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Wykaz skrétéw

ACSF (ang. artificial cerebrospinal fluid) — sztuczny ptyn mézgowo-rdzeniowy

Ail4 — myszy niosace gen kodujacy biatko czerwonej fluorescencji tdTomato

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

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

BSA (ang. bovine serum albumin) — surowicza albumina wotowa

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

CeL (ang. central amygdala, lateral part) — boczna cze$¢ jadra sSrodkowego ciata
migdatowatego

CeM (ang. central amygdala, medial part) — cz¢$¢ przysrodkowa jadra srodkowego ciata
migdatowatego

c-Fos — biatko c-Fos

c-fos — gen kodujacy biatko c-Fos

CRE (ang. cyclic AMP responsive element) — element odpowiedzi na cykliczny AMP,
sekwencja regulatorowa DNA, do ktérej przytacza si¢ biatko CREB

DAPI - 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DCM - dichlorometan

fMRI (ang. functional magnetic resonance imaging) — funkcjonalny rezonans magnetyczny
IEGs (ang. immediate early genes) — geny wczesnej odpowiedzi

LSFM (ang. light sheet fluorescence microscopy) — mikroskop oparty na arkuszu $wiatta
MMP-9 (ang. matrix metalloproteinase 9) — metaloproteinaza macierzowa 9

mRNA (ang. messenger RNA) — matrycowy RNA

NA (ang. numerical aperture) — apertura numeryczna

OUN - osrodkowy uktad nerwowy



PFA - paraformaldehyd

PBS (ang. phosphate buffered saline) — zbutorowany roztwor soli fizjologicznej

PV — parwalbumina

RI (ang. refractive index) — wspétczynnik zalamania Swiatta

shRNA (ang. short hairpin RNA) — krotki interferujagcy RNA o strukturze spinki do wloséw
SST - somatostatyna

TIMP-1 (ang. TIMP metalloproteinase inhibitor 1) — inhibitor metaloproteinaz
macierzowych 1

tdTomato — biatko czerwonej fluorescencji

WD (ang. working distance) — odlegtos¢ robocza obiektywu

VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy



Streszczenie

Uczenie si¢ to zdolnos¢ organizmu do zmiany swojego zachowania pod wplywem
przebytych doswiadczen. Umiejetno$¢ ta pozwala na przystosowanie do nieustannie
zmieniajgcych si¢ warunkéw srodowiska i, w rezultacie, do adekwatnej reakcji behawioralne;j
w zalezno$ci od charakteru pojawiajacego si¢ bodzca. Wyrdznia si¢ bodzce pozytywne
(apetytywne) oraz negatywne (awersyjne). Bodziec apetytywny wywotuje reakcje
zmierzajace do osiggnig¢cia nagrody, natomiast dziatanie bodzca awersyjnego prowadzi do
jego unikania. Uczenie si¢ zachodzi dzigki plastycznosci synaptycznej, czyli zdolno$ci mézgu
do zmiany sity potaczen miedzy okreslonymi neuronami. Proces ten jest kluczowy dla
ksztattowania si¢ zachowan apetytywnych i awersyjnych i tym samym przezycia. Z drugiej
strony zaburzenia biologiczne w procesach uczenia mogag prowadzi¢ do rozwoju niektorych
chor6b psychicznych, takich jak uzaleznienia. Dlatego poznanie mechanizméw neuronalnych
uczestniczacych w plastyczno$ci  synaptycznej zwigzane z uczeniem apetytywnym
1 awersyjnym jest niezwykle wazne.

Dotychczas znacznie lepiej scharakteryzowano zmiany neuronalne lezace u podstaw
zachowan awersyjnych, natomiast te zwigzane z zachowaniem apetytywnym pozostajg gorzej
poznane. Dlatego tez celem niniejszej pracy bylo zmapowanie aktywnosci neuronalnej
prowadzacej do powstania zmian plastycznych w mézgu podczas uczenia apetytywnego.
Wykorzystano model mysi, w ktérym uczenie apetytywne bylo oparte na wyksztatceniu
preferencji miejsca do 10% roztworu sacharozy. Jako marker aktywacji neuronalnej
towarzyszacej zmianom plastycznym wykorzystano biatko c-Fos, ktérego ekspresje
obrazowano w mikroskopie opartym na arkuszu §wiatta. Pozwolito to na stworzenie globalne;j
mapy mozgu ukazujacej zwickszong ekspresje c-Fos w okoto 170 strukturach mézgu.
Nastgpnie przeprowadzono analize in silico projekcji  neuronalnych, pomigdzy
najaktywniejszymi po treningu strukturami moézgu. Wykazano, Zze najwigcej potaczen
neuronalnych z innymi aktywowanymi strukturami posiada jadro srodkowe ciata
migdatowatego (CeA).

Nastepnie zidentyfikowano typy neuronéw, w ktérych dochodzito do ekspresji c-Fos
w odpowiedzi na uczenie apetytywne. Poniewaz CeA w wigkszo$ci sktada si¢ z neuronéw
hamujacych, doswiadczenia prowadzono na 3 populacjach neuronéw: VIP+, PV+ i SST+.
Wykazano, ze podczas uczenia si¢ zdarzen apetytywnych c-Fos ulega ekspresji gtéwnie

w neuronach SST+ 1 w niewielkim stopniu w VIP+1 PV+.



Opierajac si¢ na uzyskanych wynikach, w ostatniej cze$ci badan przeprowadzono
charakterystyke elektrofizjologiczng neuronéw SST+ w CeA. Wykazano, ze w zaleznosci od
czesci CeA neurony SST+ dzielg si¢ na dwie podgrupy generujace inne wzory potencjalow
czynnosciowych. Ponadto wykazano, ze pod wplywem uczenia apetytywnego zwigksza si¢
wewnetrzna pobudliwos¢ neuronéw SST+, zlokalizowanych w CeA.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy pokazuja, zZe uczenie apetytywne
prowadzi do globalnej aktywacji wielu struktur mézgu. Ponadto stwierdzono, ze CeA jest

kluczowe dla uczenia si¢ zdarzen pozytywnych, poprzez aktywacj¢ neuronéw SST+.



Summary

Learning is the ability of organisms to change their behavior as a result of past
experience. Learning enables adaptation to constantly changing environment, and thus proper
response to positive (appetitive) and negative (aversive) stimuli. An appetitive stimulus
triggers motivational responses aimed at approaching a reward, an aversive on the other hand
induces withdrawal (avoidance and/or escape). Learning occurs through synaptic plasticity
which is the brain's ability to alter the strength of connections between neurons. On cellular
level synaptic plasticity is related to neuronal activity that drives functional and structural
changes within synapses. As a consequence a subject can retain past experiences in its
memory and adapt its behavior to similar situations in the future. Thus, synaptic plasticity is
crucial for the development of appetitive and aversive behavior and organism survival. On the
other hand, these mechanisms are also involved in the development of mental illnesses.
Therefore, understanding the neuronal mechanisms involved in synaptic plasticity is crucial.

In comparison to the neuronal changes underlying aversive behavior those associated
with appetitive learning have been poorly characterized. Therefore, the aim of the present
study was to map neuronal activity in the brain occurring during appetitive learning. For this
purpose, we used a mouse model in which appetitive learning was based on place preference
for a 10% sucrose. The c-Fos protein was used as a marker of neuronal activation that is
related to plasticity, and its expression was imaged by light-sheet fluorescent microscopy
(LSEM). This approach allowed creating a global map showing the increased c-Fos
expression in nearly 170 brain structures. Next, in silico analysis of neuronal projections
between the most activated brain regions were conducted. It was shown that there is a large
number of connections between the central nucleus of the amygdala (CeA) and several other
structures that were activated during the training.

Next, the types of neurons in which c-Fos expression occurred in response to
appetitive learning were identified. Since CeA mostly consists of inhibitory neurons,
experiments were conducted on 3 populations of neurons: VIP+, PV+ and SST+. It was
shown that during learning of appetitive events, c-Fos is expressed mainly in SST+ neurons
and to a small extent in VIP+ and PV+.

The last part of the study involved electrophysiological characterization of SST+
neurons in CeA. It was shown that depending on the CeA part, SST+ neurons are divided into
two groups that generate a different type of discharge. Furthermore, it was shown that
learning positive events results in the increased excitability of SST+ neurons in the CeA.
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The present study shows that appetitive learning leads to global activation of many
brain structures. Moreover, it was found that CeA is crucial for the appetitive learning by the

activation of SST+ neurons.
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1. Wstep

1.1 Bodzce apetytywne i awersyjne kieruja zachowaniem zwierzat

Przetrwanie organizmu w S$rodowisku jest uzaleznione od jego zdolnosci do
rozrézniania czynnikéw korzystnych od niekorzystnych dla zycia. Umiejetnos$¢ ta moze byc¢
dziedziczona lub moze zachodzi¢ w wyniku zapamigtywania przebytych doswiadczen
i konsekwencji podjetych wobec nich dziatan (Bradie, 1986; Slijepcevic, 2021). Proces ten,
nazywany uczeniem, pozwala na odpowiednie dostosowanie zachowania osobnika podczas
wystgpienia podobnych zdarzen w przysztosci (Morris 1 in., 2006). W zaleznosci od
charakteru bodzca ludzie 1 zwierze¢ta mogg przejawia¢ wobec niego zachowania asocjacyjne
(apetytywne) lub awersyjne (Schultz, 1998). Zachowania apetytywne nacechowane sg
dziataniem motywacyjnym w kierunku bodzca. Zaliczamy do nich kluczowe dla przezycia
1 przetrwania gatunku procesy, takie jak pozyskiwanie pokarmu, czy rozmnazanie (Barberini
iin., 2012; Seymour i in., 2007). Zachowania awersyjne z kolei pojawiajg si¢ w przypadku
zagrozenia i zmierzajg do jego unikni¢cia (Andreatta i Pauli, 2015). W ciggu catego zycia
zwierzeta doswiadczajg szerokiego spektrum bodzcéw pozytywnych inegatywnych, ktére
uruchamiaja adaptacyjne reakcje behawioralne. Uwaza si¢, ze niektére z tych reakcji takie,
jak np. stroszenie siersci sa wrodzone, natomiast pozostale, ktére wystgpuja pod postacig
odruchéw warunkowych, sg reakcjami nabytymi (Xiao i in., 2022). Przykladem
warunkowania prowadzacego do wytworzenia reakcji nabytych jest warunkowanie klasyczne
szeroko opisane przez Iwana Pawlowa. Polega ono na skojarzeniu bodzca neutralnego
(bodziec warunkowy), na przyktad dzwieku lub §wiatta, z bodZcem bezwarunkowym, takim
jak na przykitad jedzenie. Po wytworzeniu odpowiedniej asocjacji mi¢dzy nimi zwierze
nabywa zdolnosci do przewidywania nadchodzacego positku poprzez skojarzenie bodzca
neutralnego z bodzcem bezwarunkowym. W tym przyktadzie, u psow zaczyna wydziela¢ si¢
slina po ustyszeniu dzwonka, a reakcja ta nazywana jest odruchem warunkowym (Pavlov,
1927).

Innym przyktadem reakcji nabytych jest warunkowanie instrumentalne, odkryte
i opisane po raz pierwszy przez Jerzego Konorskiego (Konorski, 1948). Uznaje si¢, ze jest to
forma uczenia, ktéra polega na wyksztalceniu przez osobnika relacji pomiedzy danym

zachowaniem a nastepujacg po nim konsekwencjg. Istota tego typu warunkowania jest to,
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ze poprzez zastosowanie bodzcéw wzmacniajacych (nagréd) oraz bodzcéw karzacych
mozliwy jest wptyw na prawdopodobienstwo wystapienia danego zachowania (Skup, 2020).

W przeciwienstwie do reakcji wrodzonych, do uksztaltowania si¢ reakcji nabytych
dochodzi w wyniku do$wiadczen osobniczych. Z neurobiologicznego punktu widzenia
doswiadczenia osobnicze wplywaja na tzw. plastyczno$¢ synaptyczng. Plastycznoscig
synaptyczng nazywa si¢ zdolnos¢ mézgu do wzmocnienia lub oslabienia sity okreslonych
potaczen neuronalnych, zachodzaca pod wptywem przezytych doswiadczen (Konorski, 1948).
Tym samym, zjawisko to jest takze niezb¢dne do ksztaltowania si¢ zachowan apetytywnych
i awersyjnych (Frost i in., 1988; Martin i in., 2000). Z drugiej strony na skutek réznych
czynnikéw fizjologicznych i srodowiskowych moze dojs¢ do uksztaltowania si¢
patologicznych form powyzszych zachowan. Uwaza si¢, ze zakl6cenie mechanizméw
lezacych u podstaw adaptacji do pozytywnych lub negatywnych bodzcéw srodowiskowych
moze odgrywac¢ kluczowg role w rozwoju wielu choréb psychicznych (Nord i in., 2018).
W piSmiennictwie mozna znalez¢ przyktady wystgpowania zachowan awersyjnych, ktoére
prowadza do stanéw lgkowych oraz depresji (Eshel i Roiser, 2010; Robinson i in., 2012;
Schneider i in., 2004; van der Schaaf i in., 2022). Z kolei niedawno wykazano, ze zaburzenia
mechanizméw apetytywnych mogg prowadzi¢ do tzw. anhedoni, czyli braku odczuwania
przyjemnosci i w konsekwencji do rozwoju zwiazanej z nig depresji (Liang 1 Wu, 2022; Rizvi
iin., 2017).

Kolejnym przykladem tego, ze sygnaly s$rodowiskowe nie zawsze wyzwalaja
zachowania adaptacyjne jest rozwdj uzaleznien. Uwaza si¢, ze uzaleznienie od niektérych
substancji  psychoaktywnych jest patologiczng formg odruchéw  apetytywnych.
Psychoaktywne srodki uzalezniajace poprzez poprawe samopoczucia i wywolywanie stanu
euforii oraz jednoczesng redukcj¢ leku mogg dziata¢ podobnie do wzmocnienia apetytywnego
(Kostowski, 2006). Jednakze proces przejscia z kontrolowanego przyjmowania substancji
uzalezniajacych w stan niekontrolowanego uzaleznienia wcigz pozostaje niewyjasniony.
Jedng z hipotez zaproponowanych przez Robinsona i Berridge’a jest twierdzenie, ze wraz
z uzywaniem danego Srodka uzalezniajgcego pragnienie skojarzonej z nim nagrody staje si¢
coraz bardziej silne, a nastgpnie zaczyna stopniowo przejmowacé kontrole i dominowa¢ nad
zachowaniami apetytywnymi (Robinson i Berridge, 1993). Uwaza si¢, ze ten sam mechanizm,
ktéry motywuje nas do poszukiwania wody posredniczy w mechanizmie niekontrolowanego
poszukiwania i dazenia do zdobycia narkotyku u o0s6b, ktére wychodza z uzaleznienia
(O’Brien i in., 1998). Dlatego, w zwigzku z rosngcym problemem uzaleznien wystepujacym

w wigkszosci spoteczenstw oraz coraz czestszym wystepowaniem zaburzen depresyjnych,
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wazne jest rozpoznanie mechanizmow neuronalnych uczestniczagcych w przetwarzaniu emocji
apetytywnych. W przyszto$ci moze si¢ ono przyczyni¢ do opracowania nowych metod terapii
leczenia niektoérych zaburzen neuropsychiatrycznych (Martin-Soelch i in., 2007). Dotychczas
znacznie lepiej poznano mechanizmy neuronalne Kkierujace rozpoznawaniem zdarzen
awersyjnych niz apetytywnych. Prawdopodobnie jest to spowodowane zlozonoscig
paradygmatu apetytywnego, ktéry w przeciwienstwie do awersyjnego, dla lepszego

zrozumienia wymaga przeprowadzenia bardziej skomplikowanych badan.

1.2 Molekularne podloze procesu uczenia si¢

Poznanie zmian neuroplastycznych wywotanych ekspozycja organizmu na bodziec
apetytywny lub awersyjny jest niezbedne dla zrozumienia neuronalnych podstaw uczenia si¢
i powstawania §ladéw pamigci, a tym samym stojacych za rozwojem m.in. takich schorzen,
jak depresja, czy tez uzaleznienia. (Morgan i Curran, 1995). Procesy te moga by¢ analizowane
na wielu poziomach. Najbardziej interesujace, z punktu znalezienia nowych celéw terapii
farmakologicznych choréb neuropsychicznych, jest poznanie mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za plastyczno$¢ synaptyczng. Mechanizmy te zostaja aktywowane
pojawieniem si¢ bodzca apetytywnego lub awersyjnego i w efekcie prowadzg do zmiany sity
potaczen okreslonych synaps. W wyniku tego procesu bodziec zostaje zapamigtany
w kontekscie asocjacyjnym lub awersyjnym, w zaleznos$ci od charakteru jego dziatania.
W przypadku ponownego pojawienia si¢ tego samego bodzca zwierz¢ wykona okre§long
reakcje behawioralng opierajac si¢ na swoim doswiadczeniu. Jedng z pierwszych zmian
molekularnych umozliwiajacych zachodzenie plastycznosci synaptycznej jest aktywacja tzw.
genéw odpowiedzi wczesne] (ang. immediate early genes, IEGs) (Gallo 1 in., 2018).
Ich ekspresja przebiega bez uprzedniej syntezy nowych biatek i dlatego tez zachodzi
natychmiastowo po pojawieniu si¢ bodzca (Kaczmarek & Chaudhuri, 1997). Do tej grupy
nalezy okoto kilkadziesiagt genéw kodujacych biatka bedace czynnikami transkrypcyjnymi,
ktore kontrolujg kluczowe procesy komorkowe, takie jak cykl komérkowy (Bading i in.,
1995). Tym samym ich aktywno$¢ musi by¢ $ci§le regulowana. Odkrycie, Zze niektére
czynniki transkrypcyjne ulegaja ekspresji pod wplywem uczenia si¢ miato fundamentalne
znaczenie dla wspodlczesnej neurobiologii molekularnej. Jednym z najlepiej zbadanych IEGs,
ktorego ekspresja towarzyszy powstawaniu zmian neuroplastycznych podczas uczenia jest c-

fos. Uwaza si¢, ze jego ekspresja jest jednym z pierwszych zdarzen molekularnych,
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do ktérych dochodzi w odpowiedzi na dziatanie zaréwno bodzcéw apetytywnych, jak
1 awersyjnych (Curran i Morgan 1987; Jaworski, Kalita, i Knapska 2018; Kaczmarek 1993,
2018).

1.3 Ekspresja c-fos w neuronach

Biatko c-Fos uczestniczy w regulacji cyklu komoérkowego 1 procesie réznicowania
komoérek, a zaburzenia w jego ekspresji moga prowadzi¢ do nowotworzenia (Bakin 1 Curran,
1999; Hu i in., 1994; Kaczmarek i Kaminska, 1989). Gen kodujacy biatko c-Fos po raz
pierwszy zostal opisany jako homolog wirusowego v-fos wywolujacego migsaka kosci
(Curran i Teich, 1982). Podobnie jak inne biatka z rodziny FOS (Fra-1, Fra-2, FosB), biatko
c-Fos moze tworzy¢ heterodimery z biatkami z rodziny JUN (c-Jun, JunB, JunD). Kompleksy
c-Fos z JUN funkcjonujg razem jako czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. transcription factor
activator protein 1) (Ryc.1).

Nowopowstaty dimer jest zdolny do wigzania si¢ z promotorami lub sekwencjami
wzmacniajacymi (ang. enhancers) niektéorych genéw 1 w dalszej konsekwencji
do indukowania ekspresji kodowanych przez nie biatek (Morgan i Curran, 1991). Warto
zauwazyc¢, ze jako sktadnik kompleksu AP-1, c-Fos uwazany jest za jeden z najwazniejszych
czynnikbw molekularnych pozwalajacy na transdukcje krotkotrwatych  bodzcow

w dlugotrwate zmiany neuronalne (Saffen i in., 1988).
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy wewnetrzne szlaki komorkowe prowadzace do
ekspresji c-fos oraz indukcji czynnika transkrypcyjnego AP-1, ktérego czescig jest
biatko c-Fos. Pobudzenie komérki skutkuje naplywem jonéw wapnia (Ca’*) przez btone
komérkowa do jej wnetrza. Jony Ca®* powoduja aktywacje kinaz, co prowadzi
do uruchomienia czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak CREB, SRF i in. (Kuzniewska i in.,
2013). W konsekwencji tego w jadrze komoérkowym nastepuje transkrypcja gendw
odpowiedzi wczesnej, w tym genu c-fos. Po procesie transkrypcji c-fos mRNA
transportowany jest do cytoplazmy, gdzie nast¢puje jego translacja. Powstate biatko c-Fos
powraca do jadra komérkowego, gdzie wraz z biatkami rodziny Jun tworzy kompleks AP-1.
Kompleks AP-1 odpowiada za$ za regulacje transkrypcji genéw docelowych (gendéw
odpowiedzi péznej) (zmodyfikowane, za: Chaudhuri i in., 2000)

Ekspresja c-fos w komoérkach bedacych w stanie ustalonym utrzymywana jest na
statym poziomie. Do gwaltownego zwigkszenia poziomu ekspresji tego biatka dochodzi
w odpowiedzi na réznorodne czynniki pobudzajace (Kaczmarek i Kaminska, 1989).
Stwierdzono, ze mRNA c-fos pojawia si¢ juz po okoto 15 minutach od stymulacji komorki,
osiggajac poziom maksymalny migdzy 30 a 60 minutg (Curran i Franza, 1988; Kaczmarek
iin., 1988). Z dostgpnych badan wynika, ze po uplywie okolo 6 godzin od stymulacji
nastepuje spadek poziomu mRNA c-fos do poziomu uniemozliwiajacego jego dalsza detekcje
(Nikolaev 1 in., 1991). W przypadku biatka zaobserwowano, ze maksymalny poziom c-Fos
ustala si¢ w czasie od 90 do 120 minut od stymulacji, a po kolejnych 6 godzinach powraca do

poziomu wyjsciowego (Curran i Morgan, 1987; Zittel i in., 1999).
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Badania dotyczace ekspresji c-Fos w neuronach rozpoczety si¢ pod koniec lat 80-tych,
kiedy to po podaniu metrazolu (srodek wywolujacy drgawki) zaobserwowano specyficzng
indukcje mRNA c-fos w populacji neurondéw in vivo (Morgan 1 in., 1987). Podobnie,
zwickszong ekspresje mRNA c-fos zaobserwowano w neuronach zakrgtu zebatego szczuréow
w wyniku elektrycznego rozniecania drgawek (Dragunow i Robertson, 1987). Co wigcej
indukcje c-fos zidentyfikowano w neuronach rdzenia kregowego po przeprowadzeniu
stymulacji sensorycznej (Hunt i in., 1988). Ponadto, wykazano, ze wykonanie iniekcji
glutaminianu w okolice hipokampa mdzgu szczura prowadzi do wyraznego wzrostu poziomu
mRNA c-fos w tym obszarze (Kaczmarek i in., 1988). Zaobserwowano rdéwniez,
ze obwodowe podanie NMDA skutkuje wzrostem poziomu mRNA c-fos w niektérych
obszarach mézgu szczura (Morgan 1 Linnoila, 1991). W innym doswiadczeniu podanie
myszom i szczurom kainianu, b¢dacego agonistg receptoréw dla glutaminianu, réwniez miato
wplyw na ekspresje c-fos. Zaobserwowano, ze kainian znaczgco nasilat ekspresje c-fos
w moézgach badanych zwierzat (Morgan 1 Curran 1991; Sonnenberg iin. 1989).
W konsekwencji dalszych badan zaobserwowano, ze poziom mRNA oraz biatka c-Fos
wzrasta rowniez na skutek treningu behawioralnego (Kaczmarek, 1993). Warto zaznaczy¢, ze
wzmozong ekspresje c-Fos odnotowano w réznych strukturach mézgu badanych zwierzat
(zarobwno myszy 1 szczur6w) w wyniku zastosowania treningu rozrdzniania bodzcow
wzrokowych (Lukasiuk i in., 1999), wechowych (Hess i in., 1995; Salcedo i in., 2005)
i stuchowych (Carretta i in., 1999; De Hoz i in., 2018). Ponadto, w toku dalszych badan
zaobserwowano, ze wzrost mRNA i biatka c-Fos zachodzit po treningu polegajacym na
rozréznianiu bodzcéw przestrzennych w labiryncie Y (Baudonnat 1 in., 2011) oraz uczeniu
apetytywnym (Knapska 1 in., 2006; Ramirez i in., 2015). Tym samym, wyniki powyzszych
badan wskazujg na istotny zwigzek miedzy ekspresjg c-Fos, a plastyczno$cia synaptyczng

wywotang dziataniem réznorodnych bodzcéw oraz procesami uczenia si¢.

1.4 Bialko c-Fos jako marker plastycznosci synaptycznej

Biatko c-Fos jest zwykle wykorzystywane jako marker aktywnos$ci neuronalne;j.
(Bullitt, 1990; Morgan i in., 1987). Uwaza si¢ takze, ze c-Fos ulega ekspresji podczas uczenia
si¢ 1 formowania §ladéow pamigciowych (Kaczmarek, 1993). Wskazuja na to wyniki badan
uzyskane podczas treningu nabywania tzw. dwukierunkowej reakcji unikania

z zastosowaniem bodzca bolowego. W jego wyniku dochodzito do zmian poziomu c-fos

17



podczas kolejnych sesji treningowych. Co istotne, najwickszy poziom mRNA c-fos
w hipokampie szczura zaobserwowano po przeprowadzeniu pierwszej sesji treningu unikania
miejsca. Jednoczesnie nie zauwazono wzrostu poziomu aktywnos$ci tego genu w kolejnych
sesjach, podczas ktérych zwierze wykonywalo nauczone czynnosci (Nikolaev i in., 1992a;
Nikolaev i in., 1992b). Nalezy zaznaczy¢, ze nawet niewielka zmiana warunkéw (np. dodanie
bodzca stuchowego) wystepujacych podczas wykonywania wyuczonego zadania powodowata
wznowienie ekspresji biatka c-Fos w tych samych obszarach moézgu, ktére byly aktywne
podczas uczenia si¢ (Nikolaev i in., 1992). Na tej podstawie wysuni¢to wnioski, ze ekspresja
c-fos nastepuje w trakcie uczenia oraz zasugerowano, ze jest ona zwigzana z pojawieniem si¢
elementu nowosci danej sytuacji (Grimm & Tischmeyer, 1997).

Kolejnym znaczacym odkryciem byto wykazanie zaleznosci pomiedzy efektywnoscia
treningu, a poziomem c-Fos. Mianowicie zwierz¢ta, ktére wykonywaly wyznaczone zadania
treningu z wigksza efektywnos$cia, charakteryzowaty si¢ wyzszym poziomem c-Fos
w poréwnaniu do tych, ktére wykonaty zadania z gorszym rezultatem (Martinez i in., 2013).
W innych badaniach wykazano, ze wyciszenie ekspresji c-fos w korze stuchowej myszy przez
zastosowanie krétkich fragmentéw RNA (shRNA, ang. short hairpin RNA) doprowadzito do
zaburzenia uczenia si¢ rozrézniania dzwickow. Ponadto zmierzone parametry
elektrofizjologiczne swiadczyty o wystapieniu zaburzen w plastycznosci badanych neuronow.
Warto zaznaczy¢, ze zwierzeta te nie miaty probleméw z poprawnym uczeniem si¢ czynnosci
niepowigzanych z bodzcami stuchowymi, takimi jak unikanie miejsca (De Hoz i in., 2018).

O udziale c-Fos w plastycznos$ci neuronalnej §wiadcza rowniez wyniki badan nad
AP-1. Kompleks AP-1 uczestniczy m.in. w regulacji ekspresji gendéw kodujacych
zewnatrzkomoérkowa proteinaz¢ macierzowag MMP-9 (ang. matrix metalloproteinase 9) oraz
jej inhibitora TIMP-1 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 1) (Rivera i in., 2010;
Szklarczyk i in., 2002). Nalezy podkresli¢, ze oba wymienione bialtka odpowiedzialne sg
za zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych, bedacych giéwnym miejscem zachodzenia
zmian neuroplastycznych w neuronach (Ganguly i in., 2013; Magnowska i1 in., 2016;
Michaluk i in., 2011; Wang i in., 2008). W warunkowanej reakcji strachu zachodzacej
podczas uczenia si¢, AP-1 moze funkcjonowac jako pozytywny regulator ekspresji MMP-9
w moézgu (Ganguly iin. 2013). Co wiecej, udziat c-Fos i MMP-9, w zaleznej
od doswiadczenia plastyczno$ci neuronalnej, zaobserwowano w korze barylkowe;j
u dorostych myszy (Kaliszewska i in., 2012). Pokazano, ze ekspresja c-fos zachodzi
w neuronach odpowiedzialnych za powstawanie tzw. engramow ($ladéw pamigciowych).

