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Streszczenie

Streszczenie

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease - AD) przez wiele lat rozwija si¢ bez
objawow, a dopiero po ok. 10-20 latach pojawiaja si¢ objawy kliniczne, takie jak zanik pamigci
i funkcji poznawczych. Istnieje wiele hipotez przyczyn, sekwencji zdarzen oraz mechanizméw
molekularnych rozwoju AD, jednak zadna z nich nie obejmuje zlozonosSci choroby, co
przeklada si¢ na brak skutecznych metod leczenia. Ponadto, coraz wigcej dowodow wskazuje,
ze modyfikowalne czynniki §rodowiskowe, takie jak niezdrowa dieta czy przebyte infekcje,
odgrywaja istotng role w rozwoju AD. Wobec braku skutecznych metod leczenia, dziatania
prewencyjne wydaja si¢ najlepsza droga do ograniczenia zachorowalno$ci na AD. Jednak
zaprojektowanie skutecznej strategii prewencyjnej wymaga holistycznego zrozumienia
wzajemnych powigzan pomigdzy narzgdami, komorkami i1 $ciezkami sygnalizacyjnymi
taczacymi czynniki ryzyka z patologia AD. Celem niniejszej pracy bylo zweryfikowanie, czy
niezdrowy sposéb odzywiania, taki jak dieta zachodnia (WD), poprzez wywolanie zespolu
metabolicznego i ogélnoustrojowego stanu zapalnego moze przyspiesza¢ i/lub
intensyfikowaé stan zapalny mézgu oraz zmiany neuropatologiczne charakterystyczne
dla AD.

W pracy badano myszy transgeniczne z ekspresja ludzkiego genu biatka
prekursorowego amyloidu z mutacjg szwedzka (APPswe). Myszy analizowano w 5 grupach
wiekowych: 4, 8, 12, 16 1 20 miesigcy, ktoére odzwierciedlaty przedzialty wiekowe u ludzi:
25, 35, 45, 65, 75 lat. Myszy w wieku 4 - 12 miesiecy odpowiadaly r6znym etapom stadium
przedobjawowego AD, w ktorych zachodza procesy patologiczne prowadzace do agregacji
peptydow AP, natomiast nie wystepuja jeszcze ztogi AP w postaci ptytek starczych. W kazde;j
grupie wiekowej badano 4 podgrupy doswiadczalne: 1) CTR —kontrolna, myszy karmione dieta
standardowa, 2) WD — myszy karmione WD, 3) LPS — myszy karmione dietg standardows,
ktérym poprzez dootrzewnowe podanie lipopolisacharydu (LPS) indukowano ogélnoustrojowy
stan zapalny oraz 4) WD+LPS — myszy karmione WD, ktoérym dootrzewnowo podano LPS.

W pracy po raz pierwszy scharakteryzowano szczegétowsa sekwencje zmian
ogolnoustrojowych 1 metabolicznych, a nastgpnie zmiany neurozapalne i1 patologie AP
w obszarze hipokampa i1 kory $rodwegchowej wywolane przez WD u myszy APPswe.
Wykazano, ze WD po 3 tygodniach wywotuje hipercholesterolemig, a po 5 miesigcach otytos¢
1 niealkoholowe stluszczeniowe zapalenie watroby, co $wiadczy o rozwinigtym zespole
metabolicznym. W tym samym czasie obserwowano wzrost st¢zenia biatych krwinek, co
sugeruje obecno$¢ ogodlnoustrojowego stanu zapalnego o niskim nasileniu. Analiza tkanki
mozgowe] wykazala, ze hipokamp w porownaniu do kory srodwechowej jest strukturg bardziej
wrazliwa na sktad diety. 3 tygodnie WD przyspieszyto o 4 miesigce wzrost poziomu APP i jego
C-koncowych produktéw proteolizy oraz aktywacj¢ astrocytow. Po 5 miesigcach WD
zaobserwowano przyspieszong o 4 miesigce aktywacj¢ mikrogleju oraz zaburzenie fagocytozy,
co prawdopodobnie byto przyczyng przyspieszonego o 8 miesi¢cy odkladania si¢ blaszek
amyloidu w hipokampie. Stwierdzono tez, ze WD indukuje silniejsza odpowiedZ zapalng niz
LPS, oraz w przeciwienstwie do LPS odpowiedz na WD jest $cisle zwigzana z procesami
amyloidogenezy, a nie z fosforylacja biatka pTau(Thr231) w mozgu myszy APPswe.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze WD przyspiesza patologic AD oraz ze AD jest
zaburzeniem catego organizmu, w ktorym narzady obwodowe moga odgrywac kluczowa rolg
patogenng. W szczegdlnosci, wywotlane przez WD uszkodzenie watroby wptywa na zaburzong
gospodarke cholesterolu oraz prowadzi do zaburzenia proceséw degradacji 1 usuwaniu
amyloidu, co wydaje si¢ by¢ jednym z gléwnych czynnikdw przyspieszajacych rozwoj
choroby. Uzyskane wyniki moga wspomdc opracowanie metod skutecznej prewencji
I wczesnej terapii AD.
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Alzheimer's disease (AD) develops silently as a pre-symptomatic stage for many years, and
only after 10-20 years clinical symptoms appear, such as memory and cognitive decline. There
are many hypotheses regarding the causes, sequence of events and molecular mechanisms of
AD development, but none of them covers the complexity of the etiology of the disease, which
translates into the lack of effective treatments. In addition, increasing evidence indicates that
modifiable environmental factors, such as an unbalanced diet or past infections, play an
important role in the development of AD. In the absence of effective treatments for AD,
preventive measures seem to be the best way to reduce the incidence of AD. However,
designing an effective preventive strategy requires a holistic understanding of the
interrelationships between organs, cells, and signaling pathways linking risk factors with the
development of AD pathology. Therefore, the aim of this study was to verify the hypothesis
that an improper diet, such as the Western diet (WD), by inducing metabolic syndrome
and systemic inflammation, may accelerate and/or intensify brain inflammation and
neuropathological changes characteristic of AD.

In this PhD study, transgenic mice expressing the human amyloid precursor protein gene with
the Swedish mutation (APPswe) were studied. Mice were analyzed in 5 age groups: 4, 8, 12,
16 and 20 months, which mirrored the age ranges in humans: 25, 35, 45, 65, 75 years,
respectively. The 4- to 12-month-old mice corresponded to pre-symptomatic stages where the
pathological processes leading to the aggregation of AP peptides are taking place, while AB
deposits in the form of senile plagues are not yet present. In each age group, 4 experimental
subgroups were tested: 1) CTR — control group, mice fed a standard diet, 2) WD — mice fed
a Western diet, 3) LPS — mice fed a standard diet, which were treated with intraperitoneal
administration of lipopolysaccharide (LPS) for induction of systemic inflammation, and 4)
WD+LPS — WD-fed mice given LPS intraperitoneally.

This PhD thesis characterizes for the first time a detailed sequence of systemic and metabolic
changes, followed by neuroinflammatory changes and AP pathology in the hippocampus and
entorhinal cortex induced by WD in APPswe mice. It has been shown that 3 weeks of feeding
WD causes hypercholesterolemia and fatty changes in hepatocytes. After 5 months of WD, the
induced metabolic changes were joined by obesity and non-alcoholic fatty liver disease, which
indicates a developed metabolic syndrome. At the same time, an increase in the concentration
of white blood cells was observed, suggesting the presence of low-grade systemic
inflammation. The analysis of brain tissue showed that the hippocampus, compared to the
entorhinal cortex, is a structure more sensitive to the composition of the diet. 3 weeks of WD
accelerated by 4 months the increase in the level of APP and its C-terminal proteolytic
fragments and the activation of astrocytes. After 5 months of WD, the activation of microglial
cells was additionally observed to be accelerated by 4 months and its phagocytic functions
disturbed, which was most likely the cause of the process of amyloid plaque deposition in the
hippocampus accelerated by 8 months. Comparison of WD-induced changes with LPS-induced
changes showed that WD induces a stronger inflammatory response in the brain and, unlike
LPS, is closely related to amyloidogenesis processes and not pTau(Thr231) protein
phosphorylation in APPswe mice.

The obtained results indicate that WD can significantly accelerate the pathology of AD, and
that AD is a disorder not only of the brain, but of the whole organism, and peripheral organs
may play a key role in its pathogenesis. In particular, WD-induced liver damage may affect the
disturbed cholesterol metabolism and lead to impaired amyloid degradation and removal
processes, which seems to be one of the main factors accelerating the development of the
disease. The obtained results may support the development of methods for effective prevention
and early treatment of AD.
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Wykaz najwazniejszych skrotow

4M, 8M, 12M, 16M, 20M — myszy w wieku 4, 8, 12, 16 1 20 miesigcy
AD (Alzheimer’s disease) — choroba Alzheimera

ANOVA (Analysis of Variation) — analiza wariancji

APP (Amyloid Precursor Protein) — biatko prekursorowe amyloidu

APPswe — transgeniczna linia myszy zawierajgca transgen kodujacy 695-aminokwasowa
izoforme ludzkiego APP z mutacjg szwedzka

AQP4 (aquaporin 4) — akwaporyna 4

AP — amyloid

BBB (blood-brain barier) — bariera krew-mozg

BSA (Bovine Serum Albumin) — albumina surowicy bydlece;j

CA1i3 —polahipokampa 1i3

CD68 (cluster differentation 68) — klaster r6znicowania 68

CTFs ( C-terminal fragments) — fragmenty biatka APP cigte od C-konca
CTR —kontrola

CX3CL1 (chemokine (C-X3-C motif) ligand 1, fractalkine) — fraktalkina

CX3CR1 (CX3C motif chemokine receptor 1) — receptor chemokinowy 1 z motywem CX3C,
inaczej receptor dla fraktalkiny

DG (denate gyrus) — zakret zebaty

EtOH — etanol

FAD (familial Alzheimer's disease) rodzinna posta¢ AD

FFA (free fatty acids) — wolne kwasy tluszczowe

GFAP (glial fibrillary acidic protein) — glejowe biatko fibrylarne
HChol — hipercholesterolemia

Ibal (ionized calcium-binding adapter molecule 1) — zjonizowana czasteczka adaptera
wigzacego waph 1

IL (intereukin) — interleukina

LPS (lipopolysaccharides) — lipopolisacharyd

LTD (long-term depression) — dlugotrwate ostabienie synaptyczne
LTP (long-term potentiation) — dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne
MCI (Mild Cognitive Impairment) — tagodne zaburzenia poznawcze
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Wykaz skrotow

MetS (metabolic syndrome) — zesp6t metaboliczny

NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) — nicalkoholowa stluszczenie watroby
NASH (non-alcoholic steatohepatitis) — niealkoholowe sttuszczeniowe zapalenia watroby
NeuN (neuronal nuclei marker) — marker znakujacy jadra neuronalne

NGS (normal goat serum) — surowica kozia

NTF (neurofibrillary tangles) — splatki neurofibrylarne

P2RY12 (purinergic receptor P2Y12) — purynergiczny receptor P2Y12

PHF (Paired Helical Filaments) — podwojne helikalne filamenty

PS1 (Presenilin 1) — presenilina 1

PS2 (Presenilin 2) — presenilina 2

PSD95 (postsynaptic density protein 95) — biatko gestosci synaptycznej 95

p-tau — phospho-tau

PVDF (Polyvinylidene difluoride) — polifluorek winylidenu

SAD (sporadic Alzheimer’s disease) — sporadyczna posta¢ choroby Alzheimera

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) — elektroforeza
biatek w denaturujacym zelu poliakryloamidowym

SFA (saturated fatty acids) — nasycone kwasy tluszczowe
TLR (toll-like receptor) — receptor typu toll
TNF-a (tumor necrosis factor-a) — czynnik martwicy nowotworu o

WD (western diet) — dieta zachodni
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Wstep

1. Wstep

Postep naukowy spowodowat w czasach wspotczesnych wzrost sredniej dlugosci zycia
ludzkiego w poroéwnaniu z poprzednimi wiekami. Prognozy demograficzne wskazuja wyraznie
na proces starzenia si¢ spoteczenstw, gtéwnie krajéw uprzemystowionych, w tym takze Polski.
Od 1950 do 2019 r. w Polsce s$rednia dlugos$¢ zycia mgzczyzn wzrosta o okoto 18 lat, a kobiet
0 20 lat. Wzrost $redniej dlugo$ci zycia przez wiele lat wynikal gtownie ze zmniejszenia
umieralno$ci niemowlat, natomiast w ostatnich latach coraz wigksze znaczenie miat rowniez
spadek czestosci zgonow wsrdod osob starszych. W latach 2000-2021 liczebno$¢ grupy
wiekowej ,,65+” w Polsce zwigkszyta si¢ o prawie 2,9 mln, do wielkosci 8,5 mln, a jej odsetek
wzrést w tym okresie z niespelna 15% do ponad 22%. Ponadto szacuje si¢, ze w 2050 r. grupa
wiekowa ,,65+” osiggnie liczebnos¢ ok. 12 mln os6b (GUS, Sytuacja demograficzna Polski do
roku 2021).

Konsekwencja wzrostu sredniej dtugosci zycia sg choroby zwigzane z wiekiem, bedace
coraz wigkszym wyzwaniem zdrowotnym i ekonomicznym na §wiecie. Proces starzenia sig¢ jest
Scisle zwigzany z rozwojem chorob neurodegeneracyjnych 1 otgpiennych, a naturalng konse-
kwencja starzejacego si¢ spoteczenstwa jest gwaltowny wzrost przypadkow demencji. W 2019
roku na $wiecie z demencjg zyto okoto 55 milionow ludzi; przewiduje si¢, ze do 2030 roku
liczba ta wzros$nie do 78 mln, a do 2050 roku 139 min (WHO Global status report, 2021,
https://www.alzint.org/about/dementia-facts-figures/dementia-statistics/). W krajach euro-
pejskich populacja 0sob zyjacych z demencjg wyniosta 9,8 min w 2018 roku i przewiduje sig,
ze wzro$nie do 11,4 mln w 2025 roku, a 18,8 mln do 2050 roku (Georges i in., 2020). Istnieje
kilka réznych typéw demencji, zwanej takze otepieniem, a choroba Alzheimera (ang.
Alzheimer’s disease — AD), bedaca nieodwracalnym zaburzeniem neurodegeneracyjnym, jest
najczestsza ich przyczyna, gdyz stanowi 60-80% przypadkow (Alzheimer's disease facts and
figures, 2023).

Czestos¢ wystgpowania demencji i AD w Polsce takze nie wyglada optymistycznie.
Opublikowane w 2020 roku wyniki najnowszego badania, dotyczacego wystepowania
zaburzen funkcji poznawczych w populacji polskich senioréw, realizowanego w ramach
projektu PolSenior2 wskazuja, ze objawy otepienia wystepuja u 15,8% oséb w wieku 60+
(Wierucki 1 in., 2022). Wedlug danych NFZ w 2019 roku w Polsce zarejestrowano okoto 379
tys. 0s6b z AD, w tym 271 tys. kobiet i 109 tys. m¢zczyzn (NFZ o zdrowiu. Alzheimer. 2022).
Jak wynika z prognoz dla Polski, juz w 2050 r. liczba 0osob w wieku 65+ z demencja moze
wynosi¢ ponad 1,7 mln, z czego demencja typu alzheimerowskiego moze dotyczy¢ nawet
1,2 mIn osob (raport PEX 2022, Wierucki 1 in., 2022), czyli ponad trzykrotnie wigcej niz
w 2019 roku.

Otepienie, a zwlaszcza AD, naleza do najkosztowniejszych choréb wspodiczesnego
Swiata. Na koszty generowane przez to schorzenie sktadaja si¢ koszty bezposrednie (leczenie
1 opieka pielegniarska, codzienna opieka w domu), jak i te, ktére mozna okresli¢ jako posrednie
(utrata produktywnosci zawodowej oraz spotecznej pacjenta i opiekuna). W 2019 roku §wiato-
we koszty demencji oszacowano na 1,3 mld USD, a do 2030 koszty te wzrosng do 2,8 mld USD
(WHO Global status report, 2021).

AD zostata po raz pierwszy opisana na poczatku XX wieku i od tego czasu nieustannie
trwaja intensywne badania majace na celu poznanie przyczyn jej rozwoju i mechanizméw
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molekularnych prowadzacych do neurozwyrodnienia. Dzi$§ wiemy, ze AD jest chorobg wielo-
postaciowa o bardzo zlozonej etiologii i dlugiej, utajonej, fazie przedklinicznej. Wiadomo, ze
poza podtozem genetycznym wystepuje wiele modyfikowalnych czynnikéw ryzyka AD.
Obecnie intensywnie prowadzone sg badania nad korelacja AD z wystgpowaniem chorob
cywilizacyjnych zwigzanych z zaburzeniami metabolizmu i indukcja ogolnoustrojowego stanu
zapalnego, takich jak nadci$nienie t¢tnicze, insulinoopornos¢, cukrzyca typu 2 czy choroby
uktadu krazenia (Wieckowska-Gacek i in., 2021; Edwards i in., 2019). Wymienione czynniki
ryzyka mogg zajmowac¢ dominujacg role¢ w mechanizmach molekularnych odpowiedzialnych
za rozw0j AD, co dodatkowo komplikuje kwestie zwigzane z doborem skutecznych metod
leczenia. Do dzisiaj w terapii AD stosowane sg gtownie leki objawowe, ktore podane odpo-
wiednio wczesnie, maja szans¢ na zlagodzenie lub spowolnienie niektoérych klinicznych
objawow choroby (Alzheimer's disease facts and figures, 2023). Ze wzgledu na ztozono$¢
1 r6znorodnos$¢ procesow, ktore moga wyzwala¢ mechanizmy neurozwyrodnienia alzheimero-
wskiego, okreslenie szczegdtowej etiologii AD jest bardzo trudne, a bez okreslenia wptywu
czynnikow ryzyka oraz efektow ich wspotwystepowania trudno bedzie opracowaé skuteczne
metody leczenia i prewencji. Co wigcej, dzisiejsze dane wskazuja, ze przede wszystkim nalezy
polozy¢ ogromny nacisk na prewencj¢ i kwestie zwigzane z u§wiadamianiem spoteczenstwa na
temat wplywu stylu Zzycia na rozwdj choréb neurodegeneracyjnych w tym AD, w celu
zapobiegania jej rozwojowi w kolejnych pokoleniach. Tym bardziej, ze najnowsze doniesienia
naukowe wskazuja, ze czynniki ryzyka AD s3 odpowiedzialne za epigenetyczne modyfikacje,
ktore mogg by¢ dziedziczone (Sharma i in., 2020). Dodatkowo dzisiejsza wiedza pozwala
przypuszczaé, ze w przysztosci jedynym skutecznym narzedziem terapii AD bedzie medycyna
spersonalizowana, ktorej celem bedzie okreslenie etiologii choroby w danym przypadku
i ustalenie indywidualnych metod terapii do potrzeb danego pacjenta.

1.1. Charakterystyka i przebieg choroby Alzheimera (AD)

AD cechuje si¢ stopniowym zanikiem pamigci, funkcji poznawczych oraz zmianami
neurozwyrodnieniowymi w mozgu. Po raz pierwszy zostala opisana przez Aloisa Alzheimera,
niemieckiego lekarza psychiatre i neuropatologa w 1906 roku, natomiast pojecie ,,choroba
Alzheimera® zostalo uzyte po raz pierwszy w roku 1910 przez Kraepelina — jednego z czoto-
wych niemieckich psychiatrow (Wade, 2007; Armstrong, 2013). W Miedzynarodowej Statysty-
cznej Klasyfikacji Chorob i Probleméw Zdrowotnych (ang. ICD-10) AD jest oznaczona
symbolem G30 i uznana za chorobe¢ neurodegeneracyjng, ktora na poziomie molekularnym
1 anatomicznym powigzana jest ze starzeniem si¢ (Raskin 1 in. 2015).

Choroba trwa dilugo i poczatkowo przez wiele lat przyjmuje forme bezobjawowa
(stadium przedkliniczne). Zachodzace w stadium przedklinicznym zmiany w moézgu dopiero
po ok. 10-20 latach powoduja objawy kliniczne, takie jak zaburzenia pamigci oraz nasilajace
si¢ wraz z wiekiem otgpienie. Pierwsze objawy choroby to tagodne zaburzenie poznawcze
(ang. Mild Cognitive Impairment — MCI), ktore mozna okresli¢ jako stan 0 podwyzszonym
ryzyku wystgpienia otegpienia. Jednak u osob z MCI spadek zdolnosci poznawczych nie spelnia
kryteriow diagnostycznych demencji. Nastepnie AD postepuje od etapu tagodnego przez etap
umiarkowany, az dochodzi do cigzkiego otepienia, co znajduje odzwierciedlenie w rosngcym
stopniu niezdolnosci do wykonywania codziennych czynnosci (Rycina 1), (Aisen i in., 2017;
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Alzheimer's disease facts and figures, 2023). W stadium klinicznym AD wyro6znia si¢ trzy etapy
choroby, mi¢dzy ktorymi trudno jednak zdefiniowa¢ wyrazne granice:

v etap | — z otgpieniem o niewielkim nasileniu, charakteryzujacy si¢ m.in. zaburzeniem
procesOw poznawczych, pamieci, dekoncentracjg, zmiang osobowosci, zaburzeniami
emocjonalnymi, mogacymi manifestowac si¢ wystgpieniem depresji;

v etap Il — z poglebionymi zaburzeniami pamigci, trudnosciami z orientacjag w terenie,
zaburzeniami zachowania przejawiajacymi si¢ ztoscig i agresjg; moga pojawic si¢ takze
objawy psychotyczne, tj. urojenia, omamy wzrokowe czy stuchowe;

v etap Il — brak zdolnosci do samodzielnego zycia, chory nie rozpoznaje bliskich, nie
orientuje si¢ w czasie, traci zdolno$¢ wykonywania wszelkich czynno$ci; narastaja
trudno$ci z poruszaniem si¢, jedzeniem i przelykaniem. Zaburzenia te prowadzg z kolei
do niedozywienia i moga przyczyni¢ si¢ do powstania innych chordb, ktére jako
nastepstwo AD doprowadzaja do $mierci chorego.

W przebiegu klinicznego stadium AD dochodzi do istotnego zmniejszenia masy médzgu

1 poszerzenia komér mozgu, co jest spowodowane degeneracja i obumieraniem komorek
nerwowych, szczeg6lnie w obszarze formacji hipokampa i kory mézgu.

A

@ akumulacja amyloidu
_FOJ a dysfunkcja synaps
E‘; — hiperfosforylacja Tau

e} . .
.‘53) % uszkodzenie struktury mozgu
?‘3 '-COT zaburzenia poznawcze
25 objawy kliniczne
ez
g3
=
Q=
o X
2
o przebieg zycia i etapy AD

Etapy otepienia
I spowodowane AD |

Przedkliniczne stadium
AD (10-20 lat)

- ; ! objawy . objawy objawy
lekulame W codziennych W niektdrych W wielu W Wigkszosci
motet ciach codziennych codziennych codziennych
W mozgu czynnosciac czynnosciach czynnosciach czZynnosci

Rycina 1. Etapy choroby Alzheimera (AD) i nastepstwo zmian neuropatologicnzych w jej przebiegu.
Schemat opracowany na podstawie (Wieckowska-Gacek i in. 2021 oraz Alzheimer's disease facts and figures,
2023). Strzatki nie zachowuja proporcji pomigdzy czasem trwania poszczegolnych etapdw choroby.
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1.2. Progresja zmian patologicznych w mozgu w AD

Neurodegeneracja w AD rozpoczyna si¢ w obszarze skroniowym mozgu, w korze $rod-
wechowej oraz hipokampie, 1 postepuje do innych obszarow, kory nowej ptata skroniowego,
ciemieniowego, czotowego, a na koncu potylicznego, co klinicznie objawia si¢ utrata pamigci,
zaburzeniami poznawczymi, zmianami osobowosci i zachowania. Choroba rozpoczyna si¢
jednak okoto 10-20 lat wczes$niej niz wystagpienie objawdw i1 rozwija si¢ najpierw bezobjawowo
przez dtugi okres przedkliniczny (Rycina 1).

W mozgu w AD wystepuja dwie gldéwne neuropatologiczne zmiany: pozakomorkowe
blaszki starcze oraz splatki neurofibrylarne wystepujace wewnatrz neurondéw (ang.
Neurofibrillary tangles — NFT). Pojeciem ,blaszki starcze” okre$la si¢ pozakomorkowe,
peptydowe agregaty zbudowane z wiokien amyloidowych tworzacych rdzen, dystroficznych
neurytow oraz astrocytéw i mikrogleju. Wystepuja one najliczniej w korze nowej (szczeg6lnie
w rejonach kojarzeniowych) i w hipokampie. Podstawowym sktadnikiem depozytow w blaszce
starczej jest peptyd amyloid AB42 1 AB40 (Stewart i Radford 2017). Splatki neurofibrylane
(nazywane tez zwyrodnieniem wldkienkowym) sktadaja si¢ z helikalnie zwinietych
sparowanych wtokien (ang. Paired helical filaments — PHF), sktadajacych si¢ gtownie z nad-
miernie fosforylowanego biatka tau. Tau nalezy do rodziny biatek zwigzanych z mikrotubulami
i jego gtéwng funkcja jest utrzymanie prawidlowej struktury mikrotubul, ktoére shuzg jako
“autostrady” transportujace tadunek wzdhuz widkien neuronalnych i warunkujg sygnalizacje
wewnatrzneuronalng i miedzyneuronalng oraz przezycie neuronéw. Nadmierna fosforylacja
biatka tau i akumulacja NFTs powoduje dezintegracje cytoszkieletu neurondéw i prowadzi do
postepujacej dysfunkcji synaptycznej, utraty kolcow dendrytycznych i $§mierci neurondéw
(Barthélemy 1 in., 2020; Busche 1 Hyman, 2020). Co wigcej, ztogi AP moga znajdowac si¢
w centrum skupiska dystroficznych neurytow, ktore czgsto, ale nie zawsze, wykazuja
immunoreaktywno$¢ fosfo-tau; tworza one podgrupe blaszek starczych zwanych blaszkami
neurytowymi.

Rycina 2. Blaszki amyloidowe, neurytowe i splatki neurofibrylarne. A i Al. Liczne rozproszone blaszki
amyloidowe w korze nowej (przeciwciato 4G8). B i B1. Blaszki neurytowe zawierajace Ap i tau w korze nowej
(j. neuryty dystroficzne, barwnik Gallyas); pierScien w B, blaszka neurytowa; strzatka w B1, neuryt dystroficzny;
grot strzatki w B1, splatki neurofibrylarne. Skala: 200 pm (na podstawie pracy Jellinger, 2020).
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Patologia AD zwigzana jest z pojawianiem si¢ agregatow amyloidu-p (AB) i tau w roz-
nych obszarach w mézgu, oraz przyjecia przez nie nieco odmiennych drog rozprzestrze-niania
zmian patologicznych. Pojawianie si¢ ztogow AP nastepuje w wyraznie sekwencyjnej kolejno-
$ci w réznych obszarach mozgu, a proces ten zostal podzielony przez Thala na 5 etapow
(Rycina 3). W fazie 1. wystepuja ztogi A w korze nowej czotowej, ciemieniowej, Skroniowej
lub potylicznej. Nastgpnie, w fazie 2, oprocz ztogéw AP widocznych w fazie 1, AP pojawia si¢
w regionie kory srédwechowej, pola CA1 hipokampa, w korze wyspowej oraz pojedyncze ztogi
AP wystepuja w ciele migdalowatym, zakrgcie obreczy, okolicy przedpecherzykowej, czy
warstwie molekularnej powiezi zebatej. Nastepnie w fazie 3, miedzymozgowie 1 prazkowie
réwniez wykazuja obecno$¢ ztogow AP; kilka jader pnia mdzgu zostaje zajetych amyloidoza
w fazie 4, a faza 5 charakteryzuje si¢ wystepowaniem zlogéw AP w moédzdzku i pozostatych
obszarach mézgu (Thal i in., 2002). Natomiast patologia rozprzestrzeniania si¢ NFT w tkance
moézgowej chorych na AD zostala opisana przez Braaka za pomoca szeSciostopniowej skali
(Rycina 3). Stadia Braaka od | do VI oznaczaja progresje patologii zaleznej od biatka tau od
najmniejszej do najwickszej w obrgbie obwodu pamigciowego przysrodkowego ptata skronio-
wego. Etapy 1 1 II wykazuja ograniczone NFT w korze srodwechowej i1 obszarach $cisle z nig
zwigzanych. Takie stadium czegsto obserwowane jest jeszcze przy normatywnych profilach
poznawczych i klinicznych. Stadium IIl 1 IV wg Braaka wykazuje obecno$¢ NFT w hipokampie
i ciele migdatowatym, z progresja w kierunku kory asocjacyjnej i odnosi si¢ do fazy limbicznej,
w ktorej poczatkowo obserwuje si¢ ograniczone zaburzenia funkcji poznawczych. Etap Vi VI,
okreslany jako faza kory nowej- i charakteryzuje si¢ najwigksza liczbg i rozlegtoscia NFT
1 wigze si¢ ze znacznym uposledzeniem funkcji poznawczych i funkcjonalnych (Malek-Ahmadi
i in., 2020; Jellinger i in., 2014).

AR

NFT

Stadium Braaka l/ll Stadium Braaka Ill/IV

przebieg zycia i etapy AD

Etapy otepienia
spowodowane AD |

Przedkliniczne stadium AD
(10-20 lat)

tagodny .Umiarkow.any

Rycina 3. Kolejnoé¢ rozprzestrzeniania si¢ patologii amyloidu (Ap — czerwony kolor) i tau (NTF- niebieski kolor)
w roéznych obszarach mézgu u pacjentéw z choroba Alzheimera (AD) zestawione z przebiegiem stadidw choroby
(na podstawie Jellinger i in., 2014 oraz Alzheimer's disease facts and figures, 2023). Strzatki nie odzwierciedlaja
proporcji pomigdzy czasem trwania poszczego6lnych etapow choroby.
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1.3. Podstawowe hipotezy oraz genetyczne czynniki ryzyka AD

W zwigzku z wystepowaniem charakterystycznych znamion AD, w badaniach przez
lata eksploatowane byty dwie gtowne hipotezy dotyczace przyczyn AD: kaskada amyloidowa
1 propagacja tau. Toksyczne peptydy AP, gtownie AB42 1 AP40, powstaja z biatka prekurso-
rowego amyloidu (APP) w szlaku amyloidogennej proteolizy, inaczej nazywanym szlakiem
B-sekretazy. W szlaku amyloidogennym biatko APP rozszczepiane jest najpierw przez B-sekre-
tazg (BACEL), a powstaty fragment C99/CTF- stanowi substrat dla y-sekretazy, w ktérym
rdzen enzymatyczny stanowi presenilina 1 lub presenilina 2 (PS1, PS2). W wyniku tego osta-
tniego ciecia powstaje fragment AICD (ang. APP intracellular domain) oraz peptydy AP o dtu-
gosci 39-43 reszt aminokwasowych (Rycina 4). Tak wygenerowane monomery AP agreguja
w neurotoksyczne rozpuszczalne formy oligomeryczne, ktére moga dyfundowac przez btony
synaptyczne powodujac niewydolno$¢ synaptyczng, dysfunkcje neurondéw, neurozapalenie
i neurodegeneracje (Brito-Moreira i in, 2017; Walsh i Selkoe, 2020). Ponadto zaktada sie, ze
toksyczny AP wyzwala tworzenie NFT przez indukcj¢ nadmiernej fosforylacji biatka tau,
a synergia pomiedzy AP i tau silnie wptywa na patologi¢ AD (Busche i Hyman, 2020). Obok
szlaku amyloidogennego wystepuje takze szlak nieamyloidogenny, nazywany inaczej szlakiem
a-sekretazy, gdzie APP jest trawiony proteolitycznie kolejno przez a- i y-sekretaze (Rycina 4).
Szlak ten nie prowadzi do produkcji AB. Szacuje si¢, iz w warunkach fizjologicznych okoto
90% bialka APP kierowane jest na szlak nieamyloidogenny, a pozostate 10% na Sciezke amylo-
idogenng. Tymczasem w AD przewaza szlak amyloidogenny (Sasaguri iin., 2017). W moézgach
0s0b z AD wspotistniejg rozne formy peptydow AP, monomery, oligomery, fibryle i blaszki
amyloidowe. Wyniki eksperymentalne sugeruja, ze blaszki utrzymuja dynamiczng rownowage
z toksycznymi typami oligomeréw AP (Roda i in., 2022), natomiast wystgpowanie NFT lepiej
wigze si¢ z utratg neurondw 1 objawami klinicznymi choroby (Hanseeuw 1 in., 2019) i cho¢ AP
moze inicjowac kaskade zdarzen, to uposledzenie funkcji tau jest prawdopodobnie przyczyng
neurodegeneracji. Tau odgrywa role w roéznych procesach komorkowych 1 fizjologicznych:
stabilizowaniu mikrotubul, a tym samym i cytoszkieletu komérkowego, transporcie akso-
nalnym, mielinizacji, neurogenezie, pobudliwosci synaptycznej, metabolizmie glukozy, ho-
meostazie zelaza 1 ochronie DNA, odpowiedzialnych m.in. za funkcje motoryczne, procesy
uczenia si¢ 1 pamigci, za neurotransmisj¢ 1 przezywalno$¢ neuronow (Kent 1 in., 2020). Nalezy
wspomnie¢, ze o ile akumulacja AP jest charakterystyczna dla AD, patologia tau wystepuje
roOwniez w grupie chordb neurodegeneracyjnych zwanych tauopatiami, ktore sg odmienne od
AD.
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Rycina 4. SciezKi proteolizy biatka APP. W szlaku nieamyloidogennym (lewa strona schematu) biatko APP jest
trawione proteolitycznie kolejno przez a- i y-sekretaze bez produkcji AB. W szlaku amyloidogennym (prawa strona
schematu) APP jest w pierwszej kolejnosci trawione proteolitycznie przez B-sekretazg, a nastepnie przez
v-sekretaze, co powoduje uwolnienie peptydu AP (opracowanie wilasne na podstawie Sasaguri i in., 2017 oraz
Roda i in., 2022).

Poglad, Zze gldwna role w inicjacji patogenezy AD mozna przypisa¢ toksycznemu
peptydowi AP, wywodzi si¢ z badan nad rzadka, wczesnag, rodzinng postacig AD (ang. familial
Alzheimer's disease — FAD). FAD stanowi mniej niz 1% przypadkéw AD i jest zwigzana z mu-
tacjami w jednym z trzech genéw zaangazowanych w szlak amyloidogenny, tj. kodujacych
biatka APP, PS1 lub PS2. Niestety, hipoteza kaskady amyloidowej nie wyjasnia przyczyn
zmian neuropatologicznych w okresie diugiej fazy utajonej, przedobjawowej, charaktery-
stycznej dla formy AD o péznym poczatku (z ang. sporadic Alzheimer’s disease — SAD), wy-
stepujacej u okoto 99% przypadkow. SAD ma bardzo zlozong etiologig, ktora jest trudna do
precyzyjnego okreslenia (Avila i Perry, 2021). Wérdd gendéw zidentyfikowanych jako czynniki
ryzyka predysponujace do rozwoju SAD kluczowy jest allel €4 apolipoproteiny E (APOE),
jeden z trzech mozliwych alleli (€2, €3 lub €4) (Alzheimer's disease facts and figures, 2021).
APOE posredniczy w metabolizmie cholesterolu, a w AD wydaje si¢ by¢ zwigzana zarowno
z uposledzonym metabolizmem cholesterolu, jak i uposledzeniem odpowiedzi uktadu odpo-
rnosciowego (Yassine i Finch, 2020). Osoby z kombinacja alleli e4e3 wykazuja okoto trzy-
krotnie wigksza podatno$¢ na rozwoj AD w porownaniu z osobami z kombinacja €3€3,
natomiast osoby z kombinacja e4e4 wykazuja 8- do 12-krotnie wigksze ryzyko AD
(Alzheimer's disease facts and figures, 2021). Ponadto badania asocjacyjne o zasiggu genomo-
wym (z ang. genome-wide associacion studies, GWAS) oraz proteomika tkanki mozgu uja-
wnily wiele dodatkowych genow i biatek zwigzanych nie tylko z patologia amyloidu 1 tau, ale
takze z metabolizmem cholesterolu 1 lipidow, reakcjami immunologicznymi 1 transportem
endocytarnym (Karaca i in., 2017; Andrews i in., 2020; Johnson i in., 2020; Schwartzentruber
i in., 2021). Stwierdzono, ze prawdopodobienstwo rozwoju SAD koreluje z niektorymi
wariantami alleli gendw zaangazowanych w odpowiedz immunologiczna: TLR4 (ang. toll-like
receptor 4), CD14 (ang. cluster of differentiation 14), CD33 (z ang. cluster of differentiation
33), TREM2 (z ang. triggering receptor expressed on myeloid cells 2), CR1 (z ang. complement
receptor 1), oraz interleukiny-6 (IL-6) (Garbuz i in., 2021). Wyniki te wskazujg na ztozono$¢
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mechanizmow molekularnych zaangazowanych w rozwoj AD oraz na ztozony udzial czynni-
kéw genetycznych 1 niegenetycznych w jej patogenezie.

1.4. Hipoteza amyloidowa: AP jako glowny czynnik wyzwalajacy stan zapalny mozgu

Stan zapalny moézgu nazywany takze neurozapaleniem (ang. neuroinflammation)
definiuje si¢ jako reakcje zapalng w oSrodkowym uktadzie nerwowym (OUN), w ktorej posre-
dniczy produkcja cytokin razem z chemokinami i enzymami zapalnymi. OUN, jako struktura
oddzielona bariera krew-moézg (z ang. blood-brain barrier - BBB), jest wyposazony w rezy-
dujace komorki immunokompetentne, czyli mikroglej i astrocyty. Mikroglej to rodzaj komoérek
glejowych spokrewnionych z makrofagami, ktore stanowig gléwna pule komoérek odporno-
sciowych w moézgu i rdzeniu kregowym. Mikroglej odgrywa kluczowa role w utrzymaniu
homeostazy w tkance nerwowej OUN poprzez wykrywanie 1 eliminacj¢ zbednych produktéw
przemiany materii, ciat obcych i resztek komorkowych. Udowodniono jednak, Ze rola mikro-
gleju wykracza poza funkcje porzadkowe, poniewaz bierze udziat w rozwoju moézgu, neuro-
modulacji, plastycznos$ci synaptycznej oraz uczestniczy w procesach uczenia si¢ i przetwa-
rzania pamigci (Verkhratsky i in., 2022). Kolejng grupa komoérek OUN, ktore posiadaja
wiasciwos$ci immunologiczne, sg astrocyty. Podobnie jak mikroglej, astrocyty pelnig wiele
r6éznych funkcji. Sa niezbedne zaréwno dla rozwijajacego sig, jak i dorostego mozgu, a ich
najwazniejszg rola jest utrzymanie prawidtowej funkcji BBB, regulacja metabolizmu energety-
cznego neurondéw oraz przekaznictwa synaptycznego. Jednak, jak wspomniano powyzej,
zardwno mikroglej, jak 1 astrocyty sa komorkami immunokompetentnymi i odgrywaja kluczo-
wa rol¢ w procesach zwigzanych z regulacja neurozapalenia (Verkhratsky i in., 2022).

Podczas gdy niewielkie oznaki neurozapalenia mozna znalez¢ w normalnie starzejacym
si¢ mozgu, obszerne dane wskazuja, ze neurozapalenie odgrywa kluczowg role w rozwoju AD
(przeglad w Schwabe 1 in., 2020). Neurozapalenie w mdzgu objawia si¢ jako silna aktywacja
systemOow zapalnych obejmujacych cytokiny prozapalne, chemokiny i1 komorki glejowe,
zarowno mikroglej, jak i reaktywne astrocyty (Kaur i in., 2019; Streit i in., 2020). Jednak
przyczyny i rola neurozapalenia w patogenezie AD nie sa w petni wyjasnione, a nasze zrozu-
mienie tego zjawiska jest obecnie w intensywnej fazie rozwoju.

Hipoteza kaskady amyloidowej zaktada, Ze neurozapalenie rozwija si¢ w mozgu
w wyniku toksycznego odktadania si¢ AP, a w procesie tym posredniczy glownie komorki
mikrogleju. W warunkach fizjologicznych mikroglej utrzymuje homeostaze w OUN, petnigc
funkcje fagocytarne 1 produkujgc szereg cytokin, chemokin oraz reaktywnych form tlenu i azotu
(Butovsky i Weiner, 2018; Gray i in., 2020). Rola mikrogleju w AD wydaje si¢ dwufazowa.
Fagocytoza mikrogleju we wczesnej fazie AD jest uwazana za korzystng, bedac kluczowym
mechanizmem zapobiegania tworzenia si¢ blaszek AP oraz odpowiedzialnym za ich usuwanie
(Salter i Stevens, 2017; Richter i in., 2020). Mikroglej fagocytuje takze monomery i oligomery
nadmiernie fosforylowanego biatka tau, ktére wydobywaja si¢ z komorki do przestrzeni syna-
ptycznych (Ritzel i in., 2015; Spanié i in., 2019; Yuan i in., 2020). Sugerowano, ze w miare
postepu AD aktywnos¢ fagocytarna komorek mikrogleju staje si¢ niewystarczajaca i raczej
szkodliwa, w potaczeniu z ich aktywnoscig prozapalng, nie przeciwdziatajac, lecz promujac
patologie (Vogels 1 in., 2019; Streit 1 in., 2020). Po aktywacji komorki mikrogleju moga
réwniez rekrutowac astrocyty, ktére wzmacniaja odpowiedz zapalng na pozakomorkowe ztogi
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AP (Lian 1 in., 2016). Prowadzi to do lokalnej, odpowiedzi ostrej fazy z udziatem cytokin,
aktywacji kaskady dopetiacza i indukcji enzymow zapalnych, takich jak indukowalna syntaza
tlenku azotu (iNOS) i prostanoidogenna cyklooksygenaza-2 (COX-2), przyczyniajac si¢ do
dysfunkcji i $mierci neurondw (Cheniin., 2018; Jiiin., 2020). W miar¢ jak komorki mikrogleju
stajg si¢ mniej efektywne w oczyszczaniu z agregatow AP, zwigksza si¢ ich liczba, powodujac
aktywacje innych komorek mikrogleju poprzez sygnalizacje poprzez receptory typu toll (ang.
toll-like receptors — TLRs), receptory NOD-podobne (ang. nod-like receptors — NLRs), rece-
ptory zmiatajace (ang. steroid receptor RNA activator 1 and 2 — SRA1, 2) i klaster réznicowania
36 (ang. cluster differentation 36 — CD36), a dalej dochodzi do zwigkszenia wydzielania media-
torow prozapalnych (Allendorf i in., 2020; Yuan i in., 2020). W tym $wietle procesy odpowie-
dzialne za przetaczenie mikrogleju na polaryzacje prozapalng sa kluczowe dla progresji neuro-
degeneracji, ale wciaz pozostaja niejasne.

Co ciekawe, odpowiedz neurozapalna indukowana zaréwno przez AP, jak i tau
prowadzi do $mierci neurondéw, wycieku plazmatycznego i atrofii mézgu (Yoshiyama 1 in.,
2007; Alawieyah Syed Mortadza i in., 2018). Z jedne;j strony, mikroglej wydaje si¢ by¢ zaanga-
zowany we wczesng utrate synaps indukowang przez oligomeryczne formy AP (Hong i in.,
2016). Z drugiej strony, niektore badania sugeruja, ze mikroglej moze odgrywaé kluczowa rolg
W rozprzestrzenianiu si¢ tau, czynigc synapsy bardziej podatnymi na uposledzenie indukowane
przez modyfikacje biatka tau. Warto zauwazy¢, ze uklad odpornosciowy jest nie tylko
mediatorem pomie¢dzy AP czy tau a $miercig neuronow, ale oligomery AP moga aktywowac
uktad odpornos$ciowy, przed utworzeniem si¢ blaszki starczej wywotujac nadmierng fosfo-
rylacje tau, a nast¢pnie, tworzenie si¢ NFT. Oligomery A sa w stanie aktywowac¢ inflamasom,
ktory z kolei reguluje kinazy, takie jak m.in. kinaza syntazy glikogenu 3 (GSK-3) i fosfatazy,
jak np. fosfataza biatkowa 2A (PP2A), odpowiedzialne za regulacj¢ poziomu fosforylacji biatka
tau. Uposledzenie rownowagi pomigdzy aktywnosciag kinaz i fosfataz prowadzi do niepra-
widtowej fosforylacji biatka tau, a w konsekwencji do powstawania splotéw wewnatrzko-
morkowych w postaci PHF i zdegenerowanych neuronéw w postaci NFT (lIsing i in., 2019).
Dane te wskazuja na wyrazny zwigzek miedzy pojawieniem si¢ peptydow AP, aktywacja
uktadu odpornosciowego i patologig biatka tau.

1.5. Alternatywne hipotezy patogenezy AD

Brak sukcesu w poszukiwaniu skutecznej terapii opartej na nadrz¢dnej roli amyloidu
w rozwoju AD powoduje, Ze coraz wigcej badaczy upatruje celow terapeutycznych innych niz
AB. Hipoteza amyloidowa powstala na bazie defektow molekularnych, ktore okazaty si¢ by¢
glowna przyczyna powstawania FAD, podczas gdy SAD jest ztoZonym, a nie monogenicznym
zaburzeniem. Patogeneza SAD zaktada, ze pomimo iz AP oraz NFT odgrywaja kluczowa role¢
w przebiegu choroby, to jednak charakteryzuja one pozniejsze jej stadia, a ich rola patogenna
jest wtorna. Wedtug hipotezy zwanej ,,modelem podwodjnego szlaku” (ang. ,,dual pathway
model”), zobrazowanego na Rycinie 5, aktywacja szlaku amyloidogennego i propagacja pato-
logicznie fosforylowanego biatka tau sg wynikiem dziatania jednego, badz wielu nadrzednych
czynnikOw poprzez niezalezne, ale rownolegte mechanizmy (Small 1 Duft, 2008). Uwaza sig,
ze zalozenia ,,hipotezy podwdjnego szlaku™ sg szczegolnie istotne dla wyjasnienia przyczyn
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rozwoju SAD, ktore, jak wspomniano wczesniej, sg bardziej skomplikowane niz w przypadku
FAD.

Bazujac na ,hipotezie podwdjnego szlaku” oraz pogladzie ze AD jest procesem ztozo-
nym, przez ostatnie lata zaproponowano wiele potencjalnych proceséw patogenezy AD,
poprzedzajacych badz wystepujacych rownolegle z patologie AP i tau. W ten sposdb powstato
kilka alternatywnych hipotez omawiajacych pierwotng przyczyne¢ patologii choroby, w tym
hipoteza procesow zapalnych (Blach-Olszewska i in., 2015; Liu i in., 2019; Breijyeh i Karaman
2020), ktora jest przedmiotem badan niniejszej rozprawy i zostala szczegdétowo omoéwiona
w kolejnych podrozdziatach.

