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Streszczenie

Mechanizmy komorkowe zwigzane z konsolidacjg, wygaszaniem i uposledzeniem
pamieci sg od dtugiego czasu przedmiotem badan naukowych. Poznanie tych proceséw jest
kluczowe dla lepszego zrozumienia trwatej natury pamieci strachu oraz dla opracowania
nowych terapii zaburzen lekowych. Wiekszos¢ badan nad mechanizmami wygaszania
pamieci strachu dotyczy wczesnej pamieci strachu (od kilku minut do kilku dni po
warunkowaniu strachu). Jednoczesnie, niewiele uwagi poswiecono do tej pory
mechanizmom komoérkowym lezgcym u podtoza pamieci péznej (co najmniej kilka dni od

warunkowania).

W niniejszej rozprawie przedstawiam wyniki badan dotyczgcych selektywnego
uposledzenia wygaszania pdéznej pamieci strachu zaleznej od kontekstu (otoczenia) u
myszy, ktére wykazywaty obnizony poziom autofosforylacji izoformy alfa kinazy zaleznej od
wapnia i kalmoduliny typu drugiego (aCaMKIl) (T286A*"). W celu ustalenia obszaréw moézgu
zaangazowanych w ten proces, zastosowano analize ekspresji biatka c-Fos, ktore postuzyto
jako wskaznik neuroplastycznosci, w 23 obszarach mézgu myszy. Obszary moézgu, w ktérych
zaobserwowano wyrazne rdznice w aktywacji podczas wygaszania pdznej pamieci strachu u
myszy T286A*" i typu dzikiego (WT), zostaty nastepnie poddane chemogenetycznemu
hamowaniu aktywnosci za pomocg systemu DREADD (ang. Designer Receptors Exclusively
Activated by Designer Drugs). Ponadto, przeprowadzono manipulacje aktywnosci projekcji
neuronalnych pomiedzy jgdrem taczgacym wzgdrza (RE) a jgdrem przysrodkowym przegrody
(MS).

Uzyskane dane dowodzg, ze zaburzona autofosforylacja eCaMKIl u myszy T286A""
przyczynia sie do uposledzenia wygaszania p6znej, lecz nie wczesnej, pamieci strachu. Wzér
ekspresji c-Fos w moézgu tych myszy podczas wygaszania péznej pamieci strachu rézni sie
od wzorca u myszy WT. W szczegdlnosci, po treningu wygaszania pamieci poznej,
zaobserwowano  hiperaktywno$é RE, jadra przysrodkowo-grzbietowego (MD) i
srodkowo-posrodkowego (CM) wzgérza oraz pierwszorzedowej kory wzrokowej (V1) u
myszy T286A*".

Ponadto zaobserwowatem, ze wygaszanie pdznej pamieci strachu zalezy od
aktywnosci MS i RE. Chemogenetyczne zahamowanie tych struktur uposledza wygaszanie
pozZnej pamieci strachu. Co ciekawe, zahamowanie RE w czasie wygaszania wczesnej

pamieci przyspiesza wygaszanie, co ujawnia ztozong role tego obszaru mézgu w procesach



nabywania i konsolidacji wygaszania pamieci strachu, zas zahamowanie MS w tym samym
punkcie czasowym nie wptywa na proces wygaszania. Ponadto, selektywne zahamowanie
neuronéw glutaminianergicznych w RE za pomocg wektoréw wirusowych kodujgcych
DREADD pod promotorem aCaMKIl wptywa na wygaszanie strachu w czasie sesji lecz nie
ma wptywu na konsolidacje pamieci wygaszania niezaleznie od tego czy jest to pamiec
wczesna czy pézna. Dodatkowo, wykazatem, ze chemogenetyczne zahamowanie projekc;ji z

RE do MS (RE—MS) uposledza wygaszanie pdznej, lecz nie wczesnej pamieci strachu.

Podsumowujac, przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia wykazaty udziat
aCaMKIl w regulacji aktywnosci jader wzgdrza w czasie dtugotrwatej konsolidacji pamieci
strachu. Ponadto wykazatem udziat RE i MS, oraz projekcji RE—~MS, w regulacji wygaszania

poznej pamieci strachu.

Stowa kluczowe: wygaszanie strachu, wzgoérze, przegroda, c-Fos, DREADD, obwody

neuronalne



Abstract

Cellular mechanisms associated with memory consolidation, extinction, and its
impairment have been the subject of scientific research for a long time. This is particularly
important due to their clinical significance in patients with emotional disorders such as
post-traumatic stress disorder (PTSD), anxiety, and phobias. Understanding the neurological
correlates of these processes is crucial for a better understanding of the enduring nature of
fear memory and the development of new therapies for anxiety disorders in humans. Most
studies on fear memory extinction mechanisms focus on recent memory (from a few hours
to several days after fear conditioning). At the same time, few studies have focused on late
memory (e.g., several weeks after conditioning), although it is certainly more important in the
context of long-term emotional disorders. Hence, the neuronal basis of remote fear memory

extinction remains mostly unknown.

In this dissertation, | present the results of studies on selective impairment of late
context-dependent fear memory extinction in mice with impaired autophosphorylation of the
alpha isoform of calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il (aCaMKIl) (T286A*"). To
determine the brain regions involved in this process, the expression of the c-Fos protein,
which serves as an indicator of neuroplasticity, was examined in 23 brain regions of the
mice. Brain regions showing distinct differences in activation during remote fear memory
extinction in T286A* mice compared to wild-type (WT) mice were then subjected to
chemogenetic inhibition using the Designer Receptors Exclusively Activated by Designer
Drugs (DREADD) system. Additionally, similar manipulations were performed at the level of

neuronal projections between the nucleus reuniens (RE) and the medial septum (MS).

The obtained data demonstrate that reduced autophosphorylation of aCaMKIl in
T286A+/- mice impairs late, but not early, fear memory extinction. The c-Fos expression
pattern in the brain of these mice during extinction differs from the pattern in WT mice,
suggesting differences in the processes of acquisition and consolidation of remote fear
memory extinction. Specifically, after late memory extinction training, hyperactivity was
observed in the RE, central-medial (CM) and medio-dorsal (MD) thalamic nuclei and the

primary visual cortex (V1) in T286A" mice.

Furthermore, | observed that remote fear memory extinction depends on the activity
of the MS and RE. Chemogenetic inhibition of these structures impairs remote fear memory
extinction. Interestingly, inhibiting the RE during recent memory extinction accelerates

extinction, revealing the complex role of this brain region in the processes of acquisition and



consolidation of fear memory extinction. In contrast, inhibiting the MS at the same time
point does not affect the extinction process. Additionally, selective inhibition of
glutamatergic neurons in the RE using viral vectors encoding DREADD under the aCaMKI|
promoter affects fear extinction during the session but has no impact on the consolidation
of extinction memory, regardless of whether it is recent or remote memory. Moreover, |
demonstrated that chemogenetic inhibition of the RE—~MS projection impairs late, but not

recent fear memory extinction.

In summary, the experiments | conducted revealed the involvement of aCaMKIl in the
regulation of thalamic activity during long-term consolidation of fear memory. Additionally, |
demonstrated the involvement of the RE and MS, as well as the RE—~MS projection, in the

regulation of remote fear memory extinction.

Key words: fear extinction, thalamus, septum, c-Fos, DREADD, neuronal circuits



Wykaz skrétow

ACC (ang. anterior cingulate cortex) - przednia cze$¢ kory obreczy zakretu

AD (ang. antero-dorsal thalamus) - jadro przednio-grzbietowe

AMPA (ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) kwas
a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy

AP (ang. anterioposterior) przednio-tylny

AV (ang. antero-ventral thalamus) - jadro przednio-brzuszne

BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor) - neurotroficzny czynnik pochodzenia
maozgowego

BLA (ang. basolateral amygdala) - jadro podstawno-boczna ciata migdatowatego
c-Fos - biatko c-Fos

c-fos - gen kodujacy biatko c-Fos

aCaMKIl (ang. calcium and calmodulin-dependent kinase I, isoform alpha) - kinaza
kalmodulinowa zalezna od wapnia typu drugiego, podjednostka alfa

cAMP (ang. cyclic adenosine monophosphate) - cykliczny adenozynomonofosforan
CeA (ang. central amygdala) - jadro $rodkowe ciata migdatowatego

CeC (ang. central amygdala, capsular part) - cze$¢ torebkowa jagdra srodkowego ciata
migdatowatego

CelL (ang. central amygdala, lateral part) - cze$¢ boczna jadra srodkowego ciata
migdatowatego

CeM (ang. central amygdala, medial part) - cze$¢ przysrodkowa jgdra srodkowego ciata
migdatowatego

CM (ang. central-medial thalamus) - jadro srodkowo-posrodkowe wzgdrza

CNO (ang. clozapine-N-oxide) - N-tlenek klozapiny

CR (ang. conditioned response) - reakcja warunkowa

CS (ang. conditioned stimulus) - bodziec warunkowy

DAPI (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole) 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

dCAT1 (ang. dorsal part of Cornu Ammonis field 1) - Pole CA1 hipokampa

dCAS3 (ang. dorsal part of Cornu Ammonis field 3) - Pole CA3 hipokampa

dDG (ang. dentate gyrus) - zakret zebaty

DREADD (ang. Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) - zaprojektowane
receptory wybidrczo aktywowane przez zaprojektowane zwigzki

DV (ang. dorsoventral) grzbietowo-brzuszny

ENT (ang. entorhinal cortex) - kora Srodwechowa
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GABA (ang. y-aminobutyric acid) - kwas y-aminomastowy

hM3Dq (ang. zwigzany z biatkiem Gq DREADD, based on human muscarinic type 3 receptor) -
ludzki, sprzezony z biatkiem Gq DREADD, oparty o receptor muskarynowy typu trzeciego
hM4Di (ang. zwigzany z biatkiem Gi DREADD, based on human muscarinic type 4 receptor) -
ludzki, sprzezony z biatkiem Gi DREADD, oparty o receptor muskarynowy typu czwartego
hSyn (ang. human synapsin gene) - gen ludzkiej synapsyny

IEG (ang. immediate early genes) - geny odpowiedzi wczesne;j

IL (ang. infralimbic cortex) - kora infralimbiczna

L-ITR (ang. left inverted terminal repeat) lewostronna sekwencja odwréconych powtérzen
koncowych

LA (ang. lateral amygdala) - jadro boczne ciata migdatowatego

LC (ang. locus coeruleus) - miejsce sinawe

LD (ang. latero-dorsal thalamus) - jadro boczno— grzbietowe

LS (ang. lateral septum) - jadro tgczace boczne

LTD (ang. long-therm depression) - dtugotrwate ostabienie (synaptyczne)

LTP (ang. long-therm potentiation) - dtugotrwate wzmocnienie (synaptyczne)

mCherry (ang. mCherry protein) biatko mCherry

MD (ang. medio-dorsal thalamus) - jadro przysrodkowo-grzbietowe wzgérza

MeA (ang. medial nucleus of the amygdala) - przysrodkowe jadro ciata migdatowatego
mGIuR5 (ang. metabotropic glutamate receptor 5) - receptor metabotropowy dla
glutaminianu typu pigtego

mGIuR7 (ang. metabotropic glutamate receptor 7) - receptor metabotropowy dla
glutaminianu typu siocdmegomigdatowatego

ML (ang. medial-lateral) przysrodkowo-boczny

mPFC (ang. medial-prefrontal cortex) - przysrodkowa kora przedczotowa

MS (ang. medial septum) - jadro tgczace przysrodkowe

MTT (ang. multiple trace theory) - teoria mnogich $ladéw

NDS (ang. normal donkey serum) roztwér surowicy oslej

NMDA - (ang. N-methyl-d-aspartic acid or N-methyl-d-aspartate) kwas
N-metylo-D-asparaginowy

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

PBS (ang. phosphate-buffered saline) buforowana fosforanem sél fizjologiczna

PFA - (ang. paraformaldehyde) - paraformaldehyd

PrL (ang. prelimbic cortex) - kora prelimbiczna

PTSD (ang. post-traumatic stress disorder) - zespét stresu pourazowego
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PV (ang. paraventricular thalamus) - jadro przykomorowe

R-ITR (ang. right inverted terminal repeat) prawostronna sekwencja sekwencja odwréconych
powtorzen koncowych

RE (ang. nucleus reuniens of thalamus) - jadro tgczgce wzgoérza

RSA (ang. retrosplenial cortex, agranular part) - kora zaptatowa, czesc¢ nieziarnista

RSC (ang. retrosplenial cortex) - kora zaptatowa

RSG (ang. retrosplenial cortex, granular part) - kora zaptatowa, cze$¢ ziarnista

SC (ang. superior colliculus) - wzgdrek gérny

SR (ang. spontaneous recovery) - samoistne odnowienie (reakcji warunkowej)

T286A+/- (ang. T286A heterozygous mice for o.CaMKIl) myszy heterozygotyczne z
substytucijg treoniny na alanine w pozycji 286 taricucha aminokwasowego (e.CaMKII)
TBS (ang. Tris-buffered saline) buforowana Trisem sdl fizjologiczna

Thy1-EGFP (ang. transgenic mice with enhanced green fluorescence protein controlled by
regulatory element of Thy1.2 gene) - mysz transgeniczna z ekspresjg biatka wzmocnionej
zielonej fluorescencji kontrolowane przez sekwencje regulatorowg genu Thy1.2

TRNrv (ang. rostro-ventral part of thalamic reticular nucleus) - przednio-brzuszna czes¢ jadra
siatkowatego wzgorza

US (ang. unconditioned stimulus) - bodziec bezwarunkowy

V1 (ang. primary visual cortex) - pierwszorzedowa kora wzrokowa

VIPAG (ang. ventro-lateral) - brzuszno-boczna czes¢ istoty szarej okotowodociggowe;j
VMHdm (ang. ventro-medial hypothalamus, dorso-medial part) - grzbietowo-przysrodkowa
czesci brzuszno-przysrodkowego jadra podwzgodrza

wektor AAV (ang. Adeno-associated virus vector) - wektor wirusowy zwigzane z
adenowirusami

WPRE (ang. woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element)
posttranskrypcyjny element regulatorowy wirusa zapalenia watroby swistaka

WT (ang. wild type) zwierzeta typu dzikiego

zif-268 - gen kodujacy biatko Zif268
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1. Wstep

1.1. Teorie konsolidacji pamieci

Do kazdego organizmu nieustannie dociera ogromna liczba bodzZcéw. Niektore z tych
bodZzcéw wywotujg reakcje bezwarunkowe (wrodzone), inne moga staé sie reakcjami
warunkowanymi (wyuczonymi), wiele z bodzcéw tez jest ignorowanych. BodzZce istotne z
punktu widzenia organizmu tworzg slad pamieciowy. Jest on kodowany w obwodach
neuronalnych w procesie znanym konsolidacjg pamie¢ [1-3]. Badacze tradycyjnie wyrdzniaja
co najmniej trzy typy pamieci w zaleznosci od czasu, ktory uptynagt od oddziatywania
istotnego bodzca na organizm. W okresie od kilku sekund do kilku minut méwimy o pamieci
roboczej, od kilku godzin do kilku dni méwimy o pamieci krétkotrwatej'. Ich podtozem sa
zmiany na poziomie synaptycznym, takie jak tworzenie nowych potgczen synaptycznych, czy
przebudowa lub eliminacja juz istniejgcych. Pamieé¢ diugotrwata obejmujgca znacznie
dtuzszy okres, tj. od dni do lat, zwigzana jest ze zmianami obwodéw neuronalnych, ktérych
natura jest ciggle stabo poznana.

Uwaza sig, ze pamie¢ zalezy od aktywnosci grup komorek [4-6]. Postuluje sie
rowniez, ze pamiec nie jest statym zapisem doswiadczenia (trwatg zmiang funkcji komorek),
lecz cigglym procesem, ktéry pozwala na modyfikacje istniejgcych wspomnien o nowe

informacje poprzez proces aktualizacji pamieci [7].

1.1.1. Konsolidacja pamieci na poziomie synaptycznym

Plastycznos¢ synaptyczna jest odpowiedzig adaptacyjng komorki nerwowej na
bodzce zewnetrzne. Powszechnie uwaza sieg, ze stanowi ona podstawe konsolidacji pamieci
[8]. W procesie tym uczestniczg kinazy i fosfatazy biatkowe, odpowiedzialne za fosforylacje i
defosforylacje biatek zaangazowanych w transmisje synaptyczng, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do wzmocnienia lub ostabienia przewodnictwa synaptycznego (ang. long-term
potentiation, LTP, i long-therm depression, LTD).

Utrwalenie zmian w przewodnictwie synaptycznym mozna podzieli¢ na dwa etapy:

1) W poczatkowej fazie uczenia obserwuje sie aktywacje wtérnych przekaznikéw
wewnatrzkomadrkowych, tj. Ca®*, cAMP (cyklicznego adenozynomonofosforanu), czy tlenku

azotu, ktére uruchamiajg wiele proceséw komérkowych. Nalezy do nich aktywacja kinaz

' Definicje te réznig sie miedzy szkotami naukowymi, a w szczegdlnosci miedzy biologami
molekularnymi, psychologiami zwierzat i ludzi. Na uzytek niniejszej rozprawy przyjme jednak definicje
podane powyzej - jeden dzien to pamie¢ wczesna lub krétkotrwata, zas jeden miesigc to pamiec
pbdzna lub diugotrwata.

13


https://www.zotero.org/google-docs/?MUZGkx
https://www.zotero.org/google-docs/?kB2HFI
https://www.zotero.org/google-docs/?7Zs8Q7
https://www.zotero.org/google-docs/?RcMwr9

biatkowych, tj. kinaza biatkowa aktywowana przez mitogen (ang. Mitogen-activated protein
kinase, MAPK), kinaza biatkowa A (ang. Protein kinase A, PKA), kinaza typu drugiego zalezna
od jonéw wapnia i kalmoduliny (a«CaMKIl). Nastepnie dochodzi do aktywacji czynnikéw
transkrypcyjnych, np. z rodziny CREB (ang. cAMP response element binding protein) lub
czynnika AP-1 (ang. Activator protein, w tym c-Fos i Jun-B), ktére regulujg ekspresje genéw
[9,10].
2) Zmiany w ekspresji genéw zachodzg w jadrze komérkowym. Biatka wyprodukowane w
tym procesie modyfikuje funkcje i morfologie synaps [11].

Jak pokazujg liczne prace, aCaMKIl jest niezbedna do utrzymania LTP w hipokampie,
a wiec jest biatkiem kluczowym w procesie synaptycznej konsolidacji pamieci. W zwigzku z
powyzszym «aCaMKIl sytuuje sie jako szczegodlnie atrakcyjny cel dla badania proceséw
pamieciowych [12-17]. W szczegdlnosci Silva i wsp. (1992) pokazali, ze u myszy z mutacja
genu CamkZ2a, nie mozna wywota¢ LTP. Ponadto, heterozygoty z obnizong ekspresjg tej
kinazy («CaMKII*") byly zdolne skonsolidowaé wczesng strachu, lecz nie pdzng, pamieé
strachu [17].

1.1.2. Systemowa konsolidacja pamieci

Na przestrzeni lat powstato kilka teorii ttumaczgcych w jaki sposéb pamiec jest
przetwarzana i przechowywana w moézgu [18—22]. Ponizej opisze dwie wiodgce koncepcje-
klasyczng teorie konsolidacji pamieci oraz teorie mnogich $ladéw pamieciowych (ang.

Multiple Trace Theory, MTT) [23-26]. Oba modele zobrazowane sg na Rycinie 1.

1.1.2.1. Klasyczna teoria konsolidacji pamiegci

Zgodnie z zatozeniami klasycznej teorii konsolidacji pamieci, hipokamp petni role
tymczasowego, a obszary korowe statego/dtugotrwatego, repozytorium informacji. Bodzce
wielu modalnosci (wzrokowe, czuciowe, dZwiekowe itp.) docierajgce do osobnika, kodowane
sg rownolegle w hipokampie i w wyspecjalizowanych obszarach korowych. Hipokamp
przyjmuje role integratora informacji pochodzacych z rozproszonych obszaréw korowych,
spajajac je w pierwotny engram reprezentacji doswiadczenia, stanowigcy Slad pamieci
wczesna [27,28]. Wielokrotna reaktywacja sieci neuronalnych kodujgcych ten $lad
pamieciowy prowadzi do stopniowego wzmacniania zaangazowanych potgczen
korowo-korowych. Z czasem obserwuje sie uniezaleznienie tych wspomnien od hipokampa i
ich stopniowg integracje w obwodach korowych, ktére tworzg $lad pamieci pdzna [24].
Pamie¢ pdzna odnosi sie do zdarzen i rzeczy z odlegtej przesztosci (> pare dni). Model ten

zaktada zatem, ze z czasem $lad pamieciowy zanika z hipokampa.
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Rycina 1. Dwa modele konsolidacji pamieci dtugotrwate;.

(A) Klasyczna teoria konsolidacji zaktada stopniowy transfer $ladu pamieciowego do
wyspecjalizowanych obszaréw kory moézgowej, podczas gdy rola hipokampa w
przechowywaniu wspomnien z czasem zanika.

(B) Alternatywna teoria mnogich $ladéw pamieciowych, zaktada wzmocnienie Iub
utworzenie kolejnych potgczen hipokampalno-korowych za kazdym razem, gdy wspomnienie
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pamieciowe zostaje przywotywane. Wytworzenie potgczen korowo-korowych wspiera
przypominanie pamieci o zdarzeniu. Podkresla ona réwniez jednoczesne zaangazowanie
hipokampa i obszaréw korowych przez caty okres trwania wspomnienia.

(C) Komorki wspoétaktywowane w nastepstwie zadziatania danego bodzca stanowig engram.
Proces ten okreslany jest kodowaniem engramu i odnosi sie do wzmocnienia potgczen
miedzy jego komérkami. Konsolidacja pamieci pogtebia wzmocnienie potgczen, co pozwala
na przywotywanie pamieci w pdzniejszym czasie. W wyniku konsolidacji, engram przechodzi
w stan uspienia, a przywotfanie wrazenia pamieciowego go uaktywnia i czesciowo
destabilizuje, umozliwiajgc ponowng konsolidacje (rekonsolidacje) lub
przebudowe/aktualizacje (wygaszanie) $ladu pamieciowego. Zaadaptowano z [29,30] oraz
stworzono w Biorender.

Teoria ta oparta sie na wczesnych badaniach nad amnezjg wsteczng, w ktérych
stwierdzono, ze uszkodzenie hipokampa uposledza pamie¢ wczesng i zazwyczaj oszczedza
pamie¢ p6zng [31]. Ponadto, liczne badania wykorzystujgce mapowanie genéw odpowiedzi
wczesnej, jak c-fos czy zif-268 (ang. Immediate Early Genes, IEGs, ktére ulegajg ekspres;ji
specyficznie po aktywacji neuronéw), obrazowanie aktywnosci metabolicznej mézgu z
uzyciem deoksyglukozy, hamowanie danej struktury mézgu lub manipulacje specyficzne dla
danego typu komorek, czy engramu, udowodnity, ze przysrodkowa kora przedczotowa miata

wieksze znaczenie niz hipokamp w przypominaniu pamieci pdznej [32-37].

1.1.2.2. Teoria mnogich sladéw pamieciowych

Z czasem zgromadzono pewne dowody, ktore wydajg sie niezgodne z zatozeniami
klasycznej teorii konsolidacji pamieci i zaproponowano alternatywng teorie mnogich sladéw
pamieciowych [25]. Glosi ona, ze hipokamp nie tylko koduje informacje kontekstowe (o
otoczeniu), ale takze jest niezbedny do odtwarzania wspomnien niezaleznie od ich wieku.
Hipokampalna reprezentacja informacji dziata z czasem jako wskazéwka dla obszaréw
korowych, ktére sg wspoétaktywowane podczas kodowania tego wspomnienia i spaja je w
jednorodng sie¢ hipokampalno-korowg, ktéra tworzy slad pamieciowy, Utworzona sie¢ jest
przebudowywana za kazdym razem gdy pamiec jest przywotywana. W rezultacie powstaje
wiele sladéw neuronalnych kodujgcych informacje o poczatkowym doswiadczeniu, co czyni
je bardziej odpornymi na zaburzenia lub wymazanie. Ponadto, istnieje dynamiczna interakcja
pomiedzy korowymi i hipokampalnymi reprezentacjami pamieci, dzieki ktorej, w zaleznosci
od okolicznosci kazda z nich moze przejg¢ dominacje w momencie odtwarzania
wspomnienia [21,38,39]. Dzieki tej teorii mozna wytlumaczy¢ dlaczego nowo nabyte,
doswiadczenia integrowane sg z istniejgcymi sladami pamieciowymi w sieci potgczen

hipokampalno-korowymi, przez co sg szybciej przyswajane [40]. Na jej poparcie wskazujg

16


https://www.zotero.org/google-docs/?ns30CU
https://www.zotero.org/google-docs/?zImTKA
https://www.zotero.org/google-docs/?BPBVWP
https://www.zotero.org/google-docs/?qsaUCb
https://www.zotero.org/google-docs/?hBvnrA
https://www.zotero.org/google-docs/?4EEzCN

dane literaturowe nakreslajgce aktywna funkcje hipokampa w konsolidacji i przypominaniu

pamieci niezaleznie od jej wieku [41-43].

1.1.2.3. Podsumowanie

Obie teorie konsolidacji pamieci zaktadajg, ze do konsolidacji sladu pamieciowego
(pamieci epizodycznej) niezbedny jest hipokamp oraz obszary korowe. Ponadto, uwazajg
one hipokamp za osrodek taczacy wspotaktywowane neurony  korowe w
hipokampalno-korowy engram, ktéry dzieki wskazéwkom hipokampa pozwala na
przywotanie pamieci o danym zdarzeniu. Wcigz jednak istniejg obserwacje, ktére nie moga
zosta¢ w petni wyttumaczone zadng z powyzszych teorii. Na przyktad w hipokampie,
nieustannie akumulowane sg informacje kontekstowe, a przy okazji niezbedna jest jego
aktywnos$¢ zwigzana z wyobraznig i planowaniem [44]. W zwigzku z tak duzym obcigzeniem
hipokampa, niektérzy naukowcy uwazajg, ze jego rola jako permanentnego zrédta
wskazowek do odtwarzania wspomnien zapisanych w rozproszonej sieci
hipokampalno-korowej jest mato prawdopodobna [29].

Ponadto wiele dowodéw wskazuje na role przysrodkowej kory przedczotowej w
kodowaniu pamieci [45-48], a takze przypominaniu wczesnej pamieci strachu [49,50].
Wymienione przypadki przemawiajg zatem za koniecznoscig zaktualizowania obecnego
spojrzenia na proces konsolidacji systemowej, uwzgledniajgc nowo opisane role obszaréw
wzgorza w procesie przypominania pamieci poznej strachu, czy jego wygaszania [51,52].
Istniejg ku temu nieustanne proby, ktére opierajg sie na podstawie poprzednich hipotez,
teorii i kolejnych dowodoéw doswiadczalnych. Starajg sie one przede wszystkim opisac
uniwersalne cechy konsolidacji systemowej [22,53]. Posréd tych cech nalezy wymienic¢
cztery:

1. Hipokamp taczy neurony aktywowane podczas kodowania pamieci w rozproszong
reprezentacje hipokampalng. Stuzy ona jako wskaznik dla obszaréw korowych, w
ktérych przechowywane sg cechy i tres¢ pamieci.

2. Hipokamp reprezentuje wspomnienia danego wydarzenia niezaleznie od ich wieku,
cho¢ z uptywem czasu obserwuje sie wzmocnienie znaczenia obwoddw korowych.

3. Konsolidacja pamieci nie jest jednokierunkowym procesem zaleznym jedynie od
czasu, lecz determinowana jest takze przez proces zapominania i motywacje.

4. Interakcja pomiedzy hipokampem, a korg mdzgowg jest dynamiczna i determinuje
organizacje i ekspresje pamieci dtugoterminowe;.

