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1. Streszczenie 

ZaraŨanie emocjonalne, czyli wsp·ğdzielenie stan·w emocjonalnych pomiňdzy 

osobnikami, jest uwaŨane za jednŃ z najprostszych form empatii. Zjawisko to moŨna 

badaĺ wykorzystujŃc zwierzňce modele eksperymentalne, np. model szczurzy. 

WczeŜniej wykazano m.in., Ũe interakcja spoğeczna z przestraszonym partnerem z klatki 

(demonstratorem) sprzyja zachowaniom majŃcym na celu ocenň ryzyka i aktywuje 

jŃdro Ŝrodkowe ciağa migdağowatego (CeA) u niepoddanego treningowi szczura-

obserwatora. Dodatkowo, strach przenoszony spoğecznie przyspiesza p·Ŧniejsze 

nabywanie reakcji strachu u obserwatora. Gğ·wnym tematem tej pracy byğo zbadanie 

roli subpopulacji neuron·w w CeA aktywowanej podczas spoğecznego transferu 

strachu. Aby zlokalizowaĺ aktywowane neurony wykorzystano podw·jnŃ 

immunodetekcjň c-fos-zaleŨnego konstruktu PSD-95:Venus i endogennego biağka c-

Fos. Dziňki temu stwierdzono, Ũe subpopulacja neuron·w aktywowanych przez 

spoğeczny transfer strachu czňŜciowo pokrywa siň (w okoğo 65%) z subpopulacjŃ 

zaangaŨowanŃ w bezpoŜrednie nabywanie reakcji strachu. W celu okreŜlenia funkcji 

neuron·w Ăspoğecznego strachu" poddano je stymulacji optogenetycznej w znajomym 

i nowym Ŝrodowisku. Zaobserwowano, Ũe aktywacja neuron·w Ăspoğecznego strachuò 

w CeA w znanym Ŝrodowisku klatki domowej, w obecnoŜci partnera, wywoğağa 

pobudzenie behawioralne charakterystyczne dla spoğecznego transferu strachu. Nie 

wpğynňğa natomiast na zachowania spoğeczne, sugerujŃc, Ũe neurony te sŃ 

odpowiedzialne raczej za eksploracjň o charakterze niespoğecznym. Hipotezň tň 

potwierdzono w kolejnym eksperymencie, podczas kt·rego aktywowanie neuron·w 

Ăspoğecznego strachuò podczas testu w nowym Ŝrodowisku wywoğağo zachowania 

majŃce na celu aktywnŃ ocenň ryzyka. Nastňpnie scharakteryzowano neurony 

Ăspoğecznego strachuò pod kŃtem wsp·ğwystňpowania biağka c-Fos z czynnikiem 

uwalniajŃcym kortykotropinň (CRF) i oksytocynŃ (OXY). Zaobserwowano duŨy 

poziom wsp·ğwystňpowania zar·wno wğ·kien OXY, jak i CRF z neuronami c-Fos 

pozytywnymi. W nastňpnym kroku zbadano jaki wpğyw ma uwalnianie OXY na 

spoğeczny transfer strachu. W tym celu, w trakcie spoğecznego transferu strachu, 

stymulowano optogenetycznie uwalnianie OXY lub podawano antagonistň receptora 

OXY do CeA obserwator·w. Zaobserwowano, Ũe zwiňkszenie poziomu OXY w CeA 

zmniejszyğo wystňpowanie zachowaŒ majŃcych na celu ocenň ryzyka, natomiast jej 
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zablokowanie zintensyfikowağo takie zachowania. Ponadto zauwaŨono, Ũe 

manipulowanie poziomem OXY u obserwatora wywiera wpğyw r·wnieŨ na zachowanie 

demonstratora, sugerujŃc wpğyw zachowania obserwatora na efektywnoŜĺ spoğecznego 

buforownia strachu u demonstratora. Nastňpnie przeprowadzono immunodetekcjň 

biağka c-Fos i konstruktu PSD-95:Venus w poğŃczeniu z technikami znakowania 

poğŃczeŒ pomiňdzy strukturami m·zgu i scharakteryzowano funkcjonalne poğŃczenia 

CeA podczas spoğecznego transferu strachu. Jako dominujŃce zidentyfikowano 

projekcje z czňŜci grzbietowej kory przedczoğowej i kory wyspy oraz projekcje do 

substancji szarej okoğowodociŃgowej i jŃder szwu. PodsumowujŃc, wykazano, Ũe: (1) 

neurony Ăspoğecznego strachuò modulujŃ eksploracjň Ŝrodowiska w spos·b majŃcy na 

celu wykrycie potencjalnego zagroŨenia, (2) zachowania majŃce na celu ocenň ryzyka 

sŃ hamowane przez uwolnienie OXY w CeA, (3) neuronalne obwody CeA sŃ 

czňŜciowo wsp·ğdzielone przez spoğeczny transfer strachu i bezpoŜrednie nabywanie 

reakcji strachu. 
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2. Abstract 

Emotional contagion, i.e., the sharing of emotional states between individuals, 

considered to be one of the simplest forms of empathy, can be modeled in rodents. For 

instance, it has been described earlier that social interaction with a fearful cage mate 

(the demonstrator) promotes risk assessment and activates the central amygdala (CeA) 

in an otherwise naµve rat (the observer). Additionally, socially transferred fear 

subsequently facilitates aversively motivated learning. Here we focused on investigating 

the mechanistic role of CeA neurons activated by socially transferred fear. We used c-

fos guided detection of the activated cells. Using double immunodetection for a c-fos 

driven PSD-95:Venus construct and endogenous c-Fos we showed that the CeA ósocial 

fearô neuronal population partially overlaps (about 65%) with neurons activated by 

directly experienced fear. Then, to assess the function of CeA ósocial fearô neurons 

we optogenetically stimulated them in familiar and novel environment. We showed that 

the activation of CeA ôsocial fearô neurons in a familiar environment induced risk 

assessment behavior, resembling closely the behavior observed during interaction with 

a fearful partner. Interestingly, the activation did not affect social behavior, suggesting 

that, instead, CeA ósocial fearô neurons play a role in modulation of non-social 

exploration. This hypothesis was confirmed in the next experiment, in which CeA 

ósocial fearô neurons were activated in the novel environment. Next, we characterized 

the CeA ósocial fearô neurons collocalizing c-Fos with corticotropin releasing factor 

(CRF) and oxytocin (OXY). We observed high level of co-localization between neurons 

activated by socially transferred fear, CRF and oxytocinergic fibers. Then, to study the 

role of OXY in socially transferred fear we optogenetically stimulated the release of 

OXY or infused an OXY receptor antagonist to the CeA of the observers. We found that 

OXY in the CeA bidirectionally modulates risk assessment behavior, with increased 

OXY level reducing, and reduced OXY level increasing it. Manipulation of the OXY 

level in the CeA of the observers also affected behavior of the demonstrators suggesting 

the role of proper social interaction in social buffering. Finally, performing 

immunodetection of c-Fos i PSD-95:Venus construct combined with tracing techniques 

we characterized the functional connectivity of CeA ósocial fearô neurons. We observed 

dominant projections from the prelimbic cortex and insular cortex, as well as to the 

periaqueductal gray and raphe nuclei, the structures involved in directly experienced 
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fear and anxiety. In summary, we found that (1) CeA ósocial fearô neurons modulate 

exploration of the environment, in a way that helps to detect potential threats, (2) the 

risk assessment behavior is suppressed by OXY release in the CeA, (3) the neuronal 

circuits in the CeA for social and directly experienced fear partially overlap. 
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3. Wykaz skr·t·w 

 

ACC (ang. anterior cingulate cortex) ï przednia kora zakrňtu obrňczy 

AI (ang. anterior insula) ï przednia czňŜĺ kory wyspy 

AID (ang. agranular insular cortex, dorsal) ï agranularna kora wyspy, czňŜĺ 

grzbietowa 

AIV  (ang. agranular insular cortex, vental) ï agranularna kora wyspy, czňŜĺ brzuszna 

ANOVA ï analiza wariancji 

AP (ang. anterior/ posterior) ï pğaszczyzna przednio-tylna czaszki  

AP-1 (ang. activator protein 1) ï czynnik transkrypcyjny, heterodimer zazwyczaj zğoŨony 

z biağka c-Fos i partnera naleŨŃcego do rodziny Jun  

BLA (ang. basolateral amygdala) ï jŃdro podstawno-boczne ciağa migdağowatego  

CeA (ang. central nucleus) ï jŃdro Ŝrodkowe ciağa migdağowatego 

CeL (ang. lateral subdivision) ï boczna czňŜĺ jŃdra Ŝrodkowego ciağa migdağowatego 

CeM (ang. medial subdivision) ï przyŜrodkowa czňŜĺ jŃdra Ŝrodkowego ciağa 

migdağowatego 

c-fos (c-fos mRNA i biağko c-Fos; ang. cellular FBJ osteosarcoma virus) ï gen, kt·rego 

ekspresja jest badana w celu okreŜlenia aktywnoŜci funkcjonalnej neuron·w 

c-Fos ï biağko c-Fos  

Cg1 (ang. Cingulate cortex, area 1) ï zakrňt obrňczy, obszar 1 

CRF (ang. Corticotropin Releasing Factor) ï czynnik uwalniajŃcy kortykotropinň 

DI (ang. dysgranular insular cortex) ï dysgranularna kora wyspy 

DRN (ang. raphe nuclei, dorsal) ï jŃdra szwu, czňŜĺ grzbietowa 

DV (ang. dorsal/ ventral) ï pğaszczyzna brzuszno-grzbietowa czaszki 

eYFP (ang. enhanced yellow fluorescent protein) ï biağko wzmocnionej Ũ·ğtej fluorescencji  

GFP (ang. green fluorescent protein) ï biağko zielonej fluorescencji 

GI (ang. granular insular cortex) ï granularna kora wyspy 

HC (ang. home cage) ï grupa kontrolna zwierzŃt hodowanych w parach w klatkach 

domowych, nie poddanych treningom behawioralnym 

IEG (ang. immediate early gene) ï gen odpowiedzi wczesnej  

INS (ang. insula, insular cortex) ï kora wyspy 

IL (ang. infralimbic cortex) ï brzuszna czňŜĺ przyŜrodkowej kory przedczoğowej 

LA (ang. lateral nucleus) ï jŃdro boczne ciağa migdağowatego 



6 

 

LM (ang. lateral/medial) ï pğaszczyzna boczno-przyŜrodkowa czaszki 

LTP (ang. long term potentiation) ï dğugotrwağe wzmocnienie synaptyczne  

lwDR (ang. dorsal raphe lateral wing) ï boczne skrzydğo czňŜci grzbietowej szwu 

MRN (ang. raphe nuclei, median) ï jŃdra szwu, czňŜĺ Ŝrodkowa 

mRNA (ang. messenger RNA) - matrycowy RNA 

NSo (ang. non-shocked observer) ï grupa, w kt·rej obserwator byğ poddany interakcji 

spoğecznej z demonstratorem po kr·tkim okresie separacji 

NSd (ang. non-shocked demonstrator) ï grupa, w kt·rej demonstrator byğ poddany 

interakcji spoğecznej z obserwatorem po kr·tkim okresie separacji i pobycie w klatce 

eksperymentalnej 

Okres OFF ï faza testu optogenetycznego, w czasie kt·rej laser byğ wyğŃczony  

Okres ON ï faza testu optogenetycznego, w czasie kt·rej laser byğ wğŃczony 

OXY (ang. oxytocin) ï oksytocyna 

PAG (ang. periaqueductal gray) ï substancja szara okoğowodociŃgowa 

PBS (ang. phosphate buffered saline) ï zbuforowany roztw·r soli fizjologicznej  

PFA ï paraformaldehyd  

PFC (ang. prefrontal cortex) ï przyŜrodkowa kora przedczoğowa 

PL (ang. prelimbic cortex) ï grzbietowa czňŜĺ przyŜrodkowej kory przedczoğowej 

PVN (ang. paraventricular nucleus) ï jŃdro przykomorowe 

RN (ang. raphe nuclei) ï jŃdra szwu 

Sd (ang. shocked demonstrator) ï grupa, w kt·rej demonstrator byğ poddany 

warunkowaniu strachu, a nastňpnie interakcji spoğecznej z naiwnym obserwatorem 

So (ang. shocked observer) ï grupa, w kt·rej obserwator miağ interakcjň z poddanym 

warunkowaniu strachu demonstratorem 

SOM (ang. somatostatin) ï somatostatyna 

wektory AAV  ï wektory wirusowe zwiŃzane z adenowirusami  

vlPAG (ang. ventrolateral periaqueductal gray) ï czňŜĺ brzuszno-boczna substancji szarej 

okoğowodociŃgowej
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4. Wstňp 

Strach jest emocjŃ wrodzonŃ, o bezpoŜrednim znaczeniu adaptacyjnym 

(Plutchik, 1980). BodŦce ŜwiadczŃce o niebezpieczeŒstwie wywoğujŃ u zwierzŃt strach, 

co skutkuje mobilizacjŃ organizmu i prowadzi do ucieczki lub walki (ang. flight-or-fight 

response, Cannon, 1915) albo zamierania (ang. freezing, Blanchard i Blanchard, 1969). 

Sytuacje takie powodujŃ powstawanie Ŝlad·w pamiňciowych w m·zgu, pomagajŃc 

organizmom przyjmowaĺi wypracowywaĺ najbardziej odpowiednie strategie 

przetrwania (Ehrlich i in., 2009; Ciocchi i in., 2010; Knapska i in., 2012; Li  i in., 2013; 

Penzo i in., 2014; Janak i Tye, 2015). Gatunki spoğeczne czerpiŃ korzyŜci z tworzenia 

grup, m.in., dlatego, Ũe pojedyncze osobniki otrzymujŃ informacje o zagroŨeniu od 

innych czğonk·w stada, bez naraŨania siň na bezpoŜrednie niebezpieczeŒstwo. 

Wokalizacje i feromony alarmowe, charakterystyczna postawa ciağa ï podobnie jak 

awersyjne bodŦce niespoğeczne ï wpğywajŃ na zachowanie i pamiňĺ zwierzŃt je 

odbierajŃcych. Prawdopodobnie wiele aspekt·w teorii klasycznego i instrumentalnego 

uczenia siň moŨe znajdowaĺ zastosowanie r·wnieŨ w procesach zwiŃzanych 

z przetwarzaniem bodŦc·w spoğecznych (Bandura, 1971; Olsson i in., 2020). JednakŨe 

spos·b, w jaki m·zg przetwarza informacjň na temat zagroŨenia uzyskiwanŃ od innych 

osobnik·w oraz jak moduluje zachowanie osobnika dziňki przetworzeniu takiej 

informacji nie jest dobrze poznany.  

Zjawisko przejmowania pobudzenia emocjonalnego od innych osobnik·w, 

zwane zaraŨaniem emocjonalnym, polega na przyjmowaniu stan·w motorycznych, 

fizjologicznych oraz afektywnych drugiego osobnika i najprawdopodobniej tworzy 

podstawň, z kt·rej wyewoluowağy wyŨsze formy empatii (Preston i de Waal, 2002). 

ZaraŨanie emocjonalne jest szeroko opisywane gğ·wnie wŜr·d ssak·w i wystňpuje 

pomiňdzy osobnikami tego samego gatunku (Jeon i in., 2010; de Waal i Preston, 2017; 

Meyza i in., 2017). Najwiňcej badaŒ tego zjawiska przeprowadzono wykorzystujŃc 

model obserwacyjnego uczenia siň, w kt·rym dwa osobniki (szczury lub myszy) 

zamkniňte sŃ w dw·ch mağych komorach rozdzielonych perforowanŃ przegrodŃ. Jedno 

ze zwierzŃt obserwuje drugie, poddawane warunkowaniu strachu, w wyniku czego 

samo uczy siň przejawiaĺ strach. JednakŨe ograniczona przestrzeŒ w klatce 

eksperymentalnej i obecnoŜĺ przegrody w tym modelu uniemoŨliwiajŃ rejestrowanie 

peğnej interakcji spoğecznej partner·w. Na przestrzeni lat powstağy modele 

eksperymentalne do badania zaraŨania emocjonalnego bardziej dopasowane do profilu 
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etologicznego gryzoni (Knapska i in., 2006; Bruchey i in., 2010; Monfils i Agee, 2019). 

W niniejszej pracy wykorzystano model spoğecznego transferu strachu opracowany 

przez KnapskŃ i in. (2006, 2010). W modelu tym jeden z pary szczur·w, hodowanych 

razem w klatce, tzw. demonstrator, jest zabierany z klatki domowej i poddawany 

warunkowaniu strachu. Po powrocie do klatki domowej wchodzi on w interakcjň 

z drugim ze szczur·w, okreŜlanym jako obserwator.  

