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2 STRESZCZENIE

Plastyczno$¢ to kluczowa cecha wszystkich mézgéw, stanowigca fundament dla uczenia sie i pamieci, a takze
odgrywajaca istotng role w wczesnym rozwoju obwodéw mézgowych. Cho¢ najbardziej widoczna jest w
fazach rozwojowych, plastycznos$¢ zachowuje swoje znaczenie réwniez u dorostych ssakéw, cho¢ w nieco
mniejszym stopniu. Doskonale ilustruje to cze$ciowe uszkodzenie siatkéwki, wykorzystywane jako model
do indukowania plastycznosci w korze wzrokowej dorostych. Udziat proceséw hamowania jest coraz szerzej
rozpoznawany, mimo to wiedza na temat roli sieci interneuronéw hamujacych w procesach plastycznych
jest nadal niekompletna. Wsréd interneuronéw hamujgcych, duze zainteresowanie badaczy przyciagajg
komoérki zawierajgce somatostatyne (SST-IN), obok takich, ktoére zawierajg parwalbumine (PV-IN) i
naczyniowo-ruchowy peptyd jelitowy (VIP-IN). W przeciwienstwie do interneuronéw PV, ktére bytly
intensywnie badane ze wzgledu na ich role w plastycznosci dominacji ocznej, potencjat interneuronéw SST

w ksztattowaniu neuroplastycznosci zaczat by¢ szerzej eksplorowany dopiero w ostatnich dziesieciu latach.

W ramach niniejszej rozprawy zastosowano model warunkowania strachu, aby zbada¢ mechanizmy
plastycznosci w korze wzrokowej dorostych myszy, koncentrujac sie na roli interneuronéw SST-IN oraz PV-
IN w neuroplastycznych zmianach wywotanych uczeniem sie. Wykorzystano technike obrazowania

spektrometrii optycznej (ISOI), analizujac aktywno$¢ catej pierwszorzedowej kory wzrokowej (V1).

W pierwszej fazie badania za pomocg ISOI zbadano wrazliwos¢ na orientacje bodzca w korze wzrokowe;j
myszy in vivo, rejestrujagc odpowiedzi na poruszajgce sie czarno-biate paski w prawej i lewej korze V1. ISOI

umozliwito stworzenie map aktywacji oraz zarejestrowanie sygnatéw optycznych.

Drugi etap skupit sie na badaniu wptywu klasycznego warunkowania, gdzie bodzce wzrokowe o okreslonej
orientacji (CS) byty skojarzone z doogonowg aplikacjg pradu (UCS). Eksperymenty przeprowadzono na
grupach: warunkowanej klasycznie, pseudowarunkowanej, eksponowanej na bodziec wzrokowy oraz
kontrolnej bez stymulacji wzrokowej. Wskaznikiem uczenia sie byla warunkowana bradykardia,
monitorowana podczas sesji treningowych trwajacych 10 minut przez 7 kolejnych dni. Po 24 godzinach od
zakonczenia treningu zbadano wplyw na aktywnos$¢ kory wzrokowej V1, rejestrowang metodg ISOI, gdzie
stwierdzono zwiekszenie sity aktywacji w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz wieksze skoncentrowanie

aktywnosci w okreslonych obszarach.

Trzeci etap badan dotyczyt roli SST-IN w plastycznych zmianach wywotanych przez warunkowanie, a takze
ich udziatu w aktywacji kory wzrokowej V1. Zbadano, jak procedury eksperymentalne wptynety na

liczebno$¢ SST-IN i PV-IN w r6znych warstwach kory wzrokowej. Po stwierdzeniu zmian w liczbie SST-IN w



grupie warunkowanej, przeprowadzono eksperymenty z chemogenetycznym wyciszeniem tych
interneuronow, co pokazato, ze grupa z zablokowang aktywnoscig SST-IN nie wykazata zmian wywotanych

warunkowaniem klasycznym.

Wyniki te potwierdzajg przydatnos¢ ISOI jako metody do obrazowania aktywno$ci duzych populacji
neurondw w korze wzrokowej myszy, umozliwiajac scharakteryzowanie wrazliwo$ci na orientacje oraz
zmiany w amplitudach odpowiedzi §wietlnych. Badanie wykazato kluczowe znaczenie aktywnosci SST-IN dla
neuroplastycznych zmian zwigzanych z warunkowaniem, potwierdzajac ich niezbedna role w ksztattowaniu

skojarzen miedzy bodZcem warunkowanym a bezwarunkowym.



3 ABSTRACT

Plasticity is a key feature of virtually all brains. It is hypothesized to underpin learning and memory and plays
an important role in the early development of brain circuits. However, plasticity is not limited to
developmental phases. This capacity is preserved in adulthood in the mammalian visual cortex and other
basic sensory centers. Partial retinal lesions are a well-established model for inducing adult plasticity in the
visual cortex, but our knowledge about how the inhibitory network contributes to brain plasticity remains
incomplete. Somatostatin (SST-IN) interneurons constitute a significant neocortical subpopulation of
interneurons, along with parvalbumin (PV-IN) and vasoactive intestinal peptide (VIP-IN) interneurons.
Unlike the extensively studied PV-interneurons, which are acknowledged as key components in guiding
ocular dominance plasticity, the contribution of SST-interneurons is less understood because neuroplasticity

has only been more intensively studied in the last decade.

In this dissertation, a fear conditioning mouse model was used to investigate plasticity in adults by recording
the activity of the entire primary visual cortex (V1), with a particular emphasis on the role of plastic changes

induced by learning through different interneurons expressing SST-IN and PV-IN.

In the first stage of this study, an intrinsic signal optical imaging (ISOI) technique was used to investigate the
stimulus orientation sensitivities of neurons in the mouse visual cortex in vivo. Optical signals from the right
and left V1 cortex were recorded in response to moving black and white bars. ISOI allowed cortical activity

to be recorded in the form of activation maps and optical signals.

The second stage was devoted to investigating the effects of classical conditioning, in which orientation-
specific visual stimuli were coupled to caudal current application (UCS). Animals were divided into
experimental groups: those subjected to full classical conditioning, pseudoclassical conditioning, and

exposure only to visual stimuli.

The learning indicator was the induction of conditioned bradycardia. Training sessions lasted 10 minutes
each for seven consecutive days. ECG was monitored during the training. Twenty-four hours after training,
its effect on visual cortex V1 activity was recorded using the ISOI technique. It was found that conditioning
led to increased activation strength in the visual cortex compared to the control group. Additionally,

assessment of the active areas' size revealed a concentration of activity.

The third step was to investigate the importance of SST-IN in the process of plastic changes induced by
conditioning and their involvement in the activation of visual cortex V1. It was investigated whether the

experimental procedures used affected the abundance of SST-IN and PV-IN in different areas of the visual
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cortex, in all its layers. After finding changes in SST-IN abundance in the conditioned group, it was tested
whether chemogenetic silencing of SST-IN would affect the outcome of conditioning. SST interneurons
appear to play a key role in the occurrence of plastic conditioning-induced changes, as the experimental
group in which SST-IN activity was blocked using DREADD did not show changes induced by classical

conditioning.

These findings affirm the utility of ISOI as a technique for imaging the activity of large neuron populations in
the mouse visual cortex, allowing for the characterization of orientation sensitivity, as well as changes in light
scattering response amplitudes during ISOI registration. The study demonstrated that SST-IN activity in the
cortex is essential for forming associations between conditioned and unconditioned stimuli, confirming its

crucial role in shaping neuroplastic changes related to conditioning.
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4 SPIS SKROTOW

Skrot Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
2-D matrix two dimensional matrix dwuwymiarowa macierz
5-HT serotonin serotonina
ACh acetylcholine acetylocholina
AP anterior-posterior oS przednio-tylna
AVV adeno-associated virus adenowirus
BOLD blood oxygen level dependent sygnat zalezny od tlenu we krwi
cd candela kandela
CNO clozapine N-oxide N-tlenek klozapiny
Cpd cycle/degree, stopien/kat
CRT cathode-ray tube ekran kineskopowy
CS conditioned stimulus bodziec warunkowy
DA dopamine dopamina
DAPI 4' 6-diamidino-2-phenylindole 4',6-diamidyno-2-fenyloindol
DFT discrete fourier transform dyskretna transformata Fouriera
zaprojektowane receptory
designer receptors exclusively activated aktywowane przez specyficzne
DREADD . . .
by designer drugs substancje aktywne (brak polskiego
odpowiednika)
DV dorsal-ventral oS gorna-dolna
EKG (ECG) electrocardiogram elektrokardiogram
EOG electrooculography elektrookulografia
) , ) postsynaptyczny potencjat
EPSP excitatory postsynaptic potential pobudzajacy
_ liniowy wspotczynnik fatszywych
FDR false discovery rate ,
odkry¢
FEP flash-evoked potential komponent potencjatu wywotanego
przez btysk
GABA gamma-aminobutyric acid kwas gamma-aminomastowy
GAD glutamate decarboxylase dekarboksylaza kwasu glutaminowego
GIRK G protein-coupled inwardly-rectifying ~ kanatl potasowy sprzezony z biatkiem G
potassium channel rektyfikujgcy do wewnatrz
GPCR G protein-coupled receptors receptory sprzezone z biatkiem G
HbO, oxyhemoglobin oksyhemoglobina
HbR lub HHbCO, deoxyg(?nated blood _Or karbaminohemoglobina
carbaminohemoglobin
HFS high-frequency stimulation stymulacja o wysokiej czestotliwosci
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hM3Dgq

hM4Di
[PSP
[SOI

LTD
LTP
LTS

m.c
mA
ML
n.s.
NA
NIRS
oD

OSH

PET
PLC
PND

PNG

PTSD
1%

RASSL

RBG
ROI

ROI%
RT
SPECT

SRP

SRT
SST

STDP

TK, CT

human muscarinic type-3 excitatory
DREADD

human muscarinic type-4 inhibitory
DREADD

inhibitory postsynaptic potentials

intrinsic signal optical imaging

long-term depression
long-term potentation
low-threshold spiking
miliampere

media-lateral

not significant
noradrenaline
near-infrared spectroscopy
ocular dominance

orientation-selective habituation

positron emission tomography
point luminance change
postnatal day

portable network graphics

post-traumatic stress disorder
parvalbumin

receptors activated solely by a synthetic
ligand

red blue green

region of interest

the percentage amount of light reflectance
in ROI

room temperature

single-photon emission computed
tomography

stimulus-selective response potentiation

signal-to-noise ratio

somatostatin
spike-timing-dependent plasticity

computed tomography

ludzki muskarynowy receptor typu 3
pobudzajacy DREADD

ludzki muskarynowy receptor typu 3
hamujagcy DREADD

hamujacy potencjatl postsynaptyczny
obrazowanie optyczne wewnetrznych
sygnaléw / spektrometria optyczna
dtugotrwate ostabienie synaptyczne
dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne
potencjaty niskoprogowe

masy ciata

miliamper

o$ przysrodkowa

nieistotny

noradrenalina

spektroskopia w bliskiej podczerwieni
dominacja oczna

adaptacja do specyficznej orientacji
bodzca

pozytonowa tomografia emisyjna
punktowa zmiana luminancji
postnatalny dzien zycia

brak oficjalnego polskiego
odpowiednika

zespot stresu pourazowego
parwalbumina

receptory aktywowane wytacznie przez
syntetyczny ligand
czerwien-niebieski-zielony

obszar zainteresowania

procent ilosci $wiatta odbitego w ROI

temperatura pokojowa

tomografia emisyjna pojedynczych
fotonoéw

selektywne wzmocnienie odpowiedzi
na bodziec

stosunek sygnatu do szumu

somatostatyna

plastyczno$c¢ zalezna od czasu
wyladowania
tomografia komputerowa
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UCS
VEP

unconditioned stimulus
visual evoked potentials

Struktury anatomiczne

bodziec bezwarunkowy
wzrokowe potencjalty wywotane

Al
ACC
FEF

FEP

IGL
LGN
LIP
LP
MST
MT
NGFC
PAG
PFC
PNN
PR
RSC
SCN
TE2
Vi1
V2
VCx

primary auditory cortex
anterior cingulate cortex
frontal eye field

flash-evoked potential

intergeniculate leaflet
lateral geniculate nucleus
lateral intraparietal cortex
lateral posterior nucleus
medial superior temporal
middle temporal;
neurogliaform cells
periaqueductal gray
prefrontal cortex
perineuronal nets

dorsal perirhinal cortex
retrosplenial cortex
suprachiasmatic nucleus

temporal association cortical area 2

primary visual cortex
secondary visual cortex
visual cortex

pierwszorzedowa kora stuchowa

kora przysrodkowa

osrodek skojarzonego spojrzenia w bok
komponent potencjatu wywotanego
przez btysk

listek miedzykolankowaty

ciato kolankowate boczne

boczna kora $rédciemieniowa

jadro boczno-tylne wzgorza
przysrodkowy gérny obszar skroniowy
srodkowe pole skroniowe

komoérki glejowe

istota szara okotowodociggowa

kora przedczotowa

sieci perineuronalne

grzbietowa kora okotowechowa

kora retrosplenialna

jadro nadskrzyzowaniowe podwzgdrza
skroniowy obszar 2

pierwszorzedowa kora wzrokowa
drugorzedowa kora wzrokowa

kora wzrokowa
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6 WSTEP

Pierwszorzedowe zmystowe obszary kory mézgowej, w tym réwniez pierwszorzedowa kora wzrokowa,
aktywne podczas doznania czuciowego, ulegajg zmianom plastycznym w celu przechowywania pamieci
dtugotrwatej. Mimo Ze hipokamp uwaza sie za gléwny osrodek powstawania pamieci, kluczowy w
powstawaniu $ladu pamieciowego podczas uczenia asocjacyjnego, obszary korowe roéwniez ulegaja
modyfikacjom w procesie uczenia sie. Na przyktad pierwszorzedowa kora stuchowa dostraja czestotliwos¢
wytadowarn swoich neuronéw w celu podkreslenia tonéw, ktore sygnalizujg wyrazne wzmocnienie (Bakin &
Weinberger, 1990; D. T. Blake i in., 2006; Gao & Suga, 1998; Kisley & Gerstein, 2001; X. Zhang i in., 2015).
Réwniez w innych obszarach korowych, korze somatosensorycznej (Galvez i in., 2006; Siucinska & Kossut,
1996, 2004; Y. Di Zhou & Fuster, 2000), czy wzrokowej (Gavorniki in., 2009; Knightiin., 2004; Shuler & Bear,
2006) zaobserwowano zmiany $wiadczace o tworzeniu sie dtugotrwatego sladu pamieciowego. Te zmiany
to asocjacyjnos¢ (Bakiniin., 1992; Bakin & Weinberger, 1990), specyficzno$¢ fizycznych wtasciwosci bodzca,
ktére byly istotne behawioralnie (Edeline i in., 1993; Kisley & Gerstein, 2001; Polley i in., 2006), szybki
rozwdj (Edeline i in., 1993), konsolidacja (wzrost sity w ciggu dni) (Galvan & Weinberger, 2002) i
dtugotrwata retencja (przez co najmniej 2 miesigce) (Edeline i in., 1993; Weinberger i in., 1993) zwiekszenie
sie obszaru aktywnego podczas prezentacji bodzca (Recanzone i in., 1993). Pierwszorzedowa kora
wzrokowa wydaje sie by¢, tak jak wyzsze obszary korowe, zdolna do zmian plastycznych w wyniku

warunkowania klasycznego (Headley & Weinberger, 2015).

W przeciggu ostatniej dekady mysz stata sie coraz bardziej popularnym modelem do badania uktadu
wzrokowego (Jimeneziin. 2018; Kondoi in., 2016). Wiele cech charakteryzujacych korowy uktad wzrokowy
myszy jest analogicznych do cech wystepujacych u naczelnych (Van Hooser, 2007): posiadaja one
zorganizowane retinotopowo, przestrzennie ograniczone pola recepcyjne (Niell & Stryker, 2008;
Vaiceliunaite i in.,, 2013), pierwotng kore wzrokowa, ktéra stanowi gtéwny punkt odbioru bodZcow
siatkéwkowych poprzez jadro kolankowate boczne wzgoérza (Lien & Scanziani, 2013), a takze wiele
wzajemnie polaczonych wyzszych obszaréw wzrokowych (Garrett, Nauhaus, Marshel, & Callaway, 2014;

Palaginaiin., 2017).

6.1 OGOLNA BUDOWA | CHARAKTERYSTYKA DROG WZROKOWYCH | PIERWSZORZEDOWEJ KORY

WZROKOWEIJ

Mysz stata sie najczesciej uzywanym modelem do badania funkcji uktadu wzrokowego w ciggu ostatnich

dwéch dekad (Baker, 2013; Zakowski, 2020). Kilka czynnikéw przyczynito sie do tej popularnosci. Po
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pierwsze, z powodu ich podatno$ci na manipulacje genetyczne oraz niewielkich rozmiaréw mézgu, co
umozliwia badanie populacji neuronalnych w obrebie catych reprezentacji korowych (Q. Wang & Burkhalter,
2007). Po drugie, ta przewaga zostata ostatnio dodatkowo poszerzona dzieki rozwojowi nowych technologii
obrazowania opartych na $wietle, takich jak mikroskopia dwufotonowa (Helmchen i in.,, 2001), czy
optogenetyka. Monitorowanie i manipulacja duzymi grupami komoérek pozwala na badanie konkretnych

aspektéw przetwarzania informacji sensorycznej u zwierzat w trakcie zachowania.

Innym powodem, dla ktdrego myszy staty sie modelem do badan nad uktadem wzrokowym ssakéw, jest to,
Ze neurony w pierwszorzedowej korze wzrokowej myszy (V1) wykazuja podobne wtasciwosci odpowiedzi,
jak opisano dla wyzszych ssakéw, obejmujace dostrojenie do czestotliwo$ci przestrzennej, selektywnos$¢
odpowiedzi na orientacjg bodzca i orientacje niezmienng w kontrascie (Niell & Stryker, 2008). Mimo ze
myszy sg stosunkowo nowym modelem do badan nad wzrokiem, gldwne etapy przetwarzania bodZcéw

wzrokowych sg dobrze znane.

Niemniej, trzeba nadmieni¢, Ze u myszy jako zwierzecia nocnego, wiekszy udzial w odbieraniu bodzcéw ma
uktad somatosensoryczny oraz wechowy, niz wzrok, ktéry uzywany jest w mniejszym stopniu. Dlatego mysz
charakteryzuje sie dos$¢ niska ostro$¢ wzroku (0,5 do 0,6 cpd - cykle na stopienn ang. cycles per degree)
(Gianfranceschi et al., 1999)) w poréwnaniu do ludzi (60 cpd) (F. W. Campbell & Green, 1965). Mysz ma
wieksze pola recepcyjne (Srednio 14° (Métin i in., 1988)) w poréwnaniu do kotéw (1°, (Wilson & Sherman,
1976)) i ograniczone pole widzenia obuoczne (30-40° (Drager, 1975; Drager, 1978)). Mimo tych ograniczen,
uktad wzrokowy myszy dzieli wiele podstawowych schematéw dziatania takich, jakie znajdziemy u ssakow

wyzszych.
6.1.1 Siatkdwka — pierwszy etap przetwarzania bodiZca wzrokowego

Ztozone Srodowisko wzrokowe i wszystkie jego réznorodne cechy sa najpierw wykrywane jako wigzki
Swiatta, stymulujgce fotoreceptory, preciki i czopki znajdujacych sie w siatkdwce oka, ktére w procesie
fototransdukcji przeksztatcajg sygnatl Swietlny w sygnaty neuronalne. Liczba i lokalizacja precikéw i
czopkoéw w siatkdwce réznig sie znacznie w zalezno$ci od gatunku zwierzecia (Wernet i in., 2014). U myszy,
w przeciwienstwie do ludzi i naczelnych, nie istnieje plamka Zo6tta, czyli centralna cze$¢ siatkowki,
charakteryzujaca sie wyzszg gestoscig czopkéw w poréwnaniu do obwodu siatkéwki. Ze wzgledu na bycie
gatunkiem nocnym stosunek precikow do czopkéw wynosi 98:2 (Jeon i in., 1998). W oku myszy wystepuja
trzy rodzaje czopkoéw o réznych wrazliwosciach spektralnych na podstawie ekspresji fotopigmentu: zielony,
niebieski i mieszany zielony/niebieski. Ich rozmieszczenie w siatkéwce jest zrdznicowane, co wskazuje na

selektywne przetwarzanie okreslonych cech koloru i kontrastu w polu widzenia (Jeon i in., 1998).
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Sygnat neuronalny, wywotany przez fotoreceptory, o charakterze pobudzajacym lub hamujacym, jest
odbierany posrednio lub bezposrednio przez inne komérki siatkowki: komoérki poziome, dwubiegunowe i
amakrynowe. Te komérki skutecznie moduluja sygnatl, ostatecznie przekazujac go do komoérek zwojowych

siatkowki.

Komorki zwojowe siatkowki przeksztatcaja otrzymywane informacje na serie impulséw, przekazujac je do
réznych obszaré6w moézgu. Aksony komoérek zwojowych siatkéwki wychodza z oka, tworzac nerwy
wzrokowe, ktéry spotykaja sie w skrzyzowaniu wzrokowym. Skrzyzowanie to dzieli aksony na te, ktérych
dalsza droga wzrokowa bedzie tozstronna oraz w wiekszosci na te, ktérych droga wzrokowa bedzie
przeciwstronna w stosunku do oka. Nastepnie szlakiem wzrokowym biegng ku ciatu kolankowatemu
bocznemu LGN (ang. lateral geniculate nucleus) (Colello & Guillery, 1990; Drager, 1985; Godementi in., 1987;
Sretavan, 1990) oraz ku wzgdrkowi czworaczemu gérnemu (Y. Zhang & Zhang, 2021). Pozostale struktury,
ktére dostaja bezposrednie projekcje z siatkéwki to: jadro nadskrzyzowaniowe, pretectum, jadro
przedwzrokowe. Co istotne, kilka innych struktur podkorowych bierze udziat w przetwarzaniu bodzcéw
wizualnych, dostajac informacje z pierwszorzedowej kory wzrokowej, takich jak jadro podstawne, jadro
siatkowate wzgdrza, jadro boczne, zakret obreczy czy pien moézgu (Y. Zhang & Zhang2021).
[losciowy stosunek potaczen tozstronnych i przeciwstronnych rézni sie pomiedzy gatunkami i zalezy od
potozenia oczu. Wraz z przemieszczeniem oczu ku bokom, obszar nakladania sie widzenia obuocznego
maleje, a liczba komoérek zwojowych siatkdwki dokonujacych projekcji tozstronnych ulega zmniejszeniu. W
przypadku myszy, charakteryzujgcej sie ograniczong zdolnoscig do widzenia obuocznego, jedynie okoto 3-

5% komorek zwojowych w wieku dorostym projektuje tozstronnie (Williams, 2004).

Sugeruje sie, ze w siatkdbwce myszy istniejg co najmniej 33 rézne typy komoérek zwojowych (Baden i in.,
2016). Kazdy z tych 33 typow koduje inne cechy $rodowiska wzrokowego. Najbardziej klasycznymi
przyktadami sg komorki zwojowe reagujgce preferencyjnie na wzrost lub spadek luminescencji bodzca w
matej zlokalizowanej czesci pola widzenia, podczas gdy pobudzenie otocza tego miejsca daje odwrotna
odpowiedz na wzrost lub spadek luminescencji bodzca (klasyczne komorki zwojowe typu ON-center i OFF-

center (Hartline, 1969; Kuffler, 1953).

Przecietne pola recepcyjne (RF) komdrek zwojowych siatkdwki myszy majg $rednice od 2° do 10° i
charakteryzuja sie organizacja centrum-obrzeze. W poréwnaniu do innych ssakéw, myszy wykazujg
stosunkowo niskg ostro$¢ wzroku, z maksymalng wartoscig czestotliwos$ci przestrzennej wynoszaca okoto
0,2 cpd (Leamey i in., 2008). Niektére podtypy komérek zwojowych siatkéwki myszy wykazuja bardziej

ztozone witasciwosci funkcjonalne, podobne do obserwowanych u naczelnych, obejmujgce cechy takie jak
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selektywnos$¢ kierunkowa (Gao i in., 2010; Passaglia i in., 2002) i nieliniowe sumacje przestrzenne (Leamey

iin., 2008).
6.1.2 Podkorowe obwody wzrokowe — ciato kolankowate boczne i wzgérek czworaczy gérny

Najbardziej znane i intensywnie badane projekcje komoérek zwojowych siatkéwki to ciato kolankowate
boczne i wzgdrek czworaczy goérny. Ciato kolankowate boczne bezposrednio projektuje do obszarow
korowych, podczas gdy wzgorek czworaczy gorny jest potaczony z kora poprzez jadro boczno-tylne. Co
ciekawe, w uktadzie wzrokowym myszy okoto 85-90% wszystkich komdrek zwojowych projektuje do
wzgbrka czworaczo-gornego (Ellisiin., 2016), podczas gdy tylko okoto 10% komoérek zwojowych projektuje
do wzgdérka czworaczo-gornego u naczelnych (Dhande & Huberman, 2014; Perry i in., 1984; Perry & Cowey,
1984). Ogdlnie rzecz biorgc, wzgdrek czworaczy goérny kieruje ruchami oczu w okre$lone miejsce w
przestrzeni wzrokowej (Douglas i in., 2005), kontrolujgc miedzy innymi ruchy skokowe oczu oraz kontroluje
utozenie glowy zwigzane z dostosowaniem ciata w przestrzeni stosunkowo do bodZca zewnetrznego (N. J.
Gandhi & Katnani, 2011). Dodatkowo, wzgérek czworaczy gorny jest takze obszarem, w ktérym integrowane
sg informacje z r6znych modalnosci (Drager & Hubel, 1975; Ghose i in., 2014) nie tylko wzrokowe, ale tez

stuchowe i somatosensoryczne (S. Ito & Feldheim, 2018).

Cialo kolankowate boczne to tylna i boczna cze$¢ wzgdrza, bezposSrednio przekazujgca informacje z
siatkdwki do kory wzrokowej. Mysie ciato kolankowate boczne zawiera kompletng mape retinotopowa pola
widzenia i moze by¢ podzielone na cze$¢ rdzeniowa i grzbietowo-boczng. Okoto potowa komorek
pobudliwych wykazuje wrazliwo$¢ na kontrast (centrum-otoczka), podczas gdy pozostate komorki
charakteryzujg sie bardziej selektywng wrazliwoscig na kierunek ruchu lub orientacje bodzca (Piscopo i in.,
2013). Ponadto, istniejg dowody na to, Ze wejscia siatkdwki do wszystkich warstw ciata kolankowatego
bocznego przenosza informacje o orientacji bodZca (Sun i in., 2015). Dodatkowo, przekazywane informacje
o kierunku wptywaja prawdopodobnie na charakterystyki odpowiedzi w ciele kolankowatym bocznym i
korze wzrokowej (Barlow & Hill, 1963; Huberman et al., 2009; Olsen et al,, 2012; Rivlin-Etzion et al., 2011).
Warto réwniez zaznaczy¢, ze komorki wrazliwe na kierunek w ciele kolankowatatym bocznym otrzymuja
informacje nie tylko od komérek zwojowych siatkdwki (C. Chen & Regehr, 2000), lecz takze od lokalnych
interneuronéw i sygnatéw z kory wzrokowej (Olsen i in., 2012). To z kolei sugeruje mozliwo$¢ regulacji
aktywnos$ci ciata kolankowatego bocznego poprzez potaczenia korowego zwrotnego (ang. feedback)

pochodzace z kory pierwszorzedowej (Olsen i in., 2012; Zhao, Chen, i in., 2013).
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W tradycyjnym podejsciu, ciato kolankowate boczne jest zazwyczaj postrzegane jako struktura przekazujaca
aktywno$¢ komorek siatkdwki do obszaru kory V1, gdzie informacje z poszczegélnych oczu sg analizowane

oddzielnie. Dopiero komérki binokularne w V1 wykazujg wrazliwo$¢ na sygnaty z obu oczu.

Wzgoérek czworaczy gérny to tréojwymiarowa struktura zorganizowana w szereg blaszek, z ktérych kazda
charakteryzuje sie mapa retinotopowg ustawiong wzgledem pola widzenia i reprezentujgca mape
retinotopowa. Struktura ta promuje ruchy gatek ocznych czy glowy, podobnie do ruchéw u naczelnych,
jednak nie jest jeszcze jasne, dlaczego, gtéwnie ze wzgledu na brak plamki zéttej w siatkdwce myszy.
Niemniej jednak wiadomo, Ze ta struktura zaangazowana jest w przy detekcji cech bodZca, tj.: aktywnos$é
zwigzana z komérkami typu ON-0OFF, selektywna wrazliwo$¢ na przemieszczajacy sie punkt, ruszajace sie
czarno-biate paski, r6znice w luminancji bodZca (Gale & Murphy, 2014; Inayat et al., 2015; Ito et al., 2017; L.
Wang et al.,, 2010; Zhao et al,, 2014) czy wrazliwo$¢ na kontrast (S. Ito i in,, 2017). Najnowsze badania
pokazuja, Zze neurony wzgorka czworaczego gornego przyczyniajg sie do procesdéw selektywnej uwagi w

zadaniach z elementem lokalizacji bodZca (L. Wang i in., 2022) czy zmiany orientacji (L. Wang et al., 2020).

Dodatkowo, wzgoérek czworaczy gorny uczestniczy w promowaniu zachowan obronnych, takich jak
ukrywanie sie czy zamieranie u myszy (De Franceschi i in., 2016; Liang i in., 2015; Yilmaz & Meister, 2013)

co nie zostato jeszcze potwierdzone u innych gatunkéw (S. Ito & Feldheim, 2018).

Wzgérek czworaczy gorny posredniczy w zachowaniach obronnych zwigzanych z bodZcami wzrokowymi.
Badania nad funkcja wzgérka u myszy, wykorzystujgce narzedzia optogenetyczne, ujawnity szlak
prowadzacy od $rodkowego obszaru warstw posrednich wzgoérka (przy udziale komoérek PV-IN) przez
boczne jadro tylne do ciata migdatowatego, co jest kluczowe dla reakcji zamierania (Liang et al., 2015; Wei
et al,, 2015). Dodatkowo, badania z wykorzystaniem optogenetyki i transsynaptycznego $ledzenia potaczen
pokazaty, ze projekcje z kory stuchowej i wzrokowej do komédrek wzgdérka moga wywotywaé rézne
zachowania obronne, takie jak ucieczka i zamieranie (Zinggiin., 2017). Te badania podkreslaja role wzgdrka
czworaczego gérnego w réznicowaniu Sciezek behawioralnych w zaleznosci od rodzaju bodZcéw i kontekstu

srodowiskowego, co moze wptywac na wyniki behawioralne (S. Ito & Feldheim, 2018).

6.1.2.1 Rola listka miedzykolankowego (IGL) w przetwarzaniu wzrokowym

Listek miedzykolankowaty IGL (ang. intergeniculate leaflet) odgrywa kluczowa role w funkcjach
wzrokowych i okotodobowych u myszy. IGL uczestniczy w regulacji rytméw okotodobowych poprzez
projekcje do jadra nadskrzyzowaniowego podwzgérza SCN (ang. suprachiasmatic nucleus). Komorki
zwojowe siatkowki, w tym komorki samoistnie $wiattoczute i komérki kadheryny-3-dodatnie, zapewniaja

geste unerwienie IGL (Bienkowski i in., 2019). Ten siatkowkowy sygnal wejSciowy do astrocytéow
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wzgorzowych wydziela czynnik wzrostu fibroblastéw 15, ktéry jest niezbedny do migracji i potaczen

interneuronéw ze wzgdrzem.

IGL zawiera neurony o réznych profilach neurochemicznych, miedzy innymi takie jak GABA, neuropeptyd Y
(NPY) i enkefalina (Ciftcioglu i in., 2020; Marchant & Morin, 1999), co prawdopodobnie przyczynia sie do
hamujgcego i modulujgcego wptywu IGL na przetwarzanie informacji wzrokowej i generowanie rytméw
okotodobowych. Badania anatomiczne wykazaly, ze IGL wysyta projekcje do kilku obszaréw moézgu
zaangazowanych w funkcje wzrokowe i okotodobowe, w tym do jadra nadskrzyzowaniowego, pretectum i

innych podjednostek bocznego kompleksu gatkoruchowego (Galliin., 2014).

Dzieki tym potaczeniom anatomicznym, IGL moze integrowac¢ rézne bodZce sensoryczne i sygnaty
fizjologiczne w celu ksztattowania reakcji zwierzecia na zmiany w $rodowisku $wietlnym. Wykazano, Ze
zaburzenia funkcjonowania IGL upos$ledza normalng integracje fotonéw i ostabia przesuniecia faz rytmu
okotodobowego w odpowiedzi na bodZce $wietlne, podkreslajac jego kluczowa role w zdolnosci uktadu
okotodobowego do wtasciwej oceny i reagowania na sygnaly $wietlne. Na przyktad, uszkodzenia IGL u
szczuréw prowadzi do reorganizacji regulacji okotodobowej i odwrdcenia reakcji na $wiatto i ciemno$¢ (Gall
iin., 2013). Podobne zaktécenia w zachowaniu okotodobowym i §wiattowstret obserwuje sie u gryzoni, ktére
naturalnie wykazujg fenotyp nocnego biegania (H. Y. Shi i in., 2020). Co wiecej, potgczenia IGL z pretectum
sugerujg potencjalng role w modulowaniu odruchéw Zrenicznych na $wiatto, ktéry jest zwezeniem lub
rozszerzeniem zrenicy w odpowiedzi na zmiany natezenia $wiatlta (Moore i in., 1994), a takze innych
podkorowych funkcji wzrokowych. Wzajemne potgczenia miedzy IGL a dalszymi obszarami mézgu moga
odgrywac role w okreslaniu kierunku reakcji behawioralnej na $wiatto (Ciftcioglu i in., 2020; Horowitz i in.,

2004; Moore i in., 1994; Morin & Blanchard, 1999).

6.2 PIERWSZORZEDOWA KORA WZROKOWA — V1
W tylnej czesci kory nowej myszy podobnie, jak u wszystkich ssakdw, znajduje sie kora wzrokowa, zajmujac
obszar o powierzchni okoto 3 mm? (Drager, 1975; Gordon i in., 1996; Kalatsky & Stryker, 2003). Skiada sie

ona z pierwszorzedowej kory wzrokowej V1 oraz kilku wyzszych obszaréw wzrokowych (przeglad w

Glickfeld & Olsen (2017)) (patrz Rycina 1).

Wyzsze obszary wzrokowe kory otrzymujg albo bezposrednie wejscie wzrokowe z ciata kolankowatego
bocznego, albo projekcje z pierwszorzedowej kory wzrokowej lub drogi wzgérek gérny — jadro boczno-

tylne (Froudarakis i in., 2019).
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V1 pelni role gtéwnego odbiornika bodzcow wzrokowych z ciata kolankowatego bocznego, ktore gtéwnie
tworzy synapsy pobudzajgce na dendrytach komoérek warstwy IV (B. H. Liuiin., 2009). Obszar V1 przekazuje
informacje wyprzedzajaco do warstw II/111 i [V, V wyzszych obszaréw wzrokowych, a z kolei otrzymuje silne
projekcje zwrotne w warstwie | (D’Souza i in., 2019; Q. Wang & Burkhalter, 2007). Pierwszorzedowa kora
wzrokowa przesyta informacje albo poprzez potaczenia zwrotne do ciata kolankowatego bocznego lub do
drugorzedowej kory wzrokowej V2 (ang. secondary visual cortex) (Bullier et al., 1996; Casagrande & Kaas,
1994; Sincich & Horton, 2005) a ta dalej do kolejnych obszaréw korowych, ktérych liczba i ztozono$¢ budowy

morfologicznej zaleza od rzedu zwierzecia (Chino i in., 1995; Kaas i in., 1990).

Dodatkowo kora myszy otrzymuje projekcje spoidtowe z przeciwstronnej kory poprzez wtdékna spoidtowe
konczace sie gtéwnie w warstwach I, II/IIl i V oraz retinotopowo w obszarach bocznych, najbardziej

obuocznych regionach mapy korowej V1 (Mizuno i in., 2007; Restani i in., 2009).

Sugeruje to, Ze te projekcje spoidtowe stanowig cze$ciowe wyjasnienie wysokiego stopnia obustronnosci w
korze mysiej, pomimo stosunkowo niewielkiej liczby komérek zwojowych dostarczajacych sygnaty do ciata
kolankowatego bocznego. Co ciekawe, u myszy obserwuje sie te samg zaleznos¢, co u naczelnych — kazdy z
wyzszych obszaréw wzrokowych wykazuje wieksze pola recepcyjne niz V1 (Van Den Bergh i in., 2010; Q.
Wang & Burkhalter, 2007).

6.2.1 Anatomia i morfologia pierwszorzedowej kory wzrokowej

W niniejszej pracy badanym przeze mnie obszary byta pierwszorzedowa kora wzrokowa V1. Kora wzrokowa
jest czescig kory nowej mézgu i ma typowa dla kory nowej ssakéw szeSciowarstwowa budowe. Jej ewolucja
najprawdopodobniej zaczela sie juz 600 milionéw lat temu (Kaas, 2006, 2020). U wszystkich ssakéw kora
wzrokowa jest obecna w ptacie potylicznym (pole 17 Brodmanna) (Glickfeld & Olsen, 2017; Kaas, 2020).
Kora wzrokowa jest obszarem parzystym, wystepujacym w prawej i lewej pétkuli. Kazda odbiera informacje
przez promienisto$¢ wzrokowg z tozstronnego ciata kolankowatego bocznego, ale wiekszo$¢ informacji
biegnie z przeciwstronnego pola wzrokowego. U myszy dodatkowo, poza V1 i V2 (majaca 3 podjednostki),
okreslono obszary przednio-przySrodkowe (RM1-4). Lacznie, kora wzrokowa myszy obejmuje 8

podjednostek (Glickfeld & Olsen, 2017) (patrz Rycina 1).

Sposéb klasyfikacji obszarow wzrokowych moze sie rézni¢, jednak dzieki zastosowaniu potroéjnych iniekcji
(ang. triple-tracer injections), umozliwiajgcych jednoczesne oznaczenie trzech lokalizacji pdl retinotopowych
w V1, udato sie wyodrebni¢ obszary otaczajace pierwszorzedowa kore wzrokowg V1: czes¢ przednio-boczng,

w ktérej mozna wyodrebnic¢ cze$¢ przednia, cze$¢ wzrokowa przednig Dalsze obszary to cze$¢ wzrokowa
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przednio-boczna, od ktérej mozemy wyodrebni¢ cze$¢ boczno-boczng przednig, ktére mozemy

zaklasyfikowa¢ do kory wzrokowej trzeciorzedowej V3.

Po stronie bocznej mozna wyodrebnic obszar boczno-$srodkowy oraz tylny. Od tych obszaréw przy pomocy
rejestracji sygnatow optycznych dodatkowo scharakteryzowano obszar boczno-$rodkowy i wechowy. Te
obszary wzrokowe razem z cze$cig wzrokowg przednig, mozna przypisa¢ do drugorzedowej kory wzrokowej

V2.

Dodatkowymi obszarami sg obszar przednio-$rodkowy oraz tylno-srodkowy, od ktérego dodatkowo mozna
wyodrebni¢ obszar srodkowy. Kolejno, mozna te obszary przypisa¢ do Srodkowego obszaru wzrokowego
czes$ci kaudalna Vm-c oraz czes$ci przedniej, Vm-r. Obszary V2, V3, Vm-c, Vm-r wyodrebniono przy pomocy

technik elektrofizjologicznych (za Glickfeld & Olsen, 2017).

Obszary wzrokowe kory sa zorganizowane hierarchicznie w oparciu o projekcje zwrotne i przodujace,
jednak te potaczenia pomiedzy pierwszorzedowa kora wzrokowa a obszarami wyzszymi obszarami

wzrokowymi nie zostaly jeszcze doktadnie scharakteryzowane (Morimoto i in., 2021).

Kore drugorzedowgq kore V2, ktéra mozna podzieli¢ na 3 podobszary: tylno-boczny V2, przednio-boczny V2,
przysrodkowy wtdérny obszar widzenia V2 (Van Der Gucht i in., 2007). Granice anatomiczng pomiedzy V1 a
V2 okre$lajg zmiany w roznicach ekspresji bialek neurofilamentowych, profil rozgatezienia dendrytéw,
typologia komérkowa, zageszczenie i rozktad przestrzenny komdrek. Obserwuje sie te réznice, stanowigce

granice dla V1 i V2, pomiedzy warstwami II-VI.

Co wiecej, badania pokazujg, ze obszar V1 nie jest anatomicznie jednolity, a r6znice w profilu rozgatezienia
dendrytéw, typologii komoérkowej, zageszczenia i rozkladzie przestrzennym komérek oraz w ekspres;ji biatej
neurofilamentowych sa rézne dla obszaréw jedno- i obuocznych. Réznice te w szczego6lnosci wystepuja

miedzy warstwami Il i V, rozdzielajac obszary V1 (Van Der Guchti in., 2007).

6.2.2 Potaczenia pierwszorzedowej kory wzrokowej

Pierwszorzedowa kora wzrokowa przekazuje informacje albo poprzez potaczenia zwrotne do ciata
kolankowatego bocznego (Mazade & Alonso, 2017) lub do drugorzedowej kory wzrokowej (Goldbach i in.,
2021), a ta dalej ku kolejnym obszarom kor wzrokowych, ktérych liczba oraz ztozono$¢ budowy

morfologicznej zalezy od rzedu zwierzecia (Chino i in., 1995; Kaas i in., 1990).

Badania sugeruja, Ze u myszy mozna, na podobienstwo funkcjonalnej struktury uktadu wzrokowego u
naczelnych, charakteryzowac $ciezke grzbietowg ,gdzie” w czesci przysrodkowej i przedniej czesci kory

potylicznej oraz $ciezke brzuszng ,co” w czesci bocznej kory potylicznej, co zostato potwierdzone w
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badaniach histologicznych (Q. Wangiin., 2011, 2012) i funkcjonalnych (Garrett, Nauhaus, Marshel, Callaway,
iin., 2014; Matsui & Ohki, 2013; Y. Zhang i in., 2019).

6.2.3 Potaczenie typu zwrotnego i przodujgcego pierwszorzedowej kory wzrokowej z innymi obszarami

modzgu

Pierwszorzedowa kora wzrokowa charakteryzuje sie, u naczelnych, potagczeniami blisko z trzydziestoma
innymi obszarami mézgu wplywajacymi na przetwarzanie informacji wzrokowej (Heider i in., 2005; Lund i
in.,, 2003; Markov i in., 2014). Bogactwo potlaczen pierwszorzedowej kory wzrokowej z innymi obszarami

mézgu odzwierciedlajg wielopoziomowe przetwarzanie informacji.

Natomiast u myszy, pierwszorzedowa kora wzrokowa charakteryzuje sie potgczeniami z okoto
dziewiecioma wzrokowymi obszarami mézgu i szescioma z nie wzrokowymi (Q. Wang & Burkhalter, 2007)
lub, w zaleznosci od metodologii badan, dziesiecioma innymi wzrokowymi i niewzrokowymi obszarami
mozgu (Y. Zhangiin., 2019). Dla myszy opisano potgczenia z V1 obejmujace projekcje do i z obszaréw mézgu
takich jak: kora retrosplenialna, hipokamp, prazkowe, wzgorze, podwzgdrze, srédmozgowie, most i gatka
blada (Garrett, Nauhaus, Marshel, Callaway, i in., 2014; W. Lu i in., 2020; Q. Wang i in., 2012; Q. Wang &
Burkhalter, 2007), czyli obszary somatosensoryczne, ruchowe i limbiczne (Q. Wang & Burkhalter, 2007).
Wymienione powyzej polaczenia reprezentujg tylko uproszczony model bezposrednich i posrednich
projekcji do i z V1, ale bogata sie¢ potaczen oraz liczne obszary zaangazowane w procesowanie informacji

wzrokowej $wiadczg jak wiele informacji dla organizmu i jak kluczowy do przetrwania jest ten zmyst.

A B

Skrzyzowanie 7 _
drég wzrokowych ] A‘ -.
| POR mono bino |

dLGN

Rycina 1- Droga wzrokowa i obszary wzrokowe.
A) Schemat uktadu wzrokowego myszy, widok z gory.
B) Pierwszorzedowa kora wzrokowa V1 i sasiadujace z nig wyzsze obszary wzrokowe. Skréty: dLGN
(ciato kolankowate boczne, cze$¢ grzbietowa), V1 mono (obszar monokularny V1), V1 bino (obszar
binokularny). A (przedni), AL (przednio-boczny), AM (przednio-Srodkowy), LI (boczno-$srodkowy),
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LL (boczno-boczny), LLA (boczno-boczny przedni), LM (boczno-$rodkowy), M (Srodkowy), P (tylny),
PL (tylnoboczny), PM (tylnosrodkowy), POR (przysrodkowy), RL (przednioboczny), V1 (kora
wzrokowa pierwszorzedowa), V2 (obszar wzrokowy 2), V3 (obszar wzrokowy 3) (Rycina
zaadaptowana na podstawie Glickfeld & Olsen (2017) oraz Petrucco, L. (2020). Mouse head schema.
Zenodo https://doi.org/10.5281/zenod0.3925903).

6.2.4 Funkcjonalna budowa pierwszorzedowej kory wzrokowej

6.2.4.1 Dominacja oczna

V1 myszy jest podzielona na obszar jednooczny i mniejszy obszar obuoczny. W obszarze jednoocznym
neurony otrzymujg sygnaty z przeciwstronnego oka, podczas gdy neurony w obszarze obuocznym muszg
integrowac dane wejSciowe z oka tozstronnego i przeciwstronnego (Drager, 1975; Métin i in., 1988; L. Tan i
in,, 2022). Neurony w korze pierwszorzedowej ssakéw charakteryzuja sie preferencja odpowiedzi na
sygnaty z jednego lub drugiego oka, czyli dominacji ocznej (ang. ocular dominance, OD) (Hubel & Wiesel,
1959). Interesujgco, najnowsze badania sugerujg, Ze dominacja oczna oraz wrazliwo$¢ neuronalna na bodZce
orientacyjne réznig sie miedzy poszczegélnymi warstwami kory. Co wiecej, ta wrazliwo$¢ wydaje sie by¢
niezalezna od siebie, co jest przyktadem tzw. niezaleznos$ci laminarnej (za L. Tan i in. (2022)). Informacje z
tozstronnego i przeciwstronnego oka wchodza do osobnych warstw ciata kolankowatego bocznego, réwniez
w takiej formie przez promienisto$¢ wzrokowa dochodzg do IV warstwy pierwszorzedowej kory wzrokowe;.
U zwierzat, ktorych oczy sg skierowane bocznie, takich jak myszy, szczury czy kroliki tylko 5% komorek w
pierwszorzedowej korze wzrokowej preferuje wytacznie pobudzenie pochodzace z tozstronnie potozonego
oka (Drager, 1975; Hiibener, 2003; Mangini & Pearlman, 1980; Métin i in., 1988) Komdrek preferujacych
przeciwstronne oko jest najwiecej, bo okoto 95% (Drager, 1975; Hiibener, 2003; Mangini & Pearlman, 1980;
Métiniin., 1988), ale jednocze$nie okoto 70% z nich wykazuje cechy komérek obuocznych (Métiniin., 1988;
Salinasiin., 2017). Podobng charakterystyke, gdzie sygnat z oka przeciwstronnego jest preferowanych przez
wiekszg liczbe komorek (Hong i in.,, 2020; Pielecka-Fortuna i in, 2015; Salinas i in.,, 2017), powoduje
deprywacja jednooczna (zamkniecie podczas okresu krytycznego rozwoju dominacji ocznej jednego z oczu)
(Hubel & Wiesel, 1965). Co oznacza, Zze u myszy nie ma kolumn dominacji ocznej, znalezionych u kotéw, matp

i cztowieka.

6.2.4.2 Selektywnosc orientacji bodzca

Charakterystyczng cechg kory wzrokowej ssakow jest wyrazny podziat na zwierzeta z kolumnowa
organizacja funkcjonalng V1 i bez niej. Badania Hubela i Wiesela pokazaty, Zze u makakow i kotéw komorki
wrazliwe na orientacje bodzca zorganizowane sg w kolumny, utozone prostopadle do powierzchni kory, a
neurony o podobnych preferencjach orientacyjnych sa zgrupowane razem w domenach izo-orientacyjnych
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(Blasdel & Salama, 1986; Bonhoeffer & Grinvald, 1993; Hubel & Wiesel, 1959, 1968, 1977). Z drugiej strony,
niektore V1 ssakdw majg wrazliwe na orientacje bodzca wzrokowego neurony, ktére wydajg sie by¢ utozone
losowo, w to, co nazywa sie mapg pieprz-i-sol (ang. salt-and-pepper organization) (Cogno & Mato, 2015; Jang
iin, 2020; Niell & Stryker, 2008; Ringach i in., 2016; Sohya i in., 2007; Tanaka i in., 2004; Van Hooser, 2007;
L. Wang i in.,, 2010). W przeciwienstwie do uporzadkowanej mapy kolumn orientacji obserwowanej np. u
kotéw (Blasdel & Salama, 1986; Bonhoeffer & Grinvald, 1993; Hubel & Wiesel, 1959, 1968, 1977), mysia
kora wzrokowa jest zorganizowana w stylu "pieprz i so6l", gdzie komoérki o bardzo réznych
preferowanych orientacjach znajduja sie obok siebie (patrz Rycina 2 i Rycina 3) (Drager, 1975; Glickfeld
& Olsen, 2017; Kondo & Ohki, 2016; Murakami i in., 2017; Ohki & Reid, 2007). Pomimo tych roéznic,
wrazliwo$¢ orientacyjna myszy jest na podobnym poziomie co u kotéw czy matp (Hubel & Wiesel, 1962,
1968; Livingstone & Hubel, 1984; Niell & Stryker, 2010; Reid, 2012). Co ciekawe, w przeciwienstwie do
kotow, pola recepcyjne kory wzrokowej myszy wykazujg pewien stopien rozproszenia w przestrzeni
wzrokowej (Bonin i in,, 2011; S. L. Smith & Hausser, 2010). Dodatkowo, te pola recepcyjne sg znacznie

wieksze u myszy (10°-12°) niz u kotéw (~1°) lub matp (<1°) (Hiibener, 2003).

Budowa kolumnowa Budowa ,s6l i pieprz”

Rycina 2 - Struktura kolumnowa (A) oraz struktura typu "s6l-i-pieprz" (B)

pierwszorzedowej kory wzrokowej dla neurondw reagujacych na konkretne orientacje u réznych
gatunkow ssakéw (Rycina zaadaptowana na podstawie (Jang et al., 2020) oraz “Species Template”, by
BioRender.com (2024). Retrieved from https://app.biorender.com/biorender-templates.&apos).

Makak
Szczur

Kot

Mysz

Ve

Fretka

Do tej pory najczestszymi technikami in vivo stosowanymi do badania wrazliwos$ci neuronalnej na orientacje
bodzca u myszy jest rejestracja elektrofizjologiczna i obrazowanie wapnia. Metody te ujawnity, ze korowe
obszary wzrokowe aktywowane obuocznie przez bodZce wzrokowe, czarno-biate paski o réznej orientacji
charakteryzuja sie r6znymi wielko$ciami aktywnych obszaréw. Na przyktad, obrazowanie wapnia (Yoshida
i in,, 2012) wykazato, ze rozmiar aktywowanego obszaru kory wzrokowej byt okoto dwa razy wiekszy
podczas stymulacji za pomoca poziomych (orientacja ~ 0°) niz zorientowanych ortogonalnie (60-90°)

bodzcéw wzrokowych (Yoshida i in., 2012). Podobnie, obuocznie prezentowane czarno-biate paski o
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orientacji pionowej wywotywaly najwieksze wzrokowe potencjaty korowe (ang. visual evoked potential,
VEP), w odpowiedzi na poziomy kierunek ruchéw (Frenkel, Sawtell, Diogo, i in., 2006). Niell & Stryker (2008)
potwierdzili wcze$niejsze doniesienia (Métin i in., 1988), Zze w mysiej korze wzrokowej wyzsza
selektywnoscig na bodzce orientacyjne charakteryzuja sie komoérki z warstw powierzchniowych kory oraz
duzej liczby stabo selektywnych orientacyjnie jednostek z duzymi polami recepcyjnymi w warstwie V. Te
obserwacje pozwalajg stwierdzi¢, Ze wysoka selektywnos$¢ orientacyjna moze istnie¢ w organizacji typu
pieprz-i-sél, nawet w przypadku braku map orientacyjnych u zwierzat takich jak myszy (Niell & Stryker,
2008), szczury (Goghari i in., 2000; Ohki i in., 2005) czy wiewiorki (Van Hooser i in., 2005a).

Przy pomocy mikroskopii dwufotonowej, zaobserwowano, Ze liczebnie neuronéw wrazliwych na orientacje
poziomg i pionowag w korze wzrokowej V1 myszy, przeciwstawnej do oka stymulowanego, jest wiecej w
poréwnaniu z neuronami reagujgcymi na uko$ne orientacje ruchomych paskéw (Kreile et al.,, 2011; Roth et
al, 2012), a podobnie czestotliwos$¢ ich spontanicznej aktywnosSci elektrofizjologicznej byta dwukrotnie
wyzsza (B. S. Wang i in., 2010). Co ciekawe, w tym samym czasie neurony wrazliwe na orientacje w korze
wzrokowej, tozstronnej do oka stymulowanego lepiej reagowaly na ukos$ne czarno-biate paski niz te w
przeciwstronnej korze V1 (Wang i in., 2010). Praca B. S. Wang i in. (2010) o preferencji orientacji bodzcéw
w zalezno$ci od obszaru rejestracji eksponuje fakt, Ze badania, zaréwno behawioralne jak i fizjologiczne,
wskazujgce na preferencje bodzcéw o orientacji kardynalnej u gryzoni, wykorzystywato stymulacje
wzrokowg obuoczng. Salinas i in. (2017) wykazali, Ze odpowiedZ neuronalna zarejestrowana w obszarze oka
przeciwstronnego byta bardziej selektywna wzgledem orientacji bodZca kardynalnej (ale tylko dla
czestotliwosci przestrzennej wyzszej niz 0,24 cpd, niz aktywno$¢ neuronalna obszardéw tozstronnych do oka
podczas stymulacji obuocznej. Podobne wyniki uzyskali B. S. Wang i in. (2010), stwierdzajac, ze u mtodych
zwierzat komorki obszaru wzrokowego obuocznego wykazywaty silniejsza reakcje na stymulacje oka
przeciwstronnego przez bodZce wzrokowe zorientowane kardynalnie, a takze stymulowane przez oko

tozstronne.

Ogdlnie przyjeto sie twierdzenie, ze gatunki o odrebnej organizacji korowej znajdujg sie na oddzielnych
gateziach filogenetycznego drzewa ssakdw, a organizacja kolumnowa lub typu pieprz-i-sél odzwierciedla
specyficzne dla gatunku zasady ewolucji lezgce u podstaw rozwoju obwodéw korowych (Kaschube, 2014;
Kaschube iin., 2010; Keil i in., 2012). Jednak kolejne prace pokazaty, Ze organizacja kory pierwszorzedowej
nie zalezy od wielkosci (Meng i in., 2012), zakresu interakcji obszaréw korowych (Philips i in., 2017), liczby
neurondéw (Weigand i in., 2017), ani od wielkos$ci czy podobienstw anatomicznych zwierzat (Van Hooser i
in., 2005b). Dla przyktadu, takie zwierzeta jak: fretka, ryjowka, krélik i wiewiérka szara, mysz i szczur maja

V1 poréwnywalnej wielkosci. Jednak fretka (Chapman i in., 1996) i ryjowka (Van Hooser i in., 2005b) maja
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kolumnowg organizacje pierwszorzedowej kory wzrokowej, wiewidrka (Kaschube i in., 2010) organizacje
blisko kolumnowej, ale dalej typu sol i pieprz, a krélik, mysz u szczur maja organizacje komoérek typu pieprz-
i-sél (Ibbotson & Jung, 2020). U myszy, losowe rozmieszczone neurony wrazliwe na orientacje bodZca
stanowig od 18% (Yoshida i in., 2012) do 39% (Bhaumik & Shah, 2014) komoérek w V1. Wydawato sie, ze
kora wzrokowa myszy charakteryzuje sie brakiem wyraZnej organizacji wrazliwo$ci na orientacje (Hiibener,
2003; Ohki & Reid, 2007). Jednak zastosowanie bardziej czutych technik rejestracji, takich jak obrazowanie
wapnia wskazuje, Zze mimo braku organizacji kolumnowej pierwszorzedowej kory wzrokowej myszy to
rozmieszczenie typu pieprz-i-sél moze by¢ pozorne, a neurony wrazliwe na orientacje moga by¢ zgrupowane
w domenach orientacyjnych (Fahey i in., 2019). Wynika z tego, Ze wiedza dotyczaca wrazliwosci
neurondéw kory na orientacje bodzca i wplyw stymulacji wzrokowej, pozostaje niepeilna (Fahey i in.,

2019; Jang i in., 2020; Kaschube i in., 2010; Meng i in., 2012).
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Rycina 3 - Preferencje orientacji bodzcow wzrokowych w mysiej V1 badane metoda ISOI

A) Dystrybucja preferowanych orientacji prezentowanych bodzcéw, przedstawiona na podstawie
czarno-biatych paskéw poruszajacych sie w odpowiednim kierunku. Sygnaly optyczne zostaty
zarejestrowane metodg ISOI z prawej V1 podczas stymulacji jednoocznej (prawego i lewego oka)
oraz obuoczne;j.

B) Procentowy rozktad obszaréow aktywnych podczas rejestracji sygnatéw optycznych metodg ISOI,
zarejestrowanych z prawej V1 podczas stymulacji jednoocznej (prawego i lewego oka) oraz
obuocznej. Rycina na podstawie danych z rejestracji witasnych.
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6.3 INTERNEURONY HAMUJACE W KORZE MOZGOWE)
6.3.1 Interneurony —informacje ogdlne

Mechanizmy synaptyczne oraz ich rola w plastycznosci korowej sg stopniowo coraz lepiej zrozumiane.
Wiecej dowodéw wskazuje na to, Ze zaréwno rozwijajaca sie (Chapman i in., 1996; Frenkel & Bear, 2004),
jak i dorosta kora wzrokowa (Letzkus i in., 2006; Maffei i in., 2006) kontrolowana jest przez aktywnos$¢
interneuronéw hamujacych. To wtasnie interneurony hamujace modulujg aktywnos$¢ innych neuronéw w
korze, wplywajac na trwate zmiany w synapsach pobudzajacych. Plastycznos¢ rozwojowa Koreluje z
réwnowaga aktywnosci obu oczu i jest kierowana przez sygnaly prowadzace do zmian w sprzezeniu
wyprzedzajacym i zwrotnym, co powoduje modyfikacje w sitach potaczen synaptycznych. Natomiast
plastyczno$¢ w dorostej korze mozgowej wymaga aktywnos$ci synaps dojrzatych oraz dodatkowych
mechanizméw zaleznych od neuroprzekaznikéw, ktére wptywaja na hamowanie, a nastepnie na

wzmocnienie odpowiedzi (Suriin., 2013).

Interneurony hamujgce zawierajace GABA, chociaz stanowig mniejszo$¢ w populacji komoérek kory, stanowia
tylko ~ 20-30% u naczelnych (Hendry i in., 1987), a ~15-20% u gryzoni (White, 1989), odgrywaja kluczowa
role w synchronizacji i kontroli aktywnos$ci komoérek piramidalnych. Te ostatnie, bedace wiekszoscig, maja
decydujgcy wplyw na generowanie aktywnosci kory mézgowej oraz realizacje jej funkcji (Kanari i in., 2019;
Kubota i in, 2015). W os$rodkowym ukladzie nerwowym wyodrebniamy réwniez inne komdrki
GABAergiczne - neurony projekcyjne, stanowigce zaledwie 0,5% calej populacji (Tamamaki & Tomioka,

2010).

Istotne jest zrozumienie zréznicowanych witasciwosci interneuronéw w uktadzie GABAergicznym, gdyz
pelnig one réznorodne i kluczowe funkcje w osrodkowym uktadzie nerwowym. Ich rola obejmuje m.in.
modulacje aktywnosci obwodéw nerwowych, utrzymanie réwnowagi miedzy pobudzeniem a hamowaniem,
synchronizacje rytméw korowych, regulacje pobudzenia moézgu, kontrole wyladowan komorek
pobudzajacych, selektywne przetwarzanie bodZzcéw oraz udzial w plastycznos$ci zwigzanej z uczeniem sie
(Cardiniin., 2009; Pouille i in., 2009; Runyan i in., 2010; Sachidhanandam i in., 2013). Mikro-obwdd ztoZony
z komorek piramidalnych i interneuronéw ma kluczowe znaczenie dla prawidtowego rozwoju kory oraz jej
plastycznosci neuronalnej (Donato i in., 2013; Hensch, 2005). Coraz wiecej dowoddw sugeruje, Ze zaburzenie
réwnowagi miedzy pobudzeniem a hamowaniem, utrzymywanej przez te dwie grupy komodrek, moze
przyczynia¢ sie do wystgpienia réznych zaburzen neuropsychiatrycznych, takich jak epilepsja, autyzm,
schizofrenia, (Dani i in., 2005; Gonzalez-Burgos i in., 2010; Levitt, 2005; Lewis i in,, 2005; Rubenstein &
Merzenich, 2003), a takze uzaleznienia i zaburzenia lekowe (Tremblay i in., 2016).
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Zatem zakldcenie interakcji interneuronéw GABAergicznych i komoérek piramidalnych moze stanowié
powszechny mechanizm patofizjologiczny, ktéry lezy u podstaw wielu schorzen neuropsychiatrycznych
(Gelman & Marin, 2010). W zwigzku z tym, system GABAergiczny oraz jego komponenty, w tym rézne klasy
interneuronow, stanowig obecnie obszar intensywnych badan neurobiologicznych. Ze wzgledu na bogactwo
réznych typéw i podtypdw interneurondw, a takze ich stosunkowo niewielka liczbe w populacji neuronéw,

badania nad nimi pozostajg wyzwaniem dla nauki.

6.3.2 Interneurony — charakterystyka ogdlna

Interneurony, obecne we wszystkich warstwach kory, r6znig sie miedzy sobg w wyrazaniu réznych biatek,
takich jak kanaly jonowe, receptory, neuropeptydy, hormony czy biatka wigzace wapn (patrz Rycina 4A)
(Kawaguchi & Kubota, 1997; Kubota i in., 2011; Le Moine & Gaspar, 1998; Toledo-Rodriguez i in., 2004).
Wiekszo$¢ interneuronéw Kkory charakteryzuje sie bezkolczastymi dendrytami (Todd Pressler &
Strowbridge, 2019; Wonders & Anderson, 2006). Interneurony mogg by¢ sklasyfikowane na podstawie
wielkosci i ksztattu ciata komoérki, a takze sposobu i profilu rozgatezienia dendrytéw i aksonéw. Réznice
anatomiczne obejmujg miejsca unerwienia neuronu docelowego, takie jak ciato komoérki, dendryt lub cze$¢
inicjalna aksonu (Kawaguchi & Kubota, 1997; Somogyi i in., 1998; Y. Wang i in., 2002). Elektrofizjologicznie,
interneurony rdéznig sie w wzorcach wytadowan, oporze elektrycznym wej$cia oraz warto$ciach statej
czasowej btony (Kubota, 2014; H. Xu i in., 2013; Zaitsev i in., 2009). Rdznice te obejmuja rowniez wiasnosci
ich pobudzajacych wej$¢ synaptycznych, ktére moga ulega¢ czasowemu ostabieniu lub wzmocnieniu w
odpowiedzi na powtarzajgce sie pobudzenie (Reyes i in., 1998). Niektére podtypy interneuronéw
hamujacych potaczone s3 ze sobg synapsami elektrycznymi, co pozwala na btyskawiczne wyhamowanie

duzych obszarow kory.

Klasyfikacja interneuronéw, ktéra poczatkowo opierata sie gtéwnie na ich cechach elektrofizjologicznych i
morfologicznych, stopniowo jest wzbogacana o znaczniki molekularne (Cruz-Santos i in., 2022; S. N. Jiang i
in,, 2023; Jiménez i in.,, 2020) oraz czynniki transkrypcyjne (Fishell & Kepecs, 2020; Garma i in., 2023;
Mihaljevi¢iin., 2018; Mufioz-Manchado i in., 2018). Dodatkowo, analiza mikro-obwodéw, jakie interneurony
tworza z innymi komérkami (patrz Rycina 4B) (Ascoli i in., 2008; Tremblay i in., 2016), pozwala na jeszcze
bardziej precyzyjne sklasyfikowanie ich populacji (Ascoli i in., 2010; Mihaljevi¢ i in., 2018). Prace nad
klasyfikacjg interneuronéw sg wcigz kontynuowane, a badacze poszukuja nowych specyficznych znacznikow
molekularnych oraz genetycznych (Gouwens i in., 2020), jednocze$nie opracowujac matematyczne modele

interneuronow (D. Lee i in., 2024), aby lepiej zrozumie¢ ich r6znorodnos¢ i funkcje.
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6.3.3 Mikro-obwody ztozone z interneurondéw i komadrek piramidowych

Dtugofalowe badania wykazujg istotng role interneuronéw GABAergicznych w réznorodnych aspektach
funkcjonowania kory mézgowej. Ich wptyw obejmuje kontrole wzmocnienia oraz regulacje dynamicznego
zakresu dziatania obwoddéw korowych, selektywng obrébke cech sensorycznych, plastycznosé,
synchronizacje czasowa wyladowan komoérek piramidalnych, a takze regulacje czestotliwosci ich
wyltadowan oraz generacje rytméw korowych (Tremblay i in., 2016). Te r6znorodne funkcje sa mozliwe
dzieki kompleksowym interakcjom miedzy neuronami piramidalnymi a r6znymi podtypami interneuronéw
(Kawaguchi & Kubota, 1997; Toledo-Rodriguez i in.,, 2004). Interneurony moga wywiera¢ wplyw na
komorki piramidalne zaré6wno w sposéb pasywny (podczas tonicznego hamowania lub w stanie
spoczynku ukladu nerwowego), jak i aktywny (podczas modulowania dlugo- i krétkotrwatych zmian
w sile synaptycznej, synchronicznego hamowania i generowaniu oscylacji o czestotliwosci gamma i
theta, hamowanie podczas wzbudzonego ukladu nerwowego) (Kawaguchi & Kubota, 1997; Toledo-
Rodriguez i in., 2004), dokonujgc precyzyjnych oddziatywan w okreslonych miejscach, takich jak potgczenia
na ciele neuronu, dendrytach czy kolcach dendrytycznych (Kubota, 2014). Ostatnie badania sugeruja, ze
skala i czas trwania hamujgcych potencjatéw postsynaptycznych, a takze wplyw na aktywno$¢ réznych
obszaréw korowych (lokalnych lub bardziej rozlegtych), zaleza od specyfiki potgczen miedzy
interneuronami a komérkami piramidalnym (Gidon & Segev, 2012; Holderith i in., 2012; S. H. Lee & Dan,
2012). Rozne podtypy interneuronéw roznig sie takze w dynamice krétkoterminowej, kinetyce i
skutecznosci synaptycznych wej$¢ i wyjs¢ (Ali & Thomson, 2008; Freund i in.,, 2003), a receptory dla
pojedynczego neuronu mogg wykazywac zréznicowanie w sktadzie podjednostkowym (Ali & Thomson,

2008; Freund i in., 2003).
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Rycina 4 - Rozklad laminarny interneuronéw GABAergicznych w korze (A) oraz mikro-obwody
zlozZone z interneurondw i komorki piramidowej (B).