‘ Hipoteza podwdjnego szlaku ‘

Czynnik nadrzedny np.
stan zapalny

Y\

‘ Hipoteza amyloidowa

utrata synaps utrata synaps

utrata

neuronéw utrata

neuronow

| Neurodegeneracja ‘ | Neurodegeneracja ‘

Rycina 5. Hipoteza amyloidowa vs. hipoteza ,,podwéjnego szlaku” w patogenezie choroby Alzheimera.
Hipoteza kaskady amyloidowej (lewa strona schematu) zaktada tzw. model sekwencyjny, gdzie zwigkszony
poziom AP uruchamia kaskade zdarzen prowadzacych do neurodegeneracji. Wedhlug alternatywnej hipotezy
,podwojnego szlaku” (prawa strona schematu) zar6wno podwyzszony poziom A, jak i nadmierna fosforylacja
biatka tau sg wynikiem innych, proceséw, petnigcych pierwotng role w patogenezie AD, (zmodyfikowane, na
podstawie Small i Duff, 2008).

1.5.1. Hipoteza stanu zapalnego mozgu w AD w swietle modelu podwdjnego szlaku

Istnieja przekonujace dane o wzajemnych powigzaniach migdzy rozwojem stanu
zapalnego mozgu, inaczej zwanego neurozapaleniem (ang. neuroinflammation), a gromadze-
niem si¢ peptydow AB. Wykazano, ze oligomery 1 agregaty fibrylarne AB w mozgu sg w stanie
indukowa¢ neurozapalenie poprzez aktywacje mikrogleju i wydzielanie cytokin prozapalnych
i prostaglandyn (Carrero i in., 2012). Tak wigc akumulacja A moze promowac apoptozg neuro-
now nie tylko poprzez kaskady z udziatem biatka tau, ale rowniez poprzez inicjacj¢ przewle-
klego stanu zapalnego w tkankach mézgu. Wykazano, tez Zze za rozpoznawanie monomerow
1 oligomeréw AP odpowiedzialne sg receptory TLR2/4, ktore moga dziala¢ jako induktory
ekspresji cytokin prozapalnych (Go i in., 2016; Liu i in., 2020). Natomiast wiele prac ekspery-
mentalnych 1 epidemicznych sugeruje, ze reakcje zapalne sg nie tylko uwarunkowane akumu-
lacja AP, ale mogg stanowi¢ poczatkowy mechanizm takze w SAD. Wykazano, ze zapalenie
sprzyja proliferacji 1 aktywacji komorek mikrogleju, a nastepnie aktywacji astrocytow, co
wplywa pobudzajaco na wydzielanie zwigkszonej ilosci peptydow AB40 1 AP42 na drodze amy-
loidogennej proteolizy APP (Catorce i Gevorkian, 2016; Wieckowska-Gacek i in., 2021).
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Zapalenie przyspiesza rowniez oligomeryzacje AB w wyniku tworzenia i wydzielania komple-
ksoéw dzialajacych jako centra oligomeryzacji, na przyktad kompleksu inflamasomu, zawiera-
jacego biatko NLRP3 (kriopiryna) (Leng i Edison, 2020). Zwigkszone stezenie oligomerdéw A
moze odtad stuzy¢ jako dodatkowy induktor neurozapalenia. W efekcie zapalenie i akumulacja
AP tworza btedne koto, sprzyjajace progresji choroby. Jednoczes$nie ztogi fibrylarnych agre-
gatéw AP (takze u 0so6b zdrowych) mozna uznac nie za proces patologiczny, ale za jeden z me-
chanizmow usuwania peptydow AB. W FAD w przeciwienstwie do SAD, gtowng przyczyng
powstawania neurozapalenia nie sg przewlekte infekcje, ani uposledzenie regulacji aktywnosci
mikrogleju, lecz przecigzenie tkanek uktadu nerwowego oligomerami AP, ktorych nadpro-
dukcja jest spowodowana mutacjami w genach APP i/lub presenilin (PS1 i PS2).

Rosngca liczba dowoddéw na wystgpowanie reakcji zapalnych w moézgach pacjentow,
tkankach posmiertnych, a nawet w przedklinicznych modelach AD (Gomez-Nicola i in., 2015;
Lagarde i in., 2018) sugeruje, ze neurozapalenie odgrywa bardziej centralng rolg w patogenezie
choroby. Wykazano, ze AD moze rozwija¢ si¢ jako dlugotrwaty efekt urazu mozgu, w tym
operacji (Brett 1 in., 2022). W niektorych przypadkach w gr¢ wchodzi nie tylko pierwotne
neurozapalenie, ale takze przewlekty proces zapalny na obwodzie, utrzymujacy si¢ dtugotrwale
w organizmie w wyniku przetrwalych infekcji lub zaburzen metabolicznych. Gromadzone sa
dane o tym, ze przewlektym procesom zapalnym na obwodzie towarzyszy odpowiedZ mozgu
w postaci aktywacji komorek mikrogleju i astrocytow oraz wydzielania cytokin prozapalnych.
Z jednej strony mozg, oddzielony od uktadu krazenia barierg krew-mozg, jest narzadem
immuno-uprzywilejowanym. Z drugiej strony bariera krew-moézg (ang. blood-brain barrier —
BBB) jest przepuszczalna dla obwodowych monocytow i prostaglandyn. Poza tym w mézgu
istnieja obszary (np. podwzgorze, czy narzady okotokomorowe, tj. tylny plat przysadki
mozgowej, narzad naczyniowy blaszki krancowej, narzad podsklepieniowy, narzad pod-
spoidtowy, pole najdalsze, szyszynka czy sploty naczyniowe), gdzie BBB ma zwigkszong prze-
puszczalno$¢ (Duvernoy i Risold, 2007; Miyata, 2022).

Hipotez¢ neurozapalenia jako czynnika nadrzednego w patogenezie AD wspieraja dane
z szeregu badan retrospektywnych 1 klinicznych, ktore wskazuja, ze dtugotrwale stosowanie
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) zmniejsza ryzyko wystapienia AD 1 spowa-
Inia rozw0j objawow, (Moore 1 in., 2010; Benito-Leon i in., 2019). Wedlug niektérych danych
stosowanie NLPZ po pojawieniu si¢ objawoéw AD nie dawato pozytywnego efektu, ale u 0sob
bez objawoéw AD istotnie statystycznie zmniejszato ryzyko rozwoju objawdw przez kolejne
2-3 lata (Hoozemans 1 in., 2011). Pozytywny wplyw NLPZ wykazano rowniez w doswia-
dczeniach na modelach AD (gryzonie) (Daniels i in., 2016). Zapalenie w OUN moze indukowac
wiele efektéw przypisywanych wczesniej amyloidowi-f: aktywacje kaskady kinaz biatkowych,
ktore prowadza do nadmiernej fosforylacji biatka tau, zwigkszenie aktywnosci receptorow
N-metylo-D-asparaginowych (NMDA), czy stres oksydacyjny (Wenk, 2006).

W $wietle przytoczonych informacji mozna stwierdzi¢, ze peptyd AP jest koniecznym,
ale nie nadrzednym uczestnikiem procesu, ktory ostatecznie prowadzi do rozwoju AD.
Powstawanie i odktadanie peptydéw AP jest procesem, ktory zachodzi rowniez w zdrowym
moézgu 1 nie musi skutkowac¢ uposledzeniem funkcji poznawczych, a akumulacja AP jest
obserwowana w wielu przypadkach u os6b klinicznie zdrowych i nie moze by¢ uwazana za
jedyna przyczyne choroby (Bassendine i in., 2020). Co wiecej, wedlug najnowszych danych to
wlasnie neurozapalenie o roznej etiologii moze by¢ bodzcem prowadzacym do akumulacji A
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1 rozwoju SAD, a identyfikacja zrodet neurozapalenia jako waznego czynnika w patogenezie
AD otwiera nowe kierunki w poszukiwaniu metod terapii i/lub prewencji tej choroby.

1.6. Modyfikowalne czynniki ryzyka AD

Znana jest juz calkiem dluga lista czynnikow ryzyka, ktére w réznym stopniu
predestynuja do rozwoju AD (Rycina 6). Oprocz czynnikow genetycznych, coraz wigcej dowo-
dow wskazuje, ze modyfikowalne czynniki srodowiskowe czgsto zwigzane ze stylem zycia,
takie jak niezréwnowazona dieta, cukrzyca, otylo$¢, nadcisnienie, przebyte infekcje, brak
aktywnosci fizycznej, czy zaburzenia snu i cyklu dobowego odgrywajg istotng rolg w rozwoju
AD (Alzheimer's disease facts and figures, 2023). Czynniki modyfikowalne stanowig prawie
40% sposrod wszystkich dzisiaj znanych czynnikéw ryzyka AD (Armstrong, 2019; Livingston
1 1in., 2020) 1 moga silnie wptywa¢ na przebieg fazy przedklinicznej u oséb bezobjawowych
(Rycina 6).W swietle braku skutecznych metod leczenia AD, dziatania prewencyjne wydaja
si¢ obecnie najlepsza droga do ograniczenia zachorowan na AD. Co wigcej ostatnie dane
pokazuja tez, ze w ciggu najblizszych 25 lat bedzie mozna zapobiec jednej trzeciej przypadkoéw
demencji poprzez eliminacj¢ czynnikow ryzyka (Montero-Odasso i in., 2020). Poniewaz lepiej
zapobiegac niz leczy¢, a takze biorac pod uwage, ze wieku, podtoza genetycznego i rodzinnej
historii choroby nie mozna zmienié¢, w 2019 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO)
zaproponowata dziatania prewencyjne poprzez zmiany w obrebie modyfikowalnych
czynnikow ryzyka, ze szczegdlnym zwroceniem uwagi na czynniki zwigzane ze stylem zycia,
w tym glownie sposobu odzywiania oraz dodatkowo inne dzialania majace na celu
zapobieganie powstawania stané6w zapalnych w organizmie. Natomiast biorgc pod uwage
ztozono$¢ 1 dynamike procesow w rozwoju AD, zaprojektowanie skutecznej strategii prewen-
cyjnej wymaga lepszego, holistycznego, zrozumienia wzajemnych powigzan pomiedzy narzg-
dami, komorkami 1 Sciezkami sygnalizacyjnymi laczacymi modyfikowalne czynniki ryzyka
z rozwojem patologii AD.

przebieg zycia i etapy AD

tagodne Etapy otepienia
Przedkliniczne stadium zaburzenie I spowodowane AD |

AD (10-20 lat) poznawcze
(mcl) tagodny _Umiarkowany
Miodosé (<45 rz): Wiek Sredni (45-65 rz): Wiek senioralny (>65 rz):

- Czynniki genetyczne; - Niezdrowa dieta; - Cukrzyca;
- Rasa; - Naduzywanie alkoholu; - Brak aktywnosci fizycznej;
- Pteg; - Cukrzyca; - Depresja;
- Staba edukacia; - Otylos¢; - Izolacja spoteczna;

- Nadcisnienie; - Brak aktywnosci umystowej;

- Brak aktywnosci fizycznej; - Palenie papierosow;

Modyfikowalne czynniki ryzyka AD (40%)
Niemodyfikowalne czynniki ryzyka AD (60%)

Rycina 6. Modyfikowalne i niemodyfikowalne czynniki ryzyka choroby Alzheimera w przebiegu zycia oraz
ich korelacja z etapami AD. Niemodyfikowalne czynniki ryzyka stanowig ok 60%, a modyfikowalne 40%
wszystkich obecnie znanych czynnikow ryzyka AD. (Na podstawie: Wigckowska-Gacek i in., 2021,
Livingston i in., 2020).
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1.7. Dieta zachodnia i metaboliczny stan zapalny jako potencjalny czynnik ryzyka AD

1.7.1. Charakterystyka diety zachodniej (WD)

Dieta zachodnia (ang. Western diet, WD) to szerokie pojecie okreslajace wspotczesny
wzorzec zywienia typowy dla spoteczenstw zachodnich, ktory wywodzi si¢ z USA, ale obecnie
jest coraz powszechniejszy takze w Europie i Azji. WD powstata jako skutek szybkiego postepu
cywilizacyjnego 1 znana jest jako jeden z najwigkszych czynnikow ryzyka dla zdrowia
1 znaczgco przyczynia si¢ do rozwoju zespotu metabolicznego.

WD oparta jest przede wszystkim na wysoko przetworzonej zywnos$ci gotowej do spozycia,
wyprodukowanej z substancji rafinowanych, bogatej w gltownie cukry proste (fruktoza,
glukoza) na niekorzy$¢ weglowodanow ztozonych, a takze w sol, nasycone kwasy ttuszczowe
(ang. saturated fatty acids — SFA), kwasy trans, oraz cholesterol. WD charakteryzuje si¢ takze
duzg zawarto$cig thustego czerwonego migsa i cigzkostrawnego biatka kazeiny. Taki schemat
zywienia jest rowniez ubogi w ziarna zb6z, btonnik pokarmowy oraz zawarto$¢ jedno-
1 wielonienasyconych kwasow tluszczowych, w tym przeciwzapalnych kwaséw omega-3, -6
i -9. Ponadto WD charakteryzuje si¢ rOwniez zmniejszong zawarto$cig mikrosktadnikow
(witamin i1 mikroelementdw) dostarczanych z positkiem, co sprzyja rozwojowi niedoborow
witamin i mikroelementéw, oraz niedozywieniu organizmu, mimo nadmiernej podazy kalorii
w diecie (Cordain., 2005; Wigckowska-Gacek i in., 2021).

Termin “dieta zachodnia” odnosi si¢ do dosy¢ szerokiego spektrum proporcji cukréw,
thuszczy 1 biatka w diecie. W przyktadowej diecie zachodniej ponad potowa dostarczanej
energii pochodzi z weglowodanow (52%), z thuszczy okoto 33% oraz z biatka okoto 15%,
co nie odbiega od proporcji poszczego6lnych sktadnikow w zdrowej zbilansowanej diecie, nato-
miast za jej niezdrowe dziatanie odpowiada zmiana sktadu i proporcji w poszczegdlnych
grupach makroelementow.

WD jest czynnikiem sprzyjajacym rozwojowi roznych chorob, gdzie elementem odpowie-
dzialnym za wzrost ryzyka zachorowania w wyniku stosowania WD jest rodzaj dostarczanych
substancji w poszczegolnych grupach makrosktadnikéw, oraz niedobory mikro-sktadnikow.
Ponadto WD w istotny sposob wptywa na funkcjonowanie jelit i komensalnej mikrobioty jelito-
wej, przez co posrednio prowadzi do zmniejszenia wchtaniania sktadnikow odzywczych 1 wita-
min dostarczanych z pozywieniem (Christ 1 in., 2019; Lustig, 2020).

Wiele dowodow wskazuje na to, Ze sposob odzywiania moze istotnie wplywac¢ na mozg,
gdyz wiele sktadnikow dostarczanych z dieta ma kluczowe znaczenie w utrzymaniu jego prawi-
dtowej kondycji (Szczechowiak i in., 2019). Tak jak dieta sroédziemnomorska jest uwazana za
jeden z najzdrowszych sposobow odzywiania zaré6wno pod katem zapobiegania rozwojowi
wielu choréb cywilizacyjnych (cukrzyca, nadci$nienie, choroby uktadu krazenia) (Martin-
Peldez 1 in., 2020; Martin-Pelaez i in., 2022) jak i utrzymania prawidlowej kondycji mézgu
(Mazzaiin., 2021), tak tez coraz wiecej przestanek sugeruje, ze “niezdrowa dieta” taka jak WD
jest zwigzana z wystgpowaniem zaburzen metabolicznych przez co moze wplywaé na stan
zapalny w OUN, co skutkuje uposledzeniem pamigci i procesow poznawczych (Wieckowska-
Gacek i in., 2021).
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1.7.2. Zespol metaboliczny i metaboliczny stan zapalny w rozwoju AD

Liczne badania wykazaty, ze WD ma destrukcyjny wplyw na ogdlny stan zdrowia. WD
indukuje takie zaburzenia jak hipercholesterolemia, otytos¢, niealkoholowa sttuszczeniowa
choroba watroby (ang. non-alcoholic fatty liver disease — NAFLD), cukrzyce typu 2 i wysokie
ci$nienie krwi, facznie tworzac tzw. zespot metaboliczny (ang. metabolic syndrome — MetS)
(Wieckowska-Gacek 1 in., 2021, Mietelska-Porowska i in., 2022). Warunki te wywotuja
1 wzmacniajg ogdlnoustrojowy stan zapalny o niskim stopniu nasilenia, charakteryzujacy si¢
zwigkszong aktywno$cig obwodowych cytokin prozapalnych (Ali i in., 2020; Dabke i in.,
2019). MetS bezsprzecznie stanowi czynnik ryzyka dla chordb sercowo-naczyniowych
i znaczgco podnosi ryzyko udar6w moézgu oraz neurodegeneracji (Rojas-Gutierrez i in., 2017;
Liiin., 2019; Ko i Chye, 2020), co u pacjentow z MetS prowadzi do zwigkszonego ryzyka
rozwoju AD (Baker i in., 2011; Ko i Chye, 2020). Wydaje si¢, ze MetS powstaly w wyniku
dzialania niezdrowej diety nasila neurodegeneracje gldwnie poprzez uposledzenie bariery
krew-moézg (BBB), co skutkuje zwigkszong akumulacja Ap w mozgu i wyzwalaniem neuro-
zapalenia (Wieckowska-Gacek i in., 2021). Ponadto WD wptywa na réznorodno$¢ i funkcjo-
nalno$¢ mikrobioty jelitowej, a indukowana dietg dysbioza jelitowa istotnie wptywa na procesy
zwigzane z MetS i rozwojem ogdlnoustrojowego stanu zapalnego o niskim nasileniu (Mazidi
i in., 2016; Chen i Devaraj, 2018; Dabke i in., 2019), co sprzyja z kolei rozwojowi neuro-
degeneracji (Calvo-Ochoaiin., 2014; Liuiin., 2014) i progresji AD (Pugazhenthi, 2017; Hosny
i in., 2018).

Hipercholestrolemia

Jedna z gléwnych konsekwencji WD jest zaburzenie gospodarki lipidowej i rozwoj
hipercholesterolemii (HChol), definiowanej jako podwyzszony poziom trojglicerydow i frakcji
cholesterolu lipoprotein matej gestosci (ang. low-density lipoprotein — LDL) ("ztego chole-
sterolu") oraz niski poziom frakcji lipoprotein duzej gestosci (ang. high-density lipoprotein —
HDL) ("dobrego cholesterolu™) w osoczu krwi (Jiang i in., 2021). HChol zaburza funkcjo-
nowanie moézgu 1 zwigksza ryzyko wystapienia AD 1 innych choréb neurodegeneracyjnych
(Xue-Shan i in., 2016; Kivipelto i in., 2018). Podczas gdy utrzymujacy si¢ wysoki poziom
cholesterolu w osoczu krwi jest szkodliwy dla funkcji mézgu, wysoki poziom cholesterolu
w mozgu jest jednym z kluczowych elementéw dla utrzymania homeostazy 1 funkcji neuronow.
Okoto 25% catkowitego cholesterolu w organizmie znajduje si¢ w mozgu, przy czym okolo
80% cholesterolu w mozgu gromadzi si¢ w ostonkach mielinowych oligodendrocytow,
niektorych astrocytéw 1 aksonéw neurondw, a pozostate 20% jest zlokalizowane w tratwach
lipidowych blony (Hussain i in., 2019). W warunkach fizjologicznych te mikro-struktury sa
zwigzane z sygnalizacja komorkowa 1 komunikacja w prawidtowo funkcjonujagcych komor-
kach nerwowych, ale w warunkach patologicznych biorg udzial w procesie amyloido-genezy
poprzez promowanie interakcji biatka APP z B-sekretazg w mézgu AD (Colin 1 in., 2016; Diaz
i in., 2018; Grassi i in., 2020).

Biorac pod uwage wazne funkcje cholesterolu w mdzgu, jego poziom musi by¢ $cisle
kontrolowany. Kluczowa role¢ w tym procesie odgrywa bariera krew-mézg (BBB), ktéra
w warunkach fizjologicznych oddziela mézg od puli cholesterolu we krwi blokujac cholesterol
w osoczu przed dostepem do mdzgu (Zhang i Liu, 2015). Wiadomo jednak, ze w AD wysokie
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poziomy LDL wywotujg zmiany naczyniowe podobne do wczesnych zmian zapalnych oraz
miazdzycy, i zostaly powigzane z zaburzeniem przepuszczalnosci BBB (Schreurs i in., 2013;
Chakraborty i in., 2017). W rzeczywistosci, HChol i AD dzielg zapalenie jako wspolng cechg
patofizjologiczng. Eksperymenty z wykorzystaniem zwierzat doswiadczalnych wskazuja, ze
HChol jest jednym z wazniejszych czynnikow, ktore nasilaja odpowiedz neurozapalna, uposle-
dzaja funkcje poznawcze 1 sg zwigzane ze zwickszonym poziomem fosforylacji biatka tau
(p-tau) i generowaniem toksycznych peptydow AP (Park i in., 2013; Heverin i in., 2015;
Rutkowsky i in., 2018).

Otylos¢

Kolejng powazng konsekwencja spozycia WD jest otylo§¢. Tkanka tluszczowa,
zar6wno trzewna jak i podskdrna, w warunkach fizjologicznych wydziela hormony, cytokiny
1 metabolity, ktore kontroluja homeostaze i systemowy bilans energetyczny. W odpowiedzi na
WD, tkanka tluszczowa ulega dynamicznej przebudowie, w tym ilosciowym i jako$ciowym
zmianom w komorkach rezydujacych. Otytos¢ indukowana WD zmienia metaboliczng i endo-
krynna funkcje tkanki thuszczowej i prowadzi do zwigkszonego uwalniania wolnych kwasow
tluszczowych (z ang. free fatty acids — FFA) i adipocytokin (Reichardt i in., 2017; Zhou i in.,
2020). Proces ten wigze si¢ z utrzymujacym si¢, przewleklym zapaleniem o niskim stopniu
nasilenia zar6wno w tkance thuszczowej, jak i1 w organach wewnetrznych uczestniczacych
w metabolizmie, a proces ten jest zwany zapaleniem metabolicznym lub ogdélnoustrojowym.

Makrofagi (ang. adipose tissue macrophages — ATM) sa jednym z najwazniejszych
typow komorek odpornosciowych rezydujacych w tkance thuszczowej. ATM petnig kluczowe
funkcje w procesach zwigzanych z rozwinigciem zapalenia metabolicznego. Populacja ATM
zwigksza si¢ z 10-15% do 45-60% wraz z progresja otytosci (Zatterale i in., 2020). Makrofagi
pod wpltywem nasyconych kwasow ttuszczowych pochodzacych z diety lub produkowanych
de novo przez komorki tluszczowe ulegaja przetaczeniu z przeciwzapalnych makrofagow M2
do prozapalnych makrofagéw M1, co skutkuje zwigkszonym wydzielaniem cytokin pro-
zapalnych, bedacym charakterystycznym elementem zapalenia metabolicznego (Guillemot-
Legrisiin., 2016).

Szerokie dane dotyczace badan u ludzi wykazuja wyrazny zwigzek migdzy otytoscia
wywotang przez WD a wystapieniem tagodnego zaburzenia poznawczego — MCI i AD (Besser
i1in., 2014; Chong i in., 2019; Baranowski i in., 2020). Otylo$¢ sze$ciokrotnie zwieksza szans¢
na pogorszenie funkcji poznawczych i rozwoj AD w wieku dorostym (Kivipelto i in., 2005;
2018). Obszerne metaanalizy dotyczace ludzi 1 badania dlugoterminowe potwierdzaja, ze
otylo§¢ w potowie zycia znaczaco zwigksza ryzyko demencji i AD w przeciwienstwie do
otyto$ci w pdznym okresie zycia (Li i in., 2019; Rasmussen Eid i in., 2019; Sun i in., 2020).
Szczegolnie niepokojacy jest fakt, ze dramatycznie wzrasta nie tylko liczba przypadkow
otyto$ci u osob starszych, ale takze u dorostych i u dzieci (Development Initiatives, 2018).
Co wigcej, typ rozwinietej otylosci (otylos¢ metabolicznie zdrowa lub niezdrowa) wydaje si¢
by¢ istotnym elementem ryzyka wystapienia AD (Ma i in., 2019).

Metody obrazowe ujawniaja, Ze osoby otyte maja zmniejszong objetos¢ kory
i hipokampa i zwigkszone tempo atrofii mézgu, a w testach neuropsychologicznych zmniejszo-
ng wydajnos$¢ w réznych zadaniach pamigciowych i deficyty w funkcjonowaniu wykonawczym
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(Isaac i in., 2011; Shefer i in., 2013; Coppin i in., 2014; Dye i in., 2017). Interwencja prowa-
dzaca do utraty wagi wykazata pozytywny wplyw na poprawe funkcji poznawczych u oséb
otytych doswiadczajacych niskiego poziomu uwagi i funkcjonowania wykonawczego u ludzi
(Espeland i in., 2014 1 2018). U myszy karmionych dieta wysokotluszczowa (HFD) wykazano
przyrost masy ciata zwigzany ze zwigkszonym poziomem AP w hipokampie, zmniejszong
neurogeneza hipokampa 1 deficytami w zadaniach poznawczych (Graham 1 in., 2016; Niu i in.,
2016; Haleem i Mahmood, 2021; Nissankara Rao i in., 2021). Te wyniki u ludzi i gryzoni
podkreslaja udziat otytosci w deficytach poznawczych i cechach patologicznych AD.

Niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby

Niezdrowa dieta, w tym WD przyczynia si¢ do zaburzenia pracy watroby i rozwinigcia
niealkoholowej sttuszczeniowej choroby watroby. Watroba w zdrowym organizmie odpowiada
za: metabolizm lipidow, immunomodulacje¢, detoksykacj¢ oraz aktywno$¢ endokrynologiczng
(Cheng i in., 2020). Ze wzgledu na swoja funkcj¢ detoksykacyjng, watroba jest narzadem, ktory
degraduje wadliwe i1 niebezpieczne produkty, w tym krazace peptydy AP. Istotna rola watroby
w usuwaniu (ang. klirens) AB wynika z wysokiego powinowactwa A do krazacej lipoproteiny
o duzej gestosci (HDL), z ktora AP jest dostarczany z obwodu do watroby (Robert i in., 2017).
70-90% zawarto$ci AP w osoczu jest transportowane do watroby za posrednictwem rozpu-
szczalnej formy osoczowej biatka zwigzanego z receptorem lipoprotein o niskiej gestosci 1
(sLRP1). Wysoka ekspresje LRP1 potwierdzono réwniez w hepatocytach, gdzie AP jest
usuwany z udziatem zotci. W klirensie zétciowym A posredniczy nie tylko LRP1, ale rowniez
pompa wyptywu leku - glikoproteina P (P-gp). Co ciekawe, LRP1 w watrobie jest bardzo poda-
tna na zmiany w odpowiedzi na procesy patologiczne, w tym reakcje zapalne, i jej poziom moze
by¢ szybko i tatwo obnizony, co prowadzi do uposledzenia efektywnosci watroby w usuwaniu
AP, a w konsekwencji do akumulacji AP, zarowno w naczyniach, jak 1 w mozgu (Tamaki 1 in.,
2006; Sagare i in., 2007; Mohamed i Kaddoumi, 2013).

Niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby charakteryzuje si¢ nagromadzeniem
thuszczu w watrobie 1 naptywem komorek odpornosciowych do migzszu watroby, gdzie
wydzielaja one cytokiny prozapalne powodujace uszkodzenie hepatocytow i pdzniejszg pato-
logie watroby (Friedman i in., 2018; Luo i Lin, 2021). NAFLD jest dynamicznym procesem,
ktory obejmuje patologiczne uposledzenie od sttuszczenia do niealkoholowego stluszcze-
niowego zapalenia watroby (ang. non-alcoholic steatohepatitis - NASH) i prowadzi do r6znego
stopnia zwldknienia watroby, marskosci 1 raka watrobowokomoérkowego. Liczne badania na
zwierzetach 1 ludziach wskazuja, ze dieta bogata w cholesterol, SFA, cukier, ale uboga w wielo-
nienasycone kwasy ttuszczowe, btonnik i antyoksydanty ma szkodliwy wplyw na watrobe
(Barbosa-da-Silva i in., 2014; Yang i in, 2020c) i skutkuje wyraznym odktadaniem si¢ kropli
lipidowych w hepatocytach, naciekiem makrofagéw oraz silnym uwalnianiem cytokin pro-
zapalnych (Kim i in., 2016; Pilling i in., 2021). W szczegdlnosci dieta bogatsza we fruktoze niz
w sacharoze¢ prowadzi do zwigkszenia ilo$ci thuszczu w watrobie, zwioknienia watroby 1 rozwi-
nigcia stanu zapalnego u ludzi (Nier i in., 2018).

Z kolei wzrost poziomu SFA podczas spozycia WD zaburza zard6wno homeostaze
cholesterolu w surowicy jak 1 wywotuje zmiany w watrobowych poziomach cholesterolu, troj-
glicerydow, aminotransferazy asparaginianowej, aminotransferazy alaninowej i bioaktywnych
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lipidéw (Nam 1 in., 2015; Chen 1 in., 2020). W polaczeniu wszystkie te zaburzenia prowadza
do rozwoju NAFLD i indukcji systemowego stanu zapalnego. Biorac pod uwage, ze jedna
z gtownych funkcji watroby jest usuwanie krazacego w krwioobiegu amyloidu 3, uszkodzenia
watroby pod wptywem diety skutkujace rozwinigciem NAFLD i NASH moze okaza¢ sig¢ isto-
tnym elementem w patogenezie AD.

1.7.3. Wplyw WD na uposledzenie pamigci i markery AD w mozgu

Poznanie, pamiec, uczenie sie i plastycznos¢ synaptyczna

Dostepna literatura przedstawia szereg dowodow wskazujacych, ze sposoéb odzywiania
istotnie wptywa na mozg, a “zta dieta” moze wywotywac lub intensyfikowac patologiczne cechy
AD w moézgu, upo$ledza¢ poznanie, uczenie si¢ 1 pami¢é, zarOwno u gryzoni
(Kanoski i Davidson, 2011; Ke i in., 2020; Leigh i Morris, 2020), jak i u ludzi
(Francis i Stevenson, 2013 i 2017; Attuquayefio i in., 2017; Stevenson i in., 2020). Obszerny
przeglad badan na zwierzgtach przedstawia szeroki zakres uposledzenia w zaleznych od hipo-
kampa behawioralnych testach uczenia si¢ 1 pamigci, gdy gryzonie byly krétko 1 dlugoterminowo
karmione dieta odzwierciedlajaca cechy diety zachodniej (o wysokiej zawartosci SFA i sacha-
rozy/cukru) (McLean i in., 2018; Abbott i in., 2019; Alghamdi, 2021; Rebai i in., 2021), co jest
zgodne z danymi badan przeprowadzonych u ludzi karmionych dieta o wysokiej zawarto§ci SFA
(Attuquayefio i in., 2017). Myszy karmione WD konsekwentnie wykazywaly znaczne obnizenie
dhugoterminowego wzmocnienia synaptycznego (ang. long-term potentiation — LTP), wskazujac
na nizsza plastyczno$¢ synaptyczng (Jena i in., 2018). Stwierdzono réwniez, ze sposob
odzywiania moze wptywaé na poziom biatek mézgowych zaangazowanych w plastyczno$¢ syna-
ptyczna, takich jak acetylocholina, dopamina, gefiryna, serotonina, synaptofizyna, biatko
gestosci postsynaptycznej 95 (PSD-95) i czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego
(BDNF) (Jena i in, 2018; Lizarbe et al., 2019; Nissankara Rao et al., 2021; Rebai et al., 2021).
Ponadto, spozycie WD wigze si¢ ze zmniejszeniem objetosci lewego hipokampa w badaniu
przeprowadzonym u me¢zczyzn w przedziale wiekowym 60-64 lata (Jacka i in., 2015). Co
ciekawe, w badaniach na gryzoniach odnotowano takie zjawiska, jak gorsze uczenie sie,
tendencje do otylosci oraz zmiany w funkcjonowaniu metabolicznym, behawioralnym i endo-
krynologicznym u osobnikéw, ktorych matki karmiono WD w czasie cigzy i laktacji (Ke i in.,
2020; Wijenayake i in., 2020), co wskazuje, ze konsekwencje ztych nawykow zywieniowych
moga by¢ przekazywane z matek na potomstwo poprzez mechanizmy epigenetyczne.

Poziomy AB i p-tau w mozgu

Wyniki badan przeprowadzonych na gryzoniach, w modelach AD, pokazuja wptyw
Sposobu odzywiania na gtowne cechy neuropatologiczne AD w mozgu, czyli amyloidogenne
gromadzenie toksycznych peptydow A i fosforylacj¢ biatka tau. Co wigcej, dane te pokazuja,
ze efekty molekularne sg silnie zalezne od sktadu diety, czasu startu i trwania karmienia
(szczegotowo zreferowane w pracy Wieckowska-Gacek 1 in., 2021). Na przyktad cztero-
miesi¢czny czas stosowania diety wysokottuszczowej (HFD) wywotat 2-krotne podwyzszenie
zawartosci peptydéw AP40 i AB42 w hipokampie (Ho 1 in., 2004), 9 miesiecy diety HFD
wzbogaconej w SFA doprowadzito do zwigkszonego poziomu tau, nasilonej fosforylacji biatka
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tau (p-tauThri8!, p-tauSer?®?, p-tauSer3®®/4%) oraz zwiekszonego stezenia AP40 i Ap42 (Julien
iin., 2010; Vandal i in., 2014), a 18 miesi¢cy diety bogatej w cholesterol skutkowato zwigkszo-
nym poziomem PHF-tau i AP (Hohsfield i in., 2014) w m6zgach mysich modeli AD. Dane te
pokazuja, ze zmiany zawartosci poszczeg6élnych sktadnikow w diecie mogag prowadzi¢ do przy-
spieszenia pojawienia si¢ i/lub wzmocnienia nagromadzenia amyloidu w mézgu i patologii
p-tau w modelach zwierzecych AD. Obserwacja ta wyraznie wskazuje, ze schemat zywienia
moze by¢ czynnikiem wpltywajacym na rozwoj i przebieg AD, jak wykazano w zwierzgcych
modelach AD. Wniosek ten jest zgodny z wynikami, ktore pokazuja, ze WD ma zdolnos¢
uposledzania pamigci, uczenia si¢ i funkcji poznawczych zaréwno u gryzoni typu dzikiego, jak
iu ludzi. W $wietle przytoczonych danych wazne jest przeprowadzenie szczegélowych badan
umozliwiajacych identyfikacj¢ proceséw laczacych zaburzenia sktadu WD z powstajacym
zapaleniem metabolicznym, a nastgpnie przeanalizowanie zaleznos$ci tych zmian z indukcja
patologii AD, w tym m.in. wplyw na procesy zapalne w mdzgu i neurodegeneracj¢. Potaczenie
tych elementow moze umozliwi¢ lepsze zrozumienie patologii choroby i moze przy-czynié si¢
do powstania nowych sposobow wsparcia leczenia lub zapobiegania demencji w tym AD.

1.8. Ogolnoustrojowy stan zapalny powstaly w wyniku infekcji jako czynnik rozwoju AD

Hipoteza, ze czynniki zakazne mogg powodowac¢ AD powstata ponad sto lat temu i zo-
stala zaproponowana przez czeskiego lekarza Oskara Fischera, rowiesnika Aloisa Alzheimera.
Od tamtej pory na podstawie licznych badan naukowych i klinicznych udowo-dniono, ze stan
zapalny mozgu jest wazng cechg w patogenezie i progresji choréb neuro-degeneracyjnych,
takich jak AD (Nava Catorce i Gevorkian, 2016). Ostatnimi laty wykazano, ze infekcje
obwodowe, ktorym towarzyszy stan zapalny, stanowig jeden z uznanych czynnikow ryzyka
rozwoju AD (Holmes, 2013; Xie i in., 2022). W przebiegu wielu infekcji w wyniku odpowiedzi
uktadu odpornosciowego dochodzi do powstania ogdlnoustrojowego stanu zapa-Inego
przejawiajacego si¢ zarowno zwigkszonym poziomem takich biatek jak CRP (biatko ostrej
fazy) czy cytoki i chemokin prozapalnych, a takze do zwigkszenia poziomu endotoksyny —
lipopolisacharydu (LPS), ktora jest produkowana przez szereg bakterii patogennych.

LPS jest glownym sktadnikiem blony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych, ktory
indukuje wyrazng odpowiedz zapalng. Czasteczka LPS sktada si¢ z lipidu A, oligosacharydu
rdzeniowego i O-polisacharydu, okre§lanego rowniez jako antygen O (Rycina 7). Hydro-
fobowy lipid A jest najbardziej immunogenng czg$cig LPS, osadzong w zewngtrznej blonie
bakteryjnej 1 taczaca ja z resztg czasteczki LPS (Skrzypczak-Wiercioch i Satat. 2022). Lipid A
jest najbardziej stabilnym sktadnikiem LPS, a czasteczki O-polisacharydu i rdzenia mogg si¢
znacznie r6zni¢, nawet wsrod tych samych gatunkow bakterii. Wptyw struktury lipidu A na
immunogennos$¢ LPS jest dobrze opisany 1 obecnie uwaza si¢, ze najbardziej immunogenng
postacig LPS jest szescio-tancuchowy lipid A (Bertani i Ruiz, 2018; Knirel i in., 2021; Mohr
11n., 2022). Ta zalezno$¢ stanowi fundamentalng podstawe dla rozrdznienia bakterii chorobo-
tworczych i niepatogennych przez uktad odpornosciowy (Garcia-Vello i in., 2022). SzeScio-
acylowany wariant lipidu A znajduje si¢ w silnych patogenach, takich jak Escherichia coli
i Salmonella enterica Typhimurium (Mazgaeen i Gurung, 2020).

28



Wstep

4 " "\

Rdzen oligosacharydowy /) \ P

0~ P\O
Antygen O J

\0

¢
H

0
/ %
Gal 0=F—0" o 2
J
n=5-41 Wan:
n!?w

O O U "R
§ i\p(° Y% L&d A

P
05\

OH o
i

Gal

Rycina 7. Ogélna budowa lipopolisacharydu z E. coli O111:B4. Skroty: Gal-galaktoza; Glc-glukoza;
Hep-L-glicerol-D-manno-heptoza; kwas KDO-2-keto-3-dezoksyoktonowy; Nga-N-acetylo-galaktozamina;
NGc-N-acetylo-glukozamina (Skrzypczak-Wiercioch i Satat, 2022, zmodyfikowano).

Poziom endotoksyn w osoczu krwi jest zwykle niski, natomiast dochodzi do jego
wzrostu podczas infekcji, zapalenia jelit, chorob dzigset czy chorob neurodegeneracyjnych,
w tym AD. Co ciekawe, stezenie LPS w osoczu pacjentéw z AD jest 3-6 razy wigksze niz
normalnie; podobnie, stezenie LPS we krwi zwierzat bedacych modelami AD jest okoto
3-krotnie wyzsze niz normalnie (Brown, 2019; Lee i in. 2019). Sugeruje si¢, ze w AD
indukowana przez LPS prozapalna immunomodulacja ma negatywny wplyw na patologi¢
choroby (Zhan i in., 2018). Endotoksyna ta wigze si¢ bezposrednio z APOE, a wariant APOE4
zarowno uwrazliwia na endotoksyng, jak i predysponuje do AD. Co wigcej, choroby
obwodowe, ktore podnosza poziom endotoksyny we krwi, takie jak posocznica, czy niewy-
dolnos$¢ watroby, stany zapalne jelit, czy paradontoza réwniez moga przyczyniac¢ si¢ do neuro-
degeneracji. Endotoksyna aktywuje mikroglej, ktory uszkadza neurony poprzez uwalnianie
tlenku azotu i cytokin prozapalnych. Ponadto podejrzewa sig, ze sama obecno$¢ czynnikow
zakaznych indukuje zar6wno miejscowe, jak 1 ogolnoustrojowe reakcje zapalne sprzyjajace
uszkodzeniu komorek 1 utracie neuronow. W ten sposob powstaly "hipoteza infekcji" oraz
,» hipoteza endotoksyny” jako przyczyna rozwoju AD, ktore m.in. gltosza, Ze bakterie patogenne
i ich produkty, takie jak LPS, indukuja procesy zwigzane z rozwini¢ciem neurozapalenia, CO
prowadzi do amyloido- i tauopatii w mézgu (Brown, 2019; Zhan i in., 2018).

Ostatnimi laty wykonano wiele badan dotyczacych zwigzku pomigdzy infekcjami
wywotanymi przez bakterie G (-) takich jak choroba przyzgbia, zakazenie Helicobacter pylorii
czy dysbioza jelitowa, a wystgpowaniem AD. Wykazano, ze wigza si¢ one ze zwigkszonym
poziomem stanu zapalnego i spadkiem funkcji poznawczych w AD (Roubaud Baudron i in.,
2013; Ide i in., 2016; Cattaneo i in., 2017). Przewlekta obwodowa infekcja wywotana przez
bakterie G (-) moze wywota¢ o$rodkowg odpowiedZ zapalng na dwa sposoby, poprzez indu-
kowang przy pomocy LPS lokalng produkcje czasteczek zapalnych, zdolnych do przedostania
si¢ do OUN przez krazenie systemowe i1 penetracji dysfunkcyjnej bariery krew-modzg, oraz
przez stymulacj¢ nerwu trojdzielnego. Wydzielane cytokiny moga dziala¢ synergistycznie z A}
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na aktywowany mikroglej, powodujac wzmocniong reakcje sprzyjajaca progresji AD (Ganz
i in., 2022). Ponadto wykazano, ze wyzszy poziom LPS w moézgu chorych na AD koreluje
z powstawaniem blaszek AP (Zhan i in., 2016; Zhao i in., 2017; Zhan i in., 2018).

1.8.1. Ogélnoustrojowy stan zapalny wywolany przez bakteryjny lipopolisacharyd (LPS)

Silne wlasciwosci prozapalne i1 dobrze zbadane mechanizmy aktywacji uktadu
odpornosciowego spowodowaly szerokie zastosowanie LPS jako modelu posocznicy 1 stanu
zapalnego u zwierzat (Fink, 2019), ze szczegdlnym zastosowaniem w obszarze badan neuro-
naukowych. W typowym scenariuszu LPS aktywuje kompleks CD14-TLR4/MD-2 obecny
w btonie komorkowej monocytéw, makrofagow, komodrek dendrytycznych i w mniejszym
stopniu neutrofilow, prowadzac do produkcji cytokin prozapalnych i interferonéw typu I
(Ptociennikowska i in., 2015). Nastepnie dochodzi do rozregulowania odpowiedzi uktadu
odpornosciowego gospodarza, co prowadzi do ogdlnoustrojowego stanu zapalnego o réznym
stopniu nasilenia. W sytuacji duzych dawek LPS w organizmie moze doj$¢ do bardzo silnego
zaburzenia funkcji uktadu odpornosciowego, co moze skutkowac¢ rozwinigciem sepsy
nazywanej inaczej posocznicg.

1.8.2. Wplyw dootrzewnowej iniekcji LPS na stan zapalny w mozgu i patogeneze AD

Zostato dobrze udokumentowane, ze obwodowe wstrzykniecie LPS, bedace uznanym
i stosowanym modelem ogolnoustrojowych infekcji bakteryjnych, indukuje takze réznorodne
efekty w osrodkowym uktadzie nerwowym. Liczne badania z wykorzystaniem zwierzat
doswiadczalnych wykazaly, ze LPS podany obwodowo jest zdolny do wywotania stanu
zapalnego w mozgu poprzez stymulacje syntezy cytokin prozapalnych takich jak IL-1p, IL-6
I TNF-a (Nava Catorce i Gevorkian, 2016), indukcj¢ zmian morfologicznych charaktery-
stycznych dla aktywowanego mikrogleju (Qin i in., 2007; Sheng i in., 2003; Kitazawa i in.,
2005; Ifuku i in., 2012; Okuyama i in., 2013), czy wywolania wzrostu liczby aktywowanych
astrocytow, jak rowniez hipertrofi¢ astrocytow (Biesmans i in., 2013; Sheng i in., 2003; Ifuku
iin., 2012; Okuyama i in., 2013). Istniejg jednak doniesienia, w ktorych autorzy nie zaobser-
wowali takiego wptywu (Cunningham i in., 2005; Chen i in., 2012; Camara i in., 2015).
Rozbieznosci w wynikach moga wynikac¢ z licznych szczegdélowych zmiennych eksperymentu,
ktére roznig si¢ we wszystkich dostgpnych badaniach, w tym zastosowany szczep myszy,
miejsce wstrzyknigcia, rodzaj zastosowanego LPS i1 jego dawka, liczba podan czy czas od
iniekcji, po ktorym zwierzgta poddano eutanazji. Pomimo tych rozbieznosci, dootrzewnowa
iniekcja LPS jest dzi$§ uznana i z powodzeniem stosowana jako jeden z modeli indukcji stanu
zapalnego w mozgu. Natomiast wykazano, ze u myszy transgenicznych APP traktowanych LPS
dochodzi do wewnatrzkomorkowej akumulacji biatka prekursorowego amyloidu, peptydu A
i nadmiernie fosforylowanego biatka tau, oraz nasilenia deficytow pamigci (Sheng i in., 2003;
Kitazawa i in., 2005) i uposledzenie neurogenezy w obszarze hipokampa (Ormerod i in., 2013).
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Neuorodegeneracja pod wphywem dootrzewnowej iniekcji LPS

Wiadomo, ze stan zapalny w moézgu skutkuje uposledzeniem plastycznos$ci synaps
w hipokampie, zaburza procesy uczenia si¢ i pamigci zalezne od hipokampa oraz wzmaga
wymieranie neurondw (Cunningham i in., 2005, Sparkman i in., 2005; Sparkman i in., 2006).
Zbadano wiec, czy analogiczne zjawiska zachodza u myszy, u ktérych wywotano
ogolnoustrojowy stan zapalny poprzez pojedyncze Ilub wielokrotne podanie LPS
dootrzewnowo. Wykazano, ze iniekcja LPS prowadzi do zwigkszonej apoptozy neuronow,
postepujacej utraty neuronéw dopaminergicznych, zmniejszonego poziomu neurotroficznego
czynnika pochodzenia mozgo-wego (BDNF) i serotoniny oraz do zmniejszonego poziomu
markeroéw autofagii. Co wigcej, LPS pogarsza takze zachowania spoteczne 1 aktywnos¢ loko-
motoryczng, a takze uposledza wydajnos¢ w roéznych zadania zwigzanych z uczeniem si¢
i pamiecia, (Qin i in., 2007; Okuyama i in., 2013; Cunningham i in., 2005; Chen i in., 2008;
Sparkman i in., 2006; Sparkman i in., 2005).