Warto takze dodaé, ze pomimo, iz neurony uwazane sg gtowny typ komorek

zaangazowanych w konsolidacje i przechowywanie s$ladu pamieciowego, istnieje coraz
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wiecej dowoddéw na zaangazowanie takze innych typow komorek w te procesy. Przyktadem
sg astrocyty, ktére biorg udziat w tworzeniu pamieci pdznej, modulujgc potgczenia
hipokampalno-korowe w trakcie uczenia lub wykazujgc zmiany w ekspresji gendéw
zwigzanych z pamiecig p6zng [54-56], czy oligodendrocyty, ktérych plastyczno$¢ w korze

przedczotowej wspiera konsolidacje pamieci [57].
1.2. Wygaszanie pamieci strachu

Strach i lek sg pierwotnymi, zachowanymi ewolucyjnie emocjami. Sg one niezbedne
zwierzetom do przetrwania gdyz umozliwiajg szybkg reakcje na zagrozenia srodowiskowe
[58]. Jednoczesnie, nadmierny strach i lek sg cechami zaburzen zachowania, ktére dotykajg
miliony ludzi na catym $wiecie, takich jak fobie czy zespét stresu pourazowego (ang. PTSD,
Post Traumatic Stress Disorder) [59-61]. Leczenia PTSD opiera sie na terapii ekspozycyjnej
polegajacej na wygaszaniu strachu [62] czyli nabywaniu nowych informacji o zaistniatych
sytuacjach w Srodowisku i wytworzeniu nowej neuronalnej reprezentacji tych bodzcow
($ladu pamieciowego), ktore tlumig wczesniej wyuczony strach [63-68]. Fenomen
wygaszania strachu mozliwy jest dzieki modyfikacji pierwotnego $ladu pamieciowego
odpowiadajgcego za reakcje strachu [7,69-71]. Oznacza to, ze wygaszanie nie nosi znamion
reakcji biernej, nie nalezy tez go utozsamia¢ z zapominaniem, lecz jest aktywnym procesem
uczenia sie.

Wygaszanie strachu po raz pierwszy opisat Ivan Pavlov w 1927 roku przy uzyciu
paradygmatu warunkowania klasycznego, w ktérym bodZzce warunkowe (ang. conditioned
stimuli, CS, tj. dzwiek dzwonka, czy $wiatto) byly potagczone z prezentacjg bodZcow
bezwarunkowych (ang. uncoditioned stimuli, US, tj. jedzenia lub kwasu). Po treningu
asocjacyjnym zaréwno US jak i CS wywotywat reakcje warunkowa (ang. Conditioned
response, CR, tj. slinotok u psa). W swoich badaniach, Pavlov wykazatl, ze zaprzestanie
kojarzenia US z CS (wielokrotnie wystawianie na dziatanie dzwonka przy braku jedzenia)
ostabia CR [63]. Badacz ten zauwazyt réwniez kilka przypadkéw, w ktérych CR powrdcita po
wygaszeniu, witgczajagc w to samorzutne jej odnowienie wraz z uptywem czasu (ang.
spontaneous recovery, SR) lub nawrét wygaszonej reakcji (ang. reinstatement), gdy US
zostato ponownie zaprezentowane po wygaszeniu CR. Odnowienie CR obserwuje sie
réwniez, gdy warunkowanie i wygaszanie sg prowadzone w réznych kontekstach. Powrét do
kontekstu warunkowania moze ponownie ujawni¢ uwarunkowang reakcje (ang. renewal).
Wszystkie te trzy zjawiska opisano rowniez w odniesieniu do wygaszania pamieci strachu i
sg dowodem na to, ze wygaszanie uwarunkowanej reakcji nie prowadzi do wymazania

wczesniej nabytej pamieci, a takze, ze pamie¢ wygaszania strachu jest mniej trwata od tej
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wywotanej warunkowaniem strachu [72-79]. Nie ma jednego prostego wyjasnienia,
dlaczego pamie¢ wygaszenia jest tak nietrwata i zalezna od czasu. Aby wydtuzy¢ czas
istnienia pamieci wygaszania, stosuje sie rézne, niekiedy bardziej rozbudowane rodzaje
treningu. Wykazano na przyktad, ze zwiekszona liczba dni treningu wygaszania poprawia
stabilno$¢ pamieci wygaszania, natomiast zmasowany typ treningu wygaszania przyspiesza
proces wygaszania pamieci [80]. Wyzszg stabilno$¢ pamieci wygaszania mozna uzyskac
rowniez poprzez przeprowadzenie wygaszania w wielu kontekstach [81], czy poprzedzenie
treningu wygaszania sesjg przypominania uwarunkowanego strachu (ang. recall) [82,83].
Podsumowuijgc, wygaszanie strachu jest procesem pozwalajagcym na adaptacje
zachowania zwierzat do zmieniajgcego sie srodowiska. Uposledzone wygaszania pamieci
strachu [84-86], czy wysoka stabilno$¢ pamieci strachu [34,87—-89], sg proponowane jako
mechanizmy patologicznych wspomnienn obserwowanych u oséb z PTSD. Wcigz jednak
niewiele wiadomo na temat mechanizméw komadrkowych lezgcych u podstaw wygaszenia

poznej pamieci strachu.

1.3. Zwierzece modele wygaszania pamieci strachu

W laboratoriach najczesciej uzywane sg protokoty wygaszania warunkowego strachu,
ktore opierajg sie na warunkowaniu strachu zaleznym od bodzcéw ogélnych (kontekstu) lub
od dodatkowej wskazéwki dzwiekowej, czy sSwietlnej. W pierwszym paradygmacie CS
stanowi samo otoczenie treningowe (kontekst), ktéry parowany jest z razeniem pradem (US),
natomiast podczas wygaszania strachu zwierze eksponowane jest ponownie na ten
kontekst bez prezentacji US. Jest to najprostsza forma asocjacji wykorzystywana do
badania pamieci wygaszania. W drugim paradygmacie zwierze jest uczone kojarzenia
wskazowki z bodzcem wywotujgcym strach (takim jak razenie prgdem lub podmuchem
powietrza). W trakcie wygaszania CS jest prezentowane wielokrotnie bez US, najczesciej w
innym kontekscie srodowiskowym, aby utatwi¢ zmiane asocjacji CS-US na CS pozbawionego
US [90]. Wygaszanie uwarunkowanego strachu, podobnie do samego warunkowania strachu,
w zaleznoSci od uzytego paradygmatu, aktywuje rozne obwody neuronalne
charakterystyczne dla uczenia zaleznego od bodzcéw ogdlnych, czy od akustycznych
[91,92].

Zwierzece modele wygaszania uwarunkowanego strachu sg w duzej mierze
podstawg badan PTSD. Na przyktad, wygaszanie strachu zaleznego zaréwno od bodzcow
dzwiekowych, jak i ogdlnych, jest uposledzone u myszy szczepu 129S1/SvimJ [93,94], czy

szczurow szczepu Wistar, hodowanych by uzyska¢ osobniki wykazujgce wysoki poziom
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zachowan lekowych (ang. HAB, High anxiety behavior) [95]. Uwaza sie, ze jest to uzyteczny
model odzwierciedlajagcy jeden z aspektéw PTSD, mianowicie trwate wspomnienie
traumatyczne, niepodatne na przebudowe [96]. Uposledzenie wygaszania strachu wykazujg
rowniez rézne linie myszy transgenicznych stworzone poprzez mutacje genéw (ang. gene
knock-out). Posrod nich znajduja sie geny kodujgce transporter cynku ZnT3 [97], neksyne-1
[98], metabotropowe receptory glutaminianergiczne, mGIuR5 i mGIuR7 [99,100],
neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego, BDNF (ang. Brain-derived Neurotrophic
Factor, BDNF) [101-103], czy kinaze kalmodulinowa zalezng od wapnia typu drugiego,
aCaMKIl [104-106].

Badania na zwierzetach pozwolity nam zrozumie¢ réwniez, w jaki sposob
wspomnienia zwigzane ze strachem sg nabywane, przechowywane i wygaszane. Ponadto,
istnieje coraz wiecej dowoddéw wskazujgcych na specyficzne obwody neuronalne
obejmujagce kore przedczotowg, hipokamp, ciato migdatowate i obszary wzgdrza, ktére
modulujg uczenie sie i ttumienie strachu, o ktorych traktujg podrozdziaty 1.4.i 1.5. niniejszej
rozprawy.

W celu zbadania roli obszaréw médzgu w procesach pamieciowych historycznie
stosowano trwate lezje tych struktur [107]. Aktywno$¢ neurondéw monitorowano za pomocg
elektrod wprowadzanych do mézgu zwierzecia, nagran EEG, lub mapowano za pomocg
analizy ekspres;ji biatek- markeréw plastycznosci, jakimi s3 geny odpowiedzi wczesnej (ang.
Immediate Early Genes, IEG), w tym przede wszystkim c-fos. Manipulowano takze
aktywnoscig neuronoéw poprzez ich zahamowanie, czy pobudzenie za pomocag srodkow
farmakologicznych [108]. Wraz z rozwojem technik badawczych w latach dwutysiecznych
zaczeto wykorzystywac narzedzia optogenetyczne, chemogenetyczne (np. system DREADD,
ang. Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs), czy fotometryczne.
Optogenetyka pozwala na manipulacje aktywnoscig neuronéw z precyzjg milisekund) [109].
Jest to mozliwe dzieki dostarczeniu Swiatta do obszaréw, do ktorych uprzednio
wprowadzono aktywowane $wiattem kanaly jonowe, czy pompy protonowe [110].
Chemogenetyka jest mniej inwazyjng metodg, wydtuzajgcg okres manipulacji do okoto 8
godzin. W metodzie tej aktywnos$¢ neuronéw regulowana jest przez sztuczny ligand (np.
N-tlenek klozapiny, ang. Clozapine-N-oxide, CNO) oddziatywujgcy z wczesniej
wprowadzonymi do komoérek zmodyfikowanymi receptorami metabotropowymi (np. hM4Di -
hamujacy, hM3Dq - pobudzajgcy) [111]. Mechanizm hamowania aktywnos$ci neuronéw za
pomocg DREADD zostat przedstawiony na Rycinie 2. Fotometria zas, polega na obrazowaniu
fluorescencji sensora wapnia (GCaMP) w komodrkach [112]. Intensywnos$¢ fluorescencji

biatka GCaMP (odzwierciedlajgca poziom Ca** w komoérce) moze by¢ mierzona w
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komérkach mézgu in vivo z wykorzystaniem miniskopéw montowanych na czaszce

zwierzecia lub mikroskopu dwufotonowego [113].

hM4Di

| cAMP

v

Zahamowanie
aktywnosci
neuronalnej

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy dziatanie chemogenetycznego systemu DREADD
Genetycznie zmodyfikowany ludzki transmembranowy receptor muskarynowy dla
acetylocholiny (hM4Di) aktywowany jest przez N-tlenek klozapiny (CNO). Aktywacja hM4Di
powoduje obnizenie cyklicznego AMP w komdrce, wywotane za pomoca biatek Gi. W
konsekwencji, prowadzi to do zablokowania spontanicznych wytadowan neuronu, w ktérym
obecny jest ten receptor, rozumianych jako zahamowanie aktywnosci neuronalnej.
Stworzono w Biorender.

Wykorzystujgc powyzej opisane narzedzia dokonano znacznego postepu w poznaniu
obwodoéw neuronalnych zaangazowanych w regulacje proceséw pamieciowych [114-116).
Niemniej, wiekszos¢ tych badan skupiata sie na pamieci wczesnej [51,88,117,118].
Jednoczesnie, procesy komorkowe lezgce u podtoza pamieci pdznej pozostajg mniej
poznane.

Podsumowujac, do niepodwazalnych korzysci ptyngcych z badan nad wygaszaniem
uwarunkowanego strachu u zwierzgt laboratoryjnych nalezy zaliczy¢ nakreslenie

podobienstw neuroanatomicznych, neuroprzekaznikowych i funkcjonalnych z tymi
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obserwowanymi u ludzi cierpigcych na PTSD [119]. Doswiadczenia te zaowocowaty
opracowaniem nowych strategii farmakologicznych wspierajgcych terapie behawioralng
zaburzen lekowych [120-122]. Lecz by badania nad wygaszeniem strachu u zwierzat miaty
wiekszg wartosc¢ translacyjng niektore z aspektéw metodologicznych powinny ulec zmianie
[123,124].

1.4. Obwody neuronalne zaangazowane w wygaszanie wczesnhej pamieci strachu

Ciato migdatowate, kora przedczotowa, hipokamp, i pien moézgu sg kluczowymi
obszarami mdézgu zaangazowanymi w procesy pamieciowe zwigzane ze strachem oraz
wygaszaniem wczesnej pamieci strachu [66,114,125,126].

Jadro podstawno-boczne ciata migdatowatego (BLA) jest niezbedne do nabywania
pamieci strachu [92,127-129], a takze do kodowania, lecz nie konsolidacji pamieci
wygaszania strachu [130-134]. Jedng z pierwszych prac ukazujgcych role BLA w
wygaszaniu strachu opublikowano w 1992 roku. Zauwazono wowczas, ze zahamowanie
aktywnosci BLA za pomoca antagonisty receptorow kwasu N-metylo-D-asparaginowego
(ang. N-methyl-D-aspartate, NMDA), uposledza wygaszanie pamieci strachu [135]. W
podobnym eksperymencie, udowodniono, ze zahamowanie receptoréw NMDA, lub aktywacja
receptoréw kwasu p-aminomastowego (ang. y-aminobutyric acid, GABA) w BLA, lecz nie w
srodkowym jadrze ciata migdatowatego (CeA), uposledza wygaszanie pamieci strachu
[134,136]. Wykazano réwniez, ze formowanie i wygaszanie pamieci strachu, oraz pamieé¢
nagrody, aktywujg genetycznie odrebne populacje neuronéw w BLA [133].

Kora infralimbiczna (IL), bedaca czescig kory przedczotowej, jest jedng z najlepiej
opisanych struktur nalezgcych do obwoddéw neuronalnych zaangazowanych w wygaszania
pamieci strachu [115,118,137-144]. Zauwazono, ze aktywacja IL (poprzez srodczaszkows
infuzje antagonisty receptoréw GABA, pikrotoksyny) podczas wygaszania strachu zaleznego
od bodZzcow ogdlnych przyspiesza tempo wygaszania [141]. Z kolei zahamowanie
aktywnosci IL (poprzez infuzje agonisty receptoréw GABA - muscymolu do IL) prowadzito do
uposledzenia konsolidacji pamieci wygaszania [142]. Obserwacje te potwierdzono stosujac
zaréwno manipulacje farmakologiczne jak i optogenetyczne [139]. Ponadto, dwukierunkowe
projekcje pomiedzy IL a BLA sg odpowiedzialne za hamowanie reakcji strachu w trakcie
wygaszania [138,145]. Optogenetyczne zahamowanie projekcji BLA—IL w trakcie sesji
wygaszania uposledza wygaszanie wczesnej pamieci strachu [146], podczas gdy
zahamowanie szlaku IL—BLA skutkuje pogorszeniem retencji pamieci wygaszania [147].

Kolejnym elementem obwodéw neuronalnych zaangazowanych w wygaszanie

wczesnej pamieci strachu jest hipokamp, [79,105]. Aktywnos¢ hipokampa jest istotna dla
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poprawnego nabywania i ekspresji, czy przywotywania pamieci wygaszania strachu
[148,149]. Okazuje sie, ze podobne obserwacje poczyniono po inaktywacji mPFC, co
podpowiada, ze oba obszary kontrolujg wygaszanie pamieci strachu zaleznego od bodzcow
ogollnych [150]. Kora przedczotowa nie ma natomiast bezposrednich potgczen z
hipokampem i jak wykazano, moze komunikowaé sie z tg strukturg za posrednictwem
wzgorza [151]. Chemogenetyczne zahamowanie neuronéw grzbietowej czesci hipokampa,
projektujgcych do IL skutecznie blokuje wygaszanie strachu [152].

Coraz wiecej badan wskazuje, ze wygaszanie strachu zalezne jest réwniez od
osrodkéw wzgorzowych. Jak pokazujg doswiadczenia elektrofizjologiczne, wygaszanie
strachu indukuje zmiany transmisji synaptycznej w neuronach jadra przysrodkowego
wzgodrza (MD) [153] oraz jego projekcjach do przysrodkowej kory przedczotowej (mPFC)
[154]. Z kolei, MD unerwiane przez jagdro wzgoérka gornego (SC), gdy zastymulowane
optogenetycznie w trakcie sesji wygaszania strachu utatwiato jego wygaszenie [155]. Za$
chemogenetyczna lub optogenetyczna inaktywacja projekcji MD—CeA, MD—BLA, czy
przednio-brzusznego jadra siatkowatego wzgérza (TRNrv) do MD zaburza wygaszanie
strachu uwarunkowanego na bodzce dzwiekowe [155,156].

Zahamowanie projekcji mPFC do jadra taczgcego wzgodrza (RE) w trakcie wygaszania
skutkuje zahamowaniem nabywania pamieci wygaszania [151]. Podobne skutki niesie
zahamowanie aktywno$ci samego RE w trakcie wygaszania [157]. Za§ zahamowanie
projekcji RE—~CA1 podczas sesji przypominania pamieci strachu, uposledza wygaszanie
wczesnej pamieci strachu kolejnego dnia, sugerujac ze aktywnosé RE—~CA1 przyczynia sie
do obnizenia ekspresji strachu i wywotywania wygaszania strachu zaleznego od bodzcéw
ogdlnych [158]. Chemogenetyczne obnizenie aktywnosci jadra przykomorowego wzgoérza
(PV), czy jego projekcji IL—PV lub PV—Cel podczas przypominania wczesnej pamieci
wygaszania powoduje jego uposledzenie [159]. Lezje przednio-brzusznego jadra wzgdrza
(AV) za pomoca lidokainy zaburzyty wygaszanie wczesnej pamieci w tescie unikania [160].

Wygaszanie strachu jest réwniez wspierane przez brzuszno-boczng czes¢ istoty
szarej okotowodociggowej (VIPAG) [161], kore srédwechowa (ENT) [162], czy przysrodkowe
jadro przegrody (MS) [163,164]. Niektére prace sugerujg réwniez udziat miejsca sinawego
(LC) [165] i kory okotooczodotowej w wygaszaniu reakcji strachu [166], czy warstwy
niepewnej [167]. Ostatnie doniesienia raportujg réwniez, ze chemogenetyczne zahamowanie
neuronéw jadra przysrodkowego ciata migdatowatego (MeA) projektujgcych do
grzbietowo-przysrodkowej czesci brzuszno-przysrodkowego jadra podwzgdérza (VMHdm)
poprawia wygaszanie strachu u myszy wykazujgcych fenotyp znacznego uposledzenia

wygaszania strachu [168].
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1.5. Obwody neuronalne zaangazowane w wygaszanie poznej pamieci strachu

Jak wspomniano w podrozdziale 1.1.2., czas wptywa na reorganizacje obwodow
neuronalnych zaangazowanych w przechowywanie i przywotywanie wspomnien [35].
Wspomnienia moga by¢ réwniez aktualizowane wraz z uptywem czasu, tj. podlegac
destabilizacji podczas ich przywotywania, rekonsolidacji, wygaszaniu, i zapominaniu [169].

Z doniesien analizujgcych obwody neuronalne zaangazowane w przetwarzanie
péznej pamieci strachu dowiadujemy sie, ze BLA jest aktywowane zar6éwno przez
przywotywanie jak i wygaszanie pdznej pamieci strachu [117,170-172]. W szczegdlnosci
lezja BLA z uzyciem, NMDA, ktérg wykonano na dwa tygodnie przed sesjg wygaszania,
spowodowata uposledzenie przypominania pamieci strachu jak i wzmocnienie wygaszania
tych wspomnien. Efekt lezji zaobserwowano nawet po uptywie 500 dni od treningu, zaréwno
dla wygaszania pamieci strachu bodzcéw ogdlnych, jak i dzwiekowych, [171]. Nowsza praca
pokazuje, ze wygaszanie poznej pamieci strachu (30 dni po treningu warunkowania)
wywotuje podwyzszenie aktywnosci BLA, mierzone jako wzrost poziom biatka c-Fos. Poziom
biatka c-Fos w BLA korelowata z aktywnoscig srodkowej czesci wzgdrza oraz grzbietowego i
brzusznego hipokampa, lecz nie z aktywnoscig kory przedczotowej [117]. W kolejnym
doniesieniu, Silva i wsp. (2021) zademonstrowali, ze wejscie z pola brzusznego nakrywki
(ang. ventral tegmental area, VTA) do BLA reguluje wzrost poziomu c-Fos w BLA podczas
poZznego wygaszania strachu. Autorzy zauwazyli rowniez, ze w trakcie wygaszania poznej
pamieci strachu projekcje RE—~BLA ulegajg wzmochnieniu i indukujg plastycznos¢ neuronéw
BLA. Chemogenetyczne zahamowanie tych projekcji skutkuje uposledzeniem wygaszania
poznej pamieci strachu, a ich aktywacja obniza poziom zamierania myszy w trakcie ses;ji
wygaszania, co $wiadczy o przyspieszeniu procesu wygaszania strachu. Jednocze$nie,
badacze nie zaobserwowali by wygaszanie pdznej pamieci strachu indukowato zmiany
poziomu c-Fos w komodrkach BLA unerwianych przez IL, ani by zahamowanie aktywnosci
tych projekcji wptywato na wygaszanie péznej pamieci strachu [51].

Wygaszanie péznej pamieci strachu aktywuje kore prelimbiczng (PrL), przednig czesé
kory przedniego zakretu obreczy (CG), IL, i kore zaptatowa (RSP), sytuujac te obszary jako
potencjalnie kluczowe w tym procesie [117]. Jak dalej wykazano, wewnatrzkomdrkowy szlak
sygnatowy angazujagcy NR2B/PKA/pCREB w RSC przyczynia sie do wygaszania poznej
pamieci strachu [173]. Ponadto wykazano, ze zarbwno zahamowanie aktywnosci BDNF i
syntezy biatek w IL, jak i zahamowanie aktywnosci IL za pomoca lidokainy, uposledza
wygaszanie poznej pamieci strachu [118,140]. Co ciekawe, BDNF w PrL nie jest konieczny do
wygaszania pamieci strachu [140]. Ponadto BDNF w brzusznej czesci hipokampa zwieksza

pobudliwos¢ komoérek IL, wspierajgc w ten sposob pamie¢ wygaszania. Chemogenetyczne
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zahamowanie potgczen neuronalnych z grzbietowego hipokampa do IL podczas ses;ji
wygaszania zablokowano wygaszanie strachu po 8 dniach od jego warunkowania [152].
Natomiast, gdy inhibicja miata miejsce tuz po sesji wygaszania, uposledzono przypominanie
pdzZnej pamieci wygaszania strachu [174]. Ponadto, IL reguluje aktywnos$é¢ RE podczas
wygaszania pdznej pamieci strachu, a stymulacja optogenetyczna potaczen IL—RE skutkuje
wzmocnieniem wygaszania [51].

Poza projekcjami brzusznej i grzbietowej czesci hipokampa do IL, niewiele wiadomo
0 jego wplywie na wygaszanie péznej pamieci strachu. W istocie, przypominanie pamieci
poznej strachu oraz jego pdézne wygaszanie wywotuje podwyzszone poziomy c-Fos w
brzusznej czesci [117], oraz obnizone poziomy c-Fos w grzbietowej czesci hipokampa [175].

Badania obszaréw przysrodkowego wzgdrza zaowocowaty znacznym poszerzeniem
wiedzy na temat obwoddw neuronalnych zaangazowanych w przetwarzanie péznej pamieci
strachu [51,52,176,177]. Wzgdrze uczestniczy w przetwarzaniu silnych emociji niezaleznie od
ich wartosci (pozytywne vs. negatywne), co sugerowano juz 1997 roku, obserwujgc
aktywacje tego obszaru u ludzi wykazujgcych takie emocje jak smutek, lek, czy szczescie
[178]. Zmiany w aktywnos$ci wzgorza obserwuje sie rowniez u pacjentéw z zaburzeniami
lekowymi, w tym cierpigcych na PTSD, ktoérzy wykazywali obnizong aktywnos¢ osrodkow
wzgorzowych [179-181]. Zgodnie z metaanalizg przeprowadzong przez Ramage i in. (2013)
wzgorze posredniczy w komunikacji korowej podczas przywotywania traumatycznych
wspomnien z przesztosci [182]. Ponadto, zaburzenia wzgdrzowych potgczen funkcjonalnych
stanowig markery okreslajgce stopien nasilenia objawoéw PTSD, a takze podatnosci na
terapie ekspozycji stosowang w leczeniu tej choroby [183].

Szczegolnie ciekawym odkryciem jest wykazanie funkcji RE w regulacji wygaszania
poznej pamieci strachu. Chemogenetyczne zahamowanie aktywnosci RE podczas
wygaszania pdznej pamieci zaburza proces wygaszania, a aktywacja RE ma skutek
przeciwny [51]. Co ciekawe, autorzy tej pracy uzyskali podobne wyniki manipulujgc
aktywnoscig projekcji RE—~BLA We wczesniejszej pracy Silva i wsp. (2018) zaobserwowali
réwniez silng indukcje ekspresiji c-Fos w RE i PV po sesji wygaszania pdznej pamieci strachu,
przy czym aktywnosé PV silnie korelowata z RSC i RE. Ponadto, gdy chemogenetycznie
aktywowano neurony PV w trakcie testu retencji wygaszania pamieci strachu zaleznego od
bodZzcéw akustycznych, zauwazono uposledzenie przypominania poznej pamieci
wygaszania (uwaga: pdézna pamie¢ wygaszania rozumiana jest tutaj jako 7 dni od
wygaszania do testu retencji) [159]. Ci sami autorzy osiggneli podobny efekt stosujac

jednoczesne zahamowanie IL—PV i aktywacje PV—CelL podczas przypominania pdznej
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pamieci strachu, co sugeruje istotng role obwodu IL—-PV—CeL w tym procesie, podkreslajgc
role obwodow korowo-wzgorzowych w wygaszaniu strachu.

Podtuzne badania na myszach, oparte na obrazowaniu populacji neuronéw w
przednio-brzusznym jadrze wzgdrza (AM) wykazaty, ze struktura ta odpowiada za wspieranie
silnych wspomnien i poprzez komunikacje z korg zakretu obreczy (CG) aktywnie uczestniczy
w konsolidacji péznej pamieci, w tym pamieci strachu [184]. Autorzy tej pracy, wykazali, ze
optogenetyczne zahamowanie projekcji AM—CG podczas klasycznego warunkowania
strachu, uposledza przypominanie péznej, lecz nie wczesnej pamieci strachu. Jako, ze
badanie zostato wykonane u tych samych osobnikéw, procedura behawioralna przypomina
wygaszanie strachu, sugerujgc udziat tych projekcji w wygaszaniu péznej pamieci strachu

zaleznej od bodzcéw ogdinych.

26


https://www.zotero.org/google-docs/?05rAO2

2. Cele pracy

Nadrzednym zatozeniem niniejszej pracy bylo poznanie obwoddéw neuronalnych
odpowiadajgcych za wygaszanie reakcji zwigzanej z pézng pamiecig strachu zaleznego od
bodzcow ogdlnych.

