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1 Streszczenie

Neuronalne interakcje migdzy korg retrosplenialng (RSC), a hipokampem (HPC)
odgrywaja kluczowa rol¢ w integracji bodzcow zewnetrznych i1 wewnetrznych, tworzac
funkcjonalng podstawe zdolno$ci nawigacyjnych organizmu. W ramach niniejszej pracy
opracowano innowacyjny model behawioralny do badania pamigci przestrzennej u myszy,
skoncentrowany na integracji wskazowek wizualnych oraz roli strategii treningowych
w procesach nawigacyjnych. Automatyzacja systemu eksperymentalnego umozliwita istotne
zwigkszenie liczebno$ci badanych zwierzat, wyeliminowanie czynnika ludzkiego oraz
zapewnila wysoka powtarzalno$¢ i stabilno$¢ warunkéw badawczych.

Wykazano wpltyw réznych strategii treningowych na proces nawigacji, ujawniajac
zdolno$¢ myszy do tworzenia asocjacji miedzy wskazowkami wizualnymi, a wyborem
kierunku. Mechanizmy te moga by¢ realizowane zar6wno poprzez wzmacnianie naturalnej
tendencji do alternacji, jak i poprzez zastosowanie treningu wymagajacego zaprzeczenia tej
zasady 1wzmozonej koncentracji zwierzat. Analizy molekularne poziomu biatka c-Fos
wykazaty zr6znicowane zaangazowanie RSC i HPC w procesach nawigacyjnych. Ujawniono
funkcjonalne réznice w aktywnosci wzdluz osi przednio-tylnej RSC, apodwyzszong
aktywno$¢ HPC zaobserwowano uzwierzat eksponowanych na schematy treningowe
charakteryzujace si¢ wysokg dynamika zmian.

Analiza wplywu zréznicowanych wskazéwek wizualnych na proces nawigacji
potwierdzita zdolno$¢ myszy do podejmowania skutecznych decyzji zard6wno w oparciu
o pelny zestaw wskazoéwek, jak 1 w warunkach ograniczonej dostepnosci pojedynczego typu
bodzca. Wyrdzniajacy si¢ na tle globalnego kontekstu, indywidualny punkt odniesienia
wywiera dominujagcy wplyw na proces nawigacyjny. W warunkach wybioérczej dostgpnosci
wskazowki indywidualnej odnotowano istotnie wyzsza aktywnos$¢ rRSA. Pomimo wykazanych
r6éznic w aktywnosci molekularnej, czasowa inaktywacja kory retrosplenialnej nie wplyneta
istotnie na procesy nawigacji opartej na wskazéwkach przestrzennych.

Przeprowadzone badania dostarczaja nie tylko istotnych informacji na temat
mechanizmoéw pamigci przestrzennej, lecz takze opisuja opracowanie nowego narzedzia
badawczego, ktére moze znalez¢ zastosowanie w analizach zaburzen pamigci i procesow

decyzyjnych zwigzanych z nawigacja.



2 Abstract

The neuronal interaction between the retrosplenial cortex (RSC) and the hippocampus
(HPC) plays a crucial role in the integration of external and internal stimuli, forming the
functional basis of an organism's navigational abilities.

This study presents a novel behavioral model for studying spatial memory in mice,
focusing on the integration of visual cues and the role of training strategies in navigation
processes. The automation of the experimental system significantly increased the number of
analyzed animals, eliminated human bias and ensured high reproducibility and stability of
experimental conditions.

Exposing mice on different training strategies reveal the ability of mice to form

associations between visual cues and directional choices. This effect could be achieved using
two different training protocols: prolonged alternation training, or a flexible protocol with
unpredictable turn succession. Based on the c-Fos mapping I also provide evidence of opposing
levels of engagement of HPC and RSC after training of mice in these two different regimens.
Functional differences in activity were observed along the anterior-posterior axis of the RSC,
with increased HPC activity noted in animals exposed to flexible training regimes.
The assessment of the availability of differentiated visual cues confirmed that mice are capable
of making effective navigational decisions based on both, a full set of cues and under conditions
of limited availability of a single cue type. An individual reference point exerted a dominant
influence on the navigation process. It was manifested in higher navigational performance.

Under selective availability of the individual cue, significantly increased activity was
observed in the rRSA. Inactivation of the retrosplenial cortex did not significantly affect
navigation processes based on spatial cues.

The conducted research not only provides valuable insights into the mechanisms of spatial
memory but also introduces a novel research tool that can be applied in studies of memory

impairments and decision-making processes in navigation.



3 Wykaz skrotow

3°’UTR (ang. 3’ untranslated region) - rejon 3' mRNA niepodlegajacy translacji

3D (ang. three-dimensional) - trojwymiarowy

AAYV (ang. Adeno-associated viruses) - wirusy zwigzane z Adenowirusami

AM (ang. anteromedial nucleus of the thalamus) - przednio-przysrodkowe jadro wzgorza
ANOVA (ang. analysis of variance) - analiza wariancji

AP (ang. anterior- posterior) - przednio-tylny

AP-1 (ang. activator protein I) - czynnik transkrypcyjny AP-1

ATN (ang. anterior thalamic nuclei) - przednie jadra wzgorza

ATN (ang. anterior thalamic nuclei) - przednio-grzbietowe jadra wzgorza

AV (ang. anteroventral thalamus) - przednio-brzuszny obszar wzgdrza

BC (ang. border cells) - komorki granicy

c-Fos — biatko c-Fos

c-fos - gen kodujacy biatko c-Fos

c-Jun - biatko c-Jun

C-TAD (ang. C-terminal c-Fos transactivation domain) - C-terminalna, transaktywacyjna
domena bialtka c-Fos

C57BL6/cmdb - nazwa szczepu myszy uzytych w doswiadczeniach

CA1 (tac. Cornu Ammonis field 1) - pole CA1 hipokampa

CA3 (tac. Cornu Ammonis field 3) - pole CA3 hipokampa

CaMKII (ang. calcium and calmodulin-dependent kinase II) - kinaza zalezna od wapnia
1 kalmoduliny typu drugiego

cAMP (ang. cyclic adenosine monophosphate) - cykliczny adenozynomonofosforan
CArGbox - sekwencja regulatorowa na promotorze c-fos

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

CRE (ang. cAMP responce element) - sekwencja regulatorowa na promotorze c-fos

CREB (ang. cyclic adenosine monophosphate response element binding protein 1) - czynnik
transkrypcyjny CREB

c¢RSA (ang. caudal agranular retrosplenial cortex) - tylna czes¢ kory retrosplenialnej
agranularnej

c¢RSC (ang. caudal RSC) - tylna cz¢$¢ kory retrosplenialne;j
8



c¢RSG (ang. caudal granular retrosplenial cortex)-tylna cze$¢ kory retrosplenialnej
granularnej

Ctx (ang. context) - kontekstowa wskazowka wizualna

DAB (ang. 3’3 diaminobenzidine) - 3’3- diaminobenzydyna

dCA1 (tac. dorsal Cornu Ammonis field I) - grzbietowa cze$¢ poa CA1 hipokampa

dCA3 (ang. dorsal Cornu Ammonis field 3) - grzbietowa cz¢$¢ pola CA3 hipokampa

dDG (ang. dorsal dentate gyrus) - grzbietowa czg$¢ zakretu zebatego

DG (ang. dentate gyrus) - zakret zgbaty

dHPC (ang. dorsal HPC) - grzbietowa cz¢$¢ hipokampa

dMEC (ang. dorsocaudal medial entorhinal cortex) - tylnogrzebietowa cze¢s¢ przysrodkowej
kory §rédwechowe;j

DREADDs (ang. Designer  Receptors  Exclusively  Activated by  Designer
Drugs) - zaprojektowane receptory wybiorczo aktywowane przez zaprojektowane zwigzki
dSub (ang. dorsal subiculum) - grzbietowa cz¢$¢ podpory

DTN (ang. dorsal tegmental nucleus) - jadro grzbietowe nakrywki

EBC (ang. egocentric boundary cells) - komorki granicy

EC (ang. entorhinal cortex) - kora $srodwechowa

Ets - sekwencja regulatorowa na promotorze c-fos

FBJ (ang. Finkel-Biskis-Jinkis murine osteogenic sarcoma virus) - onkogenna linia komorek
wirusowych, odpowiedzialnych za indukcj¢ nowotworu migsaka kosci

FosB - biatko FosB

Fra-1 (ang. Fos related antigen) - biatko Fra-1

Fra-2 (ang. Fos related antigen) - biatko Fra-2

GC (ang. grid cells) - komorki siatki

GIMP (ang. GNU Image Manipulation Program) - program do graficznej modyfikacji

HD (ang. head-direction cells) - komorki kierunku glowy

hM3Dq (ang. modified human M3 muscarinic type 3 (hM3) receptor) - ludzki, sprzezony
z bialkiem Gq DREADD, oparty o receptor muskarynowy typu trzeciego

hM4Di (ang. modified form of the human M4 muscarinic type 4 (hM4) receptor) - ludzki,
sprzezony z biatkiem Gi DREADD, oparty o receptor muskarynowy typu czwartego

HPC (ang. hippocampus) - hipokamp

IEGs (ang. immediate early genes) - geny wczesnej odpowiedzi

JUG60 - ligant, agonista receptorow DREADDs
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JunB - biatko JunB

JunD - biatko JunD

L (ang. landmark) - indywidualna wskazéwka wizualna

LD (ang. laterodorsal thalamic nuclei) - jadra boczno-grzbietowe wzgorza

LDN (ang. lateral dorsal nucleus of the thalamus) - grzbietowo-boczne jadro wzgorza
LEC (ang. lateral entorhinal cortex) - boczna kora srodwechowa

LED (ang. light emitting diode) - dioda elektroluminescencyjna

LMN (ang. lateral mammillary nuclei) - jadro boczne ciata suteczkowatego

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

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

LTN (ang. lateral thalamic nuclei) - boczne jadra wzgorza

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) - kaskada kinaz aktywowanych mitogenami
kinaza biatkowa A,

MB (ang. mammillary bodies) - ciala suteczkowate

MEC (ang. medial entorhinal cortex) - przysrodkowa kora srodwechowa

MiR-7b - czasteczka mikroRNA 7b

MMP-9 (ang. matrix metalloproteinase 9) - metaloproteinaza 9 macierzy
zewnatrzkomoérkowej

mRNA (ang. messenger RNA) - informacyjny, matrycowy RNA, matrycowy rodzaj kwasu
rybonukleinowego (RNA)

MTT (ang. mammillothalamic tract) - droga suteczkowo-wzgorzowa

NGS (ang. normal goat serum) - kozia surowica

NLPZ - Niesteroidowe leki przeciwzapalne

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

NRe (ang. nucleus reuniens of thalamus) - jadro taczace wzgorza

PaS (ang. parasubiculum) - przypodpora

PBS (ang. phosphate buffered saline) - s6l fizjologiczna buforowana fosforanami
PBS-T (ang. phosphate buffered saline TritonX-100) - sél fizjologiczna buforowana
fosforanami z dodatkiem Triton-X

PC (ang. place cells) - komorki miejsca

PCC (ang. posterior cingulate cortex) - tylna kora zakretu obreczy

PF (ang. place fields) - pola miejsca
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PFA (ang. Paraformaldehyde) - paraformaldehyd

PKA (ang. protein kinase A) - kinaza biatkowa A,

PKC (ang. protein kinase C) - kinaza biatkowa C,

PoS (ang. postubicum=dorsal presubiculum) - grzbietowej czgsci kompleksu podpory

PPC (ang. posterior parietal cortex) - tylna kora ciemieniowa

PrS (ang. presubiculum) - przedpodpora

PVC (ang. polyvinyl chloride) - polichlorek winylu

RNA (ang. ribonucleic acid) - kwas rybonukleinowy

rRSA (ang. rostral agranular retrosplenial cortex) - przednia cze¢s¢ kory retrosplenialnej
agranularnej

rRSC (ang. rostral RSC) - przednia czg¢$¢ kory retrosplenialnej

rRSG (ang. rostral granular retrosplenial cortex) - przednia cze$¢ kory retrosplenialnej
granularnej

RSA (ang. agranular retrosplenial cortex) - kora retrosplenialna cze$¢ agranularna

RSC (ang. retrosplenial cortex) - kora retrosplenialna

RSG (ang. granular retrosplenial cortex) - kora retrosplenialna, cz¢$¢ granularna

SC (ang. speed cells) - komorki predkosci

SEM (ang. standard error of the mean) - standardowy blad $rednie;j

shRNA (ang. small hairpin RNA) - krotkie czasteczki RNA o drugorzgdowej strukturze

SIE (ang. sis-inducible Enhancer) - sekwencja regulatorowa na promotorze c-fos

spinki do wlosow

SRE (ang. serum response element) - sekwencja regulatorowa na promotorze c-fos

SRF (ang. serum response factor) - czynnik transkrypcyjny SRF

Sub (ang. subiculum) - obszar podpory

SuB (ang. subiculum) - podpora

TBS (ang. tris buffered saline) - sol fizjologiczna buforowana Trisem

TC (ang. time cells) - komorki czasu

TIMP-1 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 1) - tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1
v-fos - protoonkogen v-fos

Z¥P36 (ang. zinc-finger protein 36)- biatko ZFP36
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4 Wstep

4.1 Nawigacja w przestrzeni

Nawigacja rozumiana jako zdolno$¢ do planowania 1 przemieszczania si¢ po
ukierunkowanej na cel drodze, stanowi jeden z fundamentalnych aspektow zycia wigkszoS$ci
zwierzat. Jest to zlozony proces, wykorzystujacy jednoczesnie wskazoéwki znajdujace sig
w przestrzeni jak 1 wewngtrzne sygnaty pochodzace z osobistego doswiadczenia lokomociji.
Niezaleznie od czynnika motywujacego, poruszanie si¢ w przestrzeni, w ktorej zachodzi gros
zjawisk biologicznych, wydaje si¢ by¢ gléwnym czynnikiem zapewniajacym przetrwanie
uwielu gatunkow. Relacje przestrzenne stanowig $rodowisko dla wigkszosci zachowan
adaptacyjnych, a takze kontekst towarzyszacy kodowanym wspomnieniom epizodycznym.
Nawigacja jest wigc Scisle zalezna od mechanizmdéw pamigci przestrzennej, okreslanej jako
zdolnosci do rozpoznawania izapamigtywania parametrOw otoczenia oraz pdzniejszego
wykorzystania zgromadzonej informacji.

Szacowanie wlasnej pozycji poprzez ciagle aktualizowanie reprezentacji kierunku
1 odlegtosci podczas oddalania si¢ od punktu poczatkowego, to proces znany jako integracja
Sciezki (ang. path integration) (Etienne 1 Jeffery, 2004). Ustalenie swojego potozenia
w przestrzeni, wybor strategii eksploracyjnej i optymalnej strategii nawigacji do celu, a takze
umiejetnos¢ identyfikacji uprzednio odwiedzanych miejsc, to mechanizmy warunkowane przez
wspotprace réznych obszarow moézgu. Struktury formacji hipokampa odgrywaja kluczowa role
w przetwarzaniu informacji z otoczenia w celu tworzenia, aktualizacji i utrzymywania pamigci
przestrzennej. Wiedza na temat zdolnosci do oszacowania drogi bez zaangazowania
wskazowek zewnetrznych (path integration) nie zostala dotychczas jednoznacznie
potwierdzona, jako zalezna od hipokampa (ang. hippocampus, HPC) (Alyan i McNaughton,
1999). Dowiedziono natomiast, ze w celu aktualizacji pozycji 1ikierunku podczas
przemieszczania si¢, integracja $ciezki wykorzystuje wskazowki idiotetyczne, takie jak
informacje przedsionkowe, sygnaly proprioceptywne i informacje pochodzace od zmystow
(Julian 1 in.,, 2018). Poznanie proceséw determinujagcych funkcjonalnos¢ obwodow
neuronalnych odpowiedzialnych za powstawanie, utrzymywanie i przywolywanie pamigci

przestrzennej stanowi jeden z najintensywniej badanych obszaréw wspolczesnej neurobiologii.
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Obecny stan wiedzy wskazuje na to, ze zdolno§¢ do nawigacji w przestrzeni jest zalezna
od potaczenia procesu integracji $ciezki z podjetymi strategiami uczenia si¢ 1 wskazéwkami
wizualnymi plynacymi ze srodowiska (McNaughton 1 in., 1996). Znaczenie ma takze sposob
postrzegania otoczenia. Nawigacja oparta na neuronalnej reprezentacji punktow orientacyjnych
1 ich wzajemne;j relacji, wykorzystuje percepcj¢ allocentryczng uktadu obiektow w przestrzeni.
Bazuje na informacjach pochodzacych od zmystow i stanowi globalny obraz otaczajacego
srodowiska, niezaleznego od wtasnej pozycji (Klatzky, 1998). Percepcja egocentryczna polega
na okresleniu lokalizacji i orientacji w przestrzeni w odniesieniu do wlasnego organizmu.
Kodowanie egocentryczne wykorzystuje zarowno bodzce sensoryczne jak 1 sygnaly
motoryczne w celu stworzenia uktadu odniesienia §rodowiska zewngtrznego, zaleznego od
wlasnego postrzegania. Obrazowo rzecz ujmujac, dla danego obiektu konstruowany jest wektor
prowadzacy od czesci ciata (glowy, ciata, oczu) podmiotu do przedmiotu (Byrne i in., 2007).
Obecnie dominuje teoria, ze egocentryczne reprezentacje gltownych obszaréw kory
sensorycznej zostaja przeksztalcone w allocentryczng reprezentacj¢ w hipokampie, a nastepnie
ulegaja ponownej transformacji na egocentryczng reprezentacj¢ motoryczng, aby ostatecznie
wywota¢ aktywnos$¢ behawioralng (Byrne i in., 2007).

Zwierzgta wykazuja zachowania adaptujace si¢ do zmiennych okoliczno$ci. Mozemy
dostosowac sposob reakcji, wykorzystujac dziatania, ktére sprawdzity sie¢ w przesztosci,
ale takze opierajac si¢ na do$wiadczeniach, ktore sg tylko czgsciowo powigzane. Mamy
réwniez mozliwos¢, aby przewidywac 1 wyobraza¢ sobie konsekwencje catkowicie nowych
wyboréw. Na podstawie przezy¢ z przesztosci jesteSmy w stanie abstrahowac zdobyta wiedzg
1 uogolnia¢ ja na nowe sytuacje. Tak zloZzone procesy poznawcze zostaly wyartykutowane juz
na poczatku XX wieku przez Edwarda Tolmana, ktéry zauwazyl elastyczno$é
w dostosowywaniu zachowan szczuréw w ztozonych labiryntach. Badacz zakwestionowat
owczesne behawiorystyczne podejscie, ktore opierato sie wytacznie na warunkowaniu (uczeniu
si¢ przez prosty mechanizm bodziec-reakcja), sugerujac bardziej ztozony proces uczenia,
z wytworzeniem wewngtrznych, mentalnych reprezentacji otaczajagcego Srodowiska.
Zauwazyl, ze zwierzeta zapamictywaty przestrzenne szczegoty labiryntu podczas swobodnej
eksploracji, a nastepnie wykorzystywaty zdobyte informacje w celu osiagni¢cia nagrody. Wraz
z postgpem treningu szczury popetnialy coraz mniej btgdow (wejs¢ do odgrodzonych miejsc
labiryntu), umiaty zastosowa¢ optymalng droge podczas wzmocnienia apetytywnego, a takze
skroci¢ czas podejmowanych decyzji (Tolman, 1948; Tolman i Honzik, 1930). Zgromadzone

obserwacje zainspirowaly Tolmana do zaproponowania terminu ,,mapy poznawczej” czyli
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rodzaju tymczasowej mapy srodowiska, ktora przechowuje informacje na temat tras, Sciezek
oraz wzajemnych relacji obiektéw w otoczeniu. Mapa poznawcza powstaje w mozgu, w toku
uczenia si¢ zadania behawioralnego i ostatecznie determinuje jakie reakcje, jesli w ogole,
zwierz¢ ostatecznie wyzwoli (Tolman, 1948). W swoich badaniach bazowal m.in. na
wstepnych, opublikowanych w pozniejszym czasie do$wiadczeniach Lippitt R.
1 wspotpracownicy (obecnie klasycznym eksperymencie z zakresu psychologii motywacji),
ktérzy badali wptyw wzmocnienia apetytywnego na przebieg procesu uczenia si¢ zadania
przestrzennego, w zaleznos$ci od stopnia motywacji szczuréw. Uzywano labiryntu Y (labirynt
z katem rozwartym mig¢dzy ramieniem podstawy, a ramionami bocznymi), gdzie szczur musi
kazdorazowo podja¢ decyzje wyboru ramienia bocznego. Jako motywacyjno-nagradzajacy
bodziec zastosowano pierwotnie jedynie subtelng gratyfikacje w postaci powrotu do
komfortowej klatki bytowej, gdzie zwierzgta mogty wznowi¢ bezpieczne relacje spoteczne ze
wspotlokatorem. Na koncu kazdego z ramion bocznych znajdowata si¢ skrzynka z jedzeniem
(lewe rami¢) badz woda (prawe ramie¢). Mimo, ze poczatkowo zwierzgtom nie wprowadzono
restrykcji pokarmowej ani ograniczenia wody, to podejmowaty aktywno$¢ nawigacyjna, co
okazalo si¢ by¢ wystarczajace do wykreowania mapy poznawczej lokalizacji zrodta pokarmu
iwody. W tescie szczury podzielono bowiem na dwie grupy i zastosowano odpowiednio
deprywacje jedzenia badz wody. Okazalo si¢, ze zwierzgta nabyly i1 przechowuja informacje
o umiejscowieniu pozadanych celow. Szczury z restrykcja pokarmowa wykazaty preferencje
wyboru lewego ramienia, a spragniona grupa szczuréw statystycznie cze¢sciej szla w prawa
strong (Spence 1 in., 1950). Zwierzgta stworzyly mape poznawcza lokalizacji i zawarto$ci
skrzynek, mimo ze podczas swobodnej eksploracji nie wykazywaly kutemu sklonnosci.
Tolman udowodnit w swoich eksperymentach, Ze szczury zamiast zapamigtywac konkretne
sekwencje skretow, tworza przestrzenng reprezentacj¢ labiryntu, ktora umozliwia im skuteczne
odnalezienie drogi do celu. Co wigcej, w przypadku zmiany znanej trasy, na przyktad poprzez
zablokowanie przejscia, zwierzgta byly w stanie zidentyfikowac alternatywne $ciezki
prowadzace do celu, co potwierdza zdolno$¢ do adaptacji na podstawie przestrzennego obrazu
srodowiska. Tolman i wspotpracownicy pokazali, ze w labiryncie sktadajacym si¢ z okraglej
areny 1 osiemnastu zlokalizowanych wokot korytarzy (przypominajac ksztattem stonce
z promieniami, labirynt nazwany zostatl przez badaczy ang. sun-burst), szczury zamiast
zapamigtywac konkretng sekwencj¢ ruchdéw (np. ile razy trzeba skreci¢ w lewo lub prawo),
mialy w glowie ,mentalny obraz” labiryntu i wiedzialy, gdzie znajduje si¢ pokarm.

Poczatkowo zwierzeta trenowane byly w uproszczonym schemacie, gdzie od areny odchodzit
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tylko jeden korytarz prowadzacy do wzmocnienia apetytywnego (pokarmu). Nast¢pnie po
zablokowaniu znanego szczurom korytarza wprowadzono wiele nowych $ciezek, przy czym
tylko jedna, najblizsza przestrzennie, prowadzila do miejsca, w ktérym wcze$niej znajdowato
si¢ wzmocnienie apetytywne. Okazalo si¢, ze szczury wykazuja w wyborze preferencje do
najbardziej bezposredniej trasy prowadzacej do lokalizacji pokarmu, czyli posiadaja informacje
na temat przestrzennej orientacji lokalizacji punktu docelowego (Tolman i in., 1946).
Umiejetno$¢ odnalezienia drogi do celu zalezy od neuronalnych algorytmow, ktore
integruja informacje niezbedne do wywotania konkretnej aktywnos$ci nawigacyjnej,
adekwatnej do aktualnego kontekstu przestrzennego. Sprecyzowanie mechanizméw
odpowiedzialnych za  pobudzenie  specyficznych  mikroobwodéw  neuronalnych
odpowiedzialnych za pami¢¢ przestrzenng stanowi jeden z glownych celow badawczych
obecnej neurobiologii. Badania Tolmana mialy fundamentalny wptyw na rozwdj wiedzy
0 pamigci przestrzennej, a jego teoretyczna koncepcja zostala potwierdzona przez kolejnych

badaczy.

4.2 Neuronalna reprezentacja mapy przestrzennej

Pionierskie odkrycie zwiazku przysrodkowych platow skroniowych z pamigcig zostalo
opublikowane w 1957 roku. Byto ono wynikiem badan klinicznych nad cierpigcym od 10 roku
zycia na epilepsje¢ pacjentem Henrym Molaison (pacjent H.M.). Przeprowadzono wowczas
nowatorskg operacj¢ obustronnej lobektomii przysrodkowo-skroniowej, w ramach ktorej
usunig¢to znaczng cz¢s$¢ hipokampa pacjenta. W ciggu pooperacyjnego zycia pacjent H.M. byt
badany przez okolo 100 badaczy i cytowany w prawie 12 000 artykutéw. Jego stawa nie byta
jednak wilasnym wyborem, wynikata z wyniszczajacej choroby, na ktérg cierpial oraz
czesciowo udanego leczenia chirurgicznego. Okazato si¢ bowiem, ze lobektomia przyczynita
si¢ do zahamowania ognisk epileptycznych, ale jako skutek uboczny pacjent H.M. utracit
zdolno$¢ do prawidlowego nawigowania i orientowania si¢ w przestrzeni z towarzyszacym
brakiem mozliwosci tworzenia nowych wspomnien epizodycznych (Scoville i Milner, 1957;
Watts, 2009). Byt to poczatek skupienia uwagi naukowcow wokoét struktury hipokampa i serii
eksperymentéw nad pamiegcig zwierzat. Dopiero jednak po 20 latach potwierdzono role
formacji hipokampa w pamigci przestrzennej (O’Keefe, 1976). Historycznym przetomem
otwierajagcym droge do zrozumienia gtéwnych mechanizméw przetwarzania informacji

przestrzennej byly wyniki badan elektrofizjologicznych O’Keefe i Nadela wskazujace na
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zaangazowanie hipokampa w komodrkowa reprezentacje lokalnego srodowiska (R. G. Morris
iin., 1982; O’Keefe i in., 1978). Zgodnie zta teorig to HPC jest centralnym miejscem
przechowywania pelnego neuronalnego odzwierciedlenia przestrzeni, mapy kognitywnej (ang.
cognitive map). Mapa ta umozliwia organizmowi elastyczng nawigacje¢ w Srodowisku,
odnalezienie miejsc docelowych na podstawie relacji przestrzennych obiektow, a nie tylko
bazujac na uczeniu asocjacyjnym (np. zapami¢tanych sekwencji skretow) bodzcow i reake;ji.
Zwierz¢ wykorzystujac mape kognitywng moze wyznaczy¢ alternatywne trasy lub odnalez¢
nowy, bardziej efektywny sposob dotarcia do celu, nawet jesli kontekst srodowiska zostanie
czesciowo zmieniony (R. G. Morris i in., 1982; O’Keefe i in., 1978).

Odkrycie w mozgu fizjologicznych koordynatow odzwierciedlajacych mape
przestrzenng Srodowiska (cognitive map) umozliwilo poznanie podstawowych mechanizmow
determinujacych powstawanie pamigci przestrzennej. W wyksztalcenie mentalnej mapy
otoczenia zaangazowanych jest szereg subpopulacji neuronalnych o wyspecjalizowanych

funkcjach, tworzacych hipokampalno-korowe potaczenia.

4.3 Komorki miejsca

Rejestrowanie potencjatow czynnos$ciowych pojedynczych komoérek piramidowych,
glownie z obszarow CAl 1 CA3 (tac. Cornu Ammonis, CA) grzbietowej czesci hipokampa,
u swobodnie poruszajacych si¢ szczuréw wykazato, ze ich aktywnos¢ jest silnie zlokalizowana
w przestrzeni. Hipokampalne neurony, aktywujace si¢ gdy zwierz¢ znajduje si¢ w okreslonym
miejscu w srodowisku nazwano komoérkami miejsca (ang. place cells, PC) (O’Keefe, 1976;
O’Keefe 1 Dostrovsky, 1971). Gdy szczur opusci konkretng lokalizacj¢, specyficzna komorka
miejsca powraca do stanu spoczynku. Obszary, na ktorych kazda z sgsiadujagcych komorek
wykazuje maksymalng aktywno$¢, okreslane sa jako pola miejsca (ang. place fields, PF). Po
powrocie do znanego $rodowiska specyficzna mu mapa pol miejsca zostaje odtworzona.
Charakterystyczne wzorce wyladowan PF stanowig neurofizjologiczne podstawy mapy
poznawczej, w ktorej znajduje sie dany osobnik, tworzac mentalng reprezentacje konkretnego
otoczenia (Bures i in., 1997).

Jedna z kluczowych cech komodrek miejsca jest zdolno§¢ do remapowania w nowym
srodowisku, co przejawia si¢ catkowitg przestrzenng rearanzacja potencjalow czynnosciowych
tworzacych pola miejsca. Proces ten odnosi si¢ do formowania odrgbnych reprezentacji

kontekstow przestrzennych w populacji PC w odpowiedzi na adaptacj¢ informacji docierajace;
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do hipokampa (Colgin i in., 2008). Remapowanie moze zosta¢ osiggni¢te poprzez fizyczna
zmiang lokalizacji (transfer do innego miejsca), badz przez gwaltowna zmiang wskazowek
zewngtrznych (Jezek i in., 2011). Specyficzne dla danej lokalizacji komorki miejsca wymagaja
zbiezno$ci bodzcoéw allocentrycznych i egocentrycznych. Wypadkowa wplywu informacji
generowanej przez wlasny ruch iinformacji pochodzacej ze wskazoéwek zewnetrznych
powoduje obnizenie badz catkowity zanik aktywnosci, albo zmian¢ miejsca wyladowania PC
(Bures iin., 1997). Rejestrowanie neuronéw w polach CA1 i CA3 podczas nawigacji szczurow,
wykazalo dwa odrgbne mechanizmy kodowania pamigci przestrzennej. Remapowanie
czestotliwosci (ang. rate remapping) oznaczajace znaczne zmiany czestotliwosci wytadowan
komorek miejsca przy zachowaniu ich lokalizacji przestrzennej, pozwala na odrdznianie
wariantow tego samego $rodowiska. Mialo miejsce, gdy szczur znajdowal si¢ w tej same;j
lokalizacji przy zmianie koloru lub ksztattu $cian labiryntu. Globalne remapowanie (ang.
global remapping) charakteryzuje natomiast zar6wno zmiana czgstotliwosci wyladowan, jak
1 powstanie catkowicie nowego wzoru lokalizacji PC, umozliwiajac tworzenie niezaleznych
reprezentacji odrgbnych $rodowisk irozréznianie podobnych doswiadczen wystepujacych
w odmiennych kontekstach przestrzennych. Wystapilo na przyktad wtedy, gdy zachowano
identyczny wyglad $cian labiryntu, ale jego lokalizacja zostala dynamicznie zmieniona (J. K.
Leutgeb i in., 2005). W sytuacji stopniowego, subtelnego przeksztatcania znanego szczurowi,
kwadratowego $rodowiska w okragte, pozostawiajac pewne, stale wskazowki, hipokampalna
populacja PC zostata utrzymana. Sugeruje to, ze komorki miejsca sg zdolne do implementacji
zmian plastycznych, wlaczajac niespdjne informacje do powstatej reprezentacji (S. Leutgeb
1in., 2005). Zdolnos¢ komorek hipokampa do neuroplastyczno$ci w odpowiedzi na zmiany
w srodowisku jest kluczowa dla adaptacji i aktualizacji reprezentacji otoczenia, co jest
niezbednym aspektem w procesie nawigacji, rozroézniania znanych inowych wskazowek
przestrzennych (Nakazawa i in., 2004). Dzi§ wiemy, ze hipokampalna plastycznos¢
synaptyczna oraz plastyczno$¢ funkcjonalna zalezag od receptorow NMDA (ang.
N-methyl-D-aspartate) 1 stanowig mechanizmy lezace upodstaw procesOw uczenia
si¢ (Liischer i Malenka, 2012; Nakazawa i in., 2004).

Zanim informacja przestrzenna dotrze do komoérek miejsca w polu CA1l hipokampa,
przeplywa przez dwie inne podjednostki HPC (rowniez bogate w populacje PC): zakret zgbaty
(ang. dentate gyrus, DG) i pole CA3. W kazdej z nich sygnat poddany jest pewnej obrobce.
Sygnat z przysrodkowej kory srodwechowej (ang. medial entorhinal cortex, MEC) od komoérek
predkosci, siatki, kierunku i granicy (opisanych ponizej) trafia do zakretu zgbatego, gdzie
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zachodzi proces neurogenezy - to wlasnie tutaj generowane sa komorki miejsca i ich integracja
do obwodu. W DG zachodzi takze zjawisko separacji podobnych, ale jednak réznigcych
si¢ doswiadczen. Poszczegolne slady pamigci ulegaja ortogonalizacji i mozliwe jest tworzenie
ich odrebnych reprezentacji w pamigci. Zakret zgbaty przekazuje nastgpnie informacje do pola
CA3, gdzie komodrki komunikujac si¢ za pomoca wzajemnych polaczen pobudzajacych
umozliwiaja propagacj¢ czg¢sciowego pobudzenia ptyngcego z DG (tylko niektorych
neurondow) iprzez to aktywacj¢ petnej reprezentacji neuronow w polu CA3. Rozpoznanie
niekompletnego bodzca iuzupelnianie wzorcow (zjawisko pattern completion) umozliwia
przywotywanie petnych wspomnien na podstawie tylko cze$ciowych informacji (Frankland
iin., 2013; J. K. Leutgeb i in., 2007; Yassa i Stark, 2011). Tak przetworzona informacja trafia
dopiero do pola CA1 HPC. Pokazano jednak, Ze przestrzenna aktywacja neuronéw CAl
utrzymywala si¢ mimo dezaktywacji polaczen z polem CA3 i zakr¢tem zebatym (Brun i in.,
2002; McNaughton 1 in., 1989). Bezposrednie projekcje z MEC wysylaja bowiem odrgbny
sygnat przestrzenny do CA1, gdzie dopiero dochodzi do zestawienia i poréwnania otrzymanych
informacji i w konsekwencji wygenerowania odpowiedzi behawioralne;.

Komorki miejsca sg czgécig systemu ztozonego ze wspotistniejacych sieci neuronalnych,
pomiedzy ktorymi dochodzi do precyzyjnej wymiany informacji. Kazda z sieci wnosi odrebne
dane stuzace do poprawy doktadnosci wyznaczonej lokalizacji iudoskonalenia pamigci
przestrzennej (Moser 1 in., 2008a). Komorki znajdujace si¢ w hipokampie wykazuja takze
aktywno$¢ w odpowiedzi na sytuacje pozbawione aspektu przestrzennego, sugerujac ze mapa
mentalna moze kodowac¢ réwniez informacje kontekstu idoswiadczenia zasocjowanego
z danym miejscem w przestrzeni (Wood i in., 1999). Wykazano, ze mapa komoérek miejsca
ulega remapowaniu roOwniez po zastosowaniu wzmocnienia awersyjnego (warunkowania
strachem), mimo ze §rodowisko pozostaje niezmienione (Moita i in., 2004). Wzor aktywnosci
neuronalnej tworzony przez komorki miejsca podczas przemieszczania si¢ szczura w zadaniu
behawioralnym ulega reaktywacji podczas snu, zapewniajac wzmocnienie i konsolidacje
powstatego $§ladu pamigciowego. Proces ten jest silnie specyficzny, komorki pozbawione
naktadajacych si¢ przestrzennie aktywno$ci w zadaniu behawioralnym nie wykazywaty jej

takze podczas snu (Wilson i McNaughton, 1994).
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4.4 Komorki siatki

Wspoltworzenie procesu remapowania wymaga zaangazowania struktur innych niz HPC,
z ro6znym stopniem niezaleznosci. Komoérki miejsca otrzymuja informacj¢ migdzy innymi od
komorek siatki (ang. grid cells, GC), zlokalizowanych w korze srédwechowej (ang. entorhinal
cortex, EC). EC wchodzi w sktad formacji hipokampa i zajmuje kluczowa pozycje w integracji
pomiedzy hipokampem, a strukturami korowymi. Odpowiada za gromadzenie, wstepne
procesowanie oraz przekazywanie wizualno-przestrzennych informacji ptynacych z innych
struktur do hipokampa (Burwell, 2000; Eichenbaum i Lipton, 2008). Jest zrédlem gldwne;j
projekcji do HPC, tzw. drogi przeszywajacej (ang. perforant pathway). Hafting
1 wspotpracownicy udowodnili, Ze dane na temat pozycji, dystansu i kierunku poruszania
si¢ osobnika sg integrowane w tylnogrzbietowej czegsci przysrodkowej kory $rodwechowej
(ang. dorsocaudal medial entorhinal cortex, dIMEC) (Hafting i in., 2005). Nadzwyczajno$¢
komorek siatki przejawia si¢ w niezwyklej regularnos$ci wytadowan, uktadajacych sie
w heksagonalny wzor siatki. Kazda GC wykazuje aktywno$¢, gdy szczur przechodzi przez
wierzchotki rownobocznych trojkatéw, ktore pokrywaja calg przestrzen Srodowiska,
ostatecznie przyjmujac ksztalt sze$ciokatnej siatki (Buzséki, 2005). Umozliwia to wektorowe
oszacowanie relacji i1 odlegto$ci migdzy réznymi lokalizacjami przestrzennymi (Bush i in.,
2015). Roéwnomierne rozmieszczenie pol aktywnosci GC zapewnia uniwersalny kod
przestrzenny, determinowany gtownie szybkoscig ruchu osobnika (sygnal wewngtrzny),
jedynie stabilizowany przez wskazowki zewnetrzne. Rozmiar, ksztalt, a nawet dostgpnosc
wskazowek wizualnych nie miaty wplywu na silnie zakonserwowane, unikatowe utozenie
komorek siatki (Moser i in., 2008a). Ich wzor zachowuje stabilno$¢ nie tylko w ramach jedne;j
przestrzeni, ale wydaje si¢ mie¢ zastosowanie w réwnym stopniu do odmiennych $rodowisk,
odzwierciedlajac jednorodno$¢ przestrzeni, pomimo réznic w szczegotach kontekstowych
(Kropff, Yang, iin., 2015). Aktywujace si¢ w sasiedztwie GC zachowuja niezmienng orientacje
i wzajemne odstepy wramach tej samej populacji, aleich fazy (dokladna lokalizacja
wierzchotkow siatki, czyli miejsc o szczytowym pobudzeniu) moga si¢ rozni¢, dzigki czemu
kazda z komorek zapewnia unikalne, przestrzenne kodowanie (Fyhn i in., 2004). Odlegtosci
mi¢dzy weztami siatki rosng jednak wzdtuz osi grzbietowo-brzusznej umozliwiajac skalowanie
w zaleznosci od wielkos$ci przetwarzanego $srodowiska (Brun i in., 2008). Przysrodkowa kora
srodwechowa wykazuje heterogeniczno$¢ populacji GC w zalezno$ci od gltebokosci rejestracii.

U szczura wystepuja 4 niezalezne moduty, charakteryzujace si¢ odmiennym rozmiarem siatki
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(odlegtoscia 1 wielkoscia pol), zwigkszajacym si¢ o staty wspolczynnik wraz z glebokoscia
warstwy (Stensola i in., 2012). Poszczegolne moduly moga wykazywaé rézna orientacje
1 czestotliwo$§¢ modulacji fal, amimo wszystko ich wzajemna interferencja skutkuje
koordynacja 1powstaniem spdjnej mapy przestrzennej (Hafting 1 in., 2005). Regularna
struktura stworzonego pola siatki (nakladanie si¢ wzorow siatki o odmiennej orientacji)
i niezalezno$¢ aktywnosci komoérek od srodowiska powoduje wygaszanie jednych obszarow
1 wzmacnianie innych, ostatecznie dajac specyficzny, nieregularny obraz pdl miejsca (Rowland
1 Moser, 2014). GC stanowia wigc ciagla, uniwersalng przestrzenng metryke dla powstajace;j
w HPC reprezentacji otoczenia (Sargolini i in., 2006). Gdy szczur przebywa w dwoéch
odrebnych $rodowiskach, pola komorek siatki pochodzace z poszczegdlnych modutoéw
przesuwajg si¢ i rotujg wzgledem siebie. Funkcjonalnie autonomiczne moduly uzupetniajg si¢
na wzor zamka szyfrowego, tworzac ostatecznie obszerne zrodto kombinacji, umozliwiajace
powstawanie unikalnych wzorow dla kazdego $rodowiska, przyczyniajac si¢ jednocze$nie do
hipokampalnego remapowania (Rowland 1 Moser, 2014). W korze S$rodwechowej
zidentyfikowano jeszcze dwa inne typy neuronow zaangazowanych w kodowanie przestrzeni,
komorki kierunku glowy (ang. head-direction cells, HD) i komorki granicy (ang. border cells,
BC).