A) Interneurony GABAergiczne sg nieréwnomiernie rozmieszczone w kory moézgowej. PV-IN jest
dominujacym skladnikiem we wszystkich warstwach poza warstwg 1. SST-IN wystepuja we
wszystkich warstwach, ale sg szczegoélnie liczne w warstwach V-VI. Istnieje wyraZne rozgraniczenie
laminarne miedzy VIP-IN, a non-VIP dominujace w warstwie I (np. komdrki NGFC). Te wzorce
rozmieszczenia laminarnego obserwuje sie w kory somatosensorycznej myszy, a bardzo podobne
rozktady zaobserwowano takze w korze czotowej i wzrokowej (zaadaptowane za Tremblay i in.
(2016))

) Schematyczny diagram potgczen podkreslajacy kluczowe zwigzki miedzy réznymi typami
interneuronéw i komorki piramidowej (Pyr) w mikro-obwodzie (zaadaptowane za Mazza i in.
(2021)).

=]

6.3.4 Podziat z uwzglednieniem neuromodulatorow

W ostatnich latach, dzieki postepowi w dziedzinie molekularnych metod genetycznych, ktére umozliwiajg
znakowanie, monitorowanie i manipulowanie specyficznymi populacjami interneurondéw, nastapit znaczacy
rozwoéj badan nad interneuronami korowymi (Tremblay i in., 2016). Zréznicowana ekspresja receptorow
wsrod tych komdrek wskazuje na ich réznorodnos¢ funkcjonalng i reakcje na neuromodulatory, takie jak
acetylocholina (ACh), serotonina (5HT), dopamina (DA) i noradrenalina (NE), ktére odgrywaja kluczowa role
w regulacji funkcji obwodow kory nowej oraz sg odpowiedzialne za dynamiczne zmiany zwigzane z réznymi
stanami aktywnos$ci moézgu i reakcjami behawioralnymi (Mufioz & Rudy, 2014). Dla przyktadu Ach,

uwalniana przez neurony cholinergiczne podstawy przodomdzgowia, rekonfiguruje mikro-obwody
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neuronalne, wplywajac na pobudliwo$¢ neuronéw i dynamike transmisji synaptycznej (Colangelo i in.,
2019), a pobudzajgc neurony piramidowe kory przez receptory nikotynowe i modulujac ré6zne domeny
poznawcze (Hedrick & Waters, 2015). NE produkowana przez miejsce sinawe, moduluje plastycznos¢
korowg, wywierajgc efekty pobudzajace, hamujace i dwufazowe na neurony korowe (Salgado i in., 2016).
ACh, 5HT, NE i DA, s3 obecne w strukturach kory stuchowej i biorg udziat w regulacji przetwarzania
dzwiekow w zaleznos$ci od stanu wewnetrznego i wyrazisto$ci bodzZca, co sugeruje, ze ich wplyw rozciaga sie
na modulacje sensoryczna (Schofield & Hurley, 2018). Te neuromodulatory wptywaja réwniez w roézny
spos6b na homeostaze jonéw potasu w komdrkach astrocytow, modulujac przez to sygnat

somatosensoryczny i funkcje sieciowe (Wottoniin., 2019).

Interneurony réznig sie takze ekspresja biologicznie aktywnych molekut, takich jak biatka wigzgce wapn:
parwalbumina (PV), kalbindyna (CB) i kalretynina (CR); neuropeptydy: somatostatyna (SST), polipeptyd
jelitowy (VIP), neuropeptyd Y (NPY), cholecystokinina (CCK); oraz substancja P i neuronalna forma tlenku
azotu (NOS) (Kawaguchi & Kubota, 1997)(Frandolig i in., 2019; Gonchar i in., 2007, 2008; Hubel & Wiesel,
1968; Kanamaru i in., 2013; Kelsom & Lu, 2013; Naka & Adesnik, 2016; S. J. Smith i in., 2020; Tepper i in,,
2010; Tremblay i in., 2016).

W korze przedczolowej, wzrokowej i somatosensorycznej szczuréw oraz w obszarze V1 u myszy,
zidentyfikowano oddzielne grupy interneuronéw wyrazajacych markery molekularne takie jak
parwalbumina (PV), somatostatyna (SST) i kalretynina (CR), a takze neurony posiadajace jonotropowy
receptor serotoniny 5HT (HT3aR1) (Gonchar i in., 2007; Kubota i in., 1994, Rudy et al. 2013 chyba) (Sultan i
in,, 2016; Tremblay i in., 2016). SST i CR RUDY 2011 czesto wspotwystepuja, pojawiajac sie razem w 19%
neurondéw GABAergicznych (Gonchar i in., 2008), co sktania do kategoryzacji interneurondéw na grupy
wyrazajace PV, SST oraz receptor serotoniny SHT3Ar. Te trzy markery - PV, SST i 5HT3Ar - s3 obecne na
réznych typach interneuronéw w Kkorze nowej, co pozwala na ksztattowanie prawie catej populacji
interneuron6w GABAergicznych (S. H. Lee i in., 2010; Tasiciin., 2016, 2018; Zeisel i in., 2015). Interneurony
z ekspresja parwalbuminy stanowia okoto 40% tej populacji, a te wyrazajace somatostatyne okoto 30%.
Pozostate interneurony posiadaja receptor SHT3Ar (S. H. Lee i in., 2010), z czego okoto 40% z nich to
komoérki wyrazajace VIP (Tremblayiin., 2016). Komorki z ekspresjg PV, SST i VIP (Gonchar i in., 2007; Heintz
iin.,, 2022; Scheyltjens & Arckens, 2016), szczegdlnie te zaangazowane w modulacje aktywnos$ci w uktadzie
SST-VIP, odgrywaja kluczowa role w procesach percepcji wzrokowej pierwszorzedowej kory wzrokowej
(Adler, Zhao, Shin, Yasuda, & Gan, 2019; Ayzenshtat i in., 2016; Pfeffer i in., 2013; Ringach i in., 2016;
Scheyltjens & Arckens, 2016) i sg uznawane za istotne dla indukcji neuroplastycznosci (Chaplin & Margrie,

2020; Liguz-Lecznar i in., 2022; Ribeiro i in., 2018; Scheyltjens & Arckens, 2016).
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6.3.5 Morfologiczna klasyfikacja interneuronéw kory

Pomimo znaczacej réznorodnosci podtypdw interneuronéw GABAergicznych i licznych kryteriéw ich
Klasyfikacji, wiekszo$¢ badan koncentruje sie na modelu szczurzym, obejmujacym rézne obszary korowe
(Ascoliiin., 2008). Interneurony pierwszorzedowej kory wzrokowej myszy wykazuja podobienstwa do tych
u szczuréw (X. Xu i in,, 2008), a pod wzgledem morfologicznym mozna wyrdézni¢ cztery gtéwne typy
interneuron6w GABAergicznych, takie jak komoérki wykazujace ekspresje PV, komorki wykazujace
ekspresje SST, komorki wykazujace ekspresje VIP oraz komorki non-VIP wykazujace obecno$¢
receptora 5HT3Ar. Chociaz ten podziat Kklasyfikacyjny jest uproszczony, ilustruje zréznicowanie

funkcjonalne i morfologiczne interneuron6w GABAergicznych w korze mézgowej (Ascoli i in., 2008).

Pierwsza, najliczniejsza grupe interneuronéw stanowia interneurony wykazujace ekspresje PV. Komérki
te dzielimy na komorki koszyczkowate (ang. basket cells) i kandelabrowe (ang. chandelier cells), sg typami
interneuron6w wykazujacych ekspresje parwalbuminy (PV), biatka kluczowego dla buforowania stezenia
wapnia w cytoplazmie (Permyakov & Uversky, 2022). W ukladzie nerwowym, PV bierze udziat w
prawidlowym funkcjonowaniu synaps tworzonych przez interneurony PV-IN oraz prawdopodobnie reguluje
transport aksonalny (Arif, 2009). Te komoérki hamujg wzajemnie swojg aktywno$¢, a interneurony PV-IN
biora udziat w szybkim hamowaniu ze sprzezeniem zwrotnym i wyprzedzajacym, ukierunkowane na ciato
komorkowe i proksymalne dendryty neuronéw pobudzajacych (Kubota, 2014; S. H. Lee i in., 2010; Pfeffer i
in.,, 2013), co przyczynia sie do zwiekszenia niezawodnos$ci impulséw i zmniejszenia stosunku sygnatu do
szumu (Grier i in.,, 2023). Sa one szczegdlnie liczne w IV warstwie kory (X. Xu i in.,, 2010). Komorki
koszyczkowate charakteryzuja sie aksonami o licznych rozgatezieniach, ktére unerwiajg ciata i dendryty
proksymalne innych neuronéw, tworzac wokoét komérki docelowej rodzaj "koszyczka" (Freund i in., 1983;
Jiang i in., 2015; Markram i in., 2004). Interneurony PV-IN modulujg aktywno$¢ poprzez potaczenia z
proksymalnymi dendrytami, wywotujac krétkotrwate i szybkie potencjaty czynnosciowe typu FS (Markram
i in.,, 2004). To wlasnie przez potencjaly czynnosciowe typu FS komérki koszyczkowate wptywaja na

aktywno$¢ interneuronéw somatostatynowych (E. M. Goldberg i in., 2011).

Drugim typem komoérek wyrazajacych PV sg komorki kandelabrowe. Zlokalizowane gtéwnie w Il warstwie
(Woodruff i in., 2011) oraz miedzywarstwowo w V/VI warstwach kory (Taniguchi i in., 2013). Ich gesto
rozgatezione aksony tworza liczne lokalne odgatezienia, skoncentrowane na wzgérku aksonalnym komérek
piramidalnych, co jest znaczaca cechg wskazujgcg na ich intensywng role w przekazywaniu sygnatow w
obrebie kory (Taniguchi i in.,, 2013). Dodatkowo, posiadajg rozbudowane drzewka dendrytyczne, ktére
wykazuja charakterystyczng asymetrie w warstwach [ oraz II/Ill (Woodruff i in., 2011). Interneurony

kandelabrowe modulujg aktywnos$é neuronéw przez synapsy na aksonach, generujac krotkotrwate, szybkie
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potencjaty czynno$ciowe typu FS (Taniguchi i in., 2013). Te komérki réwniez charakteryzuja sie wyzszym
oporem btonowym, dtuzsza statg czasowa btony, krotsza latencjg potencjatu czynno$ciowego od momentu
depolaryzacji oraz mniejsza adaptacja w poréwnaniu z komérkami koszyczkowymi (Taniguchi i in., 2013).
Badania przeprowadzone na korze przedczotowej szczuréw sugerujg, ze neurony kandelabrowe moga
wykazywa¢ wyzsza czestotliwos¢ wytadowan niz komérki koszyczkowe. W zaleznosci od stanu aktywnosci
mozgu, PV-IN kandelabrowe moga dziata¢ depolaryzujaco, wptywajac zar6wno hamujaco jak i pobudzajaco
na neurony piramidalne, co wptywa na prawdopodobienstwo generowania potencjatéw czynnosciowych w

komorkach postsynaptycznych (Povyshevaiin., 2013; Woodruffi in., 2011).

W korze mézgowej zidentyfikowano réwniez inne typy komorek PV-IN, takie jak komorki multipolar
bursting (Blatow i in., 2003) komoérki z miedzywarstwowymi aksonami (Bortone i in., 2014), komorki shrub
(SC) oraz komorki wydtuzone poziomo - horizontally elongated cells (HEC) (Buchanan i in., 2012; Jiang i in,,
2015).

Kolejnym typem interneuronéw sg komoérki wykazujgce ekspresje peptydu naczyniowo-jelitowego VIP,
ktére mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy: interneurony o morfologii bipolarnej oraz interneurony o
wielobiegunowej morfologii. Interneurony bipolarne typu VIP-IN_wyrézniaja sie wrzecionowatymi cialami
komérkowymi oraz charakterystyczng, dwubiegunowa morfologia, zwykle z pojedynczym peczkiem
dendrytéw ukierunkowanym w jednym kierunku (Bayraktariin., 1997; Cauliiin., 2014). Sa rozproszone we
wszystkich warstwach kory, od I do VI, z najwiekszg liczebno$cia w warstwach II/1Il, a najmniejsza w
warstwach V/VI (Bayraktar i in., 1997; Pronneke i in.,, 2015; Tremblay i in., 2016). Ich aksony czesto
utrzymujg pionowa orientacje, unerwiajac gtéwnie warstwy ponizej ciata komérkowego (Bayraktar i in.,
1997, 2000). Dendryty tych interneurondéw, zwykle wezsze, przebiegaja przez liczne warstwy kory, co
pozwala na integracje informacji z r6znych poziomdéw kory (Pronneke i in., 2015). Komérki te preferencyjnie
hamujg aktywno$¢ komoérek SST oraz piramidalnych (Pfeffer i in., 2013). Natomiast interneurony
wielobiegunowe VIP-IN zazwyczaj wystepujg na granicy warstw I i II, chociaz moga by¢ réwniez obecne w
gtebszych warstwach I1/11l oraz VI (He i in., 2016)(Pronneke i in., 2015). Maja okragte lub wieloboczne ciata
komoérkowe z czterema lub wiecej dendrytami (Pronneke i in., 2015), ktére rozchodzg sie promieniscie lub
maja orientacje horyzontalng (Caputi i in., 2009; He i in., 2016; Pronneke i in., 2015), a ich aksony majg
organizacje pozioma (Pronneke i in., 2015). Taka struktura umozliwia im obficie unerwia¢ lokalne komérki
i tworzy¢ dodatkowe odgatezienia w ramach tej samej warstwy oraz kolumny macierzystej (Kawaguchi &
Kubota, 1996, 1997; Markramiin. 2004; Y. Wang i in., 2002). Interneurony te wykazuja zréznicowane wzory

wytadowan, ktére mogg sie prezentowac jako adaptacyjne lub nieregularne (Schumaniin., 2019), a takze w
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formie wzoru typu burst, a ich wtasciwosci elektrofizjologiczne réznig sie od SST-IN i PV-IN (Schuman i in.,

2019).

Komorki non-VIP to kolejny typ interneuronéw charakteryzujace sie obecnoscig receptora 5SHT3Ar, sg
obecne we wszystkich warstwach kory moézgowej i stanowig okoto 60% wszystkich interneuronéw
korowych z tym receptorem (Lee i in.,, 2010; Tremblay i in., 2016). Wsréd nich znajdujg sie neurony o
morfologii przypominajgcej komorki glejowe NGFC (ang. neurogliaform cells), duze komorki koszyczkowe
wykazujace obecnos¢ cholecystokininy oraz komorki z zstepujacymi aksonami (Schuman i in., 2019;

Tremblay i in., 2016).

Kolejnym, ostatnim typem interneuronéw sg komoérki wykazujace ekspresje somatostatyny (ang.

somatostatin, SST lub SOM). Zostana one opisane szerzej w ponizszych podrozdziatach.

6.3.5.1 Korowe interneurony hamujqce zawierajgce somatostatyne

Somatostatyna to niewielki peptyd wystepujacy w trzech wariantach: SS-14, SS-28 i SS-28(1-12), ktoére s3
pochodnymi tego samego prekursora, preprosomatostatyny (Benoiti in., 1985). SS-14 i SS-28 oddziatuja na
piec typow receptoréw somatostatynowych (SSTRs1-5), sprzezonych z biatkiem G, ktoére przekazuja sygnaty
poprzez wiele Sciezek wtornych przekaznikow (Dobrzanski i in., 2022; Liguz-Lecznar i in, 2022).
Somatostatyna, bedac neurotransmiterem i neuromodulatorem, wywiera gtéwnie dzialanie hamujgce
poprzez aktywacje réznych kanatéw potasowych (Tallent & Siggins, 1997). SST-IN regulujg aktywnos¢
neurondw poprzez dziatanie na ich dendryty, hamujac wytadowania lub przez efekt dyzinhibicji, co zwieksza
pobudliwo$¢ neuronéw piramidalnych (Rudy i in., 2011). Zauwazono, ze komorki SST-IN charakteryzujg sie
rézng aktywnos$cia przy réznych stanach behawioralnych (za Urban-Ciecko & Barth, 2016). Na przyktad,
ekspozycja na bodzZce awersyjne zwieksza ich aktywnos$¢ w hipokampie (Lovett-Barroniin., 2014). Z drugiej
strony, gdy zwierze jest blisko osiggniecia celu w zadaniach na lokalizacje nagrody, aktywno$¢ SST-IN w

korze przedczotowej maleje (Kvitsiani i in., 2013).

W obszarze pierwszorzedowej kory wzrokowej (V1), SST-IN petnig istotng role w przetwarzaniu informacji
wzrokowych, wspierajac hamowanie (Adesnik i in., 2012), co wptywa na integracje sygnatéw w sieci
neuronalnej (Adesnik i in., 2012; Phillips & Hasenstaub, 2016). Kontroluja one aktywno$¢ sieci zaréwno
przez synapsy na dendrytach, jak i na ciatach komoérek piramidalnych, wptywajac na ich wrazliwos¢ na
bodzce wzrokowe (Rikhye i in., 2021). Interneurony SST maja zdolno$¢ do wzajemnego hamowania,
zaréwno miedzy sobg, jak i w stosunku do innych typéw interneuronéw (Pfeffer i in., 2013) oraz komoérek
piramidalnych (Jiang i in., 2015; Pfeffer i in., 2013). Dodatkowo, interneurony te moga by¢ potgczone za

pomocg synaps elektrycznych, co moze prowadzi¢ do zwiekszonej synchronizacji hamowania na komarki
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piramidalne i inne typy interneurondw, takie jak PV-IN. Elektryczne sprzezenie miedzy neuronami SST-IN
moze wzmacnia¢ efektywno$¢ ich dziatania przez wspo6lng aktywacje, co sprzyja utrzymaniu réwnowagi
wewnatrz kory i regulacji aktywnos$ci neuronalnej (Fanselow i in., 2008; Gibson i in., 1999; Hu & Agmon,

2015).

Co ciekawe, komarki SST-IN wydaja sie by¢ w okresie krytycznym plastycznosci odpowiedzialne za wysoka
wrazliwo$¢ kory na bodZce wzrokowe, promujac neuroplastyczno$¢ (Millman i in., 2020; Song i in., 2020;
Yaegeriin., 2019). W okresie dorostym komorki SST-IN nadal wspieraja neuroplastyczno$¢é kory wzrokowej,
zwlaszcza podczas biegania, co podkresla ich role jako kluczowych modulatoréw zmiennosci aktywnosci w
zaleznosci od stan6w behawioralnych (Yaeger i in., 2019). Reakcje SST-IN na bodZce wzrokowe wykazuja
silng zalezno$¢ od aktualnego stanu behawioralnego (Pakan i in.,, 2016). Badania przeprowadzone przez
Pakan i in. (2016) ujawnily, Ze reakcje tych interneuronéw na bodZce wzrokowe sa $ciSle powigzane z
biezacym stanem organizmu. Wyniki te wskazuja, ze komdrki SST, zwtaszcza te znajdujgce sie w warstwach
II/1Il kory V1, sg integralnym elementem procesu przetwarzania informacji wzrokowej, utatwiajac

adaptacyjne modyfikacje w przetwarzaniu sygnatéw wzrokowych (Grieri in., 2023).

6.3.5.2 Rozmieszczenie interneuronow SST w korze nowej na przyktadzie kory wzrokowej

Rozmieszczenie interneuronéw SST-IN w korze nowej jest zréznicowane, zaréwno pod wzgledem
iloSciowym, jak i funkcjonalnym, réznigc sie miedzy takimi obszarami jak kora przedczotowa, barytkowa czy
wzrokowa (Scala i in.,, 2019). W korze wzrokowej myszy, interneurony SST-IN, ktére stanowig ~23%
wszystkich komdrek GABAergicznych sg obecne we wszystkich warstwach (Gonchar i in., 2008). Te komérki
mozna podzieli¢ na dwa gtéwne podtypy wystepujgce w korze nowej: typ Martinotti oraz typ nie-Martinotti

(Tremblay i in., 2016).

W przeciwienstwie do kory wzrokowej u szczura (Gonchar & Burkhalter, 1997), w mysiej korze wzrokowej
interneurony SST wykazuja koekspresje z kalretyning, co stanowi ~13-19% wszystkich komoérek
GABAergicznych, w zalezno$ci od fazy rozwojowej (Gonchar & Burkhalter, 1997; X. Xu i in., 2010). Taki typ
interneuronéw jest nazywany komoérkami typu Martinotti, jego obecno$¢ potwierdzaja badania w korze
somatosensorycznej (Miyoshi i in., 2007; X. Xu i in., 2008). Liczba komdrek GABAergicznych zmienia sie w
czasie rozwoju zwierzecia. Po 30 dniach zycia postnatalnego, stosunek liczby komoérek SST-IN osigga swoje
docelowe proporcje, jak okreslono w badaniach X. Xu i in. (2010). W warstwie [ SST-IN stanowig mniej niz
1% wszystkich komoérek GABAergicznych, okoto 10% w warstwach II/11I, 12% w warstwie 1V, 23% w V i
18% w VI (X. Xu i in., 2010).
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6.3.5.3 Interneurony SST typu Martinotti

6.3.5.3.1 Charakterystyka morfologiczna

Komorki typu Martinotti charakteryzuja sie zwykle owalnym lub wrzecionowatym Kksztattem ciata
komorkowego, z 2-4 dendrytami rozchodzacymi sie w przeciwnych kierunkach, tworzac charakterystyczne
speczki” (Markram i in., 2004; Y. Wang i in., 2004). Niektére z tych komérek moga réwniez wykazywacé
wielobiegunowg strukture (Tremblay i in., 2016), z dendrytami rozchodzacymi sie w rézne strony, co jest
jedna z najbardziej rozbudowanych form dendrytycznych wsréd interneuronéw (Wang i in., 2002). Badania
za pomoca mikroskopii elektronowej pokazujg, ze aksonalne zakonczenia komoérek SST-IN formuja synapsy
na poczatkowych segmentach aksonéw komérek piramidowych w drugiej warstwie kory wzrokowej u
szczuréw i matp. W przeciwienstwie do aksonéw komdrek kandelabrowych, ktére wyrazaja PV, SST-IN
unerwiajg rozne struktury, w tym ciata komoérek, dendryty oraz kolce, wptywajgc na aktywnos$¢ synaptyczng

na réznych etapach przewodzenia sygnatu (Gonchar i in., 2002).

Aksony komoérek Martinotti przebiegaja pionowo, docierajgc do gérnych warstw kory i tworzac liczne
kolaterale w warstwach II/1Ill, a takze w pierwszej warstwie, gdzie unerwiaja dystalne dendryty i kolce
komoérek piramidowych (McGarry i in., 2010). Ich odgatezienia w pierwszej warstwie czesto rozchodza sie
horyzontalnie, unerwiajgc dendryty komoérek glutaminianergicznych w sgsiednich kolumnach oraz
wysylajac rozgatezienia do nizszych warstw (Y. Wang i in, 2004). Aksony interneuronéw
somatostatynowych typu Martinotti maja zdolno$¢ do modulowania aktywnosci apikalnych dendrytéw
komoérek piramidowych z warstwy V (Murayama i in., 2009) oraz bazalnych dendrytéw warstwy 11, a w korze

wzrokowej moga nawet tworzy¢ synapsy na innych aksonach (Gonchari in., 2002).

Komdrki Martinotti warstwy I1/11I sg stosunkowo jednorodne, ale w warstwie V mozna je podzieli¢ na dwie
gltéwne podgrupy: neurony T-shaped, ktore gtéwnie projektuja do warstwy I oraz neurony Fanning-out z
intensywnie rozgatezionymi aksonami w warstwach II/1II (Nigroiin., 2018). W warunkach in vivo, komorki
T-shaped wykazuja obnizong aktywno$¢ podczas rytmicznych ruchéw wibryss, podczas gdy aktywnos¢

komoérek Fanning-out wzrasta (Mufoz i in., 2017).

Komérki typu Martinotti zawierajag SST, a okoto potowa z nich zawiera dodatkowo inne markery dla
interneuronéw, takie jak kalbindyna, Kkalretynina, neuropeptyd Y, cholecystokinina, reelina, a

prawdopodobnie takze preprodynorfina (X. Xu i in., 2010c).
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6.3.5.3.2 Charakterystyka elektrofizjologiczna

W nowej korze moézgowej, interneurony SST-IN typu Martinotti wykazuja zrdznicowane wzorce
elektrofizjologiczne, ktore zostaly doktadnie zbadane zaréwno pod katem morfologicznym, jak i
funkcjonalnym. Typowy dla tych komoérek jest adaptacyjny wzorzec wytadowan, w ktérym czestotliwosé
impulséw zmniejsza sie z czasem, a czas trwania wyladowan wydtuza sie (Y. Wang i in., 2004). Takie
wytadowania sg rowniez klasyfikowane jako niskoprogowe (ang. low-threshold spiking, LTS), co zostato
zdefiniowane przez Kawaguchi & Kubota (1997). Badacze ci zidentyfikowali dwie podgrupy komérek
Martinotti w korze czotowej szczura: te, ktdre wywotuja regularne potencjaty czynnos$ciowe w warstwach
[I/1111V oraz te, ktére generujg LTS gtownie w warstwie V. LTS sg typowe po hiperpolaryzacji, obserwowanej
po aplikacji pradu hiperpolaryzujacego (J. H. Goldberg i in., 2004). Komorki te tatwo generuja potencjaty
czynnos$ciowe, nawet przy aktywacji pojedynczego neuronu piramidowego (Kozloski i in., 2001). Chociaz
LTS sa charakterystyczne dla SST-IN, podobne wtasciwo$ci moga réwniez wystepowaé w innych typach
interneuronow, takich jak VIP-IN (Ma i in., 2006). Wiekszos¢ badan elektrofizjologicznych nad komérkami
Martinotti wykazata ich adaptacyjny profil odpowiedzi na prad depolaryzujacy, co jest kluczowe dla
monitorowania i regulacji poziomu pobudzenia oraz hamowania zwrotnego w sieci neuronalnej (Y. Wang i
in, 2004). Niektére komorki Martinotti, podobnie jak komorki nie-Martinotti, mogg rdéwniez
charakteryzowac sie szybkimi FS oraz nieregularnym wzorcem wyltadowan z losowymi przerwami miedzy

szybkimi wytadowaniami(Ma i in., 2006; Nigro i in., 2018; Y. Wang i in., 2004).

Charakterystyczna dla komoérek Martinotti jest takze mozliwo$¢ generowania potencjatow czynnos$ciowych
typu "rykoszet", ktére pojawiaja sie po naglym powrocie potencjatu blonowego komdérki ze stanu silnie
spolaryzowanego do poziomu zblizonego do potencjatu spoczynkowego (]J. H. Goldberg i in., 2004; Ma i in.,
2006). Zjawisko to jest zwigzane z obecno$cig kanatow wapniowych typu T, ktére sg aktywowane przez
prady dokomoérkowe indukowane hiperpolaryzacjg (Ascoli i in., 2010; . H. Goldberg i in., 2004). Co wiecej,
cze$¢ komorek Martinotti wykazuje dwufazowg hiperpolaryzacje po potencjale czynno$ciowym, sktadajaca
sie z szybkiego i wolnego komponentu. Ta cecha odréznia je od komoérek typu nie-Martinotti, ktore

wytadowuja sie z mniejsza czestotliwoscig (Beierlein i in., 2003; Ma i in., 2006).
6.3.5.4 Interneurony SST typu nie-Martinotti

6.3.5.4.1 Charakterystyka morfologiczna

Interneurony SST typu nie-Martinotti wyrézniajg sie brakiem wyraznie rozgatezionych aksonéw w I

warstwie kory (Tremblay i in., 2016), co zostato zidentyfikowane w badaniach na liniach transgenicznych
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myszy (Maiin.,, 2006; Olivaiin., 2000; Scheyltjens & Arckens, 2016; X. Zhouiin., 2020). Te komorki sg obecne
we wszystkich warstwach od II do VI, ale najliczniej wystepuja w warstwach IV i V, a mniej licznie w
warstwach II/IIl (Ma i in., 2006). Mimo Ze stanowig mniejsza populacje niz komérki Martinotti (H. Xu i in.,
2013), odnotowano ich dominacje w warstwie IV kory somatosensorycznej, podczas gdy w warstwie [V kory

wzrokowej przewazajg komorki Martinotti (Scala in., 2019).

Aksony tych komoérek, szczegdlnie te znajdujgce sie w warstwie IV, charakteryzujg sie gestym rozgatezieniem
w tejze warstwie oraz tworzeniem odgatezien w warstwach II/Ill. W warstwach V/VI aksony réwniez
unerwiajg warstwe IV, tworzac lokalne rozgatezienia. W przeciwienstwie do komoérek Martinotti, aksony
komorek nie-Martinotti rzadko przekraczaja granice swojej macierzystej kolumny (Mai in., 2006; Nigro i in.,

2018; H.Xu i in. 2013).

Brak specyficznego znacznika molekularnego dla wszystkich komérek nie-Martinotti sprawia, ze istnieje
niedostatek petnych danych molekularnych i elektrofizjologicznych dotyczacych tej populacji (Maiin., 2006;
Scheyltjens & Arckens, 2016; X. Zhou i in,, 2020). Badania immunocytochemiczne i hybrydyzacji in situ
sugerujg obecnos$¢ lub brak kalbindyny w komoérkach nie-Martinotti w zaleznosci od linii transgenicznych
zwierzat (Ma i in.,, 2006; Naka i in., 2019). Ponadto, obecnos$¢ kalretyniny zostata zidentyfikowana w
niewielkiej subpopulacji tych komoérek (Nigro i in,, 2018), a niektére badania sugeruja takze mozliwo$¢

wystepowania neuropeptydu Y (Mai in., 2006).

6.3.5.4.2 Charakterystyka elektrofizjologiczna

Interneurony SST typu nie-Martinotti, podobnie jak komoérki Martinotti, wykazujg réznorodno$¢ w swoich
wilasciwosciach elektrofizjologicznych. Charakterystyczne dla nich jest przejawianie réznych wzorcéw
wytadowan, takich jak szybkie FS lub nieregularne IR oraz moga wykazywac nieregularny wzorzec

wytadowan z przypadkowymi przerwami miedzy szybkimi impulsami (Y. Wang i in., 2004).

W odréznieniu od komorek Martinotti, komdrki nie-Martinotti maja nizszy opdr wejsciowy, co rzadziej
prowadzi do tzw. wytadowan '"rykoszetowych". Te wyladowania rykoszetowe charakteryzujg sie
generowaniem potencjaléw czynnoSciowych po naglym powrocie potencjalu btonowego z silnie
spolaryzowanego stanu do wartosci zblizonych do potencjatu spoczynkowego (H. Xu i in., 2013). Komoérki te
czesto wykazuja szybka hiperpolaryzacje po potencjale czynno$ciowym, co w potaczeniu z ich innymi
pasywnymi cechami elektrofizjologicznymi sprawia, Zze ich odpowiedzZ jest szybsza w pordwnaniu do
komorek Martinotti. Taka dynamika sprawia, ze komarki nie-Martinotti przypominajg interneurony PV-IN i

charakteryzujgce sie wzorcem szybkich wytadowan FS (H. Xu i in., 2013).
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6.3.5.5 Modulacja aktywnosci interneuronéw somatostatynowych

Aktywnos$¢ interneurondw GABAergicznych wykazujgcych ekspresje SST jest regulowana przez interakcje z
réznymi typami komérek, w tym komdrkami piramidalnymi (X. Jiang i in, 2015) oraz innymi
interneuronami, przede wszystkim tymi wykazujacymi ekspresje VIP (Pfeffer i in,, 2013), a w mniejszym
stopniu przez interneurony PV (Tremblay i in., 2016). Najnowsze badania wykazaly, ze selektywna
nadekspresja Lypd6, endogennego modulatora sygnalizacji nikotynowej, w dojrzatej pierwszorzedowej
korze wzrokowej (V1), moze efektywnie wzmacnia¢ aktywno$¢ tych interneuronéw (Kecskés i in., 2020).
Nikotyna, ktéra dziata na nikotynowe receptory ACh, moze zwieksza¢ immunoreaktywnos¢ podobna do
somatostatyny i liczbe specyficznych receptoréw SST w korze moézgowej, co wskazuje, ze aktywnosé
cholinergiczna moze regulowa¢ komoérki SST-IN (Barrios i in., 1990). Co wiecej, ACh wzmacnia potaczenia
synaptyczne miedzy neuronami piramidowymi a neuronami somatostatynowymi, co sugeruje role w
modulowaniu mikroobwoddéw korowych (Chevy & Kepecs, 2018) i mozliwe, Ze wptywa na reakcje kory
wzrokowej na bodZce i przetwarzanie sygnatu specyficznie dla typu komérki i warstwy wystepowania (Soma
i in,, 2013). ACh oddziatuje na interneurony wykazujace ekspresje somatostatyny w warstwie II/III kory
wzrokowej, co ma kluczowe znaczenie dla modulowania plastycznosci i stanu aktywno$ci korowej (Sugihara
iin., 2016). Badania pokazaty réwniez, ze astrocyty moga regulowa¢ aktywnos$¢ SST-IN (Y. Lii in., 2020), co
obserwowano w astrocytach hipokampa i kory wzrokowej (Henriques i in., 2022; Y. Li i in., 2020).
Zaskakujaco, astrocyty hipokampa modulujg aktywno$¢ tylko interneuronéw SST (bez zmian dla
interneuronow PV), podczas gdy astrocyty korowe skutecznie przeszkadzajg w formowaniu sie $ladu

pamieciowego strachu w V1 (Y. Lii in., 2020).

Komoérki SST-IN typu Martinotti przyczyniajg sie do wystepowania lokalnych wyhamowan aktywno$ci
neuronalnej, zwanego blanket inhibition w promieniu do okoto 200 um, poprzez rozlegla sie¢ aksonalng w
warstwie [, tworzac synapsy na wierzchotkowych dendrytach komdrek piramidalnych. Sg one aktywowane
przez sprzezenie zwrotne z neuronéw piramidowych i dezaktywowane przez VIP-IN, co umozliwia regulacje
aktywnosci kory i integracje sygnatéw z potaczen korowo-korowych (Karnaniiin., 2014; Liguz-Lecznari in.,
2022). Na komorki SST-IN mogg réwniez oddziatywac komorki glejopodobne NGFC, stanowigce odrebny typ
interneuronow GABAergicznych, wystepujace w szczeg6lnosci w warstwie I (Tremblay i in., 2016). NGFC
wykazujg unikalne wtasciwosci elektrofizjologiczne i morfologiczne oraz posrednicza w powolnych
hamujacych pradach postsynaptycznych, w ktoérych posredniczy receptor GABAa (Ibanez-Sandoval i in.,
2011) dziatajgce na receptor metabotropowy GABAg (Sanchez-Vives i in., 2021; Tamas i in,, 2003). Te
komorki angazujg sie w wzajemne potaczenia hamujace i elektryczne z komoérkami piramidalnymi i

interneuronami warstwy I/, wptywajac na procesy integracji sygnatow w warstwach nad- i
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podziarnistych (A. ]. Lee i in., 2015). Komo6rki NGFC w dalszych warstwach IV oraz V selektywnie hamuja
aktywnos$¢ interneuronéw (Chittajallu i in,, 2013; Tremblay i in., 2016), cho¢ doktadne mechanizmy ich
interakcji z interneuronami SST nie s jeszcze w petni poznane, a dostepne badania dostarczajg sprzecznych

informacji (za Tremblay i in. (2016)).

6.4 MECHANIZMY PLASTYCZNE - LTP, LTD, STPD ORAZ PLASTYCZNOSC HOMEOSTATYCZNA

Zmiany zachodzace w komoérkach podczas uczenia sie asocjacyjnego (warunkowania klasycznego) zachodza
po pierwsze na poziomie synaps. W ogromnym uproszczeniu synapsy neuronéw aktywnych podczas uczenia
sie podlegaja dtugotrwatemu wzmocnieniu synaptycznemu (ang. long-term potentation, LTP). Pod wplywem
dtugotrwatego wzbudzenia (in vivo oraz in vitro) powodowanego serig stymulacji o wysokiej czestotliwosci,
niektére z synaps ulegajg wzmocnieniu, czyli tatwiej i szybciej ulegaja aktywowaniu przez kolejna
prezentacje tego samego bodzZca. Taka zmiana plastycznosci synaps utrzymuje sie od minut, do dni lub
tygodni. LTP zaobserwowane i opisane po raz pierwszy na neuronach hipokampa (Bliss & Lgmo, 1973). LTP
zaobserwowano réwniez w korze nowej (m.in. kora motoryczna (Rioult-Pedotti i in., 2000), kora stuchowa
(Kudoh & Shibuki, 1994), kora wzrokowa (Cooke & Bear, 2010), ptat skroniowy (W. R. Chen i in., 1996), w

ciele migdatowatym (Schafe i in., 2005), w rdzeniu kregowym (Ji iin., 2003) i w wielu innych miejscach.

Procesem odwrotnym do LTP, jest dtugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. long-term depression, LTD)
(Kerr i in., 1994). LTD to przedtuzajacy sie spadek reakcji synaps, gdy synapsy sa pobudzane z matg
czestotliwosci. Wydaje sie, ze LTP i LTD razem posrednicza w modyfikacjach funkcjonalnych wywotanych

dos$wiadczeniem (Kerr i in., 1994), takze w pierwszorzedowej korze wzrokowej (Pandey i in., 2022).

Mimo lat badan nad zrozumieniem podstaw adaptacji synaptycznej proceséw LTP - LTD, ich dynamicznych
zmian w czasie, mechanizméw molekularnych czy funkcjonalnych, to, doktadne zrozumienie, w jaki spos6b
procesy biochemiczne i komdrkowe t3cza sie w homeostatyczny uktad zwrotny, nadal nie zostalo w pei

wyjasnione (S. D. Suniin., 2024).

W uktadzie nerwowym, poza LTP i LTD wystepuje rowniez plastyczno$c¢ zalezna od czasu wytadowania (ang.
spike-timing-dependent plasticity, STDP). STDP odnosi sie do formy asocjacyjnej plastycznosci synaptycznej,
w ktorej czasowa kolejno$¢ presynaptycznych i postsynaptycznych potencjatéw czynnos$ciowych okresla
kierunek plastycznosci, to znaczy, czy indukowana jest depresja synaptyczna, czy potencjalizacja. STDP
reguluje site synaptyczng w zalezno$ci od czasu miedzy potencjalami czynno$ciowymi pre- i
postsynaptycznymi. Presynaptyczny potencjal czynnoSciowy presynaptyczny postsynaptycznym

potencjatem czynnoSciowym wzmacnia synapse, a im Krotszy odstep czasowy miedzy nimi, tym wieksza
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zmiana masy synaptycznej. Natomiast postsynaptyczny potencjat czynno$ciowy przed presynaptycznym
ostabia synapse, przy krotkim czasie miedzy skokami efekt jest wiekszy (Rubenstein i in., 2020; Shouval i in.,
2010). STDP wykorzystuje precyzyjne okreSlanie czasu potencjatéw czynno$ciowych. Co interesujace,
wtasciwosci czasowe STDP mogg by¢ modyfikowane przez neuromodulatory, takie jak dopamina (Frohlich,
2016), czy acetylocholina (Brzosko i in., 2019). W korze wzrokowej najprawdopodobniej plastycznosé
zachodzaca w polach recepcyjnych jest zwigzana z STPD. Zauwazono, ze skoordynowane wzmocnienie
niektérych kolcow dendrytycznych przy jednoczesnym ostabieniu innych wigze sie z redystrybucja
receptora AMPA poprzez dziatanie biatka Arc (El-Boustani i in, 2018). Badania w ostatniej dekadzie
dodatkowo wskazaty, ze plastycznos¢ STPD moze poprawic¢ selektywnos$¢ orientacji u dorostych myszy

(Cogno & Mato, 2015).

6.4.1 Rola interneuronéw GABAergicznych wykazujgcych ekspresje somatostatyny w neuroplastycznosci

wywotanej uczeniem sie

Rola aktywnos$ci interneuronéw GABAergicznych w procesach plastycznosci korowej i uczenia sie
asocjacyjnego i przetwarzania pamieci jest coraz dogtebniej poznawana i dokumentowana (Ferrer & De
Marco Garcia, 2022; Gass & Chandler, 2013). Interneurony GABAergiczne z ekspresja somatostatyny wydaja
sie wazne w procesach pamieciowych podczas warunkowania klasycznego (Dobrzanski et al. 2022,
Cummings i Clem, 2020), ale tez pamieci kontekstowej (Kluge i in.,, 2008). W badaniach mysiej kory
przedczotowej interneurony SST aktywowaly i wzmacnialy lokalnie i selektywnie przekaZnictwo
synaptyczne (wyzsza czestotliwo$¢ pobudzajacych potencjatéw postsynaptycznych w SST, ale nie w
interneuronach PV w warstwie II/IlI) podczas prezentacji bodzca wyuczonego. Zaobserwowano wzrost
sygnatu wapniowego w obrebie interneuronéw SST tylko na bodziec wyuczony. Dezaktywacja
interneuronéw SST po warunkowaniu klasycznym wptyneta znaczaco na reakcje behawioralng (redukcja
odruchu zamierania). Wskazuje to, Ze mimo wcze$niejszych doniesien, to nie interneurony z ekspresja
parwalbuminy sg koniecznie do wywotania reakcji zamierania, a te z ekspresjg SST (a proces ten oparty jest
o aktywno$¢ petli odhamowujacej, w ktorej interneurony SST pobudzaja aktywno$¢ neuronéow
pobudzeniowych przez hamowanie interneuronéw PV) (Cummings & Clem, 2020). Podsumowujac, dla kory
przedczotowej, podczas asocjacyjnego uczenia sie, interneurony SST sa kluczowe do konsolidacji $ladu
pamieciowego, kontroli i akwizycji pamieci. Tak jak w korze przedczotowej, jak w i korze stuchowej i
barytkowej zaobserwowano zwigzek miedzy warunkowaniem strachu a interneuronami GABAergicznymi z
ekspresja SST. W korze barytkowej aktywno$¢ interneurondw SST nawet bez udziatu interneuronéw VIP jest

konieczna do zaobserwowana zmian plastycznych (Dobrzanski i in., 2022).
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W korze wzrokowej SST-IN wspotwystepuja razem z PV-IN oraz VIP-IN, gdzie wspoélnie sg zaangazowane w
plastycznos$¢ korowa podczas uczenia sie. Badania pokazaty, ze trening dyskryminacji wzrokowej zmienit
profil odpowiedzi na istotne bodZce wzrokowe we wszystkich typach interneuronéw (Khan i in., 2018).
Jednak to wtasnie SST-IN wydaja sie by¢ wazne dla modulowania aktywnosci V1 zmniejszajac pobudzajaca
transmisje synaptyczng poprzez unerwienie interneuronéw PV-IN typu FS, powodujac zwiekszenie

selektywnoSci orientacje neurondéw V1 i mozliwosci ré6znicowania wzrokowego u myszy (Song i in., 2020).

Potwierdzaja to inne badania nad interneuronami SST w pierwszorzedowej korze wzrokowej, pokazujac
plastycznos$¢ zalezng od uczenia sie i dynamiczng zmiane réwnowagi miedzy oddolnymi i odgérnymi
strumieniami informacji (ang. top-down processing), a wszystko kontrolowane jest przez interneurony SST
(Makino & Komiyama, 2015). Makino & Komiyama zasugerowali, Ze uczenie sie w korze czuciowej moze
prowadzi¢ do zwiekszenia modulacji przez wyzsze obszary mozgu, jednoczesnie zmniejszajac oddolne
wejScia sensoryczne. Aby zbada¢ mechanizmy obwodowe lezgce u podstaw tego procesu, przeprowadzono
badania aktywnoS$ci neuronéw podczas warunkowania klasycznego, a rejestrowano zmiany w sygnale
wapnia z warstw II/Ill oraz IV w V1 myszy. Neurony warstwy IV sg unerwianie gtéwnie ze Zrédta oddolnych
i dalekosieznych projekcji z kory retrosplenialnej (ang. retrosplenial cortex, RSC), a neurony warstwy I1/111
otrzymuja stymulacje miedzy innymi z neuronéw warstwy IV (da Costa & Martin, 2010). W trakcie uczenia
sie rejestrowany sygnat wapniowy z neuronéw warstwy IV stopniowo stabt, podczas gdy wejscia z RSC
stawaly sie silniejsze. Co wiecej, neurony warstw II/111 wykazywaty stopniowy wzrost aktywno$ci zwigzany
z uczeniem sie, rownoleglty do podobnej zmiany wej$¢ z RSC. Co ciekawe, po 4-dniowej sesji warunkowania
klasycznego zaobserwowano zmniejszenia aktywnos$ci neuronéw hamujgcych SST-IN w V1, ktére moga
potencjalnie regulowac wejscia z wyzszych obszaréw moézgu. Ogdlnie rzecz biorac, wyniki uzyskane przez
Makino & Komiyama ujawniaja dynamiczng zmiane réwnowagi miedzy oddolnymi i odgérnymi
strumieniami informacji zalezng od procesu uczenia sie oraz odkrywaja role SST-IN w kontrolowaniu tego

procesu.

Badania nad plastycznoscia kory ruchowej wywotanej warunkowaniem klasycznym wskazaty, ze
somatostatyna istotnie wplywa na neurony piramidalne warstwy II/11I, ktére wykazywaty sekwencyjng
aktywacje w pierwotnej korze ruchowej myszy podczas uczenia sie umiejetno$ci motorycznych (Adler, Zhao,
Shin, Yasuda, & Gan, 2019). Istotnie, po warunkowaniu Kklasycznym komoérki piramidowe w
pierwszorzedowej korze wzrokowej charakteryzuja sie zmniejszona czestotliwoscia wytadowan
spontanicznych w warstwie IV (Bekisziin., 2017). Podobne wyniki w pierwszorzedowej kory stuchowej (A1)
dla komérek piramidowych warstwy 11 /111, ktorych aktywnos¢ zostata istotnie wyhamowana przez komorki

SST-IN uzyskat zesp6t Kato i in. (2015).
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Wyhamowanie aktywnosci interneurondw SST poprzez interneurony VIP wplyneto negatywnie na uczenie
sie sekwencji ruchowej i poprawnos$¢ wykonywanego zadania. Odkrycia te wskazuja, Ze interneurony SST
umozliwiajg i utrzymuja sekwencyjng aktywacje komorek piramidowych zalezng od plastycznosci
synaptycznej podczas uczenia sie umiejetnosci motorycznych (Adler, Zhao, Shin, Yasuda, & Gan, 2019). Co
wiecej, interneurony SST zapobiegajg interferencji przy tworzeniu sie oddzielnych sladéw pamieciowych
podczas nauki wiecej niz jednego ruchu na raz (Adler, Zhao, Shin, Yasuda, & Gan Correspondence, 2019; J. O.

Leeiin, 2023).

Aktywacja interneurondw somatostatynowych jest réwniez obserwowana podczas zadan z podejmowaniem
decyzji, a silniejszy sygnat wapniowy i wyhamowanie komérek piramidowych byto obserwowane tuz przed
podejmowaniem reakcji zwigzanej z nagroda (Pinto & Dan, 2015). W korze stuchowej interneurony SST, w
przeciwienstwie do PV, sg kluczowe do integracji dzwieku o r6znych czestotliwosciach oraz do przestrzennej
dyskryminacji dzwieku, czyli zdolnosci percepcyjnej do rozrézniania Zrédta dZzwieku na podstawie jego
potozenia przestrzennego w otoczeniu (Lakunina i in., 2020). Poza rolg w tworzeniu $ladu pamieciowego
interneurony GABAergiczne z ekspresjg somatostatyny wydaja sie réwniez petié role w odczuwaniu bélu
(Cichoniin., 2017) empatii i prosocjalnych zachowaniach (S. W.Kim i in., 2021) oraz w wywotywaniu strachu

przeniesionego (Keum i in., 2018).

6.4.2 Anatomiczne drogi zaangazowane w proces uczenia sie poprzez warunkowanie klasyczne

Oprdcz obszaréw kory, ktére ulegajag zmianom plastycznym w celu przechowywania pamieci dtugotrwatej
(Goltstein i in., 2021) obszary kluczowe do zaistnienia pamieci, konsolidacji jej z bodZcem i wytworzenia
odpowiedniej reakcji behawioralnej to ciato migdatowate, hipokamp (Fendt & Fanselow, 1999) oraz wzgdérze

(C. Shi & Davis, 2002).

Podczas prezentacji bodzca wzrokowego (neutralnego, warunkowanego) podczas warunkowania
klasycznego z jednoczesnym sparowaniem go z bodZcem bezwarunkowym, indukujacym uczucie strachu,
aktywowana jest droga brzuszna poprzez wzgdérze - ciato migdatowate oraz droga grzbietowa, potaczenie

wzgorzowo-korowo-migdatowate (Romanski & LeDoux, 1992; Shi & Davis, 2002).

Podczas prezentacji wzrokowego bodzca warunkowanego jadro boczne ciata migdatowatego ulega zmianom
plastycznym (LTP) indukowanym gtéwnie poprzez droge grzbietowa. Sygnaty ptynace z pierwszorzedowej
kory wzrokowej i/oraz drugorzedowej kory wzrokowej, poprzez obszar TE2 (skroniowy obszar 2, ang.
temporal association cortical area 2) do kory okotowechowej PR (ang. dorsal perirhinal cortex). Z obszaréw
TE2 i PR sygnaty trafiajg do jadra podstawno-bocznego ciata migdatowatego i do jadra centralnego ciata
migdatowatego (C. Shi & Davis, 2002).
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Jednoczesnie, poprzez stymulacje bodZcem bezwarunkowym neuronéw czuciowych, ktore przez wzgorze
pobudzaja ciato migdatowate (C. Shi & Davis, 2002) przekazujg informacje do jadra bocznego, a dalej do jadra
centralnego i do prazkowia. Z jadra centralnego informacja trafia do pnia mézgu (modulacja odruchéw), do
hipokampa (automatyzacja, modulacja hormonéw stresu), istoty szarej okotowodociggowej (Asok i in.,
2019), w ktérej znajduje sie jadro boczne nakrywki PAG (and. periaqueductal gray). PAG jest uwazany obszar
zaangazowany w motoryczne wyrazanie strachu, modulujace odruch zamierania (ang. freezing) (LeDoux et
al,, 1988) oraz do jader podwzgdrza (Roelofs, 2017; Roelofs & Dayan, 2022). Farmakologiczne hamowanie
tych komorek prowadzito do zmniejszonego warunkowego zamierania (jako odpowiedz na strach) i
zwiekszonego pobudzenia kory, zmieniajgc reakcje behawioralne na zagrozenie z pasywnych (zamieranie)
na aktywne strategie radzenia sobie (eksploracyjne i ocenianie ryzyka) (Gozzi et al., 2010). Sugeruje sie, ze
PAG reguluje wplyw uktadu wspotczulnego oraz przywspéiczulnego, wptywajac na powstawanie

warunkowanej bradykardii oraz hipoksji (Roelofs & Dayan, 2022).

6.4.3 Warunkowana bradykardia jako predyktor uczenia sie podczas warunkowania klasycznego

Warunkowanie klasyczne, nie tylko indukuje zmiany w obszarach kory odbierajace bodziec warunkowy, ale,
poprzez bodziec bezwarunkowy, dodatkowo indukuje zmiany w behawiorze, na przyktad jak zamieranie
(Bouton & Bolles, 1980), podwyzszone ci$nienie krwi (LeDoux i in., 1988), nasilone przerazenie (Davis &
Hendersen, 1985), nasilone mruganie oczami (Lam et al. 1996) i analgezja (Fanselow & Bolles, 1979)
wokalizacja, tachykardia (Fendt & Fanselow, 1999) oraz bradykardia (Schreurs i in., 2011). Reakcja
behawioralna wystepuje tuz przed spodziewanym wystgpieniem bodZca (Carmack i in., 2016) oraz po
procesie uczenia sie, mozna zaobserwowac zamieranie na prezentacje bodzca bezwarunkowego,

wykorzystanego podczas warunkowania (Quinn i in., 2002).

Bradykardia wraz z niskim ci$nieniem tetniczym s3 indukowane przez drogi cholinergiczne uktadu
przywspotczulnego oraz poprzez aktywacje lokalnych receptoréw muskarynowych w PAG, co skutecznie
przeciwdziata indukowanej wspétczulnie tachykardii poprzez projekcje pochodzace z rdzenia kregowego
kluczowych dla ruchu i funkcji trzewnych (Hagenaars i in., 2014; Yoshimoto i in, 2010). Badania
warunkowania, ktoére 1acza grozbe w postaci wstrzasu jako bodziec bezwarunkowy z bodZcem
warunkowym, wykazaty, Ze tachykardia wywotana wspoétczulnie jest hamowana przez aktywno$c¢
przywspotczulng po prezentacji bodzca warunkowego (Hagenaars i in., 2014; Roelofs, 2017). Spadek w
czestotliwo$ci pracy serca jako miary zmian podczas warunkowania klasycznego jest wykorzystywane u
zwierzat (J. Liu i in,, 2013) jak i ludzi (Maschke i in., 2002). Zaobserwowano, Ze tuz przez wystapieniem
bodzca bezwarunkowego czestotliwo$¢ pracy serca znaczaco spada w poréwnaniu do sytuacji neutralnej

(Liguz-Lecznari in., 2009; Supple & Leaton, 1990; Yoshimoto i in., 2010).
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Zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi, dominacja uktadu przywspotczulnego nad wspdtczulng gatezia
autonomicznego uktadu nerwowego (AUN) podczas zamierania nie jest catkowita. Na przyktad zwiekszone
napiecie mie$ni, rozszerzenie Zrenic i przewodnictwo skéry utrzymuja sie w duzym stopniu podczas
wystapienia zagrozenia, co jest zgodne z dominujgcym wspo6tczulnym unerwieniem tych uktadéw (Roelofs,
2017). Dodatkowo aktywno$¢ obu uktadu prawdopodobnie jest zalezna od wieku zwierzecia. Na przyktad

mtode szczury moga wykazywac zamieranie, ale jeszcze nie wykazuja typowej bradykardii (Huntiin., 1998).

Te regulatory czestosci akcji serca sg uzupetiane przez regulatory na poziomie mézgu, czyli przez kore
przysrodkowa (ang. anterior cingulate cortex, ACC) i kore przedczotowa (ang. prefrontal cortex, PFC).
Zaangazowanie ACC i PFC w kontrole uktadu sercowo-naczyniowego zostato udowodnione zaré6wno u ludzi,
jak i szczuréw i prawdopodobnie obejmuje ich regulacje przywspdtczulnego aspektu baroreceptordw,

utatwiong przez receptory muskarynowe w ACC. (Hagenaars i in., 2014; Roelofs, 2017).

Istotne dla tych funkcji sa neuroprzekazniki, takie jak noradrenalina i acetylocholina, ktére moduluja
przetwarzanie informacji neuronalnych oraz reguluja dziatanie gatezi wspotczulnej i przywspétczulnej AUN.
Jednakze interakcje miedzy ukladami autonomicznymi a mézgiem podczas zamierania oraz sposéb, w jaki

wspdlnie koordynuja reakcje, pozostaja nie do konca zbadane. (Roelofs & Dayan, 2022).

6.5 PLASTYCZNOSC UKEADU WZROKOWEGO U DOJRZALYCH OSOBNIKOW

Plastyczno$¢, czyli zdolno$¢ mézgu do reorganizacji jego struktury, funkcji lub potaczen w zaleznosci od
bodZzcédw wewnetrznych lub zewnetrznych (Konorski, 1949), moze by¢ indukowana przez dwie
przeciwstawne procedury: indukowang deprywacje, tj. poprzez usuwanie bodZzcéw sensorycznych (Hiibener
& Bonhoeffer, 2014; Ptito i in., 2012; Sale i in., 2014; Wiesel & Hubel, 1963) i indukowang stymulacje, tj.
poprzez naktadanie nowych zestawéw bodzcéw i wskazéwek, poprzez wzbogacanie stymulujacego
Srodowiska lub poprzez uczenie sie zasad (Gubert & Hannan, 2019; Holtmaat & Svoboda, 2009; Kohn, 2007).
Pierwszy rodzaj plastycznos$ci wynika z braku pobudzenia neuronéw (K. Chen i in.,, 2020; Rittenhouse &
Majewska, 2009; Teichertiin., 2019). Mozemy do tego rodzaju plastycznosci zaliczy¢ plastyczno$¢ dominacji
ocznej (Sawtell i in., 2003). Drugi rodzaj plastycznos$ci jest osiggany poprzez pobudzenie neuronéw
(Bharmauria i in., 2019; Ghisovan i in., 2009; Patterson i in., 2013), i do tego rodzaju plastyczno$ci mozemy
zaliczy¢ plastyczno$¢ na orientacje (Cooke & Bear, 2010; T. Kim i in., 2020). Wyjatkowym przypadkiem
plastycznosci indukowanej stymulacjg jest plastyczno$¢ indukowana adaptacjg w dorostym mozgu, ktora

odnosi sie do wymuszonej stymulacji bodZcem nowym, niepreferowanym dla neuronéw (Kohn, 2007;
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Yoshida i in., 2009, 2012). Plastyczno$¢ mdzgu moze by¢ indukowana biernym doswiadczaniem stymulacji

lub brakiem odpowiedniej stymulacji, lub moze zachodzi¢ w sposéb czynny, podczas uczenia sie.

6.5.1 Plastycznos¢ dominacji ocznej u dorostych zwierzat

Plastyczno$¢ dominacji ocznej (ang. ocular dominance, OD) to temat, ktéry od wielu lat przyciaga uwage
badaczy, szczegdlnie w kontekscie proces6w rozwojowych i dojrzewania. W okresie krytycznym zastoniecie
jednego oka przesuwa odpowiedzi neuronalne w korze wzrokowej na korzy$¢ otwartego oka, pozostawiajac
potaczenia zastoniete oko- kora wzrokowa w stanie niedorozwiniecia (Fagiolini i in., 1994; Wiesel & Hubel,
1963). Uwazano, ze po zakonczeniu okresu krytycznego taka zmiana w dominacji ocznej nie wystepuje, a
kora wzrokowa jest ustabilizowana (Wiesel & Hubel, 1963). Badania naukowe skupiaty sie gtéwnie na
identyfikacji molekularnych i genetycznych proceséw, ktdre leza u podstaw neuroplastycznosci rozwojowe;j.
Zrozumienie istnienia neuroplastycznosci w dojrzalym uktadzie nerwowym otwiera ogromny potencjal w

dziedzinie neurorehabilitacji.

Najnowsze doniesienia sugeruja, ze wiekszo$¢ okreséw krytycznych nie zamyka sie nagle i catkowicie, ale
stopniowo i czesto niecatkowicie. Na przyktad zdolnos¢ do szybkiej plastycznosci kory somatosensorycznej
(S1) gwattownie spada w niektérych warstwach kory wkrétce po urodzeniu, ale w innych utrzymuje sie do
dorostosci (Kaas i in., 1983; Kossut i in., 1988), a podobny wzér zaobserwowano w przypadku plastyczno$ci
0D u kotéw (Daw i in., 1992). Mechanizmy plastycznosci kory mézgowej sg wydaja sie by¢ uniwersalne. Na
przyktad u dorostych ludzi wykazano, ze kora ruchowa i przedczolowa utrzymuje wysoki poziom

plastycznosci przez cate zycie, zwlaszcza w kontekscie nauki ruchéw (Kami i in., 1995).

Badania wykazaty, ze jako$¢ plastycznosci dominacji ocznej jest determinowana przez kilka czynnikéw,
takich jak czas trwania deprywacji (Fong i in., 2016), srodowisko Zycia zwierzecia (Greifzu i in., 2014),
wychowanie w ciemnos$ci (Ranson i in., 2012), manipulacje neuroprzekaznikéw (Vetencourti in., 2008), ale

przede wszystkim przez wiek, w ktérym pozbawienie widzenia ma miejsce (M. Sato & Stryker, 2008).

W pracy Sawtell i in. (2003) wykazali, Ze zmiana dominacji ocznej wystepuje u dorostych myszy i
wykorzystuje inne mechanizmy niz plastyczno$¢ w klasycznym okresie krytycznym (C. H. Liu i in., 2008) co
zostato potwierdzone w pézniejszych latach (Bennett, 2020; Karmarkar & Dan, 2006; Medini, 2014; Wu i in.,
2023).Jednak przesuniecie dominacji ocznej wystepuje dopiero po przedtuzonej (powyzej 5 dni) deprywacji
jednoocznej oraz zalezy od receptora NMDA (Buonomano & Merzenich, 1998; Sawtell i in., 2003).
Zablokowanie receptora NMDA blokuje przesuniecie dominacji ocznej w korze wzrokowej dojrzatej myszy
(>30 dni zycia) wywotanej krotkotrwatg deprywacjg (4 dni) (Wu i in., 2023), jednak trwate zmiany mozna
zaobserwowac po dluzej trwajacej deprywacji (7 dni) (Wu i in.,, 2023). Co ciekawie, w dojrzatej korze
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wzrokowej zaobserwowano zmiany w aktywnosci w warstwie V (Q. S. Fischer i in,, 2007), a nie II/III
warstwie, co mozna zaobserwowac¢ u mtodych myszy podczas trwajgcego okresu krytycznego (Kasamatsu &
Imamura, 2020). U mtodych myszy podczas okresu krytycznego podczas zmiany dominacji ocznej obserwuje
sie zmniejszone hamowanie komorek piramidowych (Chen et al., 2011). Badania nad dotyczace
plastycznos$ci dominacji ocznej w korze wzrokowej u dorostych osobnikéw myszy, wykazaty, ze hamowanie
wewnatrzkorowe przez obwody GABAergiczne jest podstawowym czynnikiem ograniczajacym plastyczno$c¢

kory (Maffeiiin., 2006).

Kilka badan dostarczyto dowoddéw poszlakowych sugerujacych, ze PV-IN, wsrod wszystkich korowych
populacji komoérek GABAergicznych, odgrywaja centralng role w regulacji krytycznych okreséw kory
wzrokowej. Myszy transgeniczne, ktére wykazujg wczesniej wystepujacy okres krytyczny, wykazujg réwniez
wczesne dojrzewanie PV-IN (Hanover i in., 1999; Krishnan i in., 2015). Plastyczno$¢ mozna przywrdci¢ u
transgenicznych zwierzat poprzez manipulowanie receptorami GABAa, wystepujacych na btonie komérek
PV-IN (Fagiolini i in, 2004). Bardziej bezposrednio, rozpuszczenie struktur zewnatrzkomdrkowych
specyficznych dla PV-IN (sieci perineuronalne, ang. perineuronal nets, PNN) przywraca plastyczno$¢ u

dorostych myszy (Pizzorusso i in., 2002).

Dowody przedstawione przez zesp6t Kuhlman (Kuhlman i in., 2011, 2013) wykazaty, ze PV-IN odgrywajg
permisywng role w plastycznosci okresu krytycznego poprzez odhamowanie sieci pobudzajacej. Jednak
préby odtworzenia tego efektu poprzez chemogenetyczne i optogenetyczne ttumienie hamowania PV-IN po
deprywacji jednoocznej u starszych myszy przyniosty mieszane wyniki (Kaplan et al., 2016; Kuhlman et al.,
2013; Saiepour et al., 2015). Moze to wynika¢ z réznic metodologicznych w parametrach stosowanych do

manipulowania neuronami PV (El-Boustani & Sur, 2014; Ribic, 2020).

Badanie Sadahiro i in. (2020) potwierdzito, Ze mozna pobudzi¢ neuroplastycznos$¢ u dorostych osobnikow
przez poprzez wzmocnienie lokalnych bodzcéw hamujacych wywotanych przez interneurony wykazujacych
ekspresje somatostatyny (SST-IN), ktére w procesie dyzinhibicji hamujg aktywno$¢ interneuronéw
wyrazajacych parwalbumine (PV-IN) co odhamowuje lokalne neurony pobudzajace (Sadahiro i in., 2020). Co
ciekawe, ostatnie prace wykazaty, ze deprywacja jednooczna moze drastycznie zmieni¢ liczbe wejsé
synaptycznych PV-IN w pierwszorzedowej korze wzrokowej (Ribic, 2020). MoZna na tej podstawie wysnu¢
wniosek, ze kontrolujgc aktywnos$¢ komdrek PV-IN, mozna kontrolowa¢ neuroplastyczno$¢ nawet w
dojrzatym uktadzie nerwowym. Dlatego poznanie roli, jaka petnig komoérki SST-IN podczas procesow

neuroplastycznych w dojrzatej korze wzrokowej wydaje sie obiecujacym kierunkiem badan.

W badaniu OD metoda rejestracji wewnetrznych sygnatéw optycznych (ang. intrinsic signal optical imaging,

ISOI) okazata sie wielce skuteczna. ISOI umozliwito wizualizacje i pomiar zmian aktywnos$ci korowej w
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odpowiedzi na bodzZce wzrokowe i deprywacje sensoryczng u myszy (Cang i in., 2005; Teichert i in., 2018;
Zepeda i in., 2004). Technika ta byta szczegélnie uzyteczna w mapowaniu plastycznosci OD w okresach
krytycznych, ocenie wptywu miedzymodalnej deprywacji sensorycznej i zrozumieniu trwatoSci
plastycznosci w réznych obszarach korowych (Cang i in., 2005). Na przyktad ISOI ujawnito, Ze plastycznos¢
OD moze rdzni¢ sie w zaleznosci od réznych obszaréw kory wzrokowej, przy czym niektére obszary
zachowuja plastyczno$¢ po okresie krytycznym, co podkresla role tej techniki w zrozumieniu plastyczno$ci

hierarchicznej sieci neuronowej (Teichertiin., 2018).

6.5.2 Plastycznosc selektywnosci orientacyjnej u dorostych zwierzat

Preferencja orientacyjna neuronéw w dojrzatej korze wzrokowej uwazana byta za stabilng wtasciwos$¢
neuronalng, ktéra pozostaje zasadniczo niezmieniona po wczesnym okresie zycia (Dragoi et al.,, 2000).
Jednak okazuje sie, ze V1 wykazuje plastyczno$¢ selektywnoSci orientacyjnej u dorostych myszy odgrywa
kluczowg role w ich zdolnos$ci do adaptacji do zmian $srodowiskowych. Ta forma plastycznosci stuzy jako
forma pamieci rozpoznawczej, ktéra zmienia zachowanie. Zwiekszona wrazliwo$¢ na okreslong orientacje u

myszy prowadzi do wyzszej selektywnoSci orientacyjnej (Ayzenshtati in., 2016).