Podsumowujac, kluczowym punktem wspolnym miedzy neurozapaleniem, a ogdlno-
ustrojowym stanem zapalnym wywotanym przez LPS jest szlak sygnalowy zwiazany z rece-
ptorem TLR4. Podanie LPS powoduje odpowiedz zapalna, prowadzac do aktywacji komoérek
glejowych i indukcji neurozapalenia, co skutkuje degeneracjg neuronow, utratg synaps i osta-
tecznie $miercig komorek nerwowych (Yang i in., 2020b). W procesie tym istotng role odgrywa
rowniez produkcja cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a, IL-6 i IL-1pB, zwickszona akty-
wnos$¢ enzymow: iNOS, COX-2, B-sekretazy i y-Sekretazy, a takze stres oksydacyjny oraz pro-
dukcja 1 akumulacja AP (Yang i in., 2020b; Kshirsagar i in., 2021). Zgromadzone dane
wskazuja, ze LPS 1 ogoélnoustrojowy stan zapalny prowadza do rozwinigcia neurozapalenia,
uruchomienia mechanizméw molekularnych prowadzacych do rozwoju patologii A i/lub tau,
co skutkuje neurodegeneracja oraz uposledzeniem funkcji poznawczych.
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2. Zalozenia i cele pracy

Biorac pod uwagg, ze wiele znanych czynnikow ryzyka AD jest zwigzanych z zabu-
rzeniami metabolizmu, takimi jak otyto$¢, cukrzyca typu 2, czy hipercholesterolemia, ktore
jednoczesnie sg konsekwencja nieprawidtowego sposobu odzywiania, w niniejszej pracy testo-
wano hipoteze, ze dieta zachodnia (WD) poprzez wywolanie zespolu metabolicznego
i ogolnoustrojowego stanu zapalnego moze przyspiesza¢ lub intensyfikowa¢é stan zapalny
mozgu oraz zmiany neuropatologiczne charakterystyczne dla AD, takie jak nadprodukcja
AP czy zwiekszona fosforylacja bialka tau.

W ostatnich latach znacznie wzrosta liczba publikacji dokumentujacych role sposobu
odzywiania w zaburzeniach funkcjonowania mézgu, a badania wykazaly szkodliwy wptyw
zmienionej zawartos$ci poszczego6lnych makroelementéw (kwasy ttuszczowe, cukier, chole-
sterol) na takie czynniki jak pamieé czy funkcje poznawcze (przeglad badan w Wigckowska-
Gacek 1 in., 2021). Natomiast brakuje jednoznacznych danych pokazujacych wplyw WD na
sekwencj¢ patologicznych procesow w przebiegu AD, zwlaszcza podczas przedobjawowego
stadium choroby.

W zwigzku z tym glownym celem pracy bylo przeprowadzenie pierwszej
szczegotowej analizy sekwencji patologicznych zdarzen wywolanych przez WD podczas
przedobjawowego stadium AD w dwodch kluczowych dla tej choroby strukturach mézgu:
w hipokampie i korze sSrodwechowe;j.

Dodatkowym celem pracy bylo porownanie sekwencji patologicznych zdarzen
w moézgu wywotanych przez WD z sekwencja wywotang dootrzewnowym podaniem LPS,
odzwierciedlajagcym przejécie ostrej infekcji bakteryjnej. LPS jest jednym z dobrze przeba-
danych czynnikow indukcji stanu zapalnego w mézgu, a infekcje bakteryjne zaliczajg si¢ do
czynnikow ryzyka AD.

Do badan wybrano dobrze scharakteryzowany mysi model AD: myszy transgeniczne
APPswe z mutacjg szwedzka w ludzkim genie APP. Model ten wybrano ze wzgledu na
obecnos$¢ wolno rozwijajacej si¢ patologii AD z dlugim okresem przedobjawowym, co odpo-
wiada dtugoletniemu okresowi rozwoju tej choroby u ludzi.

Szczegolowymi celami pracy bylo znalezienie odpowiedzi na pytania:

1) Czy i po jakim czasie od rozpoczecia WD wystepujg zaburzenia charakterystyczne dla
zespolu metabolicznego, takie jak hipercholesterolemia, otyto$¢, oraz uszkodzenie watroby?

2) Czy i po jakim czasie od rozpoczgcia WD rozwija si¢ ogdlnoustrojowy stan zapalny?

3) Czy i po jakim czasie od rozpoczgcia WD nastepuje przyspieszenie procesow zapalnych
w moézgu oraz zaburzenia funkcji gleju?

4) Czy i po jakim czasie od rozpoczecia WD dochodzi do wzmozenia procesu amyloidogenezy
oraz indukcji nadmiernej fosforylacji biatka tau w mozgu?

5) Czy i na jakim etapie zycia WD moze wplywaé¢ na zmiany poziomu markerow
neurodegeneracji, takich jak PSD95, NeuN i zmiany morfologiczne neuronow?
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3. Materialy i Metody

3.1. Spis zastosowanych odczynnikow, roztworow, przeciwcial i urzadzen

Tabela 1. Spis odczynnikow.
Odczynnik

Producent

NaCl, KCI, NaHCOs; NaH,COs, cytrynian trojsodowy POCH, Gliwice, Polska

1M HCI

Glicerol

NGS (surowica kozia)

40% Formalina

Etanol 99,9%

Ksylen

Alkohol poliwinylowy 4-88

DABCO (1,4-diazabicylo-2,2,2-octan)
Hoechst, 33342

Tween20

Triton X-100

Roztwor hematoksyliny Mayera
0,2% alkoholowym roztworze EOSIN Y

odczynniku r6znicujagcym barwe niebieska
Ksylen

Medium do zaklejania szkiet na bazie ksylenu
Heparyna

Lipopolisacharyd

Trizma base

Glicyna

Trycyna
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Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Hempur, Piekary Slaskie, Polska

Hempur, Piekary Slaskie, Polska
Fluka, Steinheim, Niemcy

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Leica Mayers Hematoxylin

O. Kindler & Orsatec GmbH, Bobingen,
Niemcy

Leica Scott’s Tap Water Substitute
Working Solution Concentrate

Hempur, Piekary Slaskie, Polska

Consul-Mount, Thermo Scientific
Shandon

Baxter Polska Sp. z o.0.

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone
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SDS (dodecylosiarczan sodu)
EDTA (kwas wersenowy)
30% Akrylamid

BSA (albumina bydleca)
B-merkaptoetanol

Bufor Laemmliego 4x

Bufor RIPA

Inhibitory proteaz - Protease inhibitor cocktail tablets

Inhibitory fosfataz - PhosStop cocktail tablets

APS (nadsiarczan amonu)

TEMED (N,N,N',N’-Tetrametyloetylenodiamina)

Precision Plus Protein™ Dual Xtra

Membrany wykonane z polifluorku winylidenu
(PVDF) 0,21pum
Pierce BCA Protein Assay Kit

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Bio-Rad, Hercules, CA, Stany
Zjednoczone

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany

Zjednoczone

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Niemcy

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Niemcy

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Stany
Zjednoczone

Bio-Rad, Hercules, CA, Stany
Zjednoczone

Merck Millipore, Burlington, MA, Stany
Zjednoczone

Thermo Fisher Scientific

Tabela 2. Roztwory do perfuzji i krioprotekcji tkanki.

Sél fizjologiczna z dodatkiem KCI w buforze
fosforanowym (PBS) oraz 0,1%
ortrowanadau sodu i 1% heparyna

10% formalina buforowana

10mM PB pH 7,4
150mM NaCl
3,7mM KCI

100 ml 40% formaldehydu
900 ml H20

4,0 g NaH2PO4

6,5 g Na2HPOx

Tabela 3. Roztwory do immunohistochemii i zabezpieczania preparatow.

10 nM Bufor cytrynianowy (pH = 6) z
Tween20

Sél fizjologiczna w buforze fosforanowym z
dodatkiem Tritonu (PBS-TX)

5% roztwor surowicy do blokowania
nieswoistych oddzialywan przeciwcial z
tkanka oraz do rozcienczania przeciwcial
pierwszo- i drugorzedowych

10 mM trdjzasadowy dihydrat cytrynian sodu,
pH 6,0
0,05% Tween 20

PBS pH 7,4
0,3% Triton X-100

100% NGS
0,01 M PBS-TXpH 7,4
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1% roztwoér albuminy bydlecej

Odczynnik do zatapiania preparatéw do
immunofluorescencji — roztwér Mowiolu

BSA
0,01 MPBS-TXpH 7,4

alkohol poliwinylowy

99,5% Glicerol
98%1,4-diazabicylo-2,2,2-octan (DABCO)
0,2.M Tris pH 8,5

Tabela 4. Roztwory do Western blottingu z uzyciem transferu potsuchego.

TBS 10x

TBS-T
Bufor Laemmliego 4x do obciazania
probek

Bufor Tris-glicyna do elektroforezy biatek

Bufory Tris-trycyna do elektroforezy
bialek:

- KATODA 1x

- ANODA 5x

Bufor do transferu bialek z zelu
poliakryloamidowego na PVDF z 20%
metanolem (bufor Towbina)

Bufor do szybkiego transferu bialek z Zelu
poliakryloamidowego na PVDV z 20%
metanolem (bufor TURBO 1x)

Roztwér 5% BSA do blokowania
membrany po elektrotransferze

Zestaw do wywolywania reakcji
chemiluminescencji

Gotowy kit do wylewania zeli do
elektroforezy na bazie glicyny

1.5 M NaCl
0.5 M Tris-HCI, pH 7.5

TBS 1x
0,1% Tween20

Gotowy bufor Laemmliego 4 x
20% (v/v) s merkaptoetanol

0.25 M Tris, pH 8.4
192 nM glicyna
10% SDS

0,1M Tris
0,1M trycyna
0,1% SDS

0,2M Tris-Cl, pH 8,9

25 mM Tris pH 8.3,
192 mM glicyna,
20% metanol

40,7 g Tris

19,52 g Glicyny
25,08 g trycyny

0,73 g EDTA

200 ml Metanolu
dopeti¢ ddH-O do 1L

BSA
TBS-T 1x

Clarity™ ECL Western Blotting Substrate
(Bio-Rad)

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide
Solutions
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zel trycynowy 4% - zageszczajacy

zel trycynowy 10% - rozdzielajacy

objetosc catkowita 3ml:

2,1 ml ddH-0

0,45 ml 30% akrylamidu
0,45 ml 1M Tris-Hcl pH 6,8
30 ul 10% SDS

30 ul 10% APS

3 ul TEMED

objetosc catkowita 8ml:

Tabela 5. Spis przeciwcial pierwszorzgdowych.

Przeciwcialo

mysie anty-a-
tubulina

mysie anty-
AQP4
mysie anty-f-
aktyna
[8H10D10]

mysie anty-p-
Amyloid, 1-16
[6E10]
mysie anty 1L-6

mysie anty-
NeuN
mysie anty-
TLR4
krolicze anty-B-
aktyna [D6AS8]

krolicze anty-
APP C-koniec
('Y188)
krolicze
anty-CD68
krolicze anty-
CX3CL1
krolicze anty-
CX3CR1

Nr
katalogowy
3873S

ab9512

3700S

803001

sc-57315
MAB377
sc-293072

8457S

ah32136

ab125212
ah25088

ab8020

Technika

WB

WB

WB

WB
WB
WB

wWB

wB

WB
WB

WB
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2,1 ml 38% glicerolu

1,2 ml ddH-O

2,4 ml 30% akrylamidu

2,85 ml 3M Tris-HCI ph 8,45
80 ul 10% SDS

80 ul 10% APS

4 ul TEMED
Rozcienczenie Producent
1:1000 Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, Stany
Zjednoczone
1:500 Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania
1:1000 Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, Stany
Zjednoczone
1:250 BioLegend
1:500 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.
1:500 Millipore
1:250 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.
1:1000 Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, Stany
Zjednoczone
1:500 Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania
1:500 Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania
1:500 Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania
1:1000 Abcam, Cambridge,

Wielka Brytania
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krolicze anty- ab7260 WB/IF 1:1000 Abcam, Cambridge,
GFAP Wielka Brytania
krolicze anty IL- ab9722 WB 1:500 Abcam, Cambridge,
1B Wielka Brytania
krolicze anty- ab178846 IF 1:500 Abcam, Cambridge,
Ibal Wielka Brytania
[EPR16588]
krolicze anty- ab184411 WB 1:1000 Abcam, Cambridge,
P2RY12 Wielka Brytania
[EPR18611]
krolicze ab2730 WB 1:500 Abcam, Cambridge,
anty-PSD95 Wielka Brytania
kroélicze anty- IF 1:100 Thermo Fisher
Phospho-Tau 44 746G Scietific/Invitrogen
(Thr231) Stany Zjednoczone
poliklonalne
kroélicze anty- GTX01563 WB 1:500 GeneTex, Irvine, CA,
pTau Stany Zjednoczone
Thr231

skroty: WB — Western blotting, IF — immunofluorescencja

Tabela 9. Spis przeciwcial drugorzedowych.

Przeciwcialo Nr katalogowy Technika Rozcienczenie Producent
mysie przeciwciato 7076S WB 1:3000/1:5000 Cell Signaling
drugorzgdowe Technology, Inc.,
skoniugowane z Danvers, MA,
peroksydaza chrzanowa Stany
Zjednoczone
krélicze przeciwciato 7074S wB 1:3000/1:5000 Cell Signaling
drugorzedowe Technology, Inc.,
skoniugowane z Danvers, MA,
peroksydaza chrzanowa Stany
Zjednoczone
Kozie anty-mysie 1gG ab150116 IF 1:250 Abcam,
H&L (Alexa Fluor® Cambridge,
594) Wielka Brytania
Kozie anty-krolicze IgG ab150080 IF 1:250 Abcam,
H&L (Alexa Fluor® Cambridge,
594) Wielka Brytania

skroty: WB — Western blotting, IF — immunofluorescencja

Tabela 6. Leki i srodki do znieczulenia ogdlnego dla zwierzat.

Nazwa produktu Nazwa substancji czynnej Producent
leczniczego
AErrane Isofluranum Baxter Polska Sp. z 0.0.

Dexdomitor 0,5 mg/mL Medetomidyna ORION

Ketamina 100 mg/mL Ketamina Biowet Polska Sp. z 0.0.
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Tabela 7. Zastosowane urzadzenia i oprogramowania.

Automatyczny analizator hematologiczny

Automatyczny analizator biochemiczny
pracujacy w technologii suchej ptytki
Automatyczny procesor histologiczny

Stacja robocza do zatapiania tkanek w
blokach parafinowych
Mikrotom obrotowy

Automatyczna barwiarka histologiczna

System obrazowania zeli i membran

Mikroskop fluorescencyjny i Swietlny
Obiektyw mikroskopu

Kamera w mikroskopie

SCIL Vet ABC Hematology Analyzer, Scil
Animal Care Company GmbH
automatyczny analizator chemii klinicznej Fuji
DriChem NX500
Spin Tissue STP 120, Thermo Scientific

HistoStar, Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific, Varistain Gemini ES
Automated Slide Stainer
ChemiDoc™ XRS+Imaging System z
oprogramowaniem Image Lab™ Software
(Bio-Rad)

Nikon Eclipse Ni + oprogramowania Image
Pro-Plus 7 (Media Cybernetic) i NIS (Nikon)

Nikon, obiektywy do lustrzanek, cele CFI Plan
Apochromat Lambda, NA: 20x/0,50

Nikon Digital Sight DS-Filc
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3.2. Hodowla zwierzat oraz schemat doswiadczalny

3.2.1. Charakterystyka szczepu myszy doswiadczalnych i warunki hodowli

Dziesigciotygodniowe samce transgenicznych myszy APPswe (linia Tg #1349; B6;SJL-
Tg(APPSWE)2576Kha) zakupiono z TACONIC BIOSCIENCES Laboratory, USA. Myszy
APPswe niosg transgen kodujacy 695-aminokwasowa izoforme ludzkiego biatka prekurso-
rowego amyloidu (APP) z mutacja szwedzka (ludzki gen APP695 zawierajacy podwojng
mutacj¢ K670N, M671L), charakteryzuja si¢ nadekspresja zmutowanego APP i C-konicowych
produktow jego proteolizy — CTFs oraz rozwijaja ptytki amyloidu A w mézgu w pdéznym
wieku (Rycina 8). Szczegotowa charakterystyke neuropatologicznych zmian zachodzacych
w tym modelu deklarowanych przez hodowce przedstawiono na Rycinie 9.

A szczep dziki APPswe B
{_orm N -
SO R APP

amyloid-g
- CTF-B mikroglej
CTF-a jadra komoérkowe

Rycina 8. Amyloidopatia w modelu APPswe. A) przyktadowa membrana Western blottingu pokazujaca
zwigkszony poziom biatka APP oraz produktéw jego proteolizy cigtych od C-konica (CTFs) w mézgu myszy
w modelu APPswe; B) przyktadowe zdjecie mikroskopii fluorescencyjnej pokazujace wyglad ptytek amyloidu j,
ktoére rozwija model APPswe w p6znym wieku (opracowanie wiasne).

1 3 6 9 12 15

15
L1 | | | | L imesice

APPswe
Tg2576
Model 1349

Nieobecne  Nie
wiadomo

Ptytki Splatki - Utrata neuronow - Astroglioza

Utrata synaps [l zmiany w LTPLTD Uposledzenie funkcji poznawczych

Rycina 9. Charakterystyka modelu APPswe. Chronologia patologicznych zmian zachodzacych w modzgu
modelu myszy APPswe deklarowanych przez producenta. Linki zrodtowe:
https://www.taconic.com/transgenic-mouse-model/appswe-model-1349

https://info.taconic.com/hubfs/collateral/brochures-and-sell-sheets/literature-library-us/alzheimers-disease-
models.pdf;
https://info.taconic.com/hubfs/collateral/brochures-and-sell-sheetss APPSWE_Microinjected_Mouse_Maodel.pdf

Wszystkie do$§wiadczenia na zwierzgtach przeprowadzono zgodnie z wytycznymi
instytucjonalnymi po uzyskaniu zgody | Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie (nr 783/2015,
24/2015 217/2016, 630/2018) oraz zgodnie z ustawg z dnia 15.01.2015 r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych oraz Dyrektywy Parlamentu
Europejskiego 1 Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrzesnia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych. Wszystkie myszy utrzymywano w indywidualnie
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wentylowanych klatkach (ang. individually ventilated cages, IVC, Techniplast, Wtochy),
w warunkach §wiatlo/ciemno$¢ 12/12h, temperatura 22 (£2)°C i wilgotno$¢ 45-65%. Zwierzgta
miaty staly, nieograniczony dostep do swiezej wody i specjalistycznej suchej karmy bytowe;j
dla myszy (Sniff 1534, Wtochy), sterylizowanej promieniami gamma ad libitum.

3.2.2. Grupy doswiadczalne zwierzgt

Doswiadczenia in vivo rozpoczgto u trzynastotygodniowych samcow myszy APPswe.
Poprzez losowe przydzielanie zwierzat utworzono pi¢¢ grup wiekowych myszy: 4M, 8M, 12M,
16M i 20M (M — wiek w miesigcach) (Rycina 10). Utworzone grupy wiekowe myszy APPswe
odzwierciedlaty nastgpujace przedzialy wiekowe u ludzi: odpowiednio 20, 35, 50, 65, 80 lat
(Flurkey i in., 2007, zmodyfikowano dla modelu APPswe). Nastepnie w kazdej z grup
wiekowych utworzono cztery grupy doswiadczalne myszy: 1) grupa kontrolna (CTR), ktora
byla karmiona standardowa dieta przez caly okres eksperymentu; 2) grupa WD, ktéra byta
karmiona doswiadczalng dietg zachodnig (z ang. Western diet — WD) przez caty okres ekspery-
mentu, 3) grupa LPS, ktérej w 13. tygodniu zycia dootrzewnowo wstrzyknigto lipopolisacharyd
(LPS) i otrzymywaly diet¢ standardowg przez okres eksperymentu; 4) WD+LPS, grupa ktorej
w 13. tygodniu zycia dootrzewnowo wstrzyknigto LPS 1 otrzymywaty diet¢ WD przez caly
okres eksperymentu (Rycina 10). Odpowiednie czasy karmienia dieta standardowa lub WD
w odpowiednich grupach wiekowych byly nastgpujace: w grupach 4M - 3 tygodnie,
8M — 5 miesigcy, 12M — 9 miesiecy, 16M — 13 miesiecy i1 20M — 17 miesiecy.

Niestety ze wzgledu na znaczng $miertelno$¢ nie udalo si¢ utrzymaé przy zyciu
wszystkich myszy w grupach eksperymentalnych 16M i 20M, ktore odzwierciedlaty objawowe
etapy rozwoju patologii AD u myszy APPswe. Analiz¢ ilosciowa badanych markerow przepro-
wadzono we wszystkich grupach do§wiadczalnych: CTR, LPS, WD i WD-+LPS w podgrupach
wiekowych 4M, 8M i 12M, ktore wedtlug charakterystyki modelu APPswe, odzwierciedlaja
przed-ptytkowy, przedobjawowy etap rozwoju AD. Liczbe zwierzat w danej grupie do$wia-
dczalnej i wiekowej podano w Tabeli 8. Dane z grup myszy 16M i 20M przedstawiono jako
wzbogacajgce informacje uzyskane z analiz jakosciowych mikroskopii §wietlnej 1 fluore-
scencyjnej grup niepelnych.

Tabela 8. Liczba myszy linii APPswe przypadajaca na grupg doswiadczalna.

APPswe AM 8M 12M
CTR n=7 n=8 n=5
LPS n=4 n=4 n=4
WD n=4 n=5 n=5
WD+LPS n=5 n=5 n=5
Dootrzewnowe Dieta Eutanazja i Niepetne grupy
podanie LPS zachodnia perfuzja doswiadczlane
|
| \l' \l' ‘l' ¥ ‘]f wiek myszy [m-ce]/
- 13 wiel ludzi [lata]
Y 18
@ | | | | | >
e , 3m<e 4m<e/20lat 8m-cy/35lat 12m-cy/S0lat 16 m-cy/65 lat 20 m-cy/30 lat
~

wczesne stadium rozwoju AD -
przed uformowaniem ptytek amyloidowych

Rycina 10. Schemat do$wiadczalny. Opis w tekscie.
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3.2.3. Charakterystyka stosowanych diet

Dieta zachodnia (z ang. western diet - WD) to wspotczesny sposob odzywiania, ktory
wyewoluowal ze zlych nawykéw w stylu zycia oraz sposobie odzywiania dzisiejszego spote-
czenstwa zachodniego, typowy dla krajow rozwinietych i stopniowo obejmujacy kraje rozwi-
jajace sie. Dieta zachodnia charakteryzuje si¢ wysokim poziomem nasyconych kwasow thu-
szczowych, weglowodanow prostych i cholesterolu. Tabele 9 i 10 przedstawiaja szczegotowe
poréwnanie obu zastosowanych w niniejszej pracy typow diet: zbilansowanej diety standar-
dowej (R/M-H V1534) i zachodniej (EF R/M E15126-34), obie opracowane przez firmg
Sniff®.

Tabela 9. Procentowa zawarto$¢ wybranych makroelementéw w diecie.

Makroelement Dieta standardowa Dieta zachodnia

[%0] [%0]
Thuszcz 3.3 30.0
Nasycone kwasy 0.57 14.19
thuszczowe
Nienasycone kwasy 2.68 12.68
thuszczowe
Btonnik 36.5 17.2
Cukier 4.7 16.3
Biatko 19.0 20.7
Cholesterol - 284 [mg/kg]

Tabela 10. Procentowy rozktad energii pochodzgcej z poszczegolnych makroelementow.

Makroelement Dieta standardowa  Dieta zachodnia

[%6] [%0]

Weglowodany 58.0 29.0
Thuszcz 9.0 54.0
Bialtko 33.0 17.0

3.2.4. Dootrzewnowa iniekcja LPS

Myszom w 13. tygodniu zycia wstrzykni¢to dootrzewnowo LPS w dawce 0,5 mg/kg mc
przez trzy kolejne dni. Dawke LPS 1 schemat eksperymentu okreslono na podstawie dostepne;
literatury (Nava Catorce i Gevorkian 2016; Cazareth i in., 2014) oraz empirycznie poprzez
wykonanie badania pilotazowego testujacego trzy dawki (0,25; 0,5; 1 mg/kg m.c.) w jednym
lub trzykrotnym podaniu. Dawke¢ do niniejszego eksperymentu wybrano na podstawie oceny
kondycji, stanu zdrowia i przezywalnosci myszy w badaniu pilotazowym, oraz ocenie skute-
cznego przyspieszenia astrocytozy w tkance mozgowej po dwoch tygodniach od iniekcji.
Dootrzewnowe podanie LPS wywoluje ostre ogdlnoustrojowe zapalenie w wyniku reakcji na
czynnik infekcyjny pochodzenia bakteryjnego (Gasparotto i in., 2017) 1, wg dostepnej
literatury, prowadzi do neurozapalenia, co moze wptywac na mechanizmy molekularne zwia-
zane z patologia AD (Nava Catorce i Gevorkian 2016).
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3.3. USmiercanie, perfuzja oraz pobieranie krwi i tkanek

W dniu eutanazji zwierze¢ta byly wazone oraz mialy ostatni swobodny dostep do
pokarmu na 5-6 godzin przed ostatecznym znieczuleniem. Przed wykonaniem iniekcji dootrze-
wnowej mieszaning medetomidyny w dawce 1mg/kg i ketaminy w dawce 75 mg/kg w stery-
Inym 0,9% chlorku sodu (NaCl), myszy poddano sedacji parami izofluranu przez 30 s w celu
zminimalizowania stresu zwigzanego z wejsciem do pomieszczenia nekropsji I wykonaniem
iniekcji. Nastgpnie przerwano ciaglto$¢ skory i migéni, oraz otwarto klatke piersiowa znieczu-
lonych myszy. Z prawej komory bijacego serca myszy, do probowek z EDTA (Sarstedt,
Niemcy) pobrano 50ul probki krwi petnej do analizy hematologicznej, a do probowek hepary-
nizowanych (Sarstedt, Niemcy) pobrano 500-800ul krwi przeznaczonej na osocze do analiz
biochemicznych. Po pobraniu krwi z serca przeprowadzono perfuzj¢ przezsercowa zimng sola
fizjologiczng buforowang fosforanem (PBS) z 0,1% heparyng i 0,1% ortowanadanem sodu —
inhibitora fosfataz. Nastepnie wykonano sekcj¢ zwlok i pobrano mdzg i narzady wewnetrzne.
Ze wzgledu na konieczno$¢ wykonania roznych typow analizy tkanek mozgi podzielono na
dwie potkule, a pozostale organy podzielono na mniejsze fragmenty. Do analizy histologiczne;j
1 immunofluorescencyjnej wykorzystano prawe potkule mozgu. Prawe potkule mézgowe oraz
wydzielone fragmenty watroby utrwalono w 10% buforowanej formalinie. Po utrwaleniu tkanki
metoda nasickowa probki tkanek moézgu 1 watroby poddano procesowaniu, zatapianiu w para-
finie i skrawaniu w celu uzyskania tkankowych preparatow mikroskopowych. Z lewej potkuli
moézgowe] wydzielono hipokamp 1 kor¢ §rodwechowa w celu przygotowania homoge-
natow/lizatow tkanki mozgowej do analizy ilosciowej metodg Western blotting. Tkanke podda-
no procedurze szybkiego mrozenia w cieklym azocie, a nastgpnie do momentu homogenizacji
przechowywano w temperaturze gltebokiego mrozenia -80 °C.

3.4. Hematologiczna i biochemiczna analiza krwi

3.4.1. Procedura pobrania oraz przygotowania krwi i surowicy do analizy

Jak opisano powyzej, krew do analizy pobrano terminalnie bezposrednio z serca znie-
czulonej myszy, do probowek SARSTEDT z heparyna litowa lub EDTA K do analizy bioche-
micznej i hematologicznej odpowiednio. Osocze do analizy biochemicznej uzyskano z pobra-
nych probek krwi przez wirowanie w 4065 rcf przez 30 min w temperaturze 15°C.

3.4.2. Hematologiczna analiza krwi

Analize hematologiczng przeprowadzono przy uzyciu automatycznego analizatora
hematologicznego Scil Vet abc z wykorzystaniem techniki impedancji elektryczne;.

3.4.3. Analiza biochemiczna parametrow krwi

Krew do analizy biochemicznej byta pobierana po ok 5-6h od odstawienia myszy od
pozywienia. Stezenie takich parametrow biochemicznych w osoczu jak glukoza, cholesterol
calkowity oraz trojglicerydy oznaczano za pomoca analizatora biochemicznego Fuji Dri-Chem
NX500 pracujacego w technologii suchej plytki.
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3.5. Analiza immunohistochemiczna

3.5.1 Przygotowanie tkanek do znakowania histologicznego

Tkanki mézgu myszy i narzadéw wewnetrznych utrwalano 10% buforowang formaling
przez 14 dni, a nastepnie odwodniono w 70% etanolu (EtOH) przed przygotowaniem w auto-
matycznym procesorze tkankowym Thermo Microm STP120 Tissue, w ktorym zastosowano
proces dalszego odwodnienia tkanki w serii wzrastajacych stezen EtOH (70%, 80%, 96%,
99,8% x 3), przeswietlenia tkanki w trzech zmianach ksylenu i nasycenia tkanki parafing
w dwoch zmianach cieklej parafiny o temperaturze 60°C, w pierwszej przez 1h, a w drugiej
przez 2h. W celu przygotowania bloczkow parafinowych przygotowane w procesorze fra-
gmenty tkanek zatopiono w parafinie w postaci blokow za pomoca stancji do zatapiania
HistoStar. Bloki parafinowe skrojono na obrotowym mikrotomie Microm na skrawki o gru-
bosci 8 um (mozg) oraz 5 um (watroba).

Tkanke ludzkiego mozgu pobrano ze zbioréw Polskiego Banku Mdézgu w Instytucie
Psychiatrii i Neurologii w Warszawie (IPiN), dzigki uprzejmosci prof. dr hab. n. med. Teresie
Wiezbie-Bobrowicz, Kierownika Zakladu Neuropatologii IPiN oraz pomocy dr n. med.
Dominika Chutoranskiego, diagnosty i analityka medycznego w Zaktadzie Neuropatologii
IPiN. Materiat diagnostyczny zachowany w archiwum IPiN, przechowywany byl w roztworze
10% buforowanej formaliny. Po dlugotrwatym przechowywaniu w utrwalaczu probki tkanek
ptukano woda przez 24 godziny, a nast¢gpnie w zamknigtym systemie automatycznie odwo-
dniono w rosnacej serii alkoholowej (70% x 1, 96% x 2, 99,8% x 3), inkubowano w ksylenie
(4 zmiany) oraz nasycano w 3 zmianach cieklej parafiny o temperaturze 62°C po 2h kazda,
a nastgpnie zatopiono w blokach. Bloki parafiny zawierajace fragmenty mozgoéw ludzkich
pocigto na skrawki o grubosci 8 um.

3.5.2. Znakowanie histologiczne skrawkow tkanki mozgu i wqtroby

Wizualizacje struktury histologicznej tkanek watroby przeprowadzono przez rutynowe
barwienie topograficzne hematoksyling i eozyng (H&E) przygotowanych preparatéw mikro-
skopowych. Szkietka tkanki watroby wybarwiono przy uzyciu automatycznego urzadzenia do
barwienia zgodnie ze standardowym protokotem. Preparaty z tkanki mozgu przygotowano
recznie. Najpierw skrawki watroby lub mozgu poddano procesowi deparafinizacji w
3 zmianach ksylenu, a nastgpnie uwodniono przez inkubacj¢ z mieszaning ksylenu i alkoholu o
roznych zawartosciach procentowych, a nastgpnie w serii zmniejszajacych si¢ stezen EtOH
(99,8% x 2, 96%, 70%, 50%), az do wody. Nastepnie tkanke barwiono przez 2 minuty w
roztworze hematoksyliny Mayera, roznicowano w kwasnym alkoholu EtOH 70% z dodatkiem
1% HCI1 1M przez 1 minutg, inkubowano w odczynniku réznicujacym barwe niebieska przez
4 minuty i inkubowano przez 7 minut w 0,2% roztworze alkoholowym EOSIN Y. Wszystkie
etapy rozdzielono przez 1-minutowe plukanie w wodzie destylowanej. Nastepnie tkanke
ponownie odwodniono stosujac odwrotny szereg alkoholowy EtOH 70%, 96%, 100% etanol
przez 30 sekund kazde i1 3 zmianach ksylenu po 1 minucie. Na koniec szkietka zostaly recznie
zatapiane za pomocg medium do zaklejania szkietek i przykryte szkietkami nakrywkowymi.
Dziegki hematoksylinie jadra uzyskuja kolor od niebieskiego do ciemno-fioletowego, a roztwor
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eozyny EOSIN Y barwi kwasochtonne struktury, w tym cytoplazme i substancje miedzy-
komoérkowe, na kolor od rézowego do czerwono-pomaranczowego.

3.5.3. Znakowanie immunohistochemiczne

Przed wykonaniem znakowania immunofluorescencyjnego swoistymi przeciwciatami,
odparafinowane i uwodnione skrawki tkanki mézgu myszy APPswe poddano procesowi odsta-
niania antygenu poprzez inkubacje z 10 mM buforem cytrynianu sodu (pH 6.0) z 0,05%
Tween20, w trzech 5-minutowych sesjach ogrzewania w kuchence mikrofalowej (600 V),
oddzielone przez stopniowe chtodzenie najpierw w temperaturze pokojowej, a nastgpnie na
lodzie. Po ujawnieniu epitopow tkanke przemyto buforem fosforanowym z 0,3% Triton X-100
(PBS-TX) i umieszczono na 2 godziny w roztworze blokujacym zawierajacym 5% normalne;j
surowicy koziej i 1% BSA (ang. Bovine Serum Albumin) w PBS-TX. Nastepnie skrawki mozgu
inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a nastgpnie przez 16 godzin w 4°C
z jednym z nastgpujacych przeciwcial pierwszorzedowych: krolicze anty-Ibal, mysie anty-f-
amyloid (6E10), krolicze anty-pTau(Thr231). Numery katalogowe i rozcienczenia stosowa-
nych przeciwcial pierwszo- i drugorzgdowych umieszczono w Tabelach 5 i 6. Nastgpnie
skrawki tkanki przemywano PBS-TX (3 razy przez 5 minut) i inkubowano przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej z odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym skoniugowanym
z fluorochromem Alexa Fluor 594. Na koniec skrawki tkanki ptukano, inkubowano przez
10 minut z roztworem Hoechst w PBS w rozcienczeniu 1:100 w celu uwidocznienia jader
komoérkowych, ptukano ponownie PBS-TX i zatopiono w roztworze Mowiol 4-88 (przepis
w Tabeli 2).

3.5.4. Analiza mikroskopowa stopnia sttuszczenia wqtroby

Wzér znakowania skrawkow watroby metoda H&E analizowano przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego Nikon Eclipse Ni. Zdj¢cia tkanki watroby wykonano za pomoca
programu NIS przy powigkszeniu obiektywu x20. Analize iloSciowa powierzchni sthuszczenia
w watrobie przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania ImageJ v.1.46 i Image Pro-Plus 7.
Obrazy w rozszerzeniu .tif zebrane w skali szarosci przeksztatcano na obrazy binarne z zasto-
sowanym progiem (ang. threshold), wyznaczonym przez oprogramowanie poprzez oddzielenie
obszaru sttuszczenia tkankowego od obszaru tkanki watroby 1 obszaru §wiatla naczyn. Obszar
sttuszczenia tkanki watroby byl mierzony w r6znych ptatach watroby oraz rdéznych czgsciach
danego ptata (minimum 3 obszary przypadajace na plat) i nastgpnie liczono $rednig procentowa
powierzchnie stluszczenia tkankowego (w um?) podzielonego przez powierzchnie catkowita
analizowanego fragmentu tkanki.

3.5.5. Analiza mikroskopowa powierzchni znakowania biatka 1bal

Sygnat znakowania immunofluorescencyjnego skrawkéw médzgowych analizowano za
pomoca mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse Ni. Zdjecia tkanki mézgowej wykonano
za pomocg oprogramowania Image Pro-Plus 7 1 NIS przy powigkszeniu obiektywu x20. Analizg
ilosciowa obszaru barwienia Ibal przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania ImageJ v.1.46
i Image Pro-Plus 7. Obrazy immunofluorescencji (.tif) w skali szaro$ci przeksztatcano na obra-
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zy binarne z zastosowanym progiem (ang. threshold), obliczonym przez oprogramowanie po-
przez odcigcie tta autofluorescencji tkankowej i1 artefaktéw niespecyficznych. Nastepnie,
powierzchnia pozytywnie zabarwionego obszaru Ibal byta mierzona w roéznych czgéciach
i przekrojach hipokampa (CAl, CA2, CA3 i zakret zebaty - DG) oraz kory srédwechowe;j
i zostata przedstawiona jako §rednia procentowa powierzchnia dodatniego znakowania Ibal
(w um?) zawsze mierzona w réwnym obszarze tkanki hipokampa (ang. region of interest:
ROI = 78525.65 um?). Przekroje tkanki mézgowej analizowano w kierunku przednio-tylnym
(anterior-posterior AP) w zakresie koordynat stereotaktycznych dla hipokampa od -1,94 do
-4,40 Bregma, a dla kory srodwechowej od -2,46 do -3,40.

3.5.6. Analiza mikroskopowa znakowania H&E oraz biatek 6E10, pTau(Thr231)

Wzér jako$ciowego znakowania skrawkow mozgowych metoda H&E oraz znakowania
immunofluorescencyjnego markerow 6E10 i pTau(Thr231) analizowano za pomoca mikro-
skopu $§wietlnego 1 fluorescencyjnego Nikon Eclipse Ni. Zdjecia tkanki mézgowej wykonano
za pomocg oprogramowania Image Pro-Plus 7 oraz NIS przy powigkszeniu obiektywu x20
(Nikon, CFI Plan Apochromat Lambda, NA: 20x/0,50). Oceng jako$ciowa znakowania prze-
prowadzono w obszarach hipokampa (CA1, CA2, CA3 i zakre¢t zgbaty - DG) oraz kory $rod-
wechowej w zakresie koordynat stereotaktycznych dla hipokampa od -1,94 do -4,40 Bregma,
a dla kory $srodwechowej od -2,46 do -3,40.

3.6. Analiza pélilosciowa tkanki mézgowej za pomocg metody Western Blotting

Probki tkanki mozgowej myszy poddano lizie schtodzonym na lodzie buforze RIPA
uzupelnionym mieszaning inhibitorow fosfataz i proteaz. Wydajng lize osiagni¢to przez
pipetowanie w gore 1 w dol, przepuszczanie przez igle o roz-miarze 27 1 obracanie w 4°C przez
1,5 godziny. Po lizie probki wirowano przy 14 000 RCF przez 15 minut w 4°C. Supernatanty
zebrano, a stgzenie biatka zmierzono za pomocg testu Pierce BCA Protein Assay.

3.6.1. Przygotowanie lizatow tkankowych

Probki do SDS-PAGE przygotowano poprzez rozcienczenie lizatow woda destylowang
1 mieszaning buforu Laemmli z B-merkaptoetanolem do uzyskania st¢zenia biatka w przedziale
15-30 pg na dolek w zaleznosci od analizowanego markera. Mieszaning buforu Laemmliego
z B-merkaptoetanolem przygotowano zgodnie z zaleceniami producenta BioRad. Nastepnie tak
przygotowane probki poddawano denaturacji w 95°C przez 10 min.

3.6.2. Technika SDS-PAGE i Western blotting

W kolejnym kroku przygotowane biatka rozdzielono metodg elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym z dodecylosiarczanem sodu (SDS-PAGE) na 10% zelach trycynowych lub
glicynowych i przeniesiono na membrany z difluorku winylidenu (PVDF) o szeroko$ci poréw
od 0,45um do 0,21um w zaleznos$ci od rodzaju badanego biatka, przy uzyciu tradycyjnego
transferu na mokro lub transferu pétsuchego za pomoca systemu Trans-Blot Turbo System.
nastepnie membrany inkubowano przez 2 godziny w 5% roztworze albuminy surowicy
bydlecej (BSA) rozpuszczonej] w soli fizjologicznej buforowanej Trisem uzupeinionej
0,1% Tween20 (TBS-T). Biatka wykrywano metoda immunoblottingu ze specyficznymi
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przeciwcialami pierwszo- oraz drugorzedowymi, ktorych spis i informacja o zastosowanych
rozcienczeniach znajduja si¢ w Tabelach 5 i 6. Przeciwciata pierwszorzgdowe rozcieficzano
w 5% roztworze BSA, a membrany inkubowano w nich przez 12 godzin w 4 °C. Przeciwciala
drugorzgdowe rozcienczano w roztworze 3% mleka, a membrany inkubowano w nich przez
2 godziny w temperaturze pokojowej. Sygnat na membranach po immunoblottingu wywotano
poprzez inkubacj¢ z roztworem Clarity ECL Western Blotting Substrate.

3.6.3. Analiza chemiluminescencji i densytometria

Sygnal reakcji immunoenzymatycznej uzyskano za pomoca chemiluminescencji
w urzadzeniu ChemiDocTMXRS+Imaging System z oprogramowaniem Image LabTM
Software. Potilosciowa analize¢ intensywnosci sygnatlu prazkow, odpowiadajacych wzglednej
ilosci biatek, przeprowadzono metoda densytometryczng z uzyciem oprogramowania ImagelJ
v.1.46 (Schneider i in., 2012) lub Image LabTM Software.

3.7. Statystyczna analiza danych

Analizg statystyczng przeprowadzono w programie GraphPad Prism 8. Dane z analiz
biochemicznych, hematologicznych, immunohistochemicznych i Western blotting przedsta-
wiono jako $rednig arytmetyczng + odchylenie standardowe (n = od 3 do 8). Po zbadaniu
rozktadu normalnego testem Shapiro-Wilka oraz réwno$ci wariancji dobrano odpowiednie
testy statystyczne. Istotno$¢ statystyczng okreslono przy uzyciu niesparowanego testu
t-Studenta, oraz jedno- i dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), a nastepnie post-hoc
Bonferroniego. Warto$¢ p < 0,05 uznano za z goérny prog dla istotnosdci statystycznej
(na wykresach zaznaczone pogrubieniem czcionki), natomiast w wynikach uwzgledniono takze
warto$ci p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 < p < 0,05 oznaczone jako tendencja (na wykresach
zaznaczone czcionkg bez pogrubienia).
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4. Wyniki
4.1. Grupy doswiadczalne i sposob przedstawienia wynikow

Jak opisano w rozdziale ,,Materiaty i Metody”, w badaniu wykorzystano cztery grupy
doswiadczalne myszy: 1) CTR, 2) WD 3) LPS oraz 4) WD+LPS. Kazda grupa zwierzat zostata
przeanalizowana w 5 grupach wiekowych: 4M, 8M, 12M, 16M i 20M. Kontrolne myszy
APPswe w wieku od 4M do 12M odpowiadaly poczatkowym stadiom AD, przed pojawieniem
si¢ blaszek amyloidowych, a utworzone grupy wickowe myszy APPswe (4, 8, 12, 16 i 20
miesi¢cy) odzwierciedlaty nastepujace przedziaty wiekowe u ludzi: odpowiednio 20, 35, 50,
65, 80 lat (Flurkey 1 in., 2007, zmodyfikowano dla modelu APPswe). W uzytym modelu myszy
APPswe zaobserwowano pojawienie si¢ depozytow amyloidowych nieco pdzniej, niz wynika
to z charakterystyki tego modelu przedstawionej przez hodowle zrodtowa, to jest w wieku 16,
anie 12 miesigcy. W przedtozonym badaniu depozyty amyloidowe obserwowano w obu bada-
nych strukturach mozgu myszy, w hipokampie jak i korze srodwegchowej. W niniejszej pracy
przeanalizowano rézne sposoby modelowania stanu zapalnego: WD — model chronicznego
stanu zapalnego o niskim nasileniu wywolanego dieta zachodnig, LPS — model ogolno-
ustrojowego stanu zapalnego wywotlanego poprzez dootrzewnowa iniekcje lipopolisacharydu
bakterii Gram (-), ktory w zastosowanym modelu doswiadczalnym symuluje przebycie ostrej
infekcji bakteryjnej w mtodym wieku, oraz WD+LPS — model polegajacy na nalozeniu si¢ na
siebie dwdch typow standw zapalnych wywolanych zaréwno niezdrowg dieta, jak i przebyciem
infekcji. Opisane trzy sposoby modelowania zostaty porownane wzgledem grupy kontrolnej —
CTR, czyli karmionej zdrowa, zbilansowang dieta bez iniekcji LPS. W celu oceny wplywu
wieku na analizowane procesy, opisane grupy do$§wiadczalne badano w réznych punktach
czasowych od podania przedstawionych czynnikow. Niestety ze wzgledu na wysoka
Smiertelnos¢ nie udato si¢ utrzymaé przy zyciu wszystkich myszy w grupach ekspery-
mentalnych 16M 1 20M. Dlatego analize iloSciowg badanych markerow przeprowadzono na
myszach 4M, 8M 1 12M we wszystkich grupach doswiadczalnych: CTR, LPS, WD 1 WD+LPS.
Dane z wybranych myszy z niepelnych grup wiekowych 16M i1 20M przedstawiono jako wzbo-
gacajace informacje uzyskane z analiz jakosciowych znakowania pltytek amyloidu za pomoca
mikroskopii fluorescencyjnej 1 degeneracji neurondow za pomoca mikroskopii §wietlne;.
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4.2. Wplyw WD i LPS na rozwinig¢cie zespolu metabolicznego

W pierwszej kolejnosci przeanalizowano parametry metaboliczne u myszy APPswe pod
wplywem badanych czynnikow WD oraz LPS. Jak pokazano na Rycinie 11 A, panele CTR vs.
WD: 4M oraz CTR vs. WD+LPS: 4M, krotkotrwale karmienie dieta zachodnig (3 tygodnie)
wywotlato hipercholesterolemi¢ juz u mtodych, czteromiesi¢ecznych myszy (4M) APPswe.
Wysoki poziom cholesterolu utrzymywat si¢ u myszy 8M i1 12M karmionych WD, tj. po pi¢ciu
1 dziewieciu miesigcach karmienia WD. W grupach myszy, ktére otrzymaty LPS poziom
cholesterolu nie ulegt zmianie niezaleznie od wieku (Rycina 11 A, panel CTR vs LPS). Analiza
poziomu trojglicerydow w surowicy nie wykazata roznic bez wzgledu na sposob traktowania
myszy (Rycina 11 B, panele CTR vs. WD, CTR vs. LPS, CTR vs. WD+LPS). Stwierdzono
natomiast wzrost stezenia glukozy w surowicy u myszy 8M i 12M karmionych WD, tj. po
pieciu i dziewigciu miesigcach karmienia WD (Rycina 11 C, panele CTR vs. WD: 8M i 12M
oraz CTR vs. WD+LPS: 8M i 12M)), oraz brak réznic w st¢zeniu glukozy w surowicy w grupach
myszy otrzymujacych LPS Rycina (11 C, panel CTR vs. LPS). Co wigcej, dieta zachodnia
wywotata otyto$¢ u myszy 8M (Rycina 11 D, panele CTR vs. WD: 8M oraz CTR vs. WD+LPS:
8M), czego nie obserwowano w grupie z LPS (Rycina 11 D, panel CTR vs. LPS). Przyrost
masy ciata pod wptywem WD utrzymywat si¢ w grupie myszy w wieku 12M (Rycina 11 D,
panele CTR vs. WD: 12M oraz CTR vs. WD+LPS: 12M). Natomiast zaobserwowano mniejsze
réznice w $redniej masie ciata pomiedzy grupami CTR vs. WD i CTR vs. WD+LPS w wieku
spowodowane prawdopodobnie procesami zwigzanymi ze starzeniem si¢ badanych zwierzat.
W grupie z LPS lekki przyrost masy ciata w 12M poréwnywany do 4M byl zwigzany z natura-
Inym procesem przyrostu masy ciata z wiekiem (Rycina 11 D, panele CTR vs. LPS, Tabela
12: CTR vs. LPS, masa ciata). Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa dla analizowanych
parametrow zostaty przedstawione w Tabeli 12.
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Rycina 11. Wptyw WD oraz dootrzewnowej iniekcji LPS na parametry krwi i przyrost masy ciala u myszy
APPswe w wieku 4, 8 i 12 miesigey (4M, 8M, 12M) w grupach WD, LPS i WD+LPS w poréwnaniu do kontroli
(CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie standardowej. Wykresy przedstawiaja: A) stezenie cholesterolu,
B) stezenie trojglicerydow, C) stezenie glukozy we krwi, oraz D) przyrost masy ciala myszy APPswe. Dane
liczbowe przedstawiono za pomoca $redniej arytmetycznej + odchylenie standardowe (n = od 4 do 8 zwierzat na
grupe doswiadczalng; kropki i kwadraty przedstawiaja wartosci dla pojedynczych osobnikéw). Analize
statystyczna przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego.
Wartosci p < 0,05 uznano za z gorny prog dla istotnosci statystycznej (pogrubiona czcionka), natomiast wartosci
p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencje (czcionka bez pogrubienia).

