Ann. Acad. Med. Gedan. 2016, 46, 59-63

KATARZYNA CZERWIEC!, DOROTA MYSLINSKA!, AGNIESZKA WADOLOWSKA!,
JAN RUCINSKI', MAGDALENA PODLACHA!, ADAM KOSINSKI2,
MAREK GRZYBIAK?

WPLYW TESTU OTWARTEGO POLA JAKO SPONTANICZNEJ
REAKCJI BEHAWIORALNEJ NA POZIOM IL-6

THE EFFECTS OF OPEN FIELD TEST AS A SPONTANEOUS
BEHAVIORAL RESPONSE TO IL-6 LEVEL

'Katedra Fizjologii Zwierzat i Cztowieka Uniwersytetu Gdanskiego
kierownik: dr hab. Edyta Jurkowlaniec-Kope¢, prof. UG
?Zaktad Anatomii Klinicznej Katedry Anatomii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
kierownik: prof. dr. hab. Marek Grzybiak

Wiele badan wskazuje, ze réoznorodne psychologiczne stresory moga indukowaé wy-
dzielanie cytokin prozapalnych (IL-1, IL-6, TNF-alfa). To moze przejawia¢ si¢ cytokineza
i jest zalezne od typu stresu. Badania polegajace na immobilizacji zwierzat powoduja
podwyzszenie trzech cytokin prozapalnych, podczas gdy tylko izolacja lub test otwartego
pola wywotuje wzrost poziomu IL-6 we krwi. Artykut ten ma na celu przedstawic¢ analize
testu otwartego pola jako jeden z najbardziej popularnych modeli do$wiadczalnych oraz
plejotropowy charakter IL-6.

Glownym wskaznikiem, ktory roéznicuje typy behawioralne szczurow w stosowanych aktu-
alnie w modelach doswiadczalnych, jest aktywno$§¢ motoryczna w nowym otoczeniu mierzona
miedzy innymi przy uzyciu testu otwartego pola. Jest to jeden z modeli do§wiadczalnych,
ktéry zajmuje si¢ oceng spontanicznego behawioru, gdzie monitoruje si¢ zachowanie gryzoni
w odpowiednio zaaranzowanym otoczeniu, a analiza obejmuje ogoélny profil zachowania si¢
zwierzecia, a nie skupia si¢ na wykonywaniu pojedynczej czynnos$ci. Test otwartego pola po
raz pierwszy zostal opisany przez Hall’a i Ballachey’a w 1932 roku jako metoda oceny spon-
tanicznej reakcji behawioralnej zwierzat w nowym otoczeniu. Test ten jest wykorzystywany
do testowania nowych lekow, ktore moga wywiera¢ wpltyw na zachowanie.

Test otwartego pola stwarza warunki nowosci srodowiska. Przede wszystkim jest wyko-
rzystywany do badania poziomu stresowrazliwosci, zwlaszcza na bodzce neurogenne, oraz
do wywotania reakcji stresowej o charakterze emocjonalnym. Test otwartego pola okresla nie
tylko aktywnos¢ lokomotoryczna oraz stopien eksploracji w nowym otoczeniu, ale rowniez
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poziom lgku wobec czynnika stresujacego (o charakterze neurogennym), jakim jest otwarta
przestrzen. Stosowany jest rowniez jako test niepokoju w ocenie reaktywnos$ci na reakcje
stresowa. Ten test behawioralny moze wywotywac¢ depresje behawioralng. Dzigki temu jest
wykorzystywany w badaniach zwierzecych modeli niepokoju i depresji [10], a takze u zwierzat
transgenicznych [2].

Ekspozycja na test otwartego, jasno o$wietlonego pola powoduje zwigckszong produkcje
hormonéw stresowych: kortykosteronu, hormonu adrenokortykotropowego (ACTH) oraz pro-
laktyny, reniny [5]. Moze rowniez prowadzi¢ do hypertermii spowodowanej stresem, ktora
charakteryzuje si¢ wzrostem temperatury ciata o okoto 1,5°C w poréwnaniu ze zwierzgtami
z klatek hodowlanych [3].

