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1. Streszczenie

Z ar a @motjpnalneczyliws p - § d zsit eal menosjomalnyctp o mi fidzy
osobnikami,jestu w a U zaijeed rz NajprostszychHorm empatii. Zjawiskoto mo Un a
badavly k or z yswiug rNactlek eeksperymentalne,np. model szczurzy.

Wc z e Swykazajom.in.,, U énterakcjas p o § & przestraszonyrpartnerene klatki
(demonstratoremeprzyja zachowaniomma j N e/ aslu o ¢ e nyzyka i aktywuje

j Nd3roo d kcoivwemjiag d a § o (€eA) e mjepoddanegotreningowi szczura
obserwatora. Dodatkowo, strach przenoszonys p o g e przyspieszap - ¥ni ej sze
nabywaniereakcji strachuu obserwatoraG § - w negmatemtej pracyb y @badang

roli subpopulacjin e u r owmCe® aktywowanej podczass p 0 § e cteamsterg o
stachu. Aby z | ok al iaktpveveafie neurony wykorzysano podw- j n N
i mmu n o d efoszkacl j efilkonstguldu PSD-95:Venusi endogennegd i a ¢k a

Fos Dz i ftemi stwierdona U esubpopulacjan e u r oaktywewanych przez

s p o § etarsfergtrachuc z 1 S cpoloywa s | (v o k 0 66%) zs ubpopul acj |
zaangaWbwamph Sraeydamd reakcji strachu W celuo k r e Sflinkcji i a
neur Ars-pw § e strachuépgdaano je stymulacji optogenetyczney znajomym
inowymS r o d o Waobskrwowao, U ektywacjan e u r dArs-pw §J extzmaglou o
w CeA wznanym Sr o d o wkiatki kdamowej, wo b e ¢ nmadera, wy wo § a § a
pobudzeniebehawioralnecharakterystyczneadla s p o § e ctransfergstrachu Nie

wp § y nnatgnsiast na zachowanias po e sunger Upmeorony te s N
odpowiedialne raczej za e k s p | @mcharekiefzeni es po géelt pottaizn
potwierdono w kolejnym eksperymenciepodczask t - r aktga@wanien e u rwo n -
Aspogestnapodozastestu wnowym Sr o d o wiy swlo @zadhawania

maj Nmaecelu akt ywmre N nyfiyka Na st iischaialderyzowso neurony
AspoJjestnagolk®Nt evsip- §Jwy st Ifiipa gvkoa 2 caynnikiem

uwal ni &joNayrk o(CRF) poi knsiy t @Xy)n Maobserwowao d u Uy
poziomws p - gwy s taigpro-waina kdX njak i CRF z neuronamic-Fos
pozytywnymi W n a s t n kraky zbhadao jaki wp § yna uwalnianie OXY na

s p o § et@rsferystrachu W tym celu, wtrakcie s p o § e ctransferyg strachu,
stymulowano optogenetyczniauwalnianie OXY lub podawao a nt a g ceceptaa n
OXY do CeA obserwator wZaobserwowao, U & wi i k paziemuiOBY w CeA

zmni e jwysy Jip awa hiomaa B g aelb o ¢ e nyzyka, natomiastje]
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zablokowanie z i nt e n sy fakik cagtgamia. Ponadto z a u ana UU e
manipulowanigpoziomemOXY u obserwatoravywieraw p § ¥ w w nnazadhowanie
demonstratoras u g e wp j§j iamhowaniaobserwatoramae f e k t yswmaj&ic zne go
buforownia strachu udemonstratora.N a s t nprzeprosvadono i mmunodet ek cj
bi a @K ikonstruktu PSD95:Venus wp o § N ¢ z teahrikami znakowania

p o § Np p eniEfstluktyramim - z ¢acharakteryzowso funkcjonalnep o § Nc zeni a
CeA podczass p o0 § e ctramstery strachu. Jako d 0 mi n wzjddwiyfi@kowano

projekcje zc z i §rzbietowejkory p r z e d ¢ 7 koiy avyspyjoraz projekcje do
substancjiszarejoko § o wo d o cij N dpm.€jo d s u mowykagatocU, e(1)
neuronyAs po jJestzmamdodiwle kjs NI 8r ad pws pasmalh Na y

celu wykrycie potencjalnege a g r o (2)ezachosvaniana j Naceluo ¢ ergziika

s Nhamowane przez uwolnienie OXY w CeA, (3) neuronalne obwody CeA s N

cz i Scwsopnvog d pizez$ p o § etrarsfargtrachui b e z p o Snaleydamie e
reakcjistrachu.



2. Abstract

Emotional contagion,i.e., the sharingof emotionalstatesbetweenindividuals,
consideredo be oneof the simplestforms of empathy,canbe modeledin rodents.For
instance,it hasbeendescribedearlier that social interactionwith afearful cagemate
(the demonstratorpromotesrisk assessmerdnd activatesthe centralamygdala(CeA)
in an otherwise n a [ nate(the observer). Additionally, socially transferred fear
subsequel facilitatesaversivelymotivatediearning.Herewe focusedon investigatng
the mechanistiaole of CeA neuronsactivatedby socially transferredfear. We usedc-
fos guided detection of the activatedcells. Using doubleimmunodetectiorfor a c-fos
driven PSD95:Venusconstructand endogenous-Foswe showedthatthe CeA6 s o c i a |
f e aneudonal population partially overlags (about 65%) with neuronsactivatedby
directly experiencedear. Then, to assesdhe function of CeA 6 s o € ie ankutons
we optogeneticallystimulatedthemin familiar andnovel environmentWe showedthat
the activation of CeA 6 s o ¢ ie anleudonsin afamiliar environmentinduced risk
assessmertiehavior,resemblingcloselythe behaviorobservedduring interactionwith
afearful partner.Interestingly,the activationdid not affect socialbehavior,suggesting
that, instead, CeA 6 s o d ieateudonsplay arole in modulation of nonsocial
exploration. This hypothesiswas confirmed in the next experiment,in which CeA
0 s o € e adudnswere activatedin the novel environment.Next, we characterized
the CeA 6 s o ¢ ie ankeufonscollocalizing c-Fos with corticotropin releasingfactor
(CRF)andoxytocin (OXY). We observechigh level of co-localizationbetweemeurons
activatedby socially transferredear, CRF and oxytocinergicfibers. Then,to studythe
role of OXY in socially transferredfear we optogeneticallystimulatedthe releaseof
OXY orinfusedanOXY receptorantagonisto the CeA of theobserversWe foundthat
OXY in the CeA bidirectionally modulatesrisk assessmenbehavior,with increased
OXY level reducing,andreducedOXY level increasingit. Manipulaton of the OXY
levelin the CeA of the observersalsoaffectedbehaviorof the demonstratorsuggesting
the role of proper social interaction in social buffering. Finally, performing
immunodetectiorof c-Fosi PSD-95:Venusconstructcombinedwith tracingtechniques
we characterizedhe functionalconnectivityof CeA6 s o £ € adu@nsWe observed
dominantprojectionsfrom the prelimbic cortex and insular cortex, as well asto the

periaqueductafgray and raphenuclei, the structuresinvolved in directly experienced
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fear and anxiety. In summary,we found that (1) CeA 6 s o € e aéufonsmodulate
explorationof the environment,in away that helpsto dete¢ potentialthreats,(2) the
risk assessmerttehavioris suppressedby OXY releasein the CeA, (3) the neuronal

circuitsin the CeAfor socialanddirectly experiencedearpartially overlap.



3. Wykazs kr -t - w

ACC (ang.anterior cingulatecorteX) 1 przedniakoraz a k omtr i c z y

Al (ang.anteriorinsulad) i przedniac z k&Y wyspy

AID (ang. agranular insular cortex, dorsa) i agranularnakora wyspy, ¢ z i S
grzbietowa

AlV (ang.agranularinsular cortex,venta) i agranularn&orawyspy,c z b&iiszna
ANOVA 1 analizawariancji

AP (ang.anterior/ posterio) T p § a s z przedniotylaa czaszki

AP-1 (ang.activator protein 1) i czynnik transkrypcyjny,heterodimerzazwyczajz § o Uo n y
zb i adjFesapartneran a | e Udd mdzigydun

BLA (ang.basolateralamygdaldi j N ¢podstawnebocznec i snf g d a Jowat ego
CeA (ang.centralnucleu3ij NdSrodkow@d @ dagowat ego

CeL (ang.lateral subdivision i bocznac z f Ndrao dk cwenj@ d aowat ego
CeM (ang. medial subdivisiol) i pr zy Sr acdzkigSilal 3 rao d k oonieagpa
mi gdagowat ego

c-fos(c-fosmRNA bia § &-Fos;ang.cellular FBJosteosarcomairus)i genk t - r e g o
ekspresjgestbadanawv celuo k r e Silke rnyiwdnkdooaineh e ur on - w

c-Fosi b i a@Hoo

Cgl(ang.Cingulatecortex,areal) i z a ko birt nabszarl,
CRF(ang.CorticotropinReleasingracton i czynniku wa |l nkajy Ngkot ropi nn
DI (ang.dysgranularinsular corte®) i dysgranularn&orawyspy

DRN (ang.raphenuclei,dorsa) i j N ¢awa,c z fg&ihietowa

DV (ang.dorsal/ventra) i p § a s z brzugzmegrabietowaczaszki

eYFP(ang enhancedellowfluorescenprotein) i b i awzkacnionelU - §fluoeegcencji
GFP(ang.greenfluorescenprotein) i b i a Ajelomejfluorescencji

Gl (ang.granularinsular corteX) i granularn&korawyspy

HC (ang. home cage i grupa kontrolna zwier2N thodowanychw parach w klatkach
domowych hie poddanychreningombehawioralnym

IEG (ang.immediatesarlygeng i genodpowiedziwczesnej

INS (ang.insula,insular corteX 1 korawyspy

IL (ang.infralimbic corteX) i brzuszna z pSizy Sr kaylpogwejdczogowe |

LA (ang.lateral nucleugi j N doconec i g dagowat ego
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LM (ang.lateral/media)i p § a s z bacanapmr & y S r ozdskkd w a

LTP (ang.longtermpotentiation)i d § u g o twamacaignesynaptyczne

IWDR (ang.dorsalraphelateral wing) i bocznes k r z oy  fiftrbietowejszwu

MRN (ang.raphenuclei,medianij N &awa,c z iS3iod k o wa

MRNA (ang.messengeRNA) - matrycowyRNA

NSo (ang.nonshockedobserve) i grupa,w k t - abseijwatotb ypdpddanyinterakcji
S p 0 § ezdaemorestfatoma pok r - tokrésieseparacii

NSd (ang. nonshockeddemonstrator i grupa,wk t - demgnstratorb y gpddany
interakcjis p o g ezoobsarwatorenpo k r - t dkresimaseparacjii pobycie w klatce
eksperymentalnej

OkresOFFi fazatestuoptogenetycznegay czasiek t - laser) ywdy § Nc z ony
OkresON i fazatestuoptogenetycznegey czasiek t - laserh ywgjg Nc zony

OXY (ang.oxytocir) i oksytocyna

PAG (ang.periaqueductabray) i substancj@zarao k o owodoci Ngowa
PBS(ang.phosphatéufferedsaline i zbuforovanyr o z tselifizjologicznej

PFAT paraformaldehyd

PFC(ang.prefrontalcorte i pr zy Sr kothk b wadc z o Jowa

PL (ang.prelimbiccortex) i grzbietowac z fpSiz y Sr kayipo veejd c zo o we |
PVN (ang.paraventricularnucleugi j N ¢rzykomorowe

RN (ang.raphenucle) i j N dzwa

Sd (ang. shocked demonstrator i grupa, wk t - dempnstratorb y goddany
warunkowaniwstrachuan a s t fterakcjis p o § ezomawmyemjobserwatorem

So (ang.shockedobserve) i grupa,w k t - agbsejwatomi d@nfgrk ¢ g poddanym
warunkowaniuwstrachudemonstratorem

SOM (ang.somatostatini somatostatyna

wektory AAV i wektorywirusowez wi N z alen@wirusami

VIPAG (ang.ventrolateralperiaqueductalgray) i ¢ z nb&ilisznebocznasubstancjiszare;

okojJowodoci Ngowe |



4.Wst np

Strach jest e mo cywmMNo d z olm &z p o S rzeatzeriunadaptacyjnym
(Plutchik,1980) B o d Sové a d arziNeckee z pi &y we Gia N ie srachy t
coskutkujemo b i | orgaaiznii prowadzido ucieczkilub walki (ang. flight-or-fight
responseCannon,1915)albo zamieranigang.freezing Blanchardi Blanchard,1969).

Sytuacje takie p o w o dpowstiwanieS | a dp-awni i ¢ iwarw yzagpuo,ma g aj Nc
organizmom przyjmowdiwy p r a ¢ o wnajbeadziej odpowiednie strategie
przetrwaniaEhrlichi in., 2009; Ciocchii in., 2010;Knapskai in., 2012;Li i in., 2013;

Penzoi in., 2014; Janaki Tye, 2015) Gatunkis p 0 § & @ 2 nkqw ir ¢ atozénia

grup, m.in., dlatego, U epojedyncze osobnikio t r z yimfounjadje oz a gr o de n i u
innych ¢ z § o nskadawbez nar aUsainfiae @ ezpoSnedbeepi ecze Es
Wokalizacje i feromony alarmowe, charakterystyczngostawac i a {padobniejak
awersyjneb o d Tnciee s p oij @ p g y ena jzashavanie ip amiziwi e jez Nt
odbi er @jaMoppdolbnieviele a s p e kebrii kasycznega instrumentalnego

uczenia si mo Ue naj d aastasowanier - wn iw@rbicesachz wi Nz anych
z przetwarzanienb o d ¥ s p o § e dBamdyra,1971;Olssoni in., 20200 Je d n a k Ue

s p o svjakim- zpgeetwarza n f o r matratzia g r ouzeyns kabdinaych

0 s 0 b n iorlaz: jak moduluje zachowanie osobnika d z i iprketworzeniu takiej

informacji nie jestdobrzepoznany.

Zjawisko przejmowania pobudzeniaemocjonalnegood innych osobni k - w,
zwane z a r a U @mocjenainym,polega na przyjmowanius t a nmotarycznych,
fizjologicznych orazafektywnych drugiego osobnika i najprawdopodobniejtworzy
podstzkwnwyeé wo | uwywhstimyey empatii (Prestoni de Waal, 2002)

Z ar a (emnocjorainejest szerokoopisywaneg § - wadres d akiwwst Anpuj e

p 0 mi rogblanikamitegosamegagatunku(Jeoni in., 2010;de Waali Preston2017;

Meyzaiin., 2017) Naj wi blacde®d® zjawiska przeprowadzonovy k or zy st uj N
model obserwacjnego uczenias i Wk t - rdwamosobniki (szczury lub myszy)

z a mk nsiMidtwe:- mh § Kkamorachrozdzielonychp e r f o rpa waemgledna N .

ze z wi e obzeNwujedrugie poddawanewarunkowaniustrachu,w wyniku czego

samo uczy si pr z e astvachaJdedn& U egraniczonap r z e s wklatce E
eksperymentalnejo b e ¢ mprae§rbdyw tym modeluu n i e mo Urkjéstwoivamip N
pegnnmerakcii spogdge @ameéjn dNa -pmestrzeni lat p o ws t neodele

eksperymentalndo badaniaz a r a @raogjonalnegdardziejdopaswanedo profilu
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etologicznegaryzoni(Knapskai in., 2006;Brucheyi in., 2010;Monfils i Agee,2019)

W niniejszej pracy wykorzystanomodel s p o § e ctransfergstrachu opracowany

przezK n a p isirk (R006,2010) W modelutym jedenz parys z ¢ z thodowanych

razem w klatce, tzw. demonstrator,jest zabierany z klatki domowej i poddawany
warunkowaniu strachu. Po powrocie do klatki domowej wchodzion wi nt er akcj n
zdrugimzes z ¢ z wrk - v ,S jako obgemvator.

