swiatta statego przy rownoczesnej emisji tonu
'nagradzajacego’ (o czestotliwosé 15kHz, natezeniu 68dB i czasie trwania 1s, bedgcym
dodatkowsg, procz $wiecacego swiattem statym otworu wskazéwka skojarzong z nagroda)
oraz dostarczeniem do podajnika pokarmu jednej nagradzajgcej peletki. Po 4 sekundach (w
trakcie, ktérych szczur ma czas na zjedzenie peletki) lewa dzwignia wysuwa sie ponownie
umozliwiajgc rozpoczecie kolejnej proby. Szczury przechodzity do nastepnej fazy treningu

po spetnieniu kryterium >50 prob w czasie maks. 30 minut, co zajeto szczurom 4 dni.

Faza 3: Sesja rozpoczynata sie podobnie jak poprzednio. Szczur naciskat dzwignie lewg
.gram dalej” (roll lever) co powodowato mruganie zaréwki (2Hz) w otworze 2 (i wsuniecie sie
dzwigni lewej). Po wsunieciu nosa do ww. otworu zaréwka albo przechodzita do sSwiecenia
Swiattem statym albo gasta ( prawdopodobiehstwo 50:50). Przejscie mrugania do swiecenia
Swiattem statym z towarzyszgcag 1-sekundowg emisjg tonu wysokiego (15kHz) oznaczato
'probe wygrywajaca' (‘WIN TRIAL'), przejécie mrugania do wygaszenia zaréwki z
towarzyszgcg 1-sekundowg emisjg tonu niskiego (4kHz) oznaczato 'prébe przegrywajgca'
('LOSS TRIAL"). W obu prébach po emisji tonu wysuwa sie prawa dzwignia ,odbieram
nagrode”. Aby zakonczy¢ probe szczur w obu przypadkach musiat nacisng¢ wysunietg
dzwignie, co oprécz wsuniecia nacisnietej dzwigni skutkowato w dwaéjnasob: w przypadku
prob wygrywajgcych szczur otrzymywat dwie peletki nagrody, w przypadku prob
przegrywajgcych szczur otrzymywat kare w postaci 10 sekund wygaszenia klatki (time-out).
Tak po zjedzeniu nagrody jak i po 10 sekundach wygaszenia (kary) do klatki wysuwata sie
dzwignia lewa ,gram dalej” umozliwiajgc rozpoczecie kolejnej proby. Szczury przechodzity

do kolejnej fazy treningu po spetnieniu kryterium >50 prob w sesji w czasie nie diuzszym niz
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30 minut, co zajeto im dwa dni.

Faza 4: Sesja, podobnie jak w poprzednich fazach treningu, rozpoczynata sie nacisnieciem
przez szczura wysunietej do klatki dzwigni lewej ,gram dalej”, co powodowato mruganie
zarowki w otworze 2 ( i wsuniecie sie dzwigni). Wtozenie nosa do aktywnego otworu
powodowato, tak jak poprzednio, przejscie do Swiecenia zarowki Swiattem statym z
towarzyszgcg emisjg wysokiego tonu (15Hz) (‘wygrywajgca préba'), badz jej wygaszenie z
towarzyszgcqg emisjg niskiego tonu (4Hz) ('przegrywajgca préba'). W obu przypadkach, po
witozeniu nosa do aktywnego otworu i emisji jednego z dwdch tondw wysuwaty sie do klatki
obie dzwignie. W przypadku 'proby wygrywajgcej' nacisniecie dzwigni lewej ,gram dalej”
skutkowato wsunieciem sie prawej dzwigni z pozostawieniem wysunietej lewej dzwigni, co
umozliwiato natychmiastowe rozpoczecie nowej proby (brak nagrody, ale brak tez kary),
natomiast nacisniecie prawej dzwigni ,odbieram nagrode” skutkowato dostarczeniem dwdéch
peletek nagrody. W przypadku 'préby przegrywajgcej' skutek nacisniecia dzwigni lewej
.gram dalej” jest taki sam, jak w przypadku 'préby wygrywajgcej' (brak nagrody, ale brak tez
kary), natomiast nacisniecie dzwigni prawej ,odbieram nagrode” pocigga za sobg 10-
sekundowe wygaszenie klatki (time-out - kara). W kazdym przypadku po zakonczeniu préby
wysuwa sie dzwignia lewa ,gram dalej” umozliwiajgc rozpoczecie kolejnej préby. Trening
moze by¢ kontynuowany jesli szczury spetnig kryterium: >80% naci$nie¢ na prawg dzwignie
,odbieram nagrode” w 'prébach wygrywajgcych' (‘"WIN TRIAL'), oraz <20% nacisnie¢ na
prawg dzwignie ,odbieram nagrode” w 'prébach przegrywajgcych' ('(LOSS TRIAL'). Czas