Podczas wykonywania eksperymentu badane sa takie wskazniki jak:

» aktywnos$¢ eksploracyjna — jest to ogélna lokomocja mierzona liczba przekroczonych

kwadratow,

* wspinanie si¢ (rearing) — jest to liczba epizodéw stawania na tylnich tapkach i pionizacji
ciala,

* czyszczenie ciata (grooming) — jest to liczba epizodow czyszczenia siersci oraz mycia
pyszczka,

* znieruchomienie (freezing) — jest to wyrazony w minutach czas trwania w bezruchu,

» defekacja — jest to liczba epizodow defekacji,

* mikcja — jest to liczba epizodow mikcji.

Test otwartego pola przeprowadza si¢ w boksach wykonanych z biatej laminowanej ptyty,
ktorej wymiary wynosza: 100x100x60 cm, ktorych podtoga zostata podzielona na 25 réwnych
kwadratow. Nad kazdym z bokséw mozna umiejscowi¢ zrodlo swiatta — zarowke 200 W.
Badania nalezy przeprowadza¢ o statej porze, migdzy godzing 8:00 a 12:00.

Aby wykona¢ test najpierw trzeba przenie§¢ zwierzeta do pomieszczenia, w ktérym beda
odbywaty si¢ eksperymenty, w klatkach hodowlanych. Nastepnie gryzonie sg umieszczane w
otwartym polu zawsze w tej samej pozycji, przyktadowo: przodem do jednego z rogéw. Zacho-
wanie szczurow jest monitorowane przez 20 minut. Dwaj obserwatorzy, ktdrzy zawsze znajduja
si¢ w tych samych miejscach, zapisuja obserwowane zachowania zwierzat na etogramach [12].

Interleukina 6 cechuje si¢ wielokierunkowoscig oddziatywan, jest uznana za jeden z glow-
nych czynnikdéw regulujacych mechanizmy obronne. IL-6 ma za zadanie bra¢ udziat w regu-
lacji odpowiedzi przeciwzakaznej, reakcji ostrej fazy oraz krwiotworzeniu [16]. Produkowana
jest przez monocyty oraz makrofagi, a czynnikiem indukujacym jej wytwarzanie jest przede
wszystkim IL-1, interferony, TNF-alfa, LPS i wirusy. IL-6 dziatajac na limfocyty B, stymuluje
koncowe ich réznicowanie w kierunku komoérek uwalniajacych immunoglobuliny réznych klas.
Ponadto wykazuje dziatanie na limfocyty B, ktdre zostaty juz pobudzone np. przez IL-4, czy
IL-5 [16]. Wraz z IL-1 beta, IL-6 bierze udziat w aktywacji limfocytéw T rozpoznajacych an-
tygen, obok IL-1 beta, TNF-alfa i interferonow stanowi czynnik, ktory podwyzsza temperature
ciata. IL-6 moze takze odpowiadac za powstanie niektorych stanow patologicznych i chordb.
Cytokina ta bierze rowniez udziat w patogenezie proliferacyjnego kiebkowego zapalenia ne-
rek. Podwyzszenie st¢zenia IL-6 w surowicy i w ptynie maziowym torebek stawowych moze
przyczynia¢ si¢ do powstania reumatoidalnego zapalenia stawow [16].

1L-6 stanowi czynnik wzrostowy dla limfocytow B oraz autokrynowy, jak i parakrynowy
czynnik wzrostu dla niektorych szpiczakoéw ludzkich. Podczas przeprowadzania pierwszych
prob klinicznych dowiedziono, ze przeciwciata skierowane przeciwko IL-6 hamowaty proli-
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feracje komorek szpiczaka in vivo, a toksyny potaczone z IL-6 byly selektywnie toksyczne
dla tych komorek [16]. Ponadto, w przypadku niektorych nowotwordw litych, IL-6 byta auto-
i parakrynowym czynnikiem wzrostu komorek np. raka pgcherza, raka gruczotu krokowego,
czerniaka oraz raka sutka [16]. [L-6 zostala odkryta po raz pierwszy jako biatko stymulujace
roznicowanie komorek B [16]. Dzi$ jest juz wiadome, ze IL-6 stymuluje duzy zakres biolo-
gicznych funkcji w réznorodnej liczbie migéni i komorek [16].

