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Wykaz stosowanych skrotow

ACTH

BAOT

BL
BLC
BST
CaBPs
CB
CCK
Ce
cGMP
CoA
CoPL

CoPM

CR

CRH

eNOS

GABA

Glu
iNOS

MeV

NADPH-d

NDS

hormon adrenokortykotropowy (adrenokortykotropina) / adrenocorti-
cotropic hormon

jadro tozyskowe dodatkowego pasma wechowego ciata migdatowa-
tego /bed nucleus of the accessory olfactory tract

jadro podstawno-boczne ciata migdatowatego/ basolateral nucleus
zespot podstawno-boczny ciala migdalowatego/basolateral complex
jadro prazka krancowego /bed nucleus of stria terminalis

biatka wiazace wapn /calcium binding proteins

kalbindyna D -28k /calbindin D-28k

cholecystokinina / cholecystokinin

jadro srodkowe ciata migdalowatego / central nucleus

cykliczny guanozynomonofosforan /cyclic guanosine monophosphate
jadro korowe przednie ciata migdatowatego/ anterior cortical nucleus
jadro korowe tylne boczne ciata migdalowatego/ posterolateral corti-
cal nucleus

jadro korowe tylne przysrodkowe ciata migdatowatego / posterome-
dial cortical nucleus

kalretynina / calretinin

hormon uwalniajacy hormon kortykotropowy (kortykoliberyna) /
corticotropin-releasing hormone

dzien zycia przed urodzeniem / day of prenatal life

srédbtonkowa forma syntazy tlenku azotu / endothelial nitric oxide
synthase

kwas y-aminomastowy / y-aminobutric acid

glutaminian / glutamate

indukcyjna forma syntazy tlenku azotu / inducible nitric oxide syn-
thase

immunoreaktywno$¢ (immunobarwliwos$¢) / immunoreactivity

jadro boczne ciata migdatowatego / lateral nucleus

dhugotrwate wzmocnienie synaptyczne / long-term potentation

jadro przysrodkowe ciata migdalowatego/ medial nucleus

jadro przysrodkowe ciata migdalowatego — czg$¢ grzbietowa / medial
nucleus - dorsal part

jadro przysrodkowe ciala migdalowatego — czg$¢ brzuszna / medial
nucleus - ventral part

diaforaza fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego / nico-
tinamide adenine dinucleotide phosphate diaphorase

surowica osla / dankey serum
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NGS
NLOT

nNOS
NOS
OF
OUN
P
PAG
PBS
PPN

PSA-NCAM

PV
PVN
SHRP

SO
SOM
VIP

surowica kozia / goat serum

jadro bocznego pasma wgchowego ciata migdatowatego / nucleus of
the lateral olfactory tract

neuronalna forma syntazy tlenku azotu/neuronal nitric oxide synthase
syntaza tlenku azotu / nitric oxide synthase

test otwartego pola / open field test

osrodkowy uktad nerwowy / central nervous system

dzien zycia po urodzeniu / day of postnatal life

istota szara okotowodociagowa / periageductal gray

roztwor buforu fosforanowego / phosphate-buffered saline

0$ podwzgorzowo-przysadkowo-nadnerczowa / hypothalamic—
pituitary—adrenal axis

nerwowa czasteczka adhezyjna z dotaczonymi resztami kwasu poli-
sialowego / polysialylated form of neural cell adhesion molekule
parwalbumina / parvalbumin

jadro przykomorowe podwzgorza / paraventricular nucleus

okres obnizonej reaktywnos$ci stresowej / stress hypo-responsive
period

jadro nadwzrokowe podwzgorza / supraoptic nucleus
somatostatyna / somatostatin

wazoaktywny peptyd jelitowy / vasoactive intestinal peptide
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1 WSTEP

Pojgcie emocji nie jest jasno zdefiniowane. Mozna je rozpatrywac jako be-
hawioralne i wegetatywne zmiany (ekspresja emocji) na bodziec biologicznie
znaczacy lub tez jako przezywanie okreslonych, przyjemnych lub nieprzyjem-
nych stanow (dostgpne dzigki introspekcji) [628]. Za szczegdlnie dogodny mo-
del do badan nad mechanizmami emocji uwaza si¢ strach (fear). Strach powstaje
w odpowiedzi na bezwarunkowe bodzce awersyjne (specyficzne gatunkowo),
bodzce warunkowane sygnalizujace niebezpieczenstwo, badz tez bodzce nowe,
nieznane. Strach jest wszechobecny i podobnie wyraza si¢ u cztowieka i wielu
innych zwierzat. Wedtug Isaaca Marksa [333] istnieja cztery podstawowe strate-
gie zachowania w obliczu zagrozenia: wycofanie si¢ (unikanie niebezpieczen-
stwa albo ucieczka przed nim), bezruch (zastyganie), agresja defensywna (spra-
wianie wrazenia, ze jest si¢ niebezpiecznym i/lub walka) oraz poddanie si¢ (w
celu ,,uglaskania przeciwnika”; cytowane za [297]). Dziatanie bodzca zagrazaja-
cego wewngtrznej rownowadze organizmu skutkuje jego mobilizacja, czyli ak-
tywacja uktadu zwanego przez LeDoux ukladem strachu [297]. Jest to system,
ktory odkrywa niebezpieczenstwo i wywotuje reakcje maksymalizujace prawdo-
podobienstwo przetrwania w zaistnialej sytuacji w najbardziej korzystny sposob,
czyli innymi stowy jest to uktad zachowan obronnych. Zdaniem LeDoux inte-
rakcja migdzy uktadem obrony, a §wiadomoscia lezy u podtoza uczucia strachu
[297].

1.1 Stresory i reakcja stresowa

Odpowiedz organizmu na dziatanie stresoréw, czyli bodzcow zagrazajacych
badZ naruszajacych jego homeostaze, okresla si¢ mianem reakcji stresowej. Na
reakcjg stresowa, ktora ma na celu przetrwanie i adaptacj¢ organizmu w nieko-
rzystnych warunkach, sktada si¢ szereg zmian w funkcjonowaniu uktadow:
hormonalnego, autonomicznego i behawioralnego. Szczegdlna role odgrywaja
tu: katecholaminy pnia moézgowia i rdzenia nadnerczy (aktywacja uktadu auto-
nomicznego) oraz o$ podwzgoérzowo-przysadkowo-nadnerczowa (PPN) [81,
219, 320, 367, 580] (ryc. 1). W przebiegu reakcji stresowej nastgpuje: (1) pod-
wyzszenie poziomu adrenaliny we krwi i noradrenaliny w zakonczeniach wspot-
czulnych widkien zazwojowych unerwiajacych wigkszos¢ narzadow [341, 580]
oraz (2) aktywacja osi PPN, ktora prowadzi do wzmozonej produkcji glikokor-
tykoidoéw przez kore nadnerczy [4, 81, 219, 320, 396, 499] (ryc. 1). Glikokorty-
koidy, adrenalina i noradrenalina stymuluja zmiany metaboliczne i narzadowe
celem adaptacji do zaistnialych warunkéw i przywrdcenia homeostazy [81, 127,
281, 396, 580]. Miejscem ,,wiaczenia” reakcji stresowej jest podwzgorze, a
szczegolnie jadro przykomorowe podwzgorza (PVN) [18, 81, 469, 611]. Neuro-
ny jadra przykomorowego produkuja hormon uwalniajacy hormon adrenokorty-
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kotropowy (kortykoliberyna; CRH), ktéry z kolei wptywa na uwalnianie hormo-
nu adrenokortykotropowego (adrenokortykotropina; ACTH) z przedniego ptata
przysadki mozgowej; ACTH stymuluje produkcje glikokortykoidéw przez korg
nadnerczy (0$ PPN; ryc.1) [102, 611]. Aktywacja osi PPN jest jednym z najbar-
dziej charakterystycznych i najlepiej poznanych elementéw reakcji organizmu
na awersyjne bodzce istotne emocjonalnie [81, 122, 219, 320, 340, 368, 396,
499, 611]. Neurony podwzgoérza, poprzez bezposredni lub posredni wpltyw na
os$rodki pnia mézgowia oraz na rdzen nadnerczy, wptywaja rowniez na aktywa-
cje uktadu autonomicznego [81, 152, 281, 587, 588] (ryc. 1).

(o

ACTH

PO DWZGORZE

NADNERCZA

glikokortykoidy adr;na/ina i noradrenalina

Ryc. 1. Ogoblny schemat osi podwzgdérzowo-przysadkowo-nadnerczowej (PPN; linia
ciagla) oraz aktywacji uktadu autonomicznego (poprzez aktywacj¢ struktur pnia
moézgowia i rdzenia nadnerczy; linia przerywana). Skroty: ACTH — adrenokor-
tykotropina, CRF — kortykoliberyna, PVN — jadro przykomorowe podwzgoérza

Fig. 1. General scheme of the hypothalamic—pituitary—adrenal axis (PPN, continuous
line) and the activation of the autonomic system (via activation of the brain
stem’s structures and adrenal medulla; dashed line). Abbreviations: ACTH —
adrenocorticotropic hormon, CRF — corticotropin-releasing hormone, PVN —
paraventricular nucleusof the hypothalamus

Osrodkowy schemat aktywacji osi PPN i uktadu autonomicznego zalezy od
rodzaju bodzca stresowego [121, 217, 416, 503, 504], jego natezenia oraz czasu i
czestotliwos$ci dziatania [166, 311, 338, 375].

Istnieje szereg definicji i1 klasyfikacji stresorow [81, 121, 217, 219, 311, 504,
589]. Szczegodlnie interesujacy wydaje si¢ podziat zaproponowany przez Herma-
na i wsp. [219], ktorzy wyroznili stresory reaktywne (reactive) 1 uprzedzajace
(anticipatory). Bodziec reaktywny wywotuje realna zmiang rozpoznawalng
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przez uktady czuciowe: somatyczny i trzewny (np. stymulacja hemo-, baro- i
osmoreceptorow, bol somatyczny lub trzewny, uwolnienie cytokin); odpowie-
dzig organizmu na ten bodziec jest stres reaktywny. Stresor uprzedzajacy nie
narusza homeostazy bezposrednio. W tym wypadku pobudzenie osi i zwiazane z
nim nastgpstwa (stres uprzedzajacy), nastgpuja raczej prewencyjnie, w oczeki-
waniu na ewentualne naruszenie rOwnowagi wewnegtrznej. Stres uprzedzajacy
jest zwiazany z nabytymi (warunkowanymi) i wrodzonymi, specyficznymi ga-
tunkowo schematami zachowan (np. reakcja na zapach agresora [138, 570] czy
nowego, nieprzyjaznego otoczenia [52]). Porownujac powyzszy podziat z wcze-
$niejszymi klasyfikacjami, mozna uzna¢, ze odpowiedz reaktywna odpowiada
stresowi systemowemu/fizycznemu, natomiast uprzedzajaca, psychologiczne-
mu/emocjonalnemu [121, 217, 311, 504]. Stresory psychologiczne, w poréwna-
niu z systemowymi, w znacznie wigkszym stopniu angazuja kresomézgowie
[140, 153, 217, 218, 503, 504].

Zdaniem Hermana i wsp. [219] stresory reaktywne aktywuja krotka droge
odpowiedzi stresowej. Wspottworza ja struktury, ktore maja liczne, bezposred-
nie potaczenia z PVN (jadro pasma samotnego, jadra szwu, jadro przyramienne,
jadro prazka krancowego (BST), jadra podwzgérza i wzgorza). Indukcja tego
systemu nastgpuje bezposrednio po zadziataniu bodzca. Natomiast wptyw kre-
somozgowia (hipokampa, ciata migdatowatego, przegrody i kory przedczotowej)
na PVN odbywa si¢ zwykle z wykorzystaniem struktur drogi krotkiej. Liczne
wzajemne polaczenia migdzy powyzszymi rejonami kresomozgowia [80, 246,
347, 363, 364, 414, 428, 440, 442, 527] i naktadanie si¢ ich stref projekcyjnych
(np. w jadrze prazka krancowego i podwzgorzu [49, 77, 80, 142, 221, 505,
530]), wskazuja, ze konwergencja impulsow nast¢puje zanim dotra one do PVN.
Reasumujac, osrodkowa integracja stresu opiera si¢ na zasadzie, wedlug ktorej
droga reaktywna (krotka) jest szlakiem podstawowym, ktoéry w okreslonych
warunkach, w zalezno$ci od rodzaju bodzca, jest modyfikowany przez struktury
kresomo6zgowia, w oparciu o biezace informacje, wrodzone schematy zachowan
i nabyte doswiadczenie [121, 219]. Przebieg odpowiedzi stresowe]j zalezy od
wielu czynnikéw: aktualnego stanu organizmu [219], predyspozycji genetycz-
nych [24, 224, 366, 377], wieku [224, 320, 426], doswiadczenia nabytego w
dziecinstwie [224, 283] oraz przebytych urazow [73, 219, 224, 260, 317]. Stres
jest czynnikiem ryzyka w wielu chorobach, w etiologi¢ ktorych wiaczone sa te
same hormony, ktore zapewniaja przezycie w warunkach stresowych [224].
Szczegodlnie znamienne w skutkach sa traumatyczne do$wiadczenia we wcze-
snym etapie rozwoju, majace duzy wptyw na funkcje poznawcze i zdrowie emo-
cjonalne w wieku dorostym [13, 68, 224, 494, 607].
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1.1.1 Badanie aktywacji struktur ukladu nerwowego w odpo-
wiedzi na dzialanie bodZca awersyjnego

Test otwartego pola

Jednym z testow stosowanych w celu wywotania niewarunkowanej reakcji
stresowej u gryzoni jest test otwartego pola (open field test; OF) [20, 33, 52,
100, 207, 325, 384, 412, 453, 465]. Aparat do testu sktada si¢ z rozleglej areny
(duzo wigkszej niz klatka hodowlana), w ktdérej zwierz¢ umieszczane jest na
okreslony czas, bez mozliwos$ci ucieczki (arena otoczona jest gtadkimi, wysoki-
mi $cianami). Warunki testowania zmieniaja si¢ w zaleznosci od: ksztattu areny,
jej koloru, o$wietlenia, czasu ekspozycji zwierzecia, metod rejestracji. Nieznane,
nieprzyjazne, potencjalnie niebezpieczne otoczenie, uwazane jest za awersyjny
bodziec psychologiczny, stwarzajacy warunki do powstania reakcji stresowej o
charakterze neurogennym, co skutkuje wzrostem aktywnosci neuronalnej [52].

Ekspresja protoonkogenu c-fos

Aktywno$¢ neurondéw, a co za tym idzie udzial okreslonych struktur
moézgowia w odpowiedzi na dany bodziec, mozna ocenia¢ na podstawie pozio-
mu ekspresji genéw wczesnej odpowiedzi komorkowej, do ktorych nalezy pro-
toonkogen c-fos [419]. Ze wzgledu na swoja powszechnos¢, ale zarazem specy-
ficznos$¢, wzrost ekspresji c-fos sugeruje, ze nowa informacja jest intensywnie
analizowana przez wiele obszar6w moézgowia, zawsze w sposob swoisty dla
efektu behawioralnego [278].

Istnieja dwie hipotezy dotyczace biologicznej funkcji produktu genu c-fos
[254-256, 270, 531]: 1) biatko c-Fos stanowi czynnik transkrypcyjny dla genow
kodujacych biatka, ktore sa aktywnie uzywane, a zatem ,,wyczerpywane” w
okresie intensywnej aktywno$ci neuronow (analiza i reakcja na nowe informacje
wymaga m.in. intensywnej syntezy enzymow produkujacych neurotransmitery,
receptory itp. [245, 257]), 2) bialko c-Fos jest czynnikiem transkrypcyjnym dla
genow, ktore koduja biatka zaangazowane w procesy plastycznosci. Reasumu-
jac, mozna powiedzie¢, ze neurony wykazujace wzrost poziomu biatka c-Fos sa
wlaczone w analizg nowej, specyficznej informacji i ponadto gotowe do zmian
plastycznych [256, 278].

W komorkach nie pobudzonych ekspresja genu c-fos jest mata [234, 256].
Ulega on jednak gwattownemu wzbudzeniu po zadzialaniu adekwatnego bodzca
— najwyzszy poziom c-fos mRNA obserwuje si¢ po 30-60 min, biatka c-Fos po
1-3 h [240, 256, 531, 552]. Aktywacja protoonkogenu c-fos to powszechnie
stosowany wskaznik aktywno$ci neuronalnej, pozwalajacy $ledzi¢ procesy po-
budzenia w obregbie uktadu nerwowego [205, 208, 222, 284, 461, 484, 501].
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1.2 Cialo migdalowate

W s$wietle dotychczasowych badan wydaje sig, ze istotna role w osrodkowej
integracji reakcji stresowej odgrywa ciato migdatowate, opisane po raz pierwszy
na poczatku XIX wieku przez Burdacha (cytowane za [489]). Wystepuje u
wszystkich krggowcow [347]. Stanowi grupe jader potozona w przednio-
przysrodkowej czesci plata skroniowego (ryc. 2). Polaczenia ciata migdatowate-
go zapewniaja doplyw informacji czuciowych wszelkich modalno$ci i umozli-
wiaja oddzialywanie na system ruchowy, autonomiczny i hormonalny. Przy-
Przypuszcza sig, ze za posrednictwem ciata migdalowatego doswiadczenia sen-
soryczne zyskuja okreslona wartos¢ emocjonalna.

BT

Pir _:"’_'

Ryc. 2. Ciato migdatowate szczura — przekrdj czotowy (fiolet krezylu; bregma — 2,52
mm). Skroty: BAOT — jadro tozyskowe dodatkowego pasma wechowego, BL —
jadro podstawno-boczne, BM — jadro podstawno-przysrodkowe, Ce — jadro
srodkowe, CoA — jadro korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne boczne, L
— jadro boczne, Me — jadro przysrodkowe, OT — pasmo wzrokowe, Pir — kora
gruszkowata. Dhugos¢ skali = 250 pm

Fig. 2. Amygdaloid body of the rat — coronal section (cresyl violet; bregma — 2.52).
Abbreviations: BAOT —bed nucleus of the accessory olfactory tract, BL —
basolateral nucleus, BM — basomedial nucleus, Ce — central nucleus, CoA —
anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus, L — lateral
nucleus, Me — medial nucleus, OT — optic tract, Pir — piriform cortex. Scale bar
=250 um
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1.2.1 Podzial ciala migdalowatego

Pomimo wielu lat badan nadal nie ma jednoznacznego, akceptowanego
przez wszystkich badaczy podziatu ciata migdatowatego. Sposrdd propozycji
przedstawianych w literaturze dwa sa najpowszechniej stosowane. Pierwszy z
nich wprowadzit Johnston w 1923 roku [249], a p6zniej zmodyfikowali go inni
autorzy [108, 171, 201, 236]. Wedlug powyzszych badaczy w ciele migdatowa-
tym wyroznia si¢ dwie glowne czgéci: korowo-przysrodkowa (filogenetycznie
starsza) 1 podstawno-boczna (filogenetycznie mtodsza; ryc. 3A). Gtowne obsza-
ry czesci korowo-przysrodkowej to jadra: srodkowe (Ce), przysrodkowe (Me) i
korowe. Na czg$¢ podstawno-boczna sktadaja sig jadra: boczne (L), podstawno-
boczne (BL) i podstawno-przysrodkowe. Ponadto pomigdzy poszczegdlnymi
jadrami ciata migdatowatego polozone sa tzw. masy wtracone, zawierajace sku-
piska neuronéw hamujacych, ktérych glownym neuroprzekaznikiem jest kwas y-
aminomastowy (GABA; ryc. 3A).

Drugi stosunkowo czgsto stosowany podzial ciata migdatowatego, wprowa-
dzony przez Price’a i wsp. [452], dzieli cialo migdatowate na trzy grupy jader:
(1) glebokie, (2) powierzchowne oraz (3) pozostate (ryc. 3B). Do grupy jader
glebokich zaliczono jadra tworzace zespol podstawno-boczny (BLC); sa to ja-
dra: boczne, podstawno-boczne i podstawne dodatkowe. Jadra powierzchowne
leza na powierzchni potkuli 1 charakteryzuja si¢ warstwowa budowa. Zaliczono
do nich jadra: bocznego i dodatkowego pasma wechowego (odpowiednio NLOT
i BAOT), przysrodkowe, korowe przednie (CoA), korowe tylne oraz korg oko-
lomigdalowa. Dwa ostatnie jadra, Paxinos i Watson [425] nazwali odpowiednio
jadrem korowym tylnym przysrodkowym (CoPM) i korowym tylnym bocznym
(CoPL). Pozostate jadra ciata migdatowego to przede wszystkim jadro srodkowe
oraz masy wtracone [10, 443, 452].

Nieco inng modyfikacj¢ podziatu Price’a wprowadzit McDonald [347], ktory
w oparciu o dane rozwojowe 1 histologiczne wyroznit czg$¢ $Srodkowo-
przysrodkowa zawierajaca Ce i Me, a Alhaied i wsp. [8] oraz Alhaied i Heimer
[9], poszerzyli ja o jadro prazka krancowego oraz tylno-grzbietowy obszar istoty
bezimiennej i wprowadzili termin ,,poszerzone cialo migdatowate” (extended
amygdala).

W 1998 r. Swanson i Petrovich [565] poddali pod watpliwo$¢ fakt taczenia
jader ciata migdalowatego w jedna strukturg. W oparciu o dane anatomiczne,
elektrofizjologiczne i histochemiczne sugeruja oni, ze jadra: przysrodkowe i
srodkowe stanowia tylno-brzuszne przedtuzenie prazkowia (projekcje z Me i Ce,
podobnie jak te z prazkowia, sa gtéwnie GABAergiczne [563, 565]), natomiast
pozostale czegSci ciala migdatowatego to w istocie obszar korowy (ko-
ra/przedmurze i kora wechowa), gdyz podobnie jak w korze neurony projekcyj-
ne sa tu glutaminergiczne, a GABA wystepuje w interneuronach [563, 565].
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[ czes¢ podstawno-boczna

[ czesc korowo-przysrodkowa

[ masy wtracone

[ jadra gtebokie
jadra powierzchowne

[ iadra pozostate

[ uktad korowy czotowo-skroniowy
ukfad autonomiczny

[ uktad wechowy gtowny

uktad wechowy dodatkowy

Ryc. 3. Porownanie podziatow ciata migdalowatego — schemat ogélny. (A) podziat
wprowadzony przez Johnstona, (B) podzial wprowadzony przez Price’a i
wspotpracownikow, (C) podzial czynnosciowy wprowadzony przez Swanson i
Petrovich. Skroty: AB — jadro podstawne dodatkowe, BAOT —jadro tozyskowe
dodatkowego pasma wechowego, BL — jadro podstawno-boczne, BM — jadro
podstawno-przysrodkowe, Ce — jadro srodkowe, CoA — jadro korowe przednie,
CoP — jadro korowe tylne, CoPL — jadro korowe tylne boczne, CoPM — jadro
korowe tylne przysrodkowe, IM — masy wtracone, L — jadro boczne, Me — jadro
przysrodkowe, PAC — kora okoto migdatowa

Fig. 3. Comparison of the subdivisions of the amygdaloid body — general scheme. (A)
subdivision initiated by Johnston, (B) subdivision initiated by Price and col-
leagues, (C) functional partition maked by Swanson and Petrovich. Abbrevia-
tions: AB — accessory basal nucleus, BAOT — bed nucleus of the accessory ol-
factory tract, BL — basolateral nucleus, BM — basomedial nucleus, Ce — central
nucleus, CoA — anterior cortical nucleus, CoP — posterior cortical nucleus,
CoPL — posterolateral cortical nucleus, CoPM — posteromedial cortical nu-
cleus, IM — intercalated nucleus, L — lateral nucleus, Me — medial nucleus, PAC
— periamygdaloid cortex
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Powyzsi autorzy [565] uwazaja, ze jadra ciata migdatowatego naleza do czterech
odrgbnych uktadéw czynnosciowych (ryc. 3C). Jadra, ktore otrzymuja zasadni-
cze projekcje z gléwnej opuszki wechowej (NLOT, CoA, CoPL), naleza do
uktadu wechowego gtownego. Me, CoPM i BAOT stanowia glowne miejsce
docelowe projekcji z dodatkowej opuszki wechowej (zwiazanej z uktadem fe-
romonalnym) i naleza do uktadu wechowego dodatkowego. Ce, wysytajace licz-
ne potaczenia do struktur wlaczonych w kontrolg uktadu autonomicznego nalezy
do uktadu autonomicznego, natomiast L i BL, $ciSle zwiazane z kora ptata czo-
towego i skroniowego wspottworza uktad korowy czotowo-skroniowy (ryc. 3C).

1.2.2 Polaczenia ciala migdalowatego

Cialo migdalowate posiada bogate potaczenia z licznymi strukturami
moézgowia. Topografia tych potaczen jest zblizona u roznych gatunkéw zwierzat
(szczur, kot, matpa) [347].

Glowne polqczenia aferentne (ryc. 4)

Poszczegolne jadra ciata migdatowatego otrzymuja potaczenia z wielu rejo-
néw mdzgowia. Mozna je podzieli¢ na projekcje z kory mozgu i wzgodrza (ob-
szary czuciowe i zwigzane z pamigcia) oraz projekcje z podwzgorza i pnia (ob-
szary wlaczone w uktady: autonomiczny, behawioralny i hormonalny) [489].

Projekcje czuciowe dochodzace do ciata migdatowatego zaczynaja si¢ w po-
lach projekcyjnych i asocjacyjnych kory mézgu oraz we wzgorzu i jadrze przy-
ramiennym, a co za tym idzie ciato migdatowate otrzymuje informacje czuciowe
o okres$lonej modalnosci (wechowe, smakowe 1 trzewne, somatosensoryczne,
stuchowe, wzrokowe) oraz informacje wielomodalne.

Informacje wechowe dochodza do ciata migdatlowatego ze rejondéw mozgo-
wia zwiazanych z percepcja wechu: z gldwnej opuszki wechowej do NLOT,
CoA, CoPL, z dodatkowej opuszki wechowej do BAOT, Me, CoPM [77, 508], z
kory gruszkowatej do zespotu podstawno-bocznego [321]. Ponadto jadra korowe
oraz jadro przysrodkowe otrzymuja polaczenia z jadra $rodgruszkowatego [30].

Informacje smakowe i trzewne z kory wyspowej [535] 1 wzgorza [401] do-
chodza do jader: bocznego, podstawno-bocznego oraz §rodkowego. Ce otrzymu-
je rowniez informacje z jadra przyramiennego [37].
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ZRODEO PROJEKCJI DOCELOWE JADRA
CIALA MIGDALOWATEGO

kresomodzgowie

informacje wechowe
- gtéwna opuszka wechowa NLOT, CoA, CoPL
- dodatkowa opuszka wechowa Me, CoPM, BAOT

informacje smakowe i trzewne
- kora wyspowa L, BL, Ce

informacje somatosensoryczne
- kora somatosensoryczna L, BL, Ce

informacje wzrokowe i stuchowe
- kora asocjacyjna wzrokowa
i stuchowa L, Ce

informacje polimodalne

- kora przedczotowa L, BL, Ce, Me
- kora pfata skroniowego zwigzana
Z pamigciq L, BL

miedzymoézgowie

- wzgorze L, BL, Ce
- podwzgdrze Ce, Me, L
pied mozgu Ce

Ryc. 4. Gléwne potaczenia aferentne ciata migdatlowatego — schemat. Skréty: BAOT —
jadro tozyskowe dodatkowego pasma wechowego, BL — jadro podstawno-
boczne, Ce — jadro $rodkowe, CoA — jadro korowe przednie CoPL — jadro ko-
rowe tylne boczne, CoPM — jadro korowe tylne przysrodkowe, L — jadro bocz-
ne, Me — jadro przysrodkowe, NLOT — jadro bocznego pasma wechowego

Fig. 4. Main afferent connections of the amygdaloid body — scheme. Abbreviations:
BAOT — bed nucleus of the accessory olfactory tract, BL — basolateral nucleus,
Ce — central nucleus, CoA — anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral
cortical nucleus, CoPM — posteromedial cortical nucleus, L — lateral nucleus,
Me — medial nucleus, NLOT — nucleus of the lateral olfactory tract
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Wigkszos¢ informacji somatosensorycznych z kory dociera do ciata migda-
lowatego poprzez kor¢ wyspowa [534]. Polaczenia te dochodza gtownie do L,
BL i Ce [360, 534, 535]. Ciato migdatowate odbiera rowniez informacje soma-
tosensoryczne ze wzgorza i jadra przyramiennego [38, 48, 305].

Zrodtem informacji wzrokowych i stuchowych sa odpowiednio: asocjacyjna
kora wzrokowa i stuchowa oraz wzgorze. Dochodza one do jader: bocznego i
srodkowego [300, 301, 303, 440, 535].

Informacje polimodalne docieraja do ciata migdatowatego z kory przedczo-
lowej oraz obszarow ptata skroniowego zwiazanych z pamigcia (kora $rodwe-
chowa, kora okolowgchowa, zespdt hipokampa). Kora przedczotowa, miejsce
konwergencji informacji réznej modalnosci [466], wysyla liczne potaczenia
glownie do jadra podstawno-bocznego, ale rowniez do L, Ce i Me [64, 364,
414]. Wsrod wyzej wymienionych rejonéw kory mozgu zwiazanych z pamigcia,
hipokamp wysyla projekcje gtdownie do BL [80, 442], kora okolowegchowa
gléwnie do L [533], natomiast projekcje z kory srodwechowej dochodza do
wigkszos$ci jader ciata migdalowatego [363].

Gltowne jadra docelowe projekcji z podwzgdrza to Ce i Me [78, 79, 290,
415, 440, 471], natomiast z pnia mézgowia to Ce [435].

Glowne polqczenia eferentne (ryc. 5)

Ciato migdatowate wysyta potaczenia gtownie do podwzgoérza i pnia mo-
zgowia oraz kory mozgu. Czgs¢ z tych projekeji przechodzi przez jadro prazka
krancowego [136, 142, 289, 440, 530].