potrzebny do spetnienia warunkdéw kryterium szacowany jest na okofo 20 dni treningu.

Kazda proba mogta skutkowaé szescioma z mozliwych osmiu wzoréw zaswiecenia lampek:
ON-ON-ON, ON-ON-OFF, OFF-ON-ON, ON-OFF-OFF, OFF-OFF-ON i OFF-OFF-OFF.
Daje to 1 stan ze wszystkimi zapalonymi lampkami (pewna wygrana), 2 stany ,prawie
wygranej” z dwiema zapalonymi lampkami (ON-ON-OFF lub OFF-ON-ON), dwa stany z
jedng zapalong lampkg (ON-OFF-OFF, OFF-OFF-ON) i jeden stan ze wszystkimi lampkami
zgaszonymi (pewna przegrana). Czestotliwos¢ pojawiania sie kazdego z 6 mozliwosci
zostata ustalona wczes$niej w sposéb prawie przypadkowy, a kazdy wzoér prezentowano

jeden raz na blok szes$ciu prob, tak wiec kazdy szczur miat mozliwo$¢ wygranej raz na probe.

Zadaniem zwierzecia byto zinterpretowanie wzoru zaswiecenia lampek jako proby wygranej
lub przegranej. Miato to miejsce podczas momentu decyzji, gdy wysuwaty sie dzwignie
,2odbieram nagrode” lub ,gram dalej”. Jak opisano wyzej, nacisniecie na dzwignie odbieram
nagrode” w przypadku wzoru ON-ON-ON skutkowato nagrodg pokarmowg i dalszg gra; w

przypadku innego wzoru, skutkowato karg w postaci oczekiwania na dalszg gre. Niezaleznie
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od wzoru lampek, wybér dzwigni ,gram dalej” nie powodowato kary (oczekiwania) lecz

uruchamiato dalszg gre.

Optymalna strategia zwierzecia polegata na wyborze dzwigni ,odbieram nagrode” w

przypadku pewnej wygranej i dzwigni ,gram dalej” w kazdym innym przypadku.

d) opis przeprowadzonych wszystkich etapow badan

Badano efekt podania a) antagonisty receptoréw NMDA, zwigzku memantyna (Sigma-
Aldrich, Poznan), b) antagonisty glutaminianergicznych rec mGIuR5 zwigzku MPEP (6-
methyl-2-(phenylethynyl)-pyridine, Sigma-Aldrich, Poznan), oraz c) (+)-2-
aminobicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylic acid (LY354740), agonisty glutaminianergicznych

rec mGIuR2/3. Zwigzki podawano dootrzewnowo w dawce 5 mg/kg, 30 min przed sesja.

e) wyniki badania wtasciwego

Sposrod olbrzymiej liczby parametréw mozliwych do oceny dziatania zwigzkow w tescie
jednorekiego bandyty, najistotniejszy dotyczy liczby wyboréw dzwigni ,odbieram nagrode” (a
doktadniej, proporcji wybordéw dzwigni ,odbieram nagrode” w stosunku do sumy nacisnie¢ na
obie dZzwignie wyrazonej w procentach) w zalezno$ci od zastosowanego zwigzku i wzoru
zaswiecenia lampek. Szczegdlnie interesujace byty reakcje wyboru dzwigni ,odbieram
nagrode” w przypadku zapalenia wzoru ,prawie wygrana”. Spodziewano sie, ze zwigzki
obnizg te reakcje w stosunku do efektow soli fizjologicznej (placebo). Wyniki opracowano za

pomocg wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA).