Stymulacja prozapalna moze prowadzi¢ do aktywacji osi podwzgorze-przysadka-nadnercza
(HPA). Odpowiedz prozapalna jest najbardziej prymitywnym z mechanizmoéw obronnych. Jego
podstawy istniaty przed rozwojem uktadu nerwowego [11]. Odpowiedz stresowa ewoluowata
i jest $cisle powigzana z odpowiedzig zapalna. Waznym stymulatorem zapalenia jest lipopoli-
sacharyd (LPS), ktory jest zawarty w $cianie komorkowej bakterii Gram ujemnych. Pobudza
on o$ HPA do produkcji kortykoliberyny (CRF). Pomimo Ze odpowiedz stresowa jest akty-
wowana przez te bodzce, to powstate psychologiczne zmiany rowniez wyposazaja organizm
do walki z infekcja [1]. Kortykosteroidy i katecholaminy, gtéwne hormony stresu, rowniez
biorg udziat w powstaniu odpowiedzi odznaczajacej si¢ produkcjg cytokin oraz substratow
ostrej fazy jako stanu zapalnego. Odpowiedz zapalna jest bardzo podobna do odpowiedzi
stresowej, ktora jest pobudzana przez bodzce psychogenne. To sprzezenie jest zaletg, ktora
pozwala zwierzgciu na przezycie badz powrot do zdrowia. Uktad immunologiczny ewoluowat
z uktadu przeciwzapalnego i jest SciSle zaangazowany w ochron¢ gospodarza. Potaczone jest
to rowniez z odpowiedzig stresowg [1].

Stres psychologiczny wptywa na roznorodne funkcje: behawioralne, endokrynowe, autono-
miczne i immunologiczne. Odpowiedz na stres psychologiczny przypomina reakcj¢ ostrej fazy,
ktora jest wywolywana przez infekcje badz zapalenie [4]. Hipertermia w zwigzku ze stresem
psychologicznym jest $cisle konserwatywna cechg. Dla przyktadu: radzenie sobie ze stresem
badz ekspozycja na nowe srodowisko u szczurow moze spowodowaé podwyzszenie temperatury
rdzenia az o 2°C. Hipertermia wywotana stresem jest integralng cz¢$cia odpowiedzi organizmu
na sytuacje postrzegane jako niepokojace i mogace stuzy¢ aktywowaniu odpowiedzi immuno-
logicznej [4]. Podczas sepsy i lokalnego zapalenia, IL-6 jest uwazana za powszechny mediator
podczas kaskady cytokin prowadzacej do fibrogenezy [4]. W badaniach jest dobrze udokumen-
towany wzrost stezenia IL-6 w osoczu podczas stresu. Te wyniki mogg sugerowac, ze IL-6 moze
uczestniczy¢ w podwyzszeniu temperatury podczas wystapienia reakcji stresowej. IL-6 nie tylko
oddziatuje na regulacje temperatury ciata, ale rowniez wywiera wplyw na réoznorodne behawio-
ralne efekty, wlaczajac anoreksje. Niemniej jednak znaczenie endogennej IL-6 w zachowaniu
emocjonalnym podczas psychologicznego stresu nie jest jeszcze do konca poznane [4].

