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1. Streszczenie

Zarazanie emocjonalne, czyli wspotdzielenie stanoéw emocjonalnych pomigdzy
osobnikami, jest uwazane za jedng z najprostszych form empatii. Zjawisko to mozna
bada¢ wykorzystujgc zwierzece modele eksperymentalne, np. model szczurzy.
Weczesniej wykazano m.in., ze interakcja spoteczna z przestraszonym partnerem z klatki
(demonstratorem) sprzyja zachowaniom majacym na celu oceng ryzyka i aktywuje
jadro $rodkowe ciata migdatowatego (CeA) u niepoddanego treningowi szczura-
obserwatora. Dodatkowo, strach przenoszony spotecznie przyspiesza pozniejsze
nabywanie reakcji strachu u obserwatora. Gtownym tematem tej pracy bylo zbadanie
roli subpopulacji neuronow w CeA aktywowanej podczas spolecznego transferu
strachu. Aby zlokalizowa¢ aktywowane neurony wykorzystano podwdjng
immunodetekcje c-fos-zaleznego konstruktu PSD-95:Venus i endogennego biatka c-
Fos. Dzigki temu stwierdzono, ze subpopulacja neurondéw aktywowanych przez
spoteczny transfer strachu czgsciowo pokrywa si¢ (w okoto 65%) z subpopulacja
zaangazowang W bezposrednie nabywanie reakcji strachu. W celu okreslenia funkcji
neurondéw ,,spotecznego strachu” poddano je stymulacji optogenetycznej w znajomym
I nowym s$rodowisku. Zaobserwowano, ze aktywacja neuronow ,,spotecznego strachu”
w CeA w znanym s$rodowisku klatki domowej, w obecnosci partnera, wywotata
pobudzenie behawioralne charakterystyczne dla spotecznego transferu strachu. Nie
wptyneta natomiast na zachowania spoteczne, sugerujac, ze neurony te sa
odpowiedzialne raczej za eksploracje 0 charakterze niespotecznym. Hipoteze te
potwierdzono w kolejnym eksperymencie, podczas ktorego aktywowanie neuronow
,spotecznego strachu” podczas testu w nowym srodowisku wywotalo zachowania
majace na celu aktywng ocen¢ ryzyka. Nastepnie scharakteryzowano neurony
»spotecznego strachu” pod katem wspotwystepowania biatka c-Fos z czynnikiem
uwalniajgcym kortykotroping (CRF) i oksytocyng (OXY). Zaobserwowano duzy
poziom wspotwystepowania zarowno wiokien OXY, jak i CRF z neuronami c-Fos
pozytywnymi. W nastepnym kroku zbadano jaki wptyw ma uwalnianie OXY na
spoteczny transfer strachu. W tym celu, w trakcie spolecznego transferu strachu,
stymulowano optogenetycznie uwalnianie OXY lub podawano antagonist¢ receptora
OXY do CeA obserwatorow. Zaobserwowano, ze zwigkszenie poziomu OXY w CeA

zmniejszylo wystgpowanie zachowan majacych na celu ocene¢ ryzyka, natomiast jej
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zablokowanie zintensyfikowato takie zachowania. Ponadto zauwazono, ze
manipulowanie poziomem OXY u obserwatora wywiera wptyw réwniez na zachowanie
demonstratora, sugerujac wptyw zachowania obserwatora na efektywnos¢ spotecznego
buforownia strachu u demonstratora. Nast¢pnie przeprowadzono immunodetekcje
biatka c-Fos i konstruktu PSD-95:Venus w potaczeniu z technikami znakowania
potaczen pomiedzy strukturami mozgu i scharakteryzowano funkcjonalne potaczenia
CeA podczas spotecznego transferu strachu. Jako dominujgce zidentyfikowano
projekcje z czesci grzbietowej kory przedczotowej i kory wyspy oraz projekcje do
substancji szarej okotowodociagowej i jader szwu. Podsumowujac, wykazano, ze: (1)
neurony ,,spotecznego strachu” moduluja eksploracje srodowiska W sposdb majacy na
celu wykrycie potencjalnego zagrozenia, (2) zachowania majace na celu ocene ryzyka
sag hamowane przez uwolnienie OXY w CeA, (3) neuronalne obwody CeA sa
czesciowo wspoéldzielone przez spoleczny transfer strachu i bezposrednie nabywanie
reakcji strachu.



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 naive 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 ‘social
fear’ neuronal population partially overlaps (about 65%) with neurons activated by
directly experienced fear. Then, to assess the function of CeA ‘social fear’ neurons
we optogenetically stimulated them in familiar and novel environment. We showed that
the activation of CeA ’social fear’ neurons in afamiliar 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 ‘social fear’ neurons play arole in modulation of non-social
exploration. This hypothesis was confirmed in the next experiment, in which CeA
‘social fear’ neurons were activated in the novel environment. Next, we characterized
the CeA ‘social fear’ 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 | PSD-95:Venus construct combined with tracing techniques
we characterized the functional connectivity of CeA ‘social fear’ 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 ‘social fear’ 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.



3. Wykaz skrotow

ACC (ang. anterior cingulate cortex) — przednia kora zakrgtu obreczy

Al (ang. anterior insula) — przednia czg¢s¢ kory wyspy

AID (ang. agranular insular cortex, dorsal) — agranularna kora wyspy, czes$¢
grzbietowa

AlV (ang. agranular insular cortex, vental) — agranularna kora wyspy, cze$¢ brzuszna
ANOVA - analiza wariancji

AP (ang. anterior/ posterior) — ptaszczyzna przednio-tylna czaszki

AP-1 (ang. activator protein 1) — czynnik transkrypcyjny, heterodimer zazwyczaj ztozony
Z biatka c-Fos i partnera nalezacego do rodziny Jun

BLA (ang. basolateral amygdala) — jadro podstawno-boczne ciata migdatowatego

CeA (ang. central nucleus) — jadro srodkowe ciata migdatowatego

CeL (ang. lateral subdivision) — boczna czg¢é¢ jadra srodkowego ciata migdatowatego
CeM (ang. medial subdivision) — przysrodkowa cze$¢ jadra srodkowego ciala
migdatowatego

c-fos (c-fos mMRNA i biatko c-Fos; ang. cellular FBJ osteosarcoma virus) — gen, ktérego
ekspresja jest badana w celu okreslenia aktywnosci funkcjonalnej neuronow

c-Fos — biatko c-Fos

Cgl (ang. Cingulate cortex, area 1) — zakret obreczy, obszar 1

CRF (ang. Corticotropin Releasing Factor) — czynnik uwalniajacy kortykotroping

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

DRN (ang. raphe nuclei, dorsal) — jadra szwu, cz¢$¢ grzbietowa

DV (ang. dorsal/ ventral) — ptaszczyzna brzuszno-grzbietowa czaszki

eYFP (ang. enhanced yellow fluorescent protein) — biatko wzmocnionej zottej fluorescenciji
GFP (ang. green fluorescent protein) — biatko zielonej fluorescencji

Gl (ang. granular insular cortex) — granularna kora wyspy

HC (ang. home cage) — grupa kontrolna zwierzat hodowanych w parach w klatkach
domowych, nie poddanych treningom behawioralnym

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

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

IL (ang. infralimbic cortex) — brzuszna cze¢sé¢ przysrodkowej kory przedczotowe;j

LA (ang. lateral nucleus) — jadro boczne ciata migdatowatego



LM (ang. lateral/medial) — ptaszczyzna boczno-przysrodkowa czaszki

LTP (ang. long term potentiation) — dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne

IwDR (ang. dorsal raphe lateral wing) — boczne skrzydto czesci grzbietowej szwu

MRN (ang. raphe nuclei, median) — jadra szwu, cz¢$¢ srodkowa

MRNA (ang. messenger RNA) - matrycowy RNA

NSo (ang. non-shocked observer) — grupa, w ktorej obserwator byt poddany interakcji
spotecznej z demonstratorem po krotkim okresie separacji

NSd (ang. non-shocked demonstrator) — grupa, w ktorej demonstrator byt poddany
interakcji spotecznej z obserwatorem po krotkim okresie separacji i pobycie w klatce
eksperymentalnej

Okres OFF — faza testu optogenetycznego, w czasie ktorej laser byt wytaczony

Okres ON — faza testu optogenetycznego, w czasie ktorej laser byt wiaczony

OXY (ang. oxytocin) — oksytocyna

PAG (ang. periaqueductal gray) — substancja szara okotowodociaggowa

PBS (ang. phosphate buffered saline) — zbuforowany roztwoér soli fizjologicznej

PFA — paraformaldehyd

PFC (ang. prefrontal cortex) — przysrodkowa kora przedczotowa

PL (ang. prelimbic cortex) — grzbietowa cz¢$¢ przysrodkowej kory przedczotowej

PVN (ang. paraventricular nucleus) — jadro przykomorowe

RN (ang. raphe nuclei) — jadra szwu

Sd (ang. shocked demonstrator) — grupa, w ktorej demonstrator byt poddany
warunkowaniu strachu, a nastepnie interakcji spotecznej z naiwnym obserwatorem

So (ang. shocked observer) — grupa, w ktorej obserwator miat interakcje z poddanym
warunkowaniu strachu demonstratorem

SOM (ang. somatostatin) — somatostatyna

wektory AAV — wektory wirusowe zwigzane z adenowirusami

VIPAG (ang. ventrolateral periaqueductal gray) — czgs¢ brzuszno-boczna substancji szarej

okotowodociggowe;j



4. Wstep

Strach jest emocjg wrodzong, 0 bezposrednim znaczeniu adaptacyjnym
(Plutchik, 1980). Bodzce swiadczace 0 niebezpieczenstwie wywotuja U zwierzat strach,
co skutkuje mobilizacja organizmu i prowadzi do ucieczki lub walki (ang. flight-or-fight
response, Cannon, 1915) albo zamierania (ang. freezing, Blanchard i Blanchard, 1969).
Sytuacje takie powoduja powstawanie $ladow pamig¢ciowych W moézgu, pomagajac
organizmom  przyjmowaci wypracowywac¢  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 spoteczne czerpig korzySci z tworzenia
grup, m.in., dlatego, ze pojedyncze osobniki otrzymujg informacje o zagrozeniu od
innych cztonkow stada, bez narazania si¢ na bezposrednie niebezpieczenstwo.
Wokalizacje iferomony alarmowe, charakterystyczna postawa ciata — podobnie jak
awersyjne bodzZce niespoleczne — wplywaja na zachowanie ipamigé zwierzat je
odbierajacych. Prawdopodobnie wiele aspektow teorii klasycznego i instrumentalnego
uczenia si¢ moze znajdowaé zastosowanie rowniez W procesach zwigzanych
z przetwarzaniem bodzcow spotecznych (Bandura, 1971; Olsson i in., 2020). Jednakze
sposob, W jaki mozg przetwarza informacj¢ na temat zagrozenia uzyskiwang od innych
osobnikéw oraz jak moduluje zachowanie osobnika dzigki przetworzeniu takiej
informacji nie jest dobrze poznany.

Zjawisko przejmowania pobudzenia emocjonalnego od innych osobnikow,
zwane zarazaniem emocjonalnym, polega na przyjmowaniu stanow motorycznych,
fizjologicznych oraz afektywnych drugiego osobnika i najprawdopodobniej tworzy
podstawe, z ktorej wyewoluowaty wyzsze formy empatii (Preston i de Waal, 2002).
Zarazanie emocjonalne jest szeroko opisywane gtownie wsrod ssakow i wystepuje
pomiedzy osobnikami tego samego gatunku (Jeon i in., 2010; de Waal i Preston, 2017;
Meyza iin., 2017). Najwiecej badan tego zjawiska przeprowadzono wykorzystujac
model obserwacyjnego uczenia sig, w ktorym dwa osobniki (szczury lub myszy)
zamknigte sg W dwoch matych komorach rozdzielonych perforowang przegroda. Jedno
ze zwierzat obserwuje drugie, poddawane warunkowaniu strachu, w wyniku czego
samo uczy si¢ przejawia¢ strach. Jednakze ograniczona przestrzen Ww Klatce
eksperymentalnej i obecnos¢ przegrody wtym modelu uniemozliwiajg rejestrowanie
pelnej interakcji spotecznej partneréw. Na przestrzeni lat powstaly modele

eksperymentalne do badania zarazania emocjonalnego bardziej dopasowane do profilu



etologicznego gryzoni (Knapska i in., 2006; Bruchey i in., 2010; Monfils i Agee, 2019).
W niniejszej pracy wykorzystano model spotecznego transferu strachu opracowany
przez Knapska i in. (2006, 2010). W modelu tym jeden z pary szczuréw, hodowanych
razem w klatce, tzw. demonstrator, jest zabierany z klatki domowej i poddawany
warunkowaniu strachu. Po powrocie do klatki domowej wchodzi on w interakcje
z drugim ze szczurow, okreslanym jako obserwator.

Interakcja z pobudzonym emocjonalnie demonstratorem prowadzi do zmiany
zachowania obserwatora, polegajacej, m. in., ha pobudzeniu motorycznym, wzmozonej
eksploracji srodowiska, wykonywaniu stojek. W badaniach nad pojedynczymi
osobnikami takie zachowanie opisuje si¢ jako szacowanie ryzyka (ang. risk assessment)
i jest ono powigzane z Igkiem (McNaughton i Corr, 2004). Stwierdzono tez, ze kontakt
z przestraszonym demonstratorem poprawia uczenie si¢ ipami¢é warunkowych
bodzcoéw awersyjnych (Knapska iin., 2010). Na poziomie molekularnym natomiast
obserwuje si¢ podwyzszong ekspresj¢ biatka c-Fos (znacznika aktywnosci neuronalnej)
w ciele migdatowatym, miedzy innymi w jadrze $rodkowym (CeA, Knapska iin.,
2006). CeA zaangazowane jest w przetwarzanie bodzcow awersyjnych i ekspresje
aktywnych oraz pasywnych strategii obronnych w odpowiedzi na zagrozenie, jego
boczna cze$¢ wigzana jest tez z procesami uwagowymi (Gallagher i Schoenbaum, 1999;
Knapska iin., 2006). Zdrugiej jednak strony wskazuje si¢ na rol¢ tego jadra
w zachowaniach spotecznych zwigzanych z, m.in., agresja, kopulacja iopieka nad
potomstwem, atakze z motywacja apetytywng (Knapska iin., 2006, 2013; Namburi
i in., 2015a; Kim iin., 2017; Lebitko iin., 2020). W zwigzku z tym, celem tej pracy
bylo zbadanie jakg role petni aktywacja CeA w spotecznym transferze strachu. W
pierwszej kolejnosci zbadano, na ile subpopulacja neuronéw c-Fos pozytywnych
w CeA wzbudzana przez spoteczny transfer strachu jest tozsama z populacja pobudzang
przez bezposrednie warunkowanie strachu. Nastepnie optogenetycznie pobudzano
badang subpopulacje w znanych warunkach, w obecno$ci partnera, jak tez podczas
eksploracji nowego srodowiska. Poniewaz doniesienia ostatnich lat wskazuja na istota
role oksytocyny (OXY, ang. oxytocin) w CeA w ekspresji oraz wygaszaniu reakcji
strachu (Hasan i in., 2019), a takze ocenie walencji bodzcoéw spotecznych (Ferretti i in.,
2019; Rogers-Carter i Christianson, 2019), zbadano rowniez, czy i w jaki sposob

wydzielanie OXY wCeA moduluje spoleczny transfer strachu. Nastepnie



scharakteryzowano funkcjonalne potaczenia neuronow w CeA aktywowanych przez

spoteczny transfer strachu.

4.1. Eksperymentalny model spolecznego transferu strachu

W modelu eksperymentalnym spotecznego transferu strachu (Knapska i in.,
2006; Ryc. 1), szczury hodowane sg w parach. W dniu eksperymentu jeden z nich,
zwany demonstratorem jest poddawany warunkowaniu strachu. Zaraz po zakonczeniu
treningu demonstrator przenoszony jest z powrotem do klatki domowej, gdzie czeka na
niego jego partner niepoddany zadnej stymulacji behawioralnej (tzw. obserwator).
Szczury moga wchodzi¢ w swobodng interakcje. W grupie kontrolnej, demonstrator
przenoszony jest do nowej Kklatki o neutralnym zapachu, po czym wraca do klatki
domowej, gdzie wchodzi w interakcje z obserwatorem - jest to kontrolna interakcja
spoteczna po separacji. Obserwacje behawioralne pokazuja, ze pobudzenie emocjonalne
demonstratora zostaje przekazane obserwatorowi. Objawia si¢ t0 wzmozeniem
zachowan eksploracyjnych, takich jak stojki, oraz intensyfikacja reakcji wzdrygnigcia
wywotanej glosnym dzwiekiem (ang. acoustic startle response, Knapska i in., 2006).
Podczas interakcji obserwatorzy wykazuja tez wzmozenie spolecznych zachowan
eksploracyjnych takich jak obwachiwanie demonstratorow, szczegolnie czgséci ciata
wydzielajacych feromony (Knapska iin., 2010). Zastosowanie tego modelu u myszy
réwniez wykazato wzmozenie spotecznych zachowan eksploracyjnych u obserwatorow
(Meyzai in., 2015).

Zmiany w zachowaniu obserwatoroOw pokazuja, ze demonstratorzy nie musza
znajdowac si¢ W bezposrednim zagrozeniu, zeby przekazywaé obserwatorom swoje
pobudzenie emocjonalne oraz ze wczesniejsza bezposrednia ekspozycja na bodzce
wywolujgce strach nie jest wymagana, zeby obserwator przejal owo pobudzenie od
demonstratora (Knapska iin., 2006; Knapska iin., 2010). Z etologicznego punktu
widzenia szybkie dostosowanie si¢ do stanu demonstratora wptywa na lepsza adaptacje
do zmian w Srodowisku zewng¢trznym. Obserwacje Knapskiej i in. (2010) wskazujg tez
na to, ze spoleczny transfer strachu poprawia nabywanie i pamig¢ warunkowej reakcji
strachu u obserwatorow, atakze pozytywnie wptywa na wyniki uzyskane w tescie
aktywnego unikania. Jest prawdopodobne, Ze obserwatorzy rozpoznaja zapach klatki do
warunkowania strachu na futrze demonstratora, w ten spos6b demonstratorzy przenosza
elementy kontekstu warunkowania strachu, a obserwatorzy wytwarzaja asocjacje tego

zapachu z negatywng walencja stanu emocjonalnego demonstratora. Podobny transfer
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obserwowano, w modelach badajacych przekazywanie informacji na temat
bezpieczenstwa pokarmu (informacje na temat zapachu bezpiecznego pokarmu sa
zbierane z pyska demonstratora, a zapach demonstratora pozostawiony na pokarmie,
sprawia, ze jest on potem preferowany przez obserwatora w porownaniu z pokarmem
0 neutralnym zapachu, Bessiéres i in., 2017).

Co ciekawe, u myszy kontakt z przestraszonym osobnikiem zaburzat uczenie si¢
warunkowej reakcji strachu (Bredy iBarad, 2009). Przyczyny roéznic wpltywu
spotecznego transferu na pozniejsze warunkowanie strachu opisywane miedzy tymi
gatunkami nie sa do konca jasne. Roznice te mogg wynikaé z innego wyjsciowego
poziomu l¢ku i obierania innych strategii radzenia sobie ze stresem. U zwierzat
utrzymujacych hierarchi¢ spoteczng waznym czynnikiem w przekazywaniu i pobieraniu
informacji jest tez pozycja w stadzie (Horner iin., 2010), co moze by¢ czynnikiem
determinujgcym zajsécie transferu strachu mi¢dzy osobnikami i by¢ moze ta zalezno$é
jest silniej wyrazana u myszy. Podsumowujac, obserwacje dotyczace spotecznego
transferu strachu sugeruja, ze zarazanie emocjonalne u zwierzat nie tylko informuje
o obecnych w danej chwili zagrozeniach ze strony $rodowiska zewnetrznego, ale
roéwniez moduluje uczenie si¢ reakcji obronnych pozwalajacych na efektywniejsze

uniknigcie zagrozenia W przysztosci.
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Rycina 1. Model spolecznego transferu strachu. W dniu eksperymentu jeden ze szczurow
zwany demonstratorem jest poddawany warunkowaniu strachu. Zaraz po zakonczeniu treningu
jest on przenoszony z powrotem do klatki domowej, gdzie czeka na niego jego partner, zwany
obserwatorem. Szczury moga wchodzi¢ w swobodng interakcje, podczas ktorej obserwatorzy
wykazuja wzrost spotecznych zachowan eksploracyjnych oraz zachowan majacych na celu
oszacowanie ryzyka, tzw. stojek.

4.2. Zarazanie emocjonalne a uczenie sie przez obserwacje

U ludzi przyjmowanie odpowiednich strategii behawioralnych na podstawie
interakcji ze S$rodowiskiem spotecznym moze zachodzi¢ poprzez warunkowanie
klasyczne i instrumentalne, ale rowniez poprzez swiadome konstruowanie hipotez
dotyczacych tego, jakie wilasne dzialania i w jakich warunkach prowadza do
pozadanych przez jednostke skutkow. Ludzie wykorzystuja takze modelowanie, tzn.
skupianie uwagi na zachowaniu modela, zapamigtywanie @0 isamodzielne

wyprobowywanie W nowych sytuacjach (Bandura, 1971).
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Podobne zasady jak podczas uczenia si¢ metoda prob i btedow wydaja si¢ miec
zastosowanie w uczeniu si¢ jakie konsekwencje moga nies¢ emocje innych (Joiner i in.,
2017; Lindstrom iin., 2018). Ludzie sa zdolni uczy¢ sie¢ zachowan prospotecznych,
a osoby bardziej empatyczne uczg si¢ takich zachowan szybciej (Lockwood i in., 2016).
Uczenie obserwacyjne wystepuje rowniez U zwierzat i mozna zaobserwowac i tu pewne
analogie miedzy uczeniem si¢ bodzcoéw spolecznych ibodzcow niespolecznych
(Laland, 2004; Olsson i Phelps, 2007). Zarowno u ludzi, jak i u zwierzat obserwuje sie,
ze ekspresja emocjonalna demonstratora wptywa 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 zwierzat ekspozycja na widok, zapach lub
wokalizacje przestraszonego demonstratora powoduje wzmocniong reakcje na
zagrozenie (Inagaki iin., 2014; Lebowitz iin., 2015). U malp przebieg mimikry
u obserwatora jest zalezny od intensywnosci ekspresji emocjonalnej demonstratora,
sugerujgc podobny zwigzek do obserwowanego podczas uczenia si¢ pomigdzy
bodzcami warunkowymi i bezwarunkowymi (Cook i Mineka, 1989). Zarazanie
emocjonalne utatwia gatunkom stadnym nabywanie informacji o §wiecie zewnetrznym
i funkcjonowanie w srodowisku. Oprocz zalet wynikajacych z uczenia si¢ 0 korzysciach
| zagrozeniach ~ w $rodowisku, nabycie umiejetno$ci  rozpoznawania  stanow
emocjonalnych innych zainicjowato najprawdopodobniej rozwoj empatii. U ludzi,
przede wszystkim dzieki rozwinigciu mowy, przekazywanie oraz przechowywanie
informacji o srodowisku innym cztonkom spotecznosci moze by¢ bardzo precyzyjne.
Zwierzgta informacje 0 zagrozeniu uzyskuja dzigki odczytywaniu  stanow
emocjonalnych innych, poprzez feromony alarmowe, wokalizacje itp. Jednak sposob

I stopien precyzji takiej komunikacji jest wcigz bardzo mato zbadany.

4.3. Ekspresja c-Fos w jadrze sSrodkowym ciala
migdalowatego (CeA) i jej znaczenie

Znakowanie biatka c-Fos jest powszechnie stosowane jako narzedzie do
mapowania aktywacji mozgu (Knapska i in., 2007). Gen c-fos nalezy do grupy genéw
wczesnej odpowiedzi (ang. immediate early genes; IEGs; Greenberg i in., 1986), a jego
produkt - biatko c-Fos lokalizuje si¢ w jadrze komoérkowym (Curran iin., 1984).
Komérka w warunkach podstawowych ma niski poziom biatka c-Fos, natomiast po

pobudzeniu jego ekspresji MRNA moze by¢ wykryte juz po 15 minutach (Curran
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I Franza, 1988; Kaczmarek iin., 1988). W wyniku translacji mRNA poziom biatka
podnosi si¢ i osigga najwyzszy poziom w jadrze po ok. 1,5 do 2 godzin po indukcji
(Morgan i in., 1987; Yang i in., 1990; Kaminska i in., 1994).

Wiele badan wskazuje na to, ze indukcja biatka c-Fos w neuronach jest zwigzana
z procesem uczenia sig i plastycznosci neuronalnej i koreluje z nowos$cig danej sytuacji
(Hess i in., 1995; Frankland i in., 2004; Martinez i in., 2013; de Hoz i in., 2018). c-Fos
bierze, m.in., udziat w regulacji ekspresji genéw kodujacych biatka zaangazowane
w plastyczno$¢ synaptyczng i powstawanie sladu pamieciowego (Szklarczyk i in., 2002;
Michaluk i in., 2011; Knapska i in., 2013).