Interakcja z pobudzonym emocjonalnie demonstratorem prowadzi do zmiany 

zachowania obserwatora, polegajŃcej, m. in., na pobudzeniu motorycznym, wzmoŨonej 

eksploracji Ŝrodowiska, wykonywaniu st·jek. W badaniach nad pojedynczymi 

osobnikami takie zachowanie opisuje siň jako szacowanie ryzyka (ang. risk assessment) 

i jest ono powiŃzane z lňkiem (McNaughton i Corr, 2004). Stwierdzono teŨ, Ũe kontakt 

z przestraszonym demonstratorem poprawia uczenie siň i pamiňĺ warunkowych 

bodŦc·w awersyjnych (Knapska i in., 2010). Na poziomie molekularnym natomiast 

obserwuje siň podwyŨszonŃ ekspresjň biağka c-Fos (znacznika aktywnoŜci neuronalnej) 

w ciele migdağowatym, miňdzy innymi w jŃdrze Ŝrodkowym (CeA, Knapska i in., 

2006). CeA zaangaŨowane jest w przetwarzanie bodŦc·w awersyjnych i ekspresjň 

aktywnych oraz pasywnych strategii obronnych w odpowiedzi na zagroŨenie, jego 

boczna czeŜĺ wiŃzana jest teŨ z procesami uwagowymi (Gallagher i Schoenbaum, 1999; 

Knapska i in., 2006). Z drugiej jednak strony wskazuje siň na rolň tego jŃdra 

w zachowaniach spoğecznych zwiŃzanych z, m.in., agresjŃ, kopulacjŃ i opiekŃ nad 

potomstwem, a takŨe z motywacjŃ apetytywnŃ (Knapska i in., 2006, 2013; Namburi 

i in., 2015a; Kim i in., 2017; Lebitko i in., 2020). W zwiŃzku z tym, celem tej pracy 

byğo zbadanie jakŃ rolň peğni aktywacja CeA w spoğecznym transferze strachu. W 

pierwszej kolejnoŜci zbadano, na ile subpopulacja neuron·w c-Fos pozytywnych 

w CeA wzbudzana przez spoğeczny transfer strachu jest toŨsama z populacjŃ pobudzanŃ 

przez bezpoŜrednie warunkowanie strachu. Nastňpnie optogenetycznie pobudzano 

badanŃ subpopulacjň w znanych warunkach, w obecnoŜci partnera, jak teŨ podczas 

eksploracji nowego Ŝrodowiska. PoniewaŨ doniesienia ostatnich lat wskazujŃ na istotŃ 

rolň oksytocyny (OXY, ang. oxytocin) w CeA w ekspresji oraz wygaszaniu reakcji 

strachu (Hasan i in., 2019), a takŨe ocenie walencji bodŦc·w spoğecznych (Ferretti i in., 

2019; Rogers-Carter i Christianson, 2019), zbadano r·wnieŨ, czy i w jaki spos·b 

wydzielanie OXY w CeA moduluje spoğeczny transfer strachu. Nastňpnie 
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scharakteryzowano funkcjonalne poğŃczenia neuron·w w CeA aktywowanych przez 

spoğeczny transfer strachu. 

4.1. Eksperymentalny model spoğecznego transferu strachu 
 

W modelu eksperymentalnym spoğecznego transferu strachu (Knapska i in., 

2006; Ryc. 1), szczury hodowane sŃ w parach. W dniu eksperymentu jeden z nich, 

zwany demonstratorem jest poddawany warunkowaniu strachu. Zaraz po zakoŒczeniu 

treningu demonstrator przenoszony jest z powrotem do klatki domowej, gdzie czeka na 

niego jego partner niepoddany Ũadnej stymulacji behawioralnej (tzw. obserwator). 

Szczury mogŃ wchodziĺ w swobodnŃ interakcjň. W grupie kontrolnej, demonstrator 

przenoszony jest do nowej klatki o neutralnym zapachu, po czym wraca do klatki 

domowej, gdzie wchodzi w interakcjň z obserwatorem - jest to kontrolna interakcja 

spoğeczna po separacji. Obserwacje behawioralne pokazujŃ, Ũe pobudzenie emocjonalne 

demonstratora zostaje przekazane obserwatorowi. Objawia siň to wzmoŨeniem 

zachowaŒ eksploracyjnych, takich jak st·jki, oraz intensyfikacjŃ reakcji wzdrygniňcia 

wywoğanej gğoŜnym dŦwiňkiem (ang. acoustic startle response, Knapska i in., 2006). 

Podczas interakcji obserwatorzy wykazujŃ teŨ wzmoŨenie spoğecznych zachowaŒ 

eksploracyjnych takich jak obwŃchiwanie demonstrator·w, szczeg·lnie czňŜci ciağa 

wydzielajŃcych feromony (Knapska i in., 2010). Zastosowanie tego modelu u myszy 

r·wnieŨ wykazağo wzmoŨenie spoğecznych zachowaŒ eksploracyjnych u obserwator·w 

(Meyza i in., 2015).  

Zmiany w zachowaniu obserwator·w pokazujŃ, Ũe demonstratorzy nie muszŃ 

znajdowaĺ siň w bezpoŜrednim zagroŨeniu, Ũeby przekazywaĺ obserwatorom swoje 

pobudzenie emocjonalne oraz Ũe wczeŜniejsza bezpoŜrednia ekspozycja na bodŦce 

wywoğujŃce strach nie jest wymagana, Ũeby obserwator przejŃğ owo pobudzenie od 

demonstratora (Knapska i in., 2006; Knapska i in., 2010). Z etologicznego punktu 

widzenia szybkie dostosowanie siň do stanu demonstratora wpğywa na lepszŃ adaptacjň 

do zmian w Ŝrodowisku zewnňtrznym. Obserwacje Knapskiej i in. (2010) wskazujŃ teŨ 

na to, Ũe spoğeczny transfer strachu poprawia nabywanie i pamiňĺ warunkowej reakcji 

strachu u obserwator·w, a takŨe pozytywnie wpğywa na wyniki uzyskane w teŜcie 

aktywnego unikania. Jest prawdopodobne, Ũe obserwatorzy rozpoznajŃ zapach klatki do 

warunkowania strachu na futrze demonstratora, w ten spos·b demonstratorzy przenoszŃ 

elementy kontekstu warunkowania strachu, a obserwatorzy wytwarzajŃ asocjacjň tego 

zapachu z negatywnŃ walencjŃ stanu emocjonalnego demonstratora. Podobny transfer 
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obserwowano, w modelach badajŃcych przekazywanie informacji na temat 

bezpieczeŒstwa pokarmu (informacje na temat zapachu bezpiecznego pokarmu sŃ 

zbierane z pyska demonstratora, a zapach demonstratora pozostawiony na pokarmie, 

sprawia, Ũe jest on potem preferowany przez obserwatora w por·wnaniu z pokarmem 

o neutralnym zapachu, Bessi¯res i in., 2017). 

Co ciekawe, u myszy kontakt z przestraszonym osobnikiem zaburzağ uczenie siň 

warunkowej reakcji strachu (Bredy i Barad, 2009). Przyczyny r·Ũnic wpğywu 

spoğecznego transferu na p·Ŧniejsze warunkowanie strachu opisywane miňdzy tymi 

gatunkami nie sŃ do koŒca jasne. R·Ũnice te mogŃ wynikaĺ z innego wyjŜciowego 

poziomu lňku i obierania innych strategii radzenia sobie ze stresem. U zwierzŃt 

utrzymujŃcych hierarchiň spoğecznŃ waŨnym czynnikiem w przekazywaniu i pobieraniu 

informacji jest teŨ pozycja w stadzie (Horner i in., 2010), co moŨe byĺ czynnikiem 

determinujŃcym zajŜcie transferu strachu miňdzy osobnikami i byĺ moŨe ta zaleŨnoŜĺ 

jest silniej wyraŨana u myszy. PodsumowujŃc, obserwacje dotyczŃce spoğecznego 

transferu strachu sugerujŃ, Ũe zaraŨanie emocjonalne u zwierzŃt nie tylko informuje 

o obecnych w danej chwili zagroŨeniach ze strony Ŝrodowiska zewnňtrznego, ale 

r·wnieŨ moduluje uczenie siň reakcji obronnych pozwalajŃcych na efektywniejsze 

unikniňcie zagroŨenia w przyszğoŜci.  
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Rycina 1. Model spoğecznego transferu strachu. W dniu eksperymentu jeden ze szczur·w 

zwany demonstratorem jest poddawany warunkowaniu strachu. Zaraz po zakoŒczeniu treningu 

jest on przenoszony z powrotem do klatki domowej, gdzie czeka na niego jego partner, zwany 

obserwatorem. Szczury mogŃ wchodziĺ w swobodnŃ interakcjň, podczas kt·rej obserwatorzy 

wykazujŃ wzrost spoğecznych zachowaŒ eksploracyjnych oraz zachowaŒ majŃcych na celu 

oszacowanie ryzyka, tzw. st·jek. 

 

4.2. ZaraŨanie emocjonalne a uczenie siň przez obserwacjň 
 

U ludzi przyjmowanie odpowiednich strategii behawioralnych na podstawie 

interakcji ze Ŝrodowiskiem spoğecznym moŨe zachodziĺ poprzez warunkowanie 

klasyczne i instrumentalne, ale r·wnieŨ poprzez Ŝwiadome konstruowanie hipotez 

dotyczŃcych tego, jakie wğasne dziağania i w jakich warunkach prowadzŃ do 

poŨŃdanych przez jednostkň skutk·w. Ludzie wykorzystujŃ takŨe modelowanie, tzn. 

skupianie uwagi na zachowaniu modela, zapamiňtywanie go i samodzielne 

wypr·bowywanie w nowych sytuacjach (Bandura, 1971).  
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Podobne zasady jak podczas uczenia siň metodŃ pr·b i bğňd·w wydajŃ siň mieĺ 

zastosowanie w uczeniu siň jakie konsekwencje mogŃ nieŜĺ emocje innych (Joiner i in., 

2017; Lindstrºm i in., 2018). Ludzie sŃ zdolni uczyĺ siň zachowaŒ prospoğecznych, 

a osoby bardziej empatyczne uczŃ siň takich zachowaŒ szybciej (Lockwood i in., 2016). 

Uczenie obserwacyjne wystňpuje r·wnieŨ u zwierzŃt i moŨna zaobserwowaĺ i tu pewne 

analogie miňdzy uczeniem siň bodŦc·w spoğecznych i bodŦc·w niespoğecznych 

(Laland, 2004; Olsson i Phelps, 2007). Zar·wno u ludzi, jak i u zwierzŃt obserwuje siň, 

Ũe ekspresja emocjonalna demonstratora wpğywa na nabywanie i wygaszanie reakcji 

strachu u obserwatora (Hooker i in., 2006; Knapska i in., 2007; Kiyokawa i in., 2014; 

Gunnar i in., 2015; Colnaghi i in., 2016). U zwierzŃt ekspozycja na widok, zapach lub 

wokalizacje przestraszonego demonstratora powoduje wzmocnionŃ reakcjň na 

zagroŨenie (Inagaki i in., 2014; Lebowitz i in., 2015). U mağp przebieg mimikry 

u obserwatora jest zaleŨny od intensywnoŜci ekspresji emocjonalnej demonstratora, 

sugerujŃc podobny zwiŃzek do obserwowanego podczas uczenia siň pomiňdzy 

bodŦcami warunkowymi i bezwarunkowymi (Cook i Mineka, 1989). ZaraŨanie 

emocjonalne uğatwia gatunkom stadnym nabywanie informacji o Ŝwiecie zewnňtrznym 

i funkcjonowanie w Ŝrodowisku. Opr·cz zalet wynikajŃcych z uczenia siň o korzyŜciach 

i zagroŨeniach w Ŝrodowisku, nabycie umiejňtnoŜci rozpoznawania stan·w 

emocjonalnych innych zainicjowağo najprawdopodobniej rozw·j empatii. U ludzi, 

przede wszystkim dziňki rozwiniňciu mowy, przekazywanie oraz przechowywanie 

informacji o Ŝrodowisku innym czğonkom spoğecznoŜci moŨe byĺ bardzo precyzyjne. 

Zwierzňta informacje o zagroŨeniu uzyskujŃ dziňki odczytywaniu stan·w 

emocjonalnych innych, poprzez feromony alarmowe, wokalizacje itp. Jednak spos·b 

i stopieŒ precyzji takiej komunikacji jest wciŃŨ bardzo mağo zbadany. 

 

4.3. Ekspresja c-Fos w jŃdrze Ŝrodkowym ciağa 

migdağowatego (CeA) i jej  znaczenie 
 

Znakowanie biağka c-Fos jest powszechnie stosowane jako narzňdzie do 

mapowania aktywacji m·zgu (Knapska i in., 2007). Gen c-fos naleŨy do grupy gen·w 

wczesnej odpowiedzi (ang. immediate early genes; IEGs; Greenberg i in., 1986), a jego 

produkt - biağko c-Fos lokalizuje siň w jŃdrze kom·rkowym (Curran i in., 1984). 

Kom·rka w warunkach podstawowych ma niski poziom biağka c-Fos, natomiast po 

pobudzeniu jego ekspresji mRNA moŨe byĺ wykryte juŨ po 15 minutach (Curran 
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i Franza, 1988; Kaczmarek i in., 1988). W wyniku translacji mRNA poziom biağka 

podnosi siň i osiŃga najwyŨszy poziom w jŃdrze po ok. 1,5 do 2 godzin po indukcji 

(Morgan i in., 1987; Yang i in., 1990; KamiŒska i in., 1994). 

Wiele badaŒ wskazuje na to, Ũe indukcja biağka c-Fos w neuronach jest zwiŃzana 

z procesem uczenia siň i plastycznoŜci neuronalnej i koreluje z nowoŜciŃ danej sytuacji 

(Hess i in., 1995; Frankland i in., 2004; Martinez i in., 2013; de Hoz i in., 2018). c-Fos 

bierze, m.in., udziağ w regulacji ekspresji gen·w kodujŃcych biağka zaangaŨowane 

w plastycznoŜĺ synaptycznŃ i powstawanie Ŝladu pamiňciowego (Szklarczyk i in., 2002; 

Michaluk i in., 2011; Knapska i in., 2013).  

Mapowanie aktywacji neuronalnej ciağa migdağowatego za pomocŃ biağka c-Fos 

pozwoliğo na powiŃzanie aktywnoŜci r·Ũnych jego jŃder z warunkowaniem, ekspresjŃ 

i wygaszaniem reakcji strachu, aktywnym unikaniem, spoğecznym transferem strachu, 

zachowaniami agresywnymi i opiekuŒczymi, a takŨe treningiem apetytywnym (Beck 

i Fibiger, 1995; Savonenko i in., 1999; Radwanska i in., 2002; Knapska i in., 2006). W 

badaniach nad rolŃ CeA w przetwarzaniu bodŦc·w apetytywnych stwierdzono, Ũe 

zablokowanie subpopulacji neuron·w wyraŨajŃcych c-Fos prowadzi do osğabienia 

motywacji zwierzŃt do wykonywania reakcji instrumentalnej prowadzŃcej do zdobycia 

nagrody (Lebitko i in., 2020). Natomiast w odniesieniu do bodŦc·w awersyjnych nie 

stwierdzono wzrostu ekspresji c-fos po treningu warunkowania strachu na kontekst lub 

bodziec sğuchowy w por·wnaniu do grupy kontrolnej (Kaczmarek i in., 1988; 

Milanovic i in., 1998; Do-Monte i in., 2015). Zaobserwowano natomiast wzrost 

poziomu biağka c-Fos w neuronach CeA po teŜcie reakcji aktywnego unikania 

(Martinez i in., 2013). PodsumowujŃc, indukcja biağka c-Fos w CeA zwiŃzana jest 

z przetwarzanie zar·wno pozytywnych, jak i negatywnych emocji, w kontekŜcie 

niespoğecznym, jak i spoğecznym. 

PodwyŨszony poziom biağka c-Fos w CeA obserwator·w poddanych 

spoğecznemu transferowi strachu (Knapska i in., 2006) sugeruje istotnŃ rolň tej 

subpopulacji neuron·w w zaraŨaniu emocjonalnym. Dostňpne wczeŜniej techniki 

eksperymentalne nie pozwalağy na badanie funkcji neuron·w aktywowanych w CeA. 

MoŨliwoŜci takich dostarczyğa optogenetyka, umoŨliwiajŃca okresowŃ stymulacjň 

aktywnoŜci wybranej subpopulacji neuron·w w czasie rzeczywistym testu oraz 

konstrukty genetyczne pozwalajŃce na wywoğanie ekspresji biağek Ŝwiatğoczuğych pod 

kontrolŃ promotora c-fos (konstrukty niosŃce sekwencjň kodujŃcŃ rodopsynň ChR2, 
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ang. channel rhodopsin 2, ChR2, Ŝwiatğoczuğe biağko pozwalajŃce na stymulacjň 

aktywnoŜci neuron·w, kt·rych ekspresja zachodzi pod kontrolŃ promotora c-fos).  

BiorŃc pod uwagň przytoczone powyŨej wyniki wczeŜniejszych badaŒ nad 

zaangaŨowaniem CeA w przetwarzanie pozytywnych i negatywnych stan·w 

emocjonalnych moŨna wysunŃĺ dwie hipotezy wyjaŜniajŃce silnŃ aktywacjň tej 

struktury w spoğecznym transferze strachu. Obserwowana aktywacja moŨe byĺ 

wynikiem emocji pozytywnych, zwiŃzanych np. z przerwaniem izolacji spoğecznej, czy 

pozytywnym kontaktem spoğecznym lub teŨ byĺ zwiŃzana z emocjami negatywnymi 

(wykrycie bodŦc·w ŜwiadczŃcych o zagroŨeniu, zaraŨanie strachem). W zwiŃzku z tym, 

gğ·wnym celem tej pracy byğo wyjaŜnienie jakŃ funkcjň peğni subpopulacja neuron·w 

c-Fos pozytywnych aktywowana w CeA w wyniku spoğecznego transferu strachu i jej 

zwiŃzku z pozytywnym i negatywnym pobudzeniem emocjonalnym. 

 

4.4. Charakterystyka neuroanatomiczna i molekularna CeA 
 

Ciağo migdağowate peğni kluczowŃ rolň w przetwarzaniu emocji, jest to struktura 

szczeg·lnie dobrze zbadana pod wzglňdem odpowiedzi na warunkowe bodŦce 

awersyjne (LeDoux, 2000). CeA stanowi gğ·wne wyjŜcie z ciağa migdağowatego do 

pnia m·zgu, co umoŨliwia efektywnŃ kontrolň reakcji obronnych (LeDoux, 2000). 