Interakcja z pobudzonymemocjonalniedemonstratoremprowadzi do zmiany
zachowaniabserwatorap o | e g, ajin\ nag@@budzeniumotorycznymw z mo Uo n e j
eksploracji St o d o wiylsokyaaniu s t -. V& Kadaniach nad pojedynczymi
osobnikamitakie zachowaniepisujes ijako szacowanieyzyka (ang risk assessmejt
i jestonop o wi Nzd airk dMeNaughtoni Corr, 2004) Stwierdzonat e Wéontakt
Z przestraszonymdemonstratorempoprawia uczenie s i iip a mi wiafunkowych
b o d ¥ awemyjnych(Knapskai in., 2010) Na poziomie molekularnymnatomiast
obserwujes ipio d wy Ues k o miNe a @Hos(znacznikaa k t y wmeoréhalniej)
wciele mi gda g omiaf gimmymi wj Nd 6z e d k d@ed, rKnapskai in.,

2006). CeA z a a n g a Jestwwepreetwarzanieb o d T @wevsyjnychie k s pr esj i
aktywnych oraz pasywiych strategii obronnychw odpowiedzinaz a g r o {égoni e ,
bocznac z end [N zjestt &z Procesamuwagowymi(Gallagheri Schoenbaunt,999;
Knapska i in., 2006) Z drugiej jednak strony wskazujes i e r o ltedoj Ndr a

w zachowaniachs p 0 § e czzwni yNczha,nny.ic,ha g r eksg fNu lia p j &iadN
potomstwem,at a kzno t y wa g ¢ Ny (Kpapskal in., 2006, 2013; Namburi

i in., 2015a;Kim iin., 2017; Lebitko i in., 2020) W z wi Nztymucelemtej pracy

b y glmdaniej a k N b B gaktywacja CeA wspdj e ¢ z mapsferzestrachu W
pierwszej k o | e j zbad&no,na ile subpopulacjan e u r ocFoswpozytywnych

w CeAwzbudzangrzezs p o § eransfersyrachujestt o Uszpmad ulpabjul z an N
przez b e z p o S waeudkowaeie strachu. N a s t ngptogeretyczei pobudzano
badasmuM p o pwinangchwarunkach,w o b e ¢ npar®erd,jak t edddczas
eksploracjinowegoS r o d o Wio $ k @loni@sibniaostatnichlatw s k a nai jsN ot N

r o bkdytocyny (OXY, ang. oxytocin w CeA w ekspresjioraz wygaszaniureakcji
strachu(Hasani in., 2019) at a kotkaiewalencjib o d Ts p o { e ¢Fermetfiidnh

2019; RogersCarter i Christianson,2019) zbadanor - wn iczg Uwjaki s pos - b
wydzielanie OXY wCeA moduluje s p o g e transfey strachu. Nast npni e



scharakteryzowandunkcjonalnep o § N ¢ 1z @ un i @nCeAv aktywowanych przez
s p o § drangfarsyrachu.

4.1 Eksperymentalny models p o g e dransfergstrachu

W modelu eksperymentalnyns p o g e ctransfergstrachu (Knapskai in.,
2006; Ryc. 1), szczuryhodowanes Nv parach W dniu eksperymentyeden z nich,
zwany demonstratorenjest poddawanywarunkowaniustrachu.Zarazpoz ak o &c z eni u
treningudemonstratoprzenoszonyestz powrotemdo klatki domowej,gdzie czekana
niego jego partner niepoddanyU a d stegnjulacji behawioralnej(tzw. obserwatoy.
Szczurymo gwNc h o dvsiwio b oi dnntNe r \& kgrapje kontrolnej, demonstrator
przenoszonyjest do nowej klatki o neutralnymzapachu,po czym wraca do klatki
domowej, gdzie wchodziwi n t e rzaldserwatborem jest to kontrolna interakcja
s p o0 § @aseparacjiObserwacjdehawioraling o k a 1) @pbdzeniemocjonalne
demonstratorazostaje przekazane obserwatorowi. Objawia s i © wz moUeni e m
z a ¢ h cekspldicyjnychtakich jak s tki, prazint e ns yreakdiwwz §d Ny gni fnci ¢
wy wo Jadh @ $a ¥ wi i (arig.@cousticstartle response Knapskai in., 2006)
Podczasinterakcji obserwatorzywy k a zt uejwit mo U e pio g e czzancyhcchw a E
eksploracyjnychtakich jak o b wN ¢ h idveanoine t rsaze@  nciwei 8§t & § a
wy d z i el farpmemy gKnapskai in., 2010) Zastosowanigego modelu u myszy
r - wnwyekla wa no U p o § e ¢ &arc yh aelwspla@acyjnyctuo b s er wat or - w
(Meyzai in., 2015)

Zmiany w zachowaniuo b s e r w @ b & & Z0sjeNonstratorzynie mu s z N
znaj doiwigbiez po Sz adn o e mpyruz, e k aabsemwatdromswoje
pobudzenieemocjonalneoraz Uewc z e Snb @3 B a Sekspdzycjama b o d Fc e
wy wo § wtrathaie jest wymagana,U e tolyserwatorp r z @woNbgbudzenieod
demonstratora Knapskai in., 2006; Knapskai in., 2010). Z etologicznegopunktu
widzeniaszybkiedostosowanis ida stanudemonstratoravp § ynalae paad &lpt acj i
dozmianwSr od owe wk it Ohserwaoeknapskieji in. (2010)ws k at 8 UN
nato, U & p o § dransferstrachupoprawianabywaniei p a miwariinkowejreakcji
strachuuo b s e r waatt @ Kk gomytywnie w p § y maavyniki uzyskanewt e Sci e
aktywnegounikania.Jestprawdopodobnel @bserwatorzy o z p ozapactilatki do
warunkowaniastrachunafutrze demonstratoray tens p o slembnstratorzpr zen o s z N
elementykontekstuwarunkowaniastrachu,aobserwatorzywy t wa B 8 a £ goc j i

zapachuzn e g a t w avin éNstanijieMocjonalnegalemonstratoraPodobnytransfer
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obserwowanp w modelach ba d a j N pryekazywanie informacji na temat
bezpi ecpokas (infbanacje na temat zapachubezpiecznegopokarmu s N
zbieranez pyska demonstratoraa zapachdemonstratorgpozostawionyna pokarmie,
sprawia,U gest on potem preferowanyprzezobserwatoravp o r - w iz pokarmem
o neutralnymzapachyB e s s iin.,2043)

Co ciekawe,u myszykontaktz przestraszonyrsobnikiemz a b uuczerde§ i i
warunkowej reakcji strachu (Bredy i Barad, 2009) Przyczyny r - Umwipd y wu
s p o g e ctransfergna p - ¥ n i veajuskawaniestrachuopisywanemi n dymy
gatunkaminie s Nlo k o (Gasae.R - Unte me gWy n i kimnégowy j Sci owego
poziomu | 1 K obieraniainnych strategii radzenia sobie ze stresem.U z wi er z Nt
ut r zy nnhiji &c ysapohyievia 2)mdgymnikiemw przekazywaniu pobieraniu
informaciji jestt epdzycjaw stadzie(Horner i in., 2010) co mo Ubey ézynnikiem
det er mi naj Sansfernstrachumi n gognikamiib yio 0@z al e Uno Si
jest silniej wy r aaluangszy. Po d s u mo vbsgmdaged ot y cszepNacdee czne g o
transferustrachus u g e Uezj aN,a @macjonalneuz wi e mieztylko informuje
o obecnychw danej chwili z a g r o UeensiorycShr o d o wiesvkha t raene g o,
r - w n moelullje uczenies i réakcji obronnychp o0 z wa | anp 8fektyveniejsze

uni k rziafgerioadpernziyas z § o Sc i
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Rycina 1. Model s p o § e ctransferg strachu. W dniu eksperymentjedenzes zczur - w
zwanydemonstratorernjest poddawanywarunkowaniustrachu.Zarazpoz a k o Edrenagui u
jeston przenoszony powrotemdo klatki domowej,gdzie czekana niegojego partner,zwany
obserwatoremSzczurymo gWc h o dvasiwio b o dnnt Ne r p@dczagk it - obgejwatorzy

wy k a avarpst\s p o § e czzamyhcobkspl@cyjnychoraz z a ¢ h ovag] B g aelo
oszacowanieyzyka tzw.s t - j e k .

4.2 Z a r a Uemnacjomalnea uczenies ipfkezob s er wacj i

U ludzi przyjmowanie odpowiednichstrategii behawioralnychna podstawie
interakcji ze Sr o d o wisploigemnzonl/ena ¢ h opbpraed warunkowanie
klasycznei instrumentalne,ale r - wn popri¢zS wi a dkonsteuowaniehipotez
dot yc ztdgoyjakie w{§ a sdnzei a § awnjakieh warunkach p r o wadbz N
poUNd pmezjcdd n s ktuk fkudziewy k o r z ty & knibgelRwang, tzn.
skupianie uwagi na zachowaniu modela, z a p a mi B tgp w aamodziele

wy pr - b oewnengahsytuacjachBandura1971)
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Podobnezasadyjak podczasuczenias inte t @d Nthg i dvywl sjind e |
zastosowaniev uczenius ijakie konsekwencjenog\n i ee®dcjeinnych (Joineri in.,
2017;L i n d siinr, 20@8) Ludzie s Ndolniu c zgyilziac h opwaoE po ecz ny c
aosobybardziejempatycznes ¢ ® Nakichz a ¢ h sayli€{Lockwoodi in., 2016)
Uczenieobserwacyjnevy st irp wjngz ev) eimoNitm ao b s e i twuewne |
analogie mi n ducaeniems i Bod Fcs:pw JecibonyWcdln-ivespogeczny.
(Laland,2004;Olssoni Phelps,2007) Z a r - windei,jaki uz wi eabseMujes i 1,
U e=kspresjaemocjonalnademonstratorav p § yna aabywaniei wygaszaniereakcji
strachuu obserwatorgHookeri in., 2006; Knapskai in., 2007; Kiyokawa i in., 2014,
Gunnari in., 2015; Colnaghii in., 2016) U z wi e ekspdtycjanawidok, zapachiub
wokalizacje przestraszonegodemonstratora powoduje Wz mo ¢ n re& rc I n&
z a g r o (lhagaki ign., 2014; Lebowitz i in., 2015) U ma gppzebieg mimikry
uobserwatorgjest z a |l eodh yt e n s yeksprasjRmacjonalnejdemonstratora,
s u g e rpodothy z wi N doe dbserwowanegopodczas uczenias i iomi ndzy
b o d ¥ cwaminkowymi i bezwarunkowymi (Cook iMineka, 1989) Zar aUani e
emocjonalnau § a tgattinkomstadnymnabywanieinformacjioS wi eceiwen it r z ny m
i funkcjonowanievnSr o d 0o @ip s kzaletwy ni k ajubkzenjas ok or zy Sci ach
izagr oUewSraoccho,winabkcie u mi e fn trozpofhewars st an - w
emocjonalnychinnych z a i n i cnajpranad@podobnief o z vempatii. U ludzi,
przedewszystkimd z i A b & wi mmowycgrzekazywanieoraz przechowywanie
informacjioSr o d o imiys k @ Janrskp o § e cnzon(be$ bardzoprecyzyjre.
Zwi er 4nfotmacje oz agr o Uemy suk di 7 iNfAddézytywaniu st an - w
emocjonalnychinnych, poprzezferomony alarmowe, wokalizacjeitp. Jednaks pos - b

ist o precgz{Eakiej komunikacjijestw ¢ i bdrdzoma Flmdany.

4.3 Ekspresjac-Foswj Nd6redk awymni a
mi g d a g o(WeA)i gjgzoaczenie

Znakowanie b i a @-koa jest powszechniestosowanejako nar z nddz i e
mapowaniaaktywacjim - z @Konapskai in., 2007) Genc-fosn a | dolgppyg e n - w
wczesnepdpowiedzi(ang.immediateearly genes IEGs; Greenberg in., 1986) ajego
produkt - b i a §-kose lokalizuje s i wij Nd k o en- r k ¢Guryami in., 1984)

K o m- mwhkvarunkachpodstawowychma niski poziom b i a ¢HRos natomiastpo

pobudzeniujego ekspresjimRNA mo Utey fvykryte j upd 15 minutach (Curran
12



i Franza,1988; Kaczmareki in., 1988) W wyniku translacji mRNA poziomb i a g k a
podnosis iid s i Ngpwypgdsomyj Ndpoole 1,5do 2 godzin po indukcji

(Morgani in., 1987;Yangi in., 1990;K a mi @&s.k1894)

Wiele b a d wsazujena to, U endukcjab i a §Fosiw neuronachjestz wi Nz an a

z procesenuczenias iip | a st yrearonain8jkarelujezn o w o Sameéjsituacii

(Hessi in., 1995;Franklandi in., 2004; Martinezi in., 2013;de Hozi in., 2018) c-Fos

bierze, m.in., u d z w eedulacji ekspresjigen kwduj Ké wglmangaUowane
wp !l ast ysoymmpSiipowsmawaNiécs | gpdaumi i ¢ (Seklezaykdin., 2002;

Michaluki in., 2011;Knapskai in., 2013)

Mapowanieaktywacjineuronalnep i andl @ d a § ozapad neotad Na @jFosa
pozwohp @wi Na kny en o 8B ojéggojh N dzevarunkowaniemg k s pr esj N
i wygaszanienreakcji strachu,aktywnym unikaniem,s p o § e d¢ransferemstrachu,
zachowaniamiagresywnymiio p i e k u,@t a ktfdingiem apetytywnyn (Beck
i Fibiger, 1995; Savonenka in., 1999; Radwanska in., 2002;Knapskai in., 2006) W
badaniachnad r o IC&A w przetwarzaniub o d ¥ @petywtywnych stwierdzono,U e
zablokowanie subpopulacjin e u r owy- rwa U a jc-Rbs gramadzido o s §abi eni a
motywacjiz wi e do mykdnywaniareakcjiinstrumentalnep r o w a dda Adabgcip
nagrody(Lebitko i in., 2020) Natomiastw odniesieniudo b o d ¥ awemyjnychnie
stwierdzonowzrostuekspresjic-fos po treninguwarunkowanisstrachuna kontekstlub
bodziec s § u ¢ hvopwoyr - w nda mgiupy kontrolnej (Kaczmarek iin., 1988;

Milanovic iin., 1998; Do-Monte iin., 2015) Zaobserwowanonatomiast wzrost

poziomu b i a §-Koa wneuronachCeA po t e S teakeji aktywnego unikania

(Martinez i in., 2013) Po d s u mo wdulicjdllz i, a GFRossw CeA z wi N jeatn a
zprzetwarzaniez a r - waoeygtywnych, jak inegatywnych emocji, wk ont ek Sci e
ni es p o gakicszpnoygne,c z ny m.

Podwy Usmaiomyb i a gckFes wCeA o b s er wapoaddanyci
s p o § e c wanséerowi strachu (Knapska i in., 2006) sugerujei s t a tortéfi
subpopulacjin e u r owmz avr a Uemacjonalnym.D o s t fiwpchzee Stachnikij
eksperymentalnaie p o z w ank badayiefunkcji n e u r caktywawanychw CeA.

Mo Ul i wakihcdio st a romagenétyka,u mo Ul i woi karj eNssbawulbg i

a k t y wnvgbBanej subpopulacjin e u r ow czasie rzeczywistym testu oraz
konstruktygenetycznep o z w a Inavy yNvweced ekspiesiib i a§wikat § godz ugdy c h
k o nt prambtdrac-fos (konstruktyn i o ssNeckew eknacd uiy N d N pGhRX i
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ang. channel rhodopsin 2, ChR2, Swi at goiczjukjewalnas Ngewul acj i
aktywmee b dknt - - weksprésjzachodzpodk o n t prombtdiac-fos).

Bi o mpdda wa gritytoczonep o wy Wymiki weczeSnilkaq deagEc h
zaanga Uo @aAn werretwarzanie pozytywnych inegatywnych st an - w
emocjonalnychmo U nwvay s u miwd hipotezy wy j a Sn$ ialjahdstey wtajc j i
struktury ws p o § e ctmnsferee strachu. Obserwowanaaktywacja mo Uk y |
wynikiem emocjipozytywnych,z wi N z apnzyprzemwaniemizolacjis p o feg azy
pozytywnym kontaktems p o § e dub n ghoy £ wi N z emogaminegatywnymi
(wykrycieb o d F § wiwa d ¢ @zNecgyrcoht) @ n a BtraahémdW z wi Nzayku
g§ - weeemtejpracyb y vy j a S i ia & mlin épcejdEubpopulacjim e ur on - w
c-Fos pozytywnychaktywowanaw CeA w wyniku s p o § e draneferugtoachui jej

z wi Nzpézytywnymi negatywnynpobudzenienemocjonalnym.