Termin engram zostal wprowadzony przez R. Semona w 1904 roku i odnosi si¢ do trwatych
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zmian struktury mézgu, ktére zachodzg w odpowiedzi na dany bodziec lub do$wiadczenie
(Semon, 1921). Engram przechodzi w stan uSpienia, ale moze by¢ powtérnie aktywowany
poprzez ponowng prezentacj¢ bodzca lub wtrakcie do$wiadczenia podobnych
zdarzen (Josselyn 1 in., 2017). Podczas badan nad IEGs, w tym c-Fos (Flavell i Greenberg,
2008), kilka grup badaczy odkryto, ze w ciele migdalowatym (Reijmers i in., 2007),
hipokampie (Deng i in., 2013; Tayler i in., 2013) 1 korze przedczolowej (Zelikowsky 1 in.,
2014), wybrane populacje komorek aktywne podczas nabywania pamigci strachu byly
preferencyjnie reaktywowane po przywotaniu tego wspomnienia. Wskazuje to na zwigzek
ekspresji c-Fos zreorganizacjg sieci neuronowych, oraz tworzeniem si¢ potaczen
synaptycznych kontrolujacych proces zapamietywania (Gore i in., 2015; Ramirez i in., 2015).
Wobec powyzszych, mapowanie obecnosci c-Fos moze by¢ cennym narzedziem
pozwalajacym na identyfikacje populacji neuronéw uczestniczacych w procesach uczenia si¢
i zapamigtywania. Niewatpliwg zaleta wykorzystania c-Fos jako markera plastycznos$ci sg
wyrazne 1 latwe do okre§lenia zmiany w jego aktywnos$ci bedace wynikiem stymulacji

okreslonymi bodzcami.

1.5 Mapowanie aktywnosci mézgu za pomoca mikroskopii opartej na arkuszu

Swiatla

W ostatniej dekadzie panowato przekonanie, ze pojedyncze populacje neuronéw
kontrolujg wybrane procesy poznawcze i kontrolujg wystapienie okreslonego zachowania
(Ruff 1 Cohen, 2013). Obecnie uwaza si¢, ze wigkszos¢ ztozonych zachowan jest wynikiem
interakcji migdzy odleglymi obszarami moézgu, ktére razem tworza sieci strukturalno-
funkcjonalne (Markicevic i in., 2021). Komunikacja w ich obrgbie zachodzi poprzez geste
potaczenia synaptyczne, ktérym towarzyszg komorki glejowe i naczynia krwionosne (Keller i
Ahrens, 2015). Bodzce docierajace ze $wiata zewnetrznego i narzadéw wewngtrznych
nieustannie wptywaja na aktywno$¢ neuronéw w réznych regionach mézgu, co prowadzi do
wystgpienia okreslonych reakcji fizjologicznych i behawioralnych. Tym samym, jednym
z najwazniejszych celéw neurobiologii behawioralnej jest zbadanie korelacji pomigdzy
aktywnoscig okreslonych struktur mézgu, a wystgpieniem danego zachowania. Przeszkodg do
jego osiagniecia jest konieczno$¢ obrazowania catej struktury mézgu, gdyz nawet najprostsze

zachowania mogg wynikac z interakcji migdzy odlegtymi od siebie obszarami.
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W ostatnich latach nastgpit wyrazny rozw6j metod obrazowania, ktéry przyczynit si¢
do znacznie lepszego zrozumienia budowy 1 funkcji szlakéw nerwowych. Jedng
z podstawowych technik wykorzystywanych do badan nad aktywnos$cig calego mdzgu jest
funkcjonalne obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (fMRI, ang. functional
magnetic resonance imaging). W badaniach z wykorzystaniem fMRI obrazuje si¢ obszary
moézgu, w ktorych dochodzi do zwigkszenia zapotrzebowania na tlen. Zwigkszone
zapotrzebowanie na ten pierwiastek wystepuje w aktywnych neuronach. Za pomocg tej
metody mozliwa jest identyfikacja obszaréw mézgu aktywowanych konkretnymi zadaniami.
Przyktadowo, dzigki wykorzystaniu fMRI zidentyfikowano regiony ludzkiego moézgu
zaangazowane m.in. w formowanie wspomnien, podejmowanie decyzji, czy stany
emocjonalne (Whitten, 2012). Pomimo uzyskania bardzo cennych informacji na temat relacji
mozg-zachowanie, zbadanie proceséw lezacych u podstaw uczenia si¢ i pami¢ci wymaga
przeprowadzania do$wiadczen w $ciSle kontrolowanych warunkach, z wykorzystaniem
modeli zwierzecych (Markicevic i in., 2021).

Badania z uzyciem fMRI przyniosty wiele informacji na temat aktywacji regiondw
moézgu w odpowiedzi na bodzce wzrokowe (Bailey i in., 2013; Lau, Zhang, i in., 2011; Lau,
Zhou, 1 in., 2011), wechowe (Murphy, Nau, i in., 2016; Murphy, Poplawsky, i in., 2016)
oraz stuchowe (Cheung i in., 2012). U szczuréw, fMRI jest rowniez szeroko stosowany
w badaniach nad udarem (Canazza 1 1in., 2014), padaczka (Blumenfeld, 2007),
niedokrwieniem (Chan i in., 2010) i plastyczno$cig (Lau i in., 2015). Z uzyciem tej metody
wykazano u nich aktywacje ciata migdatowatego i podwzgoérza podczas przetwarzania
bodzcéw warunkowanych strachem (Brydges i in., 2013). Ostatnie osiggnigcia w zakresie
fMRI o wysokiej rozdzielczosci przestrzennej pozwalaja na nieinwazyjne pomiary in vivo
z doktadnoscia do 1 mm. Dzigki temu mozna u ludzi zidentyfikowaé obszary moézgu
modulowane przez uwage, nastrdj czy pamie¢¢ czyli czynniki, ktére trudno zbadaé
na modelach zwierzecych (Lawrence i in., 2019).

Wykorzystanie fMRI w badaniach neurobiologicznych jednoczesnie niesie ze soba
wiele ograniczen. W szczegdlnosci, ograniczenia rozdzielczos$ci uzyskiwanego obrazu nie
pozwalaja na badanie aktywnos$ci neuronalnej na poziomie komérkowym (Logothetis 2008 ;
Turner 2016). Czesciowym rozwigzaniem tego problemu jest zastosowanie klasycznej
mikroskopii optycznej dzieki ktdrej mozna uzyskac obrazy z doktadnos$cia do jednej komorki.
W bardziej zaawansowane] mikroskopii konfokalnej 1 dwufotonowej maksymalna glebokos¢
obrazowania preparatu wynosi odpowiednio kilkaset mikrometréw i jeden milimetr

(Helmchen i Denk, 2005). Jednakze, w zwigzku ze skomplikowang architekturg moézgu,
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mikroskopia $wietlna, konfokalna i dwufotonowa nie sg w stanie dostarczy¢ petnej informacji
zwigzane] z jego aktywnoscia. Dostepne techniki mikroskopowe stosowane sa zwykle do
obrazowania wypreparowanej tkanki przez co nie mozna obrazowac¢ aktywno$ci mézgu pod
wpltywem zachodzenia zdarzen w czasie rzeczywistym. Dlatego aby lepiej poznac te zjawiska
potrzeba metody obrazowania calego mézgu w rozdzielczo$ci wystarczajacej do uchwycenia
aktywnosci pojedynczych komorek oraz catych projekc;ji.

Opracowanie nowoczesnych narzedzi do zautomatyzowanego obrazowania catych
mozgoéw, potaczonych z optycznym oczyszczaniem tkanek oraz z metodami obliczeniowymi
do przetwarzania duzych ilosci uzyskanych danych, umozliwito prowadzenie badan
neuroanatomicznych z wykorzystaniem modeli zwierzgcych na niespotykang dotad skale.
Gléwnym celem procesu optycznego oczyszczania jest uzyskanie przezroczystej tkanki,
charakteryzujacej si¢ odpowiednim wspdéiczynnikiem zatamania $wiatla. Przezroczysto$¢
preparatu mozna uzyska¢ poprzez chemiczne usunigcie z tkanki czynnikéw rozpraszajacych
swiatlo, takich jak lipidy oraz barwniki endogenne (Silvestri 1 in., 2016).

Metody oczyszczania optycznego mozna podzielic na trzy grupy rézniagce si¢
sposobem oddzialywania na btony lipidowe, ktére w gltéwnej mierze obnizaja jako$¢
obrazowania powodujac rozpraszanie $Swiatla w preparacie (Ryc. 2). W grupie pierwszej
przezroczysto$¢ tkanki uzyskiwana jest poprzez rozpuszczenie i usunig¢cie lipidéw. Druga
grupa technik oczyszczania opiera si¢ na usuwaniu wody z tkanki i1 zakldceniu integralnosci
bton lipidowych. Trzecia z kolei wykorzystuje oczyszczanie preparatu przebiegajace
z zachowaniem bton lipidowych. Wyb6r odpowiedniej metody zalezy od wiasciwosci tkanki,
takich jak objetos¢, zabarwienie, zawartos¢ lipidow, poddawanej procedurze oczyszczania

(Renier i in., 2014, 2016).
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lipidy pozostaja zachowane,
komoérkowych (za: Pawtowska, 2017).
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(LSFM, ang. light sheet fluorescence microscopy) (Albert-Smet i in.,

1903), jednakze wykorzystanie jego potencjalu mozliwe bylo dopiero
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Rycina 2. Podzial metod oczyszczania optycznego tkanek. Metody oczyszczania
optycznego dzielimy na trzy grupy rdéznigce si¢ sposobem oddziatywania na blony
lipidowe: Grupa I — btony lipidowe sg rozpuszczane a lipidy wyptukane z tkanki, Grupa II
— lipidy ulegaja rozpuszczeniu co skutkuje zakiéceniem integralnosci bton, Grupa III —
podczas oczyszczania zachodzi permeabilizacja bion

anatomicznych przy
zachowaniu wysokiej rozdzielczosci obrazu jest mikroskopia oparta na arkuszu Swiatta
2019; Huisken 1 in.,

2004). Podejscie to po raz pierwszy zostato zaproponowane ponad 100 lat temu (Siedentopf

w ostatnim dziesigcioleciu dzigki nowoczesnym kamerom, udoskonalonym laserom oraz
znacznemu rozwojowi metod oczyszczania tkanek (Keller i Ahrens, 2015). Najwi¢kszg zaletg
mikroskopii LSFM jest to, ze pozwala ona na wydajne i szybkie obrazowanie preparatow

w wymiarze 3D i1 4D. Aby otrzyma¢ obraz o wysokiej rozdzielczosci nalezy uzyskac




optyczne przekroje tkanki. Dzigki zastosowaniu optycznego podzialu preparatu, powstajacy
obraz tworzony jest z pojedynczej warstwy tkanki. Uzyskanie takiego efektu mozliwe jest
dzigki uzyciu dwoéch rodzajéw obiektywow, oswietlajacego oraz zbierajacego fluorescencje
(Ryc. 3). Niezwykle istotnym elementem ukladu optycznego jest odpowiednie ustawienie
obiektywow, ktore sg usytuowane tak aby ich osie optyczne tworzyly kat prosty. Ponadto,
przed obiektywem oswietlajacym zamieszczona jest soczewka cylindryczna, odpowiedzialna
za ksztaltowanie wigzki Swiatla. Zastosowanie soczewki cylidrycznej powoduje, ze wigzka
lasera formowana jest w postaci arkusza, oswietlajac jedynie pojedynczg ptaszczyzng probki
(Pawtowska i in., 2019). Mikroskopia LSFM przejawia znaczne korzy$ci w poréwnaniu
z tradycyjnym skanowaniem punktowym, przede wszystkim pod wzgledem wydajnosci
swietlnej, niskiej fototoksycznosci i1 wysokiej predkosci obrazowania wolumetrycznego

(Engelbrecht i Stelzer, 2006).

laser %
7
b

obiektyw
obrazujacy

|

I

[ = "
przesuw = -
XYz

obiektyw
komoraz  oéwietlajacy
preparatem

Rycina 3. Schemat budowy mikroskopu opartego na arkuszu S$wiatta LSFM.
Wzbudzajaca wigzka lasera dzielona jest na dwie czg$ci, aby umozliwi¢ dwustronne
oswietlenie preparatu. Nastepnie wigzka jest rozszerzana za pomocg teleskopu i formowana
w arkusz Swietlny dzigki soczewce cylindrycznej. Preparat zanurza si¢ w komorze
wypelnionej cieczg o dopasowanym wspotczynniku RI. Oswietlona ptaszczyzna preparatu
obrazowana jest na kamerze o wysokiej rozdzielczosci z obiektywem detekcyjnym
umieszczonym prostopadle do osi o$wietlenia. Ruchomy stolik, przesuwa preparat w celu
zobrazowania catej objetosci preparatu i uzyskania obrazu 3D (za: Pawtowska, 2017).
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Obrazowanie catych organéw w LSFM jest mozliwe po uprzednim oczyszczaniu
optycznym tkanki (Richardson i Lichtman 2015). W niniejszych badaniach postuzono si¢
technikg iDISCO+ (Renier i in., 2014). zakwalifikowana do drugiej grupy opisywanych wyzej
metod oczyszczania optycznego. Zdecydowano si¢ na uzycie tej metody ze wzgledu na
mozliwos¢ réwnoczesnego znakowania immunofluorescencyjnego c-Fos w neuronach, ktére
ulegly aktywacji w wyniku treningu behawioralnego. Pozwolilo to na zmapowanie
aktywowanych populacji neuronéw, atakze pojedynczych komoérek znajdujacych si¢ od
siebie w duzej odlegtosci. Przyktady zastosowania kombinacji wyzej wymienionych technik
mozna rowniez odnalez¢ w piSmiennictwie. Mapowanie aktywowanych procesem uczenia si¢
neuronéw za pomocg detekcji ekspresji biatek kodowanych przez geny wczesnej odpowiedzi,
takich jak c-Fos, polaczonej z obrazowaniem catego mézgu w mikroskopie LSFM zostato
dotychczas zastosowane w kilku badaniach. Przyktadowo LSFM wykorzystano do
zobrazowania aktywno$ci wielu obszar6w moézgu podczas warunkowania strachu
(Bonapersona 1 in., 2022, Roy 1 in., 2022), stymulacji wibrys (Renier i in., 2016), a takze
w trakcie przyjmowania kokainy (Kimbrough i in., 2021). W zwiazku z powyzszym
w niniejszych badaniach wykorzystano opisane powyzej mapowanie biatka c-Fos w calym
mézgu w procesie uczenia si¢ zdarzen pozytywnych zwierzat poddanych treningowi

preferencji miejsca.
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2. Cele pracy

Gléwnym celem niniejszej pracy bylo zmapowanie za pomoca znakowania c-Fos
obszaréw mézgu, w ktérych dochodzi do zainicjowania procesu plastycznosci synaptycznej
wywolanej uczeniem apetytywnym.

Szczegétowe cele badawcze obejmowaty nastepujace zagadnienia:

1. Stworzenie globalnej mapy struktur mézgowych wykazujacych ekspresje biatka c-Fos

podczas treningu apetytywnego.

2. Wytypowanie kluczowych struktur zaangazowanych w proces uczenia apetytywnego.

3. Identyfikacja poszczegdlnych typoéw neuronéw wykazujacych ekspresje¢ biatka c-Fos

w odpowiedzi na uczenie apetytywne.

4. Charakterystyka fizjologicznych cech wyselekcjonowanych typéw neuronéw oraz

zachodzacych w nich zmian pobudliwosci podczas uczenia apetytywnego.
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3. Materialy i metody

3.1  Zwierzeta wykorzystane w doswiadczeniach

W niniejszej pracy przeprowadzono badania z wykorzystaniem myszy
(Mus musculus). Wszystkie doswiadczenia behawioralne byly przeprowadzone zgodnie
z obowigzujaca Dyrektywa Parlamentu Europejskiego 1 Rady Unii Europejskiej 2010/63/UE
ustanowionej dnia 22 wrze$nia 2010 r. w kwestii ochrony zwierzat wykorzystywanych do
badan naukowych oraz za zgoda I Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzetach w Warszawie (numer zgody LKE 128/2016). Zwierz¢ta, ktére zostaty
wykorzystane do przeprowadzenia do$Swiadczen pochodzity z The Jackson Laboratory
w USA, jak réwniez z hodowli znajdujacej si¢ w Zwierzetarni Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie oraz z Centrum Medycyny Doswiadczalne;j
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Wszystkie eksperymenty przeprowadzane byly z wykorzystaniem myszy w wieku
od 8 do 12 tygodni. Przed rozpoczgciem procedur behawioralnych myszy hodowane byty
w klatkach domowych, po pig¢ osobnikéw na klatke, z dostepem do wody i paszy bez
ograniczen, w warunkach doby cz¢sciowo odwrdconej, w cyklu 12 godzin §wiatta/12 godzin
ciemnos$ci. Zwierzg¢ta miaty zapewniong odpowiednig temperatur¢ otoczenia (20-22°C) oraz
kontrolowang wilgotno$¢ powietrza (40-50%). Cze$¢ eksperymentdw przeprowadzana byta
z wykorzystaniem myszy szczepu dzikiego C5S7BL6 pochodzacego z Zwierzetarni Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie oraz z Centrum Medycyny
Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. W innych do$wiadczeniach
behawioralnych zastosowano trzy linie myszy transgenicznych dostarczone przez
The Jackson Laboratory: SST-Cre, VIP-Cre oraz PV-Cre (numery katalogowe szczepow:
odpowiednio 013044, 010908 oraz 008069) (Taniguchi 1 in., 2011). Zwierzeta te posiadaja
sekwencje genu rekombinazy Cre pod promotorem genu kodujacego somatostatyng (SST),
parwalbuming (PV) lub naczynioruchowy polipeptyd jelitowy (VIP). Dzieki wprowadzeniu
sekwencji Cre pod kontrolg odpowiedniego promotora uzyskano zmiany w materiale
genetycznym organizmu w specyficznie okreslonych typach komoérek. Do procedur
doswiadczalnych wykorzystano linie myszy podwdjnie transgenicznych, czyli: SST-Ail4,
VIP-Ail4 1 PV-Ail4, ktére powstaty po skrzyzowaniu homozygotycznych myszy ww. linii
transgenicznych Cre z homozygotycznymi myszami linii Ail4 (numer katalogowy szczepu:
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007914). Myszy transgenicznej linii Ail4 wykazuja ekspresje biatka czerwonej fluorescenc;ji -
tdTomato, w wyniku dzialania rekombinazy Cre (Madisen i in., 2010). Oznacza to,
ze potomstwo powstate po skrzyzowaniu tych dwoch linii (Ail4 x SST-Cre, Ail4 x PV-Cre
oraz Ail4 x VIP-Cre) wykazywato bedzie ekspresje biatka czerwonej fluorescencji wylacznie
w komorkach wykazujacych obecnos¢ somatostatyny, parwalbuminy lub naczynioruchowego

polipeptydu jelitowego.

3.2 Badania behawioralne

3.2.1 System klatek IntelliCage

Doswiadczenia behawioralne zostaty przeprowadzone w klatkach IntelliCage (TSE
NewBehavior) (Kiryk i in., 2020). IntelliCage to klatka domowa o wymiarach 55x37,5x20,5
cm pozwalajgca na zautomatyzowane testowanie zachowania zwierzat zyjacych w grupach od

10 do 16 osobnikéw (Ryc. 4).

A

S

©l “|

Rycina 4. Klatka IntelliCage. (A) Widok ogélny, widoczne cztery rogi wyposazone
w butelki. Po $rodku widoczne schronienie dla zwierzat. (B) Rég doswiadczalny.
Widoczne dwie butelki. Mysz na zdjeciu wykonuje puknigcie nosem, tzw. nosepoke do
jednej z butelek.
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Klatka IntelliCage posiada cztery rogi do$wiadczalne podiagczone do panelu
sterujagcego. Do kazdego rogu prowadzi otwér o srednicy okoto 3 cm zaopatrzony w czujnik
temperatury oraz specjalng anteng, ktéra dzigki wczesniej wszczepionemu podskoérnie
identyfikatorowi (transponder) rozpoznaje zwierz¢ wchodzace do rogu. Po wejsciu do rogu
mysz ma dostep do dwoch otworéw (prawa i lewa strona) (Ryc. 4B) ograniczonych
ruchomymi drzwiczkami, za ktérymi znajdujg si¢ dwie butelki z wodg. U ich wejscia
zlokalizowane sg czujniki, ktére rejestrujg tzw. instrumentalng reakcje puknigcia nosem
(ang. nosepoke), ktéra prowadzi do otwarcia drzwiczek i uzyskania dostgpu do butelek np.
z woda. Dodatkowo, kazda strona rogu wyposazona jest w system diod LED, ktére moga
dostarcza¢ zwierzgciu bodzce wizualne. Butelki, w zalezno$ci od kontekstu doswiadczenia,
moga by¢ wypetnione woda lub roztworem sacharozy. Po kontakcie zwierzecia z poidetkiem
nastepuje rejestracja liczby wypitych kropel ptynu oraz czasu kontaktu zwierzecia z butelka.
Dzigeki ruchomym drzwiczkom dostgp do butelek moze by¢ sterowany komputerowo bez
kontaktu zwierzat z eksperymentatorem. WielkoS¢ rogu zostata zaprojektowana tak, aby
zmie$cito si¢ w nim tylko jedno zwierzg. System pozwala takze na zastosowanie bodzcow
awersyjnych. Mianowicie kazdy r6g wyposazony jest w zawdr z rurkg doprowadzajaca
sprezone powietrze. Dzigki temu mozliwe jest skierowanie spr¢zonego powietrza w kierunku
zwierzecia (tzw. air-puff) podczas wizyty w rogu klatki. Wszystkie aktywnos$ci zwierzat,
m.in. wizyty w rogu, liczba wykonanych nosepoke 1 wypitych kropel s3a rejestrowane
i przesytane do komputera sterujacego, ktéry przechowuje zbierane informacje. Srodowisko
wewnatrz klatki wzbogacone jest czterema domkami. Klatka zamykana jest metalowg kratka,
w ktérej umieszczone jest pozywienie. System IntelliCage jest kontrolowany przez
oprogramowanie stworzone przez firm¢ NewBehavior. Do projektowania schematow
doswiadczalnych wykorzystywane jest narzedzie IntelliCage Plus Designer. W bezposredniej
kontroli do§wiadczenia uzywa si¢ oprogramowania IntelliCage Plus Controler, natomiast do
analizy uzyskanych wynikéw wykorzystuje si¢ IntelliCage Plus Analyzer. Dane
eksperymentalne s3 zapisywane 1 przechowywane na dysku dzigki czemu mozna je
analizowa¢ w trybie offline. Klatka IntelliCage to w petni zautomatyzowane narzedzie do
testowania zachowania zwierzat, poczagwszy od prostego monitorowania aktywnos$ci myszy,
po skomplikowane warunkowania instrumentalne czy badanie motywacji i uzaleznien (Iman

1in., 2021).
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3.2.2 Trening preferencji miejsca w klatce IntelliCage

Niniejsze badania przeprowadzono w oparciu o istniejacy protokét (Knapska i in.,
2006). Trening behawioralny w klatce IntelliCage wykonany byt w celu wytworzeniu
preferencji miejsca do jednego z czterech rogéw doswiadczalnych klatki, po umieszczeniu
wnim bodzca apetytywnego. Tydzien przed rozpoczeciem treningu, kazdej myszy
wszczepiono podskérnie identyfikator z indywidualnym numerem rozpoznawanym przez
system IntelliCage. Nastepnie myszy zostaly potaczone w grupe 12 osobnikéw i umieszczone
w klatce domowej. Po uptywie 5 dni wraz z rozpoczgciem si¢ fazy ciemnej zwierzeta zostaly

umieszczone w klatce IntelliCage. Na Rycinie 5 przedstawiono schemat tej czesci

doswiadczenia.
3\ 3\
Adaptacja do Deprywacja Deprywacja Deprywacja Deprywacja
klatki wodna wodna wodna wodna
e — s s
2d 2d 22h 2h 22h 2h 22h 2h 22h 2h
Uczenie
wykonywania Dostep do wody Dostep do wody Dostep do wody T

puknigé nosem

Rycina 5. Schemat treningu preferencji miejsca przeprowadzonego w klatce IntelliCage.
Po uptywie dwoéch dni adaptacji do klatki zwierzg¢ta uczyly si¢ wykonywania nosepoke,
w celu uzyskania dostgpu do wody (2 dni). Nastgpnie przez kolejne 3 dni dostep do wody
zostal limitowany do 2 godzin w ciggu dnia. Ostatniego dnia treningu, w rogach najmnie;j
preferowanych zostaly umieszczone butelki z roztworem 10% sacharozy (bodziec
apetytywny). Zwierzeta kontrolne zamiast roztworu sacharozy miaty dost¢p do wody.

Sesja treningowa rozpoczeta sie po 2 dniach od adaptacji do klatki, podczas ktérych
drzwiczki do wody byly stale otwarte (Ryc. 5). W tym czasie zwierzgta mogty pozna¢ klatke
oraz zapami¢ta¢ lokalizacj¢ butelek w rogach eksperymentalnych. W kolejnych 2 dniach

treningu zwierzeta uczyly si¢ wykonywania nosepoke w stron¢ otworu prowadzacego do
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butelki z wodg. Drzwiczki dajace dostgp do wody byty zamknigte i otwieraly si¢ w momencie
poprawnego wykonania tej czynnos$ci. W kolejnym etapie doswiadczenia aby zwigkszy¢
motywacj¢ zwierzat do poszukiwania ptynéw, dostep do wody zostat cze¢sSciowo ograniczony.
Przez kolejne 3 doby drzwiczki dajace dostep do wody otwieraty si¢ wylacznie przez
2 godziny, codziennie, o tej samej porze, wraz z rozpocz¢ciem fazy ciemnej. W trakcie
ostatniej sesji picia wody dla kazdego zwierzecia zostal wybrany rég z najmniejsza liczba
wizyt (r6g najmniej preferowany). Ostatniego dnia treningu, po 22 godzinnej deprywacji
wodnej, w rogach najmniej preferowanych zostaty umieszczone butelki z roztworem 10%
sacharozy (bodziec apetytywny). W trakcie tej sesji zwierzgta miaty wyksztalci¢ preferencje
miejsca do rogu zawierajacego butelki z 10% sacharoza. Grupa zwierzat kontrolnych we
wszystkich rogach, zamiast roztworu 10% sacharozy dostawata wode. Zwierzeta zostaly
usmiercone po uptywie 1,5 - 2 godz. od pierwszego kontaktu z roztworem 10% sacharozy,

a ich moézgi zostaty zachowane do dalszych analiz opisanych w rozdziale 3.3.

3.2.3 Trening unikania miejsca w klatce IntelliCage

Podczas treningu unikania miejsca myszy uczyly si¢ omijania jednego z czterech
rogéw eksperymentalnych w klatce, po zadzialaniu w nim bodzca awersyjnego. Pierwsze dni
doswiadczenia byty takie same jak w przypadku treningu preferencji miejsca. Na Rycinie 6

przedstawiono schemat treningu awersyjnego.
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Rycina 6. Schemat treningu unikania miejsca przeprowadzonego w klatce IntelliCage.
Po uptywie dwoéch dni adaptacji do klatki zwierzg¢ta uczyly si¢ wykonywania nosepoke,
w celu uzyskania dostepu do wody (2 dni). Nastepnie, przez kolejne 3 dni dostgp do wody
zostal limitowany do 2 godzin w ciggu dnia. Ostatniego dnia treningu, w rogach najbardzie;j
preferowanych dostegp do wody zostal utrudniony poprzez zastosowanie dmuchnigcia
sprezonym powietrzem (bodziec awersyjny). Zwierzeta miaty nieograniczony dost¢p do
wody.

