e ( instytut biologii doswiadczalnej

PN im. Marcelego Nenckiego PAN

~ U

Karolina Protokowicz

Udzial metaloproteazy macierzowej 9 (MMP-9) w
powstawaniu zmian w zachowaniu spolecznym w mysim
modelu wczesnej stymulacji ukladu odpornosciowego
czynnikiem o pochodzeniu bakteryjnym

Praca doktorska

wykonana w Pracowni Neurobiologii
Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN

PROMOTOR:
Prof. dr hab. Leszek Kaczmarek

Warszawa, 2024






Podziekowania

Pragng  serdecznie  podziegkowa¢  mojemu  Promotorowi,
prof. dr. hab. Leszkowi Kaczmarkowi, za wsparcie merytoryczne, celne
wskazowki oraz wyrozumialos¢ okazywang podczas przygotowywania
niniejszej rozprawy. Szczegolnie dzigkuje za ,, wrzucenie na gltebokg wode ™
oraz stworzenie przestrzeni do popelniania bledow i wyciggania z nich
cennych lekcji, co znaczgco wplyneto na moj rozwdj naukowy i 0sobisty.

Serdecznie dzigkuje wszystkim cztonkom Pracowni Neurobiologii
oraz pozostalym pracownikom Instytutu, z ktorymi mialam okazje
wspolpracowaé. Szczegolnie wdzieczna jestem tym, ktorzy znalezli czas
aby odpowiedzie¢ na moje liczne pytania i wagtpliwosci.

Ostatnie, ale niemniej wazne podziekowania sktadam na rece i fapki
najblizszych: przyjaciol, rodziny i ukochanych krolikow. Wasze wsparcie
byto bezcenne.






Badania opisane w pracy doktorskiej zostaty zrealizowane dzigki funduszom Narodowego
Centrum Nauki oraz Fundacji na rzecz Nauki Polskiej: Migdzynarodowe Agendy
Badawcze: BRAINCITY Centrum Doskonatosci Badan nad Plastycznos$ciag Neuronalng

i Chorobami Mézgu MAB 8/2017).
Pt iy
oy

)
88

‘ ENP ’ Fundacja na rzecz

Nauki Polskiej BRAINGITY






Spis tresci

SEIIESZEZENIC. ... 10
ADSEFACT ... s 12
Alfabetyczny wykaz najczgsiciej stosowanych SKIOtOW ..........ccovveveiicrieieieneniseseeeenes 14
Lo WSTEP ettt et re b e nre s 16
1.1 Zaburzenia NEUIOIOZWOJOWE........cueiuiruirieaieeseenresentestestesiesie et ee e e bbb ane e eneenes 16
111 CzynniKi GENELYCZNE ...ueiuiiiiieieeeieeie e 17
1.1.2  Czynniki STOAOWISKOWE ......ooiviiiiiiiiiiiiiiiec e 18
1.2  OdpowiedZ uktadu odpOrnOSCIOWEEZO .......eeviviiiieiiiiiierie e 21
1.21  Roéznice w odpowiedzi odpornosciowej ze wzgledu na plec .........ocoeevviiiennn, 25

1.2.2  Stan zapalny w oSrodkowym ukladzie nerwowym (OUN), rola bariery

KIBW-TNIOZE ...ttt ettt b e bbbt b e st ettt b e st benn e neeneenes 27
1.3  Zwierzece modele zaburzen neurorozwojowych.........coccoviiiiiiiiiiiiiic e, 29
1.4 Metaloproteaza MAaCIEIZOWE 9 ..........ccvviririeiieiieie e 35
2. CELE PRACY Lottt bbb 40
3. MATERIALY I METODY ..ottt s 41
3.1 Zwierzeta wykorzystywane w doswiadczeniach .........cocceiiiiiiiiiiiiiiic, 41
B L1 ZIWICTZEEA e.eeeeiieee ettt 41
3. 1.2 WarUNKI DYETOWE ......oouviieiiieiiieieeeee e 41
3.1.3 ldentyfikacja genotypu (geNOtYPOWENIE)........cc.cveeiueeiieieeiecee et 42

3.2 Stymulacja uktadu odporno$ciowego czynnikiem o pochodzeniu bakteryjnym....42

3.3 Testy BENAWIOIAINE .......ocuviieieiece s 43
3.3.1  ODbsSerwacja W KIAtCE..........ccceeiuiiiiiecce et 43
3.3.2  Uniesiony labirynt krzyZowy (EPM) .......ccccooiiiiiiiiiiiiceec e 43
3.3.3 TSt trOJKOMOTOWY ....ccuviiiiiiiiiiiiie e 44
3.3.4  Testwaparacie ECO-HABT .........ocoii ittt 46
3.4 Metody biologii MOIEKUIAINE].........cviiiiii s 49
3.4.1  Podstawowe odczynniki ChEMICZNE........ccoiiiiiiiiiiiecee e 49

7



3.4.2  ZeStAWY KOMEICYJNE woovveivieiieeie et eie e ee st ee e te et ae e sraenae e e snaesneeneennes 50

3.4.3  ROZIWOIY 1 BUFOIY ..o s 51
3.4.4  Pobieranie i utrwalanie tanek ............cccoccoviiiiiiiis 51
345  Metody pracy z biatkami.......ccoocieveiiiiiiiiiciiie e 52
3.4.5.1 Izolacja i pomiar stgzenia biatka ...........cccooveiiiiiiiiiiii 52
3.4.5.2 Multipleksowy test immunoenzymatyczny - Luminex®...........ccccceeverieerinnnenne 52
3.4.5.3 Zymografia ZEIOWa........cccueiiiiiiiiiiiei s 54
3.4.6  Metody pracy z materialem genetyCznym ...........ccccvvvverierisieiseeneere e 55
3.4.6.1 Izolacja i pomiar stgzenia RINA ........ccoooiiiiiiiiiiiiecc e 55

3.4.6.2 Ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-gPCR)

56
3.5 ANALIZA TANYCN......oiiice s 60
I8 T8 A o (00 =T 1 1Y USSP 60
3.5.2  ANALIZY STALYSEYCZNE ... .i et 61
A WYNIKI .ot e e r e e 62

4.1  Charakterystyka zachowania dorostych myszy C57BL/6J (B6) po aktywacji

uktadu odporno$ciowego W 7 dNiU ZYCIa.......ccoviiiriiiiiieciei e 62
411  AKtywnoSC ZWIErzZat BO .......coooviiiiiiiiiii e 62
412  Emocjonalno$C Zwierzat BO ..........ccoiiiiiiiiiieiiiieseeie e 67
4.1.3  So0cjalno$C ZWIeTZat BO .......ccciviiiiiiiiiiiiii 70
4.2 Odpowiedz uktadu odpornosciowego siedmiodniowych myszy B6 na LPS.......... 76
4.2.1  Stezenia biatek W SUTOWICY 0SESKOW ......ccviiiiiiiiiiiiiiiiicne e 77
422  Aktywnos¢ zelatynolityczna w OUN ........ccoooviiiiiiiiiiii 82

4.2.3  Ekspresja genéw zwigzanych z odpowiedzig uktadu odpornosciowego

W roéznych strukturach OUN ........cooiiiiiiiice e 87

4.3 Rola MMP-9 w ksztattowaniu zachowania dorostych myszy po wczesnej

aktywacji uktadu 0dpOrnoSCIOWEZO........vviiieiiiieiieieesee e 90

431  Aktywnos¢ zwierzat liniit MMP-9 KO ........ccccooiiiiiiiiicee e 90



4.3.2  Emocjonalnos¢ zwierzat liniit MMP-9 KO.........ccccooviiiiiiiiii e 96
4.3.3  Socjalnos$¢ zwierzat liniit MMP-9 KO .........ccoiiiiiiiiii e 100
5. DY SKUSIA . ettt bbb 107

5.1  Jednorazowe podanie LPS w sid6dmym dniu zycia prowadzi do dlugotrwatych

ZMIAN W ZACNOWANTU MYSZY ..ttt ettt sttt ns bbb e e 108
5.2 Stan zapalny u mysich oseskow ma roézny przebieg ze wzgledu na ptec ............. 114