Sformutowano nastepujgce cele szczegdétowe:

e Zbadac¢ wptyw autofosforylacji izoformy a kinazy zaleznej od wapnia i kalmoduliny
typu Il (aCaMKIl) na efekty behawioralne zwierzat w trakcie wygaszania wczesnej i

poznej pamieci strachu

e Okresli¢ jakie obszary aktywowane sg przez wygaszanie wczesnej i pdznej pamieci

strachu

e Okresli¢ obszary mdzgu, ktérych aktywnosé w czasie wygaszania pamieci strachu

jest regulowana przez autofosforylacje aCaMKIl;

e Zweryfikowac role poszczegdlnych obszarow moézgu w wygaszaniu péznej pamieci
strachu poprzez opisanie efektéw behawioralnych chemogenetycznego hamowania

ich aktywnosci
e Zweryfikowac¢ role potgczen neuronalnych miedzy kluczowymi obszarami mézgu

odpowiadajgcymi za wygaszanie pdznej pamieci strachu poprzez opisanie efektéw

behawioralnych chemogenetycznego hamowania ich aktywnosci
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3. Materiaty i metody

3.1. Zwierzeta wykorzystane w doswiadczeniach

Wykorzystano myszy obu pici z linii transgranicznej z  mutacja
Tg(aCaMKIIT286A)xTg(Thy1-EGFP), (dalej okreslane jako T286A*") oraz ich rodzenstwa o
genotypie typu dzikiego (WT, ang. wild-type). Myszy T286A* uzyskano poprzez skrzyzowanie
myszy z mutacjg w domenie autofosforylacyjnej aCaMKII (aCaMKII-T286A) [185], z myszami
heterozygotycznymi Thy1-EGFP(M) (Tg(Thy1-EGFP)MJrs/J) [186], i genotypowano jak
opisano wczesniej [185,186]. Obecnosci biatka zielonej fluorescencji (GFP) w czesci
komoérek mézgu (~10%), pozwala na analize morfologiczng kolcéw dendrytycznych (analizy
takie byty wykonane przez innych cztonkéw zespotu, lecz nie sg zawarte w niniejszej
rozprawie). Tu fluorescencja GFP utatwita anatomiczne zdefiniowanie struktur stanowigcych
obszary analizy aktywnosci regionalnej. Zwierzeta T286A*" pochodzity z hodowli Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk.

Ponadto uzyto samce myszy C57BL/6J 2z hodowli Centrum Medycyny
Doswiadczalnej w Biatymstoku lub zwierzetarni Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk. Do doswiadczen uzyto myszy w wieku 8-10
tygodni na poczatku procedury. Myszy utrzymywane byly w pomieszczeniach hodowlanych z
12-godzinnym cyklem dobowym (12 godz. fazy jasnej / 12 godz. fazy ciemnej), statej
temperaturze (21-23°C) oraz statej wilgotnosci powietrza (40-50%). Zwierzeta
przetrzymywane byly w grupach do pieciu osobnikéow w klatce z dostepem do pozywienia i
wody ad libitum. Wyjatkiem byty zwierzeta przechodzace rekonwalescencje (okoto 7 dni) po
operacji stereotaktycznej. Myszy te byly przetrzymywane pojedynczo. Doswiadczenia
behawioralne przeprowadzitem w fazie jasnej cyklu dobowego zwierzat. Wszelkie procedury
doswiadczalne wykonatem zgodnie z wytycznymi i za zgodg | Lokalnej Komisji Etycznej do
spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie (nr. zgéd: LKE 932/2019, LKE 119/2016).

3.2 Wektory wirusowe

3.2.1. Wektory AAV

Wykorzystano trzy wektory wirusowe stowarzyszone z adenowirusami (AAV, ang.
adeno-associated virus). Wektory AAV dzieki zdolnosci do transdukcji komérek niedzielgcych
sie, umozliwiajg stabilne wyrazanie niesionego genu w komérkach uktadu nerwowego [187].
Z uwagi ha postawione w tej rozprawie hipotezy, zastosowany wektor powinien

charakteryzowa¢ sie¢ umiarkowang dyspersjg, aby zakres transdukcji byt przestrzennie
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ograniczony. W zwigzku z tym postanowitem zastosowa¢ wektory wirusowe stowarzyszone
z mozaikg adenowirusa o serotypie 2.1 [188,189]. Wszystkie wektory zastosowane w
opisanych tu doswiadczeniach podlegaty jakosciowej analizie poziomu ekspresji. Zwierzeta
z niewystarczajgcg ekspresjg wirusa w badanym obszarze mézgu (nie obejmowaty
wiekszosci objetosci struktury moézgowej) lub ekspresja obejmujgcy inne obszary niz

testowany zostawaty wykluczane z analizy statystyczne;j.

Uzyte wektory wirusowe:

1) hM4Di: koduje hamujgcy DREADD potaczony byt z biatkiem czerwonej fluorescencji,
mCherry. W eksperymentach uzyto dwoéch wariantow genu promotorowego kontrolujgcego
wyrazanie tadunku wektora:

1a) ludzkiego genu synapsyny typu pierwszego (hSynT), specyficznego dla neuronéw
(pPAAV2.1-hSyn1-hM4Di(Gi)-mCherry). Oznaczenie uzywane dalej w teks$cie- hSyn1-hM4Di.
Zastosowany w manipulacji aktywnoscig neuronéw w V1, IL, RE oraz MS. Miano czgsteczek
wirusowych dla tego wektora wynosito: 4.59 x 10° pc/l.

1b) genu CaMKiIl2a, specyficznego  dla neuronéw  aktywujacych
(pPAAV1/2-aCaMKII-hM4Di(Gi)-mCherry).  Oznaczenie uzywane dalej w  tekscie-
aCaMKII-hM4Di. Zastosowany w manipulacji aktywnoscig neuronéw w RE oraz dCA1. Miano
czgsteczek wirusowych wynosito: 4.4 x 10° pc/pl.
2) Kontrolny wektor wirusowy kodujgcy mCherry pod promotorem CaMKII2a
(pPAAV1/2-aCaMKIl-mCherry). Okreslany dalej jako mCherry. Zastosowany w manipulacji
aktywnoscig neuronow w V1, IL, RE, MS oraz polu dCA1 hipokampa. Miano czasteczek
wirusowych wynosito: 7.5 x 107 pc/pl.

Powyzsze wektory AAV wyprodukowane zostaty w Pracowni Modeli Zwierzecych, w
Instytucie Nenckiego. Sekwencje oraz mapy plazmidéw dostepne sg w repozytorium
ADDGENE pod nr. katalogowymi #50475 (hSyn1-hM4Di), #50477 (aCaMKII-hM4Di), #114469
(mCherry).

3.2.2. Wektory AAV z ekspresja tadunku w systemie zaleznym od rekombinazy Cre

W celu zbadania funkcji potgczen neuronalnych miedzy dwoma obszarami mézgu
zastosowatem system dwoch wektorow wirusowych: AAV zawierajgcy gen receptora
DREADD (hM4Di), zalezny od rekombinazy Cre, tzw. DIO (ang. Double-floxed Inverse
Orientation) oraz retroAAV kodujgcy rekombinaze Cre (rAAV-Cre). W AAV z DIO-hM4Di, gen
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hM4Di ustawiony jest w orientacji antysensownej, uniemozliwiajgc jego ekspresje, i otoczony
jest przez pare sekwencji loxP o przeciwnym zwrocie. Wektor rAAV-Cre, posiada zdolnos¢ do
transdukcji aksonow komorek neuronalnych. Transdukcja komorki oboma wektorami

pozwala na inwersje i ekspresje genu hM4Di (Rycina 3).

Zastosowano nastepujace wektory wirusowe:

1) retroAAV kodujacy rekombinaze Cre potgczong z biatkiem GFP. Wektor transdukujacy
aksony neuronéw pobudzajgcych (ssAAV-retro/2-mCaMKIla-EGF-2A-iCre-WPRE-SV40p(A)).
Oznaczony jako rAAV-iCre. Mape plazmidu odszuka¢ mozna w repozytorium ADDGENE pod

nr. katalogowym #24593. Miano czgsteczek wirusowych wynosito: 3.6 x 10° pc/pl.

2) AAV kodujagcy hM4Di potaczony z mCherry, z ekspresjg tadunku zalezng od Cre i
ograniczong do neuronow pobudzajacych
(ssAAV-1/2-mCaMKlla-dlox-hM4D(Gi)-mCherry(rev)-dlox-WPRE-bGHp(A).  Oznaczony w
tekScie jako aCaMKII-DIO-hM4Di. Mape plazmidu odszuka¢ mozna w repozytorium

ADDGENE pod nr. katalogowym #50461. Miano czgsteczek wirusowych wynosito: 3.3 x 10°
pc/ul.

3) AAV kodujagcy mCherry z ekspresjg tadunku zalezng od Cre i ograniczong tylko do
neuronéw pobudzajgcych (ssAAV-1/2-mCaMKlla-dlox-mCherry(rev)-dlox-WPRE-bGHp(A).
Oznaczony w tekscie jako aCaMKII-DIO-mCherry. Miano czgsteczek wirusowych wynosito:
3.4 x 10° pc/pl (VVWFETH Zurich pod nr katalogowy #v425-1). Wektory wirusowe zakupione

zostaty w Viral Vector Facility Uniwersytetu w Zurychu.

aCaMKII lub hSyn WPRE polyA

aCaMKII ub hSyn hM4Di-mCherry WPRE polyA

Rycina 3. Schemat przedstawiajagcy mechanizm dziatania ekspresji genu zaleznej od
dwoma parami heterotypowych sekwencji loxP o przeciwnym zwrocie. aCaMKI|, promotor
genu kinazy kalmodulinowej zaleznej od wapnia; hSyn, promotor genu ludzkiej rekombinazy
Cre. Wektor kodujgcy hM4Di-mCherry, ktérego sekwencja otoczona jest sekwencjami
palindrowowymi. L-ITR, lewostronna sekwencja palindromowa; R-ITR prawostronna
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sekwencja palindromowa; polyA, sekwencja poliadenylacji; WPRE, potranslacyjny element
regulatorowy.

3.3. Operacje stereotaktyczne

Zwierze byto wprowadzane w stan znieczulenia ogolnego, poprzez podanie
wziewnego anestetyku, izofluranu (Aerrane, Baxter, 5%- dawka indukcyjna, obnizana
stopniowo, 0,8-1.5%- dawka podtrzymujgca anestezje ). Nastepnie, mysz umieszczana byta
w ramie stereotaktycznej (#51733, Stoelting, Wood Dale, IL, USA) i podawano jej podskdrnie
serie lekéw: analgetyk (winian butorfanolu, 2 mg/kg, Butomidor, Richter Pharma), lek
przeciwzapalny, przeciwbolowy i przeciwgorgczkowy (kwas tolfenamowy, 4 mg/kg,
Tolfedine, Vetoquinol), oraz antybiotyk (enrofloksacyna, 5 mg/kg, Baytril, Bayer); oraz
domiesniowo lek przeciwobrzekowy (deksametazon, 0,2 mg/kg, Dexasone, Scanvet Poland).
Odpowiednie stezenia substancji aktywnych uzyskano poprzez przygotowanie ich roztworéw
w soli fizjologicznej (0,9% NaCl, Polpharma). By zapobiec powstawaniu zespotu suchego
oka, aplikowano na oczy zwierzecia zel z karbomerem, zastepujacy ptyn tzowy (2 mg/kg,
Vidisic, Bausch&Lomb). Podczas catej procedury, temperatura ciata myszy utrzymywana
byta na statym poziomie przy pomocy maty grzewczej. Przed wykonaniem naciecia, skéra na
gtowie myszy byta golona, oczyszczona i zdezynfekowana roztworem jodyny (3%, Solutio
lodi Spirituosa, Biowet Drwalew) oraz miejscowo znieczulona lidokaing w zelu (2 mg/g,
Lignocainum typ U, Jelfa). Nastepnie, za pomocg ramion stereotaktycznych, ustalono punkty
bregma i lambda na czaszce zwierzecia. Koordynaty dla poszczegdlnych obszarow mozgu
zostaty wyznaczone na podstawie atlasu mézgu myszy [190] i zebrane w Tabeli 1. Wierttem
dentystycznym wywiercatem w czaszce jedno, dwa lub trzy jedno milimetrowe otwory, przez
ktére wprowadzatem igte Scietg bocznie, o grubosci 34 G (NanoFil, NF34BV, WPI, Sarasota,
USA) zamontowang na strzykawce (NanoFil, 10 pl, WPI), w ktérej znajdowat sie jeden z
nosnikéw wirusowych. Podczas kazdej iniekcji koncéwka igty opuszczana byta o 0,1 mm
ponizej miejsca iniekcji, celem wytworzenia przestrzeni i ktéra miata zapobiec wyptywowi
zawiesiny wektoréw w czasie wyciggania igly. Z tego samego wzgledu, po zakorczeniu
infuzji igta pozostawata w miejscu przez 10 minut. Infuzja zawiesiny w objetosci 0,150 pl do
MS; 2 x 0,1 pl do IL; 2 x 200 pl do V1, 2 x 0,25 pl do RE oraz 0,5 pl na potkule do CAT1.
prowadzona byta w tempie 0,1 pl/min, z uzyciem pompy infuzyjnej (WPI, Sarasota, USA,
#UMP3) potaczonej z kontrolerem (Micro4, WPI, Sarasota, USA). W zaleznos$ci od procedury,
rama stereotaktyczna wyposazona byta w jedno lub dwa ramiona uzbrojone w pompy

infuzyjne ze strzykawkami. Nastepnie, igte wyprowadzano z moézgu, a skore zszywatem nicig
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chirurgiczng, (PGA USP 4-0, Atramat, #R2094-75). Po zakonczeniu infuzji znieczulano skére
w miejscu szycia zelem z lidokaing (2 mg/g, Lignocainum typ U, Jelfa). Przez 7 dni po
operacji, zwierzeta przechodzity okres rekonwalescencji w oddzielnych klatkach, w czasie
ktorej otrzymywaty Baytril (5 mg/kg, iniekcja podskérna przez 7 dni), oraz Tolfedine (4
mg/kg, iniekcja podskérna przez 3 dni). Operacje wykonywano minimum 3 tygodnie przed

rozpoczeciem treningu behawioralnego.

Tabela 1. Koordynaty operacyjne dla celowanych iniekcji rédczaszkowych (mm).

Region Koordynaty
Przednio-tylne Przysrodkowo-boczne Grzbietowo-brzuszne
V1 -0,30 +0,26 -0,075
IL +0,185 10,015 -0,17
CA1 -0,20 10,14 -0,15
MS +0,75 0,0 -0,41
RE 0,0 0,01 -0,44

Analiza ekspresji wektoréw wirusowych przeprowadzona zostata na co czwartym skrawku
utrwalonej tkanki mézgowej (opis przygotowania preparatéw histologicznych w podrozdziale
3.5.). Skrawki byty naktadane na szkietko podstawowe (Polysine, Menzel-Glaser,
#J2800AMNZ) i zatapiane w medium zawierajgcym barwnik DAPI, znakujacy jadra
komoérkowe (Fluoromount-G, Invitrogen, #00-4959-52). Preparaty, nastepnie obrazowano z
uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego, i weryfikowano sygnat pochodzacy od egzogennych
biatek mCherry lub GFP. Stosunek liczby komorek zawierajgcych biatko mCherry lub GFP, do
catkowitej liczby komérek (DAPI), postuzyt jako miara wydajnosci transdukcji komérek

badanego obszaru moézgu przez wektor wirusowy.
3.4. Warunkowanie i wygaszanie pamieci strachu zaleznej od bodzcow ogoélnych

Myszy trenowane byty w klatkach do warunkowania reakcji strachu (Med Associates
Inc, St Albans, USA) umieszczonych w dzwiekoszczelnym pudle. Drzwiczki umiejscowione
na jego froncie, posiadalty zamontowang od wewnetrznej strony kamere wideo do
nagrywania wnetrza klatki w Swietle widzialnym oraz w podczerwonem. Klatki zbudowano z
aluminiowych scian bocznych i tylnej, Sciany gérnej z panelem swietlnym oraz frontowych
drzwi z plexiglasu. Podtoge klatki stanowita kratka z metalowych pretéw, stuzgcych do
razenia myszy prgdem elektrycznym. Przed kazdym treningiem klatka byta czyszczona 70%
roztworem etanolu, a nawilzony nim arkusz recznika papierowego umieszczano pod podtogg

z metalowych pretow.
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W dniu sesji warunkowania lub wygaszania strachu, zwierzeta przenoszone byty z
pomieszczen hodowlanych do pokoju behawioralnego na 30 minut przed treningiem, w celu
aklimatyzacji. Nastepnie, w trakcie sesji treningowej, umieszczano zwierze w klatce do
warunkowania reakcji strachu, gdzie po 148 s od rozpoczecia treningu, zwierze razone byto
pragdem o natezeniu 0,7 mA, przez 2 s (US). Razenie pragdem powtarzane byto pieciokrotnie,
w 90 s. odstepach, zgodnie z protokotem opisanym wczesniej w pracy [105]. Mysz wracata
do klatki domowej 30 sekund po ostatnim epizodzie razenia prgdem.

Po jednym (pamieé¢ wczesna) lub 30 dniach (pamie¢ pézna) od treningu zwierzeta
poddano sesji wygaszania pamieci reakcji warunkowej. W tym celu ponownie wprowadzano
je do klatek treningowych, tym razem pomijajac razenie pradem. W eksperymentach z
uzyciem myszy linii T286A , sesja wygaszania trwata 20 minut W doswiadczeniach z
uzyciem myszy C57BL/6J sesje wygaszania przedtuzono do 30 minut by byta skuteczna.
Dzien po sesji wygaszania, testowano pamie¢ wygaszania. Myszy ponownie wktadano na 5
lub 30 minut do klatki treningowej pomijajac razenie prgdem. Uproszczony schemat
warunkowania i wygaszania pamieci strachu przedstawiono na Rycinie 4.

Do doswiadczenia, w ktérym mapowano ekspresje c-Fos w mdzgu myszy (wiecej w
podrozdziale 3.6.1.) wykorzystano trzy grupy kontrolne. Pierwszg grupe stanowity zwierzeta
zabrane bezposrednio z klatki domowej (Naive), drugg myszy eksponowane na klatke
treningowg z pominieciem razenia pragdem (Kontekst), natomiast w trzeciej zwierzeta
sperfundowano 26 godzin po treningu warunkowania (bez sesji wygaszania, 5US).

W czasie wszystkich sesji treningowych mierzono czas, ktéry zwierze spedzito
zamierajgc, to znaczy w bezruchu z wytgczeniem ruchéw oddechowych. Pomiar ten
przeprowadzano automatycznie przy uzyciu oprogramowania (Video Freeze, Med
Associates), gdy zwierze pozostawato w bezruchu przez czas dtuzszy niz 0,5 s. Procent

czasu zamierania uzyty zostat jako miara zachowanej pamieci strachu.
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Rycina 4. Schemat eksperymentalny warunkowania i wygaszania uwarunkowanej reakcji
strachu zaleznej od bodzcow ogdlnych.

Zwierzeta poddane zostaly treningowi warunkowania, podczas ktérego dochodzito do
asocjacji bodzcéw bezwarunkowych (pieciokrotne, delikatne draznienie elektryczne) z
bodzcami ogdlnymi (kontekst klatki treningowej). Kolejnego dnia (A: pamie¢ wczesna) lub
po 30 dniach (B: pamie¢ pézna) myszy zostaty poddane treningowi wygaszania pamieci
strachu, a dzien pdzniej testowano poziom retencji pamieci wygaszania tejze reakciji.
Stworzono w Biorender.

Testowano rowniez wptyw CNO na zachowanie zwierzat przechodzacych trening
wygaszania poznej pamigci strachu. Myszy C57BL/6J przeszty trening warunkowania. CNO
(0; 0,5 3 lub 10 mg/kg; Enzo Life Sciences, #BML-NS105-0005; rozpuszczone w soli
fizjologicznej; 0,9% NaCl, Polpharma) podano dootrzewnowo na 30 minut przed sesjg
wygaszania péznej pamieci strachu. W kolejnych doswiadczeniach roztwér CNO (3 mg/kg)

podawano dootrzewnowo 30 minut przed rozpoczeciem sesji wygaszania pamieci strachu.
3.5. Perfuzja przezsercowa

Zwierzeta znieczulano za pomocg dootrzewnowego zastrzyku z mieszaniny
ketmiany (90 mg/kg, Biowet Putawy) i ksylazyny (7,5 mg/kg, nazwa handlowa: Sedazin,
Biowet Putawy), a nastepnie uspiono poprzez dootrzewnowe podanie pentobarbitalu sodu
(50 mg/kg, nazwa handlowa: Morbital, Biowet Putawy). Gdy zwierzeta weszty w stan
gtebokiego uspienia (brak reakcji na szczypanie ogona/tap), otwierano im klatke piersiows,
rozszczelniano prawy przedsionek serca oraz wprowadzano igte do lewej komory. Przez igte

wttoczono zimny roztwér zbuforowanej soli fizjologicznej (0,01M, PBS, ang. phosphate
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buffered saline, 60 ml w tempie 15 ml/min, 4°C, Medicago, #09-9400-100), a nastepnie
paraformaldehyd (4% PFA, 60 ml w tempie 15 mil/min, 4°C, Sigma-Aldrich, #158127). Po
zakonczeniu perfuzji zwierze dekapitowano, a mdézg wyjmowano z czaszki. Wyizolowane
mozgi utrwalano dodatkowo w 4% roztworze PFA w PBS, w temperaturze 4°C, przez 24
godziny. Nastepnie tkanke przektadano do 30% roztworu sacharozy (POCH, #772090110) w
PBS petnigcego funkcje krioprotekcyjng i przechowywano 3 dni, w 4°C. M6zgi krojono na
kriostacie zyletkowym (CM1950, Leica GmbH, Niemcy) w ptaszczyZnie czotowej, uzyskujgc
skrawki o grubosci 45 pm. Skrawki przechowywano w temperaturze -20°C, w roztworze
krioprotekcyjnym, PBSAF (PBS, 30% sacharoza (POCH, #772090110), 15% glikol etylenowy
(BioShop, #ETH001.4), 0,05% NaN, (POCH, #792770426)).

3.6. Immunofluorescencyjna detekcja biatek na skrawkach mézgu

3.6.1. Biatko c-Fos

W celu przeprowadzenia barwien immunofluorescencyjnych uzywano co szdstego
skrawka z catego przekroju moézgu. Skrawki ptukano 3 x 6 min. w roztworze PBS, i
inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej w roztworze blokujgcym (PBS, 3%
surowica osla, (NDS, Jackson ImmunoResearch, #017-000-121), 0,3% Triton X-100 (BioShop,
#TRX506.100). Nastepnie, skrawki inkubowano w roztworze blokujgcym uzupetnionym o
przeciwciato pierwszorzedowe, rozpoznajgce antygeny biatka c-Fos (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, sc-52 dla doswiadczenia, w ktorym mapowano 24 obszary modzgu lub
Synaptic Systems #226 003 dla pozostatych eksperymentéw) przez noc w 37°C. Drugiego
dnia, skrawki ptukano 3 x 6 min. w roztworze TBS (PBS, 0,3% Triton X-100) i dalej
inkubowano z przeciwciatem drugorzedowym zwigzanym z barwnikiem fluorescencyjnym,
Alexa Fluor 594 (Invitrogen A-11062) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po
inkubacji z przeciwciatem drugorzedowym tkanke ptukano 3 x 6 min. roztworem PBS,
naciggnieto na szkietka mikroskopowe (Thermo Scientific, #AGAA000080) i zatopiono w
medium Fluoromount-G z DAPI (Invitrogen, #00-4959-52).

3.6.2. Biatka reporterowe mCherry i GFP

W celu wzmocnienia sygnatu fluorescencyjnego pochodzgcego z neuronow
transdukowanych wektorami kodujgcymi biatka reporterowe zwigzane z receptorami
DREADD (mCherry), czy tez z rekombinazg Cre (GFP), wykorzystano przeciwciata
wykrywajgce antygeny tych biatek. Skrawki mézgu ptukano 3 x 6 min. w roztworze PBS, a
nastepnie inkubowany przez 1 godzine w temperaturze pokojowej, w roztworze blokujgcym
(PBS, surowica osla, (3%, NDS, Jackson ImmunoResearch, #017-000-121), Triton X-100
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(0,3%, BioShop, #TRX506.100)). Kolejno, skrawki inkubowano w roztworze blokujgcym
uzupetnionym o przeciwciato/a (w zaleznosci od eksperymentu wybarwiano dodatkowo
jedynie mCherry lub mCherry i GFP) pierwszorzedowe specyficzne dla biatka GFP (1:500,
Abcam #ab13970) i/lub mCherry (1:500, Abcam, #ab167453) przez noc w 4°C. Drugiego
dnia, skrawki ptukano 3 x 6 min. w roztworze TBS (PBS, 0,3% Triton X-100) i inkubowano z
przeciwciatem drugorzedowym zwigzanym z barwnikiem fluorescencyjnym Alexa Fluor488
dla biatka GFP (1:500, Invitrogen, #A-11039) i/lub Alexa Fluor594 dla biatka mCherry (1:500,
Invitrogen, #A-11062) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji z
przeciwciatem drugorzedowym skrawki ptukano 3 x 6 min. roztworem PBS oraz naktadano
na szkietka mikroskopowe (Thermo Scientific, #AGAA000080) i zatopiono w medium
Fluoromount-G z DAPI (Invitrogen, #00-4959-52).

3.7. Obrazowanie i analiza zdje¢ mikroskopowych

Preparaty z barwieniem immunofluorescencyjnym fotografowano z uzyciem
mikroskopéw konfokalnych. Informacje na temat uzytych mikroskopow, obiektywow i
fluoroforow zawarte sg w Tabeli 2. Dla kazdego zwierzecia zrobiono s$rednio 6
mikrofotografii kazdego z analizowanych regionéw mdzgu. Wszystkie zdjecia analizowane
byty w programie Fiji Imaged. Analiza gestosci komérek wyrazajgcych biatko c-Fos
przeprowadzona zostata za pomocag stworzonego w naszym laboratorium makro dla
programu Fiji ImagedJ, ktérego autorami sg Dr Kacper tukasiewicz i Mgr inz. Kamil F.

Tomaszewski (Rozdziat 8. - Suplement).

3.8. Analiza statystyczna

Do analiz statystycznych wykorzystano program GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software, USA) lub arkusz kalkulacyjny Excel (Microsoft Office 2013, USA). Réznice
pomiedzy badanymi grupami uznawano za istotne dla P < 0,05. Wielkosci grup
doswiadczalnych podane sg w czesci Wyniki. Testy statystyczne uzyte w niniejszej pracy
zostaly zawarte w opisie wynikéw i/lub opisach do rycin. W analizach danych
prezentujgcych rozktad normalny i réwne wariancje wykorzystano test t-Studenta oraz
dwuczynnikowq analize wariancji (ANOVA), lub analize modeli mieszanych z powtérzonymi
pomiarami, a hipotezy testowane a priori poddawano testom dla powtérzonych pomiaréw
metodg Sidaka lub Dunneta. Korekcje na wielokrotne poréwnania wykonano jesli wszystkie

mozliwe pary byty poréwnywane w danym eksperymencie. Korelacje analizowano z uzyciem
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testu istotnosci korelacji Pearsona. Wszelkie analizy poprzedzat test na rozktad normalny
danych  (test =~ Komogorova-Smirnova z  ustaleniem  wartosci P  metoda

Dallala-Wilkinsona-Lilliefora), bedgcy podstawg do uzycia testéw parametrycznych.