Mapowanie aktywacji neuronalnej ciata migdatowatego za pomocg biatka c-Fos
pozwolito na powigzanie aktywnosci réznych jego jader z warunkowaniem, ekspresja
i wygaszaniem reakcji strachu, aktywnym unikaniem, spotecznym transferem strachu,
zachowaniami agresywnymi i opiekunczymi, atakze treningiem apetytywnym (Beck
I Fibiger, 1995; Savonenko i in., 1999; Radwanska i in., 2002; Knapska i in., 2006). W
badaniach nad rolg CeA w przetwarzaniu bodzcow apetytywnych stwierdzono, ze
zablokowanie subpopulacji neuronéw wyrazajacych c-Fos prowadzi do ostabienia
motywacji zwierzat do wykonywania reakcji instrumentalnej prowadzacej do zdobycia
nagrody (Lebitko iin., 2020). Natomiast w odniesieniu do bodzcow awersyjnych nie
stwierdzono wzrostu ekspresji c-fos po treningu warunkowania strachu na kontekst lub
bodziec stuchowy w porownaniu do grupy kontrolnej (Kaczmarek iin., 1988;
Milanovic iin., 1998; Do-Monte iin., 2015). Zaobserwowano natomiast wzrost
poziomu biatka c-Fos w neuronach CeA po tescie reakcji aktywnego unikania
(Martinez iin., 2013). Podsumowujac, indukcja biatka c-Fos w CeA zwigzana jest
z przetwarzanie zaréwno pozytywnych, jak inegatywnych emocji, w kontekscie
niespotecznym, jak i spotecznym.

Podwyzszony poziom biatka c-Fos w CeA obserwatorow poddanych
spotecznemu transferowi strachu (Knapska iin., 2006) sugeruje istotng rolg tej
subpopulacji neuronéw W zarazaniu emocjonalnym. Dostgpne wczesniej techniki
eksperymentalne nie pozwalaty na badanie funkcji neuronow aktywowanych w CeA.
Mozliwosci takich dostarczyta optogenetyka, umozliwiajaca okresowg stymulacje
aktywno$ci wybranej subpopulacji neuronéw W czasie rzeczywistym testu oraz
konstrukty genetyczne pozwalajace na wywotanie ekspresji biatek $wiattoczutych pod
kontrolg promotora c-fos (konstrukty niosgce sekwencj¢ kodujaca rodopsyng ChR2,
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ang. channel rhodopsin 2, ChR2, $wiatloczule biatko pozwalajace na stymulacje
aktywnos$ci neurondw, ktorych ekspresja zachodzi pod kontrolg promotora c-fos).
Biorgc pod uwage przytoczone powyzej Wyniki wczes$niejszych badan nad
zaangazowaniem CeA  w przetwarzanie pozytywnych inegatywnych stanoéw
emocjonalnych mozna wysunagé dwie hipotezy wyjasniajace silng aktywacje tej
struktury w spotecznym transferze strachu. Obserwowana aktywacja moze by¢
wynikiem emocji pozytywnych, zwigzanych np. z przerwaniem izolacji spotecznej, czy
pozytywnym kontaktem spotecznym lub tez by¢ zwigzana z emocjami negatywnymi
(wykrycie bodzcow $wiadczacych 0 zagrozeniu, zarazanie strachem). W zwigzku z tym,
glownym celem tej pracy bylo wyjasnienie jakg funkcje petni subpopulacja neuronéw
c-Fos pozytywnych aktywowana w CeA w wyniku spotecznego transferu strachu i jej

zwigzku z pozytywnym i negatywnym pobudzeniem emocjonalnym.

4.4. Charakterystyka neuroanatomiczna i molekularna CeA

Ciato migdatowate petni kluczowg role w przetwarzaniu emocji, jest to struktura
szczegbdlnie dobrze zbadana pod wzgledem odpowiedzi na warunkowe bodzce
awersyjne (LeDoux, 2000). CeA stanowi glowne wyjscie z ciata migdatowatego do
pnia mézgu, co umozliwia efektywna kontrole reakcji obronnych (LeDoux, 2000).
Anatomicznie, jak rowniez funkcjonalnie, CeA dzieli si¢ na czes¢ boczng (CelL, ang.
lateral) i cz¢$¢ przysrodkowa (CeM, ang. medial), roznigce si¢ profilem molekularnym
(Veinante i Freund-Mercier, 1997; Huber iin., 2005). Czasem wyrdznia si¢ rowniez
cze$¢ kapsularng (CeC, ang. capsular). CeA zbudowane jest ze sredniej wielkosci,
rozgalezionych i posiadajacych liczne kolce dendrytyczne neuronéw GABA-ergicznych
(Cassell iin., 1986). W CeA wystepuje duza réznorodno$¢ ekspresji genow (Moga
I Gray, 1985; Veinante i Freund-Mercier, 1997; Zirlinger iin., 2001). W roznych
neuronach CeA stwierdzono, m.in., ekspresj¢ nastepujacych gendéw: hormonu
uwalniajgcego kortykotroping (gen Crh, ang. Corticotropin Releasing Hormone),
receptora serotoniny 2a (gen Htr2a, ang. 5-Hydroxytryptamine Receptor 2A),
neurotensyny (gen Nts, ang. Neurotensin), kinazy biatkowej C-6 (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

14



subpopulacje neurondéw charakteryzujace si¢ ekspresja wymienionych genéw sa
roztaczne.

Kim iin. (2017) przeprowadzili analiz¢ ekspresji genow w CeA w odniesieniu
do zachowan zwigzanych z motywacja apetytywng i awersyjng, analizujagc za pomoca
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ koekspresje genu c-fos (powszechnie stosowanego
jako narzedzie do mapowania aktywacji moézgu; Knapska iin., 2007) z wybranymi
znacznikami. Ekspresja genu c-fos byta zwigkszona w CeC w neuronach Prkcd podczas
testu warunkowego strachu w poréwnaniu do sesji wygaszania, natomiast
w odpowiedzi na bodziec bezwarunkowy zaobserwowano zwigkszong koekspresje c-fos
z Prked i Calcrl. Ekspresja c-fos byta rowniez zwigkszona w neuronach Prkcd w Cel
podczas sesji wygaszania, w porownaniu do nawrotu strachu uwarunkowanego na
kontekst. Zaobserwowano réwniez wzrost koekspresji genu c-fos z Prked, Sst,
Crh/Nts/Tac2 w CeL oraz z Sst i Tac2 w CeM w odpowiedzi na nieograniczony dostep
do picia i jedzenia. Ekspresja c-fos byta rowniez zwigkszona w neuronach Prkcd w CeL
po podaniu substancji powodujacej uczucie sytosci oraz w neuronach Prkcd w CeC po
podaniu chininy (substancja o awersyjnym, gorzkim smaku). Podsumowujac, neurony
Prkcd w CeC byly aktywowane przez bodzce zagrazajace lub awersyjny smak
(chinina). Neurony Prkcd w CeL byly aktywowane, gdy reakcje obronne byty
hamowane, a takze przez bodzce hamujace zachowania apetytywne. Natomiast neurony
Sst, Crh, Nts, Tac2 w CeL oraz neurony Sst, Nts i Tac2 w CeM byty aktywowane przez
bodzce wyzwalajgce zachowania apetytywne. W zwigzku z powyzszym subpopulacja
neurondéw C-Fos pozytywnych aktywowanych przez spoteczny transfer strachu zostata
poddana wstepnej analizie immunohistochemicznej pod katem wspotwystepowania
z kilkoma znacznikami molekularnymi majacymi znaczenie podczas ekspresji reakcji

obronnych i apetytywnych.

4.5. Oksytocyna a przetwarzanie bodzcow spolecznych
I bodzcow $Swiadczacych o0 zagrozeniu

Ze wzgledu na liczne doniesienia swiadczace 0 zaangazowaniu oksytocyny
(OXY) w modulowanie reakcji strachu, ale tez przetwarzanie bodzcow 0 charakterze
spotecznym, okreslenie jej roli podczas spotecznego transferu strachu stato si¢ jednym

z gtdbwnych celoéw tej pracy.
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OXY jest nonapeptydem, swojg strukturg przypominajacym wazopresyne, j€j
analogi pojawiaja si¢ W ewolucji juz u pier$cienic (Oumi iin., 1996). Synteza OXY
zachodzi w jadrze przykomorowym wzgorza (PVN), jadrze nadwzrokowym i jadrach
dodatkowych podwzgérza (Lipari iin., 1995). U szczurdéw, syntetyzowanie OXY
zaczyna si¢ wdrugim dniu zycia postnatalnego. Najwickszy wzrost ekspresji
receptorow OXY wystepuje podczas wczesnego rozwoju kory, w okresie krytycznym
dla ustalania reprezentacji sensorycznych (Lipari iin., 2001). OXY jest
neuroprzekaznikiem, a projekcje neurondéw oksytocynowych oraz jej receptory sa
obecne w innych regionach moézgu (Knobloch iin., 2012). Badania potwierdzaja jej
zaangazowanie W wiele zachowan spotecznych (Insel i Shapiro, 1992; Nishimori i in.,
1996; Ferguson iin., 2001; Insel i Young, 2001; Rilling i Young, 2014; Mitre i in.,
2018), ale takze jej zwigzek <z przetwarzaniem bodzcow  $wiadczacych
0 niebezpieczenstwie (Yoshida iin., 2009; Knobloch iin., 2012; Lahoud i Maroun,
2013; Guzman i in., 2014; Hasan i in., 2019).

Dootrzewnowe podanie OXY u szczurow Wzmaga zachowania spoteczne takie
jak lezenie blisko siebie (ang. adjacent lying), atakze wplywa na identyfikacje
spoteczng (ang. social recognition, Sanchez-Andrade i Kendrick, 2009; Ramos i in.,
2013). Iniekcja OXY powodowata rowniez intensyfikacje zachowan typowych dla
matek polegajacych na odnoszeniu mtodych do gniazda (ang. maternal pup retrieval)
uszczurzyc nie bedacych matkami (Marlin iin.,, 2015). OXY powoduje tez
wzmacnianie wspomnien zwigzanych ze spolecznymi, awersyjnymi zdarzeniami
(Guzman 1in., 2013a). Szczury, genetycznie zmodyfikowane tak, by wyraza¢ wiecej
receptorow OXY wykazywaly wigksza reakcje strachu podczas prezentacji wczesniej
uwarunkowanego bodzca spotecznego (Guzman iin., 2013b). Ferretti iin. (2019)
zaobserwowali, ze selektywne, chemogenetyczne zahamowanie projekcji neurondéw
OXY z PVN do CeA zaburzylo rozrdznianie emocji u myszy, co wyrazato si¢ spadkiem
zainteresowania  pobudzonym emocjonalnie  osobnikiem. Taki sam  efekt
zaobserwowano w innym doswiadczeniu, U myszy z delecja dysbindyny-1 wiazaca si¢
ze zmniejszong ekspresjg receptorow dla OXY w CeA (ale nie w czesci podstawno-
bocznej czy przysrodkowej ciata migdatowatego). Infuzja rekombinowanego wirusa do
CeA powodujagcego wzrost ekspresji receptoréw dla OXY u tych myszy spowodowata
natomiast odzyskanie zdolno$ci rozrézniania emocji w zastosowanym w tej pracy

tescie. Wg. Rogers-Carter iin. (2018) ekspozycja na zestresowanego o0sobnika
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wywotuje uwolnienie OXY w korze wyspy, ktora poprzez modulacje projekcji
wyjsciowych, skutkuje podchodzeniem do lub unikaniem innych osobnikow
w zalezno$ci od ich wieku. Wyjscia z wyspy do ciata pragzkowanego brzusznego lub
kory przedczotowej promowaly interakcj¢ z zestresowanymi mtodszymi osobnikami,
za$ do czgsci podstawno-bocznej ciata migdalowatego promowaty unikanie starszych
osobnikoéw (Rogers-Carter i in., 2018). W korze OXY moduluje transmisj¢ synaptyczng
i formuje plastyczno$¢ zwigzang z zachowaniami opiekunczymi i identyfikacjg
spoteczng (Marlin i in., 2015; Mitre i in., 2016). U ludzi OXY, m.in., wzmaga empati¢
(Hurlemann iin., 2010), atakze wyostrza rozroznienie mi¢dzy sobag ainnymi
(Colonnello iin., 2013). Fischer-Shofty iin. (2010) zaobserwowali, ze po podaniu
donosowym OXY uczestnicy badania wykazywali wieksza zdolnos¢ do rozpoznawania
emocji strachu na prezentowanych twarzach, w poréwnaniu do kontroli otrzymujacej
placebo. Podsumowujac, OXY moze wzmagac eksploracj¢ lub unikanie bodzcow
spotecznych, a takze powodowac wyostrzenie uwagi w ich kierunku (Theodoridou i in.,
2013).

Dotychczasowe badania wigzaty OXY przede wszystkim z zachowaniami
spotecznymi. Jednak niedawne doniesienia wskazujg na zaangazowanie obwodow OXY
w CeA roéwniez W ekspresje | wygaszanie warunkowego strachu. Stwierdzono na
przyktad, ze donosowe podanie OXY powoduje redukcj¢ strachu, prawdopodobnie
poprzez blokowanie aktywnosci ciata migdatowatego (Kirsch iin., 2005). Wykazano,
ze OXY moduluje strach ilek, ale nie wyzwala albo nie blokuje ich bezposrednio
(Guzman 1iin., 2013a). Wg badan Knobloch iin. (2012) uwalnianie OXY w CeA
redukuje reakcje zamierania u zwierzat poprzez aktywowanie lokalnego GABA-
ergicznego obwodu w CelL, ktory hamuje neurony wysytajace projekcje z CeM do
innych struktur. Ponadto, wykazano, ze 13% z tych neuronow jest aktywnych podczas
reakcji strachu i odgrywa kluczowa role w jej wygaszaniu (Hasan i in., 2019). Podczas
reakcji strachu subpopulacja ta wykazuje tez zwigkszong transmisj¢ glutaminergiczng
do CeM.

Podsumowujac, przytoczone badania wskazuja, ze OXY nie jest specyficznie
zwigzana z przetwarzaniem bodzcow spotecznych, araczej moze by¢ zaangazowana
W przetwarzanie i interpretacje rozmaitych bodzcow sensorycznych. Nie mozna
natomiast wykluczy¢ potencjalnej specyficznosci na poziomie poszczegolnych

obwodoéw neuronalnych. Mozna tez stwierdzi¢, na podstawie przywotanych powyzej
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prac, ze OXY jest zwigzana z ekspresjg i pamigcig reakcji strachu, jak rowniez
z interpretacja naptywajacych bodzcoéw iuczeniem si¢ nowych zachowan poprzez
obwody w CeA (Knobloch iin., 2012), jak réwniez z oceng walencji bodzcoéw
spotecznych na poziomie ciata migdalowatego (Ferretti iin., 2019) oraz kory wyspy
(Rogers-Carter i in., 2018). W $wietle tych informacji, postanowiono zbada¢ role¢ OXY
W spolecznym transferze strachu. Postawiono hipoteze, ze OXY moduluje transfer
strachu poprzez obnizenic poziomu leku u obserwatora, atakze wzmaga uwage
obserwatora wobec spotecznych bodzcow takich jak: pobudzenie motoryczne

demonstratora, feromony alarmowe oraz wokalizacje.

4.6. Neurony wyrazajace czynnik uwalniajacy kortykotropine
(CRF) w CeA

Czynnik uwalniajacy kortykotroping (CRF, ang. corticotropin releasing factor)
to neuropeptyd i hormon zwigzany z odpowiedzig organizmu na stres. Stymuluje on
przysadke do uwalniania hormonu adrenokortykotropowego, stanowigc czgs¢ 0Si
podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA, ang. hypothalamus-pituitary-adrenal axis).
Pod wptywem czynnikow stresowych, CRF jest wydzielany przez jadro przykomorowe
(PVN, ang. paraventricular nucleus). Jego uwalnianie nastgpuje rowniez W innych
strukturach mézgu, m. in., w CeA. Wykazano, ze subpopulacja neuronéw CRF w CeA
odgrywa Kkluczowa role¢ w uczeniu si¢ iekspresji pasywnych iaktywnych strategii
radzenia sobie z zagrozeniem (McCall i in., 2015; Fadok i in., 2017; Sanford i in., 2017,
Asok iin., 2018; Evans iin., 2018). Uczenie si¢ reakcji strachu jest zwigzane
z zaleznym od aktywnosci wzmocnieniem projekcji z jadra podstawno-bocznego ciata
migdatowatego na neurony CRF-/SOM+ w CeL, natomiast wygaszanie pamigci Strachu
wymaga wzmocnienia projekcji na neurony CRF+ (Hartley i in., 2019). Manipulacja
optogenetyczna aktywnosciag neurondéw CRF w CeA pokazata, ze s3 one
odpowiedzialne za wzbudzanie aktywnosci motorycznej w odpowiedzi na zagrozenie,
np. ucieczki w paradygmacie aktywnego unikania podczas prezentacji bodzca
warunkowego. Efekt ten jest zwigzany z hamowaniem subpopulacji SOM+ (Fadok i in.,
2017). Kiedy zagrozenie jest bliskie, neurony CRF inicjuja aktywne strategie majace na
celu uniknigcie zagrozenia (Evans i in., 2018), a gdy zagrozenie jest odlegle promuja
one aktywna eksploracje (Kim iin., 2017). U zwierzat nie poddanych treningom

awersyjnym aktywno$¢ neuronéw CRF+ promuje zachowania apetytywne, np.
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eksploracje Srodowiska w poszukiwaniu pozywienia (Kim iin., 2017; Hartley iin.,
2019).

Podsumowujac, neurony CRF w CeA posredniczg w promowaniu aktywnej
eksploracji srodowiska zaleznej od kontekstu i uprzedniego do$wiadczenia osobnika
oraz wptywaja na uczenie si¢ reakcji strachu. Podczas spotecznego transferu strachu
obserwuje si¢ pobudzenie motoryczne i wystgpowanie zachowan oceniajgcych ryzyko,
za$ nastepnego dnia, w tescie warunkowania strachu, obserwuje sie szybsze nabywanie
reakcji strachu, co mogtoby wskazywa¢ na zaangazowanie subpopulacji CRF+ w CeA
W zarazanie emocjonalne. W zwigzku ztym jednym zcelow tej pracy byto
scharakteryzowanie subpopulacji aktywowanej przez spoteczny transfer strachu w CeA

w Kierunku zaangazowania neuronow CRF+.

4.7. Obwody neuronalne wspoldzielone przez bodzce
0 charakterze spolecznym i niespolecznym

Wydaje si¢, ze przynajmniej czesciowo, bodzce spoteczne sg przetwarzane przez
te same obwody neuronalne co bodzce o charakterze niespotecznym (Olsson i in.,
2020). U ludzi obszarami najcze$ciej badanymi w kontekscie odpowiedzi na emocje
innych sa przednia kora zakretu obrgczy (ang. anterior cingulate cortex, ACC, Singer
i in., 2004; Lavin i in., 2013; Lockwood, 2016) oraz kora wyspy (ang. insula lub insular
cortex, INS, Wicker iin., 2003; Singer i in., 2004; Lamm i Singer, 2010; Kanel iin.,
2019; Li i1 in., 2020). Badania prowadzone na gryzoniach przyniosty podobne rezultaty
dla tych obszaréw mozgu. U szczurow czasowa dezaktywacja ACC blokuje mozliwo$é
odbierania informacji od partnera. Zaburzenie to ma réwniez zwrotny wplyw na
partnera, ktory nie zostat poddany farmakologicznemu blokowaniu ACC (Han i in.,
2019). Duza czeg$¢ neuronéw w ACC reaguje zaréwno podczas bezposredniego
przezywania bolu, jak i podczas obserwacji reakcji na szok innego osobnika (Carrillo
iin., 2019), co sugeruje mechanizm wspotdzielenia stanow emocjonalnych przez
szczury. Stwierdzono rowniez, ze W modelu obserwacyjnego uczenia si¢ strachu,
obserwator uczy sie¢ asocjacji pomiedzy bodzcem warunkowym areakcjg na szok
demonstratora (Twining i in., 2017). Natomiast w modelu spotecznego transferu strachu
interakcja z pobudzonym emocjonalnie partnerem utatwia pozniejsze nabywanie reakcji
strachu (Knapska i in., 2010). Ponadto dane uzyskane przez Han i in. (2019) sugeruja,

ze uprzednie warunkowanie strachu u obserwatoréw powoduje u nich dodatkowe
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wzmocnienie reakcji zamierania podczas obserwacyjnego uczenia si¢ reakcji strachu,
aefekt ten jest specyficzny w stosunku do zastosowanego treningu. Przytoczone
powyzej dane sugeruja, ze bezposrednie i spoteczne warunkowanie strachu oparte jest,
przynajmniej cze$ciowo, 0 te same obwody neuronalne.

Kora wyspy, a szczego6lnie jej przednia czgs¢ (Al, ang. anterior insula), bierze
udzial w procesach zwigzanych z przetwarzaniem stanu wewnetrznego wlasnego
organizmu oraz interpretacjg stanu innych oséb, zwigzanego z empatig (Lamm i Singer,
2010). W szczegolnosci zaobserwowano wickszg aktywacje kory wyspy U osob
uzyskujacych wyzszy wynik w tescie Daviesa, oceniajacym poziom empatii badanych
(Jabbi iin., 2007). Udzial kory wyspowej jest tez cze¢sto wymieniany w kontekscie
badan nad wspotdzielonymi obwodami u ludzi (Keysers i Gazzola, 2009, 2010; Keysers
iin., 2018). Aktywacja kory wyspowej podczas obserwacji twarzy innych osob
przezywajacych odczucia takie jak wstret, przyjemno$¢, ale takze bol pojawia si¢
w tych samych obszarach, ktore wigza si¢ z osobistym doswiadczeniem obserwatora
(Jabbi iin., 2007; Lindstrom iin., 2018). U szczurow, Rogers-Carter iin. (2018)
hamujac optogenetycznie kor¢ wyspy, zaobserwowali obnizong preferenecj¢ do
wchodzenia w interakcje z zestresowanymi mtodszymi osobnikami oraz odwracenie
wzorca interakcji ze starszymi osobnikami - testowane zwierzgta przestawaly ich
unika¢. Kora wyspy jest wigec prawdopodobnie zwigzana z oceng walencji bodzcow
spotecznych, podobnie jak ma to miejsce w przypadku bodzcow niespotecznych.

Stworzenie mapy potaczen aktywnych podczas spotecznego transferu strachu,
w szczegdlnosci potaczen z ACC i INS, moze da¢ wglad w charakter tego rodzaju
interakcji spotecznej i stanowi¢ podstawe do dalszego, funkcjonalnego badania roli tych
potaczen. Mapowanie takie umozliwia tez poréwnanie aktywacji mézgu przez bodziec
spoteczny $wiadczacy 0 zagrozeniu Zz dostepnymi W literaturze  doniesieniami
0 przetwarzaniu awersyjnych bodzcow niespotecznych. Dlatego w niniejszej pracy
postanowiono opisa¢ polgczenia funkcjonalne CeA aktywowane przez strach

przekazywany spotecznie.

4.8. Zarazanie emocjonalne a zjawisko empatii

Zycie W grupie spotecznej pojawito si¢ wewolucji w wielu taksonach,
przejawiajagc rézne poziomy zlozono$ci. Z perspektywy przetrwania iadaptacji do

srodowiska jest to zjawisko korzystne iwplyngto na rozwinigcie rozmaitych
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mechanizméw odpowiedzialnych za przetwarzanie stanéw emocjonalnych cztonkow
stada. Zachowania prosopoteczne u ludzi wigzane sg ze zdolnoscig odczuwania stanéw
psychicznych innych oséb - empatig emocjonalng (Decety i in., 2016). Nicktore badania
sugeruja, ze zdolnos¢ do wspotdzielenia stanu emocjonalnego przez gryzonie (Church,
1959; Bartal iin., 2011) iszympansy (Wechkin iin., 1964) sg warunkiem okazania
pomocy osobnikowi, ktory przezywa dyskomfort. Obserwacje te wspieraja hipoteze
0 wspdélnym pochodzeniu filogenetycznym zjawiska empatii (de Waal i Preston, 2017)
| umieszczajg zarazanie emocjonalne w hierarchii rozwoju pomiedzy automatyczng
mimikra a empatig poznawczg.