Jadra powierzchowne ciata migdatowatego wysylaja projekcje zwrotne do
obszarow kory, z ktorych otrzymuja informacje wechowe [77, 269, 440, 489].
Stosunkowo nieliczne projekcje do pozostatych obszaréw kory czuciowej wy-
chodza z jader korowych i zespotu podstawno-bocznego, natomiast do kory
przedczotowej z BLC oraz CoPL [435, 440].

Zespot podstawno-boczny, jest gtownym Zroédtem projekcji do obszardéw ko-
rowych plata skroniowego zwiazanych z pamigcia [414, 428, 435, 440] oraz do
prazkowia i jadra potlezacego [351, 440].

Jadro $rodkowe jest podstawowym zrodtem projekcji bezposrednich lub po-
srednich (poprzez BST [142, 429, 440] i podwzgorze [304, 428, 564]), do struk-
tur pnia mézgowia [594], ktore wptywaja na dziatanie autonomicznego uktadu
nerwowego. Glowne miejsca docelowe projekcji z Ce do pnia to istota szara
okotowodociagowa (PAG) [31, 474], jadro przyramienne [184, 388, 429], jadro
pasma samotnego [490, 591]. Jadro $srodkowe wysyla rowniez liczne projekcje
do wielu okolic podwzgorza [289, 440, 451] oraz do struktur zwigzanych z
uktadami monoaminoergicznymi i cholinergicznym (istota czarna, miejsce si-
nawe, jadra szwu, jadro podstawne Meynerta) [10, 117, 289, 440, 452].
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Liczne projekcje do podwzgoérza wysyta rowniez jadro przysrodkowe [36,
77,106, 193, 268, 289, 440, 540, 541]. Ponadto Me taczy si¢ z przegroda i hipo-
kampem [72].

podwzgérze
pied moézgu
- istota szara okotowodociggowa
- jadro przyramienne
- [stota czarna
- jadra szwu
- jadro pasma samotnego
- kora przedczotowa
- kora ptata skroniowego Ce
zZwigzana z pamiecig
- prazkowie
i jadro potlezace
BLC
Me
podwzg6rze
piefi mézgu
- istota szara okotowodociggowa
- jadra szwu

CoA CoPL | coPM

kora wechowa

Ryc. 5. Gléwne potaczenia eferentne ciata migdatowatego — schemat. Skréty: BLC —
zespot podstawno-boczny, Ce — jadro srodkowe, CoA — jadro korowe przednie
CoPL — jadro korowe tylne boczne, CoPM — jadro korowe tylne przysrodkowe,
Me — jadro przysrodkowe

Fig. 5. Main efferent connections of the amygdaloid body — scheme. Abbreviations: BLC
— basolateral complex, Ce — central nucleus, CoA — anterior cortical nucleus,
CoPL — posterolateral cortical nucleus, CoPM — posteromedial cortical nucleus,
Me — medial nucleus

Polqczenia wewngqtrzamygdalarne

Wewnatrz i pomigdzy jadrami ciata migdatowatego istnieje ztozony system
wzajemnych potaczen [250, 440, 443, 444, 544]. Potaczenia wewnatrzamygda-
larne stanowig drogi, dzigki ktorym dochodzi do kojarzenia i scalania informac;ji
naplywajacych do konkretnych jader z réznych uktadéow funkcjonalnych moézgu
[445]. Wigkszo$¢ tych potaczen jest wzajemna, co umozliwia tworzenie petli,
przez ktore neurony docelowe moga zwrotnie wpltywac na aktywnos¢ obszarow,
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ktére je unerwiaja [445]. Wyjatek stanowi tu jadro $rodkowe, ktére otrzymuje
informacje z réznych obszarow ciala migdalowatego, ale samo nie wysyla do
nich projekcji zwrotnych. Jadra §rodkowe i przysrodkowe uwazane sa za gtowne
miejsca ,,wyjscia” informacji z ciata migdatowatego [115, 298, 440, 443, 445].

Reasumujac, polaczenia ciata migdatowatego zapewniaja mu m.in. mozli-
wos¢ kontroli/modulacji reakcji stresowej — otrzymuje informacje czuciowe
wszelkich modalnosci oraz moze oddzialywac¢ na uktady: ruchowy, autonomicz-
ny i hormonalny, a przez to wplywaé na ksztattowanie reakcji behawioralnej
organizmu.

1.2.3 Charakterystyka immunocytochemiczna ciala
migdalowatego

Ciato migdatowate charakteryzuje si¢ duzym zréznicowaniem immunocyto-
chemicznym populacji komérkowych tworzacych poszczegdlne jadra. Podsta-
wowymi neurotransmiterami komorek projekcyjnych sa: glutaminian (Glu) w
zespole podstawno-bocznym oraz glutaminian i kwas y-aminomastowy w czesci
srodkowo-przysrodkowej (Ce, Me) [97, 116, 349, 357, 456, 490, 562, 565]. In-
terneurony zespotu podstawno-bocznego sa hamujace, GABAergiczne [265,
357, 358, 422, 436, 489]. Dane na temat klasycznych neuroprzekaznikow pozo-
statych czeg$ci ciata migdalowego sa nieliczne. Morfologicznie, neurony jader
korowych przypominaja komoérki zespotu podstawno-bocznego [346, 355]; neu-
rony GABAergiczne jader korowych odpowiadaja neuronom wstawkowym
[357].

W ciele migdalowatym ro6znych gatunkéw ssakow wykazano ponadto obec-
no$¢ wielu neuropeptydow/neuromodulatoréw, w tym substancji P, wazoakty-
wnego peptydu jelitowego (VIP), neuropeptydu Y, somatostatyny (SOM), enke-
faliny, cholecystokininy (CCK), angiotensyny [84, 313, 326, 339, 352, 354, 361,
379, 475, 539, 541] oraz hormonu uwalniajacego hormon kortykotropowy [282,
491, 568] i wazopresyny [71, 584].

Istotna rol¢ w funkcjonowaniu ciala migdatowatego odgrywaja liczne i zr6z-
nicowane neurony zawierajace bialka wiazace wapn oraz komorki produkujace
tlenek azotu.

Biatka wiqZqce wapn

Jony wapnia (Ca’") odgrywaja wazna rolg w funkcjonowaniu neuronéw,
wlaczajac w to uwalnianie neurotransmiteréw, pobudzenie btony komoérkowe;,
indukcje genow, wzrost, regulacje plastycznosci neuronalnej oraz procesy ko-
moérkowe zwigzane z uczeniem si¢ i zapamigtywaniem [16, 17, 25, 87, 93, 178,
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227, 391, 511, 522, 610]. Poziom jonéw wapnia w komorce podlega statej kon-
troli, w ktéra zaangazowane sa wewnatrzkomorkowe biatka wigzace wapn
(CaBPs), w tym najbardziej swoiste dla osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN): kalretynina (CR), kalbindyna D-28k (CB) i parwalbumina (PV) [16, 25,
86-89, 130, 382]. Neurony zawierajace powyzsze biatka wystgpuja w roéznych
rejonach mozgowia; tworzac czg¢éciowo kolokalizujace lub niewykazujace wza-
jemnych kolokalizacji populacje komorkowe [25, 227, 265, 285, 348, 359, 420,
437,438, 464, 614].

Kalretynina jest biatkiem, ktore, sposréd wyzej wymienionych pojawia si¢
najwczesniej (ok. 14-16 dnia zycia ptodowego szczura) [227, 582]. Uwaza sig,
ze jest zaangazowana w podzialy komoérkowe, migracjg, rozwdj aksondw i
drzewa dendrytycznego oraz synaptogeneze [16, 172, 510, 528]. Wystepuje
zarébwno w interneuronach jak i komorkach projekcyjnych [134, 265, 293, 362,
376, 380, 395, 624].

Kalbindyna D-28k, budowa bardzo zblizona do kalretyniny [418], podobnie
jak ona pojawia si¢ w juz w okresie prenatalnym [154, 626] (ok. dwa dni po
zakonczeniu podzialow mitotycznych [154]). W okresie rozwoju i dojrzewania
odgrywa rolg we wzroscie aksonéw 1 dendrytow oraz posrednio w synaptogene-
zie [7, 385, 467]. Wystgpuje zarowno w interneuronach jak i komoérkach projek-
cyjnych [86, 93, 134, 390, 578, 624].

Parwalbumina pojawia si¢ w rozwoju postnatalnym (ok. drugiego tygodnia
zycia) [7, 34, 35, 132, 512], w okresie, ktory odpowiada osiagnigciu dojrzatosci
czynnosciowej komorek nerwowych [6, 7, 113, 132, 216, 387, 407]. Wplywa na
dojrzewanie i funkcjonowanie neuronalnej sieci hamujacej [35, 407].

Nadmiar jonéw wapnia jest dla komorki toksyczny. Wydaje sig, ze biatka
wiazace wapn, w zwiazku z ich zdolnoscia buforowania jonéw Ca*, moga spel-
nia¢ role neuroprotekcyjna w przebiegu réznych stanow patologicznych. Dane
na ten temat sa jednak sprzeczne [16, 50, 139, 175, 215, 238, 242, 259, 273, 275,
549, 601].

Syntaza tlenku azotu

Tlenek azotu (NO), niekonwencjonalny neurotransmiter/neuromodulator,
majac zdolnoé¢ szybkiej dyfuzji, przenika do sasiednich komorek, gdzie moze
aktywowac rozne szlaki sygnalowe [59, 61, 181, 449, 627]. Bezposrednim skut-
kiem dziatania NO jest pobudzenie cyklazy guanylowej i wzrost poziomu cy-
klicznego guanozynomonofosforanu (cGMP) [228, 449, 596]. W zaleznosci od
stezenia i stanu metabolicznego, NO peni funkcje fizjologiczne i neuroprotek-
cyjne lub dziala neurotoksycznie [119, 120, 315, 316, 547, 627]. Wsrod wielu
funkcji pelnionych przez tlenek azotu w osrodkowym uktadzie nerwowym, jako
zasadnicze wymienia si¢ wptyw na uwalnianie neurotransmiteréw, procesy dhu-
gotrwaltego wzmocnienia i hamowania synaptycznego oraz plastyczno$¢ synap-
tyczna [449, 519, 524, 571, 603, 606]). NO odgrywa rol¢ w procesach zwiaza-
nych z pamigcia, koordynacja ruchowa, snem, bolem, zachowaniami seksual-
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nymi [103, 204, 230, 402, 606] i stresem [4, 12, 128, 129, 150, 210, 292, 402,
472,473, 623].

Tlenek azotu jest wytwarzany przez syntaze¢ tlenku azotu (NOS), ktora w
osrodkowym uktadzie nerwowym wystgpuje w trzech izoformach: neuronalne;j
(nNOS; konstytutywna; wystgpuje w neuronach i odpowiada za neurotransmi-
sj¢), srodbtonkowej (eNOS; konstytutywna; wystepuje gtownie w $rdédblonku
naczyn) oraz indukcyjnej (iNOS; indukowana; typowa dla makrofagow) [118,
295, 513]. Synteza NO w neuronach jest stymulowana przez naptyw jonow Ca*’,
ktory z kolei jest indukowany przez aktywacjg receptorow glutaminergicznych,
przede wszystkim receptorow NMDA [182, 183].

Neurony produkujace tlenek azotu wystgpuja w roznych rejonach mézgowia
[41, 74, 185, 286, 288, 296, 365, 439, 585, 598, 615]. Pojawiaja si¢ w okresie
prenatalnym (u szczura: w E10 — ekspresja NOS mRNA [262], w E15 — pierw-
sze neurony nNOS-ir w podwzgorzu i moscie [573], a w E19 w korze mozgu
[495]). Ich rozwoj charakteryzuje zmienna dynamika [487], np. wysoka ekspre-
sja nNOS w ptycie korowej obserwowana w rozwoju ptodowym, w korze doro-
stego szczura ogranicza si¢ gtownie do okreslonych subpopulacji interneuronéw
[57, 58]. Zmiany ekspresji NOS w rozwoju sa skorelowane z procesami neuro-
genezy, roznicowania, wytwarzania potaczen i synaptogenezy [94, 96, 105, 188,
408, 432].

Biorac pod uwagg istotna rolg tlenku azotu i jonéw wapnia w procesach
zwiazanych z przekaznictwem neuronalnym, plastyczno$cia synaptyczna i pa-
migcia wydaje sig, ze komorki ciata migdalowatego zawierajace biatka wiazace
wapn oraz neurony produkujace tlenek azotu moga odrywa¢ wazna role w kon-
troli/modulacji reakcji stresowej. Wiedza na ten temat wciaz jednak wymaga
uzupelnienia.

1.2.4 Zasadnicze znaczenie czynnosciowe ciala migdalowatego

Od ponad stu lat wiadomo, Ze ptat skroniowy, w tym cialo migdatowate sa
wlaczone w ksztaltowanie emocji. Kliiver i Bucy [277], opisali nastgpstwa usu-
nigcia dolnej czg$ci plata skroniowego — badane matpy nie odczuwaty ztosci i
strachu oraz cechowatly si¢: zmniejszona aktywnoscia eksploracyjna, hiperoral-
nos$cia, hiperseksualnoscia, utrata funkcji socjalnych (zesp6t Kliiver-Bucy’ego).
Izolowane usunigcie ciata migdatowatego u zwierzat wywotuje wiele z powyz-
szych objawow (zanik zlo$ci i strachu, obnizenie aktywnos$ci eksploracyjnej,
hiperoralno$¢) [191, 605, 630]. Usunigcie ciata migdatlowatego u czlowieka
skutkuje pelnym rozwinigciem zespotu Kliiver-Bucy’ego, co wiaze si¢ z deficy-
tami emocjonalnymi [2, 3]. Izolowane, obustronne zniszczenie ciala migdatowa-
tego u ludzi jest niezwykle rzadkie, wigc z konieczno$ci badania przeprowadza
si¢ na zwierzetach, ktore nie potrafig powiedzie¢ ,,co czuja”’. Wobec powyzsze-
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go wnioski na temat roli ciata migdatowatego w ksztaltowaniu emocji opiera si¢
gléwnie na badaniach strachu [297], o ktorym wiadomo, ze wiaze si¢ z okreslo-
nymi reakcjami ze strony ukladéw autonomicznego, hormonalnego i somatycz-
nego [66, 298, 328]. Elektryczna stymulacja ciala migdatowatego wywotuje
reakcje lgkowe u ludzi i zwierzat [92, 191, 253]. Ciato migdatowate ,,opracowu-
je” przede wszystkim informacje o bodzcach zagrazajacych, dwuznacznych.

Badania stymulacyjne i zwyrodnieniowe wykazaty, ze cialo migdatowate
jest wlaczone w uktady sterujace zachowaniami motywacyjnymi i popgdami,
wlaczajac w to zachowania obronne [42, 138, 202, 570], gtdd i pragnienie [81,
478], zachowania reprodukcyjne i zwigzane z opieka nad potomstwem [97, 186,
280, 431], modulacje bdlu [604] oraz gatunkowo-specyficzne zachowania spo-
teczne [63, 252, 280]. U czlowieka zachowania te sa zwykle zwiazane z odczu-
waniem emocji (np. strach towarzyszy ucieczce, gniew atakowi i zachowaniom
ofensywnym).

Ciato migdatowate bierze udziat w okres$laniu znaczenia aktualnych bodz-
cow. Jest wlaczone w nadawanie emocjonalnego aspektu zdarzeniom o duzym
znaczeniu motywacyjnym (tworzenie asocjacji pomiedzy bodzcem a jego aktu-
alna warto$cia motywacyjna) [278, 397, 404, 405, 423].

Wielu autorow sugeruje udzial ciata migdalowatego w nabywaniu umiejet-
nosci (wyuczeniu) wykonywania zadan behawioralnych, konsolidacji/modulac;ji
pamigci, jak rowniez jej wygaszaniu [159, 267, 278, 279, 369, 370, 417, 477,
502].

Zdaniem LeDoux [297] cialo migdatowate jest wlaczone w tworzenie ukry-
tej (niedeklaratywnej) pamigci o sytuacjach niebezpiecznych i zagrazajacych.
Pamie¢ tego typu, zwana pamigcia emocjonalng, tworzy si¢ poprzez mechani-
zmy warunkowania strachu (awersyjny bodziec jest kojarzony z bodzcem obo-
jetnym — powstawanie ,,kojarzeniowej” pamigci emocjonalnej) [14, 299, 304,
329, 331, 399, 509]. Warunkowanie strachu jest procesem nieswiadomym w tym
znaczeniu, ze uczenie si¢ nie zalezy od naszej $wiadomosci (nie mamy wplywu
na to czy do niego dojdzie, ani $wiadomego dostgpu do jego przebiegu) [297].
Pamig¢ emocjonalna, w przeciwienstwie do deklaratywnej (zwiazanej gtéwnie z
hipokampem) nie ulega wymazaniu. Pytanie czy cialo migdalowate spetnia w
tym procesie role kluczowa czy raczej modulujaca nadal pozostaje otwarte.
Szerszej analizy wymaga tez rola procesow warunkowania strachu w rozwoju,
szczegblnie w kontekscie rozwoju emocjonalnego i socjalnego. Pamig¢ emocjo-
nalna jest zwiazana z obserwowanym w ciele migdatowatym dlugotrwatym
wzmocnieniem synaptycznym (LTP) [91, 115, 336, 538, 603]. Ciato migdatowa-
te bierze rowniez udzial w warunkowaniu apetytywnym [158, 179].

Ciato migdatowate jest miejscem specyficznych zmian plastycznych zwia-
zanych z roznorodnymi emocjonalnymi aspektami zachowania. Cechuje sig
funkcjonalna heterogeniczno$cia: plastyczno$¢ w zespole podstawno-bocznym
ma na celu asocjacje: biezacy bodziec — jego znaczenie, przysrodkowa czes¢
jadra srodkowego jest wlaczona w procesy pamigciowe zwiazane z pobieraniem
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pokarmu (alimentary learning), boczna czes¢ jadra srodkowego odgrywa role w
procesach zwiazanych z uwaga i czujnos$cia, natomiast jadro przysrodkowe jest
wlaczone w opracowanie/przechowywanie informacji o nowych, emocjonalnych
aspektach srodowiska zewngtrznego [278].

Ciato migdalowate jest wlaczone patomechanizm wielu chordb neurologicz-
nych i psychicznych takich jak choroba Alzheimera [53, 54, 515, 583], plasawi-
ca Huntingtona [324, 482, 629], padaczka skroniowa [162, 233, 445, 616], schi-
zofrenia [43, 44, 532], choroba dwubiegunowa [206] czy autyzm [11, 27].

Podsumowujac, nalezy zaznaczy¢, ze kluczowa rola ciata migdatowatego w
osrodkowej kontroli emocji jest powszechnie uznawana, ale mechanizmy jego
dziatania, szczegodlnie w kontek$cie rozwoju i starzenia oraz zrdznicowania
czynnos$ciowego jego jader wciaz pozostawiaja wiele pytan.



27

2 CELE PRACY

W swietle dotychczasowych badan wydaje sig, ze istotna role w osrodkowe]
integracji reakcji stresowej odgrywa cialo migdatowate. Potaczenia ciata migda-
lowatego umozliwiaja z jednej strony doptyw informacji czuciowych wszelkich
modalnosci, z drugiej zas strony zapewniaja oddziatywanie na system ruchowy,
autonomiczny i hormonalny. O ile fakt kluczowej roli ciata migdatowatego jako
struktury zwiazanej z osrodkowa kontrola emocji jest powszechnie uznawany, to
mechanizmy jego dziatania, szczeg6lnie w kontekscie rozwoju i starzenia oraz
zrdznicowania czynno$ciowego jego jader wciaz pozostawiaja wiele pytan. Sta-
bo poznana jest tez natura immunocytochemiczna komorek ciata migdatowatego
zaangazowanych w odpowiedz na dany bodziec awersyjny.

W ciele migdalowatym licznie wystepuja neurony zawierajacych biatka wia-
zace wapn oraz komorki produkujace tlenek azotu. W kontekscie funkcji jakie
CaBPs i NO pehia w osrodkowym uktadzie nerwowym, wydaje si¢ prawdopo-
dobne, ze moga one odgrywac istotna rolg¢ rowniez w odpowiedzi na bodzce
awersyjne. Komorki zawierajace kalretyning, kalbindyng, parwalbuming oraz
neurony produkujace NO opisano w ciele migdalowatym dojrzatych osobnikow
wielu gatunkéw zwierzat i czlowieka. Jednak dane dotyczace rozwoju, dojrze-
wania i starzenia sa nadal jedynie fragmentaryczne i zazwyczaj ograniczone do
zespotu podstawno-bocznego.

W zwiazku z powyzszym celem pracy byta:

1. Ogolna charakterystyka wystgpowania i morfologii komorek zawieraja-
cych kalretyning, kalbindyng D-28k, parwalbuming i syntazg tlenku azo-
tu w jadrach ciata migdatowatego w rozwoju postnatalnym, dojrzewaniu
1 starzeniu mozgowia szczura.

2. Charakterystyka aktywacji ciata migdatowatego w reakcji na dziatanie
awersyjnego bodzca psychologicznego (test otwartego pola), w rozwoju
postnatalnym, dojrzewaniu i starzeniu mézgowia szczura, w tym odpo-
wiedz na pytania:

- Czy aktywacja jader ciala migdatowatego wykazuje zalezna od wieku
dynamikg?

- Czy jadra ciata migdatowatego rdznia si¢ pod wzgledem aktywacji w
odpowiedzi na zastosowany bodziec?

- Czy neurony jader ciata migdatowatego zawierajace kalretyning, kal-
bindyng D-28k, parwalbuming oraz syntaze tlenku azotu sa aktywowa-
ne po tescie otwartego pola oraz jaki jest schemat tej aktywacji?
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3 MATERIAL I METODY

3.1 Material

Badania przeprowadzono na 123 samcach szczurow rasy Wistar pochodza-
cych z hodowli Instytutu Medycyny Pracy w Lodzi. Podzielono je na dwie gru-
py. Grupa eksperymentalna obejmowata zwierzeta, ktore zostaty poddane jedno-
razowej ekspozycji na bodziec awersyjny. Byly to szczury w wieku (P—dzief
zycia po urodzeniu): PO, P4, P7, P14, P21 — po 5 zwierzat w grupie, oraz szczury
w wieku — P90, P270, P360, P720 — po 3 zwierzgta w grupie.

Grupe kontrolng stanowity zwierzgta nalezace do tych samych grup wieko-
wych (PO, P4, P7, P14, P21 — po 10 zwierzat) oraz P90, P270, P360, P720 — po 6
zwierzat w grupie, ktore nie poddano ekspozycji na bodziec awersyjny. Dla oce-
ny efektu stresu zwigzanego z odstawieniem najmiodszych zwierzat od matek,
dodatkowgq grupe kontrolna, stanowity szczury w wieku P0-P14 — po 3 zwierzgta
w grupie, odstawiane od matki, ale nie poddane dziataniu bodZca awersyjnego.

Zastosowana procedura postgpowania ze zwierzgtami byta zgodna z zalece-
niami Miedzynarodowej Rady do Spraw Wiedzy o Zwierzgtach Laboratoryjnych
(ICLAS) z 1974 roku oraz z zaleceniami Rady Europy nr 123 z 1986 roku [69].
Ponadto projekt badan uzyskat akceptacje lokalnej Komisji do Spraw Etyki.

3.2 Metody

3.2.1 Test otwartego pola

Jako awersyjny bodziec psychologiczny zastosowano test otwartego pola z
silnym o$wietleniem. Szczury grupy eksperymentalnej umieszczano na 10 minut
w kwadratowym boksie o gladkich, biatych $cianach i biatej podtodze o wymia-
rach 1m x 1m, ktory byl o§wietlony zaréwka o mocy 500 W, po czym odstawia-
no je do klatek domowych (home cage). Aby zmniejszy¢ stres wywotany izola-
cja od grupy, szczury w wieku PO, P4, P7, P14 byty testowane w matych gru-
pach (3-5 zwierzat) [612]. Po godzinie od zakonczenia ekspozyciji szczury
usmiercano letalng dawka $rodka usypiajacego, a moézgowia utrwalano droga
perfuzji przezsercowe;.

Zwierzeta grup kontrolnych wyjmowano z klatek ,,domowych” bezposrednio
przed usmierceniem, lub — dla oceny wplywu separacji od matki — zabierano od
niej, przektadano do osobnej klatki, po 10 minutach oddawano z powrotem i po
godzinie u$miercano.

Doswiadczenia wykonywano o stalej porze dnia (godz. 10-14). Po kazdej
ekspozycji boks byl myty i przecierany 70% etanolem.
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3.2.2 Procedura utrwalenia materialu

Zwierzgtom podawano dootrzewnowo letalng dawke Nembutalu (60 mg/kg
wagi ciata) 1 po otwarciu klatki piersiowej wykonywano perfuzj¢ przezsercowa.
Podawano 0,9% roztwor NaCl (10-100 ml) z dodatkiem 8000 j.m. heparyny, a
nastepnie 4% roztwodr paraformaldehydu w buforze fosforanowym o pH 7,4 w
iloci: 25 ml (grupy PO, P4), 45 ml (grupy P7, P14) i 250 ml (wszystkie pozosta-
e grupy). Po dekapitacji i otwarciu czaszki, mézgowia wyjmowano i dotrwalano
w ptynie perfuzyjnym przez 2-3 godziny, a nastgpnie odwadniano kolejno w
15% i 30% roztworze sacharozy w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego
(PBS) o pH 7.4 przez 1-3 dni. Utrwalone mozgowia zamrazano w kriostacie
Jung CM 1800 (Reichert-Jung, Niemcy), a nastepnie krojono w ptaszczyznie
czolowej na skrawki o grubosci 30 pm.

3.2.3 Metody immunocytochemiczne

Uzyskane mrozeniowe skrawki barwiono immunocytochemicznie przy uzy-
ciu przeciwciat skierowanych przeciwko:
e kalretyninie, kalbindynie D-28k i parwalbuminie — biatka wiazace wapn
e neuronalnej formie syntazy tlenku azotu — marker komérek wytwarzajacych
NO
e biatku c-Fos (produkt protoonkogenu c-fos) — marker aktywnos$ci neuronéw

W celu wyznakowania subpopulacji neuronow ciata migdalowatego zawie-
rajacych biatka wiazace wapn: CR, CB, PV oraz neuronow zawierajacych NOS,
skrawki mrozeniowe uzyskane z mozgowi zwierzat grupy kontrolnej (PO, P4,
P7, P14, P21 — po 5 zwierzat, P90, P270, P360, P720 — po 3 zwierzgta), poddano
badaniom immunocytochemicznych z zastosowaniem ponizszego protokotu
pojedynczego barwienia skrawkoéw wolnoplywajacych.

Skrawki trzykrotnie ptukano w 0,01 M roztworze PBS (pH 7.,4), kazdorazo-
wo przez 15 min. W celu zablokowania niespecyficznych antygendéw skrawki
poddawano dziataniu 3% roztworu surowicy koziej (NGS) badz 3% roztworu
surowicy oslej (NDS) z dodatkiem 0,3% roztworu Tritonu X-100 w 0,01 M roz-
tworze PBS przez 60 min. Nastgpnie preparaty inkubowano w temperaturze 4°C
w roztworze zawierajacym odpowiednie przeciwcialo pierwotne (tab. 1) oraz
3% roztwor NGS (badz NDS) z dodatkiem 0,1% roztworu Tritonu X-100 w
PBS. Po 72 godzinach inkubacji preparaty trzykrotnie ptukano w 0,01 M roz-
tworze PBS (pH 7,4) i poddawano inkubacji w roztworze zawierajacym odpo-
wiednie przeciwciata wtorne zwiazane ze znacznikiem fluorescencyjnym (tab. 1)
przez okres 2 godzin w temperaturze pokojowej. Po wyptukaniu w 0,01 M roz-
tworze PBS, skrawki umieszczano na szkietkach podstawowych, suszono, zata-
piano w Vectasheld (Vector Laboratories, Inc., USA) 1 pokrywano szkietkami
nakrywkowymi.
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Dobor surowicy odbywat si¢ zgodnie z zasada, ze surowica pochodzi od te-
go samego gatunku, co gospodarz przeciwciala wtornego zastosowanego w da-
nym do$wiadczeniu (np. przy uzyciu przeciwciala wtérnego immunizowanego
na osle, uzywa si¢ normalnej surowicy oslej).

W celu oszacowania podwdjnego wystgpowania biatka c-Fos oraz odpo-
wiednio CR, CB, PV oraz NOS w komoérkach ciata migdatowatego, u zwierzat
grupy eksperymentalnej i pozostatych zwierzat grup kontrolnych zastosowano
ponizsza procedurg podwojnego barwienia skrawkow wolnoplywajacych.

Skrawki trzykrotnie ptukano w 0.01 M roztworze PBS (pH 7,4) kazdorazo-
wo przez 15 min, po czym poddawano je dziataniu 3% roztworu surowicy koziej
badz 3% roztworu surowicy oslej z dodatkiem 0,3% roztworu Tritonu X-100 w
0,01 M roztworze PBS przez 60 min. Nastgpnie preparaty inkubowano w tempe-
raturze 4°C, w roztworze zawierajacym mieszaning odpowiednich przeciwcial
pierwotnych (tab. 1) oraz 3% roztwor NGS (badz NDS) z dodatkiem 0,1% roz-
tworu Tritonu X-100 w PBS. Po 72 godzinach inkubacji preparaty trzykrotnie
ptukano w 0,01 M roztworze PBS (pH 7,4) i poddawano inkubacji w roztworze
zawierajacym mieszaning odpowiednich przeciwcial wtornych zwiazanych z
réznymi znacznikami fluorescencyjnymi (tab. 1), przez okres 2 godzin w tempe-
raturze pokojowej. Po wyptukaniu w 0,01 M roztworze PBS, skrawki umiesz-
czano na szkielkach podstawowych, suszono, zatapiano w Vectasheld (Vector
Laboratories, Inc., USA) i pokrywano szkietkami nakrywkowymi.