5.3  Wplyw wczesnego podania LPS na dlugotrwale zmiany w zachowaniu jest zalezny

(010 B B T A 1<) v Y SO SO SPS 117

5.4  MMP-9 reguluje zmiany w zachowaniu spolecznym po wczesnej stymulacji

uktadu OdPOTNOSCIOWEEZO .. ..ottt 119

5.5  Hipotetyczny mechanizm stojacy za zmianami w zachowaniu zwierzat poddanych

wczesnej stymulacji uktadu odpornoSCIOWEEZO0 .......eevvrviiieiiiiiiieee e 122
6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI......ooiiiiiiiiiisesee s 125
7. BIBLIOGRAFIA ..ottt 127
8. Publikacje wlasne doktorantki...........ccooiiiiiiiiiiiiiic 157



Streszczenie

Odbieranie bodzcoéw 1 odpowiednie reagowanie na nie sg kluczowe dla przetrwania
w ztozonym $rodowisku, a koordynacj¢ tych funkcji zapewnia uktad nerwowy. Jego
rozwoj jest precyzyjnie regulowany przez liczne czynniki, a zaktocenia tego procesu moga
prowadzi¢ do powstawania zaburzen neurorozwojowych (ang. neurodevelopmental
disorders, NDD), takich jak zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. autism spectrum
disorder, ASD), ADHD czy zesp6t Tourette’a. NDD charakteryzuja si¢ szerokim zakresem
objawow, w tym dysfunkcjami spolecznymi, niepelnosprawnoscig intelektualng oraz
problemami somatosensorycznymi. Mimo, ze doktadne przyczyny NDD pozostajg
niejasne, badania wskazujg na wptyw czynnikow genetycznych i sSrodowiskowych, w tym
stanu zapalnego. Istotng role w regulacji stanu zapalnego odgrywa metaloproteaza
macierzowa 9 (MMP-9), ktora uczestniczy roéwniez w procesach plastyczno$ci
synaptycznej. Dodatkowo w przebiegu wielu NDD wykryto podwyzszony poziom MMP-9
we krwi 1 moézgu pacjentow.

Badania na zwierzgtach czesto koncentrujg si¢ na okresie prenatalnym, modelujac
aktywacje uktadu odpornosciowego matki. Z uwagi na fakt, ze rozwoj uktadu nerwowego
Uludzi 1 myszy jest kontynuowany po narodzinach, w niniejszej pracy skupiono si¢
na okresie postnatalnym. Szczegdlng uwage poswiecono krytycznemu etapowi rozwoju
uktadu nerwowego — intensywnej synaptogenezie, ktora przypada na okoto 7 dzien zycia
myszy. W trakcie tego kluczowego etapu wystawiono uktad odpornosciowy zwierzat
na pojedynczg iniekcj¢ bakteryjnego lipopolisacharydu (LPS, 0,05 mg/kg), a jako kontrolg
zastosowano fizjologiczny roztwor soli (NaCl). Badania mialy na celu ocen¢ wpltywu
wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego na zachowanie dorostych myszy.

W pierwszej kolejnosci postanowiono scharakteryzowa¢ zmiany w zachowaniu
dorostych zwierzat po wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego. W tym celu
wykorzystano testy behawioralne mierzace aktywno$¢, emocjonalno$¢ oraz socjalnosé
myszy (obserwacja w klatce, test zawieszonego labiryntu krzyzowego, test trojkomorowy
oraz test w zautomatyzowanej klatce Eco-HAB™). Doroste zwierzgta poddane stymulacji
uktadu odpornosciowego byty mniej aktywne oraz mniej Igkliwe. Dodatkowo zauwazono,
ze podanie LPS ma inny wpltyw na zachowanie spoteczne samcé4w i samic. Samce
traktowane LPS wykazywaly stabsze zainteresowanie nieznanym bodzcem socjalnym przy
wyzszej preferencji do spedzania czasu w grupie. Natomiast w grupie samic

zaobserwowano, ze podanie LPS powodowato bardziej chetne eksplorowanie nieznanego
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zapachu spotecznego oraz spedzanie krotszego czasu w znanej grupie w poroOwnaniu
do samic z grupy kontrolnej.

W drugiej czesci eksperymentéw zbadano molekularne zmiany u siedmiodniowych
myszy po podaniu LPS. Analizowano st¢zenia bialek zwigzanych ze stanem zapalnym
w surowicy, aktywno$¢ zelatynolityczng metaloproteaz oraz zmiany ekspresji gendéw
w mozgach. Stymulacja za pomocg LPS prowadzita do wzrostu stezenia o$miu biatek
we krwi, w tym MMP-9. Najsilniejsza odpowiedz odpornosciowa pojawita si¢ 2 godziny
po podaniu LPS. W mozgu zaobserwowano wyzszg aktywnos¢ MMP-9 w korze mozgowej
obu pfci, a dodatkowo u samcoéw w hipokampie. Oprécz tego po 6 godzinach od podania
LPS stwierdzono wyzszg ekspresj¢ genow dla tnf-a, il-6 | mmp-9, zwlaszcza w prazkowiu.

W trzeciej czgsci badan oceniono wptyw genetycznie obnizonego poziomu MMP-9
na rozwoj zmian w zachowaniu wywotanych podaniem LPS u siedmiodniowych oseskow.
Eksperyment przeprowadzono na zwierzgtach z uszkodzonym genem MMP-9 (nokauty,
KO) oraz ich rodzenstwie z niezmienionym genotypem (WT). Przeanalizowano ich
zachowanie w dorostosci, wykorzystujac te same metody badawcze, co w czgsci pierwszej.
Podanie LPS, podobnie jak w pierwszym eksperymencie, obnizyto aktywno$¢ zwierzat.
Oprocz tego zaobserwowano, ze myszy linit MMP-9 KO sg bardziej Igkliwe. Podobnie jak
w przypadku pierwszej grupy zwierzat samce traktowane LPS chetniej spedzaly czas
W grupie, natomiast samice unikaty si¢ wzajemnie. Najciekawsze wyniki uzyskano jednak
w przypadku reakcji na nieznany bodziec spoteczny: samce WT z grupy LPS unikaty
nieznanego bodzca, natomiast samice WT LPS byly bardziej zainteresowane nieznanym
zapachem spolecznym. Co wazne, takiego efektu nie zaobserwowano u zwierzat KO.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych badan mozna stwierdzi¢, ze jednorazowe
podanie LPS w okresie intensywnej synaptogenezy moze by¢ wykorzystywane jako nowy
mysi model zaburzen NDD. Dodatkowo w niniejszej rozprawie wykazano, ze MMP-9 petni
istotng rol¢ w powstawaniu konkretnego typu zaburzen spotecznych — reakcji na nieznany
bodziec. Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych badan nad molekularnym
mechanizmem NDD oraz rola MMP-9 w diagnozowaniu lub terapii niektérych NDD.
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Abstract

A rapidly changing environment requires a well-functioning nervous system
to receive, process, and respond to numerous stimuli. Consequently, the development
of the nervous system is tightly regulated and strictly timed. Due to the complexity
and fragility of this process, any disruption can lead to abnormal brain functioning and,
subsequently, to neurodevelopmental disorders (NDDs) such as autism spectrum disorder
(ASD), ADHD, or Tourette syndrome. The above-mentioned NDDs are characterized
by several symptoms affecting cognitive skills, sociability, or sensorimotor processing.
Although the exact etiology of NDD remains unclear, research indicates the influence
of genetic and environmental factors, including inflammation. One of the mediators
of inflammation is matrix metalloproteinase 9 (MMP-9), also known for its role in synaptic
plasticity. Interestingly, elevated levels of MMP-9 were observed in the serum and brains
of NDD patients.

Studies on NDDs and inflammation mainly focus on pregnancy and use animal
models of maternal immune activation. Since nervous system development continues after
birth, this thesis focuses on the postnatal period. One key development period is exuberant
synaptogenesis, which occurs around postnatal day 7 (P7) in mice. During this time, mouse
pups were injected i.p. with a single dose of bacterial lipopolysaccharide (LPS, 0.05 mg/kg)
or physiological saline as a control (NaCl). The study aimed to evaluate the impact of early
immune system stimulation on the behavior of adult mice.

First, changes in the behavior of adult animals following early immune system
stimulation were characterized. Behavioral tests measuring mice activity, emotionality,
and sociability were conducted (cage observation, elevated plus maze test, three-chamber
test, and Eco-HAB™ automated cage test). After immune system activation, adult animals
were found to be less active and less anxious. Additionally, it was observed that
the administration of LPS had different effects on social behavior in males and females.
Male mice treated with LPS showed reduced interest in an unfamiliar social stimulus while
exhibiting a higher preference for spending time in a group. In contrast, in the female group,
LPS administration resulted in greater exploration of an unfamiliar social scent and less
time spent in a familiar group compared to the control group of females.