Stephanie Preston iFrans de Waal zaproponowali model teoretyczny, ktory
opiera si¢ na mechanizmie bezposredniego mapowania stanu behawioralnego innego
osobnika na wtasne reprezentacje tego stanu (Preston i de Waal, 2002). Mechanizm ten
nosi nazwe PAM (ang. Perception-Action Mechanism) i stanowi rdzen dla wyzszych
warstw modelu, prowadzacych do empatii opartej na procesach kognitywnych. Model
ten (zwany tez modelem matrioszki, Ryc. 2) sktada si¢ z trzech warstw. Najbardziej
wewnetrzna z warstw obejmuje zarazanie emocjonalne iautomatyczng mimikre
(synchronizacje mimiki, wokalizacji, pozycji ciata i ruchow pomigdzy osobnikami).
Mimikra moze pomodc obserwatorowi w prawidtowym przypisaniu walencji emocji
jakie przezywa demonstrator, jednakze nie jest wystarczajaca do ich pelnego
wspotdzielenia (Laird, 1974). Zarazenie emocjonalne jest wiec tu wyzsza konstrukcja
emocjonalng, ktora moze by¢ zwigzana z réznymi rodzajami mimikry i moze prowadzié
do bardziej skomplikowanych procesow empatycznych. Najbardziej zewnegtrzng
| zaawansowang warstwe proponowanego modelu stanowi empatia poznawcza (Preston
I de Waal, 2002). Model PAM zaktada, ze zarazanie emocjonalne nie podlega kontroli.
Badania pokazuja jednak, ze czynniki takie jak kontekst spoteczny maja wplyw na
wystepowanie tego zjawiska (Hess i Fischer, 2013; Gonzalez-Liencres i in., 2014). U
ludzi umiejetnos¢ przejmowania perspektywy rozwija si¢ po czwartym roku zycia, co
sugeruje, ze empatia nie jest wytacznie wrodzong zdolnoscia, a niektore jej elementy
rozwijaja si¢ W pozniejszym zyciu prawdopodobnie poprzez uczenie si¢, na podstawie
interakcji ze srodowiskiem spotecznym (Adolphs, 2001; Lane i in., 2010; Fadda i in.,
2016). W oparciu 0 mimikr¢ dziecko nieustannie uczy si¢ nowych skojarzen i rozwija
zdolnoséci spoteczne. Towarzyszy temu dojrzewanie obszaréow przedczolowych

I zwigkszona gesto$¢ potaczen nerwowych w przedniej czgséci zakrgtu obreczy (Gogtay
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Iin., 2004). Gdy mézg dojrzewa, zgromadzona wiedza zaczyna stuzy¢ jako wskaznik
do dalszych dziatan. Natomiast w wieku dorostym mimikra moze juz nie bra¢ udziatu
W uczeniu obserwacyjnym i peli¢ raczej funkcje afiliacyjng (Lakin i Chartrand, 2003).
W okresie niemowlecym mimikra najprawdopodobniej stanowi wigc forme
komunikacji emocjonalnej ijest prekursorem rozwoju wyzszych zdolnosci
poznawczych, w tym empatii.

Podsumowujgc, moézg najprawdopodobniej posiada wrodzone mechanizmy
sprzyjajace wystapieniu zjawiska automatyczna mimikry, ktore stanowig podstawy dla
rozwoju zarazania emocjonalnego. Nastepnie, przejety stan emocjonalny zostaje
przetworzony przy pomocy narzgdzi poznawczych. Wciaz jednak nie jest jasne jak te
procesy przebiegaja na poziomie moézgowym. Wiele ostatnich doniesien na temat
zachowan prospotecznych u gryzoni stanowi impuls do przypisywania zwierzetom
wyzszych motywacji (Ben-Ami Bartal i in., 2011; Panksepp i Panksepp, 2013; de Waal
I Preston, 2017), jednakze dla pelnego zrozumienia opisywanych zjawisk nieodzowne
jest poznanie neuronalnego mechanizmu zarazania emocjonalnego, stanowigcego

podstawe rozwoju wyzszych form empatii.
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Przejmowanie
/ perspektywy

Empatyczna
troska,
rozumienie
emocji innych

Zarazanie

emocjonalne,
automatyczne
przejmowanie
stanow innych

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

Gléownym celem tej pracy bylo zbadanie funkcji obwodow neuronalnych jadra
srodkowego ciata migdatowatego (CeA) zaangazowanych w spoteczny transfer strachu.

Sformutowano nastepujace cele szczegotowe:
1. Zbadanie na ile subpopulacja neuronow c-Fos pozytywnych w CeA wzbudzana
przez spoteczny transfer strachu jest tozsama z populacjg pobudzang przez

bezposrednie warunkowanie strachu.

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

W obecnosci partnera, jak tez podczas eksploracji nowego srodowiska.

3. Zbadanie czy i w jaki sposob uwalnianie oksytocyny (OXY) w CeA moduluje

spoteczny transfer strachu.

4. Scharakteryzowanie funkcjonalnych potaczen neuronow w CeA aktywowanych

przez spoteczny transfer strachu.
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6. Materialy | metody

6.1. Opis wykorzystanych zwierzat

W eksperymentach wykorzystano samce szczura szczepu Wistar stada Cmdb: Wi
z hodowli  Centrum Medycyny Do$wiadczalnej  Uniwersytetu  Medycznego
w Biatymstoku w wieku od 4 do 6 miesiecy oraz szczury transgeniczne PSD-95:Venus
wwieku od 4 do 6 miesiecy, ktorych hodowla prowadzona byta w zwierzetarni
Instytutu Biologii Doswiadczalnej w Warszawie. U zwierzat 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 powoduja, ze
konstrukt jest obecny wciele komoérki idendrytach w okolicy zakonczen
synaptycznych, a biatko reporterowe Venus umozliwia zlokalizowanie aktywowanych
komorek (szczegdty opisano w Knapska i in., 2012) .

Zwierzeta zostalty losowo dobrane w pary, anastgpnie umieszczone
w standardowych klatkach domowych (59,5 x 38 x 20 cm), gdzie byly trzymane do
konca eksperymentu w cyklu 12 godzin $wiatla i 12 godzin ciemnosci, ze statym
dostgpem do wody oraz pozywienia. Szczury byly przyzwyczajane do obecno$ci
i dotyku eksperymentatora przez 14 dni. W kazdej parze jeden ze szczurow zostat
losowo oznaczony jako demonstrator, adrugi jako obserwator. Wszystkie
doswiadczenia  z wykorzystaniem zwierzat zostaly przeprowadzone zgodnie
z regulacjami iza zgoda | Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doswiadczen na

Zwierzgtach w Warszawie.

6.2. Testy behawioralne

6.2.1. Sprzet wykorzystany do przeprowadzenia doswiadczen

behawioralnych

Klatki do warunkowania strachu. Warunkowanie strachu szczurow - demonstratorow
byto przeprowadzane w klatkach do warunkowania strachu 51 cm (dtugo$¢) x 25 cm
(szeroko$¢) x 24 cm (wysoko$¢) firmy Panlab podzielonych na dwa przedzialty

odseparowane perforowana metalowa $ciana. Sciany boczne i tylne zostaty wykonane
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z nieprzezroczystego czarnego pleksiglasu, adrzwi umieszczone na froncie klatki
zostaly wykonane z potprzezroczystego pleksiglasu. Sufit wykonano z aluminium. Na
gorze, nad kazdym z przedziatdéw znajdowaly si¢ dodatkowe zamykane drzwiczki
wykonane rowniez z pleksiglasu. W obydwu komorach znajdowata si¢ podtoga
wykonana z 18 metalowych pretow (3 mm s$rednicy). Podloga byta podiaczona do
generatora pradu (Panlab), ktory dostarczal bodziec bezwarunkowy (ang. unconditioned
stimulus, US) w postaci szoku elektrycznego (0,9-1 mA) podczas warunkowania.
Bodziec ten byt kalibrowany przed procedurg do$wiadczalng. Wngetrze klatki oraz
podtoga byly czyszczone roztworem detergentu pomigdzy procedurami (tj. pomiedzy
kazdg parg zwierzat). Klatka do warunkowania strachu byta kontrolowana przez
oprogramowanie SHUTAVOID (Panlab).

Aparat do badania interakcji spolecznej. Interakcja spoteczna migdzy szczurami byta
badana w pomieszczeniu sgsiadujgcym ztym, w ktérym warunkowano strach.
Pomieszczenia byly odizolowane od siebie tak aby oczekujacy obserwator nie styszat
wokalizacji demonstratora w czasie warunkowania strachu. Klatki domowe byty
umieszczane Ww biatej obudowie (42 x 62,5 x 44 cm) zbudowanej z drewna,
zapobiegajgcej ucieczce zwierzat. Interakcja rejestrowana byta za pomoca kamery
umieszczonej okoto 120 cm nad klatka domowag oraz programu WiIinTV (wersja V6,
Hauppauge) zapisujacym pliki o formacie *.mpg.

Aparat do badania eksploracji. Test eksploracji zostat przeprowadzony w klatce
o0 wymiarach 100 cm (szerokos$¢) x 100 cm (dtugos¢) x 40 cm (wysoko$¢) wykonanym
z szarej sklejki. W jednym rogu znajdowat si¢ sferycznie o$wietlony obszar o $rednicy
okoto 50 cm nad ktorym zawieszono lampke stanowigca zrodto $wiatta. Swiattomierz
umieszczony w tak oswietlonym obszarze wskazywat srednio 635 Ix. W drugim rogu
znajdowata si¢ kryjowka zbudowana z 3 szarych §cianek wykonanych ze sklejki, na
planie prostokata (10cm x 15 cm) przymocowanych do pomalowanej na szaro ptytki.
Swiatto w pomieszczeniu byto przygaszone (ok. 40 Ix). Schemat aparatu znajduj sie na
Ryc. 3.
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schronienie

atto

SW

Rycina 3. Schemat aparatu wykorzystywanego w tescie eksploracji. W pomieszczeniu
eksperymentalnym panowat poétmrok, w lewym gérnym rogu aparatu umieszczono $cianki
schronienia, stanowigcego punkt startowy testu. W prawym dolnym rogu umieszczono zrédto
$wiatla (zo6tte koto), oswietlajace sferyczny obszar, oznaczony na schemacie linig przerywana.

6.2.2. Przygotowanie zwierzat do doswiadczen

Doroste samce byly hodowane w parach od momentu dostarczenia do
zwierzetarni IBD, a kazde zwierzg z pary byto losowo oznaczane jako ,,demonstrator”
lub ,,obserwator” . Po kilku dniach aklimatyzacji zwierzat w nowym miejscu,
rozpoczynano seri¢ Sesji przyzwyczajania (habituacji) do obecnosci i dotyku
eksperymentatora, trwajacych ok. 5 min dla kazdej pary, codziennie przez 14 dni. W
kolejnych 3 dniach zwierz¢ta przyzwyczajano do transportu, przebywania w pokoju

eksperymentalnym oraz do 10 minutowych separacji, ktore réwniez odbywaly sie
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w pokoju eksperymentalnym. W sesji 10 minutowej separacji demonstrator
przenoszony byt do czystej, pojedynczej Kklatki ze $wiezg $cidtkg. W tym czasie
obserwator przebywat w klatce domowej, zktorej usuni¢to pokrywe i ktorg
umieszczono w obudowie zapobiegajacej ucieczkom. Po 10 minutach demonstrator
wracal do obserwatora, klatka byla wysuwana zobudowy, przykrywana
I transportowana z powrotem do pokoju hodowlanego.

6.2.3. Spoleczny transfer strachu

W celu przeprowadzenia do$wiadczenia obserwator idemonstrator byli
przenoszeni w klatce domowej z pokoju hodowlanego w zwierzetarni do pokoju
doswiadczalnego. Nastgpnie demonstrator byt wyjmowany z klatki domowej i
w 0sobnym pomieszczeniu poddawany warunkowaniu strachu lub, w przypadku grupy
kontrolnej, przenoszony do nowej, osobnej klatki, tak jak podczas habituacji do
separacji. Natychmiast po zakonczeniu treningu byt on wktadany z powrotem do klatki
domowej, gdzie dochodzito do spotecznego transferu strachu, lub, w przypadku grupy
kontrolnej, miata miejsce interakcja po separacji. Po 10-12 min. od powrotu
demonstratora do klatki domowej, w zaleznosci od doswiadczenia, zwierzgta byty
transportowane do zwierzetarni lub jedno zwierze z pary byto poddawane kolejnym
testom behawioralnym. Zachowania analizowane podczas interakcji spotecznej

wymieniono w Tab. 1.

6.2.4. Kontekstowe warunkowanie strachu u demonstratoréw

W dniu eksperymentu demonstratorzy umieszczani byli w klatkach do
klasycznego warunkowania strachu (Panlab), gdzie po 1 minucie ekspozycji na
otoczenie Klatki, nastepowato podanie 10 bodzcow bezwarunkowych (US) w postaci
szoku elektrycznego (1s, 0,9-1mA) w rownych odstepach czasowych trwajacych 59
sekund. W minute po podaniu ostatniego bodzca demonstrator wyjmowany byt z klatki
do warunkowania i natychmiast przektadany do klatki domowej. Sciany i podtoga klatki
byly dokladnie myte roztworem detergentu, osuszane bawelnianym, czystym

recznikiem oraz regularnie wietrzone migdzy testami.
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6.2.5. Test eksploracji

Podczas eksperymentow optogenetycznych test eksploracji nastepowat okoto 24
godz. po zainicjowaniu ekspresji i wbudowywania w btony komorkowe neurondéw
konstruktu c-fos-ChR2 (szczegdty w rozdz. 6.4.), ktorego ekspresja byta wzbudzana
poprzez spoteczny transfer strachu lub, w przypadku grupy kontrolnej, interakcje po
krotkiej separacji. Testy powyzsze prowadzone byty na szczurach - obserwatorach. W
przypadku testow badajgcych efektywno$¢ transferu strachu uszczuréow -
demonstratorow (W doswiadczeniu badajacym wptyw OXY w CeA, szczegdly w rozdz.
6.6.) test nastgpowal natychmiast po 12 minutowej interakcji spotecznej (transferze
strachu lub kontrolnej interakcji). Test eksploracji polegat na umieszczeniu badanego
szczura W opisanym wczes$niej aparacie zaprojektowanym do badania zachowan
o0 charakterze oceny ryzyka. W punkcie startowym szczur umieszczany byt za Scianka
schronienia, umieszczonego w zacienionym obszarze eksperymentalnym. W grupie
obserwatorow stymulowanych optogenetycznie, zwierz¢ miato 12 minut (cztery 3-
minutowe okresy, zaczynajace si¢ U potowy zwierzat od okresu ON, a u potowy od
okresu OFF) na eksploracje obszaru eksperymentalnego. W przypadku testowania
demonstratorow Szczur réwniez zaczynat test od umieszczenia za $ciang schronienia
i na eksploracj¢ otoczenia miat 6 minut. W analizie behawioralnej testu brane byty pod
uwage zachowania wymienione w Tab. 2. Aparat byl doktadnie czyszczony pomiedzy
kolejnymi testami za pomocg 70% roztworu alkoholu etylowego, a pomieszczenie byto

wietrzone.
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Tabela 1. Lista zachowan analizowanych podczas interakcji spoteczne;.

Nazwa zachowania Opis

_ _ Czyszczenie siersci  drugiego
Czyszczenie (ang. allogrooming) ]
osobnika

Eksplorowanie podtoza i $cian

Eksploracja klatki (ang. cage exploration) )
Klatki

o ) Przeczotgiwanie si¢ pod drugim
Przeczotgiwanie si¢ (ang. crawling)

osobnikiem
Przekopywanie (ang. digging) Przekopywanie $ciotki
Podazanie (ang. following) Podazanie za drugim osobnikiem

Przechodzenie obok drugiego
Mijanie (ang. passing by) osobnika nakierowane na kontakt
(w okolicach brzusznych)

Pozytywny odbiér zachowan

) ) spotecznych drugiego osobnika
Zachowanie prospoteczne (ang. pro-social) _ )
(np. pozwolenie na czyszczenie

siersci przez innego szczura)

Eksploracja otoczenia poprzez
Stojki (ang. rearing) stawanie na tylnych tapach

(tzw. stojki)

Czyszczenie si¢ (ang. self-grooming) Czyszczenie wlasnego ciata
Obwachiwanie okolic odbytowo- Obwachiwanie okolic odbytowo-
genitalnych (ang. anogenital sniffing) genitalnych drugiego osobnika

Obwachiwanie okolic glowy (ang. head Obwachiwanie okolic glowy

sniffing) drugiego osobnika.
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Tabela 2. Lista zachowan analizowanych w tescie eksploracji.

Nazwa zachowania Opis

Eksploracja aparatu (ang. field ) o _
_ Przemieszczanie si¢ po aparacie
exploration)

Ucieczka (ang. run) Ucieczka od $wiatta w strone kryjowki

Unikanie (ang.evade) Czas spedzony W kryjowce

o _ Eksploracja otoczenia poprzez stawanie na
Stojki (ang. rearing) o
tylnych tapach (tzw. stojki)

_ Tkwienie  w bezruchu poza obszarem
Bezruch (ang. quiescence) ) _
Kryjowki

6.2.6. Analiza komputerowa uzyskanych danych behawioralnych
Nagrania wideo ze wszystkich interakcji spotecznych przeanalizowano
w programie  BehaView (wersja 0.0.16; Pawel Boguszewski, dostepny
w Internecie: http://www.pmbogusz.net/?a=behaview) z identyfikacja wybranych
zachowan badanych szczurow - obserwatorow (Tab. 1; Knapska iin., 2006;
Mikosz i in., 2015). W programie tym analizowano réwniez zachowania zwierzat
podczas testu eksploracyjnego (Tab. 2). Program pozwolit uzyskaé liczbe
epizodow oraz czas trwania kazdego zachowania. Osoba przeprowadzajaca

analize nie znata przynaleznosci zwierzat do grup doswiadczalnych.

6.3. Analizy immunohistochemiczne

6.3.1. Przygotowanie tkanki mozgowej

W 90 minut do 2 godzin od zakonczenia testu behawioralnego, szczurom
podawano s$miertelng dawke morbitalu (133,3 mg/ml pentobarbitalu sodu, 26,7
mg/ml pentobarbitalu) rozcienczonego 10 razy roztworem soli fizjologicznej
(0,95 % NaCl, Polpharma). W kolejnym kroku wykonywano perfuzje

umieszczajagc W lewej komorze serca igle (1,8x25,0 Mifam, ze stgpionym
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koncem) oraz rozcinano prawy przedsionek. Nastgpnie wpompowywano 200-250
ml 0,1 M zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered
saline, PBS, Sigma), a nastepnic 200-250 ml 4% roztworu paraformaldehydu
(PFA, POCH) opH = 7,4. Otrzymane moézgi pozostawiano na noc w 4%
roztworze PFA (4°C), a przez kolejne 4-7 dni przetrzymywano w 30% roztworze
sacharozy (Sigma lub BioShop) w PBS (4°C). By uzyska¢ material do barwienia
immunohistochemicznego mozgi byty przytwierdzane bezposrednio do stolika do
krojenia przy uzyciu medium do mrozenia tkanek (Leica) i zamrazane (30 min, -
20°C), a pézniej ciete z uzyciem kriostatu (kriostat zyletkowy Leica CM 1859,
Leica) na skrawki w ptaszczyznie koronalnej, kazdy o grubosci 40 um. Tkanke do
analiz przechowywano w roztworze krioprotekcyjnym w -20°C, w plastikowej
ptytce 12-dotkowej (Orange Scientific) w taki sposob, by w kazdym dotku

znajdowato si¢ po kilka skrawkow.

6.3.2. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji bialka c-Fos

Wybrane skrawki ptukano w roztworze PBS (ang. phosphate buffered
saline). W kolejnym kroku inkubowano je w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru
(H202, Sigma; 10 min, w temperaturze pokojowej) wPBS (10 min,
w temperaturze pokojowej). Nastepnie skrawki inkubowano w 10% NGS w PBS
(1 h, wtemperaturze pokojowej). Przez 2 dni, inkubowano skrawki
Z przeciwciatem pierwszorzedowym wykrywajacym biatko c-Fos (przeciwciato
krolicze, ABE-457, Millipore; rozcienczenie 1:1000) w roztworze 1% NGS
w PBST, w temperaturze 4°C. Trzeciego dnia skrawki ptukano w roztworze
PBST, po czym inkubowano je w roztworze przeciwciata wykrywajgcego biatka
krolicze, skoniugowanego z biotyna (przeciwcialo kozie, BA-1000, Vector
Laboratories; rozcienczenie 1:1000) w PBS. W nastepnej kolejnosci tkanke
ptukano 0,3% roztworem PBST i inkubowano w roztworze ABC (zestaw ABC-
HRP, PK-4000, Vector Laboratories; 1 godz., w temperaturze pokojowej).
Skrawki ponownie ptukano w PBS (3 razy 10 min, w temperaturze pokojowej)
oraz barwiono w roztworze diaminobenzydyny i mocznika z zestawu Sigmafast
(ang. diaminobenzidine, DAB, D4293). Po doktadnym wyptukaniu 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 bialek c-Fos

I Venus

Wybrane skrawki ptukano w roztworze PBS. Nastepnie inkubowano je
w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru (H202, Sigma; 10 min, w temperaturze
pokojowej) w PBS (10 min, w temperaturze pokojowej). W kolejnym kroku
skrawki inkubowano w 10% NGS wPBS (1 h, wtemperaturze pokojowej).
Nastepnie, przez 4 dni, inkubowano skrawki z przeciwciatem pierwszorzedowym
wykrywajagcym biatko c-Fos (przeciwciato krolicze, ABE-457, Millipore;
rozcienczenie 1:1000) oraz z przeciwciatem pierwszorzedowym wykrywajacym
biatko GFP (ang. green fluorescent protein, przeciwcialo mysie, MAB3580,
Millipore; rozcienczenie 1:500) w roztworze 1% NGS w PBST, w temperaturze
4°C. Pigtego dnia skrawki doktadnie plukano w roztworze PBST, po czym
inkubowano je wroztworze przeciwciata wykrywajacego bialka krolicze,
skoniugowanego z biotyna (przeciwciato kozie, BA-1000, Vector Laboratories;
rozcienczenie 1:1000) w PBS. Nastepnie tkanke ptukano 0,3% roztworem PBST
i inkubowano w roztworze ABC (zestaw ABC-HRP, PK-4000, Vector
Laboratories; 1 godz., w temperaturze pokojowej). Skrawki ponownie ptukano
w PBS (3 razy 10 min, w temperaturze pokojowej) oraz barwiono w roztworze
diaminobenzydyny imocznika z zestawu Sigmafast (ang. diaminobenzidine,
DAB, D4293). Po doktadnym ptukaniu w PBS, skrawki inkubowano w roztworze
przeciwciata wykrywajacego biatka mysie, skoniugowanego z biotyng
(przeciwciato mysie, BA-9020, Vector Laboratories; rozcienczenie 1:500).
Nastepnie skrawki ptukano w PBST iinkubowano w roztworze ABC (zestaw
ABC-HRP, PK-4000, Vector Laboratories; 1 godz., w temperaturze pokojowej).
Po wyptukaniu w PBS, skrawki barwiono przy pomocy zestawu VIP Peroxidase
(HRP) Substrate (Vector Laboratories, SK-4600).

6.3.4. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji bialek c-Fos
1 OXY

Wybrane skrawki ptukano w roztworze PBS. Nastepnie inkubowano je
w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru (H20., Sigma) wPBS (10 min,

w temperaturze pokojowej). W dalszej kolejnosci skrawki blokowano w 10%
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NGS wPBS (1 h, wtemperaturze pokojowej). Nastepnie przez 4 kolejne dni
inkubowano skrawki z przeciwciatem pierwszorzegdowym wykrywajacym biatko
c-Fos (przeciwcialo krolicze, sc-52, SantaCruz; rozcienczenie 1:1000) oraz
Z przeciwcialem pierwszorzedowym wykrywajacym OXY (przeciwcialo mysie,
MAB5296, Millipore; rozcienczenie 1:1000) w PBS, inkubacj¢ prowadzono
w 4°C. Pigtego dnia skrawki doktadnie przeptukano w roztworze PBST, po czym
inkubowano w roztworze przeciwciala wykrywajacego biatka krolicze,
skoniugowanego z biotyng (przeciwciato kozie, BA-1000, Vector Laboratories;
rozcienczenie 1:1000) w PBS. Nastepnie tkanke ptukano w PBST i inkubowano
w roztworze ABC (zestaw ABC-HRP, PK-4000, Vector Laboratories) przez 1 h,
w temperaturze pokojowej. Skrawki ponownie ptukano wPBS, po czym
barwiono w roztworze diaminobenzydyny i mocznika z zestawu Sigmafast (ang.
diaminobenzidine, DAB, D4293). Po dokltadnym ptukaniu w PBS, skrawki
inkubowano  w roztworze przeciwciala  wykrywajacego  biatka  kurze,
skoniugowanego z biotyng (przeciwciato kozie, BA-9010, Vector Laboratories;
rozcienczenie 1:500). Nastepnie skrawki ptukano w PBST i inkubowano
w roztworze ABC (zastaw ABC-HRP, PK-4000, Vector Laboratories) przez 1 h,
w temperaturze pokojowej. Po wyptukaniu w PBS, skrawki barwiono przy
pomocy zestawu VIP Peroxidase (HRP) Substrate (Vector Laboratories, SK-
4600).