4.5 Komorki kierunku glowy

Komoérki kierunku gtowy (HD) wykazuja selektywng aktywno$¢ wytadowan, gdy gtowa
zwierzgcia skierowana jest w okreslonym, preferowanym kierunku. Niezaleznie od jego
pozycji i biezacego zachowania (Zugaro i in., 2003). Wzorzec aktywnosci HD jest stabilny
w roznych Srodowiskach (Lozano 1 in., 2017), ainformacje dostarczane przez HD
prawdopodobnie determinujg wlasciwosci komorek siatki (Burgess i in., 2007; McNaughton
iin., 2006). Dziataja na wzor biologicznego kompasu, reagujac na specyficzny kierunek,
niezaleznie od pola magnetycznego ziemi, inicjowany wzgledem pozycji poczatkowej
(integracja $ciezki) 1jedynie modulowany wskazéwkami wizualnymi pochodzacymi
z otoczenia (odniesienie) (Sharp i in., 2001; Taube i in., 1990).

Generowanie sygnalu HD zalezne jest od wewng¢trznej informacji ptynacej z uktadu
przedsionkowego. Czasowa dezaktywacja uktadu przedsionkowego wygaszata kierunkowe
wytadowania HD, jak rowniez aktywno$¢ komorek miejsca (Stackman i in., 2002; Stackman

1 Taube, 1997). Kierunek aktualizowany jest takze wraz z poruszaniem si¢ zwierzgcia, czerpiac
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informacj¢ z motorycznych, eferentnych transmisji sygnalu, informacji wzrokowe;j
i prioprioreceptywnej (Lozano i in., 2017) oraz percepcji zapachéw (Goodridge i in., 1998).
Modelowanie aktywno$ci mikroobwoddéw neuronalnych sugeruje, ze komorki kierunku gtowy
komunikuja si¢ za pomoca wzajemnej sieci potaczen pobudzajacych i hamujacych. Komorki
wrazliwe na ten sam kierunek maja zblizong sie¢ potaczen, ulegajac aktywnosci w tym samym
czasie (Sharp i in., 2001). HD zostaly udokumentowane w szeroko rozprzestrzenionym,
ale aktywnie komunikujacym si¢ zespole struktur. Sygnat kierunku glowy ma swdj poczatek
w jadrze grzbietowym nakrywki (ang. dorsal tegmental nucleus, DTN), wysylajac
dwukierunkowe projekcje do jader bocznych ciata suteczkowatego (ang. lateral mammillary
nuclei, LMN), nastgpnie za posrednictwem przednio-grzbietowych jader wzgdrza (ang.
anterodorsal thalamus, ATN) przekazywany jest do wielu obszaréw moézgu (Stackman
i Taube, 1997; Taube, 2007), poczawszy od czgsci formacji hipokampa, grzbietowej czesci
kompleksu podpory (ang. postubicum=dorsal presubiculum, PoS) (Taube i in., 1990). Komorki
kierunku glowy udokumentowano m.in. takze w korze retrosplenialnej (ang. retrosplenial
cortex, RSC) (granularnej i dysglanurlanej) (Chen i in., 1994; Cho i Sharp, 2001), korze
srédwechowej (Sargolini i in., 2006, 2006), grzbietowo-bocznym jadrze wzgorza (ang. lateral
dorsal nucleus of the thalamus, LDN) (S. J. Mizumori i Williams, 1993) i grzbietowej czesci
prazkowia (ang. dorsal striatum) (S. J. Y. Mizumori i in., 2000). Informacja ptynaca z PoS
wydaje si¢ by¢ kluczowa do postrzegania informacji wizualnej jako wskazowki przestrzennej
(Yoder i in.,, 2011). Komorki kierunku glowy zaréwno PoS jak i RSC wykazuja
natychmiastowa reakcje nawet na subtelne, wizualne zmiany ptynace ze srodowiska (komorki
kierunku glowy kory retrosplenialnej wyprzedzaty czasowo aktywnos¢ komorek pochodzacych
z PoS). Wyjatkowa czutos¢ HD tych regiondow moze by¢ spowodowana informacja dostarczang
bezposrednio z kory wzrokowej badz szybkim przeptywem danych mig¢dzy strukturami

(Lozano i in., 2017).

4.6 Komorki granicy

Zarejestrowane w laboratorium Moserow, komorki granicy (BC) reaguja na zblizanie si¢
do fizycznej granicy dzielacej $srodowisko badz wystajacego elementu, niezaleznie od ich
dhugosci i cigglosci z innymi granicami. Wysokos¢, barwa, faktura i zapach napotkanej bariery
réwniez nie wplywaja na profil wyladowan komorek granicy (Lever i in., 2009). Specyficzna

aktywno$¢ determinowana jest informacjg o poruszaniu si¢ osobnika i reprezentacja polozenia
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granicy wzgledem jednostki (path integration), przy jednoczesnej aktualizacji z obrazem
odbieranym przez siatkowke (Raudies i Hasselmo, 2012). BC stanowig niespetna 10% lokalnej
populacji komorek, ale znajduja si¢ we wszystkich warstwach MEC (Solstad i in., 2008),
w hipokampie, w podporze (ang. subiculum, SuB) (Lever i in., 2009), jak réwniez w czotowe]
czesci wzgorza, w jadrze taczacym (ang. nucleus reuniens of thalamus, NRe) oraz przednio-
przysrodkowym (ang. anteromedial nucleus of the thalamus, AM) (Jankowski i in., 2015).
Dzigki ich szerokiej dostgpnosci w obwodzie, informacja o przeszkodach i granicach moze by¢
tatwo osiggalna dla pozostatych regiondw bioracych udziat w planowaniu $ciezki nawigacji.
W odréznieniu od komoérek miejsca, siatki i kierunku glowy, komoérki granicy zachowuja
niezmieniong aktywnos$¢ w réznych pomieszczeniach (Grieves i Jeffery, 2017). Rejestrowano
je nawet gdy szczur nawigowal w ciemnos$ci (Lever i in., 2009). Komorki granicy $cisle
wspotpracuja  z komérkami miejsca w hipokampie, nadajac rekonstrukcji $rodowiska

skonczony wymiar — granic¢ (Hartley 1 in., 2000).

4.7 Komorki predkosci i komorki czasu

W przysrodkowej korze srodwechowej poza komorkami GC, HD i BC obecna jest takze
lokalnie wystepujaca subpopulacja neuronéw, ktére reaguja proporcjonalnie do predkosci
poruszania si¢ zwierzecia. Komorki predkosci (ang. speed cells, SC) wykazuja liniowa,
dodatnig korelacje czestotliwosci wytadowan z predkoscia ruchu, niezaleznie od kontekstu
i kierunku. Odgrywaja kluczowa rol¢ w determinowaniu synchronizacji komorek siatki
(aprzez to tez komodrek miejsca) z aktywnym potozeniem zwierzecia (Kropff, Carmichael,
i1in., 2015). Obserwacje czestotliwosci wytadowan i przebiegu impulséw sugeruja, ze gldwne
subpopulacje komérek MEC stanowig HD, GC i BC, podczas gdy SC prawdopodobnie sg
polaczeniem powyzszych komorek oraz puli interneuronéw (Rowland i in., 2016). Komorki te
pobieraja informacje z prioprioreceptorow, dlatego tez staja si¢ niezalezne od czynnikow
wizualnych, dzigki czemu mozliwa jest percepcja predkosci w ciemnosci (Kropff, Carmichael,
i in., 2015). Uniwersalno$¢ kodu predkosci w réznych Srodowiskach stanowi wraz
z pozostatymi komodrkami przestrzennymi stabilne zrodto danych wejsciowych dla wzoru
wyladowan komorek siatki, co ostatecznie modeluje komorki miejsca w hipokampie. HD, BC,
GC 1 SC wysylaja swoje aksony do hipokampa. To wtasnie ich wypadkowa aktywno$¢ generuje
specyficznos$¢ pol miejsca i podstawe systemu lokalizacji przestrzennej. Mapa kognitywna,

powstajac  dzigki informacjom pltyngcym z poszczegdlnych subpopulacji  komorek
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przestrzennych, moze by¢ elastycznym modelem mentalnym, ktory umozliwia organizowanie
1 przetrzymywanie informacji o umiejscowieniu w S$rodowisku, w celu wyznaczenia
odpowiedniej drogi do celu. Specyficzne cechy poszczegdlnych komoérek determinowane sg
we wczesnym okresie rozwoju, jeszcze zanim zwierz¢ zacznie eksplorowa¢ srodowisko.
U szczurdéw kazda klasa komodrek podaza wiasng trajektorig rozwojowa, przy czym komorki
kierunku glowy pojawiaja si¢ jeszcze przed otwarciem oczu (Bjerknes i in., 2015), zaraz po
nich komorki granicy (Solstad i in., 2008), a pézniej komorki predkosci i siatki (Wills 1 in.,
2010). To oznacza, Ze w momencie opuszczania gniazda po raz pierwszy w zZyciu Szczury sg
uprzednio wyposazone w komérkowy repertuar umozliwiajacy nawigacje (Bjerknes i in., 2015;
Langston i in., 2010).

Niektore komorki siatki i komorki miejsca odpowiadaja takze selektywnie jako komorki
czasu (ang. time cells, TC). Komorki te aktywuja si¢ w specyficznych odstepach czasu,
w trakcie wykonywania zadania, pomagajac w odtwarzaniu kolejnosci zdarzen (Alexander,
Robinson, i in., 2020). TC i PC to prawdopodobnie ta sama populacja komorek. Zar6wno
u swobodnie poruszajacych si¢ szczuréw, jak i w przypadku zastosowania biezni, komorki
czasu ulegaly aktywacji wylacznie, gdy zwierze znajdowalo si¢ w konkretnym miejscu
(Eichenbaum, 2014). Reprezentacja uplywu czasu nie jest zalezna od wydarzen zewng¢trznych,
okreslonych zachowan Ilub wymiaro6w przestrzennych doswiadczenia. TC pomagaja
w tworzeniu mentalnej osi sekwencji przezy¢ w czasie is3 szczeg6lnie wazne dla pamigci
epizodycznej, ktora obejmuje zarowno aspekty przestrzenne, jak i chronologiczne wydarzen
(Eichenbaum, 2014). Komorki odpowiedzialne za kodowanie informacji zwigzanych
z uptywem czasu udokumentowano w regionach CA1 (Mauiin., 2018) i CA3 hipokampa (Salz
1in., 2016) oraz w korze srodwechowej (Krausiin., 2015; Tsao i in., 2018). Podobny, okresowy
rozklad aktywnoS$ci neuronalnej zaobserwowano takze w korze retrosplenialnej (Alexander
1 Nitz, 2017) i tylnej korze ciemieniowej (ang. posterior parietal cortex, PPC) (Runyan i in.,
2017).

Pami¢¢ epizodyczna definiowana jest jako pami¢¢ wydarzen, ktdére miaty miejsce
w konkretnym miejscu iczasie. Umozliwia §wiadome przypominanie sobie doswiadczen,
ktore mialy miejsce w przesziosci (Tulving, 1993). Pami¢¢ epizodyczna obejmuje koncepcje
mentalnej podrézy w czasie 1 przywotywania wspomnien (rekonstrukcji) w sposob
chronologiczny. Zatem komorki czasu sg kluczowe dla funkcjonowania pamieci epizodycznej,
szczegodlnie dla zdolnosci do przypominania sobie nie tylko gdzie co$ si¢ wydarzyto, lecz takze

kiedy (Alexander, Robinson, i in., 2020). Nawigacja i przechowywanie pamigci sg obstugiwane
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przez wiele funkcjonalnie odrebnych populacji neuronalnych, ktére dodatkowo tworza zespoty
komoérkowe (ang. neuronal ensembles) reprezentujace wspomnienia wywotane przestrzennym
1 asocjacyjnym uczeniem (Cai i in., 2016). Pomimo spektakularnego postepu badan wiele
mechanizmow pamigci przestrzennej nadal pozostaje niewyjasnionych. Wraz z postepem
technologicznym, bazujagc na fundamencie zgromadzonej dotychczas wiedzy badacze
zauwazaja kolejne wlasciwosci badanych subpopulacji neurondéw tworzacych system pamigci
przestrzennej. Na przyktad dowiedziono, ze PC w hipokampie otrzymuja projekcje takze
z bocznej kory srodwechowej (ang. lateral entorhinal cortex, LEC), gdzie zidentyfikowano
komorki reagujace na obecno$¢ konkretnych obiektow w polu percepcyjnym (Deshmukh
i Knierim, 2011; Tsao i in., 2013). Coraz wigcej uwagi naukowcéw gromadzi si¢ rowniez
wokol weigz malo poznanej roli interneuronéw w pamigci przestrzennej. Poza wspomnianym
powyzej przypuszczeniem, ze to wiasnie interneurony wspottworza populacje komorek
predkosci w MEC, dostarczajac sygnat potrzebny do aktualizacji podczas ruchu, wykazano,
ze hipokampalne interneurony posiadaja specyficznos$¢ przestrzenng i ich aktywnos¢ moze by¢
zrédlem przestrzennej informacji, porownywalnym z komérkami miejsca (Grieves 1 Jeffery,

2017).

4.8 Umiejscowienie RSC w obwodzie pamigci przestrzennej

Zdolnos$¢ do tworzenia, odzyskiwania i aktualizowania wspomnien autobiograficznych
jest jedna z najbardziej fascynujacych cech ludzkiego zachowania. Pamie¢ przestrzenna jako
umiejetnos¢ zapamictywania ukladu $rodowiska zewngtrznego, poruszania si¢ w jego
granicach 1 przywotywania informacji o wzajemnym potozeniu obiektow, jest $ci§le zwigzana
z domeng pamieci autobiograficznej. Stanowi fundament naszego systemu poznawczego
1 adaptacyjnego zachowania, daje mozliwo$¢ orientacji w $Srodowisku, planowania tras
1 przemieszczania si¢ do celu. Integralnos$¢ formacji hipokampa jest konieczna do stworzenia
mapy poznawczej umozliwiajacej elastyczna, przestrzenng nawigacje w srodowisku (Xavier
i Costa, 2009). Niezbedna jest takze interakcja skoncentrowanego wokot HPC obwodu ze
strukturami korowymi. Jednym z najszerzej badanych regionéw jest kora retrosplenialna,
obszar w przysrodkowej czesci plata ciemieniowego, intensywnie komunikujacy si¢ z formacja
hipokampa. Brodman opisal RSC jako dwa oddzielne obszary 29 (granularny) (ang. granular

retrosplenial cortex, RSG) 1 30 (agranularny) (ang. agranular retrosplenial cortex, RSA), ktére
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u ludzi tworza kompleks z obszarami 23 131 tylnej kory zakretu obrgczy (ang. posterior
cingulate cortex, PCC).

Badania dystrybucji projekcji korowych, poczatkowo z transportowanymi anterogradnie
(tzn. od ciata komorki do zakonczen aksonalnych), znakowanymi radioaktywnie
aminokwasami, a pdzniej zréznorodnymi, podlegajacymi transportowi wstecznemu (ang.
retrograde transport, tzn. z zakonczen aksonu do ciata komorki) znacznikami, wykazaty
7ze RSC tworzy gesta sie¢ polaczen z kluczowymi obszarami mézgu tworzacymi system
pamieci przestrzennej (Rycina 1). Jest kluczowym wezlem wsieci neuronalnej
odpowiedzialnej za pami¢¢ przestrzenna, faczy m. in. hipokamp, kor¢ srédwechowa i jadra
wzgorza, umozliwiajac plynng integracje i przetwarzanie informacji nawigacyjnych. Jednym
z pierwotnych, przelomowych odkry¢ bylo udokumentowanie dwukierunkowych,
ipsilateralnych (przebiegajacych w ramach tej samej potkuli mozgu) polaczen z kompleksem
obszaru podpory (ang. subiculum, Sub) (Sorensen, 1980; Swanson i Cowan, 1977). Granularna
kora retrosplenialna otrzymuje bezposredni sygnat z grzbietowej czegsci formacji hipokampa,
z pola CA1 oraz z potozonego tuz obok Sub (Aggleton i in., 2012; Haugland i in., 2019; Opalka
i Wang, 2020), zaréwno glutaminergiczny (Yamawaki, Corcoran, i in., 2019), jak
1 GABAergiczny (Miyashita i Rockland, 2007; Yamawaki, Li, i in., 2019). Wykazano,
ze bezposrednie wtokna eferentne z grzbietowej czesci podpory (ang. dorsal subiculum, dSub)
daja obfite zakonczenia w warstwach II i III RSG, a jedynie pojedyncze projekcje kontaktuja
si¢ z agranularng czg$cig kory retrosplenialnej (RSA) (Aggleton i in., 2021), co zostato
potwierdzone rowniez funkcjonalnie (Yamawaki, Corcoran, i in., 2019). Strategiczne
umiejscowienie RSC, pomigdzy strukturami sensorycznymi moézgu, a odpowiedzialnym za
pamig¢, kompleksem formacji hipokampa sprawia, ze RSC stanowi wazne centrum integracji
1 przekazywania sygnaldw. Do agranularnej czeg$ci kory retrosplenialnej dochodza sygnaly
sensoryczne, bezposrednio z obszarow 17 i 18 kory wzrokowej (van Groen i Wyss, 1992) oraz
z okolic okotowgchowych (ang. perirhinal cortex) (Kobayashi i Amaral, 2003). Przeptyw
informacji przez korg retrosplenialng nastepuje zaré6wno na drodze aferentnej jak i eferentne;j
sugerujac, ze RSC nie tylko przekazuje informacje sensoryczne do HPC, ale rowniez moze
stanowi¢ kluczowe miejsce odbioru parametréw przestrzennych. Neurony przysrodkowej kory
srodwechowej otrzymuja projekcje z obszaru retrosplenialnego. RSC wysyla aksony doktadnie
do tego miejsca kory srodwechowej (warstwa V i VI), do ktérego dostarczana jest takze
zwrotna informacja z HPC, co sugeruje obecno$¢ dwoch réwnoleglych obwodow

neuronalnych, mogacych wzajemnie wplywa¢ na swoja aktywnos$¢ (Balcerek i in., 2021;
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Burwell i Amaral, 1998; Czajkowski i in., 2013). Ponadto wydaje si¢, ze HPC moze
wywolywac¢ takze bezposrednie, supresyjne dziatanie na aktywnos$¢ RSC. Opisano bowiem
potaczenia hamujace z obszaréw CA1 1 Sub hipokampa do RSC (Miyashita i Rockland, 2007).
Ewidentne dwukierunkowe potaczenia z przednim (ang. anterior thalamic nuclei, ATN)
ibocznym (ang. lateral thalamic nuclei, LTN) jadrem wzgorza zostaly zidentyfikowane na
podstawie badan cytoarchitektury neuronéw (Clark i Harvey, 2016; Robertson i Kaitz, 1981)
oraz przeprowadzonych inaktywacji struktury (Clark i in., 2010). Specyficzne znakowanie
RSC, podlegajace transportowi wstecznemu wykazato, ze RSG i RSA tworza niezalezne
polaczenia z przednio-brzusznym obszarem wzgorza (ang. anteroventral thalamus, AV) (Lomi
iin., 2021). Ponadto RSC wysyta projekcje do przysrodkowego regionu jader suteczkowatych
(ang. mammillary nuclei) (Shibata, 1989) oraz komunikuje si¢ dwukierunkowo z korg
przedczotowa (ang. prefrontal cortex) (Kobayashi i Amaral, 2003; R. Morris i in., 1999) i kora

ruchowa (ang. motor cortex) (Yamawaki i in., 2016).
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MEC LII

Rycina 1. Pozycja kory retrosplenialnej w obwodzie pamieci przestrzenne;j.

A. Uproszczony schemat wzglednej lokalizacji struktur anatomicznych mozgu gryzoni z zachowaniem
kolorystyki adekwatnej do czesci B.

B. Schematyczny diagram przedstawiajacy sie¢ potaczen najwazniejszych struktur zaangazowanych
w obwdd pamigci przestrzenne;.

RSC (ang. retrosplenial cortex), DG (ang. dentate gyrus), CA1, CA3 (ang. hippocampal corni ammonu
subdivisions), Sub (ang. subiculum), PrS (ang. presubiculum; postsubiculum zostato przedstawione jako
grzebietowa czeS¢ presubicum), PaS (ang. parasubiculum), MEC (ang. medial entorhinal cortex), ATN
(ang. anterior thalamic nuclei), LD (ang. laterodorsal thalamic nuclei), MB (ang. mammillary bodies).
Na podstawie publikacji wtasnej (Balcerek i in., 2021).

4.9 Zaangazowanie RSC w proces nawigacji

Kora retrosplenialna u gryzoni stanowi jeden znajbardziej rozlegtych obszarow
korowych. Ludzki moézg charakteryzuje si¢ natomiast wyraznie mniejszag wzgledng
powierzchniag RSC. Pomimo rozbiezno$ci w rozmiarze, rola RSC u czlowieka jest $cisle
zwigzana procesami poznawczymi, a nieprawidlowosci w tym regionie s3g jednym
z prekursordw choroby Alzheimera (Buckner i in., 2005; Vann i Albasser, 2009). Obszar 29
uznawany jest gldwnie za miejsce odbioru informacji przestrzennej i kontekstualnej (zarowno

wskazowki wizualne jak i niewizualne np. sygnaly interoceptywne pochodzace z przesztych
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1 obecnych bodzcoéw plynacych z otoczenia). Funkcja obszaru 30 jest interakcja z biezacym
sygnalem wizualnym (Aggleton i in., 2021). Kora retrosplenialna jest miejscem dialogu
informacji przestrzennych pochodzacych zréznych perspektyw np. egocentrycznej
i allocentrycznej, dostarcza wskazéwek dotyczacych punktow orientacyjnych i kierunku
przemieszczania si¢. Nawigacja w przestrzeni wymaga podejmowania decyzji, a wigc
nieustannej elastycznosci, aby moc dostosowaé swoje dziatania w odpowiedzi na bodzce
sensoryczne, a jednocze$nie konfrontowaé je zprzechowywang, nabyta w poprzednich
doswiadczeniach informacja. Kira S. 1 wspotpracownicy scharakteryzowali RSC jako strukture
niezbedng do poprawnej nawigacji w wirtualnym labiryncie T, gdzie zmiany kierunku
przemieszczania si¢, uzaleznione sg od dostepnosci wskazowek wzrokowych (Kira i in., 2023).
Umiejetno$¢ poruszania si¢ w znanym $rodowisku umozliwia realizowanie podstawowych
aspektoéw poznawczych zachowan zwierzat, w tym zerowania, gniazdowania czy ucieczki
przed drapieznikiem. W znanych $rodowiskach zwierzgta czgsto stosuja strategie podazania
trasg, na podstawie rozpoznawania wyuczonych, globalnych kontekstow badz specyficznych,
charakterystycznych punktow orientacyjnych, wykorzystujac je do dzialan motorycznych
(Balcerek i in., 2021). Podrézujac miedzy dwoma znanymi miejscami (np. domem i praca),
mozemy rozpoznawaé znane sceny wizualne (np. okre$lone skrzyzowania) i zastosowac je do
kierowania nasza trajektorig. Chociaz ta zdolno$¢ wydaje si¢ na pozor prosta, wymaga
konkretnej neuronalnej integracji réznorodnych wskazowek sensorycznych iich asocjacji
w celu podjecia odpowiednich dzialan motorycznych. Prawdopodobnie to wtasnie kora
retrosplenialna odpowiedzialna jest za powigzanie danych dotyczacych planowania ruchu
z lokalizacjg przestrzenng, co umozliwia aktualizacj¢ map kognitywnych, a przez to efektywne
poruszanie si¢ 1 orientowanie w przestrzeni. W literaturze scharakteryzowano takze
anatomiczny gradient w aktywnosci RSC, zalezny od przetwarzanych bodzcow. Populacja
neuronow tylnej kory retrosplenialnej odpowiedzialna jest za kodowanie kontekstu §rodowiska
1 sygnalow wptywajacych na decyzje nawigacyjng myszy, podczas gdy planowanie
1 egzekwowanie funkcji motorycznych kodowane jest w catym zakresie RSC (Franco i Goard,
2021). Taka organizacja funkcjonalna jest zgodna z komunikacjg anatomiczng od kory
wzrokowej do tylnej czesci RSC oraz projekcjami przedniej RSC do pola ruchowego. Kora
retrosplenialna petnigca role interfejsu pomigdzy odtwarzaniem pamigci przestrzennej,
a procesami wzrokowo-przestrzennymi zostata opisana takze u ludzi (Gainotti i in., 1998).
Badania z wykorzystaniem funkcjonalnego obrazowania aktywnos$ci moézgu czlowieka

pokazaty, ze RSC ulega pobudzeniu podczas nawigacji w wirtualnym $rodowisku. Co wigcej

28



samo mentalne wyobrazenie przemieszczania si¢ jest wystarczajagce do aktywacji RSC
(Epstein, 2008; Ino i in., 2002; Sherrill i in., 2013). Kluczowym komponentem nawigacji jest
zdolno$¢ do uzycia charakterystycznych wskazéwek w celu oszacowania aktualnej lokalizacji
1 orientacji w danym $rodowisku. Zaangazowanie RSC w odtwarzanie pamigci przestrzennej
potwierdzone =zostalo m.in. przez Epstein i wspotpracownikéw, ktérzy za pomoca
funkcjonalnego rezonansu magnetycznego pokazali silng aktywno$¢ w obszarze
retrosplenialnym, kiedy uczestnicy badania mieli za zadanie wskaza¢ lokalizacje
przedstawionych zdjg¢ (mentalny kontakt przestrzenny). Odpowiedz na lokalizacje byla
silniejsza niz aktywno$¢ zwigzana zoceng ich orientacji lub okre§leniem znajomosci
zaprezentowanych przedmiotow (pozbawionych kontekstu $rodowiska). Co wigce]
zaangazowanie RSC bylo wyzsze podczas ekspozycji na znane $rodowiska w pordwnaniu
z obcymi, nierozpoznawalnymi przestrzeniami (Epstein i in., 2007). Badanie do§wiadczonych
londynskich takséwkarzy, przeprowadzone w wirtualnym $rodowisku ujawnito aktywacje
calego obszaru kory retrosplenialnej zarowno podczas planowania drogi jak i spontanicznych
decyzji o zmianie trasy podczas nawigacji (Spiers i Maguire, 2006).

Najbardziej gruntowne dowody na funkcjonalne zaangazowanie RSC w pamigé
przestrzenng pochodza z przypadkow lezji iuszkodzen. Te wykazane uludzi powoduja
deficyty osobistych wspomnien autobiograficznych przy jednoczesnym zachowaniu
nienaruszonych funkcji intelektualnych (Valenstein i in., 1987), topograficzna i nawigacyjng
dezorientacje w znanych srodowiskach (Maguire, 2001) oraz upo$ledzenie pamieci (Maeshima
i in., 2001; Svoboda i in., 2006) i orientacji przestrzennej ztowarzyszaca trudnoscig
w okre$leniu wzajemnej relacji potozenia mi¢dzy dwoma miejscami znanego $rodowiska
(Takahashi 1 in., 1997). Uderzajaca cecha deficytu nawigacyjnego jest niezdolno$¢ do
korzystania z punktow orientacyjnych podczas wyznaczania drogi do celu (Maguire, 2001).
Selektywne anatomicznie lezje w modelach zwierzecych zapoczatkowaly nowy rozdziat
w badaniach nad pamigciag przestrzenng ujawniajac obligatoryjno$¢ hipokampa dla
prawidlowej nawigacji (R. G. Morris i in., 1982). Gros behawioralnych do§wiadczen opiera si¢
na wykorzystaniu testu basenu morrisa (ang. morris water maze), zaleznego od wskazowek
allotetycznych. Okazato si¢, Ze poza konieczno$cig zachowania funkcji HPC, inaktywacja EC
réwniez uposledza nauke odnajdywania platformy w basenie morrisa (Nagahara i in., 1995), co
dalo podstawe teorii o roli EC w przekazywaniu sygnatow sensorycznych do HPC. Z drugiej
strony pojawity si¢ przeciwstawne doniesienia o braku wplywu inaktywacji EC na zdolnos$¢

rozwigzywania zadan przestrzennych (Galani i in., 1998). Zaczeto wiec szukaé innego,
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dodatkowego zrédta informacji sensorycznej, ktore trafia do gldwnego obwodu pamigciowego.
Skierowano wowczas uwage wlasnie na RSC, jako struktury posiadajacej solidne potaczenia
z EC, wzgorzem, a nawet samym HPC. Szczegdlnie, ze inaktywacja HPC przektadata si¢ na
obnizenie aktywnos$ci neuronalnej RSC (Albasser i in., 2007; Kubik i in., 2012).

Liczne eksperymenty wykazaly, ze zinaktywacja RSC wugryzoni inaczelnych
skutkowata zaburzeniem nawigacji przestrzennej (Czajkowski i in., 2014; Sato i in., 2006;
Vann i in., 2003; Vann i Aggleton, 2002; Wesierska i in., 2009; Whishaw i in., 2001),
problemami z przywotywaniem i konsolidacja $§ladéw pamigciowych o obiektach (de Landeta
i in., 2020), badz deficytami w zdolnos$ci uczenia si¢ przy jednoczesnych zmianach bodzcow
sensorycznych (takich jak zamiana §wiatta na ciemnos$¢ lub wskazoéwek lokalnych na odlegte)
(Cooper i Mizumori, 1999; Pothuizen i in., 2008; Vann i Aggleton, 2004). Wbrew temu
trendowi pojawily si¢ takze doniesienia o braku konsekwencji nawigacyjnych, mimo
uszkodzenia RSC (Aggleton i in., 1995; Warburton 1 in., 1998). Dodatkowo niektére obszary
kory retrosplenialanej wydawaly si¢ by¢ bardziej zaangazowane w przetwarzanie przestrzenne
niz pozostate. W badaniach przeprowadzonych przez Knierima i wspotpracownikow,
wyr6zniono region 29b jako obligatoryjny dla poprawnej nawigacji przestrzennej (Knierim
11in., 1995). Obszar 29b otrzymuje bezposrednie potaczenie z kory wzrokowej (region 18b), co
moze determinowac zalezng od szlaku wzrokowego funkcje RSC w wykorzystywaniu punktow
orientacyjnych do nawigacji (Fischer i1 in., 2020; Yoder i in., 2011). Przedstawiono
zréznicowane odpowiedzi populacji komoérek znajdujacych sie w RSC, zwigzane z cechami
przestrzennymi otoczenia, orientacjg ciata, charakterystycznymi punktami $rodowiska czy
majacymi znaczenie wydarzeniami (Alexander i Nitz, 2017; Cho i Sharp, 2001; D. M. Smith
iin., 2018; Vedder i in., 2017). Nie ma zatem watpliwos$ci co do zaangazowania RSC w system
pamigci przestrzennej, niemniej sprecyzowanie mechanizméw odpowiedzialnych za t¢ funkcje

nadal pozostaje w kwestii domnieman.

4.10 Funkcjonalne subpopulacje komorek RSC

Rozréznianie znanych i nowych miejsc, obiektow i1 0sob jest fundamentalnym aspektem
zycia codziennego (de Landeta i in., 2020). Potozenie, odlegtos¢ i kierunek w otoczeniu sg
reprezentowane w mézgu odpowiednio przez komoérki miejsca, komorki siatki i komorki
kierunku glowy. Badania elektrofizjologii neuronow kory retrosplenialnej zidentyfikowaty

populacje HD odpowiedzialnych za kodowanie lokalizacji przestrzennej (Chen i in., 1994; Cho
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i Sharp, 2001), a dwufotonowe obrazowanie potwierdzito, ze aktywnos$¢ neuronow RSC jest
silnie zalezna od punktow orientacyjnych w Srodowisku eksplorowanym przez zwierze.
Ta reprezentacja punktow odniesienia jest z kolei wynikiem lokalnej integracji informacji
wzrokowej i ruchowej w przestrzeni (Fischer i in., 2020), a sita zalezno$ci oparta jest na
stabilnos$ci percepcji konkretnych wskazowek (Knierim i in., 1995). Zgodnie z ta mozliwo$cig
doniesiono, ze niektore neurony odpowiedzialne za kierunek gtowy w korze retrosplenialne;j
moga zmienia¢ preferowany tor aktywno$ci zgodnie z konfiguracja charakterystycznych
punktéw (Jacob i in., 2017). Neuronalne odwzorowanie punktow orientacyjnych moze by¢
réwniez odzwierciedleniem reprezentacji waznych wydarzen, takich jak wzmocnienie
apetytywne (wystgpienie nagrody) (Miller i in., 2019). Co wigcej reakcje na bodzce wizualne
w RSC moga pozosta¢ stabilne w czasie liczconym w tygodniach, wskazujac na to, ze RSC
posiada neuronalne podtoze do dtugoterminowego mapowania sygnatéw wzrokowych (Powell
11in., 2020).

Zdolnos¢ do integracji nowych informacji wizualnych z juz przetworzonym sygnatem
sensorycznym umozliwia korze retrosplenialnej wspieranie adaptacji i przetaczania strategii
podczas nawigacji oraz nieustanng aktualizacj¢ pamigci przestrzennej, z uwzglgdnieniem
zmieniajacych si¢ okolicznosci otoczenia (Stacho i Manahan-Vaughan, 2022). Sygnat
kierowania glowy w konkretne potozenie kodowany jest bilateralnie w RSC, bedac
potencjalnie zaleznym od interpretacji egocentrycznej (Dutriaux i in., 2023). Prawdopodobne
jest takze kodowanie egocentrycznego postrzegania przez neurony RSC i nastgpujacej pdzniej
transformacji wspotrzednych egocentrycznych na allocentryczne (Alexander i in., 2023).
Biorac dodatkowo pod uwage silne potaczenia z MEC zasadna wydaje si¢ by¢ spekulacja,
ze komorki HD kory retrosplenialnej moga wptywaé na orientacje GC w MEC (Moser i in.,
2008b; Stacho i Manahan-Vaughan, 2022). Ponadto wykazano, zZe populacja neurondw,
zlokalizowana gtéwnie w powierzchniowych warstwach RSC, wykazuje aktywno$¢
przypominajaca sekwencje komorek miejsca (Alexander i Nitz, 2017; Maoiin., 2017). Z uwagi
na to, ze wyladowania komorek RSC sa wynikiem integracji wizualnych wskazowek
kontekstowych z aktywno$cia ruchowa, to jednoczesne przetwarzanie sygnatow
proprioceptywnych (pami¢¢ idiotetyczna, pochodzaca zinformacji zwnetrza ciata)
1 informacji o kierunku gltowy, sugeruje adaptacj¢ mechanizmu integracji $ciezki (Mao i in.,
2020). Teorig, ze RSC jest strukturg kluczowa dla nawigacji i pamigci przestrzennej wspiera
zatem odkrycie obecno$ci roznorodnych klas neurondéw charakterystycznych dla przetwarzania

otoczenia, takich jak wspomniane komorki kierunku glowy ikomorki miejsca, ale takze
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komorki granicy (ang. egocentric boundary cells, EBC) 1 inne subpopulacje
wspotodpowiedzialne za kodowanie kontekstow i przestrzeni. Egocentryczny sygnat
lokalizacji, kodowany wektorowo przez EBC ulega aktywacji, gdy zwierz¢ znajduje si¢
w okreslonej odleglosci i orientacji wzgledem granic otoczenia. Sygnal EBC jest stabilny
iniezalezny od wlasnego ruchu oraz zmian S$rodowiska (kontekstu), o ile granica jest
niezmienna. W przeciwienstwie do BC znajdujacych si¢ w MEC, EBC kory retrosplenialne;
maja kilka pdl aktywacji, podczas gdy komorki MEC wykazuja specyficzno$¢ do jednej $ciany
(Alexander, Carstensen, i in., 2020).

Podsumowujac neurony w RSC reprezentujg iintegruja réznorodne cechy zaréwno
zewngtrzne jak i wewngtrzne (kierunek, orientacje, sygnaly prioprioceptywne, wzmocnienia
apetytywne 1 awersyjne, przebyte trajektorie, lokalizacje, ale takze istotne cechy srodowiska,
np. wskazowki, §ciany, granice), ktore w zestawieniu wspieraja procesy nawigacji i pamigci
przestrzennej (Corcoran 1 in., 2018; Stacho i Manahan-Vaughan, 2022). Pomimo tak wielu
obszarow zaangazowania kory retrosplenialnej i wysokiej klarownos$ci poszczegodlnych,
zbadanych aspektoéw, ostateczna funkcja RSC nadal nie zostata sprecyzowana i stanowi cel
wielu badan do$wiadczalnych wspoétczesnej neurobiologii. Ponadto przytoczone na poczatku
powigzanie zmian w RSC z wezesnymi fazami demencji i pogorszenia funkcji poznawczych
(Ash 1 in., 2016) determinuja potrzebe zrozumienia funkcjonalno$ci tej struktury réwniez

z klinicznego punktu widzenia.

4.11 c-Fos jako marker pobudzenia neuronalnego

Neuroplastyczno$¢ jest mechanizmem stojacym u podstaw procesu uczenia sig.
Plastyczno$¢ komorek jest Scisle powigzana z plastyczno$cia synaptyczna, czyli dlugotrwatym
wzmocnieniem synaptycznym (LTP) i dtugotrwatym ostabieniem synaptycznym (LTD), ktore
umozliwiajg trwale zmiany w obwodach neuronalnych.

Modulacja sity polaczen synaptycznych wplywa na pdzniejsza zdolno$¢ do odtwarzania
(przypominania) lub modyfikowania zakodowanych informacji. Jedng z pierwszych zmian na
poziomie molekularnym, ktora zachodzi podczas plastyczno$ci synaptycznej jest aktywacja
tzw. genéw wcezesnej odpowiedzi (ang. immediate early genes, IEGs) (Jaworski i in., 2018;
Kaczmarek i Nikotajew, 1990). Do tej grupy, liczacej kilkadziesiat innych sekwencji, nalezy
gen c-fos, kodujacy czynnik transkrypcyjny c-Fos (ang. cellular-Fos). c-fos to komérkowy

odpowiednik protoonkogenu v-fos, odpowiedzialnego za indukcj¢ nowotworu kos$ci, migsaka
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ko$ci FBJ (ang. Finkel-Biskis-Jinkis murine osteogenic sarcoma virus) (Curran i Franza, 1988).
c-Fos wraz zbiatkami Fra-1 (ang. Fos related antigen), Fra-2, FosB 1ijego wariantem
splicingowym, delta FosB nalezy do rodziny biatek FOS. Jest to bialko jadrowe, w swojej
strukturze przestrzennej posiada domeng suwaka leucynowego (Pfam bZIP 1), dzieki czemu
moze tworzy¢ heterodimery z biatkami z rodziny Jun (c-Jun, JunB, JunD) (Bahrami i Drables,
2016). Po translacji c-Fos transportowany jest zcytoplazmy zpowrotem do jadra
komorkowego, gdzie dochodzi do inicjacji procesu dimeryzacji. Kompleksy c-Fos z Jun
funkcjonuja razem jako czynnik transkrypcyjny AP-1 (aktywator bialkowy, ang. activator
protein 1) (O’Donnell i in., 2012). Powstaly dimer zdolny jest do wigzania si¢ z promotorami
lub sekwencjami wzmacniajacymi (ang. enhancers) gendéw docelowych 1w dalszej
konsekwencji do indukowania ekspresji kodowanych przez nie biatek (Morgan i Curran, 1991).
Ekspresja IEG nie wymaga syntezy nowych czynnikdw transkrypcyjnych - inicjuja ja biatka
obecne w komorce, stad przy odpowiednim pobudzeniu c-fos moze by¢ szybko indukowany
w komorkach (Lau i Nathans, 1987). Transkrypt pojawia si¢ juz kilka minut po stymulacji
(Herdegen i Leah, 1998), przy czym maksimum ekspresji wystepuje 30-60 minut po ekspozycji
na bodziec, powrdt do stanu wyjsciowego zachodzi w czasie 60-90 minut od stymulacji
(O’Donnell i in., 2012), aw czasie ok. 6 godzin spada ponizej wykrywalnego poziomu
(Kaczmarek, 2002; Nikolaev i in., 1991). W warunkach braku stymulacji, natywny poziom fosa
pozostaje bardzo niski. Stabilno$¢ konstruktu mRNA c-fos musi wigc by¢ wzglednie niska,
aby komoérka mogla usunag¢ pozostate, niepoddane dalszej molekularnej obrdbcee, tancuchy
mRNA. Degradacja tfancuchow mRNA zachodzi m.in. za posrednictwem biatka wigzacego
RNA, ZFP36 (ang. zinc-finger protein 36, posiadajacego domeng palca cynkowego) (Amit 1 in.,
2007). Do degradacji mRNA c-fos moze tez doj$¢ za pomoca wigzania niskoczasteczkowych,
niekodujacych, regulatorowych czasteczek mikroRNA. MiR-7b wigzac si¢ do konserwatywnej
sekwencji w obrebie 3’UTR mRNA c-fos prowadzi do represji translacji badz degradacji
matrycowego RNA (Vesely i in., 2009). Znanych jest takze szereg innych mechanizméw
obrobki potranskrypcyjnej, przyczyniajacych si¢ do degradacji mRNA c-fos. Dodanie
sekwencji ARE (domena 75 pz, bogata w nukleotydy adening iuracyl) do konca 3’UTR
sekwencji mRNA, rowniez przyczynia si¢ do niestabilnosci mRNA (Jing i in., 2005).
W obrebie regionu kodujacego transkryptu c-fos znajduje si¢ sekwencja mCRD (87pz), ktora
moze oddziatywaé z grupa kilku biatek, tworzacych rodzaj biatkowego mostu, prowadzacego
bezposrednio do sekwencji PoliA i rozpadu mRNA (Grosset 1 in., 2000). Biatko c-Fos osiaga

natomiast szczytowy poziom okoto 90—120 minut po stymulacji, po czym zaczyna spadac
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1 powraca do wartosci wyjsciowych w przeciaggu okoto 2-3 godzin (Amit i in., 2007; Barros
i1in., 2015; Chaudhuri i in., 2000; Sakurai, 2024). Degradacja biatka c-Fos nastepuje glownie
poprzez mechanizmy proteasomalne, ktore przy wykorzystaniu ubikwitynacji usuwaja nadmiar
biatka, aby przygotowac neurony na kolejne potencjalne epizody aktywacji (Stancovski i in.,
1995).