4.4. Charakterystyka neuroanatomicznai molekularna CeA

Ci aniiog d a gooewlaitilec z o W fitzetwarzanilemociji,jes to struktura
S z c z e gdobrze tbadanapod wz g | n ddpomiedzi na warunkowe b od ¥ c e
awersyjne(LeDoux, 2000) CeA stanowig § - wuyg Szcii emjagda §odoat ego
pniam- z gcayu mo Ul é fwe kat ky avmtNreakdji Bbronnych (LeDoux, 2000)
Anatomicznie,jak r - w nfiunkcfdnalnie CeA dzieli s inac z nbSd ¢ ZQelN ang.
lateral)ic z BppSiz y Sr (CdMk, anwmMedia), r - U ns iNrofilem molekularnym
(Veinantei FreundMercier, 1997; Huber i in., 2005) Czasemwy r - @arit-awn i e U
c z 1k3d p s u (CeCr amdl capsula). CeA zbudowanejest ze Sr e dwmii eeljk 0 Sci |,
rozgagnipgosinadlicinékolgedendrytyczner e u r dGABAwergicznych
(Casselli in., 1986) W CeAwy s t ndpuulfae Un o r ekspresiié & n (Moga
i Gray, 1985; Veinante i FreundMercier, 1997; Zirlinger iin., 2001) W r - Uny c h
neuronach CeA stwierdzono, m.in., e k s p rneassj tifi p ugj eNhc- yiwermonu
uwal ni akjoN cteygkoo(ten €, i angi Corticotropin Releasing Hormong,
receptora serotoniny 2a (gen Htr2a, ang. 5-Hydroxytryptamine Receptor 2A),
neurotensyny(gen Nts, ang Neurotensily, kinazy b i a § kGaiw(@en Prkcd, ang.
Protein Kinase C Delta), somatostatynygen Sst ang. Somatostatipi tachykininy 2
(genTac2 ang.Tachykinin2) orazreceptorgpodobnegalo receptorakalcytoniny(gen
Calcrl, ang.Calcitonin Receptorike Receptoy (Kim i in., 2017) Do pewnegastopnia

14



subpopulacien e u r omh avr a k t esri yéiZ 15 jp Nwyssignibnych g e n -swWN
rozgNczne.

Kim iin. (2017) przeprowadzilia n a lekspresjig e n w ®@eA w odniesieniu
dozachaomwid ®zamytchwaEe tNy taywmenrNsayrj anINizapg Mlac N
fluorescencyjnehybrydyzacjiin situk o e k s genue-®g(powszechniestosowanego
jako n a r z rdd map@vaniaaktywacji m- z gkKimgpskai in., 2007) z wybranymi
znacznikamiEkspresjagenuc-fosb y g wi N k w €eCw aeuronachPrkcd podczas
testu warunkowego strachu wp or - wn don segji wygaszania, natomiast
w odpowiedzinabodziecbezwarunkowyaobserwowana wi i k k @ e k 8lpfose s | i
z Prkcd i Calcrl. Ekspresjac-fosb y § a w nz vei Ui k s nesronachPrked w Cel
podczassesji wygaszania,w p o r - w nda nawrotu strachu uwarunkowanegona
kontekst. Zaobserwowanor - w n wzost koekspresji genu c-fos z Prkcd, Sst
Crh/NtsTac2w CelL orazz Ssti Tac2w CeM w odpowiedzinanieograniczonyd o st N p
dopiciai jedzeniaEkspresjac-fosb y § a w nzi wei (i k & mearonachPrkcdw Cel
po podaniusubstancjip o wo d wfzlce® y t or&zevineuronactPrkcdw CeC po
podaniuchininy (substancjao awersyjnym gorzkim smaku) P o d s u mo neurgny ¢ ,
Prkcd w CeC b y gaktywowane przez b o d Fzcaeg r a Uudb jaNersgjny smak
(chinina). Neurony Prkcd w CeL b y Jaktywowane, gdy reakcje obronneb y g vy
hamowaneat a kpizezb o d F @ enu zadhowaniapetytywne Natomias neurony
Sst Crh, Nts, Tac2w Cel orazneuronySst Ntsi Tac2w CeMb y gkyywowaneprzez
b odWye wa | zaghdwaneapetytywne W z wi Nzpkouw y U subpopulacja
n e ur a4rospozytywnychaktywowanychprzezs p o g dransferstrachuz o st a g a
poddanaw s t i prralip immunohistochemicznepod k Nt mp - wy st ipowa
z kilkoma znacznikamimolekularnymima j N czyaozeniepodczasekspresjireakcii

obronnychi apetytywnych.

4.5. Oksytocynaa przetwarzanieb od Ts pwgecznych
ibod¥eéwwadachpNazgr oUeni u

Ze wz g | nadliczne doniesieniaSwi a d oz &la e g a Uaksytaayriy u
(OXY) w modulowaniereakcji strachy ale t eptkzetwarzanieb o d F o chavakterze
s poge omxmynd relinppdezass p o § e dransferugtachus t & §jainym
zg g - wrred tej pracy.
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OXY jest nonapeptydems wog tNr upt my po mi maaz dcNryj@s y n i,
analogip o j a veii @¢wllucjij uup i e r S@©umé irn., €996) SyntezaOXY
zachodziwj N d przyk®morowymw z g - (P¥N), j N d madwerokowymi j d¥ach
dodatkowychp o d w z g(Liparz ian., 1995) U s z ¢ z usyntetyzowanieOXY
zaczyna s i wdrugim dniu Uy c poatnatalnego.Na j wi nwerest gkspresji
recepoOXyrwyw t nppdezaseczesnegaozwoju kory, w okresiekrytycznym
dla ustalania reprezatacji sensorycznych (Lipari iin., 2001) OXY jest
neur opr z e k@dfekcje k ie @ m paksytacynowychoraz jej receptorys N
obecnew innych regionachm - z @Kmoblochii in., 2012) Badaniap ot wi ejejd z aj N
zaangaUwwekenaehscwaod e lzsal yShdpiro,1992; Nishimorii in.,

1996; Fergusoni in., 2001; Insel i Young, 2001; Rilling i Young, 2014; Mitre i in.,

2018) ale t ak g z wi N zzeiizetwarzaniem bod FcSwi adcz Ncych
oni ebezpi €¥ozhiedEsn.t 2009eKnoblochiin., 2012 Lahoud i Maroun,

2013;Gu z m&n2014;Hasan in., 2019)

DootrzewnowepodanieOXY us z ¢ z wzmagazachowanias p 0 § dakig n e
jak | e U ebliskoesiebie (ang. adjacent lying), at a kWggymaa dent yf i kac]
s p o § gang. sodlal recognition, SanchezAndrade i Kendrick, 2009; Ramosi in.,

2013) Iniekcja OXY p o wo d orw-avjreintengyfikaciez a ¢ h otypewgeh dla

matekp o | e g arjaddoogzeriun§ o d gogriazda(ang. maternal pup retrieval)
uszczurzyc nie b i d N cnyatkdmi (Marlin iin., 2015). OXY powodujet e U
wzmacnianiew s p o mrziwve (Nz aza § @ lo § e ¢ awersymymi zdarzeniami

( Gu z in§,M013a) Szczury,genetyczniezmodyfikowanetak, by wy r awiaf ¢ e |
recepoOXrwyvk a z ywi angkys ez aNksteaghtipodczasprezentacjiwc z e Sni e j
uwarunkowanegob o d ¥scpao § e c(zGuezgrug.n 2013b) Ferretti i in. (2019)
zaobserwowali,U eselektywne, chemogenetyczneahamowanieprojekcjiin eur on - w
OXY zPVNdoCeAz ab ur oy §o @mdcjumysze,cowy r a § esgindkiem
zainteresowania pobudzonym emocjonalnie osobnikiem. Taki sam efekt
zaobserwowanevinnymd o Swi a dunyszyzd & | eyshindynyl wi N UsN criN

zez mni e jeskzsopnrNe € je N tlao@XY w CeA (ale nie wc z i fodstawne
bocznejczypr zy Sr @d kg \wedja § o Wmiuzjagegombinowanegwirusado

CeAp o wo d u jwNastekpmesjir e ¢ e p dlaoOXY wtychmyszys powo dowa § a
natomiast odzyskaniez d o | nroo&cri- Uembci w zaatosowanymw tej pracy

t e S dMg.e RogersCarter iin. (2018) ekspozycjana zestresowaney osobnika

16



wy wo guwplréenie OXY w korze wyspy, k t - poprzez modulacje projekciji
wy j Sci oskutkajeh podchodzeniemdo lub unikaniem innych osobni k- w
wz al e Uod Svaeku. Wy j Szwiyspydoc i g &N U k o wrausaegdub
kory pr z e d c pm@jooweaagrnyt e rzadstegovvanymmg o d s asgbmikami,
z ad® ¢ z i Bdstawnebocznejc i and a d a § opw act neogunikanie starszych
0 s 0 b n(Rdgers€arteri in., 2018) W korzeOXY modulujet r a n ssnyinsajpit y ¢ z n N
iformuje pl asty eavn &8 bzachbwaniami opi e k u ¢ demit yf i kac]
s p o § €Madimilh., 2015; Mitre i in., 2016) U ludzi OXY, m.in, wzmagae mp at i i
(Hurlemann iin., 2010) at a k Wyestrza r o z r - Umii i@ ast oebahnymi
(Colonnello i in., 2013) FischerShofty i in. (2010) zaobserwowida, U epo podaniu
donosowymOXY uczestnicybadaniavykazywaliw i i kzsdzoN doooSpoznawania
emocji strachuna prezentowanychwarzach,wp o r - wml@koritreliot r zy muj Nc e |
placebo.P o d s u mo @Xv¥j Mla Jwz ma g«kis p | tub ankanie bod Fc - w
s poge cat mypibey o d evyestrzenieuwagiw ich kierunku(Theodoridoui in.,
2013)

Dotychczasowebadaniaw i N z @X)y przede wszystkim z zachowaniami
s p o § e cJedmakniedawnedoniesieniavs k a paz jald n g a (bdwveo D Xev
wCeA r - wnwe Ks p ri eyggszanie warunkowego strachu. Stwierdzono na
p r z y K@gEdmbsowepodanie OXY powodujer e d u &traghujprawdopodobnie
poprzezblokowaniea k t y wa b &g & d a § o(Mirach keirg, @005) Wykazano,
U eOXY moduluje strachi | 1 &le nie wyzwala albo nie blokujeichb ez po Sredni
( Gu z miB.n2013a) Wg b a d En@loch iin. (2012) uwalnianie OXY w CeA
redukuje r e a kzamidtaniauz wi e paprXez aktywowanie lokalnego GABA-
ergicznegoobwodu w CeL, k t - hamuje neuronywy s y § projeicie & CeM do
innych struktur. Ponadtowykazano,U 3% ztychn e u r dest aklywnychpodczas
reakcji strachui odgrywak | u ¢ z @ W J§j wygaszaniuHasani in., 2019) Podczas
reakcji strachusubpopulacjaa wykazujet ezOwvi n k $ z @ n Bgniustjaimi ner gi ¢
do CeM.

P o ds u mo praytpckbaebadaniaw s k a zOuPXN ,nie jest specyficznie
zwi N zprzemvarzanienb o d ¥ s pw § e caratzejento Uey f aangaUowana
w przetwarzanieii nt e r pnoznaitygch jb ® d ¥ csensoycznych. Nie mo Un a
natomiast wy k | u patendjainej s pecy f i mazpozoBieiposzczeg: | ny
o b wo cheuwnalinychMo Un &stt wi enmagadstawiepr zy wo g amwy tie j
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prac, U eOXY jest z wi Nza k a p ri g 8 iniN ifeakicjNstrachu, jak r - wni e U
zinte r p r entaapcq yNw alj oNcc ¥y doubmeniems i mowych z a ¢ h opo@zée
obwody w CeA (Knobloch iin., 2012) jak r - wn zoeddN walencjibod Fc - w
S pogde mapozomiec i anj g d a g o(lReardttie ig.,02019) oraz kory wyspy
(RogersCarteri in., 2018) W S wi éythlinlrmacii, postanowion@e b a d a DXy

Ws p 0 § e dransfgraestrachu. Postawionoh i p o tU@Q@X¥ ,moduluje transfer
strachu poprzez o b n i Uppziome | i kuobserwatora,at a k Wzenaga u wa g fi
obserwatorawobec s p 0 g e clz m ¢ £ dtakish jak: pobudzenie motoryczne

demonstratorderomonyalarmoweorazwokalizacje.

4.6.Neuronywy r a UazynNikiewa | nikajrNcyyk ot r op i
(CRF) w CeA

Czynniku wa | n ik @jr N ¢ ¥k GRF,arg.icamtidotropin releasingfactor)
to neuropeptydi hormonz wi Nza d y o wi oegdnizinuva stres Stymuluje on
pr zy sdodiwalniania hormonu adrenoketykotropowego, s t a n oovad i
p o d wz grzysadl@nadnercza(HPA, ang. hypothalamuspituitary-adrenal axis).
Podwp § y we& m n nstrédsowychCRFjestwydzielanyprzezj N dorzykomorowe
(PVN, ang. paraventricular nucleu3. Jego uwalnianien a s t it p uwjne ienich
strukturachm -z ,gruin., w CeA. Wykazano,U eubpopulacjan e u r cCRFwW\CeA
odgrywa kluczowN r o wiiczenius i ifekspresji pasywnychi aktywnych strategii
radzenissobiezz a g r ani{Mceall ein., 2015;Fadoki in., 2017;Sanfordi in., 2017;
Asok iin., 2018; Evansiin., 2018) Uczenie s i neakcji strachujest z wi Nz an
zz al e OdaktywndS cwizmocnieniemprojekcji zj N doodatawnebocznegoc i a § a
mi g d a § onaredrayBF~/SOM+w Cel, nhatomiastvygaszanigp a mi stiachu
wymagawzmocnieniaprojekcji na neuronyCRF+ (Hartley i in., 2019) Manipulacja
optogenetycznaa kt ywno8oar NECRFvwCeA pok azd¢@sNone
odpowiedzialneza wzbudzaniea k t y w matoycznejw odpowiedzinaz agr gUeni e
np. ucieczki w paradygmacie aktywnego unikania podczas prezentacjib o d ¥ ¢ a
warunkowegoEfekttenjestz wi N z amowaniensubpopulacjiSOM+ (Fadk i in.,
2017) Kiedy z a g r ojésebliskieeneuronyCRFi n i aktywijedtrategiema j Nec e
celuu ni k nz angeri oBveumsiiing, 2018) agdy z a g r ojéseondi | eepwriug N
one aktywrN eksploragp (Kim iin., 2017) U z wi e nig péddanychtreningom

awersyjnym a kt y wn e 8 f o @GRFw promuje zachowania apetytywne, np.
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ekspl &r adjpiwposauawaniup o Uy wiKémiiing 2017; Hartley i in.,
2019)

Pods umo neurpnf €RF wCeA p o Sr e dwpiomawahiu aktywnej
eksploracjiSr o d o wia & k dirkaniekstui uprzedniegod o0 Swi a dosobnéka i a
orazw p § y wacaenies i ré@akcji strachu.Podczass p o § e dransfergstoachu
obserwujes i piibudzeniemotoryczneéiwy st fpawa h imeeae@& i aryzyke y ¢ h
z anSa s t fignia &y e Swarunkowaniastrachy obserwujes i sfybszenabywanie
reakcji strachucomo g §w iy a z yaw @ la n g a (suobpopuiacjE€RF+w CeA
wz ar a Usnocjomalne W z wi Nzt#ym jednym zc e | ey pracy by § o
scharakteryzowanisubpopulacjiaktywowanejprzezs p exajy transferstrachuw CeA

w kierunkuz a a n g a theewar nGR&+.w

4.7. Obwody neuronalnews p - g d prizeglh @mch c e
ocharakterzes pogecrzinggsmpogecznym

Wydajes i Gigrzynajmniejc z i Sch odv® g e § s dNizetwarzangrzez
te same obwody neuronalneco b o d FTocharakterzen i e s p o g(@Ilssanm ig.,m
2020) U ludzi obszaramin a j ¢ z a@aaymivik o n t e dd@wiédeina emocje
innych's rzedniakoraz a k roibtr ui(@ng.anterior cingulatecortex ACC, Singer
i in., 2004;Lavini in., 2013; Lockwood,2016)orazkorawyspy (ang.insulalub insular
cortex INS, Wicker i in., 2003; Singeri in., 2004; Lamm i Singer,2010; Kaneli in.,
2019;Li iin., 2020) Badaniaprowadzonena gryzoniachp r z y npodmlngegultaty
dlatycho b s z anr z Wis.z ¢ z uzasowadezaktywacjadACC blokujemo Ul i wo S
odbieraniainformaciji od partnera Zaburzenieto ma r - w n iweofdy w p § ynav
partnera,k t - niey o s poddgnyfarmakologicznemublokowaniu ACC (Han i in.,
2019) DuU@az n®é ur omAC® reagujez ar - wadawasbezpoSredni e
pr z e Uybw ajakii podczasobserwacjireakcji na szok innego osobnika(Carrillo
iin., 2019) co sugeruje mechanizmws p - § d zs ted nemetj@alnychprzez
szczury. Stwierdzonor - w n U evdmodelu obserwacyjnegouczenias i girachu,
obserwatoruczy s i asocjacjip o mi fibdozdy¥ evarunkowym ar e a kna $zbk
demonstrator&Twining i in., 2017) Natomiastw modelus p o § e dransferugtrachu
interakcjaz pobudzonymemocjonalnigartnerenmu g a tp w it a i nabyveamieeeakcji
strachu(Knapskai in., 2010) PonadtodaneuzyskaneprzezHani in. (2019)sugeruN