6.3.5. Immunohistochemiczna detekcja ekspresji bialek c-Fos
i CRF

Wybrane skrawki ptukano w roztworze PBS iinkubowano w 0,3%
roztworze nadtlenku wodoru (H202, Sigma) w PBS (10 min, w temperaturze
pokojowej). Nastepnie skrawki inkubowano w 10% NGS wPBS (1 h,
w temperaturze pokojowej). W kolejnym kroku skrawki inkubowano przez 4 dni
Z przeciwciatem pierwszorzedowym wykrywajacym biatko c-Fos (przeciwcialo
krolicze, sc-52, SantaCruz, rozcienczenie 1:1000) oraz z przeciwcialem
pierwszorzedowym wykrywajacego biatko CRF (ang. Corticotropin Releasing
Factor, przeciwcialo kurze, AB80360, ABCAM; rozcienczenic 1:500),
prowadzong W 4°C. Pigtego dnia skrawki doktadnie przeptukiwano w roztworze

PBST, po czym inkubowano je w roztworze przeciwciata wykrywajacego biatka
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krolicze, skoniugowanego z biotyna (przeciwciato kozie, BA-1000, Vector
Laboratories; rozcienczenie 1:1000) w PBS. Naste¢pnie tkanke ptukano w PBST
i inkubowano w roztworze ABC (zestaw ABC-HRP, PK-4000, Vector
Laboratories) przez 1 h, w temperaturze pokojowej. Po wyptukaniu w PBS,
skrawki barwiono w roztworze diaminobenzydyny imocznika z zestawu
Sigmafast (ang. diaminobenzidine, DAB, D4293). Nast¢pnie, po doktadnym
ptukaniu w PBS, skrawki inkubowano w roztworze przeciwciata wykrywajacego
biatka kurze, skoniugowanego z biotyng (przeciwciato kozie, BA-9010, Vector
Laboratories; rozcienczenie 1:500). Nastepnie skrawki ptukano w PBST
I inkubowano w roztworze ABC (zastaw ABC-HRP, PK-4000, Vector
Laboratories) przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po wyptukaniu w PBS,
skrawki barwiono przy pomocy zestawu VIP Peroxidase (HRP) Substrate (Vector
Laboratories, SK-4600).

6.3.6. Analiza komputerowa obrazéw mikroskopowych

Obrazy mikroskopowe zostaty zebrane za pomoca mikroskopu Nikon
Eclipse Ni-U z kamerg QImaging QICAM Fast 1394 oraz programu Image-Pro
Plus (wersja 7.0.1.658; Media Cybernetics) w formie 16-bitowych zdje¢, po 2
proby z kazdej potkuli, zapisanych w formacie *.tif. Analizy uzyskanych obrazow
dokonano w programie ImageJ (wersja 1.51j8; Wayne Rasband). Na podstawie
atlasu moézgu szczura (Paxinos iWatson, 2013) zdefiniowano w programie
ImageJ obszary CeA oraz obszary struktur wysytajacych do niego projekcje lub
unerwianych przez to jadro. Nastepnie, przy pomocy opcji ,,Merge channels”,
analizowano wspotwystepowanie sygnalow pochodzacych od biatka c-Fos lub
biatka Venus i znacznikow typow neurondéw lub znacznikow transportu
wstepujacego/zstepujacego. Na koniec porownywano stosunek liczby komorek,
w ktorych wykryto okreslony znacznik lub projekcje do catkowitej liczby

aktywowanych neuronéw (c-Fos-pozytywnych lub Venus-pozytywnych).
6.3.7. Analiza poziomu bialka c-Fos w jadrze S$rodkowym

szczurow po treningu
Na podstawie atlasu mozgu szczurow (Paxinos iWatson, 2013)
zaznaczano w programie ImageJ (wersja 1.51j8; Wayne Rasband) obszary CeA
znajdujace si¢ na zdjeciach skrawkow z widocznym sygnatem pochodzagcym od
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biatka c-Fos. W zdefiniowanym obszarze automatycznie zliczano neurony c-Fos-
pozytywne przy uzyciu opcji ,,Analyse particles”. W analizie wyznaczano
parametry granicy detekcji (ang. threshold 10 - 145), powierzchni (ang. area 0,003
- 0,01) oraz kolistosci (ang. circularity 0,50 - 1,0) zliczanych obiektow. Dane
zbierano z obszaru jadra s$rodkowego z 2 kolejnych skrawkoéw dobieranych
z obszaru od -1,8 do -2,6 mm od bregmy dla kazdego analizowanego szczura.

6.4. Doswiadczenia optogenetyczne

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

Wektory wirusowe zwigzane z adenowirusami (ang. adeno-associated
virus, AAV) AAV-c-fos-ChR2(H134R)-EYFP  zostaly  wyprodukowane
i oczyszczone w Centrum Neurobiologii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego, kierowanym przez dr. Witolda Konopke¢. Wektory te umozliwiaja
stabilne wyrazanie niesionego konstruktu. Niosty one sekwencje kodujaca
channelorodopsyng (ang. channelrhodopsin, ChR2, $wiatloczute biatko
pozwalajace na wzbudzanie aktywno$ci neuronow) oraz sekwencje¢ eYFP (biatko
reporterowe). Promotor c-fos wykorzystany w tym konstrukcie posiada te sama
sekwencje co promotor, ktory wykorzystano w transgenicznych szczurach PSD-
95:Venus (Knapska iin., 2012). Miano wektorow AAV wynosito okoto 10’

(liczba czastek wirusowych zdolnych do transdukcji na 1 ul).

6.4.2. Wektor rAAV-ot-ChR2-mCherry

Wektory rAAV (ang. recombinant adeno-associated virus, rAAV)
wyrazajace biatko reporterowe mCherry, pod kontrolag promotora OXY mysiej
zostaly zaprojektowane i wyprodukowane przez Neuropeptide Research in
Psychiatry Department (Central Institute for Mental Health) kierowany przez
prof. Valerego Grinevicha. Wektory te umozliwiaja badanie projekcji neuronow
OXY i ich funkcji, poprzez manipulacje optogenetyczne mozliwe dzigki obecnej
w konstrukcie sekwencji rodopsyny ChR2, ktorej aktywacja powoduje endogenne
uwolnienie OXY przez aksony transdukowanych neuronow (Knobloch iin.,
2012).
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6.4.3. Przygotowanie kaniul optycznych

Swiatlowody (FT200UMT, Thorlabs) cieto przy pomocy obcinarki wiokna
(F16000, Data Optics) na kawatki o dtugosci ok. 2 cm i $ciggano ok 80% powtoki
zewnetrznej $wiattowodu. Na ptaski koniec ceramicznej feruli ($rednia
wewnetrzna 200um, Prizmatix) naktadano krople kleju epoksydowego (Zywica
epoksydowa Hysol 0151, Data Optics) i wprowadzano przez niego pozbawiony
powloki zewnetrznej koniec s$wiattowodu tak, zeby s$wiattowod wystawat
minimalnie przez zaokraglony koniec. Przygotowane w ten sposob ferule ze
$wiattowodami pozostawiano na 24 h do wyschniecia kleju. Nastepnie
polerowano zaokraglony koniec feruli na papierze szlifierskim wykonujac ruchy
w ksztalcie 6semek, co gwarantuje rowne wyszlifowanie feruli i $wiattowodu.
Szlifowano ferulg przy pomocy metalowego krazka polerskiego do ztaczy LC
(Data Optics), wykorzystujac kolejno papier szlifierski o coraz mniejszej
ziarnistosci (wielko$¢ ziarna wynosita kolejno: 5, 3, 1 10,3 um, AO A4, Data
Optics) na gumowej podktadce polerskiej (Data Optics). Pomiedzy szlifowaniem
kazdym Kkolejnym papierem szlifierskim ferule czyszczono chusteczkami
bezpytlowymi (Kimwipes, Kimberly-Clark Worldwide). Po wyszlifowaniu kazdej
feruli oczyszczano papier szlifierski chusteczkami bezpytowymi nasaczonymi
alkoholem izopropylowym (IPA, Chempol). Nastepnie przy pomocy noza
diamentowego (S90R, Thorlabs) cieto $wiattowod tak, zeby jego dlugos¢ od
ptaskiej czesci feruli do dtuzszego konca wynosito ok. 7 mm. Powyzsze
czynno$ci powtarzano do osiagnigcia wystarczajacej liczby zestawow ferula-
swiattowod koniecznych do przeprowadzenia eksperymentu. Nastgpnie mierzono
przy pomocy miernika mocy optycznej (PM100D, Thorlabs) stopien
przepuszczalno$ci  $wiatla przez $wiattowod pordéwnujac moc  Swiatla
przechodzacego przez Swiattowdéd przed 1po przylaczeniu do niego
wyszlifowanej feruli ze $wiattowodem. Zestawy w ktorych $wiattowod
przepuszczal mniej niz 70% $wiatla polerowano ponownie do uzyskania
satysfakcjonujgcego rezultatu. Na koniec pokrywano ferule matg iloscig Kleju
(Zywica epoksydowa Hysol 0151, Data Optics), umieszczano W mosieznym
gwincie o $rednicy dobranej do uzywanego w eksperymentach s$wiattowodu

i czekano 24 h na wyschniecie 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. Zwierzeta usypiano za
pomoca anestezji wziewnej z wykorzystaniem izofluranu (4-5 jednostek przy
przeptywie tlenu 2 L/min, Aerrane, Baxter), nastepnie unieruchamiano na
przystawce dla szczuréw (Gas Anesthesia Rat Mask, Stoelting) zamontowanej
w aparacie stereotaktycznym (Model 940, KOPF). Po wejsciu w stan anestezji
podawano zwierzetom podskoérnie winian butorfanolu (1 mg/kg, Butomidor,
Richter Pharma), a w celu uniknigcia wysychania oczu naktadano na nie zel do
oczu (Vidisic, Bausch&Lomb/Dr Mann Pharma). W trakcie operacji szczury
utrzymywano w statym stanie uspienia podajac wziewnie izofluran (1-2 jednostki
przy przeptywie tlenu 0,3 L/min; Krober 02, Krober). Usuwano owlosienie ze
skory glowy, odkazano obszar cigcia (Octenisept, Schulke & Mayr GmbH)
I wykonywano nozyczkami cigcie 0 dtugosci okoto 1,5 cm wzdtuz centralnego
szwu czaszki. Na powierzchni¢ rozcigtej skory nakladano warstwe zelu
z chloroworkiem lignokainy (Lignocainum Jelfa, 20mg/g), czaszke oczyszczano
przy pomocy diuta chirurgicznego i patyczkow kosmetycznych. Wyznaczano
punkty bregma (przecigcie Szwu strzatkowego ze szwem wiencowym) i lambda
(przecigcie Sszwu strzatkowego z katem Szwu weglowego) | poziomowano
ustawienie glowy na podstawie wysokosci obu punktow (dopuszczalna roznica
poziomu wynosita 0,2 mm). Positkujac si¢ tymi punktami i ustawiajac na nich
igte weryfikowano poprawne ustawienie czaszki, po czym wyznaczano miejsca
nawiercen 0 koordynatach: przod-tyt (AP), -1,8 mm; przysrodkowo-bocznie
(ML), £3,8 mm; oraz grzbietowo-brzusznie (DV), —7,5 mm — mierzone od opony
twardej (Paxinos, 2008). W wyznaczonych punktach wykonywano otwory
w czaszce (wiertarka Microtorque |1, tech2000, wiertto 0,6 um, Ram Products),
wprowadzano przez nie igle (NF35BV-2, World Precision Instruments)
zamontowang na strzykawce Nanofil (10 ul, World Precision Instruments)
I podawano wektory AAV (250 nl) do CeA. Predkos¢ infuzji wynosita 100 nl/min
(pompa UMP3, sterownik micro 4; World Precision Instruments USA). Po
zakonczeniu infuzji czekano 5 min, aby umozliwi¢ dyfuzje podanego ptynu
w tkance i powoli wysuwano igle z mozgu. Nastepnie wykonywano identyczng

iniekcje w drugiej potkuli. Po obu iniekcjach opuszczano obustronnie sterylne
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kaniule optyczne umiejscawiajac je 0,01 cm powyzej, w stosunku do
koordynatow uzywanych dla iniekcji wektora wirusowego (Ryc. 4). Na
oczyszczong isuchg powierzchnie czaszki wylewano cement dentystyczny
(Duracryl Plus, SpofaDental), tak, zeby pokryl $ruby i miedziane gwinty do
potowy ich wysokosci formujac przytwierdzony do czaszki szczura stabilizator
implantu. Na brzegi rozcigtej skory naktadano krem Triderm (Schering-Plough),
podawano podskornie kwas tolfenamowy jako $rodek przeciwbdlowy
i przeciwzapalny (4 mg/kg; Tolfedine, Vetoquinol) oraz antybiotyk
enrofloksacyne (5mg/kg; Baytril, Bayer). Zeby unikna¢ odwodnienia zwierzetom
podawano podskérnie 1 ml roztworu soli fizjologicznej (0.95% NacCl,
Polpharma). Po =zakonczeniu operacji zwierzeta trzymano w czystej klatce
z podtozem podgrzewanym na macie grzewczej do momentu wybudzenia.
Podanie lekow Tolfedine i Baytril powtarzano przez kolejne 3 dni po operacji.
Zwierzetom umozliwiono catkowita rekonwalescencje, a doswiadczenia
behawioralne wykonywano 3-6 tygodni po operacjach chirurgicznych. W czasie
operacji korzystano ze szczypczykow chirurgicznych, retraktora oraz pesety
chirurgicznej.  Wszystkie  materialty i powierzchnie  okoto  operacyjne
sterylizowano poprzez zastosowanie roztworu silnie utleniajagcego (Domestos,
Unilever) lub przy pomocy ptynu do dezynfekcji (Aerodesin 2000, Lysoform),
a materiaty dodatkowo autoklawowano.

Wedlug tego samego protokotu prowadzono operacje stereotaktyczne na
szczurach, ktorym podano 100 nl wektora rAAV-ot-ChR2-mCherry obustronnie
do jadra przykomorowego (ang. paraventricular nucleus, PVN) o koordynatach:
przod-tyt (AP), -1,9 mm; przysrodkowo-bocznie (ML), +0,25 mm; oraz
grzbietowo-brzusznie (DV), —7,1 mm — mierzone od opony twardej (Paxinos
i Watson, 2013). W celu zobrazowania zakonczen aksonéw OXY pochodzacych
z PVN na zaktywowanych przez spoteczny transfer strachu komoérkach w CeA,
zoperowano rowniez 5 szczuréw Szczepu Venus prowadzac infuzje wedlug

powyzszych wytycznych, ale bez montowania kaniul optogenetycznych.

6.4.5. Emisja swiatla w doSwiadczeniach optogenetycznych
Do stymulacji optogenetycznej uzyto lasera o dtugosci fali $wiatta 473 nm

i maksymalnej mocy na wyjsciu 100mW (Omicron-Laserage). Typowa moc
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lasera wynosita 10 mW na koncu kaniuli. Emisja swiatta z lasera byta inicjowana
przez wyjscie uktadu TTL z klatki stuzacej do warunkowania strachu (Med
Associates). Pulsacja lasera (czas trwania impulsu 5 ms, 30 Hz) byta
kontrolowana albo przez komercyjny mikrokontroler (Rapp OptoElectronic,
model UGA-42-Firefly), albo przez ptytke Arduino. Moc wyjsciowa lasera
zmierzono za pomocg komercyjnego miernika mocy (model Thorlabs PM200
z czujnikiem S121C). Emisja $wiatta odbywala si¢ przez dwa s$wiattowody
(Thorlabs; rdzen 200 um, NA 0,37, di. 2m) przeprowadzone przez zlgcze
obrotowe (Doric Lenses) iprzytaczone koncami Kkaniul do gwintéw kaniul

optogenetycznych wystajacych z glowy testowanego szczura.
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Rycina 4. Zastosowanie techniki optogenetycznej u szczuréw. A. Ocena miejsc infuzji
wektorow  wirusowych  AAV-c-fos-ChR2(H134R)-EYFP  ipotozenia  kaniuli
optogentycznej, zdjecie preparatu wykonane z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego,
ponizej powigkszony fragment zdjecia. B. Schematyczne przedstawienie rozmieszczenia
kaniul optogenetycznych w moézgu szczura. Poprzez kaniule podawano 5 ms, 30 Hz
impulsy swiatta 0 dtugosci fali 473.

40



6.5. Obrazowanie aksonalych zakonczen OXY na neuronach

aktywowanych przez spoleczny transfer strachu w CeA

W celu zobrazowania zakonczen aksonéw OXY pochodzacych z PVN na
zaktywowanych przez spoteczny transfer strachu komoérkach w CeA,
zanalizowano materiat pochodzacy od obserwatoréw (5 szczuréw szczepu Venus
poddanych infuzji wektora rAAV-ot-ChR2-mCherry do PVN) i poddanych

spotecznemu transferowi strachu.

6.5.1. Przygotowanie tkanki mézgowej

Okoto 2 godzin od zakonczenia testu behawioralnego, szczurom
podawano $miertelng dawke morbitalu (133,3 mg/ml pentobarbitalu sodu, 26,7
mg/ml pentobarbitalu) rozcienczonego 10 razy roztworem soli fizjologicznej
(0,95 % NaCl, Polpharma). W kolejnym kroku wykonywano perfuzj¢
umieszczajac W lewej komorze serca igle (1,8x25,0 Mifam, ze stgpionym
koncem) oraz rozcinano prawy przedsionek. Nastepnie wpompowywano 200-250
ml 0,1 M zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered
saline, PBS, Sigma), a nastgpnie 200-250 ml 4% roztworu paraformaldehydu
(PFA, POCH) opH = 7,4. Otrzymane moézgi pozostawiano na noc w 4%
roztworze PFA (4°C), a przez kolejne 4-7 dni przetrzymywano w 30% roztworze
sacharozy (Sigma lub BioShop) w PBS (4°C). By uzyska¢ materiat do barwienia
immunohistochemicznego moézgi byty przytwierdzane bezposrednio do stolika do
krojenia przy uzyciu medium do mrozenia tkanek (Leica) i zamrazane (30 min, -
20°C), a pézniej cigte z uzyciem kriostatu (kriostat zyletkowy Leica CM 1859,
Leica) na skrawki w ptaszczyznie koronalnej, kazdy o grubosci 40 um. Tkankg do
analiz przechowywano w roztworze krioprotekcyjnym w -20°C, w plastikowej
ptytce 12-dotkowej (Orange Scientific) w taki sposob, by w kazdym dotku
znajdowato si¢ po kilka skrawkow. Ewaluacja trafien nastgpowata przy pomocy

mikroskopu fluorescencyjnego.

6.5.2. Immunohistochemiczna detekcja bialek Venus i CRF
Podanie konstruktu rAAV-ot-ChR2-mCherry do PVN pozwolito
zobrazowa¢ OXY zakonczenia aksonalne w CeA bez koniecznosci dodatkowego

wzmacniania sygnatu. Ekspresja konstruktu PSD-95:Venus jest kontrolowana
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przez zmodyfikowany promotor genu c-fos iwidoczna tylko w pobudzonych
neuronach, w ciele komorki idendrytach aktywowanych komorek (szczegoty
metody opisano w Knapska iin., 2012). Skrawki moézgowe umieszczano
w plastikowej ptytce 12-dotkowej (Orange Scientific) tak, by w kazdym dotku
znajdowaty si¢ dwa skrawki pochodzace od kazdego analizowanego osobnika.
Przeptukiwano je trzy razy w PBST, a nastepnie blokowano w 10% roztworze
surowicy koziej (ang. normal goat serum — NGS; Vector Laboratories) w PBST
przez 1 h w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie inkubowano tkanke z kroliczym
przeciwciatem anty-GFP (w stosunku 1:500, Invitrogen) oraz z przeciwcialem
pierwszorzedowym wykrywajacego biatko CRF (ang. Corticotropin Releasing
Factor, przeciwciato kurze, AB80360, ABCAM; rozcienczenie 1:500) w 1%
roztworze NGS wPBST w4°C przez 24 h. Nastgpnego dnia skrawki
wyplukiwano w PBST i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej
w roztworze przeciwcial drugorzedowych Alexa 488 skierowanych przeciwko
biatkom kréliczym (Invitrogen), w stosunku 1:500 oraz Alexa 647 skierowanych
przeciwko biatkom kurzym (Invitrogen), w roztworze PBST. Po uprzednim
wyptukaniu, w celu uzyskania preparatow mikroskopowych, skrawki byty
rozktadane na szkietkach podstawowych (Thermo Scientific) izamykane
szkietkami nakrywkowymi (Bionovo) przy uzyciu medium Fluoromount G
Medium. Analizy komputerowej obrazow dokonano zgodnie z procedurami

opisanymi w podrozdz. Analizy immunohistochemiczne.

6.6. Farmakologiczne blokowanie receptora OXY w CeA

6.6.1. Operacje stereotaktyczne

Zwierzeta W wieku ok. 4-6 miesigcy poddawano zabiegowi wszczepiania
kaniul prowadzacych. Zwierzeta usypiano za pomoca anestezji wziewnej
z wykorzystaniem izofluranu (4-5 jednostek przy przeptywie tlenu 2 L/min,
Aerrane, Baxter), nastepnie unieruchamiano na przystawce dla szczuréw (Gas
Anesthesia Rat Mask, Stoelting) zamontowanej w aparacie stereotaktycznym
(Model 940, KOPF). Po wejsciu w stan anestezji podawano zwierzetom
podskornie winian butorfanolu (1 mg/kg, Butomidor, Richter Pharma), a w celu
uniknigcia wysychania oczu nakladano na nie zel do oczu (Vidisic,

Bausch&Lomb/Dr Mann Pharma). W trakcie operacji szczury utrzymywano
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w statym stanie uspienia podajac wziewnie izofluran (1-2 jednostki przy
przeptywie tlenu 0,3 L/min; Krober 02, Krober). Usuwano owlosienie ze skory
glowy, odkazano obszar ciecia (Octenisept, Schulke & Mayr GmbH)
I wykonywano nozyczkami ciecie 0 dlugosci okoto 1,5 cm wzdtuz centralnego
szwu czaszki. Na powierzchni¢ rozcigtej skory nakladano warstwe zelu
z chloroworkiem lignokainy (Lignocainum Jelfa, 20mg/g), czaszkg¢ oczyszczano
przy pomocy diuta chirurgicznego i patyczkéw kosmetycznych. Wyznaczano
punkty bregma ilambda ipoziomowano ustawienie glowy na podstawie
wysokosci obu punktow (dopuszczalna rdéznica poziomu wynosita 0,2 mm).
Nastepnie Wyznaczono punkty nawiercen iwiercono 4 otwory (wiertarka
Microtorque 11, tech2000, wiertto 0,6 pum, Ram Products). Z przodu i z tytu
czaszki osadzano dwie S$ruby stabilizujace, wykonane ze stali nierdzewnej.
Nastepnie implantowano kaniule prowadzace wykonane ze stali nierdzewnej
(Plastics One). Kaniule umieszczano obustronnie w CeA: przod-tyt (AP), -1,8
mm; przysrodkowo-bocznie (ML), £3,8 mm; oraz grzbietowo-brzusznie (DV),
—7,2 mm — mierzone od opony twardej (Paxinos, 2008). Umieszczone tak kaniule
I Sruby stabilizacyjne zalewano masg dentystyczng (Duracryl, Spofa Dental). Po
zastygnieciu cementu dentystycznego, jesli byta taka potrzeba, skore glowy
zaszywano. Na brzegi rozcigtej skory naktadano krem Triderm (Schering-
Plough), podawano podskornie kwas tolfenamowy jako srodek przeciwbolowy
I przeciwzapalny (4 mg/kg; Tolfedine, Vetoquinol) oraz antybiotyk
enrofloksacyne (5mg/kg; Baytril, Bayer). Zeby uniknaé¢ odwodnienia zwierzetom
podawano podskornie 1 ml roztworu soli fizjologicznej (0.95% NacCl,
Polpharma). Po zakonczeniu operacji zwierzeta trzymano w czystej klatce
z podtozem podgrzewanym na macie grzewczej, do momentu wybudzenia.
Podanie lekow Tolfedine i Baytril powtarzano przez kolejne 3 dni po operacji.
Zwierzetom umozliwiano catkowita rekonwalescencje, a doswiadczenia
behawioralne wykonywano 3-6 tygodni po operacjach chirurgicznych. Wszystkie
materiaty 1 powierzchnie okoto operacyjne sterylizowano poprzez zastosowanie
roztworu silnie utleniajagcego (Domestos, Unilever) lub przy pomocy ptynu do
dezynfekcji (Aerodesin 2000, Lysoform), a materiaty dodatkowo autoklawowano.