Anatomicznie, jak r·wnieŨ funkcjonalnie, CeA dzieli siň na czňŜĺ bocznŃ (CeL, ang. 

lateral) i czňŜĺ przyŜrodkowŃ (CeM, ang. medial), r·ŨniŃce siň profilem molekularnym 

(Veinante i Freund-Mercier, 1997; Huber i in., 2005). Czasem wyr·Ũnia siň r·wnieŨ 

czňŜĺ kapsularnŃ (CeC, ang. capsular). CeA zbudowane jest ze Ŝredniej wielkoŜci, 

rozgağňzionych i posiadajŃcych liczne kolce dendrytyczne neuron·w GABA-ergicznych 

(Cassell i in., 1986). W CeA wystňpuje duŨa r·ŨnorodnoŜĺ ekspresji gen·w (Moga 

i Gray, 1985; Veinante i Freund-Mercier, 1997; Zirlinger i in., 2001). W r·Ũnych 

neuronach CeA stwierdzono, m.in., ekspresjň nastňpujŃcych gen·w: hormonu 

uwalniajŃcego kortykotropinň (gen Crh, ang. Corticotropin Releasing Hormone), 

receptora serotoniny 2a (gen Htr2a, ang. 5-Hydroxytryptamine Receptor 2A), 

neurotensyny (gen Nts, ang. Neurotensin), kinazy biağkowej C-ŭ (gen Prkcd, ang. 

Protein Kinase C Delta), somatostatyny (gen Sst, ang. Somatostatin) i tachykininy 2 

(gen Tac2, ang. Tachykinin 2) oraz receptora podobnego do receptora kalcytoniny (gen 

Calcrl, ang. Calcitonin Receptor Like Receptor) (Kim i in., 2017). Do pewnego stopnia 
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subpopulacje neuron·w charakteryzujŃce siň ekspresjŃ wymienionych gen·w sŃ 

rozğŃczne. 

Kim i in. (2017) przeprowadzili analizň ekspresji gen·w w CeA w odniesieniu 

do zachowaŒ zwiŃzanych z motywacjŃ apetytywnŃ i awersyjnŃ, analizujŃc za pomocŃ 

fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ koekspresjň genu c-fos (powszechnie stosowanego 

jako narzňdzie do mapowania aktywacji m·zgu; Knapska i in., 2007) z wybranymi 

znacznikami. Ekspresja genu c-fos byğa zwiňkszona w CeC w neuronach Prkcd podczas 

testu warunkowego strachu w por·wnaniu do sesji wygaszania, natomiast 

w odpowiedzi na bodziec bezwarunkowy zaobserwowano zwiňkszonŃ koekspresjň c-fos 

z Prkcd i Calcrl. Ekspresja c-fos byğa r·wnieŨ zwiňkszona w neuronach Prkcd w CeL 

podczas sesji wygaszania, w por·wnaniu do nawrotu strachu uwarunkowanego na 

kontekst. Zaobserwowano r·wnieŨ wzrost koekspresji genu c-fos z Prkcd, Sst, 

Crh/Nts/Tac2 w CeL oraz z Sst i Tac2 w CeM w odpowiedzi na nieograniczony dostňp 

do picia i jedzenia. Ekspresja c-fos byğa r·wnieŨ zwiňkszona w neuronach Prkcd w CeL 

po podaniu substancji powodujŃcej uczucie sytoŜci oraz w neuronach Prkcd w CeC po 

podaniu chininy (substancja o awersyjnym, gorzkim smaku). PodsumowujŃc, neurony 

Prkcd w CeC byğy aktywowane przez bodŦce zagraŨajŃce lub awersyjny smak 

(chinina). Neurony Prkcd w CeL byğy aktywowane, gdy reakcje obronne byğy 

hamowane, a takŨe przez bodŦce hamujŃce zachowania apetytywne. Natomiast neurony 

Sst, Crh, Nts, Tac2 w CeL oraz neurony Sst, Nts i Tac2 w CeM byğy aktywowane przez 

bodŦce wyzwalajŃce zachowania apetytywne. W zwiŃzku z powyŨszym subpopulacja 

neuron·w c-Fos pozytywnych aktywowanych przez spoğeczny transfer strachu zostağa 

poddana wstňpnej analizie immunohistochemicznej pod kŃtem wsp·ğwystňpowania 

z kilkoma znacznikami molekularnymi majŃcymi znaczenie podczas ekspresji reakcji 

obronnych i apetytywnych. 

 

 

4.5. Oksytocyna a przetwarzanie bodŦc·w spoğecznych 

i bodŦc·w ŜwiadczŃcych o zagroŨeniu 
 

Ze wzglňdu na liczne doniesienia ŜwiadczŃce o zaangaŨowaniu oksytocyny 

(OXY) w modulowanie reakcji strachu, ale teŨ przetwarzanie bodŦc·w o charakterze 

spoğecznym, okreŜlenie jej roli podczas spoğecznego transferu strachu stağo siň jednym 

z gğ·wnych cel·w tej pracy.  
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OXY jest nonapeptydem, swojŃ strukturŃ przypominajŃcym wazopresynň, jej 

analogi pojawiajŃ siň w ewolucji juŨ u pierŜcienic (Oumi i in., 1996). Synteza OXY 

zachodzi w jŃdrze przykomorowym wzg·rza (PVN), jŃdrze nadwzrokowym i jŃdrach 

dodatkowych podwzg·rza (Lipari i in., 1995). U szczur·w, syntetyzowanie OXY 

zaczyna siň w drugim dniu Ũycia postnatalnego. Najwiňkszy wzrost ekspresji 

receptor·w OXY wystňpuje podczas wczesnego rozwoju kory, w okresie krytycznym 

dla ustalania reprezentacji sensorycznych (Lipari i in., 2001). OXY jest 

neuroprzekaŦnikiem, a projekcje neuron·w oksytocynowych oraz jej receptory sŃ 

obecne w innych regionach m·zgu (Knobloch i in., 2012). Badania potwierdzajŃ jej 

zaangaŨowanie w wiele zachowaŒ spoğecznych (Insel i Shapiro, 1992; Nishimori i in., 

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

2018), ale takŨe jej zwiŃzek z przetwarzaniem bodŦc·w ŜwiadczŃcych 

o niebezpieczeŒstwie (Yoshida i in., 2009; Knobloch i in., 2012; Lahoud i Maroun, 

2013; Guzm§n i in., 2014; Hasan i in., 2019).  

Dootrzewnowe podanie OXY u szczur·w wzmaga zachowania spoğeczne takie 

jak leŨenie blisko siebie (ang. adjacent lying), a takŨe wpğywa na identyfikacjň 

spoğecznŃ (ang. social recognition, Sanchez-Andrade i Kendrick, 2009; Ramos i in., 

2013). Iniekcja OXY powodowağa r·wnieŨ intensyfikacje zachowaŒ typowych dla 

matek polegajŃcych na odnoszeniu mğodych do gniazda (ang. maternal pup retrieval) 

u szczurzyc nie bňdŃcych matkami (Marlin i in., 2015). OXY powoduje teŨ 

wzmacnianie wspomnieŒ zwiŃzanych ze spoğecznymi, awersyjnymi zdarzeniami 

(Guzm§n i in., 2013a). Szczury, genetycznie zmodyfikowane tak, by wyraŨaĺ wiňcej 

receptor·w OXY wykazywağy wiňkszŃ reakcjň strachu podczas prezentacji wczeŜniej 

uwarunkowanego bodŦca spoğecznego (Guzm§n i in., 2013b). Ferretti i in. (2019) 

zaobserwowali, Ũe selektywne, chemogenetyczne zahamowanie projekcji neuron·w 

OXY z PVN do CeA zaburzyğo rozr·Ũnianie emocji u myszy, co wyraŨağo siň spadkiem 

zainteresowania pobudzonym emocjonalnie osobnikiem. Taki sam efekt 

zaobserwowano w innym doŜwiadczeniu, u myszy z delecjŃ dysbindyny-1 wiŃŨŃcŃ siň 

ze zmniejszonŃ ekspresjŃ receptor·w dla OXY w CeA (ale nie w czňŜci podstawno-

bocznej czy przyŜrodkowej ciağa migdağowatego). Infuzja rekombinowanego wirusa do 

CeA powodujŃcego wzrost ekspresji receptor·w dla OXY u tych myszy spowodowağa 

natomiast odzyskanie zdolnoŜci rozr·Ũniania emocji w zastosowanym w tej pracy 

teŜcie. Wg. Rogers-Carter i in. (2018) ekspozycja na zestresowanego osobnika 
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wywoğuje uwolnienie OXY w korze wyspy, kt·ra poprzez modulacje projekcji 

wyjŜciowych, skutkuje podchodzeniem do lub unikaniem innych osobnik·w 

w zaleŨnoŜci od ich wieku. WyjŜcia z wyspy do ciağa prŃŨkowanego brzusznego lub 

kory przedczoğowej promowağy interakcjň z zestresowanymi mğodszymi osobnikami, 

zaŜ do czňŜci podstawno-bocznej ciağa migdağowatego promowağy unikanie starszych 

osobnik·w (Rogers-Carter i in., 2018). W korze OXY moduluje transmisjň synaptycznŃ 

i formuje plastycznoŜĺ zwiŃzanŃ z zachowaniami opiekuŒczymi i identyfikacjŃ 

spoğecznŃ (Marlin i in., 2015; Mitre i in., 2016). U ludzi OXY, m.in., wzmaga empatiň 

(Hurlemann i in., 2010), a takŨe wyostrza rozr·Ũnienie miňdzy sobŃ a innymi 

(Colonnello i in., 2013). Fischer-Shofty i in. (2010) zaobserwowali , Ũe po podaniu 

donosowym OXY uczestnicy badania wykazywali wiňkszŃ zdolnoŜĺ do rozpoznawania 

emocji strachu na prezentowanych twarzach, w por·wnaniu do kontroli otrzymujŃcej 

placebo. PodsumowujŃc, OXY moŨe wzmagaĺ eksploracjň lub unikanie bodŦc·w 

spoğecznych, a takŨe powodowaĺ wyostrzenie uwagi w ich kierunku (Theodoridou i in., 

2013).  

Dotychczasowe badania wiŃzağy OXY przede wszystkim z zachowaniami 

spoğecznymi. Jednak niedawne doniesienia wskazujŃ na zaangaŨowanie obwod·w OXY 

w CeA r·wnieŨ w ekspresjň i wygaszanie warunkowego strachu. Stwierdzono na 

przykğad, Ũe donosowe podanie OXY powoduje redukcjň strachu, prawdopodobnie 

poprzez blokowanie aktywnoŜci ciağa migdağowatego (Kirsch i in., 2005). Wykazano, 

Ũe OXY moduluje strach i lňk, ale nie wyzwala albo nie blokuje ich bezpoŜrednio 

(Guzm§n i in., 2013a). Wg badaŒ Knobloch i in. (2012) uwalnianie OXY w CeA 

redukuje reakcjň zamierania u zwierzŃt poprzez aktywowanie lokalnego GABA-

ergicznego obwodu w CeL, kt·ry hamuje neurony wysyğajŃce projekcje z CeM do 

innych struktur. Ponadto, wykazano, Ũe 13% z tych neuron·w jest aktywnych podczas 

reakcji strachu i odgrywa kluczowŃ rolň w jej wygaszaniu (Hasan i in., 2019). Podczas 

reakcji strachu subpopulacja ta wykazuje teŨ zwiňkszonŃ transmisjň glutaminergicznŃ 

do CeM.  

PodsumowujŃc, przytoczone badania wskazujŃ, Ũe OXY nie jest specyficznie 

zwiŃzana z przetwarzaniem bodŦc·w spoğecznych, a raczej moŨe byĺ zaangaŨowana 

w przetwarzanie i interpretacjň rozmaitych bodŦc·w sensorycznych. Nie moŨna 

natomiast wykluczyĺ potencjalnej specyficznoŜci na poziomie poszczeg·lnych 

obwod·w neuronalnych. MoŨna teŨ stwierdziĺ, na podstawie przywoğanych powyŨej 



18 

 

prac, Ũe OXY jest zwiŃzana z ekspresjŃ i pamiňciŃ reakcji strachu, jak r·wnieŨ 

z interpretacjŃ napğywajŃcych bodŦc·w i uczeniem siň nowych zachowaŒ poprzez 

obwody w CeA (Knobloch i in., 2012), jak r·wnieŨ z ocenŃ walencji bodŦc·w 

spoğecznych na poziomie ciağa migdağowatego (Ferretti i in., 2019) oraz kory wyspy 

(Rogers-Carter i in., 2018). W Ŝwietle tych informacji, postanowiono zbadaĺ rolň OXY 

w spoğecznym transferze strachu. Postawiono hipotezň, Ũe OXY moduluje transfer 

strachu poprzez obniŨenie poziomu lňku u obserwatora, a takŨe wzmaga uwagň 

obserwatora wobec spoğecznych bodŦc·w takich jak: pobudzenie motoryczne 

demonstratora, feromony alarmowe oraz wokalizacje. 

 

4.6. Neurony wyraŨajŃce czynnik uwalniajŃcy kortykotropinň 

(CRF) w CeA  
 

Czynnik uwalniajŃcy kortykotropinň (CRF, ang. corticotropin releasing factor) 

to neuropeptyd i hormon zwiŃzany z odpowiedziŃ organizmu na stres. Stymuluje on 

przysadkň do uwalniania hormonu adrenokortykotropowego, stanowiŃc czňŜĺ osi 

podwzg·rze-przysadka-nadnercza (HPA, ang. hypothalamus-pituitary-adrenal axis). 

Pod wpğywem czynnik·w stresowych, CRF jest wydzielany przez jŃdro przykomorowe 

(PVN, ang. paraventricular nucleus). Jego uwalnianie nastňpuje r·wnieŨ w innych 

strukturach m·zgu, m. in., w CeA. Wykazano, Ũe subpopulacja neuron·w CRF w CeA 

odgrywa kluczowŃ rolň w uczeniu siň i ekspresji pasywnych i aktywnych strategii 

radzenia sobie z zagroŨeniem (McCall i in., 2015; Fadok i in., 2017; Sanford i in., 2017; 

Asok i in., 2018; Evans i in., 2018). Uczenie siň reakcji strachu jest zwiŃzane 

z zaleŨnym od aktywnoŜci wzmocnieniem projekcji z jŃdra podstawno-bocznego ciağa 

migdağowatego na neurony CRF-/SOM+ w CeL, natomiast wygaszanie pamiňci strachu 

wymaga wzmocnienia projekcji na neurony CRF+ (Hartley i in., 2019). Manipulacja 

optogenetyczna aktywnoŜciŃ neuron·w CRF w CeA pokazağa, Ũe sŃ one 

odpowiedzialne za wzbudzanie aktywnoŜci motorycznej w odpowiedzi na zagroŨenie, 

np. ucieczki w paradygmacie aktywnego unikania podczas prezentacji bodŦca 

warunkowego. Efekt ten jest zwiŃzany z hamowaniem subpopulacji SOM+ (Fadok i in., 

2017). Kiedy zagroŨenie jest bliskie, neurony CRF inicjujŃ aktywne strategie majŃce na 

celu unikniňcie zagroŨenia (Evans i in., 2018), a gdy zagroŨenie jest odlegğe promujŃ 

one aktywnŃ eksploracjň (Kim i in., 2017). U zwierzŃt nie poddanych treningom 

awersyjnym aktywnoŜĺ neuron·w CRF+ promuje zachowania apetytywne, np. 
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eksploracjň Ŝrodowiska w poszukiwaniu poŨywienia (Kim i in., 2017; Hartley i in., 

2019).  

PodsumowujŃc, neurony CRF w CeA poŜredniczŃ w promowaniu aktywnej 

eksploracji Ŝrodowiska zaleŨnej od kontekstu i uprzedniego doŜwiadczenia osobnika 

oraz wpğywajŃ na uczenie siň reakcji strachu. Podczas spoğecznego transferu strachu 

obserwuje siň pobudzenie motoryczne i wystňpowanie zachowaŒ oceniajŃcych ryzyko, 

zaŜ nastňpnego dnia, w teŜcie warunkowania strachu, obserwuje siň szybsze nabywanie 

reakcji strachu, co mogğoby wskazywaĺ na zaangaŨowanie subpopulacji CRF+ w CeA 

w zaraŨanie emocjonalne. W zwiŃzku z tym jednym z cel·w tej pracy byğo 

scharakteryzowanie subpopulacji aktywowanej przez spoğeczny transfer strachu w CeA 

w kierunku zaangaŨowania neuron·w CRF+.  