3.9. Wykorzystane programy graficzne

Wszelkie ilustracje graficzne uzyte w niniejszej pracy zostaly wykonane w programie

BioRender (www.biorender.com) oraz Power Point (Microsoft Office 21,, Redmont, USA).
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Dtugosé fali el g .
. . P . Zakres diugosci fali swietlnej,
Eksperyment / . Powigkszenie . . Swietlnej PR
s Mikroskop . Fluorofory i ich zastosowanie L w ktorej zbierano sygnat
Czynnos$é obiektywu wzbudzajacej fl .
fl . uorescencyjny
uorescencje
Mapowanie aktywnosci Lei Alexa-488 (biatko GFP) 488 nm 500-550 nm
obszaréw moézgu ;,;C; 10x
(Podrozdziat: 4.2.) Alexa-594 (biatko c-Fos) 594 nm 604-630 nm
Alexa-488 (biatko c-Fos) 488 nm 498-550 nm
Walidacja systemu Leica Alexa-594 (biatko reporterowe mCherry)
DREADD sps 40x receptor DREADD 594 nm 604-630 nm
(Podrozdziat: 4.3.1.) P
DAPI (jadra komérek) 405 nm 415-470 nm
Szacowarlie zakres’u . Alexa-594 (biatko reporterowe mCherry) 594 nm 604-630 nm
transdukcji neuronéw Zeiss 10x receptor DREADD
(Podrozdziaty: 4.4.-4.7., Spinning Disc
4.9) DAPI (jadra komérek) 405 nm 415-470 nm
. Alexa-488 (iCre zwigzane z GFP) 488 nm 500-550 nm
Szacowanie zakresu
transdukcji neuronéw .
- . Olympus Alexa-594 (biatko reporterowe mCherry) )
RE pro;ek'\tAUéqcych do VS1100 10x receptor DREADD 594 nm 604-630 nm
(Podrozdziat: 4.8.) . |
DAPI (jadra komérek) 405 nm 415-470 nm

Tabela 2. Zestawienie uzytych fluoroforéw, ich zastosowanie oraz zestawienie podstawowych parametréw wykorzystanych do ich obrazowania,

w zaleznosci od wykonywanego zadania badawczego.
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4. Wyniki

4.1. Wplyw autofosforylacji reszty treoninowej w pozycji 286 aCaMKiIl
(T286-aCaMKIl) na wygaszanie pamieci strachu

By okresli¢ funkcje autofosforylacji T286-aCaMKIl w regulacji wygaszania pamieci
strachu uzyto myszy typu dzikiego (WT) (n=5) i heterozygoty (n=6) linii transgenicznej T286A
(T286A*") [185,186]. Zwierzeta poddano treningowi klasycznego warunkowania strachu (5x
0,75 mA przez 1 s.) [104] (patrz: podrozdziat 3.4, Rycina 4) potagczonego z sesjg wygaszania
pamieci strachu, 1 dzien (pamie¢ wczesna) lub 30 dni (pamie¢ pdzna) po treningu
warunkowania, i testem pamieci wygaszania, ktéra odbyta sie jeden dzien po sesji
wygaszania.

W czasie treningu warunkowania strachu zaobserwowano wzrost czestosci reakcji
zamierania u myszy obu genotypéw w czasie ekspozycji na kolejne US co swiadczy o
powstawaniu pamieci strachu nowego kontekstu. Poziom zamierania byt takze podwyzszony
u myszy obu genotypéw po ekspozycji na ten kontekst dzien pdzniej, co Swiadczy o
powstaniu wczesnej pamieci strachu, i obnizat sie w czasie sesji wygaszania, co $wiadczy o
powstawaniu pamieci wygaszania strachu. Nie zauwazono istotnych statystycznych réznic w
poziomach zamierania myszy obu genotypéw w trakcie wygaszania, a takze podczas testu
pamieci wygaszania (Rycina 5A). Zaréwno myszy WT, jak i T286A*", nabyly i skonsolidowaty

pamie¢ wygaszania (Rycina 5B-C).
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Rycina 5. Konsolidacja pdznej pamieci wygaszania strachu jest uposledzona u myszy
T286A"".

(A) Gorny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania myszy WT (czarny kolor
linii i kropek) i T286A"" (pomarariczowy kolor linii i kropek) podczas zadan behawioralnych.
Myszy poddano treningowi klasycznego warunkowania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; 4 = 193,6, P < 0,001, efekt genotypu: F, ¢ = 0,699,
P = 0,29). Po 24 godzinach, zwierzeta przeszly sesje wygaszania pamieci strachu
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F, 1, = 7,297, P = 0,02,
efekt genotypu: F, ¢ = 1,255, P = 0,29). Nastepnego dnia przeprowadzono test retencji
pamieci wygaszania pamieci strachu (dwuczynnikowy test t-Studenta dla préb niezaleznych
WT vs. T286A*1=0,678,df =9, P = 0,52).

(B) Zaréwno zwierzeta WT jak i T286A*" nabyty i skonsolidowaty pamie¢ wygaszania strachu
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F, 4 = 24,59, P < 0,001,
wielokrotne poréwnania metoda Sidaka dla T286A": P = 0,003, WT: P = 0,05, efekt genotypu:
F.,=0,083, P<0,78)

(C) Poziom skonsolidowanej pamieci nie réznit sie miedzy genotypami (dwustronny test
t-Studenta dla préb niezaleznych: t = 0,988, df = 9, P = 0,35)

(D) Gorny panel: 0o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania myszy WT (czarny kolor
linii i kropek) i T286A*" (pomarariczowy kolor linii i kropek) podczas zadan behawioralnych.
Myszy poddano treningowi klasycznego warunkowania strachu, w ktérym zwierzeta T286A*"
i WT nabyly pamie¢ uwarunkowang strachem (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi
pomiarami, efekt treningu: F; ;, = 184,6, P < 0,001, efekt genotypu: F, ;, = 6,561, P = 0,03). Po
30 dniach, zwierzeta przeszty sesje wygaszania pdznej pamieci strachu (dwuczynnikowa
ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; ;5 = 2,065, P = 0,17, efekt genotypu: F;
10 = 3,968, P = 0,07). Myszy T286A*" zamieraty dtuzej niz WT w tescie retencji pamieci
wygaszania pamieci strachu, wykazujagc uposledzenie konsolidacji pdznej pamieci
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wygaszania (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych WT vs. T286A"": t = 3,271, df
=10, P =0,008).

(E) W przeciwienstwie do myszy T286A*" zwierzeta kontrolne WT zamieraty mniej w tescie
retencji anizeli na poczatku wygaszania (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami,
efekt treningu: F, o = 16,91, P = 0,002, efekt genotypu: F, ;, = 22,55, P < 0,001, wielokrotne
poréwnania metoda Sidaka dla T286A*: P = 0,11, WT: P = 0,002).

(F) Poziom skonsolidowanej pamieci nie réznit sie jednak miedzy genotypami (dwustronny
test t-Studenta dla préb niezaleznych WT vs. T286A*: t = 1,489, df = 9, P = 0,17) Liczba
zwierzat poddanych procedurze zawarta zostata w legendach do wykreséw. Dane
przedstawione zostaty jako $rednia + btgd standardowy (SEM);

W kolejnym doswiadczeniu testowano wygaszanie pdznej pamieci strachu przez
myszy WT i T286A"". Zwierzeta obu genotypéw nabyly pamie¢ uwarunkowang strachem,
obserwowang jako wzrost poziomu zamierania na koniec treningu. Gdy zwierzeta
eksponowano na kontekst treningowy 30 dni p6zZniej, myszy obu genotypéw wykazaty wysoki
poziom zamierania, swiadczacy o tym ze mutacja nie miata wptywu na przechowywanie i
odtworzenie pdznej pamieci strachu. W czasie sesji wygaszania poziom zamierania myszy
WT, lecz nie T286A"" obnizat sie, a podczas testu pamieci wygaszania myszy linii T286A""
zamieraty istotnie dtuzej anizeli myszy WT. Niniejsze doswiadczenie wskazuje, iz myszy
T286A*" majg uposledzone wygaszanie pdznej pamieci strachu zaleznego od bodzcéw
ogolnych. Oznacza to, ze autofosforylacja T286-aCaMKIl zaangazowana jest w wygaszanie

poznej pamieci strachu.

4.2. Mapowanie aktywnosci mézgu podczas wygaszania wczesnej i pdZznej pamieci

strachu

By pozna¢ obszary mozgu zaangazowane w wygaszanie pamieci strachuy,
analizowano aktywno$¢ wybranych obszaréw mdzgu u myszy WT i T286A*". Wykorzystano
w tym celu barwienie immunofluorescencyjne na skrawkach moézgu z uzyciem specyficznych
przeciwciat wykrywajgcych biatko c-Fos, ktére jest markerem plastycznosci neuronalnej
[191-193]. W doswiadczeniu uzyto pieciu grup myszy dla kazdego genotypu (Rycina 6A): 1/
wygaszanie pézne (myszy sperfundowane po wygaszaniu pamieci poznej); 2/ wygaszanie
wczesne (myszy sperfundowane po wygaszaniu pamieci wczesnej); 3/ naive (zwierzeta
zabrane z klatki domowej i sperfundowane); 4/ kontekst (myszy eksponowane dwa razy na
kontekst treningowy, z pominieciem razenia ich pragdem); 5/ 5US (myszy sperfundowano 26

godzin po treningu warunkowania strachu).
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Rycina 6. Plan eksperymentu z wykazem struktur mézgu myszy poddanych analizie
gestosci biatka c-Fos w mézgach myszy WT oraz T286A""
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(A) W eksperymencie wykorzystano trzy grupy kontrolne: Naive, Kontekst, 5US oraz dwie
grupy eksperymentalne testujgce wygaszanie wczesnej i p6znej pamieci strachu zaleznej od
bodzcéw ogdlnych. Peten opis grup eksperymentalnych znajduje sie w podrozdziale 3.4.

(B) Reprezentacja anatomiczna testowanych struktur mézgowych (zaadaptowano z Paxinos
i Frankiln 2019) wraz z ich potozeniem wzgledem bregmy (w mm).

(C) Mikrofotografie reprezentujgce obraz sygnatu c-Fos wraz z obrysem badanych obszaréw
moézgu u wybranych myszy (na podstawie Paxinos i Franklin 2019) WT z grupy
eksperymentalnej testujgcej pamieé wygaszania pamieci strachu. W zéitej ramce
przedstawiono 3x powiekszenie obrazu. Poziome stupki wyznaczajg skale, przy czym kolor
biaty to 100 pym, kolor z6tty, to 30 pm.

Myszy sperfundowano 90 minut od poczatku ostatniej ekspozycji na klatke treningowg. W
tym punkcie czasowym po aktywacji neuronalnej obserwuje sie szczytowy poziom biatka
c-Fos w pobudzonych komaérkach, co pozwala na jego detekcje [194]. Poziom biatka c-Fos
(gestos¢ komoérek c-Fos*) zostat przeanalizowany w 24 obszarach mézgu: w grzbietowym
hipokampie (CA1, CA3 i DG), przegrodzie (LS i MS), korze mézgowej (PrL, IL, CG, RSG, RSA,
V1, ENT), wzgérzu (AD, AV, AM, LD, CM, RE, MD, PV) oraz ciele migdatowatym (BLA, LA, CeA,
CeM) (Rycina 6B-C).

Pomiar gestosci komérek c-Fos™ w mozgach myszy WT z grup 5US, Kontekst i
wygaszanie wczesne, wykazat wptyw treningu na ekspresje biatka c-Fos w hipokampie, korze
mozgowej, wzgorzu i ciele migdatowatym. Efektu takiego nie zaobserwowano w przegrodzie.
Ze wzgledu na uszkodzenie moézgdw i niewystarczajgcg liczbe zwierzat (n = 3) grupa 5US
zostata wykluczona z analizy w jadrach przegrody. Istotnie nizszy poziom biatka c-Fos byt w
CA1 i DG (P = 0,04 dla obu struktur) u myszy po wygaszaniu wczesnej pamieci strachu w
poréwnaniu z grupg Kontekst (Rycina 7A). Istotnie wyzszy poziom c-Fos byt w CeM (P <
0,001), IL (P < 0,001), V1 (P = 0,009), CM (P < 0,001) i PV (P = 0,005) po wygaszaniu pamieci
strachu w poréwnaniu z grupg 5US (Rycina 7B, D, E).
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Rycina 7. Wzér ekspresji biatka c-Fos w badanych obszarach mézgu myszy WT w trakcie
warunkowania strachu (5US), ekspozycji na bezpieczny kontekst eksperymentalny
(Kontekst) i wygaszanie reakcji zwigzanej z wczesng pamiecig strachu (PAMIEC
WCZESNA/WYGASZANIE WCZESNE).

Powyzsze dane przedstawiajg gestos¢ komorek c-Fos™.

(A) Wygaszanie wczesnej pamieci strachu indukuje nizszg ekspresje c-Fos niz dwukrote
wystawienie zwierzat na otoczenie treningowe. Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w
Hipokampie (dwukierunkowa ANOVA, interakcja trening X struktura: F, ,; = 4,481, P =
0,006, efekt treningu na ekspresje c-Fos: F, 14 = 4,144, P = 0,04, efekt struktury na ekspresje
c-Fos: F, ,5 = 13,05, P < 0,001).

(B) Poziom ekspresji c-Fos ulegt zwigkszeniu w CeM po wygaszaniu wczesnej pamieci
strachu wzgledem treningu warunkowania strachu, lecz nie w stosunku do grupy kontekst.
Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Ciele migdatowatym (dwukierunkowa ANOVA,
interakcja trening X struktura: Fg 4, = 2,58, P = 0,03, efekt treningu na ekspresje c-Fos: F, 15
= 5,092, P < 0,02, efekt struktury na ekspresje c-Fos: F5 4, = 7,098, P < 0,001).
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(C) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Przegrodzie (dwukierunkowa ANOVA, interakcja
trening X struktura: F, ; = 0,025, P = 0,88, efekt treningu na ekspresje c-Fos: F, ; =0,042, P =
0,84, efekt struktury na ekspresje c-Fos: F, ; =2,43, P =0,16).

(D) Wygaszanie wczesnej pamieci strachu aktywowato ekspresje c-Fos w IL i V1 wzgledem
treningu warunkowania strachu. Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Korze mézgowe;j
(dwukierunkowa ANOVA, interakcja trening X struktura: F,, ;3 = 3,041, P = 0,002, efekt
treningu na ekspresje c-Fos: F, 15 = 4,606, P = 0,03, efekt struktury na ekspresje c-Fos: Fg, ;5 =
18,15, P < 0,001).

(E) Wygaszanie wczesnej pamieci strachu aktywowato ekspresje c-Fos w CM i PV wzgledem
treningu warunkowania strachu. Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos we Wzgorzu
(dwukierunkowa ANOVA, interakcja trening X struktura: Fy, o7 = 1,824, P = 0,05, efekt
treningu na ekspresje c-Fos: F, ;5 = 3,048, P = 0,08, efekt struktury na ekspresje c-Fos: F; ; =
4,779, P <0,001). Dane zostaty znormalizowane do grupy NAIVE i przedstawione jako $rednia
+ btad standardowy (SEM), kropki sg natomiast $rednig gestosci c-Fos dla kazdego
zwierzecia; wartosci P z poréwnan pamie¢ wczesna vs. Kontekst zaznaczono kolorem
czerwonym, z poréwnan pomiedzy grupg pamieci wczesnej vs. 5US kolorem czarnym; dane
przedstawiajg wyniki post-testow metodg Sidaka. Dla pamieci wczesnej (CA1, CA3, DG: n = 6;
LS, MS: n = 4; PrL, IL, CG, RSG, RSA, V1, ENT n = 5-6; AD, AV, AM, LD, RE, CM, MD, PV: n = 4-6;
BLA, LA, CeA, CeM: n = 5-6), dla grupy Kontekst (CA1, CA3, DG: n = 5; LS, MS: n = 5; PrL, IL,
CG, RSG, RSA, V1, ENT n = 4-6; AD, AV, AM, LD, RE, CM, MD, PV: n = 5-6; BLA, LA, CeA, CeM: n
= 6) i i dla grupy 5US (CA1, CA3, DG: n = 6; LS, MS: grupa zostata wygluczona ze wzgledu na
niewystarczajacg ilos¢ zwierzat; PrL, IL, CG, RSG, RSA, V1, ENT n = 5-6; AD, AV, AM, LD, RE,
CM, MD, PV: n = 4-6; BLA, LA, CeA, CeM: n = 6) zwierzat na grupe.

Dane literaturowe wskazujg, ze sieC obszarbw moézgu zaangazowanych w
przywotywanie wspomnien zmienia sie wraz z uptywem czasu [26,35]. W celu zbadania
wptywu czasu na réznice w aktywacji regiondw mozgu podczas wygaszania pamieci strachu,
poréwnatem poziom biatka c-Fos w mdzgach myszy WT zabitych po wygaszaniu pamieci
wczesnej i péznej (Rycina 8). Zaobserwowatem, ze czas jaki uptynat od treningu wptywa na
ekspresje c-Fos jedynie w przegrodzie (Rycina 8C). Nie zauwazytem, natomiast efektu czasu
na zmiane poziomu biatka c-Fos w pozostatych obszarach mézgu, tj. hipokampie, korze
mobzgowej, wzgdrzu i ciele migdatowatym (Rycina 8A, B, D, E). Dalsza analiza wykazata
rowniez interakcje miedzy strukturg mézgu a czasem we wzgérzu (Rycina 8E), lecz nie w
pozostatych, badanych obszarach mézgu myszy WT. Istotnie podniesiony poziomy biatka
c-Fos zaobserwowano w MS (P = 0,03) oraz PV (P < 0,001) po wygaszaniu pamieci péznej w

poréwnaniu z wygaszaniem pamieci wczesnej (Rycina 8C, E).
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Rycina 8. Wzor ekspresiji biatka c-Fos w badanych obszarach mézgu myszy WT wywotany
wygaszaniem wczesnej i pznej pamieci strachu.

Powyzsze dane przedstawiajg gestos¢ komorek c-Fos*

(A) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Hipokampie (dwukierunkowa ANOVA, interakcja
czas X struktura: F, ,; = 0,66, P = 0,52, efekt czasu: F, ,; = 0,29, P = 0,59, efekt struktury: F,,
,7=49,51, P <0,001).

(B) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Ciele migdatowatym (dwukierunkowa ANOVA,
interakcja czas X struktura: F; ;5 = 0,482, P = 0,7, efekt czasu: F; 55 = 2,663, P = 0,11, efekt
struktury: F; 55 = 7,048, P < 0,001).

(C) Wygaszanie péznej pamieci strachu indukuje wyzszy poziom ekspresji c-Fos w MS niz
wygaszanie pamieci wczesnej strachu. Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Przegrodzie
(dwukierunkowa ANOVA, interakcja czas X struktura: F; 1, = 2,43, P = 0,14, efekt czasu: F;
12 = 6,365, P = 0,03, efekt struktury: F; ;, = 1,169, P = 0,3).

(D) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Korze mdzgowej (dwukierunkowa ANOVA,

interakcja czas X struktura: Fg s = 0,598, P = 0,73, efekt czasu: F, 5 = 2,209, P = 0,14, efekt
struktury: Fg 5, = 10,29, P < 0,001).
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(E) Wygaszanie pamieci wczesnej strachu indukuje wyzszy poziom ekspresji c-Fos w PV niz
wygaszanie pamieci wczesnej strachu. Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos we Wzgérzu
(dwukierunkowa ANOVA, interakcja czas X struktura: F; ;o = 2,706, P = 0,02, efekt czasu: F;
70 = 1,079, P = 0,3, efekt struktury: F; ,, = 11,05, P < 0,001). Dane zostaty znormalizowane do
grupy Naive i przedstawione jako $rednia + btagd standardowy (SEM); kropki sg natomiast
srednig gestosci c-Fos dla kazdego zwierzecia, post-testy przeprowadzono metodg Sidaka.
Dla pamieci wczesnej (CA1, CA3, DG: n = 6; LS, MS: n = 4; PrL, IL, CG, RSG, RSA, V1,ENT n =
5-6; AD, AV, AM, LD, RE, CM, MD, PV: n = 4-6; BLA, LA, CeA, CeM: n = 5-6) i dla pamieci péznej
(CA1, CA3,DG: n = 5; LS, MS: n = 4; PrL, IL, CG, RSG, RSA, V1, ENT n = 4-5; AD, AV, AM, LD, RE,
CM, MD, PV: n = 4-6; BLA, LA, CeA, CeM: n = 5) zwierzat na grupe.

Analiza ekspresji biatka c-Fos w mdzgach myszy WT i T286A*" zabitych po sesji
wygaszania pamieci wczesnej wykazata istotny wptyw obszaru moézgu na gestos¢ komodrek
c-Fos* w hipokampie i we wzgérzu (Rycina 9A, E); interakcje pomiedzy genotypem a strukturg
w ciele migdatowatym (Rycina 9B) i korze mézgowej (Rycina 9D) oraz brak wptywu badanych
czynnikdw i interakcji na gestos¢ komérek c-Fos* w przegrodzie (Rycina 9C). Nie
zaobserwowatem wptywu genotypu na poziom biatka c-Fos w zadnym z badanych obszarow
moézgu. U myszy T286A"" test post hoc metodg Sidaka ujawnity zwiekszong gestosci
komoérek c-Fos* w V1 (P = 0,004) (Rycina 9D) oraz obnizong w CeM (P = 0,01) (Rycina 9B), w

poréwnaniu z grupg WT.
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Rycina 9. Wzér ekspresji biatka c-Fos w badanych obszarach mézgu myszy WT i T286A*"
wywotany wygaszaniem wczesnej pamieci strachu.

Powyzsze dane przedstawiajg gestos¢ komorek c-Fos*

(A) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Hipokampie (dwuczynnikowa ANOVA interakcja
genotyp X struktura: F,, ,; = 0,105, P = 0,9, efekt genotypu: F; », = 1,795, P = 0,192, efekt
struktury: F, ,;= 10,39, P <0,001).

(B) Pozne wygaszanie pamieci strachu indukuje nizszy poziom ekspresji c-Fos w CeM
wzgledem wygaszania wczesnej pamieci strachu. Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w
Ciele migdatowatym (dwuczynnikowa ANOVA, interakcja genotyp X struktura: F3 35 = 3,4, P
= 0,03, efekt genotypu: F; 35 = 0,952, P = 0,34, efekt struktury: F; ;5 = 2,482, P = 0,08).

(C) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Przegrodzie (dwuczynnikowa ANOVA, interakcja
genotyp X struktura: F; 4, = 0,707, P = 0,42, efekt genotypu: F, ;, = 0,989, P = 0,34. efekt
struktury: F, 1, =2,303, P = 0,16).

(D) Pdzne wygaszanie pamieci strachu indukuje wyzszy poziom ekspresji c-Fos w V1
wzgledem wygaszania wczesnej pamieci strachu. Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w
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Korze mézgowej (dwukierunkowa ANOVA, genotyp X struktura: Fg ¢, = 2,427, P = 0,04, efekt
genotypu: F; ¢, = 1,28, P = 0,26, efekt struktury: F ¢, = 10,58, P < 0,001)

(E) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos we Wzgérzu (dwukierunkowa ANOVA interakcja
genotyp X struktura: F; ¢ = 0,461, P = 0,86, efekt genotypu: F, ¢ = 0,035, P = 0,85, efekt
struktury: F; ¢ = 2,667, P = 0,02). Dane zostaty znormalizowane do grupy WT NAIVE i
przedstawione jako $rednia + btgd standardowy (SEM), kropki sg natomiast $rednig gestosci
c-Fos dla kazdego zwierzecia, post-testy przeprowadzono metodg Sidaka. Dla myszy WT
(CA1, CA3,DG: n = 6; LS, MS: n = 4; PrL, IL, CG, RSG, RSA, V1, ENT n = 5-6; AD, AV, AM, LD, RE,
CM, MD, PV: n = 4-6; BLA, LA, CeA, CeM: n = 5-6) i dla myszy T286A"(CA1, CA3,DG: n = 5; LS,
MS: n = 4; PrL, IL, CG, RSG, RSA, V1, ENT n = 4-6; AD, AV, AM, LD, RE, CM, MD, PV: n = 5-6; BLA,
LA, CeA, CeM: n = 4-6) zwierzat na grupe.

Analiza ekspresji biatka c-Fos w mdzgach myszy WT i T286A*" zabitych po sesji
wygaszania pamieci poznej wykazata istotny wptyw struktury na gestos¢ komoérek c-Fos* w
hipokampie (Rycina 10A); istotny wptyw genotypu i struktury, oraz istotng interakcje
pomiedzy tymi czynnikami w korze moézgowej i wzgdérzu (Rycina 10D-E). W ciele
migdatowatym i przegrodzie nie zaobserwowano wptywu zadnego z czynnikdw na poziom
ekspresji c-Fos (Rycina 10B-C). Jak wykazaty testy post hoc, u myszy genotypu T286A""
zaobserwowano wyzsze niz u WT poziomy gestosci komoérek c-Fos+ w V1 (P < 0,001), RE (P
=0,03), CM (P < 0,001) oraz MD (P < 0,001) (Rycina 6D-E).
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Rycina 10, Wzér ekspres;ji biatka c-Fos w badanych obszarach mézgu myszy WT i T286A*"
wywotany wygaszaniem reakcji zwigzanej z p6zng pamiecia strachu.

Powyzsze dane przedstawiajg gestos¢ komorek c-Fos*

(A) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Hipokampie dwuczynnikowa ANOVA, interakcja
genotyp X struktura: F 2, 24 = 1,507, P = 0,24, efekt genotypu: F 1, 24 = 3,672, P = 0,07, efekt
struktury: F 2,24 = 23,07, P <0,001),

(B) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Ciele migdatowatym (dwuczynnikowa ANOVA:
interakcja genotyp X struktura: F 5 3, = 1,753, P = 0,17, efekt genotypu: F 4 5, = 1,013, P =
0,32, efekt struktury: F 5 5, = 1,943, P = 0,14).

(C) Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Przegrodzie (interakcja genotyp X struktura: F ;.
14 = 0,292, P = 0,60, efekt genotypu: F ; 1, = 4,568, P = 0,05, efekt struktury: F ; 1, = 0,092, P
=0,77).

(D) Wygaszanie pamieci péznej strachu indukowato wyzszy poziom ekspresji c-Fos w V1 u
myszy T286A"" wzgledem WT. Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos w Korze mdzgowe;j
(dwuczynnikowa ANOVA dla kory mézgowej: interakcja genotyp X struktura: F ¢ 5, = 5,347,
P < 0,001, efekt genotypu: F ; 5, = 13,97, P < 0,001, efekt struktury: F ¢ 5, = 19,1, P < 0,001),
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(E) Wygaszanie pamieci péznej strachu indukowato wyzszy poziom ekspresji c-Fos w RE, CM
i MD u myszy T286A"" wzgledem WT. Kwantyfikacja gestosci sygnatu c-Fos we Wzgdrzu
(dwukierunkowa ANOVA, interakcja genotyp X struktura: F ; ¢ = 2,279, P = 0,04, efekt
genotypu: F ; s = 40,10, P < 0,001, efekt struktury: F ; ¢, = 12,30, P < 0,001). Dane zostaty
znormalizowane do grupy WT Naive i przedstawione jako $rednia + btgd standardowy (SEM),
kropki sg natomiast s$rednig gestosci c-Fos dla kazdego zwierzecia; post-testy
przeprowadzono metodg Sidaka. Dla myszy WT (CA1, CA3, DG: n = 5; LS, MS: n = 4; PrL, IL,
CG, RSG, RSA, V1, ENT n = 4-5; AD, AV, AM, LD, RE, CM, MD, PV: n = 4-6; BLA, LA, CeA, CeM:n
= 5) i dla myszy T286A*"(CA1, CA3, DG: n = 5; LS, MS: n = 5; PrL, IL, CG, RSG, RSA, V1,ENT n =
4-6; AD, AV, AM, LD, RE, CM, MD, PV: n = 4-6; BLA, LA, CeA, CeM: n = 4-6) zwierzat na grupe.

Podsumowujac, uzyskane dane pokazujg, ze wygaszanie wczesnej pamieci strachu
wigze sie z indukcjg ekspresji biatka c-Fos w korze (IL, V1), wzgérzu (CM), i ciele
migdatowatym (CeM) w poréwnaniu z poziomem ekspresji obserwowanym u zwierzat
poddanych tylko treningowi warunkowania klasycznego bez sesji wygaszania. Poza
hipokampem nie zaobserwowano réznic miedzy grupg poddang treningowi wygaszania a
grupa kontrolng “Kontekst”.

Aktywnos¢ wiekszosci badanych obszarow mézgu myszy WT nie roznita sie
znaczaco miedzy grupami ktore przeszly wygaszanie pamieci wczesnej i poOznej.
Zaobserwowano jedynie podwyzszony poziom biatka c-Fos w PV i MS u myszy po
wygaszaniu pamieci péznej, w poréwnaniu z wygaszaniem pamieci wczesnej. Zebrane dane
pokazujg rowniez, ze wzor aktywnos¢ analizowanych obszaréw moézgu po wygaszaniu
pamieci wczesnej nie roznit sie istotnie pomiedzy myszami WT i T286A*"~. Zaobserwowano
jedynie podwyzszony poziom biatka c-Fos w V1 i obnizony w CeM u myszy T286A"".
Sugeruje to, ze podczas wygaszania wczesnej pamieci strachu aktywnosé obu tych struktur
jest regulowana przez autofosforylacje aCaMKII.