W czasie operacji korzystano ze szczypczykoéw chirurgicznych, retraktora oraz
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pesety chirurgicznej. Aby zabezpieczy¢ Kkaniule przed zabrudzeniem,

umieszczano w nich zatyczki wykonane ze stali nierdzewnej.

6.6.2. Blokowanie receptora OXY za pomoca antagonisty

L-371,257 podczas spolecznego transferu strachu

Po przetransportowaniu zwierzat do pomieszczenia do$wiadczalnego
wyjmowano z klatki domowej szczura - obserwatora w celu wykonania infuzji.
Zwierze byto delikatnie unieruchamiane, wyjmowano z kaniul zatyczki ochronne,
anastepnie do kazdej znich wprowadzano igle iniekcyjng (Plastics One)
podiaczong do strzykawki Hamiltona zainstalowanej w mikropompie (Harvard
Apparatus). Infuzje prowadzono réwnoczesnie 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 okoto 60 sekundach po umieszczeniu igly w kaniuli prowadzacej
wlaczano mikropompe. Roztwor L-371,257 lub DMSO podawano obustronnie do
CeA, 1 mm ponizej kaniuli prowadzacej przez 120 sekund (predkos¢ infuzji 0,5
ul/min). Zeby umozliwié¢ petng dyfuzje podanej substancji, igly iniekcyjne
zostawiano w miejscu podania przez kilka minut po zakonczeniu infuzji. Po
wyjeciu igiet iniekcyjnych, umieszczano zatyczki ochronne w kaniulach,
azwierz¢ wkladano do klatki domowej bez pokrywy, w obudowie
uniemozliwiajgcej ucieczke, gdzie oczekiwato na demonstratora przez okoto 15
minut. Po 20 minutach od infuzji przeprowadzano opisany powyzej test

spotecznego transferu strachu.

6.7. Mapowanie aktywnych polaczen wstepujacych
| zstepujacych CeA

6.7.1. Operacje stereotaktyczne

Operacje stereotaktyczne zostaly przeprowadzone na 10 szczurach: 5
szczurach szczepu Wistar (ostatecznie zanalizowano potaczenia U2 zwierzat,
pozostate nie byly analizowane ze wzgledu na zlg lokalizacj¢ znacznikow
potaczen) i 5 szczurach szczepu PSD95:Venus (ostatecznie wykonano analize dla

3 zwierzat, pozostale nie byly analizowane ze wzgledu na zla lokalizacje
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znacznikow polaczen). Zwierzgta usSypiano za pomocg anestezji wziewnej
z wykorzystaniem izofluranu (4-5 jednostki przy przeptywie tlenu 2 L/min,
Aerrane, Baxter), z wykorzystaniem przystawki dla szczuréw (Gas Anesthesia
Rat Mask, Stoelting) zamontowanej w aparacie stereotaktycznym (Model 940,
KOPF). Po wejsciu w stan anestezji podawano zwierz¢tom podskdrnie winian
butorfanolu (1 mg/kg, Butomidor, Richter Pharma), a wcelu uniknigcia
wysychania oczu naktadano na nie zel do oczu (Vidisic, Bausch&Lomb/Dr Mann
Pharma). W trakcie operacji szczury utrzymywano w cigglym stanie uspienia
podajac wziewnie (2-2,5 jednostki przy przeptywie tlenu 0,4 L/min; Kréber 02,
Krober). Usuwano owlosienie ze skory glowy, odkazano obszar cigcia
(Octenisept, Schulke & Mayr GmbH) i wykonywano ciecie za pomocg skalpela
(Swann Morton, rozmiar 21) o dlugosci okoto 1,5 cm wzdtuz centralnego szwu
czaszki. Na powierzchni¢ rozcigtej skory nakladano warstwe Zelu
z chlorowodorkiem  lignokainy  (Lignocainum Jelfa, 20mg/g), czaszke
oczyszczano przy pomocy dhluta chirurgicznego i patyczkéw kosmetycznych,
a nastepnie Wyznaczano punkty: bregmy (przecigcie szwu strzatkowego ze szwem
wiencowym) i lambdy (przecigcie szwu strzatkowego z katem szwu wegtowego)
I weryfikowano poprawne ustawienie czaszki na podstawie wysokosci obu
punktow (dopuszczalna roznica poziomow wynosita 0,2 mm). Wyznaczano
miejsca nawiercen 0 koordynatach - przod-tyt (AP): -1,8 mm; przysrodkowo-
bocznie (ML): £3,8 mm,; oraz grzbietowo-brzusznie (DV): —7,5 mm, mierzone od
opony twardej (Paxinos, 2008). w wyznaczonych punktach wykonywano otwory
w czaszce (wiertarka Microtorque Il, tech2000, wiertto 0,6 pm, Ram Products),
wprowadzano przez nie igle (NF35BV-2, World Precision Instruments)
zamontowang na strzykawce Nanofil (10 pl, World Precision Instruments). Po
wprowadzeniu iglty 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  postgpujacego  (anterogradnego): lektyny PHA-L
skoniugowanej z Alexa Fluor 594 (Invitrogen; Molecular Probes) szczurom PSD-
95:Venus. Predkosé¢ infuzji wynosita w obu przypadkach 100 nl/min (pompa
UMP3, sterownik micro 4; World Precision Instruments USA). Po zakonczeniu

infuzji czekano 5 min, aby umozliwi¢ dyfuzj¢ podanego ptynu w tkance, a potem
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powoli wysuwano igle z mozgu. Nastepnie wykonywano identyczna iniekcjg
w drugiej potkuli. Po wykonaniu obu infuzji czaszke szczura osuszano za pomoca
patyczka kosmetycznego, astrzykawke Nanofil doktadnie plukano w 70%
roztworze etanolu (POCH). Skoére gtowy zaszywano (ni¢ chirurgiczna 3/8 z igla
4/0; Dafilon), naktadano na nig krem Triderm (Schering-Plough), podawano
podskornie kwas tolfenamowy jako srodek przeciwbolowy i przeciwzapalny (4
mg/kg; Tolfedine, Vetoquinol) oraz antybiotyk enrofloksacyne (5mg/kg; Baytril,
Bayer). Zeby uniknaé odwodnienia zwierzetom podawano podskornie 1 ml
roztworu soli fizjologicznej (0,95% NaCl, Polpharma). Po zakonczeniu operacji
zwierzeta trzymano w czystej klatce z podlozem podgrzewanym na macie
grzewczej az do momentu wybudzenia. Podanie lekéw Tolfedine i Baytril
powtarzano przez kolejne 3 dni po operacji. Zwierz¢tom umozliwiono catkowitg
rekonwalescencj¢, a stymulacje behawioralne wykonywano 3-6 tygodni po
operacjach chirurgicznych. Wszystkie materiaty i powierzchnie okotooperacyjne
sterylizowano poprzez zastosowanie roztworu silnie utleniajacego (Domestos,
Unilever) lub przy pomocy ptynu do dezynfekcji (Aerodesin 2000, Lysoform),
a materialy dodatkowo sterylizowano w autoklawie. W czasie operacji korzystano

ze szczypczykow chirurgicznych, retraktora oraz pesety chirurgicznej.

6.7.2. Znakowanie polaczen wstepujacych CeA

W celu wyznakowania potaczen wstepujacych wykorzystano uprzednio
opracowang technike obrazujaca polagczenia aktywowane przez okreslong
stymulacj¢ behawioralng. Technika ta taczy podawanie znacznikéw aksonalnego
transportu wstecznego z immunohistochemicznym znakowaniem aktywnych
neuronow (Orsini iin., 2011). Do barwien uwidaczniajagcych biatko c-Fos
w jadrach komoérkowych uzyto skrawkow moézgu pobranych od zwierzat, ktérym
uprzednio podano do CeA znacznik aksonalnego transportu wstecznego
(retrogradnego). Fluorescencja tego znacznika jest widoczna pod mikroskopem
bez koniecznosci dodatkowej detekcji. Skrawki umieszczono w plastikowej ptytce
12-dotkowej (Orange Scientific) tak, by w kazdym dotku znajdowaty si¢ dwa
skrawki pochodzace od kazdego analizowanego osobnika. Przeptukano je
trzykrotnie roztworem PBS (pH 7,4; Sigma), nast¢pnie blokowano w 5%

roztworze surowicy koziej (ang. normal goat serum — NGS; Vector Laboratories)
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w PBST (roztwor 0,3% Tritonu X-100, Poch; w PBS) przez 1,5 h w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie inkubowano tkanke z kroliczym przeciwciatem anty-c-Fos
(w stosunku 1:1000, Millipore) w 3% roztworze NGS w PBST w temperaturze
pokojowej przez 24 h. Nastepnego dnia skrawki wyplukano w PBST
i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej w roztworze
przeciwcial drugorzedowych Alexa 555 skierowanych przeciwko biatkom
kroliczym (Invitrogen), w stosunku 1:500, w roztworze PBST. Po uprzednim
wyptukaniu, w celu uzyskania preparatow mikroskopowych, skrawki byty
rozktadane na szkietkach podstawowych (Thermo Scientific) izamykane
szkietkami nakrywkowymi (Bionovo) przy uzyciu medium Fluoromount G

Medium.

6.7.3. Znakowanie polaczen zstepujacych CeA

Technika ta polegata na podaniu znacznika aksonalnego transportu
postepujacego (anterogradnego) do CeA szczurom transgenicznym PSD-
95:Venus. Pozwolito to na zlokalizowanie projekcji biegnacych z CeA do
neuronéw  aktywowanych  przez  strach  przekazywany  spotecznie
w analizowanych regionach mozgu. Ekspresja konstruktu PSD-95:Venus jest
kontrolowana przez zmodyfikowany promotor genu c-fos iwidoczna tylko
w pobudzonych neuronach, w ciele komorki idendrytach aktywowanych
komorek (szczegdly metody opisano w Knapska iin., 2012). Do barwien
uwidaczniajacych ekspresj¢ bialka reporterowego Venus uzyto skrawkow
moézgowych pobranych od zwierzat, ktorym uprzednio podano do CeA znacznik
aksonalnego transportu postepujacego (anteroradnego). Fluorescencja tego
znacznika jest widoczna pod mikroskopem bez konieczno$ci dodatkowej detekcji.
Skrawki umieszczano w plastikowej ptytce 12-dotkowej (Orange Scientific) tak,
by wkazdym dotku znajdowaty si¢ dwa skrawki pochodzace od kazdego
analizowanego osobnika. Przeptukiwano je trzy razy w PBST, a nast¢pnie
blokowano w 10% roztworze surowicy koziej (ang. normal goat serum — NGS;
Vector Laboratories) w PBST przez 1 h w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
inkubowano tkank¢ z kroliczym przeciwciatem anty-GFP (w stosunku 1:500,
Invitrogen) w 1% roztworze NGS w PBST w 4°C przez 24 h. Nast¢gpnego dnia

skrawki wyptukiwano w PBST i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze
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pokojowej w roztworze przeciwcial drugorzgdowych Alexa 488 skierowanych
przeciwko biatkom kroliczym (Invitrogen), w stosunku 1:500, w roztworze PBST.
Po uprzednim wyplukaniu, w celu uzyskania preparatow mikroskopowych,
skrawki byly rozktadane na szkietkach podstawowych (Thermo Scientific)
I zamykane szkietkami nakrywkowymi (Bionovo) przy uzyciu medium

Fluoromount G Medium.

6.8. Analiza komunikacji ultradzwiekowej podczas
spolecznego transferu strachu

Komunikacja ultradzwickowa byla nagrywana zuzyciem czterech
mikrofonow UltraSoundGate Condenser CM16 (o zakresie rejestracji 15 — 180
kHz; Avisoft Bioacoustics) umieszczonych w obudowie ochronnej otaczajacej
klatke¢ domowa podczas interakcji spotecznej, po jednym w kazdym rogu, przez
program Avisoft-RECORDER (wersja 5.2.06, Avisoft Bioacoustics), ktory
zapisywat dane w formacie plikéw *.wav. Nastepnie pliki, wyswietlone jako
kolorowy spektrogram, analizowano w programie RatRec (Rat-Rec Pro 5.0) po
uprzednim przetworzeniu przez transformatg¢ Fouriera (1024 albo 512, Hamming /
Hann window). Podczas analizy pod uwage brano dwa rodzaje wokalizacji
w pasmie czgstotliwosci okoto 50 kHz - takie ktorych czestotliwo$é moze byé
modulowana (ang. frequency-modulated; FM) oraz takie, ktorych czestotliwos¢
nie jest modulowana (ang. non-frequency modulated; non-FM), ich ksztalty na
spektrogramie byty wyszukiwane i zaznaczane recznie (Wohr iin., 2008). W
analizie wzieto rowniez pod uwage wokalizacje alarmowe o czgstotliwosci Ok.

22-kHz (ang. alarm calls), jednak nie zarejestrowano ich wyst¢gpowania.

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 normalno$¢ rozktadow
uzyskanych danych (test Shapiro-Wilka). W przypadku danych o rozktadzie
normalnym dane poréwnywano miedzy 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 poréwnania
dwoch grup). Do poréwnania z wartoscig teoretyczng uzywano testu t-Studenta
dla jednej proby. Jezeli hipoteza 0 zgodnosci rozktadu z rozktadem normalnym
zostala odrzucona, dalsze analizy przeprowadzano przy uzyciu testow
nieparametrycznych (test U Manna Whitneya). Dane przedstawiano na wykresach

jako wartos¢ $rednig + btad standardowy, p < 0,05 uznawano za istotng roznicg.

7. Wyniki

7.1. OKkreslenie na ile spoleczny transfer strachu
| bezposrednie warunkowanie strachu wspéldziela
obwody neuronalne w CeA

Okreslenie w jakim stopniu neurony aktywowane podczas spotecznego
transferu strachu sg zaangazowane W bezposrednie warunkowanie strachu stato
si¢ mozliwe dzigki rozwinieciu szczepu zmodyfikowanych genetycznie szczuréw
PSD-95:Venus. U zwierzat tych biatko reporterowe Venus podlega ekspresji pod
kontrolg promotora genu c-fos (Knapska i in., 2012). Dzi¢ki roznicy w lokalizacji,
a takze czasie usuwania tych biatek z komorki mozliwe stato si¢ wyznakowanie
specyficznych subpopulacji komorek odpowiadajgcych treningom
przeprowadzonym w okreslonym oknie czasowym (szczegoty w rozdz. Materiaty
i Metody).

Zwierzeta  poddane  zostaly  spotecznemu  transferowi  strachu
i warunkowaniu strachu w odstepie 24 godzin (So, n=8) lub, w przypadku grupy
kontrolnej, interakcji spotecznej po krotkiej separacji, a po 24 h warunkowaniu
strachu (NSo, n=8). W zwigzku z inng dynamika ekspresji konstruktu PSD-
95:Venus iendogennego biatka c-Fos mozliwe byto odroznienie komorek
aktywowanych przez interakcje spoteczng, ale nie przez warunkowanie strachu
(komorki  wyznakowane  wylacznie  przez  konstrukt  PSD-95:Venus)
I aktywowanych zaréwno przez interakcje spoteczng, jak i warunkowanie strachu
(komorki wyznakowane réwnoczesnie przez PSD-95:Venus i endogenne biatko c-
Fos, Knapska i in., 2012). Na podstawie atlasu mézgu szczura (Paxinos i Watson,
2013) podzielono CeA na cz¢s¢ boczng (ang. lateral, Cel) i przysrodkowa (ang.

medial, CeM) i z uwzglednieniem tego podziatu prowadzono analiz¢. Analiza ta
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pokazata, ze neurony aktywne w czasie interakcji z pobudzonym partnerem sa
aktywowane rowniez w czasie warunkowania strachu. Nastepnie poréwnano
wyniki grupy majacej interakcj¢ z pobudzonym emocjonalnie partnerem (So)
z grupg kontrolng, w ktorej interakcja nastepowata po krotkiej separacji (NSo).
Analizie statystycznej poddawano dane w postaci $redniego stosunku komorek
wyznakowanych podwojnie (w kierunku biatka c-Fos i przeciwciata GFP
wykrywajgcego biatko reporterowe Venus) do catkowitej liczby komorek
(wyznakowanych podwojnie na c-Fos i GFP oraz pojedynczo na GFP). Testy
prowadzono porownujac grupy So i NSo, osobno dla obszaréow CeL iCeM.
Zaobserwowano réznice pomigdzy grupg So i NSo w regionie CelL (test t
Studenta: t=4,49, df=14, p<0,0005, Ryc. 5).
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Neurony spotecznego strachu
aktywowane podczas warunkowania strachu
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Rycina 5. Neurony ,spolecznego strachu” w CeA aktywowane podczas
bezposredniego warunkowania strachu. A. Zdjecie preparatu wykonane z uzyciem
mikroskopu optycznego, widoczne jest podwojne znakowanie immunohistochemiczne:
biatko c-Fos (kolor czarny) i biatko reporterowe Venus (kolor fioletowy). Czarng linig
zaznaczono jadra podstawne (BA), boczne (LA) oraz cze$¢ przysrodkowg (CeM)
i boczng (CelL) CeA, po prawej powigkszone fragmenty zdje¢. B. Udzial neuronow
aktywowanych w czasie interakcji z pobudzonym partnerem w warunkowaniu strachu,
przedstawiony jako stosunek liczby komérek wyznakowanych réwnoczesnie przez c-Fos*
oraz GFP* do catkowitej liczby wyznakowanych komorek. Stwierdzono, ze poziom
wspotwystepowania jest nizszy w Cel, w grupie eksperymentalnej w stosunku do grupy
kontrolnej. Wynik ten sugeruje, ze transfer strachu aktywuje réwniez grupe komorek
niezwigzang Z bezpos$rednim warunkowaniem strachu. Wykres przedstawia dane jako
warto$¢ srednig + btad standardowy, ***p<0,001.
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7.2. Poréwnanie wzoréw zachowania podczas interakcji
z przestraszonym partnerem (DZIEN 1) z efektami
stymulacji optogenetycznej neuronéw ,,spolecznego
strachu” (DZIEN 2)

Wyniki eksperymentow przeprowadzonych uprzednio (Knapska i in.,
2006) z uzyciem c-Fos jako znacznika aktywacji neuronéw pokazaty, ze istnieje
wzor ekspresji charakterystyczny dla spotecznego transferu strachu, w ktorym
obserwuje si¢ podwyzszong aktywacje neuronéw w CeA. Przeprowadzenie
eksperymentu, ktory pozwolitby na badanie funkcji neuronow aktywowanych
przez spoteczny transfer strachu stalo si¢ mozliwe dzigki rozwojowi technik
optogenetycznych. Narzedzie to umozliwia okresowe pobudzanie lub hamowanie
aktywnosci wybranych komoérek w czasie trwania testu behawioralnego.

W celu okreslenia funkcji neuronow ,spolecznego strachu” w CeA,
wykorzystano konstrukt niosacy sekwencje¢ kodujaca opsyne ChR2, ktorego
ekspresja zachodzi pod kontrolag promotora c-fos. Zwierzeta podzielono na pary,
losowo wyznaczonym obserwatorom podano do CeA wektor AAV
i zaimplantowano kaniule optogenetyczne. Nastepnie pary demonstrator-
obserwator podzielono na dwie grupy: eksperymentalng ,,So” i kontrolng ,,NSo”.
Ze wzgledu na charakterystyke dzialania promotora c-fos, zastosowany konstrukt
genetyczny wymaga zaindukowania jego ekspresji poprzez stymulacje
behawioralng i ok. 24 h na uzyskanie jego ekspresji pozwalajacej na efektywne
manipulowanie aktywnoscia neuronéw (Andraka iin., 2020; schemat
eksperymentu przedstawia Ryc. 6, zob. tez sekcje Materiaty i Metody).

Pierwszego dnia eksperymentu ekspresja konstruktu zaindukowana zostata
poprzez interakcjg obserwatora z przestraszonym demonstratorem (grupa So, n=8)
lub poprzez interakcje z demonstratorem nie poddanym zadnemu treningowi, ale
eksponowanym na nowe srodowisko (grupa NSo, n=8). Po 24 h specyficzne
grupy neuronéw byly stymulowane pulsacyjnie niebieskim §wiatlem (szczegoty
w rozdziale Materialy i Metody), w trwajacych 3 minuty okresach ON i OFF
podczas interakcji spotecznej (z niepoddanym treningowi demonstratorem).
Wykonano réwniez kontrolny eksperyment behawioralny, w ktorym testowano
obserwatorow poddanych spotecznemu transferowi strachu pierwszego dnia
I kontrolnej interakcji spotecznej drugiego dnia (So Ctrl), zeby sprawdzié, czy
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spoteczny transfer strachu ma wptyw na nastgpujaca drugiego dnia interakcje
spoteczng (szczegoty eksperymentu opisano w kolejnym podrozdziale).

Analiza zachowania szczurow wykazata, ze stymulacja optogenetyczna
neurondw ,,spotecznego strachu” w CeA (DZIEN 2) wywotata efekty podobne do
tych obserwowanych podczas wlasciwego transferu strachu (DZIEN 1).
Obserwowano przede wszystkim wzrost czasu spedzonego na wykonywaniu
stojek. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami (sesja)
potwierdzita istotno$¢ interakcji grupa X miara behawioralna X sesja:
F(6,126)=4,02, p=0,001, a zaplanowane poréownania pokazaty istotnos¢ czynnika
sesji (dzien 1, dzien 2 ON idzien 2 OFF), zob. Ryc. 6. W dalszej kolejnosci,
stosujac dwuczynnikowa analize wariancji porownano zachowania obserwatorow
stymulowanych optogenetycznie (So ON) z zachowaniem obserwatorow, ktorzy
nie byli stymulowani optogenetycznie, ale zostali poddani transferowi strachu
poprzedniego dnia (So Ctrl, DZIEN 2, n=5) wykazujac, ze wzrost czasu
spedzanego na wykonywaniu stojek 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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Rycina 6. Poréwnanie wzoru zachowan podczas interakcji z przestraszonym
partnerem (DZIEN 1) zefektami stymulacji optogenetycznej neuronéw
»spolecznego strachu” (DZIEN 2). A. Schemat spotecznego transferu strachu. W dniu
eksperymentu pary obserwator-demonstrator rozdzielano, demonstrator zostat poddany
warunkowaniu strachu (a w grupie kontrolnej ekspozycji na klatke treningowa, bez
podawania szokow elektrycznych). Niezwlocznie po treningu demonstrator wracat do
klatki domowej, gdzie nastgpowal spoteczny transfer strachu (w grupie kontrolnej
interakcja spoleczna po separacji). B. Schemat eksperymentu. Pierwszego dnia
przeprowadzono stymulacj¢ behawioralng - spoteczny transfer strachu (So Ctrl), a
w grupie kontrolnej - interakcje po separacji (NSo Ctrl). Po 24 h obserwatorow poddano
stymulacji optogenetycznej w 3-minutowych okresach ON/OFF w tescie interakcji
spotecznej. C. Wykres przedstawia procent jaki stanowito dane zachowanie (stojki,
eksploracja pozioma, zachowania spoteczne) podczas trwania testu. W pierwszym dniu
zaobserwowano réznice W Srednim czasie trwania stojek pomiedzy grupami NSo Ctrl
i So Ctrl. W drugim dniu analiza wykazata réznice migdzy $rednimi czasami trwania
stojek podczas stymulacji optogenetycznej, w grupie So podczas okresu ON zanotowano
znaczny wzrost czasu trwania stojek. Wykazano rowniez wzrost czasu trwania stojek
podczas stymulacji optogenetycznej w grupie So ON w poréwnaniu do grupy
niestymulowanej optogenetycznie (So ns). Wyjasnienie skrétowych oznaczen na
wykresie - DZIEN 1: So Ctrl — spoteczny transfer strachu prowadzony pierwszego dnia,
NSo Ctrl — kontrolna interakcja spoteczna prowadzona pierwszego dnia, DZIEN 2: So
ON - Stymulacja optogenetyczna (okres ON) podczas interakcji spotecznej prowadzonej
drugiego dnia w grupie So, NSo ON - Stymulacja optogenetyczna (okres ON) podczas
interakcji spotecznej prowadzonej drugiego dnia w grupie NSo, So OFF — brak
stymulacji optogenetycznej (okres OFF) podczas interakcji spotecznej prowadzonej
drugiego dnia w grupie So, NSo OFF — brak stymulacji optogenetycznej (okres OFF)
podczas interakcji spotecznej prowadzonej drugiego dnia w grupie NSo, So ns -
kontrolna interakcja spoteczna prowadzona drugiego dnia w grupie poddanej
spotecznemu transferowi strachu poprzedniego dnia. Wykres przedstawia dane jako
warto$¢ $rednig + blad standardowy, *p < 0,05, **p<0,01.
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7.2.1. Analiza zachowania obserwatoréw podczas powtarzanych

interakcji spolecznych (eksperyment kontrolny)