 

4.7. Obwody neuronalne wsp·ğdzielone przez bodŦce 

o charakterze spoğecznym i niespoğecznym 
 

Wydaje siň, Ũe przynajmniej czňŜciowo, bodŦce spoğeczne sŃ przetwarzane przez 

te same obwody neuronalne co bodŦce o charakterze niespoğecznym (Olsson i in., 

2020). U ludzi obszarami najczňŜciej badanymi w kontekŜcie odpowiedzi na emocje 

innych sŃ przednia kora zakrňtu obrňczy (ang. anterior cingulate cortex, ACC, Singer 

i in., 2004; Lavin i in., 2013; Lockwood, 2016) oraz kora wyspy (ang. insula lub insular 

cortex, INS, Wicker i in., 2003; Singer i in., 2004; Lamm i Singer, 2010; Kanel i in., 

2019; Li  i in., 2020). Badania prowadzone na gryzoniach przyniosğy podobne rezultaty 

dla tych obszar·w m·zgu. U szczur·w czasowa dezaktywacja ACC blokuje moŨliwoŜĺ 

odbierania informacji od partnera. Zaburzenie to ma r·wnieŨ zwrotny wpğyw na 

partnera, kt·ry nie zostağ poddany farmakologicznemu blokowaniu ACC (Han i in., 

2019). DuŨa czňŜĺ neuron·w w ACC reaguje zar·wno podczas bezpoŜredniego 

przeŨywania b·lu, jak i podczas obserwacji reakcji na szok innego osobnika (Carrillo 

i in., 2019), co sugeruje mechanizm wsp·ğdzielenia stan·w emocjonalnych przez 

szczury. Stwierdzono r·wnieŨ, Ũe w modelu obserwacyjnego uczenia siň strachu, 

obserwator uczy siň asocjacji pomiňdzy bodŦcem warunkowym a reakcjŃ na szok 

demonstratora (Twining i in., 2017). Natomiast w modelu spoğecznego transferu strachu 

interakcja z pobudzonym emocjonalnie partnerem uğatwia p·Ŧniejsze nabywanie reakcji 

strachu (Knapska i in., 2010). Ponadto dane uzyskane przez Han i in. (2019) sugerujŃ, 

Ũe uprzednie warunkowanie strachu u obserwator·w powoduje u nich dodatkowe 



20 

 

wzmocnienie reakcji zamierania podczas obserwacyjnego uczenia siň reakcji strachu, 

a efekt ten jest specyficzny w stosunku do zastosowanego treningu. Przytoczone 

powyŨej dane sugerujŃ, Ũe bezpoŜrednie i spoğeczne warunkowanie strachu oparte jest, 

przynajmniej czňŜciowo, o te same obwody neuronalne.  

Kora wyspy, a szczeg·lnie jej przednia czňŜĺ (AI, ang. anterior insula), bierze 

udziağ w procesach zwiŃzanych z przetwarzaniem stanu wewnňtrznego wğasnego 

organizmu oraz interpretacjŃ stanu innych os·b, zwiŃzanego z empatiŃ (Lamm i Singer, 

2010). W szczeg·lnoŜci zaobserwowano wiňkszŃ aktywacjň kory wyspy u os·b 

uzyskujŃcych wyŨszy wynik w teŜcie Daviesa, oceniajŃcym poziom empatii badanych 

(Jabbi i in., 2007). Udziağ kory wyspowej jest teŨ czňsto wymieniany w kontekŜcie 

badaŒ nad wsp·ğdzielonymi obwodami u ludzi (Keysers i Gazzola, 2009, 2010; Keysers 

i in., 2018). Aktywacja kory wyspowej podczas obserwacji twarzy innych os·b 

przeŨywajŃcych odczucia takie jak wstrňt, przyjemnoŜĺ, ale takŨe b·l pojawia siň 

w tych samych obszarach, kt·re wiŃŨŃ siň z osobistym doŜwiadczeniem obserwatora 

(Jabbi i in., 2007; Lindstrºm i in., 2018). U szczur·w, Rogers-Carter i in. (2018) 

hamujŃc optogenetycznie korň wyspy, zaobserwowali obniŨonŃ preferenecjň do 

wchodzenia w interakcjň z zestresowanymi mğodszymi osobnikami oraz odwracenie 

wzorca interakcji ze starszymi osobnikami - testowane zwierzňta przestawağy ich 

unikaĺ. Kora wyspy jest wiňc prawdopodobnie zwiŃzana z ocenŃ walencji bodŦc·w 

spoğecznych, podobnie jak ma to miejsce w przypadku bodŦc·w niespoğecznych. 

Stworzenie mapy poğŃczeŒ aktywnych podczas spoğecznego transferu strachu, 

w szczeg·lnoŜci poğŃczeŒ z ACC i INS, moŨe daĺ wglŃd w charakter tego rodzaju 

interakcji spoğecznej i stanowiĺ podstawň do dalszego, funkcjonalnego badania roli tych 

poğŃczeŒ. Mapowanie takie umoŨliwia teŨ por·wnanie aktywacji m·zgu przez bodziec 

spoğeczny ŜwiadczŃcy o zagroŨeniu z dostňpnymi w literaturze doniesieniami 

o przetwarzaniu awersyjnych bodŦc·w niespoğecznych. Dlatego w niniejszej pracy 

postanowiono opisaĺ poğŃczenia funkcjonalne CeA aktywowane przez strach 

przekazywany spoğecznie. 

 

4.8. ZaraŨanie emocjonalne a zjawisko empatii 
 

ŧycie w grupie spoğecznej pojawiğo siň w ewolucji w wielu taksonach, 

przejawiajŃc r·Ũne poziomy zğoŨonoŜci. Z perspektywy przetrwania i adaptacji do 

Ŝrodowiska jest to zjawisko korzystne i wpğynňğo na rozwiniňcie rozmaitych 
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mechanizm·w odpowiedzialnych za przetwarzanie stan·w emocjonalnych czğonk·w 

stada. Zachowania prosopoğeczne u ludzi wiŃzane sŃ ze zdolnoŜciŃ odczuwania stan·w 

psychicznych innych os·b - empatiŃ emocjonalnŃ (Decety i in., 2016). Niekt·re badania 

sugerujŃ, Ũe zdolnoŜĺ do wsp·ğdzielenia stanu emocjonalnego przez gryzonie (Church, 

1959; Bartal i in., 2011) i szympansy (Wechkin i in., 1964) sŃ warunkiem okazania 

pomocy osobnikowi, kt·ry przeŨywa dyskomfort. Obserwacje te wspierajŃ hipotezň 

o wsp·lnym pochodzeniu filogenetycznym zjawiska empatii (de Waal i Preston, 2017) 

i umieszczajŃ zaraŨanie emocjonalne w hierarchii rozwoju pomiňdzy automatycznŃ 

mimikrŃ a empatiŃ poznawczŃ.  

Stephanie Preston i Frans de Waal zaproponowali model teoretyczny, kt·ry 

opiera siň na mechanizmie bezpoŜredniego mapowania stanu behawioralnego innego 

osobnika na wğasne reprezentacje tego stanu (Preston i de Waal, 2002). Mechanizm ten 

nosi nazwň PAM (ang. Perception-Action Mechanism) i stanowi rdzeŒ dla wyŨszych 

warstw modelu, prowadzŃcych do empatii opartej na procesach kognitywnych. Model 

ten (zwany teŨ modelem matrioszki, Ryc. 2) skğada siň z trzech warstw. Najbardziej 

wewnňtrzna z warstw obejmuje zaraŨanie emocjonalne i automatycznŃ mimikrň 

(synchronizacjň mimiki, wokalizacji, pozycji ciağa i ruch·w pomiňdzy osobnikami). 

Mimikra moŨe pom·c obserwatorowi w prawidğowym przypisaniu walencji emocji 

jakie przeŨywa demonstrator, jednakŨe nie jest wystarczajŃca do ich peğnego 

wsp·ğdzielenia (Laird, 1974). ZaraŨenie emocjonalne jest wiňc tu wyŨszŃ konstrukcjŃ 

emocjonalnŃ, kt·ra moŨe byĺ zwiŃzana z r·Ũnymi rodzajami mimikry i moŨe prowadziĺ 

do bardziej skomplikowanych proces·w empatycznych. Najbardziej zewnňtrznŃ 

i zaawansowanŃ warstwň proponowanego modelu stanowi empatia poznawcza (Preston 

i de Waal, 2002). Model PAM zakğada, Ũe zaraŨanie emocjonalne nie podlega kontroli. 

Badania pokazujŃ jednak, Ũe czynniki takie jak kontekst spoğeczny majŃ wpğyw na 

wystňpowanie tego zjawiska (Hess i Fischer, 2013; Gonzalez-Liencres i in., 2014). U 

ludzi umiejňtnoŜĺ przejmowania perspektywy rozwija siň po czwartym roku Ũycia, co 

sugeruje, Ũe empatia nie jest wyğŃcznie wrodzonŃ zdolnoŜciŃ, a niekt·re jej elementy 

rozwijajŃ siň w p·Ŧniejszym Ũyciu prawdopodobnie poprzez uczenie siň, na podstawie 

interakcji ze Ŝrodowiskiem spoğecznym (Adolphs, 2001; Lane i in., 2010; Fadda i in., 

2016). W oparciu o mimikrň dziecko nieustannie uczy siň nowych skojarzeŒ i rozwija 

zdolnoŜci spoğeczne. Towarzyszy temu dojrzewanie obszar·w przedczoğowych 

i zwiňkszona gňstoŜĺ poğŃczeŒ nerwowych w przedniej czňŜci zakrňtu obrňczy (Gogtay 
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i in., 2004). Gdy m·zg dojrzewa, zgromadzona wiedza zaczyna sğuŨyĺ jako wskaŦnik 

do dalszych dziağaŒ. Natomiast w wieku dorosğym mimikra moŨe juŨ nie braĺ udziağu 

w uczeniu obserwacyjnym i peğniĺ raczej funkcjň afiliacyjnŃ (Lakin i Chartrand, 2003). 

W okresie niemowlňcym mimikra najprawdopodobniej stanowi wiňc formň 

komunikacji emocjonalnej i jest prekursorem rozwoju wyŨszych zdolnoŜci 

poznawczych, w tym empatii.  

PodsumowujŃc, m·zg najprawdopodobniej posiada wrodzone mechanizmy 

sprzyjajŃce wystŃpieniu zjawiska automatyczna mimikry, kt·re stanowiŃ podstawy dla 

rozwoju zaraŨania emocjonalnego. Nastňpnie, przejňty stan emocjonalny zostaje 

przetworzony przy pomocy narzňdzi poznawczych. WciŃŨ jednak nie jest jasne jak te 

procesy przebiegajŃ na poziomie m·zgowym. Wiele ostatnich doniesieŒ na temat 

zachowaŒ prospoğecznych u gryzoni stanowi impuls do przypisywania zwierzňtom 

wyŨszych motywacji (Ben-Ami Bartal i in., 2011; Panksepp i Panksepp, 2013; de Waal 

i Preston, 2017), jednakŨe dla peğnego zrozumienia opisywanych zjawisk nieodzowne 

jest poznanie neuronalnego mechanizmu zaraŨania emocjonalnego, stanowiŃcego 

podstawň rozwoju wyŨszych form empatii. 
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Rycina 2. Teoretyczny Model Empatii  PAM  (ang. Perception-Action Mechanism; za de 

Waal, 2008; de Waal i Preston, 2017) 
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5. Cele pracy 

Gğ·wnym celem tej pracy byğo zbadanie funkcji obwod·w neuronalnych jŃdra 

Ŝrodkowego ciağa migdağowatego (CeA) zaangaŨowanych w spoğeczny transfer strachu. 

Sformuğowano nastňpujŃce cele szczeg·ğowe: 

 

1. Zbadanie na ile subpopulacja neuron·w c-Fos pozytywnych w CeA wzbudzana 

przez spoğeczny transfer strachu jest toŨsama z populacjŃ pobudzanŃ przez 

bezpoŜrednie warunkowanie strachu.  

 

2. Zbadanie funkcji neuron·w c-Fos pozytywnych w CeA, w znanych warunkach, 

w obecnoŜci partnera, jak teŨ podczas eksploracji nowego Ŝrodowiska.  

 

3. Zbadanie czy i w jaki spos·b uwalnianie oksytocyny (OXY) w CeA moduluje 

spoğeczny transfer strachu. 

 

4. Scharakteryzowanie funkcjonalnych poğŃczeŒ neuron·w w CeA aktywowanych 

przez spoğeczny transfer strachu. 
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6. Materiağy i metody 

6.1. Opis wykorzystanych zwierzŃt 
 

W eksperymentach wykorzystano samce szczura szczepu Wistar stada Cmdb:Wi 

z hodowli Centrum Medycyny DoŜwiadczalnej Uniwersytetu Medycznego 

w Biağymstoku w wieku od 4 do 6 miesiňcy oraz szczury transgeniczne PSD-95:Venus 

w wieku od 4 do 6 miesiňcy, kt·rych hodowla prowadzona byğa w zwierzňtarni 

Instytutu Biologii DoŜwiadczalnej w Warszawie. U zwierzŃt PSD-95:Venus ekspresja 

konstruktu jest kontrolowana przez zmodyfikowany promotor genu c-fos i widoczna 

tylko w pobudzonych neuronach. Sekwencje 3'UTR Arc oraz PSD-95 powodujŃ, Ũe 

konstrukt jest obecny w ciele kom·rki i dendrytach w okolicy zakoŒczeŒ 

synaptycznych, a biağko reporterowe Venus umoŨliwia zlokalizowanie aktywowanych 

kom·rek (szczeg·ğy opisano w Knapska i in., 2012) .  

Zwierzňta zostağy losowo dobrane w pary, a nastňpnie umieszczone 

w standardowych klatkach domowych (59,5 x 38 x 20 cm), gdzie byğy trzymane do 

koŒca eksperymentu w cyklu 12 godzin Ŝwiatğa i 12 godzin ciemnoŜci, ze stağym 

dostňpem do wody oraz poŨywienia. Szczury byğy przyzwyczajane do obecnoŜci 

i dotyku eksperymentatora przez 14 dni. W kaŨdej parze jeden ze szczur·w zostağ 

losowo oznaczony jako demonstrator, a drugi jako obserwator. Wszystkie 

doŜwiadczenia z wykorzystaniem zwierzŃt zostağy przeprowadzone zgodnie 

z regulacjami i za zgodŃ I Lokalnej Komisji Etycznej do spraw DoŜwiadczeŒ na 

Zwierzňtach w Warszawie. 

 

6.2. Testy behawioralne 

 
6.2.1. Sprzňt wykorzystany do przeprowadzenia doŜwiadczeŒ 

behawioralnych 

 

Klatki  do warunkowania strachu. Warunkowanie strachu szczur·w - demonstrator·w 

byğo przeprowadzane w klatkach do warunkowania strachu 51 cm (dğugoŜĺ) Ĭ 25 cm 

(szerokoŜĺ) Ĭ 24 cm (wysokoŜĺ) firmy Panlab podzielonych na dwa przedziağy 

odseparowane perforowanŃ metalowŃ ŜcianŃ. ściany boczne i tylne zostağy wykonane 
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z nieprzezroczystego czarnego pleksiglasu, a drzwi umieszczone na froncie klatki 

zostağy wykonane z p·ğprzezroczystego pleksiglasu. Sufit wykonano z aluminium. Na 

g·rze, nad kaŨdym z przedziağ·w znajdowağy siň dodatkowe zamykane drzwiczki 

wykonane r·wnieŨ z pleksiglasu. W obydwu komorach znajdowağa siň podğoga 

wykonana z 18 metalowych prňt·w (3 mm Ŝrednicy). Podğoga byğa podğŃczona do 

generatora prŃdu (Panlab), kt·ry dostarczağ bodziec bezwarunkowy (ang. unconditioned 

stimulus, US) w postaci szoku elektrycznego (0,9-1 mA) podczas warunkowania. 

Bodziec ten byğ kalibrowany przed procedurŃ doŜwiadczalnŃ. Wnňtrze klatki oraz 

podğoga byğy czyszczone roztworem detergentu pomiňdzy procedurami (tj. pomiňdzy 

kaŨdŃ parŃ zwierzŃt). Klatka do warunkowania strachu byğa kontrolowana przez 

oprogramowanie SHUTAVOID (Panlab).  

Aparat  do badania interakcji  spoğecznej. Interakcja spoğeczna miňdzy szczurami byğa 

badana w pomieszczeniu sŃsiadujŃcym z tym, w kt·rym warunkowano strach. 

Pomieszczenia byğy odizolowane od siebie tak aby oczekujŃcy obserwator nie sğyszağ 

wokalizacji demonstratora w czasie warunkowania strachu. Klatki domowe byğy 

umieszczane w biağej obudowie (42 x 62,5 x 44 cm) zbudowanej z drewna, 

zapobiegajŃcej ucieczce zwierzŃt. Interakcja rejestrowana byğa za pomocŃ kamery 

umieszczonej okoğo 120 cm nad klatkŃ domowŃ oraz programu WinTV (wersja v6, 

Hauppauge) zapisujŃcym pliki  o formacie *.mpg.  

Aparat  do badania eksploracji. Test eksploracji zostağ przeprowadzony w klatce 

o wymiarach 100 cm (szerokoŜĺ) x 100 cm (dğugoŜĺ) x 40 cm (wysokoŜĺ) wykonanym 

z szarej sklejki. W jednym rogu znajdowağ siň sferycznie oŜwietlony obszar o Ŝrednicy 

okoğo 50 cm nad kt·rym zawieszono lampkň stanowiŃcŃ Ŧr·dğo Ŝwiatğa. światğomierz 

umieszczony w tak oŜwietlonym obszarze wskazywağ Ŝrednio 635 lx. W drugim rogu 

znajdowağa siň kryj·wka zbudowana z 3 szarych Ŝcianek wykonanych ze sklejki, na 

planie prostokŃta (10cm x 15 cm) przymocowanych do pomalowanej na szaro pğytki. 

światğo w pomieszczeniu byğo przygaszone (ok. 40 lx). Schemat aparatu znajduj siň na 

Ryc. 3.  
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Rycina 3. Schemat aparatu wykorzystywanego w teŜcie eksploracji. W pomieszczeniu 

eksperymentalnym panowağ p·ğmrok, w lewym g·rnym rogu aparatu umieszczono Ŝcianki 

schronienia, stanowiŃcego punkt startowy testu. W prawym dolnym rogu umieszczono Ŧr·dğo 

Ŝwiatğa (Ũ·ğte koğo), oŜwietlajŃce sferyczny obszar, oznaczony na schemacie liniŃ przerywanŃ. 