U euprzednie warunkowanie strachuuo b s e r w gpowoduje wnich dodatkowe
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wzmocnieniereakcji zamieraniapodczasobserwacyjnegaiczenias i réakcji strachu,
aefekt ten jest specyficzny w stosunku do zastosowanegdreningu. Przytoczone
powyddmes uge UdjeN,p o Sis @ o 1§ ievarankowaniestrachu opartejest,
przynajmniejc z i S ¢ d tassanegbwodyneuronalne.
Korawyspy,as z ¢ z e igj-ptzediiae z A(Al] ang.anterior insula), bierze
ud z iwgrgcesachz wi Nz azprgetwlarzaniemstanu we wn i t rvwgaesgnoe g o
organizmuorazi nt e r pstaneitngchg N-zbw,i Nz aenremagitammi Singer,
2010) W s z ¢ z e g -zdolsenBowanow i 1 k 8 k Ny wkony jwiispy uos - b
uzyskuywWN0Osvgyk wt e Saviesa,o c e n i appzm egmpatiibadanych
(Jabbiiin., 2007) U d z kaaygwyspowejjestt edJz fi symienianywk ont ek Sci e
badmdivs p - § d z iovbdamiwudzi (Keysers Gazzola2009,2010;Keysers
iin.,, 2018) Aktywacja kory wyspowej podczas obserwacji twarzy innych os - b
pr z e Uy wadczNaiatakichjak ws t piitz,y | e aetak3 db,- pojawias i 1
w tych samychobszarachk t -wieNgJiNsobistymd o Swi a d obsewaiora m
(Jabbiiin., 2007; L i n d sitinr, 2008) U s z ¢ z uRogewCarter i in. (2018)
h a mu jopgtbgenetyczniek o rwyspy, zaobserwowalio b ni (paoreN erdonecj
wchodzeniawi nt e rzadsteegowanymmg o d s aspbmikamioraz odwracenie
wzorca interakcji ze starszymiosobnikami- testowanez wi e rpzrfzteas tichwa g y
uni kkarh wyspyjestwi fp@awdopodobniz wi Nza o awalncjibod Fc - w
S p 0 § e cppdobnigak mato miejscew przypadkub o d Toi- s pogecznych
Stworzeniemapyp o § N akpyen§Ehpodczass p o § e dransfergstoachu,
wszczegplbgol &G ENS, mo UkaWwg | N dharaktertego rodzaju
interakcjis p o § eis £ B ap ovd $ doadalsizegofunkcjonalnegdadaniaroli tych
p o § N MapeviEnietakieu mo Udtieplb r - w akéywacjien - z greezbodziec
spogeSwmnwydcazNacgyr o (kelmisu f pw literaturze doniesieniami
o przetwarzaniuawersyjnychb o d ¥ m+ w s p o g Blatego W minejszej pracy
postanowiono o p i spaol§ N ¢ Zuskujonalne CeA aktywowane przez strach

przekazywany pogeczni e.

4.8.Z a r a Uemaocjomalnea zjawisko empatii

t yciwe@rupie spogdgeeophnajpsiigvewolucji wwielu taksonach,
przej arw-i Gppadmy z § o U o I peSspektywy przetrwaniai adaptacji do

Sr o d o westst& ajawisko korzystne iwp §y nna g o z wi nrozmaitycke
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me ¢ h a n iodpowiedzialnychza przetwarzanies t a remogjonalnychc z  on k - w
stada.Zachowanigp r 0 s 0 p algdziovi Nesaer d o | noolcGuwans t an - w
psychicznyctinnycho s -émp aetnioN j dDeeelyiinN2016) Ni e k tadaniae
sugebajdN]| dowSip - § dastarmiémeajonalnegprzezgryzone (Church,

1959; Bartal i in., 2011) i szympang (Wechkin i in., 1964) s Nvarunkiem okazania

pomocy osobnikowi, k t - prryz e (dyskomfort. Obserwacjete ws p i ehri @joN e z i
ows p - | ppchadzenidilogenetycznymzjawiskaempatii (de Waal i Preston,2017)

iumi e s zzcazraaj @matjonalnew hierarchii rozwoju p o mi faduztyo mat y ¢ z n N
mi mi dermyp aptoizNh awc z N.

StephaniePrestoni Frans de Waal zgproporowali model teoretyczny,k t - r vy
opieras i n& mechanizmieb e z p o S r rragawan@siaou behawioralnegdnnego
osobnikanaw § a seprezentacjéegostanu(Prestoni de Waal,2002) Mechanizmten
nosin a z WAM (ang. PerceptiorAction Mechanism i stanowir d zdta@y Us z y ¢ h
warstwmodelu,p r o w a d zd\empati dpartejna procesactkognitywnych Model
ten (zwanyt entbdelemmatrioszkj Ryc. 2) s k § a tzéirzechwarstw. Najbardziej
we wn it zwarsta obejmuje z a r a Uemocjomalneia ut o ma tmyi crd rkN i
( s y nc hr mimiki,zwelaljzatiji, pozycji c i a g a c hpoowi 1 dozopnikami).

Mimikra mo Upeo m -olsserwatorowiw p r a wi d @roypisamu walencji emoc;

jakie p r z e Udemoastrator,j e d n anie Jest wy st ar oda &ch Ned nego

ws p - § d Zliaied) 1674)i Zaa r a @motjonalngestwi fiuewy OskoM st r uk cj N
e mo ¢ j oknta-tradbeyd wi N zra-n@nrgdaajamimimikryimo (per owad z i |

do bardziej skomplikowarych proces w empatyczych. Najbardziej z e wn fit r z n N
iz aawa n svaw & propwanowanegoodelustanowiempatiapoznawczgPreston

i deWaal,2002) Model PAM z a k laed @1, a Braonjonalnenie podlegakontroli.

Badaniap o k a pdnpkNJ eczynniki takie jak konteksts p o § entazjw\y § yav

wy s t N p tegozjawiska (Hessi Fischer,2013; GonzalezLiencresi in., 2014) U

ludziu mi e j Drzejmovahigperspektywyrozwijas i p czwartymroku Uy cdoa
sugeruje,U empatianie jestwy § N cwzr noidez adroN n arSiced Kkiej elengnty

rozws jwip-NFni eJjyscgrawappodobnigoprzezuczenies i, mapodstawie
interakcjizeSr od o ws p k § e gAdaiphsy2001; Lanei in., 2010; Faddai in.,

2016) W oparciuomi mi deieckonieustamie uczys i nowychs k o j anozavig E

zdol noBaf e Tavareyszy temu dojrzewanie o b s z apr avedcz o §owy C
izwi nkgns tpe$IiNcemvevdchw przedniejc z A Sa& k ro b tr ui(Gogtgy
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i in., 2004) Gdy m- zdpjrzewa,zgromadzonaviedzazaczynas § u jdkpivs k a T ni k
do dalszychd z i aNgtan@&astw wiekud o r o sninikrmmo Jeuniébr aldzi agu
w uczeniuobserwacyjnyni p e §madzdjf u n kad ji fi i (lakiryi Chrafitand2003)
W okresie ni e mo w | mimikram najprawdopodobniej stanowi wi i formn
komunikacji emocjonalnej ijest prekursorem rozwoju wy Us zydlb|l noSci
poznawczychw tym empatii.

Pods umo wu g Bagprawdopodobniejposiada wrodzone mechanizmy
spr zyywwas$ NN gjanskaautomatycznanimikry, k t -srt ea n podstaMydla
rozwoju z a r a Uemocjormlnego.Na st i p n £ e $tantemocjonalny zostaje
przetworzony przy pomocyn a r z gozhawiczychWc i jdhaknie jest jasnejak te
procesyp r z e b inempaomiE m- z g o Wyiete. ostatnichd o n i ena fereatE
z a ¢ h opwaod® mycly egryzoni stanowi impuls do przypisywaniaz wi er zint om
wy Us myptpwacji (BenAmi Bartali in., 2011;Panksepp Panksepp2013;de Waal
i Preston,2017) j e d n dl&pUeed nzeogumieniaopisywanychzjawisk nieodzowne
jest poznanie neuronalnegomechaizmu z a r a Uemnocjoraminegos t anowi Nc e g ¢

pods toawjiwy Us Zoynrcempati.
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Przejmowanie
/ perspektywy

Empatyczna
troska,
rozumienie
emocji innych

Zarazanie

emocjonalne,
automatyczne
przejmowanie
stanow innych

Rycina 2. Teoretyczny Model Empatii PAM (ang. PerceptionrAction Mechanism za de

Waal,2008;de Waali Preston2017)

23



5. Celepracy

Gg - wnoglem tej pracy b y gzbadanie funkcji o b wo dnewonalnychj Nd r a
Srodkewenga daj o@atzagn ga Uwwa o g erensfersyrachu
Sformujpawa meeles Nezeg- owe :

1. Zbadanienaile subpopulacjan e u r aHkospozytywnychw CeA wzbudzana
przezs p o § etrarsferytrachujest t o Us apnoap u | paochj uNd przen N

b e z p o Swarrkowanéstrachu.

2. Zbadaniefunkcji n e u r aHrospozytywnychw CeA, w znanychwarunkach,

wo b e c mpartBecajakt epbdczaseksploracjinowegoSr od owi s k a .

3. Zbadanieczyi w jaki s p o siwalmianieoksytocyny(OXY) w CeA modulje

S p o § drangfersyrachu.

4. Scharakteryzowanitunkcjonalnychp o § N € e EomCeAwaktywowanych

przezs p o § drangfersyrachu
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6.Mat e ri metagly
6.1.0pis wykorzystanychz wi er z Nt

W eksperymentactvykorzystancsamceszczuraszczepuNistarstadaCmdb: Wi
zhodowli Centrum Medycyny Do Swi a d cUnaversytety Medycznego
wBi a gy mswiekulodd do6 mi e s ordzszgzurytransgeniczn®SD95:Venus
wwieku od 4 do 6 mi e s ikft ¢ yr hoagowla prowadzonab y gva& wi er z At ar n
Instytutu Biologii Do Swi a dw Waskawie.) z wi e PSD-8btVenusekspresja
konstruktu jest kontrolowanaprzez zmodyfikowany promotor genu c-fos i widoczna
tylko w pobudzonychneuronach.Sekwencje3'UTR Arc oraz PSD95 p o wo dlig N,
konstrukt jest obecny wciele k o m- riklendrytach wokolicy z ak o E&czeE
synaptycznychab i a fepoxeroweVenusu mo U | ziokalizavanie aktywowanych
k om- ( £ kc zopisanod Knapskai in., 2012).

Zwi er ziotsa spwo dobrane wpary, an a st n pnmeszezone
w standardowychklatkach domowych (59,5 x 38 x 20 cm), gdzieb y @rzymanedo
k o GEekaperymentuw cyklu 12 godzin S wi & 42 godzinc i e mnzeSdia,gy m
dost idp wody oraz p o Uy wiSeaauryd.y §pszyzwyczajanedo obecno Sc i
i dotyku eksperymentator@rzez 14 dni. W k a U gaezpjedenzes z ¢ z wro-sw a §
losowo oznaczony jako demonstrator, adrugi jako obserwator. Wszystkie
doSwi ad ewykonzistaniem z wi e rzd\s t @rgeprowadzone zgodnie
zregulacjamii za z g o tLNkalnej Komisji Etycznej do spraw Do Swi a dac z e

Zwi er zviMarazawhe.

6.2. Testy behawioralne

6.2.1. Spr zviykorzystany do przeprowadzenia doSwi adcze E

behawioralnych

Klatki do warunkowania strachu. Warunkowaniestrachus z c z udemonst r at or -
b y praeprowadzanev klatkach do warunkowaniastrachu5 1 c@gu d @ 51 ' m
(szer d ko & § wy s o Kirm$ Panlab podzielonychna dwa pr zedzi agy
odseparowan@ e r f o rmoew aan3Nc w I 1© N Aatanei tylne z 0 s twykgngne
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z nieprzezroczystegaczarnego pleksiglasu, adrzwi umieszczonena froncie klatki

z 0 s twgkgngnezp - g p r z e z pleksiglagusStfievgykonanoz aluminium. Na

g r znad k a Udzpm z e d zzinaadj - dws W ddJaykowe zamykane drzwiczki
wykonane r - wn  péekbiglasu W obydwu komorachz naj d sw@gd goga
wykonanaz 18 metalowychp r A t(3 mm Sr e d nPiocdyglmyg@a d § Ndaz o n a
generatorgp r N(Hamlab)k t -droys t eodziectevarunkowyang.unconditioned
stimulus US) w postaci szoku elektrycznego(0,91 mA) podczaswarunkowania.
Bodziec ten b y Kplibrowany przed p r o ¢ eddouS wN lardWrzrat klatke oraz

p o d ghoyg@ryszczonaoztworemdetergentypomi n dpogedurami(t. pomi nd zy
kaUpg®#&rzNvi e rKiatka do. warunkowaniastrachu b y gantrolowana przez
oprogramowani&HUTAVOID (Panlab).

Aparat do badaniainterakcji s p 0 § e mterakejgs p o § ené¢ 21 mbzauramb y g a
badana w pomieszczenius Nsa d u j Ktygny, nwk t - r wamunkowano strach.
Pomieszczenid y @dizolowaneod siebietak abyo ¢ z e k obpeNvatgmies §y s z a §
wokalizacji demonstratoraw czasie warunkowania strachu. Klatki domowe b 'y g y
umieszczanew b i a gbeidowie (42 x 62,5 x 44 cm) zbudowanej z drewna,
zapobi eugiecicdzcveije rnneddkcja rejestrowanab y ap o mo kaery
umieszczonep k oXP@cm nadk | a d & Mo ovdd programuWinTV (wersjave,
Hauppauge}y a p i s pljkiM éogmacie*.mpg.

Aparat do badania eksploracji. Test eksploracji z o s przegrowadzonyw klatce
owymiarach100cm( s z e r »10@cB{ ¥ § u g 408rh() wy s o wyka®Bdnym

z szarejsklejki. W jednymroguz n a j dsa sfemygznieo Swi edbdzaraSyr edni cy
ok o omnadk t - rzawieszond a msk fa n o Wi N& do asStwj aa.t Jomi er :
umieszczonywtak o S wi e tobszanzgms k a z § we @35ilxoW drugim rogu

znaj ds ikirgyaj zbudowanaz 3 szarychS c i amykerianychze sklejki, na
planiep r o s t (bOkmi\kt1% cm) przymocowanyctdo pomalavanejnaszarop § y t K i

$ wi ampgnoeszczenilb y @roygaszondok. 40 Ix). Schematparatuznajdujs ina

Ryc. 3.

26



schronienie

swiatto

Rycina 3. Schemat aparatu wykorzystywanegowt e Seksplracji. W pomieszczeniu
eksperymentalnynp a n ova @ mwéewymg - r nrggmaparatuumieszczonoS c i a n ki
schronienias t a n o wpuhkt:smrgpwytestu W prawymdolnymroguumieszczondr - d g o
Swi g t0gkdat geog wi e tsfergcgnijbbsearoznaczonynaschemacié i pr Ker y wan N.

6.2.2.Przygotowaniez wi edod NtSwi adcz e G

Dor o safhee b y ghpdowane w parach od momentu dostarczeniado
zwi er 4BDt akrarUmvei ezparyb y psowooznaczangakoAd e monst r at o
lub Aobs er w&d kilkuddniach aklimatyzacji z wi e wndwym miejscu,
rozpoczynano s e r sesji przyzwycajania (habituacji) do o b e ¢ n pdStyki
eksperymentatord, r wa j dk.cSymintdla k a U daeyj codziennieprzez 14 dni. W
kolejnych 3 dniachz wi e rpzyzwyezajanodo transportu,przebywaniaw pokoju

eksperymentalnyrmoraz do 10 minutowych separacji,kt - r e wna @&ty wsai gy
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w pokoju eksperymentalnym W sesji 10 minutowe] separacji demonstrator
przenoszonyb y @o czystej, pojedynczejklatki ze Swi @GN - W kyid czasie
obserwator p r z e b wklatagg® domowej, zk t - ruesju n ipfotka yiwid - r N
umieszeono w obudowiez a p o b i eugiecjkdhcRoj10 minutach demonstrator

Wr a c d@g obserwatora, klatka b y § wysuwana zobudowy, przykrywana

I transportowana powrotemdo pokojuhodowlanego.