In the second part of the experiments, molecular changes were examined in P7 mice
following LPS administration. The concentration of inflammation-related proteins

in the serum, the gelatinolytic activity of metalloproteases, and gene expression changes
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inthe brain were analyzed. LPS stimulation increased the levels of eight proteins
in the blood, including MMP-9, with the most potent immune response in blood observed
2 hours after LPS injection. In the brain, higher MMP-9 activity was detected in the cortex
of both sexes and additionally in the hippocampus of males. Furthermore, 6 hours after LPS
administration, increased expression of genes for tnf-«, il-6, and mmp-9 was found,
particularly in the striatum.

The third part of the study assessed the impact of genetically reduced MMP-9 levels
on the development of LPS-induced behavioral changes in P7 mice pups. The experiment
was conducted on animals lacking MMP-9 (knock-out, KO) and their wild-type (WT)
littermates. In adulthood, their behavior was analyzed using the same methods as in the first
part of the study. As in the first experiment, LPS administration reduced the animals'
activity. Additionally, it was observed that MMP-9 KO mice exhibited higher anxiety
levels. Like the initial group, male mice treated with LPS preferred spending time
in a group, whereas females avoided one another. These effects were observed regardless
of the genotype. The most intriguing results concerned responses to an unfamiliar social
stimulus: WT males from the LPS group avoided the unfamiliar social stimulus, whereas
WT females from the LPS group were more interested in the unfamiliar social scent.
Notably, this effect was not observed in KO animals.

In summary, based on this study's findings, it can be concluded that a single LPS
administration during exuberant synaptogenesis can serve as a novel mouse model
for NDDs. Additionally, this dissertation demonstrated that MMP-9 plays a significant role
in developing a specific type of social impairment—responses to an unfamiliar stimulus.
The results provide a foundation for further research into the molecular mechanisms
underlying NDD and the role of MMP-9 in diagnosing or treating certain NDD conditions.
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Alfabetyczny wykaz najczesciej stosowanych skrétow

NDD
ASD

ADHD

OUN

MIA

HPA

TNF-a

NF-«xB

TLR4

MyD88

TLR4-
MyD88-
NF-«xB
LPS
BBB
MMP-9

KO
WT
I.p.
EPM
MRNA

B6

zaburzenia neurorozwojowe, ang. neurodevelopmental disorders
zaburzenia ze spektrum autyzmu, ang. autism spectrum disorders

zespot nadpobudliwosci  psychoruchowej, ang. attention deficit
hypermobility disorder

osrodkowy uktad nerwowy

model aktywacji uktadu odporno$ciowego matki, ang. maternal immune
activation

o$§ podwzgorze-przysadka-nadnercza, ang. hypothalamic-pituitary-
adrenal axis

czynnik martwicy nowotworoéw, ang. tumor necrosis factor «

jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-«B, ang. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells

receptor toll-podobny 4, ang. toll-like receptor 4

biatko adaptorowe Myd88, ang. myeloid differentiation primary
response 88

Sciezka sygnatowa prowadzgca do aktywacji czynnika transkrypcyjnego
NF-xB

lipopolisacharyd
bariera krew-modzg, ang. blood-brain barrier
metaloproteaza macierzowa 9, ang. matrix metalloproteinase 9

nokaut, homozygotyczny mutant z unieczynnionym genem, ang. knock-
out
mysz niezmieniona genetycznie, o dzikim genotypie, ang. wild-type

dootrzewnowe podanie substancji, ang. intraperitoneal
Uniesiony labirynt krzyzowy. ang. elevated plus maze
matrycowe RNA, ang. messenger RNA

szczep wsobny myszy C57BL/6J
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P7

SEM

7 dzien po urodzeniu, ang. postnatal day 7

btad standardowy $redniej, ang. standard error of the mean

Wykaz skrotow uzytych do okreslenia badanych grup

NacCl

LPS

WT NaCl

WT LPS

KO NaCl

KO LPS

myszy poddane iniekcji fizjologicznym roztworem soli

myszy poddane iniekcji czynnikiem bakteryjnym - lipopolisacharydem
niezmienione genetycznie myszy linit MMP-9 KO, traktowane NaCl
niezmienione genetycznie myszy linit MMP-9 KO, traktowane LPS
homozygotyczne mysie nokauty MMP-9, traktowane NaCl

homozygotyczne mysie nokauty MMP-9, traktowane LPS
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1. WSTEP

1.1 Zaburzenia neurorozwojowe

Rozwoj ukladu nerwowego jest Scisle kontrolowany przez szereg czynnikow.
Nieprawidlowosci w tym procesie mogg prowadzi¢ do wielu zmian w funkcjonowaniu
o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN) oraz calego organizmu. Zaburzenia, ktorych
przyczyn dopatruje si¢ na tym etapic rozwoju nazywa si¢ zbiorczo zaburzeniami
neurorozwojowymi (ang. neurodevelopmental disorders, NDD). Zgodnie z DSM-V
klasyfikuje si¢ 6 grup takich schorzen: zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. autism
spectrum disorder, ASD), zespo6t nadpobudliwos$ci psychoruchowej (ang. attention deficit
hyperactivity  disorder, ADHD), niepelnosprawno$¢ intelektualna, zaburzenia
komunikacji, zaburzenia ruchowe i specyficzne trudnosci w uczeniu si¢l. Czesto zdarza

si¢ postawienie diagnozy wigcej niz jednego zaburzenia.

zmiany w wielkosci mozgu
lub struktur, rozszerzone
komory mézgu

zmiany w liczbie
i morfologii kolcow  zaburzenia w szlakach
dendrytycznych neuroprzekaznikow

stan zapalny,
podwyzszone
poziomy cytokin

zaburzone
funkcje poznawcze

obnizone lub nadmierne
napiecie migsniowe

zmiany w przetwarzaniu
somatosensorycznym

zburzenia
socjalne

zaburzony
mikrobiom i praca
jelit

b
eht?iWioral'r\e Objawy pola

Ryc. 1.1. Diagram przedstawiajacy grupy objawow wraz z przykladami. Symptomy
obserwowane u pacjentow skladaja si¢ na skomplikowany i1 roéznorodny obraz zaburzen
neurorozwojowych-%, Wszystkie ryciny zamieszczone w niniejszej pracy sg oryginalne i zostaly
przygotowane samodzielnie przez autorke.
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Uwaza si¢, ze objawy obserwuje si¢ juz w dziecinstwie i cechg charakterystyczng
NDD jest fakt utrzymywania si¢ symptomow przez cate zycie. Pomimo wielu badan i préb
ustalenia molekularnych wskaznikow poszczegdlnych schorzen, diagnoza wigkszosci
z nich caty czas opiera si¢ na objawach widocznych w zachowaniu. Objawy te moga by¢
zwigzane z: 1) zachowaniem spotecznym, np.: unikanie kontaktow, niezrozumienie norm
spotecznych, opdznienie w rozwoju mowy czy catkowity brak komunikacji werbalnej;
2) zaburzenia kognitywne, np.: opdznienie w nauce, trudnosci w skupieniu uwagi, trudnosé¢
w przetwarzaniu informacji 3) zaburzenia psychoruchowe, np.: nadmierna ruchliwo$¢,

L7-9 " Pomimo,

echolalia, zachowania repetytywne, autoagresja czy impulsywnos¢
ze diagnoz¢ stawia si¢ na podstawie objawdw behawioralnych, u czesci pacjentéw z NDD
mozna stwierdzi¢ wiele innych wspolnych symptoméw klinicznych. Jedna z hipotez
wyjasniajagcych mechanizmy NDD sugeruje, ze kluczowa role odgrywaja zaburzenia
w przekaznictwie synaptycznym. Wskazuja na to zmiany w liczbie i morfologii kolcow
dendrytycznych, ktore sa nosnikami synaps pobudzajgcych, oraz dysfunkcje szlakow
neuroprzekaznikéw, takich jaka serotonina, dopamina czy kwas fy-aminomastowy
(GABA)311 Na rycinie 1.1 zaprezentowano grupy objawéw obserwowanych
U pacjentow z NDD. Wsrdd przyczyn wystgpowania NDD wymienia si¢ czgsto czynniki
genetyczne. Przyktadem zaburzen neurorozwojowych, ktoérych podtoze jest bezposrednio
zwigzane z zaburzeniami genetycznym sg: zespot Downa (trisomia chromosomu 21),
zespol Angelmana 1 Pradera-Willego (mikrodelecja w regionie ql11-13 kolejno:
matczynego lub ojcowskiego chromosomu 15) lub zespot tamliwego chromosomu
X (powielenie trojki CGG w genie frm1 na chromosomie X)'?24, W przypadku zaburzen
takich jak ASD, ADHD czy schizofrenia, doktadna etiologia nie jest poznana i obok tta

genetycznego wymienia si¢ czynniki srodowiskowe.