 

6.2.2. Przygotowanie zwierzŃt do doŜwiadczeŒ 

Dorosğe samce byğy hodowane w parach od momentu dostarczenia do 

zwierzňtarni IBD, a kaŨde zwierzň z pary byğo losowo oznaczane jako Ădemonstratorò 

lub Ăobserwatorò . Po kilku dniach aklimatyzacji zwierzŃt w nowym miejscu, 

rozpoczynano seriň sesji przyzwyczajania (habituacji) do obecnoŜci i dotyku 

eksperymentatora, trwajŃcych ok. 5 min dla kaŨdej pary, codziennie przez 14 dni. W 

kolejnych 3 dniach zwierzňta przyzwyczajano do transportu, przebywania w pokoju 

eksperymentalnym oraz do 10 minutowych separacji, kt·re r·wnieŨ odbywağy siň 
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w pokoju eksperymentalnym. W sesji 10 minutowej separacji demonstrator 

przenoszony byğ do czystej, pojedynczej klatki ze ŜwieŨŃ Ŝci·ğkŃ. W tym czasie 

obserwator przebywağ w klatce domowej, z kt·rej usuniňto pokrywň i kt·rŃ 

umieszczono w obudowie zapobiegajŃcej ucieczkom. Po 10 minutach demonstrator 

wracağ do obserwatora, klatka byğa wysuwana z obudowy, przykrywana 

i transportowana z powrotem do pokoju hodowlanego. 

 

6.2.3. Spoğeczny transfer strachu 

W celu przeprowadzenia doŜwiadczenia obserwator i demonstrator byli 

przenoszeni w klatce domowej z pokoju hodowlanego w zwierzňtarni do pokoju 

doŜwiadczalnego. Nastňpnie demonstrator byğ wyjmowany z klatki domowej i 

w osobnym pomieszczeniu poddawany warunkowaniu strachu lub, w przypadku grupy 

kontrolnej, przenoszony do nowej, osobnej klatki, tak jak podczas habituacji do 

separacji. Natychmiast po zakoŒczeniu treningu byğ on wkğadany z powrotem do klatki 

domowej, gdzie dochodziğo do spoğecznego transferu strachu, lub, w przypadku grupy 

kontrolnej, miağa miejsce interakcja po separacji. Po 10-12 min. od powrotu 

demonstratora do klatki domowej, w zaleŨnoŜci od doŜwiadczenia, zwierzňta byğy 

transportowane do zwierzňtarni lub jedno zwierzň z pary byğo poddawane kolejnym 

testom behawioralnym. Zachowania analizowane podczas interakcji spoğecznej 

wymieniono w Tab. 1. 

 

6.2.4. Kontekstowe warunkowanie strachu u demonstrator·w 

W dniu eksperymentu demonstratorzy umieszczani byli w klatkach do 

klasycznego warunkowania strachu (Panlab), gdzie po 1 minucie ekspozycji na 

otoczenie klatki, nastňpowağo podanie 10 bodŦc·w bezwarunkowych (US) w postaci 

szoku elektrycznego (1s, 0,9-1mA) w r·wnych odstňpach czasowych trwajŃcych 59 

sekund. W minutň po podaniu ostatniego bodŦca demonstrator wyjmowany byğ z klatki 

do warunkowania i natychmiast przekğadany do klatki domowej. ściany i podğoga klatki 

byğy dokğadnie myte roztworem detergentu, osuszane baweğnianym, czystym 

rňcznikiem oraz regularnie wietrzone miňdzy testami. 
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6.2.5. Test eksploracji 

Podczas eksperyment·w optogenetycznych test eksploracji nastňpowağ okoğo 24 

godz. po zainicjowaniu ekspresji i wbudowywania w bğony kom·rkowe neuron·w 

konstruktu c-fos-ChR2 (szczeg·ğy w rozdz. 6.4.), kt·rego ekspresja byğa wzbudzana 

poprzez spoğeczny transfer strachu lub, w przypadku grupy kontrolnej, interakcjň po 

kr·tkiej separacji. Testy powyŨsze prowadzone byğy na szczurach - obserwatorach. W 

przypadku test·w badajŃcych efektywnoŜĺ transferu strachu u szczur·w - 

demonstrator·w (w doŜwiadczeniu badajŃcym wpğyw OXY w CeA, szczeg·ğy w rozdz. 

6.6.) test nastňpowağ natychmiast po 12 minutowej interakcji spoğecznej (transferze 

strachu lub kontrolnej interakcji). Test eksploracji polegağ na umieszczeniu badanego 

szczura w opisanym wczeŜniej aparacie zaprojektowanym do badania zachowaŒ 

o charakterze oceny ryzyka. W punkcie startowym szczur umieszczany byğ za ŜciankŃ 

schronienia, umieszczonego w zacienionym obszarze eksperymentalnym. W grupie 

obserwator·w stymulowanych optogenetycznie, zwierzň miağo 12 minut (cztery 3-

minutowe okresy, zaczynajŃce siň u poğowy zwierzŃt od okresu ON, a u poğowy od 

okresu OFF) na eksploracjň obszaru eksperymentalnego. W przypadku testowania 

demonstrator·w szczur r·wnieŨ zaczynağ test od umieszczenia za ŜcianŃ schronienia 

i na eksploracjň otoczenia miağ 6 minut. W analizie behawioralnej testu brane byğy pod 

uwagň zachowania wymienione w Tab. 2. Aparat byğ dokğadnie czyszczony pomiňdzy 

kolejnymi testami za pomocŃ 70% roztworu alkoholu etylowego, a pomieszczenie byğo 

wietrzone. 
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Tabela 1. Lista zachowaŒ analizowanych podczas interakcji spoğecznej. 

Nazwa zachowania Opis 

Czyszczenie (ang. allogrooming) 
Czyszczenie sierŜci drugiego 

osobnika 

Eksploracja klatki (ang. cage exploration) 
Eksplorowanie podğoŨa i Ŝcian 

klatki 

Przeczoğgiwanie siň (ang. crawling) 
Przeczoğgiwanie siň pod drugim 

osobnikiem 

Przekopywanie (ang. digging) Przekopywanie Ŝci·ğki 

PodŃŨanie (ang. following) PodŃŨanie za drugim osobnikiem 

Mijanie (ang. passing by) 

Przechodzenie obok drugiego 

osobnika nakierowane na kontakt 

(w okolicach brzusznych) 

Zachowanie prospoğeczne (ang. pro-social) 

Pozytywny odbi·r zachowaŒ 

spoğecznych drugiego osobnika 

(np. pozwolenie na czyszczenie 

sierŜci przez innego szczura) 

St·jki (ang. rearing) 

Eksploracja otoczenia poprzez 

stawanie na tylnych ğapach 

(tzw. st·jki)  

Czyszczenie siň (ang. self-grooming) Czyszczenie wğasnego ciağa 

ObwŃchiwanie okolic odbytowo-

genitalnych (ang. anogenital sniffing) 

ObwŃchiwanie okolic odbytowo-

genitalnych drugiego osobnika 

ObwŃchiwanie okolic gğowy (ang. head 

sniffing) 

ObwŃchiwanie okolic gğowy 

drugiego osobnika. 
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Tabela 2. Lista zachowaŒ analizowanych w teŜcie eksploracji. 

Nazwa zachowania Opis 

Eksploracja aparatu (ang. field 

exploration) 
Przemieszczanie siň po aparacie 

Ucieczka (ang. run) Ucieczka od Ŝwiatğa w stronň kryj·wki 

Unikanie (ang.evade) Czas spňdzony w kryj·wce 

St·jki (ang. rearing) 
Eksploracja otoczenia poprzez stawanie na 

tylnych ğapach (tzw. st·jki)  

Bezruch (ang. quiescence) 
Tkwienie w bezruchu poza obszarem 

kryj·wki 

 

 

6.2.6. Analiza komputerowa uzyskanych danych behawioralnych 

Nagrania wideo ze wszystkich interakcji spoğecznych przeanalizowano 

w programie BehaView (wersja 0.0.16; Paweğ Boguszewski, dostňpny 

w Internecie: http://www.pmbogusz.net/?a=behaview) z identyfikacjŃ wybranych 

zachowaŒ badanych szczur·w - obserwator·w (Tab. 1; Knapska i in., 2006; 

Mikosz i in., 2015). W programie tym analizowano r·wnieŨ zachowania zwierzŃt 

podczas testu eksploracyjnego (Tab. 2). Program pozwoliğ uzyskaĺ liczbň 

epizod·w oraz czas trwania kaŨdego zachowania. Osoba przeprowadzajŃca 

analizň nie znağa przynaleŨnoŜci zwierzŃt do grup doŜwiadczalnych. 

 

6.3. Analizy immunohistochemiczne 

 
6.3.1. Przygotowanie tkanki  m·zgowej 

W 90 minut do 2 godzin od zakoŒczenia testu behawioralnego, szczurom 

podawano ŜmiertelnŃ dawkň morbitalu (133,3 mg/ml pentobarbitalu sodu, 26,7 

mg/ml pentobarbitalu) rozcieŒczonego 10 razy roztworem soli fizjologicznej 

(0,95 % NaCl, Polpharma). W kolejnym kroku wykonywano perfuzjň 

umieszczajŃc w lewej komorze serca igğň (1,8Ĭ25,0 Mifam, ze stňpionym 
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koŒcem) oraz rozcinano prawy przedsionek. Nastňpnie wpompowywano 200-250 

ml 0,1 M zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered 

saline, PBS, Sigma), a nastňpnie 200-250 ml 4% roztworu paraformaldehydu 

(PFA, POCH) o pH = 7,4. Otrzymane m·zgi pozostawiano na noc w 4% 

roztworze PFA (4ÜC), a przez kolejne 4-7 dni przetrzymywano w 30% roztworze 

sacharozy (Sigma lub BioShop) w PBS (4ÜC). By uzyskaĺ materiağ do barwienia 

immunohistochemicznego m·zgi byğy przytwierdzane bezpoŜrednio do stolika do 

krojenia przy uŨyciu medium do mroŨenia tkanek (Leica) i zamraŨane (30 min, -

20ÜC), a p·Ŧniej ciňte z uŨyciem kriostatu (kriostat Ũyletkowy Leica CM 1859, 

Leica) na skrawki w pğaszczyŦnie koronalnej, kaŨdy o gruboŜci 40 Õm. Tkankň do 

analiz przechowywano w roztworze krioprotekcyjnym w -20ÜC, w plastikowej 

pğytce 12-doğkowej (Orange Scientific) w taki spos·b, by w kaŨdym doğku 

znajdowağo siň po kilka skrawk·w. 

 

6.3.2. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji biağka c-Fos 

Wybrane skrawki pğukano w roztworze PBS (ang. phosphate buffered 

saline). W kolejnym kroku inkubowano je w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru 

(H2O2, Sigma; 10 min, w temperaturze pokojowej) w PBS (10 min, 

w temperaturze pokojowej). Nastňpnie skrawki inkubowano w 10% NGS w PBS 

(1 h, w temperaturze pokojowej). Przez 2 dni, inkubowano skrawki 

z przeciwciağem pierwszorzňdowym wykrywajŃcym biağko c-Fos (przeciwciağo 

kr·licze, ABE-457, Millipore; rozcieŒczenie 1:1000) w roztworze 1% NGS 

w PBST, w temperaturze 4ÜC. Trzeciego dnia skrawki pğukano w roztworze 

PBST, po czym inkubowano je w roztworze przeciwciağa wykrywajŃcego biağka 

kr·licze, skoniugowanego z biotynŃ (przeciwciağo kozie, BA-1000, Vector 

Laboratories; rozcieŒczenie 1:1000) w PBS. W nastňpnej kolejnoŜci tkankň 

pğukano 0,3% roztworem PBST i inkubowano w roztworze ABC (zestaw ABC-

HRP, PK-4000, Vector Laboratories; 1 godz., w temperaturze pokojowej). 

Skrawki ponownie pğukano w PBS (3 razy 10 min, w temperaturze pokojowej) 

oraz barwiono w roztworze diaminobenzydyny i mocznika z zestawu Sigmafast 

(ang. diaminobenzidine, DAB, D4293). Po dokğadnym wypğukaniu w PBS, 

skrawki barwiono przy pomocy zestawu VIP Peroxidase (HRP) Substrate (Vector 

Laboratories, SK-4600). 
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6.3.3. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji biağek c-Fos 

i Venus 

Wybrane skrawki pğukano w roztworze PBS. Nastňpnie inkubowano je 

w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru (H2O2, Sigma; 10 min, w temperaturze 

pokojowej) w PBS (10 min, w temperaturze pokojowej). W kolejnym kroku 

skrawki inkubowano w 10% NGS w PBS (1 h, w temperaturze pokojowej). 

Nastňpnie, przez 4 dni, inkubowano skrawki z przeciwciağem pierwszorzňdowym 

wykrywajŃcym biağko c-Fos (przeciwciağo kr·licze, ABE-457, Millipore; 

rozcieŒczenie 1:1000) oraz z przeciwciağem pierwszorzňdowym wykrywajŃcym 

biağko GFP (ang. green fluorescent protein, przeciwciağo mysie, MAB3580, 

Millipore; rozcieŒczenie 1:500) w roztworze 1% NGS w PBST, w temperaturze 

4ÜC. PiŃtego dnia skrawki dokğadnie pğukano w roztworze PBST, po czym 

inkubowano je w roztworze przeciwciağa wykrywajŃcego biağka kr·licze, 

skoniugowanego z biotynŃ (przeciwciağo kozie, BA-1000, Vector Laboratories; 

rozcieŒczenie 1:1000) w PBS. Nastňpnie tkankň pğukano 0,3% roztworem PBST 

i inkubowano w roztworze ABC (zestaw ABC-HRP, PK-4000, Vector 

Laboratories; 1 godz., w temperaturze pokojowej). Skrawki ponownie pğukano 

w PBS (3 razy 10 min, w temperaturze pokojowej) oraz barwiono w roztworze 

diaminobenzydyny i mocznika z zestawu Sigmafast (ang. diaminobenzidine, 

DAB, D4293). Po dokğadnym pğukaniu w PBS, skrawki inkubowano w roztworze 

przeciwciağa wykrywajŃcego biağka mysie, skoniugowanego z biotynŃ 

(przeciwciağo mysie, BA-9020, Vector Laboratories; rozcieŒczenie 1:500). 

Nastňpnie skrawki pğukano w PBST i inkubowano w roztworze ABC (zestaw 

ABC-HRP, PK-4000, Vector Laboratories; 1 godz., w temperaturze pokojowej). 

Po wypğukaniu w PBS, skrawki barwiono przy pomocy zestawu VIP Peroxidase 

(HRP) Substrate (Vector Laboratories, SK-4600). 

 

6.3.4. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji biağek c-Fos 

i OXY 

Wybrane skrawki pğukano w roztworze PBS. Nastňpnie inkubowano je 

w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru (H2O2, Sigma) w PBS (10 min, 

w temperaturze pokojowej). W dalszej kolejnoŜci skrawki blokowano w 10% 
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NGS w PBS (1 h, w temperaturze pokojowej). Nastňpnie przez 4 kolejne dni 

inkubowano skrawki z przeciwciağem pierwszorzňdowym wykrywajŃcym biağko 

c-Fos (przeciwciağo kr·licze, sc-52, SantaCruz; rozcieŒczenie 1:1000) oraz 

z przeciwciağem pierwszorzňdowym wykrywajŃcym OXY (przeciwciağo mysie, 

MAB5296, Millipore; rozcieŒczenie 1:1000) w PBS, inkubacjň prowadzono 

w 4ÜC. PiŃtego dnia skrawki dokğadnie przepğukano w roztworze PBST, po czym 

inkubowano w roztworze przeciwciağa wykrywajŃcego biağka kr·licze, 

skoniugowanego z biotynŃ (przeciwciağo kozie, BA-1000, Vector Laboratories; 

rozcieŒczenie 1:1000) w PBS. Nastňpnie tkankň pğukano w PBST i inkubowano 

w roztworze ABC (zestaw ABC-HRP, PK-4000, Vector Laboratories) przez 1 h, 

w temperaturze pokojowej. Skrawki ponownie pğukano w PBS, po czym 

barwiono w roztworze diaminobenzydyny i mocznika z zestawu Sigmafast (ang. 

diaminobenzidine, DAB, D4293). Po dokğadnym pğukaniu w PBS, skrawki 

inkubowano w roztworze przeciwciağa wykrywajŃcego biağka kurze, 

skoniugowanego z biotynŃ (przeciwciağo kozie, BA-9010, Vector Laboratories; 

rozcieŒczenie 1:500). Nastňpnie skrawki pğukano w PBST i inkubowano 

w roztworze ABC (zastaw ABC-HRP, PK-4000, Vector Laboratories) przez 1 h, 

w temperaturze pokojowej. Po wypğukaniu w PBS, skrawki barwiono przy 

pomocy zestawu VIP Peroxidase (HRP) Substrate (Vector Laboratories, SK-

4600). 