6.2.3.S p 0 § etrarwfarytrachu

W celu przeprowadzeniad o Swi a dabgemvatdor ademonstrator byli
przenoszeniw klatce domowej z pokoju hodowlanegow z wi e r zdo tpakojun i
doSwi adc Kast nademanstratorb y dvyjmowany zklatki domowej i
w osobnympomieszczenigpoddawanywarunkowaniustrachulub, w przypadkugrupy
kontrolnej, przenoszonydo nowej, osobnejklatki, tak jak podczashabituacji do
separacjiNatychmiastpoz a k o (Edrensagub vow k § a @& powrgtemdo klatki
domowej,gdzied o ¢c h odbx ip ® g e dransferugtaachu,lub, w przypadkugrupy
kontrolnej, mi a Miejsce interakcja po separacji. Po 10-12 min. od powrotu
demonstratorado klatki domowej,wz a |l e Usdad®Siwi a dzwieenrbzyijtya
transportowanedo z wi e r Zub fedno nwi ezmaryib y gpaddawanekolejnym
testom behawioalnym. Zachowaia analizowae podczas interakcji spogeczne|j

wymienionow Tab. 1.

6.2.4.Kontekstowewarunkowanie strachuud e monstr at or - w
W dniu eksperymentu demonstratorzy umieszczani byli w klatkach do

klasycznegowarunkowania strachu (Panlab), gdzie po 1 minucie ekspozycji na

otoczenieklatki, n a s t N ppodarsedOob o d ¥ bezwarunkowych(US) w postaci

szoku elektrycznego(ls, 0,91mA) wr - wn g d B t fcpasovycht r waj B9c y ¢ h

sekundW mi n pdapddaniuostatniegdo o d Hesmanstratowyjmowanyb yzlatki

dowarunkowania natychmiasp r z e k @gakldtki doypnowej.s c i mpnoyd gkiatgi a

by dd/o k g amhytei reztworem detergentu, osuszaneb a we § n i caystymm,

r N ¢ z narazregelanniewietrzonemi n destgmi.
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6.2.5.Testeksploraciji

Podczaskspe y me roptogenetycznyckesteksploracjin a s t N @ lo a?2d @
godz. po zainicjowaniu ekspresjii woudowywaniawb g ok g m- r kneewe on - w
konstruktl c-fossChR2 ( s z ¢ zwergzdzj6y4.) k t - re&sgresjab y gvabudzana
poprzezs p o § erarsferstrachulub, w przypadkugrupy kontrolnej,i nt erpa k cj n
k r - tskparacjiTestyp o wy (pwadzond y §aszczurach obserwatorachw
przypadku t e s tb avd aj Necfyeckht y wansfédu strachu us zczu+ - w
demonstwaob&wi a badean Wucly@iY wCeA s z ¢ z avgozdg.y
6.6) testn a s t N patyehmigstpo 12 minutowej interakcji s p o § e (ransfeez¢
strachulub kontrolnejinterakciji). Test eksploracjip o | enguwmieszczenilbadanego
szczura w opisanym w ¢ z e Saparagig zaprojektowanymdo badaia z ac h owa &
o charakterzeocenyryzyka W punkciestartowymszczurumieszczanyp yzzSci an k N
schronienia,umieszczonegow zacienionym obszarzeeksperymentalnymW grupie
o0 b s e r watynwlowamychoptogenetyczniez wi emizaifaminut (cztery 3-
minutowe okresy,z a ¢ z y rs a jipNocgeczwwyi e odoResuON, a up o § cod' y
okresu OFF) na e k s p | olbszart ¢ksperymentalnegoW przypadku testowania
demonst szeztiro r wmd aedJz testad@imieszczeniaa S ¢ i schrdhienia
inae k s p | ataczermamn & Ginut W analiziebehawioralnejestubraneb y gogd
u w a gadhowaniavymienionew Tab. 2. Aparatb ydjo k § azd/seczenyp o mi ndzy
kolejnymi testamizap o m o76%roztworualkoholuetylowego,a pomieszczeni®d y § o

wietrzone
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Tabelal.Listaz a ¢ h amabz@anyclpodczasnterakcjis pogecznej .

Nazwazachowania

Czyszczenigang.allogrooming

Opis

Czyszczenie s i e r &ugiego

osobnika

Eksploracjaklatki (ang.cageexploration)

Eksplorowanie p o d § o Scai
klatki

Pr z e c z o9 idangrceawlingg

Pr z ec z o 8§ ¢gpdadvdrugim

osobnikiem

Przekopywani€ang.digging)

Przekopywani& c i - § K i

P o d N {{amgfollewing)

P o d N Gadnugireosobnikiem

Mijanie (ang.passingby)

Przechodzenie obok drugiego
osobnikanakierowanena kontakt
(w okolicachbrzusznych)

Zachowanig r 0 s p o(@ng.resncel

Pozytywny odbiir z ac hc
S p 0 § e cdrugiggo bsobnika
(np.pozwolenie na czyszczenie

s i e prZ®znhegoszczura)

St - (pnkg.rearing)

Eksploracja otoczenia poprzez
stawanie na tylnych g ap
(tzw. st jki)

Czyszczenis i(ang.selfgrooming

Czyszczenisv asnéegga

ObwN ¢ h i w a nokotic odbytowe

genitalnych(ang.anogenitalsniffing)

ObwN ¢ h i wokolici ogbytowo

genitalnychdrugiegoosobnika

ObwN ¢ h i wakali¢ @ § o apg. head ObwN ¢ h i w aokolice g § o

sniffing)

drugiegoosobnika.
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Tabela2. Listaz a ¢ h awatz@wanyclwt e Sekspleracii.

Nazwazachowania Opis

Eksploracjaaparatu (ang. field _ L _
Przemieszczanie ip@aparacie

exploration
Ucieczka(ang.run) UcieczkaodS wi a6 § a koyp wiki
Unikanie(angevade Czasspndwhnyj) - wce

_ o Eksploracjaotoczeniapoprzez stawaniena
St - (pnk.rearing) . o
tylnychgd a p @zw.lst: jki)

. Tkwienie w bezruchu poza obszaren
Bezruch(ang.quiescence _ _
Kryj- wki

6.2.6.Analiza komputerowa uzyskanychdanych behawioralnych
Nagraniawideo ze wszystkichinterakcjis p 0 § e cpzeagatizbwano

w programie BehaView (wersja0.0.16; P a weRpguszewski, dost npny

w Internecie:http://www.pmbogusz.net/?a=behavien) d e n t ywybrdnycle j N

z ac hobadarfichs z c z v -bw e r wdTal 1; -Kmapskai in., 2006;

Mikoszi in., 2015) W programietym analizowana - w nzachdwaniz wi er z Nt

podczas testu eksploracyjnego(Tab. 2). Progam poz wallziyg kia € z b i

e pi z oodaz gzas trwania k a U d aghowania.Osobapr zepr owadz aj |

anahiezmgpgaynalzevl redogrdyitt o Swi adczal nych.

6.3. Analizy immunohistochemiczne

6.3.1. Przygotowanietkanki m- z gowe j
W 90 minutdo 2 godzinod z a k o (Edestebehawioralnegoszczurom
podawanoS mi e rd aew knétbitalu (133,3 mg/ml pentobarbital sody 26,7
mg/ml pentobarbital) r 0 z ¢ i e (EtOzrazy rezmorem soli fizjologicznej
(0,95 % NaCl, Polpharma) W kolejnym kroku wykonywano per f uzj n

umi es z wiewej Romorze sercai g i, 8 I Mifam, e st Aipi onym
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k o (Ec @amrpzcinanoprawyprzedsionekN a s t rfwpompogrywand00-250
ml 0,1 M zbuforowanegaoztworu soli fizjologicznej (ang. phosphatebuffered
saling PBS, Sigma),anags n p 800250 ml 4% roztworu paraformaldehydu
(PFA, POCH) opH = 7,4. Otrzymanem- z gadzostawianona noc w 4%
roztworzePFA ( 4 Udpizezkolejne4-7 dni przetrzymywanav 30% roztworze
sacharozySigmalub BioShop)w PBS( 4 UBy) .z y snkaati edo baavignia
immunohistochemicznegm - z lyy §ryytwierdzaned e z p o Sdo stalikadoo
krojeniaprzyu Uy médiumdomr o U &anekél eica)i zameaU a 1136 min, -
20U0U€p -, Treii eju 8y c kriestatu (kriostat Uy | e t LeicaxCiyl 1859,
Leica)naskrawkiw p § a s z ckarondnejik @ Uocgyr u b4D8 mT k a & fi
analiz przechowywanow roztworze krioprotekcyjnym w -2 0 U plastikowe;

p Jy tlxdeo § k o@range Scientific) wtaki s p o sbybwk a Udg ong k u
znaj doiwakikas kr awk - w.

6.3.2 Immunohistochemicznadetekcja ekspresjib i a ¢Hos

Wybrane skrawki p § u k & noztworze PBS (ang. phosphatebuffered
saline. W kolejnym kroku inkubowanoje w 0,3% roztworze nadtlenkuwodoru
(H202, Sigma; 10 min, w temperaturze pokojowej) wPBS (10 min,
w temperaturzgpokojowej).N a s t rskrawkiiekubowanow 10% NGS w PBS
(1 h, wtempeaturze pokojowej). Przez 2 dni, inkubowano skrawki
zprzeci Wwdiea dvesm o rwzytkd oywyahiNecGfoe( pr zeci weci a
kr - | iIABEz467, Millipore; r o0 z c i ie EE0D® w roztworze 1% NGS
w PBST, w temperaturze4 U Orzeciego dnia skrawki p § u k & noztworze
PBST, po czym inkubowanoje w roztworzep r z e ¢ iwyckir aygwealj iNa & kya
kr - | iskomiugawanegozb i ot (ym Nz e c ikozie, i BA-40D0, Vector
Laboratores; r 0 z c i e EE0DB® WPBS W nas t rkpon eejj thlo&Smr Kk i
p g u k3% coztworemPBST i inkubowanow roztworze ABC (zestawABC-
HRP, PK-4000, Vector Laboratories; 1 godz., w temperaturzepokojowej).
Skrawki ponowniep g u kvaRBS (3 razy 10 min, w tenperaturzepokojowej)
oraz barwiono w roztworze diaminobenzydyny mocznikaz zestawuSigmafast
(ang. diaminobenzidine DAB, D4293). Po d o k § a aviy y ©§ u kwaPBS, u
skrawki barwionoprzy pomocyzestaww/IP Peroxidas€HRP) SubstratgVector
LaboratoriesSK-4600).

32



6.3.3. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji b i a ¢-&ds

I Venus

Wybrane skrawki p § u kvarozoworze PBS. N a s t finkubowanoje
w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru (H202, Sigma; 10 min, w temperaturze
pokojowej) w PBS (10 min, w temperaturzepokojowej) W kolejnym kroku
skrawki inkubowano w 10% NGS w PBS (1 h, wtemperaturzepokojowej).
Na s t fppzezéd @ni, inkubowanoskrawkizpr zeci wecieageamor zndow
wykrywapNag#as ( pr z e c ikwoe il dABE457, Millipore;
rozci e (EN@poazzpr zeci Wwdiea vsm o wx kd ywyam Ncy m
b i a &kPo(ang. green fluorescentprotein p r z e c i mysie, KIAB8580,
Millipore; r 0 z c i e (E50Q@) e mitworze1% NGS w PBST, w temperaturze
4 U®.i Ntodnig skrawki d o k § apdgnui kea nozbworze PBST, po czym
inkubowano je wroztworze pr zeci wgk agwajbNagdga | i cze,
skoniugowanega b i o t(ypnr N e ¢ komies BAa1§00, Vector Laboratories;
rozci elEHBOWpvPBENa st it krnipeg o kOa3% mztworemPBST
i inkubowano w roztworze ABC (zestaw ABC-HRP, PK-4000, Vector
Laboratories;1 godz., w temperaturzgpokojowej). Skrawki ponowniep g u k a n o
w PBS (3 razy 10 min, w temperaturzgpokojowej) oraz barwionow roztworze
diaminobenzydynyi mocznika z zestawu Sigmafast (ang. diaminobenzidine
DAB, D4293).Pod o k g am dn iy kna PBIS,8krawkiinkubowanow roztworze
przeci wyika § ava jbN caefghysie, skoniugowanego zbi ot y n N
(pr zecimyse,i BAPO20, Vector Laboratories;r oz ci e &M ni e
Nast nsgrawkie g u kK \aPBS8T i inkubowanow roztworze ABC (zestaw
ABC-HRP, PK-4000, Vector Laboratories;1 godz.,w temperaturzgpokojowej).
Powy p g u kv 8BSiskrawki barwionoprzy pomocyzestawuVIP Peroxidase
(HRP) SubstratéVectorLaboratoriesSK-4600).

6.3.4. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji b i a ¢-€ds
I OXY

Wybrane skrawki p g u kvarnzeworze PBS. N a s t finkubowanoje
w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru (H20., Sigma) wPBS (10 min,

w temperaturzepokojowej) W dalszejk o | e j skraw&idiokowano w 10%
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NGS w PBS (1 h, wtemperaturzepokojowej). N a s t nppezi4 &olejne dni
inkubowanoskrawkizp r z e c i Wwa iea dves m o wz ik o o walni Nacgykno
cFos ( pr zec kwe i #&@sa santaCruz;r o0z c i e ELOD® araze
zprzeci Wwdiea dvesm o wzykd oywya®XN ¢ yom z e ¢c mysie,i a § o
MAB5296, Millipore; r o0 z c i e Et0D® wPBS, i n k u bpeowagdzono

w4 Uei N tdeiagpkrawkid o k § d rzie @ FvuoztaanzePBST,po czym
inkubowano wroztworze pr zeci woika & ava jbN caeggkoa- | i ¢z e,
skoniugowanega bi ot ¢ p Nz e ¢ kone BAal§0D, Vector Laboratories;
rozci e EOIOpMPB®Na st it gknaipeg @ kvaRBST i inkubowano

w roztworzeABC (zestawABC-HRP, PK-4000, Vector Laboratoriesprzez1 h,

w temperaturze pokojowej. Skrawki ponownie p § u k & RRS, po czym
barwionow roztworzediaminobenzydyny mocznikaz zestawuSigmafast(ang.
diaminobenzidine DAB, D4293). Po d o k g a ¢ @ w h aviPBS, skrawki
inkubowano wroztworze pr z e c i wwyika gyaw a j tNic & (phaee,
skoniugowanega b i o t(ypnr Ne e ¢ komie; BAa9910, Vector Laboratories;
rozci e 5@k Mias t 1 gkrawke p § u k aviPBST i inkubowano

w roztworzeABC (zastawABC-HRP, PK-4000, Vector Laboratoriesprzez1 h,

w temperaturzepokojowej. Po wy p g u kwePB$, gskrawki barwiono przy
pomocy zestawuVIP Peroxidase(HRP) Substrate(Vector Laboratories,SK-

4600).