Odkrycie roli c-Fos jako markera aktywnosci neuronéw miato fundamentalne znaczenie
dla wspotczesnej neurobiologii, umozliwiajac lokalizowanie pojedynczych komorek, aktywnie
zaangazowanych w okre$lone zachowanie zwierzat. c-Fos odgrywa kluczowa role
w podstawowych procesach komorkowych, w tym w proliferacji, réznicowaniu i przezyciu,
transformacji czy $mierci komodrkowej (Bahrami i Drables, 2016). Wlasciwosci c-Fos
modulujace komoérky sa zwigzane z transaktywacyjng domeng, zlokalizowang na C-koncu
tancucha polipeptydowego. C-terminalna, transaktywacyjng domen¢ C-TAD zawieraja biatka
FosB i c-Fos (z rodziny biatek FOS), dlatego kompleksy AP-1 zawierajace c-Fos albo FosB
[c-fos/Jun i FosB/Jun] charakteryzuja si¢ najwyzsza zdolno$cig wigzania DNA docelowego
genu. Kompleksy AP-1 wykazuja powinowactwo do swoistej sekwencji konsensusowej,
nazywang miejscem wigzania AP-1 lub TRE w wielu promotorach genéw i enhancerach
(Cruz-Mendoza i in., 2022; Wisdon i Verma, 1993). Poznanie budowy promotora c-fos
ujawnito szeroki zakres réznorodnych czynnikoéw, ktore moga determinowac jego indukcje
(Kovacs, 2008). Obszar regulatorowy promotora genu c-fos zawiera kilka elementow
(ang. cis-acting elements), sa to specyficzne sekwencje DNA, miejsca wigzania konkretnych
czasteczek (ang. trans-acting), ktore to wplywaja na ekspresj¢ genu c-fos. Najblizej kasety
TATA, czyli najblizej miejsca inicjacji transkrypcji znajduje si¢ sekwencja CRE (ang. cAMP
responce element), nastepnie miejsce wigzania kompleksu AP-1 oraz domeny SRE (ang. Serum
Response Element, na ktorg sktada si¢ sekwencja Ets i umieszczona tuz obok kaseta CArGbox)
1SIE (ang. sis-inducible Enhancer) (Dalhdusser i1 in., 2022; Kovacs, 1998). Kazda
z wymienionych sekwencji regulatorowych odpowiada za wigzanie konkretnych czynnikow
transkrypcyjnych, wptywajacych na ekspresje c-fos. Przy czym znane sg 2 kluczowe czynniki
transkrypcyjne, ktére sa niezbgdne do aktywacji promotora genu c-fos: CREB (ang. cyclic
adenosine monophosphate response element binding protein I) oraz czynnik odpowiedzi
surowicy, SRF (ang. serum response factor) (Dalhdusser i in., 2022). Aktywacja przez
czasteczki oddzialujace na domeny regulatorowe promotora c-fos, odbywa sie za
posrednictwem wspoélizaleznych, wewnatrzkomoérkowych szlakow przekazywania sygnatow,

takich jak: kaskada kinaz aktywowanych mitogenami, MAPK (ang. mitogen-activated protein
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kinases), kinaza bialkowa A, PKA (ang. protein kinase A), kinaza biatkowa C, PKC
(ang. protein kinase C) oraz kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny typu drugiego, CaMKII
(ang. calcium and calmodulin-dependent kinase II) (Chung, 2015). Zgodnie z powyzszym
ekspresja genu c-fos moze by¢ indukowana za posrednictwem réznych $ciezek sygnatowych,
ktére to inicjowane sg przez wtorne, wewnatrzkomorkowe przekazniki sygnalu, takie jak
cAMP (cykliczny adenozynomonofosforan) czy Ca?**. Do wzrostu cAMP/Ca** dochodzi po
stymulacji szerokim zakresem roznorodnych sygnatow zewnetrznych, takich jak czynniki
wzrostu, peptydy (np. Neurokinina B), cytokiny, hormony, ligandy dla receptoréw zwigzanych
z biatkiem G czy inne czasteczki sygnatowe (Glidewell-Kenney i in., 2014; Greenberg i in.,
1985; Thiel 1 Rossler, 2011). c-Fos posredniczy zatem w transdukcji sygnatow
zewnatrzkomérkowych na zmiany w ekspresji genow, na ktore oddzialuje. Umozliwia
konwersje krotkotrwalych bodzcoéw zewnetrznych na dltugotrwale zmiany neuronalne (Marx,
1987; Yang i in., 1990). Kompleks AP-1 reguluje wiele procesow biologicznych, w tym
przyczynia si¢ do zwigkszenia liczby i sily potaczen synaptycznych (Sanyal i in., 2002).
Indukcja biatka c-Fos oraz rola jaka spetnia w kompleksie AP-1 towarzyszy wigc warunkom
dhugotrwatej plastycznosci neuronalnej, obejmujacej procesy uczenia si¢ i zapamig¢tywania
(Kaczmarek, 1993). Wykazano, ze do akumulacji mRNA c-fos, w rejonie hipokampa mézgu
szczura, dochodzi po uprzedniej iniekcji glutaminianu w tej okolicy (Kaczmarek i in., 1988),
a zastosowanie antagonisty receptora NMDA spowodowalo jednoczesny spadek poziomu
c-Fos ztowarzyszacym uposledzeniem reakcji na kontekstualne warunkowanie strachem
(Savonenko 1 in., 2003). Wyciszenie ekspresji c-fos w korze shluchowej myszy, przez
zastosowanie krotkich fragmentow shRNA o drugorzedowej strukturze spinki do wlosow

(ang. short hairpin RNA), doprowadzito do upo$ledzenia nauki rozpoznawania dzwickow,
a zmierzone parametry elektrofizjologiczne $wiadczyly o zaburzeniach plastycznosci
neurondw pozbawionych c-Fos. Jednoczesnie badane zwierzgta nie mialy problemu
z uczeniem si¢ czynno$ci niepowigzanych zbodzcami stuchowymi, takimi jak unikanie
miejsca (de Hoz i in., 2018). Poziom mRNA c-fos znaczaco wzrasta podczas testow
behawioralnych, w ktorych zwierzgta ucza si¢ nowych reakcji (acquisition), jest unkcjonalnie
powigzany z czynnikiem behawioralnym zapewniajacym aspekt nowosci. Najwigksze zmiany
poziomu c-Fos zaobserwowano podczas pierwszych sesji procedur treningowych, co wskazuje
na jego role w odpowiedzi adaptacyjnej neuronow (Kaczmarek i Nikotajew, 1990). Aby
poziom bialka c-Fos stanowit odzwierciedlenie diugotrwatych procedur behawioralnych,

niezbedny jest aspekt zapewniajacy zrdznicowanie sesji treningowych, np. wprowadzenie
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nowosci czy zmienno$¢ bodzcow (Bertaina-Anglade 1 in., 2000; Grimm i Tischmeyer, 1997,
Nikolaev i in., 1992). Poza uczeniem si¢ nowych zadan, reekspozycja na s$rodowisko
treningowe po pewnym czasie (nawet 30 dni) rowniez indukuje syntezg¢ biatka c-Fos (Frankland
i in., 2004). Reaktywacja $ladu pamieciowego zwigksza jego podatnos¢ na modyfikacje
w procesie rekonsolidacji, czynigc go wrazliwym na zaktdcenia “§wiezg” informacjg. Ponowna
stabilizacja wzmocnionego $ladu pamigci wymaga syntezy bialek zaangazowanych
w pobudzenie tych konkretnych populacji komoérek (Lee, 2008). Pokazano, ze biatko c-Fos
pojawia si¢ w komorkach nerwowych tylko wtedy, gdy dany neuron jest stymulowany
w warunkach czynigcych go podatnym na plastyczno$¢ synaptyczng (Kaczmarek, 2002), a jego
poziom wzrasta w neuronach odpowiedzialnych za powstawanie tzw. engramow (§ladow
pamieciowych) (Gore i in., 2015; Tonegawa i in., 2015). c-Fos jako komponent kompleksu
AP-1 promuje genetyczng regulacj¢, prowadzaca do strukturalnych i funkcjonalnych zmian
neuronéw, poprzez powstawanie nowych polaczen miedzy neuronami, wzmocnienie
synaptyczne 1 zmiany morfologiczne - ksztaltu kolcow dendrytycznych. To wszystko reguluje
proces plastyczno$ci neuronalnej i rearanzacj¢ polaczen, ktdre stanowia podstawe procesOw
uczenia si¢ 1 zapamietywania (Jaworski i in., 2018). AP-1 reguluje bowiem ekspresj¢ genow
kodujacych  zewnatrzkomérkowa  proteinaz¢ macierzowag MMP-9  (ang.  matrix
metalloproteinase 9) oraz jej inhibitora TIMP-1 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 1),
ktére odgrywaja kluczowa role w modyfikacji macierzy zewnatrzkomorkowej, a przez to
umozliwiajg kontrole sity polaczen synaptycznych (Kuzniewska i in., 2013).

c-Fos stanowi bardzo przydatne narz¢dzie do okreslenia aktywnosci neuronalnej. Mozna
go stosunkowo tatwo wykry¢ przy uzyciu swoistych przeciwciat. Jest wyraznie indukowany
zardOwno wzmocnieniem awersyjnym jak i apetytywnym i obszernym spektrum szkodliwych
i nieszkodliwych bodzcéw. Moze wigc by¢ uzywany do analizy réznorodnych odpowiedzi
behawioralnych. Stan wyjSciowy biatka pozostaje na niskim poziomie, a jego komodrkowa
lokalizacja pozwala na detekcj¢ pojedynczych neuronéw. Wykorzystanie opisanych wczesniej,
specyficznych cech c-Fos w polaczeniu z metodami inzynierii genetycznej i nowatorskimi
technikami obrazowania (celowane no$niki wirusowe, systemy rekombinacji i detekcji
w czasie rzeczywistym, system obrazowania dwufotonowego iobrazowania za pomoca
miniskopdw) zapewnia szerokie spektrum zastosowan do niezwykle precyzyjnej diagnostyki.
Istnieja jednak pewne ograniczenia w stosowaniu c-Fos do mapowania aktywnosci
neuronalnej. W zwigzku ze sklonnoscig do indukcji po kontakcie znowo napotkanymi,

$wiezymi bodzcami pojawia si¢ potrzeba zapewnienia wyjatkowo statych warunkéw podczas
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przeprowadzania eksperymentow behawioralnych. Szczegdlnie wazne stajg si¢ aspekty dobrej
aklimatyzacji zwierzat, habituacji do eksperymentatora, pomieszczenia, zapachdw,
o$wietlenia, tak aby zredukowaé niespecyficzne bodzce do minimum, kladac nacisk na
zagwarantowanie niezmiennych warunkow tta do§wiadczalnego. c-Fos jest bardzo waznym
wskaznikiem komorkowego stanu pobudzenia, ale nie mozna poming¢ aspektu, ze jego niski
poziom nie stanowi wiarygodnego potwierdzenia braku aktywnos$ci komorki (Cruz i in., 2015;
Peter 1 in., 2013). Komodrki nerwowe moga by¢ roOwnoczesnie zaangazowane w wiele
mikroobwodoéw otrzymujac zarowno pobudzajace jak i inhibujace sygnaty. W fizjologicznie

zahamowanych neuronach c-Fos takze nie bedzie ulegat aktywacji.

4.12 Mapowanie c-Fos w RSC

Na przestrzeni ostatnich kilkudziesigciu lat, wraz z odkryciem kluczowych procesow
systemu pamigci przestrzennej doszto do znacznego rozwoju zakresu i technik eksperymentow
behawioralnych. Biorgc pod uwage nieco peryferyjne potozenie RSC w obwodzie
nawigacyjnym (Rycina 1), poczatkowe badania mapowania c-Fos i paradygmaty behawioralne
dotyczace tego regionu byly czgsto czeScig szerszego obrazu anatomicznego. Jedna
z pierwszych publikacji pokazata wyzszy poziom c-Fos w RSC zwierzat poruszajacych si¢
w bardziej zaawansowanym labiryncie (o§mioramiennym labiryncie promienistym, ang. eight-
arm radial maze), w stosunku do nawigacji zwierzat w uproszczonym, jednoramiennym
srodowisku. Jednoczesnie zmiana miejsca, przy zachowaniu paradygmatu nawigacyjnego
szczurdOw, nie znalazta odzwierciedlenia we wzmozonej ekspresji c-fos (Vann i in., 2000).
Wysunigto wnioski, ze zaangazowanie RSC moze polega¢ zatem na aktualizacji polozenia
zwierzecia w stosunku do srodowiska i monitorowaniu przebytej trajektorii, w odpowiedzi na
przyswojenie nowych bodzcéw przestrzennych. Niemniej jednak kolejne analizy zaré6wno tych
samych jak iinnych badaczy wykazaty, ze w odpowiedzi na zmian¢ miejsca (nowy pokoj),
podczas aktywnej eksploracji przestrzeni, doszto do znacznego obnizenia poziomu biatka
c-Fos w RSC, ale tylko w przypadku wyciszenia projekcji ptynacych z przedniego wzgorza
(ATN). Zdecydowana wigkszo$¢ neuronéw z obnizonym poziomem c-Fos zlokalizowana byta
w powierzchownych warstwach RSG (Jenkins 1 in., 2002), aefekt wykazal chroniczny
charakter (Jenkins i in., 2004). Podobne wyniki obnizenia poziomu Fos w komoérkach RSC
osiggnigto w przypadku wyciszenia innych sktadowych systemu przestrzennego, w tym HPC

(Albasser i in., 2007) czy drogi suteczkowo-wzgorzowej (ang. mammillothalamic tract, MTT)
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(Vann 1 Albasser, 2009). Pojawily si¢ tez kontrargumentujace doniesienia, pokazujace
odpowiedz neuronéw RSC na zmiany zachodzace w srodowisku (ksztattu, wielkos$ci, rotacji
czy koloru otoczenia, zmiana kontekstu badZz pojawienie si¢ obiektu (Carstensen i in., 2021;
Franco i Goard, 2021; Miller i in., 2021). Znakujac komorki c-Fos-pozytywne ujawniono takze
rozbiezno$¢ zaangazowania nawigacyjnego poszczegllnych czgsci anatomicznych RSC.
Neurony RSG wykazywaty zwigkszone pobudzenie podczas treningu zwierzat w promienistym
labiryncie, niezaleznie od obecnos$ci zrodta $wiatta. Neurony RSA przejawiaty natomiast
podwyzszony poziom c-Fos tylko w warunkach dostgpnosci bodzcéw wzrokowych (Pothuizen
i in., 2009). Znajduje to uzasadnienie w opisanej powyzej anatomicznej sieci polaczen
pomiedzy RSG i formacjg hipokampa (CA1, Sub) oraz sygnatami wzrokowymi dochodzacymi
do czg$ci agranularnej. Co istotne, RSC jest jedng z dwoch struktur (druga jest PoS), ktora
otrzymuje bezposrednie projekcje zaréwno z kory wzrokowej jak 1 ATN (Sit i Goard, 2023).
Uzycie innych testow nawigacyjnych réwniez skutkowato aktywacja RSC podczas
przemieszczania si¢ do celu.

W przypadku treningu szczurdw w basenie morrisa wykazano wzrost komorek c-Fos-
pozytywnych w RSC w kolejnych dniach nauki (Fernandez i Morris, 2018) badz powtarzajacy
si¢ wzor odpowiedzi neuronalnej (Czajkowski i in., 2014), wskazujac na zaangazowanie
w proces konsolidacji pamigci. Zaobserwowano, ze kora retrosplenialna zostaje aktywowana
podczas  przetwarzania 1iasocjacji  sygnaldow  kontekstowych, czego najbardziej
reprezentatywnym przykladem w 6éwczesnych zasobach testow behawioralnych, byto
kontekstualne warunkowanie strachem. Paradygmat wymaga powigzania réznych sygnatow
sensorycznych, a nastgpnie aktualizacji asocjacji stworzonego kontekstu o bodziec awersyjny.
Do wzrostu c-Fos w RSC dochodzi zaréwno podczas tworzenia asocjacji jak iich
przywotywania z pamigci (Beck i Fibiger, 1995; Bucci i Robinson, 2014). Wiadomo takze, ze
jest to proces zalezny od receptorow NMDA (Baumgirtel i in., 2018), co sugeruje,
ze mechanizmy plastycznos$ci synaptycznej regionu RSC odpowiadaja za procesy asocjacyjne.
O tym, ze reprezentacja przestrzenna RSC oddzialuje z uczeniem asocjacyjnym swiadczg takze
badania Trask 1 wspolpracownikow, ktorzy wykazali, ze aktywno$¢ catego obszaru
retrosplenialnego jest niezbedna podczas procesu integracji bodzcow, a selektywna inhibicja
tylnej RSC uposledzata powstawanie i przywolywanie pamigci o kontekscie przestrzennym
(Trask 1 Helmstetter, 2022). Na podstawie tego zaczeto poszukiwaé roli retrosplenialnych
neurondw w przetwarzaniu wskazoéwek sensorycznych, w zwigzku z podejmowaniem decyzji

o wyborze drogi do celu.
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Konsolidacja pamigci (proces stabilizacji §ladu pamigciowego w strukturach korowych)
zachodzi stopniowo wraz z uptywem czasu (Wiltgen i in., 2004). Swiezo nabyte informacje
sukcesywnie przeksztalcaja si¢ z poczatkowo niestabilnego stanu w trwate, ugruntowane $lady
pamieciowe (Dudai, 2004). Hipokamp jest kluczowy dla tworzenia nowych wspomnien
deklaratywnych (Eichenbaum, 2000). Jednak jego decydujaca rola w procesie konsolidacji jest
ograniczona czasowo. Z szerokiej gamy bodzcow docierajacych do organizmu,
wyselekcjonowane, istotne zpunktu widzenia rozpoznawania kontekstu, tworza $lad
pamigciowy. Zaangazowanie RSC wyrazone w podwyzszonym poziomie biatka c-Fos
wykazano zar6wno w trakcie powstawania jak i przywotywania pamigci dotyczacej poruszania
si¢  w pigcioramiennym labiryncie (Maviel 1 in., 2004). Podczas aktualizacji $ladu
pamieciowego, dochodzi do inkorporacji nowego sygnatu do juz istniejacego, neuronalnego
schematu. Dodana informacja zostaje szybko nadpisana ijuz wciggu 48 godzin staje
si¢ niezalezna od hipokampa (Tse i in., 2007). Doktadna dynamika i regulacja tego procesu nie
sa jeszcze poznane. Wiadomo natomiast, ze aktualizacja istniejacego $ladu pamigciowego
angazuje zarowno HPC, jak struktury korowe, w tym RSC. Podczas gdy proces tworzenia
kompletnie nowej reprezentacji lokalizacji (przy wykorzystaniu testu asocjacji obiektéw i ich
lokalizacji, ang. paired-associates task) powoduje podwyzszony poziom IEG jedynie w polu
CA1 HPC (Tse i in., 2011). Zastosowanie dwufotonowego obrazowania mikroskopowego
in vivo, przy jednoczesnym wykorzystaniu transgenicznej linii myszy, ktore eksprymuja biatko
zielonej fluorescencji zalezne od promotora c-fos (cFos-shGfp) (Reijmers i in., 2007) wykazata,
Ze uczeniu przestrzennemu towarzyszy pojawienie si¢ specyficznego, kontekstowego engramu
pamigci w RSC. Potwierdza to hipotez¢, ze kora retrosplenialna bierze udziat zaréwno
w tworzeniu jak i odzyskiwaniu dtugotrwatej pamigci przestrzennej (Milczarek 1 in., 2018;
Milczarek 1 Vann, 2020). Co wigcej dzieki technice obrazowania dwufotonowego i mozliwosci
sukcesywnego obrazowania c-Fos pozytywnych neurondow w RSC pokazano stabilizacje
specyficznego dla zasocjowanego kontekstu wzoru aktywacji komorek wraz z postepem nauki
nawigacji, potwierdzajac utrzymanie zaangazowanego engramu nawet po 3 tygodniach.

Neuronalna reprezentacja kontekstu oparta jest o jednoczesne postrzeganie
réznorodnych bodzcow tak, aby wyksztatci¢ mozliwie najlepszy sposob rozpoznawania danego
miejsca w przestrzeni, niezawodny nawet gdy zasocjowane bodzce ulegng czg$ciowej
modyfikacji. Wydaje si¢, ze zaangazowanie RSC jest kluczowe dla stworzenia odpowiedniej
ramy poréwnawczej, taczacej wsobie wypadkowa bodzcow  allocentrycznych

1 egocentrycznych. Wymaga to wlasciwego rozpoznania i segregacji informacji pochodzacych
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zroznych zrodet. W warunkach konfliktu bodZzcéw bedacych odniesieniem zaangazowanie
RSC jest niezbedne (Wesierska i in., 2009).

Powyzsze oraz liczne inne eksperymenty dotyczace roli RSC w nawigacji ujawnily
ztozony i wielowymiarowy obraz funkcji tej struktury. W wigkszosci przypadkéw wnioski
z elektrofizjologicznych i neuroanatomicznych badan pozostaja spdjne. Mapowanie poziomu
biatka c-Fos w RSC pokazuje, ze jego obecno$¢ jest Sci§le zwigzana z aktywno$cig neuronow
zaangazowanych w zadania nawigacyjne i orientacj¢ w $rodowisku. Wyrdzniono istotno$é
kory retrosplenialnej we wspottworzeniu sieci odpowiedzialnej za pamigé przestrzenna,
eksponujac znaczenie badania struktur obwodu nawigacyjnego jako spojnego, zintegrowanego
systemu. Aby moc pozna¢ procesy stojace u podstaw specjalizacji systemu nawigacji i zaglebic
mechanizmy zaangazowania kory retrosplenialnej, niezbedny jest elastyczny paradygmat
behawioralny, zapewniajacy mozliwo$¢ wprowadzania modyfikacji na réznych poziomach
badania, a dodatkowy brak koniecznos$ci zmiany aparatury, aranzacji pomieszczenia na nowo
i dostosowywania wyposazenia jest wysoce pozadany. W celu szczegdétowego poznania
neuronalnych determinantéw zaleznosci nawigacji od wskazoéwek zewngtrznych, paradygmat
behawioralny powinien umozliwi¢ nawigacj¢ bez ingerencji cztowieka, w oparciu o bodzce
wzrokowe, pozwalajac na wprowadzanie zmian wskazéwek oraz plynne decydowanie o ich
dostepnosci oraz pokazywaé klarowno$¢ podjetych przez zwierzg decyzji wyboru $ciezki

nawigacji.

4.13 Podstawy zastosowanego systemu behawioralnego (labirynt T)

Pierwszy labirynt w ksztalcie litery T zaprojektowany zostal na poczatku 1910 roku przez
Roberta Yerkesa (1876-1956) na Uniwersytecie Harvarda, do badan bezkregowcow,
w szczegdlnosci procesoOw uczenia si¢ dzdzownic (Yerkes, 1912). Klasyczny labirynt T sktada
si¢ z podstawy (dtugi korytarz) i dwoch ramion bocznych na ksztatt litery T, zapewniajac
bezposrednia ekspozycje zwierzgcia na dychotomiczny wybor skretu. Zadanie opiera si¢ na
zatozeniu, ze zwierzgta wyewoluowatly optymalng strategi¢ eksploracji swojego otoczenia
1 zdobywania pozywienia przy minimalnym wysitku (Wenk, 1998). Dodatkowo wyrdznia go
mozliwo$¢ wykorzystania naturalnej tendencji gryzoni do alternacji podczas realizacji zadania
nawigacyjnego (d’Isa i in., 2021). Po umieszczeniu w labiryncie T, szczury lub myszy
wykazuja silng tendencj¢ do naprzemiennego wyboru ramion w kolejnych prébach. Zjawisko

naturalnej sktonno$ci do alternacji po raz pierwszy zostatlo opisane w badaniu Edwarda
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Tolmana z 1920 roku (Tolman, 1925). Tolman zauwazyt, ze szczury kieruja swoja eksploracje
w labiryncie T do ramienia przeciwnego do odwiedzanego przy poprzednim wyborze, mimo
zachowania niezmiennych cech $rodowiska. Wrodzong tendencje do alternacji wielokrotnie
potwierdzitam podczas wiasnych, wieloletnich badan zaréwno na szczurach jak i na myszach.
Popieraja ja takze wspotczesne badania z wykorzystaniem wirtualnej przestrzeni (Pinto i in.,
2018).

Aby z powodzeniem dokona¢ naprzemiennych wyboréw w probach, zwierze musi
pamigta¢, ktore rami¢ zostalo odwiedzone poprzednio. Czyni to labirynt T optymalnym
narzgdziem do oceny roboczej pamigci przestrzennej, rozumianej jako zdolno$¢ poznawcza,
ktéra przechowuje informacj¢ i pozwala na jej manipulacje, aby kierowaé podejmowaniem
decyzji i1odpowiedziag behawioralng (zachowaniem) (Nestler i in., 2015). Standardowy
protokot nawigacji w labiryncie T moze dodatkowo obejmowac nagradzanie alternacji
(Dudchenko, 2001), badz bodziec awersyjny w przypadku niepoprawnego wyboru (Okada i in.,
2017). Wzmocnienia maja na celu ugruntowanie naprzemiennej nawigacji, a wprowadzenie
dodatkowych bodzcéw sensorycznych pozwolito na zastosowanie labiryntu T do badania
rozpoznawania nawigacyjnych punktow odniesienia.

Pomimo znacznego post¢pu w badaniach nad rolg poszczegdlnych obszarow moézgu i ich
wzajemnych relacji w funkcjonowaniu pamigci przestrzennej, gros badan koncentrowalo si¢ na
strategiach nawigacyjnych, uzaleznionych od mapy poznawczej lokalnego $rodowiska
(Burgess 1 in., 2001; O’Keefe i Dostrovsky, 1971). W znanym otoczeniu zwierzgta czesto
stosuja jednak schemat podazania trasa, rozpoznajac konteksty 1 wskazoéwki srodowiskowe, co
determinuje ich dzialania motoryczne (Franco i Goard, 2021). Strategia asocjacyjna, poruszania
si¢ w odniesieniu do okreslonych wskazowek przestrzennych, nie stanowi jednak odrebnego
systemu, a jest $cisle zintegrowana z indeksem mapy poznawczej, nabytej przez aktywno$¢
eksploracyjng. Dzigki temu, mozliwa jest nawigacja do celu z r6znych miejsc poczatkowych,
a takze podjecie nowej Sciezki, gdy dotychczasowa trasa jest niedostgpna (Xavier i Costa,
2009). Reprezentacja oparta na mapie i oparta na integracji $ciezki zawsze dzialaja razem,
ale dostgpnos¢ zewnetrznych punktéw orientacyjnych moze decydowac o tym, czy dominuja
strategie allocentryczne, czy egocentryczne. Srodowiska bogate we wskazowki zewnetrzne
moga by¢ czesto aktualizowane przez zmiany zaleznosci bodzcoéw sensorycznych,
w przeciwienstwie do przestrzeni ubogich w punkty odniesienia, wowczas integracja $ciezki

staje si¢ nadrzednym mechanizmem osiagnigcia lokalizacji celu (Buzséaki i Moser, 2013).
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Podejmowanie decyzji o kierunku przemieszczania si¢ w oparciu o rozproszone
1 niejednoznaczne wskazowki sensoryczne jest zadaniem, z ktorym zwierzeta muszg mierzy¢
si¢ w naturalnym $rodowisku. Wybdr rozwigzan zachodzi zatem czgsto w potaczeniu
z innymi ztozonymi zachowaniami i moze by¢ dynamicznym procesem. Rozwigzywanie zadan
przestrzennych jest niewatpliwie ztozonym procesem, ktérego poznanie wymaga posiadania
odpowiednich narzedzi w postaci testow behawioralnych. W literaturze zwraca si¢ uwage na
prawdopodobne, jednoczesne wspotistnienie wielu strategii poruszania si¢ do celu,
w zalezno$ci od bogactwa sensorycznego otoczenia. Brakuje jednak adekwatnego testu,
badajacego decyzje nawigacyjne zwierzat w oparciu o dostepne wskazowki wizualne,
uwzgledniajacego $rodowisko bogate w dynamiczne zmiany. Taki test powinien wymagac
efektywnej aktualizacji planu motorycznego, jednocze$nie umozliwiajac swobodny ruch,

zgodny z naturalng pre¢dko$cig poruszania si¢ myszy.
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5 Cele pracy

Nawigacja w przestrzeni stanowi ztozony, wieloczynnikowy proces. Postuluje si¢, ze
efektywno$¢ ukierunkowanego poruszania si¢ w S$rodowisku opiera si¢ na cigglym
monitorowaniu i aktualizowaniu pozycji wzgledem punktu poczatkowego, w odniesieniu do
wskazowek wizualnych pochodzacych z otoczenia. Odnalezienie drogi do celu wymaga
precyzyjnej aktywnos$ci specyficznych populacji neuronalnych, integrujacych potrzebne
informacje, a przez to umozliwiajacych inicjowanie i kontrolowanie aktywnos$ci nawigacyjnej,
zgodnej z biezacym kontekstem przestrzennym. Stworzenie warunkéw umozliwiajacych
badanie naturalnych strategii nawigacyjnych zwierzat, w oparciu o dost¢gpne wskazowki
srodowiskowe stanowi zatem kluczowy krok na drodze do poznania mechanizméw
odpowiedzialnych za tworzenie, przechowywanie i odtwarzanie pamigci przestrzennej.
Wiadomo, ze kora retrosplenialna jest zaangazowana w przetwarzanie wizualnej informacji
o zewngtrznym $rodowisku, lokomocje, orientacj¢ glowy i pozycj¢ zwierzecia, ale jej doktadna
rola w funkcjonowaniu pamigci przestrzennej pozostaje wcigz niedostatecznie poznana.

Gléwnym celem niniejszej pracy bylo opracowanie behawioralnego modelu
umozliwiajacego badanie pamigci przestrzennej myszy w konteks$cie zalezno$ci nawigacji od
prezentowanych wskazéwek przestrzennych. W ramach realizacji nadrzednego celu przyjeto
nastgpujace cele szczegdlowe:

e zaprojektowanie, zoptymalizowanie i wdrozenie zautomatyzowanego systemu do
badania pamigci przestrzennej u myszy

e analiza wplywu roznych strategii treningu na proces nawigacji opartej o bodzce
wizualne

e zbadanie zaangazowania kory retrosplenialnej oraz hipokampa, wyrazone poziomem
biatka c-Fos, w proces nawigacji opartej o wskazoéwki wizualne przy zastosowaniu
réznych strategii uczenia si¢ myszy

e stworzenie paradygmatu behawioralnego uzalezniajagcego nawigacj¢ zwierzat od
ztozonych bodZzcoéw wizualnych

e analiza wplywu wykorzystania zréznicowanych wskazéwek wizualnych na proces
nawigacji w labiryncie (z uwzglednieniem zaangazowania kory retrosplenialnej
1 hipokampa)

e analiza wptywu inaktywacji kory retrosplenialnej na nawigacje oparta o zestaw znanych
wskazowek przestrzennych badz o wybiorcza dostepnosé jednego typu wskazowki
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6 Materialy 1 metody

6.1 Zwierzecy model badawczy i warunki hodowli

Wszelkie procedury doswiadczalne wykonane byly zgodnie z obowigzujacymi regulacjami
prawnymi:
e Dyrektywa 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw
naukowych
e Ustawa z 15 stycznia 2015 o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw
naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 26 lutego 2015 poz. 266)
e Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 14 grudnia (2016) w sprawie
minimalnych wymagan, jakie powinien spetnia¢ o$rodek, oraz minimalnych wymagan
w zakresie opieki nad zwierz¢tami utrzymywanymi w osrodku
oraz za zgoda 1iLokalnej Komisji Etycznej do spraw Dos$wiadczen na Zwierzgtach
w Warszawie (nr zgod: LKE 119/2016, LKE 932/2019).
Zawarte w niniejszej pracy doswiadczenia przeprowadzono na samcach myszy szczepu
C57BL6/cmdb w wieku ok. 12 tygodni (eksperyment 1) oraz 8-10 tygodni (eksperyment 2 i 3).
Zwierzgta zakupiono w Centrum Medycyny Doswiadczalnej (CMD) Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku lub w Zwierzg¢tarni  Instytutu  Biologii  Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk. Zastosowano powyzszy model
doswiadczalny ze wzgledu na szereg korzysci, ktore znaczaco zwigkszaja potencjat
eksperymentalny. Mysi model cechuje stosunkowo niski koszt, mozliwo$¢ ekstrapolacji
danych, dzigki wysokiej homologii genoméw myszy i cztowieka (90%) oraz szeroka
dostepnos¢ stale powigkszajacego sie arsenatu narzedzi do rejestrowania i manipulowania
obwodami neuronalnymi z duza specyficznoscia czasoprzestrzenng. Dodatkowo krétki cykl
zyciowy 1mnogos¢ potomstwa determinuje pozadang dostepno$¢ zwierzat. Myszy
utrzymywane byty w wentylowanych pomieszczeniach hodowlanych, z 12-godzinnym cyklem
dobowym (12 godz. fazy jasnej / 12 godz. fazy ciemnej), stala temperatura (20-24°C)
1 optymalng wilgotnosciag powietrza (50-60%). Poczatkowo zwierzeta przetrzymywane byty
w grupach do pigciu osobnikow, a kilka dni przed rozpoczgciem procedury habituacyjnej,
rozdzielane do pojedynczych, indywidualnie wentylowanych klatek, o podwyzszonym

standardzie mikrobiologicznym (klatka IVC), z dostgpem do pozywienia i wody ad libitum.
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W trakcie trwania procedury habituacji do eksperymentatora (szosty dzien), tuz przed
rozpoczeciem habituacji do pomieszczenia eksperymentalnego i labiryntu, myszy byly
przenoszone do strefy bytowania zwierzat w docelowym kompleksie pomieszczen
doswiadczalnych, pozostajac pojedynczo, w standardowych (cho¢ wiekszych niz zalecane)
klatkach do konca procedury eksperymentalnej. Klatki umozliwialy wzajemny kontakt
wzrokowy 1 zapachowy zwierzat. W momencie przeniesienia myszy do pomieszczenia
eksperymentalnego odwrdocono takze cykl dobowy zwierzat, z zachowaniem proporcji fazy
jasnej do fazy ciemnej (ciemna faza rozpoczynala si¢ o godzinie 7 rano) oraz wprowadzono
minimalne ograniczenia zywieniowe. Stosowano 3,5g standardowej paszy hodowlanej
dziennie/ mysz w celu subtelnego wzmocnienia motywacji do nagrody pokarmowej. Srednia
dzienna masa ciata byta monitorowana dla kazdego osobnika i nigdy nie spadta ponizej 90%
warto$ci poczatkowej. Myszy wazono codziennie po zakonczeniu procedury treningu.
Zwierzgta utrzymywane byly w warunkach maksymalnego wzbogacenia $rodowiska (kotki
osikowe, material gniazdowy (wtosy drzewne), domki, bawetniane wateczki, rolki papierowe).
Zapewniono codzienng kontrolg¢ warunkow s$rodowiskowych, dobrostanu i stanu zdrowia
zwierzat oraz dotozono wszelkich staran, aby zredukowaé liczbe zwierzat uzytych

w doswiadczeniach i wykluczy¢ ich cierpienie.

6.2 Wektory wirusowe (Chemogenetyczny system modulacji

aktywnosci neuronalnej oparty na receptorach DREADD)

Aby okresli¢, czy kora retrosplenialna tworzy indeksy pamigci umozliwiajace skuteczng
nawigacje oraz czy odpowiada za przetwarzanie preferencyjnych wskazoéwek przestrzennych
(kontekstowej badz indywidualnej) konieczna jest jej przejSciowa, odwracalna inaktywacja
podczas wykonywania wyuczonego wczesniej zadania przestrzennego. Jest to mozliwe za
pomoca technik chemogenetycznych. W celu selektywnego wyciszenia aktywnos$ci kory
retrosplenialnej wykorzystano system DREADDs (ang. Designer Receptors Exclusively
Activated by Designer Drugs). Jednymi z najpopularniejszych DREADDs s3a syntetyczne
warianty muskarynowych receptoréw acetylocholinowych sprzezonych z Gi (np. zmutowane
receptory muskarynowe 4; hM4Di, ktore pozwalaja na zmniejszenie aktywnosci neuronalnej)
lub Gq (np. zmutowane receptory muskarynowe 3; hM3Dq, umozliwiajace stymulacje
aktywno$ci neuronalnej) (K. S. Smith i in., 2016). Dzi¢ki tej metodzie aktywno$¢ docelowych

neurond6w moze by¢ pobudzana badz hamowana poprzez ogo6lnoustrojowe podanie
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egzogennych substancji chemicznych (efektora chemogenetycznego). W przeciwnym
wypadku indukowana obecno$¢ receptorow hM3Dq i1hM4D (DREADDs) w btonach
neuronalnych pozostaje fizjologicznie neutralna, nie wplywajac na endogenne procesy
komoérkowe ani na funkcjonowanie neurondéw w warunkach bazowych. Ze wzgledu na
potencjalne skutki uboczne spowodowane wstecznym metabolizmem CNO do klozapiny, jako
agoniste podawano bezpieczng substancje JU60 (HB626), o wysokim powinowactwie
ipotencjale  pobudzenia receptorow DREADDs (Bonaventura 1 in., 2019).
W eksperymencie 3 jako no$niki informacji genetycznej zastosowano wektory wirusowe
zwigzane z adenowirusami (ang. adeno-associated virus, AAV). Zastosowano nastgpujace
konstrukty:

PAAV-hSyn-hM4D(Gi)-mCherry (nr kat. 50475, Addgen); miano wyjsciowe > 7x10'? vg/ml
pAAV-hSyn-mCherry (nr kat. 114472, Addgen); miano wyj$ciowe > 7x10'2 vg/ml

Miano wirusa uzyte do iniekcji dobrano do$wiadczalnie, za pomoca pilotazowych iniekcji
domézgowych. Przyjeto miano 3,5 x10'? vg/ml.

W przypadku uzytych konstruktéw jako gen promotorowy, kontrolujacy ekspresj¢ transgenu,
uzyto specyficznego dla neuronéw, ludzkiego genu synapsyny typu pierwszego (hSynl).
Powinowactwo wektorow AAV do poszczegdlnych typéw komorek jest $ci§le zalezne od
serotypu, ktory zkolei jest determinowany przez specyficzne modyfikacje bialek kapsydu
AAV. Te modyfikacje wplywaja na zdolno$¢ wektorow do wigzania si¢ z receptorami na
powierzchni okreslonych komodrek. W celu zapewnienia jednakowej skuteczno$ci transdukcji

w niniejszej pracy, dla obu uzytych konstruktow AAV zastosowano serotyp 5.