Aby zbada¢, czy test spotecznego transferu strachu lub kontrolnej
interakcji spotecznej moze wywiera¢ wplyw na przebieg interakcji majacej
miejsce nastepnego dnia oraz zbada¢ efekt wielokrotnego testowania
przeprowadzono eksperyment kontrolny. Test byt powtarzany w ciggu dwoch
nastepujacych po sobie dni, pary obserwator-demonstrator podzielono na dwie
grupy: NSo (n=4, grupa poddana kontrolnej interakcji spotecznej pierwszego
i drugiego dnia testu) oraz So (n=5, grupa poddana spotecznemu transferowi
strachu pierwszego dnia oraz kontrolnej interakcji spotecznej drugiego dnia). Nie
stwierdzono wpltywu powtorzenia testu na przebieg interakcji spotecznej (Ryc. 7),
co potwierdzita dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi
pomiarami (sesja), eksploracja pozioma, efekt sesji: F (1,7)=0,27, p=0,62, stojki,
efekt sesji: F (1,7)=0,06, p=0,812, zachowania spoteczne, efekt sesji: F
(1,7)=0,02, p=0,906).
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Rycina 7. Analiza zachowania obserwatoréw podczas interakcji spotecznych
powtarzanych w dwéch kolejnych dniach. Poréwnanie $redniego czasu trwania stojek,
eksploracji poziomej i zachowan spotecznych pierwszego i drugiego dnia testu, pomiedzy
grupami NSo (grupa poddana kontrolnej interakcji spotecznej pierwszego i drugiego
dnia) i So (grupa poddana spotecznemu transferowi strachu pierwszego dnia oraz
interakcji kontrolnej drugiego dnia). Analiza nie wykazata istotnych réznic pomigdzy
sesjami. Wykres przedstawia dane jako wartos¢ srednig + btad standardowy.
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7.2.2. Wplyw interakcji z obserwatorem poddanym stymulacji

optogenetycznej na zachowanie demonstratora

Podczas stymulacji optogenetycznej obserwatorow Z grupy
eksperymentalnej, zaobserwowano zmiany w zachowaniu demonstratorow
(wzrost $redniego czasu trwania eksploracji poziomej istojek, Ryc. 8).
Obserwacje t¢ potwierdzity wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji, ktoéra
wykazata istotno$¢ interakcji grupa x miara behawioralna: F(2,22)=3,58,
p=0,0452. Test post-hoc najmniejszych istotnych réznic (NIR) Fishera wykazat
roznicg miedzy grupami NSd i Sd w $rednim czasie trwania eksploracji poziomej

oraz w srednim czasie trwania stojek.
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Rycina 8. Wplyw interakcji z obserwatorem poddanym stymulacji optogenetycznej
na zachowanie demonstratora. Zaobserwowano spadek czasu trwania eksploracji
poziomej i wzrost czasu trwania stojek w grupie Sd w stosunku do grupy NSd. Wykres
przedstawia dane jako warto$¢ $rednig + biad standardowy, *p < 0,05. NSd (n=6) —
demonstrator podczas interakcji spotecznej z obserwatorem z grupy kontrolnej, Sd (n=7)
— demonstrator podczas interakcji spotecznej z obserwatorem z grupy eksperymentalnej.
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7.3. Zmiany eksploracji u obserwatoréw poddanych
stymulacji optogenetycznej

Nastepnie badano funkcje neuronow ,,spotecznego strachu” w kontekscie
niespotecznym. Uprzednio pokazano, ze w wyniku spotecznego transferu strachu
ro$nie poziom ekspresji biatka c-Fos w CeA, a takze, ze interakcja spoteczna po
krotkiej separacji (w grupie kontrolnej) skutkuje relatywnie wysokim poziomem
biatka c-Fos wtym jadrze. Natomiast u demonstratorow poddanych
bezposredniemu warunkowaniu strachu poziom biatka c-Fos w CeA jest niski
(Knapska i in., 2006). Wynik ten sugeruje, ze ekspresja c-Fos w grupie kontrolnej
NSo moze mie¢ okreslone znaczenie funkcjonalne. Dlatego w opisanym ponizej
doswiadczeniu zdecydowano si¢ zbada¢ rowniez grupe zwierzat przebywajacych
w klatce domowej (grupa kontrolna HC, zwierze¢ta z podstawowa ekspresja c-Fos,
przyzwyczajone do eksperymentatorow, nie poddane zadnym treningom
behawioralnym, a wdniu pobierania tkanek zabrane bezposrednio z klatek
domowych). W pierwszym kroku poréwnano poziom ekspresji c-Fos w CeA, we
wszystkich  badanych grupach (So, n=6; NSo, n=8; HC, n=6).
Immunohistochemiczna detekcja biatka c-Fos pokazata silng aktywacje CeA
w grupie So zaréwno w stosunku do grupy HC (t=4,738, df=10, p=0,0008), jak
tez w stosunku do grupy NSo (t=2,58, df=12, p=0,0241), zob. Ryc. 9.
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Rycina 9. Srednia gestos¢ komérek c-Fos pozytywnych w trzech grupach
behawioralnych. Zwierzeta bez stymulacji behawioralnej (HC, n=6), z interakcja po
separacji (NSo, n=8) oraz ze spotecznym transferem strachu (So, n=6). Wykryto istotng
roéznice migdzy grupa So i grupami HC i NSo. Wykres przedstawia dane jako warto$é¢
$rednia + btagd standardowy, *p<0,05, ***p<0,001.
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A.

Poniewaz uprzednio zaobserwowano, ze podczas stymulacji neuronow
CeA zaangazowanych W spoteczny transfer strachu w teécie interakcji spoteczne;j
szczury wykazywaly wzmozenie zachowan takich jak stojki ieksploracja
postanowiono zbada¢ ich zachowanie w tescie eksploracji nowego $rodowiska
I sprawdzi¢ czy stymulacja specyficznej subpopulacji neuronow aktywowanej
podczas spolecznego transferu strachu moze wywolaé uzwierzat wzmozenie
zachowan majacych na celu szacowanie ryzyka. W tym celu opracowano test
eksploracji. Aparat do testu eksploracji znajdowat si¢ w zacienionym pokoju.
Szczury jako zwierzeta nocne, zyjace W norach, preferuja zamknigte, ocienione
miejsca wzglgdem otwartych ioswietlonych (Denenberg, 1969). Majac na
wzgledzie te preferencje, w jednym rogu aparatu umieszczono zrodio $wiatla,
wyznaczajace Sferycznie oswietlony obszar na jego podtodze. Po przekatnej
natomiast, ustawiony zostal otwarty domek, stanowiacy schronienie dla

zwierzgcia oraz punkt startowy testu, zob. Ryc. 10)

schronienie
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Rycina 10. Schemat badania wzoréw eksploracji nowego $rodowiska
u obserwatoréw poddanych stymulacji optogenetycznej. A. Schemat testu eksploracji,
0znaczono potozenie domku stanowigcego schronienie i punkt startowy testu, oraz po
przekatnej - zroédto $wiatta. B. Schemat eksperymentu, pierwszego dnia przeprowadzono
stymulacj¢ behawioralng - spoteczny transfer strachu (a w kontroli: interakcje po
separacji), po 24 h poddano obserwatorow stymulacji optogenetycznej w 3-minutowych
okresach ON/OFF w tescie eksploraciji.
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W tescie eksploracji ocenie podlegat czas spedzony w domku, na
eksploracji aparatu oraz oswietlonego obszaru. Zwierzeta podzielono na pary,
losowo wyznaczonym obserwatorom podano do CeA wektor AAV
i zaimplantowano kaniule optogenetyczne. Nastepnie pary demonstrator-
obserwator podzielono na dwie grupy: eksperymentalng So i kontrolng NSo. Ze
wzgledu na charakterystyke dziatania konstruktu genetycznego eksperyment byt
prowadzony przez dwa dni (schemat eksperymentu: Ryc. 10). Pierwszego dnia
eksperymentu ekspresja konstruktu zaindukowana zostala poprzez interakcje
obserwatora z przestraszonym demonstratorem (grupa So, n=7) lub poprzez
interakcj¢ z demonstratorem nie poddanym zadnemu treningowi (grupa NSo,
n=6). Po 24 h specyficzne grupy neuronow byly stymulowane pulsacyjnie
niebieskim $wiattem (szczegdty w rozdziale Materialty i Metody), w trwajacych 3
minuty okresach ON i OFF w tescie eksploracji. Analizowano czas spgdzany na
eksploracji obszaru aparatu oraz czas spgdzony za Sciankami Schronienia
(unikanie). Poréwnywano okres podczas stymuacji optogentycznej (ON)
w grupach So i NSo w stosunku do okresu OFF. Nie zaobserwowano roznic
w srednim czasie unikania. Podczas analizy statystycznej zastosowano test t
Studenta dla jednej proby, porownanie do wartosci teoretycznej 0, oznaczajacej
brak zmiany (NSo: t=1,280 df=8 p=0,2364; So: t=0,2986 df=6 p=0,7753, Ryc.
11). Zaobserwowano tendencj¢ do zwigkszonej eksploracji w grupie NSo
(t=2,319, df=6, p=0,0595) i zwigkszong eksploracj¢ w grupie So (t=2,930, df=8,
p=0,0190). Zaobserwowano réwniez, ze podczas okresu ON liczba epizodow
eksploracji $wiatta wzrastata w obu badanych grupach (NSo i So). Efekt ten zostat
potwierdzony przez dwuczynnikowg analiz¢ wariancji z powtarzanymi pomiarami
(okres ON/OFF), efekt okresu ON/OFF. F (1, 11)=7,82, p=0,0174.
Zaobserwowano rowniez, ze W okresie ON $redni czas trwania epizodu
eksploracji $wiatta wzrastal tylko w grupie NSo. W analizie statystycznej
zastosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji z powtarzanymi pomiarami, ktéra
wykazata efekt grupy: F (1, 11)=5,86, p=0,0339. Nastgpnie wykonano test post-
hoc Holm-Sidaka, ktory potwierdzit ro6znice w Srednim czasie eksploracji $wiatta

w grupie NSo w stosunku do grupy So.
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Rycina 11. Wzory eksploracji nowego srodowiska u obserwatoréw poddanych
stymulacji optogenetycznej. A. Schemat wzoréw eksploracji w te$cie eksploracji.
Ryciny przedstawiaja kolejno od gory: unikanie - spgdzanie czasu za sciankami domku,
ocena ryzyka — zblizanie si¢ do zrodita $wiatta i ustawianie ciata w charakterystycznej
wyciggnigtej pozie (ang. stretch attended posture, Blanchard i Meyza, 2019) zakonczonej
zazwyczaj ucieczka za $cianki domku, eksploracja $wiatta - wchodzenie w o$wietlony
obszar. B. Wykresy przedstawiaja wptyw stymulacji optogenetycznej na zachowanie
zwierzat W tescie eksploracji. Wykres po lewej — nie zaobserwowano zmian w czasie
trwania unikania zarowno w grupie So, jak i NSo, po prawej — zaobserwowano wzrost
czasu trwania eksploracji w grupie So i tendencj¢ do zwigkszonej eksploracji w grupie
NSo. C. Na gérnym wykresie: wzrost liczby epizodow eksploracji swiatta obserwowany
w obydwu grupach w okresie ON. Na dolnym wykresie: czas trwania epizodu eksploracji
Swiatta wzrasta podczas stymulacji optogenetycznej (okres ON) tylko w grupie NSo.
Wykresy przedstawiaja dane jako warto$¢ srednia + btad standardowy, * p < 0,05.
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7.4. Wspoélwystepowanie znacznika aktywacji c-Fos
z OXY i hormonem uwalniajacym kortykotropine w CeA

W celu scharakteryzowania c-Fos pozytywnej subpopulacji neuronéw
zaangazowanej W spoteczny transfer strachu wykonano podwojne znakowanie
tego biatka z OXY i CRF w CeA. Wybrano OXY ze wzgledu na jej wlasciwosci
wyostrzajace uwage W Kierunku bodzcow spotecznych (Shamay-Tsoory i Abu-
Akel, 2016; Ferretti i in., 2019; Steinman i in., 2019). Analizie poddano rowniez
CRF, poniewaz neurony CRF+ w CeA podlegaja plastycznosci podczas uczenia
si¢ reakcji strachu, mimo, ze nie sa zaangazowane W jego ekspresj¢ w formie
reakcji zamierania (Sanford iin., 2017). Pobudzenie neuronéw CRF+ mogloby
zatem wyjasnia¢ czemu mimo braku reakcji zamierania podczas spotecznego
transferu strachu, zwierzgta tatwiej ucza si¢ tej reakcji nastepnego dnia.

W eksperymencie scharakteryzowano subpopulacje neuronéw w CeA
aktywowang W wyniku spotecznego transferu strachu. W tym celu szczury
podzielono na dwie grupy. Obserwatoréw z grupy So (poddanych spotecznemu
transferowi strachu) oraz NSo (poddanych kontrolnej interakcji spotecznej)
testowano wg schematu przedstawionego na Ryc. 6A. Nastgpnie, na wybranych
skrawkach ~ mozgu  przeprowadzono  barwienie  immunohistochemiczne
pozwalajace na wykrycie biatka c-Fos oraz OXY lub CRF. Na podstawie atlasu
mozgu szczura (Paxinos i Watson, 2013) podzielono CeA na czes$é boczng (Cel)
I przysrodkowa (CeM) i z uwzglednieniem tego podziatu prowadzono analize¢ nie
znajac przynaleznosci do grup eksperymentalnych poszczegolnych obrazow.
Analizie poddawano dane w postaci $redniego  stosunku  komorek
wyznakowanych podwajnie (w kierunku biatka c-Fos i okreslonego znacznika) do
catkowitej liczby komorek c-Fos dodatnich dla analizowanego obszaru. Testy
prowadzono porownujgc grupy So i NSo, osobno dla obszaréw CeL i CeM.
Zauwazono Wzrost poziomu wspotwystepowania znacznika c-Fos z OXY i CRF
w grupie eksperymentalnej. Dane uzyskane w analizie wspotwystepowania c-F0S
i OXY poddano testowi t Studenta (So, n=5, NSo, n=4). Test wykazal roznice
mi¢dzy grupami So i NSo w czesci Cel (t=5,29, df=7, p=0,0011) oraz w obszarze
CeM (t=3,68, df=7, p=0,0078). Dane uzyskane w analizie wspotwystepowania C-
Fos i CRF w grupach So (n=5) i NSo (n=3) poréwnano przy pomocy testu t
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Studenta dla obszaru CeL (t=2,47, df=6, p=0,0487) iCeM (t=2,50, df=6,
p=0,0464), zob. Ryc. 12.

Nastepnie, W CeA szczuréow szczepu PSD-95:Venus, przeprowadzono
potrojne znakowanie neurondéw aktywowanych podczas spotecznego transferu
strachu. Wykorzystano przeciwciato anty-GFP wykrywajace konstrukt PSD-
95:Venus, konstukt optogenetyczny znakujacy projekcje OXY zPVN
(wyznakowe mCherry) oraz przeciwcialo wykrywajace CRF. Na podstawie
atlasu mozgu szczura (Paxinos i Watson, 2013) podzielono CeA na czes¢ boczng
(CeL) iprzysrodkowa (CeM) i z uwzglednieniem tego podzialu prowadzono
analiz¢. Opisano stosunek badanych znacznikéow w obrebie aktywowanej
subpopulacji neuronéw GFP+. Eksperyment potwierdzit wysoki poziom
wspotwystepownia znacznikow CRF i OXY ze znacznikiem GFP w obydwu
regionach CeA. Analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic pomiedzy
obszarem CeM iCeL w poziomie wspolwystepowania wszystkich trzech
markerow GFP/OXY/CRF. Zaobserwowano natomiast zwiekszong liczebnosé¢
neuronow GFP+, ktore nie wspotwystepowaly z zadnym z badanych znacznikow
w obszarze CeL (test U Manna Whitneya, U=0, p=0,0286) w grupie So, zob. Ryc.
12.
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Rycina 12. Wspolwystepowanie biatka c-Fos z oksytocyna (OXY) ihormonem
uwalniajacym  kortykotropine (CRF) wCeA. A. Podniesiony poziom
wspotwystepowania wiokien OXY i c-Fos w grupie So w stosunku do NSo w obszarach
CeL iCeM. B. Podniesiony poziom wspotwystepowania hormonu uwalniajgcego
kortykotroping (CRF) i c-Fos w grupie So w stosunku do NSo w obszarach CeL i CeM.
C. Wspotwystepowanie znacznikow OXY i CRF w aktywowanych komorkach.
Przyktadowe zdjecie mikroskopowe przedstawiajgce obraz z trzech kanatdéw, kolejno:
PSD95:Venus: Alexa Fluor 488 (aktywowane komorki), mCherry: Alexa Fluor 555
(projekcje OXY z jadra przykomorowego), CRF: Alexa Fluor 647 oraz zdjecie faczone.
Wykresy przedstawiajg dane jako wartos¢ Srednia + btad standardowy, *p < 0,05, **p <
0,01.
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7.5. Zmiany zachowania obserwatoréw podczas testu
spolecznego transferu strachu w wyniku manipulacji
obwodem OXY w CeA

Wstepna charakterystyka neuronow aktywowanych przez spoteczny
transfer strachu w CeA wykazata, ze sa one unerwiane przez wiokna OXY. Aby
oceni¢ funkcje OXY w spotecznym transferze strachu przeprowadzono testy
majagce na celu farmakologiczne zablokowanie receptora OXY oraz
optogenetyczne uwolnienie OXY w CeA podczas spotecznego transferu strachu.
Podczas testow mierzono zachowanie obserwatoréw. Pary szczurdéw
demonstrator-obserwator podzielono na trzy grupy: OTA (n=8, obserwatorzy
zostali poddani lokalnemu zablokowaniu receptorow OXY w CeA), OXY (n=7,
obserwatorzy zostali poddani lokalnemu uwolnieniu OXY na zakonczeniach
aksonalnych  biegnacych zPVN do CeA, przy pomocy stymulacji
optogenetycznej), oraz CTRL (n=7, obserwatorzy zostali poddani infuzji DMSO
do CeA przed spotecznym transferem strachu). Wyniki w grupach OTA i OXY
wyrazono jako procent zmiany w stosunku do $rednich wynikow obserwowanych
w grupie CTRL. Zaobserwowano wptyw manipulacji obwodem oksytocynowym
na czas trwania stojek ieksploracji poziomej. W analizie statystycznej
wykorzystano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji, ktora wykazata istotno$é
interakcji grupa x miara behawioralna: F(2, 26)=7,12, p=0,0034. Test post-hoc
najmniejszych istotnych roznic (NIR) Fishera wykazat r6znice pomiedzy czasem
trwania stojek w grupach OTA i OXY (p=0,0250), atakze roznice pomigdzy
czasem trwania poziomej eksploracji w grupie OTA w stosunku do grupy OXY
(p=0.0300). Wyniki porownano takze do teoretycznej wartosci oznaczajacej brak
zmiany (100%). Poréwnanie to wykazato wzrost czasu trwania stojek w grupie
OTA (test t Studenta dla jednej proby, t=2,62, df=7, p=0.0345) oraz spadek czasu
trwania stojek w grupie OXY (test t Studenta dla jednej proby, t=2,46, df=6,
p=0.049), zob. Ryc. 13.
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Rycina 13. Zmiana zachowania obserwatoréw podczas testu spolecznego transferu
strachu wwyniku manipulacji obwodem oksytocynowym w CeA. Wykres
przedstawia czas trwania stojek, eksploracji poziomej i zachowan spotecznych w grupach
OTA 10OXY wyrazony jako procent zmiany w stosunku do $rednich wynikow
obserwowanych w grupie CTRL. Zaobserwowano wzrost czasu trwania stojek w grupie
OTA ijego spadek w grupie OXY. Ponadto w grupie OTA obserwowano mniej
eksploracji poziomej niz w grupie OXY. Wykres przedstawia dane jako warto$¢ $rednia
+ blad standardowy, *p < 0,05. OTA (n=8) — obserwatorzy, ktorzy zostali poddani infuzji
antagonisty receptora dla OXY do CeA przed testem spotecznego transferu strachu, OXY
(n=7) — obserwatorzy, ktorzy zostali poddani stymulacji optogenetycznej uwalniajacej
endogenng OXY do CeA.

7.6. Wzory eksploracji nowego Srodowiska przez
demonstratoréw testowanych niezwlocznie po spotecznym
transferze strachu z manipulacja obwodem
oksytocynowym w CeA obserwatorow

Poniewaz obecnosc¢ i stan emocjonalny partnera tego samego gatunku ma
wplyw na komfort i zachowanie zestresowanego osobnika (Kiyokawa i in., 2014;
Mikami iin., 2016), zdecydowano si¢ na przeprowadzenie drugiej czgsci
doswiadczenia, w ktorej oceniano wptyw kontaktu z obserwatorem poddanym

manipulacji obwodem OXY w CeA na zachowanie demonstratora. Niezwlocznie
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po tescie spotecznego transferu strachu demonstratorzy z grup OXY, OTA
I CTRL zostali poddani testowi eksploracji nowego srodowiska (opisanego
w podrozdziale 7.3, zob. Ryc. 10A). Nastepnie analizowano s$redni czas trwania
zachowan opisanych w Tab. 2 w rozdziale Materiaty i Metody. Zaobserwowano
réznice W czasie trwania eksploracji poziomej i unikania, wyrazonych jako
procent wszystkich zachowan w tescie. Dwuczynnikowa analiza wariancji
wykazata istotnos¢ czynnika grupy: F(1,13)=4,90, p=0,0454. Test post hoc
najmniejszych istotnych roznic (NIR) Fishera wykazal roznice w poziomej
eksploracji aparatu pomiedzy grupami OTA i OXY (p=0,0047) oraz w unikaniu
(definiowanym jako pozostawanie za $cianka schronienia) pomigdzy grupami
OTA i OXY (p=0,0005), zob. Ryc. 14.

Test eksploracji
100+ ok kok E3 otad
80- CTRLd

OXY d

Rycina 14. Wzory eksploracji nowego srodowiska u demonstratoréw poddanych
interakcji z partnerami, u ktérych manipulowano obwodem oksytocynowym w CeA.
Wykres przedstawia czas trwania stojek, eksploracji poziomej, eksploracji $wiatta oraz
unikania wyrazonych jako procent wszystkich zachowan u demonstratoréw z grup OTA,
OXY i CTRL. Zaobserwowano rozny wptyw manipulacji obwodem oksytocynowym
w CeA uobserwatorbw na eksploracj¢ ipoziom unikania = demonstratorow
eksponowanych na nowe $rodowisko. Wykres przedstawia dane jako warto$¢ $rednia +
btad standardowy, **p < 0,01, ***p<0,001, OTA d (h=8) — demonstratorzy poddani
testowi eksploracji tuz po spolecznym transferze strachu zudzialem obserwatoréw
z zablokowanymi receptorami oksytocny w CeA, CTRL d (n=7) demonstratorzy poddani
testowi eksploracji tuz po spotecznym transferze strachu zudzialem obserwatorow
poddanych infuzji DMSO do CeA, OXY d (n=4) — demonstratorzy poddani testowi
eksploracji tuz po spotecznym transferze strachu zudzialem obserwatorow
z optogenetycznie uwolniong OXY w CeA.
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7.7. Zidentyfikowanie funkcjonalnych projekcji do i
z CeA w strukturach aktywowanych przez strach
przekazywany spolecznie

W doswiadczeniu zbadano funkcjonalne potaczenia neuronéw CeA
zinnymi strukturami  moézgu aktywowanymi przez strach przekazywany
spotecznie. W tym celu wykorzystano dwie uprzednio opracowane techniki
obrazujace potaczenia aktywowane przez okre$long stymulacj¢ behawioralng.
Pierwsza z nich taczy podawanie znacznikéw aksonalnego transportu wstecznego
z immunohistochemicznym znakowaniem aktywnych neuronéw (Orsini iin.,
2011). Technika ta umozliwita zlokalizowanie regionéw mozgu, w ktorych
znajdujg si¢ neurony aktywowane przez strach przekazywany spotecznie,
wysylajacych projekcje do CeA. Wykaz struktur wzietych pod uwage w analizie
oraz wyniki w postaci liczby aktywowanych komorek, liczby komorek
z wyznakowanymi projekcjami wstecznymi oraz procenty aktywnych komorek
wysytajacych projekcje do CeA zostaly przedstawione w Tab. 3.

Druga technika polegata na podaniu znacznika aksonalnego transportu
postepujacego (anterogradnego) do CeA szczurom transgenicznym PSD-
95:Venus. Pozwolito to na zlokalizowanie projekcji biegnacych z CeA do
neuronow  aktywowanych  przez  strach  przekazywany  spotecznie
w analizowanych regionach mozgu. Ekspresja konstruktu PSD-95:Venus jest
kontrolowana przez promotor genu c-fos iwidoczna tylko w pobudzonych
neuronach. Sekwencje 3'UTR Arc oraz PSD-95 powodujg, ze konstrukt jest
obecny w ciele komorki idendrytach w okolicy zakonczen synaptycznych,
a biatko reporterowe Venus umozliwia zlokalizowanie aktywowanych komorek
(szczegoty metody opisano w Knapska iin, 2012). Dzigki temu mozliwe byto
okreslenie jaki procent komorek aktywowanych w badanych strukturach odbiera
projekcje z CeA. Wykaz struktur wzietych pod uwage w analizie oraz wyniki
w postaci liczby aktywowanych komorek, liczby komoérek z wyznakowanymi
projekcjami zstgpujacymi oraz procenty aktywnych komoérek otrzymujacych
projekcje z CeA zostaty przedstawione w Tab. 4. Uzyskane dane podsumowano
na Ryc. 15.
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Tabela 3. Projekcje do CeA aktywowane przez spoteczny transfer strachu.