6.3.5. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji b i a ¢-€ds
i CRF

Wybrane skrawki p § u k w rootworze PBS i inkubowano w 0,3%
roztworze nadtlenkuwodoru (H20., Sigma) w PBS (10 min, w temperaturze
pokojowej). Na s t n gkmawke inkubowano w10% NGS wPBS (1 h,
w temperaturzgpokojowej) W kolejnym kroku skrawkiinkubowanoprzez4 dni
zprzeci Wwdiea gvesm o rwzytkd oywyapiNecGoe( pr zeci wci a¢
kr - | isc52,e SantaCruz; r oz c i e (Bcl@O@)norae zpr zeci wci age
pi er ws z o rwzyrkd oywnyaip iNa BRFaang. Corticotropin Releasing
Factor, pr z e c i Wwuwze,aAB80360, ABCAM; r ozci e BS@0EnNni e
pr owa dvzdJreN N tdeiayskrawkid o k § gd rziee § uvkdztwaze o
PBST, po czym inkubowanoje w roztworzep r z e ¢ iwwyckir aydwealj iNa & kg a
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kr - | iskomugawanegozb i ot (ymmNz e c ikozie, i BA-3090, Vector
Laboratoriesy 0z c i e TEWAOpMPBR Na s t rt pkraipel @ kvaRBST

i inkubowano w roztworze ABC (zestaw ABC-HRP, PK-4000, Vector
Laboratories)przez 1 h, w temperaturzepokojowej. Po wy p § u kwaPBS, u
skrawki barwiono w roztworze diaminobenzydyny i mocznika zzestawu
Sigmafast (ang. diaminobenzidine DAB, D4293). Na st npondioek,g ad ny m
p § u k & RBS skrawki inkubowanow roztworzep r z e ¢ iwyckiraygwaa j Nc e g ¢
b i a Kuke skoniugowanegab i o t(ypnr Nz e ¢ komie; BA29§10, Vector
Laboratories; r 0 z c i e G@OE Miae t N gkrawke p § u k aviPBST

I inkubowano w roztworze ABC (zastaw ABC-HRP, PK-4000, Vector
Laboratories) przez 1 h w temperaturzepokojowej. Po wy p g u kwaPBS, u
skrawki barwionoprzy pomocyzestaww/IP Peroxidas€HRP) SubstratgVector
LaboratoriesSK-4600).

6.3.6. Analiza komputerowao b r a mikregkopowych

Obrazy mikroskopowez o s tzebgayeza p o mo mikioskopu Nikon
EclipseNi-U zk a meQimsdging QICAM Fast1394 oraz programulmagePro
Plus (wersja 7.0.1.658;Media Cybernetics)w formie 16-bitowych z d j ppi2,
pr -ztkkya Upl e § kzapisanyctw formacie*.tif. Analizyuzyskanyclo br az - w
dokonanow programielmageJ(wersja 1.51j8; Wayne Rasband)Na podstawie
atlasu m- z gsmczura (Paxinos i Watson, 2013) zdefiniowano w programie
ImageJobszaryCeA oraz obszarystrukturw y s y § a joNiegyp prdjekcjelub
unerwianychprzezto j NdM as t fipzy poeocyopcji AMe rcgheannel s o,
analizowanows p - g wy s t siiypgormgadp-cvie o d otz iy & GFosilub
bi advknas iz nac zntikp -we ur olab wnacn i k -transportu
wst Apuj Nce g oNakasiecpmu j- Nva eppsanekticzcby k o m- r e k
wkt - rwykryto o k r e Sanazznii lub projekcje do ¢ a § k o keiby e j
aktywowanycm e u r dcAFeswozytywnychlub Venuspozytywnych).
6.3.7. Analiza poziomu b i @ gdckFos wj Ndr&reodk owy m

S z C Z ypatrenmngu
Na podstawie atlasu m- z gsuz ¢ z u(Paximos i Watson, 2013
zaznaczanav programielmageJ(wersja1.51j8; Wayne Rasband)obszaryCeA
znaj dawijni\zcde] N & ik a @ zkvidogznyms y gn @®em o dadNc y m
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b i a@HosaW zdefiniowanymobszarzeautomatycznieliczanoneuronyc-Fos
pozytywne przy u Uy oopcji A An a Ipyasret i \W |aeatizie wyznaczano
parametrygranicydetekcji(ang.thresholdlO - 145), powierzchni(ang.area0,003

- 0,01) orazk o | i gango @aularity 0,50 - 1,0) zliczanycho b i e kDanew .
zbierarm zobszaruj Nd$rao d k 02 ekglgnych skrawk w dobieranych

z obszarwd-1,8do-2,6 mmod bregmydiak a U damajiznwanegszczura.

64.Do Swi a doptagenetycane

6.4.1. Wektor AAV -c-fos-ChR2(H134R)}EYFP

Wektory wirusowe z wi N z ader®wirusami(ang. adeneassociated
virus, AAV) AAV-c-fossChR2(H134REYFP 2z o st avgpsodukowane
i oczyszczonew Centrum Neurobiologii Instytutu Biologii Do Swi adimz al nej
M. Nenckiego kierowanymprzezdr. WitoldaK o n o pMekioryteu mo Ul i wi aj N
stabilne wy r a Umiesionego konstruktu. Ni o sofeys e k wek e § tij Nc N
channel or (ugo pmanneriiodopsin ChR2, Swi at §b¢c ag§e
p 0 z wa Inawzbudzaniea k t y wm ® & ic darazseRwenagieYFP( bi a g k o
reporterowe) Promotor c-fos wykorzystanyw tym konstrukcieposiadat & a mN
s e k weco gromdtor,k t -wykprzystanow transgenicznyctszczurachPSD
95:Venus (Knapskai in., 2012). Miano we k t 0AAV wy n o © ik @ @00

(liczbac z N svirusowychzdolnychdotransdukcjinal O1 ) .

6.4.2. Wektor rAAV -ot-ChR2-mCherry

Wektory rAAV (ang. recombinant adencassociated virus, rAAV)
wy r a Ubj &l emoderowemCherry,podk o n t prambtdéaOXY mysiej
z o s t zapjoyektowanei wyprodukowane przez Neuropeptide Researchin
Psychiatry Department(Central Institute for Mental Health) kierowany przez
prof. ValeregoGrinevicha.Wektoryte u mo Ul ibadan@ejrdjekciin e ur on - w
OXY i ich funkcji, poprzezmanipulacjeoptogenetyczneno e d z i db&chej
w konstrukciesekwencjirodopsynyChR2 k t - aktgwacjapowodujeendogenne
uwolnienie OXY przez aksony transdukowanychn e u r o(Knokloch i in.,
2012).
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6.4.3. Przygotowaniekaniul optycznych

Swi at g(EBT@0®WMT, Thorlabs)c i fprizygpomocyobcinarkiw g - k n a
(F16000,DataOptics)nak a w ao@ Kjiu gok.8cmiSc i Nak80%p o w{ o Kk i
zewnit3winaet § cNe pdjua.kdniec ceramicznej feruli ( Sr edni a
we wn i t200m Rrizmatix) n a k g akdr aongtdjurepoksydowegq ¢ y wi c a
epoksydova Hysol 0151, Data Optics) i wprowadzangprzez niego pozbawiony
powgakivnitkoieo 8jwi at Jokyde bSwi at wyve-tda wa §
minimalnie przez z a o k r Nkgnieo. Rrgygotowanew ten s p o serute ze
Swi at § o poaodtawianona 24 h do wy s c hnkleucNast npni e
polerowanoz a o k r Manieafenuli na papierzeszlifierskimw y k o nrmughyN ¢
wk s zt a§ e melgwarantujer - w wyszlifowanie feruli iSwi at owodu.
Szlifowanof e r prdy pomocy metalowegok r N Pdtesskiegodo z § N £ y
(Data Optics), wy k o r z ykelejno j phbier szlifierski ocoraz mniejszej
zi arn{ wt e Bikrba®ly n o &olejg@m5s, 3, 1i0,3em, AO A4, Data
Optics)nagumowejp o d k (palatskiej(DataOptics).P o mi rszlifbwaniem
k a Ud kohejnym papierem szlifierskim f e r wdyszczono chusteczkami
bezpy §&myipes, Kimberly-Clark Worldwide). Powyszlifowaniuk a Ud e |
feruli oczyszczanopapier szlifierski chusteczkamib e z py § o wyg Mt z o n y mi
alkoholem izopropylowym (IPA, Chempol). Na s t Ay ip@nocy n o U a
diamentowego(S90R, Thorlabs)c i nStwoi at dak, We djggod § u gal S|
pjaski el dodguUske@Gmwg n o k. Fonm. Powy Us z e
c zy n npovBaszanodo o s i Ng wiy B ¢ i a cliezlyj zNecset j afevulaw
Swi at Konieeznygchdo przeprowadzeniaksperymentuN a s t fimgerzone
przy pomocy miernika mocy optycznej (PM100D, Thorlabs) st opi e (E
przepuszcSwalarpoEacswi at gpmavr- dwnmgcN8Ewi at § a
przechodpzétc 8wioat gmaed dpo pr zy § Nda eiegou
wyszlifowanej feruli ze S wioaddém. Zestawy wkt - r $awhat gow- d
pr zepusibef o b % Swi apolgr@avano ponownie do uzyskania
sat ysf ak crpzaltatu. NaNkongeg pokrywanoferule ma g N o Sleju N
( t y wepokaydowaHysol 0151, Data Optics), umieszczanowmo s i A Uny m
gwinde oS r e d dabrangjdo u Uy w a mwelksmerymentachlS wi at §owodu

i czcekan®24hnawy s ¢ h klegjui c i e
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6.4.4. Operacje stereotaktyczne

W czasieoperacjistereotaktycznychzczurompodanowektor AAV -c-fos-
ChR2(H134R)EYFP i zaimplantowandkaniule optyczne.Z wi e rugypianaa
p 0 moands$tezjiwziewnej z wykorzystaniemizofluranu (4-5 jednostek przy
pr zepdenw2 &/min, Aerrane, Baxter), n a s t fupiericleamianona
przystawcedla s z ¢ z Gas AmesthesiaRat Mask, Stoelting) zamontowanej
w aparaciestaeotaktycznym(Model 940, KOPF). Pow e | Sacstamanestezji
podawanoz wi e r zrotdc rk winianibetorfanolu (1 mg/kg, Butomidor,
Richter Pharma)aw celuu n i k nwysychan@oczun a k § and mienUoedo
oczu (Vidisic, Bausch&Lomb/Dr Mann Pharma) W trakcie operacji szczury
utrzymywanow s t a §tanieu S p i ppand aazidhmieizofluran (1-2 jednostki
przypr z e p teyu0d3 &/min; Kr © 92 Kr °© b @suwanoo wgd o sieeni e
sk -gdowy,k a lbbspaoc i n @rctenisept,Schulke & Mayr GmbH)
i wykonywanon o Uy ¢ £k aimdi §eu g @ ISecXi5ocm w z d Fentalnego
szwu czaszki. Na powi er z oz mwiisikt- efjg k Jawans tUwih u
z chloroworkiemlignokainy (LignocainumJelfa, 20mg/g),c z a soezksuczano
przy pomocy d § uchimaurgicznegoip at y ¢ kokmetycznych.Wyznaczano
punktybregma( pr z eszwuis ¢ ir & a §4e sezwangvd e (Ec oihagimda
(br zecszWiwcs ter za §J ko Me gawu wi g § o wigoziomowano
ustawienieg § o maypodstawiewy s o kabuSpcu n k (depuszczalna - Uni c a
poziomuwy n @ 8,2 rgm). P o s i §skityiniNpanktamiiu s t a wriaaighN ¢
i g @eiyfikowano poprawneustawienieczaszki,po czym wyznaczanamiejsca
nawi eakooed@Batach:p r zt- yd@P), -1,8 mm; pr z y Sr -botieo w o
(ML), N 38 mm; orazgrzbietowebrzusznig(DV), T 75 mmi mierzoneod opony
twardej (Paxinos, 2008) W wyznaczonych punktach wykonywano otwory
w czaszcgwiertarkaMicrotorquell, tech2000w i e 10,6 §m Ram Products),
wprowadzano przez nie i g gNF35BV-2, World Precision Instruments)
z a mo nt mavstzy®dwce Nanofil (10 €I, World Precision Instruments)
i podawanavektory AAV (250nl) doCeA Pr i d kinfugilw y n o $0Dnyrain
(pompa UMP3, sterownik micro 4; World Precision InstrumentsUSA). Po
z a k o Ecifuzjin dzekano5 min, aby u mo U1 d wfi uppdaregop § y n u
w tkancei powoli wysuwanoi g gm- z g\ua.s t fwykoriywanoi dent ycz n N

i ni evkdeugidj p - § kRo lobu iniekcjach opuszczanmbustronniesterylne
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kaniule optyczne u mi ej s c @w0,0d jccp o wy Ovesfosunku do
koor dyn&ty wa ndia dniekcji wektora wirusowego (Ryc. 4). Na
oczyszisaucrhNlwi er zzadzki wyfewano cement dentystyczny
(Duracryl Plus, SpofaDental),tak, U e bpyo k Sy & ibmjedziare gwinty do
pogaohwy s o kfodSrcm priyiierdzonydo czaszkiszczurastabilizator
implantu.Na brzegir o z ¢ $ K teayk § akcbm firiderm (ScheringPlough),
podawano p o d s k - kwasi telfenamowy jako Sr odmikzeci wb- | ow
i przeciwzapalny (4 mg/kg; Tolfedine, Vetoquinol) oraz antybiotyk
enr of | o%mg/kgcBaytrili Bayer).t e buyn i kodwbdnieniaz wi er z it om
podawano p o d s k -1r mli reztworu soli fizjologiczne] (0.95% NaCl,
Polpharma). Po z a k o (Ec gperatji 21w i e rtzyinana w czystej klatce
zp o d § odddgmewanymna macie grzewczej do momentu wybudzenia.
Podaniel e k Toliedine i Baytril powtarzanoprzez kolejne 3 dni po operacji.
Zwi er zfamod! i weci aognkoo wiek M n wa | eadmeSrwd jard,c z e n i
behawioralnevykonywano3-6 tygodni po operacjachchirurgicznych W czasie
operacji korzystanoze s z ¢ z y p cchirurgiczrwch, retraktoraoraz pns et y
chirurgicznej. Wszystkie mat e r ii pp@isgrzchnie o k o Japeracyjne
sterylizowano poprzez zastosowanigoztworu silnie u t | e n i @pniestas,g o
Unilever) lub przy pomocyp § y do dezyriekcji (Aerodesin2000, Lysoform),
ama t e dodakgwoautoklawowano.

We d gteggsamegop r o t @iowadzonooperacjestereotaktycznea
szczurachk t - rpgdamol00 nl wektorarAAV -ot-ChR2mCherryobustronnie
doj N dorzykomorowegdgang. paraventriclar nucleus PVN) o koordynatach:
pr zt-yd@P), -19 mm; pr z y Sr -bodznie (b)), N @5 mm; oraz
grzbietowebrzusznie(DV), T 7L mm T mierzoneod opony twardej (Paxinos
i Watson,2013) W celu zobrazowania a k 0 Gackzseo@®XYw o c hodz Ncyc h
z PVN na zaktywowanychprzezs p o § eransferstrachuk o m- r w@e&h
zoperowanor - wn'b & ¥Jc z wszczepuVenus p r o wa mfaziove d § u g

p o wy U svytyezmyreh,ale bezmontowaniskaniul optogenetycznych.

64.5.EmisiaSwi avtd® & wi a d copt@yenetgcanych
Do stymulacjioptogenetycznaj U yldseraod § u gfaliSavii 473 gma

i maksymalnejmocy na wy j SI0mW (OmicronLaserage).Typowa moc
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laseraw y n o $0im@vaak o Ea@niuli. EmisjaS wi a lasgrab y iigjowana

przezwy j Swkideal TL zklatki s § u Udbonvarpinkowaniastrachu (Med
Associates). Pulsacja lasera (czas trwania impulsu 5 ms, 30 Hz) by g a
kontrolowana albo przez komercyjny mikrokontroler (Rapp OptoElectronic,

model UGA-42-Firefly), albo przez p § y tAkiuino. Moc wy j & dNiasera
zmierzonoza p o mokorhercyjnegomiernika mocy (model Thorlabs PM200

z czujnikiem S121C). Emisja Swi aotdgbay wsai Ji@ez dwa Swi at owody
(Thorlabs; r d z 20Eem, NA 0,37, d §2m) przeprowadzoneprzez z § Nc z e
obrotowe (Doric Lenses)ip r z y geNkcoz@cn&amiul do g wi n kaniul

optogenetycznycivy s t a jz §l § §tesjowanegszczura.

% =3 \"”‘? Koiicowka kaniuii} SR |
¢ & ..xf 3 N

o )
TR | N

Rycina 4. Zastosowanietechniki optogenetycznejus z ¢ z uAr Ocenamiejscinfuzji
we k t orwirusowych AAV-c-fossChR2(H134REYFP ip o § o U ekaniula
optogentycznejz d j prepamtuwykonanezu Uy c nnilkraskopufluorescencyjnego,
ponipbevii i kfmgmenzyd | MBc Sclematycznerzedstawienigozmieszczenia
kaniul optagenetycznychw m- z @gaczura.Poprzezkaniule podawano5 ms, 30 Hz
impulsySwi ad @ a gfali 37%3i
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6.5. Obrazowanie aksonalych z a k 0 E©OXYe @& neuronach

aktywowanychprzezs p o § dransfer gtrachuw CeA

W celu zobrazowaniz a k o Gackzseod®XYwp o0 ¢ h o d z RV peac h
zaktywowanych przez s p o § e ¢transfey strachu k o m- r kvaQeA,
zanalizowanana t epr d cahjo ddzofbcsye r w ébts @ © z Wzczepwenus
poddanych infuzji wektora rAAV -ot-ChR2mCherry do PVN) i poddanych

S p o § e ctransferomvistrachu.