Tabela 12. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedace uzupetlieniem Ryciny 11.

CTR vs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Parametr wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS | interakcja
Cholesterol NS p <0,001 NS NS NS NS NS p <0,001 NS
Tréjglicerydy NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Glukoza NS p <0,001 NS NS NS p =0,015 NS p <0,001 NS
Masa ciata p<0,001 p<0,001 p =0,012 p = 0,001 NS NS p = 0,003 p <0,001 NS

NS — brak istotnych réznic
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Niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby (NAFLD) charakteryzuje si¢
akumulacja thuszczu w watrobie 1 naciekaniem komorek odpornosciowych do migzszu watroby,
co prowadzi do uwalniania cytokin pro-zapalnych. Narastajace sttuszczenie hepatocytow oraz
nasilajacy si¢ stan zapalny powoduja patologi¢ charakterystyczng dla niealkoholowego sthu-
szczeniowego zapalenia, a w efekcie do zwtdknienia i marskosci watroby (NASH). Proces ten
obserwuje si¢ zaréwno u ludzi (Friedman i in., 2018; Morsiani i in., 2019), jak 1 u myszy
(Tojimaiin., 2012; Liang i in., 2014). W niniejszej pracy znakowanie H&E wykazato normalne
komorki watrobowe, z ktorych kazda miata dobrze zdefiniowang cytoplazme, wyrazne jadro
i dobrze wyprowadzong zyle centralng w watrobach myszy kontrolnych (Rycina 12).
Natomiast zaobserwowano, ze juz po trzech tygodniach karmienia u mlodych, cztero-
miesigcznych myszy (4M), dieta zachodnia spowodowala wyrazne odkladanie si¢ kropli
lipidowych i mikro-pgcherzykowe stluszczenie obserwowane jako dyskretne okragte wakuole
lipidowe w obrebie hepatocytow. Na tym etapie obserwowane wakuole nie zmienialy jeszcze
ksztattu komorek (Rycina 12a A, kropkowane strzatki), ale gdzieniegdzie byly zasocjowane
z hipertrofig hepatocytow (Rycina 12a A, strzatki), bez jeszcze widocznego procentowego
wzrostu zawartosci thuszczu (Rycina 12b D, panel CTR vs. WD: 4M oraz CTR vs. WD+LPS:
4M). U starszych myszy (8M 1 12M) dlugotrwate karmienie dieta zachodnig skutkowato
drastyczng progresja uszkodzenia watroby manifestujac si¢ glownie jako wakuolizacja
mikropecherzykowa w obrebie cytoplazmy hepatocytow powodujgc drastyczne zwigkszenie
ciata komorkowego (Rycina 12b B i C, strzalki) oraz makropgcherzykowe stluszczenie powo-
dujace catkowite zniszczenie hepatocytow (Rycina 12a B i C, #). Ponadto, WD wywotata zapa-
lenie zrazikow watrobowych, ujawnione jako silne nacieki komoérek zapalnych (Rycina 12a B
i C, *), wskazujac na rozwoj NASH. Opisanym zmianom morfologicznym hepatocytéw u my-
szy w grupach 8M 1 12M towarzyszyt drastyczny wzrost procentowej zawartosci thuszczu
w watrobie (Rycina 12b D, panel CTR vs. WD: 8M i 12M oraz CTR vs. WD+LPS: 8M i 12M).
Wyniki te pokazuja indukowany dieta zachodnia rozwdj rozleglego sttuszczenia watroby z gle-
boka degradacjg hepatocytow, charakterystyczng dla péznych etapdw cigzkiej NAFLD i NASH
(Lindenmeyer i McCullough, 2018). Uszkodzenie watroby narastalo stopniowo w miarg
karmienia dieta WD 1 w sposob zalezny od WD, co obserwowano od 4 miesigca zZycia myszy,
zarowno w grupach WD, jak i WD+LPS. U myszy, ktére otrzymaty LPS nie obserwowano
uszkodzenia watroby w odniesieniu do analizowanych parametrow (Tabela 13). W watrobach
zwierzat z iniekcja LPS, zaobserwowano natomiast lekki wzrost procentowy sttuszczenia
watroby z wiekiem, nie odbiegajacy od wynikow uzyskanych w grupach zwierzat kontrolnych
(CTR) karmionych dietg standardowa (Rycina 12b D: panel CTR vs. LPS; Tabela 13).
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Rycina 12a. Wptyw WD i iniekcji LPS na rozwdj niealkoholowej sttuszczeniowej choroby watroby (NAFLD)
i niealkoholowego stluszczeniowego zapalenia watroby (NASH) w grupach myszy APPswe: (A) cztero-
miesiecznych (4M); (B) odmiomiesigcznych (8M) i (C) dwunastomiesiecznych (12M); barwienia H&E; skala =
50 um; powigkszenie: x20; strzatki kropkowane - stluszczenie mikropgcherzykowe (dyskretne okragle wakuole
lipidowe w obrebie hepatocytow), strzatki - hepatocyty przerostowe, # - balonowanie komoérek watrobowych
i stluszczenie makropecherzykowe, * - zapalenie zrazikowe.
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Rycina 12b. Wptyw WD i iniekcji LPS na niealkoholowej stluszczeniowej choroby watroby (NAFLD)
i niealkoholowego stluszczeniowego zapalenia watroby (NASH) w grupach myszy APPswe: (D) Wptyw WD
i iniekcji LPS na procentowa zawartosci thuszczu w watrobie myszy APPswe w grupach WD, LPS, WD+LPS
w wieku 4, 8 i 12 miesi¢cy (4M, 8M, 12M) w poréwnaniu do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych
na diecie standardowej. Dane liczbowe przedstawiono za pomoca S$redniej arytmetycznej + odchylenie
standardowe (n = od 4 do 8 zwierzat na grup¢ doswiadczalna; kropki i kwadraty przedstawiaja wartosci dla
pojedynczych osobnikow). Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA
z testem post-hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z gérny prog dla istotnosci statystycznej

(pogrubiona czcionka), natomiast wartosci p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 <p < 0,05 uznano jako tendencje
(czcionka bez pogrubienia).

Tabela 13. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedace uzupetnieniem Ryciny 12.

CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Parametr wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LP | interakcja
S
Stluszczenie p<0001  p<0001 p=0,002 p<0,001 NS NS p<0,001 p<0001 p<0,001

watroby

NS — brak istotnych roznic

hipercholesterolemia u myszy WD

v hiperglikemia u myszy WD

‘1’ otytos¢ u myszy WD
NAFLD/NASH u myszy WD

| | >
Wiek myszy
4 8 12 [miesigce]

wczesne stadium AD -
przed uformowaniem ptytek amyloidu

Rycina 13. Chronologia wystepowania zaburzen metabolicznych pod wplywem diety zachodniej (WD),
skutkujgcych rozwinieciem zespolu metabolicznego.

Analiza biochemiczna krwi wykazata, ze dieta WD, w przeciwienstwie do LPS przyczy-
nita si¢ do wywotania zespotu metabolicznego u myszy APPswe. Zaobserwowano silng indu-
kcje hipercholesterolemii, juz po trzech tygodniach WD, oraz indukcje hiperglikemii, otylosci
i NAFLD/NASH po pigciu miesigcach WD (Rycina 13).
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4.3. Wplyw WD i LPS na rozwinig¢cie ogolnoustrojowego stanu zapalnego

W celu oceny, czy markery stanu zapalnego wywotanego dieta WD w tkankach
narzagdow obwodowych majg swoje odzwierciedlenie we krwi krazacej, przeprowadziliSmy
analiz¢ hematologiczng krwi. Wrodzony uktad odpornosciowy jest pierwsza linig obrony przed
poczatkowymi wyzwaniami srodowiska i jest aktywowany znacznie szybciej niz adaptacyjny
uktad odpornosciowy, ktory rozwija si¢ w miar¢ kontaktu organizmu z czynnikami niepo-
zadanymi. Komorki krwi wchodzace w sktad uktadu odpornosciowego to biate krwinki, inacze;j
leukocyty, ktore dzielg si¢ na nastgpujace populacje: granulocyty (neutrofile, bazofile i eozy-
nofile), monocyty oraz limfocyty. Granulocyty stanowig 60-70% leukocytow krwi, a ponad
90% granulocytow to neutrofile, stanowigce najwigkszg frakcje biatych krwinek. Neutrofile sa
zwykle pierwszymi komorkami odpornosciowymi, ktore odpowiadajg na zapalenie i moga
zaostrzy¢ przewlekly stan zapalny, pomagajac w rekrutacji makrofagow i wchodzac w intera-
kcje z komodrkami prezentujacymi antygen (Talukdar i in., 2012). Zgodnie z tymi danymi
zaobserwowali$my, ze juz 3 tygodnie karmienia dieta WD spowodowaty pewng tendencje
wzrostowg stezenia granulocytow we krwi u myszy 4M w grupach WD i WD+LPS (Rycina 14
A, panel CTR vs. WD: 4M oraz CTR vs. WD+LPS: 4M; Tabela 14). Ten sam trend wzrostowy
poziomdéw granulocytéw utrzymywat si¢ po 5 miesigcach karmienia WD zarowno w grupach
WD, jak i WD+LPS (Rycina 14 A, panel CTR vs. WD: 8M oraz CTR vs. WD+LPS: 8M;
Tabela 14). Podobnie, 3 tygodnie stosowania WD wywotaly nieistotny wzrost st¢zenia
monocytow we krwi, (Rycina 4W B, panele CTR vs. WD: 4M; Tabela 14). Wzrost ten utrzy-
mywat si¢ u myszy 8M z WD (Rycina 14 B, panel CTR vs. WD: 8M; Tabela 14). W przypadku
grupy z podwdjnym traktowaniem WD+LPS zaobserwowano istotny wzrost poziomu mono-
cytow w grupie wiekowej 8M po czym w wieku 12M poziom ten ulegal normalizacji (Rycina
14 B, panel CTR vs. WD+LPS: 8M i 12M). Zaobserwowano rowniez tendencj¢ do wzrostu
stezenia limfocytow we krwi (Rycina 14 C, panele CTR vs. WD: 8M oraz CTR vs. WD+LPS:
8M; Tabela 14), co sugeruje, ze dieta WD wywotata aktywacje adaptacyjnego uktadu odporno-
sciowego. Wzrost catkowitego st¢zenia biatych krwinek we krwi, obejmujacego rdzne subpo-
pulacje komorek pojawit si¢ gtdéwnie u myszy 8M, w grupach WD i WD+LPS (Rycina 14 C,
panel CTR vs. WD: 8M oraz CTR vs. WD+LPS: 8M; Tabela 14), natomiast zmiany te nie byty
statystycznie istotne. Z kolei u myszy 12M zaobserwowano stopniowy powrdt do prawidto-
wego stezenia wszystkich analizowanych populacji biatych krwinek (granulocytéw, mono-
cytow, limfocytow) (Rycina 14, panele CTR vs. WD: 12M A, B, C, D oraz CTR vs. WD+LPS:
12M A, B, C, D). W $wietle pokazanych wcze$niej obwodowych zaburzen metabolicznych wy-
wotanych przez WD (Rycina 12), ta redukcja mogta by¢ wywotana infiltracja komorek
odpornosciowych do tkanki thuszczowej, watroby i mozgu, gdzie komorki odpornosciowe
wydzielaja szereg cytokin prozapalnych i chemokin, w celu przywrdcenia homeostazy (Liu
i in., 2020; Xu iin., 2014; Shukla i in., 2019). Natomiast analiza grup z dootrzewnowa iniekcja
LPS nie wykazata zadnych roznic ani tendencji w st¢zeniu analizowanych populacji biatych
krwinek (Rycina 14, pancle CTR vs. LPS A, B, C, D) co $wiadczy, ze ostry stan zapalny
wywotany poprzez dootrzewnowg iniekcje LPS daje silng, ale krotkotrwatg reakcje komorek
immunokompetentnych bezposrednio po podaniu czynnika infekcyjnego, a nastepnie dos¢
szybko komorki uktad odpornosciowego prowadza do redukeji tej reakcji w celu obrony przed
jej negatywnymi konsekwencjami. Otrzymane dane wskazuja, ze dieta WD jako chroniczny
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czynnik prozapalny o niskim nasileniu wywotuje dtugotrwalg reakcj¢ uktadu odporno-
$ciowego, czego nie obserwuje si¢ w wyniku kontaktu z bakteryjnym czynnikiem infekcyjnym.
W przeciwienstwie do parametréw leukocytow (Rycina 14), analiza podstawowych
parametréw erytrocytow jak liczba krwinek czerwonych, wskaznik anizocytozy i $rednia
objetos¢ komorek nie wykazata zmian pomi¢dzy badanymi grupami (dane nie pokazane).
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Rycina 14. Wptyw WD oraz iniekcji LPS na rozwinigcie i utrzymywanie si¢ ogdlnoustrojowego stanu zapalnego
o niskim nasileniu u myszy APPswe w wieku 4, 8 i 12 miesigcy (4M, 8M, 12M) w grupach WD, LPS i WD+LPS
w poroéwnaniu do kontroli bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie standardowej CTR. Wykresy przedstawiaja
stezenie: (A) granulocytow (B) monocytow, (C) limfocytéw i (D) tacznie wszystkich biatych krwinek. Wszystkie
dane przedstawione zostaty za pomoca $redniej arytmetycznej = odchylenie standardowe (n = od 3 do 8 zwierzat
na grupe doswiadczalng z wyjatkiem grup 8M LPS, gdzie $rednie obliczono na podstawie n = 2, a wartosci te nie
zostalty uwzglednione w analizie statystycznej; kropki i kwadraty przedstawiajag wartosci dla pojedynczych
osobnikdéw). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem
post-hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z gérny prog dla istotno$ci statystycznej (pogrubiona

czcionka), natomiast warto$ci p mieszczace sie w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencje (czcionka bez
pogrubienia).
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Tabela 14. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedgce uzupetieniem Ryciny 14.

CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Parametr wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS  interakcja
Biate krwinki NS NS NS brak brak brak p = 0,007 NS NS
Granulocyty NS NS NS brak brak brak NS NS NS
Monocyty NS | p=0,069 NS brak brak brak | p<0,001 NS p = 0,008
Limfocyty NS NS NS NS NS NS p =0,016 NS NS

NS — brak istotnych réznic

wzrost liczby monocytéw w surowicy myszy WD

wzrost liczby granulocytow w surowicy myszy WD

4

wzrost liczby biatych krwinek w surowicy myszy WD

wzrost liczby limfocytéw w surowicy myszy WD

J

wzrost liczby monocytéw w surowicy myszy CTR

wzrost liczby granulocytow
w surowicy myszy CTR

\szrost liczby biatych krwinek
w surowicy myszy CTR

\L wzrost liczby limfocytéw
w surowicy myszy CTR

1 >
I Wiek myszy
4 ] 12 [miesiace]

weczesne stadium AD -
przed uformowaniem ptytek amyloidu

Rycina 15. Chronologia zmian pozioméw parametrow hematologicznych indukowanych dieta zachodnia u
myszy APPswe skutkujacych rozwinieciem ogélnoustrojowego stanu zapalnego o niskim nasileniu. CTR -
myszy kontrolne karmione dieta standardowa. Na szaro zaznaczono kolejno$¢ proceséw przebiegajacych w CTR.

Podsumowujac, analiza hematologiczna krwi wykazata nieistotny wzrost poziomu
biatych krwinek, zwlaszcza granulocytow 1 monocytow, juz po 3 tygodniach karmienia myszy
dieta WD. Zmian takich nie zauwazono w grupach traktowanych przy uzyciu LPS. Wzrost
poziomu limfocytow zaobserwowano po pigciu miesigcach stosowania diety WD (Rycina 15).
Tendencje do wzrostu obserwowane w poszczegolnych populacjach biatych krwinek nie moga
by¢ ignorowane pomimo braku istotnosci statystycznej, ale powinny by¢ oceniane w kontekscie
procesOw zapalnych wykrywanych w tkankach metabolicznych, gdzie nast¢puje naciek leuko-
cytéw pod wplywem zmian metabolicznych co ma miejsce np. w watrobie czy tkance thuszczo-
wej. Ponadto, biorgc pod uwage fakt, ze nie ma jednoznacznych kryteriow definiujacych zapa-
lenie ogdlnoustrojowe o niskim stopniu nasilenia, jego wykrycie nie moze opierac si¢ jedynie
na istotnych réznicach w parametrach morfologii krwi, ale powinno uwzglednia¢ réwniez
przesunigcia analizowanych parametrow do gornych granic norm, co wykazano w tym badaniu.
Biorac to pod uwagg, wywotane przez WD tendencje do podwyzszonego poziomu leukocytow
w kontekScie wspotwystepowania z hipercholesterolemia, hiperglikemia, otyloscia czy
NAFLD/NASH, przemawiajg za stwierdzeniem wywolanego przez WD chronicznego zapa-
lenia ogo6lnoustrojowego o niskim nasileniu.
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4.4. Wplyw WD i LPS na aktywacje¢ komorek astrogleju i mikrogleju

4.4.1. Aktywacja astrocytow

Trzy tygodnie karmienia dieta zachodnig skutkowato aktywacjg komorek astrogleju
zaroOwno w regionie hipokampa, jak i kory srodwechowej, co ujawnito si¢ poprzez zwigkszony
poziom markera astrocytow - glejowego bialka fibrylarnego (GFAP) (Rycina 16 A i B, panele
CTR vs WD: 4M oraz WD+LPS: 4M, Tabela 15).

W hipokampie poziom GFAP byl najwyzszy u mlodych, czteromiesigcznych myszy
karmionych WD (Rycina 16 A, panel CTR vs. WD: 4M). Poziom ten byl porownywalny z po-
ziomem indukowanym przez mutacj¢ APP u starszych myszy, tj. myszy kontrolnych w wieku
8M i 12M. Oznacza to, ze pod wptywem WD nastapilo przy$pieszenie aktywacji astro-cytow
0 4 miesiace. Ponadto dane z analizy metoda Western blotting przedstawione na Rycinie 16,
nie wykazaly r6znic migdzy grupami eksperymentalnymi, a kontrolnymi w poziomie GFAP
w tkance hipokampa u myszy 8M i 12M. Sugeruje to, ze aktywowany astroglej u myszy 8M
i 12M osiagnat staty poziom i przeszedt w stan adaptacyjny (Rycina 16 A, panel CTR vs. WD:
8M i 12M). Zwigkszony poziom GFAP obserwowano rowniez w hipokampie czteromiesie-
cznych myszy APPswe 3 tygodnie po iniekcji LPS. Znakowanie GFAP nastepnie takze osig-
gneto staty poziom, podobnie jest u myszy karmionych WD (Rycina 16 A i B, panele CTR vs.
LPS: 4M, 8M, 12M).

Podobnie w korze srédwegchowej pod wptywem WD poziom GFAP wzrastal u mtodych
czteromiesigcznych myszy (Rycina 16 B, panel CTR vs. WD: 4M, Tabela 15). Poziom ten byt
porownywalny z poziomem indukowanym przez mutacj¢ APP u 8M myszy kontrolnych, nato-
miast w tej strukturze pod wptywem transgenu i wieku (grupy CTR) poziom GFAP rdst nieco
wolniej niz w hipokampie. Pod wptywem LPS wzrost GFAP u czteromiesigcznych myszy byt
silniejszy w porownaniu do 8M CTR i osiggnat poziom poréwnywalny do poziomu W grupie
12M CTR (Rycina 16 B, panel CTR vs. LPS: 4M, 8M, 12M).
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Rycina 16. Wptyw WD oraz iniekcji LPS na poziom markera astrocytow — biatka GFAP wykrytego metoda
immunoblottingu w tkance mézgu z obszarow: (A) hipokampa oraz (B) kory §rodwechowej myszy APPswe z grup
WD, LPS i WD+LPS w wieku 4, 8 i 12 miesi¢cy (4M, 8M, 12M) w poréwnaniu do kontroli (CTR) bez iniekcji
LPS utrzymywanych na diecie standardowej. Dane liczbowe przedstawiono za pomoca za pomoca $redniej
arytmetycznej GFAP/aktyna + odchylenie standardowe (n = od 4 do 8 zwierzat na grupe do$wiadczalna; kropki
i kwadraty przedstawiaja wartosci dla pojedynczych osobnikow). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z gérny
prog dla istotnos$ci statystycznej (pogrubiona czcionka), natomiast warto$ci p mieszczace si¢ w przedziale
0,1 <p < 0,05 uznano jako tendencje (czcionka bez pogrubienia).
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Tabela 15. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedace uzupetieniem Ryciny 16.

GFAP CTR vs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Struktura wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS | interakcja
moézgu
Hipokamp NS p=0045 p<0001 p=008l p=0054 p<0001 p=0002 p=0,009 p=0,002
Kora p<0,001 p<0,001 p=0,008 NS p<0001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,009
srédwechowa

NS — brak istotnych réznic

astroglioza w hipokampie i korze srodwechowej myszy karmionych WD
oraz z iniekcjg LPS

‘l' astroglioza w hipokampie i korze srédwechowej myszy CTR
I I I Wiek myszy
4 8 12 [miesigce]

——
wczesne stadium AD -
przed uformowaniem ptytek amyloidu

Rycina 17. Schemat przedstawiajacy przySpieszenie aktywacji astrocytow pod wplywem zastosowanych
czynnikow (WD i LPS) w hipokampie i korze Srodwechowej myszy APPswe. CTR - myszy kontrolne APPswe
karmione dietg standardowg bez iniekcji LPS. Na szaro zaznaczono kolejnos$¢ procesow, przebiegajacych w CTR.

Podsumowujac, krotkotrwale karmienie dieta WD spowodowato reakcje komorek
astrogleju na poziomie porownywalnym do reakcji na bakteryjny czynnik infekcyjny LPS.
Otrzymane wyniki sugeruja, ze zarowno WD jak i LPS, ktory jest dobrze scharakteryzowanym
czynnikiem wywolujagcym w mozgu stan zapalny o wysokim nasileniu, dzialaja poréwnywalnie
w zakresie aktywacji astrocytow, przyspieszajac w ten sposOb postgpujacy proces neuro-
zapalenia w obu badanych strukturach mozgu w zastosowanym modelu APPswe (Rycina 17).
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4.4.2. Zmiana sposobu proteolizy izoform biatka akwaporyny-4

Ze wzgledu na brak uktadu limfatycznego, osrodkowy uktad nerwowy wymaga
alternatywnych systemow oczyszczania, ktory wspomaga Klirens srodmigzszowych substancji
rozpuszczonych. Dzieje si¢ to przy pomocy uktadu glimfatycznego (Silva i in., 2021). Kanaty
wodne akwaporyny-4 (AQP4) sa integralng czg¢scia tego systemu i s3 zwigzane z wystepo-
waniem wielu neuropatologii, jak np. AD. Klirens takich biatek jak amyloid-B czy tau, jest
zmniejszony przez uposledzenie wydajnosci pracy uktadu glimfatycznego z powodu np. braku
AQP4, czy zaburzen lokalizacji tego biatka, czy poziomu lub dostepnosci izoform. AQP4 o ma-
sie czasteczkowej 30 kDa 1 strukturze tetrameru jest najpowszechniej wystepujagcym kanalem
wodnym w mozgu. Biatko to dziata jako selektywny przepuszczalny kanat wodny, przyczy-
niajgc si¢ do homeostazy jonowej i osmotycznej poprzez ulatwienie dyfuzji wody przez mézg
(Silva et al., 2021).

Analiza biatka AQP4 za pomocg techniki Western blotting wykazata zalezne od stru-
ktury mozgu wystepowanie izoform AQP4 o réznych wielkosciach (Rycina 18 A i B). W hipo-
kampie wykazano obecno$¢ dwoch izoform tego biatka o wielkosci 50 1 30 kDa, z czego prazek
o wielkosci 30 kDa byt prazkiem dominujacym (Rycina 18a A). W korze $rodwechowe;j
obecna byta tylko forma o wielkosci 50 kDa (Rycina 18b B). Analiza wykazata tez, ze na flu-
ktuacje poziomow izoform 30 i 50 kDa w hipokampie w grupach utrzymywanych na diecie
zachodniej wptywa dodatkowo czynnik wieku (Rycina 18a A, panel CTR vs. WD oraz CTR
vs. WD+LPS, Tabela 16). Natomiast w grupie myszy poddanej serii iniekcji LPS wykazano
istotny wzrost poziomu izoformy 50 kDa przy rownoczesnym spadku poziomu izoformy
30 kDa w wieku 12 miesigcy (Rycina 18a A, panel CTR vs. LPS). Natomiast, w korze $rod-
wechowej na fluktuacje pozioméw 50 kDa wptywat tylko czynnik wieku, we wszystkich gru-
pach eksperymentalnych (Rycina 18b B, panel CTR vs. WD, CTR vs. LPS oraz CTR vs.
WD+LPS, Tabela 16).

59



Wyniki

A 4M CTR 4M WD 4AMLPS  4M WD+LPS

AQP4

B R eaee e 20 KDa
B-aklyna s e o s e S e s S s e e 37 kDa

8M CTR 8M WD 8M LPS 8M WD+LPS
% ’---“-ﬂ-”---“----l50kDa
§ AQP4
Q LA Lk L L R L R
T B-akiyna S-S S S S s s e 37 kDa
12M CTR 12M WD 12M LPS 12M WD+LPS
i e BB e 50KDa
AQP4 o
Bam e e mee 30k0a
B-aklyna wewmmmamss SR S e e e WM 37 kDa
CTR EEvs. WD [ CTR EZ3 vs. LPS Il CTRE=EH4 vs. WD+LPS EH
2.0+ 2.0+ YT 2.0
g g = l:;0=020,m7 g p=0045
f? 1.5 R ; 1.5 R R -FF 1.5 o
2 3 2
a a 5
g < | 1 Bl
4aM 8M 12M 4aM 8M 12M
2.0- 2.0+ p =0,039 2.0+
2 g 2
£ £ £
e 2 &
2 3 2
Py P 5
8 g <

4m 8M 12M 4M 8M 12M

Rycina 18a. Wykresy przedstawiajg $rednie poziomy AQP4 wykryte metodg immunoblottingu w tkance mézgu
w obszarach: (A) hipokampa u myszy APPswe z grup WD, LPS, i WD+LPS w poréwnaniu do CTR, w wieku
4, 8 i 12 miesi¢cy (4M, 8M, 12M). A) w hipokampie wykazano, obecnoé¢ dwoch izoform AQP4 o wielkosci
50 i 30 kDa. Dane liczbowe przedstawiono za pomocg za pomocg Sredniej arytmetycznej + odchylenie
standardowe (n = od 3 do 8 zwierzgt na grupe do$wiadczalng; kropki i kwadraty przedstawiaja wartosci dla
pojedynczych osobnikow). Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA
z testem post-hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z goérny prog dla istotnoSci statystycznej
(pogrubiona czcionka), natomiast warto$ci p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencj¢
(czcionka bez pogrubienia).
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Rycina 18b. Wykresy przedstawiaja $rednie poziomy AQP4 wykryte metoda immunoblottingu w tkankce mézgu
w obszarach: B) kory $roédwechowej u myszy APPswe z grup WD, LPS, i WD+LPS w poréwnaniu do CTR,
w wieku 4, 8 1 12 miesiecy (4M, 8M, 12M). B) w korze srddwechowej wykazano obecnos$¢ prazka o wielkosci
50 kDa. Dane liczbowe przedstawiono za pomoca za pomocg $redniej arytmetycznej + odchylenie standardowe
(n = od 3 do 8 zwierzat na grup¢ doswiadczalng; kropki i kwadraty przedstawiajg wartosci dla pojedynczych
osobnikoéw). Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem
post-hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z gérny prog dla istotnoSci statystycznej (pogrubiona
czcionka), natomiast wartoSci p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencj¢ (czcionka bez

pogrubienia).

Tabela 16. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedace uzupetnieniem Ryciny 18.

AQP4 CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Struktura wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS | interakcja
mozgu
Hipokamp p < 0,010 NS NS p < 0,001 NS p=0,012 p<0,001 NS NS
(50kDa)
Hipokamp p < 0,020 NS NS p =0,022 NS p=0,027 p=0,005 NS NS
(30kDa)
Kora p < 0,001 NS NS p = 0,007 NS NS p = 0,002 NS NS
srodwechowa
(50kDa)

NS — brak istotnych réznic
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4.4.3. Aktywacja mikrogleju, naplyw obwodowych makrofagow oraz zaburzenie zdolnosci
fagocytozy

Tkanke moézgu myszy APPswe poddano analizie immunofluorescencyjnego
znakowania biatka Ibal (zjonizowanej czgsteczki adaptera wigzacego wapn 1), bedacego
markerem uwazanym za charakterystyczny dla mikrogleju i makrofagow w stanie aktywacji.
Uzyskane wyniki przedstawiaja Ryciny 19 i 20. Zaobserwowano, ze w hipokampie 5 miesi¢cy
karmienia WD spowodowalo istotnie zwigkszong aktywacje komorek mikrogleju, utrzymujaca
si¢ takze po 9 miesigcach WD. Wskazuje na to zwigkszony obszar barwienia
immunofluorescencyjnego dla Ibal u myszy 8M i 12M z grup WD i WD+LPS w poréwnaniu
z grupami kontrolnymi (Rycina 19 A i A’, panel CTR vs. WD: 8M i 12M oraz CTR vs
WD+LPS: 8M i1 12M). Co wazne, w poréwnaniu z mlodymi zwierzetami 4M, u myszy 12M
obszar pozytywnie wybarwiony Ibal zwigkszyt si¢ w tkance hipokampa réwniez w grupie
CTR, demonstrujgc zwigzang ze starzeniem aktywacj¢ mikrogleju. Nie zaobserwowano isto-
tnych zmian w obszarze znakowania Ibal w hipokampie po 3 tygodniach karmienia WD
(Rycina 19 A’, panel CTR vs. WD: 4M oraz WD+LPS: 4M). Rycina 9W A i A’ pokazuje, ze
w poréwnaniu ze standardowa dieta, karmienie WD wzmocnito i1 przyspieszyto aktywacje
mikrogleju o 4 miesiace, powodujac najbardziej znaczace powigkszenie obszaru znakowania
Ibal po 5. miesigcu utrzymywania zwierzat na diecie WD 1 utrzymanie tego efektu w starszych
grupach zwierzat (Rycina 19 A’). Rycina 9W A’ pokazuje rowniez, ze dootrzewnowe wstrzy-
knigcie LPS nie wywotalo istotnego wplywu na aktywacje komorek mikrogleju, natomiast
kluczowy w odpowiedzi mikrogleju jest czynnik wieku oraz interakcja pomiedzy LPS a starze-
niem (Tabela 17: Ibal CTR vs. LPS). Analiza post-hoc wykazata, ze w grupie otrzymujacej
LPS z wiekiem dochodzi do nieznacznego powigkszenia obszaru znakowania Ibal w hipo-
kampie myszy 8M w poréwnaniu z grupami CTR 4M i 8M (Rycina 19 A’, panel CTR vs. LPS:
4M, 8M). Poza tym, we wszystkich grupach doswiadczalnych (WD, LPS, WD+LPS) w wieku
8M 1 12M oprécz zwigkszonego obszaru znakowania Ibal zaobserwowano réwniez istotne
zmiany w morfologii komoérek mikrogleju. Komorki zwigkszyty swdj rozmiar i zaczety przyj-
mowac charakterystyczny dla stanu aktywacji ksztatt ameboidalny (Rycina 19 A, strzatki).

Analiza obszaru znakowania Ibal w korze $roédwechowej wykazata, Ze czynnikiem
istotnie wptywajacym na aktywacj¢ komorek mikrogleju jest wiek (Tabela 18: Ibal, Rycina
20 A i A’, panele CTR vs. WD oraz CTR vs. WD+LPS). 3 tygodnie i 5 miesi¢cy karmienia
WD spowodowaty nieznaczne powiekszenie wyznakowanego obszaru Ibal u myszy w wieku
4M i 8M wzgledem dopasowanych wiekowo kontroli (Rycina 20 A i A’, panele CTR vs. WD:
4M, 8M oraz CTR vs. WD+LPS: 4M, 8M). 9 miesiecy stosowania diety WD spowodowato
znaczny wzrost aktywacji mikrogleju, natomiast poziom ten nie r6znit si¢ istotnie od dopa-
sowanej wiekowo kontroli (Rycina 20 A i A’, panele CTR vs. WD: 12M oraz CTR vs.
WD+LPS: 12M). W przypadku analizy wptywu LPS na aktywacje mikrogleju w korze §rodwe-
chowej, analiza statystyczna wykazata istotny wptyw jedynie czynnika wieku, a wzrost zao-
bserwowano dopiero u myszy w wieku 12M Rycina 20 A i A’, panele CTR vs. LPS: 12M).

Chociaz marker Ibal jest szeroko stosowany do wykrywania aktywacji mikrogleju, nie
jest on wystarczajacy do wskazania stanu polaryzacji tych komorek, poniewaz Ibal ulega
ekspresji zarbwno w stanie polaryzacji prozapalnej, jak i przeciwzapalnej (odpowiednio M1
1 M2). Co wigcej, trudno jest znalez¢ marker unikalny dla prozapalnego mikrogleju ze wzgledu
na bardzo duze podobiefistwo markerow prozapalnych na komoérkach mikrogleju i tych na
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aktywowanych makrofagach pochodzacych z monocytow, ktore infiltruja mozg z peryferii
stanéw procesach patologicznych (Walker i Lue, 2015; Orihuelai in., 2016). W niniejszej pracy
obok Ibal przeanalizowano dodatkowo marker przeciwzapalny: P2RY12 (purynergiczny
receptor P2Y 12), o ktérym wiadomo, ze jest wysoce specyficzny dla mikrogleju moézgowego
bedacego w stanie homeostazy, oraz CX3CRL1 (receptor chemokinowy 1 z motywem CX3C,
inaczej receptor dla fraktalkiny), bedacego markerem specyficznie znakujacym wylacznie
komorki mikrogleju mozgowego. P2RY 12 i1 CX3CR1 w literaturze zostaty zdefiniowane jako
selektywne markery do rozréznienia mikrogleju, z wysokim poziomem ekspresji od makro-
fagéw (Butovsky i in., 2014; Mildner i in., 2017).

W badaniu wykazano istotny wptyw diety WD na poziom biatka P2RY'12, przy czym
po 5 i 9 miesigcach diety nastgpito znaczgce obnizenie jego poziomu w hipokampie myszy
APPswe w wieku 8M i 12M (Rycina 19 B i B’, panele CTR vs. WD: 8M i 12M oraz CTR vs.
WD+LPS: 8M i 12M, Tabela 17: P2RY12). Zestawienie otrzymanych wynikow sugeruje, ze
indukowana przez WD aktywacja mikrogleju (1 Ibal) jest zwigzana z polaryzacja prozapalna.
Co wigcej, zaobserwowano brak roznic w poziomie biatkka CX3CR1 w hipokampie myszy
APPswe pod wptywem WD d (Rycina 19 B i B’, panel CTR vs. WD oraz CTR vs WD+LPS),
co $wiadczy o tym, ze liczba komoérek mikrogleju nie ulegta zmianie. Obserwacja ta, razem
z obserwowanym wzrostem poziomu lbal oraz spadkiem P2RY12, sugeruje dodatkowo
mozliwy naptyw pro-zapalnych makrofagdw z obwodu do moézgu. Podobny schemat zmian
zaobserwowano w grupie myszy po iniekcji LPS, gdzie do spadku poziomu P2RY 12 w hipo-
kampie doszto nieco pozniej, tj. w wieku 12M (Rycina 19 B i B’, panel CTR vs. LPS) i nie
wykazano réznic w poziomie CX3CR1 (Rycina 19 C i C’). Natomiast w korze srodwechowej
nie zaobserwowano istotnego wptywu ani WD, ani LPS na poziomy P2RY'12 (Rycina 20 B i
B’, panel CTR vs. LPS, Tabela 18: P2RY12) oraz CX3CR1 (Rycina 20 C i C’, panel CTR
vs. LPS, Tabela 18: CX3CR1).

Nastepnie zbadano, czy indukowana przez WD aktywacja mikrogleju wplywa na jego
podstawowe funkcje fagocytarne. W tym celu przeanalizowano poziom biatka CD68, wska-
znika aktywnosci fagocytarnej mikrogleju obecnego zaréwno w mikrogleju 1 makrofagach M1,
jak i M2 (Walker i Lue, 2015; Martinez i in., 2013). Fagocytarna funkcja mikrogleju jest klu-
czowa dla oczyszczania nagromadzonych nieprawidtowych biatek i produktow metabolizmu,
w tym peptydow i agregatow AP u ludzi (Zotova i in., 2013). Jak wykazuje Rycina 19 D i D’,
dlugotrwate karmienie WD doprowadzito do zmniejszenia poziomu CD68 w hipokampie
u zwierzat 8M i 12M w poréwnaniu do kontroli karmionych standardowsg dietg (Rycina 19 D
i D’, panele CTR vs. WD 8M i 12M, Tabela 17: CD68). Dodatkowo zaobserwowano obnizenie
poziomu CD68 w grupie z iniekcjg LPS w wieku 12M, natomiast za t¢ zmian¢ odpowiadaty
procesy zwigzane z wiekiem (Rycina 19 D i D’, panel CTR vs. LPS, Tabela 17: CDG68).
Natomiast w korze srodwechowej nie zaobserwowano istotnego wpltywu ani WD, ani LPS, na
poziom CD68 (Rycina 20 D i D’, Tabela 18: CD68).

63



Wyniki

A |ba1 + Hoechst

HIPOKAMP

B 4M CTR 4M WD AMLPS  4M WD+LPS

. — — S — ey e — ———‘ 50 kDa

P2RY12
o B-aktyna WS GEES GEED WHESGEESENES - D G —— 37 kDa
= 8M CTR 8M WD 8M LPS 8M WD+LPS
§ P2RY12’-—— ———k'-—- E———10 N (DL |
8 B-aktyna DGEDGND DTS P W WS =S e e 37 kDa
T 12M CTR 12M WD 12MLPS  12M WD+LPS
p2RY127_—- A — s s 50 kDa
B-aktyna s SEnA— S —— W e w37 kDa

C 4M CTR 4M WD AMLPS  4M WD+LPS
[B-aktyna s s s S s s— W g W W= s s 37 kDa
8M CTR 8M WD 8M LPS 8M WD+LPS

CXSCR'IK——- B —— w45 kDa

B-akiyna wes s s o cme ome " e s s s s 37 kDa

HIPOKAMP

12M CTR 12M WD 12M LPS  12M WD+LPS

CX3CR1] . s S s S0 S e o o o == w45 KkDa
B-aKlyna e s s s s— S . o w_— e e 37 kDa

D ~ 4MCTR  4MWD AMLPS  4M WD+LPS
CDBE8 W= somw s o e W e W e e e s 42 kDa
O-tUDUIING " e s o o S g W S e e W 50 kDa
8M CTR 8M WD 8M LPS 8M WD+LPS
(0] 9 [51: JE R ——— a— . e v w s 42 kDa
O-tUDUIING e e s o o o S S S e s s 00 kDa
12M CTR 12M WD 12M LPS 12M WD+LPS

CDB8 ™= w= we v i e s e v e w42 kDa
O-tUbUlING " s s S S S e ouee S e e s 50 kDa

HIPOKAMP



Wyniki

CTR E&& vs. WD [ CTREZE vs. LPS IHH CTR E=8 vs. WD+LPS EH
A, p <0,001
p <0,001 p < 0,001
- —_ p < 0,001 - P <0.001
= = 20- p <0001 £ 20+ b < 0,004
= I —psoom 5 T eoem
= ‘£ <0.001 e p< 0,001
g 3 8 £ 154 MALLLS p<0,001 = £ 154 p<0.001
= % g o001 -E _3 p <0001
—p=0001 =
EE s —, s p.<0,001p= 0,001
o 104 = B
7 8 ) 3 b= 0002 “peoow 5 N
-5 -5 -5
@ £ c 2.=0,007 W S
a< 8= - -
=% =8 5 =8
N N N
2 2 o
] : L8
= am 8M 12M
B’
2.0 2.0 2.0
@ ™ p=0,003 @
= c
> 1.5 1.5 1.54 p=0.002
£ g £
5 E b
= 1.0 = 1.0 =
g o e
2 2 E
® 05 i 0.5 o
o o o
0.0- 0.0
4m M 12M
C’
2.09 2.05 2.0
o o
= c
3 1.5
£ )
ks L] ? . .
— 1 = 1.0
"3 o
g, o
x 0. > 0.5
] o
0.0-
12M am 8M 12M
D’
2.0 p=2801 2.0 2.0
p < 0,001 p=0016
p < 0,001
p = 0,040
E 1.5 p= 0,048 g 1.5+ g
2 . . p= 0,037 2 . 2
= = °* ]
= = 1.0 =
: : :
a & 0.5 &8
o o o
= 0.0 =
am 8M 12m am 8M 12M 4m 8M 12M

Rycina 19. Wptyw WD i iniekcji LPS na (A, A’) $rednig powierzchni¢ obszaru znakowania markera aktywacji
mikrogleju —Ibal w hipokampie za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej w grupach WD, LPS, i WD+LPS myszy
APPswe w wieku 4, 8 i 12 miesi¢cy (4M, 8M, 12M) w poroéwnaniu do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS
utrzymywanych na diecie standardowej. Wszystkie dane przedstawione zostaty za pomoca $redniej arytmetycznej
+ odchylenie standardowe dla Ibal-dodatniego obszaru barwienia z wielu réznych obszaréw i przekrojow
hipokampa (DG, CA1, CA2, CA3, n = od 4 do 5 zwierzat na do§wiadczenie). Analizg statystyczna przepro-
wadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. (A) Reprezentatywne
obrazy immunofluorescencyjnego znakowania Ibal dla danych przedstawionych w A’; skala = 50 pm;
powickszenie: x20; fluorescencja czerwona - Ibal, fluorescencja niebieska - hoechst (jadra). Wptyw WD i iniekcji
LPS na poziom (B, B’) homeostatycznego markera przeciwzapalnego mikrogleju - P2RY12, (C i C’) receptora
dla fraktalkiny - CX3CR1, bedgcego selektywnym biatkiem mikrogleju oraz (D i D’) markera fagocytozy - CD68
w hipokampie myszy z grup WD, LPS i WD+LPS, w wieku 4, 8 i 12 miesi¢cy (4M, 8M, 12M) poréwnanych do
kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie standardowej wykrytych za pomoca metody
immunoblottingu. Dane liczbowe przedstawiono za pomocg $redniej arytmetycznej + odchylenie standardowe
(n = od 4 do 8 zwierzat na grupe doswiadczalng; kropki i kwadraty przedstawiajg wartosci dla pojedynczych
osobnikow). Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-
hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z gorny prog dla istotnosci statystycznej (pogrubiona czcionka),
natomiast warto$ci p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 <p <0,05 uznano jako tendencje (czcionka bez pogrubienia).
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Rycina 20. Wptyw WD i iniekcji LPS na (A, A”) $rednig powierzchni¢ obszaru znakowania markera aktywacji
mikrogleju — Ibal w korze $rodwechowej za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej w grupach WD, LPS, i
WD-+LPS myszy APPswe w wieku 4, 8 1 12 miesigcy (4M, 8M, 12M) w poréwnaniu do kontroli (CTR) bez iniekcji
LPS utrzymywanych na diecie standardowej. Wszystkie dane przedstawione zostaly za pomocg $redniej
arytmetycznej + odchylenie standardowe dla Ibal-dodatniego obszaru barwienia z wielu réznych obszarow i
przekrojéw hipokampa (DG, CA1l, CA2, CA3, n = od 4 do 5 zwierzat na doswiadczenie). Analiz¢ statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. (A)
Reprezentatywne obrazy znakowania immuno-fluorescencyjnego Ibal dla danych przedstawionych w A’; skala =
50 pum; powickszenie: x20; fluorescencja czerwona - Ibal, fluorescencja niebieska - hoechst (jadra). Wptyw WD
i iniekcji LPS na poziom (B, B’) homeostatycznego markera przeciwzapalnego mikrogleju — P2RY12, (C i C’)
receptora dla fraktalkiny — CX3CR1, bedacego selektywnym biatkiem mikrogleju oraz (D i D’) markera
fagocytozy — CD68 w korze §rodwechowej myszy z grup WD, LPS i WD+LPS, w wieku 4, 8 i 12 miesigey (4M,
8M, 12M) w poroéwnanych do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie standardowej wykrytych
za pomocg metody immunoblottingu. Dane liczbowe przedstawiono za pomoca $redniej arytmetycznej +
odchylenie standardowe (n = od 4 do 8 zwierzat na grupe doswiadczalna; kropki i kwadraty przedstawiajg warto$ci
dla pojedynczych osobnikoéw). Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy
ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. Warto$ci p < 0,05 uznano za z gorny prog dla istotnosci statystycznej
(pogrubiona czcionka), natomiast warto$ci p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencj¢
(czcionka bez pogrubienia).
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Tabela 17. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedace uzupetieniem Ryciny 19.

Hipokamp CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Marker wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS interakcja
Ibal p<0,001 p<0001 p=0,026 p<0,001 NS p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
P2RY12 NS p < 0,001 NS NS p = 0,001 NS NS p=0008  p=0011
CX3CR1 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
CD68 p<0,001 p=0006 p=0,010 p=0,005 NS NS p=0,038 NS NS

NS — brak istotnych réznic

Tabela 18. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bgdace uzupetnieniem Ryciny 20.

Kora CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
srodwechowa
Marker wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS | interakcja
Ibal p<0,001 p=0,015 NS p <0,001 NS NS p < 0,001 p=0,017 NS
P2RY 12 NS NS p =0,003 NS NS p =0,008 NS NS p =0,063
CX3CR1 NS NS NS NS p = 0,005 NS NS p =0,032 NS
CD68 NS NS NS NS NS NS NS NS NS

NS — brak istotnych réznic
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A) WD
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Rycina 21. Schemat przedstawiajacy przyspieszenie aktywacji mikrogleju pod wplywem zastosowanych
czynnikow (A) WD i (B) LPS w hipokampie i korze srodwechowej myszy APPswe. CTR - myszy kontrolne
APPswe karmione dietg standardowg bez iniekcji LPS. Na szaro zaznaczono kolejno$¢ proceséw przebiegajacych
w CTR.