Myszy z wrodzong tatwoscig orientujg sie i przygladaja monitorowi komputerowemu wyswietlajgcemu
nowe, odwracajace fazy, wysokokontrastowe wizualne bodZce, czarno-biate paski o pojedynczej orientacji
(Cookeiin., 2015). Tareakcja behawioralna zanika, gdy jest testowana w kolejnych dniach, ale powraca, jesli
czarno-biate paski zostang obrdécone do nowej orientacji. BodZce odwracajgce faze, ktére wywotuja
adaptacje do specyficznej orientacji bodzca (ang. orientation-selective habituation, OSH), wyzwalajg rowniez
wizualne VEP, ktére mozna monitorowaé chronicznie przez kilka dni za pomoca elektrod rejestrujacych z
warstwy [V V1 (Frenkel & Bear, 2008). Wraz z rozwojem adaptacje do specyficznej orientacji bodzca, VEP w
odpowiedzi na znang orientacje bodZca rosnie, zjawisko zwane selektywnym wzmocnieniem odpowiedzi na
bodziec (ang. stimulus-selective response potentiation, SRP) (Frenkel, Sawtell, Diogo, i in., 2006). Rejestracje
sygnatéw wapniowych w neuronach piramidowych warstwy IV ujawnity, ze ciata neuronéw na odwrdécenie
fazy znanego bodZca wzrokowego s3 zmniejszone i wykazuja silng adaptacje w trakcie sesji. W
przeciwienistwie do tego, sygnaly wapniowe i potencjaly wywotane w neuropilu s3 wzmocnione podczas
prezentacji znanego bodzca, a potencjaty wywotane wykazujg zmniejszong adaptacje w trakcie sesji.
Wskazuje to na model, w ktérym wzrost szybkich odpowiedzi synaptycznych (dendrytycznych) o krétkiej
latencji, objawiajacy sie wzmocnionymi potencjatami wywotanymi w warstwie IV V1, prowadzi do
hamowania w celu sttumienia aktywnos$ci komérkowej. Zmniejszona aktywno$¢ komorkowa w odpowiedzi
na znany bodziec moze wyjasni¢ behawioralne korelaty SRP, tj. dlugotrwata habituacje selektywng na dang

orientacje (T. Kim i in., 2020). Kolejne badania wykazaty, ze adaptacja wzrokowa moze prowadzi¢ do zmian
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w selektywnosci orientacji w korze wzrokowej, szczeg6lnie w obszarach takich jak V1 i V2 (Craddock i in.,
2023). Ta plastycznos¢ pozwala neuronom dostosowac swoje odpowiedzi do preferowanych orientacji,
utatwiajgc adaptacje do nowych bodzcéw wzrokowych (Kang i in., 2014; A. Schoups i in., 2001; Vidyasagar i
in., 2015). Co wiecej, wplyw adaptacji na selektywno$¢ orientacji rézni sie w zalezno$ci od warstwy korowej,
przy czym gtebsze warstwy w V2 wykazujg mniejszy wplyw w poréwnaniu z warstwami powierzchownymi
(Lussieziin., 2021). Co wiecej, wptyw adaptacji na selektywno$¢ orientacji rézni sie w zaleznosci od warstwy
korowej, przy czym gtebsze warstwy w V2 wykazuja mniejszy wplyw w poréwnaniu z warstwami
powierzchownymi (Lussiez i in., 2021). Co wiecej, ekspozycja na okreSlong orientacje poprzez
doswiadczenie wizualne moze skutkowa¢ zmiang preferencji orientacji wéréd neuronéw wrazliwych na
orientacje, prowadzac do zwiekszenia gestosci potaczen neuronéw optymalnie reagujgcych na eksponowang
orientacje (Bharmauria i in., 2022; Lazar i in., 2021). Co wiecej, badania pierwszorzedowej kory wzrokowej
(V1) myszy wykazaty, Ze neuronalna rozréznialno$¢ dwéch ortogonalnych orientacji wzrastata wraz z
kontrastem, wskazujac, ze rozréznialnos$¢ orientacji neuronéw V1 przy wysokim kontrascie byta wyzsza,
czesciowo ze wzgledu na zalezng od kontrastu zdolno$¢ neurondéw V1 do rozrézniania orientacji (Dai i in.,
2018; Long i in., 2015). Badania przeprowadzone przez Hong Wang i in. (2006) wskazaty na dwa odrebne,
zalezne od do$wiadczenia procesy plastycznosci kory wzrokowej: jeden obejmujacy zalezne od biatka Arc
wzmocnienie specyficznos$ci orientacji podczas okresu po otwarciu oczu, a drugi obejmujacy niezalezng od
biatka Arc adaptacje wystepujaca u dorostych zwierzat wielokrotnie eksponowanych na okreslony bodziec
wzrokowy. Brak biatka Arc powoduje wzrost odsetka neuronéw o niskiej selektywnos$ci orientacyjne;j i

wiekszych mozliwo$ciach adaptacyjnych dla preferowanej adaptacji (Hong Wang i in., 2006).

6.5.3 Plastycznosc indukowana adaptacjq w dorostym moézgu

Tak jak zostato to wspomniane na poczatku rozdziatu, wyjgtkowym przypadkiem plastyczno$ci indukowanej
stymulacjg jest plastyczno$¢ indukowana adaptacjg w dorostym mézgu, ktéra odnosi sie do wymuszone;j
stymulacji bodZcem nowym, niepreferowanym przez neurony (Kohn, 2007; Yoshida i in., 2009, 2012).
Adaptacja neuronéw do silnego bodZca moze zmniejszy¢ odpowiedzi na nastepne podobne bodzce. Ta
wtlasciwos¢ zostata scharakteryzowana w odniesieniu do wielu wymiaréw bodzcow, takich jak orientacja,

kontrast, czestotliwo$¢ przestrzenna, kierunek ruchu oraz predkos$¢ (za Dragoi i in. (2000)).

Do lat 2000 zwiekszona aktywno$¢ neuronéw na nadreprezentowany lub wyrézniony bodziec wzrokowy
byta wyjasniania takimi procesami jak oboczne hamowanie miedzy neuronami wrazliwymi (Ganz, 1966;
Tolhurst & Thompson, 1975) lub "zmeczeniem" neuronéw korowych (Blakemore & Campbell, 1969;
Blakemore & Nachmias, 1971).
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Mechanizmy zjawiska adaptacji byty niejasne, dlatego w 2000 roku Dragoi i in. zaproponowali hipoteze, Ze
proces adaptacji kory wzrokowej na nadmiernie prezentowane bodzce nie jest biernym zjawiskiem, w
ktérym wrazliwo$¢ na okres$long orientacje rosnie kosztem wrazliwosci na inne orientacje w trakcie
dtugotrwatej ekspozycji, ale raczej aktywnym procesem, ktory zalezy od czasu prezentacji bodZca. Proces

ten obejmuje interakcje w sieci neuronowej i uwzglednia zardwno ostabienie, jak i wzmocnienie odpowiedzi.

W 2006 roku zesp6t Frenkela opisat zmiany plastyczne, ktére zaszty w korze wzrokowej u myszy na
dos$wiadczenie powtarzajgcego sie bodzca wzrokowego. Zwierzetom prezentowano od 3 do 8 dni
poruszajace sie czarno-biate paski o wysokim kontrascie, bez zadnej dodatkowej stymulacji nagrody/kary.
Po do$wiadczeniu zaobserwowano zmiane w sile VEP w warstwie IV V1 (Frenkel, Sawtell, Diogo, i in., 2006).
To wzmocnienie odpowiedzi korowej, czyli SRP, jest silnie selektywne pod wzgledem cech wzrokowych,

takich jak orientacja, kontrast i czestotliwo$¢ (Cooke i in., 2015; T. Kim i in., 2020).

Doswiadczalne manipulacje aktywnos$ci pierwszorzedowej kory wzrokowej, ktore zaktocaja selektywne
wzmocnienie odpowiedzi na bodziec, dziatajg podobnie na selektywna habituacje orientacji. Mechanizm
zar6wno wzmocnienia odpowiedzi na bodziec, jak i selektywna habituacja orientacji zostaty dogtebnie
zbadane i wykazano, Ze oba wymagaja aktywnosci receptoréw NMDA oraz AMPA btony postsynaptycznej
neuronéw w V1, co sugeruje podobienstwo do zjawiska LTP (Frenkel, Sawtell, Diogo, i in., 2006). Lokalne
zablokowanie powstawania LTP poprzez podanie blokeréw lub manipulacje aktywnoscia PV-IN
przeciwdziata powstaniu zaréwno wzmocnienia odpowiedzi na bodziec, jak i LTP w obszarze wzgoérzowo-
korowym (Kaplaniin., 2016). Co ciekawe, zjawisko wzmocnienia odpowiedzi na bodziec oraz LTP s3 zalezne
od czasu trwania stymulacji elektrycznej impulsem theta (TBS). Przedwczesne wystgpienie wzmocnienia
odpowiedzi na bodziec moze zaburzy¢ wystgpienia LTP w obszarze V1 i vice versa (Cooke & Bear, 2010).
Zatem zrozumienie jaka jest dynamika zjawiska selektywnego wzmocnienia odpowiedzi na bodziec w V1,
moze zapewni¢ Kkluczowy wglad w pamie¢ rozpoznawania wzrokowego, przejawiajacg sie jako

dtugoterminowa habituacja behawioralna dla znanych bodZcéw (T. Kim i in., 2020).

Plastyczno$¢ orientacji w korze wzrokowej myszy trzymanych w warunkach ekspozycji na pojedyncza
orientacje pokazuje, Ze postnatalne do$wiadczenie wzrokowe moze modyfikowaé selektywno$¢ orientacji
zaréwno u mtodych, jak i dorostych myszy (Yoshidaiin., 2009). Badania przeprowadzone przez Yoshida i in.
(2009, 2012) wykorzystujace gogle montowane na gtowie w celu ograniczenia stymulacji wzrokowej do
okreslonych orientacji wykazaty, ze selektywno$¢ orientacji moze by¢ zmieniana poprzez mechanizmy
zalezne od dos$wiadczenia, z wyrazng nadreprezentacja eksponowanej orientacji w korze wzrokowe;j.
Dwufotonowe obrazowanie sygnatéw wapniowych ujawnito, Zze mechanizmy ukierunkowane odgrywajg

dominujacg role w zmianie preferencji orientacji w kierunku doswiadczonej wcze$niej orientacji podczas
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ekspozycji na pojedyncza orientacje (Yoshida i in,, 2012). Ogdlnie rzecz biorac, odkrycia te podkres$laja

dynamiczny charakter plastycznos$ci orientacji w odpowiedzi na do§wiadczenie wzrokowe u myszy.

Badania ujawnity takze, ze tak samo jak w plastycznos$ci kory wynikajgcej ze zmiany dominacji ocznej, i w tej
neuroplastycznos$ci interneurony hamujgce pelnia istotng role, wskazujagc na role komoérek PV-IN w

modulacji sity pradéw hamujacych do pobudzajacych (Cooke & Bear, 2014; Kaplan i in., 2016).
6.5.4 Plastycznos¢ wrazliwosci na orientacje indukowana uczeniem sie

Mimo ze bierna ekspozycja na bodziec wywotuje zmiany plastyczne w dojrzatej korze, niemniej wiekszos$¢
przypadkow plastycznosci u dorostych indukowana jest przez aktywne uczenie sie. Podczas uczenia sie
percepcyjnego zwierze uczy sie wykrywac lub rozréznia¢ dang ceche po wielokrotnym ¢wiczeniu. W uczeniu
asocjacyjnym poprzez warunkowanie instrumentalne odrdznianie cechy jest powigzane z nagroda lub kara.
Metoda uczenia sie percepcyjnego oraz asocjacyjnego zostaty zaadaptowane do szerokiej gamy zadan
sensorycznych, ktore skutkujg silng reorganizacja kory moézgowej, jednak wtasciwosci neuroplastyczne

dojrzatej kory wzrokowej nie zostaty tak dobrze zbadane jak kory stuchowej (Ribic, 2020).

Dotychczasowe badania neuroplastycznos$ci wywolanej wyuczong orientacjg bodZca wzrokowego wskazujg
na zwiekszong aktywnos$¢ neuronalng podczas jego prezentacji (Shiu & Pashler, 1992; Vogels i in., 1984), bez
zwiekszonej aktywnos$ci neuronalnej wobec innych bodzcow wzrokowych (A. A. Schoups i in., 1995), chyba

Ze majg one wspolne cechy z bodZzcem wyuczonym (A. Schoups i in.,, 2001).

Podobnie jak w zmianie dominacji ocznej i plastycznosci adaptacyjnej, przy plastycznosci zwiagzanej z
uczeniem sie mozna zaobserwowac znaczna role potaczen hamujgcych. W pierwszorzedowej korze
wzrokowej, wejscia cholinergiczne ACh z jadra Meyerta moga aktywowaé interneurony
naczynioworuchowego peptydu jelitowego (VIP-IN), zwiekszajac plastyczno$¢ kory wzrokowej (Fu et al.,
2014, 2015). Najprawdopodobniej dzieje sie tak poprzez wzmocnienie proceséw uwagi oraz zwiekszenie
potencjatu plastycznosci korowej w pierwszorzedowej kory wzrokowej, zwigzanego z stosunkiem sygnatow

hamujacych do pobudzajacych (Kang et al.,, 2014).

Otwartym pytaniem pozostaje, czy dorosta kora wzrokowa wykazuje plastycznos¢ selektywnosci
orientacyjnej w kontekscie plastycznos$ci zaleznej od uczenia sie. Ten temat badatam eksperymentalnie

w mojej pracy doktorskie;.
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6.6 TECHNIKA SPEKTROMETRII OPTYCZNEJ ISOI

W badaniach przedstawionych w niniejszej rozprawie zastosowano metode analizy selektywnosSci
orientacyjnej oraz jej plastycznosci, wykorzystujac optyczny zapis aktywno$ci mézgu za pomoca techniki
obrazowania optycznego sygnatu wlasnego kory, znanej réwniez jako spektrometria optyczna ISOI. Metoda
ta umozliwia neuroobrazowanie aktywnos$ci obszaréw korowych z rozdzielczo$cig przestrzenng 50 - 100
um (Ibbotson & Jung, 2020) i rozdzielczos$ci czasowej 100 ms (Morone i in., 2017). Metoda ISOI jest rowniez
stosunkowo nieinwazyjna dla gryzoni i znajduje zastosowanie w badaniach podtuznych, przy rejestracjach
wielokrotnie powtarzanych. Przeprowadzone badania poréwnawcze, z uzyciem metody ISOI i rejestracji
elektrofizjologiczne, wskazuja, ze sygnaty ISOI Scis$le odpowiadajg sygnatéw elektrofizjologicznych, jak
wykazano w siatkdwce Zaby (Yao, 2009), korze barytkowej myszy (Rector i in., 2005), grzbietowym pniu
mézgu (Rectoriin., 2001) i czesci grzbietowej rdzenia przedtuzonego szczura (Rector i in., 1999), a takze w

korze wzrokowej matp i kotéw (Frostigiin., 1990).

6.6.1 Opis techniki spektrometrii optycznej ISOI

Metoda spektrometrii optycznej ISOI jest technologia opartg na rejestracji zmian wtasciwosci spektralnych
hemoglobiny. Oksyhemoglobina HbO,, w przeciwienistwie do karbaminohemoglobiny HbCO,, dzieki
natlenieniu absorbuje wiecej swiatta. Zmiany w koncentracji oksyhemoglobiny i jej hemodynamika podczas
(zwiekszonej) aktywno$ci neuronalnej odzwierciedlane s3 zmianami w absorpcji $wiatta (Grinvald i in.,
1986; Grinvald & Bonhoeffer, 1999). Metoda spektrometrii optycznej ISOI korzysta z tych samych zatozen co
funkcjonalny rezonans magnetyczny - fMRI i spektroskopia w bliskiej podczerwieni - NIRS. Wykorzystujac
kamere CMOS jako wysokoczuta matryce detekcji fotodetektoréw, metoda mierzy zmiany w absorpcji, czyli
rozproszenie Swiatta (sygnat optyczny, ang. optic signal), ktéry jest proporcjonalny do stezenia
oksyhemoglobiny (sygnal wewnetrzny, ang. intrinsic signal), a tym samym zwigzany z aktywnosScig
neuronéw (Frostig, 2006; Raichle i in, 1976). Zmiany rozproszenia $wiatla wywotane aktywno$cig

neuronalng sg niewielkie, rzedu 1% mierzonej amplitudy sygnatu (Morone i in., 2017).

Oksyhemoglobina absorbuje $wiattlo o dilugosci fali elektromagnetycznej 600-630 nm. a
karbaminohemoglobiny charakteryzuje sie absorpcja fali elektromagnetycznej 530-570 nm., co pozwala na
réznicowanie i kategoryzowanie sygnatéw (Frostig i in., 1990). W celu jednolitego o$wietlenia z okreslong
dtugoscia fali elektromagnetycznej wykorzystuje sie system $wiattowoddéw z soczewkami skupiajgcymi oraz
lampe 12V lampe HAL, wolframowo-halogenowa z zintegrowanym filtrem termicznym KG1 z gniazdem na

filtr Swietlny (wiecej w podrozdziale 8.2.6.2.2 Oswietlenie kory mézgowej).
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6.6.2 Zastosowanie spektrometrii optycznej ISOl w neuronauce behawioralnej

Metoda spektrometrii optycznej ISOI zostala wykorzystana do badania aktywno$ci obszaréw
pierwszorzedowej kory somatosensorycznej (Zepeda i in., 2004), pozwolita sprecyzowac architekture
funkcjonalng pierwszorzedowej kory wzrokowej u matp (Grinvald i in., 1999) oraz kory barytkowej u
szczurow (Sintsov i in.,, 2017). Metoda spektrometrii optycznej ISOI pozwolita zobrazowa¢ kolumny
orientacyjne kory wzrokowej u kotéw (Grinvald i in., 1986) oraz organizacje retinotopowa obszaréw
wzrokowych u myszy i kotéw (Kalatsky & Stryker, 2003). Dotychczasowe badania wykorzystywaty te
technike do rejestracji aktywnosci ustrukturyzowanych obszaréw korowych lub aktywowanych
zréznicowanymi bodZcami lokalizacji sgsiadujacych, albo do rejestracji obszaréw nieustrukturyzowanych
aktywnych w celu lokalizacji obszar6w o maksymalnej aktywacji (Postuszny i in., 2022). Nie zbadano
jeszcze, czy metoda spektrometrii optycznej ISOI moze by¢ uzyteczna w testowaniu funkcji korowych,
ktore nie s3 ustrukturyzowane w organizacji kolumnowej, a praca eksperymentalna z

wykorzystaniem tej techniki przedstawiona w niniejszej rozprawie jest pierwsza tego typu.

6.6.3 Zastosowanie spektrometrii optycznej ISOl w badaniach kory wzrokowej

Wiekszo$¢ badan dotyczgcych wilasciwosci neuronéw wrazliwych na orientacje w mysim modelu
zwierzecym przy uzyciu metody spektrometrii optycznej ISOI skupiata sie na charakterystyce obszarow
korowych aktywowanych przez stymulacje wzrokowg i pomijata ich zmiany w czasie oraz zalezno$¢ od
rodzaju bodZcéw wzrokowych i rodzaju stymulacji ocznej (Pielecka-Fortuna i in., 2015). W literaturze nie
ma badan przedstawiajacych zmiany sity sygnatu optycznego pod wptywem manipulacji eksperymentalnych
(m.in. Tommerdahl i in. (2002)). Analiza zmian w czasie sygnalu optycznego, zarejestrowanego podczas
rejestracji ISOI, stanowi, poza mapami aktywacji ISOI, wiarygodne Zrédto informacji (Turley i in., 2017) i

moze by¢ skutecznie stosowana w badaniach eksperymentalnych (Raciborska i in., 2024).

6.7 TecHNIKA DREADD

Technika DREADD (ang. Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs - zaprojektowane
receptory wybiorczo aktywowane przez zaprojektowane zwigzki) stworzona zostata przez Bryana Rotha (B.
L. Roth, 2016). Metoda ta pozwalajg na odwracalng, selektywng kontrole populacji neuronéw lub catych
szlakéw neuronalnych (Alexander i in., 2009). W przeciwienstwie do optogenetyki kontrolujacej komorki
lub obwody neuronalne Swiattem, technika DREADD eliminuje potrzebe zastosowania $wiattowodéw i

obwoddw elektrycznych, pozwalajac zwierzeciu na swobodny ruch (Alexander i in., 2009; Armbruster i in.,
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2007; E. J. Campbell & Marchant, 2018). W metodzie DREADD stosujgc manipulacje biotechnologiczne,
wprowadza sie do komoérek sztucznie stworzone receptory, ktéore w odpowiednich momentach s3
aktywowane poprzez biologicznie nieaktywne ligandy. Dodatkowymi zaletami tej techniki jest w pewno$cia
minimalna inwazja w tkanke i maksymalna kontrola nad obszarem manipulowanym: okreslong Kklasa
neurondéw i/lub $ciezki neuronalne;j. Co jest niezmiernie wazne, podczas badan behawioralnych z modelem
uczenia sie warunkowego, technika DREADD moze by¢ stosowana powtarzalnie, przez caty okres uczenia sie

(K. S. Smith i in., 2016).

6.7.1 Opis techniki DREADD

Wyréznia sie dwie najbardziej popularne klasy receptorow DREADD: hamujace hM4Di (ang. human
muscarinic type-4 inhibitory DREADD) (Armbruster i in,, 2007) oraz pobudzajace aktywno$¢ neuronalng
hM3Dq (ang. human muscarinic type-3 excitatory DREADD) (Alexander i in., 2009). S3 to uzyskane droga
mutacji genetycznej ludzkie cholinergiczne receptory metabotropowe zwigzane ze szlakiem biatek G (E. J.
Campbell & Marchant, 2018). Wprowadzono liczne mutacje, ktére spowodowaty, ze receptory przestaty by¢
wrazliwe na endogenne (acetylocholine) lub egzogenne (karbachol) zwigzki chemiczne - ligandy, a zyskaty
wrazliwo$¢ na nowo zaprojektowane zwiazki, obojetne biologicznie (E. J. Campbell & Marchant, 2018).
Biatka G odgrywaja kluczowa role w procesie transdukcji sygnatu. Gdy na receptor metabotropowy zadziata
przekaznik pierwotny (lub zaprojektowany ligand jak w przypadku zmutowanych receptoréw hM3Dq lub
hM4Di), w biatkach G, odpowiednio Gg/11 i Gip, sprzezonych z tymi receptorami zachodza
wewnatrzkomérkowe kaskady zmian biochemicznych, prowadzacych do depolaryzacji lub
hiperpolaryzacji komorki (Armbruster i in., 2007). Receptor hM4Di dziata na komoérke hiperpolacyzujaco
(hamujgco) i jest konsekwencja blokady enzymu cyklazy adenylowej oraz aktywacji kanatéw GIRK (ang. G
protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel) a poprzez receptor hM3Dq depolaryzacja
neuronu (aktywacja) wynika z uruchomienia $ciezki sygnalizacyjnej zwigzanej z aktywacja fosfolipazy
C, co prowadzi ostatecznie do uwolnienia jonéw wapnia (Pierce i in., 2002). By uzyska¢ kontrole nad
populacja neuronéw lub szlakiem neuronalnym, zaprojektowane receptory hM3Dq lub hM4Di
wprowadza sie za pomocg wektoréow wirusowych i/lub odpowiednich zwierzat transgenicznych do

neurondéw wybranych struktur mézgu.

Jednymi z najpopularniejszych rekombinowanych wektoréw wirusowych, wykorzystywanych do
wprowadzania wirus6w do komoérek mézgu, sa adenowirusy (AAV) (E. ]J. Campbell & Marchant, 2018). AAV
sg stosunkowo nietoksyczne i osiggaja dtugotrwata (miesiac do roku) ekspresje (Morsy i in., 1998). Istnieje

kilka réznych serotypow AAV wykorzystywanych do iniekcji, a kazdy serotyp ma rézne wydajnosci
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transdukcji (Nair i in., 2015). Rodzaj uzytego wektora, rodzaj promotora, ilo$¢ niesionego materiatu
genetycznego oraz typ celowanej komdrki, moze wplywaé na transdukcje i ekspresje DREADD populacji
neurondéw. Kluczowa zaletg wykorzystania wektoréw wirusowych do posredniczenia w ekspresji DREADD
wystepuje w potaczeniu z systemami Cre, czyli wystepowanie okre$lonych markeréw genetycznych W
komorce. Pozwala to na ograniczenie ekspresji DREADD (ekspresji DNA transdukowanego) tylko do
genetycznie zmanipulowanych populacji neuronéw (E. J. Campbell & Marchant, 2018). Ta technika zostata
szeroko przyjeta ze wzgledu na jej skuteczno$¢ w ograniczaniu ekspresji receptoré6w DREADD do komoérek,
ktére wyrazaja Cre (E. J. Campbell & Marchant, 2018), tworzac nowe, transgeniczne linie zwierzat, na
przyktad myszy (Vardy i in., 2015; Wakaizumi i in., 2016; Zhu i in., 2016), szczury (Bonaventura i in., 2019;
Cerpaiin, 2020; MacLaren i in., 2016; Marchant i in., 2016; H. Zhang i in., 2021).

6.7.2 Zaprojektowany zwigzek CNO

CNO, czyli N-tlenek klozapiny, jest metabolitem pierwszego atypowego leku przeciwpsychotycznego -
klozapiny (Armbruster i in., 2007; Meyer & Stahl, 2019). CNO jako zaprojektowany zwigzek cechujgcy sie
wysokg selektywnos$cia wzgledem DREADDOw, zostat opracowany i opisany przez zesp6t Armbruster i in.
(2007). Klozapina jako zwiagzek podstawowy, zostat wybrany do modyfikacji, poniewaz ma wysokie
powinowactwo do receptor6w metabotropowych i niewiele mutacji byto wymaganych do stworzenia
syntetycznego liganda, agonisty receptor6w metabotropowych (Armbruster i in.,, 2007). Kolejne badania
potwierdzity skuteczno$¢ wykorzystania CNO jako agonisty DREADD i pozwolily okre$li¢ charakterystyke
odpowiedzi elektrofizjologicznej. Zauwazono, ze po podaniu CNO bezposrednio do neuronu, receptor hM4Di
powodowat hiperpolaryzacje komoérki w przedziale milisekund, natomiast hM3Dq charakteryzuje sie 5-
sekundowag latencjg z nastepujaca po niej depolaryzacjg komorki; (Vardy i in., 2015) Okres péttrwania CNO,
po podaniu dootrzewnowym myszy osigga najwyzszy poziom po ok. 15 minutach we krwi (Guettier i in.,
2009), plazmie krwi, ptynie mézgowo-rdzeniowym i tkance mézgu (Jendrykaiin., 2019) i utrzymuje sie
na dos¢ wysokim poziomie okoto 60 minut (Bender i in., 1994) i zachowuje skutecznos$¢ 5-10 godzin po
podaniu (podobnie jak podaz CNO w wodzie pitnej) (Alexander et al. 2009a), przy dawkach u gryzoni sg
0,1-3,5 mg/kg masy ciata (Bender i in., 1994). Najnowsze badania wskazujg, ze CNO jednak niekoniecznie
jest nieaktywnym biologicznie ligandem. Badania zespotu MacLaren i in. (2016) wykazato, ze podanie
matych dawek zwierzetom bez ekspresji DREADD, matych dawek CNO (1 mg/kg masy ciala) wplyneto
hamujgco na odruch wzdrygniecia sie u szczuréw na gto$ny bodziec dzwiekowy, a wieksze dawki CNO (5
mg/kg masy ciata) obnizaly wywotany podaniem amfetaminy wzrost dopaminy w jadrach pétlezacych,
nie wplywajac na aktywno$¢ lokomotoryczng. Nalezy jednak zauwazy¢, ze podczas gdy dwie rézne

dawki CNO wptynety odmiennie na zachowanie zwierzecia przy braku receptoréow DREADD, nie
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zauwazono tego wptywu na inne zachowania, takie jak spontaniczne poruszanie sie (MacLaren i in.,
2016). MacLaren i in. (2016) sugerujg, ze wtgczenie behawioralnych grup kontrolnych, majacych na celu
sprawdzenie, czy CNO bez obecnosci DREADDé6w nie wywotuje niezamierzonych efektéw w badanym
modelu, znacznie przyczyni sie do rozwigzania tego ograniczenia. Dodatkowym ograniczeniem administracji
zaprojektowanego ligandu, jakim jest CNO, sg wyniki badan pokazujace, Ze u szczuréw (Gomez i in., 2017),
jak i myszy (Manvich i in., 2018) matp (Raper i in,, 2017), wiec najprawdopodobniej u ludzi (Chang i in.,
1998), zachodzi metabolizm CNO do klozapiny, ktéra jest wtasnie tg substancja, ktéra przechodzi przez
bariere krew-mdzg i wptywajaca na aktywno$¢ neuronalng (Gomez i in., 2017). Jednak dzieki temu, zZe
klozapina ma duzo wieksze powinowactwo do receptoré6w DREADD niz innych, natywnych dla siebie, jak
receptoréw serotoninergicznych i dopaminergicznych (Meltzer i in., 1994) mozliwym jest dostosowanie

efektywnej dawki CNO (E. J. Campbell & Marchant, 2018).

6.7.3 Drogi administracji CNO

Zaprojektowany zwigzek daje mozliwo$¢ na administracje wieloma drogami. Podanie CNO bezposrednio do
tkanki mézgowej, wptywajac na aktywnos¢ neuronalng bardzo lokalnie, co pozwala na bardzo selektywna
manipulacje subpopulacjami neuronéw (Nakajimaiin., 2016) lub szlakéw neuronalnych (Mahleriin., 2014),
jednak jest to najbardziej inwazyjna forma administracji CNO. Rzadziej stosowana jest metoda doustnej
administracji rozpuszczonego CNO w wodzie (Zhan i in., 2019) lub w pozywieniu (Whissell i in., 2016).
Uznawana jest za najmniej stresujacg i najmniej inwazyjng, jednak dziatajaca globalnie na organizm i
niepozwalajaca na peing kontrole administracji liganda (Cassataro i in., 2014). Dodatkowg, nieinwazyjng
metoda administracji CNO sa krople do oczu (Zhan i in., 2019). Najpopularniejsza metodg administracji CNO
do organizmu jest podawanie dootrzewnowe (Mahler & Aston-Jones, 2018) lub podskérne (Dobrzanski &
Kossut, 2017; Hamm & Yuste, 2016). WigZe sie to z umiarkowanym stresem (Jain i in., 2013), ale zapewnia
odpowiednig kontrole badacza nad dawka ligandu, czasem podania i okre§leniem punktu czasowego

najsilniejszego wptywu CNO na DREADD.

6.7.4 Zastosowanie techniki DREADD w neuronauce behawioralnej: i pamiec

Pojawienie sie metod chemogenetycznej DREADD utatwito badania nad procesem uczenia sie i pamieci. Jak
wspomniano wcze$niej, technika ta, dzieki wykorzystaniu zwierzat transgenicznych pozwala na wysoka
selektywnos¢ manipulacji populacji lub obwodu neuronalnego w badaniach behawioralnych, lub
elektrofizjologicznych. Spo$réd wielu prac mozna wymienic¢ dla przyktadu badania nad procesami uwagi
i rozwoju (Koike i in., 2016) mechanizmami neuronalnymi posredniczacymi w ztozonych procesach

poznawczych, takich jak zachowanie ukierunkowane na cel (Parnaudeauiin., 2015; Passettiiin., 2002),
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procesami tworzenia $ladu pamieciowego (Yau & McNally, 2015) i nadpisywania pamieci (Garner i in.,

2012), uczenia sie asocjacyjnego (Yau & McNally, 2015).

7 CELPRACY

Doroste myszy wykazuja znaczng plastyczno$¢ kory moézgu. OkreSlenie, w jaki sposdb interneurony
somatostatynowe wptywaja na plastycznos¢ kory wzrokowej V1 dorostych zwierzat, zwtaszcza w kontekscie
procesoOw adaptacyjnych i uczenia sie, moze przyczyni¢ sie do gtebszego zrozumienia mechanizmoéow

hamowania korowego w procesach neuroplastycznych kory nowe;j.

Podstawowym celem niniejszej rozprawy bylo okreslenie zmian wrazliwo$ci neuronéw kory V1 na
orientacje bodZca wzrokowego zastosowanego przy uczeniu sie dorostych myszy oraz okre$lenie

zaangazowania interneuron6w GABAergicznych SST-IN i PV-IN w proces uczenia sie i plastycznos$ci kory.
W tym celu sprawdzono:

1. Czy uczenie sie w paradygmacie warunkowania klasycznego indukuje zmiany plastyczne w
pierwszorzedowej korze V1. Za wskaznik uczenia sie przyjeto warunkowang bradykardie.
Posrednim celem bylo sprawdzenie, jak daleko zachodzi proces rdznicowania bodZca
wykorzystanego podczas treningu na tle innych bodZcéw wzrokowych;

2. Ktore z interneuronéw z ekspresjg somatostatyny lub parwalbuminy zmienig poziom ekspresji tych
molekut w korze wzrokowej po treningu. Pod szczeg6lng uwage wzieto lokalizacje zmian (prawa a
lewa pierwszorzedowa kora wzrokowa V1) i obszarowo$¢ (mono a binokularny), ale takze zmiany w
kolejnych warstwach kory (I-VI);

3. Czy zmiana plastyczna wywolana przez trening jest zalezna od aktywno$ci interneurondéw

zawierajacych somatostatyne.

Do indukcji potencjalnych zmian neuroplastycznych w pierwszorzedowej korze wzrokowej V1 u trzech grup
zwierzat zastosowano: warunkowanie klasyczne jako forme uczenia sie, pseudowarunkowanie i ekspozycje

tylko na bodziec wzrokowy.
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8 MATERIALY | METODY

8.1 ZWIERZETA

Opisane badania przeprowadzono za zgoda [ Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Dos$wiadczen na
Zwierzetach w Warszawie o numerach 647/2014, 676/2018 oraz 1001/2020, zgodnie z aktualnie
obowigzujacymi zasadami, okre$lonymi przez nastepujace akty prawne: Ustawe z dnia 15 stycznia 2015 r. 0
ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. 2015 poz. 266) oraz
Dyrektywe Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony
zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych (Dz. Urz. UE L 276 z 20.10.2010). Dotozono wszelkich
staran, aby zminimalizowac liczbe wykorzystanych zwierzat oraz ich cierpienie. Badania, ktére stanowig
podstawe niniejszej pracy, wykonano w ramach projektu grantowego Symfonia 1 (2013/08/W/NZ4/00691)

o tytule ,Kontrola i regulacja zachowan metodami neuroinzynierii”.

W dos$wiadczeniach dotyczacych okres$lenia wrazliwo$ci neuronéw pierwszorzedowej kory wzrokowej na
orientacje bodZca wzrokowego wykorzystano samce myszy szczepu C57/BJ6 (n = 55). W doswiadczeniach
dotyczacych zbadania wptywu interneuronéw GABAergicznych z ekspresjg somatostatyny w plastycznosci
pierwszorzedowej kory wzrokowej wykorzystano samce myszy szczepu SST-ires-Cre (n = 10) (patrz Tabela
1). Zwierzeta byly utrzymywane w grupach do 6 osobnikéw w indywidualnie wentylowanych klatkach
wykonanych z polisulfonu, z karmikami ze stali nierdzewnej na $cidtce LignocelSelect, wykonanej z wtokien
drewna z topoli 2 mm (Premium hygienic Animal Bedding®). Rozmiar klatki ok. 500 cm2. Dostep do wody i
pozywienia byl zapewniany ad libitum zaréwno przed rozpoczeciem eksperymentéw, jak i pomiedzy
wszystkimi procedurami. Srodowisko byto wzbogacane: koiki osikowe, materiat gniazdowy (wlosy
drzewne), bawetniane wateczki, rolki papierowe. Temperatura: 20 - 23°C, wilgotno$¢: 50-60%, cykl
Swietlny, 12 godzin/12 godzin, liczba wymian powietrza na godzine: 10-15. Wiek myszy podano w opisie

procedur eksperymentalnych.

Zwierzeta pochodzily z hodowli Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego w Warszawie.
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Strategie treningu | Liczba Przedziat
Procedura . . Szczep ;
behawioralnego zwierzqt wiekowy
Mapowanie wrazliwo$ci orientacyjnej w
rawej korze V1 metoda ISOI w celu : PND
Eharak]teryzacji wrailivfoéci na Grupa naiwna ? C57B)/6 21-40
orientacje u mtodej myszy
Grupa trenowana
warunkowaniem 11
Oznaczanie ekspresji SST i PV w klasycznym CS+UCS PND
interneuronach V1 metoda C57BJ/6
. . " o 21-40
immunohistochemii fluorescencyjnej
Grupa kontrolna 11
Grupa trenowana
warunkowaniem 6
klasycznym CS+UCS
Wptyw réznych strategii treningu na Grupa kontrolna 6
zmiany pracy serca ha prezentowane PND
bodzce wzrokowe i zmiany w sygnatach C57BJ/6 21-40
optycznych rejestrowanych metoda
ISOI rejestrowanych z kory V1 Grupa PSEUDO 6
Grupa CS 6
Grupa warunkowa
klasycznie CS+UCS z
Wplyw modulacji aktywnoSci podaniem modulujacego 5
interneurondéw SST na plastyczno$¢ w aktywno$¢ komoérek CNO
pierwszorzedowej korze V1. Rejestracje | iiniekcja wiruséw
zZmian pracy serca na prezentowane ssAVV8/2 . SST- PND
2 Lo ires-Cre 21-40
bodZce wzrokowe i zmiany w sygnatach | Grupa warunkowa
optycznych rejestrowanych metoda klasycznie CS+UCS z
ISOI rejestrowanych z kory V1 podaniem 0.9% NaCl i 5

iniekcja wirusow
ssSAVV8/2

Tabela 1 - Tabela prezentujaca liczbe, szczep oraz przedzial wiekowy zwierzat wykorzystanych w
kolejnych procedurach eksperymentalnych.

Doktadny opis procedur i treningéw behawioralnych w rozdziale 8.2 Procedury eksperymentalne.
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8.2 PROCEDURY EKSPERYMENTALNE

Ponizej opisanym procedurom eksperymentalnym poddano wszystkie zwierzeta z kazdej z grup, z
wyjatkiem zwierzat (n = 9) z grupy naiwnej, wykorzystanych do mapowania wrazliwosci orientacyjnej w
korze V1, ktére poddano rejestracji ISOI bez wczes$niejszych procedur. Dodatkowo, do rejestracji sygnatéw
optycznych ISOI wykorzystano inny rodzaj kamery, opisany w podrozdziale 8.2.6.2 Rejestracja sygnatow
optycznych, oraz w ramach grupy naiwnej wykonano rejestracje, przetwarzanie i analiza sygnatu
elektrookulograficznego (ang. electrooculography, EOG) na pojedynczym zwierzeciu. Pozostate procedury
eksperymentalne, w tym rejestracja sygnatéw optycznych, akwizycja i analiza danych, byty przeprowadzone

w identyczny sposob we wszystkich grupach.

8.2.1 Habituacja

Procedurze habituacji do uczenia unieruchamiajgcego poddawane byty wszystkie zwierzeta. Po osiggnieciu
odpowiedniego wieku 3 tygodni (PND 21-25), samce myszy byty przenoszone do klatek bytowych w grupach
do 6 osobnikdw i przez okres kolejnych 14 dni byty przyzwyczajane do czasowego unieruchomienia gtowy.
Myszy byty unieruchamiane w uchwycie, gdzie Srednica otworu na szyje uniemozliwiata wyciggniecie gtowy
lub przecis$niecie reszty ciata. Konstrukcja uchwytu pozwalata na swobodne oddychanie i delikatng zmiane
potozenia ciata, ale zmuszata zwierze to patrzenia na wprost. Okres unieruchomienia zaczynat sie od 1
minuty, przedtuzajac do ostatecznych 10 minut unieruchomienia. Po uptywie 14 dni myszy przyzwyczajaja
sie do unieruchomienia i znajdujac sie w urzadzeniu, zachowujg sie spokojnie. Podczas treningu zwierzeta

znajdowaly sie w identycznym przyrzadzie unieruchamiajacym.
8.2.2 Trening

Po przeprowadzonej procedurze habituacji, w wieku 5 tygodni (PND 35-40), myszy poddawane byty
treningowi behawioralnemu. Trening trwat przez 7 kolejnych dni przez 10 minut, a okres miedzy kolejnymi
treningami wynosit 20-24h. Procedura habituacji i treningu rozpoczynaty sie tak, by kazde zwierze odbyto

réwna liczbe dni habituacji i treningu przed zaplanowanym do$wiadczeniem.

W doswiadczeniach dotyczacych réznych strategii treningu, zwierzeta podzielono na 4 grupy do$wiadczalne:
grupe kontrolng, grupe CS+UCS (poddanag warunkowaniu klasycznemu), grupe CS (eksponowana na bodziec
wzrokowy CS) i PSEUDO (pseudotrenowana). W do$wiadczenia dotyczacych zmian w ekspresji SST i PV w
interneuronach GABAergicznych w V1 podzielono zwierzeta na 2 grupy do$wiadczalne: kontrolng i
warunkowang klasycznie. W do$wiadczeniach modulujgcych aktywnos$¢ interneuronéw GABAergicznych z

ekspresja somatostatyny zwierzeta podzielono na 2 grupy do$wiadczalne: SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem
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CNO w celu zablokowania aktywno$ci interneuronéw z ekspresjg SST i na grupe CS+UCS z podaniem NaCl

0.9% bez wptywu na aktywnos$¢ interneuronéw z ekspresjg SST.
Schemat treningu:

1. Grupa kontrolna - przez 7 kolejnych dni przechodzita 10-minutowya ekspozycje na bodziec
wzrokowy, ktérym byt jednolicie szary ekran.

2. Grupa CS+UCS - przez 7 kolejnych dni przechodzita 10-minutowy trening, w czasie ktérego przez 9
sek. pojawiaty sie bodZce wzrokowe (bodziec warunkowy CS), czarno-biate paski o sinusoidalnej
luminancji, poruszajace sie pod katem 45°Y, a w 8 sek. prezentacji bodZca wzrokowego przez 0.5 s
sek. stosowano draznienie ogona pradem elektrycznym (bodziec bezwarunkowy UCS), o natezeniu
0.5 mA. W czasie przerwy pomiedzy bodZcami prezentowano jednolicie szary ekran przez 6 sek.

3. Grupa CS, ktérej prezentowano tylko wzrokowy bodziec - przez 7 kolejnych dni przechodzita 10-
minutowa procedure, w ktorej przez 9 sek. pojawiaty sie bodzce wzrokowe (czarno-biate paski
poruszajace sie pod katem 45°\). W czasie przerwy prezentowano jednolicie szary ekran przez 6 sek.

4. Grupa PSEUDO - przez 7 kolejnych dni przechodzita 10-minutowy trening, w ktérym oba bodZce -
CS i UCS byty prezentowane w spos6b losowy. W czasie przerwy prezentowano szary ekran (okres

trwania przerwy byt zmienny).

Stymulowano bodZcem wzrokowym jednoocznie, wytacznie przez oko lewe w celu pobudzenia V1 pétkuli
prawej. Oko prawe, na czas treningu behawioralnego, zaklejano ciemnym plastrem (patrz Rycina 5 i Rycina
6).

Wyniki z grupy CS miaty za zadanie wykluczy¢ mozliwosé, ze zaobserwowane zmiany mogg wynikac¢ jedynie

z prezentacji bodZca przez 7 kolejnych dni, a nie z warunkowania.

Wyniki z grupy PSEUDO miaty za zadanie wykluczy¢ mozliwo$¢ asocjacji bodZcéw oraz tego, ze
zaobserwowane zmiany moga wynikac tylko ze stresu zwigzanego z draznieniem elektrycznym ogona, a nie

z procesu warunkowania.

W celu sprawdzenia wptywu interneuronéw SST na proces zmian plastycznych podczas warunkowania

klasycznego schemat treningu wygladat nastepujaco:
Schemat treningu:

5. Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO w celu zablokowania aktywnos$ci interneuronéw z
ekspresja SST - trening warunkowania klasycznego przeprowadzany byt przez 7 kolejnych dni tak

samo jak u CS+UCS, a 30 minut przed sesja dootrzewnowo podawano CNO.
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6. Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem NaCl 0.9% trening warunkowania klasycznego
przeprowadzany byt przez 7 kolejnych dni tak samo jak w grupie CS+UCS, jednak 30 minut przed

treningiem dootrzewnowo podawano 0.9% roztwo6r NaCl (patrz Rycina 7).

Wyniki z grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO miaty na celu wskaza¢ skale wptywu interneuronéw
SST w pierwszorzedowej korze V1 na proces zmian plastycznych zachodzacych podczas treningu
warunkowania klasycznego. Wyniki z grupy SST-ires-Cre warunkowanie z podaniem NaCl 0.9%, miaty za
zadanie potwierdzi¢, ze nanoiniekcja wiruséw do kory V1 oraz dootrzewnowe podawanie substancji nie

wptywaja trening.

CRT

2

\NTT° 1 1
Lewa V1 Prawa V1
"wew. kontrola” V'stymulowana

(4 A\

”

Rycina 5 - Ustawienie monitora CRT oraz stymulacja wzrokowa podczas treningu
A) Podczas treningu, odlegto$¢ miedzy nosem zwierzecia a monitorem CRT wynosita 25 cm, obejmujac
pole widzenia: pionowe 61°, poziome 77°.
B) Schemat przygotowania zwierzecia do treningu, w trakcie ktérego prawe oko byto zaslepione, a
stymulacja prawej V1 pochodzita z lewego oka.
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+EKG +EKG
Habituacja 2| Trening behawioralny E ISOI
do unieruchomienia na 10 minut przez 14 dni |8/ 10 minut przez 7 dni |3 \rejestracia

SF 0.05 SF 0.05 SF 0.05
TF 0.05 TF 0.05 TF 0.05
45° N\ 45° N\ 45° N\
7/ /Ny W,
) y 4,
| stym. wzrokowa I przerwa | I stym. wzrokowa I przerwa | | stym.wzrokowa’r przerwa | |slym.wzrokowa| ] przerwa
0 9 15 0 9 15 0 9 5
czas (s) czas (s) 8 9 L2 czas (s) czas (s)
EKG EKG EKG
0.5mA 0.5 mA
05s 05s
g losowos$cé
prezentacji

Rycina 6 - Schemat treningu wzrokowego oraz grup treningowych.

A) Schemat kolejnych dni przeprowadzania habituacji, treningu, kolejnych rejestracji EKG oraz
rejestracji ISOI dla myszy C57B]J6;

B) Schemat treningu dla kolejnych grup; b1. grupa kontrolna; b2. grupa CS; b3. grupa PSEUDO; b4.
grupa CS+UCS.
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Rycina 7 - Schemat treningu wzrokowego oraz grup treningowych SST-ires-Cre
A) Schemat kolejnych dni habituacji, treningu, kolejnych rejestracji EKG oraz rejestracji ISOI dla myszy
dla myszy SST-ires-Cre.
B) Schemat treningu dla kolejnych grup; d1. grupa SST-ires-Cre, ktéra przed kazdym treningiem
otrzymywata iniekcje CNO; d2. grupa SST-ires-Cre, ktora przed kazdym treningiem otrzymywata
iniekcje 0.9% NacCl.

8.2.3 Bodice wykorzystywane w treningu

W tym badaniu zastosowane dwa rodzaje bodZcéw w treningu warunkowania klasycznego:

1) Bodziec warunkowy, czyli stymulacja wzrokowa, czarno-biate paski pod katem 45°\ stopni,
pojawiajace sie z czestotliwoscig czasowa 1 Hz i przestrzenng 0.05 cpd, o charakterze sinusoidalnym.
Czas trwania 9 sek. Luminancja bieli - 20 cd/m? i czerni 1 cd/mz2.

2) Bodziec bezwarunkowy (UCS), czyli doogonowe podanie impulsu pragdowego o natezeniu 0.5mA i

czasie trwania 0.5 sek., w 8 sek. trwania CS.

Kolejne podanie bodZcow byly poprzedzane 6-sekundowg przerwa. Ekran CRT prezentowat wtedy
jednolicie szary ekran, o luminancji 1 cd/mz2. L.aczna liczba cykli bodzcow CS i UCS z przerwa to 40 (9 sek.

(CS+UCS) + 6 sek.(przerwa) x 40 = 600 sek., czyli 10 min.) dla grupy grupie CS+UCS, trenowanej SST-ires-Cre
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z podaniem CNO i trenowanej SST-ires-Cre z podaniem 0.9%NaCl. Grupa CS - 40 cykli (9 sek. + 6
sek.(przerwa) x 40 = 600 sek., czyli 10 min.) tak samo jak grupa kontrolna (9 sek. (jednolicie szary ekran) +
6 sek.(przerwa) x 40 = 600 sek., czyli 10 min.) Grupa PSEUDO z powodu losowoSci prezentacji bodZcéw CS i

UCS nie miata prezentowanej statej liczby cykli, ale czas strategii treningowej trwat 600 sek., czyli 10 min.

8.2.4 Bodice prezentowane przed i po treningu

Przed (dzien 0) i po (dzien 8) procedurze warunkowania klasycznego prezentowano zwierzetom dodatkowo
4 rodzaje bodZcéw wzrokowych, czarno-biate paski pod katem 0°! i 90°-stopni (kardynalne, czyli
odpowiednio poziome i pionowe) i czarno-biate paski pod katem 45°\ i 135°/ stopni (uko$ne odpowiednio
w prawo i w lewo), z czestotliwos$cig czasowa 1 Hz i przestrzenna 0.05 cpd, o luminangji bieli - 20 cd/m2 i

czerni 1 cd/m2. Dalej te bodZce beda nazywane bodZcami orientacyjnymi.

Dla kazdej orientacji bodZcow byta zaprojektowana oddzielna procedura zawierajaca 10 cykli, z czasem
trwania bodZca wzrokowego 9 sek. na 6 sek. przerwy (jednolicie szary ekran, o luminancji 1 cd/m2). Czas
pojedynczej procedury wynosit 150 sek., czyli 2.5 min. Laczny czas trwania wszystkich 4 procedur to 10 min.
Procedury dla kolejnych orientacji prezentowano w sposob losowy dla kazdego zwierzecia w kazdej grupie
treningu behawioralnego. Celem prezentacji dodatkowych bodZcéw byto ustalenie czy proces reagowania

na bodzce wykorzystane podczas treningu dotyczy tylko bodZca wykorzystanego podczas treningu.

8.2.5 Monitorowanie pracy serca podczas treningu

W trakcie warunkowania klasycznego monitorowano EKG z uzyciem elektrod podskérnych. Elektrody EKG
umiejscawiano na grzbiecie zwierzecia. Przed umieszczeniem elektrod skoéra zostala oczyszczona
spirytusem i posmarowana Srodkiem znieczulajgcym - lidokaing w Zelu (Lidocainum hydrochloricum 2%,
0.2 ml/100 g m.c.). Nigdy nie zauwazono, aby myszy odczuwaty dyskomfort z powodu rejestracji EKG.
Rejestracje pracy serca przeprowadzano 1, 3, 5 i 7 dnia treningu behawioralnego oraz dzien przed

treningiem (dzien 0) i dzien po treningu (dzien 8). Schemat rejestracji EKG zaprezentowano na Rycina 8.
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Rycina 8 - Schemat rejestracji sygnatu EKG, prezentacji bodZca wzrokowego i doogonowej aplikacji
bodzca elektrycznego (UCS) w trakcie sesji treningowe;j.

A) Schemat rejestracji sygnatu EKG, prezentacji bodZca wzrokowego i doogonowej aplikacji bodzZca
elektrycznego (UCS) w trakcie sesji treningowe;j. Dla CS i UCS kazdy ,,skok” sygnatu do 5V $wiadczy o
prezentacji bodZca w czasie. Po prawej schemat prezentowania bodZzcéw CS i UCS dla kazdej z grup.

B) Powiekszenie sygnatu EKG na ~0.5 sek. przed wystapienie UCS. Po prawej powiekszenie sygnatu
EKG. Do analizy statystycznej zliczano czas i pomiedzy kolejnymi zalamkami R.

8.2.6 Rejestracje technikami spektrografii optycznej ISOI

8.2.6.1 Przygotowanie zwierzecia

Odpowiednio przygotowane zwierze, po procedurze habituacji i treningu, dwadzie$cia cztery godziny po
ostatniej sesji treningowej, byto poddawane rejestracjom aktywnos$ci neuronalnej pierwszorzedowej kory
wzrokowej V1 technika spektrografii optycznej ISOIl. Na poczatku zwierze ogdlnie znieczulano wziewnie
[zofluranem (2-2.5% rozpuszczonego w powietrzu, 0.5-1.5% podtrzymanie znieczulenia), a nastepnie
podano podskdérnie roztwor leku przeciwbélowego i przeciwzapalnego deksametazon (Dexamethasone, 0.1
ml/kg m.c.) i tolfedine (Tolfedine 5%, 0.1 ml/kg m.c.), w stosunku 1:50. Mysz byta przektadana do aparatu
stereotaktycznego dopiero po ustaniu odruchu rogéwkowego i nie wciggania jezyka z powrotem. Oczy
podczas przygotowan byly nawilzane preparatem Lacrimal i przykrywane opatrunkiem hemostatycznym
(Spongostanem) nasaczonym sola fizjologiczna (0.9% NacCl). Poniewaz mysz nie byta pdzniej wybudzana,
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podskérnie podawano roztwdr lidokainy (3 mg/kg m.c.), a skora na gtowie byta usuwana w celu odstoniecia
czaszki. Ko$¢ byta starannie oczyszczona i wysuszona, po czym pokrywana roztworem soli fizjologicznej
(0.9% NaCl) i czystego agaru (Agarose) w stosunku 1:20. Wierzch przykryto szkietkiem nakrywkowym o
wymiarach 1 na 0.5 + 0.5 cm. By zabezpieczy¢ agar przed wysuszeniem, brzegi zostaly zabezpieczone

niebarwiong wazeling kosmetyczna.

W czasie calej procedury przygotowanie zwierzecia do rejestracji sygnatéw optycznych metoda ISOI
kontrolowano gtebokos$¢ narkozy i stan zwierzecia za pomoca EKG oraz monitora gazéw (procentowa
zawarto$¢ Izofluranuy, tlenu i dwutlenku wegla) w wydychanym powietrzu Datex Ohmeda Capnomac Ultima
CO2 Monitor (DRE, Louisville, Stany Zjednoczone Ameryki). Na podstawie wskazan zapisu tetna i
niewystepowania odruchéw (rogéwkowego, poruszania wibrysami) poziom narkozy byt regulowany tak,
aby zwierze znajdowato sie w stanie u$pienia. W razie potrzeby podawana byta dodatkowa dawka narkozy
w ilo$ci 20% dawki poczatkowej. Temperatura ciata byta kontrolowana za pomoca umieszczonej pod
zwierzeciem termody i utrzymywana na poziomie 37°C przy pomocy kocyka elektrycznego z termostatem.
Zapotrzebowanie na plyny uzupeiniane byty przez podskérne iniekcje soli fizjologicznej (0.9% roztworu

NaCl), co ok. 2 godziny.

8.2.6.2 Rejestracja sygnatéw optycznych
8.2.6.2.1 Kamera CMOS i uktad obiektywow Nikon

Sygnaty optyczne ISOI zarejestrowano za pomocg kamery CMOS (Photon Focus MV1-D1312-160-CL-12)
(Photon Focus, Lachen, Szwajcaria) o maksymalnej rozdzielczo$ci 1312x1082 pikseli, i stosunku 1 piksel to
8x8 um. W celu rejestracji powierzchni z pojedynczej kory wzrokowej, kamera zostata zamontowana do
dwoch obiektywdéw firmy Nikon, Nikkor 50 mm f/1.2; Nikkor 135 mm f/2.0. W grupie naiwnej,
wykorzystanej do mapowania wrazliwosci orientacyjnej w korze V1 metodg ISOI w celu charakteryzacji
wrazliwo$ci na orientacje kory V1 u mtodej myszy zastosowano natomiast pojedynczy obiektyw Nikkor 50
mm f/1.2, co pozwalato na rejestracje obrazu o powierzchni 3-4 mm? kory mézgowej. Powiekszenie obrazu
wynosito 2.7x., a czestotliwo$¢ zbierania danych wynosita 10 Hz. Dla jednej sekundy rejestracji kamera CMOS
rejestrowata 10 obrazéw - macierzy dwuwymiarowych (2D). Do akwizycji danych wykorzystano
oprogramowanie Optical Imaging Imager 3001 VDAQ 2.6 (Optical Imaging Inc., Rehovot, Izrael) (opisane w
rozdziale 8.3.4 Akwizycja danych sygnatéw optycznych z rejestracji spektrografii optycznej ISOI).
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8.2.6.2.2 Oswietlenie kory mdzgowej

By odpowiednio o$wietli¢ kore mézgowa zastosowano 12V lampe HAL, wolframowo-halogenowg z
zintegrowanym filtrem termicznym KG1 z gniazdem na filtr §wietlny i dwoma $wiattowodami z soczewkami
skupiajagcymi. W trakcie doswiadczenia korzystano z dwdch filtrow S$wietlnych, redukujacych fale
elektromagnetyczng 546 nm. (dajgcych wrazenie $wiatla o kolorze zielonym) i redukujgcych fale
elektromagnetyczng 605 nm. (dajacych wrazenie Swiatla o kolorze pomaranczowym). Z filtru $wietlnego do
uzyskania fali 546 nm. korzystano w celu odpowiedniego ustawienia kamery CMOS i uktadu obiektywow
Nikon nad pierwszorzedowa korg wzrokowa: prawa V1 tylko u grupy naiwnej, oraz prawa i lewa u reszty
grup wykorzystujac w tym celu, widocznych w tym $wietlne, sie¢ naczyn krwiono$nych mézgu. W trakcie
rejestracji sygnatow optycznych metoda spektrografii optycznej ISOI korzystano z filtru swietlnego do

uzyskania fali 605 nm.

8.2.6.2.3 Warunki eksperymentalne

W trakcie rejestracji sygnatéow optycznych metodg spektrografii optycznej ISOI pokéj eksperymentalny byt
ciemny (bez naturalnych i sztucznych Zrédet $wiatta) oraz wyciszony. Dodatkowo, by unikngé
przypadkowym o$wietleniem miejsca rejestracji np. szumem $wietlnym z ekranu CRT, uktad kamery CMOS
i obiektywoéw Nikon oraz $wiattowody zakryto ciemnym materiatem. Kamera CMOS i uktad obiektywow
Nikon zogniskowano 400 * 50 um ponizej powierzchni mdzgu, a ekran CRT umieszczono 25 cm od oczu

zwierzecia. Schemat rejestracji ISOI zaprezentowano na: Rycina 9.
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Rycina 9 - Schemat rejestracji in vivo I1SOI - przygotowanie zwierzecia

A)

B)
0)

D)
E)

F)

G)

H)

Widma absorpcji $wiatta hemoglobiny utlenowanej (HbO:) i nieutlenowanej (Hbr) zostaty
przedstawione zgodnie Frostig i in. (1990).

Do zmapowania naczyn krwiono$nych zastosowano ,zielone” $wiatto o dtugosci fali 546 nm.

W celu wizualizacji aktywnos$ci korowej (natlenienia hemoglobiny w aktywnym obszarze) uzyto
»pomaranczowego” $wiatta o dtugosci fali 605 nm.

Uproszczony schemat drég wzrokowych myszy, na zétto zaznaczono obszar obejmowany przez
kamere CMOS, z ktérego wybierany byt ROI

ROI - obszar zainteresowania, widziany przez kamere CMOS z filtrem 546 nm., ukazuje korowg siatke
naczyn krwionosnych;

ROI - obszar zainteresowania, widziany przez kamere CMOS z filtrem 605 nm., przedstawia poziomy
rozproszenia $wiatta (absorpcji) i natlenienia hemoglobiny we krwi, gdzie ciemniejsze obszary
oznaczaja silniejsza aktywacje neuronéw (zwiekszong absorpcje $wiatta). Kamera byta
zogniskowana ok. 450 um ponizej powierzchni kory mézgowe;.

Natozenie na siebie obrazéw E i F przedstawia dane uzyskane od tej samej myszy. Ryciny E, F, G z
zestawu kamer Nikkor 50 mm f/1.2; Nikkor 135 mm f/2.0. Na czerwono na rycinie F zaznaczono
zakres rejestrowany przez pojedynczy obiektyw Nikkor 50 mm f/1.2 zastosowany w grupie naiwne;j.
W grupie naiwnej rejestrowano sygnat tylko z prawej V1.

Przekroj poprzeczny ilustruje schemat chirurgicznego przygotowania zwierzecia do eksperymentu,
gdzie czaszka (czarna) zostata odslonieta nad prawa i lewa kora wzrokowa (czerwony obrys).
Warstwa agaru natozona na czaszke zostata przykryta szkietkiem mikroskopowym.
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[) W przypadku stymulacji obuocznej (pole widzenia: pionowe 61°, poziome 77°) odlegto$¢ miedzy
nosem zwierzecia a monitorem CRT wynosita 25 cm. Natomiast przy stymulacji jednoocznej
(przeciwstronnej lub tozstronnej), ekran byt obrécony o 20° od osi ortogonalnej, zachowujac jednak
odlegtos¢ 25 cm od badanego oka.

]) Zwierze zostato znieczulone 1,5-2% izofluranem zmieszanym z powietrzem i umieszczone na
specjalnie wykonanej ramie, a nastepnie unieruchomione za pomoca bolcéw dousznych. Kamera
CMOS zostata umieszczona nad prawa i lewa korg wzrokows, a $wiatlo przechodzito przez filtr
podczerwieni oraz filtr 605 nm., zanim zostato poprowadzone przez §wiattowdd do oswietlenia kory
wzrokowe;j.

8.2.6.3 Bodice wzrokowe i stymulacja wzrokowa

W trakcie rejestracji sygnaléw optycznych metoda spektrografii optycznej ISOI prezentowano na ekranie
CRT (22-calowy NEC MultiSync FP2141SB monitor o rozdzielczo$ci 1024 x 768 pixeli, o czestotliwosci
odswiezania 120 Hz, kontrolowany przez Cambridge Research System ViSaGe MKII) w odlegtosci 25 cm od
oka myszy, sze$¢ rodzajow bodzcéw wzrokowych: sinusoidalne czarno-biate paski poruszajgce sie pod
katem 0°! (poziomie czarno-biate paski o ruchu pionowym) i 90 °— (pionowe czarno-biate paski o ruchu
poziomym), czyli bodZce typu kardynalnego oraz sinusoidalne czarno-biate paski poruszajace sie ukosnie,
pod katem 45°\ (ruch jednostajny od strony lewej do prawej w dét) i 135°7(ruch jednostajny od strony
lewej do prawej w gore), czestotliwo$cig przestrzenng 0.05 cpd, o luminancji bieli - 20 cd/m2 i czerni 1
cd/m2. Dodatkowo prezentowano dwa bodzZce wzrokowe o jednolicie szarym kolorze, nazywane Blank I i
Blank II, o luminancji 1 cd/m2, ktére stuzyty jako kontrola. Pomiedzy kazdym bodZcem wzrokowym

prezentowano jednolicie szary ekran o luminancji 1 cd/m2.

Grupa naiwna, wykorzystana do mapowania wrazliwosci orientacyjnej w korze V1 metodg ISOI w celu
charakteryzacji wrazliwos$ci na orientacje kory V1 u mtodej myszy, charakteryzowata sie rozszerzong liczba
bodzcoéw wzrokowych o sinusoidalne czarno-biate paski poruszajace sie pod katem 180°T od dotu do goéry,
225°N od prawego dolnego rogu do lewego gérnego rogu, 270°«~ od lewej do prawej, 315°/ od prawego

gérnego rogu do lewego dolnego rogu.

Kazda pojedyncza prezentacja wybranego bodzZca (trial) wzrokowego trwata 9 sek. i sktadata sie z
prezentacji jednorodnego szarego ekranu przez 1 sek. (od czasu 0 do 1 sek.), a nastepnie jednego z szes$ciu
losowo wybranych bodZcéw wzrokowych: (bodzce kardynalne, bodZce uko$ne i Blank I i IT) trwajacych przez
7 sek. (od 1 do 8 sek.) i powtarzanie jednorodnego szarego ekranu przez 1 sek. (od 8 do 9 sek.). Przerwa
pomiedzy kolejnymi prezentacjami bodzca trwata 6 sek. Kamera CMOS rejestrowata sygnaty optyczne od 0
do 9 sek., a swiattowody o$wietlaly tkanke mo6zgowa. Podczas 6 sek. przerwy swiattowody nie o$§wietlaty

tkanki mézgowej, by nie dopusci¢ do przegrzania tkanki. Sze$¢ kolejnych prezentacji bodZcéw wzrokowych
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tworzyto ,sub-blok”, a 16 sub-blokéw tworzyto jeden ,blok". Kazdy blok powtarzano dla kazdej strategii

stymulacji wzrokowej przynajmniej trzykrotnie.

Podczas rejestracji sygnatow optycznych metoda spektrografii optycznej ISOI zastosowano trzy strategie

stymulacji wzrokowej:

1) Jednooczna lewa, poprzez zaklejenie oka prawego (nieprzepuszczalnym swiatto plastrem);
2) Obuoczna;

3) Jednooczna prawa, poprzez zaklejenie oka lewego (nieprzepuszczalnym $wiatto plastrem).

Dla grupy naiwnej, u ktorej rejestrowano metoda ISOI aktywnos$¢ tylko prawej V1, te trzy stymulacje s3

nazwane odpowiednio:

1) Przeciwstronna - jednooczna lewa, poprzez zaklejenie oka prawego (nieprzepuszczalnym $wiatto
plastrem);

2) Obuoczna;

3) Tozstronna - jednooczna prawa, poprzez zaklejenie oka lewego (nieprzepuszczalnym S$wiatto

plastrem).

8.2.7 Monitorowanie pracy serca podczas rejestracji technikami spektrografii optycznej ISOI

W trakcie prezentacji bodZcéw wzrokowych podczas rejestracji technikami spektrografii optycznej ISOI
monitorowano EKG z uzyciem elektrod podskérnych, tak jak opisano w sekcji 8.2.5 Monitorowanie pracy
serca podczas treningu. Akwizycja danych przebiega tak jak opisano w sekcji 8.3.5 Akwizycja danych

monitorowania pracy serca.

8.2.8 Monitorowanie ruchu gatek ocznych

U grupy naiwnej, wykorzystanej do mapowania wrazliwosci orientacyjnej w korze V1 metoda ISOI w celu
charakteryzacji wrazliwo$ci na orientacje kory V1, przeprowadzono rejestracje ruchu gatek ocznych w celu
ustalenia czy zwierzeta poddane anestezji $ledzg wzrokiem paski poruszajace sie na ekranie,
przeprowadzono rejestracje sygnatu EOG. Te cze$¢ pracy wykonano we Scistej wspélpracy z panem Piotrem

Dzwinielem i opisano we wspdlnej publikacji naukowej (Raciborskai in., 2024).
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8.2.9 Modyfikacja aktywnosci interneuronéw somatostatynowych w pierwszorzedowej korze V1
8.2.9.1 Nanoiniekcje wektorow wirusowych do kory mézgowej

W celu ustalenia wptywu interneuronéw z ekspresja SST na powstawanie zmian plastycznych w korze V1
podczas treningu warunkowania klasycznego zmodyfikowano aktywnos¢ tych komoérek za pomoca techniki
DREADD. Przed wtasciwym do$wiadczeniem poddano prébie ekspresji dwa szczepy wirusa: ssAVV8/2-
hSyn1-dlex-hM4D(Gi)_mCherry(rev)-dlox-WPRE-hGHp(A) (dalej w tekscie: ssAVV8/2) i ssAVV5/2-hSyn1-
dlex-hM4D(Gi)_mCherry(rev)-dlox-WPRE-hGHp(A) (dalej w tekScie: ssAVV5/2) (Eidgendssische Technische
Hochschule Ziirich, Swiss Federal Institute of Technology, Zurich, Schwitzerland). Poniewaz szczep
ssAVV8/2 pokrywal caty obszar monokularny V1 bardziej efektywnie od ssAVV5/2, zostat wybrany do

dalszych eksperymentow.

Znacznik DREADD
flurescencyjny

V1

Wektor wirusowy
AVV2/8
SOM-ires-Cre transgeniczna linia myszy

A BB B N N N N N B N B N B N N N N N B N _§B_ N B N B _§B B N B _§N N N B _§N N _§N B _§N N _§N N §N J
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aktywna 4 ‘

CNO ,
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Rycina 10 - Schemat iniekcji i modyfikacji aktywnos$ci neurondéw.

A) Nanoiniekcje wektoréw wirusowych do kory mézgowe;j.