Dobor przeciwcial pierwotnych uzytych w podwdjnym barwieniu odbywat
si¢ zgodnie z zasada, ze musza one pochodzi¢ od innego gospodarza, podczas
gdy oba przeciwciala wtorne musza pochodzi¢ od tego samego gospodarza, ale
kazde z przeciwcial musi by¢ wyznakowane innym znacznikiem fluorescencyj-
nym. Dobor surowicy odbywat si¢ zgodnie z zasada, ze surowica pochodzi od
tego samego gatunku, co gospodarz przeciwcial wtornych zastosowanych w
danym dos$wiadczeniu

Kontrola swoistosci reakcji

Aby sprawdzi¢ swoistos¢ reakcji immunocytochemicznej, skrawki kontrolne
poddawano powyzszym procedurom barwienia, z pominigciem inkubacji z
pierwotnym badz wtornym przeciwcialem. W przypadku barwien podwojnych,
w celu wykluczenia reakcji krzyzowej pomigdzy uzytymi przeciwciatami pier-
wotnymi, a nicodpowiadajacymi im przeciwciatami wtornymi, pomijano jedno z
przeciwcial pierwotnych. Wszystkie proby potwierdzily swoisto$¢ reakcji
immunocytochemicznych.
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Tab. 1. Przeciwciata pierwotne i wtérne uzyte do badan
Tab. 1. Primary and secondary antibodies used in the study

Rabbit Antibody

Nazwa przeciwciala Numer Producent Rozcienczenie
katalogowy
Przeciwciala pierwotne
Goat Polyclonal Anti- . )
Calretinin Antibody AB 1550 Chemicon 1:2500
Mouse Monoclonal Anti- . .
Calbindin D28k Antibody C-8666 Sigma 1:200
Mouse Monoclonal Anti- .
Parvalbumin Antibody P-3171 Sigma 1:1000
Mouse Monoclonal Anti-
Nitric Oxide Synthase- N2280 Sigma 1:3000
Brain Antibody
Rabbit Polyclonal Anti-c- Santa Cruz .
Fos Protein Antibody sc-7202 Biotechnology 1:500
Przeciwciala wtorne
Cy3-conjugated Goat anti- 111-165-144 Jackson 1:800
Rabbit Antibody ImmunoResearch ’
Cy3-conjugated Goat anti- Jackson )
Mouse Antibody 115-165-146 ImmunoResearch 1:800
Cy3-conjugated Donkey Jackson .
anti-Goat Antibody 705-165-003 ImmunoResearch 1:800
Fluorescein (FITC)- Jackson
conjugated Donkey anti- 715-095-151 ImmunoResearch 1:100
Mouse Antibody
Fluorescein (FITC)- Jackson
conjugated Donkey anti- 711-095-152 ImmunoResearch 1:100
Rabbit Antibody
Fluorescein (FITC)- Jackson
conjugated Donkey anti- 705-096-147 ImmunoResearch 1:100
Goat Antibody
Fluorescein (FITC)- Jackson
conjugated Goat anti- 115-095-146 ImmunoResearch 1:50
Mouse Antibody
Fluorescein (FITC)-
conjugated Goat anti- F-9262 Sigma 1:50
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3.2.4 Badania jakoSciowe, poélilosciowe i iloSciowe

Analizowano nastgpujace jadra ciata migdatowatego szczura: jadro boczne,
jadro podstawno-boczne, jadro $rodkowe, czg$¢ brzuszna i grzbietowa jadra
przysrodkowego (odpowiednio — MeV i MeD), jadro tozyskowe dodatkowego
pasma wechowego, jadro korowe przednie, jadro korowe tylne boczne oraz ja-
dro korowe tylne przysrodkowe. Ich granice wyznaczano w oparciu o atlasy
Paxinos i Watson [425] oraz Paxinos i wsp. [424] (ryc. 6).

Badania jakosciowe i pétilosciowe

Oceng morfologii wybarwionych immunocytochemicznie komoérek dokona-
no glownie przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Eclipse E600 (Nicon,
Japonia), wspotpracujacego z systemem konfokalnym MicroRadiance (Bio-Rad,
W. Brytania), wyposazonym w laser argonowy — Argon Ion (25 mW). Laser ten,
przy zastosowaniu odpowiednich filtrow, emituje $wiatlo monochromatyczne o
dlugosci fali 514 nm, wzbudzajace znacznik Cy3 lub o dtugosci fali 488 nm
wzbudzajace znacznik FITC. Kontrola wzbudzenia znacznikéw potwierdzita ich
selektywno$¢. Dokumentacja materialu w postaci zdje¢ zostala wykonana przy
pomocy systemu graficznego LaserPix v. 4.0 (Bio-Rad, W. Brytania).

Oceng jakosciowa i potiloSciowa rozmieszczenia komorek wybarwionych
immunocytochemicznie wraz z dokumentacja fotograficzng przeprowadzono
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Olympus BX-51 (Olympus, Japo-
nia).

Badania ilosciowe - morfometryczne

Badania morfometryczne przeprowadzono na mézgowiach szczurdw grupy
eksperymentalnej oraz odpowiadajacych im mozgowiach grup kontrolnych. W
badanych jadrach ciata migdatowatego na podwojnie wybarwionych skrawkach
oszacowano populacje komorek c-Fos-ir oraz komorek, w ktorych biatko c-Fos
wystgpowato jednoczesnie odpowiednio z: kalretynina, kalbindyna D-28k,
parwalbuming badz syntaza tlenku azotu. Oceniano: liczbe komorek wykazuja-
cych wystepowanie biatka c-Fos oraz odpowiednio CR, CB, PV lub NOS na
mm” (gestosé) oraz procent komorek c-Fos-ir zawierajacych jednocze$nie okre-
slone biatko w stosunku do wszystkich komorek c-Fos-ir.

Do analizy wykorzystano system stereologiczny C.A.S.T. Grid (Olympus,
Dania), w ktorego sktad wchodzita jednostka centralna (komputer) z odpowied-
niej jakosci interfejsem graficznym, mikroskop BX-51 (Olympus, Japonia) wy-
posazony w stolik o przesuwie kontrolowalnym w kazdej z trzech gléwnych osi.
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Bregma -2.12 mm

Bregma -3.30 mm

Bregma -4.80 mm

Ryc. 6. Wybrane przekroje czotowe potkuli mézgu szczura zawierajace badane jadra

ciata migdatowatego (oznakowane na szaro). Skroty: BAOT — jadro lozyskowe
dodatkowego pasma wechowego, BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro
srodkowe, CoA — jadro korowe przednie CoPL — jadro korowe tylne boczne,
CoPM - jadro korowe tylne przysrodkowe, CPu — prazkowie, ec — torebka ze-
wngetrzna, GP — gatka blada, Hip — hipokamp, ic — torebka wewng¢trzna, L — ja-
dro boczne, MeD — jadro przysrodkowe - czg§¢ grzbietowa, MeV — jadro przy-
srodkowe - czg$¢ brzuszna, Pir — kora gruszkowata, RF — bruzda wechowa, SN
— istota czarna. Wzorowane na Paxinos i Watson [425]

Fig. 6. Selected coronal sections of the cerebral hemisphere of the rat with the examined

nuclei of the amygdaloid body (marked grey). Abbreviations: BAOT — bed nu-
cleus of the accessory olfactory tract, BL — basolateral nucleus, Ce — central nu-
cleus, CoA — anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus,
CoPM — posteromedial cortical nucleus, CPu — striatum, ec — external capsule,
GP — globus pallidus, Hip — hippocampus, ic — internal capsule, L — lateral nu-
cleus, MeD — medial nucleus - dorsal part, MeV — medial nucleus - ventral part,
Pir — piriform cortex, RF — rhinal fissure, SN — substantia nigra. According to
Paxinos and Watson [425]
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Analizg ilo$ci immunoreaktywnych profili neuronéw (ciat komorek Iub ja-
der) w jednostce pola testowego przeprowadzano kazdorazowo wedlug iden-
tycznego protokotu obejmujacego:

e wykonanie pod powigkszeniem 5x obrysow odpowiednich jader na podsta-
wie atlasow stereotaktycznych — przy uzyciu kursora myszy na monitorze
komputerowym.

e systematycznie losowe probkowanie pod powigkszeniem 20x obszardéw ba-
danych jader, przy zachowaniu okreslonej kolejnosci w osi przednio-tylnej
badanych skrawkoéw, przy zatozeniu probkowania przynajmniej 60% pola
przekroju jadra na danym przekroju dla jader duzych oraz prawie 100% po-
wierzchni — dla jader matych.

e zaznaczanie w polu testowym o ustalonej powierzchni (zaleznej od wielko$ci
badanego jadra, jak réwniez od liczby komorek immunoreaktywnych),
wszystkich jader komoérkowych c-Fos-ir oraz, po zmianie filtru w uktadzie
optycznym, zaznaczanie neuronéw odpowiednio CB-, CR-, PV-, NOS-ir,
ktorych jadra zawieraja bialko c-Fos; kazdorazowo w polu testowym pro-
gram C.A.S.T. zliczat automatycznie zaznaczane komorki.

Od przedstawionego powyzej protokotu odstgpowano w przypadku, kiedy na
wszystkich obecnych przekrojach przez dane jadro obecne byly jedynie poje-
dyncze znakowane komorki c-Fos-ir.

Dane pochodzace z pdl testowych dotyczace wystgpowania komorek zna-
kowanych na przekroju badanego jadra byly nastepnie zapisywane w oddziel-
nych zbiorach.

Po ukonczeniu analizy, dla wszystkich badanych jader dane zostaly zgroma-
dzone w jednym zbiorze. Dla kazdego jadra u danego zwierzecia dokonano obli-
czenia $redniej wazonej gestosci komorek c-Fos-ir i $redniej wazonej gestosci
komoérek podwojnie wybarwionych (c-Fos/biatko), poprzez podzielenie sumy
liczby komoérek wybarwionych przez sumg pol testowych. Wyliczono rowniez
procentowy udzial komorek podwdjnie wybarwionych (c-Fos/biatko) w stosun-
ku do wszystkich komorek c-Fos-ir w okreslonym podwojnym barwieniu (suma
komoérek podwdjnie wybarwionych na wszystkich przekrojach danego jadra
podzielona przez sumg komorek c-Fos-ir na tych samych przekrojach).

3.2.5 Ocena statystyczna wynikow

Dane dotyczace analizowanych jader ciala migdatowatego — gestos¢ komo-
rek (1/mm”) oraz procent komorek podwojnie wybarwionych — dla kazdego
przypadku, poddano analizie statystycznej. Wykonana analiza statystyczna do-
tyczyla:
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e poroéwnania gestosci komorek c-Fos-ir migdzy badanymi jadrami ciata mig-
datowatego w poszczegdlnych grupach wiekowych

e poréwnania gegstosci komorek c-Fos-ir migdzy grupami wiekowymi w po-
szczegodlnych jadrach ciata migdatowatego

e poréwnania gestosci i procentu podwojnie wybarwionych komorek migdzy
badanymi jadrami ciata migdatowatego w poszczegodlnych grupach wieko-
wych.

Srednie wartosci gestosci oraz procentu podwojnie wybarwionych komorek
w poszczegolnych grupach oraz wartosci odchylen standardowych zamieszczo-
no w odpowiednich tabelach w rozdziale ,,Wyniki” oraz zilustrowano wykresa-
mi.

Ze wzgledu na wystepujaca znaczng zmienno$¢ pomiedzy badanymi przy-
padkami, ggsto$ci porownano nieparametryczng analizg wariancji (testem Kru-
skal-Wallisa). W analizie nie wykonywano tzw. testow niezaplanowanych dla
wykazania szczegdlowych réznic. Zdecydowano si¢ bowiem ograniczy¢ analizy
do wskazania najbardziej istotnych dla danego parametru tendenc;ji.

Analize statystyczng przeprowadzono przy pomocy programu komputero-
wego: ,,Statistica v. 6.1” (Statsoft, Polska). Cato§¢ wnioskowania statystycznego
przeprowadzono na poziomie istotnosci p < 0,05.
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4 WYNIKI

4.1 Ogolny opis rozmieszczenia i morfologii komorek
zawierajgcych bialka wigzace wapn oraz syntaze
tlenku azotu w jadrach ciala migdalowatego w okresie
P0-P720

Opis morfologiczny populacji komoérek zawierajacych biatka wiazace wapn:
kalretyning, kalbindyng D-28k i parwalbuming oparto o podzial zaproponowany
przez Kemppainen i Pitkanen [265]. Na podstawie wielkosci i ksztattu ciata
komoérkowego oraz odejscia i przebiegu dendrytéw w ciele migdatlowatym doro-
stego szczura opisano cztery typy neuronow (ryc. 7):

1 — mate, wielobiegunowe, owalne, okragte Iub wieloboczne, z widocznymi 3 —
5 cienkimi dendrytami o zblizonej grubosci. Obserwuje si¢ je w popula-
cjach neuronéw zawierajacych PV, CB, CR.

2 — $rednie i duze, wielobiegunowe z widocznymi 3 — 5 dendrytami o réznej
grubosci. Obserwuje si¢ je w populacjach neuronéw zawierajacych PV, CB,
CR.

3 — dwubiegunowe, réznej wielkosci, na ogét wrzecionowate, o dendrytach wy-
chodzacych z przeciwleglych biegunow ciata komoérkowego. Obserwuje sig
je w populacjach neuronow zawierajacych PV, CB, CR.

4 — duze, piramidowe; dendryty, jezeli sa widoczne, to tylko na krotkim odcin-
ku, w okolicach ich odejscia od ciala komorki. Obserwuje si¢ je w popula-
cjach neuronéw zawierajacych CB i CR.
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Ryc. 7. Typy morfologiczne komoérek zawierajacych parwalbuming, kalbindyng D-28k i
kalretyning w ciele migdatowatym dorostego szczura. (A,B,C) typ 1; (D,E,F)
typ 2; (G,H,I) typ 3; (J,K) typ 4. Opis w tekscie. Wedlug Kemppainen 1 Pit-
kanen [265]

Fig. 7. Morphological types of cells containing parvalbumin, calbindin D-28k and cal-
retinin in the amygdaloid body of the adult rat. (A,B,C) type 1; (D,EF) type 2;
(G.H1) type 3; (J,K) type 4. Description in the text. According to Kemppainen
and Pitkanen [265]
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4.1.1 Neurony zawierajace kalretyning

Rozmieszczenie i1 ggstos¢ komorek CR-ir w badanych jadrach ciata migdatowa-
tego przedstawiaja ryciny 8 i 10.

Jadro boczne, jgdro podstawno-boczne

Przez caty badany okres komorki CR-ir wystepuja w jadrze bocznym sto-
sunkowo nielicznie (wyjatek stanowi czg$¢ brzuszna jadra, gdzie jest ich wyraz-
nie wigcej). Pod wzgledem morfologii, wérod neuronéw CR-ir wyrdznia sig
mate, wielobiegunowe komorki o okraglym perikarionie (typ 1), srednie, wielo-
biegunowe neurony typu 2 oraz, znacznie rzadziej, komorki typu 3 i1 4; do P7
wystepuja rowniez neurony jednobiegunowe (ryc. 9A). W pierwszym tygodniu
zycia obserwuje si¢ wiele neuronéw CR-ir o poszerzonych poczatkowych od-
cinkach wypustek (ryc. 9A).

Jadro podstawno-boczne, juz od PO charakteryzuje si¢ duza gestoscia komo-
rek CR-ir — szczegodlnie licznie wystgpuja one w czgsci bocznej struktury. Po-
dobnie jak w jadrze bocznym, w BL wyroznia sig¢ wszystkie typy morfologiczne
neuronéw CR-ir, przy czym rzadziej obserwuje si¢ neurony typu 3 (ryc. 9B),
natomiast znaczaco wigcej jest tu duzych, stabo wybarwionych, piramidowych
komorek typu 4 (zwtaszcza w tylnej czesci jadra; ryc. 9C).

Jadro srodkowe

Komorki CR-ir wystgpuja w jadrze srodkowym przez caly badany okres i
juz od PO przyjmuja rozktad obserwowany we wszystkich nastgpnych grupach
wiekowych — stosunkowo licznie lokalizuja si¢ w czgsci przysrodkowej Ce,
natomiast w czeg$ci bocznej jadra jest ich zdecydowanie mniej. Pod wzgledem
morfologii to gldownie mate, okragle lub owalne neurony typu 1 i $redniej wiel-
kosci neurony typu 2 o zréznicowanej immunobarwliwosci (ryc. 9F). W pierw-
szym tygodniu Zycia po urodzeniu obserwowano ponadto neurony CR-ir jedno- i
dwubiegunowe; poczatkowe odcinki wypustek odchodzacych od perikarionéw
zwykle byty poszerzone (ryc. 9D, E).

Jadro przysrodkowe

Czgs¢ brzuszna — neurony CR-ir wystgpuja w MeV przez caty badany okres.
Juz w PO wykazuja duza ggstos¢, ktora charakteryzuje ten rejon Me we wszyst-
kich pozostatych grupach wiekowych. W PO, komorki CR-ir sa stosunkowo
stabo wyrdznialne z otaczajacego je, silnie immunoreaktywnego neuropilu.
Wsrod neuronéw CR-ir dominuja mate, owalne komorki typu 1 oraz $rednie i
duze typu 2; obserwuje si¢ réwniez wrzecionowate neurony typu 3 (ryc. 9G).
Zwykle uwidaczniaja si¢ badz poczatkowe odcinki wypustek komodrkowych,
badz jedynie miejsca ich odejscia (ryc. 9G). Immunoreaktywno$¢ neuronéw CR-
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ir czgsci brzusznej jadra przySrodkowego jest wigksza niz immunoreaktywnos¢é
neuronoéw czgsci grzbietowe;.

Czes¢ grzbietowa — neurony CR-ir wystgpuja w MeD przez caly badany
okres. W PO i P4 wigkszo$¢ z nich to owalne i okragte komorki o duzym jadrze i
waskim rabku cytoplazmy; ich immunobarwliwo$¢ jest zwykle niewiele wyzsza
od immunobarwliwos$ci neuropilu. Ponadto obserwuje si¢ komoérki dwubiegu-
nowe o wrzecionowatym perikarionie (jest ich zdecydowanie mniej; ryc. 9H).
Od P7, w MeD dominuja $rednie neurony typu 2 oraz mate, owalne i okragle
neurony typu 1 (ryc. 9I); wiele z nich charakteryzuje si¢ stosunkowo niska CR-
immunobarwliwo$cia. Sporadycznie obserwowano rowniez duze, stabo wybar-
wione neurony typu 4.

Jadro tozyskowe dodatkowego pasma wechowego

Neurony CR-ir wystepuja w BAOT przez caty badany okres; juz od PO ich
duza gesto$¢ 1 wysoka immunoreaktywno$¢ wyrdznia to jadro z sasiadujacych
rejonéw ciala migdatowatego. W pierwszym tygodniu zycia po urodzeniu (PO,
P4, P7), przewazaja komorki o owalnym badz okraglym perikarionie. Od P14
dominuja $rednie i duze neurony o zroznicowanych ksztattach cial komorko-
wych (wieloboczne, trojkatne, owalne; ryc. 9J); ich wypustki (o ile sa widocz-
ne), sa roznej grubosci. Znacznie rzadziej obserwuje si¢ dwubiegunowe neurony
typu 3.

Jqdra korowe

Komorki CR-ir wystepuja w jadrach korowych przez caly badany okres i juz
w PO uwidacznia si¢ ich zréznicowanie zwlaszcza pod wzgledem ilosciowym.
Bardzo duza gesto$¢ neurondéw CR-ir, charakteryzuje jadro korowe przednie,
wyraznie mniej jest ich w jadrze korowym tylnym bocznym; w jadrze korowym
tylnym przysrodkowym komorki CR-ir wystgpuja stosunkowo nielicznie. W
CoA, populacja neuronéw CR-ir jest zroznicowana morfologicznie (ryc. 9K) —
wigkszo$¢ to $redniej wielko$ci, wielobiegunowe komorki typu 2, ale obserwuje
si¢ roOwniez wrzecionowate neurony typu 3 (czgsto potozone dtuga osia prosto-
padle do powierzchni podstawnej potkuli) oraz, rzadziej, mate owalne komorki
typu 1 i duze delikatnie wybarwione neurony typu 4 (nie obserwowano ich w
okresie PO—P7). W okresie P0—P4 wystepuja rowniez neurony jednobiegunowe.
Dendryty czgsto posiadaja zylakowatosci. W jadrach korowych tylnych: bocz-
nym i przysrodkowym dominuja male, stosunkowo intensywnie wybarwione
neurony typu 1.
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Ryc. 8. Ogolny schemat wystgpowania i rozmieszczenia komorek zawierajacych kalre-
tyning w badanych jadrach ciata migdatowatego szczura. Schemat obserwowa-
ny w PO utrzymuje si¢ w pozostatych grupach wiekowych. Skroty: BAOT — ja-
dro tozyskowe dodatkowego pasma wechowego, BL — jadro podstawno-boczne,
Ce — jadro $rodkowe, CoA — jadro korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne
boczne, CoPM — jadro korowe tylne przysrodkowe, L — jadro boczne, MeD —
jadro przysrodkowe - cze$¢ grzbietowa, MeV — jadro przysrodkowe - czg$é
brzuszna

Fig. 8. General diagram of the occurrence and distribution of the cells containing cal-
retinin in the examined nuclei of the rat’s amygdaloid body at the selected age
groups. Scheme observed at P0 did not change visibly for the remaining age
groups. Abbreviations: BAOT — bed nucleus of the accessory olfactory tract, BL
— basolateral nucleus, Ce — central nucleus, CoA — anterior cortical nucleus,
CoPL — posterolateral cortical nucleus, CoPM — posteromedial cortical nu-

cleus, L — lateral nucleus, MeD — medial nucleus - dorsal part, MeV — medial
nucleus - ventral part
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Ryc. 9./ Fig. 9
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Ryc. 9. Neurony zawierajace kalretyning w wybranych jadrach ciala migdalowatego
szczura. Jadro boczne (A): neurony: jedno- (grot), dwu- (strzatka) oraz wielo-
biegunowe; widoczne, charakterystyczne dla wczesnego etapu rozwoju, posze-
rzone poczatkowe odcinki wypustek. Jadro podstawno-boczne: (B) mate
(owalne) oraz $rednie (owalne i trojkatne) komorki wielobiegunowe, (C) duza
komorka piramidalna o charakterystycznej stabej immunobarwliwosci. Jadro
srodkowe: (D) dwu- i (E) jednobiegunowe neurony o poszerzonych proksy-
malnych odcinkach wypustek oraz (F) mate i Srednie neurony wielobiegunowe.
Jadro przysrodkowe — cze¢s¢ brzuszna (G): wielobiegunowe neurony o zro6z-
nicowanych ksztattach i wielkos$ci (ich wypustki sa stabo widoczne) oraz dwu-
biegunowe o wrzecionowatym ciele komoérkowym (strzatka). Jadro przysrod-
kowe — cze$¢é grzbietowa: (H) dwubiegunowa (strzatka) oraz (I) male (owalne)
1 wigksze (owalne i trojkatne) neurony wielobiegunowe. Jadro lozyskowe do-
datkowego pasma wechowego (J): Srednie i duze, rzadziej male neurony o
roéznej morfologii perikariondw i duzym, dobrze widocznym jadrze. Jadro ko-
rowe przednie (K): dwu- (strzatka) i wielobiegunowe neurony o zréznicowa-
nej morfologii; dendryty, o ile sa widoczne, posiadaja zylakowatosci. Diugos¢
skali = 20 um

Fig. 9. Neurons containing calretinin in the selected nuclei of the amygdaloid body of
the rat. Lateral nucleus (A): neurons: uni- (arrow-head), bi- (arrow) and multi-
polar, visible thicker proximal fragments of dendrites, typical for early stage of
development Basolateral nucleus: (B) small (oval) and medium (oval and trian-
gular), multipolar cells, (C) weakly immunostaining large pyramidal cell. Cen-
tral nucleus: (D) bi- and (E) unipolar neurons with thicker proximal fragments
of dendrites and (F) small and medium, multipolar neurons. Medial nucleus -
ventral part (G): multipolar neurons of variable shapes of bodies and size (their
processes are weakly visible) and bipolar cells of fusiform bodies (arrow). Me-
dial nucleus - dorsal part: (H) bipolar (arrow) and (I) small (oval) and greater
(oval and triangular), multipolar neurons. Bed nucleus of the accessory olfac-
tory tract (J): medium and large, less frequently small neurons of variable shapes
of cell body and with large, visible nucleus. Anterior cortical nucleus (I): bi- (ar-
row) and multipolar neurons of variable morphology; dendrites, if visible, have
varicosities. Scale bar =20 um



44 Beata Ludkiewicz

Ryc. 10. Neurony zawierajace kalretyning w ciele migdalowatym szczura w P14. Prze-
kroj czotowy. Skroty: BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro srodkowe,
CoA — jadro korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne boczne, L — jadro
boczne, MeD — jadro przysrodkowe - czg$¢ grzbietowa, MeV — jadro przysrod-
kowe - czg$¢ brzuszna. Dtugos¢ skali =250 pm

Fig. 10. Neurons containing calretinin in the rat’s amygdaloid body at P14. Coronal
section. Abbreviations: BL — basolateral nucleus, Ce — central nucleus, CoA —
anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus, L — lateral
nucleus, MeD — medial nucleus - dorsal part, MeV — medial nucleus - ventral
part. Scale bar = 250 um

4.1.2 Neurony zawierajace kalbindyn¢ D-28k

Rozmieszczenie i ggstos¢ komorek CB-ir w badanych jadrach ciata migdatowa-
tego przedstawiaja ryciny 111 12.

Jadro boczne, jqdro podstawno-boczne

Komorki CB-ir wystgpuja w jadrach bocznym i podstawno-bocznym przez
caty badany okres. W PO oraz w P4 i P7 charakteryzuja si¢ bardzo duza gesto-
$cia (jedynie w czeSci grzbietowo-bocznej jadra bocznego jest ich wyraznie
mniej). W drugim tygodniu gestos¢ neuronéw CB-ir zmniejsza sig, (ale nadal
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pozostaje duza, szczegolnie w BL) i osiaga poziom obserwowany we wszystkich
pozostatych grupach wiekowych. Pod wzglgdem morfologii, neurony CB-ir obu
jader stanowia zroéznicowane populacje, w ktorych dominuja mate, wielobiegu-
nowe komorki o owalnym i okragltym perikarionie (typ 1) oraz wigksze, wielo-
biegunowe z 3-5 dendrytami z widocznymi zylakowato$ciami (typ 2; ryc. 13A,
C). Obserwuje si¢ rowniez dwubiegunowe neurony o wrzecionowatym perika-
rionie (typ 3; ryc. 13C) oraz, rzadziej, duze, piramidalne neurony typu 4 (zasad-
niczo od P90; ryc. 13D) i neurony jednobiegunowe (zasadniczo w okresie PO—
P7; ryc. 13B). W PO i P4 wybarwiaja si¢ gldéwnie poszerzone poczatkowe odcin-
ki wypustek.

Jadro srodkowe

Komorki CB-ir wystepuja w jadrze srodkowym przez caly badany okres.
Lokalizuja si¢ w czesci srodkowej (najwicksza gestos¢) i przysrodkowej jadra;
w czesci bocznej jest ich wyraznie mniej. Ich liczebnos¢ stabilizuje si¢ w P21.
W pierwszym tygodniu zycia neurony CB-ir czg$ci srodkowej Ce sa stosunkowo
stabo wyroznialne z otaczajacego je, silnie wybarwionego neuropilu. W dal-
szych etapach rozwoju nastepuje widoczne zmniejszenie si¢ immunobarwliwo-
$ci neuropilu, przez co komorki staja si¢ lepiej wyrdznialne. Neurony CB-ir
jadra Srodkowego to glownie Srednie, wielobiegunowe, owalne, okragle lub
trojkatne komorki o duzym jadrze (gléwnie typ 2; ryc. 13E); dendryty sa stabo
widoczne (czasami uwidacznia si¢ miejsce ich odejsScia i ewentualnie odcinek
proksymalny; ryc. 13E).

Jqdro przysrodkowe

Komorki CB-ir wystepuja w jadrze przysrodkowym przez caly badany
okres. Juz od PO charakteryzuja si¢ duza gestoscia, aczkolwiek w PO i P4 wiele z
nich, szczegolnie w MeV wykazuje niska CB-immunoreaktywno$¢. W nastgp-
nych grupach wiekowych obserwuje si¢ wyrazne zr6znicowanie neuronéw CB-
ir pod wzgledem barwliwosci — zarowno w grzbietowej, jak i w brzusznej czesci
Me wystgpuja komorki silnie wybarwione oraz takie, ktorych barwliwos¢ jest
niewiele wyzsza od tla (szczegoélnie liczne w MeD; ryc. 13H). Morfologicznie,
neurony CB-ir jadra przysrodkowego stanowia populacj¢ zréznicowana (ryc.
13F,G,H), w ktorej wystepuja mate wielobiegunowe komoérki o owalnym i okra-
glym perikarionie (typl) oraz wigksze komorki wielobiegunowe, zazwyczaj z
trzema dendrytami odchodzacymi od ciata komorkowego (typ 2). Obserwuje si¢
rowniez dwubiegunowe neurony o perikarionach owalnych lub wrzecionowa-
tych (typ 3; ryc. 13H).

Jadro toZyskowe dodatkowego pasma wechowego

Komorki CB-ir wystgpuja w BAOT przez caty badany okres, aczkolwiek ich
gestosc jest stosunkowo mata. Sa to zazwyczaj komorki wielobiegunowe typu 2.
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Jadra korowe

Komorki CB-ir wystegpuja w jadrach korowych przez caty badany okres. Od
P4 (w CoPL od dnia urodzenia), charakteryzuja si¢ stosunkowo duza gestoscia,
aczkolwiek w CoA, w pierwszych dwoch tygodniach przewazaja neurony o
niskiej immunobarwliwosci. Pod wzgledem morfologii, w jadrach korowych
wyr6znia si¢ komorki CB-ir typu 1 (glownie w CoA i w CoPL) i typu 2 (ryc.
131) oraz sporadycznie typu 4 (tylko w CoA). Obserwuje si¢ rowniez zréznico-
wanie immunobarwliwos$ci neuronéw — stabo wybarwione neurony CB-ir szcze-
golnie licznie wystgpuja w CoPM.