1.1.1 Czynniki genetyczne

Badania nad genetycznym podtozem zaburzen neurorozwojowych wymieniaja nawet
1500 ,,genow ryzyka”, tj. gendéw, w ktorych mutacje zwigzane sg z wigkszym
prawdopodobienstwem  wystgpienia ASD, ADHD czy innych zaburzen
neurorozwojowych®1¢. W celu tatwiejszego $ledzenia postepéw w badaniach tworzone
sg bazy danych zbierajace informacje o genach ryzyka. Przykladem moze by¢ SFARI gene,
baza danych fundacji Simons Foundation Autism Research Initiative, ktora wymienia
ponad 1200 genoéw zwiagzanych z ASD. Klasyfikacja w takich bazach moze by¢ zwigzana

z czgstoscig wystgpowania, dziedzicznoscig (np. mutacja de novo, dziedziczenie

17



recesywne), funkcjonalnoscig genu (np. brak funkcji lub zmieniona funkcja). Dokonuje
si¢ tez podziatu ze wzgledu na molekularny mechanizm zachodzenia mutacji, czy jest
on zwigzany ze zmiang w obrgbie jednego genu np. delecja fragmentu, polimorfizm
pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism, SNP); fragmentu
chromosomu, np. utrata czeSci ramienia, duplikacja fragmentu, translokacja na inny
chromosom; lub aberracji chromosomalnej np. aneuploidia lub polisomia. Wsrédd ,,genow
ryzyka” mozna wymieni¢ te zwigzane z przekaznictwem synaptycznym np. shank3,
cntnap2 czy syn1*1718:  dziataniem rybosoméw np. fmrl!® czy migracja komorek

np. reln?:2t,

1.1.2 Czynniki Srodowiskowe

Stan zapalny

Jednym z wymienianych czynnikow ryzyka diagnozy NDD jest stan zapalny
W cigzy lub w okresie wczesnego dziecinstwa?? 2?4, Najczeéciej wymienia sie aktywacje
uktadu odpornosciowego matki (ang. maternal immune activation, MIA) jako czynnik
ryzyka zwigzany ze stanem zapalnym. Co ciekawe, stan zapalny matki nie musi by¢
zwigzany z infekcja wirusowa, bakteryjng czy grzybicza. Czynnikiem ryzyka jest takze
chroniczny stan zapalny w trakcie cigzy. Wsrdd jednostek chorobowych zwigzanych
Z przewleklym stanem zapalnym mozna wymieni¢ otylo$¢, alergie, choroby
autoimmunologiczne czy depresje?®?®. W pracy Lopez-Aranda i wspotpracownikow
wykazano, ze hospitalizacja pomigdzy 1 a 3 rokiem zycia z powodu infekcji wirusowej
lub bakteryjnej  takze  podnosita ryzyko  postawienia  diagnozy  zaburzen
neurorozwojowych?®, U pacjentéw z NDD, najczesciej w ich krwi, stwierdza
si¢ podwyzszone poziomy mediatorow stanu zapalnego (cytokin czy chemokin), a takze
zaburzong rownowage miedzy frakcjami komérek uktadu odpornosciowego?’ 28, Waznych
dowodow na rolg stanu zapalnego w NDD dostarczaja takze badania nad zastosowaniem
lekow przeciwzapalnych u pacjentow z tymi zaburzeniami. W pracy Zawadzkiej
I wspolpracownikow zebrano dane wskazujace, ze obnizenie stanu zapalnego skutkowato
oslabieniem objawéw behawioralnych u pacjentéw z ASD?°. Dodatkowo, badania na
mozgach pacjentow z ASD lub schizofrenig wykazaty istotne roznice w liczbie i morfologii
kolcow dendrytycznych®. W pracy przegladowej Pekaty i wspotpracownikow zestawiono
te dane z badaniami na zwierzecych modelach, w ktorych wykazano, ze MIA wplywa

na zmiany w budowie kolcow dendrytycznych u potomstwa®.
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Zaburzenia metaboliczne

Kolejnym czynniki zwigkszajacym prawdopodobienstwo wystapienia NDD sa
zaburzenia metaboliczne. Jako przyktad moze postuzy¢ fenyloketonuria. Jest to choroba
zwigzana z niedoborem hydroksylazy fenyloalaniny, ktéra jest dziedziczona w sposob
recesywny. Brak tego enzymu lub jego niskie st¢zenie prowadzi do gromadzenia
si¢ fenyloalaniny, co przy braku leczenia moze prowadzi¢ do niepetosprawnos$ci
intelektualnej, drgawek i zaburzen behawioralnych®’. Ze wzgledu na czeste wystepowanie
tego schorzenia (w Polsce 1 na ok. 7500 urodzen) tuz po urodzeniu stosuje si¢ badania
przesiewowe w celu wykrycie fenyloketonurii®l. Warto dodaé, ze nawet jesli dziecko
nie jest nosicielem wadliwej kopii genu, to w przypadku nieleczonej fenyloketonurii
u matki, gromadzaca sie fenyloalanina moze doprowadzi¢ do zaburzef w rozwoju ptodu®.
Badania na zwierzg¢tach wykazaty, ze podwyzszone poziomy tego aminokwasu moga
powodowaé stres oksydacyjny i zmiany w metabolizmie komérkowym, ktére moga
posrednio prowadzi¢ do procesoOw zapalnych w obrebie tkanki nerwowej i nasilaé
degeneracje neurondéw>3. Innym zaburzeniem metabolicznym, ktérego wystepowanie moze
skutkowac zaburzeniem w rozwoju uktadu nerwowego, jest cukrzyca. Tak jak w przypadku
fenyloketonurii, nieleczona cukrzyca, zarowna u dziecka, jak i ci¢zarnej kobiety, moze
prowadzi¢ do uszkodzen OUN i w konsekwencji NDD®*¢, Co ciekawe, cukrzyca jest
rowniez schorzeniem, w przebiegu ktérego obserwuje sie stan zapalny®’. Nie jest wiec
wykluczone, ze w niektérych przypadkach zar6wno zaburzony metabolizm,

jak i chroniczna aktywacja uktadu odpornosciowego prowadza do rozwinigcia NDD.
Dieta i uzywki

Najbardziej znanym sktadnikiem odzywczym kojarzonym z okresem cigzy jest kwas
foliowy, inaczej zwany witaming B9. W organizmie pelni szereg funkcji od regulacji
podziatéw komorkowych po wspieranie proceséw krwiotworezych®$%, Niedobory kwasu
foliowego w okresie prenatalnym moga skutkowa¢ wadami cewy nerwowej,
co w konsekwencji moze prowadzi¢ do dalszych nieprawidtowosci w rozwoju OUN?,
Innym przyktadem sktadnika odzywczego, ktorego suplementacje zaleca si¢ w okresie
cigzy jest jod. Jest to mikroelement niezbedny do poprawnej pracy uktadu
wewnatrzwydzielniczego, a szczeg6lnie pracy tarczycy. Niedobory jodu w okresie cigzy,
a takze na wczesnym etapie zycia mogg prowadzi¢ do obnizenia nastroju, depresji, a takze

obnizenia funkcji kognitywnych*142,
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Osobng kategorig przyjmowanych substancji, ktore w cigzy moga prowadzic¢
do zaburzen neurorozwojowych sa uzywki lub niektore leki**#4. Jako przyktad mozna
poda¢ spozywanie alkoholu etylowego, ktére nawet u dorostych moze prowadzié

do nieodwracalnych zmian w strukturze moézgu®

. Nic wigc dziwnego, ze alkohol
przyjmowany w cigzy prowadzi do istotnych zaburzen w pracy uktadu nerwowego.
Szeroko prowadzone badania nie wykazaty bezpiecznej dla ptodu dawki alkoholu®®.
Réznice w ilosci 1 czestotliwosci spozywania alkoholu w cigzy moga prowadzié
do wystapienia u potomstwa spektrum objawoéw okreslanych jako alkoholowy zespot
ptodowy (ang. fetal alcohol syndrome, FAS). Pacjenci z FAS zmagajg si¢ mi¢dzy innymi
z zaburzeniami malej motoryki, koordynacji wzrokowo-ruchowej czy z zaburzeniami
czucia*’. Co istotne, uzywki, takie jak alkohol i tyton, mogg nasila¢ stan zapalny poprzez

stymulacje wytwarzania cytokin prozapalnych oraz zwigkszanie stresu oksydacyjnego