6.3 Operacje stereotaktyczne

Przed rozpoczgciem procedur chirurgicznych wszystkie narzgdzia byty sterylizowane.
Myszy przenoszono do przedsionka sali chirurgicznej w klatkach bytowych (minimalizacja
stresu) 1 umieszczano w przygotowanym, wentylowanym regale. Pozwolito to zmniejszy¢ czas
pomiedzy opuszczeniem bezpiecznej strefy klatki, a ekspozycja na komor¢ wziewng. Po
zakonczeniu procedur operacyjnych zwierzeta trafialy do przygotowanych uprzednio, czystych
klatek. W celu wprowadzenia zmian genetycznych i zastosowania chemogenetycznego

systemu wyciszenia struktury, myszy poddano operacjom stereotaktycznym iniekcji wektorow
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wirusowych AAV do kory retrosplenialnej. Zwierz¢ w stan glebokiej narkozy wprowadzano
poprzez zastosowanie wziewnego anastetyku, izofluranu (Vetflurane 1000 mg/g, indukcja
- 5%, podtrzymanie - 2% w tlenie). Nastgpnie zapewniajac ciagla ekspozycje na anastetyk
(nozdrza myszy umieszczone w dyfuzorze ramy stereotaktycznej) podano podskornie leki:
opioidowy lek przeciwbolowy Butomidor (Butorfanol 10 mg/ml, dawka 3.3 mg/kg masy ciata),
przeciwbolowy lek z grupy NLPZ Loxicom (Meloksykam 5 mg/ml, dawka 5 mg/kg m.c.) oraz
przeciwzapalny Tolfedine (4% kwas tolfenamowy 40 mg/ml, dawka 4 mg/kg m.c.). Jako
antybiotyk zastosowano Baytril (enrofloksacyna 2,5%, dawka 2,5 mg/kg m.c.). Iniekcje
wymienionych substancji wykonano minimum 30 minut przed nacigciem skory. Podczas
trwania operacji temperatura myszy byla monitorowana iutrzymywana na staltym
poziomie przy pomocy koca termicznego. Skore na glowie ogolono. Aby zapobiec wysuszaniu
rogdwki, na czas operacji oczy zwierzat pokrywano nawilzajacym preparatem ochronnym
(Lubrithal). Po upewnieniu si¢, ze czucie glgbokie zostalo zniesione (brak reakcji czucia bolu
podczas ucisku paliczkdw i ogona) i potwierdzeniu braku odruchu rogéwkowego, mysz byla
umieszczana w aparacie stereotaktycznym poprzez wlozenie do zewngtrznego otworu kanatu
stuchowego kotkéw (ang. ear bars) unieruchamiajacych czaszke. Skorg gtowy dezynfekowano
naprzemiennie jodyna i alkoholem (70% alkohol etylowy, nr kat. 470198, Sigma-Aldrich).
Miejsce ciecia znieczulano lidokaing (Lignocainum 20 mg/g, Jelfal) w formie zelu. W celu
odstoniecia powierzchni czaszki wykonywano skalpelem naciecie o dlugosci okoto 1 cm,
a powierzchni¢ kosci doktadnie oczyszczano. Umozliwilo to znalezienie punktu bregma
1 identyfikacj¢ miejsc iniekcji. Koordynaty wyznaczono na podstawie atlasu mézgu myszy
(Paxinos i Franklin, 2019). Wyznaczone koordynaty dla kory retrosplenialne;j:

e - 1,5 w plaszczyznie przod/tyt (A/P), - 0,350 w ptaszczyznie lewo/prawo (P/L),

-0,4 w ptaszczyznie brzusznej/grzbietowej (D/V)

e 1,5(A/P), 0,350 (P/L),-0,4 (D/V)

e -2.54(A/P),-0,400 (P/L), -0,5 (D/V)

e 254 (A/P), 0,400 (P/L), -0,5 (D/V)

Przy czym lokalizacj¢ w ptaszczyznie bruszno-grzbietowej liczono od powierzchni mozgu. Po
ustaleniu miejsc tozsamych z przyjetymi koordynatami, za pomoca wiertta dentystycznego
wywiercano w czaszce cztery otwory o $rednicy ok 1,2 mm, pozwalajace na wprowadzenie
w odpowiednie miejsca igly strzykawki Nanofil. Liczba miejsc iniekcji wynika z rozmiaru

1 ksztattu kory retrosplenialnej. W strzykawce Nanofil znajdowala si¢ odpowiednia zawiesina
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no$nikow wirusowych zawierajagcych gen kodujacy receptor hamujagcy hM4Di (grupa
eksperymentalna i grupa kontrolna) lub biatko fluorescencyjne mCherry (grupa kontrolna
sham). Gdy igta (35G, $rednica 135um, nr kat. NF35BV-2, WPI) znalazla si¢ we wtasciwym
potozeniu, pozostata nieruchoma przez 5 minut w celu umozliwienia tkankom wokot niej na
powrdt do pierwotnej pozycji. Nastgpnie za pomocg pompy infuzyjnej podawano zawiesing
odpowiedniego wirusa w wodnym roztworze chlorku sodu (NaCl, o st¢zeniu 0,9%). Podawano
objetos¢ 0,4 ul, zszybkosciag 75 nl/min. Po zakonczeniu pracy pompy igla pozostawata
w danym potozeniu przez kolejne 5 minut w celu umozliwienia dyfuzji wstrzyknietym
no$nikom wirusowym. Nastgpnie bardzo delikatnie igle usuwano z moézgu. Czynnosé
powtarzano dla kazdego miejsca iniekcji. Nastepnie skore zabezpieczano szwem
chirurgicznym, nicig wchtanialng rozmiar 4-0 (nr kat. SR2674, Atramat). Brzegi rany
zabezpieczano wodnym roztworem fioletu gencjany. Mysz otrzymywala réwniez podskorny
zastrzyk z wodnego roztworu chlorku sodu (NaCl, 1 ml, 0,9%), ogrzanej do temperatury 36°C
w celu nawodnienia. Do momentu wybudzenia, zwierz¢ pozostawato pod stata kontrola,
w dogrzewanej klatce. Antybiotyk (enrofloksacyna) podawano przez kolejne 5 dni po zabiegu,
lek przeciwbolowy (meloksykam) minimum przez 48-72 godzin po zabiegu. Oba preparaty
podawano podskornie. Procedury doswiadczalne rozpoczynano po minimum dwodch

tygodniach od czasu przeprowadzenia zabiegdéw chirurgicznych.

6.4 Eutanazja na skutek skrwawienia przez perfuzj¢ przezsercowa

W celu przygotowania 1 pobrania tkanki do pozniejszego wykonania analiz
histologicznych ex vivo, przeprowadzano perfuzj¢ przezsercowa. Jest to metoda utrwalajaca
tkanke, ktéra polega na wymianie plynéw ustrojowych organizmu na roztwor 4%
paraformaldehydu (PFA, nr kat. 158127, Sigma- Aldrich). 90 minut po rozpoczeciu testu
w labiryncie T zwierz¢ta wprowadzano w stan sedatywno-nasenny poprzez podanie wziewne
mieszaniny 5% Izofluranu (Vetflurane 1000 mg/g) i tlenu, a nastepnie dootrzewnowa iniekcje
(igta 30G 0,3x13mm) mieszaniny ketaminy z medetomidyna. Stan glebokiej narkozy osiggano
przez dootrzewnowe podanie (igla 30G 0,3x13mm) Morbitalu (150 mg/kg). Po upewnieniu si¢,
ze zwierz¢ znajduje si¢ w stanie glebokiego uspienia: brak reakcji czucia bolu (ucisk ogona)
i odruchéw bezwarunkowych (zanik odruchu rogéwkowego) oraz ustaniu oddechu
przystgpowano do dalszej procedury. Nacinano powtoki brzuszne i otwierano klatke piersiowa

w celu uwidocznienia serca. Do lewej komory serca wprowadzano igle podtaczong do systemu
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przewodéw napedzanych pompa perystaltyczng. Przecinajac prawy przedsionek serca
uruchamiano jednocze$nie system tloczacy. Przecigcie prawego przedsionka ma na celu
przerwanie ciaglosci naczyn krwionosnych i upust krwi z organizmu. Przez igl¢ podawano
zbuforowany roztwor PBS (50 ml/ 3 min, 4°C, nr kat. 18912, Thermo Fisher Scientific)
z dodatkiem heparyny (5 000 jednostek/ml, Polfa Warszawa S.A.) wyptukujac tym samym
ptyny ustrojowe. Nastepnie stosowano roztwor paraformaldehydu (4%, 150 ml/ 6 min, 4°C,
PFA, nr kat. 441244, Sigma-Aldrich) w PBS (pH 7,5). Po osiagnieciu pozadanego efektu
utrwalenia i zakonczeniu perfuzji, niezywe zwierz¢ poddawano dekapitacji, a mozg izolowano
z czaszki. Uzyskang tkanke¢ przetrzymywano w roztworze 4% paraformaldehydu przez
24 godziny (4°C), po czym zastegpowano go 30% roztworem sacharozy (nr kat. S7903, Sigma-
Aldrich) w PBS, z dodatkiem azydku sodu (0,001%, nr kat. SIAL71290, Sigma-Aldrich),
pozostawiajac na minimum 3 dni w4°C wcelu przesycenia tkanki iuzyskania efektu

krioprotekcji. Tak przygotowang tkanke przechowywano do dalszych analiz.

Srodek Sposob podania Dawka
Ketamina (100 mg/ml) dootrzewnowo 75 mg/kg
Cepetor (Medetomidyna (1mg/ml)) dootrzewnowo 0,5-1 mg/kg
Morbital
(Pentobarbital sodowy (133,3 mg/ml) dootrzewnowo 150 mg/kg (1 ml/kg)
+ Pentobarbital (26,7 mg/ml))

Tabela 1. Dawki i droga podania uzytych podczas zabiegéw chirurgicznych substancji leczniczych.
Przedstawiono dawke wymagajaca dostosowania do wagi (masy ciata) kazdego osobnika
indywidualnie.
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6.5 Doswiadczenia laboratoryjne

6.5.1 Przygotowanie skrawkow mozgu

W celu przygotowania skrawkéw do analizy histologicznej] mozg krojono przy
zastosowaniu potautomatycznego kriostatu zyletkowego (CM1950, Leica Biosystems). Aby
osiggna¢ maksymalng precyzje cigcia w plaszczyznie czolowej stosowano matryce odniesienia
dla krojenia dorostego mézgu myszy (Mouse Brain Slicer Matrix BSMAS005-1). Dzigki temu
zachowano odpowiednig plaszczyzne koronalng (prostopadla do dlugiej osi mézgu) oraz
anatomiczne ksztalty podczas wymaganego odcig¢cia tylnej czgsci moézdzku w celu przyklejenia
tkanki do talerza stabilizacyjnego kriostatu. Przygotowany modzg umieszczano na talerzu
stabilizacyjnym, zalewano minimalng, ale wystarczajaca do zabezpieczenia tkanki, warstwa
medium (Tissue Freezing Medium, nr kat. 14020108926, Leica Biosystems) i pozostawiano na
stacji Peltiera kriostatu (10 min) w celu zamrozenia tkanki. Po tym czasie talerz wraz
z preparatem mocowano do ruchomej glowicy kriostatu i pozostawiano na ok. 15 minut.
Tkanke krojono w temperaturze -20°C, na skrawki grubosci 40 um w ptaszczyznie czotowe;.
Z kazdego preparatu starano si¢ zabezpieczy¢ jak najwigcej materiatu, ktory wykorzystano
zarOwno na potrzeby niniejszej pracy jak i wielu innych analiz. Skrawki selekcjonowano
zgodnie z atlasem referencyjnym (Paxinos i1 Franklin, 2019). Na potrzeby niniejszej pracy
wykorzystano te zawierajace obszary kory retrosplenialnej i hipokampa. Skrawki przenoszono
na ptytki 24-dotkowe, zanurzano w roztworze krioprotekcyjnym zawierajacym glikol
etylenowy (30%, nr kat. 114466303, Chempur), gliceryne bezwodna (30%, nr kat. 114433204,
Chempur) oraz bufor (10%) (sktadajacy si¢ z NaH,PO4 (33,65 g/ 1000 ml H>O», nr kat S3139,
Sigma-Aldrich) i NaOH (7,7 g/ 1000 ml H>O», nr kat. 221465, Sigma-Aldrich) w wodzie

1 przechowywano w temperaturze -20°C.

6.5.2 Znakowanie bialka c-Fos z uzyciem 3°3- diaminobenzydyny (DAB)

(immunohistochemia)

W celu detekcji biatka c-Fos przeprowadzano barwienia immunohistochemiczne.

Do wykonania barwien wybierano skrawki zawierajace grzbietowa cze$¢ hipokampa
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(ang. dorsal HPC, dHPC), przednia cze$¢ kory retrosplenialnej (ang. rostral RSC, rRSC) oraz

tylng czg$¢ kory retrosplenialnej (ang. caudal RSC, cRSC). Skrawki zidentyfikowano na

podstawie mysiego, referencyjnego atlasu mozgu (Paxinos 1 Franklin, 2019) i wybrano takie,

ktore znajdowaty sie w przedziale koordynatow w osi przednio-tylnej (ang. anterior- posterior,
AP) odpowiednio pomiedzy -1.46 mm do -1,70 mm od punktu bregmy dla rRSC (rRSA i rRSG)
1 dHPC (dCA1, dCA3, dDG) oraz od -2,80 mm do -2.92 mm od punktu bregmy dla cRSC

(cRSA i cRSG). Starano si¢ zabezpieczy¢ jak najwiecej skrawkow, bedacych marginesem osi

AP docelowych koordynatéw: -1.50 mm oraz -2.90 mm.

Procedura barwienia sktadata si¢ z nastepujacych etapow:

1.

Ptukanie skrawkéw moézgu 3x 10 min w roztworze 0,1 M PBS (nr kat. 18912, Thermo
Fisher Scientific). Bujanie szalek na kotysce laboratoryjnej, 40 rpm.

W celu wyeliminowania wigzan krzyzowych pomigdzy aldehydami obecnymi w tkance
i stosowanym w nastepnych krokach przeciwcialem (redukcja grup aldehydowych
w tkance, a tym samym zminimalizowanie barwienia tla) inkubacja przez 15 minut
w 1% roztworze borowodorku sodu, NaBH4 (nr kat. 452882, Sigma-Aldrich) w PBS
(2 rpm).

Wyplukiwanie roztwéru NaBHs / PBS, poprzez ptukania w PBS kolejno 1 x 10 min
13 % 5 min (30 rpm).

Blokowanie aktywnosci endogennej peroksydazy poprzez inkubacje¢ skrawkow w 3%
roztworze nadtlenku wodoru (nr kat. 216763, Sigma-Aldrich) i 70% metanolu (nr kat.
BA1990110, POCH) w wodzie destylowanej przez 10 minut (10 rpm).

Plukanie w PBS, 4 x 5 min (30 rpm).

Redukcja niespecyficznego wigzania przeciwciala pierwszorzegdowego poprzez
inkubacje skrawkow w buforze blokujacym: 0,3% PBST (0,3% Triton X100 (nr kat.
SLCL31403, Sigma-Aldrich) w PBS), z dodatkiem 5% koziej surowicy (ang. normal
goat serum, NGS, nr kat. ZG0728, Vector Laboratories) przez 4 godziny (10 rpm).
Wiazanie przeciwciata pierwszorzgdowego poprzez inkubacje w buforze 0,3% PBST,
5% NGS zdodatkiem kroliczego poliklonalnego przeciwciata I-rzgdowego,
rozpoznajacego antygeny biatka c-Fos (nr kat. 226 008, Synaptic Systems),
w rozcienczeniu 1:1000 (48 godzin, w 4 °C, 10 rpm).

Przerwanie procesu wigzania I-rzedowego przeciwciata przez inkubacje w roztworze

0,3% PBST / 5% NGS (5 minut, 30 rpm).

51



9. Trzykrotne plukanie skrawkow w roztworze 0,3% PBST /2% NGS (10 minut, 30 rpm).

10. Wiazanie przeciwciata drugorzedowego poprzez inkubacje w roztworze 0,3% PBST,
2% NGS z dodatkiem biotynylowanego, Il-rzedowego, koziego, przeciwciata,
skierowanego przeciwko antygenom kroliczym, w rozcienczeniu 1:200 (nr kat. PK-
6101, Vector Laboratories) przez 75 minut (10 rpm).

11. Wyplukiwanie roztworu przeciwciala drugorzedowego, poprzez
zastosowanie roztworu 0,3% PBST (5 x 5 minut, 20 rpm).

12. Inkubacja z enzymatycznym systemem ABC (kompleks avidyna-biotynylowana
peroksydaza chrzanowa), przygotowanym wedlug zalecen producenta (Vectastain Elite
ABC Kit, nr kat. PK-6101, Vector Laboratories), w roztworze 03% PBST przez 60
minut (2 rpm).

13. Ptukanie skrawkow w roztworze 0,3% PBST, 4 x 5 minut (15 rpm).

14. Wizualizacja  reakcji  przez  potraktowanie  skrawkéw — roztworem — 3°3-
diaminobenzydyny wzmocnionym sola niklu (DAB, nr kat. SK-4100, Vector
Laboratories). Czas inkubacji ustalany byt indywidualnie (mozliwie zblizony dla catej
kohorty porownywanych pdzniej skrawkow), w zaleznosci od szybko$ci wysycania si¢
tkanki intensywnym kolorem.

15. Zatrzymanie reakcji przez natychmiastowe dodanie buforu TBS (nr kat. 94158, Sigma-
Aldrich), a nastepnie kilkukrotne plukanie w roztworze PBS 4 x 5 minut (15 rpm).

16. Naktadanie skrawkow na szkietka podstawowe (SuperFrost Plus, nr kat. 631-0848,
Thermo Scientific) i pozostawianie na noc do wyschnigcia.

17. Odwadnianie preparatow poprzez zanurzanie szkietek w gradiencie rosnacego st¢zenia
etanolu w wodzie (50%, 75%, 95%, 100%). Nastepnie stopniowe odtluszczenie
w ksylenie, przy zastosowaniu mieszaniny ksylen (nr kat. 115208603, Chempur):
etanol (nr kat. 459844, Sigma- Aldrich) (50%), po czym 100% roztworu ksylenu. Kazdy
etap odwadniania i odttuszczania trwal 2 minuty.

18. Zatopienie skrawkéw w bezwodnym roztworze Entellanu (nr kat. 107960, Sigma-
Aldrich) iprzykrycie szkielkiem nakrywkowym (Menzel Glaser, nr kat. B-1220,
Thermo Scientific). Preparaty po barwieniu DAB przechowywano w temperaturze

pokojowe;j.

Wszystkie ptukania i inkubacje, poza inkubacja z I-rzgdowym przeciwcialem mialy miejsce

w temperaturze pokojowe;.
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6.6 Obrazowanie i analiza zdj¢¢ mikroskopowych

6.6.1 Obrazowanie bialka c-Fos w neuronach

Obrazy tkanek poddanych barwieniom immunohistochemicznym  zostaly
zarejestrowane przy uzyciu mikroskopu Olympus VS110. Wykonano wysokiej rozdzielczo$ci
cyfrowe skany catych preparatow, co pozwolito na analiz¢ probek zaréwno w widoku
standardowym, jak 1w duzych powigkszeniach. Pogladowy skan calego preparatu
wykonywano za pomocg obiektywu PLAN APO N 2x/0.08 DRY, a szczegétowe obrazowanie
poszczegolnych skrawkow za pomoca obiektywu PLAN SAPO 10x/0.40 DRY. Uzyskano pliki
w formacie .vsi (ang. Virtual Slide Image), uzywanym do przechowywania wysokiej jakosci
obrazo6w calych preparatow mikroskopowych, umozliwiajagc ich analiz¢ przy rdéznych
powigkszeniach. Analiz¢ zdje¢ przeprowadzono w trybie offline, korzystajac z pakietu do
przetwarzania obrazow Fiji ImageJ (wersja 2.14.0/1.55f) oraz oprogramowania do obrobki

graficznej GIMP (GNU Image Manipulation Program, wersja 2.10.34).

6.6.2 Analiza wystepowania bialka c-Fos w neuronach

Aby uzyska¢ najlepsza precyzje w wyborze obszaru zainteresowania, tj. w wyznaczeniu
granic struktur, ktérych nie wida¢ gotym okiem badacza, wykonano schematyczne szablony
granic struktur mozgowych. W tym celu, za pomocg programu do obrobki graficznej GIMP
zmodyfikowano kazdy z czolowych przekrojow mozgu obecnych w atlasie referencyjnym
(Paxinos i1 Franklin, 2019), ktéry uwzglednia analizowany fragment mézgu (Rycina 2). Tak
przygotowane ramy granic struktur naktadano na cyfrowe przekroje wybarwionych preparatow
w celu precyzyjnego wyodrgbnienia obszaréw zainteresowania - dla kazdego mozgu
wyodrgbniono 7 obszaréw, zgodnie z natozonym przezroczem granic mi¢dzystrukturalnych:
rRSA, cRSA, rRSG, cRSG (wysrodkowanych wokot wspoirzednej AP -1.50 mm), dCA1,
dCA3, dDG (wysrodkowanych wokot wspotrzednej AP -2.90 mm). Analiza obecnosci biatka
c-Fos w uzyskanych strukturach zostata przeprowadzona przy uzyciu pakietu do przetwarzania
obrazow Fiji ImageJ. Do wykrycia lokalizacji komorek c-Fos pozytywnych wykorzystano dwa

poétautomatyczne skrypty, powstale na potrzeby badan naszej pracowni (ktére zamieszczono
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w podsekcji 12.1 rozdzialu Suplement). Wynik analizy obrazow przedstawiono jako gestosé
immunododatnich pod wzgledem antygenu biatka c-Fos jader komorkowych (liczba komoérek
c-Fos+/ mm? badanego obszaru). Prog detekcji zostal zdefiniowany indywidualnie dla kazdego
obszaru zainteresowania i utrzymany na tym samym poziomie wsrod wszystkich preparatow
pochodzacych od pordwnywanych myszy. Podczas analizy preparaty zostaly zaslepione (pod
wzgledem warunkéw eksperymentalnych) w celu wyeliminowania wptywu badacza na

otrzymany wynik.

Rycina 2. Przyklad wyodrebniania obszaréw zainteresowania, A-B. Cyfrowy obraz czotowego
przekroju mézgu zawierajacy HPC (A) oraz natozone referencyjne ramy granic struktur (B) stuzace do
selekcji substrukturalnej. C-D. Czotowy przekrdj mozgu przedstawiajacy odpowiednio RSC (C) oraz
RSC z referencja granic (D).
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6.7 Analiza statystyczna

Zbiory danych zostaly zagregowane w arkuszu kalkulacyjnym Excel (Microsoft Office
2013, USA) iw dalszej kolejnosci przeanalizowane w programie Prism v7.01 (GraphPad
Software). Réznice pomigdzy badanymi grupami uznawano za istotne statystycznie dla
p <0,05. Wielkosci grup doswiadczalnych podane sag w czg$ci Wyniki. Aby pordwnac postepy
w nauce pomigdzy grupami eksperymentalnymi, zastosowano dwuczynnikowa analizg
wariancji ANOVA, z testem post-hoc Tukey’a dla poszczegdlnych punktéw czasowych badz
z testem Fishera LSD dla poréwnan wynikéw testow. Znamienno$¢ statystyczng pomiedzy
grupami eksperymentalnymi, dla ostatecznego testu behawioralnego, przedstawionego na
wykresie jako procent poprawnych wyborow, sprawdzana byla testem t-studenta.
Do poréwnania gestosci komorek c-Fos pozytywnych miedzy obszarami zastosowano
wielokrotny test t Holma-Sidaka w celu kontroli bledu typu I (fatszywego odrzucenia hipotezy
zerowej). Aby poréwnacé $rednie poprawnosci wyboréw myszy miedzy wieloma grupami
w eksperymencie z inaktywacja kory retrosplenialnej, po wykonaniu dwuczynnikowej analizy
ANOVA, zastosowano test wielokrotnych poréwnan Bonferroniego.

Wyniki z eksperymentow zostaly przedstawione na rycinach jako $rednie dla danych
wariantéw do$wiadczalnych, wraz warto$ciami zmiennych dla indywidualnych zwierzat oraz

odchyleniami w postaci SD (odchylenie standardowe).

6.8 Uklad doswiadczalny

6.8.1 Automatyzacja systemu do realizacji zadania behawioralnego

W celu uzyskania stabilno$ci 1 powtarzalno$ci eksperymentalnej, przy jednoczesnym
wyeliminowaniu czynnika ludzkiego 1istresu zwierzat uczacych si¢ nawigacji oraz dla
zapewnienia mozliwosci pdzniejszego zastosowania najnowszych technik obrazowania in vivo,
zaprojektowano zautomatyzowana wersj¢ aparatu behawioralnego. Bazujac na poprzednich
doswiadczeniach ~ z wykorzystaniem  konwencjonalnego  labiryntu T, zbudowano
1 zoptymalizowano w pelni automatyczny system do badania pamigci przestrzennej zaleznej od

wskazowek wizualnych. Przeznaczony jest do analizy pamigci przestrzennej zwierzat, zaleznej
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od hipokampa oraz struktur korowych, takich jak kora retrosplenialna czy kora srodwechowa,
z zachowaniem mozliwo$ci adaptacji do realizacji innych celéw badawczych. Aparat ma
ksztatt litery T, z dodatkowymi korytarzami zapewniajacymi kontrolowany powr6t myszy do
punktu wyjsciowego. Schemat labiryntu pokazano na rycinie 3. Projekt sktada si¢ z uniesionej
na wysoko$¢ 790 mm czg$ci behawioralnej (miejsce treningu myszy) oraz umieszczonej
ponizej strefy zawierajacej mechanizmy wykonawcze (silowniki oraz wiazki przewodow

elektrycznych 1 pneumatycznych), determinujace ruch drzwi.
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Rycina 3. Schemat automatycznego labiryntu T, A-B. Widok od przodu uwzgledniajacy
umieszczong centralnie nad aparatem kamere, transparentne $ciany (jasnoniebieska barwa) oraz
lokalizacj¢ dyspenserow nagrody (A). Widok z gory, w relacji do umieszczonych w odlegltosci 1000
mm ledowych paneli (z wys$wietlonym kontekstem neutralnym). Przedstawiono lokalizacje 7
automatycznie sterowanych drzwiczek (1-7) oraz punktu startu (x). Transparentne $ciany zaznaczono
kolorem niebieskim. Lokalizacj¢ dyspenserow nagrody pokazano symbolicznie (kotka) (B).
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Zewngtrzne wymiary $cian aparatu to 45 cm x 80 cm x 25 cm (dtugo$¢, szerokose,
wysoko$¢). Aby umozliwi¢ badanemu osobnikowi ekspozycje na kontekst przestrzenny juz
w momencie otwarcia drzwiczek (1, Rycina 3B), w punkcie startowym (x), a tym samym
zapewni¢ maksymalny czas dostgpnosci wskazowki przestrzennej wszystkie przednie $ciany
wykonane zostaly zpolimetakrylanu metylu. Jest to przezroczyste tworzywo sztuczne,
o wysokiej wytrzymalosci, lekkosci ioptymalnej twardosci, przez co jest odporne na
uszkodzenia mechaniczne. Pozostate §ciany oraz drzwiczki wykonano z twardego polichlorku
winylu (PCV) i zachowano nieprzejrzyste w celu uzyskania maksymalnego skupienia uwagi
zwierzecia na kontek$cie przestrzennym oraz zapewnienia statego otoczenia, bez wzgledu na
pomieszczenie eksperymentalne. Dodatkowo obszar aparatury ogrodzono czarng kurtyng.
Dhugos$¢ centralnego korytarza (ang. stem) wynosi 25 cm, a dlugos$¢ kazdego z ramion wyboru
wyboru wynosi 35 cm. Stalg szeroko$¢ (10 cm) zachowano dla wszystkich odcinkéw labiryntu.
Zainstalowano siedem automatycznie sterowanych drzwi, aby umozliwi¢ ciagly ruch zwierzat
i wyegzekwowac¢ pozadany kierunek skretu w razie potrzeby. Przegrody chowaja sie w dot,
osiggajac rowny poziom z podtoga w celu zapewnienia swobodnego przejscia myszy. Ruch
drzwiczek napgdzany jest systemem pneumatycznym, do ktdrego zastosowano opisane ponizej
komponenty.

Zrédlo sprezonego powietrza stanowi bezolejowy kompresor ttokowy (nr kat. PT50D,
Pneumat). Aby ograniczy¢ stresujace bodzce dla zwierzat eksperymentalnych, biorgc pod
uwage emitowany przez kompresor poziom hatasu (54 dB(A)), umieszczono go z dala od
pokoju doswiadczalnego (dwie kondygnacje wyzej). Zamontowano system poliuretanowych
wezy pneumatycznych w celu doprowadzenia powietrza do pomieszczenia eksperymentalnego
(o $rednicy zewngtrznej 6 mm i wewnetrznej 4 mm, nr kat. 259.16B, Pneumat). Pierwszy
element uktadu pneumatycznego pokoju do$wiadczalnego stanowi pdétautomatyczny filtro-
reduktor ci$nieniowy (nr kat. FMFR 12, Pneumat) z wbudowanym manometrem. Jest to
urzadzenie taczace funkcje filtra (o doktadnosci 5 pm) iregulatora ci$nienia- usuwa
zanieczyszczenia 1 jednocze$nie utrzymuje ustawione cisnienie. Dodatkowa mozliwo$¢ spustu
kondensatu zapobiega dostaniu si¢ wilgoci oraz pozwala na konserwacj¢ calego obwodu.
Przefiltrowane powietrze trafia zbiorczo do 7 sterowanych elektromagnetycznie sprezyng
elektrozaworéw pneumatycznych rozdzielajagcych powietrze (nr kat. 5213C EE, Pneumat).
Elektrozwory cechuje centralnie zamknigta pozycja $rodkowa iprecyzyjne sterowanie
przeplywem powietrza, a co za tym idzie wysoka doktadno$¢ kontrolowania ruchu sitownikow.

Elektrozawory potaczono szeregowo za posrednictwem plyty modutowej (00.057.2, Pneumat).
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Na kazdy trzpien elektrozaworéw zastosowano kompatybilng cewke (nr kat. MS 01200,
Pneumat), wzbudzajaca pole magnetyczne, atym samym aktywujaca -elektrozawor.
Indukowanie cewki zakodowane jest isterowane systemem arduino (Arduino Uno R4
WiFi - ABX00087). W celu dodatkowej redukcji hatasu powstajacego podczas uwalniania
sprezonego powietrza z elektrozawordéw zastosowano odpowiednie thumiki (nr kat. 7000 1/8,
Pneumat). Wnetrze tlumigcego stozka wypetnia stop brazu, a dodatkowa, mosi¢zna obudowa
zapewnia skuteczng absorpcj¢ dzwieku. Aby umozliwi¢ kolejny stopien regulacji przeptywu
powietrza generowanego przez elektrozawdr, wprowadzono do uktadu (pomigdzy
elektrozaworem a sitownikiem) specyficzne zawory dtawigco-zwrotne (nr kat. 187.018-6,
Pneumat). Zawory wyposazone s3 w rgezng regulacje przeplywu, co w konsekwencji
umozliwilo precyzyjne dostosowanie predkosci pracy silownika, a tym samym zapewnienie
optymalnej dla zwierzat szybkosci otwierania i zamykania drzwiczek. Zaréwno doprowadzenie
sprezonego powietrza do elektrozaworéw jak 1wyprowadzenie do efektoréw uktadu
(sitownik6éw) osiaggnieto za posrednictwem poliuretanowych przewodoéw (259.16B, Pneumat,
Rycina 4). Przewody potaczono bezposrednio zzaworami dlawigco-zwrotnymi
elektrozaworéw 1 plyta modutowa oraz sitownikami za pomoca mosi¢znych, niklowanych
ztaczek wtykowych grodziskowych katowych (nr kat. 125.014-6, Pneumat), badZ wtykowych
katowych (nr kat. 125.005-6, Pneumat). Sprezone powietrze trafia w ten sposéb do siedmiu
umieszczonych pod  kazdymi  drzwiczkami  sitownikow  pneumatycznych  (nr
kat. DNMO012.0250, Pneumat), o jednostronnym tloczysku i dodatkowej mechanicznej
amortyzacji. Sitowniki przytwierdzono do drzwiczek, a nastepnie do stalej konstrukcji aparatu
za pomocg zaprojektowanych na wtasne potrzeby i wydrukowanych na drukarce 3D elementoéw
mocujacych. Do podtoza przytwierdzono za pomoca dopasowanego, gwintowanego kolnierza
mocujacego. Aby osiggna¢ stabilng prace drzwiczek i wyeliminowa¢ drgania podczas ruchu
zastosowano dodatkowe dwie prowadnice o przekroju kota. Utrzymanie plynnosci ruchu
wzdhuz prowadnic osiagni¢to dzigki uzyciu liniowych lozysk polimerowych, do ktorych
zaprojektowano 1 wydrukowano w technologii 3D odpowiednie obudowy, pelnigce
jednocze$nie rolg elementdw mocujacych drzwiczek. Jako mechaniczng amortyzacj¢ na
krancach prowadnic, aby uniemozliwi¢ fizyczny kontakt tozyska ze staltym rusztowaniem
aparatury (eliminacja dzwigku stukania) zastosowano zbrojony, elastyczny waz gumowy
o odpowiedniej $rednicy. Zoptymalizowanie predkosci poruszania si¢ drzwiczek miato zatem
miejsce kilkuetapowo (reduktor kompresora, filtro-reduktor, zawdr dlawigco zwrotny,

amortyzacja sitownikow). Zgodnie zpowyzszym opisem dolozono wszelkich staran,
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aby zapewni¢ odpowiedni ruch drzwiczek, aby wysuwajace si¢ przeszkody nie stanowity
bodzca awersyjnego, a badane myszy komfortowo poruszaly si¢ podczas nawigacji, co

osiagnicto z sukcesem. Srednia predko$é ruchu drzwiczek wynosita 162 mm/ s. System

przetestowano rowniez z butlg gazowa w zastepstwie sprezarki, uzyskujac pozytywny efekt.

Rycina 4. Fotografie ilustrujace fragmenty procesu budowy automatycznego labiryntu T oraz jego
ostateczny wyglad w trakcie uzytkowania.

Warunkowanie ruchu drzwiczek zaprogramowane zostalo w srodowisku Bonsai
(ang. Bonsai, visual reactive programming), opierajacym si¢ na obrazach video w czasie
rzeczywistym 1 wykorzystujagcym graficzny jezyk programowania. Skorzystano z procedury
zaprogramowanej i zoptymalizowanej przez mgr. Urszule Wiodkowska z Pracowni Pamigci
Przestrzennej. Srodowisko Bonsai pozwala na automatyczne sterowanie ruchem drzwiczek
w zaleznos$ci od wykrycia obecno$ci myszy w zdefiniowanych uprzednio sektorach. Wszystkie
nagrania trajektorii myszy zachowane sa w pamigci komputera, co pozwala na pdzniejsza
dodatkowg analiz¢. Wybor skretu myszy (lewo, prawo) z kazdego okrazenia podczas nawigacji
jest rdwniez automatycznie zapisywany izachowywany w pamigci. Kamera (ELP 1080P
OV2710) umieszczona jest centralnie nad aparatem. Zastosowano kamer¢ z technologia
podczerwieni (IR), aby umozliwi¢ $ledzenie ruchu myszy (ang. mouse tracking) w czasie
rzeczywistym, w warunkach stabego oswietlenia badz catkowitej ciemnosci. Ruch drzwiczek
determinowany jest wykryciem obecnos$ci myszy w precyzyjnie zdefiniowanej sekcji labiryntu,

uwzgledniajac odpowiednie opoOznienie iptynng pracg systemu, umozliwiajaca swobode
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nawigacji myszy (Rycina 5). Oprogramowanie umozliwia precyzyjna regulacj¢ czasu oraz
rodzaju wyswietlania kontekstu, z mozliwo$cia dynamicznego dostosowania parametrow
w zalezno$ci od innych zmiennych eksperymentalnych, np. od otworzenia konkretnych

drzwiczek czy detekcji myszy w konkretnym sektorze.

S SR ORRCHRORN O 8

Rycina 5. Fotografie ilustrujace przyktadowy obraz detekcji myszy (A) zapisu treningu nawigacyjnego
myszy w czasie rzeczywistym (B) oraz zaprojektowany dyspenser nagrody (C).

Wizualne konteksty przestrzenne wprowadzono za pomocg systemu paneli LED
(Nanoleaf Triangle Panels, Nanoleaf Smarter by Design) o ksztalcie rownobocznych trojkatow
(dtugos$¢ boku: 23 cm) i mozliwosci wyswietlania ponad 16 milionéw kolorow z regulacja
jasnosci. Panele potaczono w przestrzenny modul iumieszczono w odleglosci 100 cm od
przedniej $ciany labiryntu. Skonfigurowano dwa odrgbne konteksty wizualne (Rycina 6B),
zrdznicowane pod wzgledem koloru i1 utozenia przestrzennego, zdefiniowane odpowiednio dla
skretu w lewa i prawg strone.

W eksperymencie 2 13 zastosowano zmodyfikowany paradygmat behawioralny,
wprowadzajac dodatkowa, odrebna wskazowke przestrzenng (ang. landmark), bedaca
charakterystycznym, wyr6zniajacym si¢ punktem odniesienia na tle wyzej opisanego
kontekstu. Tak jak w przypadku bodzca kontekstowego, zdefiniowano dwie wskazdéwki
indywidualne, dla przeciwnych skretoéw myszy (lewo, prawo). Uzyto w tym celu kombinacji
zaréwki LED, emitujacej niebieskie $wiatto (skret w prawo) oraz umieszczonej na obwodzie
taSmy LED, emitujacej Swiatlo czerwone (skret wlewo) (Rycina 8B). Indywidualne
wskazowki umieszczono w pozycji centralnej, w odleglosci 30 cm od przedniej Sciany
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labiryntu. Przez caly czas trwania treningu obecno$ci nagrody danym ramieniu labiryntu

przypisana jest jednoznacznie para wskazowek, po jednej z obu typoéw (kontekst + landmark).

6.8.2 Automatyczny dyspenser nagrody

Jako wzmocnienie apetytywne zastosowano 50% roztwor stodkiego, skondensowanego
mleka (SM Gostyn) w wodzie. Nagrode umieszczono na koncu kazdego z ramion wyboru
(Rycina 3). Aby umozliwi¢ automatyzacj¢ podania nagrody zaprojektowano, zbudowano
1 zoptymalizowano dyspenser roztworu mleka. W tym celu wykorzystano elektromagnetyczny
zawor (nr kat. MOD-09448, OEM), umozliwiajacy sterowanie przeptywem cieczy za pomocg
systemu Arduino, zintegrowanego z oprogramowaniem catego paradygmatu behawioralnego
w srodowisku Bonsai. Zawor jest zamknigty w pozycji spoczynkowej, a otwarcie nastgpuje po
uzyskaniu elektrycznego sygnatu z Arduino, uwarunkowanego pojawieniem si¢ myszy
w zdefiniowanym w $rodowisku Bonsai sektorze nagrody. Czas i opdznienie otwarcia zaworu
zoptymalizowano dos$wiadczalnie, tak aby kazdorazowo wyptywala kropla objetosci 10 pl.
Przetestowano, ze masa przyjetej objetosci mleka zapewnia stabilne utrzymanie si¢ kropli na
koncowce podajnika. Na krociec zaworu natozono uszczelke wykonang z polichlorku winylu
(PVC) (wydzielony kawatek przewodu do substancji spozywczych), na co zamontowano
przedni odcinek strzykawki (zachowujac stozkowe przylacze typu Luer ikilka cm dlugos$ci
cylindra). Tak przygotowana konstrukcja pozwolita na zamontowanie igly (18G) ze
zeszlifowang uprzednio koncowka (na ksztalt oblego talerzyka), na ktorej ztatwosciag
eksponowano wydzielong kroplg roztworu mleka. Na gwint zaworu zamontowano natomiast
uszczelniong tuleje redukcyjna (PVC) wraz z wklejong cylindryczng czg$cig probowki
laboratoryjnej (15ml), ktora stanowita wyposazony w miarke zbiornik roztworu mleka

(Rycina 5C).
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6.9 Metody behawioralne

6.9.1 Habituacja do zadania behawioralnego

Habituacja zwierzat do eksperymentatora oraz do warunkoéw doswiadczalnych
zajmowala minimum 14 dni i miata miejsce przed kazda procedurg eksperymentalng wykonana
w automatycznym labiryncie. Na przestrzeni wieloletnich badan z wykorzystaniem gryzoni,
zarowno przy uzyciu klasycznego labiryntu T jak iopisanej wyzej nowatorskiej wersji,
zauwazono, ze odpowiednia habituacja jest niezwykle istotna w prowadzeniu tego typu
doswiadczen. Dlatego tez protokdt stopniowego oswajania zwierzat jest rozbudowany, ale
prowadzi do sytuacji, w ktorej myszy chetnie wchodzg na pojawiajaca si¢ w klatce dlon
eksperymentatora, zapewnia komfort zwierzat w czasie trwania eksperymentu oraz pozwala na
zredukowanie niepotrzebnego stresu. Eliminacja zmiennych wynikajacych z Igku przyczynia
si¢ takze do optymalizacji czasu trwania nawigacji zwierzat oraz zwigkszonej powtarzalnosci
wynikow. Zauwazono, ze dobrze oswojone myszy wykazuja wigksza sktonnos¢ do eksploracji
srodowiska i naturalnego zachowania.

Procedure habituacji do eksperymentatora rozpoczynano jeszcze Ww pokoju
hodowlanym przez 10 minut dziennie dla kazdego osobnika. Pierwszego dnia badacz wktadat
jedynie dionie do klatki, aby zwierzgta mogty oswoi€ si¢ z ich obecno$cia i nowym zapachem.
w ciggu nastegpnych dwoch dni myszy przyzwyczajaja si¢ do delikatnego dotyku
eksperymentatora. Przez kolejne trzy dni zwierzgta sa delikatnie podnoszone, w sposob
odzwierciedlajacy pdzniejsze postepowanie w labiryncie T i przebywaja na rekach badacza
przez 10 minut. Eksperymentator na czas catego doswiadczenia (kontaktu ze zwierzetami)
zobowigzuje si¢ wyeliminowac z uzycia zapachowe $rodki chemiczne, kosmetyki i perfumy.
Szoéstego dnia, w odstepie kilku godzin po habituacji do eksperymentatora nastgpuje
przeniesienie myszy do strefy bytowania w kompleksie pomieszczen eksperymentalnych.
Dochodzi wowczas do odwrocenia cyklu dobowego zwierzat, w zwigzku z tym przez kolejne
dwa dni  zapewnia  si¢ maksymalny  spokd] ibrak  ingerencji  czlowieka.