 

6.3.5. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji biağek c-Fos 

i CRF 

Wybrane skrawki pğukano w roztworze PBS i inkubowano w 0,3% 

roztworze nadtlenku wodoru (H2O2, Sigma) w PBS (10 min, w temperaturze 

pokojowej). Nastňpnie skrawki inkubowano w 10% NGS w PBS (1 h, 

w temperaturze pokojowej). W kolejnym kroku skrawki inkubowano przez 4 dni 

z przeciwciağem pierwszorzňdowym wykrywajŃcym biağko c-Fos (przeciwciağo 

kr·licze, sc-52, SantaCruz; rozcieŒczenie 1:1000) oraz z przeciwciağem 

pierwszorzňdowym wykrywajŃcego biağko CRF (ang. Corticotropin Releasing 

Factor, przeciwciağo kurze, AB80360, ABCAM; rozcieŒczenie 1:500), 

prowadzonŃ w 4ÜC. PiŃtego dnia skrawki dokğadnie przepğukiwano w roztworze 

PBST, po czym inkubowano je w roztworze przeciwciağa wykrywajŃcego biağka 
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kr·licze, skoniugowanego z biotynŃ (przeciwciağo kozie, BA-1000, Vector 

Laboratories; rozcieŒczenie 1:1000) w PBS. Nastňpnie tkankň pğukano w PBST 

i inkubowano w roztworze ABC (zestaw ABC-HRP, PK-4000, Vector 

Laboratories) przez 1 h, w temperaturze pokojowej. Po wypğukaniu w PBS, 

skrawki barwiono w roztworze diaminobenzydyny i mocznika z zestawu 

Sigmafast (ang. diaminobenzidine, DAB, D4293). Nastňpnie, po dokğadnym 

pğukaniu w PBS, skrawki inkubowano w roztworze przeciwciağa wykrywajŃcego 

biağka kurze, skoniugowanego z biotynŃ (przeciwciağo kozie, BA-9010, Vector 

Laboratories; rozcieŒczenie 1:500). Nastňpnie skrawki pğukano w PBST 

i inkubowano w roztworze ABC (zastaw ABC-HRP, PK-4000, Vector 

Laboratories) przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po wypğukaniu w PBS, 

skrawki barwiono przy pomocy zestawu VIP Peroxidase (HRP) Substrate (Vector 

Laboratories, SK-4600). 

 

6.3.6. Analiza komputerowa obraz·w mikroskopowych 

Obrazy mikroskopowe zostağy zebrane za pomocŃ mikroskopu Nikon 

Eclipse Ni-U z kamerŃ QImaging QICAM Fast 1394 oraz programu Image-Pro 

Plus (wersja 7.0.1.658; Media Cybernetics) w formie 16-bitowych zdjňĺ, po 2 

pr·by z kaŨdej p·ğkuli, zapisanych w formacie *.tif.  Analizy uzyskanych obraz·w 

dokonano w programie ImageJ (wersja 1.51j8; Wayne Rasband). Na podstawie 

atlasu m·zgu szczura (Paxinos i Watson, 2013) zdefiniowano w programie 

ImageJ obszary CeA oraz obszary struktur wysyğajŃcych do niego projekcje lub 

unerwianych przez to jŃdro. Nastňpnie, przy pomocy opcji ĂMerge channelsò, 

analizowano wsp·ğwystňpowanie sygnağ·w pochodzŃcych od biağka c-Fos lub 

biağka Venus i znacznik·w typ·w neuron·w lub znacznik·w transportu 

wstňpujŃcego/zstňpujŃcego. Na koniec por·wnywano stosunek liczby kom·rek, 

w kt·rych wykryto okreŜlony znacznik lub projekcje do cağkowitej liczby 

aktywowanych neuron·w (c-Fos-pozytywnych lub Venus-pozytywnych). 

6.3.7. Analiza poziomu biağka c-Fos w jŃdrze Ŝrodkowym 

szczur·w po treningu 

Na podstawie atlasu m·zgu szczur·w (Paxinos i Watson, 2013) 

zaznaczano w programie ImageJ (wersja 1.51j8; Wayne Rasband) obszary CeA 

znajdujŃce siň na zdjňciach skrawk·w z widocznym sygnağem pochodzŃcym od 
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biağka c-Fos. W zdefiniowanym obszarze automatycznie zliczano neurony c-Fos-

pozytywne przy uŨyciu opcji ĂAnalyse particlesò. W analizie wyznaczano 

parametry granicy detekcji (ang. threshold 10 - 145), powierzchni (ang. area 0,003 

- 0,01) oraz kolistoŜci (ang. circularity 0,50 - 1,0) zliczanych obiekt·w. Dane 

zbierano z obszaru jŃdra Ŝrodkowego z 2 kolejnych skrawk·w dobieranych 

z obszaru od -1,8 do -2,6 mm od bregmy dla kaŨdego analizowanego szczura. 

 

6.4. DoŜwiadczenia optogenetyczne 

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

Wektory wirusowe zwiŃzane z adenowirusami (ang. adeno-associated 

virus, AAV)  AAV -c-fos-ChR2(H134R)-EYFP zostağy wyprodukowane 

i oczyszczone w Centrum Neurobiologii Instytutu Biologii DoŜwiadczalnej im. 

M. Nenckiego, kierowanym przez dr. Witolda Konopkň. Wektory te umoŨliwiajŃ 

stabilne wyraŨanie niesionego konstruktu. Niosğy one sekwencjň kodujŃcŃ 

channelorodopsynň (ang. channelrhodopsin, ChR2, Ŝwiatğoczuğe biağko 

pozwalajŃce na wzbudzanie aktywnoŜci neuron·w) oraz sekwencjň eYFP (biağko 

reporterowe). Promotor c-fos wykorzystany w tym konstrukcie posiada tň samŃ 

sekwencjň co promotor, kt·ry wykorzystano w transgenicznych szczurach PSD-

95:Venus (Knapska i in., 2012). Miano wektor·w AAV  wynosiğo okoğo 107 

(liczba czŃstek wirusowych zdolnych do transdukcji na 1 Õl).  

 

6.4.2. Wektor  rAAV -ot-ChR2-mCherry 

Wektory rAAV  (ang. recombinant adeno-associated virus, rAAV)  

wyraŨajŃce biağko reporterowe mCherry, pod kontrolŃ promotora OXY mysiej 

zostağy zaprojektowane i wyprodukowane przez Neuropeptide Research in 

Psychiatry Department (Central Institute for Mental Health) kierowany przez 

prof. Valerego Grinevicha. Wektory te umoŨliwiajŃ badanie projekcji neuron·w 

OXY i ich funkcji, poprzez manipulacje optogenetyczne moŨliwe dziňki obecnej 

w konstrukcie sekwencji rodopsyny ChR2, kt·rej aktywacja powoduje endogenne 

uwolnienie OXY przez aksony transdukowanych neuron·w (Knobloch i in., 

2012). 
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6.4.3. Przygotowanie kaniul  optycznych  

światğowody (FT200UMT, Thorlabs) ciňto przy pomocy obcinarki wğ·kna 

(F16000, Data Optics) na kawağki o dğugoŜci ok. 2 cm i ŜciŃgano ok 80% powğoki 

zewnňtrznej Ŝwiatğowodu. Na pğaski koniec ceramicznej feruli (Ŝrednia 

wewnňtrzna 200ɛm, Prizmatix) nakğadano kroplň kleju epoksydowego (ŧywica 

epoksydowa Hysol 0151, Data Optics) i wprowadzano przez niego pozbawiony 

powğoki zewnňtrznej koniec Ŝwiatğowodu tak, Ũeby Ŝwiatğow·d wystawağ 

minimalnie przez zaokrŃglony koniec. Przygotowane w ten spos·b ferule ze 

Ŝwiatğowodami pozostawiano na 24 h do wyschniňcia kleju. Nastňpnie 

polerowano zaokrŃglony koniec feruli na papierze szlifierskim wykonujŃc ruchy 

w ksztağcie ·semek, co gwarantuje r·wne wyszlifowanie feruli i Ŝwiatğowodu. 

Szlifowano ferulň przy pomocy metalowego krŃŨka polerskiego do zğŃczy LC 

(Data Optics), wykorzystujŃc kolejno papier szlifierski o coraz mniejszej 

ziarnistoŜci (wielkoŜĺ ziarna wynosiğa kolejno: 5, 3, 1 i 0,3 ɛm, AO A4, Data 

Optics) na gumowej podkğadce polerskiej (Data Optics). Pomiňdzy szlifowaniem 

kaŨdym kolejnym papierem szlifierskim ferulň czyszczono chusteczkami 

bezpyğowymi (Kimwipes, Kimberly-Clark Worldwide). Po wyszlifowaniu kaŨdej 

feruli oczyszczano papier szlifierski chusteczkami bezpyğowymi nasŃczonymi 

alkoholem izopropylowym (IPA, Chempol). Nastňpnie przy pomocy noŨa 

diamentowego (S90R, Thorlabs) ciňto Ŝwiatğow·d tak, Ũeby jego dğugoŜĺ od 

pğaskiej czňŜci feruli do dğuŨszego koŒca wynosiğo ok. 7 mm. PowyŨsze 

czynnoŜci powtarzano do osiŃgniňcia wystarczajŃcej liczby zestaw·w ferula-

Ŝwiatğow·d koniecznych do przeprowadzenia eksperymentu. Nastňpnie mierzono 

przy pomocy miernika mocy optycznej (PM100D, Thorlabs) stopieŒ 

przepuszczalnoŜci Ŝwiatğa przez Ŝwiatğow·d por·wnujŃc moc Ŝwiatğa 

przechodzŃcego przez Ŝwiatğow·d przed i po przyğŃczeniu do niego 

wyszlifowanej feruli ze Ŝwiatğowodem. Zestawy w kt·rych Ŝwiatğow·d 

przepuszczağ mniej niŨ 70% Ŝwiatğa polerowano ponownie do uzyskania 

satysfakcjonujŃcego rezultatu. Na koniec pokrywano ferule mağŃ iloŜciŃ kleju 

(ŧywica epoksydowa Hysol 0151, Data Optics), umieszczano w mosiňŨnym 

gwincie o Ŝrednicy dobranej do uŨywanego w eksperymentach Ŝwiatğowodu 

i czekano 24 h na wyschniňcie kleju. 
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6.4.4. Operacje stereotaktyczne 

W czasie operacji stereotaktycznych szczurom podano wektor AAV -c-fos-

ChR2(H134R)-EYFP i zaimplantowano kaniule optyczne. Zwierzňta usypiano za 

pomocŃ anestezji wziewnej z wykorzystaniem izofluranu (4-5 jednostek przy 

przepğywie tlenu 2 L/min, Aerrane, Baxter), nastňpnie unieruchamiano na 

przystawce dla szczur·w (Gas Anesthesia Rat Mask, Stoelting) zamontowanej 

w aparacie stereotaktycznym (Model 940, KOPF). Po wejŜciu w stan anestezji 

podawano zwierzňtom podsk·rnie winian butorfanolu (1 mg/kg, Butomidor, 

Richter Pharma), a w celu unikniňcia wysychania oczu nakğadano na nie Ũel do 

oczu (Vidisic, Bausch&Lomb/Dr Mann Pharma). W trakcie operacji szczury 

utrzymywano w stağym stanie uŜpienia podajŃc wziewnie izofluran (1-2 jednostki 

przy przepğywie tlenu 0,3 L/min; Krºber 02, Krºber). Usuwano owğosienie ze 

sk·ry gğowy, odkaŨano obszar ciňcia (Octenisept, Schulke & Mayr GmbH) 

i wykonywano noŨyczkami ciňcie o dğugoŜci okoğo 1,5 cm wzdğuŨ centralnego 

szwu czaszki. Na powierzchniň rozciňtej sk·ry nakğadano warstwň Ũelu 

z chloroworkiem lignokainy (Lignocainum Jelfa, 20mg/g), czaszkň oczyszczano 

przy pomocy dğuta chirurgicznego i patyczk·w kosmetycznych. Wyznaczano 

punkty bregma (przeciňcie szwu strzağkowego ze szwem wieŒcowym) i lambda 

(przeciňcie szwu strzağkowego z kŃtem szwu wňgğowego) i poziomowano 

ustawienie gğowy na podstawie wysokoŜci obu punkt·w (dopuszczalna r·Ũnica 

poziomu wynosiğa 0,2 mm). PosiğkujŃc siň tymi punktami i ustawiajŃc na nich 

igğň weryfikowano poprawne ustawienie czaszki, po czym wyznaczano miejsca 

nawierceŒ o koordynatach: prz·d-tyğ (AP), -1,8 mm; przyŜrodkowo-bocznie 

(ML), Ñ3,8 mm; oraz grzbietowo-brzusznie (DV), ī7,5 mm ï mierzone od opony 

twardej (Paxinos, 2008). W wyznaczonych punktach wykonywano otwory 

w czaszce (wiertarka Microtorque II, tech2000, wiertğo 0,6 ɛm, Ram Products), 

wprowadzano przez nie igğň (NF35BV-2, World Precision Instruments) 

zamontowanŃ na strzykawce Nanofil (10 ɛl, World Precision Instruments) 

i podawano wektory AAV  (250 nl) do CeA. PrňdkoŜĺ infuzji wynosiğa 100 nl/min 

(pompa UMP3, sterownik micro 4; World Precision Instruments USA). Po 

zakoŒczeniu infuzji czekano 5 min, aby umoŨliwiĺ dyfuzjň podanego pğynu 

w tkance i powoli wysuwano igğň z m·zgu. Nastňpnie wykonywano identycznŃ 

iniekcjň w drugiej p·ğkuli. Po obu iniekcjach opuszczano obustronnie sterylne 



39 

 

kaniule optyczne umiejscawiajŃc je 0,01 cm powyŨej, w stosunku do 

koordynat·w uŨywanych dla iniekcji wektora wirusowego (Ryc. 4). Na 

oczyszczonŃ i suchŃ powierzchniň czaszki wylewano cement dentystyczny 

(Duracryl Plus, SpofaDental), tak, Ũeby pokryğ Ŝruby i miedziane gwinty do 

poğowy ich wysokoŜci formujŃc przytwierdzony do czaszki szczura stabilizator 

implantu. Na brzegi rozciňtej sk·ry nakğadano krem Triderm (Schering-Plough), 

podawano podsk·rnie kwas tolfenamowy jako Ŝrodek przeciwb·lowy 

i przeciwzapalny (4 mg/kg; Tolfedine, Vetoquinol) oraz antybiotyk 

enrofloksacynň (5mg/kg; Baytril, Bayer). ŧeby uniknŃĺ odwodnienia zwierzňtom 

podawano podsk·rnie 1 ml roztworu soli fizjologicznej (0.95% NaCl, 

Polpharma). Po zakoŒczeniu operacji zwierzňta trzymano w czystej klatce 

z podğoŨem podgrzewanym na macie grzewczej do momentu wybudzenia. 

Podanie lek·w Tolfedine i Baytril powtarzano przez kolejne 3 dni po operacji. 

Zwierzňtom umoŨliwiono cağkowitŃ rekonwalescencjň, a doŜwiadczenia 

behawioralne wykonywano 3-6 tygodni po operacjach chirurgicznych. W czasie 

operacji korzystano ze szczypczyk·w chirurgicznych, retraktora oraz pňsety 

chirurgicznej. Wszystkie materiağy i powierzchnie okoğo operacyjne 

sterylizowano poprzez zastosowanie roztworu silnie utleniajŃcego (Domestos, 

Unilever) lub przy pomocy pğynu do dezynfekcji (Aerodesin 2000, Lysoform), 

a materiağy dodatkowo autoklawowano.  

Wedğug tego samego protokoğu prowadzono operacje stereotaktyczne na 

szczurach, kt·rym podano 100 nl wektora rAAV -ot-ChR2-mCherry obustronnie 

do jŃdra przykomorowego (ang. paraventricular nucleus, PVN) o koordynatach: 

prz·d-tyğ (AP), -1,9 mm; przyŜrodkowo-bocznie (ML), Ñ0,25 mm; oraz 

grzbietowo-brzusznie (DV), ī7,1 mm ï mierzone od opony twardej (Paxinos 

i Watson, 2013). W celu zobrazowania zakoŒczeŒ akson·w OXY pochodzŃcych 

z PVN na zaktywowanych przez spoğeczny transfer strachu kom·rkach w CeA, 

zoperowano r·wnieŨ 5 szczur·w szczepu Venus prowadzŃc infuzje wedğug 

powyŨszych wytycznych, ale bez montowania kaniul optogenetycznych. 

 

6.4.5. Emisja Ŝwiatğa w doŜwiadczeniach optogenetycznych 

Do stymulacji optogenetycznej uŨyto lasera o dğugoŜci fali Ŝwiatğa 473 nm 

i maksymalnej mocy na wyjŜciu 100mW (Omicron-Laserage). Typowa moc 
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lasera wynosiğa 10 mW na koŒcu kaniuli. Emisja Ŝwiatğa z lasera byğa inicjowana 

przez wyjŜcie ukğadu TTL z klatki sğuŨŃcej do warunkowania strachu (Med 

Associates). Pulsacja lasera (czas trwania impulsu 5 ms, 30 Hz) byğa 

kontrolowana albo przez komercyjny mikrokontroler (Rapp OptoElectronic, 

model UGA-42-Firefly), albo przez pğytkň Arduino. Moc wyjŜciowŃ lasera 

zmierzono za pomocŃ komercyjnego miernika mocy (model Thorlabs PM200 

z czujnikiem S121C). Emisja Ŝwiatğa odbywağa siň przez dwa Ŝwiatğowody 

(Thorlabs; rdzeŒ 200 ɛm, NA 0,37, dğ. 2m) przeprowadzone przez zğŃcze 

obrotowe (Doric Lenses) i przyğŃczone koŒcami kaniul do gwint·w kaniul 

optogenetycznych wystajŃcych z gğowy testowanego szczura.  

 

 

 

Rycina 4. Zastosowanie techniki optogenetycznej u szczur·w. A. Ocena miejsc infuzji 

wektor·w wirusowych AAV -c-fos-ChR2(H134R)-EYFP i poğoŨenia kaniuli 

optogentycznej, zdjňcie preparatu wykonane z uŨyciem mikroskopu fluorescencyjnego, 

poniŨej powiňkszony fragment zdjňcia. B. Schematyczne przedstawienie rozmieszczenia 

kaniul optogenetycznych w m·zgu szczura. Poprzez kaniule podawano 5 ms, 30 Hz 

impulsy Ŝwiatğa o dğugoŜci fali 473. 