W organizmie.
Urazy fizyczne i niedotlenienie

Mechaniczne uszkodzenie uktadu nerwowego, rowniez jest rozpatrywany jako czynnik
wptywajacy na rozwoj NDD. Jedynym z najczesciej diagnozowanych zaburzen
neurorozwojowych zwigzanych z uszkodzeniem OUN jest moézgowe porazenie dzieciece.
Do objawow tego zaburzenia nalezy obnizone napigcie mig$niowe, drgawki czy problemy
ze stuchem. Uwaza sie, Ze czestotliwo$é tego zaburzenia wynosi nawet 1:500 urodzen?®,
Jako jeden z czynnikdw wystgpienia moézgowego porazenia dziecigcego wymienia
si¢ takze niedotlenienie mozgu. Uraz czy niedotlenienie moze prowadzi¢ do wystapienia
w OUN stanu zapalnego, a w konsekwencji do dalszych zaburzen. Skutkiem stanu
zapalnego, moze byé zmiana w rozwijajacych sie potgczeniach synaptycznych®.
Zaburzenia w sieci neuronalnej moga prowadzi¢ do epileptogenezy i wystapienia padaczki,
ktora jest czgsto wspotdiagnozowanym schorzeniem u pacjentdw z mozgowym

porazeniem dzieciecym®.
Urazy psychiczne

Ostatnia, ale nie mniej wazng grupg czynnikow §rodowiskowych, ktére moga wptynac
na pojawienie si¢ NDD sg traumatyczne wydarzenia i urazy psychiczne doswiadczone
na wczesnym etapie zycia®l. Brak zapewnionej opieki, niezaspokojone potrzeby
emocjonalne czy spoteczne wywotujg nadmierny stres, co szczegolnie na wczesnym etapie

zycia moze skutkowaé nieodwracalnymi zmianami w OUN. Badania prowadzone
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na grupie dzieci przebywajacych w placéwkach opickunczych wykazaty istotne opdznienia
W wystgpieniu kolejnych naturalnych etapéow rozwojowych, takich jak pojawienie
si¢ mowy czy chodzenie®’. Uwaza sie, ze mechanizmem stojacym za obserwowanymi
zmianami  jest nadmierna  aktywacja  osi  podwzgdrze-przysadka-nadnercza
(ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA). Aktywno$¢ HPA zwigzana jest
z uwalnianiem kortyzolu do krwi i aktywacja uktadu wspotczulnego w odpowiedzi na stres.
Nadmierna 1 dtugotrwata aktywnos$¢ osi HPA moze prowadzi¢ do obnizenia odpornosci,
a takze rozregulowania fizjologicznej odpowiedzi na bodzce®.

Warto zauwazy¢, ze pomimo roznorodnosci czynnikow $rodowiskowych, wspdlnym
mianownikiem wielu z nich jest stan zapalny. Zrozumienie mechanizméw prowadzacych
do zajscia zmian w OUN pod wptywem aktywacji uktadu odporno$ciowego wydaje si¢ by¢
istotnym elementem koniecznym do zrozumienia wieloczynnikowych zaburzen

neurorozwojowych.

1.2 Odpowiedz ukladu odpornosciowego

Pierwszym etapem stanu zapalnego jest aktywacja komoérek uktadu odpornosciowego
m. in.: makrofagdw, mastocytow 1 komorek dendrytycznych. Uwolnione przez
nie mediatory prowadza do wazodylatacji i zwigkszenia przepuszczalnosci $rodbtonka.
W tym procesie udziat biorg m. in. enzymy degradujagce macierz zewnatrzkomorkowsg —
metaloproteazy macierzowe (ang. matrix metalloproteinases, MMP), w tym MMP-9.
Dzigki temu utatwiona jest migracja komorek Zernych do zainfekowanych tkanek. Wraz
Z neutralizacja zagrozenia (fagocytoza martwych komorek lub patogenéw) dochodzi
do wyciszania stanu zapalnego dzigki mediatorom przeciwzapalnym, a nastepnie
do regeneracji tkanki. Przewlekty stan zapalny, wynikajacy z braku eliminacji bodzca
lub rozregulowania mechanizméw wyciszajacych, moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek
1 rozwoju chorob przewlektych. Do mediatorow odpowiedzi odpornosciowej naleza
czasteczki zarowno promujace, jaki i hamujace stan zapalny poprzez propagacje sygnatu
czy wplyw na wzrost i proliferacje komorek odpornosciowych. Mediatorami stanu
zapalnego s3 cytokiny, ws$réd ktérych mozna wyrdzni¢ interleukiny (IL), czynniki
martwicy nowotworow (TNF), interferony (IFN) oraz chemokiny (CCL). Gtéwng funkcja
tej ostatniej grupy jest wspieranie migracji komoérek poprzez chemotaksje. W tabeli 1.1.
przedstawiono wybrane cytokiny wraz z przyktadami petnionych funkcji oraz gtéwnym

zrédtem komorkowym.
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W regulowaniu stanu zapalnego uczestniczg takze pochodne kwasu arachidonowego:
prostaglandyny i leukotrieny, ktore sygnalizujg OUN rozwoj goraczki, obrzeku i bolu.
Dodatkowym elementem ukladu odporno$ciowego istotnym w regulowaniu reakcji
zapalnych sg sktadniki uktadu dopetiacza. W jego sktad wchodzi okoto 60 réznych biatek
obecnych w osoczu utatwiajgcych rozpoznanie i neutralizacj¢ patogenow. Obecno$¢ tak
wielu mediatoréw umozliwia stworzenie skutecznego systemu reagowania i obrony przed
réznorodnymi czynnikami chorobotwoérczymi, zarOwno zewnetrznymi,

jak i wewnetrznymi.

Tab. 1.1. Wybrane mediatory odpowiedzi ukladu odpornosciowego. W tabeli

przedstawiono ich gtéwne zrodto komérkowe oraz przyktady funkcji®*’.

Nazwa &1L Przyklad funkcji
komorkowe
i Indukowanie stanu zapalnego, promowanie
IL-1B makrofagi "
wazodylatacji
IL-2 limfocyty T Stymulowanie wzrostu i proliferacji limfocytow T
IL-4 limfocyty Th Stymulowanie réznicowania limfocytow B
i Promowanie stanu zapalnego, aktywacja
IL-6 fibroblasty . \
limfocytow T
IL-10 aktywne Hamowanie uwalniania cytokin prozapalnych,
i monocyty blokowanie prezentacji antygenu
monocyty Aktywowanie limfocytow T i komorek NK,
IL-12 p70 . . : . .
i makrofagi promowanie produkcji interferonow
. Wspomaganie proceséw krwiotworczych poprzez
IL-17 limfocyty T mobilizacje komorek szpiku kostnego
makrofagi Regulowafue apoptozy i rekrutacji l_eukocytow
TNF-a - do ognisk zapalnych, promowanie stanu
i limfocyty Ty
zapalnego
TNFSHZ (ang. T'.\": Regulowanie apoptozy oraz proliferacji komorek
Ligand Superfamily monocyty w uszkodzonveh tkankach
Member 12, TWEAK) Y
limfocyty T¢ )
- i Ak krofagé
IFN-y i komorki NK tywowanie makrofagow
Aktywowanie oraz wspieranie migracji
CCL5 limfocyty T limfocytéw T przez srédbtonek (wysciotke
naczyn krwionos$nych)