6.5.1.Przygotowanietkanki m- z g o we j

Ok o 2ogodzin od z a k o (Ec testunbehawioralnego, szczurom
podawanoS mi e rd aew knétbitalu (133,3 mg/ml pentobarbital sody 26,7
mg/ml pentobarbital) r 0 z ¢ i e (EbOzrazy rezmorem soli fizjologicznej
(0,95 % NacCl, Polpharma) W kolejnym kroku wykonywano per f uzj n
umi es z wiewej Romorze sercai g i, 8 I Mifam, e st Aipi onym
k o (Ec @ramrpzcinanoprawyprzedsionekN a s t rfwpompogywand00-250
ml 0,1 M zbuforowanegaoztworu soli fizjologicznej (ang. phosphatebuffered
saling PBS, Sigma),an a s t @250 enl 4% roztworu paraformaldehydu
(PFA, POCH) opH = 7,4. Otrzymanem- z g@dzostawianona noc w 4%
roztworzePFA ( 4 Udpjzezkolejne4-7 dni przetrzymywanav 30% roztworze
sacharozySigmalub BioShop)w PBS( 4 URYy)u .z y snkaati edo baamienia
immunohistochemicznegm - z lgy @ryytwierdzane e z p o Sdo stalika doo
krojeniaprzyu Uy médiumdomr o U &aneké_eica)i zamelU a 1§36 min, -
200€p -, Freii @gu &y c kriestatu (kriostat Uy | e t LeicaxCiyl 1859,
Leica)naskrawkiw p § a g ¥ &orananejk a Uogyr u b4DO8 mT k a rdk 1
analiz przechowywanow roztworze krioprotekcyjnym w -2 0 Uwplastikowe;
pJy tlxdeo § k o@range Scientific) wtaki s p o sbybw,k a Ud ¢ ang k u
znaj ds ipaldlkas k r a wkwalwacjat r a h a p tEiv prgygpomocy

mikroskopufluorescencyjnego.

6.5.2.Immunohistochemicznadetekcjab i a Yenksi CRF
Podanie konstruktu rAAV-ot-ChR2mCherry do PVN pozwol i §go
z obr aD¥Ywad k 0 EalsenalieaCeAbezk o ni e cdodataofego

wzmacnianias y g n Bk§puesjakonstruktu PSD95:Venus jest kontrolowana
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przez zmodyfikowany promotor genu c-fos i widoczna tylko w pobudzonych
neuronach,w ciele k o m- rdendrytachaktywowanychk om- ( ek czeg- gy
metody opisano w Knapska iin., 2012). Skrawki m- z g oumeészzano

w plastikowejp § y 12d ® § k ¢Qwamge Scientific) tak, by wk a U ddyarg k u
znaj de wivgskrawkip o ¢ h o @dkNac&d anglipowanegmsobnika.

Pr z e p g uektizywrazy w PBST,an a s t rblpkewaeow 10% roztworze
surowicykoziej (ang.normal goat serumi NGS; Vector Laboratories)v PBST

przez1l h w temperaturzepokojowej.N a s t ringubowanot k a askkmi- | i ¢ zy m
pr zeci vactyGkE (& ratosunkul:500, Invitrogen) orazzpr zeci wci age
pi er ws z o mwzyikd oywyaip iNa RFafang. Corticotropin Releasing

Factor, pr z e c i kurze, AB§0360, ABCAM; r oz c i e (EB0R)evii% e
roztworze NGS wPBST w4 A Gorzez 24 h. Na st i pdnmi@ gkoawki

wy p § u kw RB&hi mkubowanoprzez1l g o d zw temperaturzgpokojowej
wroztworzep r z e ¢ id w o ig @ g ch iAldxa W88 skierowanychprzeciwko

bi a gkkro-m i(lovirggen),w stosunkul:500oraz Alexa 647 skierowanych
przeciwko b i a g kumzym (Invitrogen), w roztworze PBST. Po uprzednim

wy p g u kwaelu wzyskania p r e p a rméktoskapowych, skrawki by gy

rozkj a d ana es z k i e @ddstagvdwych (Thermo Scientific) i zamykane

s z ki e gakraukdwymi (Bionovo) przy u Uy ariedium Fluoromount G

Medium. Analizy komputerowejo b r a dokamano zgodnie z procedurami

opisanymiw podrozdz Analizy immunohistochemiczne.

6.6. Farmakologiczneblokowanie receptoraOXY w CeA

6.6.1. Operacje stereotaktyczne

Zwi e rwanviekuak. 4-6 mi e s poddawanazabiegowiwszczepiania
kaniul pr owa d z Xw iy € husypiar®d za p o0 mo anBstezji wziewnej
z wykorzystaniemizofluranu (4-5 jednostekprzy pr z e p epund lgmin,
Aerrane,Baxter),n a s t fugenuchamianaa przystawcedlas z ¢ z Gas w
AnesthesiaRat Mask, Stoelting) zamontowanejw aparacie stereotaktycznym
(Model 940, KOPF). Po we j Sw stam anestezji podawanoz wi er zfit om
p o d s k wimian butrfanolu(l1 mg/kg, Butomidor, Richter Pharma),a w celu
uni kn wysychaaia oczu n a k § a daa ni@ Ue ldo oczu (Vidisic,

Bausch&Lomb/Dr Mann Pharma) W trakcie operacji szczury utrzymywano
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wst agstanie u Spi @ o idaWwziwnie izofluran (1-2 jednostki przy

pr zepteyudBEemin Kr ° ®2Kr °© bldsuwanoo wg o szes hi ey
g g owoydk a Uebszar c i 1 dOQctenisept, Schulke & Mayr GmbH)

i wykonywanon o Uy ¢ £k aimdi §eu g @ IS eXj5ocm w z d enttalnego
szwu czaszki. Na powi er z ok miisikt enjpk J avwan s tUwih u
z chloroworkiemlignokainy (LignocainumJelfa, 20mg/g),c z a soezzigsaczano
przy pomocy d g uchimurgicznegoip at y ¢ kokmetycznych.Wyznaczano
punkty bregma ilambda i poziomowano ustawienie g § o wig podstawie
wy s o kab® p it n k (dopwszczalnar - U npozioamuwy n o .2 fia).

Na st nwyanacgono punkty n a wi e rweeed®o 4 otwory (wiertarka
Microtorque 1l, tech2000,wi e r0i6 @, Ram Products).Z przodui zt y g u
czaszki osadzanodwie Sr udtayb i | i avykpnline ee, stali nierdzewne;.
Na st Rippiant@vanokaniule p r o wa dvgkNnares ze stali nierdzewnej
(PlasticsOne). Kaniule umieszczanmbustronniew CeA: p r zt- yd8P), -1,8
mm;pr zySr-botzie(lo, N 3 ,mén; oraz grzbietowebrzusznie(DV),

T 7 méhi mierzoneod oponytwardej(Paxinos,2008).Umieszczondak kaniule

i S r ushapilizacyjnezalewanoma sdN\e n t y s(Duacryl, $SpdfaDental). Po

z a st y goementedentystycznegoj e ®lyigaka potrzeba s k - g Gig w
zaszywano.Na brzegir oz c skt @ g k § aldeennToiderm (Schering
Plough), podawanop o d s k kwastdlfenamowyjako Sr ogpek eci wb - | ow
| przeciwzapalny (4 mg/kg; Tolfedine, Vetoquinol) oraz antybiotyk
enr of | o%mg/kgcBaytrili Bayer).t e buyn i kodwbdnieniaz wi er z it om
podawano p o d s k -1r mli reztworu soli fizjologicznej (0.95% NaCl,
Polpharma). Po z a k o (Ec gperatji auw i e rtrzyinan@ w czystej klatce

zp o d § opddgmewanymna macie grzewczej, do momentu wybudzenia.
Podaniel e k Toliedine i Baytril powtarzanoprzez kolejne 3 dni po operacji.
Zwi er zfamomd! i wiaagnkoo wietk ® n wa | eadmeSnwd jarfd,c z e n i
behawioralnevykonywano3-6 tygodni po operacjactchirurgicznych Wszystkie

ma t e 1 powi€gyzchnieo k o dperacyjnesterylizowam poprzezzastosowanie
roztworusilnieu t | e n i @¢mestos,gndever) lub przy pomocyp § ydou
dezynfekcji(Aerodesin2000,Lysoform),ama t e dadakgwoautoklawowano

W czasieoperacjikorzystanozes z ¢ z y p charyrdgicznych,retraktoraoraz
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p fety chirurgicznej. Aby z a b e z p ikenwle yprzed zabrudzeniem,

umieszczanav nich zatyczkiwykonaneze stali nierdzewne;j.

6.6.2. Blokowanie receptoraOXY zap o moanthgonisty

L-371,257podczass p 0 § e dranseferugstrachu
Po przetransportowaniuz wi e da pomieszczeniad o Swi adczal ne
wyjmowano z klatki domowejszczura- obserwatorav celu wykonaniainfuzji.
Z wi ebryzgatikatnieunieruchamianeyyjmowanoz kaniul zatyczkiochronne,
an as t ndp rkiad) dzeigh wprowadzanoi g § m i e k (Phsjica Bne)
p o d g N dastaykdwki Hamiltona zainstalowanej mikropompie (Harvard
Apparatus).l n f uproyaiizonor - wn o ¢ phéeBiakamdulami W grupie
eksperymentalngjOTA) podawand),5 mM L-371,257(Tocris) rozpuszczonego
w dimetylosulfotlenku,DMSO (Sigma) W grupie kontrolnej podawanotylko
DMSO. Po o k o @) msekundachpo umieszczeniui g @ianiulipr owad z Nc e |
wg Nc ma k 0 0 pRamptiwd71,257lub DMSO podawanmbustronniedo
CeA, 1 mmp o n ikdhielip r o wa dozzett28 gekund( p r 11 dnkuzji 5
Ol / mi abwmo Ul p evd ch Wf upodariej substancji,i g dniekcyjne
zostawianow miejscu podaniaprzez kilka minut po z a k o Ecirfugjin Pau
wy j N € g uieidkcyjnych, umieszczano zatyczki ochronne w kaniulach,
az wi e rwkrg addon &latki domowej bez pokrywy, w obudowie
uni emo Ul u aii eadiiedecjz e k nawlemiprostratorgprzezo k o 1% o
minut. Po 20 minutach od infuzji przeprowadzanoopisany p o wy {est |

S p 0 § e dransferugtrachu.

6.7. Mapowanieaktywnychp o § Nwg e @®p uj Ncych
lzst npu@CeNcych

6.7.1. Operacje stereotaktyczne

Operacje stereotaktycznez o s tpezé€psowadzonena 10 szczurach:5
szczurachszczepuWistar (ostateczniezanalizowanop o § Nc z2emwiaer z Nt
p 0 z 0 snie & § gpagalizowaneze wz g | hadzugiNok al emacgni k- w
p 0 § N ¢ ZsecdryacrszczepuPSD95Venus(ostateczniavykonanoa n a ldla z i

3zwi erpoNto,snie dy dagalizowaneze wz g | nadzugiNok al i zacj |
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z nac z npiokg Nc Z widER r. usypiarm za p o mo anBstezji wziewnej

z wykorzystaniemizofluranu (4-5 jednostki przy pr z e p gepuvd lgmin,

Aerrane, Baxter), z wykorzystaniemprzystawkidla s z ¢ z {Gas Amesthesia

Rat Mask, Stoelting) zamontowanejw aparaciestereotaktycznymModel 940,

KOPF). Pow e j Sicstamanestezjipodawanoz wi e r paid sokmwinian e
butorfanolu (1 mg/kg, Butomidor, Richter Pharma), a wcelu uni kni nci a
wysychaniaoczun a k § andréet) @edb oczu(Vidisic, Bausch&Lomb/DMann
Pharma) W trakcie operacji szczury utrzymywanow c i N gsjapieu Spi eni a
p o d awzithmie (2-2,5 jednostkiprzy p r z e p tieyud,4 lémin; Kr ° 192 r

Kr°beasuwano owgosizesk egy owydk a Udbsear ci fici a
(Octenisept,Schulke& Mayr GmbH) i wykonywanoc i fzap e m oskalpela
(SwannMorton, rozmiar21) od § u g @ Keli5am w z d @entralnegoszwu

czaszki. Na powi er zrcohznd ifsik -erfnya k § a dvaarr s t Gweiil u

z chlorowodorkiem lignokainy (Lignocainum Jelfa, 20mg/g), cz as z k n
oczyszczanoprzy pomocy d g uchiaurgicznegoip at y ¢ kokmetycznych,

an a st wyzmaczan@unkty:bregmy( pr z eszwu t i B a Jzeszweeng o

wi e Ec oivambdy( pr z eszwul ¢ ir € a §ako\vi szgmow i g Jowe g o)
i weryfikowano poprawne ustawienie czaszki na podstawiewy s o k ob8 ¢ i

p un k f{dopwszczalnar - Unpioczai o wmy wo 9.2 gnm). Wyznaczano
miejscan a wi eakooslyRatach- p r zt- y&P): -1,8 mm;pr zy Sr-odk owo
bocznie(ML): N 3 m#h; orazgrzbietowebrzusznigDV): T 7 m#, mierzoneod
oponytwardej(Paxinos,2008). w wyznaczonychpunktachwykonywanootwory

w czaszcgwiertarkaMicrotorquell, tech2000w i e 10,6 §m Ram Products),
wprowadzano przez nie i g gNF35BV-2, World Precision Instruments)

z a mo n t pastazpkAwceNanofil (10 I, World PrecisionInstruments).Po
wprowadzeniui g goyCeA podawano2 0 0 znacknikaaksonalnegdransportu
wstecznego(retrogradnego):toksyry cholery, podjednostkaB skoniugowana

z Alexa Fluor 488 (CTB, Life TechnologiesC34775)szczuromWistarlub 500nl
znacznika transportu p o st A p u [aNerogrgdmego): lektyny PHA-L
skonugowanejz Alexa Fluor 594 (Invitrogen; MolecularProbes)szczuromPSD
95:Venus Pr i d kinf&jl wy n o svioly @rzypadkach100 nl/min (pompa

UMP3, sterownikmicro 4; World PrecisioninstrumentsUSA). Poz ak o BGc zeni u

infuzji czekands min, abyu mo U | diyf wii z2bpdénegp § ywntkance,apotem
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powoli wysuwanoi g gm- z gNia. s t Awykomyewanoi dent yoiza Ncj i
w drugiejp - § kPowykonaniuobuinfuzji c z a sszckufeosuszan@ap o mo ¢ N
patyczka kosmetycznego,ast r z y KNanofk i@l o k § aphu ke & A0
roztworzeetanolu(POCH).S k - g §io zaszywand n chirurgiczna3/8zi g § N

4/0; Dafilon), n a k § archa m Bdem Triderm (ScheringPlough), podawano

p o d s k kwagtdlfeanamowyjako St o ¢ & k e c i wilprzeciwzapaliny(4

mg/kg; Tolfedine, Vetoquinol) oraz antybiotyke n r o f | o(&rs/kgcBaytri)

Bayer). t e bun i k edWddnieniaz wi e r pddawamp ods k 1 mhi e
roztworu soli fizjologicznej (0,95% NaCl, Polpharma)Poz a k o (Ecopeeagjii u

z Wi e rtzyinan® w czystej klatce zp o d § odddgmewanymna macie
grzewczej a Udo momentu wybudzenia. Podanie | e k Tolfedine i Baytril
powtarzanaprzezkolejne 3 dni po operacji.Z wi e r i imto & i owa oknoowi t N
rekonwal asymelactje pehawioralne wykonywano 3-6 tygodni po
operacjachchirurgicznych.Wszystkiema t e 1 powi€grzgzhnieco k o gooper acy |
sterylizowano poprzez zastosowanigoztworu silnie u t | e n i @pniestas,g o
Unilever) lub przy pomocyp § Yy do dezynfekcji (Aerodesin2000, Lysoform),

ama t e dadakgwosterylizowanow autoklawie W czase operacjikorzystano

zes z ¢ z y p chrwrgicznychyetraktoraorazp n s @iruggicznej.