W badaniach przeprowadzonych przez zespot LeMay [7] sprawdzano wpltyw psycholo-
gicznego stresu wyrazonego aktywnoscig IL-6 w osoczu szczurdow. Do eksperymentu uzyto 46
szczurdw, ktore poddano testowi otwartego pola. W badaniu przeprowadzono réwniez pomiar
temperatury ciata. Aktywnos$¢ IL-6 w osoczu byta mierzona za pomoca linii komoérek hybry-
domy B-9 zaleznych od IL-6 (jest to hybrydoma powstata po fuzji komdrek mysiej §ledziony
z komorkami szpiczaka, ta linia komorkowa potrzebuje do wzrostu IL-6, stad wykorzystuje
ja si¢ do oznaczen jej aktywnosci biologicznej). Wyniki eksperymentu wykazaty znaczacy
wzrost stgzenia IL-6 w osoczu szczuréw po wykonaniu testu otwartego pola po 15, 30 i 60
minutach. Badania dowiodly, Ze stres psychiczny spowodowany przez umieszczenie zwierzgcia
w otwartym polu, skutkowal podwyzszeniem poziomu IL-6 w osoczu. Brak bodzca fizycznego
moze zwigkszy¢ wydzielanie cytokin — jest to wazne dla odpornosci swoistej i nieswoistej [7].
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W badaniach nad zalezno$ciami pomiedzy aktywnoscig IL-6, biatkami ostrej fazy i zaan-
gazowaniem osi podwzgorze-przysadka-nadnercza w ci¢zkiej depresji starano si¢ zbadac, czy
ciezka depresja cechuje si¢ zwigkszong aktywnoscig IL-6, czy tez produkcja IL-6 jest zwigzana
z zmienionymi poziomami st¢zen biatek ostrej fazy oraz nieprawidtowym dzialaniem osi HPA
[9]. Badanie wykazato znaczaca korelacj¢ miedzy stezeniem IL-6 w supernatantach a hapto-
globinami i transferynami. Istniejg dowody, ze IL-1 oraz IL-6 jest odpowiedzialna za regulacje
syntezy bialek ostrej fazy. Mozna postulowaé, ze odpowiedz ostrej fazy w przebiegu depresji
jest thumaczona przez nadmierne wydzielanie interleukin w tej chorobie. Nalezy podkreslic,
ze glukokortykoidy sg niezbedne do osiggnigcia maksymalnego st¢zenia IL-1 i IL-6, ktore sg
pobudzane przez synteze¢ biatek ostrej fazy przez watrobg [9].

IL-6 zawarta w osoczu moze wywota¢ swoja wlasng produkcje w przedniej przysadce
poprzez pozytywne sprzezenie. IL-6 moze stymulowac 0§ HPA w stgzeniach, ktére wystepuja
w ludzkim osoczu. Jest to wystarczajace, aby wywiera¢ dzialanie na komoérki uktadu odporno-
sciowego. Nie jest to prawdopodobne, zeby nadaktywnos¢ osi HPA byta zwigzana ze wzmozong
produkcja IL-6 u pacjentdw zmagajacych si¢ z ciezka depresja. Glukokortykoidy moga zaha-
mowac produkcje¢ IL-6 w monocytach poprzez uniemozliwienie transkrypcji genow IL-6 [9].

Badania sugeruja, ze psychologiczny stres, rzadziej niz kombinacja psychologicznego i fi-
zycznego stresu, moze powodowac wzrost poziomu IL-6 [8]. Zauwazono rowniez, ze ostremu
psychologicznemu stresowi towarzyszyta znaczaca korelacja pomiedzy biatkiem C-reaktywnym
a IL-6. To sugeruje, ze wzmozona produkcja cytokin prozapalnych takich jak IL-6 podczas re-
akcji stresowej moze posredniczy¢ we wptywie psychologicznego stresu na immunoglobuliny i
biatka ostrej fazy. To kolejne potwierdzenie, ze cytokiny prozapalne takie jak IL-6 sa glownymi
modulatorami reakcji ostrej fazy. Sq rowniez zaangazowane w produkcj¢ immunoglobulin A,
G oraz M [8].
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Summary

Many studies have shown that a variety of psychological stressors may induce release of pro-inflam-
matory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-alpha) (Dhabhar et al. 1996). This can be manifested in cytokinesis,
and may depend on the type of stress. Studies involving the immobilization of animals cause the increase
in the three proinflammatory cytokines, whereas only isolation and open-field test induce an increase in
IL-6 levels in the blood. The article aims to provide an analysis of the open field test as one of the most
popular models of experimental and pleiotropic nature of IL-6.
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