Sesja treningowa rozpoczynata si¢ od 2 dniowej adaptacji do klatki, podczas ktorej
drzwiczki do wody pozostawaty stale otwarte (Ryc. 6). Nastepne 2 dni treningu polegaty na
uczeniu si¢ zwierzgt poprawnego wykonywania nosepoke w stron¢ otworu prowadzacego do
butelki z woda. Przez kolejne 3 doby drzwiczki dajace dostep do wody otwieraly sie
wylacznie przez 2 godziny, codziennie, o tej samej porze, wraz z rozpoczeciem fazy ciemnej.
W pozostatej czesci doby dostep do wody byt ograniczony. W trakcie ostatniej sesji picia
wody dla kazdego zwierzgcia zostat wybrany rég z najwigksza liczbg wizyt (rég
preferowany). Ostatniego dnia treningu, po 22 godzinnej deprywacji wodnej, dostgp do wody
w rogu preferowanym zostal utrudniony. Po wejsciu do tego rogu mysz byla traktowana
bodzcem awersyjnym, czyli dmuchnig¢ciem spr¢zonego powietrza w nos. Zwierz¢ta zostaty
usmiercone po uptywie 1,5 - 2 godz. od pierwszego kontaktu z bodzcem awersyjnym, a ich
mozgi zostaly zachowane do przeprowadzania barwienia immunofluorescencyjnego

w kierunku c-Fos (patrz Immunodetekcja biatka c-Fos, czes¢ 3.3.3)
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3.2.4 Trening apetytywny w klatce domowej - pomiary pobudliwos$ci neuronalnej

W celu sprawdzenia wplywu treningu apetytywnego na pobudliwos¢ neurondéw
przeprowadzono doswiadczenie behawioralne z bodzcem apetytywnym w postaci 10%
sacharozy. Schemat doswiadczenia zostal przedstawiony na Rycinie 7. Myszy trzymano
parami w klatkach domowych w cyklu 12 godz. §wiatta/12 godz. ciemnosci. Zwierzeta
otrzymywaty pokarm i wode ad libitum. Aby zwigkszy¢ motywacje¢ do poszukiwania 10%
roztworu sacharozy przez kolejne 3 dni, myszy czasowo pozbawiono wody. Zwierz¢ta mialy
dostep do picia tylko przez 2 godziny dziennie, codziennie o tej samej porze fazy aktywne;j.
W grupie apetytywnej myszy dostawaty wode z 10% sacharoza, podczas gdy w grupie
kontrolnej myszom podawano wod¢. Po ostatniej sesji picia 10% sacharozy butelki
zastgpiono woda. Myszy usmiercono okoto 24 godzin po ostatnim kontakcie z roztworem

sacharozy, a ich mézgi pobrano do analiz elektrofizjologicznych.

10% 10% 10%
. sacharoza sacharoza sacharoza
[
S,
> o
" adaptacja ' deprywacja deprywacja  deprywacja  dostgp do wody ' .
2d 22 h 22 h 22 h 18h elektrofizjologia

Rycina 7. Schemat treningu apetytywnego przeprowadzonego w klatce domowej z
wykorzystaniem myszy SST-Ail4. Trening polegal na podawaniu zwierzetom 10%
roztworu sacharozy przez 3 kolejne dni o tej samej porze, po uprzedniej deprywacji.
Zwierzeta z grupy kontrolnej zamiast roztworu 10% sacharozy mialy podawang wode. Mézgi
zwierzat poddanych treningowi zostaly wykorzystane do przeprowadzenia analiz
elektrofizjologicznych.
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3.3 Doswiadczenia laboratoryjne

3.3.1 Przygotowanie mozgéw do znakowania immunofluorescencyjnego

Po zakonczeniu do§wiadczen behawioralnych (opis zastosowanych treningéw patrz
punkt: 3.2.2 i 3.2.3) myszy zostaly poddane anestezji wziewnej przy uzyciu izofluranu
(Aerrane, Baxter) i eutanazji za pomocg pentobarbitalu sodu w dawce 100 mg/kg masy ciata
(Biowet, nazwa handlowa: Morbital®). Nastepnie myszy poddano perfuzji przezsercowej,
poprzez umieszczenie w lewej komorze serca igly z obcigtym koncem i rozcigciem prawego
przedsionka. Procedura rozpoczynata si¢ od wypompowania z krwioobiegu krwi poprzez
przepuszczenie przezen okoto 50 ml zbuforowanego roztworu 0,01 M PBS (ang. phosphate
buffered saline, Thermo Fisher Scientific). Epitopy utrwalono za pomoca okoto 50 ml 4%
roztworu paraformaldehydu rozpuszczonego w 0,01 M PBS, pH=7.4 (PFA, Sigma-Aldrich).
Po zakonczeniu perfuzji mézgi wypreparowano, a nast¢pnie umieszczono w pojemnikach
wypetnionych roztworem 4% PFA i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C w celu

wzmocnienia utrwalenia.

3.3.2 Przygotowanie skrawkow mozgow

Po catonocnej inkubacji w 4% PFA, utrwalone mozgi przeplukano 3 razy roztworem
0,01 M PBS. Mozgi skrojono na skrawki przy uzyciu wibratomu (Leica VT1000S) celem ich
przygotowania do oznaczen immunofluorescencyjnych,. Utrwalong tkanke przyklejono do
stolika wibratomu. Komore¢ do krojenia wypetniono schtodzonym (4°C) roztworem 0,01 M
PBS i oblozono z zewnatrz lodem. Nastegpnie wibrujgcym ostrzem mozgi ci¢to w ptaszczyznie
czotowej na skrawki o grubosci 40 pm. Skrawki wykorzystywane do dalszych oznaczen
umieszczano w szalkach 24-dotkowych wypetnionych 0,01 M PBS i przechowywano
w temperaturze 4°C. Przed rozpoczeciem dalszych procedur skrawki przechowywano

w lodéwce w roztworze 0,01 M PBS z dodatkiem 0,02% azydku sodu (NaN3).
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3.3.3 Immunodetekcja biatka c-Fos w skrawkach moézgu

W celu wytypowania neuronéw, w ktérych dochodzi do zmian plastycznych
w odpowiedzi na bodzce apetytywne 1 awersyjne przeprowadzono znakowanie
immunofluorescencyjne c-Fos. Wybrane skrawki przelozono do szalki 12-dotkowe;,
po 3 skrawki na kazdy dotek. Do kazdego dotka dodano 500 ul PBS i plukano przez 5 min
w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce laboratoryjnej. Nastepnie odciagnigto PBS
i dodano 500 pl buforu do permeabilizacji bton komérkowych (0,25% TritonX-100/PBS)
iinkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej na wytrzasarce laboratoryjne;j.
Permeabilizacja ma na celu rozluznienie struktury btony komérkowej, umozliwiajac przez to
wnikanie przeciwcial w glab komérek. W dalszej kolejnosci roztwér do permeabilizacji zostat
odciagniety i skrawki przeptukano PBS. Kolejnym krokiem byto dodanie buforu blokujacego,
ktéry zmniejsza sygnat tla wynikajacy z niespecyficznego wigzania si¢ przeciwciat
drugorzedowych. W tym celu skrawki poddano 3 godzinnej inkubacji z buforem blokujacym
(3% BSA/0,1% TritonX-100/PBS) w temperaturze pokojowej, zawierajagcym biatko albuminy
surowicy bydlecej. Po skonczonej inkubacji bufor blokujacy odciggni¢to i dodano 300 ul
roztworu z przeciwcialem pierwszorzgdowym anty c-Fos (Synaptic System, nr. kat: 226004)
rozcienczonym w stosunku 1:1000, w 10x rozcienczonym buforze do blokowania (0,3% BSA
/0,1% TritonX-100/PBS). Inkubacj¢ z przeciwcialem pierwszorzedowym przeprowadzono
w temperaturze 4°C, na wytrzasarce kotyskowej przez noc (16-18 godzin). Nastgpnego dnia
nadmiar niezwigzanego przeciwciata pierwszorzedowego usuni¢to poprzez trzykrotne, 10
minutowe ptukanie skrawkéw w 0,01 M PBS na wytrzgsarce laboratoryjnej, w temperaturze
pokojowej. W dalszej kolejnosci, skrawki inkubowano z przeciwcialem drugorzedowym
w roztworze 0,3% BSA/PBS, przez dwie godziny, w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce
laboratoryjnej. Po zakonczeniu inkubacji skrawki przeptukano trzykrotnie po 10 minut
w 0,01 M PBS oraz natozono na adhezyjne mikroskopowe szkietka podstawowe pokryte
polilizyng (Menzel-Gléser, nr katalogowy: J2800AMNZ; nazwa handlowa: Polysine®).
Nastepnie skrawki zostaly wysuszone i zatopione w plynnym medium do zamykania
preparatéw, zawierajagcym fluorescencyjny barwnik jader komérkowych DAPI (4°,6-
diamidyno-2-fenyloindol) (Fluoromount-G™ Mounting Medium, with DAPI, Invitrogen™,
numer katalogowy: 00-4959-52) 1 przykryte szkietkiem nakrywkowym. Tak przygotowane

preparaty zostaty pozostawione w ciemnosci do wyschnigecia przez noc.
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3.3.4 Obrazowanie w mikroskopie konfokalnym

Wszystkie preparaty skrawkéw moézgéw byly obrazowane za pomoca mikroskopu
konfokalnego z wirujacym dyskiem (Zeiss Spinning Disk). Mikroskopia konfokalna jest
odmiang mikroskopii fluorescencyjnej. Jej zaletg jest zastosowanie przestony konfokalnej
u wejscia do detektora, ktéra odcina §wiatto pochodzace spoza miejsca ogniskowania, dzieki
czemu uzyskujemy wzrost stosunku sygnatu do szumu. W konsekwencji otrzymujemy obraz
z wiekszym kontrastem 1 lepsza rozdzielczoscia, zwlaszcza w osi Z, co ulatwia pdzniejsza
interpretacje obrazu. Obszary obejmujgce wybrane regiony mézgu obrazowano za pomocg
suchego obiektywu z 20x powigkszeniem (Plan Apochromat 20x, NA=0.8, WD=0.55). Obraz
zbierano w osi Z na glebokos¢ okoto 30 um w glab skrawka, zaczynajac od jego powierzchni.
Zdjecia zbierano jako seri¢ pojedynczych zdje¢ w osi Z, z zachowaniem odst¢pu miedzy
zdjeciami réwnemu 2 um. Sygnal wzbudzano laserami o dlugosci fali odpowiedniej dla
uzytego znacznika fluorescencyjnego. Analiz¢ obrazéw przeprowadzono za pomocg

programu opartego na oprogramowaniu Java - ImageJ (Schneider i in., 2012).

3.3.5 Przygotowanie mézgow do oczyszczania optycznego metoda iDISCO+

Oczyszczanie optyczne moézgéw prowadzono zgodnie z ustalonym protokotem
(Renier i in., 2014). Po wyjeciu z 4% PFA, moézgi przeptukano 3 razy po 15 min w 0,01 M
PBS oraz przecieto na pétkule. Nastgpnie cale poétkule moézgowe odwadniano
we wzrastajagcym szeregu st¢zen metanol/woda, kolejno: 20, 40, 60, 80 i 100%, po 1 godz.
w kazdym stezeniu, w temperaturze pokojowej. Nastepnie probki inkubowano przez 1 godz.
w 100% metanolu w temperaturze pokojowej, po czym je schtodzono do 4°C. W kolejnym
kroku, probki inkubowano przez cala noc z wytrzgsaniem, w mieszaninie 66%
dichlorometan/33% metanol, w temperaturze pokojowej. Nastepnie zostaly dwukrotnie
przeptukane w 100% metanolu w temperaturze pokojowej i inkubowane w $wiezo
przygotowanym, schtodzonym 5% nadtlenku wodoru w metanolu (1:5, v/v), przez noc w 4°C.
Po zakonczeniu inkubacji mézgi ponownie nawodniono przy uzyciu malejacego szeregu
stezen metanol/woda, kolejno: 80, 60, 40 1 20%. Prébki inkubowano w kazdym stezeniu przez
1 godz., w temperaturze pokojowej. Resztki metanolu z mézgéw wyplukano za pomoca

0,01 M PBS (1 h, temperatura pokojowa). Ostatnim krokiem przygotowania tkanki mézgowe;j
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bylo dwukrotne przeptukanie prébek w buforze PTx.2 (0,2% TritonX-100/PBS), przez
1 godz. kazde, w temperaturze pokojowej. Tak przygotowane pdtkule mézgowe poddano
dalszym etapom, mianowicie znakowaniu immunofluorescencyjnemu 1 oczyszczaniu

optycznemu.

3.3.6 Immunodetekcja c-Fos w pétkulach mézgowych

Pétkule moézgowe przetozono do szczelnie zamykanych 5 ml probéwek typu
Eppenderof. Wszystkie dalsze kroki wykonywano tak aby zapobiec oksydacji probek, ktéra
wplywa niekorzystnie na oczyszczanie tkanki. Pierwszym etapem znakowania
immunofluorescencyjnego byta inkubacja w buforze do permeabilizacji. Prébki inkubowano
przez dwa dni na kolysce rotacyjnej w temperaturze 37°C. W dalszej kolejnosci mozgi
inkubowano w buforze blokujagcym na wytrzasarce rotacyjnej, w cieplarce, w temperaturze
37°C, przez trzy dni. Nastgpnie do mézgéw dodano roztwor zawierajacy przeciwciato
pierwszorzedowe skierowane przeciwko c-Fos (1:500, Synaptic Systems, nr.kat: 226004)
i inkubowano przez 7 dni na wytrzgsarce rotacyjnej, w cieplarce, w temperaturze 37°C.
Po uptywie tego czasu prébki wyptukano 5-krotnie w buforze do ptukania PTwH, po 1 godz.
na kazde plukanie, na kolysce rotacyjnej w temperaturze pokojowej. W dalszej czesci
doswiadczenia do probek dodano przeciwcialo drugorzedowe, uprzednio zwirowane
w wiréwce (20000 g, 10 min), a nast¢gpnie rozpuszczone w buforze (PTwH/3% surowica
osla) z dodatkiem 120 pg witaminy C. Mdézgi ponownie inkubowano przez tydzien na
wytrzgsarce rotacyjnej, w temperaturze 37°C. Po inkubacji z przeciwcialem drugorzedowym
mozgi wyplukano 5-krotnie w buforze do ptukania PTwH, po 1 godz. na kazde ptukanie, na
wytrzgsarce rotacyjnej w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu procedury znakowania

immunofluorescencyjnego mézgi byty gotowe do dalszych etapéw oczyszczania optycznego.
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3.3.6 Oczyszczanie optyczne potkul mézgowych

Procedur¢ przeprowadzono zgodnie z protokolem opracowanym przez (Renier i in.,
2014). Po znakowaniu immunofluorescencyjnym mézgi odwadniano we wzrastajacym
szeregu stezen metanol/woda, kolejno: 20, 40, 60, 80, oraz 2-krotnie w 100%, po 1 godz.
W kazdym stezeniu, na kotysce rotacyjnej i temperaturze pokojowej i pozostawiono na noc
w 100% metanolu. Nastepnego dnia inkubowano je przez 3 godz. w mieszaninie 66% DCM /
33% metanol w temperaturze pokojowej, z wytrzasaniem. Nastepnie, aby doktadnie usungé
resztki metanolu, powyzszg mieszaning zastgpiono 100% DCM w ktérym prébki ptukano
2-krotnie po 15 minut, z wytrzasaniem. Ostatecznie mozgi plukano w eterze dibenzylu, bez
wytrzgsania i przechowywano w temperaturze pokojowej. W tym etapie szczegdlng uwage
poswigcono catkowitemu wypetnieniu probéwki eterem dibenzylu, tak aby wyeliminowaé
dostep powietrza i zapobiec utlenianiu prébki. Po tej procedurze mézgi byly przezroczyste

1 gotowe do obrazowania w mikroskopie opartym na arkuszu swiatta (Ryc. 8).

B

Rycina 8. Pétkule mézgowe oczyszczone metodg iDISCO+. A) Pétkula mézgowa przed
procedurg oczyszczania B) Przezroczysta pétkula mézgowa po zastosowanej procedurze
oczyszczania optycznego metoda iDISCO+ .

3.3.7 Obrazowanie mézgéw w mikroskopie opartym na arkuszu §wiatla

Oczyszczone optycznie mozgi obrazowane byly w mikroskopie opartym na arkuszu
swiatta LSFM minimum 24 godziny po zakonczeniu procedury oczyszczania iDISCO+.

Mikroskop arkusza $wiatta uzyty do obrazowania mézgéw zostal zaprojektowany
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i samodzielnie skonstruowany przez dr Monike¢ Pawlowska z Pracowni Neurobiologii
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk
w Warszawie (Stefaniuk 1 in. 2016, Ryc. 9). Dla kazdego moézgu zbierano sygnat
fluorescencyjny z dwoch kanatéw: sygnat pochodzacy z wyznakowanych jader komérkowych
wykazujacych ekspresje c-Fos, wzbudzany falg o dtugosci 638 nm oraz autofluorescencje tta
tkanki wzbudzang falg o dlugosci 488 nm. Sygnal pochodzacy z autofluorescencji tta zostat
nastgpnie wykorzystany do dopasowania obrazéw moézgu do atlasu anatomicznego.
Mikroskop zostal wyposazony w obiektyw immersyjny 4%, NA=0,3 skorygowany
na wspétczynniki zatamania do 1,6 (LaVision Biotec LVMI-Fluor 4x/0,3) oraz kamer¢
sCMOS o rozdzielczosci 2048x2048 pikseli (Hamamatsu Orca 4), co odpowiada wielko$ci
piksela 1,45 x 1,45 pym. Pétkule mézgowe obrazowano zachowujac interwat 4 um pomiedzy
kolejnymi zdjeciami w przypadku kanatu dla sygnatu biatka c-Fos oraz 10 um dla sygnatu

z tla.

> 3 . e o & o e b N '{’i - -
Rycina 9. Mikroskop LSFM zaprojektowany i skonstruowany przez dr Monike
Pawlowska w Pracowni Neurobiologii Instytutu Nenckiego A) Konstrukcja optyczna
mikroskopu LSFM B) Komora do obrazowania preparatow z dwoma obiektywami
(o$wietlajacym i zbierajacym fluorescencje).

3.3.8 Analiza obrazéw uzyskanych w mikroskopie LSFM

Nastgpnym etapem byta identyfikacja miejsc wysokiej aktywnosci komoérkowej
(tzw. hotspot) w moézgu zachodzacej w odpowiedzi na zadany bodziec. Dane pochodzace
z mikroskopu opartego na arkuszu $wiatla to seria kilkuset pojedynczych zdje¢ w formacie

TIFF, zrobionych dla kazdego obrazowanego kanalu. Otrzymane zdjecia zapisywano
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w formacie kompozycji zdje¢ (ang. tiles). Rozdzielczo$¢ poszczegélnych kompozycji
odpowiadata natywnej rozdzielczosci kamery 2048x2048, w skali 1,45 pm/pixel. Zachowujac
interwal 4 pm uzyskano okoto 500 obrazéw odpowiadajacych kolejnym warstwom preparatu.
Analize zdje¢ pochodzacych z catych pétkuli mézgu przeprowadzono etapowo (Ryc.10).
W pierwszej kolejnosci dane zostaly przetworzone w celu polaczenia pojedynczych obrazéw
1 warstw w jeden obraz. W tym celu uzyto wtyczki Big Stitcher (Horl 1 in., 2019) w programie
Fiji (Ryc.10A). Dodatkowo w tym samym programie wykorzystano wtyczke BaSiC, ktéra
pozwolita na skorygowanie efektu winietowania (zaciemnienia granicy obrazu), ktory
pojawia si¢ w efekcie laczenia ze sobg poszczegdlnych zdje¢ (Ryc. 10B). Nast¢pnie za
pomoca algorytmu VSNR (Escande i in., 2017) usuni¢te zostaly artefakty zwigzane
z miejscowg absorbcja lub rozproszeniem sygnatu (Ryc. 10C). Przy wspétpracy z cztonkami
Laboratorium Neuroinfomatyki Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
w Warszawie opracowano dedykowany, kilkuetapowy proces obliczeniowy, ktory zostat
zastosowany do wykrywania jader komodrkowych wykazujacych ekspresje c-Fos.
Zastosowanie tego algorytmu pozwolilo na odréznienie pozadanego sygnatu od artefaktow
obrazowania, a przez to na identyfikacj¢ i zliczenie komdrek aktywowanych zadanym
bodzcem w sposéb powtarzalny i zautomatyzowany. W ostatnim etapie, obrazy uzyskane dla
tta preparatu zostaly dopasowane do atlasu anatomicznego mézgu myszy (Ryc. 10D). Aby
przeprowadzi¢ automatyczng segmentacje anatomicznych struktur mézgu na obrazie kanatu
autofluorescencji wykorzystano wyszkolong dwuwymiarowa gteboka sie¢ neuronowa
(DCNN) opartg na architekturze UNet. Zbiory danych wykorzystane do wyszkolenia sieci
DCNN zostaly utworzone poprzez r¢czne anotowanie obrazéw w trzech plaszczyznach

kardynalnych (koronalnej, strzalkowej 1 horyzontalnej) przy uzyciu oprogramowania

ITKSnap v.3.8.0 http://www.itksnap.org. Wyszkolona sie¢ DCNN pozwolita na automatyczng
identyfikacje zarysu moézgu, a takze gléwnych traktéw istoty biatej, zakretu zebatego
i charakterystycznych czgsci mézdzku. Nastgpnie na posegmentowane obrazy z kanatu
autofluorescencji nalozono zdjecia uzyskane dla sygnalu pochodzacego od wyznakowanego
biatka c-Fos. Dzigki temu uzyskano precyzyjnag mape, ukazujacg rozmieszczenie komorek

wykazujacych obecno$¢ c-Fos w poszczegdlnych strukturach mézgu.
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Tworzenie obrazu 3D

Sktadanie

pola

Korekcja ptaskiego

Usuwanie
artefaktow

Detekcja sygnatu

D Autofluorescencja c-Fos

Dopasowywanie
do atlasu mdézgu

Atlas mézgu

Rycina 10. Etapy obrébki obrazéw w celu uzyskania tréjwymiarowych map aktywacji c-
Fos w mézgu. A) Zdje¢cia pochodzace z mikroskopu LSFM to seria kilkuset pojedynczych
zdje¢. Dzigki zastosowaniu wtyczki BigStitcher zdjecia zostaly dopasowane i ztozone w jeden
obraz. B) Za pomoca wtyczki BaSiC wykonano korekcj¢ zaciemnionych krawedzi obrazu.
C) Artefakty zwiazane z miejscowa absorbcja lub rozproszeniem sygnatu zostaty usunigte za
pomoca algorytmu VSNR. D) Obrazy uzyskane dla tta preparatu zostaly dopasowane do
atlasu anatomicznego mézgu myszy. Nast¢pnie natozono na nie zdje¢cia uzyskane dla sygnatu
pochodzacego od wyznakowanego biatka c-Fos. W ten sposéb otrzymano tréjwymiarowg
mape, ukazujacg rozmieszczenie komoérek wykazujacych obecno$¢ c-Fos w poszczegdlnych
strukturach mézgu.
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3.3.9 Badanie wystepowania bialka c-Fos w komérkach SST, PV oraz VIP

W celu okreslenia typu komoérek srodkowego ciala migdatowatego potencjalnie
zaangazowanych w proces uczenia si¢ zdarzen nacechowanych pozytywnie, przeprowadzono
eksperyment, w ktérym zbadano wspétwystepowanie komoérek wykazujacych ekspresje
biatka c-Fos z r6znymi populacjami komorek ciata migdatlowatego. W badaniu wykorzystano
transgeniczne myszy posiadajace gen kodujacy biatko czerwonej fluorescencji tdTomato
w neuronach wykazujacych obecnos¢ somatosatytyny, parwalbuminy oraz
naczynioruchowego polipetydu jelitowego (SST-Ail4, PV-Ail4 i1 VIP-Ail4). Ekspresje
biatka c-Fos badano po treningu preferencji miejsca w klatce IntelliCage (patrz Materialy
i Metody, punkt 3.2.2). W tym celu myszy zostaty usmiercone, a mézgi utrwalono i pocigto
na skrawki o grubosci 40 um przy uzyciu wibratomu (Leica VT1000S). Skrawki m6zgéw
obejmujace region ciala migdatowatego, zostaly poddane znakowaniu
immunofluorescencyjnemu przeciwko epitopom biatka c-Fos, wedlug protokotu opisanego
w punkcie 3.3.3. Nastgpnie preparaty zostaly zobrazowane przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego (Zeiss Cell Observer SD Spinning Disk Confocal Microscope). Zdjgcia
wykonywano w dwoch kanatach: fala wzbudzenia 555 nm dla tdTomato w celu identyfikacji
komérek SST, PV, VIP oraz fala 488 nm w celu zobrazowania wyznakowanego
fluorescencyjnie biatka c-Fos. Obszary obejmujace srodkowe cialo migdatowate obrazowano
za pomoca suchego obiektywu z 20x powiekszeniem. Obraz zbierano w osi Z na glebokos¢
okoto 30 uym w glagb skrawka, zaczynajac od jego powierzchni, z interwalem 2 pm.
Wystepowanie komorek c-Fos pozytywnych w neuronach hamujacych liczono manualnie

z pomocg programu ImagelJ.

3.3.10 Badanie pobudliwos$ci neuronéw SST+ srodkowego ciala migdatowatego metoda

whole-cell patch clamp

W celu zbadania zmian aktywno$ci neuronalnej interneuronéw srodkowego ciata
migdalowatego po warunkowaniu apetytywnym, przy wspotpracy z mgr. inz. Dominikiem
Kanigowskim z Pracowni Elektrofizjologii, Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, przeprowadzono analizy elektrofizjolo-

giczne interneuronéw wykazujacych obecnos$¢ somatostatyny.
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3.3.11 Przygotowanie przyzyciowych skrawkéw mozgow

Osiemnascie godzin po zakonczeniu behawioralnej czesci eksperymentow, myszy
poddano anestezji wziewnej za pomoca izofluranu (Aerrane, Baxter) i dekapitowano.
Nastgpnie moézgi wypreparowano na lodzie i poci¢to na skrawki w ptaszczyznie czotowe;j
przy uzyciu wibratomu Leica VT1200s w temperaturze 4°C w sztucznym plynie mézgowo-
rdzeniowym (ACSF) o nastepujacym sktadzie: 119 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 2 mM MgSOy,
2 mM CaCl,, 1,25 mM NaHoPOs, 26 mM NaHCO3, 10 mM D-glukoza, zréwnowazonym
mieszaning gazéw O / CO; w stosunku objetosciowym 95/5 %. Pobierano skrawki przekroju
czotowego (koronalne) o grubosci 250 pum obejmujace cialo migdatowate. Schemat

doswiadczenia przedstawiono na Rycinie 11.
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Rycina 11. Schemat doswiadczenia elektrofizjologicznego. A) Wypreparowany mézg ciety
w plaszczyznie czotowej (koronalnej) na skrawki o grubosci 250 um, obejmujace obszar CeA
B) Inkubacja przyzyciowych skrawkéw w sztucznym ptynie mézgowo rdzeniowym ACSF
C) Elektroda rejestrujaca komorki somatostatynowe umieszczona w obszarze CeL
D) Elektroda rejestrujgca komoérki somatostatynowe umieszczona w obszarze CeM.

Po 1-2 godz. regeneracji, pojedynczy skrawek moézgu przeniesiono z komory

inkubacyjnej do komory rejestrujacej, gdzie byt poddawany ciagtej perfuzji roztworem ACSF

42



w temperaturze pokojowej. Rejestracje elektrofizjologiczng przeprowadzono z komorek
hamujacych wykazujacych obecno$¢ SST, zlokalizowanych w regionach CeL lub CeM.
Komoérki SST zidentyfikowano na podstawie obecnosci tdTomato wyrazanego w sposob
zalezny od CRE. Rejestracji dokonano za pomocg elektrod ze szkta borokrzemianowego
(o rezystancji 5-8 MQ) wypelnionych roztworem sktadajagcym si¢ z: 125 mM glukonianu
potasu, 2 mM KCI, 10 mM HEPES, 0,5 mM EGTA, 4 mM MgATP i 0,3 mM NaGTP, przy
pH 7,2, 290 mM mOsm. Dane elektrofizjologiczne zebrano za pomoca wzmacniacza
MultiClamp 700B (Molecular Device) oraz interfejsu Axon Digidata 1550B (Molecular
Devices, USA). Dane zostaly przefiltrowane przy czestotliwosci 3 kHz, a nastepnie
przetworzone na sygnal cyfrowy z czestotliwoscia 20 kHz oraz zebrane za pomoca
oprogramowania pCLAMP v. 10.07 (Molecular Device). Rezystancja wejSciowa, pojemnos¢
neuronéw 1 rezystancja dostgpu byly monitorowane automatycznie. Rejestrowano dwa
parametry aktywnos$ci spoczynkowej neuronéw hamujacych: czestotliwo$¢ spoczynkowa

wytadowan oraz potencjat spoczynkowy blony.
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4. Wyniki

4.1 Trening apetytywny w klatce IntelliCage

Aby przeprowadzi¢ mapowanie profilu ekspresji biatka c-Fos jako markera
aktywnosci/plastycznosci neuronalnej moézgu, wystepujgcej podczas uczenia si¢ zdarzen
pozytywnych, w pierwsze] kolejnosci przeprowadzono doswiadczenia behawioralne.
W badaniach wykorzystano mysi model uczenia apetytywnego w zautomatyzowanym
systemie klatek IntelliCage. Trening polegal na wyksztalceniu przez zwierzeta preferencji
miejsca do rogu, w ktérym jako bodziec pozytywny zastosowano roztwor 10% sacharozy
(Ryc.12 A-B). Rycina 12 A przedstawia schemat klatki Intellicage obrazujacy rozmieszczenie
butelek z wodg oraz z 10% sacharoza podczas treningu apetytywnego. Rycina 12 B ukazuje

widok od $rodka rogu klatki w ktérym zastosowano nagrode.