Nastepnie w dniach 9 110 rozpoczyna si¢ procedura habituacji do wzmocnienia
apetytywnego (opisana ponizej), a po uptywie kilku godzin kazde zwierze spedza 4 minuty na
rekach eksperymentatora. Kolejno myszy przyzwyczajane sa do srodowiska labiryntu, gdzie

nieznane bodzce wprowadzane sg stopniowo. W ciggu dwoch dni kazda mysz ma mozliwos¢
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swobodnej eksploracji labiryntu przez 4 minuty. W tej fazie ruch drzwiczek jest wytaczony
(przegrody sa opuszczone), a konfiguracja ledowych paneli wyswietla kontekst neutralny
(Rycina 6B) bedacy jednocze$nie jedynym zrodlem $wiatla. Przy kazdym zblizeniu si¢ do
podajnika zwierz¢ automatycznie otrzymuje nagrod¢ w postaci kropelki mleka (10 pl). W celu
habituacji myszy do obecnosci iruchu drzwiczek, w dniach 13 i 14, podczas 4 minutowe]
eksploracji labiryntu uruchomione sg niektére drzwi (1, 2, 3, 6, 7 - Rycina 3B). Ponadto
nagroda wydawana jest tylko raz na wejscie do okreslonego ramienia, aby rozpoczaé
przyzwyczajanie myszy do ukierunkowanego ruchu. W trakcie ostatnich 8 dni sesji
habituacyjnych myszy doswiadczaja zatem pelnej ekspozycji na warunki panujace
w ostatecznym  protokole  eksperymentalnym  (poza  docelowymi  wskazowkami
przestrzennymi), wtym odpowiednie zmiany $wiatta, emitowane dzwigki, wzmocnienie
apetytywne, warunki pomieszczenia eksperymentalnego i przyzwyczajenie si¢ do aparatu.

W przypadku eksperymentu 3, po osiagnig¢ciu przez zwierzg¢ta odpowiedniego poziomu
habituacji do eksperymentatora (tj. samodzielnego wchodzenia na rece eksperymentatora),
myszy przyzwyczajano do procedury iniekcji dootrzewnowych. Rzeczywiste iniekcje
wykonywano wytacznie w dniach testowych. Proces przyzwyczajania obejmowat codzienne
chwytanie myszy w sposob umozliwiajacy wykonanie zastrzyku oraz przyktadanie strzykawki
bez igly do powtok brzusznych. Procedura ta miala na celu minimalizacj¢ stresu zwigzanego

z rzeczywistymi iniekcjami i zapewnienie wigkszego komfortu zwierzgtom podczas testow.

6.9.2 Habituacja do wzmocnienia apetytywnego

Aby catkowicie wyeliminowaé potencjalny stres zwigzany z nieznajomoscia
wzmocnienia apetytywnego izapobiec negatywnym skojarzeniom z nagroda, myszy byly
eksponowane na mleko w domowej klatce (zapewnienie komfortowych warunkow), przez
cztery minuty dziennie, w ciggu czterech nastepujacych po sobie dni (9-12). Przez
przygotowany uprzednio w klatkach otwor (o $rednicy 1,5 mm) wprowadzono koncoéwke igly
dyspensera mleka (doktadnie tej, ktora pojawi si¢ pdzniej podczas treningu w aparacie). Za
kazdym razem, gdy mysz zbliza si¢ do podajnika, otrzymuje krople (10 pl) nagrody. Kiedy
wszystkie zwierzgta rozwing stabilng preferencj¢ nagrody (okreslong wyrazng checia spozycia

mleka niezwlocznie po wlozeniu podajnika do klatki) procedura moze zosta¢ zakonczona.
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Kilka godzin po ekspozycji na wzmocnienie apetytywne myszy kontynuowaty habituacj¢ do

badacza (9-10 dzien) badz zautomatyzowanego labiryntu T (11-12 dzien).

6.9.3 Protokol eksperymentalny. Trening kontekstowy (eksperyment 1)

Wszystkie procedury eksperymentalne przeprowadzano w aktywnej fazie cyklu
dobowego zwierzat (w fazie ciemnej). W przypadku kazdego z opisanych w niniejszej pracy
treningéw, fizyczny kontakt eksperymentatora z badanym osobnikiem ogranicza si¢ do
niezbednego minimum: wlozenia myszy do labiryntu i bezpiecznego przetozenia do klatki
bytowej po zakonczeniu treningu. Podczas tych czynnos$ci system wyswietla na ledowych
panelach znany myszom kontekst neutralny. Odpowiednio zhabituowane myszy rozpoczynaty
12 dni treningu nawigacyjnego (Rycina 6A). Ogélna koncepcja behawioralna opiera si¢ na
dwoch, ptynnie nastepujacych po sobie fazach przejscia myszy przez labirynt. W momencie
rozpoczecia treningu drzwiczki 1, 2 lub 3 (w zaleznosci od prezentowanej wskazowki), 4, 5, 6
17 sa uniesione, a badana mysz wktadana jest do sekcji startu (oznaczonej “x” na rycinie 3B).
Aktywacja treningu przez badacza jest jednoznaczna z wys$wietleniem kontekstu
zdefiniowanego dla okreslonego skretu, otwarciem pierwszych drzwiczek (1) i udostepnieniem
przejscia do centralnego korytarza. Dzigki temu mysz juz w momencie opuszczenia przegrody
(1), moze dostrzec wizualng wskazowke. Trening rozpoczyna si¢ od fazy wymuszonej, w ktorej
po przejsciu centralnego korytarza, zwierz¢ ma dostgp tylko do jednego zramion (2
lub 3 - przeciwne jest zamkniete), adekwatnego do wyswietlanego kontekstu. Po odebraniu
nagrody, mysz wraca do punktu startu korytarzem taczacym rami¢ labiryntu z jego podstawa.
System wyznacza jednokierunkowy tor ruchu, uniemozliwiajac cofanie si¢ myszy do
poprzednich stref, poprzez zamykanie odpowiednich drzwiczek w momencie detekcji myszy
w kolejnym sektorze (gdy mysz cata dlugoscig ogona przekroczy lini¢ drzwi na odlegtosc
minimum 2 cm). Gdy zwierze powrdci do punktu startowego (x), rozpoczyna si¢ druga czesé
sesji — faza wyboru. W tym etapie oba ramiona (2 i3) sg otwarte, co pozwala myszy na
samodzielny wybodr kierunku skretu. Nagroda jest dostepna wylacznie w ramieniu zgodnym
z aktualnie wy$wietlanym kontekstem wizualnym.

W zalezno$ci od rodzaju treningu (ztozony lub alternacyjny), na panelach prezentowana
jest odpowiednia sekwencja wskazowek wizualnych. Aby wystgpita asocjacja kontekstu
z wyborem kierunku, a tym samym nawigacja oparta o wskazowki przestrzenne, poprawne

decyzje sa kazdorazowo wzmacniane nagroda (kropla mleka), zarowno w fazie wymuszone;j
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jak 1w fazie wyboru. W przypadku btednej decyzji (gdy nastapi detekcja myszy w sektorze
niezgodnym z wyswietlang wskazowka przestrzenng) wzmocnienie apetytywne si¢ nie pojawi.
Mimo nieprawidlowego skretu ibraku nagrody, mysz kontynuuje nawigacje 1iza
posrednictwem korytarza taczacego wybrane rami¢ z podstawg wraca do punktu startowego
(x). System automatycznie rozpoczyna wowczas faze wymuszong kolejnej sesji.

Dzigki temu, ze fazy wymuszona i wyboru wystepuja po sobie naprzemiennie, to w zatozeniu
po kazdej biednej (i poprawnej rowniez) decyzji nastgpuje poprawna, osiggnigta faza
wymuszong, jednoczesnie eksponujac zwierz¢ na regule treningu. Zwierzgta odbywaja
stopniowo rosngcg liczb¢ sesji (ruch wymuszony + ruch wyboru) wraz z uptywem kolejnych
dni treningu. Nawigacje rozpoczeto od 8 sesji dziennie, a docelowy poziom 25 sesji osiggnigto
w 10 dniu i takg ilo$¢ realizowano juz do konca procedury. Dwie grupy zwierzat (Alternacja
1 Ztozona) odbyly treningi wedlug dwoch odmiennych schematéw nawigacyjnych. Wynik
poprawnosci podejmowanych przez myszy decyzji na przestrzeni kolejnych dni doswiadczenia
przedstawiono w postaci krzywej uczenia si¢, ktora obrazuje usredniony wynik decyzji (fazy

wyboru) wszystkich osobnikéw w grupie, w danym dniu.
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Rycina 6. O$ czasu ilustrujaca paradygmat behawioralny treningu kontekstowego (A). Po
procedurze habituacji obie grupy zwierzat (Alternacja iZlozona) przeszly 12 dni treningu
przestrzennego, opartego o prezentowane wskazowki kontekstowe. W nawiasach podano wzrastajaca
liczbe decyzji dotyczacych wyboru kierunku nawigacji w poszczegolnych dniach treningu (liczba sesji:
faza wymuszona + faza wyboru). Realistyczna reprezentacja zastosowanych wskazowek
wizualnych w treningu kontekstowym (zaréwno dla treningu alternacyjnego, jak i ztozonego) (B).
Kontekst neutralny- stosowany przy kazdej interakcji badanego osobnika z aparaturg, ktéra odbywata
si¢ poza wlasciwymi sesjami nawigacyjnymi (po lewej). Ledowe panele skonfigurowano dodatkowo
w dwoch wariantach (po prawej): schemat o$wietlenia przyporzadkowany do skretu w lewo (kont. A)
oraz konfiguracja §wietlna przypisana do skretu w prawo (kont. B).

6.9.4 Trening Alternacyjny

W obu fazach (wymuszonej i wyboru) przed labiryntem prezentowane sg wizualne
konteksty, zdefiniowane odpowiednio dla oczekiwanego skretu wlewa (kontekst A)
lub w prawg stron¢ (kontekst B). Trening alternacyjny oparty jest o naprzemienne wyswietlanie
wskazowek wizualnych. Ta strategia wykorzystuje naturalng tendencje gryzoni do alternacji
i podejmowania rotacyjnych wyboréw, wzmacniajac ja w miar¢ postepu treningu. Po
obecno$ci myszy w danym ramieniu, wyznaczonym fazg wymuszong (jedyny mozliwy skret),

w nastgpujacej po niej fazie wyboru system wyswietla odmienny kontekst, przypisany do
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przeciwlegtego ramienia (Rycina 7A). Niezwlocznie po kazdej fazie wymuszonej nastgpuje
zatem faza wyboru zprzeciwnym kontekstem. Wowczas oczekiwana nawigacja myszy
powinna skutkowa¢ skretem w kierunku przeciwnym do uprzednio odwiedzanego ramienia
(w fazie wymuszonej).

Zastosowano pseudolosowg sekwencje sesji (faza wymuszona/ faza wyboru),
jednakowa dla wszystkich zwierzat, utrzymujaca réwnowage pomig¢dzy ekspozycja na
konteksty dla lewego iprawego kierunku. Peina sekwencja treningowa (25 sesji) byta
nastepujaca (faza wymuszona /faza wyboru): L/P P/L P/L L/P L/P P/L L/P P/L P/L L/P P/L
L/P L/P P/L L/P P/L P/L L/P P/L L/P P/L L/P P/L L/P P/L, (gdzie L iP to prezentowane
konteksty wizualne, zdefiniowane odpowiednio dla skretu w lewa i prawa strong). W tej grupie
eksperymentalnej, podczas trwania treningu badacz nie wie jaka jest rzeczywista motywacja
nawigacyjna zwierzat, czy zwierzgta kieruja sie tylko wrodzong tendencja do odwiedzania
nowych miejsc, czy moze towarzyszace wskazowki przestrzenne beda stanowily nadrzedng
warto$¢ determinujacg wybor drogi. Aby uzyskaé te informacje, w dniu 13 przeprowadzono

dedykowany test.

6.9.5 Trening Zlozony

Schemat treningu ztozonego wymaga od myszy elastycznej reakcji na bodzce wizualne.
Od samego poczatku nauki, aby dosta¢ nagrode zwierz¢ta musza stawi¢ czoto rozbieznos$ci
pomiedzy silng, naturalng tendencja do alternacji, a checig uzyskania nagrody 1 wyborem drogi
zgodnej z wyswietlanymi losowo wskazowkami. Wyzej opisany schemat treningu
alternacyjnego zostal wzbogacony o sesje, w ktorych system powtarza wyswietlanie tej same;j
wskazowki zaréwno w fazie wymuszonej, jak iwyboru (Rycina 7B). W konsekwencji,
aby otrzyma¢ nagrodg¢, nawigacja myszy musi by¢ sprzeczna znaturalng tendencja do
naprzemiennych wybordw. Pseudolosowy algorytm generuje konfiguracje wskazdéwek
wymagajace trzykrotnego uzycia tego samego ramienia z rzedu. Sekwencja skrgtow petlnego
treningu (25 sesji) wyglada nastepujaco: L/P L/L P/L P/P L/P L/L P/L P/P L/P L/L P/L P/P L/P
P/P L/L L/P P/L L/L P/P P/L L/P L/L P/L P/P L/P (gdzie L i P to prezentowane konteksty
wizualne, zdefiniowane odpowiednio dla skretu wlewa iprawag strong). Istotne jest,
ze rownowaga pomiedzy ekspozycja na konteksty dla lewego iprawego kierunku zostata
zachowana. Zgodnie z przedstawionym schematem kolejnosci, tylko polowa alternacyjnych

sesji zostata poddana modyfikacji, co wymaga wyjatkowej uwazno$ci testowanego zwierzecia,
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a nauka obowigzujacych regul stanowi wyzwanie o stosunkowo wysokim poziomie trudnosci.
Tak jak w treningu alternacyjnym, niezwlocznie po kazdej fazie wymuszonej nastepuje faza
wyboru, ale w potowie przypadkow zachowany jest identyczny kontekst w obrebie catej sesji
(faza wymuszona + faza wyboru). Wowczas oczekiwana nawigacja myszy powinna skutkowac
ponownym wyborem tego samego ramienia. Zastosowanie schematu zlozonego treningu
pozwala badaczowi na sukcesywng ocen¢ zalezno$ci podejmowanych wyborow
nawigacyjnych zwierzat od wyswietlanych wskazowek przestrzennych.

Dodatkowo w przypadku obu badanych schematéw treningu (alternacyjny i ztozony)
ptynnos¢ nastepujacych po sobie sesji, osiggnigta dzigki automatyzacji systemu, eksponuje
zwierzeta na ponowne przejscie tym samym ramieniem pomi¢dzy niektorymi sesjami (np. P/L
L/P- skret w lewo fazy wymuszonej nastgpuje po wizycie lewego ramienia w fazie wyboru
poprzedzajacej sesji). Takie podejscie pozwala na stycznos¢ obu badanych grup ze zmienng
ponownego zastosowania tej samej drogi. W rezultacie catkowita ilo$¢ ekspozycji na powtorne
wejscie do tego samego ramienia zrzgdu jest jednakowa pomigdzy badanymi grupami

(schematami treningu).
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Rycina 7. Schemat przedstawiajacy przebieg dwoch strategii uczenia si¢ w ramach treningu
kontekstowego. Wybor oczekiwanego ramienia (zgodnego z przypisanym kontekstem) zostal
oznaczony czerwonym podajnikiem dostarczajacym wzmocnienie apetytywne. Kontekst neutralny
prezentowany jest wylacznie przed rozpoczeciem i tuz po zakonczeniu procedury nawigacji zwierzat.
Schemat ilustrujacy naprzemienne prezentowanie wskazowek wzrokowych podczas treningu
alternacyjnego. Po kazdej fazie wymuszonej nastepuje faza wyboru, w ktorej zwierzeta sg eksponowane
na odmienny kontekst wizualny (A).

Schemat obrazujacy pseudolosowe prezentowanie bodzcéw wzrokowych podczas treningu ztozonego.
W wybranych sesjach system wyswietla ten sam kontekst wzrokowy zaréwno w fazie wymuszone;j, jak
i w fazie wyboru (B).

6.9.6 Test (trening kontekstowy)

W 13 dniu procedury do$wiadczalnej wykonano jednakowy test dla obu badanych grup
(niezaleznie od rodzaju przebytego treningu). Test obejmowatl 25 sesji, tozsamych ze
schematem treningu ztozonego. Jedyng ro6znicg byto wzmocnienie nagroda kazdego wyboru
myszy, bez wzgledu na to czy decyzja byta zgodna z wyswietlang wskazowka wizualng. Celem
testu jest ocena rzeczywistego wykorzystywania wskazéwek wizualnych do wyboru kierunku
nawigacji w labiryncie. Wynik testu dla kazdej grupy przedstawiono jako procent decyzji
o przejsciu przez rami¢ zgodne z wyswietlanym kontekstem wizualnym, w stosunku do

wszystkich wyboréw (procent poprawnych decyz;ji).
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6.9.7 Indukcja ekspresji c-fos

W celu indukcji ekspresji genu c-fos i mozliwosci detekcji jego biatka, kazde zwierze,
po 24 godzinach od przeprowadzenia testu, poddano 10 sesjom nawigacji w labiryncie
(obejmujacym 20 nastepujacych po sobie przejs¢ wymuszonych iwyboru), zgodnie ze
schematem treningu ztozonego (Rycina 7B). Po uptywie 90 minut od rozpoczecia zadania
kazde zwierze wprowadzono w stan sedatywno-nasenny i postepowano wedlug procedury

eutanazji przez perfuzje przezsercowa.

6.9.8 Protokol eksperymentalny. Trening w oparciu o zréoznicowane bodzce

wzrokowe (eksperyment 2 i eksperyment 3)

Wszystkie czynno$ci zwigzane 2z habituacja zwierzat oraz umieszczaniem
w automatycznym aparacie s3 tozsame z eksperymentem pierwszym. Ogodlna koncepcja
treningu nawigacyjnego, opartego o udostgpniane wskazowki przestrzenne rowniez zostata
zachowana. W celu stworzenia paradygmatu pozwalajacego na pdzniejsze badanie
potencjalnego przetwarzania zroéznicowanych typow wskazoéwek za pomoca odmiennych
mechanizmow neuronalnych, wprowadzono dodatkowe, wyrdzniajace si¢ na tle kontekstu,
odrebne punkty odniesienia (Rycina 8B). Tak jak w przypadku kontekstow zdefiniowano
odpowiednie wskazowki indywidualne dla skretu w lewa (C’) i prawa strone (D). Co wigcej,
aby podkresli¢ jeszcze bardziej og6lny charakter bodzcow kontekstowych, rozszerzono je
o kolejne panele, aby wskazéwka obejmowata cze$ciowo rowniez boczne sekcje labiryntu,
tworzac bardziej przestrzenny, globalny kontekst. Przez caty okres trwania treningu
zwierzgtom wyswietlane s3 zatem dwa zestawy wskazowek wizualnych: zlozony,
rozbudowany wzor wyswietlany za pomocg paneli i jednorodny, wyraznie odgraniczajacy si¢
na tle kontekstu punkt orientacyjny (Rycina 8B).

W celu wytworzenia asocjacji zestawu wskazowek wizualnych z wyborem kierunku,
poprawne decyzje byly kazdorazowo wzmacniane nagroda (kropla mleka). Dodatkowo,
aby utatwi¢ kojarzenie bodZzcéw wizualnych z wyborem drogi w labiryncie, przez pierwsze
4 dni myszy przechodza trening wedlug koncepcji nastepujacych po sobie faz wymuszone;j
i wyboru, ktore dzigki automatyzacji nadaja nawigacji zwierzat ciagly charakter. W ciagu

pierwszych 2 dni trening obejmowat po 16 sesji (faza wymuszona + faza wyboru), a w dniu 3
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14 myszy mialy ekspozycj¢ na 25 sesji (50 przejs¢). Po tym czasie wyeliminowano faze
wymuszong obligujac zwierzeta do wyboru kierunku skretu podczas kazdego przejscia.
W zwiazku z powyzszym od 5 dnia treningu, az do konca procedury do$wiadczalnej kazda
mysz podejmowata 50 decyzji wyboru ramienia. Zestawy wskazowek zaprogramowane byty
w sposob pseudolosowy na kazdy dzien procedury doswiadczalnej, przy czym ekspozycja na
wskazowki dla skretu w lewo 1 w prawo byla réwna kazdego dnia treningu. Dzigki
zastosowaniu procedury nieuwzgledniajacej naprzemienno$ci skretéw, badacz zyskuje
mozliwos¢ biezacej oceny, czy prezentowane wskazowki odgrywaja kluczowa rolg
w podejmowaniu decyzji dotyczacych wyboru kierunku. Tak jak w eksperymencie pierwszym
po wykonaniu ustalonej liczby prob ruch drzwiczek ustaje (w pozycji zamknietej), wskazoéwki
wizualne znikajg i zalaczone zostaje przyttumione neutralne o$wietlenie. Badacz delikatnie
wyjmuje zwierze z labiryntu i umieszcza je w klatce bytowej. Procedure treningu prowadzono
do momentu uzyskania okreslonej skuteczno$ci nawigacji, z wykorzystaniem wskazowek
przestrzennych, ale nie dtuzej niz 3 tygodnie dla danej myszy. Jako kryterium przyjeto
uzyskanie przez 3 kolejne dni wyniku minimum 75 % prawidlowych wyboréw (zgodnych ze
wskazowkami). Wynik poprawno$ci podejmowanych przez myszy decyzji na przestrzeni
kolejnych dni treningu przedstawiono w postaci krzywej uczenia sig¢, ktora obrazuje usredniony
wynik decyzji wszystkich osobnikow w grupie, w danym dniu. W powyzszym paradygmacie
badacz ma mozliwos$¢ biezacej oceny rzeczywistego wykorzystywania wskazowek wizualnych
do wyboru kierunku nawigacji. Nie mniej jednak nie mozna stwierdzi¢, czy rodzaj wskazowki
przestrzennej ma preferencyjne znaczenie. W tym celu przeprowadzono dwa dni testu dla

kazdej myszy.
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c-Fos
(16)  (16) (25) (25 (50) (50) (50) (50) (S0) (50) (S0)  (50)  (S0)  (S0) (50)  (50)
| | | | | | | [ | | [ | | [ | |
habituacja d1 d2 d3 da ™ ™ ™ TP ™ ™ TP ™ T TP TESTI TESTII

. [L+ Ctx] [L- Ctx+]

trening przestrzenny losowy trening przestrzenny (brak fazy wymuszonej)
f. wymuszona + f. wyboru
(4dni)

zestaw CC'

kont. neutralny

2500 mm

Rycina 8. O$ czasu ilustrujaca paradygmat behawioralny oparty o zrdéznicowane bodzce
wzrokowe (A). W nawiasach podano liczb¢ decyzji dotyczacych wyboru kierunku nawigacji
w poszczegolnych dniach treningu. Po czterech dniach nawigacji przestrzennej w konfiguracji
nastepujacych po sobie sesji (faza wymuszona i faza wyboru) faze wymuszong wyeliminowano. Od
dnia 5 myszy trenowaty z losowo wyswietlanymi zestawami wskazowek wizualnych, podejmujac
decyzje o wyborze ramienia podczas kazdego przej$cia przez labirynt. Zwierzeta trenowano do
kryterium uzyskania minimum 75% poprawno$ci wyboréw przez 3 nastgpujace po sobie dni. Kolejno
przeprowadzono testy (A).

Realistyczna reprezentacja zastosowanych zestawow wskazowek w treningu opartym
o réznorodne bodzce wzrokowe (B). Kontekst neutralny byl stosowany przy kazdej interakcji
badanego osobnika z aparaturg, ktéra odbywala si¢ poza wiasciwymi sesjami nawigacyjnymi (po
lewej). Rozbudowany uktad paneli LED skonfigurowano dodatkowo w dwoch wariantach (po prawe;j):
schemat o$wietlenia przyporzadkowany do skretu w lewo obejmowat zestaw wskazowki kontekstowej,
C oraz indywidualnej, C’ (zestaw CC”) oraz konfiguracja §wietlna globalnego kontekstu, D i odrebnego
punktu odniesienia, D’ przypisana do skr¢tu w prawo (zestaw DD”).
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6.9.9 Test (trening oparty o zréznicowane bodzce wzrokowe, eksperyment 2)

Zgodnie z przyjetym kryterium skutecznej nawigacji czas trwania treningu roznit
si¢ pomigdzy niektorymi osobnikami. Procedure testowa rozpoczeto po trzech kolejnych
dniach nawigacji zgodnej z wyswietlanymi wskazowkami. Schemat testu odzwierciedlat
przebieg treningu i polegal na ciggtej nawigacji, obejmujacej 50 przejs¢ przez aparat, z czego
kazde wymagato dokonania wyboru jednego z dwodch przeciwlegltych ramion labiryntu.
Podobnie wzmocnienie apetytywne bylo przyznawane réwnomiernie po obu stronach. Test
trwal dwa dni, wkazdym dostgpny byt tylko jeden rodzaj wskazdéwek przestrzennych
(kontekstowe lub indywidualne). Umozliwilo to zbadanie zalezno$ci mig¢dzy poziomem
ztozono$ci wskazoéwki, a zdolnoscig myszy do skutecznej nawigacji na jej podstawie. Myszy
zostaty losowo przypisane do dwoch grup. Grupge pierwsza charakteryzuje dostgpnosc
wskazowki kontekstowej (Ctx), anastgpnie indywidualnej (L) odpowiednio pierwszego
idrugiego dnia testu. W drugiej grupie kolejnos¢ testow zostata odwrocona. Dzigki temu
wyeliminowano potencjalny wplyw kolejnosci ekspozycji na pojedynczy typ prezentowanej
wskazowki na jej percepcje. Wyniki testu dla kazdej grupy, przedstawiono jako procent decyzji
zgodnych z aktualnie dostgpng wskazéwka wizualng, w stosunku do wszystkich podjetych
wyboréw (procent poprawnych decyzji). Po uptywie 90 minut od rozpoczecia testu II, kazde
zwierz¢ wprowadzono w stan sedatywno-nasenny i postepowano wedtug procedury eutanazji

przez perfuzj¢ przezsercowaq.

6.9.10 Test (trening oparty o zr6znicowane bodzZce wzrokowe, eksperyment 3)

Koncepcja procedury testowej w eksperymencie z inaktywacja kory retrosplenialnej byta
analogiczna do opisanej w podsekcji 6.9.8 rozdziatu Materiaty i metody. W celu umozliwienia
precyzyjnej analizy wptywu inaktywacji tej struktury na proces nawigacji zaleznej zaréwno od
zestawu znanych wskazowek, jak 1 od wybiodrczej dostgpnosci jednego typu wskazowki,
wprowadzono dwa dodatkowe dni w procedurze testowej. Fazg testow rozpoczgto zgodnie
z przyjetym kryterium sukcesu nawigacyjnego, po trzech kolejnych dniach, w ktorych
zwierzeta osiagnety co najmniej 75% poprawnych wybordw nawigacyjnych dziennie,
zgodnych z prezentowanymi wskazowkami. Schemat testu odzwierciedlat przebieg treningu,

zaktadajac ciagla nawigacje, obejmujaca 50 przej$¢ przez aparat, z czego kazde wymagato
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dokonania wyboru jednego z dwoch przeciwlegtych ramion labiryntu. System wzmocnienia
apetytywnego byl utrzymany w sposdb rownomierny dla obu ramion, co zapewnialo stabilnos¢
warunkow eksperymentalnych. Test obejmowat trzy dni, z r6zng dostepnoscia wskazdéwek
(Rycina 9):

e Test I: Dostgpnos¢ pelnego zestawu wskazowek (zarowno kontekstowych, jak

1 indywidualnych).

e Dzien treningu przestrzennego (pomiedzy testem I, a 11 1 II).

e Test II: Dostepnos¢ wylacznie wskazéwek kontekstowych (Ctx)

e Test III: Dostepnos¢ wytacznie wskazoéwek indywidualnych (L).
Myszy z grupy badanej i grupy kontrolnej zostaty losowo dodatkowo podzielone na dwie
podgrupy. W pierwszej podgrupie w tescie II udostepniono wskazéwke kontekstowa (Ctx),
aw tescie III wskazowke indywidualng (L). W drugiej podgrupie zastosowano odwrotna
kolejnos¢ testow. Taki uktad eksperymentalny umozliwit eliminacj¢ potencjalnego wplywu
kolejnosci ekspozycji na percepcj¢ poszczegolnych typow wskazdéwek, zapewniajac wigksza
wiarygodno$¢ wynikéw. W kazdym z powyzszych dni testu (I, II i III), na 30 minut przed
rozpoczeciem procedury nawigacyjnej, podawano dootrzewnowo agonist¢ receptorow
DREADDs, JU60 [0,5mg/ kg m.c.] wcelu wywolania selektywnej inaktywacji kory
retrosplenialnej, badz 0,9% roztwor NaCl do objetosci dostosowanej do dawki JU60 (dla myszy
z grupy kontrolnej). Procedura ta pozwalata na ocen¢ wplywu czasowej inaktywacji tej
struktury na zdolno$§¢ myszy do nawigacji w réznych warunkach dostgpnosci wskazowek
przestrzennych. Dodatkowo, pomiedzy testem i a testami II i III, wprowadzono dodatkowy
dzien treningu, przeprowadzony bez inaktywacji kory retrosplenialnej (Rycina 9). Dzien ten
mial na celu kontrole potencjalnego wptywu samej procedury eksperymentalnej (iniekcji oraz
inaktywacji struktury), na nabyte podczas treningu zdolnosci sensomotoryczne myszy. Taka
strategia pozwolila wykluczy¢ zaklocajacy wplyw procedur zwigzanych z inaktywacja na
zdolnos$¢ zwierzat do skutecznej nawigacji. Wyniki testu dla kazdej grupy, przedstawiono jako
procent decyzji zgodnych z aktualnie dostepna wskazowka wizualng, w stosunku do
wszystkich podjetych wyboroéw (procent poprawnych decyzji). Po uplywie 90 minut od
rozpoczecia testu 111, kazde zwierze wprowadzono w stan sedatywno-nasenny i postgpowano

wedlug procedury eutanazji przez perfuzje przezsercowa.
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habituacja d1 d2  d3 d TP TP ™ TP TP TP TP ™ TP TESTI TP TESTH  TESTI
) ) [L+ Ctx#) [L+ Ctx] [L- Ctx+]
trening przestrzenny losowy trening przestrzenny (brak fazy wymuszonej) inaktywacja RSC

f. wymuszona + f. wyboru
(4 dni)

Rycina 9. O$ czasu ilustrujaca paradygmat behawioralny oparty o zréznicowane bodzce
wzrokowe z inaktywacja kory retrosplenialnej. W nawiasach podano liczb¢ decyzji dotyczacych
wyboru kierunku nawigacji w poszczegélnych dniach treningu. Po czterech dniach nawigacji
przestrzennej w konfiguracji nastgpujacych po sobie sesji (faza wymuszona ifaza wyboru) faze
wymuszong wyeliminowano. Od dnia 5 myszy trenowaly zlosowo wyswietlanymi zestawami
wskazowek wizualnych, podejmujac decyzje o wyborze ramienia podczas kazdego przejscia przez
labirynt. Zwierzgta trenowano do kryterium uzyskania minimum 75% poprawnosci wyboroéw przez
3 nastepujace po sobie dni. Kolejno przeprowadzono trzy dni testow z inaktywacja.
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7 Wyniki

7.1 Opracowanie iwykonanie automatycznego systemu do badania

pamieci przestrzennej myszy

W oparciu o wieloletnie doswiadczenia z wykorzystaniem konwencjonalnego labiryntu T
w badaniach zaleznos$ci nawigacji gryzoni (myszy i szczuréw) od wskazéwek wizualnych,
podjeto dzialania majace na celu zaprojektowanie i skonstruowanie systemu, ktory
umozliwilby pelng automatyzacje realizacji paradygmatu behawioralnego. Potrzeba wdrozenia
nowatorskiego rozwigzania wynikata znadmiernego zaangazowania czasowego zarOéwno
eksperymentatora, jak i badanych zwierzat, co znaczaco ograniczalo mozliwos¢ zwigkszenia
liczebnosci grup eksperymentalnych. Zauwazono takze problem nadmiernej ingerencji
cztowieka, utrudniajacej badanie mechanizmoéw nawigacyjnych zwierzat, odzwierciedlajacych
ich naturalne zachowania.

Dla przyktadu, aby przeprowadzi¢ pojedynczy dzien treningu przestrzennego, sktadajacy
sie z 25 sesji (zgodnie z opisem w Rozdziale 6.9.3) niezbedna byta az stukrotna ingerencja ze
strony eksperymentatora dla kazdej myszy. Po kazdorazowym przejsciu przez labirynt zwierze
musiato by¢ wyjete przez badacza (na czas zmiany przegrod oraz wyswietlanej wskazowki),
a nastgpnie ponownie umieszczane w punkcie startowym labiryntu. Zaimplementowanie
opisanego W niniejszej pracy systemu automatyzacji pozwolilo znaczaco zredukowaé te
ingerencje. W obecnym rozwigzaniu badacz kontaktuje si¢ ze zwierzeciem jedynie dwukrotnie
w trakcie catej procedury: przed rozpoczeciem treningu, umieszczajac mysz w labiryncie oraz
po zakonczeniu, aby przenies¢ ja do klatki hodowlanej. Przedstawiona potrzeba redukcji czasu
i ograniczenia kontaktu fizycznego stanowita podstaw¢ przemawiajaca za realizacja celu
automatyzacji systemu behawioralnego. WdrozZenie tego rozwigzania przyniosto liczne
korzys$ci, sposrdd ktérych najistotniejsza bylo znaczace zwigkszenie liczebnosci grup
eksperymentalnych. Konwencjonalny labirynt umozliwiat jednoczesny trening maksymalnie 8
osobnikdw dziennie, podczas, gdy automatyzacja pozwolita na przeprowadzenie treningu
w grupie liczacej nawet 30 myszy kazdego dnia (eksperyment 3), co oznacza niemal

czterokrotny wzrost liczby testowanych zwierzat.
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Realizacja systemu automatyzacji wymagata przetestowania réznych prototypowych
rozwigzan. Pierwotne koncepcje obejmowaty zastosowanie silnikow krokowych, kot zgbatych
1 pasoOw napedowych. Przyktad jednego z takich prototypdw przedstawiono na rycinie 10A. Nie
uzyskano wowczas satysfakcjonujacych efektow pod wzgledem ptynnosci ruchu oraz
ograniczonej emisji dzwickow. Te niedoskonato$ci mogly potencjalnie wywotywaé reakcje
stresowe u myszy, dlatego zdecydowano si¢ na wdrozenie alternatywnego rozwigzania.
Ostateczny sukces osiggnieto poprzez zastosowanie pneumatycznego obiegu powietrza w celu
inicjacji ruchu drzwiczek oraz wybdr wiasciwych komponentow uktadu. Opis automatyzacji
systemu zawarto w Rozdziale 6.8.1. Odpowiedni dobor materialu drzwiczek pozwolil na
uzyskanie ich optymalnej masy, co w polaczeniu zprecyzyjnym zsynchronizowaniem
elementow uktadu pneumatycznego, takich jak reduktor kompresora, dodatkowy filtro-
reduktor, zawor dlawigco zwrotny oraz amortyzacja silownikéw, umozliwito osiggnigcie
satysfakcjonujacych parametrow ruchu drzwiczek, charakteryzujacych sie odpowiednig
predkoscig ($rednia predkos¢ ruchu drzwiczek 162 mm/ s), ptynnos$cig i cichg praca. Dzieki
kilkuetapowej redukcji przepltywu powietrza, myszy nie wykazuja reakcji lgkowych w zwiagzku
z poruszajacymi  si¢ drzwiami, ajednoczesnie zachowano funkcjonalno$§¢ w postaci
wytyczania jednokierunkowych $ciezek w labiryncie.

Waznym zatozeniem projektowym byto dostosowanie aparatury do potencjalne;
integracji z nowoczesnymi technologiami badawczymi w przysztosci. Stad zaprojektowano
wsuw drzwiczek do podlogi labiryntu, abynie stwarza¢ ewentualnych przeszkod
w zastosowaniu dodatkowego okablowania lub urzadzen takich jak miniskopy, wielokanatlowe
elektrody czy inne metody funkcjonalnego obrazowania moézgu. Dzigki temu system
zachowuje wysoka elastyczno$§¢ iumozliwia przyszte rozszerzenia badawcze. Dobor
odpowiednich wskazowek wizualnych zostal rowniez przeprowadzony w oparciu
o eksperymentalne testy. Sprawdzono rézne typy bodzcoéw, wyswietlanych poczatkowo za
pomoca projektora multimedialnego na $cianie, przed labiryntem, a takze na $cianie i suficie.
Przetestowano zaré6wno uproszczone obrazy o wysokim kontrascie iroznej wielkosci, jak
i bardziej ztozone przedstawiajace perspektywe (Rycina 10B). Pomimo, ze poprzednie
wskazowki okazaly si¢ by¢ wystarczajagce do rozrdzniania przez gryzonie, to emisja ciepta
z dlugotrwale wlaczonego projektora wprowadzata dodatkowa zmienng do eksperymentu,
a w konsekwencji zalgczajacy si¢ wbudowany wentylator powodowal hatas. Zastosowany

uktad ledowych paneli (oraz indywidualnych ledowych punktéw odniesienia w przypadku
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eksperymentow 2 i 3) (Rycina 6B oraz Rycina 8B) pozwolit wyeliminowaé te ograniczenia,

spetniajac jednoczesnie wszystkie wymagane kryteria techniczne i funkcjonalne.

Rycina 10. Fotografie ilustrujace przyklad testowanego, prototypowego rozwigzania z zastosowaniem
silnika krokowego, kota i paséw zgbatych (A). Przyklady testowanych wskazowek przestrzennych przy
zastosowaniu konwencjonalnego labiryntu (B).

7.2 Analiza wplywu roznych strategii treningu na proces nawigacji

opartej o bodZce wizualne

W celu sprawdzenia, czy roznica w schemacie uczenia si¢ ma wptyw na proces nawigacji
opartej o prezentowane wizualne wskazowki, zwierzeta poddano treningowi zgodnie z dwoma
réznymi schematami: alternacyjnym i zlozonym. Zbudowany, automatyczny system umozliwit
przeprowadzenie procedur treningowych oraz testowych (Rycina 6A), umozliwiajacych oceng
myszy pod katem postrzegania i wykorzystywania prezentowanych kontekstow do nawigacji

w labiryncie.
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Zanim przystagpiono do przeprowadzania testow behawioralnych, myszy poddano
habituacji do zadania behawioralnego oraz do wzmocnienia apetytywnego, wedlug procedur
opisanych w rozdziale Materialy i metody- podsekcja 6.9.1 oraz podsekcja 6.9.2. Kazda sesja
treningu skladala si¢ z dwoch faz (wymuszonej i wyboru). Zaréwno po zakonczeniu kazdej
fazy jak 1isesji niezwlocznie zaczynala si¢ kolejna, tak aby procedura nawigacji byta
nieprzerwana, a jedynie dostosowana do predkos$ci poruszania si¢ myszy. System odpowiadat
za detekcje nawigujacego osobnika w poszczegodlnych kompartmentach labiryntu i poprzez
zamykanie drzwiczek w bezpiecznej odlegtosci od myszy wyznaczat jednokierunkowy ruch
w labiryncie (normalizacja przebytej drogi pomi¢dzy badanymi osobnikami). Oba ramiona
byly wzmacniane apetytywnie jednakowa ilo$¢ razy, przy czym mleko dostgpne byto tylko
w ramieniu zgodnym z wys$wietlanym kontekstem wizualnym. Szczegodty paradygmatu
behawioralnego opisano w rozdziale Materialy i metody — podsekcja 6.9.3.

Dwie grupy zwierzat: Alternacja (n = 6) i Ztozona (n = 7) trenowano w dwodch réznych
schematach nawigacyjnych. Doktadny opis procedur treningowych opisano w rozdziale
Materiaty 1 metody- podsekcja 6.9.4 1ipodsekcja 6.9.5. Trening grupy alternacyjnej
charakteryzowat si¢ silnym, sukcesywnym utrwalaniem naturalnego wzorca naprzemiennych
wyborow. Po kazdej fazie wymuszonej natychmiast zachodzita faza wyboru, z wyswietleniem
zmienionego kontekstu wizualnego. Prawidlowa reakcja dla zwierzecia polegala na wyborze
ramienia przeciwnego do odwiedzonego w poprzedniej fazie (Rycina 7A). Zgodnie
z oczekiwaniami, myszy z grupy alternacyjnej opanowaty zadanie maksymalnie w ciggu 3 dni
iutrzymywaty asymptotyczny poziom poprawnosci wyborow przez reszt¢ treningu
(poprawnos$¢ wybordw w ostatniej sesji treningowej: 100%).