B) Modyfikacja aktywnosci interneurondéw somatostatynowych w korze V1. Rycina zaadaptowana na
podstawie (Ju i in, 2023) i “Neurons template”, by BioRender.com (2024r).
https://app.biorender.com/biorender-templates '.

Po osiagnieciu odpowiedniego wieku 3 tygodni (PND 21-25), samce szczepu SST-ires-Cre (heterozygoty)
poddano trepanacji czaszki i nanoiniekcji wektoréw wirusowych ssAVV8/2 do kory pierwszorzedowej V1
lewej i prawej na podstawie koordynatéw z atlasu stereotaktycznego myszy (Franklin & Paxinos, 2007) DV
=490 * 10 pm, AP = 3.25 * 0.5 mm, ML = 2 * 0.5 mm. Do kazdej kory V1 podawano 600 + 100 pl kolejno
roztwor wiruséw ssAVV8/2 w tempie 30 ul/minute poprzez szklang kapilare (patrz Rycina 10A). Otwér po
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nanoiniekcji w czaszce przykryto kawatkiem kosci czaszki, a rane zaszyto i pokryto wodnym roztworem
fioletu gencjany. Po operacji oraz przez kolejne trzy dni zwierzetom podawano podskérnie roztwdr lekow:
przeciwbolowe tolfedine (Tolfedine 4%) w rozcieficzeniu 1:50 i antybiotyk enrofloksacyna (Baytril 2.5%) w
rozcienczeniu 1: 25, w objetosci 0.1 ml kazdy. Po uptywie trzech dni i zagojeniu sie ran zwierzeta przystapity
do procedury habituacji (opisanej w dziale 8.2.1 Habituacja) i treningowi behawioralnemu warunkowaniu
klasycznemu (opisanego w dziale 8.2.2 Trening) oraz rejestracji sygnatéw optycznych metoda spektrografii
optycznej ISOI do ok. 450 um gtab kory wzrokowej, czyli do IV-V warstwy (opisanej w dziale 8.2.6 Rejestracje
technikami spektrografii optycznej ISOI).

8.2.9.2 Iniekcje CNO przed treningiem behawioralnym

Grupa SST-ires-Cre z podaniem CNO trzydzie$ci minut przed kazda procedurg treningu warunkowania
klasycznego podawano roztwdr CNO (2 mg/kg m.c) w soli fizjologicznej (NaCl 0.9%) (patrz Rycina 10B).
Poniewaz czynno$¢ byta mato inwazyjna, nie podano $rodkéw znieczulajacych, przeciwboélowych lub
uspokajajacych. Po uplywie trzydziestu minut mysz przechodzita procedure treningu warunkowania
klasycznego z jednoczesnym monitorowaniem pracy serca. Dzien przed (dzien 0) i dzien po (8 dnia)
rejestrowano prace serca przy prezentacji dodatkowych czterech bodZcéw wzrokowych bez podania CNO.
Grupa SST-ires-Cre z podaniem 0.9% NaCl przechodzita identyczna procedure podania roztworu 0.9% NaCl

przed treningiem warunkowania klasycznego.

8.2.10 Perfuzja

Po rejestracji aktywnos$ci V1 technikami spektrografii optycznej ISOI zwierzeta nie byly wybudzane z
narkozy wziewnej z zastosowaniem izofluranu, stezonego 1-2% w powietrzu (Aerrane, Baxter, Warszawa,
Polska). Dodatkowo podano zwierzetom ksylazyne 2% (Sedazin) (0,15 ml/kg m.c.) o dziataniu
uspokajajgcym, przeciwbolowym i zwiotczajgcym mie$nie. Nastepnie wprowadzono zwierzeta w stan

gtebokiej narkozy podajac dootrzewnowo roztwér Morbitalu (0,1 ml/100 g m.c.; 0,35 ml/kg m.c).

Gdy zwierzeta weszty w stan bardzo gtebokiego u$pienia (brak reakcji na szczypanie ogona oraz brak
odruchu rogéwkowego) przeprowadzono perfuzje kolejno przy pomocy: 0.9% roztworu soli fizjologicznej w
buforze fosforanowym (PBS, pH = 7,4, okoto 250 ml), podgrzanej do temperatury 35°C i 4% roztworu
paraformaldehydu PFA w PBS (Santa Cruz Biotechnology Paraformaldehyde solution 4% in PBS, Lot. D2620,
pH 7.0-7.6, 4°C, okoto 75 ml). W wyniku perfuzji tkanki zwierzecia zostaty pozbawione krwi i odpowiednio
utrwalone. Po zakoficzeniu perfuzji niezywe zwierze zostato dekapitowane, a mézg zostanie wyjety z czaszki.

Wyizolowane mézgi poddano dalszemu utrwaleniu w 4% PFA (4°C, okoto 24 godz.). Nastepnie, w celu
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krioprotekcji utrwalano mdzgi w kolejnych stezeniach cukrozy: 10, 20 i 30% (w dH:0, 4°C, okoto 50 ml
roztworu), gdzie przektadano mdzgi do kolejnych stezen dopiero po odpowiednim nasyceniu tkanki. Tak
przygotowang tkanke zamrozono (od 1-3 godzin) w suchym lodzie (zestalony dwutlenek wegla, temp. okoto
-70°C) i pocieto na kriostacie (CM 1950 Leica, Heidelberg, Niemcy) na skrawki o grubosci 25um w
plaszczyZnie horyzontalnej. W celu péZniejszego rozréznienia prawej i lewej pétkuli, po lewej stronie
$srodmozgowia i pod lewym hipokampem wykonano dziurki iglta. Skrawki zbierano (od -4,84 do -2,80 mm,
od punktu Bregma na podstawie atlasu mézgu myszy, Franklin & Paxinos (2007) do dotkéw 24-dotkowej

plytki wypemionych zimnym PBS (4°C).
8.2.11 Barwienia immunohistochemiczne

W celu oznakowania ekspresji somatostatyny (SST) i parwalbuminy (PV) w interneuronach
GABAergicznych, zastosowano barwienie metoda imunohistochemii fluorescencyjnej. Barwienie
immunohistochemiczne poprzedzono préoba stezen dla przeciwciat I i [I-rzedowych: 1:200, 1:600, 1:1800,
1:5000. Po ustaleniu odpowiedniego stezenia przeprowadzono barwienie wtasciwe na skrawkach
wolnoptywajacych po 3-4 sztuki na dotek w 24-dotkowej ptytce hodowlane;j. Lacznie zebrano 266 skrawkéw,

a do barwienia na kazde zwierze przypadato ok. 6 skrawkdow.

Barwienie metodg imunohistochemii fluorescencyjnej przeprowadzono w temperaturze pokojowej, w
pomieszczeniu bez naturalnych Zrédet swiatta. Przed rozpoczeciem barwienia immunohistochemicznego,
wszystkie skrawki poddano trzykrotnemu przeptukaniu w 0.1M PBS po 15 minut kazde. Nastepnie, by
zablokowa¢ niespecyficzne miejsca wigzania oraz permeabilizacji, tkanke inkubowano przez 1 godz. w
roztworze 5% surowicy bawolej (BSA, Abcam, AB7479) i 5% kozlej (Normal goat serum, Abcam, AB7481-
50) z 0.1% Tritonem X-100 (Tx-100) w 0.1M PBS. Nastepnie tkanke umieszczono w roztworze 0.1M PBS z
0.3% Tx-100 oraz przeciwciatem pierwszorzedowym przeciwko SST i PV. Inkubacje przeprowadzano w
temp. 4°C, przez 48 godz., na wytrzgsarce kotyskowej. Po uptywie 48 godz. ptytki wraz z wytrzasarka
przenoszono do pomieszczenia z temp. pokojowa i dodatkowo inkubowano przez 1 godz. Przed
inkubacjg w przeciwciele drugorzedowym, skrawki poddano trzykrotnemu przeptukaniu po 15 minut
w 0.1M PBS. Inkubacja roztworem odpowiedniego przeciwciata drugorzedowego trwata 2 godziny w temp.
pokojowej. Nastepnie skrawki przeptukano w 0.1M PBS, natoZono na szkietka podstawowe, pokryto medium

do zamykania preparatéw histologicznych (VectaShield® z DAPI) i zamknieto szkietkami nakrywkowymi.
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W celu wizualizacji zakresu ekspresji wirusa ssAVV8/2 w pierwszorzedowej korze wzrokowej

przygotowane wcze$niej skrawki (opisane w 8.2.10Perfuzja) jedynie przeptukano trzykrotnie 0.1M PBS, po

5 minut kazde, a nastepnie natozono na szkietka podstawowe, pokryto medium do zamykania preparatow

histologicznych (VectaShield® z DAPI) i zamknieto szkietkami nakrywkowymi.

8.3 AKWIZYCJA DANYCH

8.3.1

Akwizycja danych monitorowania EOG

W grupie naiwnej na pojedynczej myszy wykonano nagrania sygnatu elektrookulograficznego za pomoca

dwoch elektrod samoprzylepnych (GVB-geliMED, GmbH), odpowiednio przycietych (5x5 mm) i

przyklejonych do ogolonej skdry myszy powyzej i ponizej oka. Sygnat byt zbierany za pomoca sprzetu CED

Power1401 i oprogramowania Spike2 (Cambridge Electronic Design Limited).
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8.3.2 Akwizycja danych sygnatu z fotodiody

Aby zbada¢ dynamike PLC podczas ruchu sinusoidalnych czarno-biatych paskoéw, zarejestrowali$my sygnaty
z fotodiody umieszczonej na $rodku monitora za pomoca oprogramowania CED Spike 2 (Cambridge
Electronic Design, Wielka Brytania). Czestotliwo$¢ prébkowania sygnatlu zostata ustawiona na 1000 Hz
(1000 Klatek na sekunde) (patrz Rycina 11) i zmierzyliSmy zmiane luminancji dla sinusoidalnych siatek

poruszajacych sie w jednym kierunku wzdtuz czterech orientacji: 0°4, 45°\, 90°— i 135°/.

A

B Punktowa zmiana luminancji (PLC)
0.18

0.14

0.12 4

Amplituda (V)

0.08

0.06 1

0.04 1

C

90° 135° 180° 225° 270° 315°

% # R F X #H R

Rycina 11 - Rejestracja PLC.

A) Przyktad sinusoidalnej czarno-biatej paski poruszajacej sie wzdtuz poziomej orientacji 270° («).

B) Podczas ruchu paskéw, fotodioda umieszczona na srodku ekranu rejestrowata sygnat PLC,
ktérego gtowna sktadowa oscylacyjna wynosita 0,8571 Hz. BodZzce wzrokowe skladaty sie z
czarno-biatych paskoéw o sinusoidalnej jasno$ci wyswietlanych na catym ekranie i poruszajacych
sie w jednym kierunku prostopadle do o$miu réznych orientacji (C): 0°! przesuwat sie od gory
do dotu, 45°\ od lewego gérnego rogu do prawego dolnego rogu, 90°— od lewej do prawej, 135°7
od lewego dolnego rogu do prawego gérnego rogu, 180° od dotu do gory, 225°N od prawego
dolnego rogu do lewego gérnego rogu, 270°« z prawej do lewej, 315°/7 od prawego gérnego rogu
do lewego dolnego rogu.

Te cze$¢ pracy, akwizycja danych monitorowania EOG i sygnatu fotodiody wykonano we $cistej wspétpracy

z panem Piotrem Dzwinielem i opisano we wspolnej publikacji naukowej (Raciborska i in., 2024).
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8.3.3 Akwizycja danych podczas sesji treningowych

Kolejno$¢ prezentowanych bodzcéw wzrokowych (uzytych przed, w trakcie i po treningu behawioralnego)
oraz doogonowego impulsu pradowego nadzorowana byta przez skrypt napisany w jezyku systemowym
Spike2 (Cambridge Electronic Design, Cambridge, Wielka Brytania). Charakterystyka bodZcéw wzrokowych
zostata napisana w jezyku programowym Visual C++ ViSaGe MKII Stimulus Generator (Cambridge Research
Systems, Rochester, Wielka Brytania) i prezentowana na ekranie CRT. Charakterystyka bodZca elektrycznego
zostata ustawiona manualnie na stymulatorze elektrycznym (Grass S48H Muscle Stimulator, Rhode Island,

Stany Zjednoczone Ameryki).

8.3.4 Akwizycja danych sygnatéw optycznych z rejestracji spektrografii optycznej I1SOI

Kamera CMOS rejestrowata dane w $ciste zaprogramowanych momentach prezentacji bodZca wzrokowego.
Kontrolowane wtaczenie i wytaczanie kamery CMOS byto nadzorowane przez System Optical Imager 3001
VDAQ 2.6 (Optical Imaging Inc., Rehovot, Izrael), ktory byt sprzezony z system ViSaGe MKII Stimulus
Generator (Cambridge Research Systems, Rochester, Wielka Brytania) do prezentacji bodZcéw wzrokowych
na ekranie CRT. Charakterystyka prezentowanych bodZcéw wzrokowych zostata napisana w jezyku

programowym Visual C++.

8.3.5 Akwizycja danych monitorowania pracy serca

Podczas procedur treningu wzrokowego, rejestracji przed i po 7-dniowej sesji oraz podczas rejestracji
sygnatow optycznych metodg ISOI monitorowano i zapisywano prace serca myszy za pomocg analogowo-
cyfrowego interfejsu Power1401-3A (Cambridge Electronic Design, Cambridge, Wielka Brytania). Sygnat
wzmacniano 10-krotnie z zastosowaniem filtru Srodkowozaporowego 50Hz oraz zastosowano filtr
srodkowoprzepustowy o zakresie 0,1 Hz -1 kHz. Zarejestrowany sygnal poddano digitalizacji z

czestotliwoscig probkowania 10 kHz.

8.3.6 Akwizycja danych immunohistochemicznych

Wszystkie zebrane obrazy skrawkéw wybarwionych metoda imunohistochemii fluorescencyjnej oraz
skrawki ze znacznikiem fluorescencyjnym wskazujacym na zakres ekspresji wirusa ssAVV8/2 wykonano
przy pomocy mikroskopu Olympus VS1100. Skrawki wybarwione metoda imunohistochemii
fluorescencyjnej byly naswietlane $wiattem o spektrum 488 nm. dla wybarwionych interneuronéw Alexa
Fluor®488 (150 ms) i 350 nm. dla jader komoérkowych wybarwionych DAPI (50 ms). Skrawki ze

znacznikiem fluorescencyjnym wskazujacym na zakres ekspresji wirusa ssAVV8/2 byty naswietlane
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Swiatltem o spektrum 600 nm. dla wybarwionych interneuronéw SST mCherry (100 ms) i 350 nm. dla jader
komoérkowych wybarwionych DAPI (50 ms). Obrazy zbierane byty jako pliki .vsi, a za pomocg wtyczki

OlympusViewer DragAndDrop programu Fiji Image] konwertowane do plikow .tif i zapisywane.

Obrazy zostaty dostosowane pod wzgledem jasnosci i kontrastu, a nastepnie na ich podstawie wyznaczono
granice warstw oraz obszaréw wzrokowych w celu precyzyjnego okreslenia ich rozmiaréw. Analizowano
uktad komoérek wykazujacych obecno$é okre$lonych przeciwciat, ktére byly wyraznie zaznaczone i
posiadaty widoczne jadra komoérkowe, w poszczegbdlnych warstwach [-VI prawej i lewej kory
pierwszorzedowej V1. Nastepnie wyniki dla konkretnego obszaru i warstwy byly u$redniane dla kazdego
zwierzecia, a te wartosci wykorzystano do wyznaczenia $redniej grupowej. W kazdym przypadku liczba
komérek immunoreaktywnych byta dzielona przez wyznaczony obszar. Sredni obszar liczenia w kory
pierwszorzedowej V1 dla odcinka monokularnego w przekroju wynosit 9,65 mm? + 2,09, natomiast dla
odcinkéw binokularnych byto to 5,86 mm? + 1,9. W celu poréwnan miedzygrupowych, dane uzyskane z
potkuli eksperymentalnej (prawe V1) byly dzielone przez dane z pétkuli kontrolnej (lewe V1), aby

wyeliminowac réznice miedzy poszczegdlnymi zwierzetami.

8.4 ANALIZA DANYCH
8.4.1 Analiza danych ze spektrografii optycznej ISOI

Sygnaty optyczne, czyli zmiany w rozproszeniu $wiatta, rejestrowano za pomoca kamery CMOS tworz3cej
dwuwymiarowy uktadu pikseli (patrz Rycina 12A-C). Wszystkie zarejestrowane sygnaly wizualizowano
offline w programie MATLAB (The MathWorks, Natick, MA) wersja Toolbox Optimage 1.1.7 (Autor: Thomas
Deneux, Unit of Neuroscience Information and Complexity, Francja). W celu analizy sygnatéw optycznych
jako zmian sily rozproszenia swiatla w czasie i obszaré6w zmian rozproszenia Swiatla (w formie
obrazow) (patrz Rycina 12E-F) dane musialy zosta¢ odpowiednio przekonwertowane. Celem analizy zmian
sity rozproszenia $wiatta w czasie byto scharakteryzowanie szybkosci powstawania odpowiedzi na
prezentowanie bodZce wzrokowe oraz okres$lenie sity aktywacji obszaréw wzrokowych na prezentowane
bodzce. Celem analizy obszaréw zmian rozproszenia $wiatta byto scharakteryzowanie wymiaréw aktywacji

obszaréw wzrokowych na prezentowane bodzce. Cele te osiggneliSmy, analizujac dane:

1) Wewnatrzosobniczo: poréwnujac wybrany parametr, zmiany rozproszenia $wiatta (czyli sygnat
optyczny) i obszary aktywacji, w kolejnych grupach;

2) Miedzygrupowo: poréwnujac wybrany parametr, zmiany rozproszenia $wiatta (czyli sygnat

optyczny) i obszary aktywacji: grupie kontrolnej, grupie CS+UCS, grupie CS i PSEUDO) i grupie

79



trenowanej SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO i grupie trenowanej SST-ires-Cre CS+UCS z

podaniem NacCl;

Aby przeanalizowa¢ wymiary obszaréw zmian rozproszenia $wiatta oraz sily aktywacji obszarow
wzrokowych, najpierw kazda dwuwymiarowa macierz (X) pojedynczego bloku danych usredniono
kolumnowo i elementowo, gdzie n oznacza liczbe macierzy zebranych podczas 9 sek. rejestracji (1-90), am
liczbe pojedynczych powtérzen (trial 1 do 16) dla danego bodZca wzrokowego. W rezultacie otrzymalismy

tréjwymiarowa macierz Xave sktadajaca sie z 90 dwuwymiarowych macierzy (M).

90 dwuwymiarowych macierzy (M), nastepnie znormalizowano, dzielgc z warto$ci zmian rozproszenia
Swiatta zarejestrowanych w okresie od 1 do 8 sek. prezentacji bodZca wzrokowego (AFg;) usrednione sygnaty
zarejestrowane od 0 do 1 sek. (x-Fs;) i podzielone przez zarejestrowane zmiany rozproszenia Swiatlta w

sygnatach podczas prezentacji $lepej proby (AFBi), wedtug wzoru:

1
MFri

AFp;

Gdzie:

AFgi - warto$ci zmian rozpraszania $wiatta rejestrowane od 1 do 8 sekundy stymulacji wzrokowej (bodziec

wzrokowy lub kontrolny);

x-Fsi — u$rednione warto$ci zmian rozpraszania $wiatla rejestrowane od 0 do 1 sekundy prezentacji

jednolitego szarego ekranu;

AFgi — wartosSci zmian rozpraszania Swiatta rejestrowane od 1 do 8 sekundy prezentacji bodzca kontrolnego.
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Uzyskane 90 macierzy dwuwymiarowych po normalizacji (Moon_avc) poddano analizie wymiaréw obszaréow

sygnatéw optycznych i analizie zmian sity rozproszenia Swiatta w czasie.

W przypadku silnych artefaktéw optycznych nie wiaczano do analiz pojedynczych sub-blokdw, jednak nigdy

nie przekraczaty one 30% wszystkich zapiséw z pojedynczego bloku danych.

8.4.1.1 Analiza wymiaréw obszaréw sygnatéw optycznych

W celu analizy wymiaréw obszaréw sygnatéw optycznych, z 90 dwuwymiarowych macierzy (Moon_avg) po
normalizacji, wybrano 40 macierzy ze okresu: 2 do 9 sek. dla grupy naiwnej, oraz od 4 do 8 sek. dla
pozostatych grup (jako zbior danych o najwiekszej amplitudzie sygnatéw AF /F), ktore nastepnie usredniono
do jednej dwuwymiarowej macierzy (Masonavg). USredniona dwuwymiarowa macierz Maon ave jest
eksportowana w formie graficznej z programu MATLAB Toolbox Optlmage 1.1.7 do 8-bitowy obrazu PNG
RGB (system bezstratnej kompresji danych graficznych), jako format pliku obrazu rastrowego. Okreslenie
rozmiaru wymiaru wystepowania sygnatéw optycznych wykonano zliczajac liczbe pikseli w 8-bitowy
obrazie PNG RBG w programie Fiji Image] z wykorzystanie wtyczki Triangular Thresholding w oparciu o
algorytm Zack i in. (1977). Obrazy zostaly przekonwertowane z obrazu w skali szarosci (0 - 255) do obrazu
binarnego (0 - 1) czarno-biatego (czarny (warto$¢ 1) — aktywacja, biaty (wartos¢ 0) - tto/brak aktywaciji), z
progiem odciecia wartoSci powyzej 245. Nastepnie automatycznie zliczano piksele z obrazu binarnego o
wartosci 1. Z jednego bloku danych uzyskiwano 4 obrazy binarne dla kazdego bodZca wzrokowego i 1 obrazu

binarny dla bodZca kontrolnego (usrednionej wartosci Blank I i II).

Wyniki byly zapisywane i przechowywane w programie Excel Office 2013 (Microsoft Office, Microsoft,
Redmond, Stany Zjednoczone Ameryki). Analiza statystyczna zostata wykonana wersji 8.1.4 GraphPad Prism

Software, dla systemu operacyjnego Windows (La Jolla California USA, www.graphpad.com).
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Rycina 12 - Schemat rejestracji in vivo I1SOI - akwizycja i wizualizacja danych
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Schemat rejestracji sygnatéw optycznych ISOL. Od dotu: fragment powierzchni kory w ROI,
obrazowany podczas eksperymentu. Czujnik kamery CMOS (fotodetektor) wykrywa zmiany w
rozproszeniu $wiatta w ROI (réznica miedzy $wiattem emitowanym (LE) przez $wiattowdd a
intensywno$cia Swiatta odbitego (LR), wykryta przez czujnik kamery) i przeksztatca wykryte $wiatto
w natezenie pradu (przeptyw elektronéw e-). Przeptyw pradu (akumulacja elektronéw
proporcjonalna do LR) jest konwertowany przez przetwornik cyfrowo-analogowy (DAC) na wartosé
jasnosSci pojedynczego piksela bedacego czes$cia dwuwymiarowej matrycy 1312 x 1082 pikseli,
zapisanej na dysku twardym komputera. Naswietlanie kory mézgowej w celu utworzenia jednej
matrycy trwato 1s. Od gory: podczas 9 sekund rejestracji dla pojedynczej préoby (B, C) zebrano 90
matryc 2D z czestotliwos$cig prébkowania 10 Hz (dla uproszczenia pokazano tylko jedng matryce 2D
na 1 s rejestracji, tj. facznie 10).

Mapy aktywnosci prawej kory wzrokowej V1 wywotanej stymulacja wzrokowg dla trzech réznych
stymulacji: (i) Kontra - przeciwstronnie, lewe oko otwarte, prawe oko zamkniete; (ii) Bino -
obuocznie; (iii) Ipsi - tozstronnie, prawe oko otwarte, lewe oko zamkniete. Pasek skali szarosci
reprezentuje zmiane rozproszenia $wiatta AF/F.

Schemat stymulacji wzrokowej o orientacji pionowej 90°—. Préba trwa 9s i sktada sie z prezentacji
jednorodnego szarego ekranu (0-1 sek.), prezentacji sinusoidalnej czarno-biatej czarno-biate paski o
danej orientacji i ruchu w okre$lonym kierunku (1-8 sek.), powtoérzenia prezentacji jednorodnego
szarego ekranu (8-9 sek.; tacznie 9 sek.).

Podczas eksperymentu préby sg zorganizowane w nastepujacy sposdb: sze$¢ préb na 1 podblok, 16
podblokéw na 1 blok, a bloki sg powtarzane tyle razy, ile to mozliwe podczas rejestracji ISOI. Jeden
podblok sktada sie z 6 prob, z ktorych 4 sa poSwiecone stymulacji wzrokowej w postaci sinusoidalnej
czarno-biate paski w okreslonej orientacji i poruszanej w okre$lonym kierunku, podczas gdy
pozostate dwie sg poswiecone prezentacji tak zwanych stymulacji "Blank I[/II " (Blank I i Blank II),
podczas ktoérych prezentowano jednorodny szary ekran. Dodatkowo, pomiedzy kazdg préba
prezentowana jest 6-sekundowa przerwa, ktdra zawiera jednorodny szary ekran jako "bodziec

82



wizualny". BodZce byly prezentowane w sposob losowy. Dla grupy naiwnej zaprezentowano
rozszerzona liczbe bodzcéw orientacyjnych.

E) Mapa aktywnoSci korowej - w kolorystyce RAINBOW z naniesionymi profilami sygnatu optycznego
w czasie (ktére odpowiadaja odpowiednim pikselom na matrycy przestrzennej) wywotanych
bodzcem wzrokowym 0°! aktywacji prawej kory V1 zarejestrowanej podczas 9 sek. rejestracji ISOI,
podczas stymulacji tozstronnej. USsrednione warto$ci sygnatu ze wszystkich pikseli w obrebie ROI
(czerwona linia) zostaty wykorzystane do zbudowania profilu sygnatu optycznego w czasie trwania
stymulacji (F). Do analizy statystycznej byly wybierane obszary map dla ktérych warto$ci byty o 10%
nizsze od wartosci maksymalnej (im ciemniejszy kolor — wieksze rozproszenie $wiatta — silniejsza
aktywacja korowa).

F) Sygnat optyczny - po usrednieniu wartos$ci wszystkich pikseli z wybranego obszaru aktywnego dla
okreslonego warunku stymulacji wzrokowej w ciggu 9 sek. rejestracji zwizualizowano jako przebieg
zmian sygnalu optycznego w czasie trwania rejestracji ISOI (ciggla czarna linia). Szczegotowe
informacje znajduja sie w cze$ci Materiaty i metody, str. 59

8.4.1.2 Anadliza zmian sily rozproszenia swiatta w czasie

W celu analizy zmian w sile rozprowadzenia $wiatta w czasie w programie MATLAB Toolbox Optlmage 1.1.7
z 90 dwuwymiarowych macierzy (Moon avc) po normalizacji, wybrano zakres danych w celu usrednienia,
identyczny dla kazdej z 90 dwuwymiarowych macierzy (Mgon avc). Pozwolito to na wyrysowanie krzywej
zmian rozproszenia $wiatta na podstawie 90 punktéw warto$ci usrednionych z 90 dwuwymiarowych
macierzy (Moon_avc) dla 90 punktéw w czasie pojedynczej rejestracji. Wyboru zakresu danych do usrednienia
dokonywano na podstawie zaznaczenia na reprezentacji graficznej 90 dwuwymiarowych macierzy (Moon_avc)
obszaréw zainteresowania ROI. Dla kazdej z 6 pojedynczych rejestracji w jednym bloku analiza wykonywana

byta identycznie, automatycznie i rownocze$nie.

Dane byty eksportowane w formie numerycznej (4 x 90 wartosci dla czterech bodzcéw wzrokowych i 1 x 90
wartosci dla czterech bodZcow kontrolnych (usrednionych Blank [ II). Do analiz statystycznych wybierano:
60 z 90 dla grupy naiwnej oraz 40 z 90 wartosci dla pozostatych grup zmian sity rozproszenia swiatta w
czasie, ktore odpowiadaty na, 2 do 9 sek. i 4 do 8 sek. prezentacji bodzcéw wzrokowych, jako o najwiekszej

amplitudzie sygnatéw AF/F.

Dla grupy naiwnej, ktéra charakteryzowata sie wieksza liczbg bodZcow wzrokowych (osiem bodzcow
orientacyjnych: 0°1/180°T, 45°\/225°K, 90°=/270°« i 135°/7/315°¢ oraz dwa blanki: Blank I i II), wyniki
dla kazdej orientacji, ale o przeciwstawnym ruchu bodzca wzrokowego, potraktowano jako tozsamy sygnat,
poniewaz wcze$niejsza analiza nie wskazata na wystepowanie réznic w sygnale wynikajacym z kierunku

ruchu.
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Wyniki byly zapisywane i przechowywane w programie Excel Office 2013 (Microsoft Office, Microsoft,
Redmond, Stany Zjednoczone Ameryki). Analiza statystyczna zostata wykonana wersji 8.1.4 GraphPad Prism

Software, dla systemu operacyjnego Windows (La Jolla California USA, www.graphpad.com).

8.4.2 Analiza danych z monitorowania EOG

Zarejestrowany sygnat EOG zostat przetwarzany, analizowany i wizualizowany za pomocg dedykowanych
skryptéw w Pythonie, napisanych przez pana Piotra Dzwiniela. Wyniki byly zapisywane i przechowywane w

programie Excel Office 2013 (Microsoft Office, Microsoft, Redmond, Stany Zjednoczone Ameryki).

Celem analiz elektrookulogramu byto ustalenie charakterystyki ruchu gatek ocznych podczas prezentacji

ruchomych bodZcédw orientacyjnych, wszystkich wykorzystanych podczas rejestracji ISOI dla grupy naiwne;j.

Cel ten osiggnieto analizujac dane zarejestrowane z pojedynczego zwierzecia, dla catej procedury
eksperymentalnej, a nastepnie podzielone na warunki eksperymentalne, usrednione dla powtérzen bodzcow
wzrokowych w wymiarze warunkowym i wizualizowane w postaci przebiegéw czasowych i rozktadéw

czestotliwosci.

8.4.3 Analiza pomiaru PLC i ich poréwnanie z przebiegami czasowymi sygnatéw optycznych I1SOI dla bodzcow

wzrokowych o réznych orientacjach i stymulacji wzrokowej

Poréwnano przebiegi czasowe PLC z przebiegami pasujacych sygnatéw optycznych zarejestrowanych
spektrometrig optyczng ISOI wywotanych bodZcem wzrokowym, wykorzystujac dodatkowe obliczenia
korelacji krzyzowej i przesuniecia fazowego. Pozwolilo to wstepnie zweryfikowaé potencjalne oscylacje w
przebiegach czasowych sygnatu optycznego, ktére byty zalezne od ruchu paskéw o charakterystyce
sinusoidalnej dla okres$lonych orientacji bodZzca wzrokowego i rodzaju stymulacji ocznej, jedno- lub

obuoczne;j.

Wspotczynnik korelacji krzyzowej pomiedzy dwoma sygnatami X i Y, z op6znieniem k, zostat zdefiniowany

w nastepujacy sposob:
RUY) =) X[n+k] x Vln]
n

gdzie X iY byly wzajemnie skorelowanymi sygnatami, n byto liczbg prébek, a Y byto ztozonym sprzezeniem
y. Wspotczynnik korelacji krzyzowej zostat nastepnie znormalizowany i wyrazony w zakresie od -1 do 1.
Opoznienie miedzy dwoma sygnatami zostalo wyrazone w sekundach. Przesuniecie fazowe, wyrazone w

stopniach, zdefiniowano jako:
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360° X k
Ap = ———

gdzie k to opdznienie miedzy dwoma sygnatami, a T to okres fali, zdefiniowany jako:

1
~ czestotliwo$¢ fali (Hz)

Wstepne przetwarzanie, analiza i wizualizacje zostaty wykonane przy uzyciu niestandardowych, autorskich

skryptéw Python, napisanych przez pana Piotra Dzwiniela.

8.4.3.1 Charakterystyka spektralna zmian rozproszenia swiatta wywofanych bodZcem

Biorgc pod uwage wyrazny wzor PLC obserwowany w odpowiedzi na sinusoidalne paski poruszajace sie w
jednym kierunku dla okres$lonej orientacji bodZca wzrokowego, zbadano mozliwy zwigzek spektralny
miedzy PLC a przebiegami czasowymi zmiany rozproszenia $wiatta wywotanej orientacyjnym bodZcem
wzrokowym (AF/F). W szczeg6lnosci zbadano, czy przebieg czasowy aktywacji korowej w odpowiedzi na
poruszajacy sie bodziec wzrokowy o danej orientacji zawierat sktadowg oscylacyjng zwigzang z wzorcem

PLC, ze szczytem czestotliwosci rownym 0,8571 Hz.

Aby to osiggna¢, obliczono przebiegi czasowe zmiany rozproszenia $wiatta wywotanej bodZcem (AF/F) i ich
widma dla kazdego wejscia oka i kazdej orientacji ruchomych siatek. Analize widmow3g przeprowadzono
przy uzyciu dyskretnej transformaty Fouriera (ang. discrete fourier transform, DFT; Cooley & Tukey (1965))
na przebiegach czasowych AF/F.

Te cze$¢ pracy, analiza danych monitorowania EOG i analiza pomiaru PLC wykonano we $cistej wspotpracy

z panem Piotrem Dzwinielem i opisano we wspdlnej publikacji naukowej (Raciborska i in., 2024).

8.4.4 Analiza danych mikroskopowych

Obrazy mikroskopowe zebrane zostaty przy pomocy komputera Olympus VS1100 jako pliki .vsi, otwierane
za pomocg wtyczki OlympusViewer DragAndDrop programu Fiji Image] w maksymalnej rozdzielnos$ci

(indywidualnej dla kazdego zdjecia), jako obrazy16-bitowe dwukanatowe, gdzie:

A) W analizie skrawkéw wybarwionych metoda imunohistochemii fluorescencyjnej Alexa
Fluor®488 i DAPI;
a. 1-kanat dotyczyt naswietlania Swiattem o spektrum 488 nm (wybrane interneurony
SST, PV),
b. 2-kanat dla spektrum 350 nm (jagdra komdrkowe),
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B) W analizie skrawkow ze znacznikiem fluorescencyjny mCherry i DAPI;
a. 1-kanat dotyczyt naswietlania §wiatlem o spektrum 600 nm (interneurony SST),

b. 2-kanat dla spektrum 350 nm (jagdra komdrkowe).

W analizie dotyczacej A) skrawkéw wybarwionych metoda imunohistochemii fluorescencyjnej i B)
skrawkow ze znacznikiem fluorescencyjnym mCherry dla interneuronéw SST procedura analizy byta taka
sama. 16-bitowy dwukanatowy obraz rozdzielono na dwa 16-bitowe jednokanatowe obrazy, odpowiednio
na 1-go i 2-go kanatu. Nastepnie, recznie poprawiono kontrast i jasno$¢ obu obrazéw, w celu jak najlepszej
wizualizacji danych. Oba obrazy ztozono ponownie w 16-bitowy obraz, jednokanatowy z zachowaniem
wlasciwosci kontrastu i jasnos$ci. Tak przygotowany 16-bitowy obraz konwertowano do rozszerzenia RGB i
zapisywano, jako obraz tif. Obrazy tif otwierane byty w CorelDRAW (Corel Corporation, Kanada) i na
podstawie atlasu stereotaktycznego myszy (Franklin & Paxinos, 2007) oraz gesto$ci wystepowania jader
komérkowych, naktadano na kazdy z obrazéw tif siatke linii oznaczajacych granice kolejnych warstw kory
(warstwy I, II/III, 1V, V i VI) obszaré6w V1 monokularnych i binokularnych. Tak przygotowane obrazy
konwertowano i eksportowano, jako pliki .png RGB 32-bitowe, z rozdzielczoscig identyczng jak Zrédtowa. Za
pomoca wtyczki Cell Counter programu Fiji Image] na obrazie 32-bitowy png RGB pétautomatycznie zliczano
wystepowanie oznaczonych interneuronéw w poszczegbélnych warstwach obszaré6w V1 monokularnych i
binokularnych, stosujgc nastepujgce kryteria: 1) komoérka znajdowata sie w wyznaczonym obszarze, 2)
komérka wykazala wyrazne barwienie przeciwko SST i PV, 3) posiadala wybarwione DAPI jadro

komoérkowe.

Wykonano dwie analizy. Pierwsza analize skrawkéw wybarwionych metodg imunohistochemii
fluorescencyjnej wykonano w celu scharakteryzowania wptywu jednoocznego treningu warunkowania
klasycznego na zmiany w ekspresji SST lub PV w interneuronach pierwszorzedowej kory wzrokowej V1,

prawej i lewej, obszaréw monokularnych i binokularnych. Cel ten osiggneliSmy analizujac dane:

1) Wewnatrzosobniczo: poréwnujac liczbe zliczonych znacznikéw fluorescencyjnych dla wybranego
typu interneuronu, pomiedzy prawym a lewym obszarem monokularnym pierwszorzedowej kory
wzrokowej oraz pomiedzy prawym a lewym obszarem binokularnym pierwszorzedowej kory
wzrokowej. Wewnatrzosobniczo: poréwnujac liczbe zliczonych znacznikéw fluorescencyjnych dla
wybranego interneuronu, pomiedzy obszarami monokularnym i binokularnym tozstronne
potozonych w V1;

2) Miedzygrupowo: poréwnujac liczbe zliczonych znacznikéw fluorescencyjnych dla wybranego

interneuronu, miedzy grupa kontrolng a grupg trenowang warunkowaniem klasycznym.
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Wyniki byly zapisywane i przechowywane w programie Excel Office 2013 (Microsoft Office, Microsoft,
Redmond, Stany Zjednoczone Ameryki). Analiza statystyczna zostata wykonana wersji 8.1.4 GraphPad Prism

Software, dla systemu operacyjnego Windows (La Jolla California USA, www.graphpad.com).

Druga analize skrawkoéw ze znacznikiem fluorescencyjny mCherry dla interneuronéw SST, wykonano w celu
sprawdzenia zakresu transfekcji wirusa ssAVV8/2 w pierwszorzedowej korze wzrokowej, prawejilewej V1,
obszaréw mono i binokularnych. Nie wykonano zZadnych dodatkowych analiz statystycznych, jedynie
wizualizacje ekspansji wirusa ssAVV8/2 w pierwszorzedowej korze wzrokowej dla kazdego zwierzecia
(patrz Rycina 25). Analize wykonano dla grupy trenowanej SS-Cre z podaniem CNO i dla grupy trenowanej

SS-Cre z podaniem 0.9%NacCl.

8.4.5 Analiza danych z monitorowania pracy serca

Zarejestrowane elektrokardiogramy pracy serca przed i po treningu, w trakcie 7-dniowego treningu oraz
dzien przed (dzien 0) i dzien po treningu (dzien 8) analizowano w oprogramowania Spike2 (Cambridge
Electronic Design, Cambridge, Wielka Brytania). Razem z krzywa EKG, program Spike2 zbierat dane o
wystapieniu bodZca warunkowego (CS - wzrokowy) i bodZca bezwarunkowego (UCS - doogonowa aplikacja

pradowa). W zaleznosci od procedury, podczas ktérej dane zostaly zebrane, analizie poddawano:

1) Przed i po sesji treningowej - roznice czasu (w sekundach) pomiedzy kolejnymi 9-ma
zalamkami R krzywej EKG, przy wystapieniu kazdego kolejnego bodZca warunkowego CS
(bodziec wzrokowy) - dzien przed (dzien 0) pierwszym i dzien po (dzien 8) ostatniej sesji
treningowej. Kazdy bodziec wzrokowy prezentowany byt 10 razy.

2) W trakcie sesji treningowej - réznice czasu (w sekundach) pomiedzy kolejnymi zatamkami R
krzywej EKG. na 0.5 sek. przed wystgpieniem bodZca bezwarunkowego UCS. Bodziec
wzrokowy prezentowany byl 40 razy, do analizy wybierano zatamki R krzywej EKG
wystepujacych podczas prezentacji 5 pierwszych i 5 ostatnich bodZcéow wzrokowych. Dane

rejestrowano 1, 3, 51 7-go dnia, do analiz przeznaczono dane z dnia 1-go i 7-go.

Wyniki byly zapisywane i przechowywane w programie Excel Office 2013 (Microsoft Office, Microsoft,
Redmond, Stany Zjednoczone Ameryki). Analiza statystyczna zostata wykonana wersji 8.1.4 GraphPad Prism

Software, dla systemu operacyjnego Windows (La Jolla California USA, www.graphpad.com).

Celem analiz elektrokardiogramu bylto ustalenie charakterystyki pracy serca przed treningiem
behawioralnym, wptywu treningu na prace serca oraz sprawdzenie czy modulacja pracy serca wystepuje

tylko podczas prezentacji bodzca wykorzystanego podczas treningu (sinusoidalnych, czarno-biatych
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paskow, poruszajacych sie pod katem 45°\ z czestotliwos$cig czasowa 1 Hz i czestotliwos$cia przestrzenna

0.05 cpd).
Cel ten osiggnelisSmy analizujac dane:

1) Wewnatrzosobniczo: poréwnujac czas pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG
zarejestrowanych dla kazdego zwierzecia;

2) Miedzygrupowo: poréwnujgc czas pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG miedzy grupami
doswiadczalnymi: kontrolnej, grupie CS+UCS, trenowanej bodZcem wzrokowym CA i PSEUDO oraz
pomiedzy grupa trenowang SST-ires-Cre z podaniem CNO i grupg trenowang SST-ires-Cre z

podaniem NacCl;
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9 WYNIKI

Wyniki przedstawiono w podrozdziatach, opisujacych kolejne etapy eksperymentow;

1) Mapowanie wrazliwosci orientacyjnej w korze V1 myszy metoda ISOI w celu charakteryzacji
wrazliwos$ci na orientacje kory V1 u mlodej myszy;

2) Eksperymenty weryfikujace wptyw warunkowania (CS+UCS) na plastycznos¢ V1 i na prace serca;

3) Eksperymenty weryfikujgce Kktére z wystepujacych w pierwszorzedowej korze wzrokowej
interneuronéw charakteryzujacych sie ekspresja somatostatyny lub parwalbuminy zmieniaja
poziom tej ekspresji pod wptywem warunkowania (CS+UCS);

4) Eksperymenty z uzyciem chemogenetycznej metody DREADD, w celu zbadania wptywu aktywno$ci

interneuronéw SST na plastyczno$¢ kory V1 podczas warunkowania (CS+UCS) i na prace serca.

9.1 MAPOWANIE WRAZLIWOSCI ORIENTACYJNE] W KORZE V1 myszy METODA ISOl w CELU

CHARAKTERYZACJI WRAZLIWOSCI NA ORIENTACIJE KORY V1 U MLODEJ MYSZY

Pierwszym etapem badan byto ustalenie czy metoda spektrografii optycznej ISOI jest rejestracja
odpowiednig do badan nad aktywnoscig korg V1 myszy, w szczegélno$ci na zmiany aktywnoSci kory na
prezentowane rozne, orientacyjne bodZzce wzrokowe prezentowane przez rézne stymulacje wzrokowe:
jednoocznie lub obuocznie. Rejestracje wykonano na grupie naiwnej dla kory prawej V1. Wyniki rejestracji
[SOI miaty dwojaki charakter: zmian sity sygnatu optycznego w czasie oraz rozmiaru przestrzennych map

sygnatu optycznego. Wyniki opisane w tym rozdziale zostaty opublikowane w Raciborska i in. (2024).

9.1.1 Zrdéinicowana aktywacja obszaru V1 pod wptywem bodZcéw orientacyjnych i stymulacji wzrokowej

Usrednione wyniki aktywacji korowych mierzonych dla myszy stymulowanych przez czarno-biate paski
poruszane w obu kierunkach dla kazdej orientacji (0°1/180°T, 45°\/225°K, 90°—>/270°« i 135°7/315°/).
Typowe zmiany rozproszenia $§wiatla w postaci obrazéw 2D usrednionych dla odpowiedzi we wzajemnych
kierunkach reprezentujgcych aktywowane obszary V1 przez bodZce wzrokowe o réznych orientacjach
pokazano na: Rycina 13A i B. Ciemniejsze obszary na monochromatycznych obrazach wskazuja na wieksza
zmiane rozproszenia $wiatta (tj. silniejsza odpowiedz), podczas gdy jednorodne szare tto nie reprezentuje

zadnej wywotanej odpowiedzi w stymulowanych regionach (patrz Rycina 9F; Rycina 13A).

Wykorzystano analize kolokalizacji Pearsona, aby oceni¢ zakres naktadania sie obszaréw aktywowanych

przez paski o réznych orientacjach dla réznych typéw danych wejsciowych oka. Obszary aktywacji
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wykazywaty wysoki stopien podobienstwa w regionie V1 dla kolejnych orientacji (r = 0,92) i dla wszystkich
wej$¢ ocznych (r 2 0,73) (patrz Rycina 13B; Tabela 5).

Nalezy zauwazy¢, ze mapy aktywnos$ci kory V1 zarejestrowane metodg ISOI s3 podobne do kolejnych
stymulacji, ale moga sie réznié, gdy sa stymulowane jednoocznie lub obuocznie. Gérny panel na Rycina 13E
zarejestrowany od przyktadowej myszy pokazuje rozne lokalizacje obszaréw korowych aktywowanych
przez paski poruszajace sie wzdluz orientacji 45°\/225°N i 135°2/315°/ poprzez stymulacje
przeciwstronng do prawej V1 (gérne lewe naktadajgce sie obszary) i tozstronnie do prawej V1 (dolne prawe
naktadajace sie obszary). Co wiecej, obszary aktywne przez ruchome bodzce o tych samych orientacjach
sko$nych doktadnie sie pokrywaja podczas stymulacji tozstronnej podczas gdy te aktywowane podczas
stymulacji przeciwstronnej réznig sie w catym obszarze sensorycznym. Podobnie, dolny panel Rycina 13E
wskazuje na wyrazng roznice miedzy mapami aktywnos$ci wywotanymi przez uko$ne bodZce orientacyjne
podczas stymulacji tozstronnej i przeciwstronnej dla prostopadtych orientacji kardynalnych, ktoére

charakteryzuja sie $cisle naktadajacymi sie obszarami (45°Yv/225°N190°—/270°¢«).

Nastepnie, poréwnano S$rednig liczbe pikseli w ROI (obszary aktywacji korowej wywotane przez
sinusoidalne paski wszystkich orientacji prezentowanych dla grupy naiwnej, ang. region of interest) w
zalezno$ci od rodzaju wejscia wzrokowego (obuocznego, lub jednoocznego tozstronnego lub
przeciwstronnego do prawej kory V1) (patrz Rycina 13C, Tabela 3). Test Kruskala-Wallisa wykazat istotng
réznice w liczbie pikseli w ROI aktywowanych przez stymulacje przeciwstronng i tozstronng (wartosci p* =
0,03). Co wiecej, poréwnania post-hoc z wykorzystaniem poprawki Bonferroniego dla pordwnan
wielokrotnych potwierdzity, ze obszary aktywowane przez stymulacje przeciwstronng (reprezentowane
przez trzy szerokie, jasne paski, patrz Rycina 13C) réznity sie od obszaréw aktywowanych przez stymulacje
tozstronne (warto$¢ p* = 0,01), podczas gdy obszary aktywne przez stymulacje obuoczng nie réznity sie

istotnie od pozostatych dwdch.

Dalsza analiza nie wykazata zadnych réznic miedzy ROI aktywowanymi przez paski o réznych orientacjach
dla obu typéw bodZcoéw ocznych (warto$¢ p = 0,06, F (6, 61) = 0,8; dwuczynnikowy test ANOVA z testem
post-hoc Bonferroniego). Podobnie, nie stwierdzono réznic miedzy obszarami aktywnymi przez paski
poruszajace sie w orientacji kardynalnej i ukos$nej dla stymulacji wzrokowej jednoocznej i obuocznej (patrz

Rycina 13D).
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Rycina 13 - Wzorce aktywnosci korowej w grupie naiwnej

A)

B)

0

D)

E)

9.1.2

Mapy sygnatéw optycznych wywotanych bodZcem podczas stymulacji wzrokowej siatkami o
okreslonej orientacji oraz odpowiedzi na Blank I/Il zarejestrowane i usrednione dla stymulacji
obuocznej, przeciwstronnej i tozstronnej. Warto$¢ kazdego piksela budujacego mape to wartos¢
rozproszenia $wiatta. Wartosci na skali szarosci sg znormalizowanymi réznicami rozproszenia
Swiatla w stosunku do rozproszenia $wiatta w stanie podstawowym AF/F; réwnowazna skala to
wartosci jednostek arbitralnych obrazéw PNG 8-bitowych od minimum (0) do maksimum (255).
Rejestracja sygnatu oraz przeksztalcanie wartosci rozproszenia swiatla oraz wizualizacja w formie
map sygnatéw optycznych wywotanych bodzcem, opisano w sekcji dotyczacej analizy danych. B -
linia bregma; ML - linia $Srodkowa.

Wzorce aktywnosci zarejestrowane u przyktadowej myszy podczas stymulacji wzrokowej siatkami
o czterech okreslonych orientacjach (dwéch kardynalnych i dwéch uko$nych): (i) mapy w skali
szaroé$ci i (ii) mapy w skali RAINBOW przedstawiajgce odpowiedzi na stymulacje wzrokowa siatkami
0 poziomej orientacji. (iii) mapy binarne ilustrujgce obszary maksymalnej aktywacji korowej przez
poziome paski. (iv) Naktadajgce sie mapy binarne dla dwéch orientacji kardynalnych (0°/180°T i
90°->/270°<). (v) Nakltadajgce sie mapy binarne dla dwoch orientacji ukosnych (45°\/225°N i
135°V/315°N). Oddzielna analiza wykazata silng korelacje miedzy naktadajacymi sie obszarami
(liczba zwierzat n = 9, wspédiczynnik korelacji Pearsona r > 0,72; szczeg6ty dotyczace prezentacji
bodZcéw wzrokowych znajduja sie w sekcji Metody) (Tabela 5).

Usredniona (liczba zwierzat n = 9; szczegbly dotyczace prezentacji bodzcéw wzrokowych znajduja
sie w sekcji Metody) liczba pikseli w obszarach aktywacji przez paski o réznych orientacjach (waskie,
kolorowe stupki) i stymulacje wzrokowa (szerokie, jasne stupki). Jedyna istotna réznica zostata
stwierdzona miedzy $rednig liczbg pikseli aktywowanych przez stymulacje okiem przeciwstronnym
(M =8583,9; SD = 1021,1) a okiem tozstronnym (M = 6163,6; SD = 192,4) (wartos$¢ p = 0,03, test
Kruskala-Wallisa, post-hoc test Bonferroniego). Stupki btedéw przedstawiajg standardowy btad
$redniej (SEM).

Usredniona (liczba zwierzat n = 9) liczba pikseli w obszarach aktywacji podczas stymulacji
wzrokowej siatkami o orientacjach kardynalnych (0°1/180°T i 90°—/270°<) oraz uko$nych
(45°N/225°N 1 135°V/315°K). Nie stwierdzono istotnych réznic (warto$é p = 0,06, F (2, 3) =5,3; test
dwuczynnikowej ANOVA, post-hoc test Bonferroniego).

Wzorce aktywacji korowej zostaly zarejestrowane u przykladowej myszy podczas stymulacji
bodzZcami orientacyjnymi (kardynalnymi i uko$nymi). Panel gérny: naktadajace sie mapy aktywnosci
dla bodZcoéw o uko$nej orientacji (45°N/225°N 1 135°7/315¢) podczas rejestracji przeciwstronne;j i
tozstronnej dla prawej V1. Panel dolny: naktadajace sie mapy aktywnosci dla bodzcéw
orientacyjnych uko$nych (45°\/225°N i 135°7/315/) podczas rejestracji przeciwstronnej oraz
mapy aktywnosci dla kardynalnych bodzcéw orientacyjnych (0°1/180°T i 90°—/270°«) podczas
rejestracji tozstronnej dla prawej V1. Obrazy w A, B i E pochodza od tego samego zwierzecia. Stupki
btedéw wskazujg SEM.

Dynamika zmian sity sygnatu optycznego ISOI w obszarze V1

Rycina 14A i B przedstawiajg przebiegi czasowe rozproszenia $wiatla podczas stymulacji ruchomymi

siatkami o réznych orientacjach i pustym ekranem z jednorodnym szarym ttem (tzw. Blank I/II). Wzrost

rozproszenia $wiatta (spadek zarejestrowanego sygnatu) byt poprzedzony poczatkowym wzrostem tzw.

initial dip (wskazanym czarnymi strzatkami na Rycina 14B), podobnym do obserwowanego w poprzednich

badaniach na szczurach, kotach, matpach i ludziach (zarejestrowany jako dodatni wzrost AF/F (Frostig &

Chen-Bee, 2009; K.-S. Hong & Zafar, 2018). W okresie 1-8 sek. rozproszenie $wiatta wzrosto w odpowiedzi
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na stymulacje wzrokowa, co spowodowato spadek sygnatu AF/F (patrz Rycina 14A i 4B - kolorowe linie w
zacienionym obszarze). Gdy prezentowany byt pusty ekran, sygnat AF/F pozostawatl niemal stabilny (patrz
Rycina 14A i B - czarna linia). Warto zauwazy¢, Ze sinusoidalne paski o orientacji kardynalnej generowaty
sygnaty z oscylacyjnymi sktadowymi, ktére odpowiadaty mierzonej czestotliwosci PLC. Jednak ten sktadnik
byt szczatkowy i nieistotny dla uko$nych orientacji ruchomych siatek (wyniki te opisano bardziej

szczegblowo w sekcjach 9.1.3, 9.1.4).

Test Kruskala-Wallisa z testem post-hoc Bonferroniego ujawnit znaczace roéznice (p** < 0,001) w
amplitudach AF/F we wszystkich czterech orientacjach ruchu w zaleznosci od rodzaju bodZca wzrokowego
(prezentowanego obuocznie lub jednoocznie, tozstronnie lub przeciwstronnie do prawej V1).
Przeciwstronna stymulacja wzrokowa wywotata najsilniejsze zmiany rozproszenia $wiatta (M = 0.9991, SD
= 0.000399, AF/FMAX = 0.9988) w poréwnaniu zaréwno do préb obuocznych (M = 0.9993, SD = 0.000337,
AF/FMAX = 0.9990), jak i tozstronnych (M = 0.9994, SD = 0.000263, AF/FMAX = 0.9992) (patrz Rycina 15A).

Dalsza analiza ujawnita réwniez, ze Srednie warto$ci zmian rozproszenia $wiatta (usrednione w zakresie
czasu 2-9 sek.) dla bodZcéw wzrokowych wszystkich orientacji réznit sie istotnie w zalezno$ci od
zastosowanego wejscia ocznego (p* = 0.01, F (140, 426) = 1.37, test dwuczynnikowej ANOVA, test post-hoc
Bonferroniego). W szczeg6lnosci, przeciwstronna stymulacja wzrokowa réznita sie znaczaco zaré6wno od
stymulacji obuocznej (p** = 0,001; df = 283,0; t = 28,29, post-hoc Bonferroni test), jak i tozstronnej (p** =
0,001; df = 283,0; t = 52,98, post-hoc Bonferroni test). Co wiecej, stymulacja obuoczna réznita sie od
stymulacji tozstronnej (p = 0,001; df = 283,0; t = 19,83, test post-hoc Bonferroniego) (patrz Rycina 15B i
Tabela 4).

Aby zbada¢ réznice w dynamice aktywacji wywotanej przez bodzce wzrokowe prezentowane dla kazdego
rodzaju stymulacji, niezaleznie od orientacji bodZca, przeanalizowano przebiegi czasowe sygnatu
optycznego (patrz Rycina 15C). Po zmierzeniu réznic w kolejnych punktach czasowych po rozpoczeciu
stymulacji stwierdzono pierwsze znaczace odchylenie sygnalu optycznego =zarejestrowanego dla
tozstronnych i przeciwstronnych wejs¢ ocznych w 2.4 sekundy (p* < 0.01, test post-hoc Bonferroniego;
oznaczone kropkowang pionowa linig oznaczong CI - Rycina 15C). Drugie znaczace odchylenie miedzy
Sladami uzyskanymi dla przeciwstronnych i obuocznych stymulacji ocznych wystgpito 3 sekundy po
rozpoczeciu stymulacji (p* < 0.01, post-hoc Bonferroni test; oznaczone przerywang linia oznaczong CB -
Rycina 15C). Wreszcie, trzecie znaczgce odchylenie miedzy sygnatami optycznymi miedzy wej$ciem
obuocznym i tozstronnym zaobserwowano po 4.5 sekundy po stymulacji (p * < 0.05, test post-hoc
Bonferroniego; oznaczone linig przerywang oznaczong BI - Rycina 15C). Obserwacje te sugerujg, ze rézne
sygnaty wejsciowe aktywujg roéznej wielkosci obszary kory wzrokowej, z najwiekszym efektem
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obserwowanym dla sygnatu przeciwstronnego, a nastepnie sygnatu obuocznego i najmniejszym efektem

obserwowanym dla komérek pobudzonych ipsilateralnie.

Dodatkowo stwierdzono, ze sygnaly optyczne wywotane przez przeciwstronng, obuoczng i tozstronng
stymulacje wzrokowa wykazywaly wysokie podobienstwo, jak wskazuje analiza wspétczynnika korelacji

Pearsona (r < 0,95) i réznity sie znacznie od sygnatu wywotanego przez pusty ekran (r = 0) (patrz Rycina
15D i Tabela 5).
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Rycina 14 - Dynamika sygnaléw optycznych ISOI wywotanych orientacyjnym bodZcem wzrokowym
Ww grupie naiwnej

A) USrednione (liczba zwierzat n = 9; szczegbly dotyczace prezentacji bodzcdw wzrokowych znajduja
sie w rozdziale Metody) warto$ci zmiany rozproszenia $wiatta (AF/F) w odpowiedzi na bodzce
orientacyjne i Blank I/Il. Rejestracje z ré6znych stymulacji wzrokowych (przeciwstronnej, obuocznej
i tozstronnej do prawej V1) sa pokazane w kolejnych wierszach.

B) Wartosci zmiany rozproszenia $wiatta (AF/F) zarejestrowane po pojedynczej prezentacji bodzca
wzrokowego u przyktadowej myszy. Odwrdcony poczatkowy initial dip jest zaznaczony czarng
strzatka. Diagram ponizej przedstawia czas prezentacji bodZzcow na ekranie podczas 9 sekund
stymulacji.
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Rycina 15 - Analiza dynamiki zmiany rozproszenia $wiatta (AF/F) w odpowiedzi na orientacyjny
bodziec wzrokowy w grupie naiwnej

A)

B)

Q)

D)

Usrednione (liczba zwierzat n = 9) wartos$ci sygnaléw zmiany rozproszenia swiatta (AF/F) dla 2-9
sekund j rejestracji sygnatu optycznego ISOI, dla ré6znych stymulacji wzrokowych; przeciwstronnej,
obuocznej i tozstronnej, w poréwnaniu do warto$ci zmian rozproszenia $wiatta podczas prezentacji
bodzca Blank I/Il (warto$¢ p* < 0,01, df = 2, test Kruskala-Wallisa, post-hoc test Bonferroniego).
WartoSci (%) wskazujg poréwnanie zmiany rozproszenia $wiatla jako odpowiedzZ na bodZce typu
Blank I/1I.

Usrednione wartos$ci sygnatéw zmiany rozproszenia $wiatta (AF/F) (2-9 sekund rejestracji; liczba
zwierzat n = 9) dla sygnatow wywotanych bodZcami orientacyjnymi dla kolejnej stymulacji
wzrokowej (wartos¢ p***= 0,0004, F (140, 486) = 1,54, test dwuczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA), test post-hoc Bonferroniego) (Tabela 4). Stupki btedéw wskazuja SEM.

Warto$ci zmiany rozproszenia $wiatta (AF/F) dla stymulacji wzrokowej podczas 9-sekundowej
rejestracji z punktami czasowymi wskazujgcymi poczatek istotnych réznic (warto$¢ p***< 0,0001, F
(118, 360) = 5,988, test dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), test post-hoc Bonferroniego)
miedzy sygnatami zarejestrowanymi podczas stymulacji przez rézne stymulacje wzrokowe. CI -
przeciwstronne vs tozstronne; CB - przeciwstronne vs obuoczne; Bl - obuoczne vs tozstronne.
Macierz korelacji sygnatéw dla bodZcow orientacyjnych bodzca Blank I/1I, w skali wspo6tczynnika
korelacji Pearsona od 0 (brak liniowej korelacji) do 1 (petna dodatnia liniowa korelacja).
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9.1.3 Korelacja miedzy punktowg zmiang luminancji paski a przebiegiem czasowym zmiany rozproszenia

Swiatta pod wptywem bodzca

Przebiegi czasowe PLC zarejestrowane dla wzrokowych bodzcéw orientacyjnych poruszajgcych sie we
wszystkich orientacjach charakteryzowaty sie podobng sktadowa oscylacyjng 0,8571 Hz. Analiza korelacji
krzyzowej miedzy PLC a przebiegami czasowymi zmian rozproszenia $wiatta wywotanych bodZcem (AF/F)
- sygnatu optycznego ujawnita, Ze orientacje kardynalne powodowatly najsilniejsze wspdétwystepowanie tego
sktadnika oscylacyjnego, podczas gdy byt on nieistotny dla orientacji uko$nych (patrz Rycina 16 i Rycina 17).
Sygnat optyczny ISOI poréwnano réowniez z odpowiednimi przebiegami czasowymi PLC, a takze z korelacja
krzyzowa miedzy sygnatami dla wybranych orientacji bodZca i wybranej stymulacji wzrokowej (patrz Rycina
16). Najsilniejsza korelacje krzyzowa miedzy tymi dwoma sygnatami zaobserwowano dla stymulacji
tozstronnych w orientacjach kardynalnych (0°l/180°T, RMAX (PLC, AF/F) = 0,356, 90°—/270°«, RMAX
(PLC, AF/F) = 0. 207), i dalej, dla obuocznych (0°1/180°T, RMAX (PLC, AF/F) = 0.219, 90°-/270°~, RMAX
(PLC, AF/F) = 0.303) i przeciwstronnych (0°1/180°T, RMAX (PLC, AF/F) = 0.167, 90°-/270°~, RMAX (PLC,
AF/F) = 0.103) stymulacji wzrokowych, odpowiednio. Co ciekawe, przebieg czasowy AF/F dla poziomo
zorientowanego bodzca wzrokowego (0°!/180°T) byt przesuniety w fazie wzgledem odpowiednich PLC o
0,5 s (154°), a dla orientacji pionowych (90°—/270°<) 0 0,1 s (31°) niezaleznie od wyboru stymulacji ocznej
(patrz Rycina 16 dla korelacji krzyzowych miedzy przebiegami czasowymi PLC i ISOI; patrz Rycina 17 dla
wizualizacji maksymalnych korelacji krzyzowych i obliczonych przesunie¢ fazowych miedzy sygnatami;

patrz Tabela 6 dla bardziej szczeg6towych danych liczbowych).
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Rycina 16 - Zmiany punktowej luminancji i zwigzek z zmiana sygnatu optycznego pod wplywem

bodZca orientacyjnego przy uzyciu korelacji krzyzowych w grupy naiwne;j.

Korelacje krzyzowe miedzy zmiang punktowej luminancji (PLC) a przebiegami czasowymi sygnatu
optycznego ISOI zostaly obliczone i zwizualizowane dla bodzcow orientacyjnych kardynalnych (lewa
kolumna; paski 0°1/180°T i 90°-/270°<) oraz ukos$nych (prawa kolumna; paski 45°\/225°N i
135°vv/315°N) i dla stymulacji wzrokowej tozstronnej, obuocznej i przeciwstronnej. Przebiegi czasowe

sygnatu optycznego ISOI zostaty usrednione dla wszystkich zwierzat (n = 9).
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Rycina 17 - Korelacja krzyzowa (Kroskor.) i przesuniecia fazowe miedzy zmianami punktowej
luminancji (PLC) orientacyjnego bodZca wzrokowego a przebiegiem czasowym zmiany rozproszenia
$wiatla sygnatu optycznego ISOI wywotanej bodZcem.

Przesuniecia fazowe zostaty obliczone (i usrednione dla zwierzat, rodzaju stymulacji wzrokowej oraz
orientacji bodZca wzrokowego) dla 7 sekund przebiegéw czasowych PLC i AF/F dla orientacji kardynalnych
(0°1/180°T i 90°-/270°<) oraz ukosnych (45°\/225°\ i 135°7/315°/) orientacyjnych bodzcow
wzrokowych dla stymulacji wzrokowych tj. tozstronnych, obuocznych i przeciwstronnych. 0$ radialna
przedstawia wartosci obliczonej korelacji krzyzowej (Kroskor.) miedzy PLC a przebiegami czasowymi AF/F
(warto$ci miedzy 0,0 a 0,4, wskazana jest maksymalna warto$¢). Im wyzsza warto$¢ korelacji krzyzowej, tym
wyzszy poziom wspotwystepowania oscylacyjnego komponentu PLC (0,8571 Hz) w przebiegu czasowym
AF/F. 0§ katowa przedstawia wartosci obliczonego przesuniecia fazowego miedzy PLC a przebiegami
czasowymi AF/F (miedzy 0° a 360°). Wyzsza warto$¢ przesuniecia fazowego charakteryzuje wieksze
przesuniecie miedzy przebiegiem czasowym AF/F a sygnatem PLC - przesuniecie fazowe o 180° odpowiada

0,8571 Hz i 0,5833sek., poniewaz caty okres trwa 1,1667sek..

9.1.4 Charakterystyka oscylacyjnych zmian rozproszenia swiatta podczas stymulacji wzrokowej siatkami o

réznych orientacjach

Korelacje krzyzowe i przesuniecia fazowe miedzy PLC a przebiegami czasowymi zmian rozproszenia $wiatta
wywotanych bodzcem (AF/F) wskazywaty na zwigzek miedzy stymulacja wzrokowgq przez ruchomg siatke a
odpowiedzig korowg. Nastepnie obliczono widma przebiegéw czasowych AF/F dla kazdego rodzaju
stymulacji wzrokowej kazdej orientacji bodZca, biorgc pod uwage dane od myszy stymulowanych bodzcami
orientacyjnymi, ktére byly poruszane tylko w jednym kierunku. Widma s3 tutaj zdefiniowane jako DFT
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przebiegdw czasowych AF/F. Przebiegi czasowe AF/F miaty ten sam gtéwny sktadnik oscylacyjny co PLC, tj.
0,8571 Hz (patrz Rycina 18). Co ciekawe, jak poczatkowo sugerowaty wyniki korelacji krzyzowej i
przesuniecia fazowego, najwyzsze wartosci szczytowe przy tej czestotliwosci zaobserwowano dla bodZcow,
ktére byty przemieszczane wzdtuz orientacji kardynalnych (wyzsze dla orientacji poziomej w poréwnaniu
do pionowej), podczas gdy dla orientacji uko$nych sktadnik oscylacyjny byt znacznie mniej wyraZny.
Dodatkowo, w przeciwienstwie do wynikow korelacji krzyzowej i przesuniecia fazowego, moc
komponentéw oscylacyjnych byta najwyzsza dla obuocznych i nizsza odpowiednio dla tozstronnych i

przeciwstronnych stymulacji wzrokowych.