Klatka IntelliCage

Rycina 12. Schemat Kklatki IntelliCage podczas treningu apetytywnego. A) Klatka
IntelliCage — widok od goéry. Na niebiesko zaznaczono butelki zawierajace wodg, a na
pomaranczowo butelki z roztworem 10% sacharozy. B) Schemat budowy rogu
doswiadczalnego, w ktérym jako bodziec apetytywny zastosowano roztwor 10% sacharozy —
widok od srodka klatki.

Trening przeprowadzono wedtug ustalonego wczesniej protokotu (Knapska i in.,
2006) (Ryc.13 A). Sesja doswiadczalna rozpoczynata si¢ od 2 dni adaptacji do klatki. W tym

okresie myszy swobodnie eksplorowaty klatke, drzwiczki prowadzace do butelek byty
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otwarte, a zwierz¢ta miaty nieograniczony dostep do wody. Nastgpnie drzwiczki zostaly
zamknigte 1 otwieraly si¢ po wykonaniu nosepoke w strong otworu prowadzacego do butelek.
W kolejnym etapie do$wiadczenia, aby zwigkszy¢ motywacje zwierzat do poszukiwania
wody, dostep do butelek zostal czasowo ograniczony. Przez kolejne 3 dni zwierzeta
codziennie o tej samej porze miaty dostep do wody przez 2 godz. dziennie. Po 2 godzinne;j
sesji picia drzwiczki prowadzace do butelek byty zablokowane. W trakcie ostatniej sesji picia
wody dla kazdego zwierzecia zostal wybrany rég z najmniejsza liczbg wizyt (r6g najmniej
preferowany). Ostatniego dnia treningu po 22 godzinnej deprywacji wodnej do rogu najmnie;j
preferowanego zostaty wiozone butelki z roztworem 10% sacharozy (bodziec apetytywny).
Grupa zwierzat kontrolnych we wszystkich rogach, zamiast roztworu 10% sacharozy, miata
podang wode¢. Analizowano nabywanie umiejetnosci wyksztatcania preferencji miejsca do
butelek z 10% sacharozg znajdujacych si¢ w najrzadziej uczeszczanym rogu klatki. Dane
dotyczace aktywnos$ci zwierzat przedstawiono jako liczbe wizyt oraz nosepoke w wybranym
rogu w stosunku do sumy wizyt i nosepoke we wszystkich rogach.

Proces uczenia przedstawiono jako procent wykonanych wizyt oraz nosepoke
w wybranym rogu w sesji poprzedzajacej dzien testowy i w trakcie wykonywania testu
apetytywnego. Wyniki przedstawiono na Rycinie 13 B-C. Na Rycinie 13 B widoczny jest
wzrost liczby wizyt do rogu, w ktérym umieszczono roztwér 10% sacharozy. Rozklad
normalny uzyskanych danych zostal zachowany, a niesparowany dwustronny test t-Studenta
wykazal istotne zmiany pomiedzy grupami (F(5,5)=23,52, p=0,0035, n=6). Na Rycinie 13 C
pokazano wzrost liczby nosepoke w celu uzyskania dostepu do butelki w rogu z 10%
sacharozg. Rozktad normalny uzyskanych danych zostat zachowany, a niesparowany
dwustronny test t-Studenta wykazal istotne zmiany pomigdzy grupami (F(5,5)=5,350,
p=0,0403, n=6). Wyniki te wskazujg na to, ze myszy wyksztalcity preferencje miejsca o czym
$wiadczy zaréwno wzrost liczby wizyt, jak i nosepoke w kierunku rogu z 10% sacharozg.
Po skonczonej sesji treningowej mozgi myszy zostaly wyizolowane i1 wykorzystane do

oznaczen immunofluorescencyjnych c-Fos.
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Rycina 13. Uczenie apetytywne w klatce IntelliCage. A) Schemat treningu apetytywnego:
doswiadczenie rozpoczynato si¢ od 48 godz. adaptacji do klatki z nielimitowanym dostepem
do wody we wszystkich rogach. Nastepnie przez kolejne 48 godz. dostep do wody nastepowat
po wykonaniu nosepoke. Kolejnym etapem byla okresowa deprywacja. Dostgp do wody
ograniczony byl do 2 godz. dziennie o stalej porze. Ostatni etap doswiadczenia to
warunkowanie apetytywne, podczas ktérego butelki w rogu najmniej uczeszczanym zostaty
wymienione na butelki z roztworem 10% sacharozy. Po uptywie 90-120 min. od napicia si¢
roztworu 10% sacharozy myszy zostaly u$miercone, a ich mézgi zachowane do dalszych
analiz. B) Preferencja rogéw zostala wyrazona jako procent wizyt wykonanych do rogu
najmniej uczeszczanego przed i po otrzymaniu w tym rogu roztworu 10% sacharozy.
C) Preferencja rogu zostala wyrazona jako procent nosepoke skierowanych do otworéw
prowadzacych do butelek z wodg i po wymienieniu ich zawarto$ci na roztwor 10% sacharozy.
Zaréwno na wykresie C jak i D dane przedstawiono jako warto$¢ srednia + btad standardowy,
zastosowano niesparowany dwustronny test t-Studenta. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
(grupa kontrolna, n=6, grupa apetytywna, n=6).
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4.3 Mapowanie ekspresji c-Fos wywolanej treningiem apetytywnym

W celu przygotowania mapy wszystkich struktur odpowiadajacych na bodziec
apetytywny w uczeniu, przeprowadzono analiz¢ wystgpowania biatka c-Fos w mdzgach
zwierzat po treningu behawioralnym (Ryc. 14). Doswiadczenie rozpoczynato si¢ od
przeprowadzenia warunkowania apetytywnego w klatce Intellicage wg. protokotu treningu
preferencji miejsca opisanego w punkcie 3.3.3. Po skonczonej procedurze behawioralnej
zwierzeta zostaly u$miercone, a ich mézgi wyizolowane i1 utrwalone. Odpowiednio
przygotowane tkanki moézgowe zostaly poddane procedurze oczyszczania optycznego
z wykorzystaniem techniki iDISCO+ (Renier i in., 2014, 2016) oraz znakowaniu
immunofluorescencyjnemu c-Fos. Dzigki zastosowaniu techniki iDISCO+ uzyskano
preparaty mézgowe charakteryzujace si¢ wysokim poziomem przezroczystosci, co umozliwia
obrazowanie moézgu w calo$ci bez koniecznosci przygotowania cienkich preparatow
mikroskopowych. Dzigki mozliwosci polaczenia metody oczyszczania iDISCO+ z metoda
immunodetekcji w badanych moézgach zostalo wyznakowane biatko c-Fos. Przygotowane
preparaty zostaly zobrazowane w mikroskopie opartym na arkuszu $wiatta (Pawlowska,
Stefaniuk, i Legutko, 2019). Dla kazdego mézgu zebrano obrazy w dwdch kanatach - c-Fos
i autofluorescencji, ktéry to kanatl zostat w pézniejszym etapie wykorzystany do dopasowania

sygnatu c-Fos do atlasu anatomicznego moézgu.
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Rycina 14. Schemat doswiadczenia mapowania ekspresji c-Fos w moézgu po treningu
apetytywnym. Myszy szczepu C57BL6 zostaly poddane treningowi preferencji miejsca do 10%
sacharozy w klatce Intellicage. Grupa kontrolna zamiast roztworu 10% sacharozy miata dostep do
wody. W czasie 90-120 minut po rozpoczeciu testu myszy zostaly uSmiercone ipoddane perfuzji,
aich mozgi oczyszczono optycznie metoda iDISCO+.W celu wyznaczenia regiondw mozgu
aktywowanych treningiem przeprowadzono znakowanie immunofluorescencyjne c-Fos.
Tak przygotowane mézgi zostaty obrazowane w mikroskopie opartym na arkuszu $wiatta (LSFM),
w dwdch kanatach: 647 nm — dla komorek c-Fos+ oraz 488 nm — dla autofluorescenc;ji.
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W wyniku obrazowania otrzymano grup¢ pojedynczych serii zdje¢ pokrywajacych caty
obszar mézgu. Po usunigciu artefaktow zwigzanych z obrazowaniem (patrz Materialty
1 Metody, cze$¢ 3.3.7), serie zdje¢ zostaly ze soba polaczone w formie mozaiki, ktéra

pokrywata obszarem powierzchnig¢ catej pétkuli w trzech wymiarach (Ryc.15).

Rycina 15. Efekt segmentacji obrazu i rekonstrukcja mézgu 3D. A-C) Schemat
przedstawia zobrazowany moézg, pochodzacy od zwierzecia biorgcego udziat w
doswiadczeniu. Na obraz nalozono maske pozwalajaca na identyfikacje anatomiczna
poszczegdlnych struktur mézgowych. Widok w réznych ptaszczyznach: horyzontalna A),
strzatkowa B), czolowa C). D) Tréjwymiarowa rekonstrukcja mézgu przeprowadzona w
programie ITK-SNAP.

Dzigki dopasowaniu uzyskanych obrazéw do atlasu mézgu uzyskano precyzyjng
mape, ukazujagcg rozmieszczenie komodrek wykazujagcych obecno$¢ biatka c-Fos
w poszczegllnych strukturach (Ryc.16). Wszystkie zobrazowane moézgi pochodzace od
zwierzat grupy apetytywnej i kontrolnej zostaly zanalizowane w ten sam sposob. Dzigki temu
uzyskano poréwnywalne dane, ukazujace rozmieszczenie biatka c-Fos w wielu strukturach
anatomicznych jednocze$nie, dla obu badanych grup . Ponadto zachowano integralno$¢ tkanki
oraz wyeliminowano btedy pochodzace z manualnego zaznaczania obszar6w struktur na
skrawkach mézgu. W wyniku analizy uzyskano profil ekspresji c-Fos wyrazony jako liczba

komorek c-Fos pozytywnych we wszystkich aktywnych strukturach mézgu.
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c-Fos Autofluorescencja Atlas mozgu

Rycina 16. Tworzenie mapy aktywnosci mézgu wywolanej treningiem apetytywnym.
Moézgi pochodzace od zwierzat poddanych treningowi preferencji miejsca zostaly
zobrazowane w mikroskopie LSFM w dwoch kanatach: c-Fos i autofluorescencji. Nast¢pnie
obrazy przedstawiajace autofluorescencj¢ preparatu zostaty dopasowane do atlasu moézgu.
Mape¢ aktywnosci uzyskano poprzez natozenie zdje¢ wykonanych w kanale ukazujagcym
ekspresje c-Fos na dopasowany do atlasu kanat autofluorescencji.

4.4 Ocena liczby komérek wykazujacych ekspresje biatka c-Fos w mézgach myszy

poddanych treningowi apetytywnemu

W kolejnych etapach skupiono si¢ na szczegdtowej analizie liczby komoérek, w ktérych
doszto do ekspresji c-Fos na skutek treningu behawioralnego. Analiza ta obejmowata
zaznaczenie jader komorkowych wykazujacych sygnat fluorescencyjny, pochodzacy
z wyznakowanego biatka c-Fos. Na rycinie 17 A przedstawiono przyktadowy obraz
mikroskopowy przedstawiajacy przekrdj strzatkowy moézgu z widocznymi komoérkami
pozytywnymi wzgledem c-Fos. Na rycinie 17 B pokazano catkowitg liczbe komérek c-Fos
pozytywnych dla mézgéw zwierzat nalezacych do grupy apetytywnej i kontrolnej. Catkowita
liczba komérek c-Fos pozytywnych byta wicksza w mézgach zwierzat poddanych treningowi
apetytywnemu, niz w mézgach pochodzacych od zwierzat kontrolnych. Analiza statystyczna
wykazala, ze otrzymane dane zachowuja rozktad normalny, a niesparowany dwustronny test
t-Studenta wykazat istotne zmiany pomiedzy poréwnywanymi grupami (niesparowany test t-
Studenta, p=0,0098). Oznacza to, ze w wyniku treningu apetytywnego nastgpil globalny
wzrost liczby komoérek c-Fos+ w mézgu. Wartosci zawarte na ponizszym wykresie zostaly

podane jako $rednia + blad standardowy.

50



2800000+ ¥k

2600000

2400000+

2200000+

20000004 E

1800000+ L

Liczba komorek c-Fos +

160000(

T L
woda  10% sacharoza

Rycina 17. Liczba komérek c-Fos w mézgach zwierzat po treningu apetytywnym A)
Przekr6j strzatkowy mézgu z widocznymi komérkami pozytywnymi wzgledem c-Fos. B)
Liczba komoérek c-Fos pozytywnych w moézgach zwierzat poddanych warunkowaniu
apetytywnemu (n=6) z uzyciem 10% sacharozy oraz zwierzat kontrolnych (n=4) pijacych
wode (niesparowany test t-Studenta, p=0,0098). Wartosci zawarte na wykresie zostaty podane
jako $rednia + btad standardowy. Skala: Imm.

Po okresleniu catkowitej liczby komoérek dodatnich wzgledem c-Fos przeprowadzono
analize ekspresji tego biatka w poszczegélnych strukturach mézgu. Bazujac na obrazach
mikroskopowych dopasowanych do atlasu anatomicznego mézgu myszy Allen Brain Atlas

(atlas.brain-map.org) zidentyfikowano okoto 790 struktur, sposréd ktérych 390 wykazywato

ekspresje biatka c-Fos. Analiza wykazatla, ze 195 struktur charakteryzowato si¢ zwigkszonym
poziomem ekspresji biatka c-Fos u zwierzat poddanych treningowi apetytywnemu w
poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (niesparowany test t-Studenta, p<0,05). Spis struktur
wykazujacych zwigkszong liczb¢ komorek c-Fos po uczeniu apetytywnym znajduje si¢ w

tabeli dotaczonej jako zatacznik do niniejszej pracy (Zatacznik 1).

W celu wytypowania struktur wykazujacych najwieksze réznice w liczbie komoérek
dodatnich wzgledem c-Fos miedzy badanymi grupami zwierzat przeprowadzono dodatkowg
analizg statystyczng, ktéra stuzy do identyfikowania i obrazowania zmian w obszernych
zestawach danych. Prowadzi ona do powstania wykresu punktowego (ang. volcano plot)
(Ryc. 18). Dzigki temu na jednym wykresie mozliwe jest zidentyfikowanie struktur, ktdre
miedzy badanymi grupami doswiadczalnymi wykazujg istotne statystycznie réznice przy
odpowiednio wysokiej skali. Aby wytypowac struktury wykazujgce najwigksze réznice w
poziomie ekspresji c-Fos migdzy poréwnywanymi grupami przyjeto nastgpujace warunki:

struktury wykazujagce rdéznice na poziomie istotnosci p<0,05 (-logl0(0.05) =1.3)
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i jednocze$nie struktury, ktére wykazuja co najmniej 2-krotng skale zmian (log(2) =0.7).
Rycina 18 przedstawia wizualizacje uzyskanych danych. Obrazuje ona struktury
uszeregowane ze wzgledu na réznice w liczbie komoérek wykazujacych ekspresje c-Fos
miedzy analizowanymi grupami zwierzat. Kolorem zielonym zaznaczono struktury, ktére
wykazywaly co najmniej 2-krotnie wigkszg liczbe komoérek pozytywnych wzgledem c-Fos
w grupie apetytywnej, niz w kontrolnej. Kolor czerwony to struktury posiadajgce co najmnie;j
2-krotnie mniejszg liczb¢ komérek wykazujacych ekspresje biatka c-Fos w grupie
apetytywnej niz w kontrolnej. Szare punkty to pozostate struktury, ktére nie spetnity jednego

lub obu warunkéw zatozonych w analizie.
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Rycina 18. Struktury wykazujace najwieksze zmiany w poziomie ekspresji c-Fos po
treningu apetytywnym. Wykres typu volcano plot przedstawia struktury réznigce si¢ migdzy
grupami zar6wno istotnoscig statystyczng (p<0,05), jak réwniez wielokrotno$cig zmian (AIl).
Dane zostaly przeanalizowane za pomocg jednokierunkowego, sparowanego testu t-Studenta.
Punkty reprezentujgce struktury moézgu pokolorowane sg zgodnie z przyjmowanymi
poziomami istotno$ci. Kolor zielony wskazuje na struktury w ktérych poziom ekspresji biatka
c-Fos po treningu apetytywnym byt najwyzszy (p < 0,05 i |AIl| >2). Na czerwono zaznaczono
struktury w ktérych poziom biatka c-Fos w grupie apetytywnej byl istotnie nizszy niz
w grupie kontrolnej. Punkty szare to struktury, ktére nie réznig si¢ znaczaco. Akronimy
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struktur mézgowych nadano zgodnie z atlasem moézgu Allen Brain Atlas. Kompletna lista
akroniméw stanowi zalacznik do pracy (zatacznik 2).

Struktury wykazujace najwigksze zmiany w poziomie ekspresji c-Fos posegregowano
wedlug regionéw anatomicznych mézgu. Na rycinie 19 A przedstawiono wzrost poziomu
ekspresji c-Fos dla 10 struktur bedacych czescig kory nowej. Rycina 19 B przedstawia wykaz
8 struktur aktywowanych treningiem apetytywnym nalezacych do srédmézgowia. Na Rycinie
19C widoczne jest 19 struktur wykazujacych wzrost liczby komoérek c-Fos pozytywnych.
Struktury te nalezg do jader wzgoérza zwigzanych z polimodalng korg asocjacyjng, natomiast
na rycinie 19 D przedstawiono wyniki dla 6 struktur nalezacych do jader wzgorza zwigzanych
z korg sensomotoryczng. Kolejno na Rycinie 19 E znajduje si¢ 5 struktur nalezacych do grupy
jader mostu, a na Rycinie 19 F umieszczono 2 struktury nalezace do podwzgdrza. Rycina 19
G przedstawia 1 strukturg, ktora jest czesScig gatki bladej. Przedstawiona analiza pokazuje,
ze zastosowanie techniki obrazowania catego mézgu umozliwia jednoczesne zaobserwowanie
zmian aktywno$ci neuronalnej w wielu obszarach moézgu, wywotanych treningiem
apetytywnym. Spos$réd otrzymanej listy struktur wytypowano 10, ktére wykazywaty
najwyzszy poziom ekspresji c-Fos po zadanym treningu oraz pogrupowano je zgodnie z ich
lokalizacja w moézgu. Wsréd nich znajdowaty si¢ nalezace do $rédmézgowia: jadro tylne
przedpokrywy (PPT), wzgérek gbérny (SCig-c) oraz brzuszne pole nakrywki (VTA).
W kolejnej grupie znajdowaty si¢ struktury nalezace do grupy jader wzgoérza zwigzanych
z polimodalng korg asocjacyjng: jadro $rédbtonkowe wzgdrza grzbietowego (ILM), jadro
przysrodkowo- grzbietowe (MD), Perireunensis nucleus (PR), Jadro podprzysrodkowe
(SMT). Do ostatniej grupy struktur nalezacych do jader wzgérza zwigzanych z korg
sensomotoryczng zaliczaly si¢: jadro podprzypeczkowe (SPFm) oraz cialo kolankowate
(MG). Nalezy zauwazy¢, ze sg to czesto struktury potozone w odlegtych od siebie regionach

mozgu.
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Rycina 19. Podzial struktur wykazujacych wzrost ekspresji c-Fos po treningu
apetytywnym w réznych regionach moézgu. A. Kora nowa: Ald6b, Alvéb, Ilabb, MOpl,
ORBm6b, SSp-bfd1, SSp-II1, SSp-m1, SSp-unl, VISal. B. Srédmézgowie: DR, IV, SCig-c,
PPT, VTA, MEV, ND, VTN. C. Jadra wzgérza zwigzane z polimodalng korg asocjacyjna:
AD, CL, CM, 1AM, IAD, LP, PF, RE, LAT, PCN, RT, RH, ILM, IMD, MD, MED, SMT, PR,
SGN. D. Jadra wzgérza zwigzane z korg sensomotoryczna: MG,VPMPC, VM, PP, SPFM,
SPA. E. Jadra mostu: CS, P-sat, POR, SUT, SLD. F. Podwzgérze: MM, MBO. G. Gatka
blada: GPi. Dane przedstawiono jako warto$¢ srednia + btad standardowy. Liczba komoérek c-
Fos pozytywnych w moézgach zwierzat poddanych warunkowaniu apetytywnemu (n=6)
zuzyciem 10% sacharozy oraz zwierzat kontrolnych (n=4) pijacych wodg¢. Zastosowano
niesparowany dwustronny test t-Studenta, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
Akronimy struktur moézgowych nadano zgodnie z atlasem moézgu Allen Brain Atlas.
Kompletna lista akroniméw stanowi zatacznik do pracy.

4.5 Analiza polaczen neuronalnych wystepujacych pomiedzy strukturami

aktywowanymi treningiem apetytywnym.

W kolejnym kroku przeprowadzono analize in silico polegajaca na sprawdzeniu polaczen
neuronalnych pomiedzy strukturami, ktére réznity si¢ liczbg komoérek c-Fos pozytywnych po
treningu apetytywnym. Do tego celu wykorzystano internetowg baz¢ danych stworzong przez
Allen Institute Publications for Brain Science, dostarczajaca informacji anatomicznych
i fizjologicznych dotyczacych moézgéw myszy. Uzywajac narzedzia Mouse Brain
Connectivity przeanalizowano wchodzace i wychodzace projekcje neuronalne dla kazdej
z wyznaczonych struktur osobno. Analiza ta wykazata, ze sposréd 58 struktur wykazujacych
najwigksze roéznice pomiedzy badanymi grupami zwierzat, najwiecej polaczen neuronalnych
z badanymi strukturami posiada jadro S$rodkowe ciata migdalowatego (CeA). Warto
zauwazy¢, ze wedlug uzyskanej mapy aktywnosci mézgu, CeA réwniez wykazywato
zwiekszong ekspresje c-Fos po uczeniu apetytywnym, jednakze poziom zmian nie spetniat
warunkéow przyjetych do wytypowania struktur najsilniej aktywowanych (p<0,05
(-log10(0.05) = 1.3) oraz co najmniej 2-krotna skala zmian (log(2) = 0.7). Na Rycinie 20 A-C
przedstawiono wyniki uzyskane w tej czesci badan. W kolejnym kroku sprawdzono obecnos$¢
projekcji wychodzacych z CeA. Analiza wykazata, ze 17 sposréd 58 struktur wykazujacych
wysoka ekspresj¢ biatka c-Fos po treningu apetytywnym, otrzymuje projekcje z CeA
(Ryc. 20 A). Z przeprowadzonej analizy wynika réwniez, ze do CeA dochodza projekcje
z 30 sposréd badanych struktur (Ryc. 20 B). Ponadto, zidentyfikowano 11 struktur, ktére
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charakteryzowaty si¢ tym, ze zarowno wysylajg jak i otrzymuja projekcje z CeA (Ryc. 20 C).
Na potrzeby grafiki zostaty uzyte nazwy skrécone struktur. Skréty nazw struktur nadano
zgodnie z atlasem moézgu Allen Brain Atlas. Rozwinigcie nazw struktur zostalo przedstawione

w tabeli i dolaczone jako zalacznik do niniejszej rozprawy (zatgcznik 2).
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Rycina 20. Polaczenia neuronalne CeA z innymi strukturami wykazujacymi ekspresje
bialka c-Fos na skutek uczenia apetytywnego A) Struktury otrzymujace projekcje z CeA.
B) Struktury wysylajace projekcje do CeA. C) Struktury ktére zaréwno otrzymuja, jak
i wysylaja projekcje do CeA. Akronimy nazw struktur uzyte do stworzenia grafiki sg nadane
zgodnie z atlasem moézgu Allen Brain Atlas.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze CeA moze petni¢ wazng role w przetwarzaniu
informacji zdarzen nacechowanych pozytywnie. Na Rycinie 21 umieszczono reprezentatywne
wycinki obrazu przedstawiajgce wizualizacje przeprowadzonej analizy in silico, na
przykladzie srodkowego jadra ciala migdatowatego. Rycina 21 A przedstawia czotowy
1 strzatkowy przekrd) mézgu myszy z zaznaczonymi strukturami anatomicznymi. Czerwone,
przecinajace si¢ linie wskazujg na strukturg, dla ktérej potagczenia neuronalne byty aktualnie

wyszukiwane. Na Rycinie 21 B przedstawiono tréjwymiarowe zdjecie mézgu myszy
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z widocznymi na zielono projekcjami aksondw, wychodzacymi z miejsca iniekcji znacznika
rAAV. Zdjecie mikroskopowe na Rycinie 21 C przedstawia projekcje neuronalne docierajace
do CeA z przysrodkowego jadra grzbietowego wzgdrza (MD). Rycina 21 D przedstawia mapg¢
projekcji wysylanych do CeA ze struktur wykazujacych ekspresje biatka c-Fos na skutek
treningu apetytywnego. W analogiczny spos6b przeprowadzono analiz¢ projekcji

neuronalnych wychodzacych z CeA.
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Rycina 21. Projekcje neuronalne wysylane do CeA. A) Czotowy i strzatkowy przekrdj
moézgu myszy z zaznaczonymi strukturami anatomicznymi. Czerwone, przecinajace si¢ linie
wskazuja CeA. B) Zdjecie mikroskopowe skrawka moézgu przedstawiajace w kolorze
zielonym projekcje neuronalne docierajagce do CeA z przysrodkowego jadra grzbietowego
wzgdrza (MD). C) Rekonstrukcja mézgu 3D ukazujaca wyznakowane projekcje neuronalne
wychodzace z jadra grzbietowego wzgérza (MD). Kolorem rézowym zaznaczono projekcje
wysytang do CeA. D) Mapa projekcji wysytanych do CeA ze struktur wykazujacych ekspresje
biatka c-Fos po treningu apetytywnym. Analiza zostala wykonana za pomocg internetowe]
bazy danych stworzonej przez Allen Institute Publications for Brain Science. Do
przeprowadzenia analizy wykorzystano wtyczke Mouse Brain Connectivity.
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4.6 Udzial czesci ciala migdalowatego w uczeniu apetytywnym i awersyjnym

Mapowanie ekspresji biata c-Fos w modzgu podczas uczenia apetytywnego oraz
wykonanie analizy in silico projekcji migdzy strukturami wykazaly, ze CeA moze petnié
szczegllng role w tym procesie. W zwiazku z tym, w kolejnych do$wiadczeniach skupiono
si¢ na doktadniejszym zbadaniu proceséw zachodzacych w CeA podczas uczenia zdarzen
pozytywnych. W tym celu, analogicznie do poprzedniego do$wiadczenia przeprowadzono
trening apetytywny w klatkach IntelliCage. Trening ten polegal na wyksztatceniu preferencji
miejsca do rogu, w ktérym podano butelki zawierajace roztwér 10% sacharozy.
Aby potwierdzi¢, ze ekspresja biatka c-Fos w CeA zachodzi w wyniku uczenia si¢ zdarzen
pozytywnych, réwnoczesnie przeprowadzono dwa doswiadczenia kontrolne. W pierwszej
grupie kontrolnej zwierzeta zamiast 10% sacharozy dostawaly butelki z wodg. Z kolei
w drugiej grupy kontrolnej przeprowadzono trening awersyjny, polegajacy na wyksztalceniu
umiejetnosci unikania rogu, po umieszczeniu w nim bodzca awersyjnego. Bodzcem
awersyjnym byto dmuchni¢cie sprezonym powietrzem podczas wizyty zwierzecia

w odpowiednim rogu.