Istotnym aspektem sprawnie dzialajagcego uktadu odpornosciowego jest

rozroznianie wilasnych, zdrowych komorek oraz czasteczek od obcych i potencjalnie
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zagrazajagcych czynnikow. Jest to mozliwe dzieki specjalistycznym receptorom
rozpoznajacym wzorce molekularne (ang. pattern recognition receptors, PRR)%.
Receptory te moga znajdowa¢ si¢ na powierzchni komoérek ukladu odpornosciowego
(monocytach, makrofagach, komoérkach dendrytycznych, komodrkach NK) lub w ich
wnetrzu, ale takze na komorkach $rodbtonka. Do najlepiej poznanych PRR nalezg
receptory toll-podobne (ang. toll-like receptor, TLR), ktore moga znajdowac
si¢ na powierzchni komoérek (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6) oraz receptory
endosomalne wykrywajace sfagocytowane patogeny (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9)*°. TLR4
to receptor powierzchniowy obecny na monocytach, komoérkach dendrytycznych,
neutrofilach i mastocytach. Jedng 2z rozpoznawanych przez TLR4 czgsteczek
jest lipopolisacharyd (LPS). LPS jest skladnikiem budujagcym zewnetrzng blone
komérkowg bakterii gram ujemnych oraz cyjanobakterii®. Oprocz LPS do agonistow
TLR4  naleza: nikiel, opioidy, fibrynogen oraz komponenty macierzy
zewnatrzkomoérkowej, takie jak fragmenty hialuronianu czy niektére proteoglikany®’.
Przylaczenie si¢ LPS do TLR4 prowadzi do rekrutacji biatka MyD88 (ang. myeloid
differentiation primary response 88) poprzez biatko adaptorowe TIRAP (ang. TIR domain-
containing adaptor protein). Wiagzania w tym kompleksie opieraja si¢ na domenie
wewnatrzkomorkowej TIR®61, Nastepnie dochodzi do kaskady fosforylacji regulowanej
przez kolejne kinazy: IRAK4 i IRAK1 (kinazy zwigzane z receptorem dla IL 1, ang. IL-1
receptor-associated kinase), TRAF6 (czynnik zwigzany z receptorem dla TNF typu 6,
ang. TNF receptor-associated factor 6), MAP3K7 (kinaza potrdjnie aktywowana przez
mitogeny, ang. mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7) oraz kinaz¢ IxB (ang.
IxB kinase, IKK)**®2, Czynnik transkrypcyjny NF kB (ang. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) znajduje si¢ w cytoplazmie, gdzie jest zwigzany

ze swoim inhibitorem — kB,
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Ryc. 1.2. Schemat $ciezek sygnalowych po aktywacji TLR4. Przylgczenie si¢ agonisty np. LPS
prowadzi do indukcji $ciezki sygnatowej TLR4-MyD88-NF-kB. Po aktywacji receptora
powierzchniowego dochodzi do jego internalizacji i pobudzenia alternatywnej $ciezki sygnatowej
TLR4-TRIF-IRF. Przerywanymi strzatkami przedstawiono propagacje¢ sygnatu na drodze kaskady
fosforylacji. Pod ikonami helis DNA podano przyktady biatek, ktorych geny ulegaja ekspresji
pod wplywem wspomnianych $ciezek sygnatowych5°606263,

W wyniku wspomnianej kaskady sygnatowej dochodzi do fosforylacji inhibitora,
a odhamowany NF-kB migruje do jadra komorkowego, gdzie aktywuje transkrypcje genow
zwigzanych m. in. z odpowiedzig zapalng. Istotnym etapem po aktywacji TLR4 jest jego
internalizacja do endosomu®®. Dzieki temu mozliwe jest aktywowanie alternatywnego
szlaku sygnatowego. Do TLR4 znajdujacego si¢ w endosomie, poprzez biatko adaptorowe
TRAM (ang. TIR domain-containing adaptor molecule), przytacza si¢ biatko TRIF —
czasteczka adaptorowa z domeng TIR indukujaca interferon-f (ang. TIR domain-
containing adaptor inducing interferon-B)®1. Na drodze fosforylacji przez kinazy TBK1
(Kinaza 1 wigzaca biatko TANK ang. TANK-binding kinase 1) oraz IKKe dochodzi
do migracji czynnikow regulujacych interferony (ang. interferons regulating factors, IRF)
do jadra komoérkowego®l. Tam, jako czynniki transkrypcyjne, doprowadzaja do wzrostu

ekspresji genéw zwigzanych z interferonami typu 151, Alternatywna $ciezka sygnalowa

24



zwigzana jest gléwnie z odpowiedzig przeciwwirusowa 1 propagacja sygnatu
do pozostatych receptoréw endosomalnych np. TLR3. Internalizacja TLR4 jest tylko
czasowym zjawiskiem, a receptor moze zosta¢é ponownie zrekrutowany do btony
komorkowej lub ulec degradacji. Biatka produkowane na drodze Sciezki sygnatowej TLR4-
MyD88-NF-kB mogag prowadzi¢ do dalszego rozwoju reakcji odpornosciowej
i propagowania stanu zapalnego poza =zainfekowang komorke. Na rycinie 1.2.
przedstawiono schemat sygnalizacji komorkowej po aktywacji TLR4 wraz z przykladami
biatek, ktorych geny ulegaja transkrypcji na drodze $ciezki sygnatowej TLR4-MyD88-
NF-«B.

1.2.1 Réznice w odpowiedzi odpornosciowej ze wzgledu na pleé

Istotnym czynnikiem modulujagcym reakcje odpornosciowe jest ptec.
W organizmach kobiet obserwuje si¢ wigcej aktywnych limfocytow T i B w poréwnaniu
do mezczyzn, a oprocz tego limfocyty T wykazuja sie intensywniejsza proliferacja.
U me¢zczyzn obserwuje si¢ natomiast wiecej makrofagdw oraz neutrofili, co moze by¢
zwigzane z intensywniejszym przechodzeniem stanu zapalnego. Dodatkowo ekspresja
gendow zwigzanych z TLR jest wyzsza w zenskim organizmie, tak samo jak produkcja
przeciwciat przez limfocyty B, Istotng role w kontroli stanu zapalnego pehia geny
obecne na chromosomie X zwigzane ze Sciezka NF-kB np.: il2rg (gen kodujacy receptor
dla IL-2, -4, -7 i -21), tIr7 czy foxp3 (gen kodujacy skurfing, biatko zwigzane z regulacja
i dojrzewaniem limfocytow T)%¢7. Co ciekawe, w przebiegu zespotu Klinefeltera (kariotyp
47, XXY) lub Turnera (kariotyp 47, XXX) czesto wspotwystepuja choroby
autoimmunologiczne. Podanie pacjentom testosteronu skutkowato ostabieniem
nadmiernych objawow zapalnych®®. Hormony sterydowe, do ktérych nalezy testosteron,
W duzym stopniu regulujg dziatanie uktadu odpornosciowego. Poziom hormonow pici
(androgenéw, estrogendw, progesteronu) wzrasta intensywnie w okresie dojrzewania.
Glowna funkcja tych hormonow jest regulowanie uktadu rozrodczego, ale oprécz tego
moga wplywa¢ na inne procesy w organizmie, w tym na regulacj¢ uktadu
odpornosciowego. Dziatanie hormonow ptciowych odbywa si¢ gtdéwnie poprzez receptory
dla estrogenéw (ER) i androgenow (AR)®78%70, Wyroznia sie dwa gtéwne ER: ERa i ER.
Oba typy sa eksprymowane przez komorki uktadu odpornosciowego, np. makrofagi
czy komorki dendrytyczne®”. W populacji limfocytow T obserwuje sie wysoka ekspresje
gendw zwiazanych z ERa, natomiast wérod limfocytow B przewaza typ ERB®.Co ciekawe,