Trening ztoZzony wymagatl elastycznej odpowiedzi na bodzce wizualne. W polowie prob
schematyczna, naprzemienna sekwencja zostala zastapiona sesjami zmodyfikowanymi,
w ktorych system wys$wietlat identyczny kontekst w obu fazach (wymuszonej i wyboru).
Prawidlowa reakcja bylo wowczas wybranie tego samego ramienia, ktore zwierze odwiedzito
w poprzedniej fazie (Rycina 7B). Zlozony schemat uczenia si¢ nie tylko byl pozbawiony
przewidywalnych, naprzemiennych wyboréw, ale dodatkowo wymagat od zwierzat dziatania
przeciwnego do naturalnej tendencji alternacyjnej i1 podejmowania wyboréw jednakowych
kierunkow kilka razy z rzgdu.

Myszy z grupy ztozonej poczatkowo osiagaly wyniki na poziomie losowym. Wyrazny
brak spojnosci pomigdzy preferencja naprzemiennych wybordw, a brakiem wzmocnienia

apetytywnego doprowadzil do poczatkowego spadku wydajnosci, osiggajac minimum

79



w trzeciej dobie treningu ($rednia doktadnos¢: 51,8%, odchylenie standardowe: 12,37, Rycina
11). Jednak podczas kolejnych dni nauki (4-12) poprawnos$¢ wyborow grupy ztozonej
stopniowo wzrastala, a pod koniec procedury treningowej niektére osobniki zblizyly sie do
poziomu osiaggnie¢ grupy alternacyjnej (Srednia poprawno$¢ wyborOw w ostatniej sesji
treningowej: 74,9%, odchylenie standardowe: 12,95, Rycina 11). Zgodnie z przewidywaniami,
trening o ztozonym charakterze cechowal si¢ wysokim poziomem skomplikowania. Procedura
cze¢$ciowo wzmacniata wrodzong tendencje do eksplorowania nowych (r6znych od poprzednio
odwiedzanych) ramion, a jednocze$nie polowa sesji treningu stanowila odstepstwo
i zaprzeczenie konwencjonalnego schematu. Sesje wymagajace powtdrnego wyboru tego
samego ramienia w ramach treningu zlozonego byly znacznie trudniejsze do opanowania
w porOwnaniu z nawigacja naprzemienng. Rycina 12 przedstawia roznice w przebiegu
krzywych uczenia si¢ badanej grupy ztozonej, w zaleznosci od rodzaju sesji (alternacyjne
1 zmodyfikowane). Pomimo ztozonosci i wyzwan procedury treningowej niektdre osobniki
osiggaty ostateczny sukces nawigacji zgodnej z prezentowanymi kontekstami. Analiza
wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiarow w uktadzie dwuczynnikowym (grupa:
Alternacja, Zlozona X czas: dni 1-12) wykazata istotne efekty dla grupy: F (1,11) = 1,499,
P <0,0001, czasu: F (11,121)=3,839, P < 0,0001 oraz interakcji: F (11,121)= 1,878,
P =0,0486. Test wielokrotnych poréwnan post hoc Tukeya dla grupy ztoZzonej wykazat istotny
wplyw treningu w 11 dniu (P = 0,023, 95% CI=-32,36_—1,213) oraz 12. dniu (P = 0,0002,
95% CI =-38,64 —7,499). Wyniki zobrazowano na rycinie 11.
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Rycina 11. Wykres przedstawiajacy krzywe uczenia si¢ zwierzat nawigacji opartej o prezentowane
wskazowki, wramach dwoch odrgbnych schematow treningowych (alternacja iztozony). Punkty
danych przedstawiajg poprawnos¢ wyborow, procent decyzji nagradzanych (zgodnych z wyswietlanym
kontekstem), dla poszczegdlnych zwierzat w ramach kolejnych dni treningow. Istotne efekty
oznaczono: (*¥**) efekt treningu, F (1,11)=1,499, P < 0,0001, dwuczynnikowa analiza wariancji
(ANOVA) z powtarzanymi pomiarami (RM) z testem post-hoc Tukey’a dla poréwnan wielokrotnych;
dzien treningowy dla grupy ztozonej: (*) dzien 11 (P = 0,023), (***) dzien 12 (P = 0,0002).

Co interesujace, pomimo faktu zaburzania reguly alternacyjnej, poprzez sesje wymagajace
powtarzania tego samego wyboru (sesje zmodyfikowane), to analizujac wylacznie sesje
alternacyjne treningu zlozonego (Rycina 12, sesje alternacyjne) mozna zauwazy¢ istotne
podobienstwo przebiegu krzywej poprawnych wyboréow do wynikéw grupy alternacyjne;j
(Rycina 11, trening alternacyjny). Powyzsza obserwacja stanowi potwierdzenie silnej,
wrodzonej tendencji myszy do podejmowania naprzemiennych wyboroéw, ktéra zostata
zachowana pomimo znacznego zaklocenia schematu. Apetytywne wzmacnianie
naprzemiennych wybordw zaledwie w polowie sesji (przy jednoczesnym wprowadzeniu
powtorzen wskazoéwki w drugiej potowie), okazato si¢ by¢ wystarczajace, aby schemat
alternacyjny mogt by¢ stosowany z podobnym zaangazowaniem jak w grupie z nagradzaniem

kazdego, naprzemiennego wyboru.
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Rycina 12. Wykres przedstawiajagcy przebieg krzywych uczenia si¢ myszy z grupy zlozonej,
w zaleznos$ci od rodzaju sesji (alternacyjne izmodyfikowane). Punkty danych pokazuja procent
nagrodzonych decyzji (zgodnych z wyswietlanym kontekstem) dla poszczegolnych zwierzat w trakcie
kolejnych dni treningu zlozonego.

W miar¢ postgpu treningu zlozonego, analiza poprawnos$ci wybordw w sesjach
wymagajacych powtornego wejscia do tego samego ramienia umozliwiata eksperymentatorowi
biezaca ocen¢ postgpu w procesie tworzenia asocjacji z prezentowanymi wskazowkami.
W przypadku drugiej badanej grupy, zgodno$¢ wyswietlanych wskazowek z silng tendencja
alternacyjna nie umozliwiata poznania faktycznej motywacji wyborow zwierzat. W zwiazku
ztym, po zakonczeniu treningu, w dniu 13 przeprowadzono test. Obie badane grupy
przetestowano pod wzgledem zdolno$ci rozwigzania zadania wedlug schematu ztozonego,
w ktorym 50% sesji wymagalo ponownego wejscia do uprzednio odwiedzanego ramienia.
W trakcie testu w celu poznania niezaburzonej motywacji zwierzat w podejmowaniu decyzji
oraz unikni¢cia modyfikacji i wygaszania nabytej dotychczas pamigci, w fazach wyboru
nagradzane byty oba ramiona, niezaleznie od zgodnosci decyzji z prezentowanym kontekstem.
Adekwatnie z oczekiwaniami grupa Zlozona osiaggneta wyniki podobne do tych z ostatniego

dnia treningu ($rednia doktadnos¢: 78,8%, odch. stand. = 13,8; Rycina 13).

82



W przypadku grupy alternacyjnej, pomimo kazdorazowego wzmacniania naturalnej
tendencji naprzemiennych wyboroéw podczas treningu, wykazano réwnie wysoki poziom
poprawnosci wyborow w tescie (Srednia dokladnosé: 89,3%, odch. stand. = 10,6; Rycina 13).
Znikoma roéznica pomiedzy badanymi grupami nie wykazata istotnosci statystycznej

w dwustronnym tesécie t- Studenta dla préb niezaleznych (t=1,511, df=11, P=0,159).
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Rycina 13. Wykres przedstawiajagcy wyniki testu dla dwoch badanych grup (Alternacja i Ztozona).
Punkty danych przedstawiajg procent decyzji myszy o wyborze kierunku skretu, zgodnych
z wyswietlanym kontekstem. Analiza statystyczna: dwustronny test t-Studenta dla grup niezaleznych,
(t=1,511,df=11,P=0,159).

7.3 Zaangazowanie RSC oraz HPC w proces nawigacji opartej

o wskazowki wizualne przy zastosowaniu roznych strategii uczenia si¢ myszy

Wyniki przeprowadzonego testu pokazuja, ze zaroOwno myszy trenowane zgodnie ze
schematem alternacyjnym, jak ite z grupy ztozonej wykazaly wysoki poziom zdolnosci do
asocjacji prezentowanych kontekstow wizualnych z wyborem kierunku skrgtu. Oba rodzaje
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treningu okazaly si¢ by¢ wystarczajaco efektywne. Z perspektywy behawioralnej réznice
w schematach treningowych nie mialy istotnego wplywu na zdolno§¢ wykorzystania
wskazowek wizualnych do prawidlowej nawigacji.

W zwigzku z powyzszym, zbadano nast¢pnie czy rozne schematy uczenia si¢ wskazowek
przestrzennych moga znalez¢ odzwierciedlenie w zréznicowanym zaangazowaniu struktur
istotnych dla pamigci przestrzennej. W celu indukcji ekspresji c-fos w obszarach mézgu
zaangazowanych w procesy uczenia przestrzennego, po uptywie 24 godzin od zakonczenia
procedury testowej przeprowadzono dodatkowy trening dla obu badanych grup. Trening
obejmowat 10 sesji, sktadajacych sie z fazy wymuszonej oraz fazy wyboru wedtug schematu
ztozonego. 90 minut od rozpoczecia zadania behawioralnego myszy poddawano procedurze
perfuzji, izolowano mozgi oraz za pomocg kriostatu ci¢to na skrawki. W celu detekcji biatka
c-Fos przeprowadzano barwienia immunhistochemiczne z uzyciem przeciwciata skierowanego
przeciwko biatku c-Fos. Analiza zostala ukierunkowana na grzbietowa cze$¢ hipokampa, dHPC
(dCA1, dCA3, dDG), przednig czg$¢ kory retrosplenialnej, rRSC (rRSA i rRSG) oraz tylna
czes¢ kory retrosplenialnej, cRSC (cRSA 1cRSG) (Rycina 14). Powyzsze rejony
wyselekcjonowano opierajac si¢ na danych literaturowych, sugerujacych na ich zaangazowanie
W przetwarzanie pamigci przestrzennej. SzczegOly anatomicznej identyfikacji skrawkow
mézgu opisano wrozdziale Materialy imetody - podsekcja 6.5.1. W wyniku
przeprowadzonych doswiadczen zaobserwowano jadrowa lokalizacje biatka c-Fos

(Rycina 2A, C).
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Rycina 14. Wizualizacja lokalizacji przekrojow przedstawiajacych ptaszczyzny koronalne kazdego

z analizowanych obszarow zainteresowania. Na podstawie publikacji wlasnej (Balcerek i in., 2021).
(A) Widok boczny. Hipokamp ikore retrosplenialng oznaczono kolorami, a lokalizacja badanych
przekrojow w osi przednio-tylnej zostala wskazana przerywanymi liniami. Za pomocg strzatek
wskazano przebieg osi przednio-tylnej (ang. rostro-caudal, r-c) oraz osi grzbietowo-brzusznej
(ang. dorsal-ventral, d-v) w mozgu.
(B) Lokalizacja obszarow zainteresowania (ROI) uzywanych do analizy gestosci komorek dodatnich
pod wzgledem bialka c-Fos na przekrojach koronalnych. Badane obszary zainteresowania:
rRSA (ang. rostral agranular retrosplenial cortex) - przednia czes$¢ kory retrosplenialnej agranularne;,
rRSG (ang. rostral granular retrosplenial cortex) - przednia cz¢$¢ kory retrosplenialnej granularnej,
cRSA (ang. caudal agranular retrosplenial cortex) - tylna czgs¢ kory retrosplenialnej agranularnej,
cRSG (ang. caudal granular retrosplenial cortex) - tylna czes$¢ kory retrosplenialnej granularnej, dCA1

(ang. dorsal CAl field ) - grzbietowa czgs¢ pola CAl hipokampa, dCA3 (ang. dorsal CA3

field) - grzbietowa cze$¢ pola CA3 hipokampa, dDG (ang. dorsal dentate gyrus) - grzbietowa czes$¢
zakretu zgbatego.
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Poréwnano poziomy biatka c-Fos migdzy myszami trenowanymi wedlug dwoch réznych
protokotow eksperymentalnych (alternacja 1zlozony), ktére ostatecznie testowano
w jednakowych warunkach, osiagajac zblizone wyniki poprawnosci nawigacji. Analiza
wykazala istotne réznice w aktywnosci grzbietowej czesci hipokampa. U myszy trenowanych
w protokole ze zmodyfikowanymi sesjami, ktore wymagaty powtoérnego wyboru tego samego
ramienia (Rycina 7B), zaobserwowano znacznie wyzsza aktywno$¢ w polu CA1 hipokampa.
Gesto$¢ immunododatnich pod wzgledem antygenu biatka c-Fos jader komoérkowych w polu
CA1l grupy zlozonej byla istotnie wyzsza (2456 komorek/mm? odch. stand.=1178),
w poréwnaniu z grupa alternacyjng (848 komoérek/mm?, odch. stand. =428, skorygowane
P =0,027, test wielokrotny Holma-Sidaka, Rycina 15). Podobny trend zaobserwowano w polu
CA3, gdzie gestos¢ c-Fos byla wyzsza w grupie zmodyfikowanej (1765 komoérek/mm?,
odch. stand. =794), w porownaniu =z grupa alternacyjna (934,7 komoérek/mm?, odch.
stand. =457). Jednak roznica ta nie osiggnela istotno$ci statystycznej po uwzglednieniu
korekcji wielokrotnej (skorygowane P = 0,088, test wielokrotny Holma-Sidaka). W zakrecie
zgbatym, subregionie formacji hipokampalnej, charakteryzujagcym si¢ zazwyczaj niskim
poziomem biatka c-Fos, nie zaobserwowano istotnych réznic w aktywno$ci migdzy badanymi
grupami. Gesto$§¢ jader immunoreaktywnych wzgledem biatka c-Fos wynosila 549
komoérek/mm?  (odch. stand. =484) w grupie alternacyjnej oraz 836 komodrek/mm?
(odch. stand. =392) w grupie ztozonej (skorygowane P =0,262, test wielokrotny Holma-
Sidaka) (Rycina 15).
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Rycina 15. Wykres przedstawia porownanie $redniej gestosci komorek immunoreaktywnych pod
wzgledem biatka c-Fos w analizowanych subrejonach grzbietowej czgsci hipokampa, pomiedzy
badanymi grupami eksperymentalnymi (Alternacja i Ztozona). Ggsto$¢ przedstawiono jako liczba
komérek c-Fos+/ mm?* badanego obszaru. Poszczegdlne punkty danych przedstawiajg gestosé komoérek
pozytywnych pod wzgledem antygenu biatka c-Fos dla indywidualnych zwierzat. Analiza ujawnita
istotnie statystycznie wyzszy poziom gestosci komorek pozytywnych pod wzgledem c-Fos u myszy
trenowanych wedtug protokotu ztozonego (P = 0,027) wzgledem grupy Alternacja w grzbietowej czesci
pola CA1l. Do analizy zastosowano wielokrotny test t Holma-Sidaka. Podobny trend zaobserwowano
dla obszaru CA3, jednak roznica nie osiggnela istotnosci statystycznej (P = 0,088).

Analogiczng analiz¢ przeprowadzono dla kory retrosplenialnej, uwzgledniajac dwie
ptaszczyzny koronalne: rRSC (przednig) i cRSC (tylna), jak opisano w rozdziale Materiaty
i metody - podsekcja 6.5.1. Zgodnie z danymi literaturowymi, w RSC wystepuja funkcjonalne
réznice wzdtuz osi strzatkowej, dlatego w analizie wyodrgbniono takze czg$¢ granularng
1 agranularng. Otrzymane wyniki wykazaty niemal jednolicie wysokg aktywacje biatka c-Fos
we wszystkich badanych podrejonach RSC (rRSA, rRSG, cRSA, cRSG), w grupie myszy
znaprzemiennym schematem nawigacji (Rycina 16). Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie roznic wzdtuz osi przednio-tylnej (rRSA: 4031 komoérek/mm?, s.d. = 1200; rRSG:
5209 komoérek/mm?, s.d. =814; cRSA: 4789 komorek/mm?, s.d. =1129; cRSG: 4925
komoérek/mm?, s.d. = 1590), co potwierdzono za pomoca wielokrotnego testu t Holma-Sidaka.

U myszy zgrupy zlozonej odnotowano natomiast istotnie obnizona, wzgledem grupy
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alternacyjnej, gesto§¢ immunododatnich pod wzgledem antygenu biatka c-Fos jader
komoérkowych w przedniej czeéci agranularnej kory retrosplenialnej (rRSA; 2494
komoérek/mm?; s.d. = 567, P = 0,023, test wielokrotnych porownan Holma-Sidaka). Natomiast
aktywno$¢ przedniej czgsci kory restrosplenialnej granularnej oraz tylnej kory retrosplenialne;j,
wyrazona poziomem biatka c-Fos, byla porownywalna z poziomem uzyskanym w grupie
alternacyjnej (rRSG: 4958 komoérek/mm?, s.d. = 1284; cRSA: 4114 komoérek/mm?, s.d. = 1426;
cRSG: 4938 komorek/mm?, s.d. = 1464; Rycina 16).
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Rycina 16. Analiza $redniej gestosci komorek immunoreaktywnych pod wzgledem biatka c-Fos
w poszczegolnych subrejonach kory retrosplenialnej dla dwoch badanych grup (Alternacja i Ztozona).
Gestoé¢ przedstawiono jako liczba komoérek c-Fos+/ mm? badanego obszaru. Poszczegdlne punkty
danych przedstawiaja gestos¢ komorek pozytywnych pod wzgledem antygenu biatka c-Fos dla
indywidualnych zwierzat.

(A) Wplyw rodzaju przebytego treningu (alternacja, ztozony) na poziom biatka c-Fos w przedniej czesci
kory retrosplenialnej (agranularnej, rRSA i granularnej, rRSG).

(B) Wplyw rodzaju przebytego treningu (alternacja, ztozony) na poziom biatka c-Fos w tylnej czesci
kory retrosplenialnej (agranularnej, cRSA i granularnej, cRSG). Analiza ujawnita istotne statystycznie
obnizenie poziomu biatka c-Fos u myszy trenowanych wedlug protokotu ztozonego w przedniej czgsci
agranularnej kory retrosplenialnej, rRSA (P =0,023), wzgledem grupy Alternacja. Do analizy
zastosowano wielokrotny test t Holma-Sidaka. Nie zaobserwowano istotnych réznic w rejonach tylnej
kory retrosplenialne;j.
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Powyzsza analiza ujawnita, Ze rodzaj zastosowanego schematu nabywania asocjacji
pomiedzy wskazoéwka, a kierunkiem skretu wptywa na zroznicowanie aktywno$ci, na poziomie
molekularnym. Kluczowymi regionami wykazujacymi istotng statystycznie roznicg¢ w gestosci
c-Fos-pozytywnych komorek okazaly si¢ grzbietowa czgs¢ pola CA1 hipokampa oraz przednia
cz¢$¢ agranularnej kory retrosplenialnej. Uzyskane wyniki wskazujg takze na obecnos$é
gradientu aktywacji wzdtuz przednio-tylnej osi agranularnej kory retrosplenialnej, w zaleznosci
od rodzaju treningu przebytego przez myszy.

Dodatkowo w celu oceny, czy zaobserwowane reakcje behawioralne poszczegolnych
osobnikdw sa funkcjonalnie powigzane zaktywno$cig badanych struktur mozgowych
(mierzong poziomem biatka c-Fos), zweryfikowano korelacje migedzy wynikami
behawioralnymi, a poziomem biatka c-Fos, we wszystkich analizowanych regionach mozgu
(Rycina 17). Zdolno$¢ poszczegodlnych myszy do uczenia si¢ przestrzennego, okreslana jako
stopien opanowania zadania (wyrazony procentem poprawnych wyboréw kierunku nawigacji
zgodnych z prezentowanymi wskazowkami wizualnymi podczas testu), nie wykazywata
istotnej korelacji z poziomem gesto$ci komorek dodatnich pod wzglgdem antygenu biatka
c-Fos u osobnikéw z grupy Ztozonej. Natomiast w grupie alternacyjnej opanowanie zadania
podczas testu byto silnie skorelowane z poziomem biatka c-Fos w przedniej czgsci granularne;

kory retrosplenialnej, rRSG (korelacja Spearmana, r = 0,899, p = 0,028; Rycina 17A).
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Rycina 17. Rycina przedstawia analiz¢ korelacji pomigdzy poprawnos$cig nawigacyjnych wyborow
w tescie (wyrazong w procentach) i gesto$cig komorek immunododatnich pod wzgledem obecnosci
biatka c-Fos w analizowanych korowych (A) i hipokampalnych (B) regionach mozgu. Poszczegodlne
punkty danych okreslaja wartosci dotyczace indywidualnych osobnikéw z danej grupy badanej
(na niebiesko zaznaczono myszy z grupy alternacyjnej, a na czerwono myszy z grupy zlozonej).
Zaleznosci analizowano zuzyciem testu istotnosci korelacji rang Spearmana. Istotng korelacje
wykazano dla przedniej czgsci granularnej kory retrosplenialnej (rRSG) myszy, ktore trenowaty wedtug

protokotu alternacyjnego (r = 0,899, istotnos¢ statystyczna korelacji p = 0,028).
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7.4 Stworzenie paradygmatu behawioralnego uzalezniajacego nawigacje

zwierzat od prezentowanych bodzcow wzrokowych

W ramach eksperymentu 1, za pomocg treningu kontekstowego wykazano, ze
prezentowane globalne wskazowki zostaly wlasciwie dobrane, co pozwolito myszom na ich
percepcje oraz utworzenie funkcjonalnego skojarzenia migdzy wskazéwka, a wyborem
kierunku skretu, niezaleznie od sily wspierania tendencji alternacyjnej podczas nawigacji.
Nastepnie podjeto probe modyfikacji zadania behawioralnego w celu rozszerzenia mozliwos$ci
analizy zalezno$ci procesu nawigacji od postrzeganych bodzcéw. Zmiana ta miata na celu
dostosowanie ~ paradygmatu do  odpowiednich  manipulacji  eksperymentalnych,
umozliwiajacych szczegdétowe badanie mechanizméw neuronalnych lezacych u podstaw
pamigci przestrzennej. Kluczowym aspektem bylo opracowanie protokotu treningowego, ktory
umozliwiat sukcesywne przyswajanie roznorodnych bodzcéw wizualnych, w celu uzyskania
pelnej zalezno$ci nawigacji kazdego badanego zwierzgcia od przestrzennych wskazéwek
kontekstowych (Rycina 8). Rodznorodno$¢ bodzcow wizualnych osiggnigto przez
wprowadzenie dodatkowych, wyrdzniajace si¢ na tle kontekstu, odrebnych punktow
odniesienia, co opisano w rozdziale Materialy i metody- podsekcja 6.9.8.

Dzigki temu, Ze schemat protokotu umozliwial systematyczna ocen¢ uzaleznienia decyzji
o wyborze ramienia od prezentowanych wskazéwek, mozliwe bylo dostosowanie dlugosci
treningu do indywidualnych potrzeb badanych osobnikéw, co w konsekwencji umozliwito
osiggnigcie pozadanej asocjacji. Jako kryterium zastosowano uzyskanie minimum 75% $redniej
poprawnosci wyborow w ciggu 3 nastgpujacych po sobie dni. Stosujac trening oparty
o zréznicowane bodzce wzrokowe przetestowano grupe 24 myszy, z czego dwie wykluczono
W czasie trwania treningu z przyczyn niezaleznych od eksperymentatora (n = 22). Maksymalny
czas trwania treningu wynosit 19 dni (dla 9 osobnikéw), a najkrotszy czas osiggnigcia kryterium
wynosit 13 dni (dla 5 osobnikow). Na rycinie 18 przedstawiono krzywa uczenia si¢ zwierzat
w zalezno$ci od czasu trwania treningu. Analiza przeprowadzona testem ANOVA w uktadzie
dwuczynnikowym z powtarzanymi pomiarami, wykazata statystycznie istotne efekty dla 12
dnia treningu. Stanowigc go punktem istotnego wzrostu liczby poprawnych decyzji w populacji

badanych zwierzat.
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Rycina 18. Wykres ilustrujacy krzywa uczenia si¢ zwierzat nawigacji opartej o prezentowane zestawy
wskazowek przestrzennych. Poszczegolne punkty danych reprezentujg procent poprawnych wyborow
(zgodnych z bodZzcami wizualnymi), dla poszczegoélnych zwierzat w ramach kolejnych dni treningu.
Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) zpowtarzanymi pomiarami wykazala silny efekt
dla 12 dnia treningu, wskazujac na jego przelomowy charakter w procesie uczenia si¢ badanej populacji
myszy F (12, 240) = 22,95. Istotnos¢ na poziomie ***P<0,0001 wskazuje na to, ze zmiany poprawnosci
dokonywanych wyborow pomiedzy kolejnymi dniami treningu sg statystycznie znaczace.

Biorgc pod uwagg profil uzyskanej krzywej uczenia si¢ (Rycina 18), zaobserwowano,
ze wyniki poprawnosci podejmowanych decyzji w kolejnych dniach treningu odbiegaja od
charakterystyki typowej dla rozkltadu Gaussa, wykazujac cechy zblizone do rozktadu
wielomodalnego. Taki rozktad sugeruje obecnos¢ zroznicowanych podgrup wsrod badanych
zwierzat, roznigcych si¢ dynamika uczenia si¢. W zwigzku z tym, jak rOwniez na podstawie
obserwacji indywidualnego przebiegu procesu treningu u poszczegdlnych osobnikow,
przeprowadzono szczeg6lowa analiz¢ dynamiki procesu uczenia si¢ w celu identyfikacji
potencjalnych wzorcow lub réznic w skutecznosci nawigacji opartej na wskazdéwkach
przestrzennych. Analiza rozkltadu dynamiki procesu uczenia si¢ zwierzat do osiggnigcia
kryterium (definiowanego jako zalezno$¢ wyboru kierunku nawigacji od prezentowanego

zestawu wskazowek) pozwolita na wyodrgbnienie dwoch naturalnych modeli uczenia
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si¢ zwierzat: szybkiego 1 wolnego. Przeprowadzono podzial bimodalny, dzielgc probg na dwie
grupy odpowiadajace dwoém dominujacym wartosciom. W analizie uwzgledniono dane z dni
treningowych 1-13, w ktérych dostgpna byla petna badana grupa zwierzat. Po zakonczeniu
tego okresu czg$¢ osobnikoOw osiaggneta kryterium pozadanego efektu nawigacyjnego, co
skutkowato ich przejsciem do kolejnej fazy eksperymentu — testow oceniajacych zdolnos¢ do
wykorzystania wskazoéwek przestrzennych w procesie nawigacji.

W ciaggu pierwszych czterech dni treningu myszy z obu grup wykazywaty zblizone
$rednie wartos$ci poprawnosci wyboréw nawigacyjnych (Rycina 19). Od 5 dnia treningu mozna
zauwazy¢ subtelne wyodrebnienie dwoch modeli uczenia si¢ zwierzat. Poczawszy od siodmego
dnia treningu, az do konca trwania procedury, analiza poprawnosci wyboréw wykazata
statystycznie istotne rdznice mig¢dzy grupami. Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA
z powtarzanymi pomiarami wskazata na niemal réwnoliczny podziat badanych zwierzat na
dwie grupy, roznigce si¢ dynamika uczenia si¢. Zwierzeta, ktore osiagnety co najmniej 75%
poprawnych wyboréw przez trzy kolejne dni w krétszym czasie, charakteryzowaly
si¢ jednoczesnie wyzszym odsetkiem poprawnych reakcji nawigacyjnych i zostaly
sklasyfikowane jako ,,szybkie”. Natomiast zwierz¢ta wykazujace wolniejsza dynamike uczenia
si¢ okreslono jako “wolne”. Cechowato je bardziej jednostajne tempo oraz dluzszy czas
potrzebny do spetnienia kryterium asocjacyjnego. Krzywa uczenia si¢tej grupy
charakteryzowata si¢ mniejszym nachyleniem iwicksza dlugoscig. Sposrod 22 badanych
zwierzat dziesi¢¢ wykazato szybki model uczenia si¢, a dwanascie nalezato do grupy “wolne”.
Analiza wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiaréw w uktadzie dwuczynnikowym (grupa:
szybkie, wolne x czas: dni 1-13) wykazala istotne efekty dla: grupy: F (1, 20) =39,38,
P<0,0001; czasu: F (12, 240) =22,95, P<0,0001; interakcji F (12, 240) = 9,438, P<0,000;
idopasowania F (20, 240)= 3,505, P<0,0001. Przeprowadzona analiza post hoc (test
wielokrotny Holma-Sidaka) ujawnita istotne réznice w poprawnosci wybordw miedzy
modelami dla nastgpujacych dni treningu: dzien 7 (P = 0,0073*, 95% CI = 1,895 20,82), dzien
8 (P =0,005*,95% CI=2,17 21,1), dzien 9 (P = 0,0004**, 95% CI = 4,245 23,17), dzien 10
(P =0,0001%**95% CI = 5,137 24,06), dzien 11 (P =<0,0001*** 95% CI = 14,7 33,63),
dzien 12 (P =<0,0001*** 95% CI=11,5 30,43) oraz dzien 13 (P =<0,0001*** 95%
CI=11,6 _30,53). Wyniki te zostaly zilustrowane na rycinie 19, przedstawiajac rdznice

w krzywych uczenia si¢ migdzy wyr6éznionymi grupami.
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Rycina 19. Wykres przedstawiajacy krzywe uczenia si¢ nawigacji opartej o prezentowane zestawy
wskazowek, dla dwoch wyroznionych modeli dynamiki uczenia si¢ zwierzat: ,,szybkiego” (n = 10) oraz
»wolnego” (n = 12). O$ Y przedstawia $redni procent poprawnych wyborow nawigacyjnych (zgodnych
z zestawem wskazowek), natomiast 0§ X reprezentuje kolejne dni treningu (od dnia 1 do dnia 13). Linie
przerywane wskazuja Srednie wartosci poprawnosci wyborow dla kazdej z grup, a punkty danych
przedstawiajg poprawnos¢ wyborow poszczegoélnych badanych osobnikow. Od 7 dnia treningu
widoczne sg statystycznie istotne rdznice migdzy grupami, co zostalo potwierdzone dwuczynnikowa
analizg wariancji (ANOVA) oraz analiza post hoc (Holma-Sidak). Zwierzg¢ta z grupy "szybkiej"
wykazuja gwattowny wzrost poprawnosci podejmowanych decyzji, osiagajac poziom co najmniej 75%
trafnych wyborow w krotszym czasie, w przeciwienstwie do grupy "wolnej", charakteryzujacej
si¢ bardziej réwnomiernym tempem uczenia si¢ i1wydluzonym okresem treningowym. Punkty
oznaczajagce istotne réznice migdzy grupami zaznaczono gwiazdkami (*P < 0,05; **P < 0,01;
*HFP < 0,001).
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7.5 Analiza wykorzystania zroznicowanych wskazowek wizualnych na

proces nawigacji w labiryncie

Nastepnie w celu oceny zdolno$ci myszy do rozrdézniania poszczegdlnych wskazowek —
kontekstowej (Ctx) oraz indywidualnej (L) — pomimo utrwalonych skojarzen
sensomotorycznych z dotychczas prezentowanym zestawem obu wskazowek jednoczesnie,
a takze w celu ustalenia czy ktora$ z nich wywiera dominujacy wptyw na proces nawigacji,
przeprowadzono dedykowany test (Rycina 8A). Procedure testowa rozpoczeto po osiggnigciu
przez myszy wyznaczonego kryterium skutecznej nawigacji, zgodnej z wys$wietlanymi
wskazowkami. Test obejmowal dwa kolejne dni, w kazdym dostepny byt wylacznie jeden
rodzaj wskazdéwek przestrzennych (kontekstowe lub indywidualne). Taki schemat umozliwit
zbadanie zalezno$ci miedzy poziomem ztozono$ci wskazdwki, azdolnoscia myszy do
skutecznej nawigacji opartej na jej interpretacji. Szczegdly procedury testowej zostaty opisane
w rozdziale Materiaty i metody, w podsekcji 6.9.9.

W celu wyeliminowania wptywu kolejnos$ci ekspozycji na pojedynczy typ prezentowanej
wskazowki myszy zostaty losowo podzielone na dwie grupy. W pierwszej grupie w pierwszym
dniu testu prezentowano wskazowke kontekstowag (Ctx), a w drugim indywidualng (L).
W drugiej grupie kolejno$¢ dostepnosci wskazéwek zostata odwrocona. Wyniki testu dla
kazdej grupy przedstawiono na rycinie 20, jako procent decyzji zgodnych z aktualnie dostgpna
wskazowka wizualng, w stosunku do wszystkich podjetych wyboréw (procent poprawnych
decyzji). W celu oceny efektywnosci przeprowadzonego treningu na proces uczenia si¢ myszy,
dokonano poréwnania $redniego odsetka poprawnych wyborow osiagnietych przez zwierzeta
w poczatkowym stadium procedury, gdy skojarzenia sensomotoryczne nie zostaly jeszcze
wyksztatcone (dzien pierwszy, D1, Rycina 20), z wynikami osiggni¢tymi na kohcowym etapie
nawigacji opartej na zasocjowanych zestawach bodzcow wzrokowych (jako $rednia 3 ostatnich
dni poprawnos$ci podejmowanych decyzji, na minimalnym poziomie 75% w kazdym dniu,
Ctx+L). Statystycznie istotna réznica (efekt D1 vs Ctx+L: P < 0,0001%**%*,

95% CI = -32,5 -24,89), uzyskana w powyzszej analizie potwierdza skutecznosé
zastosowanego schematu treningowego, wskazujac na jego odpowiednie zaprojektowanie
1 zdolnos$¢ do efektywnego wspierania procesu uczenia si¢. Analize danych przeprowadzono za
pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) zuwzglednieniem czynnikow
dostepnosci wskazowek oraz indywidualnych réznic mi¢dzy osobnikami. Aby zidentyfikowac

réznice migdzy zdefiniowanymi warunkami, przeprowadzono test najmniej istotnej réznicy
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(LSD) Fishera bez korekcji wielokrotnosci. Zdolno$¢ myszy do postrzegania kazdej ze
wskazowek w sposob indywidualny udowodniono za pomoca sukcesu wykonania zadania
nawigacyjnego w tescie z dostgpnoscia pojedynczych wskazoéwek. Szczeg6lnie silne rdéznice
zaobserwowano pomig¢dzy ilo$cig poprawnych wyboréw kierunku nawigacji w pierwszym
dniu treningu, a dostgpnoscia wylacznie wskazowki kontekstowej wtescie (efekt DI
vs Ctx: P <0,0001, 95% CI=-24,51 -16,86) oraz wylacznie wskazowki indywidualnej
w tescie (efekt D1 vs L: P <0,0001, 95% CI =-29,45 -22,91). Analiza ujawnita dominujacy
wptyw wskazéwki indywidualnej, co przejawialo si¢ nieco wyzszym odsetkiem poprawnych
wyborow, gdy myszy opieraly si¢ wylacznie na tym rodzaju wskazoéwki, w poréwnaniu do
sytuacji, w ktorej wykorzystywaty jedynie kontekst. Zaobserwowany efekt uzyskal istotnos¢
statystyczng po uwzglednieniu testu najmniej istotnej roznicy (LSD) Fishera (L vs Ctx:
P=0,0177*,95% CI = 1,054 _9,946). W zwiazku z tym, uzasadniona jest interpretacja, ze oba
typy wskazéwek — indywidualna ikontekstowa — s3 postrzegane przez myszy jako
wystarczajace do efektywnego wykorzystania do poprawnej nawigacji, przy czym wskazowka
kontekstowa odgrywa mniej istotng role w procesie decyzyjnym.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze myszy sa zdolne do pelnego uzaleznienia podejmowanych
decyzji nawigacyjnych od wskazowek przestrzennych prezentowanych podczas treningu.
Pomimo kazdorazowej ekspozycji na zestawy wskazoéwek zdefiniowane dla okreslonych
kierunkow skretu, test wykazal, ze myszy potrafig funkcjonalnie rozrézniaé i postrzega¢ kazdy
typ wskazdwki osobno. Poréwnanie odsetka poprawnych decyzji, w warunkach wybidrczej
dostepnosci danego typu wskazowki, ze Srednim odsetkiem poprawnych decyzji odnotowanym
podczas ostatnich trzech dni treningu (w ktorych myszy osiagnety kryterium asocjacji zestawu
wskazowek), wskazuje na istotnie statystycznie nizszy odsetek poprawnych reakcji
nawigacyjnych w przypadku dostgpnosci wylacznie wskazowki kontekstowej (efekt Ctx+L
vs Ctx: P =0,0015, 95% CI =3,43 12,6) oraz brak znaczacego wplywu dostepnosci jedynie
wskazowki  indywidualnej  (efekt Ctx+tL vs L: P=0,1024 (ns), 95%
CI=-0,5471 5,577). Wyniki sugeruja, ze zarowno pelny zestaw wskazowek, jak i kazdy z ich
typow wybidrczo (kontekstowe oraz indywidualne), sa wystarczajace do efektywnego
wykorzystania do nawigacji, osiggni¢cia kryterium asocjacji, przy czym percepcja wylacznie
wskazowki kontekstowej skutkuje nieznacznym obnizeniem odsetku poprawnych decyzji

wyboru kierunku, przy zachowaniu istotnos$ci statystycznej sukcesu nawigacyjnego.
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Rycina 20. Wykres przedstawiajacy wyniki dwoch dni testu z wybiorcza dostepnoscia jednego
typu wskazowki: indywidualnej (L) badz kontekstowej (Ctx). Punkty danych przedstawiaja
procent decyzji myszy zgodnych z dostgpnymi wskazoéwkami. W celu szczegdtowej analizy
postrzegania konkretnego typu wskazowki dane poréwnano rdwniez z wyj$ciowym poziomem
poprawnosci nawigacyjnej zwierzat (D1) oraz momentem osiggniecia pelnej zaleznosci
podejmowanych wyborow od prezentowanego zestawu wskazowek (Ctx+L) - $rednia
z ostatnich 3 dni treningu. Punkty danych przedstawiaja procent decyzji myszy zgodnych
z wyswietlanym kontekstem. Analiza statystyczna: dwuczynnikowa analiza wariancji
(ANOVA) ztestem (LSD) Fishera. Punkty oznaczajace istotne roznice migdzy grupami
oznaczono gwiazdkami (*P < 0,05; **P < 0,001; ***P < 0,0001).

Nastepnie w celu oceny zaangazowania poszczegélnych regionéw zainteresowania
podczas percepcji okreslonego typu wskazowki przestrzennej — kontekstowej (Ctx)
lub indywidualnej (L) — poréwnano poziomy biatka c-Fos w odpowiednich obszarach mozgu.
Analiza zostata przeprowadzona na grupach myszy, ktore w drugim dniu testu nawigowaty
w oparciu o dostgpnos¢ wylacznie wskazowki kontekstowej lub indywidualnej. Takie
podejscie umozliwito ocen¢ aktywno$ci neuronalnej zwigzanej z przetwarzaniem
specyficznych typéw wskazowek przestrzennych. W analizie uwzgledniono grzbietowa czes$¢

hipokampa (dCA1, dCA3 i dDG) oraz dwie ptaszczyzny kory retrosplenialnej: przednia i tylng
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(rRSC 1cRSC) zpodziatem na czg$¢ granularng iagranularng, jak opisano w rozdziale
Materiaty i metody - podsekcja 6.5.1.

Do analizy danych wykorzystano test t Studenta dla dwoch niezaleznych prébek, co
pozwolilo na pordwnanie §rednich gestosci komoérek c-Fos pozytywnych pomigedzy dwiema
grupami. Wyniki zostaly dostosowane za pomoca korekcji wielokrotnych pordéwnan przy
uzyciu wielokrotnego testu t Holma-Sidaka. Analiza wykazala istotne réznice w aktywnosci
przedniej czeSci agranularnej kory retrosplenialnej] podczas wybidrczej dostgpnosci
poszczegolnych typow wskazowek (Rycina 21A). Gesto§¢ immunododatnich pod wzgledem
antygenu biatka c-Fos jader komdérkowych w rRSA byta istotnie statystycznie wyzsza u myszy
nawigujacych na podstawie wskazoéwki indywidualnej (L) w stosunku do grupy myszy
uzywajacych wskazowki kontekstowej (Ctx) (Ctx: 743,5 komorek/mm?, L: 996,5
komorek/mm?, SE = 94,46, skorygowane P = 0,029, test wielokrotny Holma-Sidaka). Podobny
trend zaobserwowano w przypadku przedniej granularnej cz¢sci kory restrosplenialnej, gdzie
gestos$¢ c-Fos byta wyzsza w grupie podejmujace decyzje na podstawie indywidualnego punktu
odniesienia (L: 992,1 komoérek/mm?), w porOwnaniu z nawigacja na podstawie globalnych
wskazowek kontekstowych (Ctx: 872,3 komorek/mm?), jednak rdznica ta nie osiggneta
istotnosci statystycznej po uwzglednieniu korekcji wielokrotnej (skorygowane P =0,24, test
wielokrotny Holma-Sidaka). W obszarach tylnej kory retrosplenialnej cRSA i cRSG rowniez
nie zaobserwowano istotnych roznic w poziomach gegstosci komoérek c-Fos pozytywnych
pomiedzy grupami (P > 0,05). Analiza wykazala natomiast istotng roznic¢ w obrgbie
granularnej kory retrosplenialnej wzdluz osi przednio-tylnej, w grupie myszy, ktora
podejmowata decyzje dotyczace kierunku skretu w labiryncie T na podstawie wskazdwki
kontekstowej. W tym przypadku $rednia gestos¢ komorek c-Fos pozytywnych wynosita 872,3
komoérek/mm? w rostralnej cze$ci granularnej kory retrosplenialnej (rRSG) oraz 651,4
komoérek/mm? w kaudalnej cz¢$ci granularnej kory retrosplenialnej (cRSG), z SE = 82,48
i skorygowanym P =0,031. Wyniki te wskazuja na zrdéznicowang aktywacj¢ neuronalng
wzdhuz osi przednio-tylnej w obrebie granularnej kory retrosplenialnej w warunkach percepcji
wskazowki kontekstowe;j.