4.6.1 Trening awersyjny w klatce IntelliCage

Odpowiedz poszczegdlnych czesci ciata migdatowatego na bodzce awersyjne zbadano
w kolejnym doswiadczeniu. Mianowicie przeprowadzono trening w klatce IntelliCage, ktory
polegal na wyksztalceniu przez zwierzg¢ta reakcji unikania miejsca, gdzie jako bodziec

awersyjny zastosowano dmuchnigcie sprezonym powietrzem (Ryc. 22).
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Klatka IntelliCage Spreione powietrze

Rycina 22. Schemat treningu awersyjnego w Kklatce IntelliCage. A) Schemat klatki
Intellicage — widok od géry. Na niebiesko zaznaczone butelki zawierajagce wode, w prawym
gérnym rogu zaznaczono rég warunkowany awersyjnie za pomocg dmuchnigcia sprezonym
powietrzem. B) Mysz wewnatrz rogu doswiadczalnego, w ktérym jako bodziec awersyjny
zastosowano dmuchnigcie sprezonym powietrzem — widok od srodka klatki.

Procedura treningu awersyjnego zostala przeprowadzona wedlug opublikowanego
wczesniej protokolu (Knapska i in., 2006). Sesja doswiadczalna rozpoczynata si¢ od
2 dniowej adaptacji do klatki. W tym okresie myszy moglty swobodnie eksplorowaé klatke,
gdyz drzwiczki prowadzace do butelek byty otwarte, zapewniajac zwierzetom nieograniczony
dostegp do wody. Nastgpnie drzwiczki zostaly zamknigte iotwieraly si¢ po wykonaniu
nosepoke w stron¢ otworu prowadzacego do butelek. Zwickszenie motywacji zwierzat do
poszukiwania wody o0siggni¢to za pomocg czasowego ograniczenia dostgpu do butelek. Przez
kolejne 3 dni zwierzeta posiadaly dostep do wody tylko przez 2 godziny dziennie, codziennie
o tej samej porze. Po 2 godzinnej sesji picia wody, drzwiczki prowadzace do butelek byly
blokowane. W trakcie ostatniej sesji dla kazdego zwierzecia zostat wybrany rég z najwigksza
liczbg wizyt (r6g najbardziej preferowany). Ostatniego dnia treningu, w rogu najbardziej
preferowanym zastosowano dmuchnig¢cie spr¢zonym powietrzem w stron¢ zwierzgcia
(bodziec awersyjny). Grupa zwierzat kontrolnych nie otrzymywata bodZca awersyjnego
w zadnym z rogéw. Doktadny schemat zastosowanego treningu przedstawiono na Rycinie
23A. Analizowano nabywanie umiejetnosci unikania miejsca po otrzymaniu bodzca
awersyjnego. Dane dotyczace aktywnosci zwierzat przedstawiono jako liczba
zarejestrowanych wizyt oraz nosepoke w rogu warunkowanym awersyjnie, w stosunku do
sumy wizyt 1 pukni¢¢ nosem we wszystkich rogach. Proces uczenia si¢ przedstawiono jako

procent wykonanych wizyt i nosepoke w rogu warunkowanym w sesji poprzedzajacej dzien
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testowy i w trakcie wykonywania testu. Wyniki przedstawiono na Rycinie 23 B-C.
Na Rycinie 23 B pokazano proces nabywania umiejetnosci unikania rogéw wyrazony jako
procent wizyt do rogu najczesciej uczgszczanego przed 1 po otrzymaniu w tym rogu bodzca
awersyjnego. Uwage zwraca spadek liczby wizyt do rogu najbardziej preferowanego po
otrzymaniu w tym rogu dmuchnigcia sprezonym powietrzem. Rozktad normalny uzyskanych
danych zostat zachowany, a niesparowany dwustronny test t-Studenta wykazat istotne zmiany
pomiedzy sesjami (F(7,7)=6,8, p=0,0001, n=8). Rycina 23 C przedstawia proces nabywania
umieje¢tnosci unikania rogéw wyrazony jako procent nosepoke skierowanych do otworéw
prowadzacych do butelek z woda w sesji przed oraz w trakcie warunkowania awersyjnego.
Uwage zwraca spadek liczby nosepoke w celu uzyskania dostgpu do wody po otrzymaniu
w tym rogu bodzca awersyjnego. Rozktad normalny uzyskanych danych zostal zachowany,
a niesparowany dwustronny test t-Studenta wykazal istotne zmiany pomiedzy
poréwnywanymi sesjami (F(7,7)=20,75, p=0,0024, n=8). Uzyskane wyniki wskazuja na
nabycie umiej¢tnosci unikania miejsca warunkowanego negatywnie przez myszy, O czym
swiadczy spadek udzialu odpowiedzi (zaréwno wizyt, jak 1 nosepoke) w miejscu

warunkowanym awersyjnie w stosunku do ogdlnej liczby odpowiedzi we wszystkich rogach.
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Rycina 23. Uczenie awersyjne w klatce IntelliCage. A) Schemat treningu awersyjnego:
doswiadczenie rozpoczynato si¢ od 48 godz. adaptacji do klatki z nieograniczonym dost¢pem
do wody we wszystkich rogach. Nastepnie przez kolejne 48 godz. dostep do wody nastepowat
po wykonaniu przez mysz nosepoke. Kolejnym etapem byla okresowa deprywacja wodna.
Dostep do wody ograniczony byl do 2 godz. dziennie o stalej porze. Ostatnim etapem
doswiadczenia bylo warunkowanie awersyjne, podczas ktérego w najczesciej uczeszczanym
rogu zostalo wprowadzone dmuchnigcie spr¢zonym powietrzem. Po uptywie 90-120 min od
kontaktu z bodzcem awersyjnym, myszy zostaly usmiercone, a ich mézgi zachowane do
dalszych analiz. B) Unikanie rogéw wyrazono jako procent wizyt do najczescie]
uczeszczanego rogu, przed i po otrzymaniu w nim dmuchnigcia sprezonym powietrzem. C)
Unikanie rogéw wyrazone jako procent pukni¢¢ nosem skierowanych do otworéw
prowadzacych do butelek z woda w sesji przed oraz w trakcie warunkowania awersyjnego.
Dane na wykresach B 1 C przedstawiono jako warto$¢ $rednia = biad standardowy,
zastosowano niesparowany dwustronny test t-Studenta, n=8. Gwiazdkami oznaczono poziom
istotnos$ci r6znic miedzy grupami: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4.6.2 Ekspresja c-Fos w jadrach ciala migdalowatego po treningu apetytywnym i
awersyjnym

Po zakonczeniu procedur behawioralnych myszy zostalty poddane anestezji, a ich
mozgi zostaly wypreparowane, utrwalone i pokrojone na skrawki w ptaszczyznie czotowe;]

(Ryc. 24 A-B).

Rycina 24. Schemat przygotowania skrawkéw moézgéw obejmujacych obszar CeA. A)
Schemat wypreparowanego mdzgu z zaznaczonym miejscem ci¢cia w ptaszczyznie czotowe;.
B) Schemat czolowego skrawka mézgu myszy obejmujacy obszar ciala migdatowatego —
z6ttym kolorem zaznaczono jadra srodkowe ciala migdatowatego (CeA) natomiast kolor
zielony wskazuje na jadra podstawno-boczne ciata migdatowatego (BLA).

Wyniki uzyskane z mapowania ekspresji biatka c-Fos w mézgu z uzyciem mikroskopu
LSFM zostaly potwierdzone w znakowaniu immunofluorescencyjnym tego biatka na
skrawkach w mézgu. Analizowano liczbe jader komérkowych z ekspresja biatka c-Fos
w CeA oraz w BLA. Granice poszczegdlnych jader jednakowo nanoszono manualnie na
kazdym skrawku, zgodnie z atlasem moézgu Allen Brain Atlas,. Jadra komorkowe, ktore
wykazywaly ekspresje biatka c-Fos byly zaznaczano i zliczano w programie Imagel.
Rycina 25 A przedstawia przyktadowe obrazy mikroskopowe z zaznaczonymi obszarami CeA
i BLA dla grupy kontrolnej, apetytywnej oraz awersyjnej. Analiza liczby komorek
wykazujacych ekspresje biatka c-Fos w obszarze CeA wykazata, ze najwigksza liczba
komoérek c-Fos-pozytywnych wystepowata w grupie poddanej treningowi uczenia si¢ zdarzen

pozytywnych, z zastosowaniem 10% sacharozy. Z kolei u zwierzat poddanych treningowi
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awersyjnemu zaobserwowano w CeA najmniejszg liczbe komérek z ekspresjg tego biatka
(Ryc. 25 B). Analiza statystyczna wykazatla, ze otrzymane dane zachowujg rozktad normalny.
W celu poréwnania poziomu ekspresji biatka c-Fos w réznych grupach doswiadczalnych
przeprowadzono analiz¢ wariancji dla powtarzanych pomiaréw z testem wielokrotnych
poréwnan Tukey’a. Uzyskane wyniki wskazuja na statystycznie najwyzszg liczbe komérek c-
Fos+ po uczeniu apetytywnym (F(2,19)=64.80, p<0.0001, n=11) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (n=11) 1 awersyjnej (n=10). Poziom ekspresji biatka c-Fos w przypadku uczenia
awersyjnego nie réznit si¢ od liczby zaobserwowanych komérek c-Fos+ u zwierzat
kontrolnych (p=0,268). Analogiczng analiz¢ przeprowadzono dla BLA (Ryc. 25 C). Z danych
przedstawionych na wykresie wynika, ze w przypadku BLA najwigksza liczbe komorek
z ekspresja c-Fos zaobserwowano u zwierzat warunkowanych awersyjnie. Wyniki te
potwierdzono przeprowadzeniem analizy wariancji powtarzanych pomiaréw z testem
wielokrotnych poréwnan Tukey’a, ktéra wykazala, iz zwierzgta traktowane sprezonym
powietrzem mialy najwieksza liczbg komorek c-Fos+ w BLA sposréd wszystkich badanych
grup (F(2,19)=32,96, p<0,0001). Nie zaobserwowano zmiany poziomu ekspresji biatka c-Fos
w BLA w przypadku zwierzat pijacych 10% roztwor sacharozy w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (p=0,299). Uzyskane wyniki sugeruja, iz CeA moze by¢ zaangazowane w proces
uczenia si¢ zdarzen nacechowanych pozytywnie, podczas gdy BLA prawdopodobnie

uczestniczy w procesowaniu zdarzen awersyjnych.
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Rycina 25. Udzial jader ciala migdalowatego w uczeniu apetytywnym i awersyjnym. A)
Przykladowe obrazy mikroskopowe przedstawiajace znakowanie immunofluorescencyjne
biatka c-Fos z zaznaczonymi obszarami CeA i1 BLA, wykonane na skrawkach ptatéw
czotowych mézgu myszy. B) Liczba komorek z ekspresjg biatka c-Fos w CeA w efekcie
uczenia si¢ zdarzen nacechowanych pozytywnie oraz negatywnie w poréwnaniu do grupy
pijacej wode. C) Liczba komodrek wykazujaca ekspresje biatka c-Fos w jadrze BLA w efekcie
uczenia si¢ zdarzen nacechowanych pozytywnie (n=11) oraz negatywnie (n=10)
w porownaniu do grupy pijacej wode (n=11). Dane na wykresach D i E przedstawiono jako
warto$¢ Srednia + btad standardowy. Zastosowano analize¢ wariancji dla powtarzanych
pomiaréw z testem wielokrotnych poréwnan Tukey’a (¥*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) .
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4.7 Udzial poszczegoélnych czesci jadra srodkowego ciala migdalowatego w uczeniu

apetytywnym

W kolejnych doswiadczeniach postanowiono bardziej szczegétowo zbada¢ udzial CeA
w uczeniu si¢ zdarzen nacechowanych pozytywnie. Poniewaz CeA jest strukturg ztozong
z kilku czesci, w kolejnych etapach skupiono si¢ na zbadaniu czesci przysrodkowej jadra
srodkowego ciata migdalowatego (CeM) oraz czg¢sci bocznej jadra $rodkowego ciata
migdatowatego (CeL). Poziom ekspresji biatka c-Fos indukowanej w obu obszarach CeA na
skutek treningu apetytywnego oznaczono za pomocg znakowania immunofluorescencyjnego.
Na Rycinie 26 A widoczne s3 obrazy mikroskopowe przedstawiajace czotowe skrawki
moézgéw myszy obejmujace jadro Srodkowe ciata migdatowatego. Przerywang linig
zaznaczono granice poszczegdlnych czgsci CeA. Punkty w kolorze zielonym przedstawiajg
sygnat fluorescencyjny pochodzacy z wyznakowanych jader komérkowych, wykazujacych
ekspresje biatka c-Fos. Na Rycinie 26 A zestawiono obrazy mikroskopowe przedstawiajace
wyznakowane komérki c-Fos pozytywne u myszy kontrolnych oraz u myszy poddanych
treningowi apetytywnemu. Na przedstawionych obrazach mikroskopowych mozna zauwazy¢,
ze liczba komérek wykazujacych ekspresje biatka c-Fos jest wigksza u zwierzat
pochodzacych z grupy apetytywnej niz u zwierzat kontrolnych. Wykres na Rycinie 26 B
przedstawia poréwnanie poziomu ekspresji biatka c-Fos w czgsci Cel dla zwierzat
kontrolnych oraz zwierzat po treningu apetytywnym. Dane te pokazuja zwigkszong liczbe
komoérek wykazujacych ekspresje c-Fos u zwierzat bedacych w grupie apetytywnej
w stosunku do liczby tych komoérek u zwierzat kontrolnych. Rozktad normalny uzyskanych
danych zostat zachowany, a niesparowany dwustronny test t-Studenta wykazat istotne zmiany
pomiedzy poréwnywanymi grupami (F(7,7)=8,321, p=0,0001, n=8) Wykres na Rycinie 26 C
przedstawia poziom ekspresji biatka c-Fos w CeM dla grupy kontrolnej i apetytywnej. Z tych
danych wynika, ze liczba komoérek wykazujacych ekspresje¢ c-Fos w CeM byla wyzsza
u zwierzat poddanych treningowi apetytywnemu, niz u zwierzat kontrolnych. W tym
wypadku rozkitad normalny analizowanych danych nie zostat zachowany. Zastosowanie
statystyczna analiza poréwnawcza z wykorzystaniem dwustronnego testu Manna Whitney’a
wykazato istotne réznice w liczbie komorek z ekspresja biatka c-Fos pomigdzy obiema
grupami myszy (p=0,0026, n=8). Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze zaréwno w CeL, jak
i CeM po przeprowadzeniu warunkowania apetytywnego nastgpuje zwigkszona ekspresja c-

Fos.
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Rycina 26. Udzial CelL i CeM jadra Srodkowego ciala migdalowatego w uczeniu
apetytywnym. A) Obrazy mikroskopowe przedstawiajace czolowe skrawki mézgéw myszy
obejmujace jadro srodkowe ciata migdatowatego z widoczng ekspresjg biatka c-Fos (zielone
jadra komérkowe) w CeL i CeM u myszy kontrolnych oraz warunkowanych apetytywnie.
Liniami przerywanymi zaznaczono granice danych czegsci CeA. Skala: 100um. B) Liczba
komoérek z ekspresja biatka c-Fos w CeL po uczeniu si¢ zdarzen nacechowanych pozytywnie
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Niesparowany dwustronny test t-Studenta wskazuje na
istotne zmiany pomie¢dzy poréwnywanymi grupami (F(7,7)=8,321, p=0,0001, n=8). C) Liczba
komérek wykazujgca ekspresje biatka c-Fos w CeM w efekcie uczenia si¢ zdarzen
nacechowanych pozytywnie w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dwustronny test Mann’a
Whitney’a wskazuje na istotne r6znice w liczbie komoérek wykazujacych ekspresje biatka c-
Fos pomiedzy obiema grupami myszy (p=0,0026, n=8). Dane na wykresach B i C
przedstawiono jako wartos¢ srednia + btad standardowy, (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
n=10) .

69



4.8 Identyfikacja typow neuronéw srodkowego jadra ciala migdatowatego

wykazujacych ekspresje biatka c-Fos na skutek treningu apetytywnego

Nastepnie zidentyfikowano typy neuronéw w obrgbie CeA z ekspresjg biatka c-Fos
indukowang treningiem apetytywnym. Jadro srodkowe ciata migdatlowatego jest w wigkszosci
ztozone z neuronéw hamujacych (Cassell i in., 1986; McDonald, 1982). W niniejszej pracy
skupiono si¢ zatem na analizie tego rodzaju komérek. Wybrano 3 grupy neurondéw
hamujacych: neurony somatostatynowe (SST+), neurony wazoaktywnego polipeptydu
jelitowego (VIP+) oraz neurony parwalbuminowe (PV+). W celu stwierdzenia obecnosci c-
Fos w neuronach hamujacych wykorzystano myszy transgeniczne, w ktérych biatko
czerwonej fluorescencji ulega ekspresji w neuronach SST+ (n=7), PV+ (n=8) i VIP+ (n=6).
Ekspresje biatka c-Fos indukowano poprzez poddanie myszy treningowi preferencji miejsca
w klatce IntelliCage. Bialko c-Fos wyznakowano metodami immunofluorescencji
w skrawkach modzgu pobranych po treningu behawioralnym. Na Rycinie 27, w kolorze
czerwonym pokazano wybrane typy neuronéw hamujacych i ich rozmieszczenie w CeL oraz
CeM srodkowego ciata migdatowatego. Kolejno, w kolorze zielonym uwidocznione sg jadra
komérkowe z obecnym biatkiem c-Fos. Ostatnia kolumna przedstawia natozone obrazy

obecnosci biatka c-Fos w neuronach hamujacych.
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Rycina 27. Neurony hamujace (VIP, PV, SST) w poszczegélnych cze$ciach jadra
srodkowego ciala migdalowatego oraz ekspresja c-Fos wywolana warunkowaniem
apetytywnym. Obrazy mikroskopowe czolowych skrawkéw moézgu myszy pokazujace
wybrane typy neuronéw hamujgcych (kolor czerwony) oraz ekspresj¢ biatka c-Fos (kolor
zielony) w Cel 1 CeM s$rodkowego ciata migdalowatego w efekcie uczenia apetytywnego.
W 3 kolumnie przedstawiono obrazy powstate przez natozenie obu kanaléw. Spinning
Disk, obj. 20x, skala: 100um

Analiza otrzymanych obrazéw mikroskopowych obejmowata zliczenie jader
komérkowych z ekspresjg biatka c-Fos we wszystkich neuronach, a nastepnie okreslenie
liczby neuronéw hamujacych z ekspresja tego bialka. Rycina 28 przedstawia ekspresje
indukowanego treningiem apetytywnym biatka c-Fos w neuronach hamujacych zaréwno CeL,
jak 1 CeM. Wyniki przedstawiono jako procentowy stosunek liczby neuronéw hamujacych
z ekspresja c-Fos do liczby wszystkich komoérek c-Fos+. Rycina 28 B przedstawia ekspresje

biatka c-Fos w neuronach hamujacymi Cel po treningu motywowanym apetytywnie.
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Z podanych danych wynika, ze w przypadku CeL, dystrybucja komérek z ekspresja biatka c-
Fos wynosita: 17,8 + 1,9% (neurony PV+), 52,3 £ 2,.9% (neurony SST+) oraz 1,52 + 0,3%
(neurony VIP+). Wszystkie przedstawione wartosci zostaly podane jako s$rednia + btad
standardowy. Analiza statystyczna wykazata, ze rozktad normalny uzyskanych danych zostat
zachowany. Réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami neurondw wykazalo zastosowanie
analizy wariancji dla powtarzanych pomiaréw (ANOVA) z testem wielokrotnych poréwnan
Tukey’a, ktore wykazaly istnienie znaczacych réznic pomigdzy badanymi grupami
F(2,18)=144,9, p<0,0001). Podsumowujac, Rycina 23 A przedstawia dane z ktérych wynika,
ze w przypadku CeL najbardziej liczng grupa neuronéw hamujacych z ekspresja biatka c-Fos
po treningu apetytywnym jest populacja neuronéw SST+. Nastepnie przeprowadzono
analogiczng analize dla czesci CeM, a uzyskane wyniki przedstawiono na Rycinie 28 A.
Wynika z nich, ze w przypadku CeM dystrybucja komérek wykazujacych ekspresj¢ biatka
c-Fos wynosita: 5,85 + 1.1% (neurony PV+), 50,1 £ 2,6% (neurony SST+) oraz 1,52 £ 0,3%
(neurony VIP+). Podane wartosci przedstawiono jako $rednia + btad standardowy. Rozktad
normalny danych uzyskanych dla CeM zostat zachowany. R6znice pomigdzy poszczegdlnymi
populacjami neuronéw wykazano za pomocg analizy wariancji dla powtarzanych pomiaréw
(ANOVA) z testem wielokrotnych poréwnan Tukey’a. Analiza statystyczna wykazata r6znice
pomiedzy badanymi grupami (F(2,18)=256,8; p<0,0001). Z danych przedstawionych na
Rycinie 28 A wynika, ze dla czeSci CeM, indukcja biatka c-Fos w najwigkszej mierze
wystepowata w neuronach SST+. Na Rycinie 28 C przedstawiono obrazy mikroskopowe
czotowych skrawkéow moézgu myszy w powigkszeniu 63x przedstawiajgce neurony SST+
srodkowego ciala migdalowatego z ekspresja biatka c-Fos po treningu apetytywnym. Biale
strzatki wskazuja reprezentacyjne neurony SST+ z c-Fos pozytywnym jadrem komérkowym.
Podsumowujac, neurony SST+ mogg by¢ prawdopodobnie zaangazowane w proces uczenia
si¢ zdarzen pozytywnych, o czym $wiadczy zwigkszona ekspresja biatka c-Fos w tych

komérkach po treningu apetytywnym.
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Rycina 28. Identyfikacja neuronéw zaangazowanych w proces uczenia apetytywnego w
srodkowym jadrze ciala migdatowatego. A) Wspoétwystepowanie biatka c-Fos z wybranymi
typami neuronéw inhibitorowych po treningu apetytywnym w CeL: SST+ (n=7), PV+ (n=8) i
VIP+ (n=6). Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami neuronéw wykazano poprzez
zastosowanie analizy wariancji dla powtarzanych pomiaréw (ANOVA) 2z testem
wielokrotnych poréwnan Tukey’a (F (2,18) = 144,9, p<0,0001). C) Wystepowanie biatka c-
Fos w wybranych typach neuronéw inhibitorowych po treningu apetytywnym w CeM: SST+
(n=7), PV+ (n=8) 1 VIP+ (n=6). Réznice pomiedzy poszczegdlnymi populacjami neuronéw
wykazano poprzez zastosowanie analizy wariancji dla powtarzanych pomiar6w (ANOVA) z
testem wielokrotnych poréwnan Tukey’a. (F (2,18)=256,8, p<0,0001). Dane na wykresach B i
C przedstawiono jako warto$¢ srednia + biad standardowy, (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
D) Obrazy mikroskopowe czotowych skrawkéw modzgu myszy pokazujagce neurony
somatostatynowe CeA wykazujace ekspresje biatka c-Fos po treningu apetytywnym
przedstawione z uzyciem wiekszego powigkszenia (63x). Od lewej: jadra komoérkowe - DAPI
(kolor niebieski), neurony somatostatynowe (kolor czerwony), jadra komorkowe z
wybarwionym c-Fos (kolor zielony), obraz ztozony. Biale strzalki wskazuja przyktady
neuronéw somatostatynowych z c-Fos+ jadrem komérkowym. Skala: 10 um.
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4.9 Charakterystyka elektrofizjologiczna neuronéw somatostatynowych CeA

Uzyskane wyniki pokazuja, ze w uczeniu apetytywnym biatko c-Fos jest obecne przede
wszystkim w neuronach SST+. Moze $wiadczy¢ to o zachodzacych w tych neuronach
zmianach plastycznych zwigzanych z uczeniem apetytywnym. Zachodzenie zmian
neuroplastycznych potwierdzono w badaniach wlasciwosci elektrofizjologicznych tych
komoérek. W celu scharakteryzowania neuronéw SST+ w CeL i CeM, w pierwszym etapie
zmierzono ich podstawowe parametry elektrofizjologiczne. Rejestracji  sygnatow
elektrycznych z pojedynczych neuronéw SST+ dokonywano metoda patch-clamp przy
pomocy szklanych kapilar. Pomiaré6w dokonywano w konfiguracji catej komorki, tzw. whole-
cell, ktéra polega na rejestrowaniu pradow z calej powierzchni btony neuronu. Podczas
rejestracji  kontakt elektryczny przebiega przez cytoplazme¢ nagrywanej komorki.
Dokonywano rejestracji neurondw SST+ z obszaru CeA. Za pomoca mikroskopu
fluorescencyjnego, bedacego czescig uktadu do rejestracji, identyfikowano neurony SST+,
w ktorych ekspresji ulega biatko czerwonej fluorescencji tdTomato. Dzigki obecnosci tego
biatka mozliwe bylo wyselekcjonowanie komoérek do pomiaréw elektrofizjologicznych. Na
Rycinie 29 A-B pokazano neurony SST+ w czesciach CeLL (Ryc. 29 A) 1 CeM (Ryc. 29 B).
Wiasciwosci elektrofizjologiczne badanych neuronéw scharakteryzowano za pomoca
pomiaréw podstawowych parametrow elektrycznych ich blony komdrkowej, takich jak:
potencjat spoczynkowy (mV), pojemnos$¢ elektryczna (pF) i opér elektryczny (mW) oraz
analizowano wzory generowanych potencjaléw czynnosciowych w odpowiedzi na podawany
prad. Parametry te zostaly wyznaczone z tkanki zwierzat przebywajacych w klatce domowej,
niepodlegajacych zadnej procedurze behawioralnej. Z uzyskanych danych wynika, ze neurony
SST+ w CeA mozna podzieli¢ na dwie grupy réznigce si¢ pod wzgledem wzoréw
generowanych potencjaldow czynnosciowych. Pierwsza grupa to neurony o wzorze
wytadowan typu z ang. accomodating spiking (AC), natomiast druga to neurony generujace
potencjaty czynno$ciowe o wzorze nazywanym delayed spiking (dLS). Na Rycinie 29 C-D
przedstawiono charakterystyczne schematy wzoréw wytadowan dla obu grup neuronéw
SST+. Po dokonaniu podziatu neuronéw SST+, dla kazdej z grup przeprowadzono pomiary
podstawowych parametréw blony w obu czesciach CeA — CeL i CeM. Rycina 29E-G
przedstawia porownanie uzyskanych wynikéw dla grup neuronéw SST+ (AC i dLS), w CeL
oraz CeM. Z przedstawionych danych wynika, ze badane grupy neuronéw SST+ wykazywaty

réznice w spoczynkowym potencjale btonowym zaré6wno w obrebie CeLl, jaki CeM
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(p=0,0255 dla CeL i p=0,037 dla CeM) (Ryc. 29 E). Analiz¢ poréwnawczg przeprowadzono
z wykorzystaniem dwustronnego testu Mann’a Whitney’a. W obrebie CeL neurony typu dLS
SST+ wykazywaly wyzszy potencjal spoczynkowy blony niz neurony typu AC SST+,
a w przypadku CeM, neurony typu dLS SST+ charakteryzowaly si¢ nizszym potencjatem
spoczynkowym btony niz neurony typu AC SST+. Pojemnos$¢ elektryczna btony byta z kolei
mniejsza dla komérek AC niz dla dLS zaré6wno w CeL (Mann-Whitney, p<0,0001) jak
iwCeM (Mann-Whitney, p=0,0056) (Ryc. 29 F). Jednocze$nie, oba typy neuronéw
charakteryzowaty si¢ podobnym poziomem opornosci elektrycznej btony w obu czgsciach
CeA (Mann-Whitney, p=0,3005 i p=0,8146, odpowiednio dla CeL i CeM) (Ryc. 29 G).
Wyniki uzyskane w tej czesci badan umozliwity podzial neuronéw SST+ na dwie rézne grupy
réznigce si¢ wzorem generowanych wytadowan. Co wigcej, otrzymane wyniki pokazuja,