Otrzymane dane sugeruja, ze mikroglej w hipokampie jest szczeg6lnie wrazliwy na
dziatanie WD. W hipokampie w przeciwienstwie do kory srodwechowej, WD wywotato istotny
wzrost powierzchni obszaru znakowania Ibal, spadek poziomu P2RY 12 oraz CD68, co suge-
ruje zaburzenia homeostazy, aktywacj¢ mikrogleju z przyspieszeniem jego polaryzacji proza-
palnej M1 o 4 miesigce oraz zaburzenia zdolno$¢ fagocytozy (Rycina 21 A). Ponadto poréwna-
nie zmian w obrebie mikrogleju pod wptywem WD do tych wywotanych przez LPS pokazuje,
ze WD w przeciwienstwie do LPS przyspiesza procesy zwigzane z zaburzeniem homeostazy
i fagocytozy mikrogleju o 4 miesiace (Rycina 21A vs. B).
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4.5. Wplyw WD i LPS na poziom cytokin prozapalnych oraz szlak TLR4 - IL-6/IL1-§

Wiedzac, ze zastosowane w tym badaniu dwa rdzne sposoby traktowania, karmienie
WD oraz dootrzewnowa iniekcja LPS, wykazuja wptyw na aktywacje komorek glejowych w
mysim modelu AD (myszy APPswe), w kolejnym etapie badan przeanalizowano profil cytokin
prozapalnych IL-6 oraz IL-1B w mozgu. Dodatkowo w kolejnym etapie przeanalizowano
poziom receptora TLR4, agonisty zaréwno dla LPS, jak i dla nasyconych kwasow ttuszczo-
wych, aktywujacego w ten sposob $ciezke zapalng skutkujacg wzrostem wydzielania IL-6 oraz
IL-1p.

Analiza tkanki hipokampa wykazata dynamiczne zmiany w poziomach IL-6 i IL-1p
przebiegajace w czasie zarowno pod wplywem diety zachodniej, iniekcji LPS, jak 1 wieku.
Zaobserwowano, ze w grupach CTR wiek prowadzi do istotnego obnizenia poziomu IL-6
w hipokampie myszy w wieku 12M (Rycina 22a A, Tabela 19: IL-6). Natomiast zauwazono,
ze pod wptywem WD dochodzi do istotnego przyspieszenia spadku poziomu IL-6 obserwo-
wanego w hipokampie u myszy w wieku 8M. Obnizony poziom IL-6 utrzymywat si¢ w wieku
12M uzyskujac faze plateau (Rycina 22a A, panel CTR vs WD: 8M, 12M , oraz CTR vs.
WD+LPS: 8M, 12M). W wyniku iniekcji LPS takze doszto do istotnego przyspieszenia spadku
poziomu IL-6 w hipokampie myszy obserwowanego juz w wiecku 8M, jednak spadek ten byt
silniejszy, niz pod wptywem diety i dalej spadat osiggajac lepiej: najnizszy poziom w wieku
12M (Rycina 22a A, panel CTR vs. LPS: 8M, 12M). W przeciwienstwie do fagodnego obnize-
nia poziomow IL-6, analiza poziomu cytokiny IL-1B w hipokampie wykazata, ze czynnik
wieku prowadzi do drastycznego spadku jej poziomu z wiekiem, co szczeg6lnie wyraznie widaé
byto u dwunastomiesi¢gcznych kontrolnych myszy APPswe (Rycina 22a B, Tabela 19).
Nastepnie wykazano, ze dieta zachodnia powoduje istotny wzrost IL-1B we wszystkich grupach
wiekowych w poréwnaniu do dopasowanych wiekowo kontroli, natomiast poziom w grupie
WD w wieku 12M jest obnizony w stosunku do 4M i 8M myszy karmionych WD (Rycina 22a
B, panel CTR vs WD, Tabela 19), ale wciaz wyzszy od poziomu obserwowanego u 12M myszy
kontrolnych. Obserwacja ta wskazuje na utrzymywanie si¢ stanu zapalnego w wyniku chro-
nicznego karmienia zwierzat WD. W wyniku iniekcji LPS takze doszto do wzrostu poziomu
IL-1B w hipokampie myszy w wieku 4M, natomiast poziom ten byt obnizony u myszy 8M
i 12M (Rycina 22a B, panel CTR vs. LPS: 4M, 8M, 12M). Sugeruje to, ze LPS jako czynnik
prozapalny dziala gwaltownie, powodujac wyrzut cytokiny IL-1p, ktorej poziom stopniowo
stabilizuje si¢ w miar¢ uptywu czasu od ekspozycji na czynnik infekcyjny.

Analiza poziomu receptora TLR4 w hipokampie nie wykazata istotnych zmian u myszy
CTR pod wptywem wieku (Tabela 19: TLR4). Natomiast stwierdzono interakcje pomiedzy
czynnikami wieku i WD: zaobserwowano istotny wzrost poziomu receptora TLR4 w hipo-
kampie myszy 8M WD wzgledem 4M CTR (Rycina 22b C, panel CTR vs WD: 4M i 8M),
natomiast w wieku 12M doszto do spadku tego poziomu i jego normalizacji do poziomu
obserwowanego u myszy CTR 4M (Rycina 22b C, panel CTR vs WD: 12M). W hipokampie
myszy z iniekcjg LPS nie zaobserwowano roznic w poziomie TLR4 (Rycina 22b C, panel CTR
vs LPS: 4M, 8M, 12M).

70



Wyniki

IL-6/ B-aktyna

IL-1p / p-aktyna

IL-6 HIPOKAMP

CTR EE2vs. WD [

4M CTR 4M WD

4M LPS

4M WD+LPS

TR ———

B-aktyna s tese s s s— a—"
8M CTR 8M WD

I X,
—

— —
8M LPS

8M WD+LPS

IL-6 ~--"- —‘"

B-aKiyNa s wew W - w o
12M CTR 12M WD

—
— —
12M LPS

e —

T —
—
12M WD+LPS

IL-6 '— — —‘.- —

B-aKtyNa p s s ————

CTR E=3

p=

—

vs. LPS Il

0,003

p=0,008

p < 0,001

p=0003

IL-6 / f-aktyna
= = N
o L3, (=]
1 1 1

o
]
1

0.0

4M CTR

4M WD

P =0,008

p < 0,001

4M LPS

D —— -

15 kDa
37 kDa

15 kDa
37 kDa

15 kDa
37 kDa

CTRE=E vs. WD+LPS BN

IL-6 / B-aktyna

4aM

8M

4M WD+LPS

8M CTR

8M WD

IL-1B - —— S—— -
B-aklyng mes s s e m—— o————

8M LPS

'.--'12 kDa
————— 37 kDa

8M WD+LPS

- 12 kDa

IL-1B HIPOKAMP

L1 e—— — o -
B-aKIYNE e w—— S — G w——

12M CTR 12M WD

12M LPS

—— 37 kDa

12M WD+LPS

IL-1 j—

- !
Brakiyna s e ' e o - —"

CTR EE vs. WD [ CTR E=4 vs. LPS HH
p= 0,006 p=0,011
p = 0,008
p = 0,018 34 p < 0,001
p < 0,001 p < 0,001
p <0001 © p=0015
b = 0,001 g 5 —p=0032 p=0,002
@ . p = 0,000
o 14
A
=

4M

12M

M

-

12 kDa

—— 37 Dg

12M

CTRE=H vs. WD+LPS EH

p = 0,009

p =0,024

p < 0,001

4M

p < 0,001

8M

p = 0,003

p = 0,005

p < 0,001
p<0001
L

12M

Rycina 22a. Wptyw WD i iniekcji LPS na poziom (A) interleukiny — 6 (IL-6), (B) interleukiny — 1B (IL-1pB)
w hipokampie myszy z grup WD, LPS i WD+LPS, w wieku 4, 8 i 12 miesi¢cy (4M, 8M, 12M) w porownanych
do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie standardowej, wykrytych za pomocg metody
immunoblottingu. Dane liczbowe przedstawiono za pomocg $redniej arytmetycznej + odchylenie standardowe
(n = od 3 do 8 zwierzat na grupe doswiadczalng; kropki i kwadraty przedstawiajg wartosci dla pojedynczych
osobnikow). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem
post-hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z gérny prog dla istotno$ci statystycznej (pogrubiona
czcionka), natomiast warto$ci p mieszczace sie w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencje (czcionka bez

pogrubienia).
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Rycina 22b. Wptyw WD i iniekcji LPS na poziom (C) receptora TLR4 w hipokampie myszy z grup WD, LPS
i WD+LPS, w wieku 4, 8 i 12 miesiecy (4M, 8M, 12M) w poréwnanych do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS
utrzymywanych na diecie standardowej, wykrytych za pomocg metody immunoblottingu. Dane liczbowe
przedstawiono za pomocg S$redniej arytmetycznej £ odchylenie standardowe (n = od 3 do 8 zwierzat na grupe
doswiadczalng; kropki i kwadraty przedstawiaja wartosci dla pojedynczych osobnikow). Analize statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. Wartosci
p < 0,05 uznano za z goérny prog dla istotnosci statystycznej (pogrubiona czcionka), natomiast wartoSci
p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencje (czcionka bez pogrubienia).

Tabela 19. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bgdace uzupetnieniem Ryciny 22.

Hipokamp CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Marker wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS | interakcja
IL-6 p=0,017 p=0,014 NS p <0,001 NS p <0,001 p < 0,001 NS p = 0,004
IL-1B p<0,001 p<0,001 NS p<0,001 p=0,047 p=0,001 p < 0,001 p =0,003 NS
TLR4 NS NS p = 0,036 NS NS NS NS NS NS

NS — brak istotnych roznic

Analiza kory $rodwechowej wykazata nieistotny spadek poziomu IL-6 w grupie WD
w wieku 4M oraz spadek w grupach LPS i WD+LPS w wieku 12M wzgledem grupy 4M CTR
bedace skutkiem wptywu czynnika wieku (Rycina 23a A, panel CTR vs. WD, CTR vs. LPS,
CTR vs. WD+LPS, Tabela 20) oraz wieku i WD u 12M myszy (Rycina 23a A, panel CTR vs.
WD, Tabela 20: IL-6). Analiza IL-1p w korze srodwechowej myszy APPswe wykazata wzrost
poziomu tej cytokiny wytacznie w grupach karmionych dietg WD (WD i WD+LPS) w wieku
12M (Rycina 23a B, panel CTR vs. LPS, oraz CTR vs. WD+LPS, Tabela 20: IL-1p), jak
i interakcji pomigdzy traktowaniem i wiekiem (Rycina 23a B, panel CTR vs. WD, Tabela 20:
IL-1pB). Otrzymane wyniki wskazuja, ze dieta WD ostabia procesy przeciwzapalne w korze,
przejawiajace si¢ podniesionym poziomem cytokiny IL-1B z wiekiem. Przy tym obserwuje si¢
natozenie efektéw dwoch czynnikéw, WD 1 wieku, co nie wystepuje u zwierzat mtodszych.
Analiza poziomu receptora TLR4 w korze §rodwechowej nie wykazata zadnych zmian (Rycina
23b C).
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Rycina 23a. Wptyw WD i iniekcji LPS na poziom (A) interleukiny 6 — IL-6, (B) interleukiny 13 — IL-1p w korze
srédwechowej myszy z grup WD, LPS 1 WD+LPS, w wieku 4, 8 1 12 miesigcy (4M, 8M, 12M) w poréwnanych
do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie standardowej, wykrytych za pomocg metody
immunoblottingu. Dane liczbowe przedstawiono za pomocg $redniej arytmetycznej + odchylenie standardowe
(n = od 4 do 8 zwierzat na grupe doswiadczalng; kropki i kwadraty przedstawiajg wartosci dla pojedynczych
osobnikow). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem
post-hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z gérny prog dla istotno$ci statystycznej (pogrubiona
czcionka), natomiast warto$ci p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencj¢ (czcionka bez
pogrubienia).
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Rycina 23b. Wptyw WD i iniekcji LPS na poziom (C) receptora TLR4 w korze srodwechowej myszy z grup WD,
LPS i WD+LPS, w wieku 4, 8 1 12 miesigcy (4M, 8M, 12M) w poréwnanych do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS
utrzymywanych na diecie standardowej, wykrytych za pomocg metody immunoblottingu. Dane liczbowe
przedstawiono za pomocg $redniej arytmetycznej £ odchylenie standardowe (n = od 4 do 8 zwierzat na grupe
doswiadczalng; kropki i kwadraty przedstawiaja warto$ci dla pojedynczych osobnikéw). Analize statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. Wartosci
p < 0,05 uznano za z goérny prog dla istotnosci statystycznej (pogrubiona czcionka), natomiast wartosci
p mieszczace si¢ w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencje (czcionka bez pogrubienia).

Tabela 20. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bgdace uzupetnieniem Ryciny 23.

Kora CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
srodwechowa
Marker wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS | interakcja
IL-6 p=0043 p=0,021 NS p = 0,007 NS NS p = 0,020 NS NS
IL-1B p < 0,001 NS p=0011 p=0004 p=0,075 NS p < 0,001 NS p = 0,006
TLR4 NS p = 0,026 NS NS NS NS NS NS NS

NS — brak istotnych roznic
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Co wigcej, zauwazono takze znaczgce roéznice w poziomach cytokin prozapalnych
pomigdzy badanymi strukturami u kontrolnych, nietraktowanych myszy APPswe (CTR)
(Rycina 24). Zaobserwowano, ze w hipokampie poziomy IL-6 i IL-1p byly wyzZsze niz w korze
srodwechowej w grupach wiekowych 4M i 8M. Nastgpnie w wieku 12M poziom IL-6 w hipo-
kampie obnizyt si¢ do poziomu odpowiadajacego korze srodwechowej, a poziom IL-13 w 12M
spadl ponizej poziomu obserwowanego w korze sSrodwechowej w tej grupie wiekowej. W korze
srodwechowej poziomy IL-6 i IL-1PB utrzymywaly si¢ na stalym poziomie przez caly okres
eksperymentu.
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Rycina 24. Poziomy cytokin prozapalnych IL-6 i IL-1 w hipokampie oraz w korze $srédwechowej kontrolnych
(CTR) myszy APPswe utrzymywanych na diecie standardowej, bez iniekcji LPS. Dane liczbowe przedstawiono
za pomocg $redniej arytmetycznej £+ odchylenie standardowe (n = od 5 do 8 zwierzat na grupg doswiadczalng;
kropki przedstawiajg wartosci dla pojedynczych osobnikdéw). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu
dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. Warto$ci p < 0,05 uznano za z gorny prog
dla istotnosci statystycznej (pogrubiona czcionka), natomiast wartoSci p mieszczace si¢ w przedziale
0,1 <p <0,05 uznano jako tendencjg¢ (czcionka bez pogrubienia).

Analiza poziomow cytokin prozapalnych IL-6 i IL-1p oraz receptora TLR4 wykazata,
ze zardbwno WD jak i LPS modyfikuja ich poziomy zaréwno w hipokampie jak i korze §rodwe-
chowej, natomiast dzieje si¢ to w nieco odmienny sposéb (Rycina 25). Przede wszystkim
zaobserwowano silniejsza odpowiedz zapalng w hipokampie w poréwnaniu do odpowiedzi
w korze $rodwechowej, zarowno pod wptywem WD, jak i iniekcji LPS. Wykazano tez, ze
w hipokampie WD, jako czynnik dzialajacy chronicznie, indukuje dluzej utrzymujacy si¢ stan
zapalny (wzrost IL-1p w 4M, a spadek w 12M, oraz spadek IL-6 w 4M, ktory dalej utrzymywat
si¢ na statym poziomie) niz po podaniu LPS (wzrost IL-1B w 4M, spadek IL-1B w 8M, spadek
IL-6 w 4M, oraz poglebiajacy sie spadek IL-6 w 8M). Co wigcej, obnizony poziom IL-1f
w 12M WD byl nadal wyzszy wzgledem dopasowanej wiekowo kontroli niz obnizony poziom
IL-1B w grupie 12M LPS, ktory wyroéwnat si¢ z poziomem tej cytokiny w kontroli dopasowanej
wiekowo. Co wigcej, w grupie zwierzat utrzymywanych na diecie zachodniej w wieku 12M
zaobserwowano spadek poziomu TLR4, co moze §wiadczy¢ o wiaczeniu si¢ mechanizmow
obronnych przed chronicznie utrzymujacym si¢ stanem zapalnym, gdyz wytaczenie mozliwosci
aktywacji receptora TLR4 skutkuje zahamowaniem syntezy IL-1B. Natomiast analizujac
wplyw badanych czynnikow na poziom cytokin w korze $rédwechowej, zaobserwowano
spadek IL-6 oraz wzrost IL-1p w wieku 12M pod wptywem zaréwno WD jak i LPS, natomiast
wzrost IL-1p pod wptywem WD byt zdecydowanie wyzszy niz wywotany iniekcjg LPS.
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Rycina 25. Wykresy przedstawiajace liniowa zalezno$¢ zmian pozioméw IL-6, IL-1p i TLR4 w hipokampie
i korze srédwechowej myszy APPswe w grupach WD (pomaranczowy), LPS (niebieski) i WD+LPS (zielony)
wzgledem CTR (szary). Za pomocg szarych obszarow zaznaczono zakresy norm dla grup CTR, wyznaczone za
pomoca odchylen standardowych dla $rednich arytmetycznych (uzyto tych samych danych co na

Rycinach 12 i 13W).
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4.6. Wplyw WD i LPS na markery charakterystyczne dla AD

4.6.1. Gromadzenie si¢ amyloidu f i tworzenie blaszek starczych w mozgu

Nastepnie zbadano, jaki jest wptyw WD oraz LPS na tworzenie si¢ blaszek amyloidu 8
(AP). W tym celu przeprowadzono jakos$ciowg analize tkanki mozgu myszy APPswe metoda
immunofluorescencyjnego znakowania AP (6E10) w hipokampie oraz korze srodwechowe;.

Analiza znakowania tkanki mozgowej kontrolnych myszy APPswe utrzymywanych na
diecie standardowej i nie otrzymujacych iniekcji LPS wykazata, ze typowe plytki amyloidowe
pojawiaja si¢ u tych myszy w wieku 16 miesigcy i sg obecne zarbwno w hipokampie, jak
i w korze srodwechowej (Rycina 26a B: CTR oraz Rycina 26b D: CTR).

Analiza jako$ciowa znakowania 6E10 w hipokampie myszy karmionych WD wykazata
tworzenie si¢ blaszek AP juz po 5 miesigcach od wprowadzenia diety. Plytki AP zostaty
wykryte w hipokampie myszy WD i WD+LPS w wieku 8M i 12M (Rycina 26a A: 8M, 12M).
U myszy z iniekcjg LPS blaszki AR wykryto dopiero po osiggnieciu przez zwierzeta wieku
16 miesiecy, tak jak u zwierzat nietraktowanych (Rycina 26a B: LPS). Z powodu szczeg6lnie
wysokiej $§miertelnos$ci wsérdd starych zwierzat karmionych WD, Zzadne zwierzg w grupie WD
nie osiggneto 16 miesigca zycia, ale niektore myszy w grupie WD+LPS przezyly, prezentujac
akumulacje blaszek AP w hipokampie (Rycina 26a A: WD+LPS). W poréwnaniu z kontrol-
nymi myszami APPswe utrzymywanymi na diecie standardowej, u ktorych blaszki amyloidowe
zaczety by¢ wykrywane w wieku 16 miesiecy, WD przyspieszyto akumulacje A i tworzenie
blaszek w hipokampie o 8 miesiecy.

Analiza jako$ciowa znakowania 6E10 w korze §rddwechowej myszy karmionych dieta
zachodnig wykazala tworzenie si¢ blaszek AP po 9 miesiacach od wprowadzenia diety. Ptytki
AP zostaty wykryte w hipokampie myszy APPswe w grupach WD 1 WD+LPS w wieku 12M
(Rycina 26b C: 12M). U myszy z iniekcjg LPS blaszki Ap wykryto dopiero po osiggnieciu
przez zwierzeta wieku 16 miesigcy, tak jak u zwierzat nietraktowanych (Rycina 26b D: LPS).
Jak opisano wczesniej, z powodu szczegdlnie wysokiej $miertelnosci wsrdd starych zwierzat
karmionych WD, zadne zwierz¢ w grupie WD nie osiggngto 16 miesigca zycia, natomiast
niektore myszy w grupie WD+LPS przezyly, prezentujac akumulacj¢ blaszek Ap w korze $rod-
wechowej (Rycina 26b D: WD+LPS). W porownaniu z myszami APPswe kontrolnymi, u kto-
rych w korze $srodwegchowej blaszki amyloidowe zaczely by¢ wykrywane w wieku 16 miesigcy,
WD przyspieszylo akumulacj¢ AP i1 tworzenie blaszek w korze srodwegchowej o 4 miesiace.
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A 6E10 + Hoechst

HIPOKAMP

6E10 + Hoechst
CTR WD+LPS

HIPOKAMP @

Rycina 26a. Wptyw WD i iniekcji LPS na tworzenie si¢ pltytek AB. Rycina przedstawia mikrofotografie
immunofluorescencyjnego znakowania przeciwcialem anty-Af 6E10 tkanki hipokampa cztero-, o$mio-
i dwunastomiesigcznych myszy APPswe (4M, 8M, 12M) znakowanych przeciwciatem anty-Af 6E10. (A) Mikro-
fotografie pokazuja tworzenie si¢ plytek AP (*) w hipokampie juz u o$Smiomiesiecznych myszy APPswe
karmionych dieta zachodnig (grupy WD 1 WD+LPS). W hipokampie myszy kontrolnych (CTR) i z iniekcjg LPS
(LPS) ptytek AP nie obserwowano nawet w wieku 12 miesiecy (A), natomiast wykrywano je dopiero w grupie
myszy w wieku 16 miesiecy (B).
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Rycina 26b. Wptyw WD i iniekcji LPS na tworzenie si¢ plytek AP. Rycina przedstawia mikrofotografie
immunofluorescencyjnego znakowania przeciwciatem anty-Ap 6E10 tkanki kory srodwechowej cztero-, osmio-
i dwunastomiesigcznych myszy APPswe (4M, 8M, 12M. (C) Mikrofotografie pokazuja tworzenie sie ptytek Ap
(*) w korze $rodwechowej u dwunastomiesiecznych myszy APPswe karmionych dieta zachodnig (grupy WD
i WD+LPS). (C) W korze $rédwechowej myszy kontrolnych (CTR) i z iniekcja LPS (LPS) plytek AP nie
obserwowano nawet w wieku 12 miesiecy (C), natomiast wykrywano je dopiero w grupie myszy w wieku 16 mie-
sigcy (D). Pasek skali odpowiada 50 um, powigkszenie obiektywu x20; czerwona fluorescencja - 6E10 (barwienie
amyloidem-p), niebieska fluorescencja — Hoechst (jadra).
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Nastepnie, biorgc pod uwage zaobserwowane przyspieszenie powstawania ptytek A
zardwno w hipokampie jak i korze srodwechowej pod wpltywem WD, dokonano analizy pozio-
mu biatka prekursorowego amyloidu (APP), z ktorego sg generowane peptydy Ap w szlaku
amyloidogennym i odktadane w postaci blaszek (Sasaguri i in., 2017). Jak opisano to we Wste-
pie (Rycina 4), u osob zdrowych wigkszo$¢ APP jest konstytutywnie rozszczepiana przez
a-sekretaze, tworzac rozpuszczalng ektodomeng APP (sAPPa) oraz skrocony C-koncowy pep-
tyd (CTF-a. /C-83). W szlaku amyloidogennym w AD APP jest proteolizowany przez p-sekre-
taz¢ (BACE-1) tworzac zwigzany z btong fragment C-terminalny (CTF-B/C-99), ktory jest dalej
rozszczepiany przez y-sekretazg prowadzac do produkcji AP i tworzenia blaszek amyloidowych
(Rycina 4).

Analiza APP i CTFs (CTF-a + CTF-B) za pomoca metody Western blotting wykazata,
ze 3 tygodnie karmienia WD istotnie zwigkszyly w hipokampie poziom biatka APP (Rycina
27, panel CTR vs. WD APP oraz CTR vs. WD+LPS, forma dtuga 4M, Tabela 21), oraz jego
CTFs (Rycina 27, panel CTR vs. WD APP petna forma oraz CTR vs. WD+LPS CTFs 4M,
Tabela 21), wskazujac na zwigkszony poziom proteolizy APP. U myszy karmionych dieta
zachodnig procesy te obserwowano 4 miesigce wczesniej niz u myszy karmionych standardowa
dieta. W przypadku grup z iniekcja LPS w Zadnej z grup wiekowych nie zaobserwowano isto-
tnego wplywu traktowania na zwigkszenie poziomoéw zarowno APP pelnej formy, jak i CTFs
w hipokampie (Rycina 27, panel CTR vs. LPS APP petna forma oraz panel CTR vs. LPS
CTFs).

Analiza poziomu APP i jego C-koncowych fragmentow CTFs w korze srédwechowe;j
nie wykazata istotnego wptywu ani WD, ani iniekcji LPS na zwigkszenie poziomoéw zar6wno
APP pelnej formy jak i CTFs w zadnej z grup wiekowych (Rycina 28, Tabela 22). Natomiast
zauwazono roéznice w poziomach APP i jego C-koncowych fragmentow CTFs pomiedzy hipo-
kampem i korg §rddwechowa u mtodych czteromiesiecznych nietraktowanych myszy APPswe:
zaobserwowano bowiem, ze w 4M CTR poziomy zaréwno dtugiej formy APP jak i CTFs byty
wigksze w korze srodwechowej w poréwnaniu do hipokampa (Rycina 29). Sugeruje to, ze pod
wplywem obecnos$ci transgenu procesy zwigzane ze zwigkszong ekspresja APP 1 proteoliza
tego biatka zaczynajg si¢ wezesniej w korze srodwechowej, niz w hipokampie, a WD prowadzi
do wyrdéwnania progresji tych procesdéw w czasie zycia zwierzat.
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Rycina 27. (A) Przyktadowe immunobloty analizy densytometrycznej biatka prekursorowego amyloidu — APP
(100 kDa) oraz jego krotkich fragmentéw odcigtych od strony C-konica— CTFs (15-20 kDa) w hipokampie. Wptyw
WD i iniekcji LPS na poziom (B) APP i (C) CTFs w hipokampie myszy z grup WD, LPS i WD+LPS, w wieku
4, 8 1 12 miesiecy (4M, 8M, 12M) w poréwnanych do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie
standardowej, wykrytych za pomocg metody immunoblottingu. Dane liczbowe przedstawiono za pomocg $rednie;j
arytmetycznej = odchylenie standardowe (n = od 4 do 8 zwierzat na grupe doswiadczalng; kropki i kwadraty
przedstawiaja wartosci dla pojedynczych osobnikdéw). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu
dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. Warto$ci p < 0,05 uznano za z gorny prog
dla istotno$ci statystycznej (pogrubiona czcionka), natomiast wartoSci p mieszczace si¢ w przedziale
0,1 <p < 0,05 uznano jako tendencje (czcionka bez pogrubienia).
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Rycina 28. (A) Przyktadowe immunobloty analizy densytometrycznej biatka prekursorowego amyloidu — APP
(100 kDa) oraz jego krotkich fragmentow odcigtych od strony C-konica — CTFs (15-20 kDa) w Korze
srodwechowej. Wptyw WD i iniekcji LPS na poziom (B) APP i (C) CTFs w korze srodwechowej myszy z grup
WD, LPS i WD+LPS, w wieku 4, 8 i 12 miesigcy (4M, 8M, 12M) w porownanych do kontroli (CTR) bez iniekcji
LPS utrzymywanych na diecie standardowej, wykrytych za pomoca metody immunoblottingu. Dane liczbowe
przedstawiono za pomoca $redniej arytmetycznej + odchylenie standardowe (n = od 4 do 8 zwierzat na grupg
doswiadczalna; kropki 1 kwadraty przedstawiaja wartosci dla pojedynczych osobnikow). Analize¢ statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. Wartosci
p < 0,05 uznano za z goérny prog dla istotnosci statystycznej (pogrubiona czcionka), natomiast warto$ci
p mieszczace sie¢ w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencje¢ (czcionka bez pogrubienia).
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Tabela 21. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedace uzupetieniem Ryciny 27.

Hipokamp CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Marker wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS interakcja
APP p<0001 p=0039 p=0019 p<0,001 NS p=0016 p<0,001 NS p < 0,001
CTEs NS NS p<0001 p=0009 NS NS NS NS p = 0,002

NS — brak istotnych réznic

Tabela 22. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedace uzupetieniem Ryciny 28.

Kora CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
srodwechowa
Marker wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS interakcja
APP NS NS NS NS p=0,021 NS NS NS p = 0,010
CTFs NS NS NS NS NS NS NS NS NS

NS — brak istotnych réznic
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Rycina 29. Réznice w poziomach biatka prekursora amyloidu - APP oraz produktow jego proteolizy od C-konca
- CTFs pomigdzy hipokampem, a korg srédwechowa u mtodych, czteromiesigcznych myszy APPswe (4M). Dane
liczbowe przedstawiono za pomoca sredniej arytmetycznej + odchylenie standardowe (n = od 6 do 7 zwierzat na
grupe doswiadczalng; kropki przedstawiaja wartoSci dla pojedynczych osobnikéw). Analize statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu testu Studenta z testem post-hoc Bonferroniego.
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Rycina 30. Schemat przedstawiajacy przySpieszenie proceséw amyloidogenezy pod wplywem WD
w hipokampie i korze srodwechowej w modelu myszy APPswe. CTR - myszy kontrolne APPswe karmione
dieta standardowa bez iniekcji LPS. Na szaro zaznaczono kolejno$¢ procesow przebiegajacych w CTR.

Uzyskane dane sugeruja, ze karmienie dieta zachodnia moze wpltywac na transkrypcje
genu APP 1 oddziatluje na aktywnos¢ sekretaz odcinajacych C-koficowe fragmenty APP. Poza
tym WD rozregulowuje takze aktywnos$¢ komorek glejowych prowadzac do zaburzenia efekty-
wnego oczyszczania tkanki (klirens) z Ap. W konsekwencji prowadzi to do jego akumulacji,
co skutkuje przyspieszonym o 8 miesigcy tworzeniem si¢ blaszki amyloidowej wzgledem
kontroli w hipokampie, a 0 4 miesigce w korze srodwechowej (Rycina 30).

W kolejnym etapie pordwnano wzor znakowania przeciwcialaem 6E10 w tkance
hipokampa myszy APPswe karmionej WD (WD+LPS 20M) ze wzorem znakowania tego
samego przeciwciata w tkance mozgowej post mortem 85-letniego ludzkiego pacjenta, u ktore-
go zdiagnozowano SAD (Rycina 31). Zaobserwowano, ze dlugotrwate karmienie WD
(17 miesigcy) doprowadzito do rozwoju zmian neuropatologicznych zwigzanych z wysoce za-
awansowang amyloidopatia, wygladajaca analogicznie do obserwowanej w mozgu pacjenta
z SAD. Wykazano bowiem obecno$¢ analogicznie wygladajace rozlegte ptytki A (Rycina 31
A vs. B linia kropkowana), nie zagregowany A w cytoplazmie neuronéw hipokampa (Rycina
31 C vs. D *) zarobwno w hipokampie myszy APPswe jak i hipokampie pacjenta SAD, oraz
obecnos¢ mozgowej angiopatii amyloidowej w hipokampie myszy APPswe (Rycina 31 E, F
strzatki). Obserwacje te sugeruja, ze zastosowany w badaniu model patologii amyloidu
zintensyfikowanej pod wplywem WD moze by¢ uzytecznym narzedziem do przysztych badan
nad udziatem czynnikéw metabolicznych i proceséw obwodowych w rozwoju i progresji AD.
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Rycina 31. Amyloidopatia w hipokampie myszy APPswe karmionych WD (grupa WD-+LPS) poréwnana do
hipokampa pacjenta ze sporadyczna AD (SAD). Mikrofotografie pokazuja znakowanie immunofluo-
rescencyjne AP (6E10) w tkance hipokampa: (A, C, E, F) dwudziestomiesiecznych myszy APP z grupy
WD+LPS (karmionych WD 1i traktowanych LPS) w poréwnaniu z ( B, D) tkanka hipokampa pacjenta ze
sporadyczng chorobg Alzheimera (SAD). (A, B) - powickszenie obiektywu x10, (C, D) - powigkszenie obicktywu
x20, (E, F) - powigkszenie obiektywu x40. W (A, B) wystepowanie blaszek AP zaznaczono *, w (C, D) linig
kropkowang zaznaczono nie zagregowany AP w cytoplazmie neuronéw hipokampa. Dodatkowo, w (E, F)
mobzgowa angiopatia amyloidowa w mozgu myszy jest wskazana strzatkami; fluorescencja czerwona - 6E10 (Ap),
fluorescencja niebieska - hoechst (jadra).
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4.6.2. Fosforylacja biatka Tau oraz morfologia cytoszkieletu neuronow

W kolejnym etapie przeprowadzono analiz¢ biatka tau, ktore obok amyloidu jest drugim
charakterystycznym markerem dla rozwoju patologii AD. W stanie fizjologicznym tau nalezy
do grupy bialek zwigzanych z mikrotubulami i bierze udzial w stabilizacji cytoszkieletu
komorkowego. Modyfikacje potranslacyjne bialka tau, w tym szczego6lnie nadmierna fosfo-
rylacja, powodujg utrat¢ jego funkcji. Nadmiernie fosforylowane tau oddysocjowuje od
kompleksu biatek zwigzanych z tubuling, co prowadzi do destabilizacji cytoszkieletu komorko-
wego, do uposledzenia procesow transportu wewnatrzkomérkowego i stopniowego zamierania
neuronu, a w konsekwencji - uposledzenia funkcji poznawczych. Nadmiernie fosforylowane
czasteczki biatka tau maja silng sklonno$¢ do agregacji, tworzac charakterystyczne zlogi
wewnatrzkomorkowe, tzw. sploty neurofibrylarne (NTF). Czasteczka biatka tau posiada 441
aminokwasow w tancuchu polipeptydowym i posiada wiele miejsc, do ktérych wiaza si¢ grupy
fosforanowe w procesie fosforylacji. Wiele z tych miejsc fosforylacji jest opisywanych jako
typowe dla tauopatii w procesie AD. W niniejszej pracy analizowano wpltyw dieto-pochodnych
zaburzen metabolicznych na poziom fosforylacji biatka tau w miejscu treoniny 231 -
pTau(Thr231). To miejsce fosforylacji jest jednym z powszechnie uznanych markerow
diagnostycznych dla AD, a poziomy pTau(Thr231) zmieniajg si¢ zaroOwno w mozgu jak 1 ptynie
moézgowo-rdzeniowym w zaleznosci od stadium choroby (Ashton i in., 2021). Stosowany przez
nas mysi model AD — myszy APPswe posiadajg podwdjng mutacje w genie kodujagcym biatko
prekursorowe amyloidu (APP) i dostepne obecnie dane na temat charakterystyki tego modelu
nie uwzgledniaja informacji,o czy w przebiegu patologii zaindukowanej nadekspresja
ludzkiego APP zachodza jakiekolwiek zmiany w zakresie patologii biatka tau. Dostgpna na
stronie internetowej hodowli Zrédtowej myszy APPswe (Taconic Biosciences), schematycznie
przedstawiona charakterystyka fenotypowa opracowana na podstawie dotychczas przeprowa-
dzonych badan z wykorzystaniem tego modelu (Tg2576, APPswe, #1349) okres$la jedynie, Zze
nie stwierdzono w tym modelu wystgpowania splatkow neurofibrylarnych (linki zréodtowe do
charakterystyki modelu znajduja si¢ w rozdziale “Materialy 1 Metody™).

Na potrzeby niniejszej pracy w celu wiasciwego odniesienia wynikdéw otrzymanych
z zastosowaniem diety WD i czynnika infekcyjnego — LPS, przeprowadzono fenotypowanie
tego modelu pod wzgledem fosforylacji pTau(Thr231). Zarowno w hipokampie, jak 1 korze
srodwechowej nie wykazano istotnych zmian w poziomie izoformy pTau(Thr231) u kontro-
Inych myszy APPswe (CTR) (Tabela 23). Co wigcej, analiza post-hoc wykazata brak réznic
w poziomie tego biatka w hipokampie bez wzgledu na zastosowany czynnik doswiadczalny
(Rycina 32a A, panel CTR vs. WD, CTR vs. LPS, CTR vs. WD+LPS). W przypadku analizy
pTau(Thr231) w korze srédwechowej analiza post-hoc ujawnita tendencje wzrostowa poziomu
pTau(Thr231) zarowno pod wptywem WD, jak i LPS u czteromiesiecznych myszy (Rycina 33
A, panel CTR vs. WD: 4M, CTR vs. LPS: 4M, CTR vs. WD+LPS: 4M). Co ciekawe, w gru-
pach wiekowych 8M i 12M utrzymywanych na diecie WD poziom pTau(Thr231) istotnie
spadat w poréwnaniu do grupy 4M (Rycia 33 A, panel CTR vs. WD: 8M, 12M, CTR wvs.
WD+LPS: 8M, 12M). W grupach otrzymujacych LPS, w wieku 8M 1 12M takze zaobserwo-
wano spadek poziomu pTau(Thr231) wzgledem grupy 4M, natomiast w tym przypadku r6znice
warto$ci nie wykazaly znamiennosci statystycznej (Rycina 33 A, panel CTR vs. LPS: 8M
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i 12M). Natomiast wyniki analizy ANOVA przypisuja obserwowane zmiany wpltywowi
czynnika wieku, nie traktowania (Tabela 23: kora §rodwgchowa).

Biorac pod uwagg duza zmienno$¢ osobnicza w poziomie pTau(Thr231) oraz brak
znamiennosci statystycznych w analizie wpltywu zastosowanego czynnika, w kolejnym kroku
zdecydowano si¢ przyjrze¢ wzorcowi znakowania immunofluorescencyjnego pTau(Thr231)
w preparatach mikroskopowych tkanki mézgu. Analize jako$ciowa przeprowadzono w réznych
obszarach hipokampa oraz korze srédwechowej. Analiza wykazata zmiany w poziomie intensy-
wnosci znakowania pTau(Thr231) w zalezno$ci od analizowanego obszaru. Po 3 tygodniach
WD spowodowata wzrost intensywnosci fluorescencji w neuronach formacji CA3 oraz zakretu
zgbatego (DG) u czteromiesigcznych myszy APPswe (4M WD w poréwnaniu do grupy kontro-
Inej (4M CTR) bez widocznych zmian w morfologii cytoszkieletu neuronow (Rycina 32a B
i1 32b C, D 4M: WD i WD+LPS). Wzorzec ten utrzymywat si¢ wraz z wydtluzajacym si¢
okresem karmienia (Rycina 32a B i 32b C, D 8M: WD oraz 12M: WD). Iniekcja LPS, oprocz
wzrostu intensywnosci fluorescencji w neuronach formacji CA3 oraz zakrgtu zgbatego (DG),
powodowata widoczng w obrazie mikroskopowym destabilizacj¢ aparatu mikrotubularnego i
uszkodzenie cytoszkieletu komorkowego, widoczne na przebiegu wypustek nerwowych neuro-
now piramidalnych hipokampa formacji CA1, juz w najmtodszej grupie wiekowej 4M LPS
(Rycina 32a B i 32b C, D LPS: 4M, 8M, 12M). Zmiany wskazujace na destabilizacje aparatu
mikrotubularnego zaobserwowano takze w obszarze CA1 w grupach myszy WD-+LPS w wieku
4M, 8M i 12M (Rycina 32a B, WD+LPS: 8M, 12M). Analiza kory srodwechowej wykazata
wzrost intensywnosci fluorescencji w neuronach czteromiesi¢cznych myszy pod wptywem WD
w porownaniu do odpowiedniej grupy kontrolnej CTR, réwniez bez widocznych zmian
w morfologii cytoszkieletu neuronéw (Rycina 33 B, 4M: WD). Co ciekawe, w korze wraz
z wydluzajacym si¢ okresem karmienia obserwowano spadek intensywno$ci znakowania
pTau(Thr231) (Rycina 33 B, 8M: WD oraz 12M: WD). Iniekcja LPS wywotata zarowno wzrost
intensywnos$ci znakowania pTau(Thr231), jak i uszkodzenie cytoszkieletu w korze $rodwe-
chowej myszy 4M (Rycina 33 B, 4M: LPS, WD+LPS), natomiast w grupie LPS 12M nie
zaobserwowano zaburzenia aparatu mirkotubularnego, co moze $wiadczy¢ o zrdznicowanej
wrazliwosci osobniczej na poddane traktowanie (Rycina 33 B, 12M: LPS). Natomiast w gru-
pach wiekowych 8M 1 12M z iniekcja LPS intensywnos$¢ fluorescencji znakowania
pTau(Thr231) spadata (Rycina 33 B, 8M: LPS, WD+LPS, 12M: LPS, WD+LPS).
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Rycina 32a. (A) Wptyw WD oraz iniekcji LPS na poziom fosforylowanej formy biatka tau pTau(Thr231)
w hipokampie myszy z grup WD, LPS i WD+LPS, w wieku 4, 8 i 12 miesi¢cy (4M, 8M, 12M) w poroéwnanych
do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie standardowej, wykrytych za pomocg metody
immunoblottingu. Dane liczbowe przedstawiono za pomoca Sredniej arytmetycznej + odchylenie standardowe
(n = od 4 do 8 zwierzat na grupg¢ doswiadczalna; kropki i kwadraty przedstawiaja wartosci dla pojedynczych
osobnikow). Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem
post-hoc Bonferroniego.
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C pTau(Thr231)
7 GAR

HIPOKAMP CA3

HIPOKAMP DG

Rycina 32b. (B-D). Mikrofotografie przedstawiajace znakowanie immunofluorescencyjne biatka pTau(Thr231)
w poszczegblnych obszarach hipokampa: pole CA1 (B), pole CA3 (C), zakret zgbaty — DG (D) myszy APPswe
w grupach CTR, WD, LPS oraz WD+LPS w wieku 4M, 8M, 12M. Skala = 50 pm; powickszenie x20; czerwona
fluorescencja -pTau(Thr231), niebieska fluorescencja — hoechst (jadra).
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Rycina 33. (A) Wptyw WD oraz iniekcji LPS na poziom fosforylowanej formy biatka tau pTau(Thr231) w korze
sroédwechowej myszy z grup WD, LPS i WD+LPS, w wieku 4, 8 i 12 miesiecy (4M, 8M, 12M) w poréwnanych
do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie standardowej, wykrytych za pomocg metody
immunoblottingu. Dane liczbowe przedstawiono za pomoca $redniej arytmetycznej £ odchylenie standardowe
(n = od 4 do 8 zwierzat na grupg¢ doswiadczalna; kropki i kwadraty przedstawiaja wartosci dla pojedynczych
osobnikow). Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem
post-hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z goérny prog dla istotnosci statystycznej (pogrubiona
czcionka), natomiast warto$ci p mieszczace sie w przedziale 0,1 < p < 0,05 uznano jako tendencj¢ (czcionka bez
pogrubienia). (B) Mikrofotografie przedstawiajace znakowanie immunofluorescencyjne biatka pTau(Thr231)
w korze $rodwechowej myszy APPswe w grupach CTR, WD, LPS oraz WD+LPS w wieku 4M, 8M, 12M.
Skala = 50 pum; powiekszenie x20; czerwona fluorescencja -pTau(Thr231), niebieska fluorescencja — hoechst

(jadra).
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Tabela 23. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedace uzupetieniem Rycin 32 i 33.

pTau(Thr231) CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Marker wiek WD | interakcja wiek LPS  interakcja wiek WD+LPS interakcja
Hipokamp NS NS NS p=0038 NS NS p = 0,005 NS NS
Kora p = 0,005 NS NS p =0,037 NS NS p=0,013 NS NS
srodwechowa

NS — brak istotnych réznic

A) WD
wzrost poziomu pTau(Thr231) w korze srodwechowe;j
+
spadek poziomu pTau(Thr231) w korze srodwechowej
4
| | I | >
Wiek myszy
4 2! 12 16 [miesigce]

wczesne stadium AD -
przed uformowaniem ptytek amyloidu

B) LPS

wzrost poziomu pTau(Thr231) w korze srédwechowej

destabilizcja cytoszkieletu neurondw w hipokampie

4 spadek poziomu pTau(Thr231) w korze srédwechowej

4

| | | >
I Wiek myszy
4 8 12 16 [miesigce]

wczesne stadium AD -
przed uformowaniem ptytek amyloidu

Rycina 34. Chronologia zaobserwowanych zmian zwiazanych z bialkiem tau fosforylowanym na Thr231
wywolanych A) stosowaniem WD i B) podaniem LPS w hipokampie i korze srédwechowej myszy APPswe.

Podsumowujac uzyskane wyniki potilosciowej analizy biatka tau fosforylowanego na
treoninie 231 u myszy APPswe karmionych dieta standardowa wykazaty, ze poziom tego biatka
nie zmienia si¢ istotnie zarowno w korze srodwechowej, jak i hipokampie, natomiast, w korze
srodwechowej zaobserwowano wraz z wiekiem przesunigcie wartosci dla poziomu tego biatka
w dolng granice zakresu kontrolnego (Ryciny 32a A i 33 A, Tabela 23). Ponadto analiza jako-
sciowa W preparatach z hipokampa w obszarze CA1 wykazata zaburzenia cytoszkieletu neuro-
noéw pod wptywem dziatania LPS juz po 3 tygodniach od iniekcji, czego nie obserwowano
w korze srodwechowej (Rycina 34 B). Zmian takich nie obserwowano takze pod wptywem
dziatania WD w obu analizowanych strukturach (Rycina 34A), co sugeruje istotng role neuro-
zapalenia indukowanego LPS w patogenezie tauopatii i zaburzeniem morfologii neuronow.
Zaobserwowano réwniez, ze kora srodwechowa w poréwnaniu do hipokampa charakteryzuje
si¢ wzrostem poziomu fosforylacji biatka tau na treoninie 231 pod wptywem obydwu zastoso-
wanych czynnikow, WD i LPS, 3 tygodnie od rozpoczecia ekspozycji na te czynniki (Rycina
34 Ai B). Co ciekawe, z czasem, w starszych grupach poziom ten ulegat normalizacji (Rycina
33A), niezaleznie od zachowania cigglosci karmienia dietg WD.
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4.7. Wplyw WD i LPS na markery neurodegeneracji

4.7.1. Zwigzane 7 wiekiem zaburzenia parametrow charakteryzujgcych synapsy i neurony

W kolejnym etapie sprawdzono, jaki wptyw ma dieta zachodnia oraz dootrzewnowa
iniekcja LPS na markery neuronalne myszy APPswe. W pierwszej kolejnosci za pomoca
metody Western blotting przeprowadzono analiz¢ biatka charakteryzujacego ggsto$¢ postsy-
naptyczng - PSD95, ktore okresla strukturalng i funkcjonalng integralno$¢ synaps pobudza-
jacych (Shao i in., 2011). Dane literaturowe pokazuja, ze neurotoksyczno$¢ wywotana przez
AP 1 p-tau moze ostatecznie uszkodzi¢ zakonczenia postsynaptyczne powodujac zmniejszenie
poziomu PSD95, i prowadzac w ten sposob do dysfunkcji synaps i zaburzenia przekaznictwa
synaptycznego (Shao i in., 2011). Nastgpnie przeanalizowano marker NeuN, znakujacy jadra
neuronalne, wykrywalny jedynie w prawidtowych post-mitotycznych neuronach (Choi i in.,
2023). Wiadomo, ze liczba neuronéw hipokampa wybarwionych NeuN spada w przebiegu AD
zarbwno w wyniku procesu neurodegeneracji, jak i zahamowania procesOw neurogenenzy
(Gonzalez-Rodriguez i in., 2021; Choi i in., 2023). Dodatkowo przeanalizowano takze
chemoking CX3CL1, znang takze pod nazwg fraktalkina, ktora jest wytwarzana w neuronach.
CX3CL1 poczatkowo ulega translacji jako biatko transbtonowe, ale moze by¢ przetwarzana
proteolitycznie w celu wytworzenia rozpuszczalnej chemokiny. Wykazano, ze CX3CLI
oddziatuje na komorki poprzez swoj jedyny receptor CX3CRI1, ktory znajduje si¢ na komor-
kach mikrogleju w osrodkowym uktadzie nerwowym. Chociaz wydaje si¢, ze zarowno zwigza-
ne z btong, jak i rozpuszczalne formy CX3CL1 wchodza w interakcje z CX3CRI1, rézne
izoformy CXCL1 wydaja si¢ mie¢ r6zne zdolnosci sygnalizacyjne. Uwaza si¢, ze dominujaca
funkcjg CX3CL1 w OUN jest zmniejszenie odpowiedzi prozapalnej, a wiele badan wykazato
réwniez jej dzialanie neuroprotekcyjne. Jednak w niektorych przypadkach wydaje sig, ze
CX3CL1 sprzyja neurodegeneracji (Subbarayan i in., 2022).