Struktura mézgu Liczba komérek Procent
wyznakowanych aktywowanych
retrogradnie + SEM komorek
wysylajacych
projekcje do CeA
+ SEM
KORA:
Czegs¢ agranularna  kory 4,25+0,25 2642

wyspy (ang. agranular
insular cortex)

Czesé dysgranularna 14,5+5 23+6
i granularna kory wyspy
(ang.

Granular/dysgranular
insular cortex)

Brzuszna  cze$¢  kory 114 2248
przedczolowej (ang.

infralimbic cortex)

Grzbietowa czg¢s¢  kory 14,5£5 28+£5
przedczolowej (ang.

prelimbic cortex)

Zakret obreczy, obszar 1 11,5+2,5 43+22
(ang. cingulate cortex,

area 1)

PRZODOMOZGOWIE:

Jadro  podstawno-boczne 17+2 18+4,5

ciala migdatowatego (ang.
basolateral amygdala)

FORMACJA
HIPOKAMPA:

Obszar CAl hipokampa 13,542 34+3
(ang. field CA1 of the
hippocampus)
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Tabela 4. Projekcje z CeA aktywowane przez spoteczny transfer strachu.

Struktura mozgu Liczba Procent aktywowanych
aktywowanych  komérek odbierajacych
komérek +£ SEM  projekcje z CeA = SEM

PIEN MOZGU:

Grzbietowe jadro szwu. 74,5+1,8 100,0+0
Czgs¢  grzbietowa (ang.

dorsal  raphe nucleus,

dorsal part)

Grzbietowe jadro szwu. 124,34+2.6 100,0+0
Brzuszna cz¢s¢ (ang. dorsal
raphe nucleus. Ventral

part)
Grzbietowe jadro szwu. 86,6+2,0 100,0+0
Czesc brzuszno-boczna

(ang. dorsal raphe nucleus.
Ventrolateral part)

Grzbietowe jadro szwu. 50,3+2,5 100,0+0
Czeg$¢  grzbietowo-boczna

(ang. dorsal raphe nucleus.

Dorsolateral part)

Grzbietowe jadro szwu. 50,3+0,9 100,0+0
Czg¢$¢ boczna. (ang. Dorsal
raphe nucleus. lateral part)

Jadro nakrywkowe 30,8+1,6 99,7+0,3
konarowo-mostowe  (ang.

Pedunculoponitine

tegmental nucleus)

Jadro nakrywkowe boczno- 39,6+7.4 94,1+5,9
grzbietowe (ang.

laterodorsal tegmental

nucleus)

Istota czarna (ang. 135,1£2,5 92,1+4,5
substantia nigra)

Pole retrorubalne (ang. 34,7+3.6 92,246,4
retrorubral field)

Brzuszny obszar nakrywki 22,3+0,0 80,0+0,0
(ang. ventral tegmental

area)

Jadra okotoramieniowe 34,3+8,5 88,0+£12,0

(ang. parabrachial nucleus)
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Tabela 4, cd. Projekcje z CeA aktywowane przez spoteczny transfer strachu.

Struktura mozgu Liczba Procent aktywowanych
aktywowanych  komérek odbierajacych
komérek +£ SEM  projekcje z CeA = SEM

PIEN MOZGU:

Jadro nerwu trojdzielnego 7,2+0,2 100,00
(ang. nucleus of the
trigeminal nerve)

PRZODOMOZGOWIE:

Jadro tozyskowe prazka 73,1£21,4 79,1+10,6
krahcowego  (ang.  bed
nucleus of stria terminalis)

Galka blada (ang. globus 30,4443 78,7+0,6
pallidus)

Jadro  ogoniaste  (ang. 92,2+8,5 78,7+0,5
caudate putamen)

Istota bezimienna (ang. 45,0+£16,6 71,7+10,5
substantia innominata)

PODWZGORZE

Pole podwzgorzowe 27,8+10,4 90,1+6,8

grzbietowe (ang. dorsal
hypothalamic area)

Pole zaskrzyzowaniowe 56,5+3,6 74,7+13,8
(ang. retrochiasmatic area)

Jadro brzuszno- 41,1£3,6 72,8+13,2
przysrodkowe (ang.
ventromedial hypothal nu)

KORA:

Kora s$rodwechowa (ang. 140,9+24 .4 80,5£1,0
perirhinal cortex)
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Rycina 15. Schematycznie przedstawienie projekcji wehodzacych do i wychodzacych
z CeA aktywowanych przez spoleczny transfer strachu. A. Projekcje wchodzace do
CeA — wielkosc¢ kot jest proporcjonalna do liczby komorek wyznakowanych retrogradnie.
B. Projekcje wychodzace z CeA - wielkos¢ kot jest proporcjonalna do procenta
aktywowanych komorek odbierajacych projekcje z CeA. Wyjasnienie skrotow oznaczen
na wykresie: AID (ang. agranular insular cortex, dorsal) — agranularna kora wyspy,
cze$¢ grzbietowa, AIV (ang. agranular insular cortex, vental) — agranularna kora
wyspy, cze¢s¢ brzuszna, BLA (ang. basolateral amygdala) — jadro podstawno-boczne
ciala migdatowatego, Cgl (ang. cingulate cortex, area 1) — zakret obreczy, obszar 1,
DI (ang. dysgranular insular cortex) — dysgranularna kora wispy, DRN (ang. raphe
nuclei, dorsal) — jadra szwu, cz¢$¢ grzbietowa, Gl (ang. granular insular cortex) —
granularna kora wispy, IL (ang. infralimbic cortex) — brzuszna cze$¢ przysrodkowej
kory przedczotowej, PAG (ang. periaqueductal gray) - substancja szara
okotowodociggowa, PRH (ang. perirhinal cortex) — kora srodwechowa, STM (ang.
stria terminalis) — prazek krancowy.

@PRH @DRN ®PAG @ STM
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7.8. Komunikacja ultradzwiekowa podczas spolecznego
transferu strachu.

Wystepowanie wokalizacji ultradzwickowych jest szeroko badane
u szczurdéw laboratoryjnych (Schwarting, 2018). Tryle (ang. trills) to ok. 50-kHz
wokalizacje, ktorych czestotliwosci sa modulowane, a ich wystapienie wigzane
jest z emocjami o pozytywnej walencji (Mulvihill i Brudzynski, 2018). Ptaskie,
niemodulowane wokalizacje o czestotliwosci ok. 20-kHz wigzane sg natomiast
z emocjami 0 negatywnej walencji, sa one zazwyczaj obserwowane podczas
warunkowania strachu (Brudzynski, 2001). Postanowiono wigc zbadaé, czy
komunikacja ultradzwickowa ma miejsce podczas spotecznego transferu strachu
oraz, jesli tak, jaki jest profil wystepujacych wowczas wokalizacji. W tym celu
nagrywano i analizowano komunikacje ultradzwigkowa w parach obserwator -
demonstrator podczas spotecznego transferu strachu (So: n=5) i interakcji
spotecznej kontrolnej (NSo: n=4), do§wiadczenie byto prowadzone wg schematu
Z Ryc. 6A.

Uzyskane wyniki wskazuja na roéznice W liczbie wokalizacji
ultradzwiekowych pomiedzy grupami, nie zaobserwowano natomiast roznic w ich
czestotliwosci. W grupie poddanej spolecznemu  transferowi  strachu
zaobserwowano wiecej wokalizacji niz w grupie kontrolnej (test t Studenta
z korekta Welcha: t=2.406, df=7, p=0.0470). W obu grupach obserwowano
wokalizacje o podobnej czestotliwosci (test t Studenta z korekta Welcha: t=0,02,
df=4,36, p=0,2586), zob. Ryc. 16. Bardziej szczegdétowa analiza wokalizacji
wykazala, ze zdecydowana wigkszo$¢ pojawiajacych si¢ ultradzwickow to
ultradzwieki wysokoczestotliwosciowe (50 kHz i powyzej), wokalizacje 20 kHz

pojawiaty si¢ bardzo rzadko.
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Rycina 16. Komunikacja ultradzwiekowa podczas spolecznego transferu strachu. A.
Srednia liczba epizodow wokalizacji, poréwnanie pomiedzy grupami NSo i So. W grupie
So zaobserwowano wzrost sredniej liczby epizodoéw wokalizacji. B. Poréwnanie sredniej
czestotliwosci [kKHz] pomiedzy grupami NSo iSo, nie wykryto istotnych rdznic
pomiedzy grupami. Dane przedstawiono na wykresach jako warto$¢ $rednig + btad
standardowy, *p < 0,05.
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8. Dyskusja

8.1. Obwody aktywowane w CeA przez spoleczne
| niespoleczne bodzce §wiadczace 0 zagrozeniu

Podczas spotecznego transferu strachu w CeA obserwuje si¢ wzrost
poziomu biatka c-Fos. W przypadku braku wystepowania bodzcoéw 0 charakterze
zagrazajacym pochodzacych od demonstratorow, (i.e. w grupie kontrolnej,
podczas interakcji spotecznej po krotkiej separacji), w CeA rowniez obserwuje si¢
relatywnie wysoki poziom biatka c-Fos, cho¢ jest on nizszy niz podczas transferu
strachu. Natomiast u demonstratorow poddanych warunkowaniu strachu poziom
biatka c-Fos w CeA jest niski (Knapska i in., 2006).

Wezesniejsze badania pokazaly, ze spoleczny transfer strachu powoduje
przyspieszenie nabywania reakcji strachu u obserwatorow, cO mozna stwierdzi¢
podczas testu przeprowadzanego nastepnego dnia (Knapska i in., 2010). Efekt ten
moglby by¢ wyjasniony poprzez obnizenie progu potrzebnego do aktywowania
komorek nerwowych zaangazowanych w bezposrednie warunkowanie strachu.
Obnizony prog aktywacji powoduje, ze neurony tatwiej podlegaja procesom
plastycznosci neuronalnej (Li iin., 2013; Penzo i in., 2014; Sanford i in., 2017).
Podwoéjne znakowanie immunohistochemiczne (konstrukt PSD-95:Venus
i endogenne biatko c-Fos) wykazato, ze populacja neuronow CeA
zaangazowanych W spoteczny transfer strachu w istotnej czgsci pokrywa sie
z populacja aktywowang podczas bezposredniego nabywania strachu, co jest
zgodne z przytoczong wyzej hipoteza. Jednakze pozostaje duza grupa neuronow
niezaangazowanych W bezposrednie warunkowanie strachu (okoto 35%).
Aktywacja dodatkowego podzbioru neuronow moze by¢ zwigzana z blokowaniem
reakcji zamierania w odpowiedzi na informacj¢ 0 odleglym zagrozeniu. Hipoteza
ta znajduje potwierdzenie wdanych literaturowych. Podanie $rodka
przeciwlgkowego (diazepamu) powoduje redukcje zamierania i wzrost aktywnego
unikania u szczuréw eksponowanych na klatke, w ktorej uprzednio warunkowano
u nich strach (Beck i Fibiger, 1995). U zwierzat tych zaobserwowano réwniez
wzrost ekspresji biatka c-Fos w CeA (Beck i Fibiger, 1995). Podobnie, diazepam
indukowat ekspresj¢ genu wczesnej odpowiedzi zif-268 w CeA (a doktadniej jego

czesSci bocznej), aefekt ten zostat zablokowany przez ekspozycje na bodziec
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bezwarunkowy (Malkani i Rosen, 2000). Obserwacje te sugeruja, ze Wzrost
poziomu biatka c-Fos w CeA jest powigzany z obnizeniem leku i podejmowaniem
aktywnych strategii dziatania w odpowiedzi na zagrazajacy bodziec. Obserwacje
te pozwolily postawi¢ hipoteze, ze podwyzszony poziom biatka c-Fos w CeA
podczas spotecznego transferu strachu wptywa na wystapienie U obserwatorow
zachowan majacych na celu szacowanie ryzyka (ang. risk assessment,
McNaughton i Corr, 2004; Blanchard i in., 2011).

Podsumowujgc, Sstwierdzono, ze podczas spotecznego transferu strachu
w CeA zostaje aktywowana specyficzna populacja c-Fos pozytywnych neuronéw,
zawierajaca podgrupe neuronéw aktywowanych réwniez podczas bezposredniego
nabywania strachu. Ponadto najprawdopodobniej, cze¢s¢ z aktywowanych

komorek odpowiada za szacowanie ryzyka.

8.2. Neurony ,,spolecznego strachu” a zachowania majace
na celu oszacowanie ryzyka

W niniejszej pracy postanowiono okresli¢ funkcje neuronéw ,,spotecznego
strachu”, a w szczegolnosci zbada¢ czy ich aktywacja ma wplyw na wystapienie
zachowan eksploracyjnych majacych na celu szacowanie ryzyka. Wiele testow
behawioralnych prowadzonych na pojedynczych osobnikach pokazato, ze
blisko$¢ zagrozenia ma decydujacy wplyw na wybor strategii obronnej
podejmowanej przez zwierzg. Blisko$¢ zagrozenia w danej sytuacji moze
zmienia¢ si¢ W czasie — ryzyko jest niskie w fazie poprzedzajacej kontakt
z drapieznikiem, wzrasta po jego wykryciu i osigga swoj szczyt kiedy drapieznik
jest wystarczajaco blisko by zaatakowac¢ (Blanchard i in., 1993; Fanselow, 1994;
Gray i McNaughton, 2003). Wedtug teorii hamowania behawioralnego J. Graya
zachowania majace na celu szacowanie ryzyka sa generowane przez konflikt
celow (zblizy¢ si¢ czy unikac). Konflikt ten skutkuje przypisywaniem przez mézg
bodzcowi wigkszego poziomu zagrozenia niz miatoby to miejsce w innym
kontekscie.  Istnienie  specyficznych  obwodow  neuronalnych ~ w CeA
odpowiedzialnych za przejécie od pasywnych strategii obronnych do zachowan
majacych na celu szacowanie ryzyka zostato potwierdzone w wielu badaniach,
w ktorych zwierzeta testowane byty pojedynczo (Gozzi iin., 2010; Haubensak

iin., 2010; Fadok iin., 2017). Wyniki te sa spdjne z postawiong W tej pracy
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hipotezg, ze specyficzna subpopulacja neuronow aktywowana podczas
spotecznego transferu strachu moze wywota¢ u zwierzgt wzmozenie zachowan
majgcych na celu szacowanie ryzyka.

Przeprowadzone eksperymenty pokazaty, ze podczas stymulacji neuronow
zaangazowanych W spoteczny transfer strachu w tescie wydtuzaty stojki. Ponadto,
stymulacja neuronow zaangazowanych W spoleczny transfer strachu w tescie
eksploracji nowego $rodowiska zwigkszyta wystepowanie ,,postawy wyciagnictej,
skierowanej w stron¢ bodzca” (ang. stretched attend posture) charakterystycznej
dla szacowania ryzyka (Blanchard i Meyza, 2019). Zachowanie to obserwowano
wielokrotnie podczas krotkich epizodéw eksploracji oswietlonego obszaru pola,
ktore najczesciej konczyly si¢ ucieczkami. Wszystkie obserwowane zachowania
s cCharakterystyczne dla fazy, w ktorej obecne sa bodzce informujace
0 potencjalnym, ale nie bezposrednim zagrozeniu. Co wazne, w grupie kontrolnej,
w ktorej zwierzeta wchodzity w interakcje z partnerem eksponowanym wczesniej
na nowe s$rodowisko, ale niepoddanym warunkowaniu strachu, stymulacja
obwodu neuronalnego aktywowanego podczas interakcji prowadzita do
wzmozonej eksploracji o charakterze nielekowym. Swiadczy otym wzrost
dhugosci epizodu eksploracji os$wietlonej, awersyjnej czegsci pola. Uzyskane
wyniki wskazuja zatem, ze przypisywanie przez obserwatorow wartosci bodzcom
moze zaleze¢ od specyficznych obwodéw aktywowanych w CeA.

Podsumowujgc, stymulacja c-Fos pozytywnej subpopulacji neuronow
aktywowanej przez spoteczny transfer strachu w CeA wywotuje zachowania
majace na celu oszacowanie ryzyka, a stymulacja c-Fos pozytywnej subpopulacji
neuronow aktywowanej przez spoleczng interakcje po separacji (w grupie

kontrolnej) wzmaga eksploracje charakterystyczng dla niskiego poziomu leku.

8.3. Modulujaca rola OXY oraz neuronéw CRF
pozytywnych w CeA w zachowaniach majacych na celu
oszacowanie ryzyka

W pracy scharakteryzowano subpopulacj¢ neuronéw aktywowang w CeA
podczas spotecznego transferu strachu pod wzgledem obecnosci OXY i hormonu
uwalniajgcego kortykotroping (CRF). Uzyskane dane wskazujg na podniesione
wspotwystgpowaniec  OXY i CRF podczas spotecznego transferu strachu
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w poréwnaniu do kontroli. Nastepnie wykonano potrojne znakowanie neuronow
CeA aktywowanych podczas spotecznego transferu strachu u szczuréw Szczepu
PSD-95:Venus wykrywajgc: konstrukt PSD-95:Venus, projekcje OXY z jadra
przykomorowego (konstrukt znakujacy zakonczenia aksonalne komorek OXY)
oraz biatko CRF. Potwierdzono wysoki poziom wspotwystepownia znacznika
CRF izakonczen OXY na neuronach aktywowanych podczas spotecznego
transferu strachu. Nastepnie, w celu zbadania roli OXY w CeA w spotecznym
transferze strachu zablokowano receptor dla OXY uzywajac antagonisty L-
371,257 izbadano zmiany w zachowaniu zwierzat spowodowane takag
manipulacja farmakologiczng. Podanie antagonisty OXY spowodowato
wzmozenie zachowan majacych na celu ocen¢ ryzyka (stojki ieksploracja)
u obserwatorow. Nastepnie zbadano wptyw uwalniania OXY w CeA na spoteczny
transfer strachu stymulujac optogenetycznie neurony oksytocynowe obwodu jadro
przykomorowe — jadro S$rodkowe ciala migdatowatego (PVN-CeA). OXY
uwolniona w ten sposob w CeA wptyneta na zredukowanie zachowan zwigzanych
Z oceng ryzyka u obserwatorow.

OXY odgrywa wazng, modulujacg rol¢ w przetwarzaniu bodzcoOw
spotecznych oraz ma wptyw na zwiazang z nimi plastycznos¢ neuronalng (Kirsch
i in.,, 2005; Marlin iin., 2015; Mitre iin., 2016). Jako neuromodulator moze
wplywaé na skierowanie uwagi na bodziec spoteczny i jego ocene (Marlin i in.,
2015). W ostatnich latach coraz wigkszag uwage zwraca obwod PVN-CeA
modulujacy ekspresje reakcji strachu ijego wygaszania (Knobloch iin., 2012;
Ferretti iin., 2019; Hasan iin., 2019). Jak pokazata przeprowadzona analiza
immunohistochemiczna  spoleczny  transfer  strachu  podnosi  poziom
wspotwystepowania OXY z biatkiem c-Fos w CeA w stosunku do kontrolnej
interakcji spotecznej. Postawiono wigc hipoteze, ze OXY odgrywa modulujgca
rolg w transferze strachu poprzez (1.) obnizenie poziomu leku u obserwatora
I umozliwienie zachowan eksploracyjnych oraz (2.) wzmozenie uwagi
obserwatora wobec spotecznych bodzcow negatywnych (takich jak: pobudzenie
motoryczne demonstratora, feromony alarmowe).

Analiza  zachowania  obserwatorow, U ktérych  optogenetycznie
aktywowano obwod PVN-CeA wcelu uwolnienia OXY w CeA wykazaty

znaczne obnizenie zachowan spotecznych 1 eksploracji. Wyniki badan na
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pojedynczo testowanych szczurach pokazujg, ze uwalnianie OXY w CeA
redukuje reakcje zamierania, poprzez aktywowanie lokalnego GABA-ergicznego
obwodu w bocznej czesci CeA (CeL). Obwod ten hamuje neurony wyjSciowe
znajdujgce si¢ W przysrodkowej czesci CeA iodgrywa kluczowg roleg
w redukowaniu Igku podczas wygaszania reakcji strachu (Knobloch iin., 2012;
Hasan iin., 2019). Uzyskane w przeprowadzonych doswiadczeniach dane
wskazuja na to, ze uwolnienie OXY w CeA podczas spotecznego transferu
strachu miato silne dziatanie przeciwlekowe, zmniejszajgc motywacje
obserwatorow do eksploracji bodzcow dostarczanych przez demonstratorow
I blokujac tym samym przeptyw informacji pomiedzy partnerami. Jest rowniez
prawdopodobne, ze obserwowany efekt dziatania OXY w duzej mierze byt
zalezny od kontekstu, w ktorym testowane byty szczury. Mozna przypuszczac, ze
poziom lIgku w klatce domowej byt nizszy niz w klatce do warunkowania strachu.
W eksperymentach Knobloch i in. (2012) po optogenetycznym uwolnieniu OXY
w CeA szczury zmniejszyly zamieranie w odpowiedzi na bodziec warunkowy,
autorzy nie raportujg jednak jaki charakter miata wzmozona ruchliwos¢ zwierzat,
czy byta to swobodna eksploracja czy szacowanie ryzyka, co pomogloby okresli¢
jak wiasciwosci kontekstu wptywaja na modulacje Igku przez oksytocyne.

Jesli dla wydajnego transferu strachu musza zosta¢ pobudzone komorki
odpowiedzialne zaréwno za wzmozong eksploracje, jak izamieranie (zob.
pierwszy podrozdziat Dyskusji), to mozna postawi¢ hipoteze, ze dziatanie OXY
obniza aktywnos$¢ neuronow odpowiedzialnych za ekspresje strachu w modelu
spotecznego transferu strachu. Hipoteza ta znalazta potwierdzenie w kolejnym
eksperymencie, w ktorym farmakologicznie zablokowano receptor OXY w CeA
U obserwatorow podczas spotecznego transferu strachu. W wyniku tego
eksperymentu obserwatorzy wykonywali dokonywali czgstszej oceny ryzyka.
Zintensyfikowanie zachowan majgcych na celu ocene ryzyka najprawdopodobniej
$wiadczy 0 podniesieniu poziomu leku u obserwatorow. Obecno$¢ o0sobnika
bedacego zrodlem informacji 0 zagrozeniu pobudzita obwod strachu
u obserwatora, a w potaczeniu z zablokowaniem receptora OXY reakcja zostata
wzmocniona poprzez mobilizacj¢ zwierzecia do monitorowania srodowiska

w celu aktywnego poszukiwania potencjalnie zagrazajacego bodzca.
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Zwazywszy na powyzsze Wyniki, postawiono pytanie - jaki czynnik, poza
blokowaniem przekaznictwa oksytocynowego, moze mie¢ wplyw na
intensyfikacje zachowan oceniajgcych ryzyko u obserwatorow? Poniewaz
aktywacja neuronow CRF w CeA jest wigzana z aktywna ekspresja (np. ucieczka)
oraz uczeniem si¢ strachu (Fadok iin., 2017) postanowiono przyjrze¢ si¢
obecnosci CRF w CeA podczas spotecznego transferu strachu. W zwiagzku z tym
wykonano analiz¢ immunohistochemiczng, ktora wskazata na rownie wysokie jak
w przypadku OXY wspotwystepowanie biatka c-Fos w CeA ze biatkiem CRF.
Dane literaturowe wskazuja, ze aktywacja neuronéw CRF+ w CeA redukuje
warunkowe zamieranie, wskazujac na antagonistyczna rol¢ tej grupy neuronéw do
subpopulacji somatostatynowej (SOM+), ktora jest zaangazowana W ekspresje
reakcji zamierania (Li i in., 2013; Fadok i in., 2017; Hartley i in., 2019). Hipoteze
te potwierdzajg w swojej pracy Sanford i in. (2017), pokazujac, ze neurony CRF+
ulatwiajg nabywanie reakcji strachu, ale nie jego ekspresje, a receptor CRFR1 jest
krytyczny dla uczenia si¢ 0 potencjalnie zagrazajacych bodzcach (zahamowanie
neuronéw przed sesja warunkowania strachu zredukowato zamieranie u myszy
zarowno podczas warunkowania, jak itestu pamigci strachu, efektu tego nie
obserwowano natomiast kiedy zahamowanie neuroné6w CRF+ nastepowato przed
testem pamigci strachu). Zatem populacja neuronéw CRF+ w CeA promuje
reakcje aktywne. Wykazano réwniez, ze neurony wrazliwe na oksytocyng w CeL
(odbierajace projekcje zjadra podstawno-bocznego) podlegaja wzmocnieniu
synaptycznemu podczas warunkowania strachu (w paradygmacie aktywnego
unikania (Terburg iin., 2018). Z drugiej strony autorzy tej pracy zaobserwowali
réwnolegle wzmocnienie wystepujace na neuronach niewrazliwych na oksytocyne
(w eksperymencie obserwowano roéwniez zamieranie u testowanych zwierzat)
i zasugerowali, ze ekspresja strachu wtym paradygmacie angazuje zaréwno
neurony SOM+, jak iantagonistyczne do nich CRF+. Wyniki uzyskane
W niniejszej pracy sugeruja, ze aktywacja obu tych subpopulacji (CRF+
I prawdopodobnie SOM+), odpowiedzialnych zarowno za ekspresje, jak i uczenie
si¢ reakcji strachu, ma miejsce podczas spotecznego transferu strachu, mimo iz
obserwatorzy nie przejawiajg reakcji zamierania. Wydaje sie, ze przesunigcie
rownowagi badanych subpopulacji w stron¢ neuronéw CRF+ umozliwia aktywng
eksploracje $rodowiska wcelu oceny ryzyka. Wyjasnialoby to dlaczego
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uwolnienie OXY w CeA zablokowalo transfer strachu (poprzez dziatanie
antagonistyczne do SOM+), a zablokowanie jej receptora wzmoglo transfer
strachu obserwowany jako wzrost zachowan majacych na celu szacowanie
ryzyka. W dalszych badaniach warta uwagi wydaje si¢ zatem interakcja pomiedzy
neuronami CRF+, SOM+ i OXY w CeA w kontroli spotecznie przekazywanego
strachu. W niniejszym projekcie probowano badaé kolokalizacje aktywowanych
neuronow 2z SOM, niestety przeciwcialo wykrywajagce SOM okazato si¢
niespecyficzne.