Ponadto, myszy charakteryzujgce sie uposledzeniem wygaszania pdznej pamieci
uwarunkowanego strachu (T286A*") prezentujg wyzszg aktywnos$¢ kory sensorycznej (V1) i
wzgérza (RE, CM i MD). Sugeruje to, iz struktury te sg zaangazowane w wygaszanie pdznej

pamieci strachu, a ich aktywnos¢ regulowana jest przez autofosforylacje aCaMKII.

4.3. Walidacja metody chemogenetycznego hamowania aktywnosci komoérek

nerwowych

Technika DREADD pozwala na manipulacje aktywnoscig komérek nerwowych u

swobodnie poruszajgcych sie zwierzat. Umozliwia to okreslenie funkcji wybranego obszaru
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mdzgu, lub obwodu neuronalnego, w regulacji zachowania zwierzat [195]. W kolejnym etapie
rozprawy doktorskiej postanowitem wykorzysta¢ te technike do zweryfikowania funkciji
obszarow moézgu o podwyzszonej aktywnosci w czasie wygaszania pamieci strachu w tym
procesie.

Na wstepie zweryfikowatem skutecznosé techniki manipulacji chemogenetycznej in
vivo. Po pierwsze testowatem czy aktywacja hamujgcych receptoréow DREADD (hMA4Di)
hamuje aktywnos$¢ neurondéw, po drugie testowatem czy ligand receptoréw hM4Di, CNO,
wptywa na powstawanie i wygaszanie dtugotrwatej pamieci strachu w sytuacji gdy w mézgu

nie ma receptorow DREADD .

4.3.1. Immunofluorescencyjna walidacja systemu DREADD i jego wptywu na hamowanie

aktywnosci neuronéw w myszach linii C57BL/6J

W celu zweryfikowania czy system DREADD hamuje aktywnos$¢ neurondw, myszy
C57BL/6J poddano operacji stereotaktycznej w czasie ktérej wprowadzono obustronnie do
V1 wektory wirusowe kodujgce hamujacy receptor DREADD, hM4Di (hSyn1-hM4Di-mCherry),
lub w grupie kontrolnej wektor zawierajgcy jedynie mCherry. Po 3 tygodniach (czas
pozwalajgcy na optymalng ekspresje wprowadzonych wektoréw wirusowych) zwierzeta
przeszty trening warunkowania klasycznego. Dwadziescia cztery godziny pozniej myszy
otrzymaty dootrzewnowy zastrzyk CNO (3 mg/kg masy ciata) i przeprowadzono sesje
wygaszania pamieci strachu (Patrz: rozdziat 3.4.). Zwierzeta udmiercono i ich mdzgi
wypreparowano 60 min. po zakonczeniu sesji wygaszania. Skrawki utrwalonych mézgéw
uzyto do immunofluorescencyjne detekcji biatka c-Fos z uzyciem specyficznych przeciwciat
(Rycina 11A).

Komorki c-Fos™ i mCherry® wykryte za pomocg barwienia immunofluorescencyjnego
liczone byty w V1 na minimum 4 skrawkach na zwierze. Mikrofotografie przedstawiajgce
sygnat fluorescencyjny biatka mCherry, c-Fos oraz natozonych obu barwien przedstawiono na
Rycinie 11B. Aktywnos¢ komérek transdukowanych wektorami wirusowymi oszacowano
wedtug nastepujgcego réwnania: liczba komérek wykazujgcych ekspresje c-Fos*&mCherry*/
liczba komorek mCherry*. Po podaniu CNO, zaobserwowano obnizong czestosé ekspresji
c-Fos wsrdéd komorek transdukowanych wirusem hSyn1-hM4Di w poréwnaniu z komérkami
transdukowanymi wirusem kontrolnym (Rycina 11C). Ponadto, poréwnatem zmiane
zachowania zwierzgt w trakcie sesji wygaszania (A %zamierania) ze $rednim poziomem
gestosci biatka c-Fos w V1 (Rycina 11D-E). W tym celu obliczytem réznice poziomoéw
zamierania pomiedzy 5. a 30, minutg sesji wygaszania, a jej wynik skorelowatem ze srednig

gestoscig komérek c-Fos* w V1. Wykreslona prosta regresji opisujgca korelacje w obu
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grupach wykazata brak zaleznosci pomiedzy zmiang w zamieraniu zwierzat a poziomem

ekspresji c-Fos (Rycina 11E).
Zebrane obserwacje dowodzg, ze CNO

wykazujgcych ekspresje receptora hM4Di.

istotnie obniza
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Rycina 11. Immunofluorescencyjna walidacja techniki DREADD i jej wptywu na hamowanie

aktywnosci neuronéw w myszach linii C57BL/6J.
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(A) 0$ czasu eksperymentu: myszom C57BL/6J wprowadzono wektor wirusowy (kontrolny
mCherry lub hSyn1-hM4Di-mCherry) do V1. Po uptywie 3 tygodni, zwierzeta przeszty trening
klasycznego warunkowania strachu, by 30 dni pdzniej poddac je treningowi wygaszania
strachu wywotanego warunkowaniem klasycznym. Trening wygaszania zostat poprzedzony
dootrzewnowym podaniem ligandu CNO. W 60 min. od zakonczenia procedury, zwierzeta
skrwawiono w wyniku perfuzji przezsercowej i pobrano tkanke mézgowa.

(B) Sygnat mCherry (w pierwszej kolumnie) oznaczony kolorem czerwonym, c-Fos (w drugiej
kolumnie) kolorem zielonym. Kolumna trzecia reprezentuje kolokalizacje obu sygnatéw.
Sygnat immunofluorescencyjny dla komérek posiadajgcych konstrukt mCherry (pierwszy
rzad) oraz komoérek posiadajgcych konstrukt hSyn1-hM4Di-mCherry (drugi rzad). Biate
strzatki wskazujg niektére komorki wykazujgce ekspresje biatka reporterowego mCherry i
stuza jako pomoc w nawigowaniu miedzy kanatami mikrofotografii.

(C) Podanie CNO przed rozpoczeciem sesji wygaszania obniza prawdopodobierstwo
wystgpienia kolokalizacji sygnatu c-Fos w neuronach wykazujgcych ekspresje
hSyn1-hM4Di-mCherry w V1, po wygaszaniu p6znej pamieci strachu. Test t Studenta dla préb
niezaleznych, t = 2,102, df = 49, P = 0,04. N = 6/25 (mCherry), 6/26 (hSyn1-hM4Di-mCherry)
zwierzagt/fotografii na grupe.

(D) Korelacja pomiedzy zmiang w poziomie zamierania (zamieranie na koniec sesji
wygaszania - zamieranie na poczatku sesji wygaszania ; A %zamierania) a $rednig gestoscig
c-Fos w grupie zwierzat mCherry (test istotnosci korelacji Pearsona: r = -0,1429, P = 0,79)

(E) Korelacja pomiedzy zmiang w poziomie zamierania, a $rednig gestoscig c-Fos w grupie
zwierzat hSyn-hM4Di-mCherry (test istotnosci korelacji Pearsona: r = -0,575, P = 0,23).

4.3.2. Ocena wptywu CNO na zachowanie zwierzat podczas treningu wygaszania pamieci

strachu

Wbrew pierwotnym zatozeniom CNO nie jest zwigzkiem obojetnym farmakologicznie
[196,197]. W czasie przechodzenia przez bariere krew-mdzg CNO jest metabolizowany do
klozapiny - antagonisty receptoréw serotoninergicznych i dopaminergicznych. CNO moze
zatem wptywaé zaréwno na aktywnos$é neurondw jak i zachowanie zwierzat takze bez
receptorow DREADD [196,197]. W zwigzku z tym zdecydowatem sie przetestowaé wptyw
CNO na zachowanie zwierzat podczas treningu wygaszania pamieci strachu. Zbadatem 3
dawki CNO: 0.5, 3 i 10 mg/kg (rozpuszczone w soli fizjologicznej), poréwnywane do grupy
kontrolnej, w ktorej myszy otrzymaty zastrzyk soli fizjologicznej. Myszy C57BL/6J poddano
treningowi warunkowania klasycznego. Po 30 dniach, podano im dootrzewnowo roztwoér
CNO, lub soli fizjologicznej, i po 30 minutach przeprowadzono sesje wygaszania. 24 godziny
pdzZniej przeprowadzono test pamieci wygaszania (Patrz: podrozdziat 3.4.). Nie zauwazytem
wptywu CNO na zachowanie myszy ani w czasie sesji wygaszania ani w tescie wygaszania.

Oznacza to, ze CNO w zadnej z badanych dawek nie uposledza wygaszania pamieci strachu.
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Na podstawie powyzszych obserwacji oraz literatury podjgtem decyzje o zastosowaniu CNO

w dawce 3 mg/kg w kolejnych doswiadczeniach.
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Rycina 12. Dawka CNO nie wplywa na skuteczno$¢ wygaszanie poznej pamieci strachu
zaleznego od bodzcow ogéinych.

(A) Gorny panel wykresu przedstawia o$ czasu eksperymentu, dolny panel poziomy
zamierania myszy C57BL/6J podczas treningu warunkowania klasycznego, treningu
wygaszania i testu retencji pamieci wygaszania. Test wptywu dawki CNO zostat
przeprowadzony na nieoperowanych myszach C57BL/6J, ktére na 30 min przed
rozpoczeciem sesji wygaszania otrzymaty dootrzewnowo iniekcje z CNO rozpuszczonego w
soli fizjologicznej, lub w przypadku grupy kontrolnej samej soli fizjologicznej. Grupa myszy, w
ktérej badano CNO w dawce 0,5 mg/kg, w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Sél fizjologiczna)
i pozostatych dawek CNO (3 i 10 mg/kg) wykazata istotnie nizszy poziom kodowanej pamieci
uwarunkowanej strachem (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, interakcja
trening X dawka CNO: F; 1, = 5,908, P = 0,005, efekt treningu F; 1, = 244,3, P < 0,001, efekt
dawki: F; 14 = 3,463, P = 0,04, efekt réznicy miedzy zwierzetami: F,q 14 = 2,729, P = 0,02).
Zauwazono istotnie statystyczny wptyw dawki na poziom zamierania zwierzat w trakcie sesji
wygaszania pamieci zwigzanej z poézng pamiecig strachu (dwuczynnikowa ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, interakcja trening X dawka CNO: F;5 o5 = 2,822, P = 0,001, efekt
treningu F; o= 2,593, P < 0,001, efekt dawki: F; ;o = 3,463, P = 0,08, efekt roznicy miedzy
zwierzetami: Fyq o5 = 2,845, P < 0, 001). Réznic nie zauwazono natomiast w tescie retencji
pamieci wygaszania (jednoczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt dawki: F ;o
=0,426, P =0,74).

(B-C) Zaréwno zwierzeta kontrolne jak i traktowane CNO nabyly i skonsolidowaty pamieé
wygaszania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; ;4
=104, P < 0,001, wielokrotne poréwnania metodg Sidaka dla grupy kontrolnej: P = 0,001, 0,5
mg/kg: <0,001, 3 mg/kg: <0,001 i 10 mg/kg: <0,001), a zmiana w poziomie zamierania nie
réznita sie istotnie statystycznie miedzy grupami (jednoczynnikowa ANOVA z powtarzanymi
pomiarami: F3 .5 = 0,8892, P = 0,47). Liczba zwierzat poddanych procedurze zawarta zostata
w legendach do wykreséw. Dane przedstawione zostaly jako $rednia + btagd standardowy
(SEM); ** P < 0,005, *** P < 0,001
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4.4. Rola grzbietowego pola CA1 w wygaszaniu p6znej pamieci strachu

Zaréwno nabywanie jak i wygaszanie pamieci bodzcéw ogdélnych zalezg od
hipokampa [92,198-200]. Jednak udziat hipokampa w przetwarzaniu péznej pamieci jest
tematem badan naukowych od wielu lat [26,29,38,201]. Poniewaz w pierwszym
przeprowadzonym przeze mnie eksperymencie zauwazytem, ze gestos¢ komorek c-Fos™ jest
obnizona w CA1 i DG po wygaszaniu pamieci strachu, w poréwnaniu z grupg Kontekst, w
kolejnym doswiadczeniu testowatem role neurondéw pola CA1 hipokampa w wygaszaniu
poznej pamieci strachu. W tym celu zastosowatem wektor wirusowy kodujgcy hM4Di pod
promotorem genu CaMKII2a, ktéry wprowadzitem do grzbietowej czesci pola CA1 (dCA1)
myszy C57BL/6J. W grupie kontrolnej uzyto wektor wirusowy mCherry (Rycina 13A-E).
Zwierzeta obu grup wykazaty wysoki poziom zamierania w koncowej fazie treningu. Myszy
otrzymaty zastrzyk CNO 30 minut przed sesjg wygaszania. Zwierzeta z obu grup
doswiadczalnych miaty wysoki poziom zamierania na poczatku sesji wygaszania i poziom
ten spadt na koniec sesji. Nie stwierdzono wptywu wirusa na poziom zamierania podczas
sesji wygaszania pamieci strachu. Nie zauwazono tez wptywu wirusa na poziom zamierania
w czasie testu, ani na zmiane poziomu zamierania w czasie testu w poréwnaniu z sesja
wygaszania (Rycina 13F-H).

Obserwacje te sugerujg, iz chemogenetyczne zahamowanie komorek
glutaminianergicznych dCA1 nie wptywa na przywotywanie i wygaszanie péznej pamieci

strachu.
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Rycina 13. Inaktywacja neuronow pobudzajacych w CA1 nie wptywa na wygaszanie reakcji
zwigzanej z p6zng pamiecia strachu.

(A) AAV-aCaMKII-hM4Di-mCherry (aCaMKII-hM4Di) lub wirus kontrolny (mCherry) zostaty
podane bilateralnie do CA1 samcdéw myszy C57BL/6J. Stworzono w Biorender.

(B) Mikrofotografia reprezentujgca neurony CA1 transdukowane wirusem kontrolnym wraz z
powiekszeniem skanu (C), kolorem niebieskim oznaczono kanat DAPI, kolorem czerwonym
kanat mCherry

(D) Mikrofotografia reprezentujgca neurony dCA1 transdukowane wirusem aCaMKII-hM4Di
wraz z powiekszeniem skanu (E).

(F) Gorny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzat podczas
treningu myszy aCaMKII-hM4Di oraz kontrolnych mCherry. Myszy obu grup nabyty pamigé
strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; ;o = 41,54, P < 0,001). Po 30 dniach CNO (3
mg/kg) zostato podane na 30 minut przed sesjg wygaszania, w ktérej nie zaobserwowano
roznic w poziomie zamierania miedzy grupg aCaMKII-hM4Di a grupg myszy kontrolnych
mCherry (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, aCaMKII-hM4Di vs. mCherry:
Fi 10 = 0,526. P = 048, efekt treningu: F5 5 = 9,091, P < 0,001). Nastepnego dnia
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przeprowadzono test konsolidacji pamieci wygaszania reakcji strachu (dwustronny test
t-Studenta dla prob niezaleznych aCaMKII-hM4Di vs. kontrola mCherry: t = 0,745, df =10, P =
0,47).

(G-H) Zaréwno zwierzeta kontrolne mCherry jak i aCaMKII-hM4Di nabyty i skonsolidowaty
pamie¢ wygaszania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt
treningu: F; ;o = 76,94, P < 0,001, wielokrotne poréwnania metodg Sidaka dla aCaMKII-hM4Di:
P = 0,001 i mCherry: P < 0,001), a zmiana w poziomie zamierania nie réznita sie istotnie
statystycznie miedzy grupami (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych
aCaMKII-hM4Di vs. mCherry: t = 1,084, df = 10, P = 0,30). Liczba zwierzat poddanych
procedurze zawarta zostata w legendach do wykreséw. Dane przedstawione zostaty jako
srednia * btad standardowy; ** P < 0,01, *** P < 0,001.

4.5. Rola kory IL w wygaszaniu pamieci strachu

Wczesniejsze prace wykazaty, ze kora infralimbiczna (IL) jest zaangazowana w
wygaszanie pamieci strachu [114,118,139,140]. Zgodnie z tymi obserwacjami w
eksperymencie, w ktéorym analizowatem aktywno$é moézgu w czasie wygaszania pamieci
strachu (patrz: podrozdziat 4.2.), zaobserwowatem istotny wzrost gestosci komoérek c-Fos+
w IL w grupie poddanej sesji wygaszania w poréwnaniu z grupg poddang jedynie treningowi
klasycznego warunkowania strachu. By zweryfikowaé¢ czy IL reguluje wygaszanie strachu
wykorzystatem samce myszy C57BL/6J, ktorym stereotaktycznie wprowadzitem do IL
wektory wirusowe hSyn1-hM4Di lub kontrolne, mCherry (Rycina 14A-E). Po 3 tygodniach,
zwierzeta przeszty trening warunkowania klasycznego, w ktérym poczatkowo wykazaty niski
poziom zamierania (5 min). Poziom zamierania znaczaco wzrést w czasie treningu. Po 24
godzinach myszom podano CNO (3 mg/kg) i 30 minut pézniej przeszty sesje wygaszania
strachu. Na poczatku sesji wygaszania poziom zamierania byt wysoki, wskazujac, ze myszy
byty zdolne do przywotania wczesnej pamieci strachu. Nastepnego dnia przeprowadzono
test pamieci wygaszania. W obu grupach doswiadczalnych poziom zamierania byt nizszy niz
na poczatku sesji wygaszania (Rycina 14F-G). Nie zauwazono réznicy miedzy grupami
eksperymentalnymi w poziomie zamieranie ani w czasie testu, ani w spadku czestosci
zamierania w czasie testu w poréwnaniu z sesjg wygaszania (Rycina 14H).

Nastepnie, testowatem role IL w wygaszaniu pdznej pamieci strachu. W tym celu
uzytem nowej grupy myszy, ktérym podatem do IL wirusy hSyn1-hM4Di lub mCherry. Obie
grupy zwierzat wykazaty wysoki poziom zamierania na koniec sesji treningowej Swiadczacy o
nabywaniu pamieci strachu. Trzydziesci dni pézniej podano im dootrzewnowo roztwér CNO
(3 mg/kg) i po 30 minutach rozpoczeta sie sesja wygaszania. W czasie sesji wygaszania

poziomy zamierania myszy hSyn1-hM4Di nie roznity sie istotnie od grupy mCherry. Podobnie,
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nie zaobserwowano réznic w poziomach zamierania tych dwéch grup w tescie (Rycina
141-J). Nie byto tez réznic miedzy grupami w spadku czestos$ci zamierania w czasie testu, w
poréwnaniu z sesjg wygaszania (Rycina 14K).

Powyzsze obserwacje nie potwierdzajg wczesniejszych doniesien [114,118,139,140] i
sugerujg, ze aktywnos¢ IL nie byta konieczna w przeprowadzonych testach do wygaszenie

wczesnej i pdznej pamieci strachu.
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Rycina 14. Chemogenetyczne zahamowanie neuronéw IL nie wplywa na wygaszanie
pamieci strachu.

(A) AAV-hSyn1-hM4Di-mCherry (hSyn1-hM4Di) lub wirus kontrolny (mCherry) zostaty podane
bilateralnie do IL samcéw myszy C57BL/6J. Stworzono w Biorender.com.
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(B) Mikrofotografia reprezentujgca neurony IL transdukowane wirusem kontrolnym wraz z
powiekszeniem skanu; kolorem niebieskim oznaczono kanat DAPI, kolorem czerwonym
kanat mCherry (C).

(D) Mikrofotografia reprezentujgca neurony IL transdukowane wirusem hSyn1-hM4Di. (E) 4x
powigkszenie skanu. (F) Goérny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania
zwierzgt podczas treningu myszy hSyn1-hM4Di oraz kontrolnych mCherry. Myszy obu grup
nabyty pamie¢ strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F, ;, = 238.1, P < 0,001).
Po 24 godzinach, CNO (3 mg/kg) zostato podane na 30 minut przed sesjg wygaszania, w
ktérej poziomy zamierania myszy hSyn1-hM4Di nie roznity sie istotnie statystycznie od
pozioméw zwierzet mCherry (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami,
hSyn1-hM4Di vs. mCherry: F, ,, = 2,844, P = 0,11, efekt treningu: Fs ;o = 17,36, P < 0,001).
Nastepnego dnia przeprowadzono test retencji pamieci wygaszania reakcji strachu
(dwustronny test t-Studenta dla prob niezaleznych t = 0,112, df = 14, P = 0,91).

(G-H) Zaréwno zwierzeta kontrolne mCherry jak i hSyn1-hM4Di nabyty i skutecznie
skonsolidowaty pamieé¢ wygaszania (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami,
efekt wygaszania: F; ;, = 16, P = 0,001, efekt wirusa: F; ;, = 0,022, P = 0,88; wielokrotne
poréwnania metodg Sidaka: mCherry: 0,03; hSyn1-hM4Di: 0,02). Zmiana w poziomie
zamierania nie roéznita sie istotnie statystycznie miedzy grupami (dwustronny test t-Studenta
dla préb niezaleznych hSyn1-hM4Di vs. mCherry: t = 0,047, df = 14, P = 0,96).

(I) Gorny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzagt podczas
treningu myszy hSyn1-hM4Di oraz kontrolnych mCherry. Myszy obu grup nabyty pamiec
strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu (dwustronny ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; 3 = 97,46, P < 0,001). Po 30 dniach CNO (3
mg/kg) zostato podane 30 minut przed sesjg wygaszania, w ktérej zaobserwowano wptyw
treningu, lecz nie wirusa na poziom zamierania zwierzat w trakcie wygaszania
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; 55 = 15,09, P < 0,001,
hSyn1-hM4Di vs. mCherry: F, .5 = 2,974, P = 0,1). Nastepnego dnia przeprowadzono test
retencji pamieci wygaszania reakcji strachu (dwustronny test t-Studenta dla préb
niezaleznych hSyn1-hM4Di vs. kontrola mCherry: t = 0,8972, df = 13, P = 0,39).

(J-K) Zaréwno zwierzeta kontrolne mCherry jak i hSyn1-hM4Di nabyty i skonsolidowaty
pamie¢ wygaszania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt
wygaszania: F; ;4 = 59,31, P < 0,001, wielokrotne poréwnania metodg Sidaka dla mCherry i
hSyn1-hM4Di: P < 0,001), a zmiana w poziomie zamierania nie réznita sie istotnie
statystycznie miedzy grupami (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych
hSyn1-hM4Di vs. mCherry: t = 0,569, df = 18, P = 0,58). Liczba zwierzat poddanych
procedurze zawarta zostata w legendach do wykreséw. Dane przedstawione zostaty jako
$rednia + btad standardowy (SEM); * P < 0,05, *** P < 0,001.

4.6. Rola MS w regulacji wygaszania pamieci strachu

Wczesniejsze prace pokazaty, ze MS jest zaangazowane w warunkowanie strachu
zaleznego od bodzcéw dzwiekowych [202] oraz ogdlnych [203], a takze w wygaszanie

wczesnej pamieci strachu [204]. Ze wzgledu wczesniejsze doniesienia oraz fakt, iz poziom

61


https://www.zotero.org/google-docs/?sKs9wQ
https://www.zotero.org/google-docs/?tDOVDI
https://www.zotero.org/google-docs/?FvO206

biatka c-Fos w MS byt wyzszy po wygaszaniu pamieé¢ p6znej u myszy WT, w poréwnaniu z
wygaszaniem pamieci wczesnej, postanowitem przetestowa¢ role MS w wygaszaniu
wczesnej i pdznej pamieci strachu.

Zwierzetom podano wektory wirusowe hM4Di, lub mCherry, do MS i poddano je
treningowi warunkowania i wygaszania pamieci strachu (Rycina 15A-E). CNO podano przed
sesjg wygaszania. Nie zaobserwowano wptywu wirusa, ani interakcji pomiedzy wirusem a
treningiem na poziom zamierania, ani podczas treningu, ani w czasie sesji wygaszania
wczesnej pamieci strachu. W tescie pamieci wygaszania rowniez nie zauwazono roznic
miedzy grupami doswiadczalnymi (Rycina 15F). Myszy, niezaleznie od uzytego wirusa,
obnizyly poziom zamierania w czasie testu w poréwnaniu z poczatkiem sesji wygaszania
(Rycina 15G), i zmiana tak byta podobna w obu grupach doswiadczalnych (Rycina 15H).

Nastepnie zweryfikowatem role neuronéw MS w wygaszaniu péznej pamieci strachu.
Zwierzeta obu grup doswiadczalnych przeszly trening warunkowania klasycznego. W
przeciwienstwie do pamieci wczesnej, podczas wygaszania pamieci pdznej, zaobserwowano
wptyw interakcji pomiedzy wirusem a treningiem na poziom zamierania. Ponadto, myszy
hSyn1-hM4Di zamieraly istotnie dtuzej podczas testu pamigeci wygaszania niz grupa mCherry
(Rycina 15l). Dalsza analiza wykazata, ze zaréwno myszy hSyn1-hM4Di jak i mCherry
wygasity pamie¢ pdézng strachu (Rycina 15J), jednak zmiana poziomu zamierania byta
mniejsza w grupie hSyn1-hM4Di niz mCherry (Rycina 15K).

Podsumowujac, przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze aktywnos¢ MS nie jest
konieczna do wygaszanie wczesnej pamieci strachu. Natomiast zahamowanie MS w czasie
wygaszania péznej pamieci strachu uposledza ten proces. Dane te potwierdzajg, ze uktady
neuronalne zaangazowane w wygaszanie pamieci strachu zmieniajg sie z czasem i sugeruja

unikatowy udziat MS w wygaszaniu péznej pamieci strachu.
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Rycina 15. MS bierze udziat w wygaszaniu pozniej, lecz nie wczesnej, pamiecia strachu.
(A) AAV-hSyn1-hM4Di-mCherry (hSyn1-hM4Di) lub wirus kontrolny (mCherry) zostaty podane
bilateralnie do MS samcéw myszy C57BL/6J. Stworzono w Biorender.
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(B) Mikrofotografia reprezentujgca neurony MS transdukowane wirusem kontrolnym wraz z
powiekszeniem skanu; kolorem niebieskim oznaczono kanat DAPI, kolorem czerwonym
kanat mCherry (C).

(D-E) Mikrofotografia reprezentujgca neurony MS transdukowane wirusem hSyn1-hM4Di
wraz z powiekszeniem skanu.

(F) Gérny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzat podczas
treningu myszy hSyn1-hM4Di oraz kontrolnych mCherry. Myszy obu grup nabyty pamiec
strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F, ;3 = 171,8, P < 0,001). Po 24 godzinach, CNO (3
mg/kg) zostato podane na 30 minut przed sesjg wygaszania, w ktérej poziom zamierania
myszy hSyn1-hM4Di nie réznit sie istotnie od poziomu zwierzet mCherry (dwuczynnikowa
ANOVA z powtarzanymi pomiarami, hSyn1-hM4Di vs. mCherry: F, .3 = 4,012, P = 0,07).
Nastepnego dnia przeprowadzono test retencji pamieci wygaszania reakcji strachu
(dwustronny test t-Studenta dla prob niezaleznych hSyn1-hM4Di vs. mCherry: t = 0,8838, df =
13, P =0,39).