Analiza lizatow tkankowych z hipokampa kontrolnych myszy APPswe (CTR)
wykazata, ze pod wptywem starzenia dochodzi do istotnego spadku poziomu PSD95 u myszy
w wieku 8M, a obserwowany obnizony poziom utrzymywal si¢ u zwierzat w wieku 12M
(Rycina 35 A, Tabela 24: PSD95). Dieta zachodnia sama nie wywolywata istotnego wpltywu
na obnizenie poziomu PSD95 w hipokampie, natomiast zaobserwowano, ze wptyw interakcji
pomiedzy czynnikiem wieku i karmienia WD utrzymuje si¢ na granicy istotnosci (p = 0,085),
co w poroéwnaniach pomig¢dzy grupami ujawnito si¢ jako obnizony poziom tego biatka w grupie
WD 12M w pordéwnaniu do grup CTR 4M, WD 4M i WD 8M (Tabela 24: PSD95, Rycina 35
A, panel CTR vs. WD). Natomiast zaobserwowano istotny wplyw iniekcji LPS na obnizenie
poziomu PSD95 w hipokampie myszy w wieku 8M i 12M (Tabel 13W: PSD95, Rycina 35 A,
panel CTR vs. LPS).

Analiza hipokampa kontrolnych myszy APPswe wykazata, ze pod wplywem starzenia
dochodzi réwniez do istotnego spadku poziomu NeuN u myszy w wieku 12M (Rycina 35 B,
Tabela 24: NeuN). Moze to sugerowaé spadek liczby zdrowych neuronow. Wykazano, ze
zaden z badanych czynnikow (ani WD, ani LPS) zastosowany oddzielnie nie wywolywat isto-
tnego wplywu na obnizenie poziomu NeuN w hipokampie (Tabela 24: NeuN, Rycina 35 B,
panel CTR vs. WD, oraz CTR vs. LPS). Natomiast zaobserwowano istotny wplyw wspotdzia-
tania obu czynnikéw (WD-+LPS) na istotne obnizenie poziomu NeuN w hipokampie u myszy
w wieku 8M i 12M (Tabel 13W: NeuN, Rycina 35 B, panel CTR vs. WD+LPS).
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Analiza CX3CL1 w hipokampie wykazata zmian¢ w sktadzie izoform CX3CL1 pod
wplywem wieku (Rycina 36). Zaobserwowano, ze w wieku 12M na immunoblotach nie
wykrywalne sg juz izoformy biatka CX3CL1 o wielkosci 100, 60, 35 i1 12 kDa, a wyodrgbnia
si¢ jeden gléwny prazek ze zwickszong sitg sygnatu o wielkosci 42 kDa w grupach CTR, WD
oraz WD+LPS (Rycina 36 A, B, C, D). Natomiast w grupie 12M LPS wyodrebnily si¢ dwa
prazki odpowiadajgce masie molekularnej 100 i 42 kDa, o mniejszej sile sygnatu (Rycina 36
D: LPS).

Analiza kory $rédwechowej u kontrolnych myszy APPswe (CTR) wykazala, ze tak
samo jak to obserwowano w hipokampie, wraz z wiekiem dochodzi do istotnego spadku
poziomu PSD95 u myszy w wieku 8M (Rycina 37), a obserwowany obnizony poziom utrzymy-
wal sie u zwierzat w wieku 12M (Rycina 37 A, Tabel 14W: PSD95). Zastosowanie diety
zachodniej w grupach WD 1 WD+LPS nie wywotalo istotnego obnizenia poziomu PSD95
wzgledem wiekowo dobranych kontroli (8M CTR), natomiast WD spowodowala przesuni¢cie
poziomu PSD95 w kierunku dolnej granicy obserwowanej w grupie CTR 8M oraz spadek
poziomu PSD95 wzgledem grupy 4M WD (Rycina 37 A, panel CTR vs. WD, CTR vs.
WD-+LPS). W przeciwienstwie do wynikow otrzymanych z analizy tkanki hipokampa, zmian
takich nie zaobserwowano pod wplywem LPS. W korze §rddwechowej czynnikiem odpowie-
dzialnym za obserwowane spadki poziomu PSD95 byt proces starzenia organizmu (Rycina 37
A, panel CTR vs. LPS).

Analiza grup kontrolnych wykazata, ze pod wptywem starzenia nie dochodzi do zmian
poziomu NeuN w korze srodwegchowej u myszy w wieku APPswe (Rycina 37 B, Tabela 25:
NeuN), co moze sugerowaé, ze w wyniku fizjologicznego procesu starzenia w korze srodwe-
chowej nie dochodzi do zmian liczby zdrowych neurondéw. Co wigcej, wykazano, ze zaden
z zastosowanych czynnikow (WD oraz LPS) zastosowany oddzielnie, ani tez razem
(WD+LPS), nie wywolaty istotnego wptywu na obnizenie poziomu NeuN w korze $rodwe-
chowej (Tabela 25: NeuN, Rycina 37 B, panel CTR vs. WD, CTR vs. LPS, oraz CTR vs.
WD+LPS).

Dodatkowo nie zaobserwowano zmian we wzorze prazkéw CX3CL1 ani ich intensy-
wnosci, ani pod wptywem wieku, ani pod wplywem Zadnego z zastosowanych badanych
czynnikéw doswiadczalnych (Rycina 37 A, B, C).
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Rycina 35. Wptyw WD i iniekcji LPS na poziom (A) biatka charakteryzujacego ggstosé postsynaptyczng - PSD95
oraz markera NeuN, znakujgcego jadra neuronalne (B) w hipokampie myszy z grup WD, LPS i WD+LPS, w wieku
4, 8 1 12 miesiecy (4M, 8M, 12M) w poréwnanych do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie
standardowej, wykrytych za pomocg metody immunoblottingu. Dane liczbowe przedstawiono za pomocg $redniej
arytmetycznej = odchylenie standardowe (n = od 4 do 8 zwierzat na grupe doswiadczalng; kropki i kwadraty
przedstawiaja wartosci dla pojedynczych osobnikdéw). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu
dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. Wartosci p < 0,05 uznano za z gorny prog
dla istotno$ci statystycznej (pogrubiona czcionka), natomiast warto$ci p mieszczace si¢ w przedziale
0,1 <p < 0,05 uznano jako tendencje (czcionka bez pogrubienia).
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Tabela 24. Wyniki analizy ANOVA dwuczynnikowa, bedace uzupetieniem Ryciny 35.

Hipokamp CTR vs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
Marker wiek WD interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS | interakcja

PSD95 p < 0,001 NS p = 0,085 p <0,001 p = 0,007 NS p < 0,001 NS p =0,038
NeuN p < 0,001 NS NS p =0,003 NS NS p < 0,001 p =0,024 NS
NS — brak istotnych réznic
CX3CL1 HIPOKAMP
A 4M CTR 4M WD 4M LPS 4M WD+LPS
— A . r A » A .
i 100 kDa
'8 60 kDa
42 kDa
CX3CL1 - 35 kDa
i — 12 kDa

B-aktyna — — — — — — —— e — o - 37 kDa

B 8M CTR 8M WD 8MLPS 8M WD+LPS
[ 100 kDa
60 kDa
42 kDa
CX3CL1 A1 35 kDa
i - e - w 12kDa
B-akiyna — W s s s s - - - - e s w37 kDa
C 12M CTR 12M WD 12M LPS  12M WD+LPS
[ 100 kDa
60 kDa
T - s p— IS — 42 kDa
CX3CL1 - 35 kDa
12 kDa
B-aKlyNa s s s s S S e s wm— e wee s 37 kDa

Rycina 36. Analiza chemokiny CX3CL1 w hipokampie wykonana technikg immunoblotting wykazata zmiang
we wzorze prazkéw CX3CL1 pod wptywem wieku. U myszy w wieku (A) 4M i (B) 8M na immunoblotach widaé¢
prazki o wielkosciach 100, 60, 42 35 i 12 kDa, tzw. multibanding; w grupie 12M (C) nie wykryto izoformy biatka
o wielko$ci 100, 60, 35 1 12 kDa, a wyodrebnit si¢ jeden glowny prazek ze zwigkszong sita sygnatu o wielkosci

42 kDa w grupach CTR, WD oraz WD+LPS; w grupie 12M LPS wyodrebnity si¢ dwa prazki 100 i 42 kDa
o mniejszej sile sygnatu.
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%E NeuN S5 S S S = = 55 S == S W% 8 60Da
é’_o B-aktynag "= s s s s a— s s Wy = s 37 kDa
(1
‘2 12MCTR  12MWD  12MLPS  12MWD+LPS
o’ NeuN SHE S S5 S5 4% S % S S &% % = 60 kDa
g B-aktyno wes s s e o o o o e, e == 37 kDa

CTR EERvs. WD

CTR E=2 vs. LPS HH

NeuN / f-aktyna

Rycina 37. Wptyw WD i iniekcji LPS na poziom (A) biatka charakteryzujgcego gestos$¢ postsynaptyczng - PSD95
oraz markera NeuN, znakujacego jadra neuronalne (B) w korze srodwechowej myszy z grup WD, LPS i WD-+LPS,
w wieku 4, 8 1 12 miesi¢cy (4M, 8M, 12M) w poréwnanych do kontroli (CTR) bez iniekcji LPS utrzymywanych
na diecie standardowej, wykrytych za pomoca metody immunoblottingu. Dane liczbowe przedstawiono za pomoca
$redniej arytmetycznej + odchylenie standardowe (n = od 4 do 8 zwierzat na grup¢ doswiadczalng; kropki
i kwadraty przedstawiaja warto$ci dla pojedynczych osobnikow). Analize statystyczng przeprowadzono przy

4Mm

12M

8M

12M

CTREEH vs. WD+LPS BH

4M 8M 12M

uzyciu dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego.
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Tabela 25. Wyniki analiza ANOVA dwuczynnikowa, bedgce uzupetnieniem Ryciny 37.

Kora CTRvs. WD CTRvs. LPS CTR vs. WD+LPS
srodwechowa
Marker wiek WD  interakcja wiek LPS interakcja wiek WD+LPS | interakcja
PSD95 p < 0,001 NS NS p =0,001 NS NS p = 0,001 NS NS
NeuN NS NS NS NS NS NS NS NS NS

NS — brak istotnych réznic

CX3CL1 KORA SRODWECHOWA

A 4M CTR 4M WD AMLPS  4M WD+LPS
i 3 100 kDa
e T v 60 kDa
=x2 — T - 42 kDa
-— — ——
CX3CL1A N 35 kDa

L 12 kDa

B-akiyna e #es s S S WS s s e s s s 37 kDa

B 8M CTR 8M WD 8MLPS 8M WD+LPS

r \ \F A F
-

100 kDa
ol - 3 : « 60 kDa

”*wwn-———q.qp—42k03

CX3CL11 35 kDa

12 kDa

B-aklyna  wee s s s S S - s e s W s 37 kDa

C 12MCTR  12MWD  12MLPS  12M WD+LPS
i k i N " 100 kDa
- . 60 kDa
EEEemsT T e 2
cxacLH R R 42 kD
! - - 12 kDa

B-aKiyna s s s s s S e e s s s s 37 kDa

Rycina 38. Analiza chemokiny CX3CL1 w korze $rodwechowej wykonana technikg imunoblottingu wykazata
brak zmian w sposobie cigcia oraz intensywnosci prazkow CX3CL1 we wszystkich przeanalizowanych grupach
eksperymentalnych (CTR, WD, LPS, WD+LPS) i wiekowych 4M, 8M, 12M (A, B, C). Na membranach wida¢
wzorzec prazkow o wielkosciach 100, 60, 42, 351 12 kDa, tzw. multibanding.
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spadek poziomu PSD95 w hipokampie myszy CTR

+ spadek poziomu NeuN w hipokampie
myszy CTR
zmiana wzoru ciecia izoform CX3CLA1
w hipokampie myszy CTR
¥ spadek poziomu PSD95 w korze
srodwechowej myszy CTR
| [ | | >
Wiek myszy
4 8 12 16 [miesigce]

wczesne stadium AD -
przed uformowaniem ptytek amyloidu

Rycina 39. Chronologia zmian parametrow zwiazanych z funkcja synaps i neuroné6w w hipokampie oraz
korze srodwechowej u kontrolnych myszy APPswe bez iniekcji LPS utrzymywanych na diecie standardowej
(CTR).

Analiza markeréw charakteryzujacych zakonczenia synaptyczne i neurony wykazata,
ze procesy zwigzane z neurodegeneracja zachodza w pierwszej kolejnosci w hipokampie,
a dopiero p6zniej w korze srodwechowej (Rycina 39). Zmiany te byly gtéwnie zwigzane z wie-
kiem i obecno$cig transgenu w zastosowanym modelu myszy APPswe, a badane obszary
moézgu nie wykazywaly wrazliwosci na zaden z badanych czynnikéw (WD 1 LPS). W hipo-
kampie zaobserwowano spadek poziomu biatka gestosci postsynaptycznej (PSD9S5) 4 miesiace
wczesniej niz w korze srodwechowej. Nastepnie w hipokampie w wieku 12 miesiecy nastapit
spadek poziomu NeuN, sugerujacy spadek liczby neurondéw z wiekiem. Ponadto zaobserwo-
wano nietypowa zmiang proteolizy chemokiny CX3CL1 wydzielanej przez neurony. Zmian
tych nie zaobserwowano w korze srodwechowej u dwunastomiesiecznych myszy. W neuronach
kory $rodwechowej réwniez nie wykazano istotnego wplywu na przyspieszenie opisanej
sekwencji zdarzen pod wplywem diety zachodniej oraz iniekcji LPS.

98



Wyniki

4.7.2. Porownanie zmian morfologicznych neuronow w hipokampie oraz w korze
srodwechowej

Analiza metodag immunoblottingu markerow neuronalnych PSD95, NeuN oraz
CX3CL1 u myszy APPswe wykazala, ze glownym czynnikiem powodujagcym zmiany
poziomow tych markerow jest postepujacy wiek myszy. Prawdopodobnie obserwujemy w tym
przypadku wptyw wieku i procesu starzenia na procesy zwigzane z nadekspresjg zmutowanego
genu kodujacego biatko prekursorowe amyloidu (APP), warunkujace stopniowe, od poczatku
zycia tych zwierzat, uwalnianie peptydow Af na drodze amyloidogennej proteolizy. Obecno$¢
i ciggle wytwarzanie toksycznych form AP wraz z wiekiem moze powodowac¢ uposledzenie
funkcji synaps i1 stopniowe zamieranie neurondéw. Istnieje prawdopodobienstwo, ze efekt wieku
na tle transgenu APP maskuje wptyw badanych czynnikow WD i LPS u tych myszy.

W celu weryfikacji obserwacji z analizy pétilosciowej poziomoéw badanych markerow
neuronalnych w lizatach tkankowych uzyskanych z wyizolowanego hipokampa oraz obszaru
kory srodwechowej, wykonano analizg jakosciowa technikg barwienia histologicznego. Do
barwienia skrawkéw przekrojow catych potkul mézgdéw pobranych od myszy APPswe wyko-
rzystano metode topograficznego barwienia przegladowego hematoksyling i eozyna (H&E),
pozwalajacego oceni¢ catos¢ struktury tkanki, poprzez kontrastowe zabarwienie cytoplazmy
1 jader komérkowych. Hematoksylina jest substancjg zasadowa, ktora barwi jadra komorkowe
na kolor fioletowy/niebieski. Eozyna to kwasna pochodna fluoresceiny, barwigca cytoplazme
na r6Zowo/czerwono.

Analize¢ barwienia H&E przeprowadzono w korze $rodwechowej i1 hipokampie
z uwzglednieniem jego trzech kluczowych obszaréw: DG - zakret zgbaty, pole CA3 1 CAl.
Rozdzielenie hipokampa na trzy obszary jest $cisle zwigzane z przebiegiem projekcji pomigdzy
hipokampem, a korg srodwechowa, gdzie kolejno$¢ pojawiania si¢ oznak uszkodzenia neuro-
noéw ma kluczowe znaczenie w kontekscie przebiegu patologii AD, co zostalo szczegdlowo
opisane w Dyskusji.

Analiza obrazowa przekrojow hipokampa ujawnila zmiany morfologii neuronow pod
wplywem badanych czynnikow (WD, LPS, WD+LPS) w stosunku do dopasowanych wiekiem
grup kontrolnych myszy APPswe (CTR) w obrebie poszczegdlnych obszaréw hipokampa: DG
(Rycina 40 A — 4M, B — 8M, C — 12M), CA3 (Rycina 41 A — 4M, B — 8M, C — 12M) oraz
CAl (Rycina 42 A — 4M, B — 8M, C — 12M). Co ciekawe, wyniki ujawnity, ze zarowno WD
jak 1 LPS moga wplywac negatywnie na morfologie neuronéw. Zaobserwowano nieprawidtowa
morfologi¢ neuronéw w obrazie, typowa dla komorek zamierajagcych, w obszarze DG pod
wplywem WD w wieku 4 miesiecy (4M WD), a pod wptywem LPS nieco pdzniej, bo w wieku
8 miesigcy (8M LPS). Neurony prawidlowe charakteryzujg si¢ obtym ksztaltem 1 niska
chlonnoscig eozyny w cytoplazmie, co wskazuje na prawidtowe pH $srodowiska wewnatrz-
komorkowego, dzigki czemu wyraznie widoczne s3 jadra komorkowe 1 jaderka wybarwione
hematoksyling. Neurony nieprawidlowe maja wyraznie zmieniong morfologie, sa obkurczone
przez co przybierajg ksztalt wrzecionowaty, ich cytoplazma jest wyraznie wypelniona eozyna
i nie s widoczne jadra komodrkowe. Taki obraz komorki jest oceniany jako komorka w stanie
patologicznym, prawdopodobnie prowadzacym do zwyrodnienia (degeneracji). Analiza obra-
zowa wykazata, ze poszczegélne obszary hipokampa sa odmiennie wrazliwe na badane
czynniki (WD, LPS), a takze na ich wspotwystepowanie (WD+LPS).
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Zakret zebaty (DG) hipokampa

W obszarze zakretu zebatego (DG) hipokampa zaobserwowano znaczace uposledzenie
morfologii neuronéw, zarowno warstwy ziarnistej, jak i neuronéw wieloksztattnych we wnece
(hilus) pod wptywem diety WD juz po 3 tygodniach karmienia u 4M myszy (Rycina 40 A: 4M
WD). W pozostatych grupach doswiadczalnych czteromiesigcznych myszy wyglad neuronow
w obrebie DG nie odbiega znaczaco od obrazu u myszy kontrolnych (CTR 4M). Réwniez
W grupie otrzymujacej oba badane czynniki (Rycina 40 A: 4M WD+LPS) nie sg widoczne
istotne zmiany podobne do tych obserwowanych u myszy jedynie karmionych dieta WD, co
sugeruje, ze sama dieta WD oddziatuje silniej negatywnie. By¢ moze dzieje si¢ tak w wyniku
uruchomienia przez podanie LPS mechanizméw obronnych uktadu odporno$ciowego, ktore na
tym etapie znoszg rowniez wptyw diety WD, podobnie jak to obserwowano w grupie otrzymu-
jacej tylko iniekcje LPS. U myszy w wieku 8 miesigcy, zarowno dieta WD, jak 1 LPS osobno,
ale tez podane razem nieznacznie zmieniajag neurony w obrebie DG (Rycina 40 B: 8M
WD+LPS). W grupie myszy dwunastomiesi¢cznych wida¢ poglgbienie zakresu uszkodzenia
neuro-néw w obszarze DG pod wplywem diety WD (Rycina 40 B: 12M WD) i pod wplywem
LPS (Rycina 40 B: 12M LPS) w stosunku do myszy kontrolnych (CTR 12M), u ktérych
zgodnie z wczesniej prezentowanymi wynikami, proces ten rozpoczyna si¢ z wiekiem U zwie-
rzat nie eksponowanych na zaden z badanych czynnikoéw (CTR 12M), a jedynie w wyniku
nalozenia czynnika wieku i transgenu APP.

Pole CA3 hipokampa

W polu CA3 hipokampa zmiany morfologii neuronéw piramidalnych majg nieco
odmienny wzorzec niz w DG (Rycina 41). W grupie zwierzat 4M pojedyncze neurony 0 zmie-
nionej morfologii zaobserwowano tylko w grupie myszy otrzymujacych oba czynniki badane
(Rycina 41 A: 4AM WD+LPS). W grupie myszy o$miomiesiecznych, juz u myszy kontrolnych
w obszarze CA3 byly widoczne pojedyncze komorki o zmienionej morfologii, natomiast w gru-
pach badanych efekt ten byt istotnie silniejszy tylko w grupach karmionych dieta WD (Rycina
41 B: 8M WD i WD+LPS). Podobnie w grupie dwunastomiesiecznych myszy widoczny jest
tylko uszkadzajacy wptyw diety WD na neurony w polu CA3 (Rycina 41 C: 12M WD
1 WD+LPS). Wptyw LPS na morfologi¢ neurondéw zaobserwowano jedynie w brzusznej czegsci
hipokampa w grupie myszy 12M (LPS 12M). Co ciekawe, wszystkie zaobserwowane zmiany,
niezaleznie od grupy do$§wiadczalnej, byly obecne w brzusznej czg¢sci hipokampa, w obszarze
ptata skroniowego obejmujacym kore srodwegchowa (Rycina 41: A, B, C, panele dolne), ktora
funkcjonalnie wysyta projekcje zarowno do zakretu zebatego, jak i pola CA3 hipokampa.
W czesci grzbietowej hipokampa (Rycina 43: A, B, C panele gorne) nie zidentyfikowano typo-
wych zmian w polu CA3, poza nielicznymi zmienionymi neuronami w grupie dwunastomiesig-
cznych myszy tylko karmionych dieta WD (Rycina 41 C: 12M WD).
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H&E HIPOKAMP DG

A CTR

Rycina 40. Mikrofotografie przedstawiajace wzor barwienia H&E w obszarze zakretu zebatego (DG) hipokampa,
wyodrebnione ze skrawkow petnych przekrojow potkulowych mézgoéow pobranych od myszy APPswe w grupach
CTR, WD, LPS oraz WD+LPS w wieku A) 4M, B) 8M, C) 12M; skala = 50 pm, powigkszenie x20.
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H&E HIPOKAMP CA3

A CTR WD LPS " WD+LPS
-~ . /
4M
B , “WD ' . LPS WD+LPS
L
CTR WD . LhE /. WD+LPS
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Rycina 41. Mikrofotografie przedstawiajace wzor barwienia H&E w obszarze CA3 hipokampa, wyodrebnione

ze skrawkow pelnych przekrojow potkulowych mozgéw pobranych od myszy APPswe w grupach CTR, WD,
LPS oraz WD+LPS w wieku A) 4M, B) 8M, C) 12M; skala = 50 um, powigkszenie x20.
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Pole CA1 hipokampa

Sposrod analizowanych obszaréw hipokampa najmniejsza wrazliwo$¢ na badane
czynniki zaobserwowano w polu CA1 hipokampa (Rycina 42). Jedynie u czteromiesi¢cznych
myszy pod wptywem LPS (Rycina 42 A: 4M LPS) oraz u osmiomiesi¢cznych myszy w grupie
karmionej tylko dieta WD (Rycina 42 B: 8M WD) widoczne sg pojedyncze obszary neuronow
piramidalnych o zmienionej morfologii. Przy czym, efekt ten byt znacznie silniejszy pod wpty-
wem WD. Natomiast, w grupie najstarszej, tj. u dwunastomiesiecznych myszy nie zaobserwo-
wano zadnych zmian w wygladzie komorek. Obserwowane w polu CAl nieliczne zmiany sg
prawdopodobnie efektem zmian osobniczych i nie daja podstaw do wnioskowania o wrazliwo-
$ci komorek w tym rejonie mozgu na czynniki badane (WD, LPS). Jednoczesnie, obserwowany
obraz pola CA1 hipokampa nie ujawnia rowniez wptywu wieku na stan komoérek. Przedsta-
wione wyniki mogg mie¢ znaczenie w kontekscie funkcjonalnym poszczegolnych, badanych
obszaréw moézgu, poniewaz z pola CA1 projekcja jest kierowana w odwrotnym kierunku, czyli
do kory srodwechowe;.

Kora srodwechowa

W kolejnym etapie przeanalizowano wptyw badanych czynnikow (WD 1 LPS) na
morfologi¢ neurondéw w obrebie kory srodwechowej (Rycina 43). Analiza mikroskopowa prze-
krojow potkulowych wykazata znaczacy efekt uszkadzajacy obu czynnikdéw badanych. Jednak
w najwiekszym stopniu zaobserwowano zmieniong morfologi¢ neuronéw korowych pod wpty-
wem WD juz u najmtodszych myszy APPswe (Rycina 43 A: 4M WD). W pozostatych grupach
doswiadczalnych czteromiesigcznych myszy, efekt ten byt rowniez zauwazalny, ale zdecydo-
wanie stabszy (Rycina 43 A: 4M LPS i WD+LPS). Po 5 miesigcach od rozpoczecia ekspozycji
na czynniki dos§wiadczalne (WD i1 LPS), w grupie zwierzat oSmiomiesi¢cznych obserwowano
znaczne zintensyfikowanie zmian morfologii neurondow we wszystkich grupach ekspery-
mentalnych (Rycina 43 B: WD 8M, LPS 8M i WD+LPS 8M) w poréwnaniu do grupy myszy
kontrolnych (CTR 8M). Natomiast obraz kory §rodwechowej w grupie dwunastomiesigcznych
myszy nie wykazal neuronéw zmienionych w zadnej grupie doswiadczalnej (Rycina 43 C).
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H&E HIPOKAMP CA1
A s S T " LPS WD+LPS

B CTR. AV - oy £y ‘ -WD-+"L'PS‘

CTR WD . LPS /77 WD+LPS

12M

Rycina 42. Mikrofotografie przedstawiajace wzor barwienia H&E w obszarze CA1 hipokampa, wyodrebnione
ze skrawkow pelnych przekrojow potkulowych mozgéw pobranych od myszy APPswe w grupach CTR, WD, LPS
oraz WD+LPS w wieku A) 4M, B) 8M, C) 12M; skala = 50 um, powigkszenie x20.
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Rycina 43. Mikrofotografie przedstawiajace wyniki barwienia H&E w obszarze kory s$rodwechowej,
wyodrebnione ze skrawkow petnych przekrojow potkulowych mézgoéw pobranych od myszy APPswe w grupach
CTR, WD, LPS oraz WD+LPS w wieku A) 4M, B) 8M, C) 12M; skala = 50 pm, powigkszenie x20.
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4.7.3. Porownanie zmian morfologicznych neuronow myszy APPswe do myszy szczepu
dzikiego C57BL/6

Badany w niniejszej pracy mysi model AD (APPswe), dobrze odzwierciedla progresje
patologii FAD w populacji ludzkiej, u nosicieli dominujgcej mutacji w genie APP. W celu
wyodrgbnienia wplywu samego transgenu APPswe na morfologi¢ neuronow we wszystkich
analizowanych strukturach moézgu (DG, CA3, CA1l hipokampa oraz korze $rod-wegchowe;,
wykonano poréwnawcza analize tkanki, wykorzystujac myszy szczepu dzikiego C57BL/6,
niezmienione genetycznie (Rycina 44). Biorac pod uwage wyniki analizy poziomow markeréw
synaptycznych i neuronalnych, przedstawionej w podrozdziale 4.7.1, ktéra wykazata zalezno$¢
poziomdéw tych markerow wylacznie od wieku u myszy APPswe, mikroskopowa analize
porownawczg przekrojow potkulowych przeprowadzono jedynie w grupach kontrolnych obu
szczepOw myszy, nie otrzymujacych iniekcji LPS i utrzymywanych na diecie standardowe;j
w wieku 4 (4M) i 16 miesiecy (16M). Otrzymane wyniki wykazaly, ze obecnos¢ mutacji
w genie APP ogrywa istotng rol¢ w kierowaniu neuronéw na droge degeneracji oraz, ze
zalezno$¢ ta jest silnie zwigzana z wiekiem i procesem starzenia si¢ zwierzat. Neurony 0 zmie-
nionej morfologii, wskazujagce na uruchomienie mechanizméw prowadzacych do $mierci
komorki, obserwowane byly w prezentowanych tu badaniach wylacznie u transgenicznych
myszy starzejacych si¢ (APPswe CTR 16M), zar6wno w poréwnaniu do zwierzat mtodych
(APPswe CTR 4M), jak i do zwierzat nie zmienionych genetycznie (C57BL/6 CTR 16M).
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Rycina 44. Mikrofotografie przedstawiajace wyniki barwienia H&E w réznych obszarach hipokampa: A) DG,
B) CA3, C) CAl oraz D) kory $rodwechowej, wyodrebnione ze skrawkow petnych przekrojow potkulowych
mozgoéw pobranych od kontrolnych myszy C57BL/6 i APPswe w wieku 4 miesigcy (4M) i 16 miesigcy (16M)
w celu porownania wptywu transgenizacji na uszkodzenie neuronéw; skala = 50 pm, powigkszenie x20.
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5. Dyskusja

5.1. Sekwencja procesow neuropatologicznych jest odmienna w hipokampie w
porownaniu z kora srodwechowa u myszy APPswe

W pierwszym etapie badan scharakteryzowano sekwencje patologicznych zdarzen wy-
wolanych obecnos$cig ludzkiego transgenu APP (niosacego podwojng mutacje K670N, M671L,
tzw. szwedzka (swe)) w hipokampie (Rycina 45 A) oraz korze $rddwechowej (Rycina 45 B)
u kontrolnych myszy APPswe. Grupy wiekowe analizowane w tym badaniu (4M, 8M, 12M,
16M i1 20M) odzwierciedlaty nastepujace przedzialy wiekowe u ludzi: odpowiednio 20, 35, 50,
65, 80 lat (zmodyfikowano na podstawie Flurkey i in., 2007). Jak wykazano w niniejszym
badaniu, myszy kontrolne APPswe (CTR) w wieku od 4M do 12M odpowiadaja wczesnym
stadiom AD, bez ptytek A w mozgu, u ktérych obserwowaliSmy rézne procesy patologiczne
znane jako prowadzace do agregacji AP. Zastosowany model APPswe pozwolil na dos¢
precyzyjne przetozenie osi czasu rozwoju zmian patologicznych u myszy na postepujace stadia
AD u cztowieka.

A) HIPOKAMP

astroglioza

4 wysokie stezenie biatka APP i CTFs
spadek poziomu PSD95

prozapalna polaryzacja mikrogleju (M1)

uposledzenie fagocytozy mikrogleju

spadek poziomu NeuN

zmiana wzrou cigcia izoform CX3CL1

spadek poziomu cytokin prozapalnych IL-6 i IL-1B

e

ptytki amyloidowe

| | | | >
8
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przed uformowaniem ptytek amyloidu

B) KORA SRODWECHOWA
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Rycina 45. Schemat przedstawiajacy sekwencje zdarzen neuropatologicznych stwierdzonych na podstawie
wynikow badan niniejszej rozprawy, wynikajacych z obecnosci transgenu APP w (A) hipokampie oraz (B) korze
srodwechowej w czasie zycia myszy APPswe.
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W niniejszej pracy po raz pierwszy szczegotowo scharakteryzowano sekwencje patolo-
gicznych zdarzen charakterystycznych dla poczatkowych stadiow patogenezy AD rozwija-
jacych si¢ w dwoch kluczowych dla tej choroby strukturach mézgu, w obrebie ptata skronio-
wego - w hipokampie i1 korze srodwechowej. W tym celu analizy przeprowadzono w kilku
punktach czasowych przed-ptytkowego stadium patologii AD w modelu myszy APPswe. Mysi
model AD APPswe (Tg2576) jest powszechnie stosowany i jest odpowiedni do badan przed-
klinicznego stadium AD z uwagi na dtugi czas rozwoju zmian neuropatologicznych typowych
dla AD, odpowiadajgcy diugoletniemu okresowi utajonego rozwoju tej choroby u ludzi.
W $wietle braku skutecznej terapii objawowej, okreslenie przyczyn i mechanizméw moleku-
larnych prowadzacych do odkladania si¢ ztogdw amyloidowych i powstawania form zwyro-
dniatych neuronéw mozgu w postaci NFT, jest kluczowe dla opracowania skutecznej strategii
spowalniania lub przeciwdzialania rozwojowi objawowego stadium AD, silnie uposledza-
jacego zycie pacjenta i jego rodziny oraz generujacego znaczne koszty zwigzane z opieka nad
pacjentem w czasie relatywnie dlugiej fazy kliniczne;.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy potwierdzity, ze obecno$¢ zmutowanego
genu APP indukuje zwigkszenie poziomu zaréwno biatka APP, jak i tez produktow jego amylo-
idogennej proteolizy C-koncowych fragmentéw (CTFs). Zalezno$¢ t¢ zaobserwowano najpierw
w korze srodwechowej, u myszy w wieku 4 miesigey (Rycina 45 B), a dopiero p6zniej w hipo-
kampie, w wieku 8 miesigcy (Rycina 45 A). Natomiast depozyty AP} w postaci blaszek w obu
badanych strukturach obserwowano dopiero w wieku 16 miesi¢cy (Rycina 45 A i B). Wigksze
stezenie APP i CTFs w korze §rodwechowej w porownaniu do hipokampa mlodych myszy
sugeruje, ze w tej strukturze moga rozpoczynac si¢ procesy prowadzace do rozwini¢cia amylo-
idopatii charakterystycznej dla AD w modelu APPswe.

Natomiast, to w hipokampie zaobserwowano wigkszg liczbg patologicznych zdarzen
prowadzacych do stanu neurozapalenia. Co wigcej, cze$¢ obserwowanych proceséw patolo-
gicznych, powtarzajacych si¢ w obu badanych strukturach, wcze$niej wystgpowata w hipo-
kampie niz w korze $rddwechowej. Zaobserwowano, ze obecnos$¢ transgenu APP zaburza
aktywnos¢ komorek glejowych, co objawia si¢ znaczng aktywacja astrocytow (1 GFAP)
w hipokampie 1 korze srédwegchowej u oSmiomiesigcznych myszy APPswe. W obu strukturach
zidentyfikowano takze prozapalng polaryzacje mikrogleju, ale dopiero u myszy dwunasto-
miesigcznych (1 Ibal). W hipokampie dodatkowo wykazano spadek wiasciwosci fagocy-
tarnych mikrogleju (| CD68) (Rycina 45A). Ponadto, zauwazono silniejszg odpowiedz pro-
zapalna w hipokampie, gdzie cytokiny IL-6 i IL-1p utrzymywaly si¢ na wyzszym poziomie
w porownaniu do kory srdédwechowej do 6smego miesiaca zycia.

Hipokamp charakteryzowal si¢ takze wczes$niejszym spadkiem poziomoéw markera
gestosci synaptycznej (| PSD95) (w wieku 8 miesigcy) oraz markera neurondw (| NeuN)
(w wieku 12 miesiecy). Wynik ten wyraznie wskazuje, ze degeneracja neuronow i uposledzenie
funkcji synaps rozpoczyna si¢ wlasnie w tej strukturze mozgu. Jest to zgodne z sekwencja
poOzniejszego wystepowania objawow klinicznych, zwigzanych z uposledzeniem funkcji mozgu
zaleznych od hipokampa, tj. przetwarzaniem pamigci krotkotrwatej w dlugotrwata. Ponadto,
w hipokampie, w przeciwienstwie do kory srodwegchowej, wystapita zmiana we wzorze proteo-
litycznego trawienia wydzielanej przez neurony chemokiny CX3CL1, polegajaca na wyodre-
bnieniu jednej gtownej izoformy o wielkosci 43 kDa oraz wzrostu jej poziomu (Rycina 36).
CX3CL1 jest produkowana przez neurony 1 wystepuje w dwoch postaciach: jako biatko trans-
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btonowe, ktoére dziata jako czasteczka adhezyjna, oddziatujac ze swoim unikalnym receptorem
CX3CRI1 oraz jako posta¢ rozpuszczalna, ktora jest generowana w procesie proteolitycznym
1 dziata jako czasteczka sygnalowa petniac role neuroprotekcyjng i neurotroficzng (Iemmolo
i1in., 2023). Neuroprotekcyjna rola CX3CL1 polega glownie na hamowaniu aktywacji mikro-
gleju i hamowaniu ekspresji genéw prozapalnych oraz syntezy cytokin (IL-1 B, IL-6, TNF-a)
(Bivona 1 in., 2023). Posta¢ rozpuszczalna powstaje w wyniku proteolizy przeprowadzanej
przez szereg enzymow petnigcych réwniez kluczowag role w patogenezie AD takich jak
dezintegryna A, katepsyna A, metaloproteazy (ADAM-10, -17), czy sekretazy (a-, B- i y- sekre-
taz¢) (Iemmolo i in., 2023). Obserwowana tak drastyczna zmiana sposobu proteolizy CX3CL1
w hipokampie myszy APPswe w wieku 12 miesiecy sugeruje, ze w tej strukturze mogto dojs$¢
do naglej zmiany aktywnos$ci/poziomu wspomnianych enzymow, ktore odgrywajg istotng role
w procesach zwigzanych z patologia AD. Wystepowanie tych zmian wraz z obnizeniem
gestosci synaptycznej i uposledzeniem znakowania markerow neuronalnych (| PSD95, | NeuN
I zmiana proteolizy CX3CL1) sugeruje uruchomienie mechanizméw molekularnych, prowa-
dzacych do neurodegeneracji, co rowniez wczesniej zaobserwowano w hipokampie w przeci-
wienstwie do kory srodwechowe;j.

Natomiast w korze srodwegchowej w przeciwienstwie do hipokampa, wystepuje tylko
jedna izoforma biatka AQP4 o wielkosci 50 kDa, odpowiedzialnego za prawidlowe funkcjo-
nowanie systemu glimfatycznego, a brak jest izoformy o wielkosci 30 kDa (Rycina 18). Uwaza
si¢, ze prawidlowy poziom izoformy 30 kDa odpowiedzialny jest za prawidtowy przeptyw
(klirens) ptynoéw i substancji przez barier¢ krew-mozg (Moe i in., 2008; Silva i in., 2021). Ta
obserwacja sugeruje upo$ledzenie systemu oczyszczania mozgu w zastosowanym modelu
zwierzecym wiasnie w korze §rodwechowej, w przeciwienstwie do hipokampa.

Na podstawie uzyskanych danych mozna stwierdzi¢, ze okoto 5 miesiecy od rozpo-
czecia doswiadczenia, stan zapalny wzbudzany przez ciagla produkcje peptydow AP, prze-
jawiajacy si¢ burza cytokinowa w mozgu zaczyna stabna¢, a procesy naprawcze zwigzane
z funkcja komorek immunokompetentnych mézgu (astrocytow i mikrogleju) staja si¢ coraz
mniej wydolne, co prowadzi do postgpujacej agregacji amyloidu i wplywa na zwigkszenie
stopnia uszkodzenia neurondw. Wynik ten jest rowniez spojny z danymi z analizy potilosciowej
metoda WB, gdzie wybija si¢ wplyw wieku na poziom markeréw neuronalnych, oraz z analiza
jakosciowa tkanki mozgowej metoda H&E pokazujacej, ze procesy zwigzane z neurodege-
neracjg neuronéw postepuja z wiekiem rowniez u zwierzat z mutacja w genie APP nie ekspono-
wanych na zaden z badanych czynnikow, wykazujac najsilniejszy stopien uszkodzenia neuro-
now u myszy w wieku 16 miesi¢cy (Rycina 44). Co wigcej, znamiona intenSywnego obumiera-
nia neurondw w obrgbie hipokampa nie obejmuja calej struktury w réwnym stopniu i sg
zmienne w poszczegolnych obszarach. Pojawiaja si¢ przede wszystkim w obregbie zakretu
zgbatego (DG) 1 pola CA3 hipokampa myszy APPswe w przedziale wieku 12-16 miesigcy
(Rycina 44). Obserwacja ta wyloniona zostala w analizie histopatologicznej i immuno-
histochemicznej skrawkow z petnych przekrojow potkulowych mézgu myszy APPswe i wska-
zuje na istotne znaczenie obserwowanych zmian w kontekscie kierunku projekcji sygnalizacji
neuronalnej pomigdzy strukturg hipokampa i korg srodwechowa. Dane te, razem z obserwo-
wanym spadkiem poziomu NeuN w wieku 12 miesi¢cy, dodatkowo sugeruja zahamowanie
procesOw neurogenezy wieku dorostego (z ang. adult neurogenesis), ktora zachodzi w mozgu
wtlasnie w obszarze DG (Poulose i in., 2017), a do jej zahamowania dochodzi we wczesnej fazie
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przebiegu AD (Choi i in., 2023). Otrzymane wyniki wykazaty, ze w modelu APPswe obecnos¢
mutacji w genie APP ogrywa istotng rol¢ w kierowaniu neurondéw na droge degeneracji i ewen-
tualnego zahamowania neurogenezy oraz, ze zalezno$¢ ta jest silnie zwigzana z wiekiem i pro-
cesem starzenia si¢ myszy linii APPswe.

Z uzyskanych danych wynika, Zze hipokamp jest strukturg szczegodlnie wrazliwg na
procesy zwigzane z aktywacja komorek glejowych, zaburzeniem procesow fagocytozy,
rozwini¢ciem stanu zapalnego oraz indukcjg procesOw zwigzanych z neurodegeneracjg w po-
rownaniu do kory srédwechowej. Zmiany obserwowane w obrebie hipokampa wskazujg na
zwiazek z patologia wewnatrzkomoérkowego biatka tau, ktéra jest bezposrednio zwigzana
z obumieraniem neurondéw, w wyniku destabilizacji cytoszkieletu komoérkowego, transportu
wewnatrz-neuronalnego i uposledzenia sygnalizacji synaptycznej. Jednak to kora srodwechowa
okazata si¢ miejscem inicjacji postepujacej patologii amyloidu charakterystycznej dla AD
w modelu APPswe. W poréwnaniu do hipokampa, to w korze $rodwechowej w pierwszej ko-
lejnosci zaobserwowano zwigkszone poziomy biatka APP i CTFs, oraz niewydolny system
“oczyszczania” odpowiedzialny za usuwanie z moézgu m.in. gromadzacego si¢ amyloidu f.
Mogtoby to sugerowaé, ze wlasnie w tej strukturze nastapi silniejsza odpowiedz zapalna
w odpowiedzi na wspomniane roznice. Mimo to, w zastosowanym modelu, silniejszg
odpowiedz zapalng zaobserwowano W hipokampie. Zaobserwowane patologiczne zmiany
zarbwno w hipo-kampie, jak tez w korze srodwechowej skutkuja pojawieniem si¢ ptytek
amyloidowych u myszy w tym samym wieku, mianowicie w wieku 16 miesiecy.

Uzyskane wyniki fenotypowania modelu APPswe jednoznacznie pokazuja, ze wszy-
stkie obserwowane patologiczne zmiany zwigzane z neurozapaleniem oraz neurozwyrodnie-
niem rozpoczynaja si¢ dtugo przed pojawieniem si¢ pozakomorkowych ztogdw amylo-idu B,
potwierdzajac szczeg6lng role toksycznych oligomerow AP w patologii AD (Tolar i in., 2021),
a nie juz uformowanych ptytek (Tolar i in., 2021). Mate rozpuszczalne oligomery A sktadaja
si¢ z agregatow od dwoch (dimery) do dwunastu (dodekamery) kopii monomerow AP i sa
wysoce neurotoksyczne. Moga one dalej agregowac, tworzac rozpuszczalne protofibryle A
(duze oligomery), a nastgpnie nierozpuszczalne fibryle o strukturze B-kartki, ktore dalej
agregujac tworzg blaszki/ptytki amyloidowe. Tworzenie nierozpuszczalnych fibryli i blaszek
w przestrzeni pozakomorkowej wydaje si¢ by¢ mechanizmem ochronnym, ktéry ma na celu
gromadzi¢ usunig¢te z neuronéw oraz wyptywajace z naczyn peptydy AP i chroni¢ neurony
przed ich toksycznym wptywem (Yuan i in 2016; Gaspar i in., 2010; Huang i in., 2021).

Oligomery AP sa wysoce heterogenne i wystepuja w rdznych rozmiarach, konforma-
cjach, formach zagregowania. Istnieje tez kilka etapow ich pojawiania si¢ w mozgu w trakcie
AD. Wykazano, ze rozne typy oligomeréw wywoluja odmienne mechanizmy uszkodzenia
neurondéw (Huang 1 in., 2020). Literatura pokazuje, ze istnieje kilka mechanizmoéw patogenne-
tycznych odpowiedzialnych za neurodegeneracje wywotang przez oligomery AP. Oligomery
AP bezposrednio indukujg dysfunkcje mitochondriow 1 stres oksydacyjny, co prowadzi do
masywnego naptywu wapnia do komorek mozgu 1 wynikajacej z tego toksycznosci (Canevari
i 1in., 2004; Bode i in., 2017). W badaniach na wycinkach tkanki hipokampa stwierdzono, ze
oligomery wptywaja na pamig¢ i uczenie si¢ poprzez bezposrednie blokowanie dlugotrwalego
wzmocnienia synaptycznego (LTP) w hipokampie, pierwszego etapu tworzenia pamigci
(Li 1 in., 2011). Ponadto oligomery AP powoduja redystrybucj¢ krytycznych biatek
synaptycznych 1 indukujg nadaktywno$¢ metabotropowych 1 jonotropowych receptorow
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glutaminianu, co skutkuje przecigzeniem wapniowym, nadmierng fosforylacja biatka tau,
stresem oksydacyjnym i utratg synaps (Zott i in., 2019). Co ciekawe, ta zalezna od oligomerow
AP nadaktywnos¢ poprzedza tworzenie si¢ blaszki amyloidowej i jest obecna we wczesnych
stadiach choroby, na dlugo przed pojawieniem si¢ objawdéw klinicznych, co dodatkowo
potwierdza przyczynowa role oligomeréow w patogenezie AD (Mroczko i in., 2018).