ze neurony SST+ w CeL i CeM maja inne wtasciwosci elektrofizjologiczne.
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Rycina 29. Elektrofizjologiczna charakterystyka komérek somatostatynowych w CeA.
A-B) Obraz mikroskopowy komoérek SST+ w skrawkach mézgu zwierzat transgenicznych.
tdTomato wystepuje w komodrkach SST+. Przerywane linie wyznaczaja obszar rejestracji
elektrofizjologicznych dla CeL (A) oraz CeM (B) C) Przykladowy wzér wyladowan dla
komorek typu delayed spiking (dLS). D) Przyktadowy wzér wyladowan dla komoérek typu
accomodating (AC). E-F) Przyktadowe parametry opisujace witasciwosci btony komoérek
somatostatynowych w jadrze CeL 1 CeM. E) Komorki typu AC wykazywalty wiekszy
potencjat spoczynkowy niz komorki typu dLS, zar6wno w CeL jak i CeM. (Mann Whitney
test, p=0,0255 dla CeL 1 p=0,037 dla CeM). F) Komorki typu AC charakteryzowaty si¢
mniejszg pojemnoscig elektryczng btony niz komérki typu dLS, zaréwno w CeL jak i CeM.
(Mann-Whitney, p<0,0001 dla CeL i p=0,0056 dla CeM). G) Komorki typu AC jak i dLS
charakteryzowaty si¢ podobnym poziomem opornosci elektrycznej btony w obu czgsciach
CeA (Mann-Whitney, p=0,3005 i p=0,8146, odpowiednio dla CeL i CeM).
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4.10 Wplyw uczenia apetytywnego na wlasciwosci elektrofizjologiczne komoérek

somatostatynowych w CeL i CeM

Wpltyw uczenia apetytywnego na zmian¢ podstawowych witasciwosci i pobudliwosci
wlasnej btony komérkowej neuronéw SST+ w CeA wykonano rejestrujgc sygnaty elektryczne
tych komoérek. W tym celu, myszy przebywajace w klatce domowej (po 2 osobniki na klatke)
zostaly poddane treningowi apetytywnemu. Polegal on na podawaniu przez 3 dni, codziennie
o tej samej porze roztworu 10% sacharozy. Efekt nagrody wzmocniono za pomocg 22
godzinnej deprywacji wodnej, przed podaniem 10% sacharozy. Grupg kontrolng
warunkowano w analogiczny spos6b lecz zamiast 10% sacharozy podawano samag wodeg.
Rycina 30 przedstawia schemat behawioralny zastosowany w tym doswiadczeniu.
W odpowiednim punkcie czasowym zwierz¢ta zostalty usmiercone, a ich mézgi przygotowane
do przyzyciowych rejestracji elektrofizjologicznych. Rejestracji sygnaléw elektrycznych
z pojedynczych neuronéw SST+ dokonywano metodg patch-clamp przy pomocy szklanych
kapilar. Pomiar6w dokonywano w konfiguracji calej komorki, tzw. whole-cell, podczas ktorej
prady rejestrowane sg z calej powierzchni blony neuronu, a kontakt elektryczny zachodzi
przez cytoplazme nagrywanej komorki. Rejestracji dokonywano z neuronéw SST+
w obszarze CeA. Neurony SST+ identyfikowano poprzez obrazowanie czerwonej
fluorescencji tdTomato za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego, bedacego czescig uktadu
do rejestracji. W tabeli przedstawiono podzial liczbowy neuronéw SST+ w poszczegdlnych
czesciach CeA (CeL i CeM) ze wzgledu na wzér ich wytadowan. Z przedstawionych danych
wynika, ze dla czesci CelL wigkszos¢ neuronéw SST+ charakteryzowata si¢ wzorem
wytadowan typu dLS zaréwno u zwierzat kontrolnych jak i warunkowanych apetytywnie.
W przypadku CeM zdecydowana wickszo$¢ neuronéw SST+ charakteryzowata si¢ wzorem
wytadowan typu AC w obu analizowanych grupach zwierzat. Dlatego w dalszych analizach
przedstawiono wyniki dla dominujacych typéw neuronéw SST+ CeM i CeL. Rycina 30B
przedstawia reprezentatywne wzory wytadowan komérek dLS SST+ CeLL w odpowiedzi na 3-
etapowe, zwigkszajace si¢ natezenie pradu depolaryzujacego dla myszy kontrolnej (woda)
oraz myszy poddanej treningowi apetytywnemu. Analogicznie, na rycinie 30C przedstawione
sg wzory wytadowan komérek AC SST+ zaobserwowane w CeM. W obu przypadkach mozna
zauwazyC, ze czestotliwos¢ generowanych potencjatdow w odpowiedzi na zwigkszone
natezenie pradu byla wyzsza u zwierzat warunkowanych apetytywnie, niz u zwierzat pijacych

samg wode (grupa kontrolna).
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Rycina 30. Wplyw uczenia apetytywnego na pobudliwo$¢ wlasng i parametry blony
neurondéw somatostatynowych w CeA. A) Tabela przedstawia zestawienie liczbowe
wszystkich zarejestrowanych komorek somatostatynowych w CeL 1 CeM dla grupy
kontrolnej oraz apetytywnej. Tabela zawiera podziat liczbowy komérek somatostatynowych
ze wzgledu na wzor ich wyladowan (AC 1 dLs). Przedstawione dane wskazuja na to,
ze wickszo$¢ komoérek jadra Cel charakteryzowala si¢ wzorem wytadowan typu dLS
zarbwno u zwierzat kontrolnych (n=10) jak 1 warunkowanych apetytywnie (n=7).
W przypadku CeM zdecydowana wigkszo$¢ neuronéw SST+ charakteryzowata si¢ wzorem
wytadowan typu AC w obu analizowanych grupach (grupa kontrolna n=10; grupa apetytywna
n=6). B) Reprezentatywne schematy wytadowan komoérek dLLS SST+ CelL w odpowiedzi na
3-etapowe, zwigkszajace si¢ natezenie pradu depolaryzujacego dla myszy kontrolnej (woda)
oraz myszy poddanej treningowi apetytywnemu. C) Schematy wytadowan komérek AC
SST+ zaobserwowane w CeM dla grupy kontrolnej oraz apetytywne;j.
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4.11 Wplyw uczenia apetytywnego na pobudliwo$¢ wlasna i parametry blony

neuronéw somatostatynowych w CeL i CeM

W celu zbadania wpltywu uczenia si¢ zdarzen pozytywnych na powstawanie zmian
plastycznych neuronéw SST+ zmierzono podstawowe wtasciwosci elektryczne blon tych
neurondéw, zarowno u zwierzat warunkowanych apetytywnie (n=8), jak i kontrolnych (n=10).
Rejestracje dokonywano z komoérek SST+ czesci Cel.. Komérki SST+ identyfikowano dzieki
fluorescencji biatka «dTomato zwigzanego z promotorem somatostatynowym. W przypadku
zwierzat pijacych wode¢ dane pochodza z 24 zarejetrowanych komoérek, natomiast w grupie
apetytwnej dane przedstawiajg rejestracje z 17 komodrek. Na Rycinie 31 A przedstawiono
przyzyciowe zdj¢cie mikroskopowe skrawka moézgu z widoczng elektroda zlokalizowang
w miejscu rejestracji. Do analizy wybrano dominujacy dla CeL typ neuronéw SST+, czyli
komérki z wzorem wytadowan typu dLS. W przypadku komérek dLS SST+ jadra CeL,
warunkowanie apetytywne skutkowalo nast¢gpujagcymi zmianami parametrow btony
komoérkowej: obnizenie potencjalu spoczynkowego (Mann-Whitney, p=0,0010) (Ryc. 31 B),
wzrost oporu elektrycznego (niesparowany test t-Studenta, p= 0,0254) (Ryc. 31 C) oraz
obnizenie elektrycznej pojemnosci (niesparowany test t-Studenta, p=0,0143) (Ryc. 31 D).
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Rycina 31. Wplyw uczenia apetytywnego na parametry blony neuronéw
somatostatynowych typu dLS w CeL. A) Zdjecie mikroskopowe skrawka moézgu
z widoczng elektroda umieszczong w CeL. B-D) Zmiany podstawowych parametrow btony
komérkowej neuronéw na skutek uczenia si¢ zdarzen pozytywnych. Rejestracje
przeprowadzono w 24 komoérkach nalezacych do zwierzat pijacych wode (n=10 zwierzat,
n=24 komorki), oraz w 17 komérkach pochodzacych od zwierzat grupy apetytywnej (n=6
zwierzat, n=17 komorek). Przeprowadzony trening aptytywny spowodowat: B) obnizenie
potencjatu spoczynkowego btony (Mann-Whitney, p=0,0010), C) wzrost oporu elektrycznego
btony (niesparowany test t-Studenta, p=0,0254) oraz D) obnizenie elektrycznej pojemnosci
(niesparowany test t-Studenta, p=0,0143).>

Analiza wykazata r6wniez znamienny wzrost pobudliwosci wtasnej badanych neuronéw
SST+ na skutek warunkowania apetytywnego (test Kolmogorova-Smirnova, p=0,0126) (Ryc.

32).
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Rycina 32. Wplyw uczenia apetytywnego na pobudliwos¢ wlasna neuronéw
somatostatynowych typu dLS w CeL. Rejestracje przeprowadzono w 24 komoérkach
nalezacych do zwierzat pijacych wode (n=10 zwierzat, n=24 komorki), oraz w 17 komoérkach
pochodzacych od zwierzat grupy apetytywnej (n=6 zwierzat, n=17 komorek). Uzyskane
wyniki wykazuja znamienny wzrost pobudliwosci wilasnej badanych neuronéw SST+
w jadrze CeL na skutek warunkowania apetytywnego (test Kolmogorova-Smirnova,
p=0,0126).

Analogiczne rejestracje elektrofizjologiczne przeprowadzono dla neuronéw SST+ typu AC
zlokalizowanych w CeM. Na Rycinie 33 A przedstawiono obraz mikroskopowy
przyzyciowego skrawka moézgu z widoczng elektroda w  miejscu  rejestracji
elektrofizjologicznych. Poréwnywano parametry fizjologiczne btony komérkowej dla grupy
zwierzat warunkowanych apetytywnie (n=6) oraz grupy kontrolnej (n=10). Do analizy
wybrano komorki, ktére wystepowaty najliczniej w tej czesci CeA i charakteryzowaty si¢
wzorem wyladowan elektrycznych charakterystycznym dla komérek AC. Zaprezentowane
wyniki pochodza z 23 zarejetrowanych komorek (grupa zwierzat pijacych wodg), oraz z 19

komoérek zwierzat warunkowanych apetytywnie. W przypadku podtypu AC neuronéw SST+
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jadra CeM, warunkowanie apetytywne skutkowalo spadkiem pojemnosci elektrycznej btony
(Ryc. 33D). Pozostale parametry btony komoérkowej nie wykazaly znamiennych réznic

pomiedzy badanymi grupami (Ryc. 33 B-C)
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Rycina 33. Wplyw uczenia apetytywnego na parametry blony neuronéw SST+ typu AC w
CeM. A) Zdjecie mikroskopowe zywego skrawka mézgu z widoczng elektrodg zlokalizowang
w CeM. Rejestracje przeprowadzono w 23 komorkach nalezacych do zwierzat pijacych wodg
(n=10 zwierzat, n=23 komorki), oraz w 19 komodrkach pochodzacych od zwierzat grupy
apetytywnej (n=6 zwierzat, n=19 komorek. Przeprowadzony trening aptytywny spowodwat: B-
D) Zmiany podstawowych parametréw btony komoérkowej neuronéw na skutek uczenia si¢
zdarzen pozytywnych. B) Nie zarejestrowano istotnych zmian potencjatu spoczynkowego
btony C) Brak zmian oporu elektrycznego btony D) zaobserwowano obnizenie elektrycznej
pojemnosci btony

Analiza nie wykazata istotnych réznic w pobudliwosci wtasnej neurondw SST+ na skutek

warunkowania apetytywnego, jednakze jak wynika z wykresu przedstawionego na Rycinie
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27E, uzyskane dane wykazuja tendencje do wzrostu pobudliwosci wtasnej neuronéw SST+

typu AC w CeM w wyniku warunkowania apetytywnego (Ryc. 34).
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Rycina 34. Wplyw uczenia apetytywnego na pobudliwo$¢ wlasng neuronéw
somatostatynowych typu AC w CeM. Rejestracje przeprowadzono w 23 komoérkach
nalezacych do zwierzat pijacych wode¢ (n=10 zwierzat, n=23 komoérki), oraz w 19 komoérkach
pochodzacych od zwierzat grupy apetytywnej (n=6 zwierzat, n=19 komorek).
Zaobserwowano wzrost pobudliwosci wilasnej badanych neuronéw SST+ w jadrze CeM
na skutek warunkowania apetytywnego.

Dane uzyskane z tej czg¢sci doswiadczenia, pokazujace zmiany wilasciwosci elektrycznych
btony komérkowej oraz wzrost pobudliwosci wlasnej neuronéw SST+ CeA po zastosowanym
treningu, mogg swiadczy¢ o zachodzacych w tych neuronach zmianach plastycznych lezacych

u podstaw uczenia apetytywnego.
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5. Dyskusja

Gléwnym celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie bylo zbadanie zmian
w ekspresji biatka c-Fos w uczeniu apetytywnym. c-Fos jest czesto stosowanym znacznikiem
aktywnosci mézgu prowadzacej do powstania zmian plastycznych podczas uczenia si¢
itworzenia S$ladéw pamieci. Ekspresja biatka c-Fos zostala wywotana treningiem
polegajacym na wytworzeniu preferencji miejsca do 10% roztworu sacharozy. Najwazniejsze
wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie wskazuja na to, ze uczenie apetytywne
powoduje globalny wzrost poziomu ekspresji biatka c-Fos w wielu strukturach mézgu,
a strukturg mogaca petni¢ kluczowag role¢ w tym typie uczenia jest jadro srodkowe ciata
migdalowatego (CeA). Co wigcej, z przeprowadzonych badan wynika, Ze populacja
neurondéw CeA, potencjalnie zaangazowanych w uczenie apetytywne sg neurony SST+, na co
wskazuje zwiekszona ekspresja c-Fos oraz wzrost pobudliwosci tych neuronéw w wyniku

przeprowadzonego treningu apetytywnego.

5.1 Uczenie apetytywne powoduje zwiekszong ekspresje c-Fos w wielu strukturach

mozgu.

Profil zmian ekspresji biatka c-Fos w mdzgu zachodzacy podczas uczenia apetytywnego
scharakteryzowano przez zastosowanie zmodyfikowanego protokotu treningu apetytywnego
opublikowanego przez Knapska 1 in., 2006. Trening behawioralny zostat przeprowadzony
w zautomatyzowanym systemie IntelliCage, ktory jak juz wczesniej pokazano (De Hoz i in.,
2018; Kiryk i in., 2020; Knapska i in., 2013) jest niezwykle uzyteczny w badaniu zachowan
zarowno apetytywnych jak i awersyjnych (Knapska i in., 2006). Zastosowany trening to
najczesciej uzywany protokot uczenia si¢ w systemie IntelliCage, czyli uczenie przestrzenne
ze wzmocnieniem apetytywnym, nazywane tu nabywaniem preferencji miejsca. W treningu
tym oczekuje si¢, ze zwierz¢ znajdzie nagrod¢ w jednym z czterech rogéw IntelliCage.
Nagroda moze by¢ woda (Barlind i in., 2010; Cathomas i in., 2015; Onishchenko i in., 2007)
lub woda stodzona (Barlind i in., 2010; Codita i in., 2010; Kiryk i in., 2008, 2011; Knapska i
in., 2006). W niniejszych badaniach zastosowano trening, ktéry polegal na wytworzeniu

preferencji miejsca do roztworu 10% sacharozy (Knapska i in., 2006). Z przeprowadzonych
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doswiadczen wynika, ze w trakcie doswiadczenia myszy wyksztalcily preferencje miejsca,
o czym $wiadczy wzrost wizyt 1 nosepoke w kierunku butelki z 10% sacharozg.

W celu identyfikacji neuronéw, w ktérych dochodzi do zainicjowania proceséw
plastycznosci  neuronalnej  wywotanych  treningiem  apetytywnym, zastosowano
immunofluorescencyjne wykrywanie biatka c-Fos, ktére jest czynnikiem transkrypcyjnym
aktywowanym w trakcie pewnych form stymulacji neuronéw (Kaczmarek i in., 1988;
Nikolaev i in., 1992). Uwaza si¢, ze modyfikacje transkrypcyjne maja kluczowe znaczenie dla
uczenia si¢ i rozwoju uzaleznien (Bali i Kenny, 2019; Robison i Nestler, 2012). Zmiany
ekspresji genéw moga prowadzi¢ do trwatych modyfikacji aktywno$ci poszczegdlnych
neurondéw oraz catych obwodéw neuronalnych i ostatecznie prowadzi¢ do utrwalenia zmian
w zachowaniu (Mews 1 in., 2019; Yap 1 Greenberg, 2019). Warto zauwazyc,
ze we wcezesniejszych badaniach zwiekszong ekspresje mRNA c¢-fos obserwowano wytacznie
wtedy, gdy zwierzeta uczyly si¢ nowego zadania, a nie wtedy, gdy wykonywaly juz
wyuczone zadanie (Nikolaev, Werka, i in., 1992). W zwigzku z tym mozna stwierdzic,
ze biatko c-Fos pojawia si¢ w komoérkach nerwowych tylko wtedy, gdy dany neuron jest
stymulowany w warunkach czynigcych go podatnym na plastyczno$¢ synaptyczng (De Hoz i
in., 2018). W dostegpnej literaturze istnieje wiele doniesien dotyczacych ekspresji c-Fos
w odrebnych populacjach neuronéw. Dostepne badania dostarczajg przyktadéw indukcji
ekspresji tego biatka w licznych obszarach mézgu wynikajacych z zastosowania konkretnego
warunkowania (Bito, 2014; Herrera i Robertson, 1996; Robison i Nestler, 2012; Dragunow i
Robertson, 1987). Jednakze nadal brakuje globalnego obrazu ekspresji c-Fos w mézgu
wystepujacego podczas uczenia si¢ zdarzen nacechowanych pozytywnie. Aby stworzy¢ mapeg
struktur mézgowych, ktore odpowiadaly na zadany trening behawioralny mézgi myszy
zostaly poddane procedurze oczyszczania optycznego metodg iDISCO+ (Renier i in., 2014),
potaczong ze znakowaniem immunofluorescencyjnym biatka c-Fos oraz zobrazowania
w mikroskopie arkusza Swiatta LSFM. Podobne podejscie zastosowano w badaniach
dotyczacych identyfikacji obwodéw neuronalnych odpowiedzialnych za mechanizm kierujacy
poszukiwaniem i konsumpcja pozywienia. W badaniach tych poréwnywano ekspresj¢ c-Fos
umyszy poddanych deprywacji zywieniowej oraz karmionych ad libitum. Za pomocg
profilowania molekularnego wykazano, ze deprywacja pokarmowa powoduje aktywacje
ekspresji c-Fos w wielu regionach mézgu, takich jak: §rédmdzgowie, wzgdrze oraz niektdre
podregiony podwzgoérza. Szczegdlnie wysoki poziom ekspresji c-Fos zaobserwowano
w rdzeniowym jadrze szwu, ktére uznano za wazny we¢zet kontrolujacy balans energetyczny

organizmu (Nectow 1i in., 2017). Mapowanie ekspresji c-Fos w catym mézgu wykorzystano
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rowniez w badaniach dotyczacych aktywacji poszczegdlnych regionéw moézgu przez leki
obnizajace wage. Zwiazki te wykazaly zréznicowane dzialanie w obszarach mézgu
regulujacych homeostazg¢ energetyczng i odzywianie oraz wskazaty obszary mézgu i jadra,
ktére moga stanowi¢ cele dla przysztych terapii przeciw otylosci (Hansen i in., 2021).
Badania prowadzone przez zespdt S. Tonegawy dowodza, ze okreslona pamie¢¢ jest roztozona
na wiele, czg¢sto oddalonych od siebie obszar6w moézgu. Obszary te sa ze sobg polaczone
funkcjonalnie i okre$lane jako kompleks engraméw, czyli zespotéw neuronalnych, ktére
przechowuja okre$long pamigé. Za pomocg detekcji aktywnosci c-Fos przedstawiono
kompleksowa mape engramow pami¢ci powstalych podczas reakcji warunkowania strachu
(Roy 1 in., 2022). Zmiany plastycznosci neuronalnej na poziomie catego modzgu
spowodowanej stresem przedstawiono rowniez w badaniach prowadzonych przez zespé6t A.
Sarabdjitsingh (Bonapersona i in., 2022). Mapujac aktywacje¢ c-Fos w neuronach, podje¢to
préobe odpowiedzi na pytanie czy wszystkie neurony w obrgbie jednej struktury aktywowane
sg w rOwnym stopniu i w tym samym czasie po zastosowaniu bodzca awersyjnego (draznienie
pradem). Wykazano, ze zastosowanie warunkowania awersyjnego spowodowato aktywacje
96% obszarow w modzgu, jednakze aktywacja ta zachodzila w specyficznej dynamice
czasowej. Jako pierwsze zostaly aktywowane komoérki podwzgdrza, nastepnie jadra ciata
migdatowatego 1 hipokamp 1 na koncu obszary wzgdrza. Co wigcej zaobserwowano roznice
w czasie aktywacji komoérek w obrgbie jednej struktury. Przykladowo, komérki przedniej
czesSci jadra podstawnobocznego ciata migdatlowatego aktywowane byly wczes$niej niz
komoérki tylnej czesci tego jadra (Bonapersona i in., 2022). W innych badaniach
wykorzystano obrazowanie pojedynczych komoérek wykazujacych ekspresje c-Fos w calym
moézgu aby zidentyfikowa¢ aktywno$¢ neuronalng wystepujaca w efekcie przerwania
przewlektej ekspozycji na wybrane psychostymulanty. Wykazano, ze odstawienie §rodkéw
psychostymulujacych powoduje zmiany w strukturze sieci neuronalnej, w tym wzrost
facznosci funkcjonalnej miedzy regionami mézgu (Kimbrough 1 in., 2021). Z przytoczonych
powyzej przykladéw badan wynika, ze mapowanie plastycznosci mézgu za pomocg
znakowania c-Fos, polaczone z obrazowaniem w mikroskopie LSFM jest z powodzeniem
stosowane w celu wyjasnienia wielu paradygmatéw behawioralnych. Jednakze globalny profil
ekspresji c-Fos w mézgu zachodzacej podczas uczenia apetytywnego nie zostal dotad dobrze
poznany 1 opisany. Dlatego tez badania przedstawione w niniejszej rozprawie dotyczyly
scharakteryzowania tego procesu. UzyskaliSmy wysoka jakos¢ zachowania architektury
tkanki podczas proceséw oczyszczania i obrazowania, dzigki czemu obrazy 3D mézgu mogly

by¢ automatycznie dopasowane do standardowego atlasu anatomicznego moézgu myszy.
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Dzig¢ki zastosowaniu algorytmu automatycznego zliczania komoérek wykryliSmy aktywowane
regiony mozgu w caltej potkuli mézgowej z rozdzielczoscia do pojedynczej komorki. Nasza
analiza ujawnita kompletnag mape struktur, ktére charakteryzowaty sie réznymi profilami
ekspresji c-Fos. Wykazano, ze catkowita liczba komoérek c-Fos pozytywnych byta wigksza
w moézgach zwierzat poddanych treningowi apetytywnemu, niz w mézgach pochodzacych od
zwierzat kontrolnych. Globalne podejscie do profilowania aktywno$ci c-Fos w moézgu
dostarcza informacji o poszczegdlnych strukturach jak i obwodach neuronalnych, ktére moga
bra¢ udziat w procesowaniu zdarzen apetytywnych. Po okresleniu catkowitej liczby komorek
c-Fos pozytywnych przeprowadzono analiz¢ ekspresji c-Fos w indywidualnych strukturach
mozgu. Niniejsze badanie rozwingto technike mapowania tego biatka wprowadzajac analize
sygnatu pochodzacego od c-Fos z doktadniejszymi szczegétami anatomicznymi mézgu, ktére
obejmowaty wiele struktur i warstw. Bazujac na obrazach mikroskopowych, dopasowanych
do atlasu anatomicznego mézgu myszy Allen Brain Atlas, zidentyfikowano okoto 790
struktur, sposrod ktérych 390 wykazywalo ekspresje biatka c-Fos. Wykazano, ze 170 struktur
charakteryzowato si¢ zwigkszonym poziomem ekspresji biatka c-Fos u zwierzat poddanych
treningowi apetytywnemu w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.

W celu wytypowania struktur wykazujacych najwicksze réznice w liczbie komoérek c-Fos
pozytywnych, przeprowadzono dodatkowa analizg¢ statystyczng mie¢dzy badanymi grupami
zwierzat. Uzyskane dane wskazuja, ze 54 struktury wykazywaly co najmniej 2-krotnie
wickszg liczb¢ komorek c-Fos pozytywnych w grupie apetytywnej, niz w kontrolne;j.
Struktury te umiejscowione sg w réznych regionach mézgu. Wykazano,, wzrost poziomu
ekspresji c-Fos dla 12 struktur bedacych czes$cig kory nowej, 8 struktur nalezacych do
srddmoézgowia, 19 struktur nalezacych do jader wzgdérza zwigzanych z polimodalng korg
asocjacyjng, 6 struktur nalezacych do jader wzgérza zwigzanych z korg sensomotoryczng,
5 struktur nalezacych do grupy jader mostu, 2 struktury nalezace do podwzgdrza, a takze
1 strukturg, ktdra jest czeScig gatki bladej. Przedstawione wyniki pokazuja, ze zmiany profilu
aktywacji c-Fos, prowadzace do powstania plastycznosci neuronalnej wywotanej treningiem
apetytywnym nastepuja w wielu obszarach mézgu jednoczes$nie.

Wsréd struktur z najwigkszym poziomem ekspresji c-Fos znajdowaty si¢, nalezace do
srodmozgowia: jadro tylne przedpokrywy (PPT), wzgérek gérny (SCig-c) oraz brzuszne pole
nakrywki (VTA). Z dostgpnych danych literaturowych wynika, ze jadro tylne przedpokrywy
(PPT) zwigzane jest przetwarzaniem sygnaléw somatosensorycznych. Kontroluje ono
zachowania lowieckie, a takze jest zwigzane z otyloscig (Antinucci i in., 2019; Shang i in.,

2019; Timshel 1 in., 2020). Wzgérek gérny (SCig-c) bierze udzial w reakcjach obronnych
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polegajacych na przekazywaniu informacji podczas wizualnej stymulacji strachu (Liu i in.,
2022). Aktywacje tego obszaru opisano niedawno rowniez podczas nadmiernego spozywania
alkoholu u szczuréw (Rapp 1 in., 2022). SCig-c nalezy do jednej z najwazniejszych struktur
moézgu odpowiedzialnej za kontrole wzrokowg uwagi przestrzennej. Jego rola w modulacji
aktywnosci neuronalnej zwigzanej z uwagg jest szeroko badana (Cavanaugh i Wurtz, 2004;
Herman i in., 2018; Lovejoy i Krauzlis, 2010; Yu i in., 2022). Ponadto zaobserwowano udziat
wzgorka gbérnego w uczeniu 1izapamigtywaniu zdarzen nacechowanych pozytywne.
W badaniach tych przeprowadzono warunkowanie polegajace na samodzielnym podawaniu
granulek stodkiego pokarmu poprzez naciskanie na dzwigni¢ przez szczura. Warunkowanie
to zostalo sprz¢zone z pojawiajacym si¢ sygnalem Swietlnym. Zastosowanie sygnatow
swietlnych ufatwilo uczenie si¢ 1 utrwalanie pamieci dlugotrwatej. Wzgorek gérny szczuréw
eksponowanych na sygnat $wietlny wykazywal zwigkszong aktywno$¢ neuronalna,
rozbudowane rozgale¢zienia dendrytyczne oraz ekspresj¢ biatka i mRNA czynnika
neurotroficznego pochodzenia mézgowego (BDNF) (Lin i in., 2014). Jako obszar wykazujacy
wysoki poziom c-Fos po treningu apetytywnym zidentyfikowano réwniez pole brzuszne
nakrywki. Jak wiadomo, jest to cze$¢ srodmoézgowia wchodzaca w sktad uktadu nagrody,
zbudowana w wigkszosci z neuronéw dopaminowych. Obszar brzusznej nakrywki (VTA)
charakteryzuje si¢ wystepowaniem silnych projekcji dopaminergicznych do regionéw
przodomdzgowia, ktére wedtug wielu dostgpnych doniesien pelnig kluczowa rola w regulacji
nagrody (Bouarab i in., 2019; Taniguchi i in., 2011) oraz motywacji i procesOw poznawczych
(Kim i in., 2021; McLaughlin i Floresco, 2007). Co wigcej, udziat VTA opisywane jest
rowniez w rozwoju uzaleznien (Authement i in., 2016; Liischer i Malenka, 2011).