Przeprowadzono analize statystyczng w celu sprawdzenia, czy skltadowe oscylacyjne przebiegéw czasowych
AF /F wynikajgce ze stymulacji wzrokowej przez orientacyjne bodzca wzrokowe rdznia sie od bodzca Blank
I/1I (patrz Tabela 6). Najwyzsze obliczone réznice zaobserwowano dla bodZcéw poruszajacych sie wzdtuz
orientacji kardynalnych (poziomej, a nastepnie pionowej), a po raz kolejny réznice dla orientacji uko$nych
byty znacznie nizsze. Jednak nawet najwyzsza moc sktadowej oscylacyjnej zaobserwowana dla stymulacji
obuocznej nie réznita sie znaczaco od mocy wywotanej pojawieniem sie bodZca Blank I/11. Mogto to wynikaé
ze stosunkowo matej liczebnosci proby, ktéra byta nizsza dla bodZcéw prezentowanych obuocznie niz dla
innych stymulacji wzrokowych, a takze z duzej zmienno$ci przebiegéw czasowych ISOI i ich amplitud u

réznych zwierzat.

W szczeg6lnosci, jednoczynnikowa ANOVA przeprowadzona dla zmiennej zaleznej mocy i statych czynnikéw
stymulacji wzrokowej i orientacji czarno-bialych paskéw ujawnita znaczacy wptyw orientacji bodzcéw

wzrokowych (F (8, 115) = 11,22, warto$¢ p** < 0,001, n? = 0,407).
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Rycina 18 - Przebiegi czasowe zmian rozproszenia $Swiatla wywotane orientacyjnymi bodzcami
wzrokowymi oraz ich widma czestotliwosciowe indukowane przez stymulacje przeciwstronna,
tozstronna i obuoczna przez rézne orientacje bodzZcow.

Zaprojektowany eksperyment zaktadatl prezentacje na catym ekranie paskéw o charakterze sinusoidalnym

poruszajacych sie wzdtuz czterech okres$lonych orientacji, kazda z dwoma wzajemnymi kierunkami (0° i

180°, 45°N i 225°K,90°1 270°, 135°/7 i 315°¢) ze stala predkoscig ruchu (0,8571 Hz; mierzone za pomoca
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fotodiody). Bodzce te byly prezentowane za posrednictwem trzech okreslonych typéw stymulacji
wzrokowej (tozstronnej, przeciwstronnej i obuocznej). Kazda rejestracja trwata 9 sekund, podczas gdy kazda
prezentacja bodZca trwata 7 sekund i byta poprzedzona i nastepowata po niej 1-sekundowa prezentacja
jednorodnego szarego tta (miejsce oznaczone szarymi obszarami na wykresach w pierwszej kolumnie).
Aktywno$¢ korowa zostata réwniez zarejestrowana podczas 7-sekundowej prezentacji jednorodnego
szarego ekranu (Blank I/I). OdpowiedZ sygnatu optycznego w postaci przebiegéw czasowych zmian
rozproszenia $wiatla wywotanych bodzcem (AF/F) dla okreslonego typu stymulacji wzrokowej i orientacji
bodZca s3 przedstawione po lewej stronie rysunku. Indywidualne widma kazdego przebiegu czasowego
zostaty obliczone przy uzyciu Dyskretnej Transformaty Fouriera (DFT) i przedstawione po prawej stronie

rysunku w zakresie czestotliwosci 0,1-5,0 Hz oraz mocy 0-6 (x10”-3).

9.1.5 Rejestracja sygnatu EOG podczas prezentacji bodzcow wzrokowych

Biorac pod uwage ruchy gatek ocznych jako mozliwe Zrédto obserwowanych oscylacji w sygnale ISOI,
zarejestrowano sygnatl EOG podczas prezentacji bodZcéw wzrokowych dla jednej myszy (patrz Rycina 19).
Nie zaobserwowano zadnego zwigzku miedzy sygnatami EOG i PLC. Przebieg czasowy sygnatu EOG
niezaleznie od warunkéw eksperymentalnych (Blank I/II lub prezentacja bodZcéw orientacyjnych, tj.
0°1/180°T, 45°\/225°K, 90°—/270°- i 135°7/315°¢) byt losowy bez widocznego zwigzku ze stymulacja
wzrokowa. Podobnie rozkiady czestotliwosci byty losowe i nie wykazywaty sktadowej 0.8571 Hz
czestotliwosci PLC, ktdra jest widoczna w sygnatach ISOI, ktére zostaty zarejestrowane podczas prezentacji

bodzcédw kardynalnych.
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Rycina 19 - Przebiegi czasowe i rozklady czestotliwosci sygnaléw elektrookulograficznych (EOG) i
zmian punktowej luminancji (PLC).

Rysunek przedstawia podsumowanie przebiegow czasowych (pierwsza kolumna) oraz rozktadow
czestotliwos$ci (druga i trzecia kolumna) dla sygnatléw EOG (czerwona linia) i PLC (czarna linia)
zarejestrowanych w szeSciu warunkach eksperymentalnych: Blank [, 0°/180° 45°\/225°K, 90°/270°,
135°7/315°¢oraz Blank II. Rejestracje sygnatu EOG pochodzily od pojedynczej myszy, podczas gdy
rejestracje sygnatu PLC pochodzity z fotodiody umieszczonej na $rodku ekranu.

102



Podsumowujac, wyniki wskazuja, Ze metoda ISOI umeozliwia wizualizacje obszaréw Kkory
aktywowanych przez paski o okreslonej orientacji oraz czasowe zmiany rozproszenia $wiatla
podczas stymulacji wzrokowej. Potwierdzily one, Ze ISOI jest niezawodna technika obrazowania

aktywno$ci duzych populacji neuronéw w korze wzrokowej myszy.

Dodatkowo, wyniki pokazaty, Ze stymulacja oka przeciwstronnego do kory aktywowata wiekszy obszar
kory V1 niZ stymulacja tozstronna i powodowala wyzsze amplitudy odpowiedzi sygnaléow
rozproszenia swiatla. Poziome bodZce wzrokowe w orientacji pionowej wywolywaly najbardziej
znaczace zmiany w rozproszeniu $wiatla, gdy byly prezentowane do przeciwleglej kory i obuocznie,
przewyzszajgc stymulacje pionowymi lub uko$nymi bodZcami wzrokowymi. Obserwacje te sugeruja

dedykowane mechanizmy integracji dla potaczonych sygnatéw wejsciowych z obu oczu.

Analiza zwigzku miedzy punktowa zmiang luminancji (PLC) bodZcoéw wzrokowych a przebiegami
czasowymi ISOI w réznych orientacjach bodzca i stymulacji ocznej wskazuje na wyzsze wartosci
korelacji krzyzowej dla orientacji kardynalnych i stymulacji przez oko tozstronnej do V1. Wyniki te
sugeruja specyficzna aktywacje réznych zespoléw neuronalnych w pierwotnej korze wzrokowej

myszy przez bodZce wzrokowe o odpowiedniej orientacji.

9.2 WPLYW ROZNYCH STRATEGII TRENINGU WZROKOWEGO NA PLASTYCZNOSC PIERWSZORZEDOWEJ KORY

WZROKOWEIJ

Drugim etapem badan byto ustalenie, czy tylko warunkowanie (CS+UCS) wptywa istotnie na zmiany w
globalnej aktywnosci w pierwszorzedowej korze wzrokowej V1 rejestrowane metodg spektrometrii
optycznej ISOL. Rejestracje ISOI wykonywano po przeprowadzonym 7-dniowym warunkowaniu. Wyniki
spektrografii optycznej ISOI miaty dwojaki charakter: zmian sity sygnatu optycznego w czasie oraz wielko$ci

przestrzennych map sygnatu optycznego.

9.2.1 Zmiany sity sygnatow optycznych w czasie
9.2.1.1 Wplyw stymulacji wzrokowej na zmiane sity sygnatéow optycznych w czasie

Scharakteryzowano zmiane sity sygnatow optycznych dla kazdej z grup: CS+UCS, grupie CS i PSEUDO oraz
kontrolnej, dla kolejnych stymulacji wzrokowych: jednoocznie, przez oko lewe lub prawe i obuocznie (patrz
Rycina 22). Z racji charakterystyki rejestracji sygnatéw optycznych, oddajacych site rozproszenia Swiatta w

aktywowanej tkance, wyniki trzeba interpretowac¢ w nastepujacy sposob: im mniejsza warto$¢ rozproszenia
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Swiatta tym silniejsza aktywacja tkanki. Wyniki $redniej warto$ci sygnatu optycznego (rozproszenia $wiatta)

oraz minima i maksima zarejestrowanego sygnatu przedstawiono w tabeli: Tabela 8.
A - Stymulacja przez oko lewe

Przeanalizowano dane pod katem wystepowania réznic w sile sygnatu optycznego w czasie rejestrowanych
z prawej V1 dla kolejnych grup po treningu i grupy kontrolnej, podczas stymulacji wzrokowej przez oko lewe.
Przeanalizowano, czy grupy rdéznig sie miedzy sobg, a wyniki wykazaty, ze grupa kontrolna i grupy
treningowe istotnie réznia sie od siebie (p***<0.0001, test Kruskala Wallisa) (patrz Rycina 20, panel po

lewej).

Z powodu charakterystyki danych do testowania post-hoc zdecydowano sie wybrac test dwuetapowej
liniowej procedury wspétczynnika fatszywych odkry¢ (ang. false discovery rate, FDR) (Benjamini & Yekutieli,
2001), dalej w tekscie jako test dwuetapowy BKY FDR. Test post-hoc wykazaty, Ze od grupy kontrolnej grupa
CS+UCS réznita sie istotnie dla sygnatéow optycznych z prawej V1 (q***=0.0001; p***<0.0001, test
dwuetapowy BKY FDR). Grupa kontrolna réznita sie réwniez od grupy CS (q***<0.0001; p***<0.0001, test
dwuetapowy BKY FDR) i od PSEUDO (g***<0.0001; p***<0.0001, test dwuetapowy BKY FDR). Od grupy
warunkowanej CS+UCS, grupa CS i PSEUDO ro6znily sie istotnie w sile sygnatu optycznego z prawej V1
(q***<0.0001; p***<0.0001, test dwuetapowy BKY FDR). Grupa CS od grupy PSEUDO réznita sie istotnie w
sile sygnatu optycznego z prawej V1 (q*=0.0107; p*=0.0102, test dwuetapowy BKY FDR). Do analiz nie

witaczono wynikéw zarejestrowanych z kory tozstronnej (lewa V1) do oka stymulowanego.
B - Stymulacja obuoczna

Przeanalizowano dane pod katem wystepowania réznic w sile sygnatu optycznego w czasie dla kolejnych
grup po treningu i grupy kontrolnej, podczas stymulacji wzrokowej obuocznej. Analiza statystyczna
wykazata, Ze grupy istotnie r6znig sie od siebie (p***<0.0001, test Kruskala Wallisa) (patrz Rycina 20, panel
$rodkowy).

Nastepnie wykonano testy post-hoc, w celu sprawdzenia, czy sita sygnatu optycznego rézni sie pomiedzy
korg prawa i lewa V1 u kazdej z grup. Wyniki wykazaty, grupa CS+UCS wykazata réznice w sile sygnatow
optycznych pomiedzy korg lewg a prawg V1 (q**=0.0084; p= 0.0503, test dwuetapowy BKY FDR). Rowniez
grupa CS wykazata rdéznice w sile sygnatu optycznego pomiedzy korg lewa a prawg V1 (q**=0.0026;
p*=0.0146, test dwuetapowy BKY FDR). Natomiast grupa kontrolna oraz PSEUDO nie charakteryzowaty sie
istotnie rézng sita sygnatu optycznego z kory prawej i lewej V1 (odpowiednio: q=0.1215; p=0.8100,
q=0.0754; p=0.4847, test dwuetapowy BKY FDR).
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Sprawdzono, jak rozktadajg sie réznice statystyczne dla sity sygnatéw optycznych prawej i lewej V1
pomiedzy kolejnymi grupami. Wyniki wykazaty, Ze dla sygnatéw optycznych zebranych z kory lewej i prawej
V1, grupa CS+UCS i eksponowana tylko na bodziec wzrokowy CS i PSEUDO réznity sie istotnie od grupy
kontrolnej (q***< 0.0001; p***< 0.0001, dla wszystkich poréwnan, test dwuetapowy BKY FDR). Grupa
CS+UCS istotnie réznita sie od grupy CS i od grupy PSDEUDO sita sygnatéw optycznych z lewej V1
(q***<0.0001; p***<0.0001, dla wszystkich poréwnan, test dwuetapowy BKY FDR) jak i prawej V1
(q***<0.0001; p***<0.0001, dla wszystkich poréwnan, test dwuetapowy BKY FDR). Grupa eksponowana CS
od grupy PSEUDO roéznita sie istotnie w sile sygnatéw optycznych zarejestrowanych z kory lewej V1

(9**=0.0091; p=0.0562) i prawej V1 (q***< 0.0001; p***< 0.0001, test dwuetapowy BKY FDR).
C - Stymulacja przez oko prawe

Przeanalizowano dane pod katem wystepowania réznic w sile sygnatu optycznego w czasie rejestrowanych
z lewej V1 dla grup CS+UCS, CS i PSEUDO oraz grupy kontrolnej, podczas stymulacji wzrokowej przez oko
prawe. Przeanalizowano, czy grupy réznig sie miedzy sobga, a wyniki wykazaty, ze grupy istotnie r6znig sie

od siebie (p***<0.0001, test Kruskala Wallisa) (patrz Rycina 20, panel po prawej).

Kolejne analizy post-hoc ujawnity, ze od grupy kontrolnej grupa CS+UCS réznita sie istotnie dla sygnatéw
optycznych rejestrowanych z lewej V1 (q***<0.0001; p***<0.0001, test dwuetapowy BKY FDR). Od grupy
kontrolnej rowniez réznita sie grupa CS (q***<0.0003; p***=0.0002, test dwuetapowy BKY FDR) i PSEUDO
(q***< 0.0001; p***<0.0001, test dwuetapowy BKY FDR). Od grupy t CS+UCS, grupa CS i PSEUDO réznity sie
istotnie w sile sygnatu optycznego z prawej V1 (q***<0.0001; p***<0.0001, dla kazdego z poréwnan, test
dwuetapowy BKY FDR). Grupa CS od grupy PSEUDO réwniez réznita sie istotnie w sile sygnatu optycznego z
prawej V1 (gq***<0.0001; p***<0.0001, test dwuetapowy BKY FDR). Do analiz nie wiaczono danych

zarejestrowanych z kory tozstronnej do oka stymulowanego.

Wyniki uzyskane w tej czesci badania, wskazujg na wplyw treningu wzrokowego na zmiany w ogolnej
aktywnosci kory wzrokowej prawej, jak i lewej kory V1. Grupa CS+UCS charakteryzowala sie istotnie
najsilniejszym sygnatlem optycznym, w szczegdlnosci w korze prawej V1. Mimo Ze podczas
warunkowania bodziec podawany byt tylko do lewego oka, po zakoniczeniu treningu najsilniejszy ogdlny

sygnat optyczny w grupie CS+UCS zostat zarejestrowany podczas stymulacji obuoczne;j.
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Rycina 20- Usrednione wartos$ci sygnalow zmiany rozproszenia $wiatta (AF/F)

zarejestrowane dla prawej i lewej V1 podczas prezentacji bodZcow orientacyjnych, dla stymulacji (od lewej)
jednoocznej przez oko lewe, obuocznej oraz jednoocznej przez oko prawe, dla kolejnych grup: kontrolnej,
CS+UCS, CS oraz PSEUDO. Stupki btedéw wskazujg SEM sygnatu optycznego (4-8 sek. rejestracji). Wyniki
analizy opisowej znajdujq sie w tabeli: Tabela 9.

9.2.1.2 Rdzinicowanie orientacji bodZzcow wzrokowych i ich wptyw na zmiane sity sygnatow optycznych

Kolejnym etapem bylto sprawdzenie czy sygnaty optyczne dla kolejnych prezentowanych bodzZcow
orientacyjnych r6znig sie od siebie u kazdej z grup, ale tez pomiedzy grupami eksperymentalnymi. Analizy

dokonano na danych sity sygnatu dla rejestracji jednoocznej, przez oko lewe (A), prawe (C) i obuocznie (B).

A - Stymulacja przez oko lewe

Analiza sygnatu optycznego z prawej V1, wykazala, ze sygnat istotnie réznit sie dla wszystkich czterech
orientacyjnych bodZcéw wzrokowych (p***<0.0001, test Friedmana, dla kazdej grupy). Wyniki
szczegbtowych testéw post-hoc (test dwuetapowej liniowej procedury step-up Benjaminiego, Kriegera i

Yekutielego, False Discovery Rate, dalej test dwuetapowy BKY FDR), przedstawiono w tabeli: Tabela 10.

Nastepnym krokiem byto wykonanie analizy miedzygrupowej, w celu sprawdzenia czy poszczeg6lne sygnaty
optyczne dla kazdego bodZca orientacyjnego r6znig sie od siebie pomiedzy grupami treningowymi i kontrolg.
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Wyniki wykazaty, Ze sygnaly optyczne dla kazdej prezentowanej orientacji réznig sie istotnie pomiedzy
grupa kontrolng a grupami po treningu (p***<0.0001, test Kruskala Wallisa). Szczegétowe wyniki testéw

post-hoc (test dwuetapowy BKY FDR), przedstawiono w tabeli: Tabela 11.

Podsumowujac, w grupie CS+UCS najsilniejsze sygnaly optyczne zarejestrowano dla bodZcéw wzrokowych
o poziomej orientacji ruchu - 0°! i uko$nej orientacji ruchu - 135°7, a dla stymulacji jednoocznej przez oko
prawe najsilniejsze sygnaty optyczne zarejestrowano dla bodZcéw wzrokowych o uko$nej orientacji 45° i
135°7. Grupa CS charakteryzowata sie najsilniejszymi sygnatami optycznymi dla bodZcéw wzrokowych o
orientacji ukosnej ruchu - 45°V, a grupa PSEUDO dla bodZzcow wzrokowych o orientacji uko$nej ruchu -

135°7.
B - Stymulacja obuoczna

Nastepnie dokonano sprawdzenia, czy i jakie réznice wystepuja w sile sygnatu optycznego dla kolejnych grup
po treningu i grupie kontrolnej podczas stymulacji obuocznej. Analize przeprowadzono dla prawe;j i lewej
V1. Tak jak w poprzednim etapie, i tu sprawdzono, czy sygnaty optyczne dla kolejnych prezentowanych
bodzcédw orientacyjnych rdéznig sie od siebie w kazdej z grup, ale tez pomiedzy grupami. Wyniki analiz dla
kazdej z grup wykazaty, ze sita sygnatu dla kazdego z prezentowanych bodZcéw réznity sie istotnie miedzy
sobg (p***<0.0001, test Friedmana, dla kazdej grupy). Wyniki szczegétowych testow post-hoc (test
dwuetapowy BKY FDR), przedstawiono w tabeli: Tabela 12.

Nastepnym krokiem byto wykonanie analizy miedzygrupowej, w celu sprawdzenia czy poszczeg6lne sygnaty
optyczne dla kazdego bodZca orientacyjnego ro6znig sie pomiedzy grupami treningowymi i kontrolg. Wyniki
wykazaly, ze sygnaly optyczne dla kazdej prezentowanej orientacji réznig sie istotnie pomiedzy grupa
kontrolng a grupami po treningu (p***<0.0001, test Kruskala Wallisa). Szczegétowe wyniki testéw post-hoc

(test dwuetapowy BKY FDR), przedstawiono w tabeli: Tabela 13.

Podsumowujac, wyniki stymulacji dla grupy warunkowanej CS+UCS, kora lewa V1 charakteryzowata sie sitg
sygnatu dla kazdego bodZca orientacyjnego stabszg od prawej V1 (stymulowanej podczas jednoocznego
treningu). Najsilniejsze sygnaty optyczne zarejestrowano dla bodzcéw wzrokowych o poziomej orientacji
ruchu (0°l) i uko$nej orientacji ruchu (135°7), w obu korach V1. Grupa CS charakteryzowata sie
najsilniejszymi sygnatami optycznymi dla bodzcéw wzrokowych o orientacji uko$nej 45°N w obu korach V1,

a grupa PSEUDO charakteryzowata sie najsilniejszymi sygnatami dla bodzcéw wzrokowych o orientacji 0°!.
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C - Stymulacja przez oko prawe

W kolejnym kroku przeprowadzono czy i jakie réznice wystepuja w sile sygnatu optycznego dla kolejnych
grup po treningu i grupie kontrolnej podczas stymulacji przez oko prawe. Analize przeprowadzono dla kory
lewej V1. Tak jak w poprzednich etapach, i tu sprawdzono, czy sygnaty optyczne dla kolejnych
prezentowanych bodZcéw orientacyjnych réznig sie od siebie u kazdej z grup, ale tez pomiedzy grupami, dla
tych samych 4 bodzcéw orientacyjnych, czarno-biatych paskéw poruszajacych sie w orientacji 0°!, 45°Y,
90°= i 135°~. I tutaj analizy dla kazdej z grup wykazaty, ze sita sygnatu dla kazdego z prezentowanych
bodzcéw roéznity sie istotnie miedzy sobg (p***<0.0001, test Friedmana, dla kazdego pordéwnania).

Szczegdlowe wyniki testow post-hoc (test dwuetapowy BKY FDR), przedstawiono w tabeli: Tabela 14.

Nastepnym krokiem byto wykonanie analizy miedzygrupowej, w celu sprawdzenia czy poszczeg6lne sygnaty
optyczne dla kazdego bodZca orientacyjnego r6znig sie od siebie pomiedzy grupami treningowymi i kontrola.
Wyniki wykazaly, Ze sygnaty optyczne dla kazdej prezentowanej orientacji r6znia sie istotnie miedzy soba
pomiedzy grupg kontrolng a grupami po treningu (p***<0.0001, test Kruskala Wallisa) podczas prezentacji
bodZcow wzrokowych. Wyniki testow post-hoc (test dwuetapowy BKY FDR), przedstawiono w tabeli: Tabela
15.

Podsumowujgc wyniki tego etapu badan, stymulacji przez oko prawe, dla grupy warunkowanej CS+UCS
najsilniejsze sygnaty optyczne zarejestrowano dla bodZcéw wzrokowych o uko$nej orientacji 45 °Ni 135° 2.
Grupa CS charakteryzowata sie najsilniejszymi sygnatami optycznymi dla bodZcéw wzrokowych o orientacji

45°\, a PSEUDO dla bodZcéw wzrokowych o orientacji 135°7.

Podsumowujac, wyniki sugeruja, Zze 7-dniowe warunkowanie z bodzcem wzrokowym o orientacji
ukosnej ruchu, skierowanym do oka lewego, nie wpltyneto wyrdzniajaco na preferencje bodzcow o
ukosnej orientacji w grupie warunkowanej CS+ UCS. Jednak u tej grupy zaobserwowano najsilniejsza
aktywacje kory dla kazdego zaprezentowanego bodZca orientacyjnego (patrz Rycina 21B), w
poréwnaniu do innych grup treningowych (patrz Rycina 21C, D) i grupy kontrolnej (patrz Rycina 21A). Grupa
kontrolna charakteryzowata sie najsilniejszym sygnatem dla bodzcow o orientacji 0°!, a podczas stymulacji
jednoocznej sygnaty wzbudzone prezentacjg bodzcéw uko$nych byty zblizone do wartosci sygnatu podczas
prezentacji bodzcéw poziomych. Zadna z grup treningowych nie prezentowata podobnej charakterystyki dla

sity sygnatéw optycznych jaka zaobserwowano w grupie kontrolne;j.
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Rycina 21 - USrednione wartos$ci sygnat
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Rycina 22 - Dynamika sygnaléw optycznych (AF/F) ISOI wywotanych bodzcami orientacyjnymi oraz
Blank I/II dla kolejnych grup: kontrolna, CS+UCS, CS oraz PSEUDO, dla kazdej stymulacji wzrokowej: przez
oko lewe, obuocznie oraz przez oko prawe. Sygnaty optyczne zarejestrowane z prawej (czerwona) i lewej
(niebieska) V1.

9.2.2 Obszary aktywac;ji kory V1

Scharakteryzowano zmiane obszaréw aktywacji dla kazdej z grup po treningu oraz grupy kontrolnej, dla
kolejnych stymulacji wzrokowych: jednoocznie, przez oko lewe lub prawe i obuocznie (patrz Rycina 23 i
Rycina 24). Wyniki wielkoSci przestrzennych map sygnatu optycznego, czyli obszaréw aktywacji, wykazaty,
ze grupa kontrolna charakteryzowata sie najwiekszymi obszarami aktywacji w korze V1. W grupie CS
stwierdzono wptyw na obszary aktywacji, ktore byty mniejsze od obszaréw w grupie kontrolnej, ale wieksze
od obszaréw aktywacji w grupie PSEUDO. Grupa CS+UCS charakteryzowala sie¢ najmniejszymi
obszarami aktywacji kory wzrokowej V1 w poréwnaniu do grupy kontrolnej, grupy CS i PSEUDO. Taki
stosunek wielkosci obszaréw aktywacji dla kolejnych grup zaobserwowano podczas stymulacji jednoocznej
przez oko lewe lub prawe oraz stymulacji obuczonej. Wyniki statystyki opisowej przedstawiono w tabeli:

Tabela 16 i Tabela 17.

Kolejnym etapem byto sprawdzenie czy réznica wielko$ci obszar6w aktywacji pomiedzy grupami jest istotna

statystycznie.

9.2.2.1 Wptyw stymulacji wzrokowej na zmiane obszaréw aktywacji w korze V1

A - Stymulacja przez oko lewe

Przeanalizowano dane pod katem sprawdzenia czy réznice s3 istotne w wielko$ciach obszaréw aktywacji
rejestrowanych z prawej V1, w grupach badanych, podczas stymulacji wzrokowej przez oko lewe. Analiza
statystyczna wykazata, Ze grupa kontrolna i grupy treningowe istotnie r6znig sie od siebie (F (3, 84) = 43.73);
p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA). Dalsze analizy post-hoc wykazaly, Ze od grupy kontrolnej grupa
CS+UCS roznita sie istotnie w rozmiarach obszaréw aktywacji kory prawej V1 (p***<0.0001, test
wielokrotnych powtdrzen Tukeya). Od grupy kontrolnej réwniez istotnie réznita sie grupa CS (p***<0.0001,
test wielokrotnych powtérzen Tukeya) oraz grupa PSEUDO (p***<0.0001, test wielokrotnych powtdérzen
Tukeya).

0d grupy CS+UCS, grupy CS oraz PSEUDO réwniez sie istotnie réznity (odpowiednio: p***=0.0002 i p*= 0.03,
test wielokrotnych powtorzen Tukeya). Natomiast zauwazono, ze grupy CS i PSEUDO nie r6znity sie od siebie
istotnie w wielko$ciach obszaréw aktywacji prawej V1 (p=0.62, test wielokrotnych powtdrzen Tukeya)
(patrz Rycina 23B - panel po lewej).
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B - Stymulacja obuoczna

Przeanalizowano dane pod katem sprawdzenia czy obszary aktywacji rejestrowane z prawej i lewej V1, dla
wszystkich grup badanych, podczas stymulacji wzrokowej obuocznej, majg istotnie r6zna wielkos$¢. Analiza
danych wykazata, Ze grupy istotnie réznig sie od siebie (F (7, 160) =29.95; p***<0.0001, test
jednoczynnikowa ANOVA).

Dalsza analiza statystyczna post-hoc wykazata, ze nie ma istotnych réznic pomiedzy wielko$ciami obszaréw
aktywacji kory lewej V1 i prawej V1 wewnatrz kazdej grupy (p=0.05, test wielokrotnych powtoérzen Tukeya).
Natomiast analiza miedzygrupowa wykazata, ze wielko$ci obszaréw aktywacji sg istotnie rézne pomiedzy
grupami. Grupa CS+UCS miala obszar aktywny kory lewej V1 istotnie mniejszy sie od obszaréw aktywacji
kory lewej V1 grupy kontrolnej (p***<0.0001, test wielokrotnych powtorzen Tukeya), ale nie réznit sie
istotnie od grupy CS i PSEUDO, mimo widocznie mniejszego obszaru (odpowiednio: p=0.22 i p=0.53, test
wielokrotnych powtérzen Tukeya). Analiza réznic w wielkoSciach obszaréw aktywacji kory prawej V1
rozktada sie podobnie - wystepujg istotne réznice w wielko$ciach obszaréw aktywacji pomiedzy grupa
CS+UCS a obszarami aktywnymi kory prawej V1 grupy kontrolnej (p***<0.0001, test wielokrotnych
powtoérzen Tukeya), ale nie réznit od sie od grupy CS i PSEUDO (odpowiednio: p=0.53 i p=0.77, test
wielokrotnych powtérzen Tukeya). Grupa kontrolna réznita sie w wielkosciach obszaréw aktywnych od
wszystkich grup treningowych (p***<0.0001, test wielokrotnych powtérzen Tukeya). Grupa CS od grupy
PSEUDO nie roéznita sie istotnie w wielko$ciach obszaréw aktywacji lewej i prawej V1 (p = 0.05, test

wielokrotnych powtdrzen Tukeya) (patrz Rycina 23B - panel $srodkowy).
C - Stymulacja przez oko prawe

Przeanalizowano dane pod katem wystepowania istotnych statystycznie réznic w rozmiarach obszaréw
aktywacji lewej V1 dla wszystkich grup badanych, podczas stymulacji wzrokowej przez oko prawe. Analiza
miedzygrupowa wykazata, Ze grupa kontrolna i grupy treningowe istotnie r6znig sie od siebie (F (3, 78)

=22.99 p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA).

Dalsze testy post-hoc wykazaly, ze od grupy kontrolnej, grupa CS+UCS réznita sie istotnie w rozmiarach
obszaréw aktywacji kory prawej V1 (p***<0.0001, test wielokrotnych powtérzen Tukeya). Od grupy
kontrolnej réwniez roznita sie istotnie grupa CS (p***=0.005, test wielokrotnych powtdrzen Tukeya) oraz
PSEUDO (p***<0.0001, test wielokrotnych powtérzen Tukeya). Od grupy warunkowanej CS+UCS, grupa
eksponowana na CS réznita sie istotnie w wielko$ci obszaréw aktywacji (p***=0.0002, test wielokrotnych

powtdrzen Tukeya), ale juz grupa PSEUDO nie (p=0.12, test wielokrotnych powtérzen Tukeya). Grupa CS od
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grupy PSEUDO réwniez nie réznita sie istotnie w wielkosciach obszaréw aktywacji lewej V1 (p=0.12, test

wielokrotnych powtdrzen Tukeya) (patrz Rycina 23B - panel po prawej).
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Rycina 23- Wplyw stymulacji wzrokowej na zmiane obszaréw aktywnosci V1 dla kolejnych grup:
kontrolna, CS, PSEUDO i CS+UCS.

A) Poréwnanie map aktywnosci wywotanych bodzcem o kierunku orientacji 0° |, zarejestrowanych
metoda ISOI w prawej i lewej korze wzrokowej V1 podczas stymulacji lewym okiem, obuocznie oraz
prawym okiem - dane pochodzace od grupy kontrolnej. Kazdy piksel w tych mapach reprezentuje
warto$¢ rozproszenia $wiatta, wyrazong jako znormalizowana réznica w stosunku do podstawowego
rozproszenia $wiatta (AF/F). Skala szaro$ci odzwierciedla te r6znice, przeksztatcone do arbitralnych
jednostek 8-bitowych obrazéw PNG, gdzie minimum to 0, a maksimum to 255. Proces zbierania i
przetwarzania sygnatow, a takze metoda wizualizacji danych poprzez mapy i wewnetrzne sygnatly
aktywacji korowej, zostaty szczegotowo opisane w sekcji dotyczgcej analizy danych. Oznaczenia na
rysunku obejmuja B - linia bregma oraz ML - linia $Srodkowa.

B) Srednia liczba pikseli w obszarach aktywacji spowodowanej zastosowaniem stymulacji o réznych
orientacjach (waskie, kolorowe stupki) dla kolejnych stymulacji wzrokowych, dla prawej i lewej V1.
Kreski btedéw wskazujg SEM. Wyniki statystyki opisowej przedstawiono w tabeli: Tabela 16 i Tabela
17.
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Podsumowujac, wyniki pokazuja, Zze 7-dniowe warunkowanie CS+UCS z bodzcem wzrokowym o
orientacji ukos$nej 45°\, skierowanym do oka lewego, wplynelo istotnie na rozmiar obszaru
aktywnego podczas stymulacji jednoocznej i obuocznej w grupie CS+UCS. Grupa CS+UCS
charakteryzowata sie najmniejszym obszarem aktywnym, mniejszym o 158,81% (prawa V1) od grupy
kontrolnej, dla stymulacji jednoocznej przez oko lewe; mniejsze 0l46.06% (lewa V1) dla stymulacji
jednoocznej przez oko prawe; i mniejsze o 156.99 (lewa V1) i o 62.05% (prawa V1) podczas stymulacji
obuocznej. Dla grup CS i PSEUDO réwniez zauwazono zmniejszone obszary aktywacji w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Grupa CS obszary aktywacji miata mniejsze o0 135.83 1 26.90% odpowiednio dla stymulacji
jednoocznej przez oko lewe, jednoocznie przez oko prawe oraz mniejsze dla stymulacji obuczonej o 139.70%
(lewa V1); 50.24% (prawa V1). Grupa PSEUDO obszary aktywacji miala mniejsze o 1 43.19, 31.93%
odpowiednio dla stymulacji jednoocznej przez oko lewe, jednoocznie przez oko prawe oraz mniejsze dla

stymulacji obuocznej 0 42.53% (lewa V1) i 51.75% (prawa V1).

9.2.2.2 Rdzinicowanie orientacji bodZzcow wzrokowych i ich wptyw na zmiane obszarow aktywacji

Sprawdzono, czy wystepuja réznice w wielko$ciach obszaréw map aktywnosci u wszystkich grup badanych,

podczas kolejnych stymulacji jednoocznych i obuocznych dla kolejnych bodZcéw wzrokowych.
A - Stymulacja przez oko lewe

Wyniki analiz wewnatrz kazdej grupy wykazaty, Zze brak jest roznic statystycznie istotnych dla obszaréw
aktywacji prawej V1 podczas prezentacji kolejnych bodZzcéw orientacyjnych podczas stymulacji przez oko
lewe. Wyniki dla kolejny grup uktadaty sie w nastepujacy sposoéb, grupa kontrolna (F (3, 16)=0.66, p=0.58,
test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05), grupa CS+UCS (F (3,
24)=0.71, p=0.55, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05),
grupa CS (F (3, 20)=0.83, p=0.48, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan
Tukeya p = 0.05) i PSEUDO (F (3, 12)=0.92, p=0.45, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc

wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05).

Analizy statystyczne miedzygrupowe wskazujg, ze grupy ro6znia sie miedzy soba podczas stymulacji przez
oko lewe (F (15, 70) =4.93, p*** < 0.0001, test jednoczynnikowej ANOVY). Wyniki analizy miedzygrupowe;j

post-hoc wielokrotnych powtorzen Tukeya wprowadzono do tabeli: Tabela 18.
B - Stymulacja obuoczna

Wyniki analiz wewnatrz kazdej grupy wykazaty, ze brak jest réznic statystycznych dla obszaréw aktywacji

prawej i lewej V1 podczas prezentacji kolejnych bodzcéw orientacyjnych podczas stymulacji obuoczne;j.
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Wyniki dla kolejnych grup uktadaty sie w nastepujacy sposéb, grupa kontrolna (F (7, 39)=0.7423, p=0.64,
test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05), grupy CS+UCS (F (7,
40)=0.19, p=0.98, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p 2 0.05),
grupy CS (F (7, 40)=0.38, p=0.91, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan
Tukeya p = 0.05) i PSEUDO (F (7, 24)=0.24, p=0.23, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc

wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05).

Analizy miedzygrupowe wskazujg, ze grupy réznig sie miedzy soba podczas stymulacji obuocznej (F (31,
143) =6.44, p*** < 0.0001, test jednoczynnikowej ANOVY). Wyniki analizy miedzygrupowej post-hoc

wielokrotnych powtdrzen Tukeya wprowadzono do tabeli: Tabela 19.
C - Stymulacja przez oko prawe

Wyniki analiz wewnatrz kazdej grupy wykazaty, ze brak jest réznic statystycznie istotnych dla obszaréw
aktywacji kory lewej V1 podczas prezentacji kolejnych bodZcow orientacyjnych podczas stymulacji
obuocznej. Wyniki dla kolejnych grup uktadaty sie w nastepujacy sposoéb, dla grupy kontrolnej (F (3,
18)=0.84, p=0.49, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05),
grupy CS+UCS (F (3, 24)=0.16, p=0.92, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan
Tukeya p = 0.05), grupy CS (F (3, 16)=2.09, p=0.14, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc
wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05) i PSEUDO (F (3, 12)=0.18, p=0.907, test jednoczynnikowe;j
ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05).

Analizy miedzygrupowe wskazuja, Ze grupy istotnie réznig sie miedzy sobg podczas stymulacji przez oko
prawe (F (15, 70) =4.93 p** < 0.0001, test jednoczynnikowej ANOVY). Wyniki analizy post-hoc

wielokrotnych poréwnan Tukeya wprowadzono do tabeli: Tabela 20.

Podsumowujac, wyniki sugeruja, ze 7-dniowe warunkowania z bodzcem wzrokowym o orientacji
ukosnej 45°\, skierowanym do oka lewego, nie wplynetlo istotnie na r6znice w rozmiarach obszaréw
aktywacji dla kolejnych zaprezentowanych bodzcow orientacyjnych w zadnej grupie, kontrolnej, jak

i po treningu, warunkowanej CS+UCS, eksponowanej na bodziec CS czy PSEUDO.
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Rycina 24 - Porownanie map aktywnosci zarejestrowanych metoda ISOI wywotanych bodzZcem, w
prawej i lewej korze wzrokowej V1 podczas stymulacji lewym okiem, obuocznie oraz prawym okiem dla
kolejnych grup: (od goéry do dotu) kontrolnej, CS+UCS, PSEUDO i CS. Kazdy piksel w tych mapach
reprezentuje warto$¢ rozproszenia $wiatlta, wyrazong jako znormalizowana ro6znica wzgledem
podstawowego rozproszenia $wiatta (AF/F). Skala szaros$ci odzwierciedla te réznice, przeksztatcone do
arbitralnych jednostek 8-bitowych obrazéw PNG, gdzie minimum wynosi 0, a maksimum 255.

9.3 WpPLYW HAMOWANIA SST-IN PODCZAS WARUNKOWANIA PLASTYCZNOSCI W PIERWSZORZEDOWE)

KORY WZROKOWE)
9.3.1 Walidacja ekspresji wiruséw

W celu osiggniecia selektywnej ekspresji DREADDO6w w wybranych interneuronach z ekspresja
somatostatyny (SST-IN), wykorzystano transgeniczng linie myszy SST-ires-Cre, wykazujace obecnos$¢
rekombinazy Cre (SST-ires-Cre) pod promotorem genu kodujgcego marker interneuronu wykazujacego
ekspresje SST oraz wektory wirusowe zalezne od rekombinazy Cre, kodujace DREADD. Wykonano ocene
jako$ciowa preparatéw, by oceni¢ zasieg transdukcji wektoréw wirusowych na podstawie sygnatu
fluorescencyjnego mCherry dla obu grup trenowanej SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO i trenowanej
SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl (patrz Rycina 25A - B). Analiza obrazéw mikroskopowych dla
grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO wykazala, ze sygnal mCherry pokrywa zasiegiem
pierwszorzedowg kore wzrokowg, wiacznie z monokularnymi obszarami pierwszorzedowej kory
wzrokowej po obu stronach iniekcji. Transdukcja w gtgb kolejnych warstw kory pokrywata warstwy I-VI, ale
wiekszos¢ komorek emitujacych sygnatl znajdowata sie w goérnych warstwach kory II/III-IV. Sygnat
obserwowano wyraznie w ciatach komérkowych i do$¢ wyraznie w wypustkach, wychodzacych z ciata
komérkowego w wiekszej liczbie niz jedna, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi (Goossens i in.,
2021; B. L. Roth, 2016). Dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9%NaCl zaobserwowano, zZe sygnat
mCherry réwniez byt widoczny w obszarach monokularnych jak i binokularnych pierwszorzedowej kory
wzrokowej po obu stronach iniekgcji, a transdukcja wgteb kory byta podobna jak w grupie z SST-ires-Cre

CS+UCS z podaniem CNO (patrz Rycina 25C).
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Rycina 25 - Ekspresja wirusa AVV2 /8 w mysiej pierwszorzedowej korze V1.
A) Miejsce iniekcji oraz zakres ekspresji wirusa w prawej i lewej V1 u myszy SST-ires-Cre CS+UCS CNO;
B) Miejsce iniekcji oraz zakres ekspresji wirusa w prawej i lewej V1 u myszy SST-ires-Cre CS+UCS
0.9%NaCl;
C) Ekspresja wirusa w prawej i lewej V1 widoczna pod mikroskopem, obejmujgca obszar monokularny
(V1m) oraz binokularny (V1b) kory wzrokowe;j.
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9.3.2 Zmiany sity sygnatéw optycznych ISOI

Wyniki jednoznacznie wskazaty, Ze warunkowanie jednoocznie do oka lewego bodZcem orientacyjnym
wptywa istotnie na zmiany w ogélnej aktywnoSci pierwszorzedowej kory wzrokowej. W celu weryfikacji jak
znaczaca role petnig interneurony z ekspresja SST w tworzeniu sie zmian plastycznych podczas
warunkowania CS+UCS, zastosowano technike DREADD w celu selektywnego hamowania tych
interneuronéw w V1 (grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO). Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem
0.9% NaCl stuzyta jako kontrola, poniewaz z zatozeniach techniki DREADD sama iniekcja wiruséw nie

powinna wptyna¢ na aktywnos$¢ kory.

9.3.2.1 Wplyw stymulacji wzrokowej na zmiane sily sygnatow optycznych w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z
podaniem CNO i grupe SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl

W pierwszej kolejnosci scharakteryzowano dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO i grupy SST-ires-
Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl, minima i maksima oraz $rednie warto$ci dla zarejestrowanych sygnatow
optycznych z kory lewej i prawej V1, dla kolejnych stymulacji wszystkimi bodZcami orientacyjnymi, przez
oko lewe, obuocznie i przez oko prawe (patrz Rycina 27). Wyniki analizy opisowej przedstawiono w tabeli:

Tabela 21.

Sprawdzono czy sygnaty optyczne réznig sie od siebie w zalezno$ci od rejestrowanej kory pod katem
wystepowania réznic w sile sygnatu optycznego rejestrowanego z prawej V1 dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS
z podaniem CNO. Stwierdzono, ze sita sygnatu optycznego w czasie prezentacji bodzca r6zni sie w zalezno$ci
od stymulacji wzrokowej i rejestrowanej kory, prawej i lewej V1 (p***<0.0001, test nieparametryczny
Friedmanna). Rowniez analiza grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl wykazata, Zze trening
istotnie wptynat na zmiany w sile sygnatu optycznego w zalezno$ci od stymulacji wzrokowej i rejestrowanej
kory, prawej i lewej V1 (p***<0.0001, test nieparametryczny Friedmanna). Wykonane testy post-hoc
wykazaty, ze w obu grupach podczas stymulacji jednoocznej sygnat optyczny z kory lewej istotnie roézni sie
od sygnatu kory prawej V1. Jednak, podczas stymulacji obuocznej grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem
CNO wykazata podobny, bez réznic istotnych statystycznie sygnat z prawej i lewej V1, natomiast grupa SST-
ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl charakteryzowata sie sygnatem istotnie r6znym miedzy prawa a

lewa V1. Wyniki testu post-hoc zaprezentowano w tabeli: Tabela 22.
A - Stymulacja przez oko lewe

W nastepnej kolejnosci przeanalizowano dane pod katem wystepowania réznic w sile sygnatu optycznego

rejestrowanych z prawej V1 dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO i grupy SST-ires-Cre CS+UCS z
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podaniem 0.9% NacCl, podczas stymulacji wzrokowej przez oko lewe. Przeanalizowano, czy grupy roznia sie
miedzy sobg, a wyniki wykazaty, ze grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO i grupa SST-ires-Cre CS+UCS

z podaniem 0.9% NaCl réznig sie od siebie (p***< 0.001 test Wilcoxona).
B - Stymulacja obuoczna

Sprawdzono czy sita sygnatéow z kory lewej i prawej r6znia sie od siebie. Analiza miedzygrupowa wykazata,
ze stosunek aktywnosci kory prawej do lewej V1 dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO wynosi p*=
0.0194 (test Wilcoxona), a dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl p***<0.0001 (test

Wilcoxona).

Nastepnie sprawdzono, czy grupy roéznia sie miedzy soba. Analiza statystyczna wykazata, ze wyniki grupy
SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO i SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl s3 istotnie rézne (p***<
0.001 test Wilcoxona).

Wykonano testy post-hoc, w celu sprawdzenia, czy sita sygnatu optycznego rézni sie pomiedzy korg prawg i
lewa V1 u kazdej z grup. Wyniki wykazaty, grupa SST-ires-Cre CS+UCS podaniem 0.9% NaCl istotnie sie
réznita od grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO w poréwnaniu sity sygnatéw optycznych kory lewej
V1 (p***< 0.00, test wielokrotnych powtdrzen Dunna) jak i prawej V1 (p***< 0.00, test wielokrotnych

powtorzen Dunna).
C - Stymulacja przez oko prawe

Wyniki analizy sity sygnatu optycznego rejestrowanego z lewej V1 wykazaly, ze grupa SST-ires-Cre CS+UCS
zpodaniem CNO i grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl istotnie réznig sie od siebie (p***< 0.001

test Wilcoxona).

Wyniki uzyskane w tej czes$ci badania jednoznacznie wskazaty, Ze 7-dniowe warunkowanie z bodZcem
wzrokowym skierowanym do oka lewego, istotnie wptynat na zmiany w og6lnej aktywnosci kory wzrokowej
prawej, jak i lewej w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl. Grupa ta charakteryzowata sie
istotnie silniejszym sygnatem optycznym, w szczegdélnosci w korze prawej V1 w poréwnaniu do grupy SST-
ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO. Dodatkowo, grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl miata
istotnie silniejszg aktywno$¢ prawej V1 od lewej V1 podczas stymulacji obuocznej, czego nie zaobserwowano

w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO.

Podsumowujac, wyhamowanie interneuronéw hamujacych zawierajacych somatostatyne podczas

warunkowania klasycznego w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO, spowodowato brak
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zwiekszenia aktywnosci pierwszorzedowej kory wzrokowej V1 podczas prezentowania bodzcow

wzrokowych.

9.3.2.2 Rdzinicowanie orientacji bodZcow wzrokowych i ich wplyw na zmiane sity sygnatéw optycznych w

grupie CS+UCS z podaniem CNO i grupe trenowang SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl

Kolejnym etapem byto sprawdzenie czy sygnaty optyczne dla kolejnych prezentowanych bodzZcow
orientacyjnych ré6znig sie od siebie u kazdej z grup, ale tez pomiedzy grupami. Analizy dokonano na danych
sity sygnatu dla rejestracji jednoocznej, przez oko lewe (A), prawe (C) i obuocznie (B). Wyniki statystyki
opisowej dla sily sygnatu optycznego zarejestrowanego dla kazdej prezentowanej orientacji zamieszczono
w tabeli: Tabela 23, Tabela 25, Tabela 27. Z racji charakterystyki rejestracji sygnatéw optycznych,
oddajacych site rozproszenia $wiatta w aktywowanej tkance, wyniki trzeba interpretowa¢ w nastepujacy

sposob: im mniejsza wartos¢ rozproszenia $wiatta tym silniejsza aktywacja tkanki.
A - Stymulacja przez oko lewe

W celu scharakteryzowania réznicowania orientacyjnych bodZcow wzrokowych, poréwnywano sygnaty
optyczne zarejestrowane podczas ich prezentacji, z kory prawej V1. Wyniki wskazujg na istotny wzrost sity
sygnatu optycznego dla kolejnych orientacji w grupie SST-ires-Cre z podaniem CNO (F (3.604, 144.2) =141.1,
p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA). Podobny wynik zaobserwowano w grupie SST-ires-Cre z
podaniem 0.9% NaCl (F (7, 320) = 55.66, p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA) pomiedzy sygnatami
optycznymi rejestrowanymi z kory prawej V1, podczas kolejnych orientacyjnych bodzcéw wzrokowych
(patrz Rycina 26A i B - panele ,,0ko lewe”). Wyniki szczegdtowe testu post-hoc zamieszczono w tabeli: Tabela

24,

Podsumowujac, wyhamowanie komoérek SST-IN podczas 7-dniowego warunkowania nie przyczynito sie do
wyodrebnienia preferowanej orientacji. Jednakze, mimo znacznej réznicy w sile sygnatu, obie grupy
charakteryzowaly sie najsilniejszymi sygnatami optycznymi dla bodZcow wzrokowych o orientacji

horyzontalnej - 0°! i uko$nej orientacji - 45°\.
B - Stymulacja obuoczna

Nastepnie sprawdzono, czy istniejg réznice w grupach oraz pomiedzy grupami w sile sygnatéw optycznych
podczas prezentowania orientacyjnych bodzcéw wzrokowych podczas stymulacji obuocznej. Wyniki
wskazuja na istotne réznice w sygnatach optycznych zarejestrowanych z kory prawej i lewej V1, podczas
prezentacji kolejnych orientacyjnych bodzcow wzrokowych w grupie SST-ires-Cre z podaniem CNO (F
(2.444,97.75) =322.7, p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA) oraz w grupie SST-ires-Cre z podaniem
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0.9% NacCl (F (7, 320) =47.38 p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA) (patrz Rycina 26A i B - panele

»,Obuocznie”). Wyniki szczegétowe testu post-hoc zamieszczono w tabeli: Tabela 26.

Podsumowujgc, wyhamowanie komoérek SST-IN podczas 7-dniowego nie przyczynito sie do wyodrebnienia
preferowanej orientacji podczas stymulacji obuocznej. Jednakze, grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem
CNO charakteryzowata sie najsilniejszymi sygnatami optycznymi dla bodZcéw wzrokowych o orientacji
pionowej orientacji 90°— dla obu, prawej i lewej kory wzrokowej V1. Natomiast grupa SST-ires-Cre CS+UCS
z podaniem 0.9% NaCl charakteryzowata sie najsilniejszymi sygnatami optycznymi dla bodZcéw

wzrokowych o uko$nej orientacji 45°\.
C - Stymulacja przez oko prawe

Wyniki analizy sity sygnatéw optycznych wskazujg na istotne réznice pomiedzy sygnatami optycznymi
rejestrowanymi z kory prawej V1 w grupie SST-ires-Cre z podaniem CNO (F (1.912, 76.48) =375.7,
p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA) oraz w grupie SST-ires-Cre z podaniem 0.9% NaCl (F (7, 320)
=58.80 p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA) (patrz Rycina 26A i B - panele ,Oko prawe”). Wyniki

szczegblowe testu post-hoc zamieszczono w tabeli: Tabela 28.

Podsumowujgc, tak samo jak dla dwdéch poprzednich analizowanych stymulacji wzrokowych, wyhamowanie
komorek SST-IN podczas 7-dniowego nie przyczynito sie do wyodrebnienia preferowanej orientacji podczas
stymulacji przez oko prawe. Jednakze, grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO charakteryzowata sie
najsilniejszymi sygnatami optycznymi dla bodZcéw wzrokowych o orientacji horyzontalnej 0°!. Natomiast
grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl charakteryzowala sie najsilniejszymi sygnatami
optycznymi dla bodzcéow wzrokowych o ukos$nej orientacji 135°/ (odwrotnie uko$nej do zastosowanej

podczas sesji warunkowania).
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Rycina 26 - Usrednione wartosci sygnalow zmiany rozproszenia swiatta AF /F
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zarejestrowane dla prawej i lewej V1 podczas prezentacji bodZcow orientacyjnych, dla stymulacji (od lewej)
jednoocznej przez oko lewe, obuocznej oraz jednoocznej przez oko prawe dla kolejnych grup: (A) Grupa SST-
ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO; (B) Grupa SST-ires-Cre CS+US z podaniem 0.9% NaCl. Stupki btedéw
wskazuja SEM sygnatu optycznego (4-8 sek. rejestracji). Wyniki analizy statystycznej w tabeli: Tabela 20 do
Tabela 25.
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Rycina 27 - Dynamika sygnaléw optycznych (AF/F) ISOI wywotanych bodzcami orientacyjnymi oraz
Blank I/II dla kolejnych grup: SST-ires-Cre CS+UCS CNO oraz SST-ires-Cre 0.9% NaCl, dla kazdej stymulacji
wzrokowej: przez oko lewe, obuocznie oraz przez oko prawe. Sygnaly optyczne zarejestrowane z prawej
(czerwona) i lewej (niebieska) V1.
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9.3.2.3 Poréwnanie wpfywu stymulacji wzrokowej na zmiane sity sygnatéw optycznych grupy SST-ires-Cre z
podaniem CNO i trenowanej SST-ires-Cre z podaniem 0.9% NaCl do innych grup po treningu i grupy

kontrolne;j.

W kolejnym etapie dokonano sprawdzenia czy wyhamowanie SST-IN podczas warunkowania wptyneto na
pOZniejsze réznice w sile sygnatéw optycznych pomiedzy grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO, grupa
SST-ires-Cre Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl oraz grupg CS+UCS, grupa CS, PSEUDO oraz grupa kontrolna.
Tak jak w poprzednim etapie, analizowano sygnatl na prezentacje bodZcéw orientacyjnych (0°!, 90°—, 45°\
i 135°/). Analizy dokonano na danych sity sygnatu dla rejestracji jednoocznej, przez oko lewe (A), prawe (C)

i obuocznie (B).
A - Stymulacja przez oko lewe

Analiza statystyczna poréwnujgca grupe SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO z kolejnymi grupami
wykazata podczas stymulacji przez oko lewe wykazata, Zze wszystkie grupy réznia sie od siebie statystycznie

(p***<0.0001, test Kruskala Wallisa).

Dalsza analiza post-hoc wykazata, ze grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO (z wyhamowang
aktywno$cia SST-IN) w poréwnaniu do grupy kontrolnej r6zni sie miedzy sobg w sile sygnatow optycznych
zarejestrowanych w kory prawej V1 (p*=0.0216, test wielokrotnych powtérzen Dunna) oraz rézni sie
istotnie od grupy warunkowanej CS+UCS (p*=0.0158, test wielokrotnych powtérzen Dunna) oraz od grupy

CSiPSEUDO (p***< 0.001, test wielokrotnych powtérzen Dunna, dla kazdego poréwnania).

Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl réznila sie istotnie tez od grupy kontrolnej (p***<0.0001,
test wielokrotnych powtérzen Dunna) i od grupy CS+UCS (p*** 0.0175, test wielokrotnych powtdrzen

Dunna) oraz grupy CS i PSEUDO (p***< 0.001, test wielokrotnych powt6rzen Dunna).

Dodatkowo, sprawdzono czy sity sygnatéw optycznych dla poszczegélnych bodZcow orientacyjny réznia sie
pomiedzy grupami SST-ires-Cre CS+UCS podaniem CNO i Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl
a pozostalymi grupami. Wyniki analizy wskazujg na istotne réznice dla poszczegélnych 4 bodzcéw
orientacyjnych (p*** < 0.0001, test Kruskal-Wallis), a wyniki szczegétowych poréwnan post-hoc

zamieszczono w tabeli: Tabela 29.

Podsumowujac, grupa SST-ires-Cre CS+UCS podaniem CNO wykazala sie stabsza aktywnos$cia prawej
V1 od grupy po treningu CS+UCS, ale wieksza od grupy CS, od grupy PSEUDO oraz od grupy kontrolnej,

podczas stymulacji przez oko lewe. Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl rowniez sie istotnie
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réznita, jednak charakteryzowata duzo silniejszym sygnatem od wszystkich grup, ale tez stymulacja przez

oko lewe wywotana najsilniejszg aktywnos$¢ kory prawej V1, w poréwnaniu do innych grup.
B - Stymulacja obuoczna

Analiza post-hoc (p***<0.0001, test Kruskal-Wallisa) wykazata, Ze od grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem
CNO (z wyhamowang aktywnos$cig SST-IN) grupa kontrolna nie r6zni sie w sile sygnatéw optycznych kory
lewej V1 (p 2 0.05, test wielokrotnych powtorzen Dunna), ale r6zni sie dla sygnatéw optycznych kory prawej
V1 (p**=0.0033, test wielokrotnych powt6rzen Dunna). Por6wnanie z grupga CS+UCS wykazato réznice dla
poréwnan kory lewej V1 (p*=0.0381, test wielokrotnych powtérzen Dunna), ale brak réznic w poréwnaniu
kory prawej V1 (p=0.0782, test wielokrotnych powtérzen Dunna). Poréwnanie z grupa CS i PSEUDO
wykazalo roznice dla poréwnan kory lewej V1 i prawej V1 (p***<0.001, test wielokrotnych powtdrzen

Dunna, dla kazdego poréwnania).

Analiza post-hoc (p***<0.0001, test Kruskal-Wallisa) wykazata, Ze od grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem
0.9% NaCl grupa kontrolna roézni sie w sile sygnatéw optycznych kory lewej V1 (p**=0.0012, test
wielokrotnych powtérzen Dunna) oraz sitg sygnatéw optycznych kory prawej V1 (p***<0.0001, test
wielokrotnych powtérzen Dunna). Poréwnanie z grupa CS+UCS wykazata natomiast brak réznic dla
poréwnan kory lewej V1 (p = 0.05, test wielokrotnych powtérzen Dunna) oraz brak réznic w poréwnaniu
kory prawej V1 (p = 0.05, test wielokrotnych powtdrzen Dunna). Poréwnanie z grupa CS i PSEUDO wykazato
réznice dla kory lewej V1 i prawej V1 (p***<0.001, test wielokrotnych powtérzen Dunna, dla kazdego

porédwnania).

Dodatkowo, sprawdzono czy sity sygnatéw optycznych dla poszczegélnych bodZzcéw orientacyjnych réznig
sie pomiedzy grupami SST-ires-Cre CS+UCS podaniem CNO i Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9%
NaCl a grupa kontrolng i pozostalymi grupami. Wyniki analizy wskazujg na istotne réznice dla
poszczegblnych 4 bodZzcédw orientacyjnych podczas stymulacji obuocznej (p*** < 0.0001, test Kruskal-

Wallis), a wyniki szczegdétowych poréwnan post-hoc zamieszczono w tabeli: Tabela 30.

Podsumowujac, dla stymulacji obuczonej sita sygnatéw optycznych z kory lewej i prawej V1 grupy
SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO byly stabsze odpowiednio w lewej i prawej V1 sygnatéw grupy
po treningu CS+UCS, ale silniejsze od grupy CS oraz grupy PSEUDO oraz od grupy kontrolne;.
Natomiast grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl istotnie réznita sie od wszystkich grup,

warunkowanej CS+UCS, eksponowanej na bodziec CS oraz od grupy kontrolne;.
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C - Stymulacja przez oko prawe

Analiza post-hoc (p***<0.0001, test Kruskal-Wallisa) wykazata, ze grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem
CNO istotnie rézni sie od grupy kontrolnej, warunkowanej CS+UCS, i grupy CS (p*** < 0.0001, test
wielokrotnych powtérzenn Dunna), ale nie rézni sie od grupy PSEUDO w sile sygnatu optycznego

zarejestrowanego z kory lewej V1 (p=0.3814, test wielokrotnych powtorzen Dunna).

Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9%NaCl réznita sie istotnie od grupy kontrolnej (p***=0.0003, test
wielokrotnych powtérzen Dunna) od grupy CS i PSEUDO (p***< 0.001, test wielokrotnych powtérzen

Dunna), ale nie réznita sie od grupy CS+UCS (p=0.1569, test wielokrotnych powtérzen Dunna).

Dodatkowo, sprawdzono czy sita sygnatow optycznych dla poszczegdlnych bodZcéw orientacyjnych rdézni
sie pomiedzy grupami SST-ires-Cre CS+UCS podaniem CNO i SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl a
grupa kontrolng, grupg CS+UCS, grupa CS i PSEUDO. Wyniki analizy wskazujg na istotne réznice dla
poszczegblnych 4 bodzcow orientacyjnych podczas stymulacji przez oko prawe (p*** < 0.0001, test Kruskal-

Wallis), a wyniki szczeg6towych poréwnan post-hoc zamieszczono w tabeli: Tabela 31.

Podsumowujac, w poréwnaniu do innych grup po treningu, grupa SST-ires-Cre CS+UCS podaniem
CNO wykazala sie stabsza aktywnoS$cig lewej V1 od grupy po treningu CS+UCS, ale wieksza od grupy
CS, od grupy PSEUDO oraz od grupy kontrolnej, podczas stymulacji przez oko prawe, patrz Rycina 28A.
Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl rowniez sie istotnie réznita (patrz Rycina 28A), jednak
charakteryzowata duzo silniejszym sygnatem od wszystkich grup, podczas stymulacji przez oko prawe

(patrz Rycina 28B).
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Rozproszenie $wiatta A F/F

&

ko lewe Obuocznie Oko prawe

0.9995
Lewa V1 Kontrola

Prawa V1 Kontrola

Lewa V1 CS+UCS

Prawa V1 CS+UCS

Lewa V1 CS

Prawa V1 CS

Lewa V1 PSEUDO

Prawa V1 PSEUDO

Lewa V1 SST-ires Cre CNO
Prawa V1 SST-ires Cre CNO
Lewa V1 SST-ires Cre NaCl
Prawa V1 SST-ires Cre NaCl

|

0.9990

EEEEORO0DOE OW

0.998% 4 pr r--rr-r-—r-r-r-rr-rr—r-rrrrrrrrrrrrrrrrrr-r-

oko lewe

[ Prawa V1 Kontrola

[ Prawa V1 CS+UCS

[ Prawa V1 CS

I Prawa V1 PSEUDO

Il Prawa V1 SST-ires Cre CNO
I Prawa V1 SST-ires Cre NaCl

2 3 4 5 6 7 8

1
ALAAARAAA AR NN RR RN NN NN

L
é czas (s)

stymulacja wizualna

Rycina 28 - Usrednione wartosci sygnaléw zmiany rozproszenia Swiatla (AF/F) dla poszczegdlnych
grup: kontrolna, CS, PSEUDO, CS+UCS, SST-ires-Cre CS+UCS CNO oraz SST-ires-Cre CS+UCS 0.9% NacCl.
A) UsSrednione warto$ci sygnatow zmiany rozproszenia $wiatta (AF/F) dla grup: kontrolna, CS, PSEUDO,

B)

warunkowana CS+UCS, SST-ires-Cre CS+UCS CNO oraz SST-ires-Cre CS+UCS 0.9% NaCl,
zarejestrowane w prawej i lewej V1 podczas prezentacji bodZcow orientacyjnych. Dane dotycza
stymulacji (od lewej) jednoocznej przez oko lewe, obuocznej oraz jednoocznej przez oko prawe.
Stupki btedéw wskazujg SEM sygnatu optycznego (4-8 sek. rejestracji). Wyniki analizy statystycznej
znajduja sie w tabelach: Tabela 29 do Tabela 31.

Zarejestrowany sygnal optyczny z prawej V1, usredniony dla wszystkich orientacji podczas
prezentacji jednoocznej przez oko lewe, dla kazdej z grup eksperymentalnych.
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9.3.3 Obszary aktywacji

9.3.3.1 Wplyw stymulacji wzrokowej na zmiane obszarow aktywacji w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem

CNO i CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl.

Scharakteryzowano zmiane obszaréw aktywacji grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO i grupy SST-
ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl, dla kolejnych stymulacji wzrokowych: jednoocznie, przez oko lewe

lub prawe i obuocznie (patrz Rycina 29 i Rycina 30).

Analiza poré6wnawcza rozmiar6éw obszaréw aktywacji wykazata, ze grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem
0.9% NaCl wykazata sie obszarami V1 (aktywnych podczas prezentacji bodZcéw wzorkowych) od grupy SST-
ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO, o ~1.5 razy mniejszymi w prawej V1 podczas stymulacji jednoocznej przez
oko lewe, 0 ~1.7 razy mniejszymi dla prawej i lewej V1 podczas stymulacji obuczonej i ~1.2 razy mniejszymi
w lewej V1 podczas stymulacji jednoocznej przez oko prawe. Szczegdétowe wyniki statystyki opisowej

przedstawiono w tabeli: Tabela 33.

Wplyw stymulacji wzrokowej na zmiane obszaréw aktywacji i poréwnanie grupy SST-ires-Cre CS+UCS z
podaniem CNO i grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl do innych grup po treningu i grupy

kontrolne;j.
A - Stymulacja przez oko lewe

Analiza miedzygrupowa wykazata, ze grupy istotnie réznily sie miedzy sobg w wielkosciach obszaréw
aktywacji prawej V1 (F (5, 121) =22.11, p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA) (patrz Rycina 29A-B -
panel ,,0ko lewe”). Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO réznita sie istotnie wielko$cig obszaréow od
grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl (p*= 0.024, test post-hoc wielokrotnych powtdrzen
Tukeya), réznita sie rowniez od grupy CS+UCS (p***<0.0001, test post-hoc wielokrotnych powt6rzen Tukeya)
i od grupy kontrolnej (p***=0.0002, test post-hoc wielokrotnych powtérzen Tukeya), ktére byty obszarowo
mniejsze. Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO nie réznita sie natomiast wielkoScig obszarow
aktywacji od grupy CS (p=0.8710, test post-hoc wielokrotnych powtérzen Tukeya) i od grupy PSEUDO
(p=0.2707, test post-hoc wielokrotnych powtérzen Tukeya).

Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl wykazata sie istotnie mniejszymi rozmiarami obszaréw
aktywacji od grupy kontrolnej (p***<0.0001, test post-hoc wielokrotnych powtérzen Tukeya), ale nie réznita
sie wielkos$cig od grupy CS+UCS, grupy CS i PSEUDO (odpowiednio p=0.7302, p=0.3298, p=0.9398, test post-

hoc wielokrotnych powtérzen Tukeya). Z analiz wytgczono poréwnania z obszarami kory lewej V1.
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Podsumowujac, w poréwnaniu do innych grup po treningu, obszary aktywnosci grupy SST-ires-Cre
CS+UCS z podaniem CNO byty wieksze o 118.54%, 133.44% i 180.54% (prawa V1) podczas stymulacji
przez oko lewe, odpowiednio dla CS+UCS, grupy CS oraz PSEUDO. Od grupy kontrolnej, obszary grupy
SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO byly mniejsze o 124.18%.

B - Stymulacja obuoczna

Dla stymulacji obuocznej miedzygrupowa analiza statystyczna wykazata, ze grupa SST-ires-Cre CS+UCS z
podaniem CNO nie roznita sie rozmiarami obszaréw aktywacji pomiedzy lewg a prawg V1 (p=0.4225, t-test
sparowany) (patrz Rycina 29A-B - panel ,,Obuocznie”). Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl
réwniez nie rdznita sie istotnie wielko$ciami aktywacji pomiedzy lewg a prawa korg V1 (p=0.5475, t-test

sparowany).

W analizie miedzygrupowej grupa SST-ires-Cre CS+UCS CNO roznita sie istotnie od grupy SST-ires-Cre
CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl od kolejnych grup treningowych i kontroli rozmiarami obszaréw aktywacji

prawejilewej V1 (F (11, 228) =23.46, p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA).

Dla stymulacji obuocznej, dla kory lewej V1 grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO réznita sie istotnie
wiekszymi obszarami od grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl, grupy CS+UCS i grupy PSEUDO
(odpowiednio p***=0.0002, p***<0.0001, p*=0.0477, test post-hoc wielokrotnych powtérzen Tukeya), ale nie
réznita sie istotnie od grupy kontrolnej i grupy CS (odpowiednio p=0.4851, p= 0.0803, test post-hoc
wielokrotnych powtdrzen Tukeya). Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl wykazata sie istotnie
mniejszymi rozmiarami obszaréw od grupy kontrolnej (p***<0.0001, test post-hoc wielokrotnych powtérzen
Tukeya), ale nie roznita sie istotnie od grupy CS+UCS, grupy CS i PSEUDO (odpowiednio p>0.9999, p=0.7841,
p=0.9587, test post-hoc wielokrotnych powtoérzen Tukeya).