poziomy RNA genow esrl i esr2, kodujacych kolejno ERa i ERP nie réznity si¢ znaczaco
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miedzy limfocytami pobranymi od kobiet i od mezczyzn’®. Przytaczenie si¢ agonisty
do ER moze prowadzi¢ do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych, np. NF-xB
czy aktywatorowego czynnika biatkowego 1 (ang. activator protein 1, AP-1). Sam receptor
ER réwniez moze migrowac do jadra komorkowego, gdzie przylacza si¢ do elementow
odpowiedzi na estrogeny (ang. estrogen response elements, ERE) i dziata jako czynnik
transkrypyjny®”’°. Badanie nad wptywem jednego z estrogendéw - estradiolu na komorki
uktadu odpornosciowego ujawnity, ze efekt zalezny jest od stezenia. Przy niskim st¢zeniu
zardwno monocyty i makrofagi wykazywaty wysoki poziom ekspresji IL-1, IL-6 oraz TNF,
natomiast w obecnosci wysokich stezen estradiolu zaobserwowano obnizenie produkcji
tych cytokin®. Poziomy krazacego estradiolu zmieniaja sie w trakcie cyklu miesigcznego
i istotnie spadaja w okresie przekwitania, co moze tlumaczy¢ spadek odpornosci
obserwowany u kobiet w okresie postmenopauzalnym. W przypadku androgenow, glownie
testosteronu, wysoki poziom obserwuje si¢ u m¢zczyzn po okresie dojrzewania. U kobiet
stezenia kragzacych androgendéw sa zazwyczaj nizsze, natomiast w przebiegu niektorych
zaburzen obserwuje si¢ ich wzrost np. w zespole policystycznych jajnikow®’.
Zaobserwowano, ze obecno$¢ testosteronu obniza liczbe TLR4 na powierzchni
makrofagdw, a takze redukuje aktywnos¢ komorek NK. Uwaza si¢, ze androgeny wptywaja
immunosupresyjnie, a U mezczyzn z niskim poziomem testosteronu obserwuje si¢ wigksze
stezenie cytokin prozapalnych®.

Badania na zwierzg¢tach pozwolily na dokladniejsze zrozumienie mechanizmow
wptywajacych na réznice w odpowiedzi odpornosciowej samcoéw i samic. Wykazano,
ze pomimo niewielkich réznic w ekspresji genéw w warunkach fizjologicznych miedzy
samcami 1 samicami, to podanie interferonu prowadzito do wyzszej ekspresji genow
zwigzanych z odpowiedzig nieswoista w makrofagach samic’’. Dodatkowo stwierdzono
wigce] leukocytéw w przestrzeni otrzewnej u samic myszy, a komorki te posiadaty wigcej
receptorow TL'?. Badania na mysim modelu wczesnej aktywacji uktadu odpornoéciowego
z wykorzystaniem zwierzat MyD88 KO ujawnity, ze samce myszy z uszkodzonym genem
myd88 po stymulacji ukladu odpornosciowego wykazywatly wickszy Iek i mniejsza
towarzysko$¢ niz samce z grup kontrolnych. U samic efekty te byly mniej wyrazne,
co stanowi dowod, ze dzialanie istotnego biatka w $ciezce sygnatowej TLR4-MyD88-NF-
kB jest zalezne od pici”.

Warto rowniez doda¢, ze wsréd hormonow sterydowych nie tylko te zwigzane
bezposrednio z plcia, wptywaja na uktad odpornosciowy. Kortyzol, a u myszy gtownie

kortykosteron maja dzialanie przeciwzapalne™. Nalezag one do hormonow
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glukokortykosteroidowych i wytwarzane sg przez kore nadnerczy na drodze aktywacji osi
HPA, 0 czym juz wspomniano wczesniej. Poprzez przylaczenie si¢ kortykosteronu
do receptorow dla glukokortykoidow blokowane jest dziatanie niektorych czynnikow
transkrypcyjnych, wtym NF-kB®°. Kortykosteron zmniejsza takze przepuszczalno$é
naczyn krwiono$nych i ogranicza migracj¢ leukocytow do miejsc zapalenia, redukujgc
obrzek i zaczerwienienie®. Nadmierne wydzielanie kortykosteronu, np. w reakcji na stres
lub w wyniku dhugich infekcji, moze skutkowa¢ rozregulowaniem uktadu
odpornosciowego, a w konsekwencji zwickszeniem podatnosci na infekcje™. W zwiazku
Z wymienionymi czynnikami, uwaza si¢, ze zarowno odpowiedz odpornosciowa swoista

i nieswoista jest skuteczniejsza u samic niz u samcow®.

Skutkuje to szybszym
zwalczaniem infekcji, a takze silniejszym dziataniem szczepien wérod kobiet®®. Wiaze sie
to niestety takze z wyzszym prawdopodobienstwem  wystapienia  chorob
autoimmunologicznych®*57. Co ciekawe, jest to zjawisko obserwowane tylko w dorostosci,
poniewaz u dzieci przed okresem dojrzewania, a takze u 0sob starszych silniejsze reakcje

odpornosciowe obserwuje sie wéroéd mezczyzn®,

1.2.2 Stan zapalny w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN), rola bariery

krew-mozg

Wyjatkowa cechg uktadu nerwowego jest posiadanie tzw. uprzywilejowania
immunologicznego. Jest to unikalna wiasciwos¢ polegajgca na obnizonej aktywnoSci
uktadu odpornosciowego, w celu ograniczenia potencjalnych uszkodzen wynikajacych
ze stanu zapalnego. Uprzywilejowanie immunologiczne zwigzane jest mi¢dzy innymi
Z wystgpowaniem w mozgu charakterystycznych makrofagéw rezydujacych — mikrogleju.
Mikroglej nalezy do nieneuronalnych komorek OUN 1 powstaje w pgcherzyku zottkowym
w okresie prenatalnym’®. Oprocz mikrogleju, specyficznym mechanizmem chronigcym
mozgu przed reakcjami zapalnymi toczacymi si¢ poza OUN jest bariera krew-mozg (ang.
blood-brain barrier, BBB)'"'8. Jej rola jest ograniczenie dostepu toksyn, patogenow,
a takze komorek odpornosciowych do OUN. Oprocz ochrony przed niebezpiecznymi
czynnikami, BBB bierze rowniez udzial w utrzymaniu rownowagi homeostatyczne;.
W OUN istotnym neuroprzekaznikiem pobudzajagcym jest glutaminian, ktory
po przytaczeniu si¢ do swoistych receptoréow prowadzi do pobudzenia neuronalnego.
We krwi jego poziom intensywnie wzrasta m. in. po positku, co przy swobodnym
przeplywie do  mozgu  mogloby  skutkowa¢  nadmiernym = pobudzeniem

i neurotoksycznoscia’®. Takie zjawisko obserwuje sie np. w przebiegu udaru
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niedokrwiennego, gdzie dochodzi do nadmiernej przepuszczalnosci BBB. Schemat

procesow prowadzacych do rozszczelnienia BBB przedstawiono na rycinie 1.3.
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Ryc. 1.3. Schemat rozszczelnienia BBB. Komorki uktadu odporno$ciowego przemieszczajace si¢
W naczyniach krwiono$nych, produkuja cytokiny prozapalne, chemokiny oraz enzymy degradujace
macierz zewnatrzkomorkowsa (w tym MMP). Niektore z cytokin moga przenika¢ BBB, aktywujac
astrocyty, mikroglej oraz pericyty, co przyczynia si¢ do dalszego rozwoju i propagacji stanu
zapalnego. Degradacja macierzy zewnatrzkomoérkowej (na rycinie oznaczona jasno-zottym
kolorem), ktora stabilizuje naczynia krwionosne, w potaczeniu z sygnatami apoptotycznymi
wysytanymi przez komorki NK oraz limfocyty T., prowadzi do ostabienia struktury BBB.
W rezultacie przez barier¢ moga przenika¢ komorki uktadu odpornosciowego, takie jak monocyty,
ktére w osrodkowym uktadzie nerwowym przeksztatcaja si¢ w makrofagi rezydujace. Te makrofagi
moga eliminowa¢ wypustki neuronalne, przyczyniajgc si¢ do potencjalnych uszkodzen neuronow.

Powstawanie BBB rozpoczyna si¢ na wczesnych etapach embriogenezy. Roznicujace
si¢ komorki $rodbtonka naczyniowego zaczynaja tworzy¢ potaczenia $ciste (ang. tight
junctions), blokujace swobodny przeptyw substancji’’. Podczas dalszego rozwoju naczyn
krwiono$nych (angiogenezy), astrocyty oraz pericyty zaczynaja oddziatywac¢ z komorkami

srodblonka, tym samym uszczelniajac BBB od strony OUN'’. Pericyty



sg niezroznicowanymi komorkami macierzystymi o pochodzeniu mezenchymalnym.
Ich rolg jest kontrola rozwoju naczyn krwiono$nych, a na pozniejszym etapie ich
stabilizacja poprzez produkowanie elementdow macierzy zewnatrzkomorkowej®.
Co istotne, ich wlasciwosci kurczenia si¢ wplywajg na tempo przepltywu krwi. Pericyty
uczestnicza rowniez w procesach regeneracyjnych, wptywajac na naprawe uszkodzonych
tkanek oraz w odpowiedziach immunologicznych, modulujac lokalne stany zapalne’.
Astrocyty sasiadujace z naczyniami krwiono$nymi oplataja $cisle $ciany naczyn swoimi
wypustkami. Dzigki temu do OUN moga przedostawaé si¢ substancje odzywcze
transportowane z krwig.