BAOT
CoPM
CoPL
BAOT gestosc
: . bardzo duza
duza
CoPM
mata
CoPL
. znikoma
BAOT
CoPM
CoA MeV CoPL

Ryc. 11./ Fig. 11
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Ryc. 12. Neurony zawierajace kalbindyng D-28k w ciele migdatowatym szczura w P360.
Przekroj czotowy. Skréty: BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro srodkowe,
CoA — jadro korowe przednie CoPL — jadro korowe tylne boczne, L — jadro
boczne, MeD — jadro przysrodkowe - czg$¢ grzbietowa, MeV — jadro przysrod-
kowe - czg$¢ brzuszna. Dtugos¢ skali =250 pm

Fig. 12. Neurons containing calbindin D-28k in the rat’s amygdaloid body at P360.
Coronal section. Abbreviations: BL — basolateral nucleus, Ce — central nucleus,
CoA — anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus, L —
lateral nucleus, MeD — medial nucleus - dorsal part, MeV — medial nucleus -
ventral part. Scale bar=250 um

<
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Ryc. 11. Ogolny schemat wystgpowania i rozmieszczenia komorek zawierajacych kal-
bindyng D-28k w badanych jadrach ciata migdalowatego szczura w wybranych
grupach wiekowych. Schemat obserwowany w P21 utrzymywat si¢ w kolejnych
grupach wiekowych (>P21). Skroty: BAOT — jadro lozyskowe dodatkowego
pasma we¢chowego, BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro srodkowe, CoA —
jadro korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne boczne, CoPM — jadro ko-
rowe tylne przysrodkowe, L — jadro boczne, MeD — jadro przysrodkowe-czesé
grzbietowa, MeV — jadro przysrodkowe-czgs$¢ brzuszna

Fig. 11. General diagram of the occurrence and distribution of the cells containing cal-
bindin D-28k in the examined nuclei of the rat’s amygdaloid body in the se-
lected age groups. The scheme observed in P21 did not change visibly in the
remaining age groups (>P21). Abbreviations: BAOT — bed nucleus of the ac-
cessory olfactory tract, BL — basolateral nucleus, Ce — central nucleus, CoA —
anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus, CoPM — pos-
teromedial cortical nucleus, L — lateral nucleus, MeD — medial nucleus -dorsal
part, MeV — medial nucleus - ventral part
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Ryc. 13./ Fig. 13
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4.1.3 Neurony zawierajace parwalbuming

Rozmieszczenie i gestos¢ komorek PV-ir w badanych jadrach ciata migdalowa-
tego przedstawiaja ryciny 141 15.

Jadro boczne

Pierwsze, pojedyncze neurony PV-ir obserwowano w jadrze bocznym w
P14; w P21 bylo ich nieco wigcej, aczkolwiek ich ggsto$¢ nadal pozostawata
mata. Duza gestos¢ komoérek PV-ir obserwowana w P90 utrzymywata si¢ w
pozostatych grupach wiekowych (>P90). Neurony PV-ir lokalizuja si¢ gldwnie
w czesci grzbietowo-bocznej jadra. Morfologicznie to glownie komorki typu 1,
o okraglym lub owalnym perikarionie oraz wieloboczne komorki typu 2 (ryc.
16A, B).

<
<«

Ryc. 13. Neurony zawierajace kalbindyng w wybranych jadrach ciala migdatowatego
szczura. Jadro boczne (A): mate i $rednie komodrki wielobiegunowe z wypust-
kami posiadajacymi zylakowatos$ci. Jadro podstawno-boczne: (B) jedno-
(grot), dwu- (strzatka) oraz wielobiegunowe neurony o zréznicowanym ksztat-
cie perikarionow; widoczne, charakterystyczne dla wczesnego etapu rozwoju,
poszerzone poczatkowe odcinki wypustek, (C) dwu- i wielobiegunowe komorki
o roznych ksztattach perikarionow i wielkosci, (D) duza komorka piramidowa
(strzatka). Jadro Srodkowe (E): okragle, owalne i trojkatne komorki o stabo
widocznych wypustkach. Jadro przysrodkowe — cze$é¢ brzuszna: (F) male,
wielobiegunowe i dwubiegunowe (strzatka) oraz (G) srednie wielobiegunowe
(strzatki) komorki o zréznicowanej immunobarwliwosci. Jadro przysrodkowe
— cze$¢ grzbietowa (H): wielobiegunowe (mate i §rednie) oraz dwubiegunowe
(strzatka) komorki o zrdéznicowanej immunobarwliwosci. Jadro korowe
przednie (I): mate i §rednie neurony wielobiegunowe (liczne o stabej immuno-
barwliwos$ci). Dtugos¢ skali = 20 pm

Fig. 13. Neurons containing calbindin in the selected nuclei of the amygdaloid body of
the rat. Lateral nucleus (A): small and medium multipolar cells having proc-
esses with varicosities. Basolateral nucleus: (B) uni- (arrow-head), bi- (arrow)
and multipolar neurons of variable shapes of bodies; visible thicker proximal
fragments of dendrites, typical for early stage of development. (C) bi- and mul-
tipolar cells of variable shapes of bodies and sizes, (D) large pyramidal cell
(arrow). Central nucleus (E): oval, round and triangular, multipolar cells with
weakly visible processes. Medial nucleus - ventral part: (F) small multipolar,
bipolar (arrow) and (G) medium multipolar (arrows) cells of variable immu-
nostaining. Medial nucleus - dorsal part (H): multipolar (small and medium)
and bipolar (arrow) cells of variable immunostaining. Anterior cortical nu-
cleus (I): small and medium, multipolar neurons (numerous weakly immu-
nostained). Scale bar = 20 um
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Jadro podstawno-boczne

Po raz pierwszy, neurony PV-ir obserwowano w jadrze podstawno-bocznym
w P14. Juz w P14 i P21 byly stosunkowo liczne. Bardzo duza gestos$¢ komorek
PV-ir obserwowana w P90 utrzymywata si¢ w kolejnych grupach wiekowych
(>P90). Szczegdlnie licznie neurony PV-ir wystgpuja w grzbietowo-bocznej
czesci jadra. Pod wzgledem morfologii dominuja wielobiegunowe komorki typu
2 z dobrze widocznymi dendrytami o réznej grubosci (ryc. 16C). Ponadto wy-
stepuja rowniez owalne i okragle neurony typu 1 oraz, rzadziej, wrzecionowate
dwubiegunowe neurony typu 3 (ryc. 16C). Na przebiegu dendrytow czesto wy-
stepuja zylakowatosci (ryc. 16C).

Jadro korowe tylne boczne

Pierwsze, nieliczne neurony PV-ir obserwowano w jadrze korowym tylnym
bocznym w P14; w P21 bylo ich znaczaco wigcej. Duza gestos¢ komorek PV-ir
obserwowana w P90 utrzymywata si¢ w pozostalych grupach wiekowych
(>P90). Najintensywniej wybarwione neurony PV-ir lokalizuja si¢ w I, a przede
wszystkim w 1 warstwie komorkowej CoPL — sa to glownie wielobiegunowe
komorki typu 2, ale rowniez komorki typu 11 3.

Nieliczne neurony PV-ir wystepuja w jadrach: lezacym dodatkowego pasma
wechowego, korowym przednim i korowym tylnym przysrodkowym.

W jadrach: srodkowym i przysrodkowym neurony PV-ir obserwowano in-
cydentalnie.

»
>

Ryc. 14. Ogolny schemat wystgpowania i rozmieszczenia komorek zawierajacych
parwalbuming w badanych jadrach ciata migdatowatego szczura w wybranych
grupach wiekowych. Schemat obserwowany w P90 utrzymywat si¢ w kolej-
nych grupach wiekowych (>P90). Skréty: BAOT — jadro tozyskowe dodat-
kowego pasma wechowego, BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro $rod-
kowe, CoA — jadro korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne boczne,
CoPM - jadro korowe tylne przysrodkowe, L — jadro boczne, MeD — jadro
przysrodkowe - czg$¢ grzbietowa, MeV — jadro przysrodkowe - czg$¢ brzusz-
na

Fig. 14. General diagram of the occurrence and distribution of the cells containin

parvalbumin in the examined nuclei of the rat’s amygdaloid body in the selected
age groups. The scheme observed in P90 did not change visibly in the remain-
ing age groups (>P90). Abbreviations: BAOT — bed nucleus of the accessory
olfactory tract, BL —basolateral nucleus, Ce — central nucleus, CoA — anterior
cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus, CoPM — posterome-
dial cortical nucleus, L — lateral nucleus, MeD — medial nucleus - dorsal part,
MeV — medial nucleus - ventral part
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Ryc. 15. Neurony zawierajace parwalbuming w ciele migdatowatym szczura w P90.
Przekrdj czotowy. Skréty: BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro $rodko-
we, CoA — jadro korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne boczne, L —
jadro boczne, MeD — jadro przysrodkowe - cze$¢ grzbietowa, MeV — jadro
przysrodkowe - czg$¢ brzuszna. Dhugos¢ skali =250 um

Fig. 15. Neurons containing parvalbumin in the rat’s amygdaloid body at P90. Coronal
section. Abbreviations: BL — basolateral nucleus, Ce — central nucleus, CoA —
anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus, L — lateral
nucleus, MeD — medial nucleus - dorsal part, MeV — medial nucleus - ventral
part. Scale bar=250 um
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Ryc. 16.

Fig. I6.

Neurony zawierajace parwalbuming w wybranych jadrach ciala migdalowatego
szczura. Jadro boczne (A, B): wielobiegunowe komorki o réznej wielkoscei i
morfologii perikarionow, z wypustkami posiadajacymi zylakowatosci. Jadro
podstawno-boczne: (C) dwu- (strzatka) i wielobiegunowe neurony o zrézni-
cowanej morfologii 1 wielkosci; ich wypustki posiadaja zylakowatosci. Diugos¢
skali =20 um

Neurons containing parvalbumin in the selected nuclei of the amygdaloid body
of the rat. Lateral nucleus (A, B): multipolar cells of variable sizes and shapes
of the somata having processes with varicosities. Basolateral nucleus: (C) bi-
(arrow) and multipolar neurons of variable size and shapes of the somata, their
processes have varicosities. Scale bar=20 um
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4.1.4 Neurony zawierajace syntaze¢ tlenku azotu

Rozmieszczenie 1 ggstos¢é komdrek NOS-ir w badanych jadrach ciata migdato-
watego przedstawiaja ryciny 171 18.

Jadro boczne, jgdro podstawno-boczne

W pierwszym tygodniu zycia po urodzeniu, w jadrze bocznym obserwuje si¢
nieliczne komorki NOS-ir; w pozniejszym okresie ich ggstos¢ zwigksza sig
(gtownie w czesci grzbietowo-bocznej) 1 stabilizuje okoto P21. Sa to neurony o
zroznicowanej morfologii: dwubiegunowe o perikarionch okragtych, owalnych i
wrzecionowatych (ryc. 19A) oraz wielobiegunowe o perikarionach owalnych,
wrzecionowatych badz trdjkatnych, z trzema lub czterema dendrytami odcho-
dzacymi od ciata komoérkowego (ryc. 19B). Wypustki czgsto posiadaja zylako-
wato$ci. Przez caty badany okres neurony NOS-ir (niezaleznie od ich morfolo-
gii), charakteryzuja si¢ bardzo silng immunobarwliwoscia.

W jadrze podstawno-bocznym neurony NOS-ir wystepuja sporadycznie (ryc.
190).

Jednoczesnie, przez caty badany okres obserwuje si¢ neurony NOS-ir lokali-
zujace si¢ wzdtuz granic jader: bocznego i podstawno-bocznego. Sa to inten-
sywnie wybarwione, dwubiegunowe komorki o owalnym badZ wrzecionowatym
ciele komorkowym i dendrytach zorientowanych grzbietowo-brzusznie, wzdtuz
wlokien otaczajacych zespot podstawno-boczny (ryc. 19D).

Jadro srodkowe

Liczne komorki NOS-ir obserwuje si¢ w jadrze srodkowym przez caty bada-
ny okres; lokalizuja si¢ one w czesci przysrodkowej struktury. Sa to niewielkie
dwubiegunowe neurony o owalnym, okraglym lub wrzecionowatym ksztatcie
perikarionu i duzym jadrze (ryc. 19E). Dluzsza o$ tych neuronéw jest czgsto
zorientowana w kierunku grzbietowo-brzusznym. Obserwuje si¢ rOwniez neuro-
ny wielobiegunowe (ryc. 19E). Do P21 charakteryzuja si¢ intensywna immuno-
barwliwoscia, ktora od P90 wyraznie si¢ zmniejsza.

Jqdro przysrodkowe

Czgs$¢ brzuszna — neurony NOS-ir obserwuje si¢ w MeV przez caly badany
okres — od P7 stanowia populacje o bardzo duzej gestosci. Sa to neurony o
owalnym, okraglym lub wrzecionowatym (rzadziej trojkatnym) ciele komorko-
wym, duzym jadrze i stosunkowo waskim rabku cytoplazmy (ryc. 19G). Do P21
przewazaja komorki o dobrze widocznych wypustkach, czesto odchodzacych z
przeciwleglych biegunow ciata komérkowego (ryc. 19F); w pozniejszym okresie
NOS-immunoreaktywno$¢ wypustek znaczaco si¢ zmniejsza (ryc. 19G). U zwie-
rzat starych (=P360) zmniejsza si¢ rowniez immunobarwliwo$¢ ciata komorko-
wego.
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Cze$¢ grzbietowa — neurony NOS-ir obserwuje si¢ w MeD przez caty bada-
ny okres. Stosunkowo licznie lokalizuja si¢ one wzdhuz granicy przysrodkowe;j
jadra; w czgsci bocznej MeD jest ich wyraznie mniej. Pod wzgledem morfologii,
neurony NOS-ir grzbietowej czesci jadra przysrodkowego to dwubiegunowe
owalne i wrzecionowate komorki o duzych, dobrze widocznych jadrach i den-
drytach zorientowanych grzbietowo-brzusznie (lokalizuja si¢ gléwnie wzdhuz
granicy przysrodkowej; ryc. 191) oraz wielobiegunowe o ciatach owalnych, tréj-
katnych badz wielobocznych, zwykle z 3-5 dendrytami odchodzacymi od peri-
karionu (wystgpuja glownie w czgsci bocznej MeD; ryc. 19H).

Jadro toZyskowe dodatkowego pasma wechowego

W PO i P4 neurony NOS-ir wystepuja w BAOT nielicznie. W drugim tygo-
dniu zycia postnatalnego (pomigdzy P7 a P14) nastepuje wyrazny wzrost ich
gestosei; duza gestos¢ neuronow NOS-ir utrzymuje si¢ do konca badanego okre-
su. Sa to dwu- i wielobiegunowe neurony owalne, okragte lub wrzecionowate
(rzadziej trojkatne), charakteryzujace si¢ duzym jadrem (ryc. 19J); dendryty sa
stabo uwidocznione (ewentualnie wida¢ miejsce ich odejscia i odcinek proksy-
malny; ryc. 19J).

Jadra korowe

W PO, neurony NOS-ir wystepuja w jadrach korowych stosunkowo nielicz-
nie. W pierwszym tygodniu zycia po urodzeniu ich ggsto$¢é wyraznie wzrasta,
zwlaszcza w jadrze korowym tylnym przysrodkowym — od P7 stanowia popula-
cje o bardzo duzej gestosci. Jednoczesnie przez caly badany okres komorki
NOS-ir jader korowych (szczegolnie korowych tylnych) charakteryzujq si¢ sto-
sunkowo niewysoka immunoreaktywno$cig — u zwierzat starszych (=P360) wi-
da¢ jedynie zarysy neuronow. Pod wzgledem morfologii, neurony NOS-ir jader
korowych to wielobiegunowe, rzadziej dwubiegunowe, owalne, okragle lub
wieloksztaltne komorki o duzych jadrach i widocznych poczatkowych odcin-
kach wypustek odchodzacych od ciata komorkowego (ryc. 19K). Do P7 obser-
wuje si¢ rowniez neurony jednobiegunowe.
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Ryc. 17.

Fig. 17.
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Ogolny schemat wystgpowania i rozmieszczenia komorek zawierajacych synta-
zg tlenku azotu w badanych jadrach ciata migdalowatego szczura w wybranych
grupach wiekowych. Schemat obserwowany w P21 utrzymywat si¢ w kolejnych
grupach wiekowych (>P21). Skroty: BAOT — jadro tozyskowe dodatkowego
pasma wechowego, BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro srodkowe, CoA —
jadro korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne boczne, CoPM — jadro ko-
rowe tylne przysrodkowe, L — jadro boczne, MeD — jadro przysrodkowe - czg$¢
grzbietowa, MeV — jadro przysrodkowe - czg$¢ brzuszna

General diagram of the occurrence and distribution of the cells containing ni-
tric oxide synthase in the examined nuclei of the rat’s amygdaloid body in the
selected age groups. The scheme observed in P21 did not change visibly in the
remaining age groups (>P21). Abbreviations: BAOT — bed nucleus of the ac-
cessory olfactory tract, BL — basolateral nucleus, Ce — central nucleus, CoA —
anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus, CoPM —
posteromedial cortical nucleus, L — lateral nucleus, MeD — medial nucleus -
dorsal part, MeV — medial nucleus - ventral part
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Ryc. 18. Neurony zawierajace syntazg tlenku azotu w ciele migdatowatym szczura w
P90. Przekrdj czotowy. Skroty: BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro
srodkowe, CoA — jadro korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne boczne,
L — jadro boczne, MeD — jadro przysrodkowe - czg$¢ grzbietowa, MeV — ja-
dro przysrodkowe - czg$¢ brzuszna. Dlugos¢ skali = 250 pm

Fig. 18. Neurons containing nitric oxide synthase in the rat’s amygdaloid body at P90.
Coronal section. Abbreviations: BL — basolateral nucleus, Ce — central nucleus,
CoA — anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus, L —
lateral nucleus, MeD — medial nucleus - dorsal part, MeV — medial nucleus -
ventral part. Scale bar=250 um
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Ryc. 19. Neurony zawierajace syntaze tlenku azotu w wybranych jadrach ciata migdato-

Fig. 19.

watego szczura. Jadro boczne: (A) dwubiegunowe neurony o okragtych peri-
karionach i grubych wypustkach oraz (B) wielobiegunowa komorka o trojkat-
nym ciele komérkowym. Jadro podstawno-boczne: (C) wielobiegunowy neu-
ron z czterema dendrytami odchodzacymi od perikarionu oraz (D) dwubiegu-
nowa komorka o wrzecionowatym ciele komorkowym i dendrytach zoriento-
wanych grzbietowo-brzusznie, potozona wzdtuz granicy BL. Jadro $rodkowe:
(E) dwubiegunowy, wrzecionowaty neuron (strzatka) oraz komorki wielobie-
gunowe. Jadro przysrodkowe — cze$¢ brzuszna: (F) owalne neurony o gru-
bych, dobrze widocznych wypustkach odchodzacych z przeciwlegtych biegu-
néw ciata komoérkowego (strzatki) oraz (G) neurony o zréznicowanej morfolo-
gii perikariondéw (owalne, okragte, trojkatne), duzym jadrze i waskim rabku cy-
toplazmy; charakterystyczna dla wieku doroslego slaba immunobarwliwosé
wypustek. Jadro przySrodkowe — cze$¢ grzbietowa: (H) komorki wielobiegu-
nowe oraz (I) dwubiegunowe, owalne i okragle neurony o grubych, zoriento-
wanych grzbietowo brzusznie wypustkach. Jadro lozyskowe dodatkowego pa-
sma wechowego: (J) dwu- (strzatki) i wielobiegunowe neurony o zrdéznicowa-
nej morfologii perikarionéw i stabo widocznych wypustkach. Jadro korowe
tylne przysrodkowe: (K) wiclobiegunowe neurony o okragtych i trojkatnych
perikarionach (liczne o stabej immunobarwliwosci). Dtugos¢ skali =20 pm

Neurons containing nitric oxide synthase in the selected nuclei of the amygda-
loid body of the rat. Lateral nucleus: (A) bipolar neurones of round bodies and
thick processes and (B) multipolar cell of triangular body. Basolateral nu-
cleus: (C) multipolar neuron with four dendrites emanating from somata and
(D) bipolar cell of fusiform body and dendrites dorsal—ventral oriented, situ-
ated along the BL border. Central nucleus: (E) bipolar, oval or fusiform neu-
rons (arrow) and multipolar cells. Medial nucleus — ventral part: (F) oval neu-
rons with thick, visible processes emanating from opposite poles of the somata
(arrows) and (G) neurons of variable shapes of the somata (oval, round, trian-
gular), large nucleus and a thin rim of cytoplasm; low immunostaining of proc-
esses typical for adult. Medial nucleus — dorsal part: (H) multipolar cells and
(D) bipolar, oval and round neurons with thick, dorsal-ventral oriented proc-
esses. Bed nucleus of the accessory olfactory tract: (J) bi- (arrows) and multi-
polar neurons of variable shapes of the somata and weakly visible processes.
Posteromedial cortical nucleus: (K) multipolar neurones of round and triangu-
lar body (numerous weakly immunostained). Scale bar=20 um
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Podsumowanie:

Ilo$¢ i rozmieszczenie komorek CR-ir w badanych jadrach ciata migdatowa-
tego nie zmieniaja si¢ zasadniczo od dnia urodzenia.

Niewielki wzrost ilosci wyznakowanych komorek obserwowano w popula-
cjach neuronéw CB-ir jader srodkowego, korowego przedniego oraz koro-
wego tylnego przysrodkowego. W zespole podstawno-bocznym w drugim
tygodniu zycia ilo$¢ neuronow CB-ir zmniejsza sig, (ale nadal pozostaje du-
za, szczegolnie w BL). Tlo$¢ 1 rozmieszczenie komorek zawierajacych CB w
ciele migdatowatym stabilizuje si¢ w trzecim tygodniu zycia po urodzeniu.
Komorki zawierajace PV pojawiaja si¢ w ciele migdalowatym w drugim
tygodniu zycia po urodzeniu. Ich ilo$¢ i rozmieszczenie w badanych jadrach
ustalajq si¢ w trzecim tygodniu Zycia po urodzeniu (jadra korowe tylne), badz
nieco pdzniej — pomigdzy P21 a P90 (pozostate jadra).

Wsrod neurondw zawierajacych CaBPs przez caty badany okres w jadrach
ciata migdatowatego przewazaja komorki typu 1 i 2. W pierwszym tygodniu
zycia po urodzeniu w niektorych jadrach (L, BL, Ce, Me, CoA) obserwowa-
no réwniez morfologicznie niedojrzate, jednobiegunowe (nie wystepuja po
P7) i dwubiegunowe (wyraznie liczniejsze niz w okresie pozniejszym) neu-
rony CR- i CB-ir, o poszerzonych poczatkowych odcinkach wypustek. Po-
dobnych zmian jakoSciowych nie obserwowano w populacjach komorek
PV-ir.

Ilo$¢ i rozmieszczenie komorek zawierajacych NOS w wigkszos$ci badanych
jader ciala migdatowatego ustalaja si¢ w pierwszym tygodniu zycia po uro-
dzeniu — w BL, MeD i Ce juz w P0, natomiast w MeV, BAOT 1 jadrach ko-
rowych w P7.

W badanych jadrach ciala migdatowatego neurony NOS-ir to dwu- i wielo-
biegunowe komorki o zréznicowanej morfologii perikarionu. W niektorych
jadrach obserwuje si¢ zwigzane z wiekiem, wyrazne zmniejszenie immuno-
barwliwos¢ cial komérkowych (w Ce od P90, w MeV i jadrach korowych od
P360) i wypustek (w MeV od P21).

4.2 Aktywacja jader ciala migdalowatego szczura po tescie

otwartego pola — analiza iloSciowa
W badanych jadrach ciala migdatowatego u zwierzat z grup kontrolnych

stwierdzono jedynie pojedyncze komorki c-Fos-ir. Wszystkie nizej opisane wy-
niki uzyskano na podstawie analizy komorek jader ciala migdatlowatego zwierzat
grupy eksperymentalne;.
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4.2.1 Poréwnanie jader ciala migalowatego pod wzgledem
gestosci neuronow c-Fos-ir w grupach wiekowych

Wykres obrazujacy zmiany ggstosci komorek c-Fos-ir w badanych jadrach ciala
migdatowatego w zaleznosci od wieku przedstawia rycina 20.

Dane ilosciowe ($rednia warto$¢ numeryczna i warto$¢ odchylenia standardo-
wego) dotyczace gestosci komorek c-Fos-ir w badanych jadrach ciata migdato-
watego w poszczegolnych grupach wiekowych zawiera tabela 2.

PO - P7

Réznice w gestosci neurondw c-Fos-ir pomiedzy badanymi jadrami ciata
migdatowatego w grupach wiekowych PO, P4, P7 byly znamienne statystycznie
(p= odpowiednio: 0,0094, 0,0132, 0,0001).

W dniu urodzenia najwyzsza ggstos¢ neurondéw c-Fos-ir obserwowano w ja-
drze korowym tylnym bocznym i korowym przednim; mniejsza ggsto$¢ komo-
rek c-Fos-ir cechowala jadra: przysrodkowe, srodkowe i korowe tylne przysrod-
kowe. W pozostatych jadrach, gesto$¢ komorek c-Fos-ir byta bardzo mata. Za-
rowno w P4, jak 1 w P7 nadal wysokie pobudzenie po OF przejawiaty jadra ko-
rowe (szczegdlnie CoPL i CoA) oraz MeV; nadal wzglednie niska pozostawata
w tym okresie aktywno$¢ komorek jader: bocznego i podstawno-bocznego.

P14- P90

Roéznice w ggstosci neuronow c-Fos-ir pomigdzy badanymi jadrami ciata
migdatowatego w grupach wiekowych P14, P21, P90 byly znamienne staty-
stycznie (p= odpowiednio: 0,0001, 0,0001, 0,0187).

W okresie P14 — P90 we wszystkich badanych jadrach ciata migdatowatego
obserwowano zwigkszenie gestosci komorek c-Fos-ir. Gwalttowny wzrost
aktywnos$ci w odpowiedzi na zastosowany bodziec obserwowano zwtaszcza w
jadrze tozyskowym dodatkowego pasma wechowego, ktére od P14 charaktery-
zowalo si¢ najwyzsza sposrod badanych jader gestoscig neurondow c-Fos-ir. Nie-
co nizsza (aczkolwiek tez wysoka) aktywacje wykazywaty neurony jadra koro-
wego przedniego (P14, P21) oraz obu czg$ci jadra przysrodkowego: brzusznej i
grzbietowej (od P21).

Niezmiennie najnizsza gestos¢ komoérek c-Fos-ir obserwowano w jadrach
tworzacych zespot podstawno-boczny (L, BL) oraz w jadrze srodkowym.

P270 - P360

Réznice w gestosci neurondw c-Fos-ir pomiedzy badanymi jadrami ciata
migdatowatego w grupie P270 byly znamienne statystycznie (p= 0,00006), na-
tomiast w grupie P360 byly statystycznie nieistotne.
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W P270 nadal wysoka gestos¢ neuronéw c-Fos-ir charakteryzuje jadra: BA-
OT, korowe przednie i obie czgsci jadra przysrodkowego.

W P360 schemat c-Fos-immunoreaktywno$ci badanych jader ciata migda-
lowego w odpowiedzi na zastosowany bodziec awersyjny ulega znacznym
zmianom — ggsto$¢ komorek c-Fos-ir we wszystkich badanych jadrach wyrow-
nuje sig.

P-720

Ekspozycja szczurow P720 w OF powoduje bardzo mata aktywacj¢ bada-
nych jader — pojedyncze komorki c-Fos-ir obserwowano w BL, Ce, BAOT, CoA
1 MeV.

250 1 »BAOT

200 A
150 A
100 A

50 A

Gestos¢ komorek c-Fos [1/mm?2]

PO P4 P7 P14 P21 P90 P270 P360
Grupa wiekowa

Ryc. 20. Zmiany ggstosci komorek c-Fos-ir w badanych jadrach ciata migdatowatego
szczura w okresie PO — P360. Skroty: BAOT — jadro tozyskowe dodatkowego
pasma wechowego, BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro srodkowe, CoA
— jadro korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne boczne, CoPM — jadro
korowe tylne przysrodkowe, L — jadro boczne, MeD — jadro przysrodkowe -
czg$¢ grzbietowa, MeV — jadro przysrodkowe - czg$¢ brzuszna

Fig. 20. Changes in c-Fos-ir cells density in the examined nuclei of the rat’s amygdaloid
body in period PO — P360. Abbreviations: BAOT — bed nucleus of the acces-
sory olfactory tract, BL — basolateral nucleus, Ce — central nucleus, Co4 —
anterior cortical nucleus, CoPL — posterolateral cortical nucleus, CoPM —
posteromedial cortical nucleus, L — lateral nucleus, MeD — medial nucleus -
dorsal part, MeV — medial nucleus - ventral part
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Podsumowanie:

e W grupach wiekowych PO — P270, jadra ciata migdalowtego r6znig si¢ ggsto-
$cig komorek c-Fos-ir.

o Wysoka aktywno$¢ w odpowiedzi na zastosowany bodziec awersyjny, wyka-
7uja jadra: cze$¢ brzuszna jadra przysrodkowego (P4-P360), korowe przednie
(P7-P360) i tozyskowe dodatkowego pasma wechowego (P14-P360).

e W grupie wiekowej P360 badane jadra nie wykazuja zréznicowania pod
wzgledem gestosci komorek c-Fos-ir.

4.2.2 Zmiany gestosci komorek c-Fos-ir w jadrach ciala migda-
lowatego w zaleznos$ci od wieku

Wykres obrazujacy zmiany ggstosci komorek c-Fos-ir w badanych jadrach ciala
migdatowatego w zaleznosci od wieku przedstawia rycina 20.