W przypadku analizy grzbietowej czesci hipokampa nie wykazano istotnych roznic
pomiedzy grupami z dostgpnoscig tylko jednego typu wskazowki: dCAl (Ctx: 967,4
komorek/mm?, L: 928,6 komoérek/mm?, SE = 90,89, skorygowane P > 0,05), dCA3 (Ctx: 794,2
komorek/mm?, L: 801,8 komoérek/mm?, SE = 98,14, skorygowane P >0,05), dDG (Ctx: 563,8
komorek/mm?, L: 472,8 komorek/mm?, SE = 85,89, skorygowane P> 0,05, Rycina 21B).
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Rycina 21. Analiza gesto$ci komorek immunoreaktywnych pod wzgledem biatka c-Fos dla dwoch
badanych grup myszy, nawigujacych na podstawie selektywnej dostepnosci jednego typu wskazoéwki
przestrzennej (kontekstowej, Ctx lub indywidualnej, L), w poszczeg6élnych rejonach zainteresowania
(na podstawie danych z testu II).

(A) Wplyw rodzaju przebytego testu (kontekst, landmark) na poziom biatka c-Fos w badanych
subrejonach kory retrosplenialnej (rRSA, rRSG, cRSA, cRSG).

(B) Wplyw rodzaju przebytego testu (kontekst, landmark) na poziom biatka c-Fos w poszczegolnych
subrejonach grzbietowej czesci hipokampa (dCA1, dCA3, dDG).

Gesto$¢ przedstawiono jako liczba komérek c-Fos+/ mm? badanego obszaru. Analiza ujawnita istotne
statystycznie obnizenie poziomu biatka c-Fos u myszy testowanych w obecnos$ci wytacznie wskazowki
kontekstowej, w przedniej czeséci agranularnej kory retrosplenialnej, rRSA (P = 0,029), wzgledem grupy
z dostepna wskazowka indywidualng. Do analizy zastosowano wielokrotny test t Holma-Sidaka. Nie
zaobserwowano istotnych réznic w rejonach tylnej kory retrosplenialnej ani rejonach grzbietowej czgsci
hipokampa.
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7.6 Analiza wplywu inaktywacji kory retrosplenialnej na nawigacje
oparta o zestaw znanych wskazowek przestrzennych badz o wybiorcza

dostepnos¢ jednego typu wskazowki.

Zaprezentowane w poprzednich rozdziatach analizy potwierdzity zdolnos¢ myszy do
skutecznej nawigacji w labiryncie T, zardbwno w warunkach prezentacji pelnego zestawu
wskazowek, jak 1 przy ograniczonej dostepnosci pojedynczego typu wskazowki (kontekstowe;j
lub indywidualnej). Aby doktadnie zbada¢ rol¢ kory retrosplenialnej w procesach nawigacji
opartych na znanych bodzcach wzrokowych, zastosowano jej czasowg inaktywacje
w poszczegdlnych dniach testowych. Taka procedura miala umozliwi¢ ocene wplywu
dezaktywacji tej struktury na zdolno$¢ zwierzat do podejmowania decyzji nawigacyjnych
w oparciu o wezesniej wyuczone wskazowki wizualne. W celu wyciszenia aktywnosci kory
retrosplenialnej wykorzystano chemogenetyczny system modulacji aktywnosci neuronalne;
(DREADD:s), zgodnie z opisem zamieszczonym w rozdziale Materiaty i metody - podsekcja
6.2.

Jako schemat nauki skojarzenia bodzcéw wzrokowych z wyborem kierunku skretu
zastosowano procedur¢ treningowg opartg na zréznicowanych bodzcach wzrokowych, zgodnie
z opisem zawartym w rozdziale Materialy i metody, podsekcja 6.9.8. Do przeprowadzenia
eksperymentu wykorzystano grupe 30 zwierzat (n=30), ktoére zostaly przydzielone
odpowiednio do:

e grupy eksperymentalnej (DREADD), n = 16 (hM4D(Gi) +JU60)
e grupy kontrolnej 1, n = 6 (hM4D(Gi) + NaCl)
e grupy kontrolnej 2, n = 8 (mcherry + JU60)

Grupa eksperymentalna charakteryzowata si¢ obecnoscig receptora hM4D(Gi) w korze
retroslenialnej oraz iniekcja jego agonisty (JU60) w trakcie procedury treningowej. Grupy
kontrolne cechowata obecno$¢ receptora hM4D(Gi), badz biatka czerwonej fluorescencji,
mcherry w RSC 1 iniekcja odpowiednio wodnego roztworu chlorku sodu (NaCl, o stezeniu
0,9%), badz liganda JU60. W celu kontroli potencjalnych efektow zwigzanych z manipulacja
farmakologiczng, wywotang ogoélnoustrojowym podaniem agonisty oraz wprowadzeniem
receptora DREADDowego do RSC, zastosowano dwie, powyzsze grupy kontrolne (1 i 2).

Zwierzgta z grup kontrolnych 1 12 traktowano jednak jako jednolita grupa kontrolng na
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potrzeby calego przebiegu eksperymentu (poza charakterystyka iniekcji) oraz
przeprowadzonych analiz.

Wyniki poprawnosci decyzji nawigacyjnych (zgodnych z prezentowanymi wskazowkami),
podejmowanych przez myszy w trakcie kolejnych dni treningu, atym samym dynamika
procesu uczenia si¢ myszy, zostaty przedstawione w formie krzywej uczenia si¢ (Rycina 22).
Krzywa ta ilustruje $rednig warto§¢ poprawnych wyborow dla wszystkich osobnikéw w danej
grupie zwierzat, apunkty danych przedstawiaja poprawno$¢ wyboréw poszczegolnych
zwierzat w ramach kolejnych dni treningéw. Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) dla
powtarzanych pomiaréw (grupa: DREADD, kontrola x czas: dni 1-12) nie wykazata istotnych
statystycznie rdéznic w przebiegu treningu pomigdzy badanymi grupami, co stanowilo
oczekiwany rezultat. Zblizona dynamika uczenia si¢ badanych grup zwierzat jest réwniez
zgodna z przebiegiem treningu opisanego w eksperymencie 2 (Rycina 18). Spojne powtarzanie
si¢ wynikow podkresla wiarygodno$¢ opracowanego paradygmatu behawioralnego oraz jego

stabilno$¢ w réznych warunkach eksperymentalnych.
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Rycina 22. Wykres przedstawiajacy krzywe uczenia si¢ nawigacji opartej o prezentowane zestawy
wskazowek, dla badanych grup zwierzat (DREADD i Kontrola). Poszczegodlne punkty danych
reprezentuja procent poprawnych wyboréw (zgodnych z bodzcami wizualnymi), dla poszczegdlnych
zwierzat w ramach kolejnych dni treningu, a linie przerywane przedstawiaja usredniony odsetek
poprawnych wyborow dla kazdej z badanych grup. Analize¢ danych przeprowadzono za pomoca
dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), ktéra nie wykazata istotnych roéznic w przebiegu
treningu pomi¢dzy badanymi grupami.
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Procedure testowa rozpoczg¢to po osiggnigciu przez myszy kryterium skutecznej
nawigacji, definiowanego jako $rednig co najmniej 75% poprawnych wybordéw przez trzy
kolejne dni treningu. Test obejmowat trzy dni z r6zng dostgpnoscia wskazowek przestrzennych:
pelny zestaw wskazowek w tescie I, wskazowki kontekstowe w tescie II oraz wskazdwki
indywidualne w tescie III (Rycina 9). Adekwatnie do eksperymentu 2, myszy z kazdej grupy
(DREADD i Kontrola) zostaty losowo przydzielone do dwoch podgrup. W pierwszej
podgrupie podczas testu II prezentowano wskazowke kontekstowa (Ctx), a w tescie III
wskazowke indywidualng (L). W drugiej podgrupie kolejnos¢ testow zostata odwrdcona. Taki
schemat eksperymentalny pozwolit na wyeliminowanie potencjalnych efektéw wynikajacych
z kolejnosci ekspozycji na dany typ wskazowki, co zwigkszylo wiarygodnos¢ oraz
obiektywno$¢ uzyskanych wynikéw. W celu wykluczenia potencjalnego zakltocajacego
wplywu inaktywacji kory retrosplenialnej na percepcje wskazéwek wzrokowych w dniu
nastepujacym po jej czasowym wytgczeniu, pomig¢dzy testem I, a testami II i III wprowadzono
dodatkowy dzien treningu, realizowany bez zastosowania inaktywacji kory retrosplenialne;.
Taki zabieg umozliwil oceng¢ wpltywu procedury inaktywacji na procesy percepcyjne
idecyzyjne zwierzat w kontrolowanych warunkach treningowych. 30 minut przed
rozpocze¢ciem procedury nawigacyjnej w kazdym dniu testu (I, II 1iIIl), podawano
dootrzewnowo agoniste receptoréow DREADDs, JU60 [dawka: 0,5mg/ kg m.c.] w celu
wywotania selektywnej inaktywacji kory retrosplenialnej, badZz iniekcje roztworu soli
fizjologicznej (NaCl, 0,9%), w dostosowanej do dawki JU60 objetosci. Szczegodtowy opis
procedury testowej znajduje si¢ w rozdziale Materiaty i metody, w podsekcji 6.9.10.

Wyniki testu dla kazdej grupy (DREADD i Kontrolnej), przedstawiono na rycinie 23,
jako procent decyzji zgodnych z aktualnie dostgpnymi wskazéwkami wizualnymi, w stosunku
do wszystkich podjetych wyborow. Adekwatnie do opisanej procedury testu, na wykresie
pokazano rowniez $redni odsetek poprawnosci wyboréw nawigacyjnych, z ostatnich 3 dni
treningu (kiedy zwierzgta wyksztalcity asocjacje zestawdéw bodzcow wzrokowych
z kierunkiem, 3DAvg) oraz usredniong warto§¢ poprawnych wyboréw w dniu treningu
przestrzennego, przeprowadzonego pomi¢dzy testem I, a testami II i III (Ctrl). Punkty danych
przedstawiaja procent decyzji myszy zgodnych z dostgpnymi wskazowkami. Analiz¢ danych
przeprowadzono za pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), ktéra wykazala
brak istotnych réznic w poprawnosci podejmowanych decyzji pomigdzy badanymi grupami
(DREADD i Kontrolng, F (1,28)=0,4895, P =0,4899). Brak wplywu inaktywacji kory

retrosplenialnej odnotowano zaré6wno wteScie I - z dostgpnoscia zestawu wskazdéwek
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wizualnych (Ctx+L), jak rowniez w testach II illl - z dostgpnoscia wybiorczych typoéw
wskazowek (Ctx badz L). Nie wykazano istotnych roznic pomie¢dzy grupa DREADD,
a kontrolg w catej procedurze testowej, co sugeruje, ze inaktywacja kory retrosplenialnej nie
wplywata znaczaco na percepcje wskazowek przestrzennych w globalnym ujeciu.
Przeprowadzona analiza post hoc zzastosowaniem testu poroéwnan wielokrotnych
Bonferroniego znaczaco potwierdzita dane uzyskane w eksperymencie 2. Wyniki wskazuja na
to, ze myszy nawiguja zaleznie od prezentowanych wskazoéwek wizualnych. Pelny zestaw
wskazowek (Ctx+L) przynosit najlepsze wyniki nawigacyjne, test I. Wybiorcza obecnos¢
wskazowki kontekstowej wplywa na istotnie nizszy odsetek poprawnych wyborow
nawigacyjnych zarbwno w poréwnaniu z obecnoscig wytacznie wskazowki indywidualnej (Ctx
vs L: P<0,0001*** 95% CI =-21,67 -8,619 (Kontrola), P<0,0001***,95%

CI =-23,75 -11,54 (DREADD)), jak rowniez z obecno$cig obu typow wskazowek (Ctx+L
vs Ctx: P<0,0001***,95% CI =8,476 21,52 (Kontrola), P<0,0001***, 95% CI =12,42 24,62
(DREADD)). Procent decyzji myszy zgodnych zprezentowang wylacznie wskazowka
kontekstowg byl rowniez istotnie statystycznie nizszy w poréwnaniu z wynikami pojedynczego
dnia treningu (Ctrl), przeprowadzonego mig¢dzy testem I, atestami II illl (Ctrl vs Ctx:
P<0,0001***, 95% CI =11,71 24,76 (Kontrola), P<0,0001*** 95% CI =18,04 30,25
(DREADD)) oraz w poréwnaniu do $redniego odsetka poprawnosci wyboroéw nawigacyjnych,
z ostatnich 3 dni treningu (3D Avg vs. Ctx P<0,0001*** 95% CI =4,807 17,85 (Kontrola),
P<0,0001***, 95% CI =9,458 21,66(DREADD)). W kazdym z powyzszych przykladéw nie
zaobserwowano roznic pomiedzy grupa eksperymentalng, a grupa kontrolna, co wskazuje na

rzeczywisty brak efektu inaktywacji RSC.
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Rycina 23. Efekt inaktywacji kory retrosplenialnej na poprawno$¢ wyborow w zadaniu nawigacyjnym
z obecnoscig znanego zestawu wskazowek (Ctx+L) oraz z wybidrcza dostepnoscia jednego typu
wskazowki: kontekstowej (Ctx) badz indywidualnej (L). DREADD: myszy z ekspresjg receptora
DREADD i traktowane agonistg JU60. Kontrola: myszy bez ekspresji DREADD lub bez iniekcji JU60
(grupa faczona). Punkty danych przedstawiajg procent decyzji myszy zgodnych z dostgpnymi
wskazoéwkami. 3DAvg: Srednia z ostatnich 3 dni treningu. Ctrl: $rednia warto$¢ poprawnych wyborow
w dniu pojedynczego treningu przestrzennego pomigdzy testem I, a testami II i I[II. Dwuczynnikowa
analiza wariancji (ANOVA) z testem poréwnan wielokrotnych Bonferroniego. Znaczniki istotno$ci
statystycznej ***P < 0,0001 na wykresie wskazujg poziom istotnosci pordéwnan. Wybidrcza dostepnosé
wskazowki kontekstowej wykazala istotno$¢ statystyczng z kazdym poroéwnywalnym wariantem
poprawnosci wyborow.

Powyzsza analiza stanowi gruntowne potwierdzenie stabilno$ci opracowanego
paradygmatu behawioralnego i wykazuje zgodno$¢ z wynikami uzyskanymi w eksperymencie
2. Podobnie jak wtamtym przypadku, wytaczna dostepnos¢ wskazowki kontekstowej
skutkowala istotnym statystycznie obnizeniem poprawnosci wybordw nawigacyjnych u myszy.
Wyniki te dodatkowo podkreslajg znaczenie integracji roznych typow wskazéwek w procesach
nawigacji przestrzennej, a z perspektywy niniejszej pracy wskazuja na drugorzedne znaczenie

wskazowki kontekstowej w procesie asocjacji zestawu wskazowek podczas treningu.
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8 Dyskusja

Pami¢¢ umozliwia przechowywanie iwykorzystywanie do$wiadczen z przesziosci
i terazniejszosci do podejmowania odpowiednich decyzji. Jest kluczowa dla przetrwania
1 adaptacji zwierzat w dynamicznie zmieniajagcym si¢ $rodowisku. Pozwala na lokalizacje
zrédha pokarmu i schronienia, unikanie miejsc zwigzanych z niebezpieczenstwem, efektywne
przemieszczanie si¢ w Srodowisku, odnajdywanie drogi powrotnej czy znalezienie
alternatywnej trasy. Uczenie si¢ i pamig¢ sa niezwykle fascynujacymi procesami umystowymi,
odnoszag si¢ dojednej zfundamentalnych cech ludzkiego istnienia: zdolnosci
do wykorzystywania nowych do$wiadczen i ksztaltowania na ich podstawie proceséw
poznawczych, umozliwiajac rozwoj intelektualny i adaptacj¢ do dynamicznie zmieniajagcego
si¢ otoczenia. Luis Bunuel w swojej biograficznej ksigzce “Ostatnie tchnienie” napisat: “Zycie
bez pamigci nie byloby zyciem.. nasza pamig¢ jest nasza spdjnig, naszym rozumem, naszym
dziataniem, naszym uczuciem. Bez niej jesteSmy niczym...". Pomimo, Ze powyzszy cytat
pochodzi z literatury faktu - biografii, to zarowno ludzkie, Zyciowe doswiadczenie jak i dane
empiryczne zawarte w literaturze naukowej dotyczacej pamigci potwierdzaja jego trafnosé
1 zasadno$¢. W codziennym zyciu pami¢¢ odgrywa kluczowa role, towarzyszac nam na kazdym
etapie i w kazdej sferze funkcjonowania, b¢dac fundamentem naszej tozsamosci i zdolnosci
do rozumienia $wiata. Dzigki niej nadajemy sens wlasnemu istnieniu, identyfikujemy
1 interpretujemy emocje, a takze budujemy relacje z otoczeniem. Pami¢¢ pozwala nam taczy¢
doswiadczenia przesziosci zterazniejszoscia, tworzac spdjny obraz rzeczywistosci
i umozliwiajac refleksje nad sobg oraz swoim miejscem w §wiecie. Popularne obecnie techniki
poprawy zapamigtywania i odtwarzania wspomnien bazujg na interakcjach mi¢dzy uczeniem
si¢ 1przypominaniem informacji, na docieraniu do stworzonej wcze$niej reprezentacji
- do obrazu, ktory powstal w danej sytuacji. Aby go wywota¢ zpamigci potrzebujemy
odpowiednich wskazoéwek. Na przyktad zapamigtanie nazwy ulicy, na ktorej zlokalizowany
jest Szpital $w. Zofii w Warszawie jest mozliwe, ale zdolno$¢ odtworzenia tej informacji po
dlugim czasie bedzie osobniczo zréznicowana i zalezna od wielu czynnikow. Wzbogacenie
zapami¢tywanej informacji wskazowka o tym, zZe jest to szpital, w ktérym miaty miejsce moje
wlasne narodziny nadaje jej pewien wzmacniajacy kontekst. Efektywno$¢ naszej pamigci
uwarunkowana jest wiec migdzy innymi wskazéwkami o odpowiedniej jakos$ci 1 dostepnosci,

ktore umozliwiajg skuteczne wydobycie informacji z jej zasobow. Podobnie jest w przypadku
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pamieci przestrzennej, stanowigcej podstawe precyzyjnej nawigacji w srodowisku. Mimo
oczywistego znaczenia dostgpnosci wskazoéwek wizualnych we wspieraniu pamigci
przestrzennej ulatwiajacych orientacj¢ i dokonanie wyboru kierunku ruchu w $rodowisku,
badanie uczenia si¢ przestrzennego gryzoni, opierajacego si¢ wylacznie na informacjach
allotetycznych, okazalo si¢ duzym wyzwaniem technicznym. Stopniowe przyswajanie
bodzcéw sensorycznych odgrywa kluczowa role w procesie podejmowania decyzji
percepcyjnych, jednak mechanizmy neuronalne, lezace u podstaw tego zjawiska pozostaja
stabo poznane (Chun i Jiang, 1998; Gonzalez i in., 2019). Z uwagi na szerokg dostepnos¢
zaawansowanych narzedzi genetycznych itechnologii obrazowania komoérek nerwowych
myszy, gatunek ten stanowi dominujacy model badawczy. Obecne zasoby testow
behawioralnych nie zapewniaja jednak perspektywy stworzenia kompleksowych,
dynamicznych zmian w $rodowisku, zjednoczesnym zachowaniem rzeczywistych,
naturalnych funkcji motorycznych zwierzat oraz mozliwo$ci oceny planowania
1 bezposredniego wyboru kierunku nawigacji zwierzat (Bird i Burgess, 2009).

Podstawowym zalozeniem niniejszej rozprawy byto opracowanie behawioralnego modelu
umozliwiajacego badanie pamigci przestrzennej myszy w kontekscie zalezno$ci nawigacji od
prezentowanych wskazowek przestrzennych. Przedstawitam zoptymalizowany i wdrozony
do do$wiadczalnego zastosowania, innowacyjny aparat behawioralny, spetniajacy powyzsze
kryteria (Rycina 3). Podkreslam znaczenie traktowania wspomnien nie jako statycznych bytow
(pomimo wytworzonych asocjacji), ale jako stale zmieniajacych si¢ sieci neuronalnych, ktore
reaktywuja si¢ i ewoluujg wraz ze zdobywaniem do$wiadczenia. Opisany automatyczny system
przetestowalam pod wzgledem zdolnosci myszy do podejmowania decyzji o wyborze kierunku
nawigacji, wylacznie na podstawie prezentowanych wskazowek przestrzennych. Pomimo,
ze zatozenia konwencjonalnego labiryntu T opisano uprzednio w wielu eksperymentach
(Dudchenko, 2001; Gerlai, 2001; Lalonde, 2002; Nelson i in., 2015; Sharma i in., 2010; Vann
iin., 2009), to uzywano go jedynie w uktadzie wspierania tendencji naprzemiennych wyborow.
Pokazatam, ze realizacja takiej koncepcji jest takze mozliwa w proponowanym przez nas
automatycznym systemie. Przetestowalam ja w niniejszej pracy w ramach paradygmatu
treningu alternacyjnego, w zadaniu zaleznym od kontekstow (Rycina 7A). Wraz z rozwojem
nowoczesnych technologii testy prowadzone w labiryncie T zostaty takze zaadoptowane
do $rodowiska wirtualnej rzeczywistosci (Franco i1 Goard, 2021; Kira i in., 2023; Koay 1 in.,
2022). Takie zastosowanie pozbawione jest natomiast bodzcow somatosensorycznych,

proprioceptywnych i przedsionkowych, ktére wystepuja podczas fizjologicznych funkcji
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motorycznych w trakcie naturalnej nawigacji. Z perspektywy holistycznego podejscia
do aktywnosci biologicznej, postrzeganej jako wynik interakcji réznorodnych, wzajemnie
oddziatujacych sieci neuronalnych, dochodzi do eliminacji wptywu potencjalnie istotnego
czynnika, ktory odgrywa wazng role w naturalnym Srodowisku. W rezultacie uktad
doswiadczalny oddala si¢ od koncepcji zapewnienia warunkéw mozliwie, maksymalnie
zblizonych do naturalnych, co skutkuje ograniczeniem ekstrapolacji wynikow do§wiadczenia.

Przedstawione przeze mnie rozwigzanie nie tylko zachowuje naturalne funkcje
motoryczne podczas nawigacji, nieobarczonej ingerencja cztowieka, ale takze pozbawione jest
dyskomfortu i stresu zwigzanego z unieruchomieniem zwierzecia. Nie bedzie naduzyciem, jesli
okresle przedstawiony paradygmat jako zadanie nawigacyjno-asocjacyjne, konkretnego
kontekstu $rodowiskowego z dziataniem motorycznym. Poniewaz mozg stanowi wysoce
nieliniowy system, mogacy angazowa¢ odmienne mechanizmy w roznych kontekstach,
wprowadzenie dynamiki zmian odniesienia moze stanowi¢ wazny element zrozumienia kodow
neuronalnych. Zaprojektowanie ioptymalizacja nowego systemu do badania pamigci
przestrzennej u myszy stanowita jeden z kluczowych celow szczegotowych, cho¢ techniczny
aspekt jego realizacji moze sprawia¢ wrazenie mniej istotnego. W rzeczywistosci jednak
zbudowanie labiryntu wraz z zewnetrznym $rodowiskiem miato fundamentalne znaczenie dla
realizacji kolejnych zatozen badawczych, stanowigc podstawe powodzenia calego projektu.
Umozliwito przeprowadzenie wiarygodnych i powtarzalnych eksperymentéw, majacych na
celu poznanie mechanizmoéw neuronalnych lezacych u podstaw pamigci przestrzenne;j.
Pozwolito na redukcj¢ czasu trwania treningdw (co przejawia si¢ w mozliwosci testowania
znacznie liczniejszych grup zwierzat), wyeliminowanie wplywu dotyku eksperymentatora
iograniczenie potencjalnego stresu zwierzat. Powyzsze rezultaty przyczynily si¢
do osiagnigcia wysokiej stabilnosci i powtarzalnosci eksperymentalnej. W niniejszej pracy
$wiadczy o tym analogia wynikow behawioralnych przy zastosowaniu tej samej procedury
treningowej pomiedzy eksperymentami 2 i3. W obu dos$wiadczeniach osiagnieto peing
zalezno$¢ nawigacji zwierzat od prezentowanych wskazoéwek przestrzennych (Rycina 18 1 22).
W obu eksperymentach maksymalny czas treningu niezbedny do wyksztalcenia asocjacji
wskazowek przestrzennych z podejmowanymi decyzjami nawigacyjnymi wynosit 19 dni.
Minimalny czas treningu, potrzebny myszom do osiagni¢cia kryterium poprawnej nawigacji
w przypadku obu eksperymentow byt roéwniez bardzo zblizony, wynosit 13  dni,
z wyjatkiem jednej myszy uczestniczacej w eksperymencie 3, ktora nauczyta si¢ juz po 11

dniach treningu. Aby zapewni¢ mozliwie zblizone do naturalnych warunki nawigacji, predko$¢
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przemieszczania si¢ zwierzat oraz czas przeznaczony na dang sesj¢ treningowa sg regulowane
ich fizjologiczng funkcja motoryczng. System aktywuje si¢ wytacznie po wykryciu obecnos$ci
myszy Ww konkretnym sektorze, przy czym moment detekcji uzalezniony jest od
indywidualnego tempa poruszania si¢ zwierzgcia. W celu zapewnienia mozliwie najbardziej
naturalnych warunkow do$wiadczalnych, czas trwania procedury treningowej (mierzony
w dniach) réwniez dostosowano do fizjologicznych funkcji poznawczych badanych
osobnikow. Dzigki temu, ze zaprojektowany schemat protokolu treningowego umozliwiat
sukcesywng ocen¢ stopnia uzaleznienia decyzji o wyborze ramienia labiryntu od
prezentowanych wskazéwek, pozwolito to na elastyczne dostosowanie dlugosci treningu
do indywidualnych potrzeb zwierzat. W eksperymentach 2 i 3 przyjeto jako kryterium sukcesu
asocjacji wskazowek przestrzennych z decyzjami nawigacyjnymi zdobycie co najmniej 75%
$redniej poprawnosci wyboréw w trzech kolejnych dniach. Dopiero po osiggnigciu ustalonego
poziomu poprawno$ci nawigacji myszy byly kwalifikowane do kolejnej, testowej fazy
procedury eksperymentalne;.

Kolejnym niezwykle istotnym, wyrdzniajacym aspektem proponowanego paradygmatu
jest brak zaleznosci decyzji nawigacyjnych myszy od pamigci roboczej (ang. working memory).
Z powodzeniem wykazatam, Zze myszy moga stopniowo asymilowaé znaczenie wskazowek
przestrzennych, a w konsekwencji catkowicie uzalezni¢ od nich swoje wybory (Rycina 13, 20
123). Tworzenie asocjacji pomig¢dzy prezentowana wskazoéwka iskutecznym wyborem
podczas nawigacji miato miejsce zard6wno przy zastosowaniu odmiennych strategii uczenia si¢
podczas treningu (eksperyment 1), jak iprzy dostgpnosci roznorodnych bodzcow
przestrzennych (eksperyment 2 i 3). Dzigki wprowadzeniu automatyzacji systemu, ktora
umozliwila pltynna nawigacj¢ myszy znaturalng predkoscia, oraz optymalizacji
prezentowanych wskazowek przestrzennych, osiggni¢to petng zaleznos¢ nawigacji od bodzcow
wzrokowych. Tym samym badany osobnik nie musial polega¢ na pamieci roboczej, poniewaz
decyzje nawigacyjne byly niezalezne od konieczno$ci zapamig¢tywania wczesniej
odwiedzanych ramion labiryntu. Wyniki uzyskane w eksperymencie wykorzystujacym dwa
r6ézne schematy treningowe (eksperyment 1) wykazaty zdolno$¢ do tworzenia funkcjonalnych
asocjacji (Rycina 13), pomimo cigglego wzmacniania naturalnych mechanizméw
alternacyjnych (stosowania reguly). Badanie to potwierdzito mozliwos$¢ rozdzielenia proceséw
pamigci przestrzennej od mechanizméw zwigzanych z uczeniem si¢ regut oraz od zaleznos$ci

od pamigci roboczej, zarowno w trakcie uczenia sie, jak i podczas koncowej fazy testowe;.
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Istotnym wnioskiem plynacym z przeprowadzonych badan jest pokazanie zdolnosci
myszy do wykorzystywania roznych strategii uczenia si¢ nawigacji, co umozliwia im
ostatecznie osiggnig¢cie pordownywalnego poziomu asocjacji wskazoéwek przestrzennych oraz
efektywne ich zastosowanie w procesie podejmowania decyzji wyboru kierunku drogi.
Decydowanie o kierunku ruchu na podstawie réznorodnych, rozproszonych bodzcow
sensorycznych stanowi codzienne wyzwanie zycia w naturalnym $rodowisku zwierzat. Proces
ten, czesto powigzany zinnymi zlozonymi zachowaniami, charakteryzuje si¢ dynamika
i wymaga ciagtej adaptacji. W proponowanym przeze mnie treningu przestrzennym mysz
podejmuje probe odnalezienia Zrddla bodZzca apetytywnego w zmiennym Srodowisku, ktore
wymaga nieustannej aktualizacji planu motorycznego. Zaprojektowany system stwarza
warunki sprzyjajace percepcyjnemu podejmowaniu decyzji, w potaczeniu z ciggla nawigacja,
nasladujac naturalne wzorce zachowan gryzoni. Zaimplementowana dynamika zmian bodZcoéw
odniesienia wymaga elastyczno$ci decyzji nawigacyjnych, pomimo ustalonych skojarzen
sensomotorycznych - myszy wybieraja te samg czynno$¢ behawioralng w odpowiedzi na dang
wskazowke, badz zestaw wskazowek przestrzennych. Ale uzycie zmiennej kolejnosci losowo
generowanych bodzcow wzrokowych, a w konsekwencji nieprzewidywalnych lokalizacji
wzmocnienia apetytywnego, wymaga rezygnacji z regul wynikajacych z naturalnej tendencji
do alternacji oraz uniezaleznienia procesu nawigacji od pamigci roboczej. Ze wzgledu na
ztozono$¢ mozgu oraz réwnoczesng aktywacje réznych obwodoéw neuronalnych w celu
wygenerowania odpowiedzi behawioralnej, mozliwe jest wykorzystanie odmiennych
mechanizmoéw w zalezno$ci od kontekstu otoczenia. Wprowadzenie dynamicznych zmian
punktu odniesienia moze zatem stanowi¢ kluczowy element w zrozumieniu neuronalnych
procesow determinujacych pamigé przestrzenng. Pomimo skomplikowania i zlozonosci
w treningu behawioralnym, uwazam, ze jest to pozadana cecha. Naturalne zachowanie rzadko
wystepuje w izolowanych modutach, a zamiast tego jest dynamiczne i wielowymiarowe
(Carandini i Churchland, 2013). Analiza proceséw w bardziej ztozonych kontekstach wydaje
si¢ by¢ niezbedna do pogtebiania wiedzy na temat czynnikdw determinujacych funkcjonowanie
pamigci przestrzennej. Zaimplementowany przeze mnie system, oprocz zapewnienia dynamiki
zmieniajacych si¢ wskazéwek w ramach przedstawionego paradygmatu, dodatkowo umozliwia
elastyczne dostosowanie wskazowek do zréznicowanych wymagan eksperymentalnych, co

znaczaco zwicksza jego uniwersalno$¢ i zastosowanie w badaniach behawioralnych.
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Zaangazowanie RSC oraz HPC w proces nawigacji opartej o wskazowki wizualne przy

zastosowaniu roznych strategii uczenia si¢ myszy

Wiyniki testu eksperymentu 1 ujawnity istnienie dwdch populacji zwierzat, o réznych
schematach uczenia sig¢, ktore osiggnely jednakowy poziom funkcjonalnego wykorzystywania
nabytych asocjacji wskazoéwek wizualnych w podejmowaniu prawidlowych decyzji
nawigacyjnych (Rycina 13). Dzigki temu mozliwe byto zbadanie, czy odmienne schematy
uczenia si¢ wskazowek przestrzennych znajduja odzwierciedlenie w zréznicowanym
zaangazowaniu struktur kluczowych dla pamigci przestrzennej. Analiza zostata ukierunkowana
na grzbietowa czgs$¢ hipokampa oraz przednig i tylng czes¢ RSC. W literaturze istniejg liczne
przestanki wskazujace na role tych obszardw w procesach zwigzanych z przetwarzaniem
pamieci przestrzennej (Milczarek i Vann, 2020; Nelson 1 in., 2015; Pothuizen 1 in., 2004;
Wesierska i in., 2009). Pokazano takze, ze neurony RSC koduja informacj¢ o wizualnej
wskazowce, sygnalizujacej lokalizacje nagrody podczas procesu uczenia si¢
w konwencjonalnym labiryncie T. Dodatkowo, neurony RSC wykazywaty zroznicowane
wzorce wyladowan wzdhuz trajektorii prowadzacych do wzmocnienia apetytywnego,
znajdujacego si¢ w lewym i prawym ramieniu labiryntu T (Vedder i in., 2017). Opisano takze,
ze na decyzje nawigacyjne myszy wplywa funkcjonalny gradient aktywnos$ci, zalezny od
wskazowek przestrzennych (Franco i Goard, 2021), dlatego zdecydowano si¢ na analiz¢ dwoch
miejsc w osi przednio tylnej tej struktury. RSC wydaje si¢ by¢ rdwniez waznym celem
konsolidacji pamigci zaleznej od hipokampa (Katche i1 in., 2013), zwlaszcza pamigci
kontekstowej (Czajkowski 1 in., 2014). Badanie r6éznic wynikajacych z zastosowania dwoch
odmiennych schematéw uczenia si¢ podczas treningu pozwolilo na poréwnanie miedzy
grupami bez potrzeby wprowadzania dodatkowej grupy kontrolnej. Pomimo uzyskania
jednakowych reakcji behawioralnych w tescie przez obie badane grupy, analiza molekularna
ujawnita wzmozone zaangazowanie dCA1 w przypadku schematu ztozonego (Rycina 15),
mierzone gestoscig jader komorkowych pozytywnych dla antygenu biatka c-Fos, powszechnie
stosowanego jako wskaznik aktywacji neurondéw, co opisano szczegdétowo w podrozdziale
4.11. Myszy poddane ztozonej procedurze treningowej wraz z jej rozpoczgciem eksponowane
byty na elastyczng strategi¢ i dynamik¢ zmian podczas treningu. Podobng tendencj¢ wigkszego
pobudzenia neuronéw zaobserwowalismy réwniez w przypadku dCA3 i dDG, cho¢ efekt nie
uzyskat istotno$ci statystycznej. By¢ moze potrzeba dynamicznych zmian percepcyjnych,

determinowanych losowg sekwencjg prezentowanych wskazdéwek jest powodem zwickszonego
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zaangazowania formacji hipokampa. Potencjalnym mechanizmem molekularnym moze by¢
zalezny od aktywacji receptoréw NMDA proces plastycznos$ci synaptycznej, co pokazano
w przypadku dCA1 i DG (Bannerman i in., 2012, 2014). W zwiazku z tym, Ze uwaga myszy
z grupy zlozonej wymagata nasilonej koncentracji w celu adaptacji do dynamiki zmian
prezentowanych wskazowek oraz podejmowania decyzji nawigacyjnych przeciwnych
do wrodzonych alternacyjnych regul, moglo to stanowi¢ przyczyne uruchomienia
mechanizmoéw plastyczno$ci zwigzanej zuczeniem si¢, a w konsekwencji przejawiaé sie¢
aktywacja hipokampa. Z drugiej strony, biorac pod uwage odmiennos¢ schematoéw uczenia sie,
nalezy zauwazy¢, ze myszy do$wiadczaly zrdéznicowanej ekspozycji na wzmocnienie
apetytywne pomiegdzy grupami w trakcie treningu. Roznice te mogly rowniez przyczynié si¢
do zaobserwowanych odmienno$ci w aktywnos$ci analizowanych struktur mézgu.
Zwigkszonemu, hipokampalnemu pobudzeniu towarzyszyl obnizony poziom aktywacji
przedniej czgsci agranularnej kory retrosplenialnej w tej samej grupie badawczej. Ten wynik
jest zgodny z proponowanym mechanizmem negatywnego sprzezenia zwrotnego pomig¢dzy
HPC i RSC. Opisano powiem bezposrednie supresyjne dziatanie CA1 i Sub na aktywno$¢ RSC
(Miyashita 1 Rockland, 2007). Zgodnie z literaturag (Yamawaki, Corcoran, i in., 2019;
Yamawaki, Li, i in.,, 2019), hamujace projekcje, wysytane z HPC maja zakonczenie
w granularnej czesci RSC, a w opisanym przypadku obnizenie aktywnosci dotyczy czesci
agranularnej RSC. Efekt ten moze wynika¢ zdobrze opisanej interakcji pomiedzy
subpopulacjami (granularng i agranularng) RSC (Aggleton i in., 2021). Ponadto otrzymana
analiza potwierdzita opisane wyzej zroznicowanie zaangazowania RSA wzdhuz osi przednio-

tylnej, dla myszy trenowanych wedtug schematu ztozonego (Rycina 16).

Uzaleznienie nawigacji przestrzennej myszy od prezentowanych wskazowek wizualnych

Wzbogacanie $ladu pamigciowego poprzez dodawanie nowych szczegétow, ktore
rozszerzaja i uzupetniaja pierwotng informacje, stanowi kluczowy mechanizm jego utrwalania.
W celu zbadania mozliwo$ci powigzania pamigci przestrzennej z réznorodnymi wskazowkami,
prowadzacymi do identyfikacji tej samej informacji opracowano paradygmat behawioralny
oparty na zroznicowanych bodzcach wzrokowych (Rycina 8B). Paradygmat ten zostat
skutecznie zoptymalizowany, co umozliwito uzaleznienie podejmowanych przez myszy
decyzji nawigacyjnych, od prezentowanych, ztozonych bodzcéw wizualnych (wskazowki

kontekstowej, Ctx i indywidualnej, L). Dzigki temu mozliwe bylo zbadanie wptywu
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dostgpnosci zréznicowanych wskazdéwek wizualnych na proces nawigacji. Uzyskane wyniki
wykazaly, ze myszy sazdolne do podejmowania skutecznych decyzji wyboru kierunku
zarbwno w oparciu o pelny zestaw wskazowek (Ctx + L), jak i w warunkach ograniczone;j
dostepnosci pojedynczego typu wskazowki (Ctx lub L). Ten wynik pokrywa si¢ z danymi
uzyskanymi w badaniach z udziatem ludzi, gdzie pokazano, ze zaré6wno lokalne, jak i globalne
punkty orientacyjne odgrywaja istotng role w nawigacji w wirtualnym $rodowisku. Badani
stosuja réznorodne strategie nawigacyjne — niektorzy preferuja wskazowki lokalne, inni
globalne, a wielu integruje obie kategorie wskazéwek do podjecia prawidtowych decyzji
nawigacyjnych (Steck i Mallot, 2000). Na podstawie eksperymentéw 2 i 3 niniejszej pracy
stwierdzono takze, ze wskazowka indywidualna, wyrdzniajaca si¢ na tle globalnego kontekstu,
wywiera dominujacy wptyw na proces nawigacyjny. W rzeczywistym $wiecie obiekty niemal
zawsze wystepuja w towarzystwie innych elementow skladowych otoczenia, stanowigc
mozaike cech, przedstawianych obserwatorowi w formie bogatych, globalnych kontekstow.
Poznanie mechanizmoéw odpowiedzialnych za priorytetyzowanie aspektow zlozonej sceny,
ktore maja istotne znaczenie behawioralne wydaje si¢ by¢ niezb¢dne w celu zbadania procesow
odpowiedzialnych za postrzeganie wskazowek potrzebnych do nawigacji. Dlatego
zoptymalizowanie paradygmatu, umozliwiajacego badanie neuronalnych podstaw
przetwarzania zlozonych obrazéw wizualnych, przy jednoczesnym zachowaniu pelnej
percepcji poszczegbdlnych komponentoéw obrazu srodowiska, ktore zostato szczegdtowo
opisane w niniejszej pracy, stanowi solidng podstawe do dalszych badan w tym obszarze.
W warunkach wybidrczej dostgpnosci wskazowki indywidualnej odnotowano istotnie wyzsza
aktywno$¢ rRSA, mierzong gestoscia jader komorkowych pozytywnych dla antygenu biatka c-
Fos. Ekspresja IEG jest niezbedna do zaj$cia procesow plastyczno$ci synaptycznej, tym samym
tworzenia pami¢ci (Fleischmann i in., 2003; Jones i in., 2001). Mozliwe zatem, Ze region
agranularnej kory retrosplenialnej jest zaangazowany w priorytetyzacj¢ 1 przetwarzanie
informacji o indywidualnych, wyr6zniajacych si¢ na tle kontekstu punktach odniesienia. Idac
w tym kierunku rozumowania mozna przypuszczaé, ze kora retrosplenialna jest zdolna
do utworzenia réwnolegtego, niezaleznego od hipokampa $ladu pamigciowego, ktorego
podstawe stanowi bezposrednie potaczenie z kory wzrokowej z regionem RSA. Mechanizm ten
moze by¢ wspierany przez informacje dotyczace obranego kierunku glowy, pochodzace ze
wzgorza (Taube, 1995), wtym sygnaly przedsionkowe dostarczane przez ATN oraz
dodatkowe, wstgpnie przetworzone informacje percepcji wizualnej przekazywane przez jadra

boczno-grzbietowe wzgodrza, LD. Reprezentacja w RSC mialaby bardziej schematyczny
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charakter, oparty na odrebnych wizualnych punktach orientacyjnych, z ktérych kazdy bylby
kodowany indywidualnie, zamiast tworzy¢ jeden spojny, panoramiczny obraz calego
kontekstu. Taka reprezentacja obejmowataby rowniez zestaw relacji przestrzennych mig¢dzy
poszczegdlnymi punktami orientacyjnymi, jednak bez konieczno$ci odzwierciedlenia
caloSciowego wrazenia kontekstowego. Hipoteze t¢ szczegdlowo przedstawitam w pracy
pt. Retrosplenial cortex in spatial memory: focus on immediate early genes
mapping (Balcerek i in., 2021).