Aktywacja astrocytow poprzedza udzial komorek mikrogleju w poczatkowej fazie rozwoju AD
u myszy APPswe.

Dane uzyskane w niniejszej pracy wyraznie wskazuja na uruchomienie reakcji astro-
cytow znacznie wczesniej niz wystepowanie zaburzen funkcji mikrogleju, zarowno w hipo-
kampie, jak i korze srodwechowej. Astrocyty bezposrednio aktywuja receptory neuronalne
poprzez uwalnianie gliotransmiteréw, takich jak glutaminian, D-serynai ATP (Jungiin., 2012).
Wiadomo, ze glutaminian uwalniany z astrocytow wywiera liczne efekty na pobudliwo$¢ neu-
ron6éw, podczas gdy pochodzaca z astrocytow D-seryna przyczynia si¢ do modulacji plasty-
cznosci synaptycznej pod wptywem postsynaptycznych receptorow NMDA (Jung i in., 2012).
Z kolei ATP pochodzacy z astrocytow jest znaczaca pozakomorkowa czasteczka sygna-
lizacyjng i endogennym ligandem dla receptora purynergicznego, ktory moduluje przeka-
Znictwo synaptyczne, bezposrednio lub poprzez produkt metabolizmu ATP - adenozyng¢ (Jung
i1in., 2012). Poniewaz astrocyty, jako istotna cze$¢ trojdzielnej synapsy, odgrywaja wazna rolg
w tworzeniu, utrzymaniu i eliminacji synaps, nie mozna poming¢ ich roli w procesach
zwigzanych z utratg synaps i neuronéw w AD. Juz w 1995 roku stwierdzono korelacj¢ miedzy
zmniejszeniem gestosci synaps a wzrostem liczby GFAP-dodatnich astrocytéw zardwno w pta-
cie czolowym, jak i ciemieniowym pacjentow z AD, co sugeruje role astrocytoéw w tych pro-
cesach (Brun i in., 1995). Inne badania wykazaty zmniejszong interakcje astrocytow z syna-
psami w modelu mysim 5xFAD, co potwierdza wnioskowanie, ze prawidlowa interakcja po-
miedzy astrocytami i synapsami jest niezb¢dna do zachowania prawidtowo funkcjonujacych
synaps (Choi et al., 2021). Co wigcej, reaktywne astrocyty wydzielaja substancje prozapalne
jak np. lipokalina-2 (Lcn2), ktora jest biatkiem ostrej fazy o kilku rolach (Naude i in., 2012; Bi
1in 2013; Jha i in., 2015). Len2 m.in. wywiera dzialanie toksyczne dla synaps 1 neuronow,
obnizajac poziom markeréw synaptycznych jak PSD95 i synapsyna (Staurenghi i in., 2021)
oraz wplywajac na Zywotno$¢ neuronow, zageszczenie kolcow dendrytycznych i zmiany ich
morfologii, a ostatecznie funkcji poznawczych (Muchaiin., 2011; Lee i in., 2012; Bi i in 2013;
Kimiin., 2017).

Otrzymane wyniki sugeruja, ze dotychczas zbyt mate znaczenie przypisywano roli
astrocytow w patogenezie AD. Niniejsza praca jako jedna z nielicznych wskazuje na istotng
role astrocytow w przebiegu AD. Jako jedni z pierwszych wykazujemy role astrogleju w naj-
wczesniejszej fazie rozwoju AD 1 znaczaco wczesniej, niz zachodzi uruchomienie aktywnosci
komoérek mikrogleju. Dotychczas wigkszos$¢ literatury naukowej przypisuje kluczowa i po-
czatkowa funkcje¢ w patogenezie AD komorkom mikrogleju. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
rola astrocytow w przebiegu AD jest szczegdlnie skorelowana z procesami prowadzacymi do
utraty synaps 1 mechanizmami molekularnymi postepujacej degeneracji neuronow.

Mikroglej natomiast odgrywa kluczowa role gldéwnie w procesach fagocytozy peptydow
1 oligomeréw AP. Ponadto, zaobserwowane w hipokampie procesy zwigzane z zaburzeniem
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funkcji mikrogleju, takie jak spadek wydajnosci fagocytozy, sugeruja, ze fagocytoza przepro-
wadzana przez mikroglej moze mie¢ wigksze znaczenie w procesach zwigzanych z dezakty-
wacja 1 usuwaniem toksycznych oligomerow AP, niz proces oczyszczania tkanki z AP za
pomoca uktadu glimfatycznego. Moze to thumaczy¢ silniejszg odpowiedz prozapalng obserwo-
wang w hipokampie w poroéwnaniu do kory srédwechowej. Mikroglej odgrywa wazng rolg
w wychwycie rozpuszczalnego amyloidu, w tym oligomeréw, i tworzeniu zwartych B-warstw,
ktore stajg si¢ rdzeniowymi gestymi blaszkami. Wykazano, ze proces ten chroni sgsiadujace
neurony, a poprzez sekwestracje toksycznych oligomeréw w blaszkach, mikroglej moze odgry-
wac role ochronng w moézgach chorych na AD (Yuan i in 2016; Huang i in., 2021). Dane
uzyskane w niniejszej pracy, jako pierwsze pokazuja korelacj¢ pomiedzy wystepowaniem
zaburzen funkcji mikrogleju, rozwinigciem stanu zapalnego oraz wystgpowaniem zaburzen
poziomo6w markerow charakterystycznych dla synaps i neuronéw (PSD95 i NeuN) z okresem
gromadzenia si¢ oligomerow Af na dtugo przed uformowaniem si¢ ptytek.

5.2. WD wywoluje zespol metaboliczny i ogélnoustrojowy stan zapalny

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie pokazaty szczegdtowa sekwencje proce-
sOw zachodzacych w organizmie pod wplywem WD. Zaobserwowano, ze zywienie WD indu-
kuje rozwinigcie zespotu metabolicznego u myszy APPPswe, co objawia si¢ hipercho-
lesterolemia, hiperglikemia, otylo$cia oraz niealkoholowym stluszczeniem watroby. Co wiece;,
rozwini¢ciu zespolu metabolicznego towarzyszyto pojawienie si¢ ogoélnoustrojowego stanu
zapalnego o niskim nasileniu objawiajgcego si¢ wzrostem st¢zenia poszczegodlnych sub-
populacji biatych krwinek w surowicy krwi.

Hipercholesterolemia indukowana przez WD w rozwoju AD

W ciggu 3 tygodni karmienia WD zaobserwowano hipercholesterolemi¢ (HChol) uja-
wniong jako intensywny wzrost poziomu cholesterolu w osoczu krwi. HChol jest znanym
czynnikiem ryzyka dla AD i innych chordéb neurodegeneracyjnych (Kosari 1 in., 2012; Xue-
Shan i in., 2016). Nasze dane wspieraja obserwacje, ze obwodowa HChol w potowie Zycia jest
zwykle zwigzana z wczesniejszym poczatkiem AD u ludzi (De Oliveiraiin., 2014), szczeg6lnie
w odniesieniu do wyzszych poziomow LDL, indukujacych korowa depozycje amyloidu
(Rodriguez 1 in., 2006). Cholesterol mézgowy jest jednym z kluczowych elementéw
utrzymania homeostazy mozgu i funkcji neuronéow (Dietschy i Turley, 2001; Vance, 2012),
glownie jako sktadnik ostonek mielinowych oligodendrocytow, astrocytow i aksonéw neuro-
noéw (Puglielli i in., 2003; Canevari i Clark, 2007; Mahley i in., 2000). W prawidlowych warun-
kach sprawnie funkcjonujaca BBB skutecznie przeciwdziata naptywowi obwodowego chole-
sterolu do mézgu, jednak pod wptywem zaburzen metabolicznych i zwigzanych z nimi czynni-
koéw zapalnych przepuszczalnos¢ BBB jest zwigkszona (Chakraborty 1 in., 2017). Cholesterol
moze przechodzi¢ przez BBB w obu kierunkach, a jego ostateczne stezenie w surowicy jest
wypadkowa tych proceséw (Umeda, et al., 2012).

Wysokie stezenie cholesterolu pochodzacego z diety w surowicy powoduje jego
konwersje do 27-hydroksycholesterolu, formy cholesterolu zdolnej do swobodnego przeptywu
przez BBB do mozgu. Posredniczy w tym zwigkszony poziom izoform cytochromu P450
CYP27A1i CYP7AL w hepatocytach w przebiegu NAFLD (Testai in., 2016; Zhang i in., 2018;
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Gamba i in., 2019; Chen i in., 2020). Zwigkszony naptyw 27-hydroksycholesterolu do mozgu
przyczynia si¢ do indukcji stresu oksydacyjnego moézgu i rozwoju AD (Testa i in., 2016;
loannou i in., 2017; Mast i in., 2017; Loera-Valencia i in., 2019; Chew i in., 2020; Wong i in.,
2020). Patologiczne konsekwencje HChol w mézgu zwigzane sa rowniez z funkcja cholesterolu
jako waznego sktadnika tratw lipidowych bton komorkowych, w ktorych zlokalizowany jest
APP oraz - i y-sekretyzy zaangazowane w jego amyloidogenng proteolize. Dowody wskazuja,
ze HChol 1 podwyzszony poziom cholesterolu w mdzgu s zwigzane ze zwigkszonym stgze-
niem cholesterolu w blonowych tratwach lipidowych, nasilajagc amyloidogeneze APP i produ-
kcje AP w neuronach (Allinquant i in., 2014) i astrocytach (Xiu i in., 2006; Avila-Mufioz
1 Arias, 2015), co zostato opisane w dalszej czesci pracy.

Owlosé indukowana przez WD w rozwoju AD

Otrzymane wyniki wykazuja rozwoj otytosci pod wptywem zywienia WD u myszy
APPswe. Co wigcej dane wykazaty takze wywotany WD istotny wzrost zawarto$ci tkanki
thuszczowej w watrobie. W takich warunkach mechaniczne zdolno$ci magazynowe tkanki
thuszczowej sg przekroczone i wolne kwasy ttuszczowe "rozlewaja si¢" i gromadza w tkankach
metabolicznych, takich jak mig$nie szkieletowe, watroba i trzustka (van Herpen i Schrauwen-
Hinderling, 2008). Nadmierna ekspozycja komorek thuszczowych i komorek odpornosciowych
rezydujacych w tkance tluszczowej na FFA prowadzi do aktywacji prozapalnych szlakoéw
sygnalizacyjnych (Lyons i in., 2016). Skutkuje to wydzielaniem czynnikow prozapalnych z adi-
pocytow i komorek odpornosciowych rezydujacych, co prowadzi do lipotoksycznosci i insu-
linoopornosci (Hotamisligil, 2017; Burhans 1 in., 2019).

Nasycone kwasy ttuszczowe (SFA) aktywuja prozapalne geny w makrofagach rezydu-
jacych w tkance tluszczowej, jak geny kodujace cytokiny prozapalne TNF-a, oraz IL-6, (Chan
i in., 2015; Zatterale i in., 2020). Zwigkszone poziomy krazacych SFA spowodowane otytoscia
wyzwalajg stan zapalny w tkance thuszczowej poprzez aktywacje inflammasomu makrofagow,
cytozolowego kompleksu wielobiatkowego odpowiedzialnego za aktywacje odpowiedzi zapal-
nej (Korbecki i Bajdak-Rusinek, 2019).

Nasze dane jednoznacznie wskazujg na wystgpowanie ogolnoustrojowego stanu zapal-
nego o niskim nasileniu. Analiza hematologiczna krwi wykazata wzrost stezenia biatych
krwinek, zwlaszcza frakcji granulocytéw 1 monocytow juz po 3 tygodniach karmienia WD,
a nastepnie po pieciu miesigcach WD dodatkowo wzrost stezenia limfocytéw. Wskazuje to na
niemal natychmiastowa, indukowana przez WD, aktywacj¢ mechanizméw uktadu odporno-
sciowego, zardéwno tych wrodzonych, jak i adaptacyjnych, w celu obrony przed szkodliwym
dzialaniem niezdrowych sktadnikow diety.

Po 5 miesigcach karmienia WD dalszemu wzrostowi st¢zenia biatych krwinek
towarzyszyl wyrazny wzrost masy ciala. Wiadomo, ze za korelacje pomiedzy stezeniem biatych
krwinek, a masa ciata odpowiada leptyna uwalniana z tkanki tluszczowej, ktora stymuluje
hematopoez¢ (Wilson i in., 1997). Obecnos$¢ receptorow leptyny na hematopoetycznych
komorkach macierzystych (zardbwno u myszy, jak i u ludzi) oraz obserwacja, ze leptyna
stymuluje mielopoezg i limfopoeze, dodatkowo wskazuje na zwigzek migdzy tkanka thuszczo-
w3, a stezeniem biatych krwinek (Laharrague 1 in., 2000). Ponadto, bioragc pod uwage, ze dieta
wysokottuszczowa u myszy powoduje naptyw neutrofilow z krwi do tkanki tluszczowej
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(Elgazar-Carmon i in., 2008), wydaje si¢ prawdopodobne, ze neutrofile odgrywaja rolg
w inicjowaniu kaskady zapalnej w odpowiedzi na otylos¢. Neutrofile z tkanki tluszczowej
produkuja chemokiny i cytokiny, utatwiajac infiltracj¢ monocytdw, co moze przyczyniac si¢
w szczegolnosci do przewlektego zapalenia o niskim nasileniu wywotanego dieta.

Spadek masy ciata wykryty w grupie karmionej WD w 12 miesigcu zycia mozna
wyjasni¢ utratg masy ciata w zwigzku z pojawieniem si¢ objawdéw AD i rozwojem powaznych
zaburzen metabolicznych prawdopodobnie skutkujacych zmniejszonym spozyciem pokarmu.
Ponadto, wysoka zawarto$¢ cholesterolu w diecie WD w tym badaniu moze stanowi¢ kolejny
czynnik przyczyniajacy si¢ do utraty masy ciala u zwierzat dlugo karmionych. Obserwacja ta
jest spdjna z wynikami innych badan, gdzie rowniez wykazano, ze dieta wysoko cholesterolowa
w modelu 3xTg-AD spowodowata niespodziewang utrat¢ masy ciata u myszy po 12 miesigcach
karmienia (Hohsfield i wsp. 2014). Wydaje sig¢, ze transgeny zwigzane z AD 1 zwigzane z nimi
genotypy moga modyfikowa¢ metabolizm cholesterolu na obwodzie 1 jego podzniejsza
kumulacje w tkankach ttuszczowych, co skutkuje zaburzeniem regulacji mechanizméw odpo-
wiedzialnych za odczuwanie gtodu i sytosci, podwyzszonym stresem i niepokojem, a w efekcie
utrata masy ciala.

Patologia watroby wywolana przez WD w rozwoju AD

Wsérod narzadoéw reagujacych na zaburzenia metabolizmu i czynniki prozapalne
znajduje si¢ watroba. Odpowiedz uktadu odpornosciowego w watrobie odgrywa kluczows rolg
w rozwoju NAFLD, ale doktadna regulacja odpowiedzi odpornosciowej jest niejasna, a watro-
bowa aktywacja neutrofilow i makrofagdéw jest uwazana za miecz obosieczny (Xu i in., 2014).
Zgodnie z ta wiedzg, w naszym badaniu obserwowali§my wzrost poziomu granulocytoéw i mo-
nocytow we krwi podczas karmienia WD, obok zwigkszonej infiltracji komorek prozapalnych
do tkanki watrobowej w przebiegu NASH. Wykazalismy, ze zaledwie 3 tygodnie karmienia
myszy WD spowodowaly przerost hepatocytéw 1 powstanie w ich obrgbie wakuoli lipidowych.
Te zmiany morfologiczne w tkance watrobowej poglebiaty si¢ z wiekiem 1 przy dalszym
podawaniu WD, doprowadzily ostatecznie do balonowatosci hepatocytow i makropeche-
rzykowego sttuszczenia, ktore sg cechami charakterystycznymi rozwijajacego si¢ NASH u star-
szych myszy (8M, 12M). Zaawansowane uszkodzenie watroby wywotane WD wraz z towa-
rzyszaca infiltracja komorek zapalnych potwierdza rozwdj NAFLD.

Otrzymane wyniki sg zgodne z wiedza, ze typowe sktadniki WD sg odpowiedzialne za
takie uposledzenie watroby (Bernd i Romero-Gomez, 2020). WD réwniez moduluje groma-
dzenie triglicerydow i antyoksydantow w watrobie, co wptywa na wrazliwo$¢ na insuling 1 po-
positkowy metabolizm triglicerydéw (Musso 1 in., 2003). Nasycone kwasy tluszczowe (SFA)
w WD znaczaco zwiekszajg stluszczenie watroby z powodu indukcji lipogenezy w watrobie
1 lipolizy w tkance tluszczowej. Ponadto SFA wptywaja na metabolizm glutationu prowadzacy
do stresu oksydacyjnego (Franko i in., 2018; Rosqvist i in., 2019). Monosacharydy i disa-
charydy, obficie wystepujace w positkach typu WD, rowniez wptywaja na funkcjonowanie wa-
troby. Istnieje silny zwigzek pomigdzy ryzykiem wystgpienia NAFLD, a produktami zawiera-
jacymi duze ilo$ci sacharozy lub fruktozy, takimi jak syrop kukurydziany, ciastka, napoje
bezalkoholowe 1 stodkie przekaski. Podobnie jak SFA, fruktoza z pozywienia stymuluje lipo-
geneze w watrobie 1 prowadzi do stluszczenia, ale rowniez objawia si¢ podwyzszonym pozio-
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mem aminotransferaz alaninowych w osoczu, wskaznikiem uposledzenia czynnosciowego
watroby (Chiu i in., 2018; Berna i Romero-Gomez, 2020).

Fizjologiczna rola watroby obejmuje wiele procesow, ktore sg zaangazowane W mecha-
nizmy zwigzane z rozwojem 1 progresja AD. Strukturalne i/lub funkcjonalne uszkodzenie
watroby zmniejsza jej zdolnos¢ do efektywnego usuwania i degradacji AP. U pacjentdw z cho-
robami watroby obserwuje si¢ niskg watrobowa ekspresje LRP-1 1 wysokie poziomy krazacego
AP, poniewaz Klirens AP zmniejsza si¢ z powodu niskiej aktywnos$ci watrobowego LRP-1
(Wang i in., 2017). W niedawno przeprowadzonym badaniu epidemiologicznym wykazano, ze
choroby wspotistniejace zwigzane z tagodnymi zaburzeniami poznawczymi i otgpieniem w wy-
niku AD byly, w przewazajacej mierze, zaburzeniami spowodowanymi dieta, takimi jak:
NAFLD, marsko$¢ watroby, choroby naczyniowe z uwzglednieniem naczyn mézgowych, czy
cukrzyca typu 2, z ktorych wszystkie charakteryzuja si¢ zmniejszeniem usuwania AP
(Bassendine i in., 2020). NAFLD jest silnie zwigzana z indukowang dieta watrobowg insulino-
oporno$cig (Kumashiro i in., 2011). W zdrowych warunkach insulina promuje translokacje
LRP-1 do blony komdrkowej w hepatocytach 1 sprzyja wychwytowi AP przez LRP1, ale insu-
linooporno$¢ czyni ten proces stabym lub niemozliwym prowadzac do ogodlnego wzrostu
poziomu AP (Tamaki i in., 2007).

Prezentowane w tej pracy wyniki wykazaly rdwniez, ze uszkodzenie watroby jest
skorelowane z odktadaniem si¢ A w mézgu. WD przyspieszyta akumulacje i odktadanie AP
o okoto 8 miesigcy w pordwnaniu z kontrolnymi myszami APPswe karmionymi dietg standar-
dowa. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze patologia watroby, taka jak NAFLD i NASH, zwigksza po-
ziom cholesterolu w krwiobiegu, zwtaszcza 27-hydroksycholesterolu, formy zdolnej do swobo-
dnego przeptywu przez BBB i napltywu do mézgu. Wynika z tego, ze nagromadzenie chole-
sterolu w mozgu sprzyja produkcji A w tratwach lipidowych, przyczyniajac si¢ do progresji
AD.

Uszkodzenie watroby dziala jak miecz obosieczny: brak mozliwosci utrzymania przez
uszkodzong watrobe klirensu obwodowego AP zwieksza odktadanie si¢ Ap w mozgu. Z drugiej
strony uwalnianie cytokin prozapalnych przez uszkodzong watrob¢ i zmieniona wrodzona
odpowiedz immunologiczna przyczyniajg si¢ do ogdlnoustrojowego zapalenia, uposledzenia
BBB, a nastepnie do rozwoju AD.

Dane otrzymane w niniejszej pracy poszerzaja wiedz¢ na temat wptywu WD na rozwoj
zespotu metabolicznego oraz jako jedne z nielicznych wykazuja bezposrednie jego powigzanie
z rozwojem AD. Zaburzenia zwigzane z rozwojem HChol, NAFLD/NASH 1 otylosci pod
wptywem diety WD wskazuja na istotng rolg cholesterolu i FFA, bogatych we frakcje SFA
w patogenezie AD co szczegdtowo zostato omowione w kolejnych cze$ciach Dyskusji.

5.3. WD przyspiesza rozwini¢ecie neurozapalenia i neuropatologii AD: szczegdlna
wrazliwo$¢ hipokampa w poréwnaniu do kory srédwechowej

W niniejszej pracy stwierdzono, ze w modelu APPswe, WD, oprocz wywotania zespotu
metabolicznego 1 ogdlnoustrojowego stanu zapalnego, przyspieszyta wystgpienie zmian patolo-
gicznych w moézgu, w tym rozwdj amyloidopatii w odniesieniu do sekwencji zmian okreslo-
nych u myszy APPswe karmionych standardowa pasza, oméwionych w punkcie 5.1. Najstarsze
myszy APPswe utrzymywane na WD przez ponad 16 miesigcy (w grupie 20M WD+LPS)
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wykazywaty charakterystyczne cechy p6znego zaawansowanego stadium rozwoju AD z silnie
rozwinigtymi zmianami neuropatologicznymi. Obserwacje te wskazuja, ze opracowany model
mysi APPswe utrzymywany na diecie WD dobrze odpowiada patologii ludzkiej AD (Ryc. 31).
W odniesieniu do innych badan oceniajacych zmiany na poziomie behawioralnym, ustalenia
przedstawione w niniejszej pracy rowniez wskazuja, ze WD moze uposledza¢ funkcje pozna-
wcze, uczenie si¢ i pami¢¢ oraz wzmacnia¢ lub indukowaé cechy patologiczne w mozgu,
zarowno u gryzoni (Kanoski i Davidson 2011; Leigh i Morris, 2020), jak i u ludzi (Francis
i Stevenson, 2011; Attuquayefio i in., 2017).

Natomiast analiza tkanki hipokampa pobranej w stadium przed-ptytkowym od myszy
APPswe karmionych WD wykazata, ze procesy zwigzane z rozwini¢gciem neurozapalenia
i patologii AP wystapily znacznie wczesniej niz u kontrolnych myszy APPswe karmionych
dietg standardowa (Rycina 46 A). W hipokampie dieta WD wywotata astrogliozg juz po
3 tygodniach karmienia, w najmlodszej analizowanej grupie myszy 4M, a wigc 4 miesigce
wczesniej niz w grupie kontrolnej. Ponadto, dane wskazuja na aktywacje¢ prozapalnego feno-
typu mikrogleju (1 Ibal), zaburzenie utrzymania fenotypu przeciwzapalnego M2 (| P2RY12)
1 uposledzenie zdolnosci fagocytarnych w hipokampie po 5 miesigcach karmienia WD u myszy
8M, a wigc 4 miesigce wezesniej, niz u myszy kontrolnych APPswe. Ponadto utrzymujacy si¢
staly poziom receptora dla fraktalkiny — CX3CR1, tacznie ze wzrostem poziomu Ibal (1 Ibal)
oraz spadkiem poziomu P2RY12 (| P2RY12), sugeruje naptyw do hipokampa mono-
cytow/makrofagdw z obwodu przez uszkodzong bariere krew-mozg. Dodatkowo w hipokampie
myszy karmionych WD w poréwnaniu do dopasowanych wiekowo kontroli CTR zaobserwo-
wano utrzymujacy si¢ wysoki poziom cytokiny prozapalnej IL-1p przez caly badany okres,
czyli od 4 az do 12 miesigca zZycia, jak opisano w punkcie 5.1. Natomiast poréwnujac myszy
karmione WD w wieku 12 miesiecy 1 8 miesiecy stwierdzono, ze poziom IL-1 byl nizszy, co
korelowato w czasie ze spadkiem poziomu receptora TLR4 u myszy dwunastomiesigcznych.
Obserwacja ta sugeruje wiaczenie mechanizmow obronnych mézgu zabezpieczajacych przed
utrzymujacym si¢ przewlekltym stanem zapalnym. Zauwazono takze szybszy spadek poziomu
cytokiny IL-6 u myszy karmionych WD w wieku 8 miesigcy w pordwnaniu do tych na diecie
standardowej, gdzie spadek obserwowano dopiero w wieku 12 miesigcy. Obserwacja ta suge-
ruje, ze poziom analizowanych cytokin prozapalnych zmienia si¢ w czasie, przy czym poziom
IL-6 mogt wzrastac jako efekt procesow zwiazanych z indukcjg stanu zapalnego w oknie czaso-
wym, ktory nie byt badany w eksperymencie, czyli w okresie krotszym niz 3 tygodnie od wpro-
wadzenia WD. Nastepnie, wraz z rozwijajacymi si¢ kolejnymi zaburzeniami mechanizméw
molekularnych obserwowano wzrost poziomu IL-1B i jednoczesny spadek poziomu IL-6
w mozgu. Wynik ten moze $wiadczy¢ o indukcji nowych $ciezek prozapalnych, ktorych
efektem jest produkcja IL-1B i wyciszanie procesoOw zwigzanych z produkcjg IL-6. Hipotezg te
potwierdza wzrost poziomu receptora TLR4 w grupie myszy karmionych WD w wieku 8M,
a nastgpnie spadek jego poziomu w wieku 12M, czemu towarzyszyt spadek poziomu IL-1p.
Dodatkowo w hipokampie obserwowano zwickszenie poziomu biatka APP i CTFs po 3 tygo-
dniach karmienia WD u czteromiesigcznych myszy, 4 miesigce wczesniej niz u myszy
kontrolnych. Co wigcej, pozakomoérkowa akumulacja AP w postaci blaszek nastapita po 5 mie-
sigcach karmienia u myszy 8M, czyli az 8 miesigcy wczesniej, niz u myszy kontrolnych, gdzie
blaszki amyloidowe obserwowano dopiero u myszy w wieku 16 miesiecy.
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Rycina 46. Schemat przedstawiajacy sekwencje zdarzen neuropatologicznych w hipokampie (A) oraz korze
srodwechowej (B) myszy APPswe wywotanych karmieniem dieta zachodnig (WD). Na szaro zaznaczono
procesy, ktore nie ulegaja zmianie wzgledem kontroli (CTR).

W Kkorze srodwegchowej myszy APPswe karmionych dietg zachodnig procesy zwigzane
z rozwini¢ciem neurozapalenia i patologii AP takze wystepowaty wczesniej, niz u kontrolnych
myszy APPswe karmionych dietg standardowg, natomiast zjawiska te przebiegaty w nieco inny
Sposob niz w hipokampie (Rycina 36W B). W korze srodwechowej dieta WD takze wywotala
nadaktywno$¢ astrocytow juz po 3 tygodniach karmienia, w najmlodszej analizowanej grupie
myszy 4M, a wigc 4 miesigce wczesniej niz w grupie kontrolnej. Otrzymane dane wskazuja
takze na aktywacje prozapalnego fenotypu mikrogleju (1 Ibal), bez uposledzenia jego zdolno-
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$ci fagocytarnych (w przeciwienstwie do hipokampa), po 5 miesigcach karmienia WD u myszy
8M, czyli 4 miesigce wczesniej niz u myszy kontrolnych. Zauwazono, ze w korze $réd-
wechowej dieta podnosi poziom cytokiny IL-1p dopiero po 9 miesigcach karmienia, czyli
w wieku 12M. Rowniez akumulacja blaszek A nastgpita po 9 miesigcach karmienia u myszy
12M, czyli 4 miesigce pozniej niz w hipokampie i 4 miesigce wezesniej niz u myszy kontrol-
nych (w wieku 16 miesi¢cy). Dodatkowo wykazano, ze pod wptywem WD w korze §rodwe-
chowej dochodzi do nieistotnego wzrostu poziomu fosforylowanej formy biatka pTau(Thr231),
juz po 3 tygodniach karmienia WD, czyli w najmtodszej analizowanej grupie myszy 4M. Co
ciekawe, poziom pTau(Thr231) spadt do poziomu kontrolnego wraz z wydtuzajacym si¢ czas-
em ekspozycji na diet¢ WD w grupach 8M i1 12M. Nie zaobserwowano roéwniez zmian w ko-
morkowej lokalizacji p-Tau(Thr231) i w organizacji cytoszkieletu neuronow.

W niniejszym badaniu w analizie ilosciowej nie zaobserwowano istotnego wptywu WD
na obnizenie poziomu markera synaptycznego PSD95 i neuronalnego NeuN, zard6wno w hipo-
kampie, jak i w korze $rodwechowej. Natomiast w obrazie mikroskopowym z analizy
skrawkow potkulowych mozgu myszy, w obszarze zakretu zebatego (DG) hipokampa zaobser-
wowano znaczace uposledzenie morfologii neurondéw, zardwno warstwy ziarnistej, jak
i neuronéw wieloksztaltnych we wngce (hilus) pod wptywem WD juz po 3 tygodniach karmie-
nia, u czteromiesigcznych myszy. U myszy w wieku 8 miesiecy zmiany te byty widoczne juz
tez w obszarze CA3 hipokampa. Otrzymane wyniki sg nieco odmienne od niektérych danych
dostepnych w literaturze, w ktorych wykazano spadek poziomu markerow synaptycznych
(PSD95 i synapsyny), neurotrofiny BDNF oraz markera NeuN w hipokampie oraz atrofi¢
neuronoéw hipokampa w mozgach myszy C57BL/6 karmionych dieta wysokottuszczowa bogata
w tluszcze nasycone i cukier przez 2 1 4 miesigce (Liu i in., 2014; Hong 1 in., 2020). Ponadto
wykazano takze, ze HFD wplywa na hipokampalny poziom ekspresji biatka zwigzanego z syna-
ptosomami (z ang. synaptosomal-associated protein 25 — SNAP-25), sktadnika rozpuszcza-
Inego receptora biatka przytaczajacego czynnik wrazliwy na N-etylomaleimid (SNARE), ktory
jest bezposrednio zaangazowany w uwalnianie neuroprzekaznikow (Lizarbe 1 in., 2019). Co
ciekawe, synteza tego biatka jest wymagana do prawidlowego tworzenia synaps 1 uwalniania
pecherzykow synaptycznych z terminala presynaptycznego podczas rozwoju i neurogenezy
(Batista 1in., 2017). Natomiast réznice wynikow tej pracy z zacytowanymi doniesieniami mogg
wynika¢ z roznych sktadow stosowanych diet oraz zastosowanych r6znych modeli zwierze-
cych. Obserwowany w tym badaniu brak istotnego wptywu WD na markery synaptyczne i neu-
ronalne moze by¢ spowodowany obecnos$cig nadekspresji APP, ktora jako czynnik nadrzedny
dziata od poczatku Zycia zwierzat, warunkujac molekularne zmiany prowadzace do stopnio-
wego, statego uwalniania peptydow AP na drodze amyloidogennej proteolizy, ale moze
rowniez wplywac na wiele innych mechanizmow 1 sygnalizacj¢ wewnatrzkomorkowa, prowa-
dzac do uposledzenia innych procesow, np. synaptogenezy. Obecno$¢ i1 ciggle wytwarzanie
toksycznych form AP wraz z wiekiem wywoluje uposledzenie funkcji synaps i stopniowe
zamieranie neurondw prawdopodobnie maskujac wpltyw diety. Wniosek ten potwierdza analiza
poréwnawcza stopnia degeneracji neurondw pomig¢dzy transgeniczng linia myszy APPswe
z myszami szczepu dzikiego C57BL/6. Prezentowane wyniki potwierdzity, Zze obecno$¢
mutacji w genie APP ogrywa kluczowa role w kierowaniu neurondéw na drogg degeneracji oraz,
ze zalezno$¢ ta jest silnie zwigzana z wiekiem i1 procesem starzenia si¢ zwierzat. Neurony
o zmienionej morfologii, sugerujace uruchomienie mechanizméw prowadzacych do $mierci
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komorki, byty widoczne w hipokampie i korze srodwechowej gtownie u starzejacych si¢ myszy
APPswe (16M), w porownaniu do mtodych myszy APPswe (4M), jak i1 do starzejacych si¢
myszy C57BL/6 (16M).

Jednym z kluczowych odkry¢ tej pracy byto scharakteryzowanie, po raz pierwszy,
szczegotowej chronologii systemowych zmian metabolicznych wywotanych przez WD, zmian
neurozapalnych w moézgu, oraz okreslenie ich wspotwystepowania w réznych etapach przed-
ptytkowej fazy rozwoju AD. Wyniki otrzymane w niniejszej pracy wskazuja, ze WD przy-
spiesza 1 nasila procesy zwigzane z patogenezg AD, pierwotnie wywolane mutacjag w genie
kodujacym biatko APP w modelu mysim APPswe zaré6wno w hipokampie, jak i korze §rédwe-
chowej. W tej pracy pierwszy raz wykazano, ze sposrod struktur mézgu w obszarze ptata skro-
niowego, w ktorych dochodzi do inicjacji patogenezy AD, to hipokamp w porownaniu do kory
srddwechowej jest strukturg silnie podatng na intensyfikacje¢ stanu zapalnego pod wplywem
dziatania WD. Co wiecej niniejsza praca jako jedna z pierwszych wykazata przyspieszone two-
rzenie si¢ plytek amyloidowych o 4 miesigce wczesniej w hipokampie, niz ma to miejsce w
korze srodwechowej pod wptywem dziatania WD. Wyniki te jednoznacznie sugeruja, ze WD
wplywa szczegolnie na procesy zwigzane z amyloidogeneza, a w mniejszym stopniu na tauo-
pati¢ zwiazang z fosforylacja tau na treoninie 231, bedaca jednym z uznanych markerow AD
(Ashton i in., 2021). Korelacja tych zmian ze wspotwystgpowaniem HChol, otytosci
i NAFLD/NASH sugeruje szczegdlng role cholesterolu i SFA pochodzacych z WD w patoge-
nezie AD, co zostato szczegdétowo omowione w kolejnych podrozdziatach Dyskusji. Ponadto
istotnym odkryciem niniejszej pracy jest tez wykazanie, ze przyspieszona aktywacja astrocytow
wywotlana WD poprzedza aktywacje¢ mikrogleju i patologie AR w mézgu (Ryc. 45 i 46).

Wrazliwos¢é neuronow hipokampa na intensyfikacje stanu zapalnego pod wptywem WD

Obserwowana wrazliwos¢ hipokamp na dziatanie WD skutkujaca niemal natychmia-
stowg intensyfikacjg stanu zapalnego (juz po trzech tygodnia karmienia WD) w poréwnaniu do
kory srédwechowej jest bardzo istotnym wynikiem z uwagi na przebieg patogenezy AD.
Kliniczne objawy AD zaczynajg si¢ od uposledzenia pamigci, a jak wiadomo procesy zwigzane
z tworzeniem si¢ pamigci dlugotrwalej zachodza gléwnie przy udziale hipokampa. Dodatkowo
w pracy pokazano takze, ze krotka ekspozycja na WD (3 tygodnie) wptywa na zmiany neuro-
degeneracyjne w neuronach obszarow zakre¢tu zebatego - DG oraz CA3. Obserwowana
wrazliwos$¢ hipokampa na procesy zapalne moze wynikac¢ z faktu, ze duze neurony piramidalne
prezentuja wysokie zapotrzebowanie energetyczne i posiadaja unikalny profil metaboliczny,
przez co moga by¢ podatne na zaburzenia, wynikajace ze zmiany zawartosci sktadnikow
odzywczych dostarczanych do organizmu wraz z pozywieniem (Hargrave i in., 2016).
Najsilniejsze znamiona obumierania neurondéw obserwowane w obrgbie DG 1 CA3 pod
wplywem WD wykazuja, ze dieta moze oddziatywac¢ na patologie¢ AD juz na jej wczesnych
etapach. W DG pod warstwa ziarnistg znajduje si¢ warstwa komorek wieloksztattnych, zwana
tez wneka zakretu zebatego, gdzie wystepuje wiele rodzajow interneuronéw modulujacych
aktywnos¢ komorek ziarnistych zakretu zebatego, jak i innych interneuronow. W sktad tej
populacji wchodza zaréwno interneurony GABAergiczne (hamujace), jak i interneurony gluta-
minergiczne (pobudzajace) (Jonas 1 Lisman, 2014), ktorych zaburzenia sa dobrze udoku-
mentowane w przebiegu AD (Czapski i in., 2021; Andersen i in., 2022). Natomiast obserwo-
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wany w niniejszej pracy brak istotnych znamion degeneracji neuronéw w polu CA 1 hipokampa,
zaréwno pod wptywem wieku, jak 1 WD do 12 miesigca zycia myszy APPswe, sugeruje, ze
obserwowane zmiany morfologii komoérek mogace swiadczy¢ o postepujacej degeneracji w po-
szczegllnych obszarach hipokampa, nast¢puja relatywnie wolno, pomimo wystgpienia silnego
neurozapalenia, co daje duze okno czasowe na zastosowanie roznych metod zahamowania pro-
cesu obumierania neurondw. Jest to istotne spostrzezenie w kontekscie mozliwosci prewencji
czy terapii na etapie przed-objawowej patogenezy AD.

Obserwowana wrazliwo$¢ hipokampa na intensyfikacje stanu zapalnego pod wptywem
WD moze by¢ spowodowana m.in. zwigkszong przepuszczalnosciag BBB w obrebie tego obsza-
ru. Badania wykazaty zwigkszong przepuszczalnos$¢ bariery krew-mozg w obszarze hipokampa
1 podwzgorza pod wptywem diety wysokottuszczowej i bogatej w cholesterol (Salameh 1 in.,
2019). Dalsze poparcie dla zwigzku migdzy czynnikami dietetycznymi i metabolicznymi, BBB
i AD pochodzi z badan przeprowadzonych przez Banks’a i wspotpracownikow, w ktorych upo-
Sledzony aktywny transport/przej$cie réznych sygnatéw neuroendokrynnych przez BBB
w obszarze hipokampa, w tym leptyny i greliny, zaobserwowano u otylych gryzoni, ktore
spozy-waty diete wysokotluszczowa (Banks 1 in., 2004, 2008). Ponadto wykazano, ze dieta
bogata w SFA koreluje z wystapieniem zmian w morfologii dendrytéw (Granholm 1 in, 2008),
oraz struktury naczyn krwiono$nych (Freeman et al., 2011). Podsumowujac, wyniki te sugeruja,
ze uszkodzenia BBB i spowodowane przez sktadniki diety zachodniej sg jednym z mecha-
nizmow, ktdre mogg ostatecznie doprowadzi¢ do silnej odpowiedzi zapalnej, uszkodzenia hipo-
kampa, pogorszenia funkcji poznawczych i wystapienia demencji.

Co wiecej indukowana przez WD silna odpowiedzi zapalna w hipokampie w porow-
naniu z korg srodwechowg oraz wystapienie zmian neurodegeneracyjnych w morfologii neuro-
noéw DG, a pdzniej dopiero w obszarze CA3 ma szczegdlne implikacje w przebiegu neuro-
patologii w AD. Budowa DG jest trojwarstwowa, z jedng wyrazng warstwg neuronow ziarni-
stych. Ich szczytowe dendryty tworza warstwe drobinowa, ktora jest gldéwnym odbiornikiem
potaczen z kory srodwechowej oraz z lezacego w drugiej potkuli mozgu zakretu zebatego
(Jonas i Lisman, 2014). Gléwnym celem potaczen wychodzacych z zakretu zgbatego jest pole
CA3 hipokampa, co jest realizowane za pomocg aksonéw neurondw ziarnistych. Aksony te
tworzg tzw. droge mszysta, ktora dociera do komorek piramidalnych pola CA3, tworzac z nimi
polaczenia synaptyczne. Poza polem CA3 zakrety zebate obu potkul tworza $ciste wzajemne
polaczenia (Amaral i in., 2007). Dane te sugeruje, ze zakret zebaty dziata jako wstepny procesor
przychodzacych informacji, przygotowujac je do p6zniejszego przetwarzania w CA3. Komorki
ziarniste zakrgtu zebatego otrzymuja pobudzajace neurony wejsciowe z kory srodwechowej
1 wysytaja pobudzajace sygnaly wyjsciowe do regionu CA3 hipokampa za posrednictwem
wiokien mszystych (Jonas i Lisman, 2014). Natomiast subiculum otrzymuje dane wej$ciowe
z neuronow piramidowych CA1 i warstwy III kory srédwechowej oraz jest gtdwnym wyjsciem
hipokampa. Neurony piramidowe wysytaja projekcje do jadra potlezacego, jader przegrody,
kory przedczotowej, podwzgorza bocznego, jadra ponownego, jader sutkowych, ciata migdato-
watego 1 z powrotem do kory srédwechowej, czyli kolejnych kluczowych obszarow zwigza-
nych z patologia AD (Ding i in., 2013). W tej sytuacji wykazana w niniejszej pracy szczegdlna
wrazliwo$¢ hipokampa, w tym neuronéw zakretu zgbatego na dziatanie WD, podkresla
szczegblng role WD w intensyfikacji procesoOw zwigzanych z przebiegiem patologii AD
1 potwierdza, ze WD jest modyfikowalnym czynnikiem ryzyka AD.
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5.4. LPS przysSpiesza neurozapalenie, ale nie patologi¢ amyloidu

W pierwszej kolejnosci zaobserwowano, ze dootrzewnowa iniekcja LPS nie wywotuje
zaburzen metabolicznych w analizie biochemicznej surowicy krwi pobranej od myszy APPswe.
Podobnie, analiza hematologiczna nie ujawnita r6znic w poziomach poszczegoélnych sub-
populacji biatych krwinek w analizowanych grupach z iniekcja LPS w wieku 4M, 8M i 12M.
Obserwacja ta $wiadczy o tym, ze w pierwszym analizowanym punkcie czasowym (4M), czyli
po 3 tygodniach od serii trzech dootrzewnowych iniekcji LPS, wywotany ogoélnoustrojowy stan
zapalny zdazyt si¢ juz wyciszy¢. Natomiast wykazano, ze pomimo wyhamowania oznak zapa-
lenia na obwodzie, w modzgu, zarowno w hipokampie, jak i korze $rodwechowe] myszy
APPswe, iniekcja LPS przyspieszyta procesy neurozapalenia w poréwnaniu do kontrolnych
zwierzat, natomiast procesy te nie wptyngty na tempo przebiegu patologii AR w zastosowanym
modelu (Rycina 47).

W hipokampie seria dootrzewnowych iniekcji LPS (Rycina 47 A) wywotata silng
reakcje astrocytow juz po 3 tygodniach od iniekcji LPS, w najmtodszej analizowanej grupie
myszy 4M, a wigc 4 miesigce wczesniej niz w grupie kontrolnej. W tym samym czasie nastapit
takze silny wzrost poziomu IL-1p, zbiegajacy si¢ w czasie z postepujaca destabilizacja cyto-
szkieletu, uwidoczniong w znakowaniu fosforylowanej formy biatka tau [pTau(Thr231)]
w potkulowych przekrojach mézgu. Badania pokazuja, ze biatko tau tworzy fizjologiczne
oligomery — gtownie dimery i trimery — na mikrotubulach (Niewiadomska i in., 2021). Jednak
w stanach patologicznych tau tworzy mate struktury oligomeryczne, zespoty fibrylarne i rozga-
tezione fibryle, ktore r6znig si¢ od fizjologicznych oligomerdéw i nie tworzg potaczen z mikro-
tubulami, co moze prowadzi¢ do destabilizacji mikrotubul oraz uszkodzenia transportu akso-
néw lub dendrytéw (Niewiadomska i in., 2021).

Nastepnie, dopiero w grupie myszy o$miomiesi¢cznych, w hipokampie nastgpita akty-
wacja prozapalnego fenotypu mikrogleju (1 Ibal), z utrata homeostazy (| P2RY12) po 5 mie-
sigcach od iniekcji LPS, a wigc 4 miesigce wezesniej niz u myszy kontrolnych. W tym samym
czasie nastgpit spadek poziomu cytokin prozapalnych IL-6 i IL-1p u myszy 8M LPS, a wiec
4 miesigce wczesniej niz u myszy kontrolnych. U myszy o$miomiesi¢cznych, w hipokampie
myszy poddanych iniekcji LPS, zaobserwowano takze poglebiajacy si¢ spadek poziomu marke-
ra gestosci synaptycznej PSD95. Literatura pokazuje, ze patologia tau jest §cisle zwigzana
z komorkami mikrogleju, gdzie jego aktywacja prowadzi do propagacji patologii tau (Bolos
iin., 2017; Perai in., 2020). Obserwowana utrata homeostazy mikrogleju, oraz aktywacja jego
fenotypu zapalnego moze wplywac na zaburzenia procesOw przeprowadzania przez te komorki
efektywnej fagocytozy toksycznych oligomeréw tau, ktore wydostaja sie do szczeliny syna-
ptycznej co w konsekwencji prowadzi do utraty synaps (Robbins i in., 2021).
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Rycina 47. Schemat przedstawiajacy sekwencj¢ neuropatologicznych zdarzen w (A) hipokampie oraz (B) korze
srodwechowej myszy APPswe wywolanych dootrzewnows iniekcjg LPS (LPS). Na szaro zaznaczono procesy,
ktére nie ulegaja zmianie wzgledem kontroli (CTR).