Dane ilosciowe ($rednia warto$¢ numeryczna i warto$¢ odchylenia standardo-
wego) dotyczace ggstosci komorek c-Fos-ir w badanych jadrach ciata migdato-
watego, w okreslonych grupach wiekowych zawiera tabela 2.

Jadro boczne i podstawno-boczne

W jadrach: bocznym i podstawno-bocznym gesto$¢ komorek c-Fos-ir w po-
szczegodlnych grupach wiekowych réznita sig statystycznie znamiennie (p= od-
powiednio: 0,0001, 0,0002).

Do P4, c-Fos-immunoreaktywnos¢ w obu jadrach byta bardzo mata. Wzrost
gestosci komorek c-Fos-ir, ktéry obserwowano od siddmego dnia po urodzeniu
trwat odpowiednio do P21-P90 w L oraz P21 w BL, po czym nastapito stopnio-
we, ale systematyczne zmniejszanie si¢ tego parametru, tak, ze w P360 byt on
poréwnywalny do obserwowanego w P7. W P720 komorki c-Fos-ir wystgpowa-
ly w tych jadrach sporadycznie.

Jadro srodkowe

Ggstos¢ komorek c-Fos-ir w jadrze srodkowym w poszczegdlnych grupach
wiekowych roznita sig statystycznie znamiennie (p= 0,0085).

Od PO ggstos¢ neurondow c-Fos-ir zwigkszata si¢ osiagajac najwyzsza war-
tos¢ w P21. Od trzeciego tygodnia zycia nastgpuje systematyczny spadek ggsto—
$ci neuroné6w c-Fos-ir, do poziomu pojedynczych komoérek obserwowanych w
Ce w P720.
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Jadro toZyskowe dodatkowego pasma wechowego

Gestos¢ komorek c-Fos-ir w jadrze tozyskowym dodatkowego pasma we-
chowego w poszczegdlnych grupach wickowych rdznita si¢ statystycznie zna-
miennie (p= 0,0095).

Pierwsze, aczkolwiek nieliczne, neurony c-Fos-ir pojawiaja si¢ w BAOT pod
koniec pierwszego tygodnia zycia postnatalnego szczura, po czym nastgpuje
gwattowny wzrost ich ggsto$ci — parametr ten osiaga najwyzsza wartos¢ w P21.
Od trzeciego tygodnia zycia nastgpuje systematyczny spadek gestosci komorek
c-Fos-ir, aczkolwiek jeszcze w P360 ich gestos¢ jest w tym jadrze stosunkowo
duza. W P720 w jadrze tozyskowym dodatkowego pasma wechowego obser-
wowano pojedyncze komorki c-Fos-ir.

Jadro przysrodkowe

Ggstos¢ komorek c-Fos-ir w obu czg$ciach jadra przysrodkowego w po-
szczegblnych grupach wiekowych roznita sig statystycznie znamiennie (MeV p=
0,0069, MeD p=0,0062).

Czg$¢ brzuszna — od dnia urodzenia obserwuje si¢ zwigkszanie (pierwszy
tydzien), a pozniej gwaltowny wzrost gestosci komorek c-Fos-ir. Najwyzsza
warto$¢ parametr ten osiaga w P21-P90, po czym gestos¢ aktywowanych komo-
rek zmniejsza sig, aczkolwiek w P360 nadal pozostaje wzglednie wysoka. W
P720 wystepuja pojedyncze komorki c-Fos-ir.

Czgé¢ grzbietowa — ogdlny schemat zmian w aktywacji komorek MeD po
dziataniu stresora jest zblizony do obserwowanego w MeV, jednakze nalezy
zaznaczy¢, ze gestos¢ komorek c-Fos-ir wystgpujacych w czgséci grzbietowej w
pierwszym tygodniu zycia oraz w okresie P21-P90 jest nizsza niz w brzuszne;j.
W P720 w MeD obserwowano pojedyncze komorki c-Fos-ir.

Jadro korowe przednie

Ggstos¢ komorek c-Fos-ir w jadrze korowym przednim w poszczegdlnych
grupach wiekowych roznita sig statystycznie znamiennie (p= 0,0032).

Gesto$¢ komorek c-Fos-ir w CoA zwigksza si¢ od czwartego dnia zycia po
urodzeniu, osiagga wartos¢ maksymalng w P14-P21, a nastepnie w P90 zmniejsza
sig. W przeciwienstwie do pozostalych jader, w ktorych od trzeciego miesiaca
obserwowano zmniejszanie si¢ gestosci aktywowanych komorek, w CoA ge-
sto$¢ neurondéw c-Fos-ir w P270 byta wyzsza niz w P90, po czym nastapito po-
nowne zmniejszanie si¢ wartosci tego parametru. W P720 w jadrze korowym
przednim wystepuja pojedyncze komorki c-Fos-ir.

Jadro korowe tylne boczne

Gesto$¢ komorek c-Fos-ir w jadrze korowym tylnym bocznym w poszcze-
golnych grupach wiekowych nie roznila si¢ statystycznie znamiennie.
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Gesto$¢ komorek c-Fos-ir w CoPL, obserwowana w pierwszym tygodniu
zycia (relatywnie wysoka w porownaniu do pozostatych jader), utrzymuje si¢ na
podobnym poziomie az do P360. W P720 w jadrze korowym tylnym bocznym
neurony c-Fos-ir obserwowano sporadycznie.

Jadro korowe tylne przysrodkowe

Gesto$¢ komorek c-Fos-ir w jadrze korowym tylnym przysrodkowym w po-
szczegblnych grupach wiekowych réznita si¢ statystycznie znamiennie (p=
0,0079).

W pierwszym tygodniu zycia szczura gesto$¢ komorek c-Fos-ir w CoPM
utrzymuje si¢ na niskim poziomie; w ciagu nastgpnych dwoch tygodni zwigksza
si¢ 1 osigga warto§¢ maksymalna w P21, a nastepnie systematycznie zmniejsza
sig. W P720 w jadrze korowym tylnym bocznym komorki c-Fos-ir wystepowaty
sporadycznie.

Podsumowanie:

Badane jadra ciala migdalowatego (z wyjatkiem jadra korowego tylnego
bocznego), niezaleznie od stopnia ich zaangazowania w odpowiedz na zastoso-
wany bodziec awersyjny, charakteryzuja si¢ stosunkowo stalym schematem
zmian zaleznych od wieku. Zmiany te mozemy podzieli¢ na trzy okresy:

* PO - P7 — ktory charakteryzuje si¢ wzglednie niskim poziomem aktywno$ci w
odpowiedzi na zastosowany bodziec.

* P14 - P90 — w ktorym gestos¢ komorek c-Fos-ir zwigksza sig, osiagajac war-
tos$¢ maksymalng ok. trzeciego tygodnia zycia.

* P270 - P360 — w ktorym nastgpuje stopniowe zmniejszanie si¢ ggstosci ko-
morek c-Fos-ir.

W jadrze korowym tylnym bocznym nie odnotowano statystycznie istotnych
réznic w gestosci komorek c-Fos-ir pomigdzy grupami wiekowymi.

4.3 Aktywacja komorek zawierajacych bialka wiazace
wapn i syntaze tlenku azotu w jadrach ciala migdalo-
watego po tescie otwartego pola

Wszystkie nizej opisane wyniki uzyskano na podstawie analizy komorek ja-
der ciata migdatowatego zwierzat grupy eksperymentalne;j.
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4.3.1 Morfologia komorek wykazujacych podwojne wybarwie-
nie c-Fos oraz Kkalretyniny, kalbindyny D-28k, parwal-
buminy i syntazy tlenku azotu

Neurony c-Fos/CR

W jadrach: bocznym, podstawno-bocznym, srodkowym, korowych tylnych
oraz grzbietowej czesci jadra przysrodkowego neurony CR-ir wykazujace po-
dwojne wybarwienie z biatkiem c-Fos to glownie charakterystyczne dla tych
struktur wielobiegunowe komorki typu 11 2 (ryc. 21A, B, C), rzadziej 3. W czg-
$ci brzusznej jadra przysrodkowego komorki c-Fos/CR to gtdéwnie male, owalne
neurony typu 1 oraz $rednie (rzadziej duze) typu 2; obserwuje sig¢ rowniez, ale
zdecydowanie mniej licznie, dwubiegunowe, wrzecionowate neurony typu 3
(ryc. 21D, E). Morfologia licznych komoérek c-Fos/CR w jadrze lozyskowym
dodatkowego pasma wechowego jest zroznicowana — sg to przede wszystkim
duze i $rednie komorki typu 2 (wieloboczne, trojkatne i owalne), ale réwniez
male neurony typu 1, o owalnych perikarionach oraz, rzadziej, dwubiegunowe,
neurony typu 3 (ryc. 21F, G). W jadrze korowym przednim, podwdjne wybar-
wienie c-Fos/CR wykazuja gtownie komorki typu 2, rzadziej typu 3 i incyden-
talnie typu 4.
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Ryc. 21/ Fig. 21
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Ryc. 21.

Fig. 21.

Podwdjne barwienie biatka c-Fos (kolor czerwony) i kalretyniny (kolor zielony)
w neuronach wybranych jader ciata migdatowatego szczura. Wielobiegunowe
komorki c-Fos/CR o zréznicowanych ksztaltach perikarionéw (strzatki) w: (A)
jadrze podstawno-bocznym, (B) jadrze Srodkowym oraz (C) grzbietowej
czesci jadra przySrodkowego. Wielobiegunowe neurony c-Fos/CR o zrdzni-
cowanej morfologii i wielkosci perikarionéw oraz dwubiegunowe komorki o
wrzecionowatym badz owalnym ciele komérkowym (strzatki) w: (D, E) cze$ci
brzusznej jadra przySrodkowego oraz (F, G) jadrze lozyskowym dodatko-
wego pasma wechowego. Diugos¢ skali=20 um

Double staining of c-Fos protein (red) and calretinin (green) in neurons of
selected nuclei of the amygdaloid body of the rat. Multipolar c-Fos/CR neurons
of variable shapes of cell bodies (arrows) in: (A) basolateral nucleus, (B) cen-
tral nucleus and (C) dorsal part of the medial nucleus. Multipolar c-Fos/CR
cells of variable shapes and sizes of bodies and bipolar cells of fusiform or oval
shapes of bodies (arrows) in: (D, E) dorsal part of the medial nucleus and (F,
G) bed nucleus of the accessory olfactory tract. Scale bar=20 um
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Ryc. 22 / Fig. 22
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Neurony c-Fos/CB

W jadrach: bocznym i podstawno-bocznym, neurony CB-ir wykazujace im-
munoreaktywno$¢ biatka c-Fos to mate i $rednie komorki typu 11 2 (ryc. 22A);
w BL wystepuja rowniez podwojnie wybarwione neurony typu 3 (ryc. 22B).
Ponadto, w BL dos¢ czesto obserwowano wiokna CB-ir, ktore w postaci ,,ko-
szyczkdw” oplataly perikariony niewybarwionych neuronéw c-Fos+/CB— (ryc.
22C). Komorki c-Fos/CB w jadrze srodkowym i tozyskowym dodatkowego
pasma wechowego to gldwnie $rednie, trojkatne lub wieloboczne neurony typu 2
(ryc. 22D), a w jadrach korowych — typu 1 i 2 o zr6znicowanej CB-immuno-
barwliwosci. W jadrze przysrodkowym, kolokalizacje c-Fos/CB wykazywaty
gléwnie stabo wybarwione, mate neurony typu 1 (rzadziej $rednie typu 2; ryc.
22E, F, G).

<
<«

Ryc. 22. Podwdjne barwienie biatka c-Fos (kolor czerwony) i kalbindyny D-28k (kolor
zielony) w neuronach wybranych jader ciala migdalowatego szczura. Neurony
c-Fos/CB w: (A) jadrze bocznym (komorka wielobiegunowa — strzatka) i (B)
jadrze podstawno-bocznym (komoérka dwubiegunowa — strzatka). (C) Jadro
podstawno-boczne — widkna CB-ir tworzace ,.koszyczek” wokoét perikarionu
komorki c-Fos+/CB- (strzatki). (D) Jadro Srodkowe — wielobiegunowe ko-
morki c-Fos/CB o roznej morfologii perikarionéw (strzatki). Mate neurony c-
Fos/CB o stabej CB-immunobarwliwosci (strzatki) w: (E, F) brzusznej i (G)
grzbietowej czesci jadra przySrodkowego. Dhugos¢ skali =20 um

Fig. 22. Double staining of c-Fos protein (red) and calbindin D-28k (green) in neurons
of selected nuclei of the amygdaloid body of the rat. c-Fos/CB neurons in: (A)
lateral nucleus (multipolar cell —arrow) and (B) basolateral nucleus (bipolar
cell — arrow). (C) Basolateral nucleus — CB-ir fibers form “basket” around
somata of c-Fos+/CB- cell (arrow). (D) Central nucleus — multipolar c-Fos/CB
cells of variable shapes of somata (arrows). Small c-Fos/CB neurons weakly
CB-immunostained (arrows) in: (E, F) ventral and (G) dorsal part of the late-
ral nucleus. Scale bar =20 um
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Ryc. 23. Podwojne barwienie biatka c-Fos (kolor czerwony) i parwalbuminy (kolor zie-
lony) w neuronach wybranych jader ciata migdalowatego szczura. (A) Jadro
boczne — wielobiegunowa komorka c-Fos/PV. (B, C) Neurony c-Fos/PV w ja-
drze podstawno-bocznym — komoérka dwubiegunowa o owalnym perikarionie
(grot) oraz komorki wielobiegunowe o stabej c-Fos-immunoreaktywnosci
(strzatki). (D) Jadro korowe tylne boczne — wielobiegunowy neuron c-Fos/PV
o stabej c-Fos-immunoreaktywno$ci. Dtugo$¢ skali = 20 um

Fig. 23. Double staining of c-Fos protein (red) and parvalbumin (green) in neurons of
selected nuclei of the amygdaloid body of the rat. (A) Lateral nucleus — multi-
polar c-Fos/PV cell. (B, C) c-Fos/PV neurons in the basolateral nucleus — bi-
polar cell of oval somata (arrow-head) and multipolar cells of low c-Fos-
immunoreactivity (arrows). (D) Posterolateral cortical nucleus — multipolar c-
Fos/PV of low c-Fos-immunoreactivity. Scale bar =20 um
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Neurony c-Fos/PV

Nieliczne neurony c-Fos/PV jadra bocznego to komorki typu 1 i 2 (ryc.
23A). W jadrze podstawno-bocznym oprocz komoérek c-Fos/PV typu 11 2 (nie-
ktoére z nich charakteryzuja si¢ niska c-Fos-immunoreaktywnoscia; ryc. 23B, C),
obserwowano roéwniez dwubiegunowe, wrzecionowate neurony typu 3 (ryc.
23B). W jadrze korowym tylnym bocznym neurony c-Fos/PV to gtownie ko-
morki typu 2 (ryc. 23D).

Neurony c-Fos/NOS

Nieliczne neurony c-Fos/NOS w jadrach: bocznym, podstawno-bocznym i
srodkowym to dwu- lub wielobiegunowe neurony o owalnych badz trojkatnych
perikarionach (ryc. 24A, B). Wrzecionowate, dwubiegunowe komorki NOS-ir
usytuowane wzdtuz granic L i BL nie wykazuja podwojnego wybarwienia z
biatkiem c-Fos. W czesci grzbietowej jadra przysrodkowego, c-Fos-
immunoreaktywne jadra komérkowe obserwowano zaréwno w duzych, dwubie-
gunowych neuronach o owalnych ciatach komorkowych, jak i w neuronach wie-
lobiegunowych (ryc. 24C). Liczne komorki c-Fos/NOS w czg$ci brzusznej jadra
przysrodkowego maja rozna wielkosc¢ i ksztatt perikarionow — okragly, owalny i
wrzecionowaty oraz trojkatny badz wieloboczny (ryc. 24D). Podobna morfolo-
gia charakteryzowala komorki c-Fos/NOS obserwowane w jadrze tozyskowym
dodatkowego pasma wechowego (ryc. 24E). W jadrach korowych podwojne
wybarwienie c-Fos/NOS obserwowano gtownie w komorkach o owalnych peri-
karionach i zr6znicowanej NOS-immunobarwliwosci.
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Ryc. 24 / Fig. 24
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Podsumowanie:

e W badanych jadrach ciala migdatowatego neurony c-Fos-ir wykazujace po-
dwojne wybarwienie z biatkami wiazacymi wapn to gtownie komorki typu 1
i 2 (rzadziej 3).

e W Zadnym z badanych jader nie wystepuja komorki c-Fos/CB typu 4; poje-
dyncze komorki c-Fos/CR typu 4 obserwowano w jadrze korowym przednim.

e Morfologia neuronéw c-Fos/NOS w jadrach ciala migdatowatego jest zrozni-
cowana.

&
<«

Ryc. 24.

Fig. 24.

Podwdjne barwienie biatka c-Fos (kolor czerwony) i syntazy tlenku azotu (kolor
zielony) w neuronach wybranych jader ciata migdalowatego szczura. Neurony
c-Fos/NOS w: (A) jadrze bocznym (komodrka dwubiegunowa — strzatka) oraz
(B) jadrze Srodkowym (komorka wielobiegunowa — strzatka). Dwubiegunowe
neurony c-Fos/NOS o owalnych perikarionach (groty) oraz komorka wielobie-
gunowa (strzatka) w (C) czeSci grzbietowej jadra przysrodkowego. Liczne
neurony c-Fos/NOS o réznej wielkosci i morfologii perikarionéow w: (D) cze$ci
brzusznej jadra przySrodkowego oraz (E) jadrze lozyskowym dodatkowego
pasma wechowego. Dtugosc¢ skali =20 um

Double staining of c-Fos protein (red) and nitric oxide synthase (green) in neu-
rons of selected nuclei of the amygdaloid body of the rat. c-Fos/NOS neurons
in: (A) lateral nucleus (bipolar cell — arrow) and (B) central nucleus (multipo-
lar cell — arrow). Bipolar c-Fos/NOS neurons of oval somata (arrow-heads)
and multipolar cell (arrow) in (C) dorsal part of the medial nucleus. Numerous
c-Fos/NOS neurons of variable shapes and size of cell bodies in: (D) ventral
part of the medial nucleus and (E) bed nucleus of the of the accessory olfac-
tory tract. Scale bar = 20 um
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4.3.2 Poroéwnanie jader ciala migdalowatego pod wzgledem
gestosci i procentu komorek wykazujacych podwdjne
wybarwienie c-Fos oraz kalretyniny, kalbindyny D-28k,
parwalbuminy i stntazy tlenku azotu w grupach wieko-
wych

Wszystkie nizej opisane wyniki uzyskano na podstawie analizy komorek cia-
ta migdalowatego zwierzat grupy eksperymentalne;.
Oceniano:
Gestos¢ komorek podwodjnie wybarwionych — liczba komorek wykazujacych
wystepowanie biatka c-Fos oraz odpowiednio CR, CB, PV lub NOS na mm?
[1/mm®].
Procent komoérek podwojnie wybarwionych — procent komorek c-Fos-ir zawiera-
jacych jednoczesnie okreSlone biatko w stosunku do wszystkich komorek
c-Fos-ir.

Dane ilosciowe ($rednia warto$¢ numeryczna i wartos¢ odchylenia standardo-
wego), dotyczace gestosci komorek c-Fos/CR, c-Fos/CB, c-Fos/PV, c-Fos/NOS
w jadrach ciata migdalowatego w okreslonych grupach wiekowych zawieraja
odpowiednio tabele: 3, 4, 5, 6.

Dane ilosciowe ($rednia warto$¢ numeryczna i warto$¢ odchylenia standardo-
wego), dotyczace procentu komoérek podwdjnie wybarwionych c-Fos/CR, c-
Fos/CB, c-Fos/PV, c-Fos/NOS w jadrach ciala migdalowatego w okreslonych
grupach wiekowych zawieraja odpowiednio tabele: 7, 8, 9, 10.

PO-P7

W pierwszym tygodniu zycia po urodzeniu badane jadra ciala migdatowate-
go nie roznily si¢ statystycznie istotnie zard6wno pod wzgledem procentu komo-
rek podwdjnie wybarwionych jak i gestosci komorek c-Fos/CR, c-Fos/CB, c-
Fos/PV. Warto$ci obu parametroéw byly bardzo niskie.

Statystycznie istotna réznica procentu komorek podwojnie wybarwionych i
gestosci komorek c-Fos/NOS (p= odpowiednio: 0,012 i 0,012 ) wystgpowata w
P7. W tym okresie czgs$¢ brzuszna jadra przysrodkowego wyraznie dystansuje
pozostate jadra duza gestoScia i wysokim procentem komorek podwodjnie wy-
barwionych c-Fos/NOS.

P14

W P14, jadra ciata migdatowatego nie réznity sig istotnie pod wzgledem ge-
stosci 1 procentu komodrek podwojnie wybarwionych c-Fos/CB i c-Fos/PV. Sta-
tystycznie istotne zroznicowanie dotyczylo gestosci i procentu komorek po-
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dwdjnie wybarwionych c¢-Fos/CR (p= odpowiednio: 0,002 i 0,0039) i
c-Fos/NOS (p= odpowiednio: 0,0007 i 0,0003).

c-Fos/CR — Bardzo duza ggstos¢ i bardzo wysoki procent komorek podwoj-
nie wybarwionych c-Fos/CR wyraznie odrdznia jadro tozyskowe dodatkowego
pasma wegchowego od pozostalych cze$ci ciata migdalowatego. Stosunkowo
wysokie wartosci obu parametréw charakteryzuja rowniez czg$¢ brzuszna jadra
przysrodkowego. Wzglednie wysoki procent komorek podwojnie wybarwionych
obserwowano rowniez w jadrze podstawo-bocznym i czeSci grzbietowej jadra
przysrodkowego, ale ggstos¢ komorek c-Fos/CR byta w nich mata.

c-Fos/NOS — Bardzo duza gestoscia komorek c-Fos/NOS i bardzo wysokim
procentem komorek podwojnie wybarwionych (oba parametry zdecydowanie
wyzsze niz w innych jadrach), charakteryzuje si¢ w tym okresie jadro tozyskowe
dodatkowego pasma wechowego. Duza gestos¢ i wysoki procent komoérek po-
dwdjnie wybarwionych c-Fos/NOS cechowaly réwniez brzuszna cze$¢ jadra
przysrodkowego oraz jadro korowe tylne przysrodkowe.

P21

W P21 jadra ciata migdalowatego nie roznity si¢ statystycznie istotnie pod
wzgledem gestosci i procentu komorek podwojnie wybarwionych c-Fos/CB i
c-Fos/PV. Statystycznie istotne zroéznicowanie dotyczylo gestosci 1 procentu
komoérek podwdjnie wybarwionych c-Fos/CR (p= odpowiednio: 0,0014 i
0,0023) i c-Fos/NOS (p= 0,0001 1 0,0001).

c-Fos/CR — Duza gestos¢ i1 bardzo wysoki procent komoérek podwdjnie wy-
barwionych c-Fos/CR nadal odroznia jadro tozyskowe dodatkowego pasma we-
chowego od pozostatych czgsci ciata migdalowatego. Do$¢ wysoki procent ko-
morek podwdjnie wybarwionych (chociaz zdecydowanie nizszy niz w BAOT),
obserwowano réwniez w BL, CoA i MeD, ale gestos¢ komorek c-Fos/CR byta w
nich mata.

c-Fos/NOS — Bardzo duza ggstoscia i bardzo wysokim procentem komorek
podwojnie wybarwionych c-Fos/NOS charakteryzowaty si¢ w tym okresie: jadro
lozyskowe dodatkowego pasma wechowego oraz czes¢ brzuszna jadra przysrod-
kowego.

P90

W P90, jadra ciata migdatowatego nie roznily si¢ statystycznie istotnie pod
wzgledem gestosci 1 procentu komorek podwojnie wybarwionych c-Fos/CB i c-
Fos/PV. Statystycznie istotne zréznicowanie dotyczylo gestosci i procentu ko-
morek podwojnie wybarwionych c-Fos/CR (p= odpowiednio: 0,0019 i 0,0047) i
c-Fos/NOS (p= odpowiednio: 0,0049 1 0,0057).

c-Fos/CR — Duza gestos¢ i bardzo wysoki procent komorek podwdjnie wy-
barwionych c-Fos/CR nadal wyrdznia jadro tozyskowe dodatkowego pasma
wechowego. Nieco wyzszymi niz w pozostatych jadrach, ale zdecydowanie niz-
szymi niz w BAOT, warto$ciami tych parametrow cechuje si¢ MeV.
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c-Fos/NOS — Jadro tozyskowe dodatkowego pasma wechowego oraz czgsé
brzuszna jadra przysrodkowego, duza gestoscia komorek c-Fos/NOS i bardzo
wysokim procentem komorek podwojnie wybarwionych nadal wyrdzniaja sig
sposrod badanych jader ciala migdalowatego.

P270

W P270 jadra ciata migdatowatego nie roznily si¢ statystycznie istotnie ge-
stoscig 1 procentem komorek podwojnie wybarwionych c-Fos/PV. Statystycznie
istotne zroznicowanie dotyczyto gestosci i procentu komorek podwojnie wybar-
wionych ¢-Fos/CR (p= odpowiednio: 0,0005 i 0,0025), c-Fos/NOS (p= 0,0008),
c-Fos/CB (p= odpowiednio: 0,0087 i 0,0405).

c-Fos/CR, c-Fos/NOS — Schemat zréznicowania jader ciata migdatowatego
pod wzgledem gestosci 1 procentu komorek podwojnie wybarwionych c-Fos/CR
i c-Fos/NOS nie roznit si¢ zasadniczo od opisanego w P90.

c-Fos/CB — Wyzsza niz w pozostatych jadrach (aczkolwiek wzglednie ni-
ska), gestos¢ komorek c-Fos/CB cechowata obie czeéci jadra przysrodkowego.
Relatywnie wysoki procent komoérek podwojnie wybarwionych c-Fos/CB wyka-
zywaly w tym okresie jadra: podstawno-boczne, srodkowe i korowe tylne.

P360

W P360, jadra ciala migdatowatego nie r6znily sig statystycznie istotnie pod
wzgledem gestos$ci i procentu komorek podwoédjnie wybarwionych c-Fos/CR,
c-Fos/CB, ¢-Fos/PV i c-Fos/NOS.
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Zestawiajac wszystkie dane dotyczace procentu komorek podwojnie wybar-
wionych CR-, CB-, PV-, NOS/c-Fos w okresie PO — P360, mozna stwierdzi¢, ze
jadra ciala migdalowatego szczura wykazuja okre$lone ,,preferencje” w akty-
wowaniu badanych populacji komérkowych pod wplywem zastosowanego
bodzca (ryc. 25). W BAOT sa to neurony zawierajace NOS i CR, w MeV —
NOS, w MeD i CoPM — NOS i CB, w CoA — NOS (ale réwniez CR i CB), w L
—CB,wBL-CBiCR,w Ce—-CB, CoPL-CBiPV.

80%
70% -

60% -

50% -

== CB
40% mmm CR

NOS
PV

30% -

20% -

10% -
ol I- o ,I.Il._l.lil
\Y MeD Ce Co.

BAOT Me A CoPL CoPM L BL

Procent komérek podwéjnie wyznakowanych

Ryc. 25. Komorki wykazujace podwojne wybarwienie c-Fos/-CR, -CB, -PV i NOS w
jadrach ciata migdatowatego po OF — og6lne zestawienie procentowe w okre-
sie PO — P360. Skroty: BAOT — jadro lozyskowe dodatkowego pasma weg-
chowego, BL — jadro podstawno-boczne, Ce — jadro srodkowe, CoA — jadro
korowe przednie, CoPL — jadro korowe tylne boczne, CoPM — jadro korowe
tylne przysrodkowe, L — jadro boczne, MeD — jadro przysrodkowe - czg$é¢
grzbietowa, MeV — jadro przysrodkowe - czg$¢ brzuszna

Fig. 25. Cells revealing double staining c-Fos/-CR,-CB,-PV,-NOS in nuclei of the amyg-
daloid body after OF test — general percentage breakdown for period PO —
P360. Abbreviations: BAOT — bed nucleus of the accessory olfactory tract, BL —
basolateral nucleus, Ce — central nucleus, CoA — anterior cortical nucleus,
CoPL — posterolateral cortical nucleus, CoPM — posteromedial cortical nu-
cleus, L — lateral nucleus, MeD — medial nucleus - dorsal part, MeV — medial
nucleus - ventral part
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Podsumowanie:

W grupach wiekowych, od PO do P360 (z wyjatkiem P270), analizowane
jadra ciata migdatowatego nie r6znig si¢ pod wzglgdem ggstosci i procentu
komorek podwdjnie wybarwionych c-Fos/CB, a warto$ci tych parametrow
utrzymuja si¢ na wzglednie niskim poziomie. W wigkszosci grup wieko-
wych neurony c-Fos/CB badanych jader stanowia najcze$ciej 10-20%
wszystkich neurondéw c-Fos-ir.

W grupach wiekowych P14 — P360 jadra ciala migdatowatego, w ktorych
wystepuje PV nie roznia si¢ pod wzgledem gestosci i procentu komorek
podwdjnie wybarwionych c-Fos/PV, a wartos$ci tych parametréw utrzymuja
si¢ na wzglednie niskim poziomie. W L i BL komorki podwdjnie wybar-
wione c-Fos/PV stanowity do 10% obserwowanych tam komorek c-Fos-ir.
Istotna role w zrdéznicowaniu aktywacji jader ciala migdatowatego pod
wplywem OF odgrywaja neurony zawierajace kalretyning oraz syntazg
tlenku azotu. Pobudzenie komorek zawierajacych NOS w jadrze przysrod-
kowym oraz NOS i CR w jadrze tozyskowym dodatkowego pasma wecho-
wego moze decydowaé o wyraznie wigkszej aktywacji tych jader pod
wplywem zastosowanego bodzca. Nalezy jednak podkresli¢, ze aktywne
zaangazowanie powyzszych populacji wystepuje zasadniczo od P7-P14.
Aktywacja komorek NOS-ir i CR-ir w pozostatych jadrach ciata migdato-
watego jest znacznie mniejsza.