Funkcjonalny udzial RSC w asocjacyjnym przetwarzaniu ztozonych reprezentacji
wizualno-przestrzennych 1 jednoczesnym tworzeniu pozahipokampalnego engramu,
wyrazonego mapowaniem IEG, zostal juz opisany w literaturze (Baumgdrtel 1 in., 2018;
de Landeta 1 in., 2020; Katche i Medina, 2017; Maviel i in., 2004). Badania te podkres$laja
zarowno podobienstwa, jak i réznice w mechanizmach plastycznosci pomigdzy HPC, a RSC
jednoczesnie dostarczajagc dowoddéw na ich funkcjonalne dysocjacje. Zgodnie z opisem
zawartym w rozdziale Wstegp, podsekcji 4.5, literatura wskazuje na to, ze sygnal komorek
kierunku glowy jest zalezny m. in. od punktéw orientacyjnych $rodowiska. Knierim
1 wspotpracownicy pokazali, Ze sita tej zaleznosci jest determinowana stabilno$cia percepcji
punktow odniesienia, rozumiang jako zdolno$¢ do ich rozpoznawania (Knierim i in., 1995).
Badacze opisali HD pochodzace ze wzgdrza, mozliwe jednak, ze komorki kierunku glowy
w RSC pehig podobng funkcje¢. Badania przeprowadzone z udzialem ludzi jednoznacznie
potwierdzaja zaangazowanie kory retrosplenialnej w przetwarzanie najbardziej stabilnych
wizualno-przestrzennych punktow odniesienia w Srodowisku, szczegdlnie w grupach
charakteryzujacych si¢ sukcesem nawigacyjnym (Auger i in., 2017). Komorki kierunku gtowy
w RSC wykazuja natychmiastowg reakcje na zmiany zachodzace w znanym otoczeniu (Lozano
1in., 2017), co moze wynikac z bezposrednich polaczen z korg wzrokowg oraz kluczowg siecia
neuronalng, obejmujaca pozostate struktury zawierajace komorki HD (Sugar i in., 2011).

W literaturze wykazano takze kluczowe zaangazowanie RSC w mechanizmy pamigci
rozpoznawczej (ang. recognition memory), bedacej czesScia pamigci epizodycznej, ktora
determinowana jest na podstawie trzech komponentow: ,,co”, ,,gdzie” i ,,kiedy”. Ich wzajemna
integracja tworzy unikalne wspomnienie. Pokazano, ze przednia cz¢$¢ kory retrosplenialne;j jest
niezbedna zaré6wno do tworzenia, jak i przywotywania komponentéw ,,co” 1 ,gdzie”
(de Landeta i in., 2020). Powyzsza funkcja RSC znajduje wsparcie w jej silnych potaczeniach
neuronalnych ze szlakiem wzrokowym, co umozliwia wykorzystanie punktéw orientacyjnych

podczas nawigacji. Mechanizm ten moze stanowi¢ podstawg¢ generowania pamigci
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rozpoznawczej, pozwalajacej na rozroznianie pomi¢dzy znanymi, a nowymi miejscami
i obiektami. Otrzymana w niniejszej pracy statystycznie istotnie wyzsza gesto$¢ jader
komoérkowych immunododatnich pod wzgledem antygenu biatka c-Fos w przedniej cze$ci
agranularnej kory retrosplenialnej, zaobserwowana w odpowiedzi na wylaczna dostepnosé
wskazowki indywidualnej jako podstawy do podejmowania decyzji nawigacyjnych, jest
zgodny z wynikami opublikowanymi przez Jacob i wspoipracownikow. Autorzy wykazali
aktywno$¢ neuronéw HD agranularnej czesci kory retrosplenialnej bedaca reakcja na lokalne
wskazowki wizualne. Badacze pokazali takze, ze czgs¢ populacji komoérek kierunku glowy
w RSA posredniczy w interakcji migdzy lokalnymi punktami wizualnymi, a globalna
orientacjg kierunku, wykazujac charakterystyczny, selektywny wylacznie do regionu RSA,

unikalny, dwukierunkowy model aktywacji neuronalnej HD (Jacob i in., 2017).

Roznice w pobudzeniu RSAi HPC w zaleznosci od skomplikowania paradygmatu

treningowego

W niniejszej pracy odwrotny efekt mapowania biatka c-Fos uzyskano w przedniej
cze$ci RSA w przypadku testu grupy zlozonej eksperymentu badajacego odmienne strategie
nabywania asocjacji wskazoéwek z kierunkiem nawigacji (eksperyment 1) oraz w przypadku
dostepnosci wytacznie wskazowki kontekstowej w tescie, po treningu opartym o zréznicowane
bodzce wzrokowe (eksperyment 2). Wskazoéwki wizualne zastosowane w obu eksperymentach
charakteryzuja si¢ zblizonymi wlasciwos§ciami oraz porownywalng dynamika zmian. W obu
przypadkach wyréznial je kontekstowy, globalny charakter, a treningi wymagaly wysokiej
potrzeby skupienia uwagi przestrzennej, wynikajacej z nieprzewidywalnosci i losowe]
sekwencji wyswietlanych wskazowek, a takze koniecznosci podejmowania dziatan wbrew
naturalnej tendencji do alternacji. Termin wzrokowej uwagi przestrzennej odnosi si¢ do
procesu poznawczego umozliwiajacego selekcje oraz reakcje na istotne bodzce wizualne
w otoczeniu (Furtak i in., 2020; Lockhofen i Mulert, 2021; Speed i Haider, 2021) W opisanych
warunkach eksperymentalnych przednia czg¢s¢ agranularnej kory retrosplenialnej wykazata
obnizong aktywno$¢, oceniang na podstawie gestosci c-Fos pozytywnych komorek, w stosunku
do grupy trenowanej w schemacie alternacyjnym (w ramach eksperymentu 1, Rycina 16) oraz
w stosunku do grupy zwierzat podejmujacej decyzje nawigacyjne w oparciu o0 wyrdzniajaca si¢
wskazowke indywidualng (eksperyment 2, Rycina 21A). Mozliwe, ze w sytuacji wymagajacej

wzmozone] koncentracji, wynikajacej z nieprzewidywalnosci prezentowanych wskazowek
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to HPC petni kluczowa role. Wyniki uzyskane w eksperymencie 1 pokazuja, ze dwie, odmienne
strategie uczenia si¢ asocjacji wskazowek przestrzennych z wyborem kierunku skretu,
ostatecznie prowadza do porownywalnego sukcesu nawigacyjnego w tescie. Wowczas to
wlasnie u myszy trenowanych w protokole ze zmodyfikowanymi sesjami, ktore wymagaly
skupienia iuwaznos$ci na losowo generowane wskazowki od poczatku trwania treningu
(Rycina 7B) zaobserwowano znacznie wyzsza aktywno$¢ (za pomocg mapowania c-Fos)
w grzbietowe] czesci pola CA1l hipokampa (Rycina 15), w poréwnaniu z myszami
trenowanymi wedlug schematycznego, zgodnego =z naturalng tendencja do alternacji,
protokotu. W tym regionie hipokampa rejestruje si¢ najwiekszg liczbe komorek piramidowych
o potencjatach czynno$ciowych silnie zlokalizowanych w przestrzeni, znanych jako komorki
miejsca. Dodatkowo, z dCA1 wysytane s3g hamujace projekcje do granularnej czesci kory
retrosplenialnej (Miyashita i Rockland, 2007), co podkresla ztozono$¢ wzajemnych
funkcjonalnych interakcji migdzy HPC, a RSC. Biorac pod uwagge, ze zastosowany paradygmat
behawioralny wymaga od myszy zintensyfikowanej uwagi przestrzennej (grupa zloZona,
eksperyment 1), podwyzszony poziom biatka c-Fos w obszarze dCA1 moze wplywaé na
skuteczno$¢ w dziataniach nawigacyjnych. Jednoczesnie w eksperymencie badajacym
zrdznicowane bodzce wzrokowe (eksperyment 2, Rycina 21B) nie wykazano r6znic poziomu
gestosci komorek c-Fos pozytywnych w dCA1 pomigdzy badanymi grupami nawigujacymi
w oparciu o dostgpnos¢ poszczegdlnych typow wskazowek (Ctx lub L). W analizowanym
przypadku zastosowany paradygmat behawioralny nie réznit si¢ pod wzgledem wymagan
dotyczacych koncentracji migdzy poréwnywanymi grupami, zaréwno w fazie treningowej, jak
i w tescie. W obu grupach zachowano wysoki poziom losowosci oraz nieprzewidywalno$ci
sekwencji wskazéwek. Podwyzszone poziomy c-Fos w dCAl, umyszy w warunkach
losowos$ci wskazowek w eksperymentach 1 (grupa ztozona) i1 2 (Ctx lub L) wykazuja jednak
znaczne zrdznicowanie (Rycina 15 i1 Rycina 21B). Taka zmienno$¢ moze wynikaé
z przynalezno$ci badanych grup do réznych kohort w ramach przeprowadzanych barwien
immunohistochemicznych. Detekcja c-Fos pozytywnych komorek odbywata si¢ w rdznych
punktach czasowych, co moglo wpltyna¢ na uzyskane wyniki. Drugim potencjalnym
czynnikiem moze by¢ niekonwencjonalna charakterystyka treningu zlozonego. Znaczaca
przewaga gestosci komoérek immunododatnich pod wzgledem antygenu biatka c-Fos w grupie
ztozonej eksperymentu badajacego wplyw strategii uczenia si¢ na skuteczno$¢ nawigacji
(eksperyment 1), w poréwnaniu z wynikami eksperymentu 2 (szczego6lnie grupy eksponowane;j

na wybiorczag dostgpnos¢ kontekstu, charakteryzujacej si¢ zblizona, globalng forma
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wyswietlanych wskazoéwek), moze by¢ podyktowana ztozono$cig i wysokim poziomem
trudno$ci paradygmatu behawioralnego zastosowanego podczas treningu. Kluczowy wydaje
si¢ fakt, ze polowa sekwencji w treningu ztozonym nadal wspierata mocno ugruntowang przez
natur¢ tendencj¢ do alternacji nastgpujacych po sobie wybordéw, dajac namiastke
schematycznego postepowania. Rycina 12 pokazuje poprawnos¢ wyborow zgodnych
z wyswietlanym kontekstem dla myszy grupy zlozonej, uwzglgdniajagc podziat na sesje
alternacyjne 1 zmodyfikowane. Procent poprawnosci wyboréw nawigacyjnych myszy
wylacznie w sesjach ztozonych jest nizszy w kazdym dniu treningu, uwidaczniajac wysoki
stopien skomplikowania procedury. Poziom trudno$ci zostatl znaczaco zwigkszony zatem
poprzez narzucenie przetamania czgsciowo utrwalanego schematu. Tego rodzaju zadanie
stanowito wyjatkowo ztozong probe, wymagajaca od myszy maksymalnej uwagi wzrokowe;j,
co moze thumaczy¢ wysoki poziom aktywnos$ci, obserwowany w grzbietowej czesci pola CAl
hipokampa. W przypadku eksperymentu 2 dynamika zmian byta mniej intensywna, sekwencje
wyswietlane byly w pelni losowo, ale wykazujac bardziej spdjny i jednostajny charakter,
roéwnomierny dla grupy L i Ctx, co znajduje odzwierciedlenie w pordwnywalnych poziomach
biatka c-Fos w badanym obszarze CAl. Jedyng zmienng byl rodzaj dostepnej wskazowki.
Wysoki poziom trudnos$ci treningu ztozonego tatwo zauwazy¢ na wykresie przedstawiajacym
krzywe uczenia si¢ zwierzat strategii alternacyjnej i ztozonej (Rycina 11). W trakcie kolejnych
dni treningu poprawnos¢ wyboré6w w grupie ztozonej pozostaje konsekwentnie nizsza,
w poréwnaniu do skuteczno$ci nawigacji w grupie alternacyjne;.

Prawdopodobnie kazdy zastanawiat si¢ chociaz raz w zyciu dlaczego niektore rzeczy
tatwo zapamigta¢, ainne sg frustrujaco zapominane. To pytanie nie jest tylko kwestig
przypadkowej introspekcji, ale celem badan kognitywnych neurobiologdw od dziesigcioleci.
Wiadomo, zZe sposob, w jaki kierujemy nasza uwage silnie determinuje to, co kodujemy
W pamigci, a rozproszenie uwagi podczas uczenia si¢ skutkuje uposledzeniem zaleznych od
hipokampa form pamigci (Aly i Turk-Browne, 2017; Chun i Turk-Browne, 2007; Yonelinas,
2002). Dokladna rola, jaka HPC pelni w percepcji jest nadal przedmiotem dyskusji.
Prawdopodobnie hipokamp odgrywa kluczowa role w tworzeniu i wykorzystywaniu asocjacji
o ztozonym charakterze, ktore integruja aspekty jakosciowe, niezbedne w procesie
zapami¢tywania. Dzigki temu przyczynia si¢ do zwigkszenia efektywnosci w wykonywaniu
réznorodnych zadan percepcyjnych. Jednoczesnie jego inaktywacja nie wplywa na zdolno$¢
rozwigzywania zadan opartych na zbyt prostych skojarzeniach, co sugeruje, ze te mniej ztozone

procesy moga by¢ realizowane przez inne struktury mozgu (Yonelinas, 2013).

117



Nawigacja w oparciu o zroznicowanie wizualne wskazowek, aspekt inaktywacji kory

retrosplenialnej

Pomimo dynamicznego rozwoju narzedzi badawczych oraz rosngcego zainteresowania
naukowcow rola kory retrosplenialnej w procesach zwigzanych z pamigcig przestrzenng
1 nawigacja, nasza wiedza nadal jest ograniczona, a precyzyjny wktad RSC w uczenie si¢
przestrzenne pozostaje stabo zdefiniowany. Przedstawione w niniejszej pracy zadanie
behawioralne pozwala na badanie nawigacji zaleznej od zrdéznicowanych wskazdéwek
wizualnych, przy jednoczesnym zachowaniu pelnej funkcji motorycznej zwierzat (brak
zaktocen potencjalnego wptywu informacji sensorycznej). W zwiagzku z powyzszym podj¢tam
probe zbadania wpltywu inaktywacji kory retrosplenialnej podczas nawigacji oparte]
o zrdznicowane bodZce wzrokowe. Pomimo otrzymanych w eksperymentach 1 i 2 rdznic
w pobudzeniu neurondéw kory retrosplenialnej w trakcie testu pamigci przestrzennej
(mierzonych poziomem gestosci komorek pozytywnych pod wzgledem detekcji biatka c-Fos),
czasowa inaktywacja RSC nie wplyneta na proces nawigacji opartej na znanych myszom
wskazowkach przestrzennych. Nie uzyskano istotnych rdéznic w odsetku decyzji
podejmowanych zgodnie z wyswietlanymi wskazéwkami wizualnymi po ogdélnoustrojowym
podaniu liganda aktywujacego, wprowadzony uprzednio do RSC, receptor hM4Di
(zmniejszajacy aktywno$¢ neuronalng). Brak wplywu inaktywacji zanotowano zaro6wno dla
nawigacji opartej o zestaw zroznicowanych, znanych wskazoéwek wizualnych, jak 1 wybidrczej
dostepnosci poszczegdlnych ich typow. Powyzsze wyniki wskazuja na to, ze proces
podejmowania decyzji o wyborze kierunku skretu na podstawie znanych wskazowek
wizualnych, zastosowanych w eksperymencie 3, jest zalezny od struktur odmiennych niz RSC.
Mozliwe, ze kora retrosplenialna nie jest zaangazowana w osiagnigcie sukcesu nawigacyjnego
myszy, opartego o prezentowane bodzce wzrokowe. Powyzsza interpretacja musi jednak zostaé¢
potwierdzona analiza poprawnosci dziatania zastosowanego systemu chemogenetycznej
inaktywacji, ktora zostanie wykonana w najblizszym czasie. Przeprowadzimy detekcje
kolokalizacji komorek immunoreaktywnych pod wzglegdem antygenu biatka c-Fos
($wiadczacego o pobudzeniu neuronalnym) z biatkiem fluorescencyjnym, wskazujacym na
obecno$¢ egzogennego receptora DREADD. Przy zatozeniu odpowiedniego dziatania
wygaszania aktywnos$ci neuronalnej oczekujemy istotnie obnizonego poziomu gestosci
komoérek wykazujacych kolokalizacje receptora hM4Di i biatka c-Fos w odniesieniu do

catkowitej liczby komorek transdukowanych wirusem DREADD w RSC grupy badanej
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w stosunku do RSC grupy kontrolnej. Efekt inaktywacji struktury mézgowej za pomoca
systemu DREADD jest zalezny od odsetka populacji komorek, ktore zostaty skutecznie
wyciszone, co przektada si¢ na zakres obszaru funkcjonalnego wytaczenia w badanej
strukturze. Sprawdzenie rozlegtosci wyciszenia regionu RSC wydaje si¢ by¢ niezbedne dla
potwierdzenia braku zaangazowania RSC w proces nawigacji myszy w tescie eksperymentu 3.

Réwnoczesnie brak behawioralnego efektu inaktywacji kory retrosplenialnej moze by¢
zwigzany z potencjalnie wysokim stopniem kompensacji w sieci neuronalnej odpowiedzialnej
za proces nawigacji. Jest to szczegdlnie prawdopodobne, bioragc pod uwage dobrze
udokumentowane wzajemne jej polaczenia z HPC, korg wzrokowa, PoS, wzgorzem czy
zaangazowanym w podejmowanie decyzji ukierunkowanych na cel, prazkowiem (Mitchell
iin., 2018; Monko i Heilbronner, 2021). W celu zidentyfikowania potencjalnych
mechanizméw kompensacyjnych zabezpieczono skrawki moézgdéw testowanych myszy,
pochodzace z wybranych struktur zaangazowanych w pamieé przestrzenng. Planowana jest
analiza pordwnawcza mi¢dzy grupami pod katem gestosci komodrek immunoreaktywnych
wzgledem antygenu biatka c-Fos w hipokampie (w pierwszej kolejnosci). Wyzszy poziom
pobudliwos$ci neuronalnej w HPC grupy badanej w porownaniu z grupg kontrolng moglby
sugerowac zaangazowanie mechanizméw kompensacyjnych.

Dotychczasowe badania inaktywacji RSC wykazuja brak spdjnosci w raportowanych
konsekwencjach. Udokumentowano, ze uszkodzenia kory retrosplenialnej (RSC) moga
prowadzi¢ do szerokiego spektrum rozbieznych efektéw — poczawszy od uposledzenia
zdolnosci wykonywania zadan przestrzennych, przez bardziej subtelne zaburzenia orientacji
przestrzennej (Baird i in., 2004; Cain i in., 2006; Pothuizen i in., 2008, 2010; Vann i Aggleton,
2004), po brak widocznych deficytow w zadaniach wymagajacych prostszych strategii
nawigacyjnych (Aggleton i in., 1995; Neave i in., 1994; Warburton i in., 1998; Zheng i in.,
2003).

Pomimo rozbieznosci w efektach jakie przynosi wyciszenie kory retrosplenialne;
Maguire E. pokazata, ze w kazdym przypadku uszkodzonego funkcjonowania RSC u ludzi,
pacjenci byli w stanie rozpozna¢ punkty orientacyjne w znanym $rodowisku i zachowaé
poczucie jego znajomosci, a mimo wszystko ich topograficzna orientacja byta silnie zaburzona.
Zaden z pacjentéw nie potrafit odnalez¢ potrzebnej drogi do celu ani nauczyé sie nowych tras
(Maguire, 2001). Niektore badania sugeruja, ze RSC odgrywa kluczowa role w przeksztalcaniu
informacji sensorycznych w reprezentacje przestrzenne (Miller i in., 2014), zwlaszcza

wizualnych (Powell i1 in., 2020). Wykazano takze, ze inaktywacja kory retrosplenialnej
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powoduje uposledzenie orientacji przestrzennej, ktora opierata si¢ na dystalnych wskazéwkach
wzrokowych (Hindley i in., 2014; Vann 1 Aggleton, 2005). RSC odgrywa kluczowa rolg
w elastycznym wykorzystywaniu informacji allocentrycznych (Pothuizen i in., 2010; Vann
1 Aggleton, 2002) szczeg6lnie w sytuacjach, gdy dochodzi do konfliktu informacji pochodzace;j
z wnetrza ciala (idiotetycznej) z informacja allocentryczng (stanowigca obraz otaczajacego
srodowiska, niezaleznego od wtasnej pozycji) (Pothuizen i in., 2008). Ponadto RSC jest istotna
dla procesu integracji $ciezki, ktory pozwala na $ledzenie przebytej trasy i sprecyzowanie
wlasnej lokalizacji w $rodowisku (Cooper i in., 2001). RSC wydaje si¢ zatem stanowié
centralny element mechanizméw wspierajacych orientacje przestrzenng i efektywna nawigacje,
zwlaszcza ze wzgledu na obecno$¢ w tym regionie komorek kierunku (Chen i in., 1994; Cho
i Sharp, 2001). Powyzsze wlasciwosci przyczyniaja si¢ do istotnej roli kory retrosplenialne;j
w integracji sygnatéw generowanych wtasnym ruchem, z trwatymi, odleglymi wskazoéwkami
odniesienia. Dzigki temu mozliwe jest przeksztalcenie egocentrycznych punktéw widzenia
w allocentryczny uktad odniesienia (Knight i Hayman, 2014).

Pomimo wykazanych silnych potaczen z obwodami sieci neuronalnych, zaréwno
korowych, jak i podkorowych zaangazowanych w réznorodne zadania poznawcze, to doktadna
funkcja RSC nadal pozostaje w kwestii badan. Mozliwe takze, ze kora retrosplenialna petni
bardziej zaawansowang i integracyjna funkcje, niz si¢ obecnie uwaza. Pothuizen H.
1 wspotpracownicy pokazali, ze bilateralna inaktywacja RSC szczuréw nie uposledzita
alternacyjnej nawigacji w konwencjonalnym labiryncie T. Dopiero zastosowanie modyfikacji
poprzez wprowadzenie kolejnego labiryntu i uzaleznienie kierunku ruchu od punktow
odniesienia w otoczeniu, doprowadzilo do ujawnienia deficytow nawigacyjnych
spowodowanych inaktywacja RSC (Pothuizen 1 in., 2008). Efekty wyciszenia kory
retrosplenialnej wydaja si¢ by¢ uzaleznione od stopnia, w jakim realizacja zadania opiera si¢
na przestrzennych punktach orientacyjnych badz od potrzeby przetaczania si¢ migdzy réznymi
strategiami przestrzennymi lub perspektywami punktow widzenia. Jest to zgodne
z proponowang w literaturze hipotezg o tym, ze kluczowym aspektem funkcjonowania RSC
jest integracja postrzeganego kontekstu, aktualizacja reprezentacji o nowe bodzce i informacje,
a wiec pehienie funkcji repozytorium uzyskanych percepcyjnie wskazoéwek i ich wzajemnych
interakcji (Mitchell i in., 2018).

Mnogo$¢ potaczen z innymi strukturami mézgu, a w konsekwencji otrzymywanie przez
RSC szerokiej gamy informacji przestrzennej (Mitchell i in., 2018) moze przyczynia¢ si¢ do

komplikacji w jednoznacznym okresleniu roli tej struktury. Jak opisano w poprzednich
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rozdziatach, jedng z krytycznych kwestii dotyczacych badania roli kory retrosplenialne;
w obwodzie pamigci przestrzennej jest jej Scisty, funkcjonalny zwigzek z formacja hipokampa
1 samym hipokampem. Sprecyzowanie zakresu stopnia odrgbnego zaangazowania RSC i HPC
w mechanizmy pamieci przestrzennej stanowi centralne wyzwanie badawcze. Czynniki
wplywajace na kierunek przeplywu informacji i wzajemne oddzialywanie miedzy uczeniem
sie, konsolidacja 1 aktualizacjg pamigci w RSC 1 HPC pozostaja stabo poznane (Miller i in.,
2014). Aby umozliwi¢ sformutowanie bardziej szczegétowego wyjasnienia, przyszte badania
powinny uwzglednia¢ rownoczesne monitorowanie procesOw przetwarzania w obu regionach.
Wydaje si¢, ze w wigkszosci przypadkow opisanych dotychczas w literaturze hipokampalny
tryb nawigacji jest wystarczajaco efektywny, aby wspiera¢ realizacj¢ zadan przestrzennych,
a ustalenie paradygmatéw behawioralnych w modelach zwierzgcych, ktore umozliwiatyby
naprzemienne zaangazowanie hipokampa i kory retrosplenialnej, okazato si¢ wyzwaniem.

W literaturze znaczng uwagg poswigca si¢ zrozumieniu roli, jaka petni dany obszar mozgu
w kontek$cie specyficznego rodzaju uczenia si¢. Pelna interpretacja zakresu plastycznosci
lezacej u podstaw zjawisk determinujgcych pamig¢ przestrzenng jest jednak znacznie bardziej
ztozona. Wymaga nie tylko analizy mechanizméw neuronalnych odpowiedzialnych za
behawioralne przejawianie si¢ wyuczonej informacji, lecz takze uwzglednienia interakcji
system6éw motywacyjnych, wptywu wczesniejszych wspomnien na proces uczenia si¢ oraz, co
szczego6lnie istotne, okreslenia wspotdziatania z innymi strukturami moézgu, tworzacymi sie¢
neuronalng, zaangazowang w dany proces. Skomplikowanie i dynamiczny charakter zmian
zachodzacych w mdzgu sprawiaja, ze pelne zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za
okreslone efekty behawioralne pozostaje niemal poza naszym jednostkowym zasiggiem.
Mozemy jednak stopniowo odkrywaé podstawowe mechanizmy, ktore z czasem pozwolg na
stworzenie bardziej kompleksowego obrazu i zrozumienie danego zjawiska biologicznego.
Dlatego konieczne sg dalsze badania wykorzystujace zaawansowane techniki, takie jak
optogenetyka, obrazowanie funkcjonalne i metody $ledzenia aktywnosci neuronalnej w czasie
rzeczywistym. Szczegélnie istotne wydaje si¢ badanie dynamiki interakcji miedzy RSC,
a innymi strukturami w trakcie wykonywania zadan przestrzennych oraz analiza specyficznych
wzorcow aktywno$ci neuronalnej na réznych etapach pamigci (nabywanie, konsolidacja,
odtwarzanie).

Zastosowany nowatorski protok6l behawioralny pozwala na catkowite uzaleznienie
podejmowanych przez zwierzgta decyzji nawigacyjnych od zmieniajacych si¢ bodzcow

wzrokowych. Pokazuje, Ze silna, wrodzona tendencja alternacji moze zosta¢ zastgpiona
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wyuczong elastycznoscig. Dowiodlam rowniez, ze rdzne strategie nawigacyjne moga
prowadzi¢ do uzyskania jednakowej skuteczno$ci przemieszczania si¢ do celu. Mimo podobnej
zdolnosci do rozwigzania testu nawigacyjnego, historia rodzaju treningu i sposobu nabywania
pamigci przestrzennej przejawia si¢ w roznicach zaangazowania dwoch glownych struktur
obwodu pamigciowego: hipokampa 1 kory retrosplenialnej. Dzigki zaprojektowaniu
1 implementacji automatycznego aparatu moglam pokazac, ze mozliwe jest oddzielenie pamigci
przestrzennej od uczenia si¢ regut i bazowania na pamigci roboczej, zarowno podczas fazy
uczenia si¢ jak 1 ostatecznego testu. Przeprowadzone w niniejszej pracy badania dostarczaja
istotnych informacji na temat mechanizmoéw pamigci przestrzennej, a opracowany model
behawioralny stanowi nowe narzgdzie badawcze, ktére moze znalez¢ zastosowanie w analizach
zaburzen pamigci i procesoOw decyzyjnych w nawigacji. Petni rowniez role solidnej podstawy,
ktora w potaczeniu z technikami obrazowania w warunkach in vivo (podczas nawigacji) moze
przyczyni¢ si¢ do zrozumienia kolejnych biologicznych faktow, stojacych u podstaw

mechanizmow pamigci przestrzenne;.
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9 Podsumowanie 1 wnioski

W niniejszej rozprawie opracowano innowacyjny, zautomatyzowany system badawczy,
umozliwiajacy wszechstronng analiz¢ pamigci przestrzennej u myszy. System ten uwzglednia
zastosowanie odmiennych schematow wuczenia si¢ oraz zroznicowanych wskazowek
przestrzennych, co pozwala na szczegoétowe badanie mechanizmow poznawczo-przestrzennych

w kontrolowanych warunkach eksperymentalnych.

e Stworzono  zoptymalizowany  paradygmat behawioralny, z zastosowaniem
zaprojektowanego automatycznego systemu, co przyczynilo si¢ do standaryzacji

warunkéw eksperymentalnych.

e Powstawanie asocjacji pomi¢dzy prezentowang wskazowka i skutecznym wyborem
kierunku trasy podczas nawigacji, moze by¢ osiagni¢te za pomoca réznych strategii
uczenia si¢ myszy. Zardwno wspieranie naturalnej tendencji do alternacji, jak i trening
wymagajacy zaprzeczenia tej reguly okazaty si¢ efektywne. Swiadczy to o zdolnosci
myszy do elastycznego dostosowywania swoich strategii uczenia si¢ oraz do
modyfikacji zachowan nawigacyjnych w odpowiedzi na wymagania eksperymentalne,
co dodatkowo podkresla dynamiczny charakter proceséw zwigzanych z powstawaniem

pamigci.

e Analiza poziomu g¢stosci biatka c-Fos ujawnita przeciwstawne zaangazowanie struktur
dCA1 oraz rRSA w procesie nawigacji umyszy, ktore przyswajaly wskazowki
przestrzenne w oparciu o dwa odmiennie schematy treningowe. Wspiera to hipoteze
istnienia rownoleglych obwodow kierujacych nawigacja przestrzenna, jednego

opartego na dobrze opisanej reprezentacji hipokampa i drugiego, zaleznego od RSC.

e Wykazano, ze mechanizm lezacy u podstaw asocjacji wyborow nawigacyjnych
z dostgpnym  zestawem  wskazowek charakteryzuje si¢ wysokim  stopniem
elastycznos$ci, pozwalajac zardéwno na percepcj¢ przestrzennych wskazowek jako
prezentowanej catosci, jednoczesnie umozliwiajac selektywne postrzeganie oraz

przetwarzanie poszczego6lnych komponentéw wizualnego obrazu.
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e Wykazano, ze myszy s3 zdolne do podejmowania skutecznych decyzji nawigacyjnych
zarbwno w oparciu o pelny zestaw znanych wskazéwek, jak 1w warunkach
ograniczonej dostgpnosci pojedynczego rodzaju wskazowki. Jednoczesnie stwierdzono,
ze wskazdéwka indywidualna, wyrdzniajaca si¢ na tle globalnego kontekstu, wywiera
dominujacy wplyw na proces nawigacji. W sytuacji wybiorczej dostgpnosci wskazowki
indywidualnej zanotowano istotnie wyzszg aktywno$¢ rRSA, mierzong poziomem

gestosci komorek immunoreaktywnych pod wzgledem antygenu biatka c-Fos.

e Nie zaobserwowano wplywu czasowej inaktywacji kory retrosplenialnej na proces

nawigacji opartej na wskazoéwkach przestrzennych.

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie dowodza, ze integracja wizualnych wskazowek
przestrzennych ma fundamentalne znaczenie w procesach decyzyjnych zwigzanych
z nawigacja. Stworzenie modelu behawioralnego, umozliwiajacego petne uzaleznienie decyzji
nawigacyjnych myszy od prezentowanych wskazowek, otwiera nowe perspektywy badawcze
w zakresie zaburzen pamigci przestrzennej inawigacji. Opracowany model stanowi
innowacyjne narzedzie, ktore moze zosta¢ wykorzystane do poglgbionych badan
funkcjonowania pamigci przestrzennej oraz zrozumienia mechanizmow neurobiologicznych,

lezacych u podstaw zachowan przestrzennych.
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12 Suplement

12.1 Skrypty uzyte do analizy komorek c-Fos pozytywnych:

Do analizy zdj¢¢ mikroskopowych 1 lokalizacji komodrek c-Fos pozytywnych
wykorzystano dwa skrypty napisane w jezyku programowania ImageJ Macro Language (skrypt
I) oraz Python (skrypt II). Skrypty zostaty stworzone przez mgr Urszul¢ Wiodkowska na

potrzeby Pracowni Pamigci Przestrzenne;.

Skrypt I:

ret = File.openDialog("Choose a file");open(ret);

no_ext name = File.getNameWithoutExtension(ret);

run("Set Measurements...", "centroid decimal=0");

run("Select None");

run("8-bit");

Stack.setXUnit("pixel");

run("Properties...", "channels=1 slices=1 frames=1 pixel width=1 pixel height=1
voxel depth=1.0000000");

run("Smooth");

run("Duplicate...", " ");

run("Remove Outliers...", "radius=9 threshold=19 which=Dark");
imageCalculator("Subtract create", no_ext name + "-1.tif",no_ext name+".tif");
selectWindow("Result of " + no_ext name + "-1.tif");
setAutoThreshold("Default dark");

run("Threshold...");

setThreshold(25, 255, "raw");

setThreshold(25, 255);

setOption("BlackBackground", false);

run("Convert to Mask");

run("Close");

run("Analyze Particles...", "display exclude add");

resname = ret.replace(".tif", ".csv")
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saveAs("Results", resname);

close(no_ext name + ".tif");

close(no_ext name + "-1.tif");

close("Result of " + no_ext name + "-1.tif");

runMacro ($ciezka zapisu Skryptull FOS.py", resname);

Skrypt II:

from ij.gui import Overlay, OvalRoi, Plot
from ij.plugin.frame import RoiManager
from 1j import 1J

from ij.measure import Measurements
import csv, os, ntpath

from java.awt import Color

from java.awt import Stroke, BasicStroke
def dot(arrl,arr2):

arr = []

for i in range(len(arrl)):

arr.append(arr 1 [i]*arr2[i])

return arr

def div(arrl,arr2):

arr = []

for 1 in range(len(arrl)):
arr.append(arr1[i]/arr2[i])

return arr

def subtract(arrl,arr2):

arr = []

for 1 in range(len(arrl)):
arr.append(arr1[i]-arr2[i])

return arr

def listsum(arrl,arr2):

arr = []

for i in range(len(arrl)):

arr.append(arr1[i]+arr2[i])
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return arr

def power(arr, n):

return [i**n for i in arr]
def argmax(arr):

max_val = max(arr)

for 1, el in enumerate(arr):
if el == max_val:

return i

return 0

def cumulative sum(arr):
ret =[]

sum_so far=0

for el in arr:

sum_so_far +=el
ret.append(sum_so_far)
return ret

def histogram(arr):

min_ = min(arr)

max_ = max(arr)

step = (max_-min_)/256
bins =[]

hist =[]
bins_.append(min_)

for i in range(256):
bins_.append(min_+(i+1)*step)
hist.append(0)
bin_centers = listsum(bins_[:-1], bins_[1:])
bin_centers[:] =[x /2 for x in bin_centers]
for el in arr:

if el == max_:

idx =-1

else:

idx = int((el-min_)//step)
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hist[idx] += 1

return hist, bin_centers

def otsu_thre(arr):

hist, bin_centers = histogram(arr)

weight]l = cumulative sum(hist)

weight2 = cumulative sum(hist[::-1])[::-1]

meanl = div(cumulative sum(dot(hist, bin_centers)), weight1)
mean?2 = (div(cumulative_sum(dot(hist, bin_centers)[::-1]), weight2[::-1]))[::-1]
variancel2 = dot(dot(weight1[:-1], weight2[1:]), power(subtract(meanl[:-1], mean2[1:]), 2))
idx = argmax(variance12)

threshold = bin_centers[:-1][idx]

return threshold

def std(arr):

return (sum((x-(sum(arr) / len(arr)))**2 for x in arr) / len(arr))**0.5
def mean(arr):

return sum(arr)/len(arr)

def find_thres(arr, plt_xs, plt_ys, cutoff coeff):

mean_arr = mean(arr)

std_arr = std(arr)

bin_width = plt_xs[1]-plt _xs[0]

thres = []

cutoff = (1-cutoff coeff)* max(plt ys)

ys_mask = [y > cutoff for y in plt_ys]

idx_start =ys_mask.index(True)

ys_mask.reverse()

idx_end = ys_mask.index(True)

return [plt xs[idx_start]-bin_width/2]

def draw_histogram_with_thre(title, array, threshold = None):
plt = Plot(title, title, "liczba komorek")
plt.addHistogram(array)

plt.setColor(red)

plt.setLineWidth(5)

plt_limits = plt.getLimits()
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thres = []

if threshold is not None:

plt.drawDottedLine(threshold, plt limits[-2], threshold, len(array), 5)
else:

thres = find_thres(array, plt.getXValues(), plt.getY Values(), 0.409) #0.356
for th in thres:

plt.drawDottedLine(th, plt limits[-2], th, len(array), 5)
plt.show()

return thres

red = Color(255, 0, 0)

orange = Color(255, 165, 0)

white = Color(255, 255, 255)

roi_diameter = 8

move _roi_center x =5

move _roi_center y =5

delete border rois = True

delete low_intensity rois = True

source_file = 1J.getFilePath("Select file to load roi coordinates ")
namebase = os.path.splitext(ntpath.basename(source file))[0]
directory = os.path.dirname(source_file)

source_file = getArgument();

namebase = os.path.splitext(ntpath.basename(source_file))[0]
directory = os.path.dirname(source_file)

hist_title = 'srednia intensywnosc w obrebie roi'

print(directory +"/"+ namebase + ".tif"")

imp = 1J.openlmage(directory +os.path.sep+ namebase + ".tif")
imp.show()

rm = RoiManager.getInstance()

if not rm:

rm = RoiManager()

rm.reset()

roi_dict = {

'rois' : [],
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'means' : [],

'stdev_arr' : []

}

with open(source_file,"r") as source:

rdr = csv.DictReader( source, delimiter=",")

for r in rdr:

roi = OvalRoi(int(r['X"])-move roi_center x, int(r['Y'])-move roi center y, roi_diameter,
roi_diameter)

imp.setRoi(roi)

roi.setlmage(imp)

stats = roi.getStatistics()

inverted mean = 255-stats.mean

stats = roi.getStatistics()

stdev = stats.stdDev
roi_dict['means'].append(inverted mean)
roi_dict['stdev_arr'].append(stdev)
roi_dict['rois'].append(roi)

= otsu_thre(roi_dict['stdev_arr'])

mean_threshold = otsu_thre(roi_dict['means'])

dashed = BasicStroke(1, BasicStroke. CAP_BUTT, BasicStroke.JOIN BEVEL, 0, [3,3], 0);
overlay = Overlay()

thres = draw_histogram_with_thre(hist _title, roi_dict['means'])
[J.selectWindow(hist _title);
1J.save(directory+os.path.sep+namebase+"hist"".tif");
for idx, roi in enumerate(roi_dict['rois']):
roi.setStrokeColor(white)

if(roi_dict['means'][idx] < thres[0]):
roi.setStrokeColor(orange)

if (delete low_intensity rois):
roi.setStrokeColor(red)

overlay.add(roi)

else:

rm.addRoi(roi)
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else:
rm.addRoi(roi)
imp.setOverlay(overlay)

rm.runCommand("Save", directory+os.path.sep+namebase+".zip");

158