Dla stymulacji obuocznej, dla kory prawej V1 grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO rdznita sie istotnie
wiekszymi obszarami od grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NacCl, grupy CS+UCS, grupy CS i grupy
PSEUDO (odpowiednio p***<0.0001, p***<0.0001, p***=0.0005, p***=0.0005 test post-hoc wielokrotnych
powtdrzen Tukeya), ale nie réznita sie istotnie od grupy kontrolnej (p=0.0554, test post-hoc wielokrotnych
powtorzen Tukeya). Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl wykazata sie istotnie mniejszymi
rozmiarami obszaréw od grupy kontrolnej (p***<0.0001, test post-hoc wielokrotnych powtorzen Tukeya),
ale nie roznita sie istotnie od grupy CS+UCS, grupy CS i PSEUDO (odpowiednio p > 0.9999, p=0.9972,
p=0.9998, test post-hoc wielokrotnych powtoérzen Tukeya).
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Podsumowujac, obszary aktywnosci grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO byly mniejsze o
123% od grupy kontrolnej (Srednia dla lewej i prawej V1), jednak wieksze o 151% od CS+UCS, o 733
% i 0 T34% od grupy CS i grupy PSEUDO.

Obszary grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl byly mniejsze o 145 % od grupy
kontrolnej, a od grupy CS i PSEUDO byly mniejsze o 124% i | 20% (Srednia dla lewej i prawej V1).

Grupa CS+UCS roznila sie nieznacznie mniejszymi obszarami o 9%.
C - Stymulacja przez oko prawe

Analiza miedzygrupowa wykazata, Zze grupy istotnie ro6znity sie miedzy soba w wielkosciach obszaréw
aktywacji V1 podczas prezentacji bodzcow orientacyjnych (F (5, 112) =13.96, p***<0.0001, test
jednoczynnikowa ANOVA) (patrz Rycina 29A-B - panel ,,Oko prawe”).

Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO, nie réznita sie istotnie wielko$cig obszaréw od grupy SST-ires-
Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl, grupy CS i PSEUDO (odpowiednio p=0.3139, p > 0.9999, p=0.9880, test
post-hoc wielokrotnych powtérzen Tukeya). Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO miata istotnie
mniejsze obszary aktywacji od grupy kontrolnej (p***=0.0004, test post-hoc wielokrotnych powtérzen
Tukeya) i istotnie wiekszy obszar od grupy CS+UCS (p*=0.0308, test post-hoc wielokrotnych powtdrzen
Tukeya).

Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl wykazata sie istotnie mniejszymi rozmiarami obszarow
aktywacji od grupy kontrolnej (p***<0.0001, test post-hoc wielokrotnych powtorzen Tukeya), ale nie réznita
sie wielkoscig od grupy CS+UCS, grupy CS i PSEUDO (odpowiednio p=0.9854, p=0.3231, p=0.7539, test post-

hoc wielokrotnych powtdrzen Tukeya). Z analiz wytgczono poréwnania z obszarami kory prawej V1.

Podsumowujgc, w poréwnaniu do innych grup po treningu, obszary aktywacji lewej V1 grupy SST-ires-Cre
CS+UCS z podaniem CNO byty wieksze o0 16.45% od grupy CS+UCS, o T48.57% od grupy CS i PSEUDO podczas
stymulacji przez oko lewe. Od grupy kontrolnej, obszary grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO byty
mniejsze 0 127.54% i od grupy CS o 10.88%.

Obszary grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl byty mniejsze o 141,79% od grupy kontrolnej, a
od grupy CS i PSEUDO byly mniejsze 0 120.37% i 114.48% (Srednia dla lewej i prawej V1). Grupa CS+UCS

réznita sie nieznacznie mniejszymi obszarami o 17.92% od grupy ST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl.

Podsumowujac, wyniki pokazuja, Ze 7-dniowe warunkowania z bodZcem wzrokowym o orientacji
ukosnej 45°\, skierowanym do oka lewego, wplynelo na rozmiar obszaru aktywnego podczas
stymulacji grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl oraz grupy SST-ires-Cre CS+UCS z
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podaniem CNO. Jednak grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl charakteryzowala sie
istotnie mniejszymi obszarami aktywacji kory V1 od grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO

$rednio o okolo 47%.

A

Lewa V1

B Lewa V1 Kontrola

Lewa V1 CS
&% Prawa V1 CS
Lewa V1 PSEUDO
& Prawa V1 PSEUDO
* Lewa V1 CS+UCS
i "% Prawa V1 CS+UCS
B Lewa V1 CS+UCS SST-ires Cre CNO
5% Prawa V1 CS+UCS SST-ires Cre CNO

B | ewa V1 CS+UCS SST-ires Cre NaCl
B8 Prawa V1 CS+UCS SST-ires Cre NaCl

-
4000+ Prawa V1 Kontrola

Obszar aktywny/liczba pikseli w ROI

!

Oko prawe

Oko lewe Obuocznie
Rycina 29 - Wplyw stymulacji wzrokowej na zmiane obszaréw aktywacji w grupach SST-ires-Cre
CS+UCS CNO oraz SST-ires-Cre CS+UCS 0.9% NacCl.

A) Poréwnanie map aktywnosci zarejestrowanych metodg ISOI wywotanych bodzcem 0° | w prawej
i lewej korze wzrokowej V1 podczas stymulacji lewym okiem, obuocznie oraz prawym okiem. Dane
pochodza z grupy SST-ires-Cre CS+UCS 0.9% NaCl. Kazdy piksel w tych mapach reprezentuje wartos¢
rozproszenia Swiatla, wyrazong jako znormalizowana réznica wzgledem podstawowego
rozproszenia $wiatta (AF/F). Skala szaro$ci odzwierciedla te r6znice, przeksztatcone do arbitralnych
jednostek 8-bitowych obrazéw PNG, gdzie minimum wynosi 0, a maksimum 255. Proces zbierania i
przetwarzania sygnatéw, a takze metoda wizualizacji danych, zostaty szczeg6towo opisane w sekcji
dotyczacej analizy danych. Oznaczenia na rysunku obejmujg B - linie bregma oraz ML - linie $rodkowa

B) Srednia liczba pikseli w obszarach aktywacji spowodowanej stymulacjg o réznych orientacjach
(waskie, kolorowe stupki) dla kolejnych stymulacji wzrokowych, dla prawej i lewej V1. Wyniki
uzyskane w poprzedniej czesci pracy zostaty przedstawione z 50% przezroczystoscia, aby utatwic
poréwnanie z grupami SST-ires-Cre (ktdre sg prezentowane z 0% przezroczystoscig). Kreski btedow
przedstawiajg btad standardowy $redniej (SEM).
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9.3.3.2 Rdzinicowanie orientacji bodZzcow wzrokowych i ich wplyw na zmiane obszaréw aktywacji w grupie
SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO w porownaniu do grupy SST ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9%

NacCl i innych grup po treningu i kontroli.

W celu weryfikacji, w jakim stopniu hamowanie SST-IN podczas warunkowania z bodzcem wzrokowym
skierowanym do oka lewego, wplywa p6zZniejsze rozmiary obszaréw aktywacji kory V1 podczas prezentacji
orientacyjnych bodzcéw wzrokowych, przeanalizowano dane dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem
CNO i grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl. Dodatkowo grupy te poréwnano z innymi grupami,
trenowang CS+UCS, eksponowang na bodziec CS, PSEUDO oraz kontrolng. W Tabela 30 i Tabela 32,
przedstawiono $rednie wielkoSci obszaréw V1 aktywnych podczas prezentacji bodzcéw orientacyjnych
(biato-czarnych paskéw) poruszajacych sie pod katem 0°l i 90°- (poziomo i pionowo), 45°\ i 135°7
(ukosnie), dla stymulacji obuocznej i jednoocznej, przez oko lewe i prawe. Szczegétowe wyniki statystyki

opisowej przedstawiono w tabeli: Tabela 33.
A - Stymulacja przez oko lewe

Analiza wewnatrzgrupowa grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO wykazata, Ze brak jest réznic
statystycznych dla obszaréw aktywacji podczas prezentacji kolejnych bodZcéw orientacyjnych (F (2.201,
8.802)=1.164, p=0.3614, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p =
0.05). Analiza grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl rowniez wykazata brak r6znic pomiedzy
rozmiarami obszaréw aktywacji V1 dla kolejnych bodZcéw orientacyjnych (F (3, 7)=0.1896, p=0.09002, test
jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05).

W analizie poréwnujgcej grupy sprawdzono, czy i jakie wystepuja réznice w rozmiarach obszaréw aktywacji
V1 miedzy grupami trenowanymi SST-ires-Cre z podaniem CNO 0.9% NaCl, a grupami po treningach
wzrokowych i grupy kontrolnej. Wyniki analizy wykazaty réznice istotnie statystyczne pomiedzy obszarami
aktywnymi podczas prezentacji bodzcow dla kolejnych grup (F (23, 100) = 3.677, p***<0.0001 test

jednoczynnikowej ANOVY. Wyniki szczeg6towe analiz post-hoc przedstawiono w tabeli: Tabela 34.
B - Stymulacja obuoczna

Analiza grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO wykazata, Ze brak jest roznic statystycznych dla
obszaréw aktywacji podczas prezentacji kolejnych bodzcéw orientacyjnych (F (1.830, 7.321) =0.3740,
p=0.6831, test jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05). Réwniez

analiza grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl nie wykazata réznic pomiedzy rozmiarami
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obszaréw aktywacji V1 dla kolejnych bodZzcéw orientacyjnych (F (1.632, 4.353) =1.543, p=0.3028, test
jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p 2 0.05).

W analizie pordwnujacej grupy sprawdzono, czy i jakie wystepuja réznice w rozmiarach obszaréw aktywacji
V1 miedzy grupami trenowanymi SST-ires-Cre z podaniem CNO 0.9% NaCl, a grupami po treningu
wzrokowym i grupy kontrolnej. Wyniki analizy wykazaty réznice istotnie statystyczne pomiedzy obszarami
aktywnymi podczas prezentacji bodZcéw orientacyjnych dla kolejnych grup (F (47, 198) = 5.054,
p***<0.0001 test jednoczynnikowej ANOVY. Wyniki szczegétowe analiz post-hoc przedstawiono w tabeli:

Tabela 35.
C - Stymulacja przez oko prawe

Analiza grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO wykazata brak roznic statystycznych dla obszaréw
aktywacji podczas prezentacji kolejnych bodZcow orientacyjnych (F (1.812, 7.246) =0.5275, p=0.5944, test
jednoczynnikowej ANOVY, test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05). Rdwniez analiza grupy
SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl nie wykazata réznic pomiedzy rozmiarami obszaréw aktywacji
V1 dla kolejnych bodZcéw orientacyjnych (F (1.476,5.411) =3.496, p=0.1112, test jednoczynnikowej ANOVY,

test post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya p = 0.05).

W analizie poréwnujacej grupy sprawdzono, czy i jakie wystepuja réznice w rozmiarach obszaréw aktywacji
V1 miedzy grupami trenowanymi SST-ires-Cre z podaniem CNO 0.9% NaCl, a grupami po treningu i grupy
kontrolnej. Wyniki analizy wykazaty r6znice istotnie statystyczne pomiedzy obszarami aktywnymi podczas
prezentacji bodzcéw orientacyjnych dla kolejnych grup (F (23, 101) = 3.395, p***<0.0001, test
jednoczynnikowa ANOVA). Z analiz wytaczono dane z kory prawej V1. Wyniki szczegétowe analiz post-hoc

przedstawiono w tabeli: Tabela 36.

Podsumowujac, wyniki pokazuja, ze 7-dniowe warunkowania z bodZcem wzrokowym o orientacji
ukosnej 45°\, skierowanym do oka lewego, nie wplynetlo istotnie na r6znice w rozmiarach obszaréw
aktywacji dla kolejnych zaprezentowanych bodzZcow orientacyjnych (0°!, 45°\ - bodziec uzyty
podczas treningu, 90°- i 135°/) ani w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO, ani w grupie SST-
ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl.
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Rycina 30 - Por6wnanie map aktywnosci zarejestrowanych metoda ISOI wywotanych bodzcami
orientacyjnymi, w prawej i lewej korze wzrokowej V1 dla kolejnych grup: SST-ires-Cre CS+UCS CNO
oraz SST-ires-Cre CS+UCS 0.9% NacCl, podczas stymulacji lewym okiem, obuocznie oraz prawym
okiem. Kazdy piksel w tych mapach reprezentuje warto$¢ rozproszenia $wiatta, wyrazong jako
znormalizowana ro6znica wzgledem podstawowego rozproszenia $wiatta (AF/F). Skala szarosci
odzwierciedla te rdznice, przeksztalcone do arbitralnych jednostek 8-bitowych obrazéw PNG, gdzie
minimum wynosi 0, a maksimum 255.

9.4 WpPLYW WARUNKOWANIA KLASYCZNEGO NA EKSPRESJE SOMATOSTATYNY | PARWALBUMINY W KORZE

WZROKOWEJ

W celu weryfikacji w jakim stopniu warunkowanie z bodZcem wzrokowym skierowanym do oka lewego
wptywa na ekspresje somatostatyny i parwalbuminy w prawej i lewej pierwszorzedowej korze wzrokowej
V1, wykonano immunoreakcje z przeciwciatami anty-SST i anty-PV na skrawkach mézgéw myszy z grupy

CS+UCS i grupy kontrolne;j.
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9.4.1 Warunkowanie istotnie wptywa na ekspresje somatostatyny

Analiza danych wykazata, ze warunkowanie istotnie wptyneto na liczebno$¢ neuronéw zawierajacych
somatostatyne (SST-IN) w pierwszorzedowej korze wzrokowej, nie tylko w "trenowanej" prawej korze
wzrokowej, ale rowniez w lewej. Wyniki statystyki opisowej przedstawiono w tabeli: Tabela 37 oraz Tabela

38.

Liczebno$¢ SST-IN dla grupy CS+UCS istotnie réznita sie od liczebnosci SST dla grupy kontrolnej (F (3, 40)
=3,447,p*=0.025, test dwuczynnikowej ANOVY). W testach post-hoc wykazano, zZe w grupie CS+UCS, istotnie
zwiekszyla sie liczebno$¢ SST-IN w obszarze monokularnym prawej V1 w poréwnaniu do obszaru
monokularnego lewej V1 (p*= 0, 0366, test wielokrotnych powtoérzen Tukeya). Zliczenia SST-IN w obszarze
monokularnym prawej V1 grupy CS+UCS nie rdznity sie istotnie od obszaru binokularnego prawej V1 (p=0,
9764, test wielokrotnych powtérzen Tukeya), ani od obszaru binokularnego lewej V1 (odpowiednio: p= 0,
1924, test wielokrotnych powtérzen Tukeya). W poréwnaniu do grupy kontrolnej obszary monokularne
prawej ilewej V1 grupy trenowanej istotnie réznity sie od siebie (odpowiednio: p***=0.0001 o p***=0, 0002,

test wielokrotnych powtoérzen Tukeya).

W obszarach binokularnych grupy CS+UCS réwniez zauwazono wzrost liczby SST-IN w korze lewej V1, jak i
prawej V1, w poréwnaniu do grupy, jednak brak réznicy statystycznej miedzy obszarami binokularnymi
grupy CS+UCS. Grupa kontrolna nie wykazata zadnych istotnych réznic w SST-IN pomiedzy obszarami
monokularnymi i binokularnymi prawej i lewej strony pierwszorzedowej kory wzrokowej (p = 0.05, test

wielokrotnych powtdrzen Tukeya) (patrz Rycina 31A).

Analiza zmian liczebnos$ci SST-IN w kolejnych warstwach kory w grupie CS+UCS wykazata, Ze w warstwach
[, I11 III kory V1 pomiedzy obszarami monokularnymi kory prawej i lewej V1 zaobserwowano wzrost liczby
SST-IN (odpowiednio dla [, II i IlIl: pi*=0, 0216, pu**=0, 0065, pu**=0, 0087, test U Manna-Whitneya). W
warstwach kory prawej i lewej V1 obszaréw binokularnych znaleziono réznice w warstwie V (pv*=0, 0195,

test U Manna-Whitneya).

W grupie kontrolnej znaleziono réznice w liczebnosci SST-IN w warstwie IV kory prawej i lewej V1 obszaréw
monokularnych (piwv*= 0, 0108, test U Manna-Whitneya), ale dla obszaréw binokularnych prawej a lewej V1

nie znaleziono zadnych réznic pomiedzy warstwami (p = 0.05, test U Manna-Whitneya).

Sprawdzono, czy wystepuja réznice w liczebnos$ci SST-IN pomiedzy obszarami monokularnymi a
binokularnymi V1 w grupie CS+UCS. Analizy wykazaty, ze w kolejnych warstwach liczebno$¢ SST-IN nie r6zni

sie istotnie pomiedzy obszarem monokularnym a binokularnym lewej V1 w kolejnych warstwach I - VI (p 2
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0.05, test Wilcoxona). Pomiedzy obszarem monokularnym a binokularnym prawej V1 réznice znaleziono w

warstwach I, II1i V (py*=0, 0313 i pir*= 0, 0313 i pv*= 0, 0313 test Wilcoxona) (patrz Rycina 31C)

W grupie kontrolnej zaobserwowano réznice w kolejnych warstwach liczebnosci SST-IN istotnie réznigcych
sie pomiedzy obszarem monokularnym a binokularnym lewej V1 w kolejnych warstwach I, Il i VI (pr*= 0,
0313 i pw*= 0, 0313 i pyr*= 0, 0313 test Wilcoxona). Pomiedzy obszarem monokularnym a binokularnym
prawej V1 roznice znaleziono w warstwach I, IViV (pi*=0,0313, pw*=0,0313 i pv*= 0, 0313 test Wilcoxona)
(patrz Rycina 31B). Wyniki analizy statystycznej dla grupy kontrolnej i CS+UCS zawarto w tabeli: Tabela 38.

Wyniki jednoznacznie wskazaly, Ze 7-dniowe warunkowanie Kklasyczne z bodzcem CS do oka lewego,
powoduje wysoki wzrost liczebnos$ci neurondw zawierajacych somatostatyne w obszarze
monokularnym prawej V1. W obszarach binokularnych w obu pé6tkulach wzrost tych liczebno$ci neuronéw
byt mniejszy, lecz istotnie rézny od grupy kontrolnej. W niestymulowanym segmencie monokularnym lewej
V1 réwniez poziom liczebno$ci neuronéw zawierajacych somatostatyne byt istotnie rézny od grupy
kontrolnej. Szczegdlnie wysoki wzrost liczebnosci SST-IN zaobserwowano w warstwach II, III i VI

obszaréw monokularnych V1 i w warstwach Vi VI obszaréw binokularnych V1.
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Rycina 31 - Liczba komorek z ekspresja SST. Po warunkowaniu CS+UCS zaobserwowano wzrost
zageszczenia komodrek immunoreaktywnych SST. Wyniki statystyczne przedstawiono w tabeli:
Tabela 37 i Tabela 38.

A) Liczba komoérek z ekspresjg SST w obszarach mono i binokularnych kory V1. Po warunkowaniu
CS+UCS zaobserwowano wzrost zageszczenia komoérek immunoreaktywnych SST w poréwnaniu z
grupg kontrolna.

B) Analiza liczby komoérek na 0.1mm?2 z ekspresja SST w grupie kontrolnej w poszczegdlnych warstwach
kory V1 w obszarach mono- i binokularnych.

C) Analiza liczby komorek na 0.1mm?2 z ekspresjg SST w grupie CS+UCS w poszczegdlnych warstwach
kory V1 w obszarach mono- i binokularnych.
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9.4.2 Warunkowanie nie wptywa na ekspresje parwalbuminy

Analiza danych wykazata, ze warunkowania klasycznego z CS podawanym do lewego oka nie wptynat na
liczbe neuronéw zawierajacych parwalbumine (PV-IN), zar6wno w "trenowanej" prawej korze wzrokowe;j,

jak i lewej. Wyniki statystyki opisowej przedstawiono w tabeli: Tabela 39 i Tabela 40.

Liczebnos$¢ PV-IN dla grupy CS+UCS nie réznita sie od liczebnosci PV-IN dla grupy kontrolnej (F (3, 40)
=0,01405, p=0,9977, test dwuczynnikowej ANOVY). W testach post-hoc nie wykazano réznic w liczebnosci
PV, w grupie CS+UCS pomiedzy obszarami monokularnym prawej V1 alewej V1 (p 2 0.05, test wielokrotnych
powtdrzen Tukeya) oraz pomiedzy obszarem monokularnym prawej V1 a obszarem binokularnym prawym
i lewym V1 (p = 0.05, test wielokrotnych powtdrzen Tukeya). Zliczenia PV-IN wykazaly, Zze obszar
monokularny kory prawej V1 grupy CS+UCS nie réznit sie od obszaréw monokularnych prawej i lewej V1
grupy kontrolnej (p = 0.05, test wielokrotnych powtérzen Tukeya). Obszar monokularny kory lewej V1 w
grupie CS+UCS nie réznit sie w liczebnosci PV-IN od obszaréw binokularnych prawej i lewej V1 grupy

kontrolnej (p = 0.05, test wielokrotnych powtoérzen Tukeya).

W obszarach binokularnych V1 grupy CS+UCS réwniez nie zauwazono istotnego wzrostu liczby PV-IN w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (p = 0.05, test wielokrotnych powtérzen Tukeya). Grupa kontrolna nie
wykazata zadnych istotnych réznic w liczebnosci PV-IN pomiedzy obszarami monokularnymi i
binokularnymi prawej i lewej strony pierwszorzedowej kory wzrokowej (p = 0.05, test wielokrotnych

powtorzen Tukeya) (patrz Rycina 32A).

W kolejnych, odrebnych analizach przeanalizowano dane weryfikujac, czy w warstwach pierwszorzedowej

kory wzrokowej mozna zaobserwowac zmiany w liczebnos$ci PV-IN w grupie kontrolnej i grupy CS+UCS.

W grupie CS+UCS wyniki wykazaty, ze w kolejnych warstwach kory V1 obszaréw monokularnych prawe;j i
lewej V1 nie zaobserwowano wzrostu liczebnosci PV-IN (p = 0.05, test U Manna-Whitneya). W warstwach
prawej i lewej V1 obszaréw binokularnych réwniez nie znaleziono réznic w liczebnosci (p = 0.05, test U
Manna-Whitneya). W grupie kontrolnej nie znaleziono réznic w liczebno$ci PV-IN pomiedzy kolejnymi
warstwami prawego a lewego obszaru monokularnego (p=0.05, test U Manna-Whitneya) i binokularnego V1

(p 2 0.05, test U Manna-Whitneya).

Sprawdzono, czy wystepuja rdéznice w liczebno$ci PV-IN pomiedzy obszarami monokularnymi a
binokularnymi po tozsamej stronie kory V1, w grupie CS+UCS. Analizy wykazaty, ze w kolejnych warstwach

liczebno$¢ PV-IN roézni sie istotnie pomiedzy obszarem monokularnym a binokularnym lewej V1 w
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warstwach 1II, IV, i VI (p*=0, 0313, test Wilcoxona) oraz pomiedzy obszarami monokularnymi a

binokularnymi kory prawej V1 w warstwach II, I1I, IV, Vi VI (p*=0, 0313, test Wilcoxona) (patrz Rycina 32C).

Réznice w kolejnych warstwach liczebnosci PV-IN obszaré6w mono i binokularnych zaobserwowano w
grupie kontrolnej (odpowiednio - lewa V1: py*=0, 0313, pw*=0, 0313; prawa V1: py/*=0, 0313, test
Wilcoxona) (patrz Rycina 32B). Wyniki analizy statystycznej dla grupy kontrolnej i CS+UCS zawarto w tabeli:
Tabela 40.

Wyniki jednoznacznie wskazaly, Zze 7-dniowe warunkowanie z bodZcem wzrokowym skierowanym
do oka lewego, nie wplynelo istotnie na zmiany w liczebnosci neuronéw zawierajacych
parwalbumine w obszarze monokularnym prawej V1. Zaobserwowano réznice w liczebno$ci komoérek PV-
IN w Kkolejnych warstwach obszaréw mono i binokularnych V1, ale nie zaobserwowano réznic pomiedzy

grupa kontrolng w warunkowana.
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Rycina 32- Liczba komorek z ekspresja PV. Po warunkowaniu CS+UCS nie zaobserwowano wzrostu
zageszczenia komoérek immunoreaktywnych PV. Wyniki statystyczne przedstawiono w tabeli:
Tabela 39 i Tabela 40.
A) Liczba komorek z ekspresja PV. Po warunkowaniu CS+UCS nie zaobserwowano wzrostu
zageszczenia komdrek immunoreaktywnych PV w poréwnaniu z grupa kontrolna.
B) Analiza liczby komérek na 0.1mm?2 z ekspresjg PV w grupie kontrolnej w poszczego6lnych warstwach
kory V1 w obszarach mono- i binokularnych.
C) Analiza liczby komérek na 0.1mm? z ekspresjag PV w grupie CS+UCS w poszczegodlnych warstwach
kory V1 w obszarach mono- i binokularnych.
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9.5 WpPLYW WARUNKOWANIA KLASYCZNEGO NA PRACE SERCA

Na tym etapie badan celem byto ustalenie, czy tylko warunkowanie (CS+UCS) wptywa istotnie na zmiany w
pracy serca podczas trwania treningu w okresie przed bodZcem bezwarunkowym. Dodatkowo
postanowiono sprawdzi¢, czy warunkowanie bodZcem wzrokowym, czarno-biatymi paskami poruszajacymi
sie w orientacji uko$nej 45°N wptynie na pdzniejsze réznicowanie tego bodzca spos$rdd innych bodzcow i

bedzie to widoczne na rejestrowanej pracy serca.

9.5.1 Woplyw treningu na prace serca

W celu zbadania wptywu treningu na prace serca przeanalizowano czas pomiedzy kolejnymi zatamkami R
krzywej EKG zarejestrowanych na 0.5 sekunde przed bodZcem UCS, 1 i 7-go dnia treningu w grupach:
kontrolnej, warunkowanej CS+UCS, grupie CS i PSEUDO. Srednia czestotliwo$¢ pracy serca na 0.5 sek. przed
wystapieniem bodZca bezwarunkowego UCS, 1-go i 7-go dnia treningu dla 4 grup eksperymentalnych z

odchyleniem standardowym przedstawiono w tabeli: Tabela 41.

Analiza pracy serca dla grupy CS+UCS wykazata, Ze dla tej grupy praca serca 7-go dnia istotnie réznita od
pracy serca dnia 1-go (p**= 0.0058, test Wilcoxona), tak samo jak praca serca w grupie CS (p**=0.0085, test
Wilcoxona), grupy kontrolnej (p*= 0.0414, test Wilcoxona). W grupie PSEUDO nie byto réznicy pomiedzy 1-

szym a 7-mym dniem treningu (p= 0.1922, test Wilcoxona).

Nastepnie sprawdzono, czy grupy réznig sie miedzy sobg 1-ego jak i 7-go dnia treningu. Analiza uzyskanych
danych wykazata, ze trening CS+UCS istotnie wptynat na prace serca (p***<0.0001, test Kruskal Wallis).
Testy post-hoc wykazaty, ze grupa CS+UCS rézni sie od grupy kontrolnej 1-go (p***<0.0001, test
wielokrotnych powtérzen Dunna) i 7-go (p***<0.0001, test wielokrotnych powt6rzen Dunna) dnia treningu,
od PSEUDO 1-go (p***=0.0002) i 7-go (p***<0.0001) i grupy CS 1-go (p***<0.0001, test wielokrotnych
powtdrzen Dunna) i 7-go (p***<0.0001, test wielokrotnych powtérzen Dunna). Grupa PSEUDO i grupa CS 1-
go ani 7-go dnia nie réznity sie od siebie (p = 0.05, test wielokrotnych powtérzen Dunna), ani od grupy

kontrolnej (p = 0.05, test wielokrotnych powt6rzen Dunna).

Wyniki wskazuja, Ze trening CS+UCS wptlynal istotnie na prace serca i wystapienie tzw. warunkowej
bradykardii. Warunkowa bradykardia, tj. zmniejszona czestotliwo$¢ bicia serca przed wystapieniem bodzZca
warunkowanego UCS obserwowana jest u tej grupy juz od pierwszego dnia, az do konca trwania procedury
treningu. U innych grup, CS oraz PSEUDO nie zaobserwowano istotnie innej pracy serca oraz nie

zaobserwowano zmian istotnych w grupie kontrolnej.
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9.5.2 Rdinicowanie bodzcéw wzrokowych i wptyw ich prezentacji na prace serca

W celu zbadania czy warunkowanie wptynat na réznicowanie bodzcéw wzrokowych i na prace serca,
przeanalizowano czas pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG zarejestrowanych przed procedura
treningu, dzien przed (dzien 0) i dzien po (dzien 8), dla wszystkich grup: kontrolnej, warunkowanej CS+UCS,
CS i PSEUDO. Podczas tych dwéch dodatkowych rejestracji, zaprezentowano 4 rézne bodzce wzrokowe
(czarno-biatych paski poruszajace sie pod katem 0°!, 45°\, 90°— i 135°7, odpowiednio: poziome, ukosne -
takie same jak podczas treningu, pionowe i uko$ne - odwrotnie poruszajace sie niz podczas treningu).
Wyniki statystyki opisowej Sredniego czasu pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG dla kolejnych

bodZcow wzrokowych w dniu 0-wym i 8-ym przedstawiono w tabeli: Tabela 42.

Na poczatek przeanalizowano wyniki w celu sprawdzenia, czy wystepuja réznice wewnatrz kazdej grupy dla

obu pomiardéw.

Wyniki wykazaty, ze grupa kontrolna nie wykazata réznic w czasie pomiedzy kolejnymi zatamkami R
krzywej EKG podczas prezentowania bodzcow orientacyjnych 45°\ od innych bodzcéw 0°),90°— i 135°/ w
0-ym dniu (p=0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna). W 8-ym dniu $redni czas pomiedzy kolejnymi
zalamkami R krzywej EKG podczas prezentowania bodZcow orientacyjnych 0°! réznit sie istotnie od innych
bodzcéw, 45°N (p*=0.026, test wielokrotnych poréwnan Dunna), ale i od 90°- (p**=0.0088, test
wielokrotnych poréwnan Dunna). Dodatkowo, nie wykazano réznic dla sredniego czasu pomiedzy kolejnymi
zatamkami czasu aktywno$ci serca podczas prezentacji bodZca orientacyjnego 45°N w poréwnaniu dnia 0-
ego i 8-ego (p=0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna) (patrz Rycina 33A). Wyniki te wskazujg, na brak

wptywu prezentowanych bodZcoéw o roéznej orientacji na prace serca.

Przeanalizowanie danych dla grupy CS+UCS wykazaly, Ze Sredni czas pomiedzy kolejnymi zatamkami R
krzywej EKG podczas prezentowania kolejnych bodZzcéw pomiedzy dniem 0-wym a dniem 8-ym roézni sie
istotnie (p***<0.001, Kruskal-Wallis test). Dla tej grupy w dniu 0-ym $rednim czas pomiedzy kolejnymi
zatamkami R krzywej EKG podczas prezentowania bodZca orientacyjnego 45°\ nie r6znit sie od innych
bodzcéw, 0°1,90°— i 135°7 (p=0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna). Dla dnia 8-ego, czyli jeden dzien
po treningu CS+UCS, $redni czas pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG podczas prezentowania
bodziec orientacyjny 45°\ roznit sie istotnie od innych bodZcéw orientacyjnych 0°l(p***<0.001), 90°—

(p*=0.031)i 1357 (p***=0.0002, test wielokrotnych poréwnan Dunna) (patrz Rycina 33B).

Dodatkowo, sprawdzono, czy rozni sie praca serca 0-go i 8-go dnia tylko dla bodZcéw wzrokowych
poruszajacych sie w orientacji 45°Y. Dla grupy CS+UCS $redni czas pomiedzy kolejnymi zatamkami podczas
prezentacji tych bodzcéw (takich samych jak podczas warunkowania klasycznego) istotnie sie réznit
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pomiedzy 0-wym a 8-mym dniem (p*=0.0271, test wielokrotnych poréwnan Dunna). Sprawdzono réwniez,
czy bodZce orientacyjne dla 0°!, 90°— i 135°/ réznig sie od siebie pomiedzy 0-wym a 8-mym dniem, jednak
nie zaobserwowano réznic istotnych statystycznie (p=0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna) (patrz

Rycina 33C).

Grupa CS nie wykazata réznic w Srednim czasie pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG podczas
prezentowania bodzcéw wzrokowych czarno-biatych paskéw pod katem 45°\ od innych bodzcow 0°!, 90°—
i 135°7 w 0-ym dniu jak i w dniu 8-ym (p=0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna). Nie wykazano tez
réznic dla sredniego czasu pomiedzy kolejnymi zatamkami aktywnoSci serca podczas prezentacji bodzca
orientacyjnego 45°N w poréwnaniu dnia 0-ego i 8-ego (p=0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna) (patrz

Rycina 33C).

Grupa PSEUDO nie wykazata réznic w $rednim czasie pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG
podczas prezentowania bodZcow wzrokowym czarno-biatych paskéw pod katem 45°Nvod innych bodZcow
0°!,90°- i 135°7 w 0-ym dniu (p=0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna). Po pseudowarunkowaniu, w
dniu 8-ym nie wykazano réwniez rdznic statystycznych pomiedzy bodzcem orientacyjnym 45°\ a 0°!, 90°—
i 135°7 (p=0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna). Wykazano natomiast roznice dla Sredniego czasu
pomiedzy kolejnymi zatamkami podczas prezentacji bodZca o orientacji 45°N w poréwnaniu dnia 0-ego i 8-

ego (p*= 0.02, test wielokrotnych poréwnan Dunna) (patrz Rycina 33D).

Dodatkowo sprawdzono, czy grupy, kontrolna, warunkowana CS+UCS, eksponowana na CS oraz PSEUDO,
rézniag sie pomiedzy sobg $rednim czasem pomiedzy kolejnymi zatamkami pracy serca, 0-go i 8-go dnia
(przed i po treningu), dla bodZca wzrokowego o orientacji 45°. Wyniki wykazaty, ze grupa CS+UCS istotnie
rézni sie od grupy kontrolnej w dniu 0-wym i 8-ym (p***<0.001, test U Mann-Whitneya). Grupa CS+UCS od
grupy CS roézni sie istotnie w dniu 0-ym (p*=0.0177, test U Mann-Whitneya) jak i w dniu 8-ym (p*=0.0174,
test U Mann-Whitneya). Grupa CS+UCS nie réznita sie w $redniej czestotliwos$ci pracy serca od grupy PSEUDO
w dniu 0-wym (p=0.9798, test U Mann-Whitneya), ale istotnie rézni sie w dniu 8-ym (p***<0.001, test U
Mann-Whitneya).
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Rycina 33 - Sredni czas pomiedzy zalamkami R dla kazdej prezentowanej orientacji dnia 0 oraz dnia
8 dla (A) grupy kontrolnej; (B) grupy CS+UCS; (C) grupy CS; (D) grupy PSEUDO.

Wyniki statystyki opisowej Sredniego czasu pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG dla kolejnych
bodzcéw wzrokowych (0°1, 45°\, 90°—, 135°2, deg - stopien orientacji) w dniu 0-wym i 8-ym przedstawiono
w Tabela 43.

Wyniki uzyskane w rozdziale jednoznacznie wskazaly, Ze 7-dniowe warunkowanie istotnie wptyneto
na roznicowanie bodzca wzrokowego uzytego podczas warunkowania. Tylko w grupie CS+UCS
zaobserwowano bradykardie na bodziec wykorzystany podczas treningu w poréwnaniu do trzech
innych bodZcow. Nie zaobserwowano podobnych wynikéw dla grupy kontrolnej, eksponowanej na
CSi PSEUDO.

9.5.3 Wplyw hamowania aktywnosci interneurondéw z ekspresjg SST na prace serca w trakcie treningu

W celu zbadania wplywu hamowania aktywno$ci SST-IN podczas warunkowania klasycznego na prace serca
przeanalizowano czas pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG zarejestrowanych podczas treningu
na 0.5 sekunde przed bodZcem UCS dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS podaniem CNO (wyhamowang
aktywnos$ciag SST-IN) oraz dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl (bez wyhamowanej
aktywnosci SST-IN). Sredni czas pracy serca z odchyleniem standardowym przedstawiono na 0.5 sek. przed
wystapieniem bodzca bezwarunkowego UCS, 1-go i 7-go dnia treningu dla obu grup eksperymentalnych w

tabeli: Tabela 43.
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Sprawdzono, czy wyhamowanie aktywnosci SST-IN podczas trwania treningu CS+UCS ma wptyw na prace

serca.

Wyniki wykazaty, Ze grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO nie rézni sie Srednim czasem pomiedzy
kolejnymi zatamkami R krzywej EKG 1-go a 7-go dnia treningu (p = 0.05, test Wilcoxona). Rdwniez analiza
trenowanej SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl wykazata brak réznic pomiedzy kolejnymi

zatamkami R krzywej EKG 1-go a 7-go dnia treningu (p = 0.05, test Wilcoxona).

Nastepnie sprawdzono, czy Sredni czas pracy serca grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO rézni sie w
porédwnaniu do grupy kontrolnej, warunkowanej CS+UCS, grupy CS i PSEUDO. Analiza wykazata, ze $rednim
czasem pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG r6zni sie miedzy grupami 1-go dnia treningu (1-go F
(4, 281) =30.04, p*** <0.001, test jednoczynnikowa ANOVA) jak i 7-go dnia treningu (F (4, 327) =20.12, p***
<0.001, test jednoczynnikowa ANOVA). Jednak testy post-hoc wykazaty, ze od grupy SST-ires-Cre CS+UCS z
podaniem CNO grupy kontrolna, grupa eksponowana na CS i PSEUDO nie r6znig sie istotnie 1-go (p=0.05,
test wielokrotnych powtérzen Luneta) ani 7-go dnia (p=0.05, test wielokrotnych powtdrzen Dunnetta).
Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO istotnie réznita sie tylko od grupy CS+UCS 1-go, jak i 7-go dnia

treningu (p***<0.0001, test wielokrotnych powtdrzen Dunnetta).

Wykonano réwniez poréwnanie dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl z grupa kontrolng,
trenowang CS+UCS, grupa CS i PSEUDO. Wyniki wykazaty istotne réznice pomiedzy grupami 1-go, jaki 7-go
dnia treningu (test wynikéw dnia 1-go F (4, 280) =33.06, p*** <0.001, test wynikéw dnia 7-go F (4, 326)
=24.70, p*** <0.001, test jednoczynnikowa ANOVA). Jednak testy post-hoc wykazaty, ze od grupy SST-ires-
Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl, grupy: kontrolna, eksponowana na CS i PSEUDO nie r6znig sie istotnie 1-
go (p=0.05, test wielokrotnych powtdrzen Dunnetta) ani 7-go dnia (p=0.05, test wielokrotnych powtoérzen
Dunnetta). Grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl istotnie réznita sie tylko od grupy CS+UCS 1-

go, jaki 7-go dnia treningu (p***<0.0001, test wielokrotnych powtdrzen Dunnetta).

Wyniki wskazuja, Ze hamowanie aktywnosci interneurondéw z ekspresja SST podczas treningu
CS+UCS nie wplynelo istotnie na prace serca i wystapienie tzw. warunkowej bradykardii. Jednak
mimo braku wyraznych istotnych réznic, Sredni czas pomiedzy kolejnymi zalamkami R krzywej EKG
w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl (czyli bez wyhamowanych SST-IN) byt dluzszy
(serce bito wolniej) o ~ 1% od grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO.
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9.5.4 Wptyw hamowania aktywnosci interneuronéw z ekspresja SST na réznicowanie bodzcéw wzrokowych

i wptyw ich prezentacji na prace serca

W celu zbadania czy wyhamowanie aktywnosci SST-IN podczas warunkowania wptyneto na réznicowanie
bodZcow wzrokowych i wptywajacych na prace serca, przeanalizowano czas pomiedzy kolejnymi zatamkami
R krzywej EKG zarejestrowanych przed (dzien 0) i po (dzien 8) procedurze treningu. Zaprezentowano
bodziec CS wykorzystany podczas treningu, czarno-biate paski poruszajace sie w orientacji 45°\ oraz
poruszajacych sie pod kagtem 0°! (orientacja pozioma o ruchu pionowym), 90°- (orientacja pionowa, ruch
poziomy) i 135°/7 (uko$na orientacja, odwrotna do 45). BodZce te zaprezentowano dla grupy SST-ires-Cre
CS+UCS z podaniem CNO oraz dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9%. Wyniki statystyki opisowej
$redniego czasu pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG dla kolejnych bodZcéw wzrokowych w dniu

0-wym i 8-ym dla obu grup przedstawiono w tabeli: Tabela 44.

Na poczatek przeanalizowano wyniki w celu sprawdzenia, czy wystepuja réznice wewnatrz kazdej grupy dla
obu pomiaréw, pomiedzy dniem 0-wym a 8-ym. Analiza wykazata, ze w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z
podaniem CNO wystepuje réznica w czestotliwosci pracy serca pomiedzy tymi dniami (p***= 0.0001, test
Kruskal-Wallisa). Wyniki testéw post-hoc wykazaty, ze w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO
aktywno$¢ serca dla bodzca wzrokowego, czarno-biatych paskéw, poruszajgcych sie ukos$nie pod katem
45°\ (bodziec wykorzystany podczas treningu-CS) przed warunkowaniem klasycznym (dzieni 0) nie réznit
sie istotnie statystycznie od pracy serca podczas prezentacji innych bodzcéw orientacyjnych, 0°!, 90°— i
135°7 (p=0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna). Po warunkowaniu klasycznym (dnia 8) aktywno$¢
pracy serca podczas prezentacji bodZca o orientacji 45°Y réznil sie od istotnie statystycznie od 135°7
(p***=0.0003, test wielokrotnych poréwnan Dunna), ale nie réznit sie istotnie od orientacji 0°! i 90°— (p =
0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna). Dodatkowo, sprawdzono, czy rézni sie praca serca 0-go i 8-go
dnia tylko dla bodZca wzrokowego o orientacji 45°\. Analiza wykazata istotng réznice statystyczng pomiedzy

dniem 0-wym a 8-mym (p*= 0.012, test wielokrotnych poréwnan Dunna) (patrz Rycina 34B).

Analiza weryfikujgca, czy wystepuja réznice wewnatrz kazdej grupy dla obu pomiaréw, pomiedzy dniem 0-
wym a 8-ym, wykazala, ze grupa SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl rézni sie czestotliwoscig bicia
serca (p**= 0.027, test Kruskal-Wallisa). Jednak w przeciwienstwie do wynikéw grupy SST-ires-Cre CS+UCS
z podaniem CNO, czas pomiedzy zatamkami R jest dtuzszy. Wyniki testow post-hoc dla grupy SST-ires-Cre
CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl wykazaty, ze aktywno$¢ serca dla bodZca wzrokowego o orientacji 45°N w
dniu 0-ym nie réznit sie istotnie statystycznie od pracy serca podczas prezentacji innych bodzcéw, 0°!, 90°—
i 135°7 (p = 0.05, test wielokrotnych poréwnan Dunna). Po treningu warunkowania klasycznego, w dniu 8-

ym aktywno$¢ pracy serca podczas prezentacji orientacji 45°\ réznita sie od istotnie statystycznie od pracy
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serca podczas prezentacji innych bodzcéw, 90°— (p*= 0.019, test wielokrotnych poréwnan Dunna) i 135°7
(p**= 0.0024, test wielokrotnych poréwnan Dunna), ale nie réznita sie istotnie od orientacji 0°! (p = 0.05,
test wielokrotnych poréwnan Dunna). Dodatkowo, sprawdzono, czy rézni sie praca serca 0-go i 8-go dnia
tylko dla bodzcéw wzrokowych o orientacji 45°\. Analiza wykazata istotng réznice statystyczng pomiedzy

dniem 0-wym a 8-mym (p*= 0.013, test wielokrotnych poréwnan Dunna) (patrz Rycina 34A).
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Rycina 34 - Sredni czas pomiedzy zalamkami R dla kazdej prezentowanej orientacji dnia 0 oraz dnia
8 dla (A) SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl; (B) SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO.
Wyniki statystyki opisowej Sredniego czasu pomiedzy kolejnymi zatamkami R krzywej EKG dla kolejnych
bodzcéw orientacyjnych (0°l, 45°\, 90°—, 135°7, deg - stopien orientacji) w dniu 0-wym i 8-ym
przedstawiono w tabeli: Tabela 44.

Wyniki uzyskane w tej czesci badania jednoznacznie wskazaly, ze wyhamowanie aktywnosci SST-IN
podczas 7-dniowego warunkowania istotnie wptyneto na réznicowanie bodzZca wzrokowego uzytego
podczas warunkowania. Natomiast w grupie SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl (czyli bez
wyhamowanych SST-IN) zaobserwowano bradykardie na bodziec wykorzystany podczas treningu w
poréwnaniu do trzech innych bodzcéw. Nie zaobserwowano podobnych wynikéw dla grupy SST-ires-

Cre CS+UCS z podaniem CNO (z wyhamowanymi SST-IN).
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10 PODSUMOWANIE WYNIKOW

R
<

Rejestracja sygnatéw optycznych ISOI pod wptywem orientacyjnych bodZcéw wzrokowych dla kolejnych

stymulacji wzrokowych pozwala na zmapowanie wrazliwosci orientacyjnej kory V1 w postaci czasowych

zmian w sygnale optycznym jak i przestrzennych map aktywnosci korowej:

¢

Sygnat optyczny charakteryzowatl sie podobnymi wtasciwo$ciami przebiegu dla odpowiednich
bodZcow orientacyjnych, przy czym najsilniejsza aktywno$¢ zarejestrowano dla stymulacji
jednoocznej przeciwstronnej to rejestrowanej kory dla bodZzcéw poziomych (0°1/180°T);

Wyniki przestrzennych map aktywnosci V1 zarejestrowane metodg ISOI wskazujg na brak réznic w
wielko$ci obszaréw aktywnych, ale bodZce o tych samych orientacjach sko$nych doktadnie sie
pokrywaja podczas stymulacji tozstronnej podczas gdy te aktywowane podczas stymulacji
przeciwstronnej réznig sie w catym obszarze sensorycznym;

Dodatkowo, rejestracja sygnatow optycznych ISOI pozwolita na wizualizacje i analize oscylacji
sygnatu optycznego. Wyniki wskazuja na specyficzng aktywacje réznych zespotéw neuronalnych w

pierwotnej korze wzrokowej myszy przez bodzce wzrokowe o odpowiedniej orientacji.

Warunkowanie klasyczne wptywa na prace serca u myszy:

¢

¢

¢

Wptyw treningu jest obserwowany juz od pierwszego dnia procedury;

Po 7-dniowej zaobserwowano zwolnienie pracy serca tylko na prezentacje bodZca warunkowego, w
poréwnaniu do innych bodzcéw, o tej samej charakterystyce, ale innej orientacji kierunku ruchu
czarno-biatych paskéw;

Zmian pracy serca nie zaobserwowano dla grupy CS, PSEUDO i kontrolne;j.

Warunkowanie klasyczne, pseudowarunkowanie i ekspozycja na bodziec wzrokowy wptywa na site

sygnatow optycznych zarejestrowanych podczas aktywacji kory V1:

¢

Grupa CS+UCS charakteryzuje sie silniejszymi sygnalami optycznymi dla wszystkich orientacji
bodzcéw wzrokowych niz inne grupy;

Warunkowanie klasyczne, pseudowarunkowanie i ekspozycja na bodziec wzrokowy istotnie wptywa
na rozmiar obszaréw aktywacji kory V1;

Po warunkowaniu obserwowano znaczne zmniejszenie obszaréw aktywacji;

Pseudowarunkowanie i ekspozycja na bodziec wzrokowy réwniez wptywaly na zmniejszenie
obszaréw aktywacji w V1, jednak w mniejszym stopniu;

Obszar aktywacji w grupie warunkowanej byt istotnie mniejszy od pozostatych grup;
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¢

Zadna z grup nie wykazata istotnych réznic w rozmiarach obszaréw aktywacji dla prezentowanych

réznych bodZcéw orientacyjnych.

Warunkowanie Kklasyczne istotnie wptywa na zwiekszenie liczebnosci neuronéw zawierajgcych

somatostatyne, ale nie parwalbumine w pierwszorzedowej korze wzrokowej:

¢

L

Liczba neuronéw IR-SST+ na jednostke powierzchni byta wyzsza w obszarze monokularnym prawej
V1, potozonego przeciwstronne do stymulowanego oka. Wzrost IR-SST+ zaobserwowano réwniez w
obszarze monokularnym lewej V1, cho¢ w mniejszym stopniu niz w korze prawej V1;

Obszary binokularne nie wykazywaty istotnego wzrostu liczebno$ci neuronéw IR- SST+.

Wszystkie warstwy [-VI obszaré6w monokularnych kory V1 wykazywaly wzrost liczebnosci
neurondéw IR- SST+, szczegblnie w warstwach I, [11 i V;

Liczebno$¢ neurondw z ekspresja parwalbuminy nie zmieniata sie po treningu.

Chemogenetyczne wyhamowanie neuronéw SST-IN podczas warunkowania powoduje spadek efektu

zmniejszenia obszaru aktywacji po treningu:

L

L

¢

Nie wplywa na rozmiar obszaréw aktywacji dla kolejnych prezentowanych orientacji;

Powoduje spadek sity sygnatéw optycznych w prawej V1;

Wyhamowanie neuronéw SST-IN podczas warunkowania nie wptynelo na prace serca podczas
treningu w poréwnaniu do innych grup, ale po treningu nie obserwowano bradykardii w odpowiedzi

na bodziec warunkowy.
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11 DYSKUSJA

W niniejszej rozprawie przeprowadzono badania dotyczgce mechanizmu powstawania zmian plastycznych
w pierwszorzedowej korze wzrokowej. Zmiana ta zostalta wywotana poprzez uczenie asocjacyjne w
paradygmacie warunkowania klasycznego z awersyjnym bodZcem bezwarunkowym, gdzie bodZcem
warunkowym byty ruchome paski o specyficznej orientacji. Zastosowanie tego schematu treningu
spowodowato wzrost aktywnosci kory wzrokowej w reakcji na bodZce wzrokowe, co zostato zbadane przy
uzyciu spektrometrii optycznej ISOI. Potwierdzono, Ze obrazowanie optyczne sygnatu wewnetrznego (ISOI)
moze by¢ cenng metoda badania aktywno$ci w pierwotnej korze wzrokowej myszy wywotanej przez bodzce
orientacyjne. W szczegélno$ci umozliwia to badanie dynamiki zmian rozproszenia $wiatta wywotanych
przez poruszajjce sie czarno-biate paski, ktére okazaly sie rézne dla réznych orientacji i stymulacji

wzrokowej (obuoczna, przeciwstronna i tozstronna) pod wptywem réznych do$wiadczen.

Wyniki eksperymentéw przedstawionych w niniejszej dysertacji wskazuja, Ze funkcjonalna plastycznos¢
pierwszorzedowej kory wzrokowej u dorostych zwierzat, wywotana warunkowaniem klasycznym, zalezy od
aktywnosci interneuronéw SST, a nie od interneuronéw PV. Selektywna, chemogenetyczna blokada
aktywnos$ci SST spowodowata zahamowanie powstawania zmian plastycznych oraz zaburzyta reakcje

warunkowang, nabywana w trakcie warunkowania klasycznego.

Wyniki te sugerujg bezposredni wptyw kory wzrokowej na ksztattowanie sie §ladu pamieciowego oraz
udziat w przetwarzaniu informacji na szlaku kontrolujacym prace serca. Uzyskane wyniki stanowia istotne
uzupelnienie istniejacej wiedzy w tych obszarach, poniewaz dotychczas w literaturze nie poswiecono
dostatecznej uwagi roli obszaréw korowych w formowaniu sie $ladu pamieciowego i ich wplywu na reakcje
fizjologiczne organizmu, a takze roli interneuronéw SST w plastycznosci pierwszorzedowej korze

wzrokowej myszy.

11.1 CHARAKTERYSTYKA WRAZLIWOSCI ORIENTACYJNEJ MYSIEJ KORY V1
11.1.1 Ogoélna charakterystyka wrazliwo$ci orientacyjnej myszy

Selektywno$¢ orientacji jest kluczowa cechg pierwotnej kory wzrokowej, ktéra wptywa na rozpoznawanie
obiektow. Stymulacja réznymi bodZcami wzrokowymi prowadzita do aktywacji obszarow w V1 o
odmiennych zakresach podczas stymulacji jednoocznej, jak i obuocznej (patrz Rycina 13). Zmiany w
aktywno$ci kory wzrokowej lepiej manifestowaty sie w amplitudzie sygnatéw zmian w rozproszeniu $wiatta

ISOI (sygnatéw optycznych, patrz Rycina 14) niz w rozmiarach aktywacji, jednak réznice byty wyrazne.
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U zwierzat nie poddanych zadnym do$wiadczeniom wzrokowym najwieksza zmiane w rozproszeniu $wiatta
zaobserwowano po stymulacji przeciwstronnej w poréwnaniu do stymulacji obustronnej czy tez tozstronnej
(patrz Rycina 144, C). Dodatkowo, podczas stymulacji obuocznej zaobserwowano, ze aktywny obszar kory
wzrokowej prawej i lewej byl podobny w rozmiarze, a zarejestrowany sygnatl optyczny z obu koér
wzrokowych nie réznit sie znaczaco od siebie, co sugeruje aktywacje podobnej populacji komoérek (patrz
Rycina 13C, D). Wyniki te sg zgodne z wczes$niejszymi doniesieniami wskazujacymi, ze tylko 5% komérek w
korze wzrokowej jest aktywnych wytacznie podczas tozstronnej stymulacji ocznej (Drager & Hubel, 1975;
Hiibener, 2003; Mangini & Pearlman, 1980; Métin i in., 1988). Natomiast stymulacja przeciwstronnego oka
pobudza najwiekszy obszar kory, aktywujac ponad 95% komérek wrazliwych na orientacje (Drager & Hubel,
1975; Hibener, 2003; Mangini & Pearlman, 1980; Métin i in., 1988). Okoto 70% komoérek aktywowanych
przez bodZce przeciwstronne byto aktywnych réwniez podczas stymulacji obuocznej (Métin i in., 1988).
Efekt, ze przeciwstronna stymulacja oczna angazuje najwiekszg liczbe komérek (Salinas i in., 2017), a co za
tym idzie, obszar aktywnos$ci jest wiekszy niz w przypadku stymulacji obuocznej i tozstronnej, byt juz
uprzednio opisywany (Hong i in., 2020; Pielecka-Fortuna i in., 2015). Badanie w niniejszej dysertacji
wykorzystujace rejestracje spektrometrii optycznej ISOI, przyniosty wyniki zgodne z tymi doniesieniami, a
rozmiar mézgu ani struktura organizacji komdrkowej typu ,pieprz i sél” nie stanowiag przeszkody dla

skutecznej rejestracji wielkoobszarowych aktywacji w korze mdzgowe;.

Mimo ze kora myszy jest czesto opisywana jako nieustrukturyzowana, typu ,sol i pieprz” (Hiibener (2003);
cho¢ patrz réwniez na Skyberg i in. (2020)), w organizacji funkcjonalnej, nie zaobserwowano znaczacych
roznic w charakterystyce odpowiedzi na bodzce o orientacji kardynalnej (poziome - 0°/180°T i pionowe -
90° — /270°«<) oraz ukos$nej (45°\/225°N; 135°7/315°/) prezentowane za podczas jednoocznej lub
obuocznej stymulacji. Co istotne, rejestracje wykonane w pierwszym etapie pracy, na grupie naiwnej
wykazaty, ze nie kierunek poruszania sie orientacyjnego bodzca wptywa na site aktywacji, ale wtasnie sama

orientacja bodzca.

Ogdlnie uznaje sie, ze odpowiedzi w obszarze V1 dla orientacji kardynalnej i uko$nej moga sie r6zni¢ (na
przyktad Tan i in. (2011); Salinas i in. (2017)), co réwniez obserwowano w trakcie rejestracji w ramach

niniejszej pracy.

Pomimo braku réznic w wielko$ci obszaréw aktywacji kory V1, zwierzeta z grupy naiwnej oraz kontrolnej
wykazuja znaczace roéznice w aktywnosci kory V1 (patrz Rycina 13, Rycina 23), rejestrowanej jako sita
sygnatu optycznego (patrz Rycina 14A, Rycina 21 A), podczas prezentacji bodzZcéw wzrokowych o rdznej

orientacji. Kora wzrokowa myszy okazata sie by¢ najbardziej wrazliwa na czarno-biate paski poruszajgce sie
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o orientacji horyzontalnej (0° | ) w poréwnaniu z innymi prezentowanymi orientacjami (45°Y, 90°— i

135°/) dla stymulacji jednoocznych czy obuoczne;j.

Podobng wrazliwo$¢ orientacyjna, zgodnie z przedstawionymi w niniejszej pracy wynikami dla grupy
kontrolnej i naiwnej, sugerujg rejestracje elektrofizjologiczne i obrazowanie wapnia (Kreile i in.,, 2011;
Yoshida i in., 2012). U dorostych myszy wykazaty one silniejsza odpowiedZ (wiecej zarejestrowanych
potencjatow czynnos$ciowych lub aktywnych komoérek podczas obrazowania) na bodzce poziome (0°
orientacji ruchu, w dét | i/lub w gére 1) w poréwnaniu do bodzcéw uko$nych (45°orientacji ruchu,
orientacja w czterech réznych kierunkach, ruch w dot-géra w lewo N, w géra-dot w prawo Y, dot-géra prawo

7 i gbra-dot w lewo /).

Co interesujace, wysoka wrazliwo$¢ na bodZce horyzontalne utrzymuje sie przez caly okres rozwoju
zwierzecia, w przeciwienstwie do bodZzcow uko$nych czy pionowych. Aktywnos$¢ neuronalna w korze V1 w
odpowiedzi na stymulacje moze r6zni¢ sie w zalezno$ci od fazy rozwoju (B.S. Wang i in., 2010) lub fizycznych
wtlasciwosci bodzcéw wzrokowych (Ayzenshtat i in., 2016; Zhao, Liu, i in., 2013). Dodatkowo, nie
zaobserwowano rdéwniez efektu skosnos$ci, czyli preferencji bodzcow kardynalnych nad uko$nymi,
widocznego tylko przy obuocznej stymulacji (Appelle, 1972; Coppola i in., 1998; De Valois i in., 1982; B. Li i
in,, 2003; Yoshidaiin., 2012).

11.1.2 Wptyw warunkowania klasycznego na wrazliwos¢ orientacyjna V1

Doswiadczenie wptyneto na wielko$¢ obszaru aktywnego V1. Dla grupy CS+UCS, obszar aktywny V1 byt
mniejszy $rednio o 55,03%. W grupie CS spadek wyniést srednio 38,16%, a w grupie PSEUDO $rednio o
42,35%, w poréwnaniu z grupa kontrolng (patrz Rycina 23).

Nie stwierdzono jednak istotnych réznic w wielkosci obszaréw aktywacji dla réznych orientacji bodzcow
wzrokowych (0° | ; 45°\ - bodziec CS; 90°— i 135°7) w zadnej z grup, kontrolnej, jak i po warunkowaniu
klasycznym, PSEUDO czy ekspozycji na bodziec CS. Réwniez nie zauwazono réznic dla wielko$ci obszaréw

zarejestrowanych dla grupy naiwnej

Warunkowanie klasyczne, ekspozycja tylko na bodziec wzrokowy CS oraz pseudowarunkowanie istotnie
wptynety rowniez na site sygnatéw optycznych, cho¢ o w zupeinie odmienny sposéb. Grupa CS oraz PSEUDO
nie zwiekszyta, a wrecz zmniejszyta aktywnos$¢ pierwszorzedowej kory wzrokowej, mimo skoncentrowania
aktywnos$ci na mniejszych obszarach V1. Z kolei grupa CS+UCS zwiekszyla aktywno$¢ w V1 przy
jednoczesnym skoncentrowaniu aktywnos$ci na (najjmniejszym obszarze, w poréwnaniu do innych

grup (patrz Rycina 23 B).
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Dodatkowo, analiza sygnatu EKG wykazatla, ze warunkowa bradykardia, jako wskaznik uczenia sie, byta
widoczna jedynie w grupie CS+UCS juz od pierwszego dnia treningu, a spadek aktywnos$ci serca byt
zauwazalny tylko podczas prezentacji bodZca wykorzystanego podczas warunkowania (czarno-biate paski o
orientacji ruchu 45°V). Te wyniki wskazujg, Ze proces uczenia sie miat miejsce tylko w grupie warunkowanej

(Rycina 20).

Wyniki dla grupie CS+UCS s3 zgodne z badaniami elektrofizycznymi wskazujacymi, Ze uczenie sie moze
zwiekszac wrazliwo$¢ orientacyjng w V1 poprzez zwiekszenie og6lnej odpowiedzi, poprawe rozréznialnosci
neuronalnej i wrazliwo$ci na kontrast oraz indukowanie specyficznego wzrostu wrazliwos$ci neuronalnej, z
efektami trwajacymi kilka miesiecy. Badania na makakach wskazujg, Ze trening rozrézniania orientacji moze
przenie$¢ sie na poprawe wrazliwos$ci na orientacje, zwtaszcza gdy orientacje cechuja sie podobnymi
wilasciwos$ciami (A. Schoups i in., 2001) wraz z zwiekszeniem og6lnej aktywnosci V1 na trenowane bodZce
(Raiguel i in., 2006). U myszy uczenie sie dyskryminacji orientacji moze poprawi¢ selektywnos¢ neuronéw
V1 (Raiguel i in., 2006; Schoups i in., 2001; Yang & Maunsell, 2004), a znaczace zmiany podwyzszonej
aktywnosci zarejestrowano dla bodZca wykorzystanego podczas nauki (Jurjut i in, 2017). W moich
dos$wiadczeniach co prawda, sygnat optyczny ISOI, bedacy miarg aktywnosci kory wzrokowej wskazuje, ze
aktywno$¢ kory V1 zwiekszyta sie dla kazdej prezentowanej orientacji, jednak najsilniej dla bodZca
warunkowego, przy ktérym widoczna byta bradykardia. A zatem przy pomocy metody ISOI udato sie
pokazag, Ze uczenie sie tego, ze specyficzny bodziec wzrokowy sygnalizuje bél, powoduje zwiekszenie
wrazliwos$ci kory wzrokowej na inne bodzce wzrokowe z jednoczesna wysoka dyskryminacja bodzca

warunkowego.

Wzmocnienie zdolnosci kory V1 do rozréznianie bodZzcéw orientacyjnych moze wynika¢ z wzajemnego
pobudzenia przez réwnoczesne wystapienie bodzce CS i UCS (Koch et al. 2016) i by¢ zintensyfikowane
poprzez potaczenia miedzy pobudzajacymi neuronami kory, co prowadzi do pozytywnego sprzezenia

zwrotnego (Somers, Nelson, and Sur 1995).

W tej pracy potwierdzono, ze ISOI jest warto$ciowym narzedziem do badania aktywno$ci indukowanej w
pierwotnej korze wzrokowej myszy. Po raz pierwszy wykazano, Ze ISOl moze by¢ skutecznie wykorzystane
do badania zmian wrazliwos$ci orientacyjnej pod wplywem treningu wzrokowego. Dzieki zastosowaniu
metody ISOI do detekcji zmian plastycznych wywotanych przez warunkowanie, wyniki uzyskane w tej pracy
po raz pierwszy pokazujg cato$ciowa modyfikacje odpowiedzi V1 na bodziec wzrokowy uzyty w treningu.
Wizualizacja aktywnoSci catej kory wzrokowej pozwolita wykry¢ zmiany zaréwno w obszarze aktywacji -

mapach aktywnosci, jak i w jej intensywnosci — zmianach w sile sygnatu optycznego.
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1.1.1.1 Rola czasowej koincydencji bodZcow CS-UCS w ksztaftowaniu reakcji warunkowanej

W grupie PSEUDO, do$wiadczajacej losowej prezentacji bodzcow CS i UCS, nie zaobserwowano warunkowej
bradykardii jako predyktora ksztattowania sie $ladu pamieciowego, ani zwiekszonej wrazliwosci na
prezentowany bodziec wzrokowy CS (patrz Rycina 20D), mimo Ze zarejestrowany sygnat charakteryzowat
sie inng aktywnos$cig dla kazdego prezentowanego bodzZca orientacyjnego. Brak zmian zwigzanych z
pamiecig prawdopodobnie wynika z naruszenia kluczowej zasady warunkowania klasycznego, dotyczacej
precyzyjnego czasowego skojarzenia miedzy bodZcem warunkowym (CS) a bodZcem bezwarunkowym
(UCS). W warunkowaniu klasycznym istotne jest, aby te bodZce byly prezentowane w bliskim i sp6jnym
czasowym powigzaniu, co umozliwia efektywne ustanowienie skojarzenia miedzy nimi (Guilhardiiin., 2005;
Kotchoubey & Pavlov, 2017). Badania wskazujg, ze losowos$¢ prezentacji bodzcéw CS-UCS lub wystgpienie
bodZca UCS przed bodZcem CS nie generuje efektu uczenia sie poprzez skojarzenie i nie powoduje
ksztattowania sie reakcji warunkowej (Balsam i in., 2002; Church, 2001; Golkar i in., 2013; Kotchoubey &
Pavlov, 2017).

Pomimo, Ze warunkowanie klasyczne jest stosowane i szeroko opisywane od czasu Pavlova (Harry Klopf,
1988; J.]. Kim, 2001) dalej nie jest do konca jasne, w jaki spos6b w moézgach kregowcédw (dla bezkregowcéw
wyjasnity to badania Kandela (Carew i in., 1981, 1981; Hawkins & Byrne, 2015; Walters i in., 1981)) tworzy
$lad pamieciowy i reakcje warunkowang (J. H. C. Palmer & Gong, 2014). Szereg prawdopodobnych
mechanizméw posSredniczy w tym procesie, poczawszy od wzmocnienia i wzrostu potgczen synaptycznych
po regulacje epigenetyczng (Josselyn i in., 2015). Wiekszo$¢ modeli teoretycznych skupia sie na
pojedynczych neuronach lub synapsach, zaktadajgc obecno$¢ powoli zanikajacej aktywnos$ci neuronéw. To,
w potaczeniu z niektdrymi synaptycznymi zasadami uczenia sie, takimi jak plastycznos$¢ zalezna od czasu
wytadowania STDP, umozliwia asocjacyjne uczenie sie miedzy zdarzeniami oddzielonymi czasowo (Drew &
Abbott, 2006; Gluck & Thompson, 1987; Worgotter & Porr, 2005). Jednak dowody eksperymentalne na taka

wolno zanikajgcg aktywno$¢ sa nadal niejednoznaczne (1. Ito i in., 2008).

Zmniejszona aktywnos¢ kory wzrokowej V1 w przypadku grupy PSEUDO moze wynika¢ z wptywu stresu,
ktdry zostal wywotany przez losowg ekspozycje na bodziec bezwarunkowy UCS - doogonowe zaaplikowanie
pradu. Stres jest istotnym czynnikiem wplywajacym na aktywnos$¢ kory wzrokowej oraz innych obszaréw
mozgu zaangazowanych w przetwarzanie informacji wzrokowych i tre$ci emocjonalnych (Shackman i in.,

2011).