W kolejnej grupie znajdowaty si¢ struktury nalezace do grupy jader wzgorza zwigzanych
z polimodalng korg asocjacyjng: jadro srédbtonkowe wzgdrza grzbietowego (ILM), jadro
przysrodkowo- grzbietowe (MD), Perireunensis nucleus (PR), jadro podprzysrodkowe (SMT).
Sa to regiony odpowiedzialne za funkcje poznawcze (Parnaudeau i in., 2019), kodowanie
1 odzyskiwanie pamigci skojarzeniowej (Geier 1 in., 2020) oraz synchronizacj¢ dziatan
instrumentalnych (Lusk 1 in., 2020). Do ostatniej grupy struktur wykazujacych wysoka
ekspresje c-Fos w odpowiedzi na trening apetytywny nalezg struktury wchodzace w sklad
jader wzgdrza zwigzanych z korg sensomotoryczng: jadro podprzypeczkowe (SPFm) oraz
cialo kolankowate (MG). Z dostepnej literatury wynika, ze SPFm zwigzane jest
z zachowaniami seksualnymi (Balfour i in., 2006; Hamson i Watson, 2004). Ponadto

wykazano, ze podczas warunkowania strachu dochodzi do zwigkszonej ekspresji c-Fos w tej
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strukturze (du Plessis i in., 2022). Z kolei MG stuzy nie tylko jako wazny sktadnik szlakéw
stuchowych prowadzacych ze $rddmoézgowia do kory stuchowej, ale takze integruje rézne
sygnaly wejSciowe przed projekcja do kory mozgowej (Mansour i in., 2021). Warto
zauwazy¢, ze wymienione wyzej struktury petnig wiele zréznicowanych funkcji, a tylko czes¢
z nich jest zaangazowana w procesy uczenia i zapamig¢tywania. Jednakze, wiekszo$¢ z nich
nie byla zbadana w kontekscie uczenia apetytywnego.

Struktury, ktére wykazaty najwyzsza aktywnos¢ c-Fos w efekcie uczenia apetytywnego
naleza do réznych czgSci moézgu, czegsto potozonych od siebie w duzej odleglosci
i niejednokrotnie pelnigcych odmienne funkcje. Koncepcja, ze pami¢¢ jest przechowywana
nie tylko w pojedynczym zespole komdrek engramowych, ale w wywotanych przez uczenie
si¢ trwalych zmianach w wielu funkcjonalnie polaczonych zespotach neuronéw zostata
zaproponowana przez R. Semona i D. Hebba (Semon, 1921; Hebb, 1949). Eksperymentalne
dowody na poparcie tej koncepcji uzyskano dzigki obserwacji, ze ekspresja genow
zachodzaca podczas warunkowania strachu zachodzi w rozleglych, zdefiniowanych
behawioralnie obwodach neuronalnych (Helmstetter i in., 2008). Dzigki wynikom uzyskanym
w ramach tej pracy mozna wnioskowaé, ze uczenie apetytywne powoduje przebudowe
funkcjonalnej architektury mézgu. Wysoce prawdopodobne jest, ze nawet odlegte struktury,
w odpowiedzi na trening uczenia apetytywnego tworza nowe sieci funkcjonalne niezbedne do
powstania $ladéw pamigciowych.

Techniki mapowania catego mézgu pozwalajg na uzyskanie duzych zbioréw danych
dotyczacych aktywnosci anatomicznej i funkcjonalnej. Niewatpliwg zaletg przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy badan jest to, ze uzyskane wyniki wnosza niedostepne wczesniej
w zwierzecych modelach informacje o globalnej aktywno$ci mézgu pod wpltywem uczenia
apetytywnego, ktére znacznie przekraczajag rozdzielczo$¢ strukturalng w badaniach
prowadzonych z udziatem ludzi. Wigkszos¢ skaneréw MRI uzywanych do celéw medycznych

moze osiggnaé typowa rozdzielczoéé okoto 1,5 x 1,5 x 4 mm?

w urzadzeniach 3T i
0,5 w rzadziej dostepnych urzadzeniach 7-T. PrzejScie na wyzszg rozdzielczos¢ jest jednak
nadal wyzwaniem, w zwigzku z wystgpowaniem wyraznych biologicznych efektow
ubocznych: ludzie mogg do§wiadcza¢ zawrotéw i bolow glowy podczas poruszania si¢ w i
poza skanerem (Nowogrodzki, 2018). Ponadto badania na ludziach sg ograniczone przez
wzgledy etyczne (np. ponowna ekspozycja na alkohol u pacjentéw uzaleznionych). Globalne
profilowanie plastycznosci mézgu w modelach zwierzgcych uzupeinia badania na ludziach.

Dzieki niemu zidentyfikowano struktury przypuszczalnie kluczowe w procesie uczenia si¢

zdarzen nacechowanych pozytywnie. Biorgc pod uwage podobienstwo procesu uczenia
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apetytywnego do procesu powstawania uzaleznien, zidentyfikowanie okreslonych obszaréw
neuronalnych moze by¢ potencjalnie wykorzystane do leczenia za pomoca technik stymulacji

mozgu.

5.2 Udzial srodkowego jadra ciala migdalowatego w obwodach neuronalnych
kontrolujacych reakcje apetytywne

Przeprowadzona w ramach niniejszych badan analiza in silico polegajaca na
zidentyfikowaniu potaczen neuronalnych pomiedzy strukturami, wykazala ze sposréd 54
najsilniej aktywowanych uczeniem apetytywnym struktur, najwi¢cej potaczen neuronalnych
posiada jadro $rodkowe ciala migdalowatego (CeA). Analiza wykazata, ze CeA otrzymuje
projekcje CeA dochodzg projekcje z 30 aktywowanych treningiem apetytywnym struktur.
Zidentyfikowano réwniez potaczenia wychodzace z CeA do 17 sposréd 54 analizowanych
struktur. Ponadto, sposréd analizowanych struktur zidentyfikowano 11, ktore
charakteryzowatly si¢ tym, ze zar6wno wysylaja projekcje, jak rowniez otrzymuja projekcje
z CeA.

Ciato migdatowate to zesp6t jader wchodzacych w sktad uktadu limbicznego. Z wielu
dostgpnych danych wynika, ze jest to niejednorodna pod wzglegdem morfologicznym,
anatomicznym a takze histochemicznym struktura. Co wazne, struktura ta charakteryzuje si¢
zarOwno licznymi polgczeniami doprowadzajacymi jak i wyprowadzajacymi (Swanson
i Petrovich, 1998). Liczne badania donoszg, ze CeA zaangazowane jest w kontrole zachowan
emocjonalnych (Gallagher i Chiba 1996; Robbins i in., 2003). Warto wspomnie¢,
ze dotychczasowa wigkszo$¢ badan skupiata si¢ przede wszystkim na udziale CeA
w obwodach awersyjnych, przetwarzajacych reakcje zwigzane ze stresem (Goldstein i in.,
1996; LeDoux 1 in., 1988; Wilensky i in., 2006). Jak wiadomo, pobudzenie ciata
migdalowatego zachodzi gléwnie dzigki projekcjom pochodzacym ze wzgoérza. Informacje w
tej Sciezce sygnatlowej przesylane sa na dwa rézne sposoby. Pierwszy z nich to droga
bezposrednia (droga dolna), ktéra dostarcza informacje bezposrednio ze wzgdrza. Uwaza sig,
ze s3 to zwykle niedokladne sygnaty czuciowe, informujace o nadchodzacym
niebezpieczenstwie. Dzigki temu mozliwe jest podjecie natychmiastowej reakcji (wycofanie
sie, ucieczka) na potencjalnie awersyjny bodziec, a tym samym uniknigcie zagrozenia.
Z kolei, drugi sposéb to droga posrednia, inaczej nazywana drogg gérng. W tym przypadku

sygnal docierajacy do ciata migdalowatego przechodzi ze wzgdérza przez kor¢ moézgu.
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W zwiazku z powyzszym, ta $ciezka sygnatowa jest znacznie dtuzsza a dotarcie sygnatu do
CeA wymaga zdecydowanie wigcej czasu. Jednakze sygnaty drogi gérnej docierajace do CeA
s juz czgsciowo przetworzone i poddane wstepnej analizie, co w efekcie umozliwia bardziej
$wiadomg oceng¢ sytuacji i wicksze prawdopodobienstwo podjecia wlasciwej reakcji (LeDoux
iin., 1984). CeA posiada takze bogate polaczenia wychodzace do regionéw pnia mézgu oraz
podwzgérza, ktére takze posrednicza w okreslonych oznakach strachu i niepokoju. Warto
wspomnie¢, ze regiony te odpowiedzialne sa za wystgpowanie reakcji motorycznych
zwigzanych ze stresem, m.in. reakcja zamierania (ang. freezing) (Knapp i Pohorecky, 1995).
Ponadto, CeA posiada potaczenia ze srédmdzgowiem a jednymi z najsilniejszych potaczen,
jakie tworzy ta cze$¢ ciala migdalowatego sg te z przysrodkowym podwzgdérzem, rejonem
przedwzrokowym, przegrodg, opuszkami wechowymi oraz réznymi osrodkami podstawy
moézgu. Dodatkowo z pismiennictwa wynika, ze CeA moze wywiera¢ bezposredni wptyw na
podstawowe funkcje wzgdrza - reguluje cisnienie t¢tnicze krwi, akcje serca czy tez aktywnos¢
przewodu pokarmowego (Hopkins i Holstege, 1978; Saha, 2005). Z przytoczonych danych
wynika, ze wigkszo$§¢ badan dotyczacych CeA skupialo si¢ na udziale tej struktury
w obwodach neuronalnych odpowiedzialnych za regulacje reakcji stresowych. Natomiast,
udziat CeA w obwodach zwigzanych z zachowaniami apetytywnym pozostawal stabo
zdefiniowany. Istnieja dowody, ze CeA zaangazowane jest w odzywianie i reakcje zwigzane
z nagrodg, ale neurony i mechanizmy obwodowe, ktére pozytywnie reguluja te zachowania,
pozostaja niejasne. Jednakze, poznanie tych mechanizméw jest niezwykle istotne poniewaz,
te ztozone zachowania sg integralng cz¢scig sprzyjajacg przetrwaniu organizmu.

W ostatnim czasie mozna zaobserwowal wzrost zainteresowania zaangazowaniem
CeA w obwodach neuronalnych kontrolujacych reakcje apetytywne. Na przyktad, wykazano,
ze CeA wysyla silne projekcje hamujace do bocznej istoty czarnej (SNL), ktére przyczyniaja
si¢ do uczenia apetytywnego u myszy (Steinberg i in., 2020). Kolejne badania wykazaty
udziat CeA w obwodach lezacych u podstaw poszukiwania i konsumpcji nagrody (Douglass i
in., 2017). Przeprowadzona w ramach niniejszej pracy analiza in silico projekcji
wystepujacych miedzy strukturami wykazujacymi wysoki poziom ekspresji c-Fos podczas
uczenia apetytywnego wskazuje na liczne potaczenia CeA z réznymi strukturami
opisywanymi wczesniej jako kluczowe dla ukladu nagrody i uczenia. Na przyktad,
zidentyfikowano polaczenia wchodzace i wychodzace do brzusznego pola nakrywki (VTA),
galtki bladej (GP1i) - obszaréw mézgu, ktérych rola opisywana jest w kontekscie przetwarzania
i kodowania nagrody (Carta i in. 2019; Rossi i in. 2017). Ponadto, przedstawiona analiza

wskazuje na potaczenia CeA ze strukturami petnigcymi odmienne funkcje, np. jadro
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podpeczkowe (SPA) opisywane jako biorgce udzial w kontroli proceséw rozrodczych
1 odbieraniu bodzcéw stuchowych (Wang 1 in., 2006) oraz jadro okotonasadowe (PP)
odpowiedzialne za pobudzenie i uwage, karmienie, picie i zachowania seksualne (Zrinzo i in.,
2007). Podsumowujac, przedstawione w tej czeSci wyniki sugerujg, ze interakcje CeA
z innymi strukturami wykazujacymi silng aktywacj¢ c-Fos podczas uczenia apetytywnego
moga potwierdza¢ wczesniej niedoceniany udziat CeA w sieciach neuronalnych regulujacych

zachowania apetytywne.

5.3 CeA jako kluczowa struktura w uczeniu apetytywnym a nie awersyjnym

Globalne mapowanie ekspresji c-Fos w moézgu podczas uczenia apetytywnego oraz
wykonana w nastgpnym kroku analiza in silico projekcji migdzy strukturami wykazaty,
ze strukturg, ktéra moze petni¢ wazng role w kontroli proceséw apetytywnych jest CeA.
Dlatego tez, w kolejnych doswiadczeniach skupiono si¢ na bardziej szczegélowym poznaniu
udziatu tej struktury w przetwarzaniu zdarzen pozytywnych. Ciatlo migdatowate sktada sig¢
z wielu potaczonych ze sobg jader, potozonych glteboko w ptacie skroniowym (Sah i in.,
2003). W niniejszym badaniu przeprowadzono doswiadczenie polegajace na poréwnaniu
profilu ekspresji biatka c-Fos w ciele migdalowatym wywolanej treningiem behawioralnym
o r6znym zabarwieniu emocjonalnym. Analizie poddano nastepujace czesci tej struktury:
jadro podstawno-boczne (BLA) oraz jadro (CeA; sktadajace si¢ z czesci bocznej (CeLl)
i przysrodkowej (CeM)). Jak wiadomo, cialo migdalowate zwigzane jest z regulowaniem
wielu procesOw poznawczych. Procesy te przewaznie zwigzane s3 z réznego rodzaju
emocjami a takze uczeniem si¢, zapamig¢tywaniem, uwagg i percepcja. Wigkszos¢ obecnych
koncepcji dotyczacych funkcji CeA podkresla jego role w przetwarzaniu negatywnych
emocji, takich jak strach, oraz w taczeniu negatywnych emocji z innymi aspektami
poznawczymi, takimi jak uczenie si¢ 1 pami¢¢ (Davis i Whalen, 2001; Gallagher i Chiba,
1996). W zwigzku z tym, w niniejszej pracy przy uzyciu immunofluorescencyjnego
znakowania c-Fos, przeprowadzono profilowanie plastycznosci neuronalnej w CeA i BLA po
uczeniu apetytywnym i awersyjnym. W przypadku uczenia apetytywnego zastosowano taka
samg procedure jak w poprzednim doswiadczeniu, polegajaca na wyksztalceniu preferencji
miejsca do rogu zawierajacego butelki z 10% roztworem sacharozy. Procedura uczenia
awersyjnego opracowana byla na podstawie dostepnej literatury (Knapska i in., 2006).

Zastosowany trening polegal na wyksztalceniu umiejetnosci unikania najczesciej
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uczgszezanego rogu klatki, po zastosowaniu w tym rogu bodzca awersyjnego, czyli
dmuchnigcia sprezonym powietrzem. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja,
ze myszy nabyly umiej¢tno$¢ unikania miejsca warunkowanego negatywnie, o czym
swiadczyt spadek udzialu odpowiedzi (zar6wno wizyt, jak 1 nosepoke) Ww miejscu
warunkowanym awersyjnie w stosunku do ogdlnej liczby odpowiedzi we wszystkich rogach.
Poziom ekspresji c-Fos w ciele migdatowatym zostal wzmocniony przez zachowania
motywowane zaréwno awersyjnie, jak i apetytywnie, jednak wzorzec aktywacji jader ciata
migdalowatego réznit si¢ w zaleznosci od nacechowania bodzca warunkujacego. Analiza
poziomu ekspresji biatka c-Fos na skrawkach mézgowych wykazata, ze w przypadku CeA
wzrost ekspresji  biatka c-Fos nastapit jedynie podczas wuczenia apetytywnego.
Nie zaobserwowano zmiany poziomu c-Fos w CeA podczas uczenia awersyjnego. Z kolei,
poziom ekspresji c-Fos w BLA zostal zwigkszony tylko na skutek treningu awersyjnego.
Wyniki dostegpnych badan przeprowadzonych w kontek$cie roli BLA w uczeniu
1 zapamigtywaniu sg zgodne z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy. Warte przytoczenia
sa badania, w ktérych wykazano, ze w trakcie warunkowania strachu, w wyniku ekspozycji
zwierzecia na neutralny bodziec stluchowy zaobserwowano wytworzenie potencjatow
czynno$ciowych w neuronach znajdujacych si¢ w obszarze BLA (Quirk i in., 1995). Ponadto,
usunig¢cie tej czesci jadra ciata migdalowatego powoduje zaburzenia w powstawaniu
skojarzen miedzy bodzcem warunkowym a bodzcem awersyjnym (Blanchard i Blanchard,
1972; LeDoux, 2000; Quirk i in., 1995). Wiele przyktadow zaangazowania BLA
Ww przetwarzaniu emocji negatywnych wykazano stosujac metody oparte na optogenetyce.
Na przyktad w badaniach prowadzonych na myszach zasugerowano, ze stymulacja neuronéw
wysylajacych projekcje z BLA do hipokampa wywoluje wzmocnienie reakcji lgkowych.
Co wiecej, zahamowanie zakonczen tych neuronéw znaczaco zwiekszyto interakcje spoteczne
miedzy osobnikami (Felix-Ortiz i Tye, 2014). Uwaza si¢, ze BLA jest waznym miejscem
plastycznosci neuronalnej, w ktérym podczas warunkowania awersyjnego przechowywane sg
wspomnienia dotyczace skojarzenia bodzca warunkowego z bodZzcem awersyjnym (Maren i
Quirk, 2014). Ciekawym odkryciem bylo wykazanie, ze ekspozycja szczuréw na bodziec
stuchowy potaczona ze optogenetyczng stymulacja neuronéw znjadujaych si¢ w obszarze
BLA skutkuje zainicjowaniem warunkowej reakcji strachu (Johansen i in., 2010). Natomiast
w badaniach polegajacych na fotoinhibicji projekcji widkien glutaminianergicznych
wysytanych z BLA do kory srédwegchowej wykazano, ze u zwierzat tych nastgpito zaburzenie
nabywania reakcji strachu (Sparta i in., 2014; Stamatakis i in., 2015). W podobnym

paradygmacie behawioralnym polegajagcym na wytworzeniu umieje¢tnosci unikania miejsca,
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Frenois 1 wsp. (2005) wykazali, ze ponowna ekspozycja szczuréw na srodowisko sparowane
z bodzcem awersyjnym powodowata zmniejszenie ekspresji c-Fos w CeA, ale zwigkszenie
odpowiedzi w BLA (Frenois i in., 2005). Z zaprezentowanych wyzej danych literaturowych
wynika, ze BLA bierze udzial w przetwarzaniu zdarzen nacechowanych negatywnie, co jest
spojne z wynikami otrzymanymi w niniejszej rozprawie. Analiza aktywacji biatka c-Fos
wykazata, wzrost ekspresji c-Fos w CeA podczas uczenia apetytywnego. Uczenie awersyjne
nie spowodowato zmiany poziomu c-Fos w tej strukturze. Z wielu dotychczasowych badan
nad funkcja CeA wynikato, ze struktura ta posredniczy w przetwarzaniu reakcji na bodziec
podczas warunkowania apetytywnego (Cardinal i in., 2002; Holland i Gallagher, 1993;
Parkinson i in., 2000). Sugerowano réwniez, ze aktywowana jest tylko w odpowiedzi na
nowe, badz wiasnie zmodyfikowane bodzce (Gallagher i Holland, 1994). Pomimo tego
wiekszo$¢ dotychczasowych badan skupia si¢ na udziale CeA w przetwarzaniu zdarzen
o negatywnym charakterze. Badania w celu wykazania zaangazowania tej struktury
w odpowiedzi na bodzce awersyjne przeprowadzano za pomocg réznorodnych
paradygmantéw behawiorlanych 1 z wykorzystaniem wielu gatunkéw zwierzat. Przyktadowo,
wielokrotnie wykazywano, ze usuni¢cie CeA uposledza motoryczng reakcje zamierania (ang.
freezing), ktéra jest charakterystycznym przejawem zachowan obronnych, pozwalajacych na
przyklad na ukrycie si¢ przed drapieznikiem (Ciocchi i in., 2010; Fadok 1 in., 2017; Isosaka 1
in., 2015). Warto przytoczy¢ doswiadczenia prowadzone przez zesp6t Davidson i wsp., ktére
wskazaly, ze malpy z obustronnym uszkodzeniem CeA wykazywaty zmniejszony poziom
hormonéw stresowych w osoczu (Kalin i in., 2004). Co wiecej, Goosens i Maren w swoich
badaniach wykazali, ze usuni¢cie CeA powodowato zaburzenia w nabywaniu reakcji strachu.
Z przeprowadzonych do$wiadczen wynikato réwniez, ze u zwierzat wyciszona zostala
wokalizacja ultradzwigkowa o czestotliwosci 22KHz, ktéra stuzy do komunikowania
nadchodzacego zagrozenia (Goosens i Maren, 2001).

Najczesciej uzywanym paradygmatem behawioralnym wykorzystywanym do badania
neuronalnych mechanizméw nabywania reakcji obronnych jest warunkowanie strachu
zapoczagtkowane przez Iwana Pawlowa. Polega ono na wytworzeniu asocjacji pomi¢dzy
bodzcem neutralnym, np. sygnal $wietlny lub dzwigk a bodzcem negatywnym, takim jak
draznienie pradem. W wyniku powstania tej asocjacji zwierz¢ zaczyna reagowac strachem na
bodziec neutralny, pomimo tego, ze nie towarzyszy mu bodziec negatywny (Pawlow, 1927).
W badaniach przeprowadzonych z udzialem ludzi wykazano, wzrost aktywnosci CeA podczas
warunkowania strachu (Cheng i in., 2006; Knight i Smith, 2004). Udzial CeA w odpowiedzi

na warunkowanie strachu wykazano w badaniach prowadzonych z udzialem myszy przez
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Namburi i wsp. (2015). W wyniku zastosowanego warunkowania awersyjnego
zaobserwowano wzmozenie procesow plastycznos$ci synaptycznej w obrebie CeA. Ponadto w
badaniach tych wykazano, ze zastosowanie optogenetycznej stymulacji neuronéw CeA
spowodowato wyksztalcenie umiejetnosci unikania miejsca (Namburi i in., 2015) Wynik
uzyskany w niniejszej pracy nie jest spojny z rezultatami opublikowanymi przez innych
badaczy, poniewaz z przytoczonych wyzej przyktadow wynika, ze rola CeA zwigzana jest
gléwnie z przetwarzaniem zdarzen zwigzanych ze strachem. Jednakze, w ostatnich latach
dzigki badaniom Koo i wsp. (2004), w ktérych zastosowano neurotoksyczne uszkodzenia
widkien nerwowych, wykazano, ze w procesie ksztattowania warunkowanego strachu biorg
udziat gtéwnie projekcje przebiegajace przez CeA do dalszych struktur odpowiedzialnych za
reakcje zwigzane ze strachem, a nie samo CeA (Koo i in., 2004). Robinson i wsp. (2014)
niedawno wykazali, ze szczury wytrenowane do naciskania dzwigni w celu otrzymania
nagrody, naciskaly dzwignie cz¢sciej, gdy podawanie nagrody zostalo potaczone
z rownoczesng stymulacjg CeA, co sugeruje, ze CeA wzmacnia zewng¢trzng warto$¢ nagrody
(Robinson 1 in., 2014). W tym miejscu nalezy réwniez wspomnie¢, ze brak zaangazowania
CeA w awersyjnym warunkowaniu instrumentalnym sugerowali Duncan i wsp. (1996) oraz
Savonenko i wsp. (1999), ktérzy nie odnotowali ekspresji c-Fos w CeA podczas nabywania
umiej¢tnosci unikania miejsca (Duncan 1 in., 1996; Savonenko i in., 1999). Wyniki
uzyskiwane gléwnie za pomoca metod lezyjnych 1 elektrofizjologicznych sugerowaty,
ze podregiony ciala migdatowatego, odpowiedzialne za podstawy uczenia apetytywnego
i awersyjnego, s3 zasadniczo takie same (Belova i in., 2007; Cardinal i in., 2002; Schoenbaum
1 in., 1998). Jednak, obrazowanie molekularne w rozdzielczosci komoérkowej sugeruje,
ze specyficzne czgsci ciala migdatlowatego sg odmiennie aktywowane, w sposoéb specyficzny
dla zachowania (Knapska i in., 2006; Savonenko i in., 1999) W badaniach przeprowadzonych
przez Knapska i wsp. (2006) zauwazono, ze zaréwno u szczuréw, jak i myszy, aktywacja
CeA, mierzona poprzez zwigkszony poziom ekspresji c-Fos, wystepuje tylko po apetytywnym
warunkowaniu instrumentalnym, ale nie awersyjnym (Knapska i in., 2006). W innych
badaniach wykazano réwniez, ze ekspresja c-Fos jest powigzana z plastycznoscig
synaptyczng, uczeniem si¢ i pamie¢cig, poniewaz istnieje coraz wigcej dowodéw na to,
ze neurony wyrazajace c-Fos ulegajag zmianom plastycznym (Condorelli i in., 1993; Guez-
Barber 1 in., 2011; Mattson i in., 2008). Jak wiadomo, c-Fos wchodzi w sktad czynnika
transkrypcyjnego AP-1, ktéry na poziomie transkrypcyjnym uczestniczy w regulacji genow
kodujacych biatka MMP-9 (ang. matrix metalloproteinase 9) i TIMP-1 (ang. tissue inhibitor

of metalloproteinases 1) rowniez w aktywowanych neuronach (Ganguly i in., 2013; Jaworski
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iin., 1999; Kuzniewska i in., 2013; Rylski i in., 2009; Szklarczyk i in., 2002). W tym miejscu
nalezy zaznaczyC, ze zarOwno TIMP-1, jak i MMP-9 sktadaja si¢ na zewnatrzkomdrkowy
system enzymatyczny dzialajagcy na macierz zewnatrzkomorkowa i czasteczki adhezyjne
komoérek. Dowiedziono, ze ekspresja ww. bialek powoduje zmiany morfologiczne kolcow
dendrytycznych, a tym samym wptywajac na plastyczno$¢ synaptyczng, uczenie si¢ i pamigc
(Nagy 1 in., 2007; Rivera 1 in., 2010). Co istotne, w badaniach przeprowadzonych przez
Knapska 1 wsp. wykazano, ze zahamowanie aktywnosci biatka MMP-9 w CeA spowodowato
zaburzenia apetytywnego uczenia si¢ i pamigci, jednoczesnie nie wywierajac wpltywu na
uczenie i pami¢¢ awersyjng (Knapska i in., 2013). Najnowsze badania pokazuja,
ze przewlekle leczenie fluoksetyng (lek przeciwdepresyjny) zmniejszato aktywno$s¢ MMP-9
w CeA, czemu towarzyszylo powazne upoSledzenie uczenia si¢ potozenia nagrody
i ostabienie motywacji. Ponadto, badanie to wykazato, ze zwierzeta przewlekle leczone
fluoksetyng miaty wyzszy odsetek niedojrzatych kolcéw dendrytycznych (Puscian i in.,
2021). Ponadto, w ostatnim czasie przeprowadzono réwniez badania, w ktérych za pomoca
wektoréw lentiwirusowych zablokowano ekspresje genu c-fos w CeA. Nastepnie, zwierzeta
zostaly poddane warunkowaniu apetytywnemu oraz awersyjnemu, ktére polegato
na wytworzeniu asocjacji pomiedzy miejscem poltozenia butelki a jej zawartoscia.
W przypadku warunkowania apetytwnego zastosowano 10% roztwoér sacharozy, natomiast
w treningu awersyjnym roztwor chininy. Doswiadczenie wykazalo, ze u myszy z wyciszong
ekspresja c-fos w CeA nastgpito uposledzenie uczenia potozenia nagrody. Co wazne,
obnizenie poziomu biatka c-Fos nie wptyneto na proces uczenia awersyjnego (T. Lebitko,
praca doktorska). Zrozumienie funkcji poszczegdlnych jader ciala migdalowatego
w procesie uczenia si¢ stanowi duze wyzwanie. Istnieja dowody potwierdzajace role CeA
zarOwno w przetwarzaniu emocji pozytywnych, jak i negatywnych, w tym w uczeniu si¢
odpowiedzi na bodzce o pozytywnej wartosci. Wiekszo$¢ literatury na temat ciata
migdalowatego obejmuje analize roli CeA za pomocg réznych miar strachu wykorzystujac
techniki obejmujace uszkodzenia mechaniczne 1 chemiczne, stymulacj¢ elektryczng oraz
miejscowq infuzj¢ réznych zwigzkéw. Jednakze rezultaty opierajace si¢ na molekularnych
zmianach zachodzacych w tej strukturze wskazuja na jej udzial uczeniu apetytywnym.
Ponadto, wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie sugeruja réwniez, ze w CeA
dochodzi do zainicjowania procesOw zwigzanych z plastycznoscia neuronalng jedynie
podczas uczenia zdarzen nacechowanych pozytywnie, anie podczas uczenia zdarzen
negatywnych. Wyjasnienie specyficznej roli CeA w kontroli zdarzen zwigzanych z nagroda

moze stanowi¢ podstawe do lepszego zrozumienia licznych proceséw, na ktére wptywa
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nagroda, w tym uczenie si¢ i pami¢¢, a takze uzaleznienia i mechanizmy odpowiedzialnych za

motywacj¢ 1 dziatania ukierunkowanego na cel.