Zaden z badanych zwigzkow nie wptywat na wybér dzwigni ,odbieram nagrode” gdy
analizowano catos$¢ ses;ji (30 min): czynnik wzoru lampek: F(3,267) = 248.52, P<0.001;
czynnik podan zwigzkéw: F(3,267) = 0.88, NS; interakcja miedzy czynnikami: F(9,267) =
0.827, NS. Jednakze analiza sesji podzielonych na dziesieciominutowe interwaty wykazata,
ze zwigzki statystycznie istotnie wptywaty na wybor dzwigni ,odbieram nagrode” w czasie
pierwszych dziesieciu minut ses;ji (lecz nie pdzniej) i tylko wtedy, gdy zapalone byty 2 lampki:
interakcja miedzy czynnikiem wzoru lampek x czynnikiem podan zwigzkéw x czynnikiem
czasu: F(18,480) = 2.72, P<0.001. Dodatkowa analiza z uzyciem testu post-hoc Tukey’a
wykazata, ze podanie zwigzku MPEP istotnie hamowato wyboér dzwigni ,odbieram nagrode”
w ciggu pierwszych 10 minut sesji testu jednorekiego bandyty. Dodatkowo, MPEP istotnie
zmniejszat liczbe wykonywanych prob w trakcie trwania sesji, w poréwnaniu do grupy

kontrolnej.
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Efekt podania zwigzkow MPEP, LY354740 i memantyny na reakcje
przypominajgce hazard w teScie jednorekiego bandyty u szczurow

O Placebo

B MPEP 5 mg/kg

& LY354740 5 mg/kg
¥ MEM 5 mg/kg

100+

Wybor dzwigni
"odbieram nagrode” (%)
3

Liczba zapalonych lampek

f) wnioski i rekomendacje badawcze wynikajace z przeprowadzonego projektu

Obecne wyniki wskazujg, ze antagonista metabotropowych receptorow typu 5, zwigzek
MPEP hamuje selektywnie wybdr dzwigni wskazujgcej na nagrode w przypadku ,prawie
wygranej”, co sugeruje specyficzne hamowanie zachowan zwigzanych z hazardem.
Antagonisci metabotropowych receptorow typu 5, w tym MPEP wykazujg podobne dziatanie
hamujgce inne formy uzaleznienia. U zwierzat laboratoryjnych, hamowanie roznych form
uzaleznien lekowych wykazano nie tylko dla antagonistéw glutaminianergicznych receptoréw
jonotropowych takich jak memantyna (Popik et al. 2006; Popik and Skolnick 1996), lecz
réwniez dla antagonistow receptoréow mGIuRS. MPEP (2-methyl-6-(phenylethynyl)-pyridine),
antagonista mGIluR5 hamowat behawioralne efekty kokainy (Chiamulera et al. 2001;
McGeehan et al. 2004; Lee et al. 2005), morfiny (Popik and Wrobel 2002) i amfetaminy
(McGeehan et al. 2004).

Wyjasnienie mechanizmu dziatania zwigzku MPEP wychodzi poza granice obecnego

opracowania. Mozna sadzi¢, ze MPEP hamowat nagradzajgcy efekt zaswiecenia dwéch z
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trzech lampek, traktowane przez szczury jako ,wygrana”. Inne, mniej prawdopodobne
czynniki mogg uwzglednia¢ efekt hamowania impulsywnosci, jednakze wymaga to dalszych
badan. Obecne doswiadczenia wsparte srodkami Funduszu Rozwigzywania Problemow
Hazardowych Ministra Zdrowia: Program |: Wspieranie badan naukowych dotyczgcych
zjawiska uzaleznienia od hazardu lub innych uzaleznien niestanowigcych uzaleznienia od
substancji psychoaktywnych a takze rozwigzywania problemow z tym zwigzanych — stanowig
pierwsze na $wiece sugestie farmakologicznego hamowania zachowan przypominajgcych
hazard.

Piotr Popik, Profesor nauk medycznych
Instytut Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie
Krakoéw, 2015-03-26