Co ciekawe, niedawne badania przeprowadzone przez Kanigowski & Urban-Ciecko (2024), w ktérych jedna

z grup byla pseudotrenowana warunkowaniem klasycznym wykazata znaczny spadek pobudliwosci
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wewnetrznej interneurondéw SST i PV w pordéwnaniu do grupy warunkowanej. Zaobserwowano réwniez
zmniejszong reakcje behawioralng w poréwnaniu do grupy warunkowanej. W pracy tej wysnuto wniosek,
ze pseudotrening prowadzi do specyficznych zmian w pobudliwo$ci wewnetrznej réznych typéw neuronéw
w warstwie IV kory barytkowej u myszy, co moze wptywac¢ na mechanizmy przetwarzania informacji i

formowanie pamieci w korze mdézgowe;.

Badania przeprowadzone na ludziach sugeruja, Ze intensywna stymulacja wzrokowa moze znacznie
zmniejszy¢ rozchodzace sie fale aktywnos$ci w korze wzrokowej V1, co wskazuje, ze wysoki poziom bodzcow
wzrokowych moze prowadzi¢ do obnizenia aktywnosci korowej (Kastner i in., 1999). Ponadto, w przypadku
PTSD (zespot stresu pourazowego, ang. post-traumatic stress disorder) po wczesnym wzroscie aktywnos$ci w
odpowiedzi na bodzce awersyjne, obserwuje sie spadek aktywacji w korze ciemieniowo-potylicznej
(Abercrombie & Jacobs, 1987; Zhu i in., 2014), Co wiecej, stres moze zwieksza¢ wczesne przetwarzanie
specyficzne dla zmystow, jednocze$nie ostabiajgc pézniejsze etapy przetwarzania wzrokowego. To sugeruje,
Ze stres moze zwieksza¢ czujno$¢ na zagrozenie, ale jednocze$nie zaktdca¢ ocene informacji istotnych dla
zadania (T. K. Sato i in.,, 2012), co wigze sie ze zmniejszonym przetwarzaniem wzrokowym bodZcéw

awersyjnych (Abercrombie & Jacobs, 1987).

1.1.1.2 Paradoks nadmiernej ekspozycji bodzca CS: efekty na aktywnosc¢ kory V1 i rozpoznawalnos¢ bodZzcow

Grupa, ktora jedynie byta eksponowana na bodziec CS, prezentowata wyniki zblizone do grupy PSEUDO -
pozbawionej efektu bradykardii warunkowej, charakteryzujgce sie stabym sygnatem optycznym i przy
jednoczesnym mniejszym obszarem aktywnym w obszarze VI. Pomimo to, z uwagi na réznice w rodzajach
stymulacji, zmiany musiaty zachodzi¢ poprzez zupeinie inng $ciezke, prawdopodobnie poprzez proces
biernej nauki przez ekspozycje. Niemniej jednak niejasne jest, na ile sama prezentacja bodZca wzrokowego
moze prowadzi¢ do zmian plastycznych w obszarze V1 i wptywac¢ na p6zniejsze reakcje neuronalne na ten

bodziec.

Wecze$niejsze badania nad myszami przedstawiaty sprzeczne wyniki dotyczace wptywu wielokrotnie
prezentowanego bodzca w roéznych warunkach behawioralnych. W niektérych badaniach zauwazono
specyficzne dla bodZca wzmocnienie reakcji na codzienng prezentacje danego bodzca (Cooke i in., 2015;
Cooke & Bear, 2010; Frenkel, Sawtell, Cinira, i in.,, 2006; Kaneko i in., 2017) lub sekwencje bodZzcow
(zaobserwowane podczas rejestracji wejs¢ top-down) (Makino & Komiyama, 2015) bez Zadnej zwigzanej
nagrody czy bodzZca awersyjnego. Co wiecej, wielokrotna bierna ekspozycja na krétko prezentowane bodzce
wzrokowe mogta zwiekszy¢ pozytywny afekt wobec tych bodZcow, nie podnoszac jednoczes$nie ich

rozpoznawalnosci (Seamon i in., 1984).
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Z drugiej strony jednak, powtarzalna ekspozycja wizualna mogta negatywnie wptywac¢ na zdolnos¢ uczenia
sie i funkcje poznawcze zwigzane z dyskryminacja bodzcow. Wielokrotne prezentowanie bodzca
wzrokowego mogto prowadzi¢ do spadku aktywnosci neuronéw wrazliwych na charakterystyke bodZca
(Brown & Wong, 2007; Hirsh & Burk, 2013; Yuen i in., 2012), lub braku jakiekolwiek zmiany w aktywno$ci
(Henschke i in., 2020). Ponadto, powtarzajaca sie prezentacja ztoZzonych bodZcéw wzrokowych indukowata
habituacje we wzrokowej i przysrodkowej korze skroniowej, jednoczesnie powodujac zwiekszong
aktywno$¢ wzgorza, co sugerowalo tlumienie nieistotnych bodzcéw (H. Fischer i in., 2000). Spadek
aktywnosci kory wzrokowej zaobserwowano w warstwie IV kory wzrokowej podczas obrazowania wapnia,
gdy bodziec staje sie bardziej znajomy w ciagu dni jego prezentacji (T. Kim i in., 2020). Podobny spadek
aktywno$ci zaobserwowano zaréwno w gtéwnych komoérkach warstwy [V, podczas wielodniowej biernej
prezentacji bodZcéow wzrokowych (zaobserwowane podczas rejestracji wejs¢ bottom-up)(Makino &

Komiyama, 2015).

Jednym z mozliwych sposobéw wyjasnienia tych pozornie sprzecznych obserwacji jest hipoteza wysnuta
przez Montgomery i in. (2022), Zze znajome bodZce mogg wywolywac poczatkowy wzrost aktywnoSci
komoérek gtéwnych warstwy 1V, odbierajacych sygnaty z wzgorza, co jest rejestrowane przez zwiekszong
liczbe VEP oraz krétkolatencyjne potencjaty czynno$ciowe. Nastepnie, w okresach miedzy zmianami
fazowymi bodzca, moze wystepowac spadek aktywnosci, co wida¢ jako zmniejszony sygnat wapniowy. Takie
zmiany w aktywno$ci neuronéw moga by¢ skutkiem zastosowania hamowania miedzysynaptycznego
(Montgomery iin., 2022). Rdwniez jak pokazata rejestracja Makino & Komiyama (2015), istotne jest miejsce

rejestracji.

Ekspozycja na bodziec CS, gdzie CS to byto draznienie wibryss myszy bez wzmocnienia UCS nie spowodowato
znaczgcych zmian w liczebno$ci komoérek GABA (Siucinska & Kossut, 2006). Jablonskaiin. (1999) zauwazyli,
ze sama ekspozycja na bodziec wptywa to na wywotane uczeniem sie procesy reorganizacji mapy korowej

obejmuja mechanizmy zalezne od aktywacji receptora NMDA i AMPA.

Badania na ludziach wskazuja, ze powtarzalna stymulacja bodZcem wzrokowym koreluje ze znacznym
spadkiem aktywno$ci kory wzrokowej. W przypadku biernie stymulowanej percepcji wzrokowej, ktora nie
byta poprzedzona ani wzmocniona inng stymulacja, obserwuje sie faze poczatkowego zwiekszenia
aktywno$ci kory, a nastepnie faze zmniejszenia tej aktywnosci (Marzoll i in., 2022). Dostepne dowody
posrednie sugerujg zwigzek miedzy pogorszeniem percepcji a obniZzonymi sygnatami zaleznymi od tlenu we
krwi (sygnat BOLD, ang. blood oxygen level dependent) (Mednick i in., 2008), a takze, co za tym idzie,

zmniejszonym pobudzeniem korowym (Hamzei i in., 2002).
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Wyniki uzyskane i przedstawione w niniejszej dysertacji dla grupy CS s3 posrednio zgodne z
przedstawionymi badaniami. Zarejestrowany sygnat optyczny ISOI, stabszy niz w przypadku grupy
kontrolnej, sugeruje obnizone pobudzenie korowe w obszarze V1. Jednak z innej strony obserwujemy, Ze
efekt skosnosci, czyli zwiekszonej wrazliwosci neuronéw na ukosne bodzce wzrokowe podczas stymulacji
jednoocznej (Appelle, 1972; Coppola i in., 1998; De Valois i in., 1982; B. Li i in., 2003; Yoshida i in., 2012),
ktéry widoczny jest jedynie w tej grupie. Efekt sko$nosci zanika podczas stymulacji obuocznej na rzecz
bodzca kardynalnego - pionowych czarno-biatych paskéw, co jest zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami

(R. Blake & Holopigian, 1985; De Weerd i in., 1990).

Podsumowujac, wyniki opisane dla grupy CS wskazujg na zmiany plastyczne w obszarze V1, ktore moga by¢
wynikiem biernej nauki przez ekspozycje, czyli przejawem plastycznosci adaptacyjnej. Jednakze, specyficzne
mechanizmy prowadzace do tych zmian nie sg do konca jasne, co sugeruje potrzebe dalszych badan w tym
zakresie zapamietywania wzorcéw i przetwarzanie informacji sensorycznych, ktére mogg by¢ kluczowe dla

zrozumienia mechanizmow percepcji i uczenia sie.

11.1.3 Rola struktur podkorowych w przetwarzaniu informacji wzrokowej w V1

Wskaznik uczenia sie, czyli wystapienie warunkowanej bradykardii, zaobserwowano tylko w grupie CS+UCS
oraz grupie SST-ires-Cre 0.9% NaCl, wraz z istotng zmiang aktywnosci kory V1 na prezentowane bodZce
wzrokowe. Natomiast przyspieszone bicie serca zaobserwowano w grupie PSEUDO oraz SST-ires-Cre CNO,
gdzie w pierwszej z tych grup zaobserwowano spadek aktywnosci, a w drugiej nieznaczny wzrost. Brak
bradykardii oraz spadek aktywnosci kory V1 ze zwiekszong wrazliwos$cig na bodZce zaobserwowano w
grupie CS. Pokazuje to, Ze przetwarzanie informacji zmystowej nie ogranicza sie tylko do przetwarzania w
korze wzrokowej, ale zaangazowane s3 inne struktury, ktére modulujg nawzajem swojg aktywnos¢.

Najistotniejszymi strukturami wydaja sie by¢ ciato migdatowate, wzgoérze oraz gérny wzgérek czworaczy.

Badania pokazujg, Ze ciato migdatowate otrzymuje bezposrednie projekcje z siatkéwki, co sugeruje $ciezke,
ktéra moze utatwi¢ szybkie wykrywanie i reakcje na bodZce wzrokowe (Y. Cheniin., 2021). Ta szybka droga
przetwarzania, zostata opisana u gryzoni (za Y. Chen i in. (2021)), ale rowniez badania przeprowadzone na
ludziach, pokazaty, ze ciatlo migdatowate aktywowato sie szybciej od kory wzrokowej na proste twarze
wyrazajace strach (Méndez-Bértolo i in., 2016). W badaniu przeprowadzonym przez Y. Chen i in. (2021),
zidentyfikowano szybki komponent potencjatu wywotanego przez blysk (ang. flash-evoked potential, FEP) w
ciele migdatlowatym, ktory pojawia sie réwnie szybko jak w bocznym ciele kolankowatym (LGN) wzgorza, a

nawet o okoto 25 ms wcze$niej niz w wzgdérku czworaczym goérnym (SC). To sugeruje, Ze ciato migdatowate
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ma zdolno$¢ do bardzo szybkiej reakcji na bodzce wzrokowe. Dodatkowo, metody anatomiczne potwierdzity

obecnos$¢ drogi z siatkéwki do ciata migdatowatego (Y. Chen i in., 2021).

Ta szybka $ciezka podkorowa ciata migdatowatego obejmuje podzbiér komoérek zwojowych siatkéwki, ktére
unerwiajg neurony GABA-ergiczne w brzusznej czeSci LGN oraz w listku miedzykolankowym (IGL) wzgérza.
Neurony te nastepnie hamujg neurony GABA-ergiczne w bocznej i brzuszno-bocznej czesci istoty szarej
okotowodociggowej (1/vIPAG). Aktywacja Sciezki siatkéwka-vLGN/IGL-1/vIPAG odgrywa kluczow3 role w

mediowaniu emocji zwigzanych z uczuciem bélu (Hu i in., 2022).

Co ciekawe, w istotnej modulacji odpowiedzi kory wzrokowej réwniez swoéj udziat wydaje sie mie¢ SC. Przez
zastosowanie technik optogenetycznych Fang i in. (2020) zbadali wptyw aktywacji i inaktywacji LP (jadro
boczno-tylne wzgorza, ang. lateral posterior nucleus, LP) na odpowiedzi w V1. Odkryli, Ze aktywacja LP
przyczynia sie do tlumienia aktywnosci komérek SST-IN i PV-IN w warstwach II/IIl oraz IV V1 poprzez
aktywacje interneuronéw w warstwie I (komoérek NGFC i SBC). Takie dziatanie prowadzi do zmniejszenia
ogolnej aktywnosci komoérek w V1 i jednoczesnego wzmocnienia selektywnosci dla réznych wtasciwosci
bodZcéw wzrokowych, takich jak orientacja, kierunek, przestrzen i wielkos¢. Taka aktywno$¢ LP pozwala na

zwiekszenie selektywnoS$ci i wrazliwosci V1 na orientacje.

Szlak siatkowka—>SC—>LP->V1 tworzy obwod rdéznicowy, ktéry umozliwia V1 adaptacje do zmiennych
warunkow otoczenia i zachowanie wrazliwo$ci wobec bodZcow wzrokowych. Niemniej jednak, nadal
niejasne jest, w jaki sposéb te dwie $ciezki przekazu informacji wzrokowej, LGN (+IGL+PAG)->V1 oraz
poprzez SC->LP->V1, wraz z wplywem ciata migdatlowatego, wspotpracujg, aby modyfikowac przetwarzanie

informacji wzrokowej V1 zgodnie z kontekstem.

Mozna wysunac hipoteze, ze te dwie drogi nie tylko ze soba wspétpracuja, ale w zaleznos$ci od kontekstu, np.
stresu wywotanego doogonowym zaaplikowaniem pradu, jedna droga przewaza nad druga, prowadzac do

innych wzorcow aktywnosci i kolejno$ci zaangazowanych struktur (patrz Rycina 35).

11.2 WPLYW INTERNEURONOW HAMUJACYCH NA PROCES TRENINGU: WZAJEMNE ODDZIAtYWANIE |

ADAPTACJE NEURONALNE

Zaobserwowane zmiany w liczbie komoérek wykazujgcych ekspresje somatostatyny w korze V1,
zarejestrowana bradykardia warunkowa oraz skoncentrowana obszarowo i zwiekszona aktywnos$¢ kory
wzrokowej w grupie warunkowanej CS+UCS, potwierdzaja, Ze opisane efekty sa rezultatem warunkowania
klasycznego, a nie wynikiem naturalnej zmienno$ci czy innych czynnikéw niezwigzanych z eksperymentem.

Dodatkowo, chemogenetyczne zablokowanie interneuronéw SST podczas warunkowania klasycznego,
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skutecznie uniemozliwito powstawanie zmian plastycznych zwigzanych z uczeniem sie. Obserwowane
zmiany w sygnale optycznym byly zblizone do grupy kontrolnej. Te wyniki sugeruja, ze aktywnos$¢ SST-IN
odgrywa kluczowa role w procesie uczenia sie, a nabywanie asocjacyjnych wspomnien strachu zalezy od
aktywno$ci odhamowujgcego mikroobwodu w mysiej korze wzrokowej, ktérego gtéwnym aktywatorem sa

wtasnie SST-IN.

11.2.1 Wptyw treningu wzrokowego na interneurony hamujace w korze V1

Przetwarzanie bodzcéw sensorycznych w odpowiednie zachowanie jest efektem interakcji dynamicznych
obwodéw neuronalnych. Pod wptywem uczenia sie zachodzg zmiany w sieci neuronalnej, takie jak
plastyczno$¢ synaptyczna i poZniejsze modyfikacje strukturalne. Szczegélowe zrozumienie tych
mechanizméw komérkowych, czynnikéw i krytycznych elementéw kontrolujgcych aktywnos$¢ neuronalng i

indukcje neuroplastycznos$ci w trakcie uczenia sie jest fascynujacym polem badan.

W niniejszej pracy, warunkowanie klasyczne wptyneto na znaczny wzrost liczebnosci komoérek SST w
stymulowanej V1(patrz Rycina 32 A). Najwiekszy wzrost zaobserwowano w warstwie II i Il (patrz Rycina
32 (C), co mozna wyttlumaczy¢ intensywniejsza aktywnoscig komoérek SST-IN, kontrolujacych wzmocnienie
komoérek piramidalnych (Heintz i in., 2022) co moze prowadzi¢ do zwiekszenia ekspresji SST ponad prog

immunodetekcji, a tym samym do wzrostu rejestrowanej liczebnos$ci komorek.

Brak istotnych réznic w liczebnosci PV-IN pomiedzy grupa kontrolng a warunkowang CS+UCS (patrz Rycina
33) moze by¢ spowodowany tym, ze giéwna rolg interneuronéw parwalbuminowych w obwodach
korowych, jest hamowanie ze sprzezeniem zwrotnym oraz regulacja wzmocnienia i synchronizacji w
przypadku nagtych stymulacji (Atallah i in., 2012; Kepecs & Fishell, 2014). Jako elementy sieci korowych
przyczyniajg sie one do generowania precyzyjnych wtasciwosci odpowiedzi (Runyan i in., 2010). Komorki
PV-IN odgrywaja co prawda role w neuroplastycznosci kory wzrokowej u dorostych myszy, jednak nie w
warunkach warunkowania strachu (Kaplan i in., 2016). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sa zgodne z
badaniem wplywu warunkowania strachu na interneurony w mysiej pierwszorzedowej korze stuchowej
(Zelenka i in., 2021) oraz korze barytkowej (Siucinska i in., 2018), gdzie réwnieZz nie zaobserwowano

zmienionej liczebnosci komérek parwalbuminowych.

SST-IN tworza skomplikowane potaczenia w warstwach korowych II, IIl i V, odgrywajac kluczowq role w
modulowaniu funkcji kory. W szczego6lno$ci komoérki Martinottiego, zlokalizowane w warstwach II/11],
reguluja aktywnos$¢ dendrytéw wierzchotkowych neuronéw piramidowych. Neurony SST-IN warstwy I1/111
badane przez Adesnik i in. (2012) sa odpowiedzialne za hamowanie oboczne w korze wzrokowej,

aktywowane przez poziome aksony komorek piramidowych tejze warstwy. Dodatkowo, komdrki SST-IN
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hamujg rowniez generowanie kolcéw dendrytycznych w neuronach piramidowych warstwy V, wplywajac
na droge wyijscia z kory do struktur podkorowych. Co wiecej, interneurony SST moga by¢ depolaryzowane
przez ACh poprzez receptory muskarynowe (Alger i in., 2014) i nikotynowe (Metherate, 2004). Szczeg6lnie
wazne jest stwierdzenie obecnosci receptordéw cholinergicznych w komérkach Martinottiego warstw I1/111
oraz interneuronach X94-SST warstwy IV. INT- SST w warstwie 1I/Ill sa modulowane przez VIP-IN, ktére z
kolei tez s3 modulowane cholinergiczne (Fuiin., 2014; S. H. Lee & Dan, 2012). Jak zauwazaja Scheyltjens &
Arckens (2016ja Scheyltjens & Arckens (2016), pozorna rozbieznos¢ w wynikéw uzyskanych przez
Cybulska-Klosowicz i in. (2013), a zmniejszona aktywnos$¢ SST u S. X. Chen i in. (2015) moze wynikach z
réznych roli poszczegélnych populacji interneuronéw SST w kolejnych warstwach kory, integrujac oddolnie
(ang. bottom-up) i odgoérnie (ang. top-town) wejscia sensoryczne wraz z obwodami dyzinhibicyjnymi VIP-
SST. Obwéd VIP-SST, badany przez Fu i in. (2016) zwieksza aktywno$¢ kory na stymulacje wzrokowaq i

plastyczno$¢ dominacji ocznej w korze wzrokowej myszy.

Mozliwe, ze komorki SST w warstwie IV pelnig role w regulacji procesu odhamowywania-hamowania
(dyzinhibicji). W tej warstwie SST-IN posiadaja projekcje aksonalne skoncentrowane gtéwnie na
interneuronach, w tym na PV-IN oraz w mniejszym stopniu na komérkach piramidalnych. (H. Xu i in., 2013).
W ten sposdb neurony SST-IN kontrolujg wyjscie z warstwy IV (Liguz-Lecznar i in., 2016), wptywajac na
aktywno$¢ komdrek piramidowych tejze warstwy w korze V1 myszy po warunkowaniu klasycznym (Bekisz

iin, 2017).

Stymulacja wewnatrzkorowych wtokien cholinergicznych aktywuje komoérki SST, indukujac
desynchronizacje korowg, jak wykazali Chen i in. (2015). Coraz wiecej danych sugeruje, Ze ta zmiana
aktywnosci cholinergicznej wiaze sie z plastyczno$cia korowa wywotang uczeniem sie (Hasselmo & Sarter,
2010; Kawaguchi & Kubota, 1997; Voss i in., 2016) oraz podczas warunkowania strachu (Kellis i in., 2020;
Nail-Boucherie i in., 2000; Yanpallewar i in., 2022). Badania nad pierwszorzedowa kora stuchows,
odbierajaca sygnaty cholinergiczne z jadra podstawnego przodomézgowia, wykazuja, ze bodziec elektryczny
powoduje dyzinhibicje PV-IN w warstwie II/IIl, co jest istotne w kontek$cie warunkowania strachu, a
podobne wyniki uzyskano dla pierwszorzedowej kory wzrokowej (Letzkus i in., 2011). Co ciekawe, tego
efektu nie zaobserwowano podczas prezentacji samego bodzca CS (dzwieku), ani przy samym bodzZcu

elektrycznym (Letzkusiin., 2011).

Te wyniki wnoszg istotny wktad w zrozumienie, w jaki sposéb sygnaty typu zwrotnego w korze nowej
(Cauller i in., 1998; Gonchar i in., 2008; Killackey & Sherman, 2003) oddziatujg z sygnatami przodujacymi

(ang. feed-forward) na drodze korowo-wzgorzowej podczas procesu uczenia sie (Letzkus i in., 2011).
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Mozliwe, Ze podczas prezentacji bodzcéw CS i UCS, kora wzrokowa otrzymuje informacje o bodzcu CS,
adaptujac aktywno$¢ komoérek piramidalnych w warstwie I1/111 i V oraz ktére sg dodatkowo modulowane
przez potaczenia komoérek z warstwy 1V, otrzymujace informacje o obecnosci UCS poprzez zaktywowane

neurony cholinergiczne z jadra podstawnego przodomoézgowia, umozliwiajac asocjacje CS+UCS.

Wyniki w niniejszej pracy potwierdzajg role SST-IN w tworzeniu sie $ladu pamieciowego podczas
warunkowania klasycznego, jednak dodatkowo wskazuja, Ze zmianom w liczebno$ci SST-in ulegaja
wszystkie segmenty kory, nie tylko monokularne, ale réwniez binokularne w obu korach wzrokowych, mimo
zastosowania monokularnego treningu wzrokowego. Swiadczy to o zachodzeniu skalowalnych
mechanizmdw integracji stymulacji i neuroplastycznosci wieloobszarowo, tak, by zachowac¢ wtasciwosci i

réwnowage sieci.

11.2.2 Rola interneuronéw hamujacych w formowaniu efektéw treningu: wzajemne potaczenia i interakcje w

kontekscie pamieci lekowej

Wzmajemne potaczenia i interakcje miedzy PV-IN, SST-IN i VIP-IN a komdrkami piramidalnymi obecne w
obszarach korowych i limbicznych, petia specyficzne dla regionu role w procesach uczenia sie strachu i

formowaniu pamieci (Singh & Topolnik, 2023).

Dobe po ostatniej sesji warunkowania klasycznego, myszy grupy CS+UCS wykazaty reakcje warunkowa, czyli
bradykardie tylko na rozpoznany bodziec CS - czarno-biate paski pod katem 45°Y, ten sam co podczas sesji
treningowych. Nie zaobserwowano podobnego efektu na bodZce pionowe czy poziome, ani nawet na
»Siostrzany” bodziec, bedacy lustrzanym odbiciem, czarno-biate paski pod katem 135°7 (patrz Rycina 34).
Identyczny efekt zaobserwowano w grupie warunkowanej klasycznie SST-ires-Cre CS+UCS, ktoérej nie

zablokowano podczas treningu komorek somatostatynowych (patrz Rycina 34).

Wyhamowana aktywnos$¢ SST-IN podczas nabywania nowego do$wiadczenia w trakcie warunkowania
klasycznego skutecznie uniemozliwita formowanie sie sladu pamieciowego oraz reakcji warunkowanej. Brak
aktywnych komorek SST-IN podczas warunkowania nie tylko nie wptynat negatywnie na og6lng aktywnos¢
kory (patrz Rycina 26, Rycina 29 A), jak miato to miejsce w przypadku grupy eksponowanej na bodziec CS
czy PSEUDO, ale réwniez nie spowodowatl istotnego wzrostu aktywno$ci w obszarze V1, jak w grupie
warunkowanej CS+UCS (patrz Rycina 28, Rycina 29). Podobny efekt zwiekszenia aktywnosSci kory V1
uzyskano poprzez selektywne zahamowanie uwalniania GABA z komérek SST-IN (Fuiin., 2016).

Interneurony SST sg rowniez w innych strukturach mézgu zaangazowane w procesy uczenia sie i pamieci.

Aktywacja interneuronéw SST-IN w jadrze tozyskowym pasma krafdicowego okazata sie zwiekszac
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konsolidacje pamieci lekowej u myszy, co wskazuje na ich role w regulowaniu sity pamieci lekowe;j (Stefanelli
iin., 2016) W korze przysrodkowej interneurony SST-IN wykazywaly wzmocniong transmisje synaptyczng
i zwiekszong aktywnos$¢ po warunkowaniu strachu, sugerujac ich uczestnictwo zaréwno w kodowaniu, jak i

wyrazaniu pamieci lekowej (dos Santos i in., 2023; Kecskés i in., 2020).

W hipokampie interneurony SST-IN kontrolujg wielko$¢ zespotéw pamieci neuronalnej, co jest kluczowe dla
stabilnosci pamieci lekowej zwigzanej z kontekstem (Singh & Topolnik, 2023). Optogenetyczne hamowanie
interneuronéw SST-IN w hipokampie upo$ledzato przywotywanie pamieci lekowej, potwierdzajac tym
samym mechanizm (Zich¢ i in., 2023). Niezaleznie od siebie, dwa zespoty badaczy Genteti in. (2012) oraz L.
Palmer i in. (2012) zasugerowaty zwigzane z uczeniem sie dynamiczne przesuniecie rownowagi miedzy
bottom up (oddolnymi) ku top-down (odgérnymi) strumieniami przesytu informacji, prawdopodobnie
przyczyniajgc sie do tworzenia wewnetrznych modeli do przewidywania i wydajnego kodowania
srodowiska sensorycznego, a interneurony SST najprawdopodobniej s3 za to odpowiedzialne (Makino &

Komiyama, 2015).

W korze barytkowej warunkowanie strachem ze stymulacjg wibryss jako CS jest powigzane ze zwiekszeniem
syntezy GAD w neuronach interneuronéw SST (Cybulska-Klosowicz i in., 2013). Wstrzykniecia agonisty
receptora somatostatyny typu 2 do ciala migdatowatego blokuja ekspresje, ale nie nabywanie
warunkowanego strachu u szczuréw (Singh & Topolnik, 2023), co wskazuje na role sygnalizacji
somatostatynowej w ekspresji pamieci strachu i sugeruje bardziej ztozong role interneuronéw SST-IN w

zachowaniach emocjonalnych

Dlaczego jednak zablokowanie aktywno$ci SST-IN podczas warunkowania nie wptyneto znaczaco na

aktywnos$¢ kory V1, a aktywno$¢ kory oraz obszary aktywne nie sg zblizone do grupy PSEUDO?

Mozliwe jest, ze nie zostaty zablokowane metodg DREADD wszystkie komorki somatostatynowe w
pierwszorzedowej korze wzrokowej. Z drugiej jednak strony po treningu pseudowarunkowania spada liczba
receptoréw kanabinoidowych typu 1, mozliwe z powodu braku zdolnosci do racjonalizacji oceny sytuacji
(zrozumienie koincydencji CS z UCS). Mozliwe, Ze pseudowarunkowanie zaktdéca szlaki i mechanizmy
posredniczagce w  utrzymaniu rownowagi i integracji miedzy odpowiednimi obszarami
somatosensorycznymi (Siucinska i in., 2018), a réwniez ze pseudowarunkowanie nie reprezentuje jedynie
prostego procesu habituacji sensorycznej, lecz prawdopodobnie stanowi bardziej ztozona forme uczenia
nieasocjacyjnego, z mozliwym zaangazowaniem innych interneurondw, np. z ekspresja cholecystokininy lub
kalbindyny (Bodor i in., 2005). Cholecystokinina oraz somatostatyna mogg by¢ obecne w tych samych
interneuronach w korze wzrokowej i hipokambie u kota (Demeulemeester i in., 1985; Phillis & Kirkpatrick,

1980), a ich ekspresja zwieksza sie w mysiej korze barytkowej po warunkowaniu klasycznym (Siucinska &
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Kossut, 2006). Zatem mozna delikatnie zatozy¢, Ze réznice miedzy wynikami grupy PSEUDO a grupy SST-
ires-Cre z zablokowanymi SST-IN wynikajga z potencjalnego uczestnictwa interneuronéw
somatostatynowych w procesie nieasocjacyjnego uczenia sie i ich pdZniejszej modulacji aktywnosci V1 po
pseudowarunkowaniu. Zaktadajac, ze w grupie SST-ires-Cre interneurony somatostatynowe byty w peini
zablokowane przez CNO, to w tej grupie mogto nie doj$¢ do Zadnej formy nauki, zaréwno asocjacyjnej, jak i

nieasocjacyjne;j.

Wyniki tej czesci pracy sa pierwszym doniesieniem o roli SST-IN w zmianach wrazliwosci neuronéw V1 na
zaprezentowane bodZce orientacyjne, zachodzacych w wyniku uczenia sie. Zmiany te dotycza ogélnej
wrazliwosci orientacyjnej, a nie na jeden bodziec o orientacji prezentowanej podczas treningu. Dodatkowo,
wyniki uzyskane z grup innych niz CS+UCS, dostarczajg nowych wskazéwek na zachodzace procesy w ktoére

SST-IN mogg by¢ zaangazowane, wptywajac na ogélng aktywnos$¢ mysiej V1.
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Rycina 35 - Schematyczne podsumowanie $ciezek sensorycznych przekazujacych informacje CSiUCS
do kory V1 przedstawia zaréwno drogi bezposrednie: siatkbwka — LGN (+IGL+PAG) — V1 oraz siatkdwka
— SC — LP — V1, jak i drogi posrednie: siatkéwka — cialo migdatowate — LGN i V1. Te $ciezki modulujg
aktywno$¢ korowgq oraz prace serca. Skroty: podstawno-boczne ciato migdatowate BLA (ang. basolateral
amygdala); centralne ciato migdatowate Cc (ang. central amygdala); Srodmozgowie okotowodociggowe PAG
(ang. periaqueductal gray); twér siatkowaty, cze$¢ kaudalna PnC (ang. caudal pontine reticular nucleus).
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11.3 CENTRALIZACJA AKTYWNYCH OBSZAROW KORY V1 POD WPLYWEM TRENINGU

Rejestracja i wizualizacja sygnatéw optycznych w formie map obszaréw aktywacji ukazaty, ze kazda z grup,
niezaleznie od rodzaju doswiadczonej stymulacji - czy to grupa PSEUDO zlosowym wystepowaniem CS i UCS,
grupa CS jedynie poddana ekspozycji na bodziec wzrokowy, czy grupa warunkowana CS+UCS - wykazywaty
stopniowe skupianie obszaru aktywnego w korze V1 (patrz Rycina 23 B). Dos$wiadczenie z
chemogenetycznym zablokowaniem SST-IN jednoznacznie wskazato, Ze za te centralizacje odpowiada nie
tyle sama ekspozycja na bodZce wzrokowe, co w gtéwnej mierze proces uczenia sie asocjacyjnego za
posrednictwem SST-IN w przypadku grupy warunkowanej. Mozliwe, Ze widoczna centralizacja obszaru
aktywnego V1 w grupie PSEUDO i grupie CS wskazuje na role SST-IN na wzmocnienie integracji neuronalne;j

przez samg powtarzajgca sie prezentacje bodZca wzrokowego.

Zmniejszenie sie obszaréw aktywacji, zarejestrowanych metodg ISOI pod wptywem biernego doswiadczenia
wzrokowego zaprezentowali Yoshida i in. (2012). Co ciekawe, w zmniejszeniu obszaru towarzyszyto
zwiekszenie liczebno$ci komérek na wybrane orientacje, scharakteryzowanych mikroskopig dwu-fotonowg
obrazowania wapnia. Na podstawie tych wynikéw mozna przypuszcza¢, Zze mimo budowy typu , pieprz-i-s6l”
neurony myszy wzmochnity wzajemne interakcje, a SST-IN dodatkowo wyciszyto niepotrzebna aktywacje
sgsiadujgcych neuronéw, torujgc droge dla docelowej stymulacji (Adesnikiin., 2012; Naka i in., 2019; Veit i
in., 2017).

Ringach i in. (2016) zaobserwowali, ze w warstwach kory wzrokowej myszy, neurony o podobnej
wrazliwo$ci na bodZce orientacyjne sg zgrupowane, zgodnie z organizacjg kolumnowa, co sugeruje lokalny
uktad mini-kolumn. Innymi stowy, mysia oraz szczurza kora wzrokowa ma budowe typu ,pieprz i sél”, ale
rozpatrujgc wlasciwosci neuronéw w odpowiednio mniejszej skali (50pum u myszy, <100 pm u szczura)
okazuje sie, ze neurony o podobnych preferencjach orientacji sgsiaduja ze soba (Ringach i in., 2016). Zatem,
w $wietle padan Jiao i in. (2022) oraz Ringach i in. (2016) budowa typu ,pieprz i s61” ma cechy zaré6wno

organizacji kolumnowej, jak i uktadu losowego.

Laberge & Kasevich (2017) oraz Bennett (2020) réwniez wspierajg idee, wedtug ktorej specjalistyczne
komorki w makro- i mikrokolumnach komunikuja sie ze soba poprzez zakodowane sekwencje impulséw. Te
impulsy s3 wzmacniane przez okre$lone czestotliwosci oscylacyjne, ktére tworzg dwukierunkowy kanat

komunikacyjny miedzy neuronami.

Zgrupowania funkcjonalne komoérek w korze V1 myszy zarejestrowanych metoda ISOI réznig sie w

zalezno$ci od rodzaju stymulacji jedno- lub obuocznej, ale moga réwniez od rodzaju orientacji

165



prezentowanego bodZca, co zaprezentowano na Rycina 17 i Rycina 18 oraz szerzej opisano w Raciborska i

in. (2024).

Klasycznie selektywnos$¢ na kierunek ruch bodzca wzrokowego mogta by¢ "rozszyfrowana" przez proste
komoérki w warstwie IV kory wzrokowej poprzez zbieznos$¢ sygnatow ON-center i OFF-center ze wzg6rza,
ktérych pola recepcyjne sg przesuniete w przestrzeni wzrokowej, ale nie wykazuja selektywnosci orientacji
(Hubel & Wiesel, 1962). Ten mechanizm sugeruje preferencyjne potaczenia miedzy neuronami reagujacymi
na te sama orientacje bodZca w warstwie IV, co sugeruje istnienie strukturalno-funkcjonalnej sieci neuronéw
"dostrojonej” do przetwarzania bodzcow wzrokowych zawierajacych dobrze zdefiniowane cechy

przestrzennoczasowe (Freeman, 2021; Lien & Scanziani, 2013).

Niemniej jednak, ostatnie badania pokazaty, Ze rzeczywisto$¢ moze by¢ znacznie bardziej skomplikowana, a
wieksza wrazliwo$¢ neuronéw w korze wzrokowej na orientacyjne bodzce wzrokowe najprawdopodobnie;j
wynika z funkcjonalnej komunikacji zwrotnej miedzy wieloma modutami korowymi i podkorowymi
przetwarzajacymi informacje jednoczesnie, a nie z klasycznego podejscia punkt-do-punktu (Jia i in., 2022;

Rossiiin., 2020; Scholl i in,, 2022; Weileri in., 2022).

Wyniki pokazujgce specyficzne aktywno$ci oscylacyjne réznych zespotéw neuronalnych w
pierwszorzedowej korze wzrokowej myszy wzbudzone przez bodzZce kardynalne (patrz Rycina 16, Rycina
17 i Rycina 18), sugeruja mozliwo$¢ zachodzenia prostej sumacji przemijajacej aktywnosci komdrek
reagujacych najbardziej intensywnie na poruszajace sie bodzce wzrokowe o orientacji kardynalnej, zaré6wno
w ciele kolankowatym bocznym wzgdrza, jak i korze wzrokowej (Raciborska i in., 2024). Mozliwa jest
synchronizacja komdrek, ktére stanowia specjalistyczna sie¢ odzwierciedlajaca preferencje dla bodzcoéw o
orientacji kardynalnej - oddzielnie dla orientacji horyzontalnej i pionowej, jak to pokazano na mapach
retinotopowych przez Polack & Contreras (2012). Mozliwym tez jest, Ze podczas stymulacji bodZzcami o
orientacji uko$nej moze wystgpi¢ aktywacja obu tych sieci. Zgodnie z tymi wnioskami mozna przypuszczac,
ze komorki wykazujgce preferencje orientacyjne jednoczesnie tworza specyficzne zespoty funkcjonalne,
zwane sieciami orientacyjnymi, ktére moga ulega¢ modyfikacjom w wyniku procesu uczenia sie. Jak
udowodniono w badaniach Froéhlich & McCormick (2010), oscylacje w odpowiedzi na bodZce kardynalne
posiadaja potencjat wzmacniania funkcji zwigzanych z przetwarzaniem informacji wzrokowych

charakteryzujacych sie tymi bodzcami.

11.3.1.1 Lokalne hamowanie komdrek SST-IN widziane jako centralizacja map aktywnosci V1

W zalezno$ci od strategii treningu behawioralnego, zaobserwowano stopniowg centralizacje sygnatu

optycznego, wizualizowang jako coraz mniejsze mapy aktywnos$ci V1. Grupa kontrolna cechowata sie
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najwiekszymi obszarami aktywnymi, a nastepnie kolejno grupa CS, PSEUDO i grupa CS+UCS mialy coraz
mniejsze mapy aktywnos$ci. Grupa SST-ires-Cre CS+UCS CNO miata mapy aktywnos$ci pomiedzy grupa
kontrolng a PSEUDO, a grupa SST-ires-Cre CS+UCS NaCl byta zblizona do grupy CS+UCS.

Badania wykazaly, ze SST-IN moga lokalnie hamowa¢ szum, aby promowa¢ wazng aktywno$¢ w korze
mozgowej u myszy. Badania wykazaty, ze interneurony z ekspresja SST odgrywaja kluczowa role w regulacji
pobudliwo$ci neuronéw i transmisji synaptycznej. Moga one wycisza¢ lub hiperpolaryzowaé¢ neurony,
zmniejszajgc w ten sposéb szum tta i zwiekszajac stosunek sygnatu do szumu (ang. signal-to-noise ratio, SRT),

co jest niezbedne do przetwarzania waznych informacji sensorycznych.

Interneurony SST w warstwie IV kory mdzgowej regulujg wejscie wzgoérzowo-korowe kontrolowang przez
interneurony PV-IN. Podczas warunkowania aktywnos$¢ interneuronéw SST w IV zwieksza sie, prowadzac
do inhibicji interneuronéw PV, prowadzac do odhamowania komoérek piramidowych. To odhamowanie
pozwala na silniejsze wzbudzenie korowej reprezentacji warunkowanego bodZca sensorycznego,
zwiekszajac SRT (Liguz-Lecznar i in., 2016). Neurony SST-IN w warstwie I1/I1I korze barytkowej réwniez
reguluja przeptyw informacji sensorycznej poprzez zwiekszenie lokalnie SRT podczas aktywno$ci zwigzanej
z wibryssami (Gentet i in., 2012). W korze wzrokowej zauwazono, ze SST-IN ttumig aktywno$¢ komdrek
piramidowych mniej wrazliwych na dang orientacje bodZca wzrokowego, zwiekszajgc SRT w obwodzie
korowym. Takie lokalne selektywne i czeSciowe hamowanie odpowiedzi komérek piramidowych, czyni je
bardziej selektywnymi orientacyjnie (Cottam i in., 2013) i poprawia rozréznialno$¢ cech wizualnych (El-

Boustani & Sur, 2014).

Podsumowujac, centralizacja map aktywnosci w V1 moze by¢ wynikiem aktywacji komoérek SST-IN, ktére
lokalnie zwiekszajg stosunek sygnatu do szumu. To prowadzi do wzrostu aktywnosci komérek wrazliwych
na odpowiednie bodZce orientacyjne. Taka aktywno$¢, skupiona w funkcjonalne moduty (D’Souzaiin., 2019;
Jiao i in., 2022; Ringach i in., 2016), wraz ze wzmocnionymi wzajemnymi interakcjami i wyciszong
aktywnos$cia "niepotrzebnych” neuronéw (Adesnik i in., 2012; Naka i in., 2019; Veit i in,, 2017), jest

rejestrowana metodg ISOI z coraz bardziej skupionych obszaréw.

11.3.2 Centralizacja mapy aktywnosci V1 jako predyktor zwiekszonej aktywnosci neuronalnej

Zmniejszanie sie obszarow aktywacji V1 wraz z zwiekszong aktywnos$cia neuronéw dla kolejnych grup
treningowych, moze by¢ dodatkowo efektem lokalnego zapotrzebowania na tlen przez komorki
zaangazowane w percepcje orientacyjnych bodzZcéw wzrokowych, wrazliwe na orientacje komorki

piramidowe i interneurony wyrazajace somatostatyne.
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Mapy aktywnosci V1 oraz zarejestrowany sygnat optyczny wizualizujg sygnat sktadajgcy sie m.in. z sygnatu
hemodynamicznego, pochodzacego z utlenowanej krwi (Hb02). Wiemy, Ze wzrost aktywnos$ci mdzgu
przyczynia sie do wzrostu zuzycia glukozy i tlenu (Watts i in., 2018), ktére sag konsumowane przez neurony
do generowania potencjaléw czynnos$ciowych oraz transmisji synaptycznej (Attwell & Laughlin, 2001).
Uczenie sie powoduje wzrost aktywnosci kory, sprzyjajac zmianom plastycznym (Letzkus i in., 2006), a
interneurony moga odpowiada¢ za konsumpcje 10-15% dostepnego tlenu (Patel i in., 2005). Badania
sugerujg, ze wzrost zuzycia energii jest gtéwnie spowodowany wytadowaniami interneuronéw i zwigzanym
z tym hamowaniem (Buzsaki i in., 2007; Hershey i in., 2003). Co ciekawe, interneurony charakteryzujace sie
syntezg VIP lub NO dziatajg rozszerzajaco na naczynia krwiono$ne, podczas gdy te z SST i NPY indukuja ich
skurcz (Cauliiin., 2004). Stosowana metoda ISOI pozwala zarejestrowac ten wzrost aktywnosci neuronalnej
w pierwszorzedowej korze wzrokowej, poprzez zwiekszong podaz tlenu, a wyniki uzyskane przez
Dobrzanski i in. (2022) pokazaty, ze warunkowanie zwiekszyto podaz glukozy do struktur kory barytkowej,
co zaobserwowano w badaniach z uzyciem [14C] -2-deoksyglukozy (2DG), wizualizujac zmiany plastyczne

w korze barytkowej myszy po warunkowaniu.

Podsumowujac, dynamiczne zmiany metaboliczne zachodzace w neuronach sg niezwykle wazne w
procesach zwigzanych z plastycznoscia moézgu i funkcjami poznawczymi. Zrozumienie, w jaki sposéb
interneurony hamujgce przyczyniaja sie do zuzycia energii w moézgu, jest kluczowe dla poznania
podstawowego aspektu funkcjonowania neuronéw. Wyniki tej pracy pokazujg, Ze rézne strategie treningu
behawioralnego moga ksztattowa¢ odmienne profile aktywnos$ci neuronalnej, wplywajac nie tylko na
dostrajanie aktywnos$ci pomiedzy neuronami o podobnych preferencjach, ale rowniez na rézne podaze
substratow metabolicznych (patrz Rycina 36). Mechanizmy sprzezenia neuro-naczyniowego wydajg sie mie¢

fizjologiczna role w regulacji plastycznos$ci (Watts i in., 2018).
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Rycina 36 - Centralizacja map aktywnosci kory V1 nastepuje poprzez funkcjonalne wzmocnienie
polaczen miedzy neuronami o podobnych preferencjach orientacji bodzca, w polaczeniu ze
zwiekszona podaza tlenu do bardziej aktywnych obszaréw.¢ Czerwony romb wskazuje naczynie

krwionos$ne i zwiekszong podaz tlenu, ® Kolorowe kota symbolizuja neurony wrazliwe na orientacje, < Biaty
sze$cian symbolizuje komoérki SST-IN.
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12 PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Badanie dostarcza mocnych dowodéw na to, ze kora wzrokowa dorostych myszy (V1) zachowuje znaczng
plastyczno$¢, ktéora moze by¢ indukowana przez uczenie asocjacyjne. Istotnym wynikiem jest fakt, ze
wrazliwo$¢ na orientacje w dojrzatej V1 moze by¢ modyfikowana poprzez uczenie asocjacyjne, a
interneurony SST odgrywajg znaczaca role w powstawaniu zmian plastycznych. Praca potwierdzita, ze
plastyczno$¢ funkcjonalna kory wzrokowej, wywotana warunkowaniem klasycznym, zalezy od aktywnoSci
interneuronéw SST, ale nie PV. Blokada aktywnosci SST zaburzata tworzenie sie zmian plastycznych i

odpowiedzi warunkowane;j.

Podsumowujac, wyniki te sugeruja znaczacy wptyw kory na ksztattowanie sie sladéw pamieciowych oraz
przetwarzanie informacji kontrolujacych prace serca, co jest istotnym uzupetnieniem wiedzy na temat roli
interneuronow SST w plastycznosci kory wzrokowej. Rozszerza to nasze zrozumienie plastycznosci poza
wcze$niejszg wiedze, wskazujac na aktywna role uczenia sie w ksztalttowaniu wlasciwosci sensorycznych
dojrzatej kory. To podwaza tradycyjny poglad o ograniczonej plastycznosci w dorostych moézgach i otwiera
nowe mozliwos$ci badan nad potencjalnymi podej$ciami terapeutycznymi do zaburzen uktadu wzrokowego

oraz poprawy uczenia sie u dorostych.
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12.1 TABELE

12.2 TABELE — WYNIKI ISOI

12.2.1 Grupa naiwna

Orienta  Srednia = SDobszar ~ SEMobsza | Nobszar Srednia, SDan. SEMap,. Nab.

Cja obszar r b.

0°/180° 5960.6 2180.6 1327.6 9/6 0.999200 @ 0.000117 | 0.000017 @ 9/6
§ 45°/225° | 6424.0 3699.7 1032.7 9/6 0.999163 | 0.000116 | 0.000016 @ 9/6
‘2 90°/270° 6148.5 3772.2 1579.4 9/6 0.999434 | 0.000082 0.000012 ' 9/6
ﬁ 135°/315 | 6121.5 7777.2 676.2 9/6 0.999224 | 0.000091 | 0.000013 @ 9/6
g 0°/180° 7462.1 3755.1 771.0 9/6 0.998857 @ 0.000213 @ 0.00003 9/6
é 45°/225°  8588.4 2920.9 1308.0 9/7 0.998905 @ 0.000182 | 0.000026 @ 9/7
% 90°/270° | 8353.5 4178.7 1333.7 9/6 0.999007 | 0.000142 @ 0.00002 9/6
E 135°/315 | 9931.7 1788.8 2749.6 9/6 0.998962 0.000147 @ 0.000021 @ 9/6

0°/180° 7940.5 2973 1051.1 9/5 0.999047 @ 0.000172 0.000024 | 9/5
'qé 45°/225° 5981 4452.1 1574 9/6 0.999181 | 0.000172 | 0.000024 @ 9/6
§ 90°/270°  7915.4 5296.3 1872.5 9/5 0.999179 | 0.000132 | 0.000019 @ 9/5
8 135°/315 | 7513.7 5255.6 1858.1 9/5 0.999053 @ 0.000146 @ 0.000021 @ 9/5

Srednia/SD/SEM/N opszar - statystyki opisowe dla obszaréw aktywacji. Srednia /SD/SEM/Nap. - statystyki
opisowe dla zmiany rozproszenia $wiatta (sygnatu optycznego) - absorpcja $wiatta, ab.

Tabela 3 - Statystyki opisowe dla obszaréw aktywacji i ich pozioméw rozproszenia przy uzyciu
sygnalu wewnetrznego.

Mierzone jest to zmianami rozproszenia $wiatta spowodowanymi przez natleniong krew (AF/F)
reprezentowanymi przez warto$ci mniejsze niz 1, podczas gdy warto$¢ rowna 1 oznacza brak zmian w
absorpcji $wiatta. Podsumowanie =zawiera statystyki dla wszystkich stymulacji (toZstronnej,
przeciwstronnej, obuocznej) i wszystkich orientacji bodzcéw stosowanych w badaniu (0°!/180°T,
45°N/225°K,90°—/270°-1135°7 /315°¢) patrz Metody dla szczeg6tow prezentacji bodzcow wzrokowych).
Dane dotyczace orientacji zostaly sparowane, podczas gdy catkowita liczba myszy przyczyniajacych sie do
okreslonej statystyki opisowej czasami réznita sie miedzy sparowanymi orientacjami z powodu braku
konkretnej rejestracji lub z powodu niezadowalajacej jakosci rejestracji Zatem n jest wyrazone przez dwie
liczby odpowiadajace kazdemu kierunkowi ruchu tej samej pary orientacji bodzca.
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Tabela 4 - Poréwnania usrednionych zmian rozproszenia Swiatla dla réznych typow stymulacji
wzrokowej (przeciwstronnej, obuocznej i tozstronnej) i réznych orientacji bodzca

(0°0/180°T, 45°N\/225°K,90°->/270°< 1 135°7 /315°) dla okresu 2-9s.
Tabela przedstawia wyniki testow post-hoc Bonferroniego. Notacja wartosci: jesli p < 0,05 - *; jeslip < 0,01 -
**; jesli p £ 0,001 - ***; ns - brak istotnych réznic. Liczby w nawiasach odnosza sie do numeru kolumny na
Rycina 14 - Dynamika sygnatéw optycznych ISOI wywotanych orientacyjnym bodZcem wzrokowym

Przeciwstronna

Obuoczna

Tozstronna

Przeciwstronna

0.93
0.78

Obuoczna

0.93

0.73

Tozstronna

0.78
0.73
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Tabela 5 - Wspotczynnik r Pearsona dla poréwnan dopasowania lokalizacji obszarow aktywnych w
V1 dla wszystkich typow stymulacji wzrokowej: przeciwstronnej, obuocznej i tozstronnej.

Stymulacja _ _ ‘ Zmiana fazy
Orientacja Kroskorelacja ©) © (rad)
Tozstronna 0°/180° 0.356 0.5 154 2.6878
90°/270° 0.207 0.1 31 0.5411
45°/225° 0.104 0.6 185 3.2289
135°/315° 0.089 0.5 154 2.6878
Obuoczna 0°/180° 0.219 0.5 154 2.6878
90°/270° 0.303 0.1 31 0.5411
45°/225° 0.056 0.2 62 1.0821
135°/315° 0.048 0.3 93 1.6232
Przeciwstronna 0°/180° 0.167 0.5 154 2.6878
90°/270° 0.103 0.1 31 0.5411
45°/225° 0.029 0.6 185 3.2289
135°/315° 0.041 0.1 31 0.5411

Tabela 6 - Maksima korelacji krzyZowej i przesuniecia fazowe miedzy profilami PLC dla kolejnych
stymulacji wzrokowych i orientacji bodzcéw a sygnalem optycznym (czasowymi zmianami
wspotczynnika rozproszenia swiatta (AF/F))

Stymulacja oczna 0° 45° 90° 135° 180° 225° 270° 315°
POWER 52679 25904 | 3.6500 | 2.4885 49910 3.1146 2.5465  2.6102
g T-STAT 28267 2.1632 | 2.6682 | 1.3821 2.5400 1.5098 2.0394 @ 1.2523
§ P-VAL 0.0301 0.0738 | 0.0371 | 0.2162 0.0519 0.1915 0.0969  0.2659
E SIG * ns. * ns. ns. ns. ns. ns.
POWER 55606  3.0932 | 49226 | 3.2947 5.8367 2.6960 3.7219 29067
o T-STAT 1.7641 0.8810 2.0866 1.0981  2.0187  0.4853  2.1239  0.7547
§ P-VAL 0.1380 | 0.4186 0.0913 0.3222 0.1137 0.6480 0.1009 @ 0.4924
—g SIG ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.
5 5 POWER 46188  2.7906 4.0744 | 19437 58543 3.1492 3.2006 | 3.1291
§ § T-STAT 24793 | 1.2981 3.0378 2.0154 2.7060  2.2940 3.5367 | 1.7225
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P-VAL 0.0479  0.2419 | 0.0229 | 0.0905 0.0425 0.0616 0.0166

SIG * ns. * ns. * ns. *

Pojedyncza gwiazdka (*) oznacza wartos$¢ p < 0,05, podczas gdy ,ns.” oznacza wartosci p >= 0,05.

0.1456

ns.

Tabela 7 - Zmierzona moc dla warto$ci szczytowej 0,8571 Hz w przebiegach czasowych zmiany
rozproszenia $wiatla (AF/F) (sygnatlem optycznym) dla danej stymulacji wzrokowej i orientacji

bodzca.

Wraz z wynikami testu T dla jednej probki oraz odpowiednimi warto$ciami p. Test T zostat przeprowadzony
pomiedzy wartoSciami uzyskanymi dla danej stymulacji wzrokowej podczas stymulacji bodzcami o
okreslonej orientacji a wartoscig Blank /11, przy czym $rednia warto$¢ Blank [ /11 zostata potraktowana jako

$rednia populacyjna w tescie T dla jednej préby.

12.2.2 Grupy kontrolna, CS+UCS, PSEUDO i CS

Stymulacja przez oko lewe Stymulacja obuczona
Grupa
Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1
Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)
0.9989 0.9987 0.9988 0.9988 0.9987
Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)
Kontrola 0.9992 0.9990 0.9991 0.9991 0.9990
Srednia + SD
0.9990+6.356E- 0.9988+8.509E-  0.9990%+ %322(? 0.9988+
005 005 8.868E-005 '005 8.321E-005
Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)
0.9991 0.9983 0.9982 0.9978 0.9981
Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)
Trenowana 0.9992 0.9986 0.9986 0.9980 0.9984
CS+UCS Srednia + SD
0.9991+ 0.9984+ 0.9983+ (;393712;5 0.9982+
2.618E-005 8.598E-005 9.126E-005 '005 7.732E-005
Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)
Trenowana CS 0.9995 0.9991 0.9992 0.9992 0.9992
Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)
0.9996 0.9994 0.9994 0.9994 0.9994

Stymulacja przez oko
prawe

Prawa
Vi

0.9992

0.9993

0.9992+
2.593E-
005

0.9985

0.9986

0.9985+
3.731E-
005

0.9994

0.9995
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PSEUDO

0.9995+
3.719E-005

0.9995

0.9997

0.9996+
4.425E-005

0.9992+
6.893E-005

Srednia + SD

0.9993+
6.404E-005

0.9993+
5.388E-
005

0.9993+
3.038E-005

Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)

0.9992 0.9989 0.9989 0.9990
Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)
0.9994 0.9991 0.9992 0.9992
Srednia * SD
0.9992+ 0.9990+ ggig%i 0.9992+
6.284E-005 7.127E-005 '005 4.782E-005

0.9995+
2.601E-
005

0.9995

0.9996

0.9995+
2.555E-
005

Tabela 8 - Minima (im mniejsza wartos$¢ tym silniejsza aktywacja), maksima (im wieksza wartos$¢ tym

stabsza aktywacja) i Srednie wartoS$ci

Kontr
ola

Treno
wana
cS+UC

Treno
wana
CS

PSEU
DO

Kontr
ola

Treno
wana

OO
0,9966 +
0,00013

59

0,9984+
0,00034
10

0,9994+

0,00013
63

0,9992+

0,00011
73

00
0,9988 *
0,00021

54

0,9978+
0,00037
89

Koralewa V1

45°
0,9992 +
0,00013
96

0,9985+
0,00034
95

0,9992+
0,00010
76
0,9993+
9,967e-
005

45°
0,9990+
0,00018

41

0,9980+
0,00039
83

90°
0,9991
6,063e-

005

0,9986+
0,0003856

0,9994+
0,0001062

0,9993+
0,0001295

90°

0,9988+
0,0002046

0,9980+
0,0003950

odchylenie standardowe (SD) sygnalu optycznego
(rozproszenie Swiatla (AF/F)) dla kory lewej i prawej V1, dla kolejnych stymulacji: przez oko lewe,
obuocznie i przez oko prawe dla grupy kontrolnej, trenowanej CS+UCS, grupie CS i PSEUDO.

Jednooczne - oko lewe

135° 0°
o, L
0,0001517
55
—
0,0003250 08
0,9994+9,g 09993%
04e-005 ~ Zl0e
005
0,9992+ 8'33323
0,0001407 9
Obuocznie
135° 0°
09987+  0,9987+
0,0002173  0,00021
53
e
0,0003980

Kora prawa V1

45°
0,9991 +
0,00016
74

0,9984+
0,00024
32

0,9990+

0,00011
63

0,9991+

0,00012
93

45°

0,9989+
0,00015
92

0,9982+
0,00038
83

90°
0,9990 +
0,00020
10

0,9984+
0,00023
67

0,9989+
0,00010
56
0,9991+
0,00014
37

90°

0,9990+
0,00012
17

0,9984+
0,00035
01

135°
0,9990 +
0,00020
83

0,9983+
0,00024
84

0,9991+
6,792e-
005
0,9991+
0,00012
97

135°

0,9989+
0,00016
08

0,9981+
0,00037
80
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cs+UcC

Treno
wana
CS

PSEU
DO

Kontr
ola

Treno
wana
cS+UC

Treno
wana
CS

PSEU
DO

0,9995+
8,651e-
005
0,9989+
0,00024
09

00
0,9990+
0,00017

76

0,9986+
0,00050
75

0,9993+

0,00012
18

0,9992+

0,00010
53

0,9993+
7,013e-
005
0,9990+
0,00015
67

45°
0,9993+
0,00019

68

0,9984+
0,00049
89

0,9990+
0,00015
06
0,9993+
0,00012
33

0,9992+8,4 0,9993%7,6 83332;
43e-005 83e-005 ’ 54
09991+  0,9991% 8'333?3

0,0001624 0,0001841 ’ 53

Jednooczne - oko prawe
90° 135° 0°
0,9991+

0,9993+ 0,9992+

0,0001719  0,0001652 °00%
09985:  09982: 000
0,0004512  0,0004690
005
09993+ 09993x 00
0,0001807 0,0001621
005
0,9992:0,0 09992200 2000
001623 001504 "o

0,9988+
0,00012
71
0,9993+
0,00012
33

45°
0,9992+
0,00025

87

0,9993+
8,607e-
005

0,9997+
5,003e-
005
0,9997+
7,574e-
005

0,9991+
7,909e-
005
0,9992+
0,00016
23

90°
0,9992+
0,00029
33

0,9996+
0,00013
58

0,9996+
9,586e-
005
0,9996+
7,954 ¢-
005

0,9991+
7,412e-
005
0,9992+
0,00015
04

135°
0,9989+
0,00023
05

0,9995+
0,00013
43

0,9996+
6,739%e-
005
0,9994+
9,401e-
005

Tabela 9 - Srednie wartosci + odchylenie standardowe (SD) sygnalu optycznego dla kory lewej i
prawej V1, dla kolejnych stymulacji: przez oko lewe, obuocznie i przez oko prawe dla grupy kontrolnej,
trenowanej CS+UCS, grupie CS i PSEUDO podczas prezentacji 4 réznych bodzcéw wzrokowych, czarno-
bialych paskéw, poruszajacych sie pod katem 0°!(poziomo), 45°\(ukosnie), 90°- (pionowo) i
135°7(ukos$nie) przez oko lewe, dla grupy kontrolnej i kolejnych grup po treningu; trenowanej CS+UCS,
grupie CS i PSEUDO. Nazwy po lewej stronie tabeli w wersji skroconej.

Kontrola

Treno
wana

Kat
00
—{
= 45°
[}
2
S
2. 90°
S
o
~ 135°
s £ 0
o E o
M 545

0° 45°

Kontrolna

q***<0.0011;

p<***0.0001

q***<0.0011; q***<0.0011;

p<***0.0001 p<***0.0001

q***<0.0001; q***<0.0011;

p<***0.0001 p<***0.0001

Trenowana CS+UCS
q***<0.0011

Kora prawa V1

90°

q*=0.029;
p=0.171

135°
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90°
135°
o — 0°
&) - o
s g 45
© ©
2 5 o
= 5 %
(] j
~ o
= 4 135°
00
—
= 45°
o ©
a 2
=) o
a2 = 90
A~ o
o
~4 135°

p<***0.0001

q***<0.0001
p<***0.0001
q***<0.0001
p<**%0.0001

q***<0.0001

p<***0.0001
q=0.1545
p=0.444
q=0.047
p=0.1135

q***<0.0001
p<***0.0001
q=0.0065
p=0.0062
q***<0.0001
p***<0.0001

q=0.06
p=0.34

q***<0.0001

p<**%0.0001

Trenowana CS

q***<0.0001
p<***0.0001
q***<0.0001
p<***0.0001

Pseudotrenowana

q=0.0065
p=0.0062

q***<0.0001

p="*%0.0001

q***<0.0001
p<**%0.0001

q**<0.0098
p*=0.0187

q***<0.0001
p<***0.0001

Tabela 10 - Wyniki testow post-hoc (p***<0.0001, test Friedmana, dla kazdej grupy) testu
dwuetapowego BKY FDR w analizie wewnatrzgrupowej roznicy w sile sygnatlu optycznego w korze
prawej V1 podczas prezentacji bodZcow orientacyjnych przez oko lewe, dla grupy kontrolnej i kolejnych
grup po treningu; trenowanej CS+UCS, grupie CS i PSEUDO. Nazwy po lewej stronie tabeli w wersji skrécone;j.

Trenowana CS+UCS
Kora prawa V1

Trenowan
aCS
Kora

prawa V1

Kat

0°
45°
90°
135°
0°

45°

00

q**=0.0011
p**=0.0034
q**=0.0225
p**=0.0808
q**=0.0439
p**=0.1673
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001

Kora prawa V1

45°

Kontrolna

q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q**=0.0027
p**=0.0087

90° 135°

q***<0.0001 q***<0.0001
p**+<0.0001 p***<0.0001
q***=0.0001 q***=0.0003
p**=0.0004 p**=0.0008
q**=0.0005 q**=0.0009
p**=0.0014 p**=0.0027
q***<0.0001 q***<0.0001
p***<0.0001 p***<0.0001
q***<0.0001 q***<0.0001
p***+<0.0001 p***<0.0001
q**=0.0002 q***<0.0001
p**=0.0005 p**=0.0002
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90°
135°
00
—
>
o @ o
g c% 45
2= 8.
0 < 90°
o
>
135°
— Oo
£ =
(o] [ o
= c% 45
2 )
2 - 90°
o S
= 2
135°
00
—
>
@] @« o
g c% 45
= g
= © 90°
o
A
135°
00
Al
>
@] @ o
g cg“ 45
&= 8.
7 o 90°
o
[~
135°

q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001

q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001

q**=0.0011
p**=0.0034
q=0.1638
p=0.6960
q**=0.0346
p=0.1281
q***<0.0001
p***<0.0001

q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q**=0.0005
p**=0.0013
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q**=0.0389
p**=0.1455

q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q**=0.0058
p**=0.0196

Trenowana CS+UCS

q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001

Trenowana CS

q=0.1317
p=0.5548
q**=0.0006
p**=0.0017
q**=0.0130
p*=0.0453
q=0.0621
p=0.2433

q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001

q***=0.0001
p***=0.0004
g=0.0755
p=0.3041
q**=0.0090
p**=0.0309
q***<0.0001
p***<0.0001

q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q**=0.0035
p**=0.0117

q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001
q***<0.0001
p***<0.0001

q**=0.0020
p**=0.0063
q=0.1938
p=0.8507
q**=0.0486
p=0.1871
q***<0.0001
p***<0.0001

Tabela 11 - Wyniki testow post-hoc (p***<0.0001, test Kruskala Wallisa) testu dwuetapowego BKY
FDR w analizie miedzygrupowej réznicy w sile sygnatu optycznego w korze prawej V1 podczas
prezentacji bodzcow orientacyjnych przez oko lewe, dla grupy kontrolnej i kolejnych grup po treningu;
trenowanej CS+UCS, grupie CS i PSEUDO.
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Kontrola

CS+UCS

Kora prawa V1

Koralewa V1

Kora prawa V1

90° 45° 0° 135° 90° 45° 0° Kat

135°

Kat

00

45°

90°

OO

q***=0,00
07
p**=0,002
0
q***<0.00
01
p***<0.00
01
q**=0,001
4
p**=0,004
5
q***<0.00
01
p***<0.00
01

q***=0,00
07
p=0,0020

q***<0.00
01
p***<0.00
01
q**=0,001
4
p**=0,004
5
q***<0.00
01
p***<0.00
01

OO

Koralewa V1

45°

q***<0.0001
p***<0.0001

q*=0,0169
p=0,0
645

q<***0.0001
p***<0.0001

q<***0.0001
p***<0.0001

q***<0.0001
p***<0.0001

q*=0,0169
p=0,0645

q<***0.0001
p***<0.0001

q<***0.0001
p***<0.0001

90°

q***=0,00
01
p***=0,00
04
q***<0.00
01
p***<0.00
01
q***=0,00
03
p***=0,00
09
q***<0.00
01
p***<0.00
01
q***=0,00
01
p***=0,00
04
q***<0.00
01
p***<0.00
01
q***=0,00
03
p**=0,000
9
q***<0.00
01
p***<0'00
01

Koralewa V1

45°

q***<0.00 g***<0.00

01

01

p***<0.00  p**<0.00

01

01

qQ**<0.00 = q***<0.00

01

01

p***=0,00 p***<0.00

04

01

qQ***<0.00  q***<0.00

01

01

p**<0.00  p***<0.00

01

01

90°

q***<0.00
01
p***<0.00
01

q***<0.00
01
p***<0.00
01

q***<0.00
01
p***<0.00
01

135° 0°
Grupa Kontrolna
q***<0.00
01
p**¥<0.00
01
q***<0.00 | @***<0.00
01 01
p**¥<0.00 | p***<0.00
01 01
q***<0.00
01 q=0,1809
p***¥<0.00 | p=0,8042
01
q***<0.00
01 q*=0,0180
p***<0.00 | p=0,0713
01
q***<0.00
01
p***<0.00 |
01
q***<0.00 = q***<0.00
01 01
p***<0.00 = p***<0.00
01 01
q***<0.00
01 q=0,1809
p***<0.00 = p=0,8042
01
q***<0.00
01 q*=0,0180
p***<0.00  p=0,0713
01
135° 0°
Grupa CS+UCS
q***<0.00
01
p***<0.00
01
q ***< q ***<
0,0006 0,0001
p**=0,003 = p***=0,00
4 02
q***<0.00
01 q**=0,003
p***¥<0.00 | p*=0,0169
01

Kora prawa V1

45°

q***<0.00
01
p***<0.00
01
q**<0.000
1
p***<0'00
01

q***<0.00
01
p***<0.00
01
q**<0.000
1
p***<0.00
01

90°

q*=0,011

p*=0,04
02

q*=0,011
0
p*=0,04
02

Kora prawa V1

45°

q**=0,032

p=0,1911

90°

135°

q***=0,00
07
p**=0,002
0
q***<0.00
01
p***<0.00
01
q**=0,001
4
p**=0,004
5
q***<0.00
01
p***<0.00
01

q***=0,00
07
p=0,0020

q***<0.00
01
p***<0.00
01
q**=0,001
4
p**=0,004
5
q***<0.00
01
p***<0.00
01

135°

q**<0.00
01
p***<0.00
01

q***<0.00
01
p***=0,00
04

q***<0.00
01
p***<0.00
01
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CS

Koralewa V1

Kora prawa V1

Koralewa V1

0° 135°

90° 45°

135°

Kat

90° 45° 0°

0°  135°

45°

q***<0.00
01
p***<0.00
01

q***<
0,0001
p=0,0002

q**=0,001
1
p**=0,006

q=0,0792
p=0,5279

OO

q**=0,0022

p*=
0,0116

q*=0,0334

0,2068

q***<0.0001
p***<0.0001

q*=0,0039

*—

0,0215

q***<0.0001
p***<0.0001

q***<0.00
01
p***<0.00
01

q<0,0519
p=0,3213

q***<0.00
01
p***<0.00
01

q***<0.00
01
p***<0.00
01

q***<0,00
02
p***=0,00
07

Koralewa V1

45°

q***<0.000
1p***
p**0.0001

q***<0.000
1
p***<0.000
1

q***<0,000
7

p*
*=0,0034

q***<0.000
1
p***<0.000
1

90°

q***<0.0
001
p***<0'0
001

q***<0.0
001
p***<0.0
001

q***<0.0
001
p***<0.0
001

q***<0.0
001
p***<0.0
001

q***<0.00 _
o q=0,060 i
pH*<0.00
9 =0,4434
135° 0°
Grupa CS
q***<0.0001
p**<0.0001
g*<0.0001 9 <0,0001
* kK
kkk
pr<0.0001 s 0002
q:0,0706p_ **<0.0001
- *kk
0,4707 p***<0.0001
q***<0.0001  g***<0.0001
p**<0.0001 = p***<0.0001

q

q<***0.00 L, q***<0.00
=0,000
01 ’ 01
p***=0.00 3**_0 0o | PF<0.00
01 1;6 = 01
q***<
0,0001
p=0,0002
) ) q***zo‘oo
11
p=**0,006
0
q=0,0792
p=0,5279
Kora prawa V1
45° 90° 13
50
q***<0.000
1
p***<0.000
1
q***<0,000
*—e
q _0,0466= 5
p*
0,2998 %20,0012
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*—
q**<0.0001 9700132

p***<0.0001

90°

0,0787

13 g#*<0.0001 ¢**=0,0048
p*** p*

50
p***<0.0001 =0,0272

Koralewa V1

q***<0.0

001

p***<0.0

001

Kora prawa V1

Kat 0° 45° 90° 135° 0° 45° 90° 135°
Grupa PSEUDO
00290 | 900001 q<¥**0.0001 | q***<0.0001
0° 9T p<*¥*0.000  p<**0.000 = p***<0.000
p=0,0645 : : :
—
= q***<0.0001 q**<0.0001  q***<0.0001
) o . q=0,0667 q=0,3375 . o
c% 45 [1) <0.000 p=0,1622 p>0,9999 g) <0.000 ;1) <0.000
—
a8, #%20,0001 #%20,0001  q**=0,00
& | 90 g***<0 000 901139 g=0,0070  g**=0,0003 g***<0 000 ]
5 T p=0,2894  p=0,0140  p*=00006 L = 040,014
M —Y,
o #%20,0001 #%420,0001  q**<0.0001 *=0,018
= 135 Dalgooo 501173 a=02455 L Z00t Meacopp0 | 9702455 9
o . = = : : =
2 : p=0,3104  p=0,7016 X X p=0702 . (038
$ 0°
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s 1
*%20,0001
2 ggo percooop | 00667
© T p=0,1622
o
2 135 q***<0.0001 q***<0.0001 q<***0.0001
o p***<0.000 p***<0.000 p<***0.000
1 1 1

Tabela 12 - Wyniki testow post-hoc (p***<0.0001, test Friedmana, dla kazdej grupy) testu
dwuetapowego BKY FDR w analizie wewnatrzgrupowej réznicy w sile sygnatu optycznego w korze
lewej i prawej V1 podczas prezentacji bodzcow orientacyjnych obuocznie, dla grupy kontrolnej i
kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS i PSEUDO.