  

!Φ  .Φ  
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6.5. Obrazowanie aksonalych zakoŒczeŒ OXY na neuronach 

aktywowanych przez spoğeczny transfer strachu w CeA  

W celu zobrazowania zakoŒczeŒ akson·w OXY pochodzŃcych z PVN na 

zaktywowanych przez spoğeczny transfer strachu kom·rkach w CeA, 

zanalizowano materiağ pochodzŃcy od obserwator·w (5 szczur·w szczepu Venus 

poddanych infuzji wektora rAAV -ot-ChR2-mCherry do PVN) i poddanych 

spoğecznemu transferowi strachu. 

 

6.5.1. Przygotowanie tkanki  m·zgowej 

Okoğo 2 godzin od zakoŒczenia testu behawioralnego, szczurom 

podawano ŜmiertelnŃ dawkň morbitalu (133,3 mg/ml pentobarbitalu sodu, 26,7 

mg/ml pentobarbitalu) rozcieŒczonego 10 razy roztworem soli fizjologicznej 

(0,95 % NaCl, Polpharma). W kolejnym kroku wykonywano perfuzjň 

umieszczajŃc w lewej komorze serca igğň (1,8Ĭ25,0 Mifam, ze stňpionym 

koŒcem) oraz rozcinano prawy przedsionek. Nastňpnie wpompowywano 200-250 

ml 0,1 M zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered 

saline, PBS, Sigma), a nastňpnie 200-250 ml 4% roztworu paraformaldehydu 

(PFA, POCH) o pH = 7,4. Otrzymane m·zgi pozostawiano na noc w 4% 

roztworze PFA (4ÜC), a przez kolejne 4-7 dni przetrzymywano w 30% roztworze 

sacharozy (Sigma lub BioShop) w PBS (4ÜC). By uzyskaĺ materiağ do barwienia 

immunohistochemicznego m·zgi byğy przytwierdzane bezpoŜrednio do stolika do 

krojenia przy uŨyciu medium do mroŨenia tkanek (Leica) i zamraŨane (30 min, -

20ÜC), a p·Ŧniej ciňte z uŨyciem kriostatu (kriostat Ũyletkowy Leica CM 1859, 

Leica) na skrawki w pğaszczyŦnie koronalnej, kaŨdy o gruboŜci 40 Õm. Tkankň do 

analiz przechowywano w roztworze krioprotekcyjnym w -20ÜC, w plastikowej 

pğytce 12-doğkowej (Orange Scientific) w taki spos·b, by w kaŨdym doğku 

znajdowağo siň po kilka skrawk·w. Ewaluacja trafieŒ nastňpowağa przy pomocy 

mikroskopu fluorescencyjnego. 

 

6.5.2. Immunohistochemiczna detekcja biağek Venus i  CRF 

Podanie konstruktu rAAV -ot-ChR2-mCherry do PVN pozwoliğo 

zobrazowaĺ OXY zakoŒczenia aksonalne w CeA bez koniecznoŜci dodatkowego 

wzmacniania sygnağu. Ekspresja konstruktu PSD-95:Venus jest kontrolowana 
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przez zmodyfikowany promotor genu c-fos i widoczna tylko w pobudzonych 

neuronach, w ciele kom·rki i dendrytach aktywowanych kom·rek (szczeg·ğy 

metody opisano w Knapska i in., 2012). Skrawki m·zgowe umieszczano 

w plastikowej pğytce 12-doğkowej (Orange Scientific) tak, by w kaŨdym doğku 

znajdowağy siň dwa skrawki pochodzŃce od kaŨdego analizowanego osobnika. 

Przepğukiwano je trzy razy w PBST, a nastňpnie blokowano w 10% roztworze 

surowicy koziej (ang. normal goat serum ï NGS; Vector Laboratories) w PBST 

przez 1 h w temperaturze pokojowej. Nastňpnie inkubowano tkankň z kr·liczym 

przeciwciağem anty-GFP (w stosunku 1:500, Invitrogen) oraz z przeciwciağem 

pierwszorzňdowym wykrywajŃcego biağko CRF (ang. Corticotropin Releasing 

Factor, przeciwciağo kurze, AB80360, ABCAM;  rozcieŒczenie 1:500) w 1% 

roztworze NGS w PBST w 4ÁC przez 24 h. Nastňpnego dnia skrawki 

wypğukiwano w PBST i inkubowano przez 1 godzinň w temperaturze pokojowej 

w roztworze przeciwciağ drugorzňdowych Alexa 488 skierowanych przeciwko 

biağkom kr·liczym (Invitrogen), w stosunku 1:500 oraz Alexa 647 skierowanych 

przeciwko biağkom kurzym (Invitrogen), w roztworze PBST. Po uprzednim 

wypğukaniu, w celu uzyskania preparat·w mikroskopowych, skrawki byğy 

rozkğadane na szkieğkach podstawowych (Thermo Scientific) i zamykane 

szkieğkami nakrywkowymi (Bionovo) przy uŨyciu medium Fluoromount G 

Medium. Analizy komputerowej obraz·w dokonano zgodnie z procedurami 

opisanymi w podrozdz. Analizy immunohistochemiczne. 

 

6.6. Farmakologiczne blokowanie receptora OXY w CeA 

 
6.6.1. Operacje stereotaktyczne 

Zwierzňta w wieku ok. 4-6 miesiňcy poddawano zabiegowi wszczepiania 

kaniul prowadzŃcych. Zwierzňta usypiano za pomocŃ anestezji wziewnej 

z wykorzystaniem izofluranu (4-5 jednostek przy przepğywie tlenu 2 L/min, 

Aerrane, Baxter), nastňpnie unieruchamiano na przystawce dla szczur·w (Gas 

Anesthesia Rat Mask, Stoelting) zamontowanej w aparacie stereotaktycznym 

(Model 940, KOPF). Po wejŜciu w stan anestezji podawano zwierzňtom 

podsk·rnie winian butorfanolu (1 mg/kg, Butomidor, Richter Pharma), a w celu 

unikniňcia wysychania oczu nakğadano na nie Ũel do oczu (Vidisic, 

Bausch&Lomb/Dr Mann Pharma). W trakcie operacji szczury utrzymywano 
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w stağym stanie uŜpienia podajŃc wziewnie izofluran (1-2 jednostki przy 

przepğywie tlenu 0,3 L/min; Krºber 02, Krºber). Usuwano owğosienie ze sk·ry 

gğowy, odkaŨano obszar ciňcia (Octenisept, Schulke & Mayr GmbH) 

i wykonywano noŨyczkami ciňcie o dğugoŜci okoğo 1,5 cm wzdğuŨ centralnego 

szwu czaszki. Na powierzchniň rozciňtej sk·ry nakğadano warstwň Ũelu 

z chloroworkiem lignokainy (Lignocainum Jelfa, 20mg/g), czaszkň oczyszczano 

przy pomocy dğuta chirurgicznego i patyczk·w kosmetycznych. Wyznaczano 

punkty bregma i lambda i poziomowano ustawienie gğowy na podstawie 

wysokoŜci obu punkt·w (dopuszczalna r·Ũnica poziomu wynosiğa 0,2 mm). 

Nastňpnie wyznaczono punkty nawierceŒ i wiercono 4 otwory (wiertarka 

Microtorque II,  tech2000, wiertğo 0,6 ɛm, Ram Products). Z przodu i z tyğu 

czaszki osadzano dwie Ŝruby stabilizujŃce, wykonane ze stali nierdzewnej. 

Nastňpnie implantowano kaniule prowadzŃce wykonane ze stali nierdzewnej 

(Plastics One). Kaniule umieszczano obustronnie w CeA: prz·d-tyğ (AP), -1,8 

mm; przyŜrodkowo-bocznie (ML), Ñ3,8 mm; oraz grzbietowo-brzusznie (DV), 

ī7,2 mm ï mierzone od opony twardej (Paxinos, 2008). Umieszczone tak kaniule 

i Ŝruby stabilizacyjne zalewano masŃ dentystycznŃ (Duracryl, Spofa Dental). Po 

zastygniňciu cementu dentystycznego, jeŜli byğa taka potrzeba, sk·rň gğowy 

zaszywano. Na brzegi rozciňtej sk·ry nakğadano krem Triderm (Schering-

Plough), podawano podsk·rnie kwas tolfenamowy jako Ŝrodek przeciwb·lowy 

i przeciwzapalny (4 mg/kg; Tolfedine, Vetoquinol) oraz antybiotyk 

enrofloksacynň (5mg/kg; Baytril, Bayer). ŧeby uniknŃĺ odwodnienia zwierzňtom 

podawano podsk·rnie 1 ml roztworu soli fizjologicznej (0.95% NaCl, 

Polpharma). Po zakoŒczeniu operacji zwierzňta trzymano w czystej klatce 

z podğoŨem podgrzewanym na macie grzewczej, do momentu wybudzenia. 

Podanie lek·w Tolfedine i Baytril powtarzano przez kolejne 3 dni po operacji. 

Zwierzňtom umoŨliwiano cağkowitŃ rekonwalescencjň, a doŜwiadczenia 

behawioralne wykonywano 3-6 tygodni po operacjach chirurgicznych. Wszystkie 

materiağy i powierzchnie okoğo operacyjne sterylizowano poprzez zastosowanie 

roztworu silnie utleniajŃcego (Domestos, Unilever) lub przy pomocy pğynu do 

dezynfekcji (Aerodesin 2000, Lysoform), a materiağy dodatkowo autoklawowano. 

W czasie operacji korzystano ze szczypczyk·w chirurgicznych, retraktora oraz 
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pňsety chirurgicznej. Aby zabezpieczyĺ kaniule przed zabrudzeniem, 

umieszczano w nich zatyczki wykonane ze stali nierdzewnej. 

 

6.6.2. Blokowanie receptora OXY za pomocŃ antagonisty   

L-371,257 podczas spoğecznego transferu strachu 

Po przetransportowaniu zwierzŃt do pomieszczenia doŜwiadczalnego 

wyjmowano z klatki domowej szczura - obserwatora w celu wykonania infuzji. 

Zwierzň byğo delikatnie unieruchamiane, wyjmowano z kaniul zatyczki ochronne, 

a nastňpnie do kaŨdej z nich wprowadzano igğň iniekcyjnŃ (Plastics One) 

podğŃczonŃ do strzykawki Hamiltona zainstalowanej w mikropompie (Harvard 

Apparatus). Infuzjň prowadzono r·wnoczeŜnie obiema kaniulami. W grupie 

eksperymentalnej (OTA) podawano 0,5 mM L-371,257 (Tocris) rozpuszczonego 

w dimetylosulfotlenku, DMSO (Sigma). W grupie kontrolnej podawano tylko 

DMSO. Po okoğo 60 sekundach po umieszczeniu igğy w kaniuli prowadzŃcej 

wğŃczano mikropompň. Roztw·r L-371,257 lub DMSO podawano obustronnie do 

CeA, 1 mm poniŨej kaniuli prowadzŃcej przez 120 sekund (prňdkoŜĺ infuzji 0,5 

Õl/min). ŧeby umoŨliwiĺ peğnŃ dyfuzjň podanej substancji, igğy iniekcyjne 

zostawiano w miejscu podania przez kilka minut po zakoŒczeniu infuzji. Po 

wyjňciu igieğ iniekcyjnych, umieszczano zatyczki ochronne w kaniulach, 

a zwierzň wkğadano do klatki domowej bez pokrywy, w obudowie 

uniemoŨliwiajŃcej ucieczkň, gdzie oczekiwağo na demonstratora przez okoğo 15 

minut. Po 20 minutach od infuzji przeprowadzano opisany powyŨej test 

spoğecznego transferu strachu. 

 

6.7. Mapowanie aktywnych poğŃczeŒ wstňpujŃcych 

i zstňpujŃcych CeA 

 
6.7.1. Operacje stereotaktyczne  

Operacje stereotaktyczne zostağy przeprowadzone na 10 szczurach: 5 

szczurach szczepu Wistar (ostatecznie zanalizowano poğŃczenia u 2 zwierzŃt, 

pozostağe nie byğy analizowane ze wzglňdu na zğŃ lokalizacjň znacznik·w 

poğŃczeŒ) i 5 szczurach szczepu PSD95:Venus (ostatecznie wykonano analizň dla 

3 zwierzŃt, pozostağe nie byğy analizowane ze wzglňdu na zğŃ lokalizacjň 
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znacznik·w poğŃczeŒ). Zwierzňta usypiano za pomocŃ anestezji wziewnej 

z wykorzystaniem izofluranu (4-5 jednostki przy przepğywie tlenu 2 L/min, 

Aerrane, Baxter), z wykorzystaniem przystawki dla szczur·w (Gas Anesthesia 

Rat Mask, Stoelting) zamontowanej w aparacie stereotaktycznym (Model 940, 

KOPF). Po wejŜciu w stan anestezji podawano zwierzňtom podsk·rnie winian 

butorfanolu (1 mg/kg, Butomidor, Richter Pharma), a w celu unikniňcia 

wysychania oczu nakğadano na nie Ũel do oczu (Vidisic, Bausch&Lomb/Dr Mann 

Pharma). W trakcie operacji szczury utrzymywano w ciŃgğym stanie uŜpienia 

podajŃc wziewnie (2-2,5 jednostki przy przepğywie tlenu 0,4 L/min; Krºber 02, 

Krºber). Usuwano owğosienie ze sk·ry gğowy, odkaŨano obszar ciňcia 

(Octenisept, Schulke & Mayr GmbH) i wykonywano ciňcie za pomocŃ skalpela 

(Swann Morton, rozmiar 21) o dğugoŜci okoğo 1,5 cm wzdğuŨ centralnego szwu 

czaszki. Na powierzchniň rozciňtej sk·ry nakğadano warstwň Ũelu 

z chlorowodorkiem lignokainy (Lignocainum Jelfa, 20mg/g), czaszkň 

oczyszczano przy pomocy dğuta chirurgicznego i patyczk·w kosmetycznych, 

a nastňpnie wyznaczano punkty: bregmy (przeciňcie szwu strzağkowego ze szwem 

wieŒcowym) i lambdy (przeciňcie szwu strzağkowego z kŃtem szwu wňgğowego) 

i weryfikowano poprawne ustawienie czaszki na podstawie wysokoŜci obu 

punkt·w (dopuszczalna r·Ũnica poziom·w wynosiğa 0,2 mm). Wyznaczano 

miejsca nawierceŒ o koordynatach - prz·d-tyğ (AP): -1,8 mm; przyŜrodkowo-

bocznie (ML):  Ñ3,8 mm; oraz grzbietowo-brzusznie (DV): ī7,5 mm, mierzone od 

opony twardej (Paxinos, 2008).  w wyznaczonych punktach wykonywano otwory 

w czaszce (wiertarka Microtorque II, tech2000, wiertğo 0,6 ɛm, Ram Products), 

wprowadzano przez nie igğň (NF35BV-2, World Precision Instruments) 

zamontowanŃ na strzykawce Nanofil (10 ɛl, World Precision Instruments). Po 

wprowadzeniu igğy do CeA podawano 200 nl znacznika aksonalnego transportu 

wstecznego (retrogradnego): toksyny cholery, podjednostka B skoniugowana 

z Alexa Fluor 488 (CTB, Life Technologies, C34775) szczurom Wistar lub 500 nl 

znacznika transportu postňpujŃcego (anterogradnego): lektyny PHA-L 

skoniugowanej z Alexa Fluor 594 (Invitrogen; Molecular Probes) szczurom PSD-

95:Venus. PrňdkoŜĺ infuzji wynosiğa w obu przypadkach 100 nl/min (pompa 

UMP3, sterownik micro 4; World Precision Instruments USA). Po zakoŒczeniu 

infuzji czekano 5 min, aby umoŨliwiĺ dyfuzjň podanego pğynu w tkance, a potem 
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powoli wysuwano igğň z m·zgu. Nastňpnie wykonywano identycznŃ iniekcjň 

w drugiej p·ğkuli. Po wykonaniu obu infuzji czaszkň szczura osuszano za pomocŃ 

patyczka kosmetycznego, a strzykawkň Nanofil dokğadnie pğukano w 70% 

roztworze etanolu (POCH). Sk·rň gğowy zaszywano (niĺ chirurgiczna 3/8 z igğŃ 

4/0; Dafilon), nakğadano na niŃ krem Triderm (Schering-Plough), podawano 

podsk·rnie kwas tolfenamowy jako Ŝrodek przeciwb·lowy i przeciwzapalny (4 

mg/kg; Tolfedine, Vetoquinol) oraz antybiotyk enrofloksacynň (5mg/kg; Baytril, 

Bayer). ŧeby uniknŃĺ odwodnienia zwierzňtom podawano podsk·rnie 1 ml 

roztworu soli fizjologicznej (0,95% NaCl, Polpharma). Po zakoŒczeniu operacji 

zwierzňta trzymano w czystej klatce z podğoŨem podgrzewanym na macie 

grzewczej aŨ do momentu wybudzenia. Podanie lek·w Tolfedine i Baytril 

powtarzano przez kolejne 3 dni po operacji. Zwierzňtom umoŨliwiono cağkowitŃ 

rekonwalescencjň, a stymulacje behawioralne wykonywano 3-6 tygodni po 

operacjach chirurgicznych. Wszystkie materiağy i powierzchnie okoğooperacyjne 

sterylizowano poprzez zastosowanie roztworu silnie utleniajŃcego (Domestos, 

Unilever) lub przy pomocy pğynu do dezynfekcji (Aerodesin 2000, Lysoform), 

a materiağy dodatkowo sterylizowano w autoklawie. W czasie operacji korzystano 

ze szczypczyk·w chirurgicznych, retraktora oraz pňsety chirurgicznej. 