89

5 DYSKUSJA

5.1 Ogolna charakterystyka komorek zawierajacych
bialka wiazace wapn oraz syntaze¢ tlenku azotu
w jadrach ciala migdalowatego

5.1.1 Neurony zawierajace bialka wiazace wapn

Na podstawie uzyskanych wynikow moge stwierdzi¢, ze biatka wiazace
wapn w ciele migdatowatym szczura charakteryzuja si¢ zréznicowanym czaso-
wo-przestrzennym schematem wyst¢powania. Kalretynina i kalbindyna D-28k
wystgpuja we wszystkich badanych jadrach ciata migdalowatego juz w dniu
urodzenia, jednak tylko populacja neuronéw CR-ir jest w tym czasie ustabilizo-
wana pod wzgledem liczebnos$ci i rozmieszczenia. Neurony CR-ir wystepuja
najliczniej w bocznej czgsci jadra podstawno-bocznego, brzusznej czgsci jadra
przysrodkowego oraz jadrach: korowym przednim i tozyskowym dodatkowego
pasma wechowego.

W okresie postnatalnym (pierwsze trzy tygodnie), wzrost gestosci neurondow
CB-ir obserwowatam w jadrach: srodkowym, korowym przednim oraz korowym
tylnym przysrodkowym. Natomiast w zespole podstawno-bocznym, w drugim
tygodniu zycia gesto$¢ neuronow CB-ir zmniejsza si¢ (chociaz nadal pozostaje
duza, szczegolnie w BL). Od P21, ilo$¢ i rozklad neuronow CB-ir w badanych
jadrach ciata migdatowatego stabilizuja si¢ — najliczniej wystgpuja w jadrze
podstawno-bocznym i §rodkowej czesci jadra srodkowego.

Znaczaco odmiennie przebiega rozwoj neurondéw PV-ir. Immunoreaktyw-
no$¢ parwalbuminy pojawia si¢ w komorkach ciata migdatowatego w drugim
tygodniu zycia po urodzeniu. Ich gestos¢ i rozmieszczenie ustalaja si¢ w trzecim
tygodniu zycia po urodzeniu (jadra korowe tylne), badZz nieco p6zniej — pomig-
dzy P21 a P90 (pozostate jadra). Neurony PV-ir wystgpuja najliczniej w zespole
podstawno-bocznym (zwtaszcza w jadrze podstawno-bocznym) oraz w jadrze
korowym tylnym bocznym; w pozostatych jadrach ich liczebnos¢ jest mata badz
znikoma.

Neurony zawierajace biatka wiazace wapn w ciele migdatowatym dorostych
osobnikow badano u wielu gatunkow zwierzat (m.in. gryzonie, drapiezne, na-
czelne, w tym cztowiek) [198, 265, 348, 350, 359, 390, 395, 420, 437, 438, 545,
546, 553-557]. Jednak dane dotyczace rozwoju, dojrzewania i starzenia sa nadal
fragmentaryczne i zazwyczaj ograniczone do zespotu podstawno-bocznego [113,
3006, 528, 582].

W zespole podstawno-bocznym ciata migdatowatego myszy, neurony CB-ir
i CR-ir pojawiaja si¢ pod koniec drugiego tygodnia zycia embrionalnego (E13-
14); gestos¢ neuronow CB-ir zwigksza si¢ do konca pierwszego tygodnia zycia
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po urodzeniu, a komoérek CR-ir stabilizuje si¢ ok. PO [306]. W BLC szczura, w
drugim tygodniu zycia obserwowano zmniegjszenie gestosci neuronéw CB-ir
[34], po czym (od P21) ich liczebnos¢ ustalata si¢ na poziomie charakterystycz-
nym dla osobnika dorostego [34]. Pierwsze, pojedyncze neurony PV-ir pojawia-
ja si¢ w BLC myszy okoto P7 [113, 306], a w BLC szczura w P14 [34] — ich
gestos$¢ zwigksza si¢ i nastgpnie, w P90 stabilizuje.

Powyzszy schemat zmian ggstosci komorek zawierajacych biatka wiazace
wapn jest zblizony do obserwowanego przeze mnie w rozwoju jader bocznego i
podstawno-bocznego; niewielkie rdznice ilosciowe wynikaja prawdopodobnie z
réoznych technik barwienia oraz szacowania liczebnosci badanych populacji.
Réznica dotyczaca wieku, w ktérym pojawia si¢ PV (mysz versus szczur) moze
by¢ zwiazana z istnieniem specyficznych gatunkowo mechanizméw reguluja-
cych pojawienie sig tego biatka.

Dane na temat rozwoju komorek zawierajacych CR, CB i PV w pozostatych
jadrach ciata migdalowatego sa fragmentaryczne. Guirado i wsp. [199] opisali
komorki CR-ir w tylnej czgsci jadra przysrodkowego w 15 dniu Zycia embrio-
nalnego szczura — juz w tym okresie, w czegSci brzusznej jadra neurony CR-ir
byly stosunkowo gesto upakowane, natomiast w czgsci grzbietowej rozproszone.
Sidorowicz i wsp. [537] odnotowali obecnos¢ komorek CB-ir w jadrze $rodko-
wym w P4 —ich liczba stabilizowata si¢ w P21.

Obecnos$¢ CR 1 CB juz w poczatkowym etapie ontogenezy sugeruje ich rolg
w procesach rozwojowych takich jak migracja neurondow, réznicowanie, wydhu-
zanie wypustek, ksztaltowanie drzewa dendrytycznego oraz tworzenie potaczen
[154, 216, 387, 457, 467, 510]. W pierwszym tygodniu zycia po urodzeniu w L,
BL, Ce, Me i CoA obserwowatam immunoreaktywno$¢ CR 1 CB w neuronach o
morfologii charakterystycznej dla komorek niedojrzatych. Byty to neurony
jednobiegunowe (nie wystepuja po P7) i dwubiegunowe (wyraznie liczniejsze
niz w okresie p6zniejszym), o poszerzonych poczatkowych odcinkach wypustek.
Ich obecnos¢ swiadczy o trwajacym procesie roznicowania i dojrzewania morfo-
logicznego tych populacji. Kalretynina jest uznawana za jeden ze znacznikéw
niedojrzalych neuronéw migrujacych w trakcie rozwoju mozgowia [172, 582].
Kalbindyna pojawia si¢ zwykle 1-2 dni po zakonczeniu podziatow komorko-
wych, w fazie migracji neuronéw i wydtuzania wypustek [154]. Buforujac po-
ziom jonéw Ca’" we wczesnym etapie rozwoju OUN [410] zabezpiecza dojrze-
wajace neurony przed uszkodzeniem, ktore moze wywota¢ glutaminian [427].

Obserwowane przeze mnie, ponadto Berdel i Morysia u szczura [34] oraz
przez Brummelte i wsp. u myszoskoczki [67], zjawisko przejsciowe] ekspres;ji
CB w zespole podstawno-bocznym wystepuje réwniez w rozwoju kory mozgu
[176, 389], przedmurza [285] i hipokampa [626]. Zaprzestanie produkcji kalbin-
dyny jest prawdopodobnie zwiazane ze zmiana fenotypowa neuronow [113]. W
rozwoju kory mézgu, grupa niepiramidowych komoérek CB-ir zmienia fenotyp i
zaczyna produkowa¢ PV [5]. Zdaniem Davila i wsp. [114] neurony CB-ir ob-
serwowane w rozwoju BLC prawdopodobnie tworza rozne subpopulacje, w tym
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taka, ktora pozniej produkuje parwalbuming. W korze mézgu i zespole podstaw-
no-bocznym najwyzszy poziom CB oraz ,,przeorganizowanie” CB i PV zdajq sig
by¢ skorelowane z nasileniem synaptogenezy [114, 176, 626]. Oba biatka regu-
luja stezenie wapnia, co ma ogromne znaczenie dla stabilizacji synaps [213, 214,
258].

Badania rozwojowe struktur osrodkowego ukladu nerwowego [7, 34, 35,
132, 512] wykazaty, ze ekspresja parwalbuminy w neuronach wiaze si¢ z ich
funkcjonalna dojrzato$cia, rozpoczeciem czynnos$ci bioelektrycznej oraz z nasi-
lona synaptogeneza [6, 7, 113, 132, 387, 548]. W badanych jadrach ciata migda-
lowatego nie obserwowatam neuronéow PV-ir o morfologii komoérek niedojrza-
tych. Osiagnigcie dojrzatosci czynno$ciowej neuronéw moze zaleze¢ od wcze-
$niejszego wytworzenia w nich podjednostek receptora NMDA [16, 86, 488];
oddziatywanie na nie glutaminianu moze prowadzi¢, poprzez wplyw na ekspre-
sj¢ PV, do podjecia przez nie funkcji [26, 447]. Mozna zatozy¢, ze glutaminer-
giczne neurony projekcyjne wielu obszarow kory, posiadajace liczne potaczenia
z cialem migdatowatym, moga wywiera¢ istotny wptyw na przebieg dojrzewania
interneuronéw PV-ir zwlaszcza zespole podstawno-bocznym.

Rozktad i morfologia neuronéw zawierajacych CR i CB (od P21) oraz PV
(od P21-P90) w badanych jadrach ciata migdatowatego nie odbiegaty zasadniczo
od opisanych przez innych autoréw u zwierzecia dojrzatego [265, 350, 358, 359,
394, 441, 463]. Rozktad komorek zawierajacych CR i CB w obrgbie ciata mig-
dalowatego jest relatywnie homogenny w poréwnaniu z neuronami PV-ir, kto-
rych wystgpowanie jest w zasadzie ograniczone do zespotu podstawno-bocznego
i jadra korowego tylnego bocznego.

Wsrod neurondow zawierajacych biatka wiazace wapn, w jadrach ciata mig-
datowatego przez caly badany okres dominuja komorki typu 1 1 2. W oparciu o
cechy morfologiczne mozna przypuszczac, ze wigkszos$¢ z nich (przynajmniej w
BLC i jadrach korowych) to komorki wstawkowe [265, 353, 356, 383]. Prze-
mawiaja za tym réwniez dane na temat kolokalizacji badanych biatek i kwasu
y-aminomastowego, aczkolwiek znowu dotycza one przede wszystkim zespotu
podstawno-bocznego, gdzie GABA wystepuje w interneuronach (w jadrach
srodkowym i przysrodkowym GABA jest obecny rowniez w komorkach projek-
cyjnych [112, 116, 434, 565]). Wedtug Kemppainen i Pitkanen [265] 94% neu-
ronéw PV-ir ciata migdatowatego to komorki GABAergiczne. Potwierdzaja to
rowniez inni autorzy [358]. 75% neuronéw CB-ir i 24% neuronéw CR-ir zespo-
hu podstawno-bocznego szczura jest jednoczesnie GABA-ir [265]; stanowia one
oddzielne populacje interneuronow [362, 395]. Oprocz komérek GABAergicz-
nych, Kemppainen i Pitkanen [265] opisaty w BLC nieGABAergiczne, prawdo-
podobnie projekcyjne, neurony CB-ir i CR-ir 0 obserwowanej przeze mnie i
innych autorow [16, 306, 348] morfologii typu 4. Obecnos¢ projekcyjnych neu-
ronéw CB-ir w BLC i CR-ir w Me potwierdzili rowniez odpowiednio Morys$ i
wsp. [390] oraz Krzywkowski i wsp. [293].



92 Beata Ludkiewicz

Dane na temat wzajemnej kolokalizacji CR, CB i PV w ciele migdatowatym
szczura dotycza gldwnie zespotu podstawno-bocznego: neurony CR-ir stanowia
oddzielna populacje, a wigkszo$¢ neuronéow PV-ir zawiera CB [113, 265, 358,
359]; dane procentowe dotyczace neuronéw CB-ir zawierajacych PV sa rozbiez-
ne: od 26% [265] do 60-66% [359, 362].

Procesowi starzenia osrodkowego uktadu nerwowego towarzysza zmiany
poziomu wapnia w komoérkach (wzrost stezenia jonéw Ca®") [271, 337]. Jednak
danych na temat neuronéw zawierajacych biatka wiazace wapn w fazie starzenia
jest niewiele.

W dostgpnym pismiennictwie nie znalaztam informacji na temat neuronéw
CR-, CB- i PV-ir ciata migdalowatego w procesie starzenia. Obserwowany prze-
ze mnie brak wyraznych zmian ilo$ciowych, koresponduje z doniesieniem von
Bohlena i wsp. [600], ktorzy badajac gestos¢ i catkowita liczbe komorek ciata
migdatowatego w starzeniu rowniez nie odnotowali zmian. Zmianom w procesie
starzenia nie ulega poziom mRNA oraz biatka CB w ludzkim ciele migdatowa-
tym [239]. W korze mozgu ludzi starych, istotny spadek liczby neuronéw CB-ir
i CR-ir odnotowano odpowiednio w czterech i trzech rejonach na 17 przebada-
nych; neurony PV-ir nie wykazaly zmian ilo$ciowych [70]. Spadek ggstosci
komoérek CB-ir i brak zwigzanych ze staroScia zmian ilosciowych w populacji
neurondéw PV-ir odnotowano rowniez w hipokampie krolika [125].

5.1.2 Neurony zawierajace syntaze tlenku azotu

Na podstawie uzyskanych wynikow moge stwierdzi¢, ze neurony NOS-ir
wystepuja we wszystkich badanych jadrach ciata migdatowatego szczura; ich
liczebno$¢ i rozmieszczenie ustalaja si¢ w pierwszym tygodniu zycia po urodze-
niu — w BL, MeD i Ce juz w P0, natomiast w MeV, BAOT i jadrach korowych
w P7; wyjatek stanowi jadro boczne, w ktorym w/w parametry stabilizuja si¢ w
P21.

Wystgpowanie neuronéw produkujacych tlenek azotu w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym badano na podstawie aktywno$ci histochemicznej diaforazy
fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH-d) badz immuno-
reaktywnosci syntazy tlenku azotu. W preparatach moézgowych utrwalanych
formaling NADPH-d i NOS uwidaczniaja ta sama populacj¢ komorek [232, 343,
403].

Dane dotyczace neuronow produkujacych tlenek azotu w rozwoju ciata mig-
dalowatego sa ogdlnikowe i fragmentaryczne. Wedlug Samama i1 wsp. [493]
neurony NADPH-d wystepuja w ciele migdatowatym szczura od PO. Terada i
wsp. [573] badajac ontogenez¢ neuronéw NOS-ir w kresomoézgowiu i §rédmo-
zgowiu szczura wykazali, Ze pierwsze immunoreaktywne komorki w ciele mig-
datowatym pojawiaja si¢ w E17 — ich poziom sukcesywnie rosnie do P14 (star-
sze zwierzeta nie byty badane). W rozwoju zespotu podstawno-bocznego myszy,
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pojedyncze neurony NOS-ir wystepuja w E16,5; w L ich liczba po urodzeniu
nieco rosnie, a w BL, od E18,5 lokalizuja si¢ glownie na granicy jadra — ich
immunoreaktywno$¢ jest wyzsza niz u osobnika dorostego [411]. W E18 w ja-
drze przysrodkowym szczura komorki NOS-ir wystgpuja zarbwno w czesci
brzusznej (gegsciej upakowane) jak i w czgsci grzbietowej — podobny rozktad
obserwowano w P7 [199].

Obecnos$¢ neurondéw produkujacych tlenek azotu juz w okresie embrional-
nym, sugeruje istotne znaczenie NO w procesach rozwojowych takich jak: neu-
rogeneza [105, 188, 430], migracja [105, 203, 495], apoptoza [105, 518], r6zni-
cowanie [96, 188, 225, 430, 432], wzrost i rozgatezienie wypustek [107, 156,
226] i synaptogeneza [ 105, 408].

Wystegpowanie neuronow produkujacych NO w ciele migdatowatym osobni-
kéw dojrzatych opisano u roznych gatunkow zwierzat w tym naczelnych i czlo-
wieka [23, 47, 55, 204, 307, 365, 374, 439, 500, 542, 585]. Obserwowane przez
mnie rozmieszczenie i ggstos¢ komorek NOS-ir w jadrach ciala migdatowatego
zwierzecia dojrzatego nie odbiegaja zasadniczo od opisanych wcze$niej u szczu-
ra i myszy [198, 365, 585], aczkolwiek Usunoff i wsp. [585] oraz McDonald i
wsp. [365] wykryli neurony NADPH-d pozytywne w bocznej czegsci Ce (nie
obserwowane przeze mnie). Nie mozna wykluczy¢, ze opisane przez w/w auto-
row komorki zawieraja inne niz nNOS izoformy tego enzymu, gdyz, mimo od-
miennych cech antygenowych wszystkie cechuje aktywno$¢ histochemiczna
NADPH-d [579]. eNOS obserwowano w neuronach hipokampa, prazkowia czy
w opuszce wechowej a iNOS w neuronach kory i struktur podkorowych [194].

Neurony NOS-ir w badanych przeze mnie jadrach ciala migdatowatego to w
wigkszosci dwu- i wielobiegunowe komorki o zroznicowanej morfologii perika-
rionu i immunobarwliwos$ci. Intensywnie wybarwione, niepiramidowe neurony
zawierajace NOS zespotu podstawno-bocznego to prawdopodobnie interneurony
GABAergiczne [365, 585]. Z kolei neurony produkujace NO przysrodkowej
czesci Ce, wedlug McDonalda i wsp. [365] moga by¢ cholinergiczne, aczkol-
wiek hipoteza ta jest przez innych autoréw przyjmowana ostroznie [585], gdyz
tylko Nitecka i Frother [406] oraz Asan [22] wykryli neurony cholinergiczne w
tym obszarze. Ggsto upakowane komorki z waskim rabkiem cytoplazmy wyste-
pujace w MeV to prawdopodobnie glutaminergiczne neurony projekcyjne [97,
372]. Natomiast intensywnie wybarwione komoérki NOS-ir z widocznym drze-
wem dendrytycznym to zdaniem Guirado i wsp. [198] neurony GABA-ergiczne.
Neurony NADPH-d jader korowych to prawdopodobnie interneurony [365,
585].

W dostepnym pismiennictwie nie znalaztam danych na temat wspotwystgpo-
wania NOS i bialek wiazacych wapn w komorkach ciata migdatowatego. W
korze mézgu, neurony NOS-ir nie kolokalizuja z PV, natomiast niewielka ich
czg$¢ kolokalizuje z CB (gtownie w korze przedczotowej przysrodkowej i czo-
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lowej oraz w korze obrgczy) [39]. W przedmurzu szczura obserwowano neurony
NOS/CB oraz NOS/PV o morfologii interneuronow [287].

Zakres funkcji pelnionych przez NO w dojrzalym OUN jest obszerny — od
natychmiastowej, bezposredniej regulacji pobudzenia komorek nerwowych po
plastycznos¢ synaptyczna w jej roznych formach, takich jak dlugotrwate
wzmocnienie badz ostabienie synaptyczne (LTP i LTD) [105, 449, 519]. Wata-
nabe 1 wsp. wykazali, ze NO odgrywa istotna rol¢ w indukcji LTP w jadrze
przysrodkowym ciata migdatowatego [603]. Tlenek azotu moduluje uwalnianie
neurotransmiterow [449, 450] i bierze udziat w odpowiedzi stresowej ciata mig-
datowatego (i innych struktur), stymuluje uwalnianie CRH 1 aktywacj¢ osi PPN
[32, 128, 291, 292, 459]. Neurony NOS-ir jadra przysrodkowego sa wlaczone w
modulacjg¢ zachowan obronnych i zwiazanych z tym procesow pamigciowych
[196] oraz uktad regulujacy zachowania seksualne samcow [204, 373].

Szacujac gestos¢ neuronow NOS-ir ciata migdatowatego, od P21 nie odno-
towalam zmian ilo§ciowych, co koresponduje z doniesieniem von Bohlena i
wsp. [600], ktorzy badajac gestosc i catkowita liczbe komorek ciata migdatowa-
tego w procesie starzenia rowniez nie odnotowali zmian. Natomiast w niekto-
rych jadrach obserwowalam zwiazane z wiekiem, wyrazne zmniejszenie immu-
noreaktywnosci ciat komorkowych (w Ce od P90, w MeV i jadrach korowych
znacznie pozniej — od P360). Podobne zmiany w ciele migdatowatym starych
szczuréw (=P720) odnotowali Joo i wsp. [251]. Jest to prawdopodobnie spowo-
dowane obnizeniem poziomu nNOS, a co za tym idzie zmniejszeniem produkc;ji
tlenku azotu w tych jadrach, co w konsekwencji prowadzi do uposledzenia NO-
zaleznych funkcji ciata migdatowatego [251].

5.2 Aktywacja ciala migdalowatego po tescie otwartego
pola

Uzyskane przeze mnie wyniki §wiadcza o zaangazowaniu ciata migdatowa-
tego w niewarunkowana odpowiedz na dziatanie awersyjnego bodzca stresowe-
go. Podobne wyniki uzyskali inni autorzy [28, 29, 163, 229, 481, 590]. Jednak-
ze, wedlug Cartera i wsp. [82] udziat ciata migdalowatego w niewarunkowanym
stresie psychologicznym sprowadza si¢ do roli modulacyjnej — ich zdaniem nie
ma ono bezposredniego wptywu na wlaczenie osi PPN i1 zwiazane ze stresem
zmiany w ukladzie krazenia. Z kolei Antoniadis i McDonald [19], w oparciu o
badania behawioralne, podwazaja role ciala migdalowatego w odpowiedzi stre-
sowej po jednokrotnym draznieniu pradem elektrycznym.

5.2.1 Zmiany aktywacji jader ciala migdalowatego w zaleznoS$ci
od wieku

Niezaleznie od poziomu aktywacji w odpowiedzi na OF, wigkszo$¢ bada-
nych jader ciata migdatowatego charakteryzuje si¢ stosunkowo statym schema-
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tem zmian zaleznych od wieku. Mozna je podzieli¢ na trzy okresy: PO—P7, w
ktorym wigkszos¢ jader wykazuje niski poziom neuronéw c-Fos-ir; P14—P90, w
ktorym, we wszystkich badanych jadrach, wyraznie zwigksza si¢ ggstos¢ komo-
rek c-Fos-ir, osiagajac warto$¢ maksymalna ok. trzeciego tygodnia Zycia oraz
>P90, w ktorym, w badanych rejonach, nastgpuje stopniowe zmniejszanie sig¢
gestosci neuronéw c-Fos-ir.

Wczesny etap rozwoju postnatalnego

W pierwszym tygodniu zycia po urodzeniu ggstos¢ komorek c-Fos-ir w ja-
drach ciata migdatowatego jest mata.

Wzglednie niski poziom immunoreaktywnosci c-Fos w badanych jadrach
ciala migdatowatego w rozwoju postnatalnym przypada w okresie obnizonej
reaktywnosci stresowej (stress hypo-responsive period, SHRP), ktory u myszy i
szczura trwa ok. dwa tygodnie po urodzeniu [308, 498, 514]. W okresie tym,
aktywacja osi PPN i pelne rozwinigcie reakcji stresowej nastgpuje tylko pod
wplywem bardzo silnego bodzca awersyjnego, psychologicznego badz fizyczne-
go [126, 517]. W czasie trwania SHRP ma miejsce wzrost aksondw, synaptoge-
neza i1 mielinizacja kluczowych ukladow neuronalnych, wigc ograniczanie za-
kresu odpowiedzi stresowej ma prawdopodobnie na celu ochrong rozwijajacego
si¢ mozgowia przed negatywnym wplywem glikokortykoidow [151, 497, 498].
Mechanizmy kontrolujace SHRP sa mato poznane. Wysoki prog aktywacji osi
jest prawdopodobnie zwiazany z niedojrzato$cia wzajemnych potaczen jadra
przykomorowego podwzgorza [51, 470, 486] oraz ,,wyciszeniem” (atenuacja)
osrodkowego uktadu kontrolujacego wilaczenie osi PPN [135]. W jadrze przy-
komorowym podwzgorza wystepuja liczne widkna i zakonczenia GABAergicz-
ne, ktorych zrodlem sa glownie inne rejony podwzgorza i jadro prazka kranco-
wego; te z kolei sa pod wptywem ciata migdatlowatego, hipokampa i kory przed-
czolowej. Jako, ze GABA hamuje uwalniania CRH [49, 102, 323], zdaniem
Denta i wsp. [135], SHRP jest zwiazany z ,,wyciszeniem” komorek GABAer-
gicznych struktur limbicznych kresomézgowia, ktore reguluja o§ zwykle na
drodze rozhamowania (potaczenia GABA-GABA) [135, 220]. W ciele migda-
lowatym projekcyjne komorki GABAergiczne, ktore bezposrednio lub przez
BST i podwzgorze unerwiaja PVN wystepuja w jadrach srodkowym i przysrod-
kowym [14, 77, 143, 144, 219]. Stopien pobudzenia neuronéw GABAergicz-
nych (a co za tym idzie poziom GABA) po dziataniu umiarkowanego stresora
zalezy od fazy SHRP [135].

Wysoki (jak na pierwszy tydzien rozwoju postnatalnego), poziom neurondw
c-Fos-ir cechowal jadra korowe: przednie i tylne boczne. Poniewaz oba jadra
otrzymuja informacje z gldéwnej opuszki wegchowej, aktywacja ich neuronow
moze si¢ wiaza¢ z ksztaltowaniem i plastyczno$cia tak waznych dla szczura
polaczen wechowych.

Rozpatrujac wptyw testu otwartego pola we wczesnym etapie rozwoju post-
natalnego nalezy pamigtaé, ze samo odlaczenie zwierzecia od matki moze wy-
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wota¢ reakcje stresowa. W badanych jadrach ciata migdatowatego szczurow w
wieku PO-P14, odseparowanych od matki na 10 min i nie poddanych OF, ko-
morki c-Fos-ir wystepowaly sporadycznie. Przebieg SHRP jest w duzej mierze
pozytywnie kontrolowany przez zachowania macierzynskie [135]. Odtaczenie
od matki na 15 min powoduje u niej nasilenie zachowan opiekunczych [318,
454], co moze u dziecka tagodzi¢ bezposrednie nastgpstwa separacji. Co wigcej,
brak krotkotrwatego oddzielenia dziecka i matki, wydaje si¢ forma deprywacji —
jest to stan przewleklej stymulacji [455], ktdry prowadzi do neurochemicznych
zmian w mozgu, podobnych do tych, ktére wywotuje stres w okresie prenatal-
nym [187, 586]. Natomiast odtaczenie od matki na 24h, zwiazane z dlugotrwa-
tym brakiem jej wptywu, stanowi dla noworodka, szczegdlnie w pierwszym
tygodniu Zycia, na tyle niebezpieczna i grozng sytuacjg, ze powoduje uaktyw-
nienie uktadu stresowego, mimo jego niekorzystnych konsekwencji dla dalszego
rozwoju [135, 155].

Pozny etap rozwoju postnatalnego i dojrzewanie

Okres P14-P90 charakteryzuje najwyzsza aktywacja — wydaje si¢, ze w tym
okresie ciato migdalowate jest najbardziej ,,wrazliwe” na dziatanie zastosowa-
nego przeze mnie bodzca — ggstos¢ komorek c-Fos-ir zwigksza si¢ we wszyst-
kich badanych rejonach, a szczegoélnie gwattownie wzrasta w BAOT, CoA i
MeV. Po P90 ggstos¢ neurondéw c-Fos-ir zmniejsza sig.

Podobny schemat zmian obserwowali Lyss i wsp. w korze przedczotowe]
szczura, gdzie aktywacja c-fos po dziataniu stresora w P45 byla prawie 12-
krotnie wyzsza niz w P10; w P100 poziom c-fos zmniejszyt si¢ o ok. 22% w
stosunku do P45 [322]. Adolescencja jest etapem zycia, w ktorym nastgpuja
intensywne zmiany fizyczne, behawioralne, socjalne i neurologiczne [550]. Jest
to okres ostatecznego ksztaltowania si¢ potaczen i uktadow mézgowych. Precy-
zyjna korekta tych proceséw odbywa si¢ w czasie, gdy zwierz¢ zaczyna aktyw-
nie eksplorowa¢ otoczenie — staje si¢ samodzielne, uczy si¢ rozpoznawac i kla-
syfikowa¢ bodzce naptywajace ze srodowiska zewngtrznego i jednoczesnie doj-
rzewa piciowo (ksztaltuje si¢ hormono-zalezny behawior seksualny) [83, 145,
386, 480, 550, 558, 559]. W okresie dojrzewania ksztattuja si¢ rowniez spotecz-
ne zachowania afiliatywne/agonistyczne (P35-40 u gryzoni), co jest zwigzane z
dramatyczna rearanzacja struktury i funkcji mozgu [15, 319, 550, 558]. Niewat-
pliwie wigc jest to okres intensywnych zmian, a neurony wykazujace wzrost
poziomu biatka c-Fos sa wlaczone w analizg¢ nowej, specyficznej informacji i
ponadto gotowe do zmian plastycznych (c-Fos jest czynnikiem transkrypcyjnym
dla genow, ktore kodujq biatka zaangazowane w procesy plastycznosci) [278].

Pomimo, Ze adolescencja jest okresem znaczacych zmian w mozgowiu, to
stosunkowo niewiele wiadomo o wptywie stresu w tej fazie rozwoju gryzoni.
Szczury w okresie dojrzewania sa bardziej wrazliwe na dzialanie czynnikdéw
awersyjnych — w porownaniu z osobnikami dorostymi, charakteryzuja si¢ wy-
dhuzeniem czasu aktywacji osi PPN, a co za tym idzie wydtuzeniem czasu sekre-
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¢ji 1 podwyzszeniem poziomu glikokortykoidow [110, 345, 479, 592]. Zdaniem
Goldmana i wsp. [192] wynika to z niedojrzalosci systemu sprzgzenia zwrotnego
hamujacego o$ stresowa. Okres dojrzewania cechuje podwyzszona wrazli-
wos¢/wzmozona reakcja na bodzce emocjonalne i motywacyjne, przy jednocze-
snym braku efektywnej regulacji procesoéw emocjonalnych i poznawczych [83,
550, 558, 559]. To z kolei wiaze si¢ z dysproporcja pomiedzy dojrzatoscia struk-
turalng 1 funkcjonalng struktur podkorowych krytycznych dla powstawania emo-
¢cji i zwiazanego z nimi behawioru (m.in. cialo migdalowate, jadro potlezace), w
porownaniu do obszaru petniacego funkcje kontrolne (kora przedczolowa) [83,
550, 558, 559]. Relatywnie wigksza dojrzatos¢ struktur podkorowych w poréw-
naniu z wciaz niedojrzalym uktadem korowym skutkuje silnym pobudzeniem
systemu podkorowego przy jednoczesnej stabej jego kontroli [83, 550, 558,
559].