(G-H) Zaréwno zwierzeta kontrolne mCherry jak i hSyn1-hM4Di nabyty i skutecznie
skonsolidowaty pamie¢ wygaszania (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami,
efekt wygaszania: F, ;3 = 5492, P < 0,001; wielokrotne poréwnania metodg Sidaka:
hSyn1-hM4Di, P = 0,03; mCherry, P < 0,001), a zmiana w poziomie zamierania nie réznita sie
istotnie statystycznie miedzy grupami (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych
hSyn1-hM4Di vs. mCherry: t = 0,4060, df = 13, P = 0,69). (I) Gérny panel: o$ eksperymentu,
dolny panel: poziomy zamierania zwierzat podczas treningu myszy hSyn1-hM4Di oraz
kontrolnych mCherry. Myszy obu grup nabyty pamie¢ strachu w trakcie treningu klasycznego
warunkowania strachu (dwustronny ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; ;,
= 109.6, P < 0,001). Po 30 dniach CNO (3 mg/kg) zostato podane 30 minut przed sesja
wygaszania, w ktorej zaobserwowano istotng interakcje wirusa i treningu na poziom
zamierania zwierzat w trakcie wygaszania (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi
pomiarami, hSyn1-hM4Di vs. mCherry: F, 153 = 1,262, P = 0,28; efekt treningu: F5 ¢5 = 19,68, P <
0,001; interakcja wirus X trening: Fs ¢ = 3,030 P = 0,02). Zwierzeta wykazywaty nizszy
poziom konsolidacji pamieci wygaszania niz kontrolne mCherry (dwustronny test t-Studenta
dla préb niezaleznych hSyn1-hM4Di vs. kontrola mCherry: t = 4,052, df =13, P = 0,001).

(J-K) Zaréwno zwierzeta kontrolne mCherry jak i hSyn1-hM4Di nabyty i skonsolidowaty
pamie¢ wygaszania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt
treningu: F, ;3 = 54,92, P < 0,001; wielokrotne poréwnania metodg Sidaka: hSyn1-hM4Di, P =
0,03; mCherry, P < 0,001), a zmiana w poziomie zamierania okazata sie by¢ istotnie mniejsza
niz w grupie mCherry (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych hSyn1-hM4Di vs.
mCherry: t = 3,681, df = 13, P = 0,003). Liczba zwierzagt poddanych procedurze zawarta
zostata w legendach do wykreséw. Dane przedstawione zostaly jako Srednia + btad
standardowy; * P < 0,05, ** P < 0,01 i *** P < 0,001.
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4.7. Rola RE w regulacji wygaszania pamieci strachu

Udziat RE w przetwarzaniu zaréwno wczesnej jak i pdznej pamieci jest coraz lepiej
udokumentowany [117,151,157,205,206]. W szczegdlnosci, wczesniejsze badania wykazaty,
ze RE peini wazng role w konsolidacji pamieci strachu zaleznej od bodzcéw ogdlnych
[207-209], czy w konsolidacji pdznej pamieci przestrzennej [210]. Mapowanie aktywnosci
mozgu za pomocy analizy gestosci komorek c-Fos* nie wykazato réznic w aktywnosci RE
miedzy myszami WT poddanych treningowi wygaszania strachu a zwierzetami z grup
kontrolnych. Jednak, zaobserwowatem podwyzszong aktywnos$¢ RE u myszy T286A"" po
wygaszaniu poznej pamieci strachu, w poréwnaniu z myszami WT zabitymi w tym samym
punkcie czasowym. Obserwacja ta sugeruje, ze RE jest zaangazowane w przetwarzanie
informacji w czasie wygaszania p6znej pamieci strachu. Dlatego tez w kolejnym etapie
rozprawy doktorskiej postanowitem zbadaé udziat tej struktury w wygaszaniu zaréwno
poznej jak i wczesnej pamieci strachu.

By testowaé udziat RE w wygaszaniu pamieci strachu wektory wirusowe kodujgce
hM4Di, lub mCherry, podano do RE. Uzyto dwéch typow wektoréw hM4Di z receptorem
wyrazanym pod promotorem hSyn, jak w poprzednich eksperymentach, lub pod promotorem
CaMK2a pozwalajagcym na transdukcje tylko komérek glutaminianergicznych (Rycina 16A-E).
Dwadziescia jeden dni po operacji myszy poddano treningowi warunkowania strachu. Test
wygaszania pamieci strachu przeprowadzono 1 lub 30 dni po treningu. CNO podano 30 minut
przed sesjg wygaszania.

We wszystkich grupach eksperymentalnych zwierzeta wykazaty wzrost poziomu
zamierania w czasie ses;ji treningowej. Ponadto, wysoki poziom zamierania obserwowany na
poczatku wygaszania wczesnej pamieci strachu obnizyt sie w trakcie sesji wygaszania.
Analiza zachowania myszy hSyn1-hM4Di i myszy kontrolnych wykazata istotny wptyw wirusa
oraz treningu na poziom zamierania podczas sesji wygaszania pamieci wczesnej.
Zahamowanie aktywnosci neuronéw RE u myszy hSyn1-hM4Di powodowato wzmocnienie
wygaszania wczesnej pamieci strachu. W tescie pamieci wygaszania, myszy te utrzymaty
nizszy poziom zamierania niz myszy mCherry (Rycina 16F). Cho¢ obie grupy myszy wygasity
wczesng pamieé strachu (Rycina 16G), zmiana ta byta wieksza u myszy hSyn1-hM4Di niz
mCherry (Rycina 16H). Wyniki te sugerujg, ze aktywno$¢ RE hamuje wygaszanie wczesnej

pamieci strachu.
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Rycina 16. NR dwukierunkowo, zaleznie od czasu moduluje wygaszanie reakcji zwigzanej
ze strachem; wybiércze zahamowanie aktywnos$ci neuronéw pobudzajacych nie wptywa na
konsolidacje pamieci wygaszania reakcji zwigzanej ze strachem.

(A)  AAV-hSyn1-hM4Di-mCherry  (hSyn1-hM4Di) lub  AAV-aCaMKII-hM4Di-mCherry
(CaMKII-hM4Di) lub wirus kontrolny (mCherry) zostaty podane bilateralnie do RE samcéw
myszy C57BL/6J. Stworzono w Biorender.com.

(B) Mikrofotografia reprezentujgca neurony RE transdukowane wirusem kontrolnym wraz z
powiekszeniem skanu; kolorem niebieskim oznaczono kanat DAPI, kolorem czerwonym
kanat mCherry (C).

(D-E) Mikrofotografia reprezentujgca neurony RE transdukowane wirusem hSyn1-hM4Di wraz
z powiekszeniem skanu.

(F) Goérny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzat podczas
treningu myszy hSyn1-hM4Di oraz kontrolnych mCherry. Myszy obu grup nabyty pamieé
strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F, 5, = 509.3, P < 0,001). Po 24 godzinach, CNO (3
mg/kg) zostato podane na 30 minut przed sesjg wygaszania, w ktérej poziom zamierania
myszy hSyn1-hM4Di byt istotnie nizszy od poziomu zwierzagt mCherry (dwuczynnikowa
ANOVA z powtarzanymi pomiarami, hSyn1-hM4Di vs. mCherry: F; ,3 = 6,795, P = 0,01; efekt
treningu: Fs 14 = 49,18, P < 0,001). Myszy hSyn1-hM4Di wykazaty wyzszy poziom retenc;ji
pamieci wygaszania niz kontrolne mCherry (dwustronny test t-Studenta dla préb
niezaleznych hSyn1-hM4Di vs. mCherry: t = 2,821, df = 28, P = 0,009).
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(G-H) Obie grupy myszy hSyn1-hM4Di i kontrolne mCherry skutecznie skonsolidowaty
pamie¢ wygaszania (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, hSyn1-hM4Di vs.
mCherry: F; ,3 = 5,648, P = 0,02, interakcja wirus X trening: F; ,5 = 6,809, P = 0,01 efekt
treningu: F, ,3 = 55,67, P < 0,001), a zmiana w poziomie zamierania byta wieksza w grupie
hSyn1-hM4Di niz mCherry (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych hSyn1-hM4Di
vs. mCherry: t=2,609, df=28, P = 0,01).

(I) Gorny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzat podczas
treningu myszy hSyn1-hM4Di oraz kontrolnych mCherry. Myszy obu grup nabyty pamiec
strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu (dwustronny ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; 33 = 141,2, P < 0,001). hSyn1-hM4Di vs. mCherry:
Fi 3s = 3,787, P = 0,06). Po 30 dniach CNO (3 mg/kg) zostato podane 30 minut przed sesja
wygaszania, w ktérej zaobserwowano wptyw treningu i wirusa na poziom zamierania
zwierzat w trakcie wygaszania, a takze interakcje pomiedzy tymi dwoma czynnikami
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, hSyn1-hM4Di vs. mCherry: F, ;4 = 5,374,
P = 0,032, efekt treningu: F5 o5 = 23,57, P < 0,001, interakcja wirus X trening: Fs 33 = 3,923, P =
0,003). Zwierzeta hSyn1-hM4Di wykazywaty nizszy poziom retencji pamieci wygaszania niz
kontrolne mCherry (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych hSyn1-hM4Di vs.
kontrola mCherry: t = 3,428, df = 19, P = 0,003).

(J-K) Zaréwno zwierzeta kontrolne mCherry jak i hSyn1-hM4Di nabyty i skonsolidowaty
pamie¢ wygaszania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, interakcja
wirus X trening: F; ;4 = 7,162, P = 0,01, efekt treningu: F; 1, = 64,22, P < 0,001, hSyn1-hM4Di i
mCherry: F; ;4 = 8,074, P = 0,01, wielokrotne poréwnania metoda Sidaka: mCherry, P < 0,001;
hSyn1-hM4Di, P = 0,002), a zmiana w poziomie zamierania okazata sie by¢ istotnie mniejsza
w grupie mCherry niz w hSyn1-hM4Di (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych
hSyn1-hM4Di vs. mCherry: t = 2,676, df = 19, P = 0,01).

(L) Gorny panel: 0o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzat podczas
treningu myszy aCaMKII-hM4Di oraz kontrolnych mCherry. Myszy obu grup nabyty pamigé
strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F, ;3 = 413,4, P < 0,001). Po 24 godzinach, CNO (3
mg/kg) zostato podane na 30 minut przed sesjg wygaszania, w ktérej poziom zamierania
myszy aCaMKII-hM4Di byt istotnie nizszy od poziomu zwierzat mCherry (dwuczynnikowa
ANOVA z powtarzanymi pomiarami, aCaMKII-hM4Di vs. mCherry: F, ;5 = 4,731, P < 0,05, efekt
treningu: Fs ¢5 = 22,52, P < 0,001). Myszy aCaMKII-hM4Di wykazaty podobny poziom retenc;ji
pamieci wygaszania do zwierzat kontrolnych mCherry (dwustronny test t-Studenta dla préb
niezaleznych aCaMKII-hM4Di vs. mCherry: t = 0,895, df = 13, P = 0,39)

(M-N) Obie grupy myszy, aCaMKII-hM4Di i mCherry skutecznie skonsolidowaty pamie¢
wygaszania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, wptyw wygaszania
na poziom zamierania: F; ;3 = 23,06, P < 0,001; wielokrotne poréwnania metoda Sidaka:
mCherry, P = 0,03; «CaMKII-hM4Di, P = 0,002), natomiast zmiana w poziomie zamierania nie
roznita sie istotnie pomiedzy grupami (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych
aCaMKII-hM4Di vs. mCherry: t = 0,445, df =13, P = 0,66).

(0) Gorny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzat podczas
treningu myszy aCaMKII-hM4Di oraz kontrolnych mCherry. Myszy obu grup nabyty pamie¢
strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F, ,3 = 151,5, P < 0,001). Po 30 dniach CNO (3
mg/kg) zostato podane 30 minut przed sesjg wygaszania, w ktérej zaobserwowano wptyw
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zarébwno wirusa jak i treningu na poziom zamierania zwierzat w trakcie wygaszania
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, aCaMKII-hM4Di vs. mCherry: F; ,3 =
5,543, P = 0,03, efekt treningu: Fs 1,5 = 7,632, P < 0,001). Zwierzeta wykazywaty nizszy poziom
konsolidacji pamieci wygaszania niz kontrolne mCherry (dwustronny test t-Studenta dla préb
niezaleznych aCaMKII-hM4Di vs. mCherry: t = 0,5342, df=23, P = 0,60).

(P-R) Zaréwno zwierzeta kontrolne mCherry jak i aCaMKII-hM4Di nabyly i skonsolidowaty
pamie¢ wygaszania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt
treningu: F, »; = 104,9, P < 0,001; wielokrotne poréwnania metoda Sidaka: P < 0,001 dla obu
grup: mCherry i aCaMKII-hM4Di), a zmiana w poziomie zamierania nie réznita sie istotnie
pomiedzy grupami (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych aCaMKII-hM4Di vs.
mCherry: t = 0,6771, df = 23, P = 0,51). Liczba zwierzat poddanych procedurze zawarta
zostata w legendach do wykreséw. Dane przedstawione zostaty jako srednia + btad
standardowy (SEM); * P < 0,05, ** P < 0,01 i *** P < 0,001.

W kolejnym doswiadczeniu testowatem role neuronéw RE w wygaszaniu poznej
pamieci strachu. Zwierzeta obu grup doswiadczalnych (mCherry i hSyn1-hM4Di) zwiekszyty
poziom zamieranie w czasie treningu. W czasie sesji wygaszania myszy miaty wysoki
poziom zamierania na poczatku sesji, i poziom zamierania spadt w trakcie sesji.
Zaobserwowano istotny wptyw treningu, lecz nie wirusa, na poziom zamierania zwierzat w
trakcie wygaszania. Ponadto myszy hM4Di mialy wyzszy poziom zamierania niz myszy
mCherry w czasie testu (Rycina 161). Obie grupy obnizyty poziom zamierania w czasie testu
w poréwnaniu z poczatkiem sesji wygaszania (Rycina 16J), jednak myszy z grupy mCherry
wykazywaty wiekszg zmiane zachowania niz myszy hM4Di (Rycina 16K). Wyniki te sugeruja,
ze aktywnos¢ RE przyspiesza wygaszanie péznej pamieci strachu.

By zbada¢ role komorek glutaminianergicznych w RE w regulacji wygaszania pamieci
strachu w kolejnych dwdch doswiadczeniach uzytem wirusow hM4Di pod promotorem
CaMK2a (CaMKII-hM4Di). Dwadziescia cztery godziny po odbytym treningu warunkowania
strachu myszy poddane zostaty treningowi wygaszania. W czasie sesji wygaszania myszy
CaMKII-hM4Di zamieraty istotnie mniej niz kontrolne. Jednakze podczas testu pamieci
wygaszania poziomy zamierania nie réznity sie miedzy zwierzetami obu grup (Rycina 16L).
Dalsza analiza wykazata, ze myszy z obu grup obnizyly poziom zamierania w czasie testu w
poréwnaniu z poczatkiem sesji wygaszania (Rycina 16M), i nie zaobserwowano réznic
miedzy grupami doswiadczalnymi (Rycina 16N). Wyniki te wskazujg ze komorki
glutaminianergiczne RE hamujg wygaszanie pamieci strachu w czasie sesji, lecz nie maja
wptywu na konsolidacje pamieci wygaszania.

Druga grupa myszy po podaniu wektorow wirusowych CaMKII-hM4Di do RE przeszta
trening warunkowania i sesje wygaszania poznej pamieci strachu. Nie zaobserwowano

istotnych réznic w zachowaniu myszy w czasie treningu czy na poczatku sesji wygaszania.
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Natomiast analiza statystyczna zachowania myszy w czasie sesji wygaszania wskazata
istotng interakcje miedzy czasem i wirusem na poziom zamierania. W czasie ses;ji
wygaszania zaobserwowatem istotne obnizenie poziomu zamierania u myszy kontrolnych, i
brak istotnych zmian u myszy CaMKII-hM4Di (Rycina 160). Dalsza analiza wykazata, ze obie
grupy obnizyty poziom zamierania mierzony w czasie testu w porownaniu z poczgtkiem sesji
wygaszania (Rycina 16P). Nie zauwazytlem istotnych réznic miedzy grupami
doswiadczalnymi (Rycina 16R). Wyniki te wskazujg ze komérki glutaminianergiczne RE s3
niezbedne do wygaszania péznej pamieci strachu w czasie sesji, lecz nie do konsolidacji
pamieci wygaszania.

Podsumowujac, uzyskane dane wskazujg, ze nieselektywne zahamowanie
aktywnosci neurondéw RE w trakcie wygaszania wczesnej pamieci strachu promuje proces
wygaszania, podczas gdy zahamowanie komoérek glutaminianergicznych RE w tym samym
punkcie czasowym promuje wygaszanie w czasie sesji lecz nie ma wptywu na konsolidacje
pamieci wygaszania. Ponadto nieselektywne zahamowanie aktywnosci neuronéw RE w
trakcie wygaszania pdznej pamieci strachu uposledza proces wygaszania, podczas gdy
zahamowanie komoérek glutaminianergicznych RE uposledza wygaszanie w czasie sesji lecz
nie ma wptywu na konsolidacje pamieci wygaszania. Dane te wskazujg, ze rola RE w procesie
wygaszania pamieci strachu zmienia sie w czasie, oraz ze w regulacji wygaszania pamieci

strachu biorg udziat zaréwno neurony glutaminianergiczne, jak i nie-glutaminianergiczne RE.
4.8. Rola projekcji RE—~MS w regulacji wygaszania pamieci strachu

Przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia wskazaty na istotng role MS i RE w
wygaszaniu pdznej pamieci strachu. Ponadto dane literaturowe opisujg wystepowanie w MS
zakonczen aksonéw pochodzacych z RE [211,212]. Natomiast MS najprawdopodobniej nie
unerwia RE [213]. Dlatego tez w kolejnych etapach mojej rozprawy doktorskiej
zdecydowatem sie odpowiedzie¢ na nastepujgce pytania badawcze:

e Czy projekcje z RE do MS (RE—MS) sg zaangazowane w wygaszanie pamieci
strachu?
e Czy funkcja projekcji RE—~MS w regulowaniu wygaszania pamieci strachu zmienia sie

w czasie?

W tym celu uzytem dwoch wektoréw wirusowych:
e do MS podatem retro AAV1/2 (rAAV1/2) transdukujacy zakoriczenia aksonalne i
kodujacy rekombinaze Cre (rAAV-iCre);
e do RE podatem AAV1/2 kodujacy receptor DREADD aktywowany przez rekombinaze
Cre (CaMKII-DIO-hM4Di) lub wektor kontrolny kodujgcy mCherry (DIO-mCherry).
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Potgczenie tych dwéch wiruséw w jednej komoérce pozwolito na selektywng modulacje
aktywnosci komoérek RE unerwiajgcych MS (Rycina 17A-E).

Myszy przeszty trening warunkowania klasycznego. Poziom zamierania nie réznit sie
miedzy grupami doswiadczalnymi. Po 24 godzinach myszy poddano treningowi wygaszania
wczesnej pamieci strachu, uprzednio podajgc CNO (3 mg/kg, 30 min przed sesjg). Analiza
zachowania zwierzat nie wykazata réznic w poziomie zamierania miedzy grupami hM4Di i
mCherry ani podczas wygaszania ani w trakcie testu pamieci wygaszania (Rycina 17F).
Zwierzeta z obu grup obnizyly poziom zamierania w czasie testu w poréwnaniu z poczatkiem
sesji wygaszania (Rycina 17G), i nie zauwazytem istotnych réznic miedzy grupami (Rycina
17H).

Rowniez w eksperymencie testujgcym role RE—~MS w wygaszaniu pdéznej pamieci
strachu, myszy nabyly pamie¢ warunkowang strachem. Trzydziesci dni pozniej zwierzeta
poddano treningowi wygaszania pdznej pamieci strachu uprzednio podajgc CNO (3 mg/kg,
30 min przed sesjg). U myszy hM4Di zaobserwowano istotnie wyzszy poziom zamierania w
czasie sesji wygaszania niz u grupy kontrolnej mCherry. Réznica ta utrzymata sie takze w
tescie kolejnego dnia (Rycina 171). W toku dalszej analizy wykazatem, ze myszy obu grup
wygaszaty p6zng pamiec strachu (Rycina 17J), jednak zmiana poziomu zamierania w czasie
testu w poréwnaniu z sesjg wygaszania byta wieksza w grupie mCherry (Rycina 17K).

Uzyskane wyniki wskazujg na wystepowanie pobudzajgcych potgczen neuronalnych
pomiedzy RE i MS oraz ich zdeterminowane czasem zaangazowanie w wygaszanie reakcji
strachu zaleznego od bodzcéw ogdlnych. Podobnie do efektu zaobserwowanego podczas
hamowania aktywnosci neuronéw w MS i w RE, wyhamowanie projekcji RE—~>MS skutkuje
uposledzeniem wygaszania péznej pamieci strachu. Sugeruje to, ze projekcje RE—-MS
odgrywajg istotng role w regulacji pamieci strachu nabytego na dtugo przed wygaszaniem,

lecz nie majg wptywu na regulacje pamieci wczesne;.
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Rycina 17. Neurony pobudzajace projektujace z RE do MS modulujg wygaszanie reakcji
zwigzanej z pozna pamiecia strachu.

(A)  AAV-aCaMKII-DIO-hM4Di-mCherry  (aCaMKII-DIO-hM4Di)  lub  wirus  kontrolny
(DIO-mCherry) zostaty podane bilateralnie do RE, a rAAV-aCaMKII-EGFP-iCre (rAAV-iCre) do
MS samcoéw myszy C57BL/6J. Stworzono w Biorender.
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(B i D) Mikrofotografia reprezentujgca neurony RE projektujgce do MS, transdukowane
wirusem kontrolnym wraz z powiekszeniem skanu; kolorem niebieskim oznaczono kanat
DAPI, kolorem czerwonym kanat mCherry, kolorem zielonym kanat EGFP.

(C i E) Mikrofotografia reprezentujgca neurony MS transdukowane wirusem rAAV-iCre wraz z
powiekszeniem skanu.

(F) Gérny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzat podczas
treningu myszy aCaMKII-DIO-hM4Di oraz kontrolnych DIO-mCherry. Myszy obu grup nabyty
pamie¢ strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu (dwuczynnikowa
ANOVA z powtarzanymi pomiarami, aCaMKII-DIO-hM4Di vs. DIO-mCherry: F, ;5 = 0,056, P =
0,82, efekt treningu: F; ;s = 414.0, P < 0,001). Po 24 godzinach, CNO (3 mg/kg) zostato
podane na 30 minut przed sesjg wygaszania, w ktérej poziom zamierania myszy
aCaMKII-DIO-hM4Di  nie réznit sie istotnie od poziomu zwierzet DIO-mCherry
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, «CaMKII-DIO-hM4Di vs. DIO-mCherry:
Fi. 15 = 06485 P = 0,43, efekt treningu: Fs ;5 = 18,58, P < 0,001). Nastgpnego dnia
przeprowadzono test retencji pamieci wygaszania pamieci strachu (dwustronny test
t-Studenta dla préb niezaleznych aCaMKII-DIO-hM4Di vs. DIO-mCherry: t = 0,3184, df =16, P
=0,75).

(G-H) Zaréwno zwierzeta kontrolne mCherry jak i aCaMKII-DIO-hM4Di nabyly i skutecznie
skonsolidowaty pamieé wygaszania (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami,
efekt treningu: F; ;5 = 19,68, P < 0,001, wielokrotne poréwnania metoda Sidaka: DIO-mCherry:
P = 0,009, aCaMKII-DIO-hM4Di: P = 0,02), a zmiana w poziomie zamierania nie réznita sie
istotnie statystycznie miedzy grupami (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych
aCaMKII-DIO-hM4Di vs. DIO-mCherry: t = 0,448, df = 15, P = 0,66).

(I) Goérny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzagt podczas
treningu myszy aCaMKII-DIO-hM4Di oraz kontrolnych DIO-mCherry. Myszy obu grup nabyty
pamie¢ strachu w trakcie treningu klasycznego warunkowania strachu (dwuczynnikowa
ANOVA z powtarzanymi pomiarami, aCaMKII-DIO-hM4Di vs. DIO-mCherry: F; ;; = 0,019, P =
0,89, efekt treningu: F, ;; =201,3, P < 0,001). Po 30 dniach CNO (3 mg/kg) zostato podane 30
minut przed sesjg wygaszania, w ktorej zaobserwowano wptyw zarowno wirusa jak i treningu
na poziom zamierania zwierzat w trakcie wygaszania (dwuczynnikowa ANOVA z
powtarzanymi pomiarami, «CaMKII-DIO-hM4Di vs. DIO-mCherry: F; 1; = 14,74, P = 0,003, efekt
treningu: F5 55 = 12,30, P < 0,001; interakcja: Fs 55 = 1,325, P = 0,27). Zwierzeta
aCaMKII-DIO-hM4Di wykazywaty nizszy poziom konsolidacji pamigci wygaszania niz
kontrolne DIO-mCherry ktéry utrzymat sie do testu kolejnego dnia (dwustronny test
t-Studenta dla préb niezaleznych aCaMKII-DIO-hM4Di vs. DIO-mCherry: t =3,190,df =11,P =
0,009).

(J-K) Zaréwno zwierzeta kontrolne DIO-mCherry jak i «CaMKII-DIO-hM4Di nabyty i
skonsolidowaty pamie¢ wygaszania strachu dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi
pomiarami, efekt treningu: F, ;; = 9532, P < 0,001, efekt wirusa: F, ;; = 5,704, P = 0,04,
interakcja: F; ;; = 11,51, P = 0,006. wielokrotne poréwnania metodg Sidaka: DIO-mCherry: P <
0,001, aCaMKII-DIO-hM4Di: P = 0,001), a zmiana w poziomie zamierania okazata sie by¢
istotnie mniejsza niz w grupie DIO-mCherry (dwustronny test t-Studenta dla préb
niezaleznych aCaMKII-DIO-hM4Di vs. DIO-mCherry: t = 3,392, df = 11, P = 0,006). Liczba
zwierzagt poddanych procedurze zawarta zostata w legendach do wykreséw. Dane
przedstawione zostaty jako Srednia + btgd standardowy; * P < 0,05, ** P < 0,01 i *** P < 0,001,
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4.9. Rola V1 w regulacji wygaszania péznej pamieci strachu

Mimo iz V1 jest gtdbwnym obszarem korowym przetwarzajgcym bodzce wzrokowe
[214,215] jak dotad nie ma jest doniesien dotyczacych roli V1 w regulacji wygaszania pamieci
strachu zaleznej od bodzcéw ogdlnych. Co ciekawe, zaréwno podczas wygaszania wczesne;j
jak i péznej pamieci strachu, zaobserwowatem wysoka aktywnos$é V1 (Rycina 7D, 9D, 10D).
Chcac zweryfikowaé udziat V1 w wygaszaniu reakcji strachu wykorzystatem samce myszy
C57BL/6J, ktorym stereotaktycznie wprowadzitem wektory wirusowe hSyn1-hM4Di, lub
wektor kontrolny, do V1 (Rycina 18A). Po 3 tygodniach, zwierzeta przeszly trening
warunkowania klasycznego. Po 30 dniach od treningu myszom podano roztwér CNO (3
mg/kg), i 30 minut pdZniej zwierzeta przeszty sesje wygaszania péznej pamieci strachu. Na
poczatku sesji wygaszania (5 min) poziom zamierania byt wysoki, sugerujac, ze myszy
pamietaty sesje warunkowania. Analiza wariancji ujawnita istotny wptyw czasu oraz brak
wptywu wirusa na poziom zamierania, wskazujac, ze zahamowanie V1 nie miato wptywu ani
na przywotanie ani na wygaszanie dtugotrwatej pamieci strachu. Nastepnego dnia
przeprowadzono test pamieci wygaszania. Nie zaobserwowano roznic w poziomie
zamierania pomiedzy grupami (Rycina 18F). Dane te wskazujg, ze zahamowanie aktywnosci
V1 nie wptywa na wygaszanie p6znej pamieci strachu (Rycina 18G-H).