 

6.7.2. Znakowanie poğŃczeŒ wstňpujŃcych CeA 

W celu wyznakowania poğŃczeŒ wstňpujŃcych wykorzystano uprzednio 

opracowanŃ technikň obrazujŃcŃ poğŃczenia aktywowane przez okreŜlonŃ 

stymulacjň behawioralnŃ. Technika ta ğŃczy podawanie znacznik·w aksonalnego 

transportu wstecznego z immunohistochemicznym znakowaniem aktywnych 

neuron·w (Orsini i in., 2011). Do barwieŒ uwidaczniajŃcych biağko c-Fos 

w jŃdrach kom·rkowych uŨyto skrawk·w m·zgu pobranych od zwierzŃt, kt·rym 

uprzednio podano do CeA znacznik aksonalnego transportu wstecznego 

(retrogradnego). Fluorescencja tego znacznika jest widoczna pod mikroskopem 

bez koniecznoŜci dodatkowej detekcji. Skrawki umieszczono w plastikowej pğytce 

12-doğkowej (Orange Scientific) tak, by w kaŨdym doğku znajdowağy siň dwa 

skrawki pochodzŃce od kaŨdego analizowanego osobnika. Przepğukano je 

trzykrotnie roztworem PBS (pH 7,4; Sigma), nastňpnie blokowano w 5% 

roztworze surowicy koziej (ang. normal goat serum ï NGS; Vector Laboratories) 
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w PBST (roztw·r 0,3% Tritonu X-100, Poch; w PBS) przez 1,5 h w temperaturze 

pokojowej. Nastňpnie inkubowano tkankň z kr·liczym przeciwciağem anty-c-Fos 

(w stosunku 1:1000, Milli pore) w 3% roztworze NGS w PBST w temperaturze 

pokojowej przez 24 h. Nastňpnego dnia skrawki wypğukano w PBST 

i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej w roztworze 

przeciwciağ drugorzňdowych Alexa 555 skierowanych przeciwko biağkom 

kr·liczym (Invitrogen), w stosunku 1:500, w roztworze PBST. Po uprzednim 

wypğukaniu, w celu uzyskania preparat·w mikroskopowych, skrawki byğy 

rozkğadane na szkieğkach podstawowych (Thermo Scientific) i zamykane 

szkieğkami nakrywkowymi (Bionovo) przy uŨyciu medium Fluoromount G 

Medium. 

 

6.7.3. Znakowanie poğŃczeŒ zstňpujŃcych CeA 

Technika ta polegağa na podaniu znacznika aksonalnego transportu 

postňpujŃcego (anterogradnego) do CeA szczurom transgenicznym PSD-

95:Venus. Pozwoliğo to na zlokalizowanie projekcji biegnŃcych z CeA do 

neuron·w aktywowanych przez strach przekazywany spoğecznie 

w analizowanych regionach m·zgu. Ekspresja konstruktu PSD-95:Venus jest 

kontrolowana przez zmodyfikowany promotor genu c-fos i widoczna tylko 

w pobudzonych neuronach, w ciele kom·rki i dendrytach aktywowanych 

kom·rek (szczeg·ğy metody opisano w Knapska i in., 2012). Do barwieŒ 

uwidaczniajŃcych ekspresjň biağka reporterowego Venus uŨyto skrawk·w 

m·zgowych pobranych od zwierzŃt, kt·rym uprzednio podano do CeA znacznik 

aksonalnego transportu postňpujŃcego (anteroradnego). Fluorescencja tego 

znacznika jest widoczna pod mikroskopem bez koniecznoŜci dodatkowej detekcji. 

Skrawki umieszczano w plastikowej pğytce 12-doğkowej (Orange Scientific) tak, 

by w kaŨdym doğku znajdowağy siň dwa skrawki pochodzŃce od kaŨdego 

analizowanego osobnika. Przepğukiwano je trzy razy w PBST, a nastňpnie 

blokowano w 10% roztworze surowicy koziej (ang. normal goat serum ï NGS; 

Vector Laboratories) w PBST przez 1 h w temperaturze pokojowej. Nastňpnie 

inkubowano tkankň z kr·liczym przeciwciağem anty-GFP (w stosunku 1:500, 

Invitrogen) w 1% roztworze NGS w PBST w 4ÁC przez 24 h. Nastňpnego dnia 

skrawki wypğukiwano w PBST i inkubowano przez 1 godzinň w temperaturze 
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pokojowej w roztworze przeciwciağ drugorzňdowych Alexa 488 skierowanych 

przeciwko biağkom kr·liczym (Invitrogen), w stosunku 1:500, w roztworze PBST. 

Po uprzednim wypğukaniu, w celu uzyskania preparat·w mikroskopowych, 

skrawki byğy rozkğadane na szkieğkach podstawowych (Thermo Scientific) 

i zamykane szkieğkami nakrywkowymi (Bionovo) przy uŨyciu medium 

Fluoromount G Medium. 

 

6.8. Analiza komunikacji  ultradŦwiňkowej podczas 

spoğecznego transferu strachu 
 

Komunikacja ultradŦwiňkowa byğa nagrywana z uŨyciem czterech 

mikrofon·w UltraSoundGate Condenser CM16 (o zakresie rejestracji 15 ï 180 

kHz; Avisoft Bioacoustics) umieszczonych w obudowie ochronnej otaczajŃcej 

klatkň domowŃ podczas interakcji spoğecznej, po jednym w kaŨdym rogu, przez 

program Avisoft-RECORDER (wersja 5.2.06, Avisoft Bioacoustics), kt·ry 

zapisywağ dane w formacie plik·w *.wav. Nastňpnie pliki,  wyŜwietlone jako 

kolorowy spektrogram, analizowano w programie RatRec (Rat-Rec Pro 5.0) po 

uprzednim przetworzeniu przez transformatň Fouriera (1024 albo 512, Hamming / 

Hann window). Podczas analizy pod uwagň brano dwa rodzaje wokalizacji 

w paŜmie czňstotliwoŜci okoğo 50 kHz - takie kt·rych czňstotliwoŜĺ moŨe byĺ 

modulowana (ang. frequency-modulated; FM) oraz takie, kt·rych czňstotliwoŜĺ 

nie jest modulowana (ang. non-frequency modulated; non-FM), ich ksztağty na 

spektrogramie byğy wyszukiwane i zaznaczane rňcznie (Wºhr i in., 2008). W 

analizie wziňto r·wnieŨ pod uwagň wokalizacje alarmowe o czňstotliwoŜci ok. 

22-kHz (ang. alarm calls), jednak nie zarejestrowano ich wystňpowania. 

 

6.9. Analiza statystyczna  
 

Do przeprowadzenia analiz statystycznych wykorzystano oprogramowanie 

GraphPad Prism version 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) oraz 

Statistica 7.1. W pierwszym kroku zweryfikowano normalnoŜĺ rozkğad·w 

uzyskanych danych (test Shapiro-Wilka). W przypadku danych o rozkğadzie 

normalnym dane por·wnywano miňdzy grupami z zastosowaniem jedno- lub 

dwu- czynnikowej analizy wariancji z powtarzanymi pomiarami, 
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dwuczynnikowej analizy wariancji lub testu t-Studenta (w przypadku por·wnania 

dw·ch grup). Do por·wnania z wartoŜciŃ teoretycznŃ uŨywano testu t-Studenta 

dla jednej pr·by. JeŨeli hipoteza o zgodnoŜci rozkğadu z rozkğadem normalnym 

zostağa odrzucona, dalsze analizy przeprowadzano przy uŨyciu test·w 

nieparametrycznych (test U Manna Whitneya). Dane przedstawiano na wykresach 

jako wartoŜĺ ŜredniŃ Ñ bğŃd standardowy, p < 0,05 uznawano za istotnŃ r·Ũnicň. 

 

7. Wyniki  

7.1. OkreŜlenie na ile spoğeczny transfer strachu 

i bezpoŜrednie warunkowanie strachu wsp·ğdzielŃ 

obwody neuronalne w CeA  
 

OkreŜlenie w jakim stopniu neurony aktywowane podczas spoğecznego 

transferu strachu sŃ zaangaŨowane w bezpoŜrednie warunkowanie strachu stağo 

siň moŨliwe dziňki rozwiniňciu szczepu zmodyfikowanych genetycznie szczur·w 

PSD-95:Venus. U zwierzŃt tych biağko reporterowe Venus podlega ekspresji pod 

kontrolŃ promotora genu c-fos (Knapska i in., 2012). Dziňki r·Ũnicy w lokalizacji, 

a takŨe czasie usuwania tych biağek z kom·rki moŨliwe stağo siň wyznakowanie 

specyficznych subpopulacji kom·rek odpowiadajŃcych treningom 

przeprowadzonym w okreŜlonym oknie czasowym (szczeg·ğy w rozdz. Materiağy 

i Metody).  

Zwierzňta poddane zostağy spoğecznemu transferowi strachu 

i warunkowaniu strachu w odstňpie 24 godzin (So, n=8) lub, w przypadku grupy 

kontrolnej, interakcji spoğecznej po kr·tkiej separacji, a po 24 h warunkowaniu 

strachu (NSo, n=8). W zwiŃzku z innŃ dynamikŃ ekspresji konstruktu PSD-

95:Venus i endogennego biağka c-Fos moŨliwe byğo odr·Ũnienie kom·rek 

aktywowanych przez interakcjň spoğecznŃ, ale nie przez warunkowanie strachu 

(kom·rki wyznakowane wyğŃcznie przez konstrukt PSD-95:Venus) 

i aktywowanych zar·wno przez interakcjň spoğecznŃ, jak i warunkowanie strachu 

(kom·rki wyznakowane r·wnoczeŜnie przez PSD-95:Venus i endogenne biağko c-

Fos, Knapska i in., 2012). Na podstawie atlasu m·zgu szczura (Paxinos i Watson, 

2013) podzielono CeA na czňŜĺ bocznŃ (ang. lateral, CeL) i przyŜrodkowŃ (ang. 

medial, CeM) i z uwzglňdnieniem tego podziağu prowadzono analizň. Analiza ta 
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pokazağa, Ũe neurony aktywne w czasie interakcji z pobudzonym partnerem sŃ 

aktywowane r·wnieŨ w czasie warunkowania strachu. Nastňpnie por·wnano 

wyniki grupy majŃcej interakcjň z pobudzonym emocjonalnie partnerem (So) 

z grupŃ kontrolnŃ, w kt·rej interakcja nastňpowağa po kr·tkiej separacji (NSo). 

Analizie statystycznej poddawano dane w postaci Ŝredniego stosunku kom·rek 

wyznakowanych podw·jnie (w kierunku biağka c-Fos i przeciwciağa GFP 

wykrywajŃcego biağko reporterowe Venus) do cağkowitej liczby kom·rek 

(wyznakowanych podw·jnie na c-Fos i GFP oraz pojedynczo na GFP). Testy 

prowadzono por·wnujŃc grupy So i NSo, osobno dla obszar·w CeL i CeM. 

Zaobserwowano r·Ũnicň pomiňdzy grupŃ So i NSo w regionie CeL (test t 

Studenta: t=4,49, df=14, p<0,0005, Ryc. 5). 
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Rycina 5. Neurony Ăspoğecznego strachuò w CeA aktywowane podczas 

bezpoŜredniego warunkowania strachu. A. Zdjňcie preparatu wykonane z uŨyciem 

mikroskopu optycznego, widoczne jest podw·jne znakowanie immunohistochemiczne: 

biağko c-Fos (kolor czarny) i biağko reporterowe Venus (kolor fioletowy). CzarnŃ liniŃ 

zaznaczono jŃdra podstawne (BA), boczne (LA) oraz czňŜĺ przyŜrodkowŃ (CeM) 

i bocznŃ (CeL) CeA, po prawej powiňkszone fragmenty zdjňĺ. B. Udziağ neuron·w 

aktywowanych w czasie interakcji z pobudzonym partnerem w warunkowaniu strachu, 

przedstawiony jako stosunek liczby kom·rek wyznakowanych r·wnoczeŜnie przez c-Fos+ 

oraz GFP+ do cağkowitej liczby wyznakowanych kom·rek. Stwierdzono, Ũe poziom 

wsp·ğwystňpowania jest niŨszy w CeL, w grupie eksperymentalnej w stosunku do grupy 

kontrolnej. Wynik ten sugeruje, Ũe transfer strachu aktywuje r·wnieŨ grupň kom·rek 

niezwiŃzanŃ z bezpoŜrednim warunkowaniem strachu. Wykres przedstawia dane jako 

wartoŜĺ ŜredniŃ Ñ bğŃd standardowy, ***p<0,001.   
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7.2. Por·wnanie wzor·w zachowania podczas interakcji  

z przestraszonym partnerem (DZIEő 1) z efektami 

stymulacji optogenetycznej neuron·w Ăspoğecznego 

strachuò (DZIEő 2) 
 

Wyniki eksperyment·w przeprowadzonych uprzednio (Knapska i in., 

2006) z uŨyciem c-Fos jako znacznika aktywacji neuron·w pokazağy, Ũe istnieje 

wz·r ekspresji charakterystyczny dla spoğecznego transferu strachu, w kt·rym 

obserwuje siň podwyŨszonŃ aktywacjň neuron·w w CeA. Przeprowadzenie 

eksperymentu, kt·ry pozwoliğby na badanie funkcji neuron·w aktywowanych 

przez spoğeczny transfer strachu stağo siň moŨliwe dziňki rozwojowi technik 

optogenetycznych. Narzňdzie to umoŨliwia okresowe pobudzanie lub hamowanie 

aktywnoŜci wybranych kom·rek w czasie trwania testu behawioralnego.  

W celu okreŜlenia funkcji neuron·w Ăspoğecznego strachuò w CeA, 

wykorzystano konstrukt niosŃcy sekwencjň kodujŃcŃ opsynň ChR2, kt·rego 

ekspresja zachodzi pod kontrolŃ promotora c-fos. Zwierzňta podzielono na pary, 

losowo wyznaczonym obserwatorom podano do CeA wektor AAV  

i zaimplantowano kaniule optogenetyczne. Nastňpnie pary demonstrator-

obserwator podzielono na dwie grupy: eksperymentalnŃ ĂSoò i kontrolnŃ ĂNSoò. 

Ze wzglňdu na charakterystykň dziağania promotora c-fos, zastosowany konstrukt 

genetyczny wymaga zaindukowania jego ekspresji poprzez stymulacjň 

behawioralnŃ i ok. 24 h na uzyskanie jego ekspresji pozwalajŃcej na efektywne 

manipulowanie aktywnoŜciŃ neuron·w (Andraka i in., 2020; schemat 

eksperymentu przedstawia Ryc. 6, zob. teŨ sekcjň Materiağy i Metody).  

Pierwszego dnia eksperymentu ekspresja konstruktu zaindukowana zostağa 

poprzez interakcjň obserwatora z przestraszonym demonstratorem (grupa So, n=8) 

lub poprzez interakcjň z demonstratorem nie poddanym Ũadnemu treningowi, ale 

eksponowanym na nowe Ŝrodowisko (grupa NSo, n=8). Po 24 h specyficzne 

grupy neuron·w byğy stymulowane pulsacyjnie niebieskim Ŝwiatğem (szczeg·ğy 

w rozdziale Materiağy i Metody), w trwajŃcych 3 minuty okresach ON i OFF 

podczas interakcji spoğecznej (z niepoddanym treningowi demonstratorem). 

Wykonano r·wnieŨ kontrolny eksperyment behawioralny, w kt·rym testowano 

obserwator·w poddanych spoğecznemu transferowi strachu pierwszego dnia 

i kontrolnej interakcji spoğecznej drugiego dnia (So Ctrl), Ũeby sprawdziĺ, czy 
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spoğeczny transfer strachu ma wpğyw na nastňpujŃcŃ drugiego dnia interakcjň 

spoğecznŃ (szczeg·ğy eksperymentu opisano w kolejnym podrozdziale).  

Analiza zachowania szczur·w wykazağa, Ũe stymulacja optogenetyczna 

neuron·w Ăspoğecznego strachuò  w CeA (DZIEő 2) wywoğağa efekty podobne do 

tych obserwowanych podczas wğaŜciwego transferu strachu (DZIEő 1). 

Obserwowano przede wszystkim wzrost czasu spňdzonego na wykonywaniu 

st·jek. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami (sesja) 

potwierdziğa istotnoŜĺ interakcji grupa x miara behawioralna x sesja: 

F(6,126)=4,02, p=0,001, a zaplanowane por·wnania pokazağy istotnoŜĺ czynnika 

sesji (dzieŒ 1, dzieŒ 2 ON i dzieŒ 2 OFF), zob. Ryc. 6. W dalszej kolejnoŜci, 

stosujŃc dwuczynnikowŃ analizň wariancji por·wnano zachowania obserwator·w 

stymulowanych optogenetycznie (So ON) z zachowaniem obserwator·w, kt·rzy 

nie byli stymulowani optogenetycznie, ale zostali poddani transferowi strachu 

poprzedniego dnia (So Ctrl, DZIEő 2, n=5) wykazujŃc, Ũe wzrost czasu 

spňdzanego na wykonywaniu st·jek jest specyficzny dla stymulacji 

optogenetycznej (So ON vs. So Ctrl, interakcja grupa x miara behawioralna: F (2, 

32)= 3,33, p=0,0484).  
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