Podsumowujac, uwolnienie OXY w CeA ze wzgledu na silne dziatanie
przeciwlgkowe zmniejszyto motywacje obserwatorow do eksploracji bodzcow
wysylanych przez demonstratoréw i zablokowato przeptyw informacji pomigdzy
partnerami. Natomiast zablokowanie receptora OXY wzmogto spoteczny transfer
strachu. Natomiast dziatanie neuronéw CRF+ najprawdopodobniej umozliwia
aktywne zachowania majace na celu szacowanie ryzyka podczas spotecznego

transferu strachu.

8.4. Rola OXY w CeA a buforowanie spoteczne podczas
spolecznego transferu strachu

W celu zbadania jak manipulacja obwodem oksytocynowym CeA
U obserwatorow wplywa na zachowanie demonstratoréw, po tescie spotecznego
transferu strachu opisanego w powyzszym podrozdziale, wykonano drugg cz¢s¢
eksperymentu. Polegata ona na bezzwlocznym poddaniu demonstratoréw testowi
eksploracji. Zaobserwowano, ze w sytuacji, w ktorej u obserwatoréw blokowano
receptor OXY w CeA podczas spotecznego transferu strachu, demonstratorzy
wzmagali eksploracje, prawdopodobnie dzigki obnizonemu poziomowi Igku.
Odwrotnie, Kiedy u obserwatorow uwolniono oksytocyne w CeA, demonstratorzy
wykazywali wyzszy czas unikania, utrzymujac wysoki poziom leku. Sugeruje to,
ze stan obserwatora wywotlany uwolnieniem lub blokowaniem dziatania OXY
w CeA, wplywa na jakos$¢ spotecznego wsparcia, ktorego zrodlem dla
demonstratora podczas spotecznego transferu strachu jest obserwator.

Wptyw wsparcia spotecznego na polepszenie komfortu osob znajdujacych
si¢ W stresie jest szeroko obserwowany i badany wsréd ludzi (Kirschbaum i in.,

1995; Thorsteinsson i in., 1998). Efekt zredukowania stresu w obecnos$ci innych
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osobnikow jest obserwowany réwniez u przedstawicieli innych gatunkow, takze
gryzoni, zjawisko to nosi nazwe ,buforowania spotecznego” (ang. social
buffering, Hennessy iin., 2009; Kiyokawa i Hennessy, 2018). Na przykiad,
w modelu zaprezentowanym w pracy Kiyokawa iin. (2007) eksponowano pary
szczuroOw na warunkowy bodziec wywotlujacy strach, uwarunkowany tylko
u jednego ze zwierzat. Obecnos$¢ drugiego szczura blokowata reakcje zamierania
i aktywacje 0si podwzgorze-przysadka-nadnercza (os HPA, ang. hypothalamic—
pituitary—adrenal axis) uwarunkowanego uprzednio zwierzecia. Dodatkowo
wykazano, ze buforowanie spoteczne utatwia wygaszanie strachu (Mikami i in.,
2016). Spoteczna izolacja uszczuréw (hodowla w indywidualnych klatkach)
wplywata natomiast na wzrost zachowan Igkowych (mierzonych w tescie
otwartego pola), a hodowanie w grupie redukowato zachowania lgkowe, tagodzito
odpowiedzi ze strony uktadu neuroendokrynnego i uktadu krazenia na stres (Nair
I in., 2005; Kikusui iin., 2006) oraz obnizato sit¢ odruchu wzdrygniecia (ang.
acoustic startle reflex, ASR), ktory jest miarg pobudzenia emocjonalnego (Nair
i in., 2005). lzolacja spoteczna wplywala tez na zmiane ekspresji receptorow
OXY i CRF w moézgu (Nair iin., 2005). Nasze obserwacje sugerujg rowniez, ze
do zajscia buforowania spotecznego potrzebny jest aktywny udziat pozostatych
osobnikéw (Gorkiewicz iin., w przygotowaniu). Opisane powyzej wyniki
literaturowe sg zgodne z wynikami eksperymentu, w ktérym sztucznie uwolniono
endogenng oksytocyne W CeA poprzez stymulacje optogenetyczng. Dziatanie
przeciwlgkowe OXY w CeA u obserwatora skutkowato spadkiem zachowan
charakterystycznych dla spotecznego transferu strachu oraz zachowan
spotecznych, a w konsekwencji zaburzato buforowanie spoleczne strachu
demonstratora, na co wskazuje przezentowany przez niego podniesiony poziom
unikania w tescie eksploracji. Natomiast podczas farmakologicznego blokowania
receptora  OXY w CeA obserwatora obserwowano wzmozenie zachowan
majacych na celu szacowanie ryzyka oraz spolecznych zachowan
eksploracyjnych, co polepszyto efekt buforowania spotecznego (mierzony
u demonstratorow W tescie eksploracji). Mozna zatem wyciggna¢ wniosek, ze
wspoétdzielenie emocji strachu i zwigzana z tym aktywnos¢ CeA jest istotne
zarowno dla aktywnego przeptywu emocji strachu, jak i - posrednio - dla zjawiska

buforowania spotecznego uszczura. Ponadto, wyniki analizy komunikacji
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ultradzwigkowej wskazuja na pozytywne aspekty interakcji spotecznej podczas
spotecznego transferu strachu, wpierajac przedstawionong powyzej interpretacje.
Zaobserwowano bowiem wzmozenie wokalizacji ultradzwieckowych w pasmie
pozytywno-afiliacyjnym (50 kHz, Hamed i Kursa, 2020), nie zarejestrowano
natomiast wokalizacji alarmowych (22 KHz), charakterystycznych gtownie dla
zdarzen 0 negatywnej walencji.

Podsumowujgc, dla zajécia efektu buforowania spolecznego
u demonstratorow podczas spotecznego transferu strachu potrzebny jest aktywny
udzial obserwator6w wyrazony wzmozeniem zachowan majacych na celu
oszacowanie ryzyka oraz spotecznych zachowan eksploracyjnych. Interakcja
spoteczna podczas spotecznego transferu strachu zawiera elementy o pozytywnej
walencji, co posrednio potwierdza wystapienie ultrawokalizacji wigzanych

U szczurow ze zdarzeniami pozytywnymi.

8.5. Aktywacja projekcji wchodzacych do CeA przez
spoleczny transfer strachu

W niniejszej pracy analizowano aktywacj¢ funkcjonalnych projekcji
wchodzacych do CeA z czesci brzusznej i grzbietowej kory przedczotowej, czesci
agranularnej igranularnej kory wyspowej, obszaru CALl i zakretu zebatego
hipokampa oraz jadra podstawno-bocznego ciata migdalowatego. Ponizej
przedyskutowano potencjalne znaczenie projekcji, ktorych aktywacja byta

najsilniejsza.

8.5.1. Projekcje z kory wyspowej do CeA

Analiza funkcjonalnych projekcji z Al do CeA wykazata, ze znaczna czgs¢
(okoto 27%) neuronow Al wysytajacych projekcje do CeA jest aktywnych
podczas spotecznego transferu strachu. Do analizy wybrano przednia czes¢ kory
wyspy ze wzgledu na jej zaangazowanie W procesy empatyczne (Lamm i Singer,
2010) oraz istnienie obwodoéw pobudzanych zarowno przez bodzce spoteczne, jak
I niespoteczne (Keysers i Gazzola, 2009).

Neuroobrazowanie ludzkiego moézgu sugeruje, ze w Al oceniane jest
znaczenie bodzca spotecznego (Uddin, 2015). Rowniez u gryzoni wykazano, ze

Al odgrywa role w ocenie walencji oraz znaczenia bodzcoéw spotecznych (Menon
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I Uddin, 2010; Rogers-Carter iin., 2018). Prawdopodobne jest wiec, ze Al
bramkuje bodZce spoteczne, wysytajac informacje do innych struktur tylko
0 bodzcach o istotnym znaczeniu.

Niewiele wiadomo na temat funkcji projekcji Al-CeA. Natomiast,
w kontekscie zachowan spotecznych zbadano projekcje z Al do jadra potlezacego
(NAcc). U szczurow projekcje te sa selektywnie aktywowane podczas interakcji
z zestresowanym mtodym osobnikiem isg kluczowe, do tego aby obserwator
zblizyt si¢ do demonstratora (Rogers-Carter iin., 2018). Aktywno$¢ Al pod
niecobecnos¢ bodzcoéw spotecznych nie wptywata natomiast na zblizanie si¢ badz
unikanie obiektow nieozywionych (Rogers-Carter i in., 2018). Al wydaje si¢ wiec
w tym przypadku dziata¢ specyficznie w stosunku do bodzcow spotecznych, choé
nie jest potrzebna do zajscia typowej spotecznej interakcji pomiedzy naiwnymi
szczurami (Christianson iin., 2011). Zblizanie si¢ do milodszych i unikanie
starszych osobnikow moze mie¢ swoje zrodto w koniecznosci sprawowania
opieki nad mtodymi u szczuréw, zachowania takie sg wzmacniane poprzez
aktywacje uktadu nagrody (O’Connell i Hofmann, 2011). Natomiast starszy,
zestresowany osobnik traktowany jest raczej jako nadawca sygnatow
0 potencjalnym zagrozeniu (W czym posredniczg projekcje wysytane do BLA,
Rogers-Carter iin., 2018). Podobnie, wsrod dorostych ludzi, obserwuje si¢
wigksze sktonnosci do pomagania dzieciom iokazywania mniej wspotczucia
dorostym (Batson i Powell, 2003). Wyniki te pokazuja, ze projekcje z Al moga
modulowaé zachowania spoteczne, w szczegdlnosci motywacje do wchodzenia
W interakcje.

W modelu spotecznego transferu strachu obserwuje si¢ wzrost
eksploracyjnych zachowan spotecznych u obserwatora. Cho¢ w literaturze
raportowane jest zazwyczaj unikanie dorostych zestresowanych osobnikow,
w modelu  spotecznego  transferu strachu  przeciwna tendencja  jest
prawdopodobnie spowodowana wigzia nawigzang pomiedzy obserwatorem
a demonstratorem (sg to zwierzgta pochodzace z tej samej hodowli, hodowane
w parach co najmniej 3 tygodnie przed dniem eksperymentu). Wyniki zawarte
w tej pracy pokazuja, ze aktywacja subpopulacji specyficznej dla spotecznego

transferu strachu oraz zablokowanie transmisji oksytocynowej w CeA wptywaja
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na ocen¢ znaczenia bodzca spotecznego $wiadczacego 0 zagrozeniu, jednak
zaleznos¢ tego procesu od Al wymaga dalszej weryfikacji.

Niewiele wiadomo na temat roli kory wyspowej w kontekscie eksploracji.
Porownanie $redniej gestosci c-Fos pomiedzy modelami spotecznego transferu
strachu (w ktorym zwierzeta maja swobode eksploracji Srodowiska)
Z bezposrednim obserwacyjnym uczeniem si¢ strachu (w ktorym zwierzeta
zamierajg) nie wykazato znacznych réznic (Andraka i in., 2020). Z drugiej strony
zaobserwowano wigcej aktywnych komorek w Al wysytajacych projekcje do CeA
w modelu spotecznego transferu strachu w poréwnaniu z sytuacja, w ktorej szczur
obserwuje warunkowanie strachu u partnera (Andraka iin., 2020). Wyniki te
moga stanowi¢ wskazanie do systematycznego poréwnania roli projekcji Al-CeA

w eksploracji spotecznej i niespoteczne;.

8.5.2. Spoleczny transfer strachu aobwody strachu w korze

przedczolowej

Interakcje ciata migdatowatego z kora mozgowa moduluja zachowanie
zwierzegcia W odpowiedzi na bodzce zagrazajace (Knapska i Maren, 2009; Gozzi
i in., 2010; Moscarello i LeDoux, 2013; Martinez-Rivera i in., 2019). Obserwuje
si¢ rézne wzorce ekspresji biatka c-Fos podczas nabywania, ekspresji
I wygaszania strachu: grzbietowa czes¢ przysrodkowej kory przedczotowej (PL,
ang. prelimbic cortex) iprzednia kora zakretu obreczy (ACC, ang. anterior
cingulate cortex) sa uznawane za zaangazowane W ekspresj¢ warunkowego
strachu, a brzuszna czes¢ przysrodkowej kory przedczotowej (IL, ang. infralimbic
cortex) za jego wygaszanie, sugeruje si¢ zatem ich przeciwstawnag role w tych
procesach. Zaobserwowano na przyktad, ze PL wykazuje podniesiong ekspresje
biatka c-Fos, kiedy szczury sg eksponowane na zapach kota w matej, ograniczonej
przestrzeni (McGregor iin., 2004). Podanie midazolamu znosi natomiast efekt
aktywacji kory prelimbicznej podczas tego testu. Ponadto kora prelimbiczna nie
aktywuje sie, kiedy szczury maja mozliwo$¢ ucieczki w czasie testu, co sugeruje,
ze jest ona zaangazowana W zachowania zwigzane z pasywnymi strategiami
unikania zagrozenia (McGregor iin., 2004). Wskazuje si¢ tez na udziat kory

przedczotowej w procesach buforowania spotecznego, wykazujac réwnoczesng
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aktywacje IL i PL u szczuréw poddawanych treningom awersyjnym, hodowanych
w grupach (Kiyokawa iin., 2013), jak ipodczas spotecznego buforowania
w paradygmacie wygaszania reakcji strachu (Gorkiewicz i in., w przygotowaniu).
Rowniez udziat ACC zostat dobrze zbadany w ludzkich i zwierzgcych modelach
zarazania emocjonalnego (Wicker i in., 2003; Singer i in., 2004; Han i in., 2019),
co szczegotowo opisano we Wstepie. Opisana W niniejszej pracy analiza
aktywacji projekcji przez spoteczny transfer strachu rowniez sugeruje istnienie
obwodoéw neuronalnych wPL i ACC, ktore aktywujg si¢ U obserwatoroOw
w wyniku oddziatywania alarmowych bodzcow spotecznych wysytanych przez
partnera. Obwody te wydaja si¢ by¢ zblizone do tych aktywowanych przez

bezposrednie zagrozenie.

8.5.3. Projekcje z jadra podstawno-bocznego do CeA

Projekcje z jadra podstawno-bocznego (BLA) do CeA odgrywaja wazng
role nie tylko w aktywowaniu obwodéw strachu (Tye iin., 2011), ale takze
w modulacji motywacji apetytywnej (Douglass iin.,, 2017). W kontekscie
niniejszych badan nad subpopulacja neuronéw w CeA zaangazowanych
w spolteczny transfer strachu najbardziej interesujacy wydaje sie aspekt wptywu
BLA na przetaczanie pomiedzy pasywnymi i aktywnymi strategiami obronnymi.

Zespot Tye iin. (2011) zidentyfikowat subpopulacje neuronéw w Cel,
ktora zaktywowana przez BLA zmniejsza aktywnos¢ neuronalng CeM, co
skutkuje redukcja zachowan lekowych umyszy. Jak wspomniano wcze$niej,
réwniez oksytocynowe neurony w CeL biorg udzial w obnizaniu poziomu Igku
I przejsciu od pasywnych do aktywnych strategii unikania zagrozenia. W
ostatnich latach zidentyfikowano rowniez neurony CRF w CeA, ktorych
aktywacja optogenetyczna wywotuje reakcje ucieczki, natomiast subpopulacja
neuronow SOM+ powoduje rozhamowanie CeM i reakcje zamierania poprzez
aktywacje projekcji z CeM do brzuszno-bocznego PAG (Huber iin., 2005;
Viviani iin., 2011; Tovote i in., 2016; Fadok i in., 2017). Wedtug Terburg i in.
(2018) projekcje wysytane z BLA do neuronow wrazliwych na oksytocyng w CeL
podlegaja wzmocnieniu synaptycznemu podczas warunkowania strachu (w
paradygmacie aktywnego unikania). Neurony te miatyby odgrywac centralng role

w regulowaniu reakcji zamierania i ucieczki, a funkcja tego obwodu jest podobna

87



u gryzoni i u ludzi. Autorzy tej pracy zaproponowali hipoteze, ze wzmocnienie
wystepujace na neuronach niewrazliwych na oksytocyne pojawiajace si¢ po
ucieczce przed bezposrednim zagrozeniem angazuje oba rodzaje neuronow:
SOM+ i CRF+ i jest zalezne od BLA. Autorzy sugerujg rowniez, ze W przypadku
oddalonego =zagrozenia ucieczka moze by¢ wyrazona niezaleznie od ciata
migdatowatego, ale kiedy zagrozenie jest bezposrednie ucieczka zalezy od
hamowania pasywnej strategii przez interakcje BLA-CeL, lub farmakologiczng
aktywacje CeL (poprzez infuzje agonisty receptora OXY). Hipoteza ta odnosi si¢
to badan nad osobnikami testowanymi pojedynczo w warunkach niespotecznych.
Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sugeruja, ze W przypadku strachu
przekazywanego spotecznie, w momencie Kkiedy zagrozenie jest oddalone,
pobudzony zostaje caly obwod odpowiedzialny za aktywne i pasywne strategie
obronne, oraz ze rownowaga obydwu tych obwodow wptywa na zachowanie
przejawiane przez zwierzgta zaréwno W spolecznych, jak i niespolecznych

warunkach.

8.6. Aktywacja projekcji wychodzacych z CeA przez
spoleczny transfer strachu

W pracy analizowano funkcjonalne projekcje wychodzace z CeA do
wybranych struktur moézgu. Zaobserwowano liczne aktywowane komorki
w strukturach ~ znajdujacych  si¢  w srddmozgowiu | migdzymozgowiu
odbierajacych projekcje z CeA. W dalszej dyskusji skupiono si¢ na strukturach,
ktorych aktywacja byta najsilniejsza.

8.6.1. Projekcje zCeA do jader szwu iistoty szarej

okolowodociagowej

Zaobserwowano szczegolnie silng aktywacje projekcji wychodzacych
zCeA do jader szwu (RN, ang. raphe nuclei) isubstancji szarej
okotowodociggowej (PAG, ang. periaqueductal gray). Obydwie struktury sg
zaangazowane W ekspresje zachowan zwigzanych z zamieraniem i ucieczkg od
zagrazajacego bodzca. CeA Dbierze udziat w indukowaniu reakcji zamierania

poprzez projekcje do brzusznej czg¢sci PAG oraz w produkcji wokalizacji
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wywotanych bolem poprzez projekcje do czgéci grzbietowej PAG. Ekspresja
reakcji zamierania i wokalizacje wywotane bolem sa hamowane przez lezje CeA
(Nagy i Paré, 2008)

Czes¢ grzbietowa jader szwu (DRN, ang. dorsal raphe nuclei) stanowi
zrodlo transmisji serotoninergicznej w mozgu powigzanej m.in. z poziomem Ileku,
ekspresja paniki, a takze zachowaniami spotecznymi takimi jak dazenie do walk
dominacyjnych.  Leki  przeciwlegkowe mogg  redukowaé¢  transmisje
serotoninergiczng i W ten sposob blokowa¢ zachowania zwigzane z wykryciem
zagrozenia (Lucki, 1998).

Obydwie te struktury (PAG iDRN) wspolpracuja podczas ekspresji
zachowan lekowych. Neurony serotoninowe w czgéciach ogonowych DR sg
zaangazowane W przetwarzanie leku, natomiast te znajdujace si¢ w bocznych
skrzydtach (IwWDR, ang. dorsal raphe lateral wing) iczgsci brzuszno-bocznej
substancji szarej okotowodociggowej (VIPAG, ang. ventrolateral periaqueductal
gray) odpowiadaja na bodzce wywotujace panik¢. Spiacci iin. (2012) ocenili
koekspresj¢ biatka c-Fos i hydroksylazy tryptofanu w DR, czgséci srodkowe;j jadra
szwu (MRN, ang. median raphe nucleus) i PAG po testach podniesionego
labiryntu T. Pasywne unikanie wzmogto liczbe Fos-pozytywnych komorek
serotoninowych w poszczegdlnych czgéciach DR i w MRN. Natomiast ucieczka
powodowata wzrost koekspresji z neuronami nieserotoninowymi w IwDR, VIPAG
oraz grzbietowo-bocznych i grzbietowo-przysrodkowych kolumnach PAG.

Analiza funkcjonalnych projekcji z CeA do obydwu tych struktur
w trakcie spotecznego transferu strachu wykazata w nich silng ekspresje biatka c-
Fos w duzej subpopulacji neuronéw. W kontekscie modelu spotecznego transferu
strachu interesujacy jest fakt, ze mimo braku ekspresji reakcji zamierania
u obserwatorow, obserwuje sie u nich aktywacje obwodéw odpowiedzialnych za
pasywne unikanie bodzca, 0O moze wyjasnia¢ lepsze nabywanie reakcji strachu
przez obserwatorow (poprzez otrzymanie informacji o charakterze zagrazajacego
bodzca od demonstratora). Jest to jednak hipoteza wymagajaca dalszych,
precyzyjnych weryfikacji.

Podsumowujac, dane ze znakowania wstecznego i nastepczego zdaja si¢
potwierdza¢ hipoteze, ze oddalone zagrozenie wzmaga aktywno$¢ obszarow

korowych, w celu analizy idoboru najbardziej odpowiedniego zachowania
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w obliczu zagrozenia, a aktywacja bezposrednich polaczen z jadra podstawno-
bocznego odgrywa wazng role w ocenie bliskosci zagrozenia (Terburg iin.,
2018). Natomiast projekcje do struktur mi¢dzy- i $rodmoézgowia, np. do PAG
pozwalajg na koordynowanie pasywnych i aktywnych reakcji obronnych (Mobbs
iin., 2007). Mobbs iin. (2007) zaproponowali te¢ hipotez¢ W kontekscie
przetwarzania niespotecznych bodzcow zagrazajacych. Jak pokazuja uzyskane
W niniejszej pracy wyniki aktywacje podobnych obwodéw mozna uzyskaé
rébwniez poprzez prezentacje alarmowych bodzcow spotecznych w warunkach
bezpiecznych. Wyjasnienie szczegotowej roli projekcji aktywowanych przez
strach przekazywany spotecznie wymaga dalszych badan funkcjonalnych,
w ktorych projekcje te beda wytaczane lub aktywowane.
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9. Whioski

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw ianaliz sformutowano

nastepujace Wnioski:

1. Aktywacja CeA podczas spolecznego transferu strachu jest zwigzana

z przyjmowaniem aktywnych strategii obronnych, takich jak szacowanie ryzyka.

2. Spoteczny transfer strachu pobudza u szczuréw réwnoczesnie obwody
odpowiedzialne za szacowanie ryzyka iaktywne strategie obronne, jak iza

pasywne strategie obronne zwigzane z zamieraniem.

3. Oksytocyna w CeA odgrywa rolg modulujaca W spotecznym transferze strachu.
Uwolnienie OXY w CeA powoduje zredukowanie zachowan majacych na celu

szacowanie ryzyka, a jej zablokowanie ich wzmozenie.

4. Zachowanie obserwatorow ma wplyw na przebieg buforowania spotecznego

U demonstratorow.
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