6.7.2. Znakowaniep o § Nw g & fEp u Caédc y ¢ h

W celu wyznakowaniap o § Nw s & Ep u ywyKarzystamouprzednio
opr acotwantNoibk iz pjo§ NN akkywdwane przez okr e S1 on N
st ymul eelcg wiii ®echmikata§ N cppdawaniez n a ¢ z aksdnalnego
transportu wstecznego z immunohistochemicznymznakowaniem aktywnych
neur o(@rsiw iin., 2011). Do bar wiuwiEd ac z nb iaq $og c h
wj Ndrkaanh r k o wysckir a wrk- -zwgabranychodz wi e k £ Nt y m
uprzednio podano do CeA znacznik aksonalnego transportu wstecznego
(retrogradnego)Fluorescencjaego znacznikajest widocznapod mikroskopem
bezk o n i e cdpdatkofveidetekcji.Skrawkiumieszczonav plagikowejp gy t ¢ e
12-d 0 § k ¢Quamge Scientific) tak, by wk a Uddyarmjxma j d s wdivg y
skrawki p o ¢ h o dod R @ dJ) d amglizowanegoosobnika. Pr z e p gjak an o
trzykrotnie roztworem PBS (pH 7,4; Sigma), n a s t nbjpkowamo w 5%

roztworzesurowicykoziej (ang.normalgoatserumi NGS; Vector Laboratories)
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w PBST( r o zQ,3%Tritonu X-100,Poch;w PBS)przez1,5h w temperaturze
pokojowej.N a s t fingulbowanot k a nkKkrm- | ipcrzzyene i \amdyic-&80 e m
(w stosunkul:1000, Milli pore) w 3% roztworze NGS w PBST w temperaturze
pokojowej przez 24 h. Nast n pdnia gkdawki wy p g u kwaPBT

I inkubowano przez 2 godziny wtemperaturze pokojowej w roztworze

pr zecidwcuigeod z nAderawdbs Bkierowanych przeciwko bi a g k om
kr - | i(natypgen), wstosunku1:500, w roztworze PBST. Po uprzednim

wy p g u kwaelu wzyskania p r e p a rméktoskapowych, skrawki by g y
rozkgaa anm &i e gddsagvdwych (Thermo Scientific) i zamykane

s z ki e gakrakdwymi (Bionovo) przy u Uy ariedium Fluoromount G

Medium.

6.7.3. Znakowaniep o § Nz g € fEEp uGeNc y c h

Technika ta p o | e ga @pdaniu znacznika aksonalnegotransportu
post np u@nogaymego)do CeA szczurom transgenicznym PSD
95:Venus. P 0 z w otb indj dokalizowanie projekcji b i e g n I €eAcdb
n e ur o naktywowanych przez strach przekazywany spogeczni e
w analizowanychregionachm - z gHkspresjakonstruktu PSD95:Venus jest
kontrolowana przez zmodyfikowany promotor genu c-fos i widoczna tylko
w pobudzonych neuronach, wciele k o m- ri #endrytach aktywowanych
kom- r sk c z smgtody gpisano w Knapska i in., 2012). Do bar wi e E
uwi dacznehkp pchgisahg@paterowegoVenus u Uy s &r awk - w
m- z g o wobmmychodz wi e k £ N tugramdniopodanodo CeA znacznik
aksonalnego transportu p o s t i p u(aniwradnego). Fluorescencja tego
znacznikgestwidocznapod mikroskopenbezk o n i e cdpdatkofvedetekci.
Skrawki umieszczanav plastikowejp g y 12d ® § k ¢OnaageScientific) tak,
by wk aUdgomd knaj dowawpyskrawki pochal z Nodek a Ud e g o
analizowanegoosobnika. Pr z e p § ujk itray arazyp wPBST, anast npni e
blokowanow 10% roztworzesurowicy koziej (ang. normal goat serumi NGS;
Vector Laboratories)w PBST przez 1 h wtemperaturzepokojowej.Na st npni e
inkubowanot k arzkrir | i pz ymc i vaotyGEE @ nstosunkul:500,
Invitrogen) w 1% roztworzeNGS w PBSTw 4 A @zez24h.Na st i pmae g o

skrawki wy p § u k w RBSH iankubowanoprzez1 g o d zw temperaturze
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pokojowej wroztworzep r zecidwa ig @ § z rAlkxa w88 skierowanych
przeciwkob i a gkkro-m i(levitrggem),w stosunkul:500,w roztworzePBST.
Po uprzednimwy p g u kvaaelu uzyskaniap r e p a mikroskopowych,
skrawki by gryo z k § aadsaxnlei e pokstawdwych (Thermo Scientific)
i zamykane s z k i e akgwkowymi (Bionovo) przy u Uy cmedium

FluoromountG Medium.

6.8. Analiza komunikacjiu | t r a d ¥ woddzkso w e j
S p 0 § e dransferuystrachu

Komunikacja ul t r ad ¥ viyikegrymana zu Uy c icaterch
mikrofon- wUltraSoundGateCondenselCM16 (o zakresierejestracjil5 i 180
kHz; Avisoft Bioacoustics)umieszczogch w obudowie ochronnejot ac z aj Nc e j
k1 ad & mo potitzasnterakcjis p o § e poedngmw k a U drggm przez
program Avisoft-RECORDER (wersja 5.2.06, Avisoft Bioacoustics),k t - r y
zapi sdanew fprmaciep | i K.wav. Na s t fipiki weg Swi ejakd on e
kolorowy spektrogramanalizowanow programieRatRec(RatRec Pro 5.0) po
uprzednimprzetworzeniprzezt r a n s fFouriemgl®2dalbo512, Hamming/
Hann window). Podczasanalizy pod u w a dpmaro dwa rodzaje wokalizacji
wpaSmizeist obkio¥Wdtc takiek t - rcyzeihs t omd Ubsyd S i
modulowana(ang. frequencymodulated FM) oraztakie,k t - rcyzcihs t ot | i wo ¢
nie jest modulowana(ang. nonfrequencymodulated nonFM), ichk s ztna gt vy
spektrogramieb y gvyszukiwanei zaznaczane 1 ¢ z( n\W° eim., 2008) W
analiziewz i 0t o ngocudw a wakalizacjealarmoweoc z ist o k. i wo Sc i

22-kHz (ang.alarm calls), jednaknie zarejestrowanchwy st it powani a.

6.9. Analiza statystyczna

Do przeprowadzenianalizstatystycznychwykorzystancoprogramowanie
GraphPadPrism version 6 (GraphPadSoftware, Inc., San Diego, CA) oraz
Statistica 7.1 W pierwszym kroku zweryfikowanon or ma lrmaz&igad - w
uzyskanychdanych (test ShapireWilka). W przypadki danychor oz k gad zi e
normalnymdanep o r - wn ynw ai rdgeugami z zastosowanienjedno lub
dwu-  czynnikowej analizy wariancji  z powtarzanymi pomiaramj
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dwuczynnikowej analizy wariancjilub testut-Studentgw przypadkup or - wnani a
dw- gbp) Dopor - wawal tad 2oir ¢ u ¥ g wedud-Studenta
dlajednejp r - B g Urépbtézaoz g o d nrooSzckigracdzuk §rerchalmgm

z 0 sat @Fucona, dalsz analizy przeprowadzanoprzy u Uy ctest w
nieparametryczych (testU MannaWhitneya).Daneprzedstawiaa nawykresach

jakowa r tSa &idib § Mahdardowyp <0,05uznawaneai st ot BiNi c i

7. Wyniki

7.1.0k r e Shadlensipeo § eransfer gtrachu )
ibezpo Swaudkowaerie strachuws p- gdzi el N
obwody neuronalnew CeA

Ok r e S jakim stopniu neurony aktywowanepodczass pogecz ne g o
transferustrachus ¥ a a n g a W w & ip ® Swasickowargestrachus toa §
siimo Ul d aviemik 2 wi Bzczépezimaedyfikowanychgenetycznieszczurw
PSD95:Venus.U z wi etych tNit a ipgorterowevVenuspodlegaekspresjipod
k o n t prombtd¥agenuc-fos (Knapskai in., 2012).D z i 1 k U wilokajizacji,
at a kckhsieusuwaniatych b i a Zkenk rki mo Ul $ wwaig wyznakowanie
specyficznych  subpopulacji kom-rek o dpowi ad ajreNinggnt h
przeprowadzonymvo k r e S bkaiecgasowym( s z ¢ zvergzdzgWateriaj y
i Metody).

Zwi er zpdddeme z ost aPy § e c ztramsiaowi strachu
i warunkowaniustrachuw o d s t 24 godzen (So, n=8) lub, w przypadkugrupy
kontrolnej, interakcjis p o § epo kritkéej separag, apo 24 h warunkowaniu
strachu (NSo, n=8). W z wi NziknurdN n a nekspréji konstruktu PSD-
95:Venus i endogennegob i ka @Fos moU| i e good r - Unkbrenek e
aktywowanychprzezi n t e rsgkodjjedtenia pizez warunkowaniestrachu
(kom-rki  wyznakowane wy § Nc zprzéze konstrukt PSD95:Venus)

i aktywowanychzar wnoprzezi nt e rs @ lo @ jejik zwamnkowaniestrachu

(kom- rki wyznakowane-w n o ¢ z pr&zPBS[R95:Venus endogennd i ad k o
Fos,Knapskai in., 2012).Na podstawieatlasum- zgu szzura(Paxinosi Watson,
2013)podzielonoCeA nac z fib%ol ¢ fangNateral, CeL)ipr z y Sr (adgk o wN
medial CeM)i zuwz g | n dtegop o d e pnavgdaonca n a | Anatiza ta
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p 0 k a AJan@uony aktywne w czasieinterakcji z pobudzonympartnerems N
aktywowane r-w n i & trasie warunkowaniastrachu.Na st figpmi- evnan o
wyniki grupy ma j Nicretj e rzgdbedzoiymemocjonalniepartnerem(So)

zg r ukprtrolnlN wk t - intergkcjan a s t i po kvia J tsskparadi(NSo).
Analizie statystycznejpoddawanodanew postaciS r e d rstoseirgkigkom: rek
wyznakowanych podw jnie (w kierunku b i a @-kos ipr zeci @i ag a
wy kr ywa p Na gdpmterowe Venus) do ¢ a § k o kezby &gm-rek
(wyznakowanychpodw jnie na c-Fos i GFP oraz pojedynczona GFP). Testy
prowadzono por-w n u jgNipy So i NSo, osobnodla obszarw CeL i CeM.
Zaobserwowanor - Unp ccriii figdrzuyBaNi NSo w regionie CeL (test t
Studentat=4,49,df=14, p<0,0005Ryc. 5).
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Neurony spotecznego strachu
aktywowane podczas warunkowania strachu
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c-Fos'GFP*/c-Fos ' GFP*+GFP"

Rycina 5. Neurony Aspodec Btmcehlgpo w CeA aktywowane podczas
bezpoSr evaunkowamia strachu. A. Z d j fpeepaeatuwykonanezu Uy ci e m
mikroskopu optycznego,widocznejest podw jne znakowanieimmunohistochemiczne:

b i a gRom(kolor czamy)ib i a &poxeroweVenus (kolor fioletowy). Cz ad n M i N
zaznaczonoj N dpodstawne(BA), boczne (LA) oraz ¢ z fifsl z y Sr q@eM) w N
iboc Z@N CeA po prawejp o wi i kfsagnemyez dij B. Ud z inergn w
aktywowanychw czasieinterakcji z pobudzonympartneremw warunkowaniustrachu,
przedstawionyako stosunekiczby kom- rek wyznakowanych-w n o ¢ z pr&rciFas

oraz GFP do caj k o wlicabye \Wwyznakowanychkom: rek. Stwierdzono,U epoziom
Wsp- gwys tjgstm o Wa @ay av grupie eksperymentalney stosunkudo grupy
kontrolnej Wynik ten sugeruje, U dransferstrachuaktywujer - wng reddpaim- r e k
ni ezwizhea ] N S waruhkowamemstrachu. Wykres przedstawiadane jako

wa r tSadSl NINg Stahdardowy***p<0,001.
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7.2.Por- wnanie wzor- w zachowaniapodczasinterakcji

z przestraszonympartnerem ( D Z | B DHefektami

stymulacji optogenetycznepeuronnwAs pogjecznego
stratbdbABo6

Wyniki eksperymentw przeprowadzonychuprzednio (Knapska i in.,
2006)zu Uy c d-Fesjako znacznikaaktywacjineuronw p o k a ) asinieje
wz-r ekspresjicharakterystycznydla s p o § e ctransfergstrachu,w kt- rym
obserwujes i fio d wy Usk o iy N@eergniv. w CeA. Przeprowadzenie
eksperymentukt-ry p o z w o ha bgdanjefunkcji neuronw aktywowanych
przezs p o § etrarsfargtrachus toasij mo Ul d w e fokwojowi technik
optogenetycznychN a r z ftaduzmi oel | okresowaepobudzanidub hamowanie
a k t y wwybréahgchkom- rekw czasietrwaniatest behawioralnego.

W celu o k r e Sfunkaji ineuronw Aspogdeestnag&alp
wykorzystano konstrukt n i o ssNeckyw e k@ g ui jopsyiNChR2, kt- rego
ekspresjazachodzipodk o n t prombtdiac-fos Z wi e rpadiigloaona pary,
losowo wyznaczonym obsewatorom podano do CeA wektor AAV
i zaimplantowano kaniule optogenetyczne.Na s t n panyi @gemonstrator
obserwatompodzielononadwie grupy:e k sper y di&obah n ANISo N .
Zewz gl nadhar aktdziyspgaeantorac-fos zastosowankonstrukt
genetyczny wymaga zaindukowania jego ekspresji poprzez st ymul acj n
b ehawi iok. 24hmalzyskaniejego ekspresjip 0 z w a | na gféktyveng
manipulowanie a k t y wn oesroriwN (Andraka iin.,, 202Q schemat
eksperymentiprzedstawiaRyc. 6, zob.t es(e kM a tie 1 Metodyy.

Pierwszegalniaeksperymentekspresj&onstruktuzaindukowanaz o st a g a
poprzez nt e molEsdérvajon& przestraszonyrdemonstratorergrupaSo,n=38)
lub poprzezi nt e rz deknonpti@toremie poddanymU a d n gemingowj ale
eksponowanyma nowe S r o d o \grupakN8o, n=8). Po 24 h specyficzne
grupy neuronw b y tymulowanepulsacyjnieniebieskimSwi at §emzeg - gy
wrozdzialeMa t e ri Metagly), wt r wa j 8l migutyokresachON i OFF
podczasinterakcji s p o § e @ znremoddanym treningowi demonstratorem).
Wykonanor-w n i leofitrolny eksperymentehawioralny,w kt- rym testowano
obserwatorw poddanychs p o § e c wanséerowi strachu pierwszego dnia
i kontrolnej interakcjis p o § edrugiegednia (So Ctrl), Ue sy r awaky i |
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s p o § etrarsfargtrachumawp § ywan a s t 1 prugiepbadmbi nt er ak cj i
s p 0§ € &zt Neksperyingntopisanow kolejnympodrozdziale).

Analiza zachowaniaszczurw wy k a zUhe§tyanplacjaoptogenetyczna
neuronwA s p o § esctzrnaeay@ed © D Z | ZFvéy w o @fakiypodobnedo
tych obserwowanych podczas w§ a S ¢ i traresfgra strachu ( DZ | B)S
Obserwowanoprzede wszystkim wzrost czasus p n d z ;a wygomywaniu
st jek. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami (sesja)
pot wi er o o firaevakcji grupa x miara behawioralna x sesja:
F(6,126)=4,02p=0,001,a zaplanowangor- wnaniap o k a z 8 §j g tzynoila i
sesji( dz1,d @&i2QHNid z i 220FF), zob.Ryc. 6. W dalszejk o1 ej noSci ,
St o sdwic ¥ o/ n n ia k @ \Wwhkiangji por wnanozachowaniaobserwatorw
stymulowanychoptogenetyczni€So ON) z zachowanienobserwatorw, kt- rzy
nie byli stymulowanioptogenetycznieale zostali poddanitransferowi strachu
poprzedniegodnia (So Ctrl, DZ | EZ n=5) wy k a z Wjewkmst czasu
s pndz amegy&onywaniu stjek jest specyficzny dla stymulacji
optogenetyczngSo ON vs. So Ctrl, interakcjagrupax miarabehawioralnaF (2,
32)=3,33,p=0,0484).

53



/

()

0]

DEMONSTRATOR OBSERWATOR
f-%;’,"@”/‘_ Spoteczny transfer
Qiix P strachu

\ f‘ >

Test interakcji
‘ spotecznej ——
SPOLECZNY TRANSFER STRACHU 3min

54





















































































