W korze $srodwechowej seria dootrzewnowych iniekcji LPS (Rycina 47 B) wywotata
wzrost aktywnosci astrocytow (1 GFAP) oraz wzrost poziomu fosforylowanej formy biatka
pTau(Thr231) juz po 3 tygodniach od iniekcji, w najmlodszej analizowanej grupie myszy
4AM. W grupie myszy osmiomiesigcznych, stwierdzono utrzymujacy si¢ spadek poziomu fosfo-
rylacji biatka pTau(Thr231) w grupie LPS do poziomu kontrolnego. Dodatkowo, u myszy
APPswe w wieku 12 miesigcy po podaniu LPS w korze $rédwechowej zaobserwowano wzrost
poziomu cytokiny IL-1f oraz spadek poziomu IL-6.
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Pomimo wptywu LPS na nasilenie procesOw zapalnych w moézgu, a takze fosforylacje
biatka tau [pTau(Thr231)] w korze srodwechowej i destabilizacje cytoszkieletu komoérkowego
w hipokampie, w obu tych strukturach nie obserwowano ani zwigkszenia poziomu biatka APP,
ani CTFs wzgledem poziomu obserwowanego u myszy kontrolnych. Dodatkowo LPS nie przy-
spieszyt tez akumulacji ptytek amyloidu, ktérych pojawienie si¢ obserwowano w tym samym
czasie co u zwierzat kontrolnych, tj. w wieku 16 miesigcy. Obserwacje te sa dosy¢ zaskakujace,
poniewaz szereg danych literaturowych pokazuje jednoznaczny wptyw dootrzewnowe;j iniekcji
LPS na procesy zwigzane z odktadaniem si¢ ptytek amyloidowych w mozgu (Nava Catorce
1 Gevorkian, 2016; Wang i in., 2018; Kirk i in., 2019). Natomiast to co r6zni niniejsze badanie
od wigkszo$ci badan, w ktorych obserwowano wplyw LPS na amyloidopati¢ jest zastosowany
protokot. Mianowicie wywotanie lub przyspieszenie powstawania plytek AP obserwowano
glownie w przypadku podania zdecydowanie wigkszych dawek LPS (10 mg/kg), niz dawka
zastosowana w omawianym badaniu (3 x 0,5 mg/kg). Brak wplywu na procesy amyloidopatii
w tej pracy prawdopodobnie jest wynikiem wystgpienia zjawiska hormezy, ktora mowi o tym,
ze czynnik, ktory jest szkodliwy w wigkszych dawkach, w matych dawkach moze wywolywac
procesy adaptacyjne badz nawet wywotywaé skutki korzystne (Mattson i Calabrese, 2010).

Pomimo tego, ze LPS jest dobrze znanym czynnikiem wywotujacym neurozapalenie,
niniejsza praca jako pierwsza do tej pory wykazata tak szczegdtowa sekwencje zdarzen induko-
wanych, zarbwno na obwodzie, jak i w mozgu pod wptywem LPS w kilku punktach czasowych
zycia myszy APPswe, w stadium przedobjawowym, przed wytworzeniem ptytek amylo-
idowych. Z uzyskanych danych wynika, ze przebycie ostrej infekcji bakteryjnej (jeden
z czynnikdw ryzyka AD) nie zawsze bedzie wywolywato tak negatywne skutki pod katem kon-
dycji mozgu jak uwazano do tej pory (intensyfikacja neurozapalenia, bez wptywu na amyloido-
geneze), a o intensyfikacji patologicznych zmian prawdopodobnie decydowa¢ bedzie stopien
nasilenia infekcji oraz dlugo$¢ jej trwania. Poza tym uzyskane wyniki wykazaty, ze LPS jest
czynnikiem silniej skorelowanym z patologig biatka tau, niz patologia amyloidu.
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5.5. Jednoczesne stosowanie WD i LPS wywoluje zmiany podobne do zmian
obserwowanych pod wplywem WD, ale bez efektu addytywnego

Celem zastosowania jednoczesnie dwoch badanych czynnikow, a mianowicie utrzymy-
wanie na diecie zachodniej myszy APPswe poddanych serii dootrzewnowych iniekcji LPS
(WD+LPS), mialo na celu sprawdzenie, jaki bedzie efekt jednoczesnego dzialania dwoéch
sposobow indukcji stanu zapalnego: ostrego, nasladujacego przejscie ostrej infekcji baktery-
jnej, z zapaleniem chronicznym o niskim nasileniu wynikajacym z rozwoju zespotu metabo-
licznego wywotanego przez WD.

Grupy myszy APPswe poddane podwojnemu traktowaniu (WD-+LPS) rozwinely zespot
metaboliczny, a jego przebieg byt analogiczny to przebiegu zmian wywotanych dieta w grupach
karmionych dieta zachodnig bez iniekcji LPS (WD). Myszy WD-+LPS rozwingty hipercho-
lesterolemig, hiperglikemi¢, NAFLD, NASH oraz otylo$¢. Zaobserwowane zmiany metabo-
liczne skutkowaly rozwinigciem ogo6lnoustrojowego stanu zapalnego o niskim nasileniu. Nato-
miast nie zaobserwowano wyst¢gpowania silniejszej obwodowej odpowiedzi zapalnej pod wpty-
wem dwoch czynnikoéw, co $wiadezy o braku efektu addytywnego wplywu dwoch czynnikow
WD i LPS jednocze$nie. Z uzyskanych obserwacji wynika, ze chroniczne dziatania WD jest
bardziej uszkadzajacym czynnikiem zapalnym, niz silna ale krotkotrwata reakcja na czynnik
infekcyjny.

Co wigcej, w hipokampie i1 korze srodwechowej myszy APPswe poddanych podwdj-
nemu traktowaniu (WD+LPS) (Rycina 47 A i B) procesy zwigzane z rozwini¢gciem neuro-
zapalenia i innych badanych zmian patologicznych przebiegaty analogicznie do zmian w gru-
pach karmionych WD bez iniekcji LPS (WD) (Rycina 46). Myszy te rozwingtly silng astrocy-
toze, zaburzenia mikrogleju i procesu fagocytozy oraz neurozapalenie w tym samym momen-
cie, jak grupy WD. Tak samo jak w grupach WD, u myszy WD+LPS w hipokampie w wieku
4M nastgpita zwickszona ekspresja APP i CTFs, a moment pojawienia si¢ plytek amyloido-
wych w hipokampie przypadt na wiek 8M, natomiast w korze srodwechowej na 12M.

Jedynie analiza czterech parametrow (IL-1B, TLR4, pTau(Thr231), PSD95) w hipo-
kampie myszy APPswe w grupach WD+LPS (Rycina 48 A) wykazata przebieg zmian zblizony
bardziej do tego zaindukowanego iniekcja LPS (Rycina 47). Mianowicie, poziom IL-1B w wie-
ku 12M spadt do poziomu kontrolnego (12M CTR vs. 12M WD+LPS), tak samo jak w grupie
LPS (12M CTR vs. 12M LPS), przy tym w grupie WD w wieku 12M poziom ten byt wyzszy
od kontroli (12M CTR vs. 12M WD). Dodatkowo w grupach WD+LPS nie obserwowano
réznic w poziomie receptora TLR4, tak samo jak w grupach LPS, a w przeciwienstwie do grup
WD, gdzie w 12M poziom TLR4 spadal. Wyjasnieniem zaobserwowanego zjawiska moze by¢
fakt wystapienia hormezy. Jednoczesne podanie dwoch silnych czynnikow prozapalnych
z czego jednego utrzymujacego swoje chroniczne dziatanie (WD+LPS) skutkowato prawdo-
podobnie wlaczeniem procesow adaptacyjnych majacych na celu szybkie i skuteczne zahamo-
wanie rozwijajgcego si¢ stanu zapalnego 1 wyciszenia burzy cytokinowej w celu zapobiegnigcia
Smierci neuronow.
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Rycina 48. Schemat przedstawiajacy sekwencj¢ neuropatologicznych zdarzen w (A) hipokampie oraz (B) korze
srodwechowej myszy APPswe wywotanych zaréwno dieta zachodnia (WD) jak i dootrzewnowa iniekcja LPS
(WD+LPS). Na szaro zaznaczono procesy, ktore nie ulegaja zmianie wzgledem kontroli (CTR).

Analiza ilosciowa pTau(Thr231) (Rycina 48) nie wykazata istotnych réznic pomigdzy
analizowanymi traktowaniami, poza lekkim wzrostem jego poziomu w korze §rédwechowe;j
w najmtodszej grupie wiekowej 4M we wszystkich kombinacjach zastosowanych czynnikow
(WD, LPS, WD+LPS). Natomiast analiza jakosciowa tkanki hipokampa (CA1) wykazata, ze
w grupie z podwdjnym traktowaniem (WD-+LPS) analogicznie do grupy LPS, zaobserwowano
destabilizacje aparatu mikrotubularnego i uszkodzenie cytoszkieletu komoérkowego, widoczne-
go na przebiegu wypustek nerwowych, Efekt ten zaobserwowano w wieku 4M (4M WD+LPS),
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czyli w tym samym czasie co w grupie z LPS (4M LPS). Dane literaturowe pokazuja $cista
zalezno$¢ pomiedzy sepsa wywotana dootrzewnowa iniekcja LPS, a wzrostem poziomu fosfo-
rylacji biatka tau w mézgu. Wykazano wzrost poziomu fosforylacji pTau na treoninie 181
[pTau(Thr181)] juz po 24h (Wang i in., 2018) oraz na serynie 262 [pTau(Ser262)] po 7 dniach
od iniekcji LPS (Kirk i in., 2019) w jednorazowej dawce 10 mg/kg masy ciata u szczurow.
Natomiast niniejsza praca stanowi pierwsze zrodto informacji dotyczace poziomu
pTau(Thr231) pod wplywem LPS. Roéznice pomigdzy uzyskanymi wynikami, a dost¢png
literaturg moga wynika¢ z kilku czynnikdéw, a mianowicie testowania innych miejsc fosfo-
rylacji, innego protokotu dawkowania LPS, oraz sprawdzania poziomu pTau w innych punk-
tach czasowych. Natomiast mimo réznic w obserwowanych wynikach, jednoznacznie mozna
stwierdzi¢ wplyw LPS na procesy zwigzane z prawidtowa funkcja biatka tau, takie jak zmiany
w intensywnosci fosforylacji na réznych resztach aminokwasowych we fragmencie bogatym
w proling domeny wigzania z mikrotubulami w tancuchu bialtka tau, co w konsekwencji
prowadzi do destabilizacji aparatu mikrotubularnego.

Dodatkowo w grupie WD+LPS zaobserwowano poglebienie spadku poziomu PSD95
w wieku 8M (8M WD-+LPS), analogiczne do tego wystepujacego w grupie LPS (§M LPS).
Obserwacja ta moze by¢ konsekwencja obserwowanego zaburzenia cytoszkieletu w neuronach
hipokampa. Nadmierna fosforylacja pTau oraz uszkodzenie cytoszkieletu i zaburzenie trans-
portu komoérkowego w konsekwencji prowadza do zaburzen w obrgbie synaps, oraz zmniejsze-
nia gestosci zakonczen synaptycznych na dendrytach (Hall i in., 2000).

RozZnice w odpowiedzi na WD i LPS

Liczne czasteczki bakteryjne, w tym LPS, aktywuja odpowiedZ immunologiczna po-
przez interakcj¢ z receptorami rozpoznania wzorca, takimi jak TLR. Czasteczki LPS wiaza si¢
z biatkiem wigzacym lipopolisacharyd (z ang. LPS-binding protein — LBP), a nastgpnie przyta-
czaja si¢ do biatka CD14 obecnego na powierzchni makrofagéw, monocytow, granulocytow
1 limfocytow B, co powoduje wzrost ekspresji integryn 1 uwolnienie duzych ilosci cytokin
prozapalnych (IL-1p, IL-6, TNF-a) (Wang i in., 2018; Kirk i in., 2019; Ciesielska i in., 2021).
Skutkuje to aktywacja komorek $rodbtonka i przekazuje sygnat do produkcji biatek ostrej fazy
w watrobie prowadzac gtownie do sepsy (Moshage, 1997). W ostrym okresie sepsa wigze si¢
z aktywacjg Srodblonka, zaburzeniem bariery krew-mozg, obrzekiem mozgu, ekspresja media-
torow zapalnych, a jej kulminacja jest ostra dysfunkcja mitochondriow i uszkodzenie oksyda-
cyjne (Wang i in., 2018).

Z drugiej strony, czynniki wyzwalajace reakcje zapalng w otytosci spowodowanej WD
nie sg do konca jasne, a literatura dostarcza wielu hipotez (Wigckowska-Gacek i in., 2021).
W aktywacje wrodzonej odpowiedzi immunologicznej zwigzanej z otyloScig takze zaanga-
Zowane sg receptory rozpoznania wzorca, w tym TLR4 (Monteiro 1 Azevedo, 2010). Natomiast,
w mozgu, SFA (prawdopodobnie oprocz bezposredniej interakcji z receptorem TLR4 w wyniku
czego dochodzi do aktywacji Sciezki sygnalizacyjnej zaleznej od NF-kB), razem z choleste-
rolem wbudowuja si¢ w btong komdrkowa wptywajac na jej ptynno$¢ i zageszczenie obszarow
tratw lipidowych, w ktorych znajduja si¢ kompleksy CD14-TLR4-MD2. Prowadzi to do
dimeryzacji receptora TLR4 bez udziatu agonisty/liganda i jego posredniej aktywacji prowa-
dzac w ten sposob do uruchomienia $ciezki NF-xB i produkcji cytokin prozapalnych m.in.
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IL-1pB, IL-6 i IL-8) (Ciesielska i in., 2021; Saha i in., 2022). Co wigcej, alternatywg dla szlaku
TLR4 w indukc;ji stanu zapalnego w odpowiedzi na SFA lub kwasy trans pochodzace z diety,
moze by¢ fakt, ze nagromadzenie SFA wptywa na zwigkszone zewnatrzkomorkowe wydziela-
nie ATP. Wzrost ATP moze nastgpnie powodowac aktywacje inflammasomu 3 (NLRP3) po-
przez interakcje ATP z receptorem P2X7 prowadzac do zwigkszonej aktywnosci kaspazy-3, €O
takze skutkuje zwiekszonym wydzielaniem cytokiny IL-1p oraz IL-8 (Hirata i in., 2020; Sun
i in., 2020).

Po przeanalizowaniu wptywu WD oraz LPS na morfologi¢ neuronéw w funkcjonalnie
roznych obszarach hipokampa, w niniejszej pracy postawiono hipoteze, ze wptyw badanych
czynnikow (WD i LPS) ma gldwnie znaczenie czynnosciowe. Wyniki przedstawione w niniej-
szej pracy wskazuja na uposledzenie fizjologicznych funkcji synaps i neuronéw wystepujace
z wiekiem oraz zaburzenie struktury cytoszkieletu komorkowego w grupach zwierzat z iniekcja
LPS (LPS i WD+LPS). Obserwacje dotyczace zaburzen fosforylacji biatka tau, uszkodzenia
aparatu mikrotubularnego 1 poglebiajacego si¢ spadku poziomu markera charakteryzujacego
zakonczenia synaptyczne (PSD95) pod wptywem LPS (LPS i WD+LPS), sugeruja ze LPS
w przeciwienstwie do WD wywotuje neuropatologiczne zmiany skorelowane z zaburzeniem
funkcji biatka tau. Ponadto, analiza obrazowa ujawnita zr6znicowanie zmian prowadzacych do
neurozwyrodnienia w obszarach mdézgu odpowiedzialnych za pojawienie si¢ pierwszych obja-
wow klinicznych AD (hipokamp i kora srédwegchowa), w zaleznos$ci od tego, w ktorym kierun-
ku przebiega projekcja pomiedzy strukturg hipokampa, a korg srédwechowa.

Przeprowadzona w tym badaniu analiza mikroskopowa H&E przekrojow potkulowych
moézgdéw pobranych od myszy doswiadczalnych sugeruje, ze obecno$¢ mutacji w genie APP
sama w sobie wzmaga procesy neurozwyrodnieniowe z wiekiem, ale rowniez zwigksza wrazli-
wo$¢ neuronéw hipokampa 1 kory srodwechowej na dzialanie WD 1, w mniejszym stopniu
na LPS.

Podsumowujac, z otrzymanych wynikow jednoznacznie widaé, ze oba zastosowane
w badaniu czynniki wywotujace neurozapalenie maja nieco inne mechanizmy dziatania.
W konsekwencji obydwa prowadza do neuropatologicznych zmian typowych dla AD, ale
roéznigcych si¢ od siebie w przebiegu.
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5.6. WD, przeciwnie niz LPS, jest czynnikiem wywolujacym metaboliczny stan zapalny
skutkujacy silng odpowiedzia neurozapalng i neuropatologiczna w mozgu

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze AD jest chorobg og6lnoustrojowa, nie ograniczajaca
si¢ do mdzgu, a procesy taczace zaburzenia obwodowe z patologia mozgu zostaty schematy-
cznie przedstawione na Rycinie 49. U myszy APPswe poddanych WD stwierdziliSmy jedno-
czesng obecnos¢ HChol, otylosci, NAFLD/NASH i niektorych objawow zapalenia o niskim
stopniu nasilenia, ktore tacznie reprezentujg MetS. Te obwodowe zmiany wywotane przez WD
byly zwigzane z aktywacja komorek glejowych, zaburzeniem fagocytozy, wzrostem poziomu
cytokiny prozapalnej IL-1p oraz spadkiem poziomu receptora TLR4 w mdzgu myszy APPswe.
Co wazne, obecno$¢ neurozapalenia obserwowano juz w mézgach najmtodszych myszy, po
3 tygodniach WD, w tym samym czasie, co obwodowe zaburzenia metaboliczne. Obserwacja
ta wskazuje, ze WD musiata spowodowa¢ niemal natychmiastowe uposledzenie bariery krew-
mozg (ang blood-brain barrier - BBB), prowadzac do aktywacji komorek glejowych. Prawdo-
podobnie przyczynito si¢ to nastgpnie do nasilenia szlaku rozszczepiania amyloidogennego
APP, powstawania nowych peptydow AP i jednoczesnie spowodowato uposledzenie procesow
oczyszczania AP obwodowo w watrobie i w mdzgu poprzez fagocytoze. Dodatkowo analiza
markerow znakujacych mikroglej/makrofagii sugeruje mozliwy naplyw obwodowych
monocytow do mozgu. Uzyskane wyniki potwierdzaja zatem hipoteze, ze zywienie WD dziata
jako czynnik wyzwalajacy indukcje MetS oraz zaburzenia aktywnos$ci uktadu odpornoscio-
wego, co prowadzi do silnego neurozapalenia i przyspieszenia patologii AD w modelu myszy
APPswe. W dalszych podrozdziatach szczegélowo omowiono, w jaki sposdb obserwowane
procesy krzyzuja si¢ i oddzialuja na siebie prowadzac do silnego zachwiania homeostazy
obwodowej oraz do zaburzenia BBB, a nast¢pnie nasilenia neurozapalenia i odkladania AP
w hipokampie 1 korze srodwechowe;.

Niniejsza praca jako pierwsza wykazala tak szczegélowe pordwnanie patologii ogdlno-
ustrojowej 1 mézgowej wywotanej przez WD z wywotang przez LPS. Przedstawione badania
jednoznacznie wykazaly, ze na kaskade neuropatologicznych zdarzen wywotanych przez WD
sktada si¢ wigcej elementow, niz w przypadku neuropatologii wywotanej dootrzewnow3 inie-
kcjg LPS, a u podstaw indukcji 1 nasilenia neurozapalenia i patologii amyloidowej wywotane;j
dieta zachodnig lezg inne mechanizmy, niz w przypadku neurozapalenia indukowanego LPS.
Z otrzymanych danych jednoznacznie wynika, Ze obydwa zastosowane czynniki skutecznie
nasilajg stan zapalny w analizowanych strukturach mézgu, natomiast to WD dziata bardziej
destrukcyjnie, wywotujac silniejsza i zlozona odpowiedZz prozapalng oraz przyspieszone
odktadanie si¢ ptytek amyloidowych w zastosowanym modelu AD. Za te r6znice wydaje si¢
odpowiada¢ gtownie zwigkszony poziom cholesterolu 1 SFA, ktore pelnig szczegdlng role
w patologii AD (Rudge, 2022), a ich sklad zmienia si¢ drastycznie pod wptywem WD w kra-
zeniu (Pati 1 in., 2018) 1 mézgu (Giles 1 in., 2016; Lee 1 in., 2018; Kim 1 in., 2023), oraz
wywotane przez WD uszkodzenie watroby, ktora jest odpowiedzialna za skuteczng degradacje
1 usuwanie krgzacego obwodowo amyloidu.

129



Dyskusja

Dieta zachodnia
|
HChol <—>» NAFLD/NASH <— Otytosc
Zespol metaboliczny
|
ogolnoustrojowy wzrost Chol | SFA
stan zapalny we krwi

naptyw obwodowych wzrost Chol i SFA
monocytow w mdzgu

|
Reaktywne Zaburzenia Zwiekszony poziom
astrocyty funkciji biatka APP

mikgrogleju i jego proteolizy
| w tratwach lipidowych

> < <

Neurozapalenie

| <
v

Przyspieszenie patologii amyloidu

Rycina 49. Schemat podsumowujacy proponowane mechanizmy i zalezno$ci miedzy wywolanymi przez WD
zaburzeniami metabolicznymi i ogélnoustrojowymi, a zmianami patologicznymi w mézgu prowadzacymi
do przyspieszonego rozwoju AD. APP — biatko prekursorowe amyloidu; BBB — bariera krew-mozg;
Chol — cholesterol; SFA — nasycone kwasy tluszczowe; HChol - hipercholesterolemia;
NAFLD — niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby; NASH — niealkoholowe sttuszczeniowe
zapalenie watroby.

5.6.1. Zaburzenia bariery krew-madzg wywolane przez WD jako "otwarta brama'' dla naplywu
AP do mozgu w progresji AD

Bariera krew-moézg (BBB) jest kompleksem komorek srodbtonka oddziatujacych z peri-
cytami, komorkami glejowymi i neuronami, ktore obejmuja sieci mikronaczyniowe w obrgbie
OUN (Van Dyken 1 Lacoste, 2018). BBB stuzy jako kluczowy regulator transportu z krwi do
mozgu sktadnikoéw odzywczych 1 innych niezbednych zwigzkéw, jednoczesnie wykluczajac
przedostawanie si¢ krazacych komorek i potencjalnie szkodliwych makroczasteczek, takich jak
czynniki prozapalne i toksyny. Z kolei system transportowy BBB w przeciwnym kierunku
eliminuje z mdézgu czasteczki neurotoksyczne i odpady metaboliczne (Liebner i in., 2018; Saint-
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Pol i in., 2020). Liczne dowody wskazujag na zwigzek AD z uszkodzeniem/zaburzeniem
przepuszczalno$ci BBB (Montagne i in., 2017; Kurz i in., 2022). Badania po$miertne i obra-
zowe mozgow dotknietych AD (Sweeney i in., 2018) wykazuja dowody na przenikanie do
mozgu komorek krwi i biatek osocza, ktdre nie powinny znajdowac si¢ w mozgu, a takze mikro-
krwawienia mozgowe, $Scienczenie btony podstawnej i inne bezposrednie dowody dysfunkcji
uktadu nerwowo-naczyniowego.

Nieszczelnos¢ BBB wydaje si¢ by¢ takze bardzo wezesnym zaburzeniem wystepujagcym
jednoczesnie z aktywacja odpowiedzi immunologicznej na szkodliwe czynniki zywieniowe.
Nieszczelna BBB przyczynia si¢ do akumulacji AB w mozgu (Estrada i in., 2019;
Bassendine 1 in., 2020). Réwnowaga pomigdzy odptywem AP z mézgu do obwodu, a jego
naptywem z obwodu do mézgu jest regulowana w obrebie BBB. Podczas gdy w przechodzeniu
peptydow AP z krazenia do mézgu przez BBB posredniczy gléwnie receptor dla produktéw
koncowych zaawansowanej glikacji (RAGE) (Montagne i in., 2017), to receptory LRP1 odpo-
wiadajg za usuwanie toksycznych AP z mozgu do krazenia. Rozpuszczalna forma LRP w oso-
czu stanowi obwodowy rezerwuar dla AP, ktéry wspomaga jego sekwestracje. W AD poziom
rozpuszczalnych LRP w osoczu i LRP1 w BBB jest obnizony, natomiast ekspresja RAGE
w BBB jest zwigkszona, co skutkuje akumulacja Ap w moézgu (Kim i in., 2016; Mietelska-
Porowska i Wojda, 2017; Gali i in., 2019; Sweeney i in., 2019; Spagnuolo i in., 2020).

Spozywanie diety o wysokiej zawartosci SFA, cholesterolu i weglowodanéw (jak ma to
miejsce w WD) zwigksza poziom krazacego AP, zaburza jego obwodowy klirens przez watrobg
oraz uposledza usuwanie AP z moézgu poprzez zmniejszenie ekspresji lub aktywnosci LRP1
i zwickszenie aktywnos$ci biatka RAGE (Kim 1 in., 2016; Gali i in., 2019). Co wigcej, grupa
Liao i in., 2017 wykazata zwigkszona ekspresj¢ RAGE pod wptywem diety bogatej w tluszcze
nasycone i cukier w obszarze hipokampa (Liao 1 in., 2017), co sugeruje szczeg6lna tendencje
do zaburzef procesow oczyszczania amyloidu prowadzaca do zwigkszonego odktadania plytek
AP w tym obszarze mézgu.

Waznym czynnikiem wywotanym przez WD jest zmiana poziomu funkcjonalnego
amyloidu bakteryjnego (FUBA) produkowanego przez bakterie w jelicie cztowieka (Friedland
1 Chapman, 2017; Kowalski 1 Mulak, 2019; Friedland 1 in., 2020). Podczas spozywania WD,
nablonek przewodu pokarmowego staje si¢ bardziej przepuszczalny dla matych czasteczek,
powodujac przedostawanie si¢ FUBA do krazenia i mozgu (Qian i in., 2021), gdzie FUBA
moze krzyzowo powodowac agregacj¢ neuronalnego AP i tau oraz inicjowaé neuropatologie
(Bostanciklioglu, 2019; Friedland i in., 2020). Wydaje si¢, ze rownolegle WD prowadzi do
niewydolnosci klirensu A z krazenia i innych narzadow, w tym tez jelit, zmieniajac rOwnowa-
ge migdzy obwodowymi 1 moézgowymi pulami amyloidu, co sprzyja akumulacji Ap w mézgu.

5.6.2. Istotne dla AD konsekwencje naraZenia mozgu na cholesterol pochodzgcy 7 WD

Liczne badania przeprowadzone u ludzi i zwierzat wykazaty, ze z wyjatkiem bardzo
wczesnego rozwoju plodowego, prawie caly cholesterol w OUN jest pochodzenia lokalnego
1 pochodzi gtéwnie z endogennej syntezy de novo, a w mniejszym stopniu z dostarczania z ze-
wnatrz, przy czym znaczna czg¢$¢ produkcji cholesterolu dla neurondéw jest delegowana do
lokalnych astrocytow (Pfrieger, 2003; Dietschy 1 Turley, 2004; Elliott i in 2010; Orth 1 Bellosta,
2012). Co wigcej, obrot cholesterolu w dojrzatym OUN jest bardzo niski, zwykle wynosi tylko
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okoto 5% obrotu obserwowanego w calym organizmie (Bjorkhem i Meaney, 2004; Dietschy
i Turley, 2004; Orth i Bellosta, 2012). Pozostaly swobodnie krazacy cholesterol w mdzgu jest
utrzymywany na niskim poziomie przez ré6zne mechanizmy, w tym usuwanie przez BBB w po-
staci 24S-hydroksycholesterolu (Dietschy i Turley, 2004; Liitjohann i von Bergmann, 2003).
W pozostatej czesci organizmu (a wige po drugiej stronie BBB) duza cz¢s¢ cholesterolu jest
albo pochodzenia pokarmowego, albo jest produkowana w watrobie (Vance i Vance, 2008;
Rang, 2012).

Jedng z drog wnikania obwodowego cholesterolu do moézgu jest jego konwersja do form
hydroksycholesterolu, takich jak 25- lub 27-hydroksycholesterol, natomiast cholesterol mozgo-
wy moze by¢ wydalany do krazenia poprzez jego konwersje do 24S-hydroksycholesterolu.
Przypuszcza sig, ze te transporty zachodza przez dyfuzj¢ ze wzgledu na gradient stezenia kazde-
go hydroksycholesterolu mi¢dzy mozgiem, a kragzeniem (Bjorkhem, 2019; Loera-Valencia i in.,
2019). Wysoki poziom cholesterolu pochodzacego z WD w surowicy powoduje wzrost jego
konwersji do 27-hydroksycholesterolu poprzez zwigkszony poziom izoform cytochromu P450
CYP27A1 i CYP7Al w hepatocytach w przebiegu NAFLD oraz wyplyw 27-hydroksy-
cholesterolu z watroby do krazenia i naptyw do mozgu (Testa i in., 2016; Zhang i in., 2018;
Chen i in., 2020). Ponadto progresja AD charakteryzuje si¢ obnizonym poziomem cholesterolu
w mozgu oraz izoformy cytochromu P450 CYP46A1 odpowiedzialnej za hydroksylacje chole-
sterolu w pozycji 24S (Testa i in., 2016; Loera-Valencia i in., 2019; Spagnuolo i in., 2020).
Zwigkszone stezenie 27- 1 25-hydroksycholesterolu w mozgu oraz obnizone ste¢zenie
24S-hydroksycholesterolu w mozgu i surowicy obserwowano u pacjentéw z AD oraz w mode-
lach mysich AD. Zwigkszony naptyw form hydroksycholesterolu do moézgu przyczynia si¢ do
indukcji stresu oksydacyjnego moézgu i rozwoju AD (Testa 1 in., 2016; Mast 1 in., 2017;
Loera-Valencia i in., 2019; Wong i in., 2020).

Rola nadmiaru cholesterolu w amyloidogenezie i nieprawidtowosciach szlaku endosomalno-

lizosomalnego

Otrzymane wyniki oraz dostgpna literatura wskazuja, ze wywolana dieta obwodowa
HChol i podwyzszony poziom cholesterolu w mozgu moga odgrywac istotng rolg w powsta-
waniu blaszek AB. W tym badaniu jednoznacznie wykazano, ze WD, a nie LPS, wptywa na
poziom APP, amyloidogeneze 1 przyspieszone odkladanie si¢ ptytek amyloidowych w mozgu.
Zaburzenie rownowagi lipidowej, a szczegdlnie poziomu cholesterolu w tratwach lipidowych
wplywa na uwalnianie A z APP (Colin 1 in., 2016; Grassi 1 in., 2020). Wyjasnieniem tego
zjawiska wydaje si¢ by¢ amyloidogenna proteoliza APP z udziatem B-sekretazy zachodzaca
w tratwach lipidowych bogatych w cholesterol (Nixon, 2017; Habchi i in., 2018; Grassi i in.,
2020), podczas gdy przetwarzanie nicamyloidogenne z udziatem a-sekretazy zachodzi w war-
stwie fosfolipidowej neuronalnej btony plazmatycznej ubogiej w cholesterol (Xiong i in., 2008;
Grimm i in., 2013). Wykazano, ze dieta wysokocholesterolowa zwigkszata poziom moézgowych
form hydroksycholesterolu, aktywujac zaréwno B-, jaki y-sekretazy oraz pozakomodrkowe
odktadanie AP w neuronach (Allinquant i in., 2014) i astrocytach (Avila-Mufoz i Arias, 2015),
ostatecznie powodujac uposledzenie uczenia si¢ i pamig¢ci w mysich modelach AD (Zhang 1 in.,
2018). Zwiazek cholesterolu z tworzeniem blaszek amyloidowych jest poparty takze badaniami
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obrazowania mozgu, ktore pokazuja obecnos¢ cholesterolu w ztogach amyloidu B w probkach
mozgu ludzi dotknigtych AD (Mori i in., 2001; Burns i in., 2003; Xiong i in., 2008).

Badania tkanki osob z AD wykazaty takze nieprawidlowosci w uktadzie endosomalno-
lizosomalnym, ktory jest S$ciSle zwigzany z przebiegiem proceséw amyloidogenezy
(Cataldo 1 in., 2000; Xu i in., 2018; Rudge i in., 2022). Co wigcej nadaktywnos$¢ szlaku
endosomalno-lizosomalnego oraz zwigkszenie jego kompartmentéw wydaje si¢ by¢ wezesnym
markerem AD, zwlaszcza w neuronach piramidalnych, ktorych patologia jest szczegolnie isto-
tna w przebiegu AD (Cataldo i in., 1996; Nixon, 2017; Rao i in., 2022). Co ciekawe, bardzo
podobng patologie obserwuje si¢ rowniez u myszy i w innych modelach zespotu Down’a
(Cataldo i in., 2000; Arriagada i in., 2007; Cataldo i in., 2008; Jiang i in., 2010), gdzie zaobser-
wowano, ze patologia ta pojawita si¢ dopiero po ekspozycji na cholesterol (Arriagada i in.,
2007). Tak wigc cholesterol wydaje si¢ by¢ krytyczny elementem w kontekscie indukeji zabu-
rzen amyloidogenezy w szlaku endosomalno-lizosomalnym. Jak juz wspomniano, aktywacja
szlaku nieamyloidogennego zachodzi w obszarach btony komorkowej ubogich w cholesterol,
gdzie APP jest najpierw preferencyjnie rozszczepiany przez a-sekretaze w btonie komorkowej,
a nastgpnie w pecherzykach endosomalnych przez y-sekretazg, w wyniku czego powstaja
peptydy sAPP-a, CTF-a, a potem P3 i CTF-y/AICD (Xiong i in., 2008; Grimm i in., 2013).
Natomiast w regionach btony komérkowej bogatych w cholesterol zachodzi aktywacja szlaku
amyloidogennego, gdzie APP jest rozszczepiany przez B-sekretazg, w wyniku czego powstaja
peptydy SAPP-B i CTF-p (Nixon, 2017; Habchi i in., 2018; Grassi i in., 2020; Rudge i in., 2022).
Nastegpnie w obrgbie wezesnych/pdznych endosomow CTF-f jest dalej cigty przez y-sekretaze,
w wyniku czego powstaje AP, jak réwniez CTF-y/AICD (Arriagada i in., 2007; Nixon, 2017;
Rudge i in., 2022). W stanie normy, takie dalsze produkty rozszczepienia APP podazajg naste-
pnie ta samg droga co cholesterol przez poézne endosomy, lizosomy, siateczke Srodplazma-
tyczng i/lub aparat Golgiego, wracajac z powrotem do blony komodrkowej. Jednak utrzymujace
si¢ nadmierne poziomy CTF-f3 powstate w wyniku zaburzonej aktywno$ci sekretaz w bogatych
w cholesterol tratwach lipidowych mogg prowadzi¢ do patologii endosomalno-lizosomalnej,
charakteryzujacej si¢ licznymi nadmiernie duzymi wczesnymi endosomami (Rudge i in., 2022).

5.6.3. Istotne dla AD konsekwencje naplywu do mozgu nasyconych kwasow ttuszczowych
pochodzgcych z WD

Aktywacja komorek glejowyvch w odpowiedzi na WD

Otrzymane w pracy wyniki wykazaly, Zze aktywacja astrocytow u myszy karmionych
WD wystapita stosunkowo wczesnie, wraz z HChol, NAFLD oraz zwickszong akumulacja
mozgowa APP i CTFs, a takze poprzedzita aktywacje mikrogleju. W zgodzie z tymi danymi,
badania na probkach ludzkich mozgow wykazaty wzrost gliozy reaktywnej, ktora wydaje si¢
poprzedza¢ rozwdj zmian charakterystycznych dla AD (Sidoryk-Wegrzynowicz i in., 2011;
Wharton 1 1in., 2009). Wiadomo, ze aktywowane astrocyty produkujg i uwalniajg czasteczki pro-
zapalne, ktore rowniez wykazuja kluczowe znaczenie dla wytwarzania AP (Avila-Mufoz
1 Arias, 2014). Ponadto literatura wskazuje, ze mikroglej odgrywa istotng role w rozwoju AD.
Fagocytoza mikrogleju we wczesnej fazie AD jest uwazana za proces korzystny i kluczowy
mechanizm zapobiegajacy tworzeniu, i promujacy usuwanie blaszek AP (Salter i Stevens, 2017,
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Richter i in., 2020). Jednak podczas progresji choroby, fagocytoza mikrogleju wydaje si¢ by¢
niewystarczajaca i raczej szkodliwa, a w potaczeniu z aktywno$cig prozapalng, nie przeciw-
dziata, ale promuje patologi¢ (Vogels i in., 2019; Streit i in., 2020). Wyniki niniejszej pracy
ujawnity przyspieszong aktywacje mikrogleju i jego profil polaryzacji prozapalnej M1 po
5 miesigcach trwania WD. Aktywacje mikrogleju i jego prozapalng polaryzacj¢ obserwowano
4 miesigce pdzniej, niz zmiany w aktywacji astrocytow, co dodatkowo sugeruje, ze zaburzenia
mikrogleju mogg by¢ czesciowo wywolane przez odpowiedz zapalng astrocytéw. Dodatkowo
wywotany przez WD profil prozapalny (M1) w hipokampie moze ujawnia¢ si¢ zarbwno w po-
staci aktywowanego mikrogleju w moézgu, jak i w prozapalnych makrofagach pochodzacych
z monocytow (MDMs), infiltrujagcych mozg z peryferii przez uszkodzona BBB. Ten drugi
scenariusz jest zgodny z obserwowanym zwiekszeniem liczby monocytéw we krwi u myszy
4M 1 8M APPswe karmionych WD od 3 tygodni do 5 miesi¢cy i normalizacja poziomu
limfocytow do poziomu podstawowego u myszy 12M, co sugeruje infiltracje monocytéw do
tkanek, w tym do tkanek mézgu. Wynik ten wskazuje na mozliwg role obwodowych komorek
odpornosciowych, takich jak MDMs, w indukecji uposledzenia funkeji mikrogleju i neuro-
zapalenia.

Indukcja neurozapalenia za posrednictwem SFA i AS

Mechanizmy, dzieki ktorym WD aktywuje glej, sa wcigz przedmiotem badan, natomiast
jednym z prawdopodobnych mechanizméw jest aktywacja kompleksu CD14-TLR4-MD2
i aktywacja szlaku NF- kB. Mechanizm ten byl przedmiotem badan w niniejszej pracy.
Hipoteze tego mechanizmu potwierdza obecno$¢ receptora TLR4 zaréwno w astrocytach jak
i w mikrogleju (Gupta i in., 2012; Lee i in., 2019). Wiadomo, tez ze nasycone (ale nie
nienasycone) FA aktywujag TLR4 w makrofagach, co z kolei prowadzi do aktywacji NF-kB
i innych czasteczek prozapalnych (Rogero i Calder, 2018; Wigckowska-Gacek i in., 2021).
Niektore dane podkreslajg kluczowa rolg SFA pochodzacych z diety w aktywacji gleju i indu-
kcji neurozapalenia (Pistell 1 in., 2010; Wang i in., 2012; Gupta i in., 2012). Biorgc pod uwage,
ze SFA (np. kwasy palmitynowy i stearynowy) swobodnie przekraczaja BBB, zwlaszcza w wa-
runkach diety wysokotluszczowej (Niu i in., 2016), homeostaza SFA w mozgu jest zalezna od
poziomu SFA na peryferiach, a diety bogate w SFA moga zwigksza¢ moézgowy wychwyt SFA
z osocza przez BBB (Wang 1 in., 1994), co skutkuje ich akumulacja w mézgu. Zatem SFA
pochodzace z WD w mozgu moga uposledza¢ funkcje zarowno astrocytéw jak i mikrogleju
poprzez sygnalizacje z udziatlem kompleksu CD14-TLR4-MD2, ktory indukuje sygnalizacje
NF«B, wyzwalajac wydzielanie cytokin prozapalnych, a nastepnie neurozapalenie (Wang 1 in.,
2012; Rocha i in., 2016; Moser i in., 2018). W niniejszym badaniu wykazano, ze WD powo-
dowala duzy wzrost poziomu IL-1p juz po trzech tygodniach karmienia, a poziom ten zaczat
spada¢ dopiero po 9 miesigcach od wprowadzenia diety, co korelowato w czasie ze spadkiem
poziomu receptora TLR4. Badanie to wykazato rowniez uposledzenie zdolnosci fagocytozy
mikrogleju, ujawnione przez obnizenie markera CD68 w hipokampie, co korelowato z inicjacja
tworzenia si¢ blaszek AP. Obserwacje te sugeruja, ze polaryzacja mikrogleju do stanu pro-
zapalnego M1 prowadzi do utraty jego zdolnosci do oczyszczania resztek AP z mozgu, co skut-
kuje nagromadzeniem AP, odkladaniem si¢ blaszek amyloidowych 1 pogtebianiem si¢ stanu
zapalnego moézgu. Co wigcej, aktywacja receptora TLR4 w mikrogleju odbywa si¢ takze
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poprzez jego interakcje z oligomerami AP, czego efektem jest uruchomienie proceséw fago-
cytozy toksycznych AP (Liu i in., 2020. Natomiast nadmierna ekspozycja na A prowadzi do
prozapalnej polaryzacji i nadmiernej aktywacji mikrogleju co w konsekwencji uposledza ich
funkcje fagocytarne (Liu i in., 2020; Yang i in., 2020a). Tak wigc aktywacja TLR4 przez SFA,
a nie tylko oligomery AP (Rochaiin., 2016; Liu i in., 2020), jest dodatkowym motorem neuro-
zapalenia wywotanego przez glej w AD, a synergistyczne dziatanie SFA i oligomeréw A moze
uruchamia¢ napedzajace si¢ koto aktywacji gleju w indukcji stanu zapalnego.
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6. Podsumowanie i wnioskKi

Niniejsza praca dostarczyta nowych informacji na temat wptywu WD oraz LPS na
mechanizmy zachodzace podczas wczesnych, bezobjawowych etapow AD. Analiza otrzy-
manych wynikéw wspiera hipoteze o istotnym wptywie WD na patogeneze i progresj¢ AD
i dostarcza kompleksowego wyjasnienia, jak WD wplywa na szereg zmian neuropatolo-
gicznych zwigzanych z ta chorobg, w tym przyspieszenie rozwoju stanu zapalnego i amylo-
idogenezy w mozgu.

W niniejszej pracy po raz pierwszy:

1) Przeprowadzono szczegdtowag analize sekwencji patologicznych zdarzen w modzgu
wywotanych przez WD w roznych etapach przedobjawowego stadium AD, oraz wykazano
szczegbdlng wrazliwos¢ hipokampa na dziatanie WD w poréwnaniu do kory srodwechowej;

2) Wykazano korelacje wystepowania zaburzen metabolicznych wywotanych przez WD ze
zmianami zachodzacymi w mozgu pod wptywem WD w réznych etapach przedobjawowego
stadium AD;

3) Poréwnano neuropatologiec AD wywotang przez WD z wywotang przez LPS i stwierdzono
silniejszy wptyw WD niz LPS.

Przeprowadzone w pracy badania wykazaly. ze:

1) WD wywotuje hipercholesterolemi¢ po 3 tygodniach oraz hiperglikemig, otylosé
i NAFLD/NASH po 5 miesigcach stosowania; obserwowane zaburzenia wskazuja na rozwoj
zespotu metabolicznego;

2) WD wywotuje ogdlnoustrojowy stan zapalny o niskim stopniu nasilenia ujawniajacy si¢ po
5 miesigcach stosowania diety;

3) WD przyspiesza procesy stanu zapalnego mozgu objawiajace si¢ zwigkszonym poziomem
IL-1pB oraz aktywacjg astrocytow w hipokampie juz po 3 tygodniach stosowania diety;

4) WD przyspiesza prozapalng polaryzacje mikrogleju oraz wywotuje uposledzenie procesu
fagocytozy w hipokampie po 5 miesigcach stosowania diety;

5) WD wywotuje zwigkszenie poziomu biatka APP i jego fragmentow CTFs w hipokampie
oraz przyspiesza odkladanie ptytek AP zar6wno w hipokampie, jak i korze srodwechowej;

6) WD nie wptywa istotnie na poziom markeréw PSD95, NeuN i CX3CLI, a obserwowane
zmiany neurodegeneracyjne na poziomie morfologii neuronéw w poszczegolnych obszarach
hipokampa przebiegaja relatywnie wolno;

7) WD w przeciwienstwie do LPS jest zwigzana z przyspieszeniem procesow amyloidogenezy,
a nie wplywa istotnie na poziom fosforylacji biatka pTau(Thr231) oraz organizacje
cytoszkieletu neuronow;

8) Aktywacja astrocytow u myszy karmionych WD wystgpita w tym samym czasie, co
obserwowana obwodowo HChol oraz zwigkszony poziom APP i CTFs w moézgu. Wzrost
reaktywnosci astrocytow znaczaco poprzedzat aktywacje komorek mikrogleju. Przyspieszona
aktywacja astrocytéw prawdopodobnie jest zwigzana z wspotwystepowaniem z HChol 1 jest
reakcja na dieto-zalezne wzbogacenie w cholesterol tratw lipidowych w btonie komoérkowej
astrocytow, prowadzac do aktywacji amyloidogennej proteolizy biatka APP;
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9) Zastosowanie podwojnego traktowania WD+LPS wykazato brak efektu addytywnego pod
wzgledem przyspieszenia i1 liczby patologicznych zmian w przebiegu AD, a przebieg
patogenezy byt zblizony do przebiegu zmian wywotanych przez WD;

10) Neurozapalenie oraz aktywacja komorek gleju wywotane przez WD wystepuje wczesniej,
przed utworzeniem i odtozeniem w mdzgu blaszek amyloidowych, a indukowane przez WD
przyspieszenie amyloidogenezy w mozgu jest poprzedzone neurozapaleniem.

Whioski koncowe w $§wietle analizy dostepnej literatury:

Otrzymane wyniki analizowane tacznie z dostepng literaturg wskazuja, ze aktywacja
astrocytow i mikrogleju skutkujaca zwigkszeniem poziomu cytokiny prozapalnej IL-1B moze
odbywac si¢ poprzez bezposrednig aktywacje receptora TLR4 przez SFA pochodzace z diety,
przedostajace si¢ do mdzgu z obwodu przez uszkodzong BBB, lub posrednio poprzez zmiang
ptynnosci btony komorkowej w wyniku wbudowania si¢ w jej strukture nadmiernej liczby SFA.

AD jest zaburzeniem nie tylko mézgu, ale catlego organizmu, a procesy i narzady
obwodowe moga odgrywac kluczowa role w rozwoju choroby. W szczegdlnosci, wywolane
przez WD uszkodzenie watroby prowadzi do niepowodzenia w degradacji 1 usuwaniu pepty-
dow AP, co wydaje si¢ by¢ jednym z gldéwnych czynnikdéw przyspieszajacych rozwdj AD.

WD poprzez indukcje chronicznego stanu zapalnego prawdopodobnie uposledza BBB
1 jej system kontroli przepltywu peptydow AP w obu kierunkach, do/z mézgu, zwiekszajac
tadunek amyloidu, a takze przyspieszajac procesy neurozapalne ujawniajace si¢ nadmierng
aktywno$cig komorek glejowych i odktadaniem blaszek A w mozgu.

Prawdopodobnie rownolegle, naptyw cholesterolu do mézgu przez uszkodzong BBB
wzmaga amyloidogeneze w tratwach lipidowych w blonach komérkowych neurondéw i astro-
cytow, co dodatkowo zaburza réwnowage produkcji i usuwania amyloidu w mdzgu, oraz
wywotuje nieprawidtowosci szlaku endosomalno-lizosomalnego.

WD pelni istotna rol¢ w uposledzeniu osi watroba-mozg, a otrzymane wyniki wskazuja
wspotwystgpowanie trzech gtownych elementdw patogenezy AD: neurozapalenia, zaburzen
lipidéw 1 zaburzen homeostazy AP, ktore rozwijaja si¢ rownolegle 1 poprzez wzajemne intera-
kcje napedzajac ,bledne koto” patogenezy AD.

Poniewaz WD istotnie wplywa na przebieg patologii AD w modelu myszy APPswe,
istnieje potrzeba dalszych badan wptywu WD na patologie AD w modelach myszy typu
dzikiego, bez mutacji AD w genomie. Pozwoli to okresli¢, czy WD moze by¢ rowniez bezpo-
srednig przyczyng rozwoju SAD.
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