5.4 Neurony SST+ CeA wykazuja ekspresje bialka c-Fos podczas uczenia
apetytywnego

CeA cieszy si¢ rosngcym zainteresowaniem ze wzgledu na jego rozlegle funkcje
w posredniczeniu  we  wrodzonych, jak réwniez  wyuczonych, adaptacyjnych
i nieadaptacyjnych zachowaniach. CeA jest strukturg niejednorodng, podzielong
na zréznicowane anatomicznie czesci. Podziat CeA na podregiony nie jest jednak
jednoznaczny. W pierwotnych badaniach CeA dzielono na dwie czgsci: czg$¢ boczng (CeL)
i przysrodkowa (CeM) (Brodal, 1947) 1 do dzi§ w wielu pracach badawczych, stosuje si¢
wlasnie taki podziat (Cai, 2015; S. Duvarci i in., 2011; Jiingling i in., 2015; McCullough i in.,
2018). Ze wzgledu na wystepujace niescistosci w wyodrebnianiu poszczegdlnych czegsci CeA
W niniejszej rozprawie zastosowano zaproponowany pierwotnie podziat tej struktury na czes¢
boczng (CeL) i1 przysrodkowg (CeM). Warto zauwazy¢, ze w piSmiennictwie wielokrotnie
sugerowano, ze rozne czg¢sci CeA wykazuja réznice nie tylko na poziomie anatomicznym, ale
rowniez na poziomie funkcjonalnym (Carlsen i Heimer, 1988; Sah i in., 2003). Co ciekawe,
przeprowadzone w niniejszej pracy badania pokazuja, ze zardwno czg¢s¢ boczna (Cel) jak
i cze$¢ przysrodkowa (CeM), wykazywaly zwiekszong ekspresje c-Fos podczas uczenia
apetytywnego. W badaniach prowadzonych przez Knapska i wsp. (2006) wykazano,
ze uczenie si¢ potozenia nagrody powoduje aktywacj¢ biatka c-Fos w neuronach w obszarze
CeM, a nie CeL (Knapska 1 in., 2006). W prawdzie, CeM uznawane jest za czgS¢ wyjsciowa
ciala migdatowatego, wysytajacg wiele projekcji do regionéw istotnych dla behawioralnych
i fizjologicznych reakcji na zdarzenia emocjonalnie (Hopkins i Holstege, 1978; Pape i Pare,
2010). Jednak nowsze dane pokazuja, ze neurony Cel wysylaja réwniez projekcje
GABAergiczne do behawioralnych 1 fizjologicznych regionéw efektorowych (Penzo 1 in.,
2014). W ostatnich badaniach wykazano jednak aktywacje zaré6wno neuronéw CeL jak i CeM
wystepujaca podczas gtodu narkotykowego (Venniro i in., 2020). Nalezy zauwazyc,
ze funkcje CeA badano przy uzyciu réznych metod elektrycznej stymulacji moézgu,
neurochemicznych iniekcji, czy tez lezji catej struktury. Biorgc pod uwage niejednorodnosc
anatomiczng ciala migdalowatego, najwazniejsze wnioski, dotyczace udzialu poszczegdlnych
podregiondw CeA w przetwarzaniu réznorakich informacji mozna wyciggnaé stosujac

techniki molekularnego znakowania potaczone z wysokiej jakosci obrazowaniem.
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Dane literaturowe potwierdzaja, ze CeA sktada si¢ z niejednorodnej populacji z natury
odrebnych neuronéw (Dumont i in., 2002; Duvarci, 2014; Schiess i in., 1999). Jednak
funkcjonalna organizacja tych podtypéw neuronalnych wystepujacych w CeA pozostaje stabo
poznana. Szereg badan dowodzi, ze modulacja zachowan w CeA jest specyficzna dla danego
typu komoérek, przy tym wiele badan skupia si¢ na funkcji genetycznie odrgbnych komoérek
(Kim 1 in., 2017; Tye i Janak, 2007). Prawdopodonie, w modulowanie aktywnosci
poszczegdlnych czeSci CeA zaangazowane sg znajdujace si¢ wewnatrz nich, podobne do
kolczastych neuronéw prazkowia, neurony GABA-ergiczne. Neurony te tworzg lokalne
obwody hamujace, ktore, jak wykazano, wptywaja w istotny sposéb na przetwarzanie
odbieranych bodzcéw przez CeA (Duvarci, 2014). Jednakze, w dotychczasowych badaniach
udzial poszczegdlnych typéw neuronéw w uczeniu zdarzen pozytywnych pozostaje niejasny.
Aby wypelni¢ ta luke, w niniejszych badaniach postanowiono scharakteryzowaé neurony
CeA, w ktorych mogto dojs¢ do zainicjowania proceséw plastycznych wywotanych
treningiem motywowanym nagrodg. W tym celu sprawdzono aktywacj¢ biatka c-Fos
zachodzaca podczas uczenia apetytywnego w 3 typach neuronéw hamujgcych znajdujacych
si¢ w CeA: neuronach somatostatynowych (SST+), neuronach wazoaktywnego polipeptydu
jelitowego (VIP+) oraz neuronach parwalbuminowych (PV+). Ekspresje biatka c-Fos
indukowano poprzez poddanie myszy treningowi preferencji miejsca w klatce IntelliCage.
Wykazano, ze ponad potowa neuronéw wykazujacych ekspresj¢ c-Fos nalezata do grupy
neuronéw SST+, a tylko nieliczne do PV+ i VIP+. Z opublikowanych w ostatnim czasie
danych literaturowych wynika, ze neurony CeA SST+ moga by¢ zaangazowane
w przetwarzanie nagrody. Na przyktad, aktywacja CeLL SST+ zostala powigzana z zalezng od
abstynencji ekspresja gtodu metamfetaminy, gdy podczas okresu odstawienia pojawily si¢
sygnaly zwigzane z substancjg uzalezniajacg (Venniro i in., 2020). Rola neuronéw CeA
SST+ w procesach zwigzanych z regulacja zachowania zostala roéwniez zasugerowana
w niedawnym badaniu pokazujacym, ze ich hamowanie skutkuje zachowaniem podobnym do
depresji w mysim modelu przewlektego bélu (Zhou i in., 2019). Ponadto, neurony CeA SST+
wysylaja projekcje do jadra drogi samotnej i jadra parabrachalnego (Bartonjo i Lundy, 2020).
Struktury te modulujg reakcje wywotane smakiem i unerwiajg jadro potlezace, ktére
odpowiedzialne jest m.in. za odczuwanie przyjemnosci (Aylward i Totterdell, 1993). Mozna
wiec wnioskowa¢, ze pod wzgledem anatomicznym neurony SST+ CeA s3a usytuowane
w sposéb odpowiedni by modulowac reakcje zwiazane z nagroda. Na podstawie uzyskanych
wynikéw oraz po przeanalizowaniu dostepnych danych literaturowych mozna stwierdzic,

ze zwigkszenie poziomu ekspresji c-Fos w neuronach SST+ CeA prawdopodobnie prowadzi
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do zapoczatkowania proceséw plastycznych w obrebie synaps tych neuronéw oraz powoduje
powstanie  dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego (Stawarski 1 in., 2014).
Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja na to, ze neurony SST+ zlokalizowane w CeA ,

moga petni¢ istotng role w uczeniu si¢ zdarzen apetytywnych.

5.5 CeA zawiera odrebne podtypy neuronéw SST+

Wiele dotychczasowych badan wykazato, ze neurony SST+ stanowig niejednorodng
grupe komoérek zaréwno pod wzgledem morfologicznym, molekularnym (Gonchar &
Burkhalter, 1997; Kawaguchi i Kubota, 1996), jak réwniez elektrofizjologicznym (Cauli i in.,
1997; Kawaguchi i Kubota, 1996). R6znorodnos¢ neuronéw SST+ obserwowana jest nie
tylko pomiedzy poszczegdlnymi obszarami czy strukturami w mézgu, ale réwniez pomiedzy
warstwami tej samej struktury (Xu i in., 2006). Wiekszos$¢ przeprowadzonych badan skupia
si¢ na charakterystyce neuronéw SST+ zlokalizowanych w korze mézgowej. Przyktadowo,
zaobserwowano znaczace réznice w parametrach elektrofizjologicznych pomiedzy neuronami
SST+ zlokalizowanymi w IV warstwie kory barytkowej a pozostalymi warstwami.
W badaniach tych wykazano, ze neurony SST+ warstwy IV charakteryzowaly si¢ nizszym
potencjalem spoczynkowym blony 1 nizszg opornoscia wejscia, a takze wyzsza
czestotliwoscig wywotywania potencjaléw czynnosciowych (Xu i in., 2013).

W zwiazku z otrzymanymi w poprzedniej czg¢sci doswiadczen wynikami,
pokazujacymi zwigkszong ekspresje biatka c-Fos w neuronach SST+ zlokalizowanych w CeA
podczas  uczenia  apetytywnego  postanowiono  przeprowadzi¢  charakterystyke
elektrofizjologiczng tej grupy neuronéw w obu czesciach CeA — CeL 1 CeM. Wlasciwosci
elektrofizjologiczne badanych neurondéw scharakteryzowano za pomoca pomiaréw
podstawowych parametréw elektrycznych ich btony komoérkowej oraz analizy wzoréw
generowanych przez nie potencjatow czynnos$ciowych w odpowiedzi na podawany prad.
Parametry te zostaly wyznaczone z tkanki zwierzat niepodlegajacych zadnej procedurze
behawioralne;.

Na podstawie parametrow elektrofizjologicznych stwierdziliSmy, ze populacja
neuronéw SST+ zlokalizowanych w obszarze CeA (zaréwno w czesci CeL, jak i CeM) jest
niejednorodna i zawiera co najmniej dwie odrgbne podgrupy, ktére prawdopodobnie moga

odgrywa¢ rozne role w przetwarzaniu informacji przez CeA. Pierwsza grupa to neurony
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o wzorze wyladowan typu accomodating spiking (AC), natomiast druga to neurony
generujace potencjaly czynnosciowe o wzorze nazywanym delayed spiking (dLS). Wyniki te,
znajduja potwierdzenie w ostatnio opublikowanych danych, w ktérych wykazano, ze neurony
SST+ znajdujace si¢ w obszarze Cel sktadaja si¢ z dwdch elektrofizjologicznie odrgbnych
podtypéw (Mork i in., 2022). W pismiennictwie brakuje jednak danych na temat wtasciwosci
neuronéw SST+ w drugiej czgsci CeA — CeM. W niniejszych badaniach wykazalismy,
ze w przypadku CeM dominujaca podgrupa neuronéw SST+ sg komorki typu AC. Natomiast
w czesci Cel przewazaty komorki typu dLS. Co wiecej wykazaliSmy, ze podgrupy te réznig
si¢ miedzy sobg parametrami opisujacymi wiasciwosci blony komérkowej. Komérki typu AC
wykazywaly nizszy potencjat spoczynkowy 1 mniejszg pojemnos¢ elektryczng niz komorki
typu dLS, zar6wno w CeL jak i CeM. Natomiast, zaréwno komoérki typu AC jak i dLS
charakteryzowaty si¢ podobnym poziomem opornosci elektrycznej btony w obu czgsciach
CeA. Wyniki te koresponduja z licznymi badaniami donoszacymi o réznorodnej
elektrofizjologicznej 1 molekularnej tozsamos$ci neuronéw zlokalizowanych w CeA (Dumont i
in., 2002; Haubensak i in., 2010; Hunt 1 in., 2017; Li i Sheets, 2018; Penzo 1 in., 2014; Schiess
iin., 1999). Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy podkreslaja ztozono$¢ anatomiczng
i funkcjonalng CeA i sugeruja, ze poszczegdlne grupy komoérek zidentyfikowane przy uzyciu
wykorzystanych metod elektrofizjologicznych, moga uczestniczy¢ w wielu obwodach
i kontrolowa¢ wiele typoéw zachowan. Bioragc pod uwage rdéznice w wywolywanych
potencjatach czynnosSciowych po wstrzyknieciu pradu depolaryzujacego, a takze
niejednorodng morfologi¢ komérek SST+ dalsze badania przeprowadzane w celu ujawnienia
potencjalnej réznorodnosci populacji neuronéw SST+ w CeA, powinny w znacznym stopniu

faczy¢ podejscia elektrofizjologiczne, morfologiczne 1 molekularne.

5.6 Uczenie apetytywne powoduje wzrost pobudliwos$ci neuronéw SST+ w CeA

Zalezna od doswiadczenia plastycznos¢ neuronalna jest podstawowym podiozem uczenia
si¢ 1 powstawania Sladow pamieciowych. R6zne formy uczenia moga wywotywac lokalne
1 globalne zmiany poprzez modulowanie wewnetrznych wlasciwos$ci neurondéw, w tym
kanatéw jonowych zaleznych od napiecia, prowadzac w ten sposob do zmian w pobudliwosci
wewnetrznej. Pobudliwo$¢ wewngtrzna jest formg plastycznosci neuronalnej, ktéra moze

ulega¢ zmianom podczas procesu uczenia si¢. Ukazuje ona wzorce odpowiedzi neuronalne;j
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w odpowiedzi na bodzce zewngtrzne (np. uczenie si¢ lub stymulacje synaptyczne). Wzorzec
neuronalnej reakcji na bodzce mozna zaobserwowal, mierzac liczbe potencjatow
czynnosciowych generowanych w odpowiedzi na wzbudzenie (Yousuf i in., 2021).
W dotychczasowych badaniach wielokrotnie przedstawiano, jak réznorakie paradygmaty
behawioralne modulujg pobudliwo$¢ wewnetrzng neurondéw. Wykazano, ze zaréwno
warunkowanie instrumentalne (Saar i in., 1998; Zelcer i in., 2006) jak i klasyczne (Disterhoft
1 in., 1986; Kaczorowski i1 Disterhoft, 2009; Moyer i in., 2000; M. Oh & Disterhoft, 2016)
moze prowadzi¢ do zmian pobudliwosci neuronéw. Zrozumienie pobudliwo$ci wewnetrzne;j
jest zatem kluczowym elementem analizy mechanizmdéw uczenia si¢ i pamigci.

W licznych doniesieniach naukowych wykazano, ze zmiany pobudliwosci wewnetrznej,
nastepujagce w wyniku réznych form uczenia si¢ i pamigci wystepuja w wielu réznych
strukturach moézgu. Przyktadowo wykazano, ze na skutek warunkowania dochodzi
do modulacji wewnetrznej pobudliwosci w hipokampie (Moyer i in., 1996; Oh i in., 2003;
Zelcer i 1n., 2006), w korze gruszkowatej (Cohen-Matsliah i in., 2009; Saar 1 in., 1998) a takze
w korze infralimbicznej (Santini i in., 2008, 2012). Jednym z paradygmatéw uczenia sig,
ktéremu poswigcono wiele uwagi ze wzgledu na jego role w zwigzanych z uczeniem si¢
zmianach wewnetrznej pobudliwosci, jest klasyczne warunkowanie strachu. Wykazano,
ze prowadzi ono do wyraznych zmian wewngtrznej pobudliwosci w regionach moézgu
integralnych z obwodami odpowiedzialnymi za przetwarzanie bodzcéw stresowych.
Na przyktad wykazano, ze warunkowanie strachu moduluje pobudliwo$¢ neuronéow
w hipokampie i korze podlimbicznej (Kaczorowski i Disterhoft, 2009; McKay i in., 2009;
Santini 1 in., 2008; Song i in., 2012). Wigkszos¢ przeprowadzonych badah skupia si¢ na
wyjasnieniu procesOw zwigzanych z warunkowaniem strachu, w zwigzku z tym znacznie
mniej wiadomo na temat modulacji pobudliwosci wewnetrznej zachodzacej podczas
przetwarzania emocji pozytywnych.

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy zmierzono pobudliwos¢
wewnetrzng neurondw SST+, zlokalizowanych w CeA nastepujaca po treningu apetytywnym.
Jak juz wcze$niej wspomniano, CeA sktada si¢ z odrebnych populacji hamujacych neuronéw
GABA-ergicznych. Od dawna uwaza si¢, ze hamowanie odgrywa kluczowag role
w posredniczeniu w réznych, zaleznych od doswiadczenia modyfikacji synaptycznych
w mozgu, ktére zachodza aby optymalnie przetwarza¢ dostarczane bodZce i reagowaé na
otaczajacy swiat (Baroncelli i in., 2011; Feldman, 2000; Nys i in., 2015). Wtasciwa
rownowaga pobudzenia/hamowania ma kluczowe znaczenie dla prawidlowego rozwoju

mozgu oraz funkcjonowania i kontrolowania plastyczno$ci mézgowej przez cate zycie (Dao i

101



in., 2021). Wiedza na temat tego, w jaki sposéb sie¢ hamujgca przyczynia si¢
do plastycznosci mézgu, pozostaje jednak niekompletna. Neurony SST+ wydaja si¢ odgrywac
role w procesach zwigzanych z formowaniem pamigci i uczeniem si¢, poniewaz wykazano,
ze ich aktywno$¢ jest modulowana w obszarach mézgu, ktére zwigzane sg wlasnie z tymi
procesami. Dotychczasowe badania wykazaly specyficzny udziat neuronéw SST+
w plastycznosci indukowanej uczeniem si¢ w kilku obszarach korowych, takich jak kora
stuchowa (Mork i in., 2022), kora somatosensoryczna (Posluszny i in., 2013) lub kora
ruchowa (Chen i in., 2015). Jednakze, udzial neuronéw SST+ zlokalizowanych w CeA,
W procesie uczenia i zapamig¢tywania pozostaje niejasny.

Aby okresli¢ rolg neurondw w procesach fizjologicznych lub patofizjologicznych, wazne
jest ustalenie, czy reprezentuja one jednorodng populacje komérek (Halabisky i in., 2022).
Biorgc pod uwage zréznicowanie typow komorek wystepujacych w CeA, w niniejszych
badaniach do analizy zmian pobudliwo$ci wewnetrznej neuronéw wybrano dominujgce dla
poszczegdlnych czesci CeA podgrupy neuronéw SST+ (CeM — neurony SST+ typu AC, CeL-
neurony SST+ typu dLS). Badania wykazaly znamienny wzrost pobudliwo$ci wewngtrzne;j
neuronéw SST+ typu dLS zlokalizowanych w Cel, wywotany treningiem apetytywnym.
W przypadku czesci CeM réwniez zaobserwowano, ze znajdujgce si¢ tam neurony SST+ typu
AC zwigkszyly swoja pobudliwos¢ na skutek uczenia apetytywnego, jednakze zmiana ta nie
byla tak wyrazna jak w przypadku CeL. Ponadto, w wyniku zastosowanego treningu zmianie
ulegly podstawowe wiasciwosci btony komérkowej tych neuronéw. Z pi§miennictwa wynika,
ze wewnetrzna pobudliwos¢ jest czesto specyficzna dla uczenia si¢ (tj. nie wystepuje
u zwierzat, ktore si¢ nie ucza), przejsciowa (tj. trwa przez krétki okres czasu po zdarzeniu
uczenia si¢) 1 moze by¢ obserwowana w okreSlonych subpopulacjach neuronéw, ktére
prawdopodobnie odzwierciedlajg §lad pamigciowy (Yousuf i in., 2021). W zwigzku z tym
mozna przypuszczac, ze w neuronach SST+ CeA w wyniku w uczenia apetytywnego zostaly
zainicjowane procesy zwigzane plastycznoscia neuronalng.

Dotychczasowe badania wskazuja na wystepujaca korelacje miedzy zmianami
pobudliwosci komérek SST+ zlokalizowanych w CeA a przetwarzaniem strachu i regulacja
zachowan zwigzanych z bélem (Yu i in., 2016). Wykazano, ze neurony SST+ reaguja
zwickszeniem swojej aktywnos$ci na bodziec zwigzany z zagrozeniem. Z kolei, w przypadku
regulacji bélu zaobserwowano, ze w odpowiedzi na uporczywy bdl po uszkodzeniu nerwu,
pobudliwo$¢ neuronéw SST+ ulegta zmniejszeniu (Wilson 1 in., 2019). Jednakze,
w przeprowadzonych niedawno badaniach z wykorzytaniem mysiego modelu bdlu

neuropatycznego wykazano, ze uszkodzenie nerwu indukuje wzrost pobudliwo$ci neuronéw

102



PKCS * (odrgbna grupa neuronéw CeA), ale nie wpltywa na pobudliwo$¢ komorek
SST * (Adke i in., 2021). Co ciekawe, w ostatnich badaniach z zastosowaniem warunkowania
apetytywnego zasugerowano, ze aktywno$¢ neuronéw SST+ CeA zwigzana jest
z kodowaniem informacji zwigzanych ze spozywaniem pokarmu. W badaniach tych
zaproponowano, ze neurony SST+ CeA moga by¢ niezbedne do powigzania kontekstu lub
bodzca sensorycznego z fizycznymi wlasciwosciami zywnosci (np. smakiem, konsystencja
itp.) (Douglass 1 in., 2017). Ponadto, istnieja doniesienia, w ktérych wykazano zmiany
pobudliwosci wewngtrznej neuronéw SST+ zlokalizowanych w korze przedlimbiczne;,
u myszy spozywajacych alkohol. W badaniach tych, zasugerowano, ze neurony SST+ moga
wchodzi¢ w sklad mikrobwodu zwigzanego z poszukiwaniem nagrody i1 zachowaniami
emocjonalnymi (Dao i in., 2021).

Biorgc pod uwage wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy oraz przedstawione
dane literaturowe mozna wnioskowa¢, ze w neuronach SST+ zlokalizowanych w CeA
dochodzi do zainicjowania proceséw plastycznosci neuronalnej, o czym $wiadczy zardwno
wzrost pobudliwo$ci wewnetrznej tych neurondéw, jak i zmiana podstawowych parametrow

elektrycznych ich btony komérkowe;.
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. Podsumowanie i wnioski

. Uczenie apetytywne wywotuje globalny wzrost plastyczno$ci synaptycznej w catym
mozgu oraz przebudowe architektoniczng sieci funkcjonalnych o czym S$wiadczy
wzrost ekspresji biatka c-Fos w wielu, czesto znacznie od siebie oddalonych

strukturach mézgowych.

. Jadro srodkowe ciata migdatowatego (CeA) moze petni€ istotng role w przetwarzaniu
zdarzen apetytywnych poprzez liczne polgczenia neuronalne z innymi aktywowanymi

uczeniem apetytywnym strukturami.

. Populacjag neuronéw CeA potencjalnie zaangazowanych w uczenie apetytywne sg
neurony SST+, ktére w wyniku treningu wykazuja zwigkszong ekspresje c-Fos.
Ponadto, wykazano ze pod wptywem uczenia si¢ zdarzeh pozytywnych zwigksza si¢

pobudliwos¢ neuronéw SST+ zlokalizowanych w CeA.
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Zatacznik 1 Lista struktur wykazujacych zwigkszong ekspresj¢ biatka c-Fos u
zwierzat poddanych treningowi apetytywnemu w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych
(niesparowany test t-Studenta, p<0,05).
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Petna nazwa struktury
Jadro przednio-grzbietowe wzgdrza
Jadro przednie podwzgoérza

Jadro wechowe przednie

-

[w] [ IS = W
a8 LA

X

b=l

3

Jadro srodkowo-boczne wzgorza
Jadro przysrodkowe wzgarze

Jadro srodkowe szwu

polimodalng

Gatka blada

:

Obszar inframlimbiczny

Jadra srodblaszkowe wzgorza

ladra miedzy-przysrodkowe wzgdrza

Jadro nerwu bloczkowego

Jadra boczne wzgodrza grzbietowego

Jadro boczno-tylne wzgdrza

Cialo sutkowe

Jadro przysrodkowe wzgdrza

IIiIIIIiIlIEllIIIIIIliiI‘IIIlIiiII

wzgdrza

Jadra wzgorza zwigzane z asocjacyjna korg

Jadro grzbietowo-przysrodkowe podwzgorza

Jadro miedzyprzodo-grzbietowe wzgdrza

Jadro miedzyprzednio-przysrodkowe wzgorza

Grupa jader przysrodkow-grzbhietowych

(ang.)

Anterodorsal nucleus

Anterior hypothalamic nucleus
Anterior olfactory nucleus

Central lateral nucleus of the thalamus
Central medial nucleus of the thalamus

Superior central nucleus raphe

Thalamus, polymodal association
cortex related
Dorsomedial nucleus of the

hypothalamus
Globus pallidus

Interanterodorsal nucleus of the
thalamus
Interanteromedial nucleus of the

thalamus
Infralimbic area

Intralaminar nuclei of the dorsal
thalamus
Intermediodorsal nucleus of the

thalamus
Trochlear nucleus

Lateral group of the dorsal thalamus

Lateral posterior nucleus of the

thalamus

Mammillary body

Mediodorsal nucleus of thalamus

Medial group of the dorsal thalamus



Petna nazwa struktury

Jgdro trojdzielne srodmozgowia
Przysrodkowe ciato kolankowate
Jadro przysrodkowe wzgorza
Kora ruchowa, warstwa 1

Jadro spoidta tylnego

Jadra mostu

- () )

o
[=-]
=
o)
=

o)

o

Jadro okotosrodkowe

Jadro przypeczkowe

Jadro gorne oliwki

Jadro okotonasadowe

Jadro przedpokrywowe tylne
ladro perireunensis

Jadro taczace wzgdrza

Jadro réownolegloboczne

RT Jadro siatkowate wzgorza
5Cig-c Wzgaorek gorny

Jadro nadkolankowe

Jadro boczno-grzbietowe nakrywki

¥

Jadro podprzysrodkowe wzgorza
Obszar popowieziowy

SPFm Jadro podprzypeczkowe

Kora somatosensoryczna, pole barytkowe,
SSp-bfdl

warstwa 1

Kora somatosensoryczna, konczyna dolna,
warstwa 1

Kora somatosensoryczna, jama ustna,

warstwa 1
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Obszar aczotodolowy, czesc srodkowa, warstwa

(ang.)

Midbrain trigeminal nucleus
Medial geniculate complex
Mediodorsal nucleus of thalamus
Primary motor area, layer 1

Nucleus of Darkschewitsch
Orbital area, medial part,layer 6b

Pons nuclei

Paracentral nucleus
Parafascicular nucleus

Superior olivary complex, perolivary
complex

Peripeduncular nucleus

Posterior pretectal nucleus
Perireunensis nucleus

Nucleus of reuniens

Rhomboid nucleus

Reticular nucleus of the thalamus
Superior colliculus
Suprageniculate nucleus

Sublaterodorsal nucleus
Submedial nucleus of the thalamus

Subparafascicular area
Subparafascicular nucleus

Primary somatosensory area, barrel
field, layer 1

Primary somatosensory area, lower
limb, layer 1

Primary somatosensory area, mouth,

layer 1



Petna nazwa struktury
Kaora samatosensoryczna, jama ustna,

warstwa 6b

warstwa 1

Jadro nadtrigeminalne

Kora somatosensoryczna, konczyna gorna,

(ang.)

Primary somatosensory area, mouth,
layer 6b

Primary somatosensory area, upper
limb, layer 1

Supratrigeminal nucleus

I1Sal Przednio-boczne pole wzrokowe, warstwa 1l Anterolateral visual area, layer 1

¥, ¥, ¥, ¥,
p=]

PMpc
czes$¢ drobnokomarkowa

Pale brzuszne nakrywki

Jadro brzuszne nakrywkowe

Zalacznik 2 Rozwiniecie akroniméw nazw strutkur, ktére wykazywaty co najmniej 2-krotnie

Jadro brzuszno-przysradkowe wzgdrza

Ventral medial nucleus of the thalamus

Jadro brzuszne tylno-przysrodkowe wzgdrza, Ventral posteromedial nucleus of the

thalamus, parvicellular part
Ventral tegmental area

Ventral tegmental nucleus

wieksza liczbe komoérek pozytywnych wzgledem c-Fos w grupie apetytywnej,

w kontrolne;.
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