Przejsciowa ,,nadaktywno$¢” neurondéw pod wpltywem bodzca awersyjnego
obserwowano rowniez w rozwoju struktur zwiazanych z mézgowym uktadem
stresowym, takich jak wzgorze [276] i jadro potlezace [322].

Dorostosé i starzenie

Uksztattowany w okresie dojrzewania schemat odpowiedzi ciata migdatowa-
tego na zastosowany bodziec awersyjny obowiazuje po P90, aczkolwiek z wie-
kiem zmniejsza si¢ poziom komorek c-Fos-ir, szczegolnie w BAOT, CoA i
MeV, tak, ze w P360 roznica pomigdzy badanymi jadrami przestaje by¢ zna-
mienna. U szczuréw dwuletnich liczba neurondéw c-Fos-ir jest porownywalna do
obserwowanej u zwierzat kontrolnych.

Zmniejszenie liczebnos$ci komorek c-Fos w ciele migdatowatym szczurow
starych (dwuletnich) w poréwnaniu z miodymi (czteromiesi¢gcznymi) po OF i
immobilizacji, obserwowali Boguszewski 1 Zagrodzka [46]. Ich zdaniem moze
to by¢ spowodowane zmniejszona reaktywno$cia neuronéw w nastgpstwie sta-
rzenia si¢ tkanki nerwowej, badZz zmiana przebiegu krzywej aktywacji c-Fos w
zaleznosci od czasu, ktory uptynatl od zadziatania bodzca. Tq ostatnia teorig zba-
dali Meyza i wsp. [378]. W jadrach ciata migdatowatego: Srodkowym, podstaw-
no-bocznym, przysrodkowym i korowym, poziom c-Fos po unieruchomieniu byt
u zwierzat mlodych wyzszy niz u starych, zréznicowany (wyzszy w Me i Co niz
w Ce i BL) i ulegat zmianom w zaleznosci od czasu, ktory uptynat od zadziata-
nia bodzca. U zwierzat starych schemat odpowiedzi ujednolicit si¢ — we wszyst-
kich jadrach odnotowano podobny (Me i Co ,,utracily przewage”), staty, poziom
komoérek c-Fos, porownywalny do obserwowanego u zwierzat kontrolnych
[378]. Jednoczesnie Meyza i wsp. [378] wykazali, ze poziom c-Fos w PVN u
szczurow starych byt istotnie wyzszy niz u mlodych.

Proces starzenia jest zwiazany ze spadkiem umiejetnosci radzenia sobie ze
stresem begdacym konsekwencja deficytu funkcji fizjologicznych, motorycznych
i poznawczych [421, 426]. W podesztym wieku wzrasta wrazliwos$¢ na stres.
Starzenie wptywa na dziatanie osi PPN — podnosi badZ obniza stopien jej akty-
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wacji [45, 211, 378, 426, 492, 560]. Jest to przypuszczalnie zwiazane z deficy-
tem kontroli przez osrodkowy uktad stresowy, w tym przez cialo migdatowate
[426], ktorego reaktywno$¢, co wynika rowniez z moich badan, na staro$¢ za-
sadniczo si¢ zmienia. Zwigzane z wiekiem rozregulowanie osrodkowego syste-
mu kontrolujacego reakcje stresowa [99, 621], objawia si¢ rowniez obnizeniem
zdolnosci do ,,zahamowania” osi PPN [189, 426]. Stanowi to przyczyng¢ uszko-
dzen moézgu zwigzanych z nadmiernym poziomem glikokortykoidéw oraz pro-
dukcja wolnych rodnikow [98, 561].

Z drugiej strony, w procesie starzenia obserwuje si¢ aktywacj¢ uktadow wia-
czonych w odpowiedz stresowa nawet pod nieobecno$¢ stresora [177, 243].
Roéwnolegle aktywowane sa uktady przyjemnosciowe np. zwigksza si¢ neuro-
transmisja serotoninergiczna [209]. Zdaniem Frolkis [177] jest to mechanizm
adaptacyjny zwiazany z wiekiem, polegajacy na utrzymywaniu ,,stanu gotowo-
sci”, w celu tatwiejszego przystosowania si¢ do zmieniajacych si¢ warunkéw
srodowiskowych; ma to kompensowac ograniczong zdolnos¢ starych osobnikow
do radzenia sobie ze stresem. W przeciwienstwie do mnie i innych autorow
[137, 400, 516], podwyzszony poziom aktywacji neuronéw w ciele migdatowa-
tym i hipokampie starych szczuréw nie poddanych dziataniu stresora, obserwo-
wali Meyza i wsp. [378]. Zdaniem Pardon [421] z wiekiem zwigksza si¢ wiel-
ko$¢ 1 nasilenie reakcji stresowej, ale jednoczesnie potrzeba nieco silniejszego
bodzca aby ja wywolac.

Towarzyszace starzeniu zmniejszenie zdolno$ci adaptacyjnych moze sig
wigza¢ z mniejsza wydolnoscia zmian plastycznych. Godzinne unieruchomienie,
powoduje u mtodych szczuréw wzrost gestosci kolcow dendrytycznych w
grzbietowej czgsci jadra przysrodkowego ciata migdalowatego, a u zwierzat
starych (dwuletnich) nie wywotuje Zadnych zmian [327]. Jako Ze c-Fos jest
czynnikiem transkrypcyjnym dla genéw, ktore koduja biatka zaangazowane w
procesy plastycznosci [278], powyzsze dane koreluja z obserwowanym przeze
mnie w jadrach ciata migdalowatego, nasilajacym si¢ z wiekiem spadkiem ge-
sto$ci komorek c-Fos-ir, m.in. w MeD.

Zalezne od wieku zmniejszenie ekspresji c-fos mRNA odnotowano réwniez
w korze przedczotowej przysrodkowej, prazkowiu i bocznej przegrodzie po
tescie otwartego pola [400] oraz w ciele migdatowatym i korze mézgu po draz-
nieniu pradem [124]. Moze to odzwierciedla¢ zarowno zmniejszenie aktywnosci
neuronéw jak i zwiazane ze starzeniem zmiany w procesach regulujacych eks-
presje genow [574, 595].

5.2.2 Zaangazowanie i rola jader ciala migdalowatego

Na podstawie ggstosci komorek c-Fos-ir mogg stwierdzi¢, ze sposrod bada-
nych jader ciala migdatowatego najwigksza aktywnos¢ w odpowiedzi na OF
wykazuja jadra: przysrodkowe — czg$¢ brzuszna (od P4 do P360), korowe
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przednie (od P7 do P360) i tozyskowe dodatkowego pasma wechowego (od P14
do P360).

Wigkszo$¢ badan na temat organizacji czynno$ciowej ciata migdatowatego
dotyczy zespotu podstawno-bocznego i jadra Srodkowego. Rola jadra przysrod-
kowego, a zwlaszcza jader korowych i BAOT wciaz pozostaje stabiej poznana.

Jadro przysrodkowe i jqdro srodkowe

Ciato migdatowate bierze udziat w ksztaltowaniu fizjologicznej i behawio-
ralnej reakcji organizmu na bodzce istotne emocjonalnie [122], a aktywacja osi
PPN jest jedna z najbardziej charakterystycznych cech tej odpowiedzi. Przez
dtugi okres zaktadano, ze to jadro srodkowe, jako gldwne miejsce wyjscia in-
formacji z ciata migdalowatego, jest zaangazowane w ten proces. Obecnie uwa-
7a sig, ze rola poszczegolnych jader ciata migdatowatego zalezy od typu streso-
ra.

Uzyskane przeze mnie wyniki $wiadcza o istotnym zaangazowaniu jadra
przysrodkowego 1 niskiej aktywacji jadra srodkowego ciata migdatowatego w
odpowiedz na bodZce awersyjne zawierajace komponentg psychologiczng. Dane
te sa zgodne z badaniami innych autorow [111, 121, 122, 153, 309, 483, 575,
602]. Jadro srodkowe jest selektywnie wlaczone w odpowiedZ na stresor reak-
tywny [121, 217, 576, 622]. Zdaniem Knapskiej i wsp. [278] Ce wpltywa na
generacj¢ fazowej odpowiedzi behawioralnej, w ktorej uktad wspotczulny domi-
nuje nad przywspodtczulnym. Ten typ strategii behawioralnej wystepuje w sytu-
acji zwiazanej z obrong zycia [278].

Jadro przysrodkowe stanowi miejsce docelowe projekcji z dodatkowej
opuszki wechowej (zwiazanej z uktadem feromonalnym) i nalezy do uktadu
wechowego dodatkowego [565]. Poprzez potaczenia z jadrami korowymi przed-
nim i tylnym bocznym otrzymuje réwniez informacje z gtownej opuszki we-
chowej — jest wigc miejscem, w ktorym dochodzi do scalenia informacji z
dwodch waznych uktadow czuciowych szczura: feromonalnego i wechowego
[62]. Jadro przysrodkowe jest przez to niezwykle istotne w opracowaniu bodz-
cOw naplywajacych z otoczenia, zwlaszcza nowych i potencjalnie niebezpiecz-
nych; reguluje zachowania socjalne, reprodukcyjne i obronne [40, 97, 138, 165,
252, 431, 593]. Jadro przysrodkowe jest tez miejscem zmian plastycznych zwia-
zanych z opracowaniem/przechowywaniem informacji o nowych emocjonalnych
aspektach srodowiska [1, 278, 398, 603]; obserwowano w nim immunoekspresj¢
nerwowej czasteczki adhezyjnej z dolaczonymi resztami kwasu polisialowego
(polysialylated form of neural cell adhesion molecule; PSA-NCAM), ktora w
moézgowiu dojrzatego szczura jest obecna tylko w rejonach, ktore ulegaja zmia-
nom plastycznym [398].
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Elektryczna stymulacja jadra przysrodkowego ciata migdatowatego skutkuje
aktywacja osi PPN [148], natomiast jego uszkodzenie hamuje aktywacj¢ neuro-
now jadra przykomorowego podwzgorza produkujacych CRH po ekspozycji na
stresor psychologiczny [122]. Niewielka liczba neuronéw Me posiada bezpo-
srednie potaczenia z PVN [77, 451]. Dodatkowo, Me moze modulowa¢ o$ po-
srednio, gltownie przez BST [122, 142, 451] i jadra podwzgorza posiadajace
polaczenia z PVN [122, 221, 451]. Wptyw jadra przysrodkowego na 0§ jest po-
budzajacy, a zdaniem Swanson i Petrovich [565] wigkszo$¢ neuronow projek-
cyjnych Me jest GABAergiczna, wigc prawdopodobnie aktywuja one PVN na
drodze rozhamowania (potaczenia GABA-GABA). Uszkodzenie jadra przysrod-
kowego ciata migdatowatego prowadzi ponadto do ostabienia aktywacji jadra
nadwzrokowego podwzgoérza i komorek PVN produkujacych oksytocyng (u
gryzoni, pobudzenie tych obszaréw zwykle towarzyszy aktywacji osi PPN)
[122].

Neurony c-Fos-ir obserwowane przeze mnie w jadrze przysrodkowym po
OF moga naleze¢ do opisanej powyzej puli komorek, ktore bezposrednio lub
posrednio wptywaja na dziatanie osi PPN.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw, mogg stwierdzi¢, ze po OF ggsto$¢ neu-
ronow c-Fos w czg$ci brzusznej jadra przysrodkowego byta wyzsza niz w czeSci
grzbietowe;j.

MeD jest obszarem wiaczonym w uktad kierujacy zachowaniami reproduk-
cyjnymi (gody, kopulacja, zachowania rodzicielskie) [77]. Posiada potaczenia
hamujace (czgsto poprzez BST) z adekwatnymi obszarami podwzgodrza [76, 77,
79, 221, 428]. Z kolei MeV posiada potaczenia zarowno z rejonami podwzgorza
odpowiadajacymi za reprodukcje, jak 1 obszarami wlaczonymi w uktad obronny
[76, 77, 180, 428]; sa to potaczenia o charakterze pobudzajacym [180, 428].
Neurony MeV pod wpltywem bodZca awersyjnego aktywuja osrodki podwzgorza
zwigzane z zachowaniami obronnymi i rownolegle hamuja (na zasadzie pobu-
dzenia hamowania) obszary zwiazane z reprodukcja [180, 428]. Prawdopodob-
nie ma to na celu dostosowanie zachowan rozrodczych do aktualnie panujacych
warunkow. Czg$¢ neuronow c-Fos-ir czgs$ci brzusznej jadra przysrodkowego
aktywowanych po OF (nowe, nieznane, niesprzyjajace otoczenie) moze byc¢
wlaczonych w opisany powyzej mechanizm.

Wazng role w regulacji funkcji endokrynnych, autonomicznych i behawio-
ralnych sprawuja komoérki noradrenergiczne pnia mozgowia [123, 133, 507,
569]. W stresie nastgpuje pobudzenie neurondéw noradrenergicznych brzuszno-
bocznej czgs$ci opuszki i jadra pasma samotnego [85, 504]. Stresor fizyczny
aktywuje uktad noradrenergiczny bez udziatu kresomozgowia. W odpowiedzi na
stresor psychologiczny, dochodzi do pobudzenia komorek noradrenergicznych
przez ciato migdatowate. Odpowiadaja za to neurony jadra przysrodkowego
[122, 123]. Bezposrednie potaczenia hamujace z noradrenergicznymi obszarami
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opuszki ma jadro $srodkowe [247, 433, 434]. W zwiazku z tym, wedtug Dayas i
Day [123], w reakcji stresowej komorki Ce sa raczej wyciszane niz aktywowane,
co moze thumaczy¢ ich niska c-Fos-immunoreaktywno$¢ obserwowang przeze
mnie po OF.

Reakcje stresowa cechujg zmiany w uktadzie krazenia. Zdaniem Kubo i wsp.
[294], komorki c-Fos-ir jadra przysrodkowego ciata migdatlowatego, moga od-
grywa¢ role w mechanizmie prowadzacym do wzrostu ci$nienia krwi pod wpty-
wem stresora psychologicznego. Anatomicznie, moze si¢ to odbywaé poprzez
PVN, o ktérym wiadomo, Zze ma bezposrednie potaczenia z oSrodkami autono-
micznymi pnia mozgowia i rdzenia krggowego [496, 503, 506, 564, 566, 567].
Wptyw PVN na zmiany w uktadzie krazenia (w tym wzrost ci$nienia krwi) po-
twierdzaja badania czynno$ciowe [248, 335, 446]. Czg$¢ neurondéw c-Fos-ir
jadra przysrodkowego aktywowanych po OF moze by¢ wlaczonych w opisany
powyzej mechanizm.

Poniewaz jadro przy$rodkowe jest miejscem zmian plastycznych [278, 398,
603], neurony c-Fos-ir aktywowane po OF moga by¢ tez wlaczone w tworze-
nie/przechowywanie awersyjnej pamigci chemosensorycznej zwigzanej nowym
doswiadczeniem, jakim jest ekspozycja w nieznanym i nieprzyjaznym otocze-
niu.

Jadro tozyskowe dodatkowego pasma wechowego

Jadro tozyskowe dodatkowego pasma wechowego, podobnie jak jadro przy-
srodkowe, stanowi gtowne miejsce docelowe projekcji z dodatkowej opuszki
wechowej i nalezy do uktadu wechowego dodatkowego [65, 525, 565]. Dane na
temat jego roli, szczegdlnie u samcoOw sa skape i fragmentaryczne. BAOT jest
wlaczony w kontrole zachowan rodzicielskich [131, 244]; prawdopodobnie ha-
muje ich ekspresje [131, 244]. U gryzoni, to bodzce wechowe, jako gldéwne zro-
dto informacji o otoczeniu, odgrywaja kluczowa rolg w ksztattowaniu relacji
socjalnych, a zwlaszcza rodzicielskich [167-169, 334]. BAOT silniej hamuje
zachowania rodzicielskie u samcow, co ma cechowac meski behawior seksualny
[109]. Struktura neurochemiczna jadra tozyskowego dodatkowego pasma we-
chowego jest prawie nieznana, aczkolwiek wykazano tam obecno$¢ elementow
GABA-immunoreaktywnych [476]. Glownym miejscem docelowym projekcji z
BAOT jest czg§¢ przysrodkowa pola przedwzrokowego [136] — obszar $cisle
zwiazany z regulacja zachowan reprodukcyjnych samcoéw. Nie znalaztam da-
nych na temat roli BAOT w reakcji stresowej. Wysoka aktywacja komorek
BAOT u samcow obserwowana przeze mnie po OF jest prawdopodobnie zwia-
zana z regulacja zachowan seksualnych/rozrodczych w niekorzystnych warun-
kach. BAOT moze wywiera¢ wptyw (prawdopodobnie hamujacy) na aktywnos¢
neuronéw pola przedwzrokowego przysrodkowego, a posrednio poprzez ich
potaczenia z PVN [231] wplywaé rowniez na o$ stresowa. Nalezy zaznaczy¢, ze
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wysoka aktywacje komorek BAOT obserwowatam od P14 — w tym okresie jadro
lozyskowe dodatkowego pasma wechowego samcoéw osiaga dojrzatos¢ morfolo-
giczna [104].

Jadra korowe

Jadra korowe: przednie i tylne boczne ciata migdatowatego otrzymuja za-
sadnicza projekcje (wechowa) z gtownej opuszki wechowej i naleza do uktadu
wechowego glownego [278, 508, 565]. Otrzymuja rowniez informacjg ze struk-
tur uktadu wechowego dodatkowego [77, 321, 414] oraz z kory mézgu (przed-
czolowej, wyspowej, srodwechowej, zespotu hipokampa) [237, 347, 360, 363,
364, 414, 533, 535]. CoA otrzymuje ponadto potaczenia z jadra przyramiennego
(gtownie informacje trzewne) [37]. Informacja wychodzaca z CoPL, bezposred-
nio lub posrednio, dociera do przysrodkowej czesci podwzgdrza - zar6wno do
rejonéw zwigzanych z behawiorem rozrodczym (bezposrednio), jak i do obsza-
row kontrolujacych zachowania obronne i przyjmowanie pokarmu (posrednio)
[565]. CoA wysyla potaczenia do bocznego rejonu podwzgodrza, zwiazanego z
kontrola uktadu autonomicznego [565]. Oba jadra posrednio wplywaja na jadro
potlezace i prazkowie [351, 565]. Jadro korowe tylne przysrodkowe, nalezy do
uktadu wechowego dodatkowego (feromonalnego) i posrednio wplywa na
wszystkie rejony przysrodkowej czesci podwzgdrza oraz bezposrednio na jadro
potlezace [565]. Dane na temat roli jader korowych ciata migdalowatego sa bar-
dzo ograniczone. Swanson i Petrovich [565], okreslili je mianem ,,chemosenso-
rycznej kory asocjacyjnej”. Ekspresje c-Fos w jadrach korowych odnotowano w
kontekscie zachowan etologicznie istotnych, takich jak gody czy zachowania
rodzicielskie [274, 278] oraz po dziataniu bodzcow awersyjnych: unieruchomie-
niu [95, 111], immobilizacji [241], draznieniu pradem [147] i wymuszonym
ptywaniu [111, 146]. Jadra korowe owcy sa zaangazowane w procesy pamigci
wechowej [263, 264]. Wedlug Savonenko i wsp. [501] w warunkowaniu defen-
sywnym, ekspresja c-Fos w jadrach korowych koreluje negatywnie z groomin-
giem (grooming; akty mycia pyszczka i czyszczenia catego ciata [608]). Dane na
temat roli jader korowych w ostrym stresie psychologicznym sg znikome. Wyda-
je sig, ze jadra korowe tylne, poprzez opisany powyzej wplyw na podwzgorze
przysrodkowe, moga mie¢ udziat w kontroli pobierania pokarmu i zachowan
reprodukcyjnych w nieprzyjaznym i nieprzewidywalnym srodowisku jakie two-
rzy OF. Duza gesto$¢ neuronéw c-Fos po OF cechowata jadro korowe przednie.
Przypuszczalnie, poprzez potaczenia z podwzgorzem bocznym i jadrem przyra-
miennym, CoA moze by¢ wlaczone w aktywacje/kontrolg uktadu autonomicz-
nego. W jadrach korowych szczura obserwowano immunoekspresje PSA-
NCAM, ktéra w dorostym mozgowiu jest obecna tylko w rejonach, ktore ulegaja
zmianom plastycznym [398]. Nie mozna wigc wykluczy¢, ze neurony c-Fos-ir
aktywowane po OF, uczestnicza w opracowaniem/przechowywaniem informacji
chemosensorycznych o nowych emocjonalnych aspektach srodowiska.
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Zespot podstawno-boczny

Jadro podstawno-boczne, a zwlaszcza jadro boczne ciala migdalowatego
wykazywaly wzglednie niski poziom neurondéw c-Fos-ir po te$cie otwartego
pola. Rownie niewielkie pobudzenia komorek zespolu podstawno-bocznego
obserwowano po unieruchomieniu [122]. Uszkodzenie BLC nie wplywa na
uwalnianie adrenokortykotropiny, kortykosteronu lub CRH po stymulacji wzro-
kowej 1 wechowej, tescie nowos$ci, unieruchomieniu czy podaniu eteru [164,
523].

Cialo migdatowate odgrywa istotna rol¢ w ocenie sytuacji w stanie niepew-
nosci i wzmozonej czujnosci [117, 485, 609]. Herry i wsp. [223] (cytowane za
[207]), sugeruja, ze cialo migdatowate jest detektorem bodzcow czuciowych,
ktore cechuje nieprzewidywalnos¢é. Aby zinterpretowaé okreslony, nieprzewi-
dywalny bodziec trzeba otrzymaé informacje rdéznej modalno$ci zardbwno o nim
samym, jak i towarzyszacych mu warunkach i co wigcej poréwnac je z informa-
cjami juz znanymi. Rejonem ciata migdatowatego, w ktorym moze zachodzié
ten proces jest zespot podstawno-boczny, o ktérym wiadomo, ze otrzymuje in-
formacje praktycznie ze wszystkich rejonow kory mozgu i jest wiaczony w pro-
cesy pamigciowe [64, 336, 347, 440, 489, 577].

Hale 1 wsp. [207] badali aktywacje¢ neurondéw zespotu podstawno-bocznego
ciata migdatowatego szczura po tescie otwartego pola. Podobnie jak w moich
badaniach, liczba neurondéw c-Fos-ir byta niska, z wyjatkiem przedniej czgsci
jadra podstawno-bocznego gdzie byto ich wigcej. Rejon ten otrzymuje informa-
cje m.in. z kory czotowej i wysyla potaczenia do jadra potlezacego i prazkowia,
ktore wplywaja na behawior ruchowy [565]. Jest to obszar wlaczony w neuro-
nalny uktad strachu i generowanie zachowania w sytuacjach zwiazanych z nie-
pewnoscia 1 nieprzewidywalnos$cia, w ktorych istnieje konflikt ,,zblizy¢ sig czy
unikac¢”, jak to ma miejsce w tescie otwartego pola [207]. Reasumujac, ekspresja
c-Fos w zespole podstawno-bocznym po OF nie ma na celu oceny awersyjnosci
bodzca, a raczej moze by¢ zwigzana z oszacowaniem sytuacji w nowych warun-
kach, ktore cechuje nieprzewidywalno$¢. Ocena i wybrana w jej nastgpstwie
strategia behawioralna jest prawdopodobnie uwarunkowana indywidualnymi
cechami zwierzgcia (np. czynnikami genetycznymi czy ogélng aktywnoscig
motoryczna) [219], jego aktualnym stanem i wcze$niejszymi doswiadczeniami
[260, 371].

5.3 Aktywacja neuronow ciala migdalowatego
zawierajgcych bialka wiazace wapn i syntaze
tlenku azotu po tescie otwartego pola

Jakkolwiek wiadomo, ze ostry stres aktywuje komorki ciata migdalowatego,
to charakterystyka neurochemiczna aktywowanych populacji jest mato poznana.
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5.3.1 Aktywacja neuronow zawierajacych bialka wigzace wapn

Bialka wiagzace wapn: parwalbumina, kalbindyna D-28k i kalretynina, bufo-
rujac poziom jonow wapnia, wptywaja na zdolno$¢ neuronu do podtrzymania
pobudzenia [178, 511] oraz na procesy plastyczno$ci synaptycznej [200, 521,
522].

Wazrost poziomu jonéw Ca*" w komoérce jest jednym z czynnikow, ktore ma-
ja wplyw na ekspresje genu c-fos [581].

Aktywacja neuronow zawierajqcych kalbindyne D-28k i parwalbuming

Na podstawie uzyskanych wynikoéw, moge stwierdzi¢, ze w grupach wieko-
wych P0-P360, jadra ciala migdatowatego nie r6znia si¢ zasadniczo pomigdzy
soba pod wzgledem gestosci 1 stopnia podwojnego wybarwienia komorek c-
Fos/PV oraz c-Fos/CB. Nieco upraszczajac mozna stwierdzi¢, ze w wigkszosci
grup wiekowych neurony c-Fos/CB stanowity najczesciej ok. 10-20% wszyst-
kich komorek c-Fos-ir aktywowanych w poszczegdlnych jadrach, natomiast
neurony c-Fos/PV w L i BL stanowity najczgsciej do 10% obserwowanych tam
komorek c-Fos-ir. W oparciu o cechy morfologiczne mozna przypuszczaé, ze
wigkszo$¢ z nich (przynajmniej w BLC i jadrach korowych) to interneurony
GABAergiczne [265, 353, 356, 383]. Wydaje si¢, ze w odpowiedzi na test
otwartego pola w jadrach ciata migdatowatego pobudzana jest pewna, wzglednie
stata liczba interneurondw, ktore prawdopodobnie kontroluja aktywno$¢é neuro-
néw projekcyjnych.

Dane na temat wewnetrznej sieci hamujacej ciala migdatowatego, zwlaszcza
w czesci korowo-przysrodkowej, wciaz wymagaja uzupetnienia.

W korze moézgu i hipokampie interneurony GABAergiczne charakteryzuja
si¢ zroznicowaniem morfologicznym, biochemicznym, molekularnym i synap-
tycznym [174, 332, 344, 543, 551]. Ich role determinuja wtasciwosci elektrofi-
zjologiczne i topografia zakonczen. Interneurony tworzace synapsy na perika-
rionach komérek docelowych reguluja ich wyladowania poprzez wptyw na ge-
neracj¢ sodowo-zaleznych potencjaléw czynnosciowych [101, 381], natomiast
te, ktore tworza synapsy bardziej dystalnie moga modulowaé plastycznos$¢ sy-
naptyczna [381].

Wewngtrzna sie¢ hamujaca ciata migdatowatego dziata ona dwoch pozio-
mach: wewnatrzjadrowym i1 miedzyjadrowym [265, 383, 546, 554]. Ostatnio
pojawilo si¢ nieco wigcej informacji na temat GABAergicznej sieci hamujacej w
BL, zwlaszcza w kontekscie neurondow zawierajacych PV [463, 618, 619].

Populacja komoérek parwalbuminowych w jadrze podstawno-bocznym jest
zroznicowana zarowno pod wzgledem charakterystyki elektrofizjologicznej jak i
topografii potaczen synaptycznych [463, 619, 620]. Czg$¢ z nich tworzy synapsy
na perikarionach komorek projekcyjnych, (interneurony hamowania perisoma-
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tycznego, kontrolujace ,,wyjscie informacji” [173]) i preferencyjnie na interneu-
ronach tego samego typu. Zapewnia to szybkie, GABA-zalezne skrocenie okresu
depolaryzacji. Wedlug Woodruff i Sah [620], opisane powyzej neurony harmo-
nizuja aktywno$¢ sieci neuronalnej w obrgbie BL (na zasadzie hamowania
zwrotnego; feedback inhibition) oraz koordynuja wyjscie informacji z tego rejo-
nu na zasadzie hamowania wstegpujacego (feedforward inhibition). Pojedynczy
neuron PV moze synchronizowaé potencjaly czynnos$ciowe o czestotliwosci
gamma (zaleznej od stymulacji) i/lub theta (niezaleznej od stymulacji) na 1000-
2000 komorkach, na ktorych tworzy synapsy [56, 101, 543]. Inna subpopulacja
neuronow zawierajacych PV jadra podstawno-bocznego tworzy synapsy gtownie
na dystalnych dendrytach komorek projekcyjnych, co sytuuje je w dogodnej
pozycji do modulacji (na zasadzie hamowania wstgpujacego) przeplywu trans-
misji pobudzajacej [620]. W oparciu o cechy elektrofizjologiczne tych neuronow
[448], Woodruff i Sah [620] postuluja ich role w modulacji i bramkowaniu zja-
wiska dlugotrwatego wzmocnienia transmisji synaptycznej w BL.