Warthen i wsp. (2011) pokazali, ze o$wietlenie klatki wzmacnia warunkowanie reakcji
strachu. Autorzy wykorzystali dzwiek jako bodziec warunkowy, podczas gdy w modelu
stosowanym w niniejszej rozprawie bodzcem warunkowym jest kontekst klatki treningowe;j.
Dlatego w kolejnym doswiadczeniu testowatem wptyw oswietlenia klatki treningowej na
zachowanie zwierzat podczas warunkowania i wygaszania pamieci strachu (Rycina 18I).
Analizujgc zachowanie zwierzat podczas treningu zauwazytem, ze niezaleznie od oswietlenia
poziom zamierania myszy wzrdst na koniec treningu. Poziom zamierania pozostat wysoki na
poczatku, i zmniejszyt sie na koncu sesji wygaszania, niezaleznie od warunkéw oswietlenia.
W tescie pamieci wygaszania analiza statystyczna nie wykazata réznic w ilosci czasu
spedzonego w zamieraniu miedzy grupami doswiadczalnymi. Oswietlenie klatki treningowe;j
wzmacnia nabywanie uwarunkowanego bodzcami ogélnymi strachu na poziom zamierania
zwierzat, lecz nie ma wplywu na jego wygaszanie ani na poziom zamierania zwierzat

podczas testu retencji pamieci wygaszania strachu.
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Rycina 18. Nieselektywne zahamowanie neuronéow w V1 wplywa na wygaszanie reakcji
zwigzanej z po6zng pamiecig strachu; oswietlenie klatki treningowej nie wplywa na
wygaszanie pdznej pamieci strachu.

(A) AAV-hSyn1-hM4Di-mCherry (hSyn1-hM4Di) lub wirus kontrolny (mCherry) zostaty podane
bilateralnie do V1 samcow myszy C57BL/6J. Stworzono w Biorender.com.
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(B) Mikrofotografia reprezentujgca neurony V1 transdukowane wirusem kontrolnym wraz z
powigkszeniem skanu (C).

(D) Mikrofotografia reprezentujgca neurony V1 transdukowane wirusem hSyn-hM4Di.

(E) 4x powiekszenie skanu; kolorem niebieskim oznaczono kanat DAPI, kolorem czerwonym
kanat mCherry.

(F) Gérny panel: o$ eksperymentu, dolny panel: poziomy zamierania zwierzat podczas
treningu myszy hSyn1-hM4Di oraz kontrolnych mCherry. Myszy przeszty trening klasycznego
warunkowania strachu (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, hSyn1-hM4Di
vs. mCherry: F, g = 1,385, P = 0,27, efekt treningu na poziom zamierania zwierzat: F, s = 118.5,
P < 0,001). Po 30 dniach CNO (3 mg/kg) zostato podane 30 minut przed sesjg wygaszania i
nie zauwazono réznic pomiedzy grupami zwierzat (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi
pomiarami, efekt treningu: F; ,; = 10,84, P < 0,001, hSyn1-hM4Di vs. kontrola mCherry: F;, ¢ =
0,9664 P = 0,35). Nastepnego dnia przeprowadzono test retencji pamieci wygaszania
pamieci strachu (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych hSyn1-hM4Di vs.
mCherry: t = 0,073, df = 8, P = 0,94).

(G) Obie grupy zwierzat skutecznie nabyly i skonsolidowaly pamie¢ wygaszania
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; ¢ = 20,982, P = 0,002,
hSyn1-hM4Di vs. mCherry: F, g = 0,178, P = 0,68; wielokrotne poréwnania metoda Sidaka:
mCherry: P < 0,05, hSyn1-hM4Di: P = 0,01).

(H) Poziom skonsolidowanej pamieci wygaszania nie réznit sie istotnie statystycznie
pomiedzy badanymi grupami (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych: t = 0,614, df
= 8, P = 0,56). Liczba zwierzat poddanych procedurze zawarta zostata w legendach do
wykreséw. Dane przedstawione zostaty jako $rednia * btagd standardowy (SEM); * P < 0,05.

(I) Goérny panel wykresu przedstawia o$ czasu eksperymentu, dolny panel poziomy
zamierania myszy C57BL/6J podczas treningu warunkowania klasycznego, treningu
wygaszania i testu retencji pamieci wygaszania. W doswiadczeniu zastosowano oswietlenie
klatki $wiattem biatym (Jasnos¢) lub jego braku (Ciemnos$¢). O$wietlenie klatki treningowe;j
wzmacnia nabywanie uwarunkowanego bodzcami ogdélnymi strachu na poziom zamierania
zwierzat (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F; ;o= 161,8, P
< 0,001, efekt oswietlenia: F; ;, = 5,020, P < 0,05). Nie wptywa jednak na wygaszanie reakcji
zwigzanej z pézna pamiecig strachu (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami,
efekt treningu: F; 5, = 48,33, P < 0,001, efekt oswietlenia: F; 1, = 1,572, P = 0,24), ani na
poziom zamierania zwierzat podczas testu retencji pamieci wygaszania strachu (dwustronny
test t-Studenta dla préb niezaleznych: t = 0,7627, df = 10, P = 0,46).

(J-K) Obie grupy zwierzat skutecznie nabyly i skonsolidowaty pamie¢ wygaszania
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, efekt treningu: F, ;, = 43,59, P < 0,001,
Jasnos¢ vs. Ciemnos¢: F, ;o = 0,1693, P = 0,69; wielokrotne poréwnania metoda Sidaka:
Jasnosé: P = 0,006, Ciemnosé: P < 0,001), ktdrej poziom nie réznit sie istotnie statystycznie
pomiedzy badanymi grupami (dwustronny test t-Studenta dla préb niezaleznych: t = 1,128, df
= 10, P = 0,29). Liczba zwierzat poddanych procedurze zawarta zostata w legendach do
wykresow. Dane przedstawione zostaty jako Srednia + btad standardowy; ** P < 0,005, *** P <
0,001.
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5. Dyskusja

Celem niniejszej rozprawy byta identyfikacja obszarobw modzgu specyficznie
zaangazowanych w wygaszanie wczesnej i/lub pdznej pamieci strachu. W tym celu
analizowatem ekspresje biatka c-Fos wywotang wygaszaniem wczesnej i péznej pamieci
strachu zaleznego od bodzZzcéw ogdlnych. Wykazatem, ze wygaszanie wczesnej pamieci
strachu, w poréwnaniu z grupg 5US, aktywuje ekspresje biatka c-Fos w ciele migdatowatym
(CeM), korze (V1, IL), i wzgdrzu (CM oraz PV), a takze obniza ekspresje c-Fos w hipokampie
(CA1 i DG). Wygaszanie pdznej pamieci strachu, w poréwnaniu z wygaszaniem wczesnej
pamieci, wigze sie z podwyzszonym poziomem c-Fos we wzgoérzu (MS i PV).

Ponadto, badatem role autofosforylacji aCaMKIl w pozycji 286 w wygaszaniu strachu
i regulacji aktywnosci obwoddéw neuronalnych zaangazowanych w wygaszanie strachu.
Wykazatem, ze myszy T286A*" charakteryzuje specyficzne uposledzone wygaszanie pdzne;j,
lecz nie wczesnej, pamieci strachu zaleznego od bodzcéw ogodlnych. Uposledzeniu temu
towarzyszy podwyzszony poziom c-Fos w osrodkach wzgorza przysrodkowego, tj. RE, CM,
MD oraz korze V1.

Przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia pokazaty réwniez, ze zahamowanie
aktywnosci MS i RE, oraz projekcji RE—~MS, uposledza wygaszania pdznej pamieci strachu
zaleznego od bodzcéw ogolnych. Ponadto, aktywnos¢ RE utrudnia wygaszanie wczesnej
pamieci strachu zaleznego od bodzcow ogdlnych, a aktywnos¢ komérek pobudzajgcych tej
struktury nie jest wystarczajgca do skonsolidowania pamieci wygaszania, co
najprawdopodobniej wymaga aktywnosci zaréwno neuronéw pobudzajgcych jak i
hamujacych.

Podsumowujac, przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia wykazaty specyficzny

udziat wzgérza (RE—~MS) w regulacji wygaszania pamieci péznej, lecz nie wczesnej.

5.1. Autofosforylacja «CaMKIl w pozycji 286 uposledza wygaszanie poznej pamieci

strachu

Myszy z mutacjg T286A majg uposledzone nabywanie pamieci strachu zaleznego od
bodzcow ogdlnych po tagodnym treningu warunkowania strachu (1xUS) [185]. Natomiast po
intensywnym treningu (5xUS) zwierzeta te moga utworzy¢ zaréwno wczesng (1 dzien) jak i
pozng (30 dni) pamie¢ strachu [216,217]. Potwierdzajg to moje doswiadczenia z
heterozygotami T286A*, ktdre po intensywnym treningu nabywajg zaréwno krotko- jak i
dtugotrwatg pamiec strachu. Ponadto, wczesniejsze prace pokazaty, ze wygaszanie wczesnej

pamieci strachu jest uposledzone u myszy T286A [104,105]. W niniejszej rozprawie, po raz
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pierwszy zademonstrowatem, ze myszy T286A"" wygaszaty wczesng pamieé strachu
podobnie do zwierzat WT, lecz charakteryzowaty sie uposledzonym wygaszaniem poznej
pamieci strachu. Doswiadczenia te potwierdzajg, ze autofosforylacja oCaMKIl jest
zaangazowane zaréwno w nabywanie jak i wygaszanie pamieci strachu, jednak intensywny
trening moze przezwyciezy¢ deficyty poznawcze wynikajgce z obnizonej aktywnosci o CaMKII
u myszy T286A". Ponadto aktywno$¢ oCaMKIl koreluje z dtugoscig zycia $ladu
pamieciowego.

Co ciekawe, w zaprezentowanym przeze mnie eksperymencie myszy WT i T286A+/-
podobnie wygaszaty wczesng pamie¢ strachu, podczas gdy Kimura i in. (2008)
zaobserwowali wyzszg skuteczno$¢ wygaszania wczesnej pamieci przez myszy WT niz
T286A+/-. Ta rozbieznos¢ prawdopodobnie wynika z réznic w intensywnosci

przeprowadzanego treningu (1 vs 5 US).

5.2. Biatko c-Fos jako marker plastycznosci obszaré6w mézgu zaangazowanych w

przetwarzanie pamieci

W celu scharakteryzowania obszarow mézgu aktywowanych podczas nabywania i
wygaszania pamieci strachu zaleznego od bodzcéw ogdélnych wykorzystatem barwienie
immunohistochemiczne wykrywajgce biatko c-Fos. Jest to standardowa metoda badawcza
pozwalajgca na analize aktywnosci obszaréw mdzgu z rozdzielczoscig komoérkowa. Analiz
gestosci komodrek c-Fos®™ wielokrotnie byta uzywana do identyfikacji obszaréow moézgu
zaangazowanych w przetwarzanie pamieci, w tym: kodowanie [33,94,218] i przywotywanie
pamieci [35,219,220], a takze wygaszania wczesnej [94,204] i p6znej pamieci strachu [117].
Znakowanie komorek c-Fos* uzywane takze byto po to, by zidentyfikowaé¢ obszary mézgu
zaangazowane w uposledzenie wygaszania pamieci strachu [93,94,221], a takze wiele innych
procesow poznawczych [222]. Jednak, zadna z tych prac nie badata roli autofosforylacji
aCaMKIl w wygaszaniu pdznej pamieci strachu. Ponadto, zadna z nich nie mapowata
aktywnosci moézgu zwigzanej z deficytami wygaszania pdznej pamieci strachu u tych

mutantow.
5.3. Chemogenetyczna regulacja aktywnosci neuronéow

Uzyty przeze mnie system chemogenetycznej regulacji aktywnosci neuronéw miat w
zatozeniu opierac sie o regulacje aktywnosci egzogennych receptoréw hM4Di przez agoniste

CNO, ktéry nie wykazuje powinowactwa do zadnego z endogennych receptorow [195]. Jak
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pokazano jednak w pracy Jendryka i in. (2019), 30 minut po dootrzewnowym podaniu CNO
(3,5 mg/kg masy ciata), obserwuje sie bardzo niskie stezenie tego zwigzku w mézgu (~20
nM) i jest ono okoto 100 razy mniejsze w mézgu niz we krwi. Niskie stezenie CNO w mézgu
wynika z faktu, ze podczas przejscia przez bariere krew-mézg CNO ulega przemianie
metabolicznej do klozapiny [223]. Klozapina wykazuje zas wysokie powinowactwo nie tylko
do receptorow DREADD ale takze receptorow muskarynowych, a zatem moze modyfikowac¢
zachowanie zwierzat nie tylko poprzez oddziatywanie z egzogennymi receptorami [224]. Co
wazne CNO podana dootrzewnowo w dawce 1 mg/kg masy ciata obniza poziom reakciji
wzdrygnie¢ w odpowiedzi na bodziec awersyjny u szczuréw [196]. W tej same]j pracy,
wykazano, ze CNO w dawce 5 mg/kg masy ciata niweluje wzrost dopaminy w jadrze
potlezagcym, obserwowany po podaniu amfetaminy. Odkrycia te wptynety na przeprowadzenie
przeze mnie doswiadczen pilotazowych, w ktérych testowatem wptyw CNO na wygaszanie
pamieci strachu. Nie zaobserwowatem istotnych statystycznie réznic w poziomach
zamierania podczas treningu wygaszania pamieci strachu i testu pamieci wygaszania
pomiedzy myszami C57BL/6J (bez receptorow DREADD), ktérym podano dootrzewnowo
CNO w dawkach 0, 0,5, 3 lub 10 mg/kg masy ciata przed sesjg wygaszania (Rycina 12).
Podobnie, dtugotrwate (>16 tygodni) podawanie CNO myszom nie wptywa na wygaszanie
pamieci strachu [225]. Zauwazytem jednak, ze dootrzewnowe podanie CNO obniza ekspresje
c-Fos w neuronach wykazujgcych ekspresje receptora DREADD. Pokazuje to, ze CNO podane
obwodowo powoduje obnizenie aktywnosci neuronéw wyrazajgcych hamujacy receptor
DREADD (prawdopodobnie po konwersji do klozapiny), oraz nie wptywa na wygaszanie
pamieci strachu, gdy w mdzgu nie ma tych receptoréw. Obserwacje te wskazujg zatem, ze
chemogenetyczna manipulacja aktywnoscig neuronow jest adekwatng metodag badania

neuronalnego podtoza wygaszania pamieci strachu.

5.4. Obszary mézgu zaangazowane w wygaszanie wczesnej pamieci strachu

W niniejszej rozprawie wykazatem, ze konsolidacja pamieci strachu oraz wygaszanie
wczesnej i pdznej pamieci strachu zaleznego od bodzcéw ogdlnych indukujg odmienne
wzory ekspresji biatka c-Fos w grzbietowym hipokampie, przegrodzie, korze médzgowej,
wzgorzu i ciele migdatowatym. Obwody neuronalne zaangazowane w wygaszanie wczesnej
pamieci strachu, a w szczegdlnosci hipokamp, kora przedczotowa i ciato migdatowate, byty
badane w wielu pracach [66,114,130,226]. Wykazano, ze hipokamp i ciato migdatowate sg
niezbedne do nabywania, przywotywania i wygaszanie pamieci strachu, a kora przedczotowa

do wygaszania pamieci strachu [227,228]. Catkiem niedawno udowodniono réwniez role PV,
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jako wezta komunikujgcego kore przedczotowg z ciatem migdatowatym, w procesie
przypominania zarbwno wczesnej, jak i pdznej pamieci strachu zaleznego od bodzcow
dzwiekowych [159]. Wyniki mapowania komorek c-Fos* przedstawione w niniejszej rozprawie
potwierdzajg wczesniejsze doniesienia. Odnotowatem wyzszg aktywnoS¢ ciata
migdatowatego (CeM), kory (IL, V1) oraz wzgérza (PV, CM) w grupie myszy zabitych po sesji
wygaszania wczesnej pamieci strachu w poréwnaniu ze zwierzetami zabitymi 24 godziny po
treningu (Rycina 7). Zauwazytem réwniez, ze we wszystkich analizowanych strukturach, poza
CeM, trening wygaszania wczesnej pamieci wywotat bardzo podobny wzor ekspresji c-Fos*
co ponowna ekspozycja na klatke treningowg (grupa Kontekst). Obserwacja ta sugeruje duze
podobienstwo obwodéw neuronalnych przetwarzajgcych informacje o neutralnych i
awersyjnych (zwigzanych z wygaszanie pamieci strachu) bodZcach ogdlnych [226].
Swiadczyé to moze réwniez o tym, ze aktywno$é zadnej z analizowanych struktur nie jest
specyficzna dla wygaszania wczesnej pamieci strachu, lub ze analiza ekspresji c-Fos nie
pozwala na wykrycie réznic aktywnosci analizowanych struktur w czasie przetwarzania

informaciji o awersyjnych i neutralnych bodzcach.

Ponadto zauwazytem, ze ekspresja biatka c-Fos w grzbietowym hipokampie (pola
CA1 i DG) jest nizsza po sesji wygaszania wczesnej pamieci strachu w poréwnaniu z grupg
Kontekst. Moze wynikaé to z faktu, iz wygaszanie pamieci strachu hamuje aktywnos¢ pola
CA1 i DG. Teza ta znajduje potwierdzenie w pracy Lovett-Barron i in. (2014). Jej autorzy
zaobserwowali obnizenie aktywnosci komérek piramidowych hipokampa wywotane wyzsza

aktywnoscig interneuronéw w tym obszarze w czasie wygaszania pamieci strachu [229].

Ponadto, interesujgcg obserwacjg jest to, iz u zwierzat T286A*", w poréwnaniu z
myszami WT, poziom ekspresji c-Fos w CeM jest nizszy, a w V1 wyzszy, w trakcie wygaszania
wczesnej pamiecig strachu (Rycina 9B i D). Wskazuje to na udziat aCaMKIl w tych
strukturach podczas wczesnego wygaszania strachu. By zrozumieé role tej kinazy w CeM i

V1 potrzebne sg jednak kolejne badania.

5.5. Obszary mézgu zaangazowane w wygaszanie péznej pamieci strachu

5.5.1. Udziat wzgorza w wygaszaniu péznej pamieci strachu

Udziat wzgo6rza w przetwarzaniu pamieci strachu jest ciggle stabo poznany. Jednak
liczba prac wykazujacych jego role w tym procesie istotnie wzrosta w ostatnich latach (Patrz:

podrozdziat 1.5.). Dlatego zdecydowatem sie zweryfikowa¢ jak wygaszanie péznej i wczesnej
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pamieci strachu zmienia aktywnos$¢ jader wzgdrza u myszy WT, oraz u myszy T286A"", ktore

maja uposledzone wygaszanie poznej pamigci strachu.

Zaobserwowatem, ze u myszy WT wygaszanie p6znej pamieci strachu, w poréwnaniu
Z wczesng pamiecig, podwyzsza aktywnos¢ PV. Ponadto wygaszanie poznej pamieci strachu
prowadzi do hiperaktywacji obszaréw nalezgcych do wzgérza (RE, CM, i MD) u zwierzat
T286A* w poréwnaniu z myszami WT. Nie zaobserwowatem takich réznic miedzy
genotypami analizujgc ekspresje c-Fos po sesji wygaszania wczesnej pamieci. Sugeruje to,
ze aktywnosc¢ przysrodkowej czesS¢ wzgorza w procesie wygaszania poznej pamieci strachu
jest zalezna od autofosforylacji «CaMKII-T286, i autofosforylacja tego enzymu jest konieczna
do wygaszenia poznej pamieci strachu. Obserwacje te sg w zgodzie z doniesieniami
opisujgcymi udzial RE w modulacji trwatych, awersyjnych wspomnien [35,176,205,230]. W
szczegolnosci potgczenia mPFC—RE zaangazowane sg w trakcie wygaszania wczesnej
pamieci strachu [151], a IL—-RE—BLA podczas wygaszania péznej pamieci strachu [51].
Pomimo hiperaktywacji RE, CM i MD u zwierzat T286""w czasie wygaszania pdznej pamieci
strachu, nie zauwazytem réznic w poziomie c-Fos w tych obszarach u myszy WT podczas
wygaszania poznej pamieci w poréwnaniu z wygaszaniem wczesnej pamieci strachu.
Podobnie, wczesniejsze prace nie wykazaty roznic w ekspresji c-Fos w RE podczas sesji
przywotywania wczesnej i péznej pamieci strachu, w poréwnaniu z grupami zwierzat
naiwnych, poddanych warunkowaniu (5US tutaj) i eksponowanej na nowy kontekst [230].
Wczesniejsza praca nie wykazata rowniez podwyzszonej ekspresji c-Fos w CM po
wygaszaniu poznej pamieci strachu [117]. Podniesiona aktywno$¢ CM oraz MD podczas
uposledzonego wygaszania sugeruje jednak, ze sg one zaangazowane w przetwarzanie
péznej pamieci strachu. Hipoteza ta musi zosta¢ jednak potwierdzona dodatkowymi

eksperymentami.

Wczesniejsze prace pokazaty, ze przekaznictwo synaptyczne w synapsach szlaku
MD—mPFC rosnie 7 dnia po treningu wygaszania [231]. Jednak, gdy uzyto muscymolu do
zahamowania aktywnosci MD przed wygaszaniem pamieci strachu zaleznej od bodzcow
dzwiekowych, zauwazono jedynie obnizone zamieranie zwierzat w trakcie sesji wygaszania,
lecz nie podczas testu pamieci wygaszania [177]. Moze to sugerowac, ze aktywnos$¢ MD,
podobnie jak CM, jest zaangazowana w ekspresje pamieci strachu, a nie wygaszanie [232].
Whniosek ten zostat zakwestionowany w pracy z 2012 roku, w ktérej naukowcy z Korei
Potudniowej pokazali, ze ciggta stymulacja MD utatwia wygaszanie pamieci strachu,

natomiast stymulacja paczkg impulséw (ang. burst stimulation) je uposledza [233].
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W niniejszej rozprawie, zaobserwowatem wyzszg aktywnos¢é PV po sesji wygaszania
pdéznej pamieci strachu u myszy WT, w poréwnaniu z grupg WT skrwawiong po wygaszaniu
wczesnej pamieci strachu. Obszar ten byt rowniez bardziej aktywny po wygaszaniu wczesnej
pamieci w poréwnaniu z grupg 5US, lecz nie w poréwnaniu z grupg Kontekst. Zatem moje
obserwacje wskazujg, ze PV jest aktywowany zaréwno w czasie wygaszania wczesnej jak i
poznej pamieci strachu. Dane te sg spojne z obserwacjami opisanymi w pracy Bianki Silva i
wspolnikdw z 2018 roku [117]. Autorzy wykazali, Ze poziom ekspresji c-Fos jest podniesiony
w PV zarédwno po sesji wygaszania poznej pamieci strachu, jak i w grupie kontrolnej
eksponowanej na neutralny kontekst, w poréwnaniu ze zwierzetami z grupy Naive. Ponadto,
w pracy Tao i in. (2021), autorzy wykazali za pomocg mapowania c-Fos oraz manipulacji
opto- i chemogenetycznych, ze PV tworzy obwdéd IL—-PV—Cel, ktéry jest istotny do
przywotywania wygaszania pamieci strachu. Potwierdza to wczesniejsze doniesienia o

zaangazowaniu PV w przetwarzaniu pézZnej pamieci strachu [49].

5.5.2. Udziat jadra taczacego w wygaszaniu pamieci strachu

Wczesniejsze prace wykazaty, ze RE bierze udziat w nabywaniu, konsolidacji i
wygaszaniu pamieci strachu u gryzoni [117,176,206,209,230,234,235,235]. W szczegdlnosci,
cykl trzech prac dotyczacych roli RE w wygaszaniu pamieci strachu, wykonanych w pracowni
Stephena Marena, wykazat, ze RE jest zaangazowane w wygaszanie wczeshej pamieci
strachu zaleznego od bodZcéw ogdlnych i dzwiekowych [151,157,236]. Podanie muscymolu
(agonista receptorow GABA,) do RE podczas sesji wygaszania wczesnej pamieci strachu
zaleznego od bodzcow ogolnych czy dzwiekowych, uposledza wygaszanie pamieci przez
szczury Long Evans. W najnowszej pracy z 2022 r., naukowcy Ci pokazali jednak, ze podanie
szczurom muscymolu do RE tuz po treningu wygaszania pamieci strachu zaleznego od
bodzcéw dzwiekowych nie powoduje réznic w poziomie zamierania podczas testu pamieci
wygaszania kolejnego dnia. Wedtug autoréw aktywnos¢ RE nie jest wiec konieczna do
skonsolidowania nabytej pamieci wygaszania, lecz raczej odpowiada za utrzymanie lub tez

stabilizacje pamieci strachu [236].

Wykonane przeze mnie doswiadczenia wskazujg, ze udziat RE w wygaszaniu pamieci
strachu zalezy od dlugosci przerwy miedzy treningiem a sesjg wygaszania.
Chemogenetyczne zahamowanie neuronéw RE podczas wygaszania wczesnej pamieci
strachu powodowato wzmocnienie wygaszania (Rycina 14 F-H). Jest to efekt odwrotny do
raportowanego w pracy Ramanathan. i wsp. (2019). Przyczyng tej rozbiezno$ci mogg by¢

réznice w lokalizacji inhibicji RE na osi przednio-tylnej i zastosowane metody hamowania
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aktywnosci RE. Z powyzszej pracy mozna wnioskowac, ze badacze hamowali przede
wszystkim tylng czes¢ RE, podczas gdy ja, w swoich doswiadczeniach transdukowatem
wektorem wirusowym hM4Di przede wszystkim komorki przedniej czesci RE. Badania nad
anatomig potgczen neuronalnych RE sugerujg, ze jego czes¢ przednia unerwia CA1 i ENT, a
cze$¢ tylna mPFC [207,208,237]. Ponadto, uzyty w pracy Ramanathan. i wsp. (2019)
muscimol pobudza hamujgce receptory GABA, i w konsekwencji silnie hamuje aktywnos¢
neuronéw. Podczas gdy, uzyty przeze mnie wektor wirusowy z genem receptora hM4Di, po
podaniu CNO powodowat raczej obnizenie, niz catkowite zahamowanie aktywnosci
neurondéw [238]. Zastosowanie muscymolu mogto réwniez prowadzi¢ do zahamowania
wiekszej liczby komérek w RE, niz w przypadku DREADD.

W innej pracy zauwazono natomiast, ze pobudzenie neuronéw GABAergicznych
warstwy niepewnej (gr. zona incerta, Z1), projektujgcych do RE wzmacnia wygaszanie pamieci
strachu [239]. Zatem, podobnie jak w moich doswiadczeniach, hamowanie RE utatwiato
wygaszanie wczesnej pamieci strachu. Sugeruje to, ze RE jest strukturg heterogenng
zaréwno anatomicznie jak i funkcjonalnie, tj. rézne populacje neuronéw RE odpowiadajg za
odmienne efekty behawioralne zwigzane z tym samym zadaniem. Hipoteze takg postawiono
rowniez w pracy autorstwa Silva i wsp. (2019) na podstawie obserwacji réznic w gestosci
komorek c-Fos™ miedzy przednig i tylng czescig RE po przywotaniu lub wygaszaniu pdznej
pamieci strachu. Heterogennos¢ funkcji komérek RE powinna zostaé zweryfikowana w
przysztych doswiadczeniach.

Zaobserwowatem istotnie uposledzenie wygaszania po6znej pamieci strachu przy
zahamowaniu aktywnosci RE. Obserwacja ta zgadza sie z publikowanymi doswiadczeniami,
w ktérych autorzy uzyli optogenetycznego hamowania RE podczas wygaszania pdznej
pamieci strachu [51]. Bazujac na tej obserwacji, mozna zatozy¢, ze RE aktywnie promuje
wygaszanie poznej pamieci strachu zaleznego od bodzcow ogodlnych. W konsekwencji,
przyczynia sie do skutecznego wygaszenia strachu. Z niniejszych eksperymentéw oraz z
przytoczone;j literatury wynika, ze RE dwukierunkowo moduluje wygaszanie pamieci strachu
w zaleznosci od czasu.

Poniewaz komorki glutaminianergiczne stanowig dominujgcg czes¢ mozaiki komorek
RE [237,239-241] w dalszych doswiadczeniach weryfikowatem role neuronéw
glutaminianergicznych RE w wygaszaniu pamieci strachu uzywajgc wektorow wirusowych
wyrazajgcych receptory DREADD pod kontrolg promotora CaMKII. Z moich badan wynika, ze
neurony pobudzajgce w RE reguluja wygaszanie zaréwno wczesnej jak i poznej pamieci

strachu w czasie sesji. Nie zauwazytem, natomiast wptywu chemogenetycznego hamowania
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tych neuronéw na konsolidacje pamieci wygaszania w zadnym z badanych punktéow

czasowych (Rycina 16L-R).