Koralewa V1
Ka

0° 45°
t
v
>
8 g q***<0.
2 Z ge 0001 q***<0.0001
v = p***<0. p***<0.0001
&) (4]
5 0001
M 45 grer<. q***<0.0001
° 0001 p***¥<0.0001

90°

q**=0.0
007
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041
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OO

Grupa Kontrolna
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p***<0.0001
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Kora prawa V1
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q***<0.0001 0001 0001
pH*<0.0001  pHH<0.  prHE<O.
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p***<0.0001 0001 0001
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0° 001 p***=0.004 97 001 q***<0.0001 q***<0.0001 0001 0001
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0001 15 0 62 16
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35 003 3 87 86

Tabela 13 - Wyniki testow post-hoc (p***<0.0001, test Kruskala Wallisa) testu dwuetapowego BKY
FDR w analizie miedzygrupowej réznicy w sile sygnatu optycznego w korze lewej i prawej V1 podczas
prezentacji bodZzcow orientacyjnych prezentowanych obuocznie dla grupy kontrolnej i kolejnych grup
po treningu: grupa CS+UCS, grupa CS i PSUEDO.

Koralewa V1
Kat 0° 45° 90° 135°

Grupa Kontrolna

OO
© 45 q***<0.0001
'S p***<0.0001
= 90° q***<0.0001 q***<0.0001
S p***<0.0001 p***<0.0001
1350 q***<0.0001 q**=0.005 q***=0.0004
p**¥<0.0001 p**=0.0048 p**¥=0.0003
Grupa CS+UCS
wn 0°
g *#*<0.0001
+ 45° d '
A p***<0.0001
20 90° q*=0,0433 q***<0.0001
= p=0,1236 p***<0.0001
L 1350 q***<0.0001 q*=0,0251 q***<0.0001
e p**¥<0.0001 p=0,0599 p**¥<0.0001
Grupa CS
g, O
8 g © o kkk
= 3 45 q***<0.0001
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q***=0.0002
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q***=0.0001
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q***<0.0001
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p
q***<0.0001
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q=0,4361
p=0,8307

q***<0.0001

p***<0.0001

q=0.0772
p=0.4414

q***<0.0001
p***<0.0001

Tabela 14 - Wyniki testow post-hoc (p***<0.0001, test Friedmana, dla kazdego poréwnania) testu
dwuetapowego BKY FDR w analizie wewnatrzgrupowej réznicy w sile sygnatu optycznego w korze
prawej V1 podczas prezentacji bodzcéw orientacyjnych prezentowanych przez oko prawe, dla grupy
kontrolnej i kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS i PSEUDO. Po lewej stronie tabeli skrocone

nazwy grup.
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p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001

Grupa CS+UCS

90°

p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***=0.2335
p***=0.9197
p***=0.0006
p***=0.0017
p***=0.0294
p***=0.1004
p***+=0.0222
p***=0.0716
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***=0.0004
p***=0.0010

135°

p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p**+<0.0001
p**+<0.0001
p**+<0.0001
p**+=0.0482
p**=0.1727
p***=0.0282
p***=0.0935
p***=0.0007
p***=0.0019
p***=0.0004
p**+=0.0011
p**+<0.0001
p**+<0.0001
p**<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p**+<0.0001
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0° p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
& — p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
5 - 450 p***=0.0005 p***<0.0001 p***=0.0016 p***<0.0001
s z p***=0.0014 p***<0.0001 p***=0.0046 p***<0.0001
3 g 90° p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
§ 5 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
= < 1350 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
0° p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
— p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
) - 450 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
g z p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
i = 90° p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
A 5 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
< 135 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001

Grupa CS
0° p***<0.0001 p***<0.0001 p***=0.0004 p***=0.0006
= p***<0.0001 p***<0.0001 p***=0.0010 p***=0.0017
o = 450 p***<0.0001 p***<0.0001 p***=0.0001 p***=0.0003
g E p***<0.0001 p***<0.0001 p***=0.0003 p***=0.0006
= = 90° p***<0.0001 p***<0.0001 p***=0.0002 p***=0.0004
A~ g p***<0.0001 p***<0.0001 p***=0.0005 p***=0.0009
. 135° p***=0.0003 p***<0.0001 p***=0.0294 p***=0.0390
p***=0.0007 p***<0.0001 p***=0.0997 p***=0.1370

Tabela 15 - Wyniki testow post-hoc (p***<0.0001, test Kruskala Wallisa) testu dwuetapowego BKY
FDR w analizie miedzygrupowej roznicy w sile sygnalu optycznego w korze lewej V1 podczas
prezentacji 4 réznych bodzcéw wzrokowych, czarno-biatych paskow, poruszajacych sie pod katem 0°!
(poziome, ruch pionowy), 45°\ (ukos$nie), 90°— (pionowe, ruch poziomy) i 135°/(uko$nie) przez oko prawe,
dla grupy kontrolnej i kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS i PSEUDO.

Stymulacja przez oko lewe Stymulacja obuczona Stymulacja  przez  oko

Grupa prawe

Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1 Prawa V1

Srednia + SD

Kontrola 1837+784.7  3246%709.7  2718+797.3 3107+836.2 2740+437.8 1479+685.5
Egi‘&(’c‘g’ana 672.1+404.0 1337+499.4  1169+487.5 1179+483.5 1478+643.1 700.4+394.5
Trenowana CS 814.7+580.9  2083+665.4  1639+577.0 1546+837.0 2003+500.6 518.1+400.2
PSUEDO 1285+388.0 184444789  1562+267.6 1499+350.5 1865+493.2 1229+493.1

Tabela 16 - Srednia wielko$¢ i odchylenie standardowe (SD) rozmiaréw obszaréw aktywacji dla
grupy kontrolnej i kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS i PSEUDO.
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Kontrola
CS+UCS
CS
PSEUDO

Kontrola
CS+UCS

CS
PSEUDO

Kontrola
CS+UCS
CS
PSEUDO

0°
1997,1
660,7
612

1096,54

0°

2772,72

1109,69
1780

1579,125

00
21593
1580,4

1784

1848,8

Koralewa V1

45° 90°
1747,6 1450,5
675,4 802,4
822 1035
1265,5 1279,5
45° 90°
2616,05 2793,2
1282,6 1187,8
1435 1798
1636,8 1452,2
45° 90°
2753,2 2496,1
1473,1 1504,3
2040 2430
1789,6 1790,6

Jednooczne - oko lewe

135° 0°
2076,9 2989,16
702,9 1195,9
791 1780
1496,5 1692
Obuocznie
135° 0°
2690,0 2989,16
1096,6 1177,31
1544 1913
1578,6 1492,68

Jednooczne - oko prawe

135° 0°
2639,7 1331,3
1310,7 735,13
1759 656
2032 963

Kora prawa V1

45°
2937,4
1385,9
2380

1729,75

45°
293741
1270,7

1074

1551,4

45°
1332,5
779,3

570

1380,3

90°
3190,02
1354,9
1945

1764,81

90°
3190,01
1245,43

1674

1382,58

90°
1189,5
4743

370

1312,2

135°
3312,819

1648,8
2229

2189,9

135°
33128

1020,74

1524

1571,11

135°

1694,5
613,3
382

1258,8

Tabela 17 - Srednia wielko$¢ rozmiaréw obszaréw aktywacji mierzonych w liczbie pikseli dla
kolejnych bodZcéw orientacyjnych dla grupy kontrolnej i kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS,

grupa CS i PSEUDO.

Kora prawa V1

00
45°
90°

135°

00
45°
90°

135°

CS+UCS

CS

Kat

p***<0.0001
p***=0.0002
p***<0.0001
p***=0.0007
p**=0.0059
p=0.2741
p*=0.0220
p=0.1569

Kora prawa V1
0° 45°

Grupa Kontrolna

p***<0.0001 p***=0.0005
p***=0.0009 p**=0.0043
p***=.0001 p***=0.0006
p**=0.0036 p*=0.0160
p**=0.0232 p=0.0800
p=0.5499 p=0.8360
p=0.0740 p=0.2113
p=0.3699 p=0.6747

90° 135°

p***<0.0001
p***<0.0001
p***+<0.0001
p***+<0.0001
p***=0.0003
p*=0.0345
p*=0.0013
p*=0.0156
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0° p*=0.0143 p=0.0452 p=0.1274 p**=0.0011
PSEUDO 45° p*=0.0191 p=0.0585 p=0.1586 p**=0.0015
90° p*=0.0249 p=0.0739 p=0.1926 p**=0.0020
135° p=0.3313 p=0.5925 p=0.8446 p**=0.0578
Grupa CS+UCS
0° p=0.9775 p>0.9999 p=0.9817 p>0.9999
cs 45° p=0.1761 p=0.5294 p=0.1899 p=0.8138
90° p=0.8381 p=0.9924 p=0.8552 p=0.9999
135° p=0.3155 p=0.7292 p=0.3358 p=0.9349
0° p=0.9979 p>0.9999 p=0.9984 p>0.9999
PSEUDO 45° p=0.9951 p>0.9999 p=0.9962 p>0.9999
90° p=0.9901 p>0.9999 p=0.9920 p>0.9999
135° p=0.4703 p=0.8308 p=0.4917 p=0.9644
Grupa CS
0° p>0.9999 p=0.9825 p>0.9999 p=0.9972
45° p>0.9999 p=0.9909 p>0.9999 p=0.9989
PSEUDO 90° p>0.9999 p=0.9954 p>0.9999 p=0.9996
135° p=0.9987 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999

Tabela 18 - Wyniki analizy miedzygrupowej post-hoc testu wielokrotnych powtdorzen Tukeya rdéznic
w wielkoS$ciach obszaréw aktywacji prawej V1 podczas stymulacji bodZcami orientacyjnymi
jednoocznie przez oko lewe, dla grupy kontrolnej i kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS i
PSEUDO.

Koralewa V1 Kora prawa V1

Kat 0° 45° 90° 135° 0° 45° 90° 135°
Grupa Kontrolna
= p**=0.00 p*=0.040 p**=0.00 p*=0.020 p***=0.00 p=0.165 p***<000
> 0° p***<0001
46 7 37 7 09 0 1
o
£ 4co P'=0.025  p*=0088 p*=0.021 p*=0.048 p**=0.002 p=0290 p***=0.00 p***<000
= 6 4 2 1 6 5 03 1
v oa
% £ goe p*=0.010 p*=0.072 p**=0.00 p*=0.038 p**=0.001 p=0.251 p***=0.00 p***<000
3 2 84 6 9 7 02 1
©“ o~
Z“ 135 Z:;*:o.oo g;*:o.oo g;*=0.00 2;*:0.00 g;**=o.00 1;:0.052 BF<0001 113***<000
[
2 go  P=000 pt=0.022 pt=000  p*=0.010  p**=000 p=0103 . o0, D*<000
S 46 0 75 8 04 3 1
[3) i
- > *— *— Kk - Kok Fokok
S g gge PUR0025 L gosg PT0018 o gean DUS0002 p=0.309 p=0.00  p***<000
2 6 ’ 9 ) 9 9 03 1
Q) *
—~ =0.010 p*=0.044 p*=0.014 p*=0.022 p**=0.001 p=0.176 p***<000
s 90° P pF*<0001
= 3 6 8 9 0 7 1
@]
M 135 p**=0.00 p*=0.019 p**=0.00 p**=0.00 p**=0.00 p=0.093 prricgoop P00
° 40 5 14 95 04 9 1
3]
8 8 p=0.998 p**=0.00
2 0° p=0.6859 p=09694 p=0.7626 p=09136 p=03591 7 p=0.0965 7.
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PSEUDO

CS

PSEUD

Kora prawa V1 Koralewa V1 Kora prawa V1 Koralewa V1

Koralewa V1

Kora

45°
90°
135
OO
45°

90°
135

0°
45°
90°
135
0°
45°

90°
135

0°
45°
90°
135
0°
45°

90°
135

OO

p=0.2762
p=0.6899
p=0.3895
p=0.6859
p=0.2762
p=0.6899

p=0.3895

p=0.3372
p=0.4396
p=0.1856
p=0.4764
p=0.4915
p=0.6026
p=0.2748

p=0.4907

p=0.9756
p>0.9999
p=0.9995
p>0.9999
p=0.9922
p>0.9999
p=0.9919

p=0.9998

p>0.9999

p=0.0978
p=0.7804
p=0.6428
p=0.9276
p=0.5863
p=0.9295

p=0.7176

p=0.6265
p=0.7340
p=0.4175
p=0.7673
p=0.7803
p=0.8627
p=0.5487

p=0.7795

p=0.9756
p>0.9999
p=0.9995
p>0.9999
p=0.9922
p>0.9999
p=0.9919

p=0.9998

p>0.9999

p*=0.021
4

p=0.4148
p=0.2859
p=0.6431
p=0.2441
p=0.6473

p=0.3502

p=0.4529
p=0.5630
p=0.2460
p=0.4521
p=0.3046
p=0.4024
p=0.1638

p=0.4381

p=0.0538
p=0.6336
p=0.4841
p=0.8364
p=0.4290
p=0.8394

p=0.5622

p=0.6500
p=0.7535
p=0.4096
p=0.6491
p=0.4843
p=0.5971
p=0.2940

p=0.6348

p**=0.002
9

p=0.1242
p*=0.0725
p=0.2561
p=0.0583
p=0.2592

p=0.0967

p=0.1644
p=0.2311
p=0.0699
p=0.1640
p=0.0932
p=0.1381
p*=0.0413

p=0.1564

Trenowana CS+UCS

p=0.9989
p>0.9999
p=0.9988
p>0.9999
p=0.9989
p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999

p>0.9999

p=0.9697
p>0.9999
p=0.9993
p>0.9999
p=0.9898
p>0.9999
p=0.9893

p=0.9998

p=0.9989

p=0.9934
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9985
p>0.9999
p=0.9984

p>0.9999

p>0.9999

p=0.311
p=0.962
p=0.907
p=0.994
p=0.877
p=0.994

p=0.940

p=0.875
p=0.931
p=0.716
p=0.945
p=0.950
p=0.977
p=0.824

p=0.949

p>0.999
9
p>0.999
9
p>0.999
9
p>0.999
9
p>0.999
9
p>0.999
9
p>0.999
9
p>0.999
9

p>0.999
9

p***=0.00
03

p*=0.0231
p*=0.0118

p=0.0597

p**=0.009
1

p=0.0607

p*=0.0169

p*=0.0197

p*=0.0320

p**=0.007
5

p*=0.0375
p*=0.0399
p=0.0620

p*=0.0139

p*=0.0398

p=0.9988
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9998
p>0.9999
p=0.9998

p>0.9999

p>0.9999

p*=0.020
p**=0.00
49

p*=0.020

p*=0.034

~N

p***<000

=

p**=0.00

p**=0.00
33

p**=0.00
p*=0.011
p**=0.00
23

p*=0.013
p*=0.014
p*=0.023
p**=0.00

46
p*=0.014

p=0.9122
p>0.9999
p=0.9948
p=0.9992
p=0.9609
p=0.9996
p=0.9598

p=0.9977

p>0.9999
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p>0.999

45°  p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999  p>0.9999

9
. p>0.999
90° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 ¢ p>0.9999  p>0.9999
135 p>0.9999  p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 g>0'999 p>0.9999  p>0.9999
. p>0.999
_ 00 p>09999 p>09999 p>0.9999 p=0.9989 p>09999 g p>0.9999  p>0.9999
> 450 p>0.999 _
g p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 o p>0.9999  p=0.9998
5]
= . p>0.999
£ 90° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>09999 p>0.9999 ¢ p>0.9999  p>0.9999
o
N
135 p>0.9999  p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 g>0'999 p>0.9999  p>0.9999
Grupa CS
— . p>0.999
> 0° p>09999 p>0.9999  p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999  p>0.9999
L]
2
g 45°  p>0.9999  p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 g>0'999 p>0.9999  p>0.9999
;5“ 90° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 g>0'999 p>0.9999  p>0.9999
@)
[
= 135 p>0.9999  p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 g>0'999 p>0.9999  p>0.9999
wn
= 0° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 g>0'999 p>0.9999  p>0.9999
i
> . p>0.999
g 45° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 ¢ p>0.9999  p>0.9999
= >0.999
g 90° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 g ' p>0.9999  p>0.9999
N2
1:35 p>0.9999  p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 g>0'999 p>0.9999  p>0.9999

Tabela 19 - Wyniki analizy miedzygrupowej post-hoc testu wielokrotnych powtdérzen Tukeya réznic
w wielko$ciach obszarow aktywacji lewej i prawej V1 podczas stymulacji bodZcami orientacyjnymi
obuocznie dla grupy kontrolnej i kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS i PSEUDO.

Koralewa V1
Kat 0° 45° 90° 135°

Grupa Kontrolna

= 0° p=0.1205 p**=0.0056 p*=0.0148 p*=0.0176

g g 45° p*=0.0173 p***=0.0008 p**=0.0023 p**=0.0015
x % 90° p**=0.0027 p*=0.0185 p*=0.0446 p***=0.0002

(@) j

S 135° p=0.0514 p**=0.0056 p*=0.0148 p**=0.0054

IS 0° p=0.6779 p=0.2858 p=0.0763 p=0.5040

3 E g 45° p=0.9864 p=0.8245 p=0.4134 p=0.9542

= 90° p>0.9999 p=0.9996 p=0.9450 p>0.9999
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135° p=0.7337 p=0.3359 p=0.0946 p=0.5662

- 0° p=0.8017 p=0.4368 p=0.1458 p=0.6627
= g 450 p=0.7012 p=0.3300 p=0.0988 p=0.5440
= - 90° p=0.7029 p=0.3316 p=0.0995 p=0.5459
wn =
[aW

2 135° p=0.9753 p=0.7898 p=0.3943 p=0.9325

Grupa CS+UCS

> 0° p>0.9999 p=0.9986 p>0.9999 p=0.9777
- s 450 p=0.9482 p=0.8157 p=0.9353 p=0.5782
° o 90° p=0.3737 p=0.1966 p=0.3439 p=0.0832

2 135° p>0.9999 p=0.9968 p=0.9998 p=0.9631
- > 0° p>0.9999 p=0.9986 p>0.9999 p=0.9809
= : 450 p>0.9999 p=0.9998 p>0.9999 p=0.9942
% E 90° p>0.9999 p=0.9998 p>0.9999 p=0.9941

2 135° p=0.9911 p=0.9452 p=0.9879 p=0.8061

Grupa CS
- > 0° p>0.9999 p>0.9999 p=0.9721 p>0.9999
= s 450 p>0.9999 p>0.9999 p=0.9371 p>0.9999
2 E 90° p>0.9999 p>0.9999 p=0.9379 p>0.9999
Z 135° p>0.9999 p>0.9999 p=0.9995 p>0.9999

Tabela 20 - Wyniki analizy miedzygrupowej post-hoc testu wielokrotnych powtdorzen Tukeya rdéznic
w wielkos$ciach obszarow aktywacji lewej V1 podczas stymulacji bodzcami orientacyjnymi przez oko
prawe dla grupy kontrolnej i kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS i PSEUDO.

12.2.3 Grupa SST-Cre CS+UCS CNO i SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl

Stymulacja przez oko lewe Stymulacja obuczona Stymulacja przez oko prawe

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO
Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)

Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1 Prawa V1
0.9987 0.9988 0.9985 0.9983 0.9988 0.9986
Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)

0.9988 0.9988 0.9986 0.9985 0.999 0.9987

Srednia + SD
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0.9988 + 0.9988 + 0.9986 + 0.9984 + 0.9989 + 0.9987+
2.157E-005 1.756E-005 1.938E-005 3.644E-005 5.363E-005 2.353E-005

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9%NaCl

Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)

Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1 Prawa V1
0.9976 0.9969 0.9979 0.9978 0.9971 0.9976
Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)

0.9984 0.9979 0.9983 0.9982 0.9981 0.9984
Srednia + SD
0.9981 + 0.9975 + 0.9981 + 0.9979 + 0.9976 + 0.9980 +
2,01E-04 2,60E-04 1,04E-04 1,12E-04 2,85E-04 2,25E-04

Tabela 21 - Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja), maksima (im wieksza warto$¢
tym slabsza aktywacja) i Srednie wartoSci i odchylenie standardowe (SD) dla kory lewej i prawej V1,
dla kolejnych stymulacji: przez oko lewe, obuocznie i przez oko prawe dla grupy trenowanej SST-Cre
CS+UCS z podaniem CNO i grupy trenowanej SST-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NacCl.

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Rodzaj stymulacji Stymulacja wzrokowa Stymulacja wzrokowa Stymulacja wzrokowa
przez oko lewe obuoczna przez oko prawe
Kora lewa Kora Kora lewa Kora Kora lewa Kora
\AN prawa V1 \'At prawa V1 V1 prawa V1
Kora
Stymulacja  Jewa V1
wzrokowa
przez oko Kora
lewe prawa  p=0.5824
V1
p*¥**<0.0001 p***<0.0001
Stymulacja lewaVl
wzrokowa
obuoczna Kora
prawa  p***<0.0001 p***<0.0001 p=0.2327
Vi
Stymulacja Kora

corrokown  lewayq P=O410  p=01410  p**<0.0001 p***<0.0001
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przez oko
prawe

Kora
prawa
Vi

Rodzaj stymulacji

Stymulacja

wzrokowa

przez oko
lewe

Stymulacja
wzrokowa
obuoczna

Stymulacja

wzrokowa

przez oko
prawe

Kora
lewa V1

Kora
prawa
Vi

Kora
lewa V1

Kora
prawa
Vi

Kora
lewa V1

Kora
prawa
Vi

p***<0.0001 p***<0.0001

p=0.2327  p***<0.0001 p***<0.0001

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9%NacCl

Stymulacja wzrokowa
przez oko lewe

Kora Kora
lewa V1 prawa V1

p***<0.0001

p>0.9999  p***<0.0001

p*=0.0175  p**<0.0001

p***<0.0001 p>0.9999

p>0.9999  p***<0.0001

Stymulacja wzrokowa Stymulacja wzrokowa
obuoczna przez oko prawe
Kora Kora Kora Kora

lewa V1 prawa V1 lewa V1 prawa V1

p**=0.0074

p***<0.0001 p**=0.0011

p>0.9999 p>0.9999 p***<0.0001

Tabela 22 - WyniKi testu post-hoc wielokrotnych poréwnan Dunna, dla kolejnych rodzajéw stymulacji
wzrokowej: jednoocznej przez oko lewe, obuocznej i jednoocznej przez oko prawe, dla kory lewej i
prawej V1 dla grupy trenowanej SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO i SST-Cre CS+UCS z podaniem 0.9%

NacCl.
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OO
0.9986

0.9988

0.9987+
3.328E-
005

00
0.9975

0.9983

0.9979+
2,06E-
04

A - Stymulacja wzrokowa przez oko lewe

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO
Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)

Lewa V1 Prawa V1
45° 90° 135° 0° 45° 90°
0.9987 0.9988 0.9986 0.9987 0.9987 0.9988

Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)
0.9988 0.9989 0.9988 0.9988 0.9988 0.9989
Srednia * SD
0.9987+ 0.9988+ 0.9987+ 0.9987+  0.9987x 0.9989+
2.634E- 4.748E- 4 0.28E-0_05 3.002E-  3.242E- 2.487E-
005 005 ' 005 005 005

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl
Minima (im mniejsza warto$¢ tym silniejsza aktywacja)

Lewa V1 Prawa V1
45° 90° 135° 0° 45° 90°
0.9973 0.9977 0.9979 0.9968 0.9966 0.9971

Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)
0.9987 0.9987 0.9989 0.9976 0.9982 0.9981
Srednia + SD
0.9979+ 0.9982+ 0.9982+ 0é91957Ez_i 0.9972+ 0.9977+
4.10E-04 2.88E-04 2.68E-04 '04 4.69E-04 2.74E-04

135°
0.9987

0.9989

0.9988+
3.392E-005

135°
0.9971

0.9984

0.9977+
3.46E-04

Tabela 23 - WyniKki statystyki opisowej, dla kory lewej i prawej V1, dla grupy trenowanej SST-Cre
CS+UCS z podaniem CNO i grupy trenowana SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl dla stymulacji przez oko lewe.

Kat
00
45°
90°
135

[e]

Koralewa V1

A - Stymulacja wzrokowa przez oko lewe

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Koralewa V1 Kora prawa V1

0° 45° 90° 135° 0° 45° 90° 135
p***<0.000

1
p***<0.000 p***<0.000

1 1
kkk kkk
p***<0.000 009520 P <0.000

1 1

195



00

45°

90°
135

Kora prawa V1

Kat
0°
45°
90°
135

Koralewa V1

OO

45°

90°
135

[o}

Kora prawa V1

p***<0.000
1

p*=0.0147

p***<0.000
1

p***<0.000
1

OO

p=0.9983

p**=0.001
2

p***=0.000
2

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p*=0.0274

p=0.0724

kkk—
p=09454 P ‘10'000 p>0.9999
kK
p=0.0650 P <10'000 p=0.9530  p=0.7084
kkk— kkk kkk kkk
pT*=0.000 1y,  PTFS0.000 prR<0.000  pr*<0.000
1 1 1 1
kkk kkk kkk kkk kkk
p***<0.000 p=0.0001 p***<0.000 p***<0.000 p***<0.000 p***<0.000
1 1 1 1 1
Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl
Kora lewa V1 Kora prawa V1
45° 90° 135° 0° 45° 90° 135
p*=0.0128
Kk —
P ‘3'003 p>0.9999
p***<0.000 p***<0.000 p***<0.000
1 1 1
k3kk kkk kkk
p <10.000 p <10.000 p <10.000 p>0.9999
p**=0.003 = p***<0.000 p***<0.000 p***<0.000 p***<0.000
0 1 1 1 1
pt=0.010z  PT<0.000 prr<0.000 pr*<0.000  pre<0.000 goqq
' 1 1 1 1 '

Tabela 24 - Wyniki testu post-hoc wielokrotnych poréwnan Dunna, poréwnan sygnatu optycznego
dla kolejnych bodzcéw orientacyjnych, dla stymulacji jednoocznej przez oko lewe, dla kory lewej i
prawej V1 dla grupy trenowanej SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO i grupy SST-Cre CS+UCS 0.9% NacCl.

OO
0.9985

0.9987

0.9986+
3.611E-005

B - Stymulacja wzrokowa obuoczna

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)

Lewa V1 Prawa V1
45° 90° 135° 0° 45° 90° 135°
0.9985 0.9983 0.9986 0.9983 0.9984 0.9982 0.9984
Maksima (im wieksza warto$¢ tym stabsza aktywacja)
0.9987 0.9985 0.9988 0.9985 0.9986 0.9983 0.9987
Srednia * SD
0.9986* 0.9984+ 0.9987* 0.9984=+ 0.9985+ 3 2:2]?%%5 0.9985%
4.529E-005 4.816E-005 @ 4.554E-005 @ 4.596E-005 5.725E-005 ' 7.574E-005

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl
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Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)

Lewa V1 Prawa V1
0° 45° 90° 135° 0° 45° 90° 135°
0,9980 0.9974 0.9976 0.9979 0.9978 0.9973 0.9977 0.9976
Maksima (im wieksza warto$¢ tym stabsza aktywacja)
0,9985 0.9983 0.9981 0.9988 0.9983 0.9982 0.9983 0.9985
Srednia + SD
0.9982+ 0.9978+ 0.9979+ 0.9984+ 0.9980+ 0.9977+ 0.9979+ 0.9981+
1.23E-004 2.29E-004 1.44E-004 2.96E-004 1.19E-004 2.09E-004 1.39E-004 3.05E-004

Tabela 25 - Wyniki statystyki opisowej, dla kory lewej i prawej V1, dla grupy trenowanej SST-Cre
CS+UCS z podaniem CNO i grupy SST-Cre 0.9% NaCl (CS+UCS) dla stymulacji obuocznej.

Kat
00
45°
90°
135

Koralewa V1

00
45°

90°
135

Kora prawa V1

Kat
00
. 45°

90°

Kora lewa

00

p=0.6279
p***<0.000
1
p***<0.000
1
p**%<0.000
1
p***<0.000
1
p***<0.000
1
p***<0.000
1

OO

p***<0.000
1

p***<0.000
1

B - Stymulacja wzrokowa obuoczna

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Koralewa V1

45°

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

90° 135°

p***<0.000
1

p***<0.000 p***<0.000

7 1
p***<0.000 p***<0.000
1 1

p***+<0.000
kk
p**<0.002 )

p***<0.000 p***<0.000
1 1

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl

Koralewa V1

45°

0.8575

90° 135°

00

p***<0.000
1

p***<0.000 p***<0.000

1

p***<0.000
1

00

Kora prawa V1

45°

1

p**<0.001
6

90°

p***<0.000
1

Kora prawa V1

45°

90°

135

135
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135  p**=0.002 p***<0.000 p***<0.000
o

2 1 1

0o | PE0007  pHt<0.000  p**=0.003  p***<0.000

= 6 1 5 1

m . pT*<0.000 B p***<0.000 p***<0.000

S 45 ) p=0.7233  p=0.0513 ) )

= *kk *okok sokok—

= 900 P <10'000 p=0.1197  p=0.8893 P <10'000 p=0.1874 P ‘50'000

—

2 135 p=0.4005  PTT<0000 prE<0.000 pHE0.000 o ogeq PF<0.000  p*=0.001
o = 1 1 1 e 1 7

Tabela 26 - Wyniki testu post-hoc wielokrotnych poréwnan Dunna, poréwnan sygnatu optycznego
dla kolejnych bodZcow orientacyjnych, dla stymulacji obuocznej dla kory lewej i prawej V1, dla grupy
trenowanej SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO i grupy Trenowana SST-Cre CS+UCS 0.9% NacCl.

C - Stymulacja wzrokowa przez oko prawe

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)

Lewa V1 Prawa V1
0° 45° 90° 135° 0° 45° 90° 135°
0.9987 0.9990 0.9988 0.9988 0.9984 0.9987 0.9986 0.9987
Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)
0.9990 0.9991 0.9990 0.9990 0.9987 0.9989 0.9987 0.9988
Srednia *+ SD
0.9989+ 0.9990+ 0.9989+ 0.9989+ 0.9986+ 0.9988+ 0.9987+ 0.9987+

0.0001002 | 3.923E-005 @ 5.022E-005 5.228E-005 @ 8.366E-005 @ 2.769E-005 @ 4.237E-005 @ 3.519E-005

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl

Minima (im mniejsza wartos¢ tym silniejsza aktywacja)

Lewa V1 Prawa V1
0° 45° 90° 135° 0° 45° 90° 135°
0.9972 0.9968 0.9974 0.9970 0.9975 0.9973 0.9981 0.9974
Maksima (im wieksza wartos¢ tym stabsza aktywacja)
0.9979 0.9981 0.9987 0.9979 0.9981 0.9982 0.9990 0.9982
Srednia * SD
0.9976% 0.9975+ 0.9979+ 0.9974+ 0.9978+ 0.9978+ 0.9985+ 0.9978+

2.14E-04 3.59E-04 3.66E-04 2.52E-04 1.96 E-04 2.86E-04 2.76E-04 2.012E-04

Tabela 27 Wyniki statystyki opisowej, dla kory lewej i prawej V1, dla grupy trenowanej SST-Cre
CS+UCS z podaniem CNO i grupy SST-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% Nac(l, dla stymulacji jednoocznej
przez oko prawe.
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Koralewa V1

Kora prawa V1

Koralewa V1

Kora prawa V1

Kat
0°
45°
90°
135
0°
45°

90°
135

Kat
0°
45°
90°
135
0°
45°
90°

135

[e]

OO

p***<0.000
1
p***<0.000
1
p***<0.000
1
p***<0.000
1
p***<0.000
1
p***<0.000
1
p***<0.000
1

00

p=0.9927

p***<0.000
1

p=0.1584

p***=0.000
2

p**=0.001
5

p**+<0.000
1

p**=0.004
7

C - Stymulacja wzrokowa przez oko prawe

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Kora lewa V1

45°

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

90°

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***<0.000
1

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NacCl

Koralewa V1

45°

p***<0.000
1

p=0.6229

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p**+<0.000
1

p***=0.000
2

90°

p***+<0.000
1

p=0.9734

p=0.7889

p***<0.000
1

p=0.5991

135°

p***<0.000

1

p***+<0.000

1

p***+<0.000

1

p***<0.000

1

135°

p***<0.000
1

p***<0.000
1

p***+<0.000
1

p***<0.000
1

00

p***<0.000

1

p***<0.000 p***<0.000

1

Kora prawa V1

90°

p*¥**<0.000 p***<0.000 p***<0.000

1

00

p=0.9995

p***<0.000
1

p=0.9916

1

Kora prawa V1

90°

p***<0.000
1

135

135
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Tabela 28 - Wyniki testu post-hoc wielokrotnych poréwnan Dunna, poréwnan sygnatu optycznego
dla kolejnych bodzcéw orientacyjnych, dla stymulacji jednoocznej przez oko prawe dla kory lewej i
prawej V1 dla grupy trenowanej SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO i grupy SST-Cre CS+UCS 0.9% NacCl.

Kora prawa V1

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Kora prawa V1

Kat 0° 45° 90° 135°
0° p>0.9999 p>0.9999 p*** = 0.0005  p=0.9942
45° p**<0.0001  p*™*<0.0001  p=0.5884 p*** 0.0002
Kontrola 90° p**<0.0001  p**<0.0001  p>0.9999 p=0.0632
135° p*** <0.0001  p**<0.0001  p>0.9999 p=0.3151
0° p*** <0.0001 p*** <0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
SST-Cre CS+UCS 0.9% 45° p***<0.0001 p*** <0.0001 p***<0.0001 p** <0.0001
NaCl 90° p**=0.0016 p**=0.0040 p***<0.0001 p***<0.0001
135° p**=0.0032 p**=0.0078 p***<0.0001 p***<0.0001
0° p*** <0.0001 p***<0.0001 p*** <0.0001 p*** <0.0001
45° p**=0.0051 p*=0.0254 p*** <0.0001 p*** <0.0001
C5+UCS 90° p*=0.0345 p=0.1440 p***<0.0001 p*** <0.0001
135° p***<0.0001 p*** <0.0001 p*** <0.0001 p*** <0.0001
0° p***<0.0001 p*** <0.0001 p***=0.0005 p*** <0.0001
45° p*** <0.0001  p***<0.0001  p=0.4434 p*** <0.0001
€5 90° p*** <0.0001 p***<0.0001 p >0.9999 p***<0.0001
135° p*** <0.0001 p***<0.0001 p >0.9999 p***<0.0001
0° p*** <0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
45° p***<0.0001 p*** <0.0001 p*** <0.0001 p*** <0.0001
PSEUDO 90° p***<0.0001 p*** <0.0001 p*** <0.0001 p*** <0.0001
135° P*** <0.0001  p***<0.0001  p**=0.0006  p***<0.0001

Tabela 29 - Réznicowanie orientacji bodzcéw wzrokowych i ich wplyw na zmiane sily sygnatéw
optycznych w czasie dla stymulacji przez oko lewe (p*** < 0.0001, test Kruskal-Wallisa) wyniki testu post-
hoc test wielokrotnych powtérzen Dunna dla sygnatéw optycznych zebranych z kory prawej V1, podczas
stymulacji jednoocznej przez oko lewe. Poréwnanie grupy SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO do grupy
trenowanej SST-Cre po treningu warunkowania klasycznego z podaniem NaCl oraz do innych grup po
treningu - grupie CS+UCS, trenowanej CS i PSEUDO oraz grupy kontrolne;j.
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Kontrola

SST-Cre CS+UCS 0.9%NacCl

CS+UCS

CS

Kora prawa V1 Koralewa V1

Kora prawa V1 KoralewaV1l @ KoraprawaVl KoralewaV1l

Kora lewa

N
N
4

at
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°

00
p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999

p>0.9999

p=0.1004

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p>0.9999

p*=0.0188
p=0.6080
p=0.3223

p*=0.0188

p***<0.00
01
p**=0.006
4

p>0.9999

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Kora lewa V1

45°

p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999

p>0.9999

p=0.3248

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p>0.9999

p=0.0676
p>0.9999
p=0.9620

p=0.0678

p***<0.00
01

p**=0.001
5

p>0.9999

90°

p>0.9999

p**=0.008
3

p>0.9999

p>0.9999

p>0.9999
* =
0.0392
p=0.1217

p>0.9999

p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p**<0.003

135°

p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999

p>0.9999

p**=0.002
5

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p>0.9999

p**=0.000
3

p*=0.0213

p**=0.009
9

p**=0.000
3

p***<0.00
01

p=0.2244

p>0.9999

0°

p>0.9999

p***<0.00
01

p>0.9999

p>0.9999

p>0.9999
p*=0.0407
p>0.9999

p>0.9999

p**=0.002

p=0.2728

p=0.0604
p**=0.001

Kora prawa V1

45°

p>0.9999

p**=0.001
5

p>0.9999

p>0.9999

p**=0.002
2

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p=0.0603

p***<0.00
01

p**=0.002
7

p**=0.000
4

p***<0.00
01

90°

p=0.3496

p**<0.00
01

p=0.2501

p>0.9999

p=0.5398

p**=0.000
3

p*=0.0392

p>0.9999

p=0.1469
p>0.9999
p>0.9999

p=0.1016

135°

p>0.9999
p*=0.0143

p>0.9999

p>0.9999

p=0.0828

p***<0.00
01

p**=0.004
5

p>0.9999

p***<0.00
01
p**=0.000

p***<0.00
01

p***<0.00
01
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o | PT<0.00  p**<0.00 = p**<0.00
135 01 01 01

— o

o 0

[

2 45°

(9]

8.

8 900

S

o

~  135°

. 0°  p=09999  p>0.9999  p**<0.007

- gge | PT=0008  pr=0002  pr*<0.00

= 7 1 01

< o | p**=0.004  p**<0.00

g 90 p*=0.0193 9 01
O 2 [3ge <PT=000  <pT=000  pr<000
g 01 01 01
=

— [o]
£ g 0

[

2 45°

(4]

a.

8 gge

|

@]

~  135°

p**=0.004

p>0.9999
p=0.2883

p=0.5606

p**=0.006
1

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p**<0.00
01

p**<0.00
01

p**<0.00
01

p***<0.00
01

p**<0.00
01

p**<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p**=0.007
9

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p=0.6341

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

>p=0.9999

p***<0.00
01

p***<0.00
01

p***<0.00
01

Tabela 30 - Réznicowanie orientacji bodzcow wzrokowych i ich wplyw na zmiane sily sygnatow
optycznych w czasie dla stymulacji obuocznej (p*** < 0.0001, test Kruskal-Wallisa) - wyniki testu
post-hoc wielokrotnych powtdorzen Dunna dla sygnatéw optycznych zebranych z kory lewej i prawej
V1 podczas stymulacji obuocznej. Poréwnanie grupy trenowanej SST-Cre CS+UCS CNO do grupy
trenowanej SST-Cre CS+UCS podaniem 0.9% NaCl do innych grup po treningu - grupie CS+UCS, grupie CS i

PSEUDO oraz grupy kontrolne;j.

Koralewa V1

Kontrola

Kat

0°
45°
90°
135°

SST-Cre CS+UCS NaCl = 0°

CS+UCS

45°
90°
135°
0°

0°
p=0.3445
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
0.0009

Grupy SST-Cre CS+UCS CNO

Koralewa V1

45°
p***<0.0001
p***=0.0001
p>0.9999
p*=0.0495
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001

90°
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p**=0.0081

135°
p*=0.0203
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p***<0.0001
p***<0.0001
p***<0.0001
p***+<0.0001
p***<0.0001
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45°  p**<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001
90°  p**=0.0033 p***<0.0001 p*=0.0271 p***<0.0001
135°  p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001 p***<0.0001

CcS 0° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
45°  p>0.9999 p***<0.0001 p>0.9999 p=0.8574
90°  p=0.7727 p>0.9999 p=0.1430 p>0.9999
135°  p=0.4641 p>0.9999 p=0.0802 p>0.9999

PSEUDO 0° p**<0.0001 p>0.9999 p***<0.0001 p***=0.0002
45°  p**<0.0001 p>0.9999 p***<0.0001 p***<0.0001
90°  p***<0.0001 p>0.9999 p***<0.0001 p***<0.0001
135°  0.0023 p>0.9999 p***=0.0002 p=0.0547

Tabela 31 - Réznicowanie orientacji bodzcow wzrokowych i ich wplyw na zmiane sily sygnalow
optycznych w czasie dla stymulacji przez oko prawe (p*** < 0.0001, test Kruskal-Wallisa - wyniki
testu post-hoc wielokrotnych powtdorzen Dunna dla sygnaléw optycznych zebranych z kory lewej V1
podczas stymulacji przez oko prawe. Poréwnanie grupy trenowanej SST-Cre CS+UCS CNO do grupy
trenowanej SST-Cre CS+UCS podaniem 0.9% NaCl do innych grup po treningu - grupie CS+UCS, grupie CS i
PSEUDO oraz grupy kontrolnej

Stymulacja przez oko

Stymulacja przez oko lewe Stymulacja obuoczna

prawe
Grupa
Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1 Prawa V1 Lewa V1 Prawa V1
Srednia + SD
SST-CE?\I%S+UCS 1664+1276 2461+1066 @ 2274+602.4 2474+942.1 1986+781.4 1193+755.7
SST-Cre CS+UCS 603.9+331.1 1625+555.3 1241+291.3 1328+531.3 1595+301.7 @ 792.4+457.6

0.9%NaCl

Tabela 32 - Srednia wielko$¢ i odchylenie standardowe (SD) rozmiaréw obszaréw aktywacji w lewej
i prawej korze V1, mierzonych w liczbie pikseli, podczas prezentacji bodZcow wzrokowych, dla grupy
trenowanej SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO i grupy trenowanej SST-Cre CS+UCS z podaniem 0.9%
NacCl.
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Stymulacja przez oko lewe

Kat Lewa V1
0° 2539 +
907.8
45° 2554 + 1149
o 2990 =
90 951.2

135° 1760 + 1169

Lewa V1

0 711.8 +
169.4
719.8 +

5 482.6

5134 +

90 316.8

560.0 £

135 428.7

Prawa V1

1947+ 1454

1732
1247

1447 +
1250

1532
1521

Stymulacja obuoczna

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Lewa V1 Prawa V1
2176 + 2419 +
559.3 833.3
2187+
687 3 2543 +1178
2429 +
662.5 2543 +1212
2304 + 2392 +
668.5 800.2

Srednia + SD

Stymulacja przez oko prawe

Lewa V1

2136 +
830.6

2127 +
838.7

1785+
876.1

1894 +
790.7

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl

Prawa V1

1578 =
408.9

1884 +
607.9

1689 +
790.9

1348 =
423.7

Lewa V1 Prawa V1
1356 * 1300 +
247.7 615.4
1307 1253 +
100.5 651.4
1238 + 1305 +
330.6 501.5
1061 + 1453 +
420.8 571.8

Lewa V1

1905 *
307.2

1417
121.0

1514 +
330.6

1643 +
270.6

Prawa V1

891.3+ 765.1

1468+ 877.2

1264 +877.2

1149 + 608.6

Prawa V1

621.6 £ 288.3

605.9 £ 151.1

1275 + 564.6

650.4 £ 523.8

Tabela 33 - Srednia wielko$¢ i odchylenie standardowe (SD) rozmiaréw obszaréw aktywacji
mierzonych w liczbie pikseli dla kolejnych bodzcéw orientacyjnych dla grupy trenowanej SST-Cre
CS+UCS z podaniem CNO, oraz dla grupy trenowanej SST-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl.

Kora prawa V1

00
SST-Cre CS+UCS z
45°
NaCl
90°

Kat

p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

00

Kora prawa V1

45°

90°

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

p>0.9999 p>0.9999
p>0.9999 p>0.9999
p>0.9999 p>0.9999

135°

p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
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Kontrola

CS+UCS

CS

PSEUDO

Kontrola

CS+UCS

CS

135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°

Kat

0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°

p>0.9999
p=0.4970
p=0.7305
p=0.9078
p=0.1408
p=0.9969
p>0.9999
p=0.9975
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

OO

p=0.1682
p=0.3212
p=0.5370
p*=0.0328
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9995
p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999
p=0.2193
p=0.4094
p=0.6509
p*=0.0419
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999
p*=0.0479
p=0.1160
p=0.2509

p**=0.0061
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9867
p>0.9999
p=0.9973
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9990

Kora prawa V1

45°

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl

p=0.5235
p=0.7422
p=0.9072
p=0.1676
p=0.9997
p>0.9999
p=0.9998
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

90°

p=0.2704
p=0.4664
p=0.6950
p=0.0621
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999
p=0.0787
p=0.1778
p=0.3535
p*=0.0112
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9967
p>0.9999
p=0.9996
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9998

135°

p=0.0513
p=0.1176
p=0.2439
p**=0.0075
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9761
p>0.9999
p=0.9936
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0° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999

45° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
PSEUDO

90° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999

135° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p=0.9971

Tabela 34 - R6znicowanie bodZcow orientacyjnych - stymulacja przez oko lewe po treningu. Wyniki
analizy miedzygrupowej (F (23, 100) = 3.677, p***<0.0001 test jednoczynnikowej ANOVY), poréwnania
réznic w rozmiarach obszaréw aktywacji prawej V1 podczas stymulacji jednoocznej, przez oko prawe,
pomiedzy grupami trenowanymi SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO i 0.9% NaCl a grupa CS+UCS, grupa CS i
PSEUDO oraz grupa kontrolna.

Grupa SST-Cre CS+UCS CNO

Koralewa V1 Kora prawa V1
Kat 0° 45° 90° 135° 0° 45° 90° 135°
S g 0° p=0.9996 p=0.9995 p=0.9506 p=0.9928
Z & L 45° p=0.9987 p=0.9983 p=0.9138 p=0.9834
B 82 90° p=09785 p=0.9752 p=0.7536 p=0.9057
2 2 135° p=0.9201 p=0.9106 p=0.5312 p=0.7584
& o 0 p=0.9166 p=0.7571 p=0.7579 p=0.9381
é gg 45° p=0.8683 p=0.6767 p=0.6776 p=0.8977
= Xz 90° p=0.9208 p=0.7649 p=0.7657 p=0.9415
A 8 135° p=0.9902 p=0.9395 p=0.9398 p=0.9940
= 0°  p>09999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
© s 45° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
< 2 § 90° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
S 8. 135° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
*g o 0 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
N gg 45° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
¥ 5 90° p=0.9991 p>0.9999 p>0.9999 p=0.9981
a2 135° p=0.9850 p=0.9991 p=0.9991 p=0.9761
g 0° p=0.8484 p=0.8328 p=0.3626 p=0.6158
2 45°  p=0.9852 p=0.9821 p=0.7121 p=0.9049
. §> 90° p=0.9361 p=0.9270 p=0.5174 p=0.7683
S 135° p=0.8291 p=0.8125 p=0.3390 p=0.5886
é L0 p=0.5171 p=0.2821 p=0.2829 p=0.5729
§§ 45° p=0.7091 p=0.4531 p=0.4541 p=0.7591
¥ 5 90° p=0.6587 p=0.4030 p=0.4040 p=0.7117
135° p=0.2340 p=0.1007 p=0.1011 p=0.2738
g 0°  p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
2 %; 45°  p>0.9999 p>0.9999 p=0.9953 p=0.9999
£ 90° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
N 135°  p>0.9999 p>0.9999 p=0.9990 p>0.9999
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PSEUDO

Kontrolna

CS+UCS

Kora lewa Kora

Kora

Koralewa V1 Kora prawa V1 Koralewa V1

Kora prawa

p=0.9992 p>0.9999
p=0.9998 p>0.9999
p=0.9880 p=0.9991
p=0.9992 p>0.9999

p>0.9999
p=0.7340
p=0.9997
p=0.9980

p=0.9954
p=0.9987
p=0.9699
p=0.9992

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NacCl

— 0°
-
o 45°
Z 90°
1o
o 135°
0°  p>0.9999 p>0.9999
— 45° | p>0.9999 p>0.9999
> 90°  p>0.9999 p>0.9999
135°  p>0.9999 p>0.9999
— 0°
>
o 45°
5 90°
2 135°
Koralewa V1
Kat 0° 45° 90°
0° p=0.344 p=0.268 p=0.162
6 5 1
45° p=0.640 p=0.545 p=0.359
2 5 1
90° p=0.311 p=0.239 @ p=0.143
0 6 8
135 p=0.495 p=0.404 p=0.253
o 6 4 3
OO
45°
90°
135
0° p>0.999 p>0.999 p>0.999
9 9 9
45°  p>0.999 p>0.999 p>0.999
9 9 9
90° p>0.999 p>0.999 p>0.999
9 9 9
135 p>0.999 p>0.999 p>0.999
o 9 9 9
00
. 45°
90°

p>0.9999
p=0.4796
p=0.9930
p=0.9747

p=0.9632
p=0.9846
p=0.8735
p=0.9890

p>0.9999
p=0.4806
p=0.9931
p=0.9749

p=0.9634
p=0.9847
p=0.8741
p=0.9890

Kora prawa V1

135° 0° 45°

p=0.0527

p=0.1588

p*=0.044

9

p=0.0968
p=0.0624  p*=0.0436
p=0.8239  p=0.7527
p*=0.0118  p**=0.007

7

p**=0.003  p**=0.002
7 4

p>0.9999

p>0.9999

p>0.9999

p>0.9999
p>0.9999  p>0.9999
p>0.9999  p>0.9999
p>0.9999  p>0.9999

90°

p=0.0647

p=0.8305
p*=0.0123

p**=0.003
9

p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999

p>0.9999
p=0.7821
p=0.9999
p=0.9990

p=0.9973
p=0.9993
p=0.9797
p=0.9996

135°

p=0.1786

p=0.9653

p*=0.043
2
p*=0.015
5

p>0.9999
p>0.9999

p>0.9999

207



135 p>0.9999  p>0.9999 | p>0.9999 p>0.9999
o

0° p>0.999 p>0.999 p>0.999 p>0.9999

— 9 9 9
i 45° p>0.999 p>0.999 p>0.999 p>0.9999
2 9 9 9
%; 90° p>0.999 p>0.999 p>0.999 p>0.9999
& 9 9 9
2 135 p>0.999 p>0.999 p>0.999 p>0.9999
A ° 9 9 9
© 0° p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999
—
>
g 45° p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999
[0
8 90° p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999
[0
~
2 135 p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999
0° p>0.999 p>0.999 p>0.999 p>0.9999
— 9 9 9
?3 45°  p>0.999 p>0.999 p>0.999 p>0.9999
= 9 9 9
f'; 90° p>0.999 p>0.999 p>0.999 p>0.9999
5 9 9 9
o ¥ 135 p>0999 p>0.999 p>0.999 p>0.9999
g ° 9 9 9
§ 0° p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999
—
>
g 45° p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999
[49]
8 90° p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999
[99]
S
2 135 p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999  p>0.9999
o]

Tabela 35 - R6znicowanie bodzcéw orientacyjnych - stymulacja obuoczna po treningu.

Wyniki analizy miedzygrupowej (F (47, 198) = 5.054, p***<0.0001 test jednoczynnikowej ANOVY),
poréwnania réznic w rozmiarach obszaréw aktywacji prawej V1 podczas stymulacji obuocznej, pomiedzy
grupami trenowanymi SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO i 0.9% NaCl a grupg CS+UCS, grupa CS i PSEUDO
oraz grupa kontrolna.

Koralewa V1
Kat 0° 45° 90° 135°
Grupa SST-Cre CS+UCS CNO
0° p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999
45° p=0.9346 p=0.9416 p>0.9999 p=0.9994

90° p=0.9880 p=0.9900 p>0.9999 p>0.9999
135° p=0.9995 p=0.9996 p>0.9999 p>0.9999

Grupa
trenowana
Koralewa V1
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T
CS Kontrola renowana

PSEUDO

CS Kontrola CS+UCS

PSEUDO

warunkowanie

KoralewaV @ KoralewaV KoralewaV1l KoralewaV1l

KoralewaV | KoralewaV @ KoralewaV1l KoralewaV1l

0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°

Kat

0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°
0°
45°
90°
135°

p=0.9890
p=0.9312
p=0.9849
p=0.7616
p=0.9999
p=0.9819
p=0.7608
p=0.9987
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

00

p>0.9999

p=0.9996
p>0.9999
p=0.9908
p=0.9641
p=0.7103
p=0.3073
p=0.8965
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9992
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

p=0.9910
p=0.9395
p=0.9874
p=0.7792
p=0.9998
p=0.9786
p=0.7439
p=0.9983
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

Koralewa V1

45°

p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9997
p=0.8466
p=0.4534
p=0.1467
p=0.6963
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9858
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

90°

Grupa SST-Cre CS+UCS 0.9% NaCl

p>0.9999

p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.2076
p*=0.0467

p**=0.0096
p=0.1106
p>0.9999
p=0.9607
p=0.4929
p=0.9998
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9926

p>0.9999

p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.3311
p=0.0803
p*=0.0165
p=0.1853
p>0.9999
p=0.9947
p=0.6806
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9996

p>0.9999
p=0.9998
p>0.9999
p=0.9928
p=0.9581
p=0.6887
p=0.2900
p=0.8835
p>0.9999
p>0.9999
p=0.9989
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999

135°

p>0.9999

p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p=0.5846
p=0.2048
p=0.0505
p=0.3954
p>0.9999
p=0.9999
p=0.8906
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
p>0.9999
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Tabela 36 - R6znicowanie bodzcow orientacyjnych - stymulacja przez oko prawe po treningu. Wyniki
analizy miedzygrupowej (F (23, 101) = 3.395, p***<0.0001, test jednoczynnikowa ANOVA) pordéwnania
réznic w rozmiarach obszaréw aktywacji lewej V1 podczas stymulacji jednoocznej, przez oko prawe,
pomiedzy grupami trenowanymi SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO i 0.9% NaCl, a grupa CS+UCS, grupa CS i

PSEUDO oraz grupa kontrolna.

12.3 TABELE— WYNIKI IHC

Somatostatyna (SST-IN) na 0,1mm2
Srednia + SD

Obszar V1
Kontrolna
Monokularny lewy 0,04 £0,014
Binokularny lewy 0,06 + 0,021
Monokularn prawy 0,04 £ 0,013
Binokularnyprawy 0,07 £0,02

CS+UCS

0,073 £ 0,024

0,08 +0,03

0,11+£0,112

0,1+0,031

Tabela 37 -Srednia i odchylenie standardowe (SD) ekspresji SST-IN wyrazonej w liczbie
komodrek/0.1mm2, dla grupy kontrolnej i grupy CS+UCS kory wzrokowej V1, obszaréw mono i

binokularnych kory V1.
Somatostatyna (SST-IN) na 0,1mm?2
Obszar V1 Srednia *+ SD
Kontrolna
Warstwy I II [1 W% Vv VI I

Monokularny | 0,17+ 0,4+ 0,23+ 0,24+ 0,22+ 0,3+
0,08 0,14 0,11 0,08 0,09 0,1
lewy
Binokularny 0,24+ 0,5+ 0,3+ 0,3+ 0,3+ 0,44+
0,12 0,2 0,2 0,11 0,07 0,2
lewy
Monokularny | 0,17+ 0,31+ 0,23+ 0,2+ 0,2+ 0,3+
0,12 1.6 0,09 0,07 0,05 0,1128
prawy
Binokularny 0,24+ 0,54+ 0,4+ 0,33+ 0,3+ 0,4+

0,12 021 0,14 0,2 0,11 0,21
prawy

0,2+
0,07

0,2+
0,12

0,4+
0,3

0,3+
0,24

II

0,6
0,21

0,63+
0,34

1,1+
0,51

0,8+
0,2

CS+UCS
II1 IV \Y VI
0,5+ 0,61+ 0,41+ 0,44+
0,3 0,3 0,21 0,22
0,6+ 0,5+ 0,32+ 0,42+
0,3 0,2 0,13 0,2
0,9+ 0,8+ 0,5726% 0,6+
0,41 0,34 0,3 0,23
0,54+ 0,7+ 0,44+ 1,2+
0,3 0,43 0,2 0,8
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Tabela 38 - Srednia i odchylenie standardowe (SD) liczebnosci SST-IN wyrazonej w liczbie
komérek/0.1mm2, dla grupy kontrolnej i grupy CS+UCS dla kolejnych warstw (I-VI) kory wzrokowej
V1, obszaréw mono i binokularnych.

Parwalbumina (PV-IN) na 0,1mm?2

Srednia * SD
Obszar V1
Kontrolna CS+UCS
Monokularny lewy 0,22+0,12 0,23+ 0,14
Binokularny lewy 0,33+£0,17 0,34+0,17
Monokularnyprawy 0,22 +£0,11 0,23+ 0,12
Binokularnyprawy 0,34+0,17 0,34+0,17

Tabela 39 -Srednia i odchylenie standardowe (SD) ekspresji PV-IN wyrazonej w liczbie
komérek/0.1mm2, dla grupy kontrolnej i grupy CS+UCS kory wzrokowej V1, obszaré6w mono i
binokularnych kory V1.

Parwalbumina (PV-IN) na 0,1mm?2
Srednia + SD

Obszar V1
Kontrolna CS+UCS
Warstwy | I1 I11 I\% \Y VI [ I1 [1I I\Y% \Y VI
0,13 2,24 1,64 1,62 1,21
Monokularny + + + + 1,43+ + 0’37 2,_?5 1,7+ 1’50 1'30 1'36
lewy 0,11 1,01 0,74 0,46 0,62 0,48 0,06 0,82 0,69 0,60 0,43 0,42
0,19 2,94 2,02 2,21 1,82 0,22 3,36 2,01 1,98 1,62
. 1,8+ 1,7+
Binokularny lewy + + + + 07 + + + + + + 0.6
0,06 0,93 0,9 0,6 ! 0,74 0,08 0,98 0,8 0,73 1,61 ’
Monokularnypra 0'34 2,2+ 1,5+ 14’_8 1,41+ 1'31 0’37 2’55 1'53 1’:“ 1'36 1'32
wy 004 08 06 4o 0,7 06 007 08 05 049 042 041
Binokularny 0,2+ 2,92 1,9+ 2,3+ 1,74%0, 1,84 | 0,24 | 3,55 | 2,25 1,96 1,7+ 1,75
007 07 081 7 * * * * 06 T
prawy ' 0,9 ' ' 08 014 118 075 064 0,51

Tabela 40 - Srednia i odchylenie standardowe (SD) liczebnosci PV-IN wyrazonej w liczbie
komodrek/0.1mm2, dla grupy kontrolnej i grupy CS+UCS dla kolejnych warstw (I-VI) kory wzrokowej
V1, obszaréw mono i binokularnych.
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12.4 TABELE— WYNIKI EKG
Kontrolna CS+UCS CS PSEUDO
Srednia + SD

Dzientreningu 1 gsien  7dzien  1dzieh 7dzien 1dzien 7 dzien  1dzieh = 7 dzief

79.0+2.6 783+2.0 82.5+3.0 81.9+4.0 78.9+1.2 789+1.2 78.48+3.0 78.9+2.0
Tabela 41 - Sredni czas i odchylenie standardowe pomiedzy kolejnymi zalamkami R krzywej EKG na

0.5 sek. przed wystapieniem bodZca bezwarunkowego UCS, 1-go i 7-go dnia treningu dla 4 grup
eksperymentalnych. Wartosci podane w milisekundach (ms).

Kontrolna CS+UCS CS PSEUDO
Srednia + SD
Dzien
Dzien 0 Dzien 8 Dzien 0 Dzien 8 Dzien 0 Dzien 8 Dzien 0 Dzien 8
0- 78.0%2 78.0+2 80.9+5 79.3+1 80.1+1 80.6+3 79.3+4 77.8+2

45 - 77.0£2 77.0£2 81.3+2 81.1+1 79.3%+1 79.8+2 79.7+4 78.0+2
90 - 75.0£2 77.0£2 80.7+2 79.9+2 79.1+2 79.5£2 79.1+3 78.2+3

135- 78.0x1 78.0+2 81.0+2 79.7+3 79.1+2 79.4+3 78.7+3 78.3+4

Tabela 42 - Sredni czas i odchylenie standardowe (SD) pomiedzy kolejnymi zalamkami R krzywej
EKG w trakcie prezentowania bodzcéw orientacyjnych. Wartosci podane w milisekundach (ms).

SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl
Srednia * SD
Dzien
treningu 1 dzien 7 dzien 1 dzien 7 dzien

78.66%3 78.28+2 77.72£3 77.7£2

Tabela 43 - Sredni czas i odchylenie standardowe (SD) pomiedzy kolejnymi zalamkami R krzywej
EKG na 0.5 sek., przed wystapieniem bodZca bezwarunkowego UCS, 1-go i 7-go dnia treningu dla 4
grup eksperymentalnych i dla grupy SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO dla grupy SST-ires-Cre
CS+UCS CNO z podaniem 0.9%NacCl. Warto$ci podane w milisekundach (ms).
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SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem CNO SST-ires-Cre CS+UCS z podaniem 0.9% NaCl

Srednia + SD
Dzien
Dzien 0 Dzien 8 Dzien 0 Dzien 8
0- 77.29+3 77.74+3 77.12+2 77.07+2
45 - 78.49+4 76.52+2 76.73+2 78.57+3
90 - 79.43+3 77.54+2 77.23+2 76.66+2
135« 79.7+3 78.42+2 77.59+2 76.48+2

Tabela 44 - Sredni czas i odchylenie standardowe (SD) pomiedzy kolejnymi zalamkami R krzywej
EKG w trakcie prezentowania bodZcow orientacyjnych, przed (0-go) i po (8-go dnia) treningu dla
grupy trenowanej SST-Cre CS+UCS z podaniem CNO oraz dla grupy trenowanej SST-Cre
warunkowaniem klasycznym z podaniem 0.9% NaCl. Wartosci podane w milisekundach (ms).
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Tabela 16 - Srednia wielko$¢ i odchylenie standardowe (SD) rozmiaréw obszaréw aktywacji dla grupy kontrolnej i
kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS [ PSEUDO. ...eceereerseesesrsscrsserssessssesssesinsessesssssesssessesssssesssssssssssssesssssassesses 187
Tabela 17 - Srednia wielko$¢ rozmiaréw obszaréw aktywacji mierzonych w liczbie pikseli dla kolejnych bodZcéw
orientacyjnych dla grupy kontrolnej i kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS i PSEUDOQ..........ccccrorvcrcrsserenn. 188
Tabela 18 - Wyniki analizy miedzygrupowej post-hoc testu wielokrotnych powtdrzen Tukeya réznic w wielkosciach
obszaréw aktywacji prawej V1 podczas stymulacji bodZcami orientacyjnymi jednoocznie przez oko lewe, dla grupy
kontrolnej i kolejnych grup po treningu; grupa CS+UCS, grupa CS 1 PSEUDO........coceorersersserreersnsesserinsessessmsessssssssessssssssssansesses 189
Tabela 19 - Wyniki analizy miedzygrupowej post-hoc testu wielokrotnych powtdrzen Tukeya réznic w wielkosciach
obszaréw aktywacji lewej i prawej V1 podczas stymula