Reznikov i wsp. [468] badajac immunoekspresje¢ c-Fos w neuronach zawie-
rajacych PV, CB 1 CR w przedniej czesci jadra podstawno-bocznego osmiotygo-
dniowych szczuré6w po dwugodzinnym unieruchomieniu, obserwowali aktywa-
cje grupy neurondw PV-ir oraz CB-ir. Widkna komoérek zawierajace PV w
przedniej cze$ci BL koncza si¢ na sasiednich komorkach piramidowych [359,
393] i innych komorkach zawierajacych PV [394]. Neurony c-Fos/PV, obser-
wowane przez mnie oraz Reznikov i wsp. [468] w jadrze podstawno-bocznym,
moga wigec modulowa¢ dziatanie sieci neuronalnej ciata migdatowatego poprzez
wplyw na transmisj¢ hamujaca 1 pobudzajaca [468]; wplywaja na synchronizacje
wytadowan okolicznych komoérek projekcyjnych [393, 394, 463]. W zespole
podstawno-bocznym, 66% neurondéw zawierajacych kalbindyng produkuje réw-
niez parwalbuming [362], wigc ich aktywacja pod wptywem bodzca awersyjne-
go przypuszczalnie skutkuje podobnie jak aktywacja komoérek parwalbumino-
wych [468]. W jadrze postawno-bocznym obserwowatam zakonczenia CB-ir na
perikarionach komoérek CB—/c-Fos+ o morfologii piramidowych neuronéw pro-
jekcyjnych. W przedniej czesci BL wystepuja ponadto interneurony zawierajace
kalbindyng oraz somatostatyng; nie zawieraja PV [361]. Neurony somatostaty-
nowe tworzac synapsy na dystalnych dendrytach komorek projekcyjnych [392,
395], wplywaja na procesy plastycznosci synaptycznej [468]. Komorki
c-Fos/CB, obserwowane przeze mnie w BLC, moga naleze¢ do obu subpopulacji
neuronéw kalbindynowych.

Gestos¢ neuronow c-Fos/PV oraz ¢c-Fos/CB w przedniej czesci BL po unie-
ruchomieniu [468] byla nieco wigksza niz obserwowana przeze mnie w BL
szczuré6w w podobnym wieku po OF. Ponadto Reznikov i wsp. [468], w przeci-
wienstwie do mnie, nie stwierdzili obecnosci komoérek c-Fos/CR. Powyzsze
roéznice moga wynika¢ z zastosowania réoznych bodzcow awersyjnych oraz inne-
go rejonu badan (Reznikov i wsp. badali tylko przednia czeg$¢ jadra podstawno-
bocznego).
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W czeéci srodkowo-przysrodkowej ciata migdalowatego zarowno interneu-
rony jak i neurony projekcyjne moga by¢ hamujace (GABAergiczne) [112, 116,
434, 565]. W dostgpnym piSmiennictwie, nie znalaztam danych na temat obec-
nosci w tym rejonie neuronow projekcyjnych zawierajacych kalbindyneg — praw-
dopodobnie wigkszo$¢ z obserwowanych przeze mnie w Ce, Me i BAOT komo-
rek c-Fos/CB to interneurony; w roznych grupach wiekowych stanowia one
najczesciej do ok. 20% wszystkich neuronéw c-Fos-ir obserwowanych w tych
jadrach. W prazkowiu, z ktorym Me i Ce wykazuja wiele podobienstw anato-
micznych, elektrofizjologicznych i histochemicznych [563, 565], kalbindyna
wystepuje w interneuronach (nie kolokalizuje z PV i CR) [261].

Aktywacja neuronow zawierajqcych kalretynine

W oparciu o uzyskane wyniki moge stwierdzi¢, ze istotna rolg, w zrdznico-
waniu jader ciala migdatowatego pod wzgledem stopnia ich zaangazowania w
odpowiedz na OF odgrywaja neurony zawierajace kalretyning. Pobudzenie po-
pulacji komoérek CR-ir w jadrze tozyskowym dodatkowego pasma wechowego
moze decydowac o wyraznie wigkszej aktywacji tego jadra pod wplywem zasto-
sowanego stresora; w okresie P14-P360 neurony c-Fos/CR stanowia ok. 70-80%
wszystkich neuronéw c-Fos-ir. Aktywacja komorek CR-ir w pozostatych jadrach
ciata migdatowatego jest nizsza.

W dostgpnym pismiennictwie nie znalaztam danych na temat wystgpowania
neurondéw zawierajacych kalretyning w jadrze tozyskowym dodatkowego pasma
wechowego. Nie mozna wykluczy¢, ze podobnie jak w jadrze przysrodkowym
(BAOT jest czasami uwazany za ektopowa czes¢ Me [565]), wsrod neurondw
zawierajacych CR moga by¢ komorki projekeyjne.

Neurony jadra przysrodkowego posiadaja bezposrednie potaczenia z PVN
[77, 451]; ok. 75% neuronow Me wysylajacych projekcje do brzuszno-
przysrodkowej czg$ci podwzgorza zawiera kalretyning [293] - morfologia tych
neuronow jest nieznana, aczkolwiek nie mozna wykluczyé, ze neurony c-Fos/CR
obserwowane przeze mnie w Me po OF naleza do tej grupy.

Morfologia neuronéw c-Fos/CR obserwowanych przeze mnie w BLA i ja-
drach korowych wskazuje, ze sa to interneurony. Ich gestos¢ w réznych grupach
wiekowych byla wzglednie niska.

24% neurondéw CR-ir zespotu podstawno-bocznego szczura jest jednocze-
$nie GABA-ir [265]. Interneurony kalretyninowe, stanowiace 25-30% wszyst-
kich komérek GABAergicznych BLC, [362, 395] kolokalizuja z cholecystokini-
na oraz wazoaktywnym peptydem jelitowym; nie wykazano wspolwystgpowania
CR z PV i CB [265, 339, 362, 395]. W przedniej czg$ci jadra podstawno-
bocznego interneurony zawierajace VIP (licznie kolokalizujace z CR [339,
361]), tworza synapsy glownie na kolcach dendrytycznych i dystalnych dendry-
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tach komorek projekcyjnych, do ktoérych dochodza rowniez projekcje pobudza-
jace z kory i wzgoérza [64, 160, 302]. Impuls hamujacy z interneuronow GABA-
ergicznych zawierajacych VIP moze utrudnia¢ generacj¢ postsynaptycznych
potencjatéw pobudzajacych (EPSPs) i neutralizowa¢ impuls pobudzajacy pro-
wadzony przez wtokna aferentne — przypuszczalnie wptywa na atenuacj¢ pla-
stycznos$ci synaptycznej [462]. Komorki zawierajace VIP (i CR) unerwiaja row-
niez inne interneurony, w tym szczegoélnie licznie te, ktore zawieraja CB [395,
553], czego efektem jest rozhamowanie. Inhibicja interneuronéw unerwiajacych
perikariony komorek projekcyjnych zasadniczo podnosi poziom wyladowac tych
ostatnich, podczas gdy inhibicja interneuronéw unerwiajacych dystalne dendryty
komorek projekeyjnych, moze skutkowaé zwigkszaniem dlugotrwatego wzmoc-
nienia impulsu pobudzajacego z kory 1 wzgodrza [330].

5.3.2 Aktywacja neuronow zawierajacych syntaze tlenku azotu

Pomijajac nieliczne odmienne wyniki [314, 458], wigkszo$¢ badan wykaza-
la, Ze iniekcja inhibitorow NOS wywotuje efekt przeciwlgkowy [149, 157, 161,
599, 613]. W rejonach zwigzanych z reakcjami obronnymi (m.in. PVN, Me,
BST, istota szara okotowodociagowa, jadro grzbietowe szwu, jadro przedsutecz-
kowate grzbietowe podwzgodrza), tlenek azotu petni role modulacyjna, gldwnie
na drodze interakcji m.in. z transmisja glutaminergiczna i GABAergiczna [90,
597]. Wedtlug Guimaraes i wsp. [197], bodziec awersyjny uaktywnia transmisj¢
glutaminergiczna, ktora aktywuje neurony NOS-ir w PAG. Powstaty NO modu-
luje sekrecje i ,,wytapywanie” glutaminianu, GABA czy innych neurotransmite-
row [524, 571]. Tlenek azotu swobodnie dyfunduje i wptywa na sasiednie neu-
rony w promieniu 100 pm [520]. Niski poziom NO w tkance hamuje aktywno$¢
neurondéw pobudzajacych i hamujacych — podwyzszenie poziomu NO prowadzi
do ich stymulacji [449]. Zdaniem Krukoff i Khalili [292] uniwersalny mecha-
nizm molekularny wptywu NO na rézne typy neurondéw, polega na jego roli w
produkcji wtornego przekaznika — cyklicznego GMP [21, 60].

W oparciu o uzyskane wyniki moge stwierdzi¢, ze istotna rolg, w zréznico-
waniu jader ciala migdatowatego pod wzgledem stopnia ich zaangazowania w
odpowiedz na OF odgrywaja neurony zawierajace syntaze tlenku azotu. Pobu-
dzenie populacji komorek zawierajacych NOS w jadrze przysrodkowym oraz w
jadrze tozyskowym dodatkowego pasma wechowego decyduje o wyraznie wigk-
szej aktywacji tych jader pod wplywem zastosowanego stresora. W MeV ko-
morki ¢-Fos/NOS stanowia od ok. 50-70% (P7-P270) do ok. 30% (P360)
wszystkich neuronow c-Fos-ir. W BAOT komorki c-Fos/NOS stanowia od ok.
70-80% (P14-P270) do ok. 30% (P360) wszystkich neurondéw c-Fos-ir. Aktywa-
cja komorek NOS-ir w pozostatych jadrach ciala migdatowatego jest nizsza.

Pobudzenie neuronéw produkujacych NO w jadrze przysrodkowym ciata
migdatowatego obserwowano w odpowiedzi na unieruchomienie oraz nowe



108 Beata Ludkiewicz

otoczenie [292]. Unieruchomienie podnosi w Me poziom NOS mRNA i biatka
NADPH-d [128, 272]. Iniekcja inhibitorow NOS do jadra przysrodkowego
szczura wywotluje efekt przeciwlgkowy [170].

16% neuronéw produkujacych NO jadra przysrodkowego wysyta projekcje
do PVN (stanowi to 42% wszystkich neuronow Me, ktore wysylaja potaczenia
do PVN) [572]; wedlug Tanaki i wsp. [572] wiele z nich lokalizuje si¢ w MeV.
Wplywaja wigc na dziatanie jadra przykomorowego podwzgoérza. Pomijajac
nieliczne niejednoznaczne wyniki [190, 342], wigkszo$¢ doniesien potwierdza
hipoteze, ze NO wplywa na aktywacjg¢ osi PPN pod wplywem stresora [4, 128,
129, 472, 473]. Jadro przysrodkowe ciata migdatowatego wplywa réwniez na
aktywacje komorek jadra nadwzrokowego podwzgorza (SO) [122]. W PVN i1 SO
tlenek azotu jest wlaczony w uwalnianie oksytocyny, wazopresyny oraz neuro-
sekrecj¢ argininy-wazopresyny i CRH (dziataja synergistycznie zwigkszajac
uwalnianie ACTH) [195, 409, 413, 625].

Tlenek azotu jest wlaczony w kontrole odpowiedzi autonomicznej [312,
567]. Unieruchomienie podnosi poziom NOS mRNA i biatka NADPH-d w
strukturach regulujacych aktywnos$¢ autonomiczna: m.in. w Me, PVN, SO [75,
272, 292], ktére bezposrednio lub posrednio tacza si¢ z jadrem pasma samotne-
go, brzuszno-boczna opuszka oraz jadrem grzbietowym nerwu biednego [122,
123, 312, 566]. Ok. 25% neuronéw PVN wysylajacych projekcje do brzuszno-
bocznej opuszki i jadra grzbietowego nerwu biednego zawiera NOS [312]. Zda-
niem Li i wsp. [312] tlenek azotu zwigksza uwalnianie GABA z zakonczen sy-
naptycznych. Interakcja NO-GABA w neuronach PVN, ktore unerwiaja rdzen
przedtuzony jest gtdwnym mechanizmem NO-zaleznej os$rodkowej regulacji
odpowiedzi autonomicznej [312].

Neurony c-Fos/NOS obserwowane przeze mnie w jadrze przysrodkowym
(gtownie w jego brzusznej czg$ci), moga naleze¢ do puli neuronéw, ktore po-
przez wptyw na PVN i SO, biora udziat w kontroli odpowiedzi endokrynnej i
autonomicznej na test otwartego pola.

Jadro przysrodkowe jest miejscem zmian plastycznych zwiazanych z opra-
cowaniem/przechowywaniem informacji o nowych emocjonalnych aspektach
srodowiska [278, 398, 603]. Poniewaz, w jadrze przysrodkowym indukcja LTP
jest NO-zalezna [603], tlenek azotu, a co za tym idzie aktywne komorki
c-Fos/NOS moga by¢ wlaczone w tworzenie/przechowywanie awersyjnej pa-
migci wechowej.

Jadro przysrodkowe, jako czg$¢ uktadu lemieszowo-nosowego [525] po-
sredniczy we wrodzonej identyfikacji bodzcow awersyjnych [529]. Wzajemne
oddziatywania bodzcow chemosensorycznych i uktadu hormonalnego jest nie-
zbedne do ekspresji zachowan seksualnych oraz w szeroko rozumianej motywa-
cji seksualnej, zaleznej m.in. od stanu zwierzgeia i1 sytuacji, w jakiej aktualnie
si¢ znajduje. W o$rodkowym uktadzie chemosensorycznym, NO dziata prefe-
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rencyjnie m.in. w kontroli zachowan rozrodczych/rodzicielskich [204]. Beha-
wior seksualny (gody, kopulacja) jest nadzorowany przez wiele uktadow pobu-
dzajacych i hamujacych. NO, ktory wptywa na sekrecje¢ neurotransmiterow [524,
571] spehia tu rolg uniwersalnego modulatora [103, 204]. Jadro przysrodkowe
jest kluczowe w przekazywaniu sygnatoéw chemosensorycznych do pola przed-
wzrokowego 1 rejonéw podwzgorza, ktore kontroluja zachowania seksualne i
reprodukcje [8]. We wszystkich tych rejonach wystepuja neurony zawierajace
NOS i receptory androgenowe — potencjalnie wigc NO moze wpltywaé na efekt
jaki w tych komoérkach wywotuja androgeny [310, 617]. W strukturach zwigza-
nych z behawiorem reprodukcyjnym samcoéw wystepuja skupiska gesto upako-
wanych neurondéw NOS-ir [235, 373, 460] — podobne obserwowatam w brzusz-
nej czgsci Me.

W kontekscie rozpowszechnienia i znaczenia NO, a co zatem idzie komorek
NOS-ir w uktadzie kontrolujacym zachowania zwiazane z reprodukcja, wydaje
si¢ mozliwe, ze wsrdd neuronéow c-Fos/NOS obserwowanych przeze mnie
zwlaszcza w MeV, sa te, ktore w nowym, niesprzyjajacym otoczeniu, jakie stwa-
rza OF, aktywuja os$rodki podwzgorza zwiazane z zachowaniami obronnymi i
rownolegle hamuja obszary zwiazane z reprodukcja [97, 180].

W dostgpnej mi literaturze nie znalaztam danych na temat roli komorek
NOS-ir jadra tozyskowego dodatkowego pasma wechowego w reakcji stresowe;.
Podobnie jak w innych obszarach zwiazanych z kontrola zachowan rozrod-
czych/rodzicielskich [235, 373, 460], w BAOT wystgpuja liczne, $cisle upako-
wane komorki NOS-ir. Wysoka aktywacja komérek NOS-ir u samcoOw obser-
wowana przeze mnie po OF jest prawdopodobnie zwiazana z regulacja zacho-
wan seksualnych/rozrodczych/rodzicielskich w niekorzystnych warunkach. Neu-
rony produkujace NO jadra tozyskowego dodatkowego pasma wechowego moga
wywiera¢ wptyw na aktywno$¢ neuronow pola przedwzrokowego przysrodko-
wego zwiazanego z regulacja zachowan reprodukcyjnych samcow [141].

Pobudzenie komorek NOS-ir zespotu podstawno-bocznego, jadra Srodkowe-
go i jader korowych tylnych po tescie otwartego pola zasadniczo jest bardzo
niskie. Nieco wyzsza aktywno$¢ neuronow NOS-ir obserwowatam po OF w
jadrze korowym przednim. CoA jest wlaczone w transmisj¢ bodzcow wecho-
wych z gtdéwnej opuszki wechowej, ale rola jego neuronow NOS-ir, szczegodlnie
w kontekscie stresu nie jest znana. Jednakze, wiadomo, ze NO posredniczy w
tworzeniu/przechowywaniu pamigci wechowej [266], a w jadrze korowym
przednim obserwowano immunoekspresjec PSA-NCAM, co $wiadczy o zacho-
dzacych tam zmianach plastycznych [398].

Z wiekiem, aktywno$¢ neuronéw obserwowana po OF zaczyna si¢ zmniej-
szaé, zwlaszcza w Me 1 BAOT, tak, Zze u szczuréw dwuletnich komoérki c-Fos
wystepuja incydentalnie. Jednocze$nie w wigkszosci jader nastgpuje opisane
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wczesniej wyrazne zmniejszenie NOS-immunoreaktywnosci ciat koméorkowych,
co prawdopodobnie wiaze si¢ z obnizeniem poziomu nNOS, a co za tym idzie
zmniejszeniem produkcji NO w tych jadrach. Prowadzi to do upo$ledzenia funk-
¢cji ciata migdalowatego zaleznych od tlenku azotu [251]. Supresja NO prowadzi
do anksjogenezy podczas stresu [524, 571]. Boguszewski i Zagrodzka [45] wy-
kazali, ze stare szczury wykazuja znacznie wyzszy poziom lgku w tescie otwar-
tego pola i tescie ,,hole board” niz zwierz¢ta mlode. Proces starzenia zmienia
reaktywnos$¢ osi PPN [45, 211, 378, 426]. Jest to przypuszczalnie zwigzane z
deficytem kontroli przez osrodkowy uktad stresowy, w tym przez ciato migda-
lowate. Biorac pod uwage, ze NO aktywuje 0§ poprzez migdzy innymi ciato
migdatowate [526], zmniejszenie w nim poziomu NOS i aktywacji komorek
NOS-ir moze partycypowac w powyzszym efekcie [251].

Zmniejszenie ggstosci neuronow c-Fos 1 wyrazne obnizenie NOS-
immunoreaktywnos$ci w ciele migdatlowatym moze mie¢ roOwniez istotny wpltyw
na obserwowane w starzeniu ostabienie funkcji wgchowych (NO posredniczy w
pamigci wechowej [266]). Pociaga to za soba deficyt funkcji poznawczych [212]
niezbednych w rozpoznaniu i ocenie bodZca awersyjnego.

Zestawiajac wszystkie dane dotyczace procentu komorek podwojnie wy-
barwionych CR-, CB-, PV-, NOS-/c-Fos mogg stwierdzi¢, ze okresie PO-P360,
jadra ciala migdatowatego szczura wykazuja okres$lone ,,preferencje” w akty-
wowaniu badanych populacji komérkowych pod wplywem zastosowanego
bodzca. W BAOT sa to neurony zawierajace NOS i CR, w MeV — NOS, w MeD
i CoPM — NOS i CB, w CoA — NOS (ale réwniez CR i CB), w L — CB, w BL —
CB i CR, w Ce — CB, CoPL — CB i PV. W oparciu o przedstawione wczesniej
informacje (w tym dane kolokalizacyjne), mozna zalozy¢, ze pod wptywem OF
w wigkszos$ci jader pobudzana jest pula interneuronow (gtownie CB-ir, ktore
najczesciej stanowia ok. 10-20% wszystkich komorek c-Fos). W jadrach najbar-
dziej aktywnych po OF — w BAOT i MeV pobudzane sa gldéwnie komorki NOS-
i CR-ir; wiele z nich moze by¢ neuronami projekcyjnymi. O wysokiej aktywacji
CoA decyduje inna niz badane populacja komorek (prawdopodobnie projekcy;j-
ne neurony glutaminergiczne).

Podsumowujac, w jadrach ciata migdatowatego po tescie otwartego pola
pobudzana jest wzglednie stala, porownywalna pula interneurondéw, ktore praw-
dopodobnie kontroluja aktywno$¢ neurondéw projekcyjnych. O zréznicowaniu
jader ciata migdatowatego po OF decyduje aktywacja komorek projekcyjnych,
co prawdopodobnie skutkuje (poprzez uaktywnienie okreslonych szlakow neuro-
nalnych), charakterystycznymi dla tego rodzaju stresu implikacjami czynno-
sciowymi.
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6 PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

1. Rozwdj postnatalny szczura charakteryzuje sig¢ zréznicowaniem dynamiki
i charakteru zmian ilo§ciowych i jako$ciowych populacji neurondéw ciata
migdatowatego zawierajacych biatka wiazace wapn i syntaze tlenku azo-
tu. Przemawia to za zréznicowaniem ontogenetyczno-czynnosciowym
jader tej struktury.

2. Cialo migdatowate dorostego szczura jest wzglednie homogenne pod
wzgledem rozmieszczenia komorek CR-ir i CB-ir i heterogenne pod
wzgledem wystgpowania komorek PV-ir. Parwalbumina wystgpuje gtow-
nie w filogenetycznie miodszym zespole podstawno-bocznym, ktory
jednoczesnie jest prawie pozbawiony komorek NOS-ir.

3. Proces starzenia nie wigze si¢ z wyraznymi zmianami ilosciowymi w ba-
danych populacjach komoérkowych. Zmiany jakosciowe (zmniejszenie
immunobarwliwo$ci) obserwuje si¢ w populacjach neuronéw NOS-ir. Jest
to prawdopodobnie zwigzane z obnizeniem poziomu nNOS, co moze
prowadzi¢ do uposledzenia NO-zaleznych funkcji ciala migdatowatego.

4. Jadra ciata migdatowatego cechuje podobny schemat zmian pobudzenia
pod wptywem awersyjnego bodzca psychologicznego (test otwartego po-
la) w zalezno$ci od wieku. Okres PO-P7 charakteryzuje niski poziom ak-
tywnosci; w okresie P14-P90 nastepuje wyrazne zwigkszenie pobudzenia,
po czym, po P90 aktywacja jader ciata migdalowatego stopniowo, ale sys-
tematyczne si¢ zmniejsza. Zmiany te wydaja si¢ by¢ skorelowane z inny-
mi procesami swoistymi dla rozwoju, dojrzewania, dorostosci 1 starzenia
mozgowia szczura.

5. Najwyzszy poziom aktywacji w odpowiedzi na OF wykazuja jadra: przy-
srodkowe, tozyskowe dodatkowego pasma wechowego i1 korowe przednie.
Wsrdod badanych populacji komoérkowych, najwigksze zaangazowanie w
odpowiedzi na OF wykazuja neurony NOS-ir jadra przysrodkowego oraz
NOS- i CR-ir jadra tozyskowego dodatkowego pasma wechowego. O wy-
sokiej aktywnosci CoA decyduje inna niz badane populacja komérkowa.
Mozna przypuszczaé, ze neurony NOS-ir w BAOT 1 MeV odgrywaja klu-
czowa role w regulacji zachowan rozrodczych, aktywacji uktadu autono-
micznego i osi PPN oraz w tworzeniu/przechowywaniu awersyjnej pa-
migci chemosensorycznej w nieznanym i nieprzyjaznym srodowisku.

6. Cialo migdalowate wykazuje okreslony schemat w aktywowaniu bada-
nych populacji neuronalnych w odpowiedzi na test otwartego pola. Po OF
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w jadrach ciata migdatowatego pobudzana jest wzglednie stata, porow-
nywalna pula interneurondéw (gtéwnie CB-ir), ktore kontrolujq aktywnosc¢
neuronéw projekcyjnych. O zréznicowaniu aktywacji jader ciata migda-
lowatego decyduje pobudzenie komorek projekcyjnych (m.in. NOS- i CR-
ir), co skutkuje charakterystycznymi dla tego rodzaju stresu implikacjami
czynno$ciowymi.
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8 STRESZCZENIE

Ciato migdatowate stanowi grupg jader potozona w placie skroniowym kre-
somozgowia. O ile fakt znaczacej roli ciata migdatlowatego w osrodkowej kon-
troli reakcji stresowej jest powszechnie uznawany, to mechanizmy jego dziata-
nia, szczegdlnie w kontekscie rozwoju, dojrzewania i starzenia oraz zréznicowa-
nia czynno$ciowego jego jader wciaz pozostawiaja wiele pytan. Stabo poznana
jest rowniez natura immunocytochemiczna komoérek zaangazowanych w odpo-
wiedz na okreslony stresor.

Celem pracy byl og6lny opis morfologii i wystepowania komorek zawieraja-
cych biatka wiazace wapn i syntaz¢ tlenku azotu w ciele migdalowatym oraz
analiza aktywacji jader tej struktury w odpowiedzi na awersyjny bodziec psy-
chologiczny w rozwoju postnatalnym, dojrzewaniu i starzeniu moézgowia szczu-
ra.

Materiat badawczy obejmowat samce szczurow rasy Wistar w wieku od PO
do P720. Grupg eksperymentalna stanowily zwierzg¢ta poddane jednorazowej
ekspozycji na psychologiczny bodziec awersyjny (test otwartego pola; OF).
Nastepnie metoda podwdjnego barwienia immunocytochemicznego oceniono u
nich (i u szczuréw z opowiadajacej im grupy kontrolnej) wystgpowanie w ko-
morkach ciata migdatowatego biatka c-Fos (marker aktywnosci neuron6w) oraz
podwoéjne wybarwienie biatka c-Fos i odpowiednio kalretyniny (CR), kalbindy-
ny (CB), parwalbuminy (PV) oraz syntazy tlenku azotu (NOS). Pozostale zwie-
rzgta z grup kontrolnych uzyto do immunocytochemicznej analizy wystgpowa-
nia i morfologii komdrek zawierajacych biatka wiazace wapn (CR, CB, PV) oraz
NOS w jadrach ciala migdatowatego. Uzyskane wyniki analizowano jako$cio-
wo, potilosciowo oraz iloSciowo (przy uzyciu obiektywnych metod morfome-
trycznych).

Stwierdzono, ze:

— Rozwoj postnatalny szczura charakteryzuje si¢ zréoznicowaniem dynamiki i
charakteru zmian ilo$ciowych i jakosciowych populacji neuronoéw ciata mig-
datowatego zawierajacych CaBPs i NOS. W procesie starzenia zachodza
zmiany jako$ciowe w populacjach neuronéw NOS-ir.

— Badane jadra ciala migdatowatego cechuje podobny schemat zmian pobu-
dzenia pod wplywem bodzca awersyjnego (OF) w zaleznosci od wieku.
Okres PO-P7 charakteryzuje relatywnie niski poziom aktywnosci; w okresie
P14-P90 nastepuje wyrazne zwigkszenie pobudzenia, po czym od P90 akty-
wacja jader ciala migdalowatego stopniowo, ale systematyczne si¢ zmniejsza.

— Najwyzszy poziom aktywacji w odpowiedzi na OF wykazuja jadra: przy-
srodkowe, tozyskowe dodatkowego pasma wechowego i korowe przednie.
Wsrod badanych populacji komérkowych, znaczaco wigksze zaangazowanie
wykazuja komérki NOS-ir jadra przysrodkowego oraz NOS- i CR-ir jadra to-
zyskowego dodatkowego pasma wechowego.
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— Jadra ciala migdatowatego wykazuja okreslone ,,preferencje” w aktywowaniu
badanych populacji neuronalnych w odpowiedzi na OF. W wigkszosci jader
(zwtaszcza tych wykazujacych stabsze zaangazowanie) preferencyjnie pobu-
dzana jest pula komorek CB-ir. W jadrach: BAOT, Me i CoA, (najbardziej
aktywnych) pobudzane sg gtéwnie komérki NOS- i CR-ir.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy porownano z danymi uzyskanymi
przez innych autoréw.
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9 Summary

The amygdaloid body constitutes a group of nuclei placed in the temporal
lobe of telencephalon. While the fact of the significant function of the amygda-
loid body in the central control of stress reaction is widely recognized, the
mechanisms of its functioning, particularly in the context of development, matu-
ration, and ageing, as well as functional diversification of its nuclei still leaves
many questions unanswered. The immunocytochemical nature of cells engaged
in reacting to a given stressor is also hardly known.

The aim of this study is a general description of morphology and occurrence
of cells containing calcium binding proteins, as well as nitric oxide synthase in
the amygdaloid body and the analysis of nuclei activation of this structure in
response to an aversive psychological stimulus in postnatal development, matu-
ration and ageing of the rat’s encephalon.

Wistar male rats aged from PO to P720 were used in this study. Experimental
group were animals which underwent a single exposition to a psychological
aversive stimulus (open field test; OF). Subsequently, by the use of the double
staining immunocytochemical technique, they (and the respective animals from
the control group) were evaluated for the occurrence of c-Fos proteins (neuronal
activity marker) in the amygdaloid body cells, as well as double staining of c-
Fos protein and respectively carletinin (CR), calbindin (CB), parvalbumin (PV)
and the neuronal form of nitric oxide synthase (NOS). The remaining control
animals were used for immunocytochemical analysis of morphology and occur-
rence of cells containing calcium binding proteins (CR, CB, PV) as well as NOS
in the nuclei of the amygdaloid body. The achieved results underwent qualita-
tive, semi-quantitative and quantitative analysis (by the use of objective mor-
phometric methods).

It was determined that:

— The rat’s postnatal development is characterized by diversification in dynam-
ics and character of qualitative and quantitative changes of the neuron popu-
lation in the amygdaloid body containing CaBPs and NOS. In the process of
ageing, qualitative changes appear in the NOS-ir neuron populations.

— Studied nuclei of the amygdaloid body are characterized by a similar chart of
stimulation change under the influence of an aversive stimulus (OF) depend-
ing on age. The PO-P7 period is characterized by a relatively low level of ac-
tivity; in the P14-P90 period there is a visible increase in activation, and then
from P90 the activation of the nuclei of the amygdaloid body decreases grad-
ually, yet systematically.

— The highest level of activation in response to OF is demonstrated by the me-
dial nucleus, bed nucleus of the accessory olfactory tract and anterior cortical
nucleus. Among the tested populations of cells, the NOS-ir cells of the me-
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dial nucleus and NOS- and CR-ir of the lateral olfactory tract nucleus show
significantly higher involvement.

— The nuclei of the amygdaloid body show certain “preferences” in activating
the tested neuron populations in response to OF. In most of the nuclei (espe-
cially those showing lower involvement) the compartment of CB-ir cells is
preferentially stimulated. In the nuclei: BAOT, Me and CoA (the most ac-
tive) the NOS- and CR-ir cells are predominantly activated.

The results presented in the article were compared with data obtained by
other authors.