Biorgc pod uwage rézne efekty chemogenetycznego hamowania neurondéw
pobudzajgcych (CaMKII-hM4Di) i wszystkich komoérek RE (hSyn-hM4Di) mozna wnioskowad,
ze aktywnos¢ neurondw nie-glutaminianergicznych, wiec najprawdopodobniej hamujacych, w
RE jest niezbedna do prawidtowego wygaszania pamieci strachu. Co ciekawe funkcja
komérek hamujgcych w wygaszaniu pamieci strachu zostata potwierdzona takze w innych
obszarach mézgu. Na przyktad po podaniu bikukuliny (antagonisty receptoréw GABA) do
BLA podczas wygaszania pamieci strachu zaleznego od bodzcéw ogdlnych, zanotowano
wzmocnienie konsolidacji pamieci wygaszania [242]. Ponadto, wykazano, ze podanie
agonisty presynaptycznych receptoréw GABAg (CGP 36216) przed treningiem wygaszania
pamieci strachu zaleznego od bodzcéw dzwiekowych wzmacniato nabywanie pamieci
wygaszania [243]. Podsumowujac, przeprowadzone przeze mnie do$wiadczenia sugerujg, iz
wygaszanie péznej i wczesnej pamieci strachu angazuje rézne populacje neuronéw RE.
Skutkuje to odmiennymi efektami behawioralnymi hamowania neuronéw RE podczas
treningu wygaszania wczesnej i p6znej pamieci. Ponadto, neurony glutaminianergiczne RE
odpowiadajg za wygaszanie pamieci strachu w czasie sesji, a wiec pamiec¢ roboczg, lecz nie
za konsolidacje pamieci wygaszania. Obserwacja ta sugeruje, ze aktywnos¢ neurondéw
hamujgcych RE, lub interakcja tych neuronéw z neuronami glutaminianergicznymi, jest
konieczna do trwatego wygaszania pamieci strachu. Nalezatoby jednak wykonaé
odpowiednie eksperymenty walidujgce te hipoteze, np. hamujgc specyficznie aktywnos¢

neuronéw GABAergicznych w RE podczas wygaszania pamieci strachu.

5.5.3. Udziat MS w wygaszaniu pamieci strachu

Istnieje wiele doniesien, w ktérych wykazano udziat MS w tworzeniu pamieci strachu
zaleznej od bodzcow dzwiekowych [202] i ogdinych [203], a takze w przetwarzaniu informacji
przestrzennej w czasie wygaszania pamieci strachu [204]. W potgczeniu z danymi
anatomicznymi, wskazujgcymi na geste potgczenia MS z hipokampem [244-247] i kora
srédwechowg [248], powyzsze obserwacje sugerujg udziat MS w przetwarzaniu informac;ji
przestrzennej dotyczacej zagrozen w srodowisku. Taka teza moze réwniez znajdowaé
poparcie w obserwacji, iz potgczenia neuronalne z MS do CA1 i ENT sg zaangazowane w
kodowanie przestrzeni [249,250]. Jednakze, doktadna rola MS w wygaszaniu reakgc;ji

zwigzanej z p6Zng pamiecig strachu nie zostata wczesniej opisana.
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Zaangazowanie MS w procesy pamigciowe udokumentowano zaréwno poprzez lezje,
jak i bardziej precyzyjne manipulacje chemiczne i genetyczne [251]. Juz ponad czterdziesci
lat temu pokazano, ze elektrolityczne lezje MS u szczuréw poddanych uczeniu z ciggtym
wzmocnieniem spowodowaty uposledzenie wygaszania [252]. Lata pozniej, uzywajgc
chemicznych lezji, udowodniono, ze MS jest niezbedne dla wtasciwego przetwarzania
wskazowek z otoczenia, podczas klasycznego warunkowania strachu zaleznego od bodzcow
dzwiekowych [203]. Do bardziej precyzyjnych lezji MS stosowano saporyne, tj. toksyne
specyficzng dla neuronéw cholinergicznych (najliczniejszych ws$réd neuronéw MS),
potgczong ze swoistym przeciwciatem (przeciwko receptorowi p75 o niskim powinowactwie
do neurotrofiny). Dzieki temu narzedziu, grupa naukowcéw z Northwestern University w
Chicago wykazata, ze neurony cholinergiczne MS regulujg wygaszanie wczesnej pamieci
strachu zaleznej od bodzcéw ogdlnych gdy trening wygaszania sktada sie z siedmiu sesji
przeprowadzonych w ciggu siedmiu dni [164]. Lezje MS i przylegajgcego don jadra prazka
przekatnego Broca, za pomocg saporyny skoniugowanej z przeciwciatem 192-IgG réwniez
doprowadzity u szczuréw do uposledzenia wygaszania wczesnej pamieci strachu zaleznego

od bodzcéw dzwiekowych [163].

W przeprowadzonych doswiadczeniach zauwazytem, ze poziom ekspresji c-Fos w MS
jest wyzszy po sesji wygaszania p6éznej pamieci niz po wygaszaniu wczesnej pamieci
strachu. Obserwacje te sugerujg, ze zaangazowanie MS w wygaszanie pamieci strachu
zmienia sie w czasie. Dlatego tez zdecydowatem sie przetestowac role MS w procesie
wygaszania wczesnej i poznej pamieci strachu. Nie zaobserwowatem zaburzenia
wygaszania wczesnej pamieci strachu przy chemogenetycznym zahamowaniu MS w czasie
sesji wygaszania (Rycina 15F-H). Zauwazytem natomiast, ze chemogenetyczna inaktywacja
MS podczas wygaszania pdznej pamieci strachu uposledza wygaszanie (Rycina 15I-K). Tak
wiec, zmiany ekspresji c-Fos w MS po wygaszaniu wczesnej i pdznej pamieci oraz wyniki
doswiadczen z wykorzystaniem manipulacji chemogenetycznych sa spéjne (Rycina 8C).
Obserwacje te wydajg sie natomiast sta¢ w opozycji do przytoczonych powyzej danych
literaturowych. Mozliwg tego przyczyng sa roznice w protokole treningu warunkowania i
wygaszania pamieci strachu; a takze w sposobie i zakresie inaktywacji neuronéw MS.
Tronson i wspotpracownicy [164] zaobserwowali uposledzenie procesu wygaszania
wczesnej pamieci strachu u myszy z lezjami MS wzgledem zwierzat kontrolnych. Réznice te
byty jednak widoczne dopiero w czwartym dniu treningu wygaszania. Obserwacja ta jest
zblizona do wynikéw doswiadczenia wykonanego przeze mnie, gdzie nie zauwazytem roznicy
w poziomach zamierania pomiedzy myszami hM4Di i kontrolnymi po jednej sesji wygaszania

wczesnej pamieci strachu. Co ciekawe, roznica ta prawdopodobnie nie zalezy od dtugosci
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sesji wygaszania (3 min. u Tronson i wsp. [164], vs 30 min. tutaj), poniewaz w pracy D. Knox i
SM. Keller (2016), w ktérej zastosowano dtugi trening wygaszania, obserwuje sie podobny
wzdr zmian w zachowaniu, co u Tronson i wsp.[164]. Kluczowy dla udziatu MS w procesie

wygaszania pamieci strachu wydaje sie by¢ wiec czas od treningu do sesji wygaszania.

Przyczyna réznic miedzy moimi wynikami a danymi literaturowymi moze by¢ réwniez
technika inaktywacji neurondéw. Saporyna potgczona z przeciwciatem skierowanym
przeciwko receptorowi p75 dla neurotrofin pozwala na specyficzng manipulacje i trwate
uszkodzenie neuronéw cholinergicznych MS [164]. Uzyte przeze mnie wektory wirusowe
prowadzity zas do ekspresji hSyn-hM4Di we wszystkich neuronach, lecz ich zahamowanie
byto tylko czasowe. A zatem mozliwe, ze trwata lezja MS wpltywa na tworzenie,
przechowywanie i wygaszanie wczesnej pamieci, podczas gdy chemogenetyczne

zahamowanie MS ograniczone do sesji wygaszania nie ma takiego wptywu.

Ponadto, réznice pomiedzy moimi obserwacjami a obserwacjami badaczy, ktorzy
pokazali zaburzenia wygaszania wczesnej pamieci przez inaktywacje MS, moga wigzac sie z
protokotem warunkowania strachu. Podczas gdy ja uzywatem warunkowanie na bodzce

0godlne, Tronson et al. [164] uzyli protokotu warunkowania na bodzce dzwiekowe.

5.5.4. Udziat projekcji RE—~MS w wygaszaniu strachu

RE unerwia wiele struktur mézgu (Ryc. 19) i jest unerwiane przez ponad 30 obszaréw
(Ryc. 20) [253]. RE posiada takze okoto 11% neuronéw bifurkujgcych, ktére unerwiajg
zaréwno kore zakretu obreczy i przysrodkowa czes¢ kory przedczotowej, jak i kore zaptatowa
[254]. Jak dotad najlepiej poznanym funkcjonalnie obwodem neuronalnym, w ktérym
uczestniczy RE jest 0§ mPFC—RE—hipokamp. Projekcja mPFC—RE posredniczy w procesie
wygaszania strachu [151]. Inaktywacja zaréwno RE, jak i projekcji mPFC—RE, powoduje
deficyty wygaszania wczesnej pamieci strachu zaleznego do bodzcéw dzwiekowych, a takze
jej przypominania. Chemogenetyczna, nieselektywna inhibicja gestych projekcji do RE z IL,
PL, jak i z obu tych struktur jednoczesnie, skutkuje wyzszym zamieraniem szczuréw w trakcie
wygaszania wczesnej pamieci strachu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Podobny efekt
obserwowano takze dzien pdzniej, podczas przypominania pamieci wygaszania. Ponadto
farmakologiczne zahamowanie RE po sesji wygaszania powoduje uposledzenie konsolidaciji
pamieci wygaszania i obnizenie poziomu ekspresji c-Fos w mPFC i brzusznej czesci
hipokampa [255]. W pracy autorstwa Venkataraman i wsp. (2021) zaprezentowano
natomiast, ze optogenetyczne pobudzenie komérek GABAergicznych lub dopaminergicznych

Sciezki neuronalnej ZI—RE prowadzi do wzmocnienia wygaszania wczesnej pamiegci strachu
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zaleznego od bodzcow dzwiekowych [239]. Doniesienie to odkrywa coraz bardziej ztozony

obraz roli jakg petni RE w obwodach neuronalnych wygaszania pamiegci strachu.
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Rycina 19. Obszary mézgu unerwiane przez RE. J. - jadro, Il-rz. - drugorzedowa, cz. - czesé,
** geste projekcje, * projekcje o Sredniej gestosci, do regionéw bez oznaczenia gwiazdka
docierajg jedynie rzadkie zakonczenia neuronalne z RE. Zaadaptowano z [253].
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geste projekcje, * projekcje o sredniej gestosci, do regionéw bez oznaczenia gwiazdka
docierajg jedynie rzadkie zakoniczenia neuronalne z RE. Zaadaptowano z [253].
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Projekcja RE—BLA réwniez bierze udziat w wygaszaniu pdznej pamieci strachu
zaleznego od bodzcéow ogdlnych [51]. Wykazano, ze zaréwno aktywnos$é pobudzajgcych
projekcji RE—BLA, jak i aktywnos¢ komorek RE, wzrasta krétko przed zakonczeniem epizodu
zamierania. Ponadto, chemogenetyczne zahamowanie tych projekcji w trakcie p6znego
wygaszania strachu powoduje uposledzenie wygaszania péznej pamieci strachu. Badania te
sugerujg, ze RE odpowiada za przekazywanie do BLA informacji o bezpiecznym otoczeniu w
czasie przetwarzanie poznej pamieci strachu. Wyniki zahamowania aktywnosci projekcji
pobudzajgcych RE—~MS podczas wygaszania pamieci strachu zaprezentowane w niniejszej
dysertacji ukazujg podobny efekt do uzyskanego w powyzszej pracy - uposledzenie
wygaszania péznej pamieci strachu zaleznego od bodZcéw ogdlnych (Rycina 17). Wynik ten
znajduje réwniez potwierdzenie w obserwacjach, ktére poczynitem podczas manipulacji

aktywnoscig MS oraz RE (Rycina 15-16).

Rozwazajgc konsekwencje zahamowania projekcji RE—~MS w kontekscie potgczen
anatomicznych, nalezy wspomnie¢ o polu CA1 hipokampa, ktére jest unerwiane zaréwno
przez MS jak i RE [208,255—-257] i odpowiada za uczenie przestrzenne oraz za warunkowanie
i wygaszanie pamieci strachu zaleznego od bodzcéw ogdinych [92,198-200]. MS i RE
synchronizujg rytmy theta w hipokampie i wptywajg na lokalne potencjaty polowe w
obwodzie hipokamp—RE—mPFC [258,259]. Wykazano, ze zahamowanie projekcji RE—~CA1
podczas przypominania wczesnej pamieci strachu, skutkuje uposledzonym wygaszaniem
pamieci strachu w kolejnych dniach. Ponadto, aktywnos¢ tych potaczen jest bezposrednio
skorelowana z okresami zamierania zwierzat [158]. Jak dowiadujemy sie z pracy Silva i in.
(2021), pobudzenie aktywnosci RE u myszy nie zmienia aktywnosci grzbietowego pola CA1
(mierzonej jako poziom ekspresji c-Fos), podnosi natomiast aktywnos$¢ BLA. W obliczu braku
dowodow na bezposredni wptyw aktywnosci projekcji RE—~CA1 na wygaszanie pdznej
pamieci strachu, pozostaje jedynie spekulowac o ich roli. Mozliwym jest réwniez scenariusz
zaangazowania szerszej sieci obwoddéw neuronalnych i niebezposredniego wptywu RE na
CA1 podczas pdznego wygaszania strachu. W takim ujeciu RE mogtoby przekazywac
informacje o bezpieczenstwie do CA1 poprzez $ciezke RE—MS—CA1. Hipoteza ta

musiataby jednak zosta¢ zweryfikowana eksperymentalnie.

Podsumowujac, zaprezentowane przeze mnie wyniki zahamowania projekcji RE—>MS
odstaniajg kolejny element obwoddéw neuronalnych odpowiedzialnych za wygaszanie pdznej
pamieci strachu i udowadnia, ze wraz z uptywem czasu, obwody neuronalne lezgce u

podstaw wygaszania strachu ulegajg zmianie. W szczegdlnosci, przeprowadzone przeze
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mnie doswiadczenia wskazujg, ze z uptywem czasu rosnie udziat obszarow wzgdrza w

przetwarzaniu pamieci strachu.

5.5.5. Udziat wzroku i V1 w wygaszaniu pamieci strachu kontekstu

Dane literaturowe pokazuja, iz oswietlenie klatki skutkuje podwyzszonym poziomem
zamierania myszy C57BL/6 w trakcie klasycznego warunkowania zaleznego od bodzcéw
dzwiekowych oraz ponownej ekspozycji zwierzat na klatke treningowg [260]. Role informacji
wzrokowej w wygaszaniu pamieci strachu sugeruje takze przeprowadzona przeze mnie
analiza ekspres;ji biatka c-Fos. Zaobserwowatem wzrost gestosci komérek c-Fos* w V1 po
wygaszaniu poznej pamieci strachu. W kolejnych przeprowadzonym przeze mnie
eksperymencie zauwazytem jednak, ze oswietlenie klatki podczas treningu warunkowania
klasycznego zaleznego od bodzcéw ogdlnych nie ma znacznego wplywu na wygaszanie.
Wynik ten stoi w kontrze do przytaczanej powyzej pracy, a rozbieznos¢ te mozna
wyttumaczy¢ innym rodzajem treningu warunkowania strachu (zaleznego od bodzca
dzwiekowego vs. od bodzcéw ogodlnych), ktéry aktywuje rézne obszary mézgu, co moze
przetozy¢ sie na zmiane w zachowaniu zwierzat. Inng przyczyng moze by¢ postepujaca z
czasem generalizacja strachu i utrata szczego6towosci pamieci wzgledem ksztattow
otoczenia [261].

Pierwszorzedowa kora wzrokowa jest podstawowym obszarem korowym dla
sygnatéw wizualnych pochodzacych z otoczenia, ale jej rola w warunkowaniu strachu i jego
wygaszaniu jest stabo poznana. Literatura naukowa dostarcza nam juz od lat dowodéw na
wrazliwo$é kory wzrokowej na bodZzce wzrokowe nacechowane emocjonalnie [262,263].
Okazuje sie rowniez, ze w wyniku ablacji kory wzrokowej u szczuréw, zanotowano
uposledzenie wygaszania pamieci strachu zaleznego od wizualnych bodZzcéw warunkowych
[264]. Jednak, od lat istnieje nierozwigzany dyskurs dotyczacy roli V1 w wygaszaniu pamieci
strachu, gdyz obserwacje LeDoux i in. (1989) zostawaty podwazane w pdézniejszych latach.
Wykazano, ze lezja kory wzrokowej nie zaburza wygaszania silnego strachu zaleznego od
wizualnych bodzcéw warunkowych [215]. Podobnie, przeprowadzona przeze mnie
dwustronna inaktywacja chemogenetyczna V1, tuz przed treningiem péznego wygaszania
pamieci strachu zaleznego od bodzcéw ogdlnych nie wywotata zaburzen wygaszania (Rycina
18). Obserwacje zaprezentowane przeze mnie kwestionujg zatem udziat V1 podczas
wygaszania. Mozliwe jest takze, ze przy zahamowaniu aktywnosci V1, czy w ciemnosci,
zwierzeta korzystajg z innych kanatéw informacji (np. dotyku) by wygasi¢ pamie¢ strachu

kontekstu.
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5.5.6. Udziat CA1 w wygaszaniu pamieci strachu

Literatura przedmiotu przedstawia, ze warunkowanie klasyczne zalezne od bodzcéw
ogolnych, oraz wygaszanie wczesnej pamieci strachu, zalezne sg w duzej mierze od
hipokampa [92,198-200,265]. Istnieje takze wiele doniesien wykazujacych, ze pole CA1 jest
zaangazowane w przywotywanie pdznej pamieci strachu [29,41,52,266—-268]. Jednoczesnie
w wielu badaniach wykorzystujgcych mapowanie aktywnosci, czy lezje hipokampa,
wykazano, ze przywotywanie poznej pamieci strachu nie wymaga udziatu tej struktury
[26,33,36,201]. Wydaje sie wiec, ze udziat hipokampa w przetwarzaniu pdéznej pamieci
strachu jest mozliwy, jednak nie konieczny, i zalezy od wielu czynnikéw. Wyniki zahamowania
aktywnosci komorek glutaminianergicznych (CaMKII-hM4Di) grzbietowego pola CA1
hipokampa przedstawione w niniejszej rozprawie wskazujg, ze wygaszanie péznej pamieci
strachu jest mozliwe przy zahamowaniu aktywnosci dCA1. Obserwowany brak wptywu
chemogenetycznego hamowania CA1 na wygaszanie péznej pamieci strachu moze wynika¢
z wielu powodoéw. Po pierwsze, w przeciwienstwie do pobudzenia komérek GABAergicznych,
hamowanie komorek pobudzajgcych hipokampa nie jest wystarczajgce do zaburzenia
przypominania pamieci wczesnej strachu [269]. Po drugie, zastosowany intensywny trening
warunkowania strachu (5US) mogt spowodowac wyjgtkowa trwatos¢ $ladu pamieciowego
[216,217], oraz mogt aktywowac alternatywne obwody neuronalne [270]. Po trzecie, mozliwe
jest, ze z czasem wspomnienia tracg precyzje (ulegajg generalizacji) i moga by¢
przypominane bez udzialu dCA1 [261]. Na koniec, przeprowadzone przeze mnie analizy
ekspresji c-Fos wskazujg, ze wygaszanie pamieci strachu hamuje aktywnosé CA1. Mozliwe
zatem, ze chemogenetyczne hamowanie komoérek glutaminianergicznych dCA1 wspierato
jedynie ten proces. W kolejnych doswiadczeniach warto by zatem zahamowaé wszystkie

neurony dCA1 lub specyficznie neurony hamujace.

5.5.7. Udziat IL w wygaszaniu pamieci strachu

Uwaza sie, ze aktywnosc¢ kory infralimbicznej, bedgcej czescig przysrodkowej kory
przedczotowej, jest niezbedna do nabycia i konsolidacji pamieci wygaszania
[118,139,140,142,143,271]. Reaktywacja komorek engramu pdzZnej pamieci strachu
znajdujgcych sie w IL jest réwniez wymagana do wygaszania pamieci strachu [272].
Wiadomo takze, ze znajdujgca sie powyzej IL, PrL petni odmienng do niej role, stymulujac
ekspresje  strachu [144,273]. W wykonanych przeze mnie dos$wiadczeniach,
chemogenetycznie hamowatem aktywnos¢ komorek IL trakcie wygaszania zaréwno
wczesnej jak i pdznej pamieci strachu. Uzyskane przeze mnie wyniki pokazujg, ze

inaktywacja IL nie wptywata na wygaszania pamieci strachu. Wyniki te przeczg danym
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zawartym w przytoczonych powyzej publikacjach, a rozbieznos¢ wynikéw moich
doswiadczen i tych opisanych w literaturze moze wynika¢ z niezamierzonej transdukciji
komoérek PrL, gdy celem byta kora IL (Rycina 14B-E). Z przeprowadzonego przez
Sierra-Mercado i wspotpracownikéw (2011) doswiadczenia dowiadujemy sie, ze
zahamowanie za pomocg muscymolu aktywnosci PrL tuz przed treningiem wygaszania
poprawia wygaszanie w czasie sesji, lecz nie wptywa na zachowanie zwierzat podczas testu
[144]. Dlatego, mozliwym jest rowniez efekt dysinhibicji komorek pobudzajgcych w warstwie
5/6 PrL, ktérych aktywnos¢ przyczynia sie do wzmocnienia wygaszania strachu, a ktére sg

bezposrednio unerwiane przez komorki warstwy 5/6 w IL [115,274].

6. Podsumowanie i wnioski

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie dowodzg udziatu wzgoérza w
wygaszaniu pdznej pamieci strachu oraz, ze proces ten zalezy od aktywnosci aCaMKIl. W

szczegollnosci wykazatem, ze:

e obnizona autofosforylacja aCaMKIl u myszy T286A+/- uposledza wygaszanie pdznej
pamieci strachu. Obserwacja ta sugeruje, ze aktywnos¢ aCaMKIl jest zaangazowana w
dtugotrwate przechowywanie sladéw pamieciowych.

e Wzorzec ekspresji c-Fos w mézgu myszy T286A*" w trakcie wygaszania pozZnej pamieci
strachu rézni sie od wzoru u myszy WT, sugerujac udziat aCaMKII w regulacji aktywnosci
mozgu w czasie wygaszania pdznej pamieci strachu.

e U myszy WT obserwuje sie zwiekszong aktywnos¢ wzgérza (CM, PV), ciata
migdatowatego (CeM) oraz kory moézgowej (IL i V1), podczas wygaszania wczesnej
pamieci strachu, w poréwnaniu z grupg 5US. Ponadto, wygaszanie poznej pamieci
strachu, silniej niz wygaszanie pamieci wczesnej, aktywuje wzgoérze (PV) i przegrode (MS).

e U myszy T286A"" zaobserwowatem podwyzszong wzgledem myszy WT aktywnosci
wzgorza (RE, MD, CM) oraz V1, sugerujgc zalezno$¢ tych struktur od autofosforylacji
aCaMKIl w trakcie wygaszania pamieci strachu.

e Aktywnos¢ MS jest niezbedna do efektywnego wygaszania poznej, lecz nie wczesnej,
pamieci strachu.

e Aktywnos¢ RE utrudnia wygaszanie wczesnej pamieci strachu i utatwia wygaszanie
poZnej pamieci.

e Neurony glutaminianergiczne RE biorg udziat w kontroli wygaszania pamieci strachu w
czasie sesji (pamie¢ robocza) lecz nie w konsolidacji pamieci wygaszania. Obserwacja ta

sugeruje role nielicznych neuronéw hamujgcych RE w tym procesie.
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e Aktywnos¢ pobudzajgcych projekcji RE—MS jest kluczowa do wygaszenia pozZnej pamieci

strachu.
Ograniczenia

Nalezy takze wspomnie¢ o ograniczeniach przedstawionych tu badan. Ograniczenia
te wynikajg miedzy innymi z r6znej podstawowej aktywnosci promotora genu c-fos w réznych
obszarach médzgu i typach komorek. Warto zatem by¢ ostroznym poréwnujgc
miedzyregionalne poziomy ekspresji tego biatka. Ponadto, poziom ekspresji biatka c-Fos w
stanie podstawowym jest niski, a co za tym idzie nietatwo jest zmierzy¢ hamowanie

obszaréw mozgu stosujgc analize ekspresji biatka c-Fos.

Co wazne, w swoich badaniach wykorzystatem jedynie samce linii C57BL6. PTSD, jest
natomiast czestszym schorzeniem u kobiet. Jak wykazano wczesniej istniejg miedzyptciowe
roznice w sposobie przetwarzania informacji o zagrozeniu u myszy [275,276], czy w
zdolnosci do przypominania pamieci wygaszania u ludzi [277]. Dlatego tez, w przysztych
badaniach nalezatoby zweryfikowa¢ czy obszary moézgu zaangazowane w wygaszanie

pdznej pamieci strachu u samcow, odpowiadajg za ten proces takze u samic.

Nalezatoby takze w przysztosci przeprowadzic¢ testy weryfikujgce udziat obszaréw
wzgorza w regulacji odnowienia reakcji strachu, a takze w generalizacji bodzca

warunkowego.
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8. Suplement

Kod zrédtowy makra dla analizy c-Fos na mikrofotografiach:
path_name=getDirectory("image");
filename=getinfo("image.filename")
im_title=getTitle();
run("Split Channels");
selectWindow("C1-"+im_title);
run("Smooth");
run("8-bit");
selectWindow("C2-"+im_title);
run("Smooth");
run("8-bit");
selectWindow("C2-"+im_title);
imageCalculator("Add", "C2-"+im_title, "C2-"+im_title);
selectWindow("C2-"+im_title);
imageCalculator("Add", "C2-"+im_title,"C2-"+im_title);
selectWindow("C2-"+im_title);
run("Duplicate...", "title=1");
selectWindow("1");
run("Remove Outliers...", "radius=5 threshold=10 which=Bright");
imageCalculator("Subtract create’, "C2-"+im_title,"1");
selectWindow("C2-"+im_title);
run("Measure");
selectWindow("Result of C2-"+im_title);
run("Threshold...");
waitForUser("set threshold range");
selectWindow("C1-"+im_title);
run("Sync Windows");
selectWindow("Threshold");
run ("Close");
setTool("polygon");
waitForUser("select structure");

selectWindow("Result of C2-"+im_title);

run("Analyze  Particles...", "size=5-160 circularity=0,00-1.00

show=Nothing

display
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summarize");
selectWindow("Results");
saveAs("Results”, path_name+"\\"+im_title+" structure_results_C2.csv");
run("Clear Results");
selectWindow("Result of C2-"+im_title);
run("Measure");
selectWindow("Results");
saveAs("Results”, path_name+"\\"+im_title+" structure_results.csv");
selectWindow("Summary");
saveAs("Text", path_name+"\\"+im_title+" structure_summary.txt");
selectWindow("Results");
run("Close");
selectWindow(im_title+" ms_summary.txt");
run("Close");
selectWindow(im_title+" structure_summary.csv");
run("Close");
print ("Previous image:")
print (im_title);
selectWindow("Log");
selectWindow("1");
run("Close");
selectWindow("Result of C2-"+im_title");
run("Close");
selectWindow("C2-"+im_title);
run("Close");
selectWindow("C1-"+im_title);

run("Close");
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