W przebiegu silnej lub dlugotrwalej odpowiedzi odpornosciowej, cytokiny prozapalne
w tym IL-1B, IL-6, TNF-a czy IFN-y moga przekraczaé BBB®. Pojawienie sie cytokin
prozapalnych w OUN prowadzi do aktywowania mikrogleju oraz astrocytow i pericytow
do produkcji czynnikow prozapalnych. Charakterystyczng wlasciwoscia mikrogleju
jest zmiana jego morfologii pod wpltywem aktywacji. Przy czynnikach prozapalnych
komorki mikrogleju przyjmujg ameboidalny ksztalt, utatwiajagcy migracje do ogniska
zapalnego, a takze fagocytoze zainfekowanych lub martwych komérek’®. Nieaktywny
mikroglej przyjmuje rozgateziony ksztatt z wieloma wypustkami’®. Oprocz rekrutacji
nowych komorek i1 produkcji cytokin, w trakcie stanu zapalnego dochodzi réwniez
do wzrostu ekspresji genow zwigzanych z biatkami degradujacymi macierz, wspomniang
wczesniej grupg enzymow proteolitycznych MMP. Przy takim zjawisku zaré6wno komorki
odpornosciowe znajdujgce sie we krwi, jak i astrocyty, mikroglej oraz pericyty moga
wpltywaé na ostabienie struktury BBB i jej rozszczelnienie. Wraz ze wzrostem
przepuszczalnosci BBB do OUN mogg przedostawac si¢ monocyty, tak jak ma to miejsce

w przypadku innych tkanek w organizmie.

1.3 Zwierzece modele zaburzen neurorozwojowych

Pomimo nieustajgcego rozwoju nauki, dostepu do najnowszych zdobyczy
technologicznych i licznych prob stworzenia takich modeli choréb moézgu, ktore
nie wymagataby wykorzystania zwierzat doswiadczalnych, stosowanie zwierzecych
modeli badawczych w neurobiologii zdaje si¢ nie stabnaé. Proba zrozumienia
skomplikowanych proces6w neurobiologicznych wymaga zastosowania ztozonych modeli.
Jednym z kluczowych zagadnieh w tej dziedzinie sa mechanizmy prowadzace
do powstawania NDD. Diagnoza tych zaburzen opiera si¢ glownie na objawach

zwigzanych z zachowaniem. Przyczyn zaburzen neurorozwojowych, jak sugeruje nazwa,
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szuka si¢ W okresie rozwoju OUN. Zastosowanie modelu badawczego, ktoéry umozliwia
$ledzenie i manipulacje w trakcie rozwoju OUN oraz obserwacj¢ behawioralng jest
szczegolnie istotne. W mysich modelach szeroki wachlarz behawioru oraz stosunkowo
krotki okres rozwoju jest ogromng zaleta przy badaniu mechanizmoéw zaburzen
neurorozwojowych. Szczegélnie dogodne sg w tym wzgledzie myszy modyfikowane
genetycznie, a zwlaszcza takie, u ktorych dokonano uszkodzenia wybranego genu
(tzw. nokauty, KO).

Stres, w tym stan zapalny, na wczesnym etapie rozwoju jest wymieniany jako jeden
z czynnikow  prowadzacych do rozwoju zaburzeh neurorozwojowych?224518L
W zwierzecych modelach stanu zapalnego najczesciej stosuje si¢ LPS (w celu symulacji
infekcji bakteryjnej) lub kwas poliinozyno-policydydylowy (Poly(l:C), modelowanie
infekcji wirusowej)2. Jak wspomniano wczesniej, LPS jest sktadnikiem zewnetrznej btony
komorkowej bakterii gram ujemnych oraz cyjanobakterii. W zaleznosci od metody
oczyszczania, LPS moze aktywowac nie tylko TLR4, ale takze TLR2, ktéry rozpoznaje
bakteryjne lipopeptydy®84. Dzieki tak szerokiemu dzialaniu mozliwe jest odwzorowanie
jak najbardziej fizjologicznej odpowiedzi odpornosciowej, podczas ktorej aktywowane jest
kilka PRR. Wykorzystanie kwasu Poly(l:C), ktory jest syntetycznym zwigzkiem, prowadzi
wylacznie do aktywacji $ciezki zaleznej od TLR3®. Dostosowanie odpowiedniej dawki
czynnika zapalnego zwigzane jest z materig prowadzonych badan. W mysich modelach
LPS w niskich dawkach, tj. 0,01-0,1 mg/kg masy ciata (m. c.), uzywany jest czesto
do wywotania chronicznego, ale tagodnego w przebiegu stanu zapalnego 5%, Srednie
dawki (0,1-5 mg/kg m. c.) stosowane sa w badaniach nad przebiegiem uogolnionej reakcji
zapalnej oraz w doswiadczeniach skupiajacych si¢ na procesach neurozapalnych®’:8,
Natomiast dawki powyzej 5 mg/kg m. c. uwazane sg za wysokie i prowadzace u myszy
do szoku septycznego, a nawet $mierci®’ %, W badaniach z uzyciem wczesnej stymulacji
uktadu odpornosciowego lub MIA jednorazowe podanie LPS w dawkach prowadzacych
do zmian w fizjologii lub zachowaniu wahato si¢ od 0,05 mg/kg masy ciala do nawet
2 mg/kg m. ¢.390-%,

Oprocz rodzaju modelowanej infekcji, obserwowany efekt zalezny jest takze
od protokotu  (jednorazowego lub  wielokrotnego) oraz  sposobu  podania
(np. dootrzewnowego lub dokomorowego). W przypadku modelowania zaburzen
neurorozwojowych kluczowy jest takze etapu rozwoju OUN, w ktorym dojdzie do stresu
wywotanego stanem zapalnym. Bardzo czesto wykorzystywanym modelem jest MIA,

przeprowadzana w réznych okresach cigzy. W kontek$cie NDD, warto zauwazyc,
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7e rozwdj uktadu nerwowego kontynuowany jest takze po urodzeniu®®®’. Ze wzgledu
na zachodzace procesy w OUN, u gryzoni wyjatkowo interesujace zdajg si¢ by¢ pierwsze
dwa tygodnie po urodzeniu. W ciaggu pierwszego tygodnia zycia w mozgu myszy dochodzi
do intensywnej proliferacji i dojrzewania astrocytow (astrogenezy)®. Trombospondyny
uwalniane przez dojrzewajgce astrocyty wspierajg rozwdj i dojrzewanie synaps, a proces
ten intensyfikuje si¢ w okolicach si6dmego dnia po urodzeniu (P7)%%°1%, W hipokampie
myszy po trzech tygodniach od urodzenia liczba synaps osigga juz okoto 80% liczby synaps

101 Co wigcej, badania na szczurach z wykorzystaniem

wystepujacych w dojrzatym moézgu
hybrydyzacji in situ wykazaty istotny wzrost ekspresji genéw kodujacych podjednostki
receptora N-metylo-D-asparaginianowego (NMDAR) w korze mézgowej oraz hipokampie
pomiedzy P1 a P20%%2, Receptor NMDA petni kluczows role w powstawaniu i utrzymaniu
dhugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (ang. long-term potentiation, LTP), zjawiska
niezbednego w procesie uczenia sie i pamieci'®. Oprocz tego, w ciagu pierwszych tygodni
po urodzeniu w OUN myszy dochodzi do intensywnej redukc;ji liczby komoérek. W okresie
miedzy P6 a P10 w wyniku apoptozy w korze moézgu dochodzi do utraty nawet do 35%
komorek!®1%®  Co ciekawe, proces ten nie dotyczy wszystkich typéw komorek
w jednakowym stopniu. Na przyktad neurony warstwy podkorowej (ang. subplate
neurons), ktoére m. in. wspieraja migracje innych neuronow, czy pierwotne oligodendrocyty
(ang. early-born oligodendrocytes) sa niemal catkowicie eliminowane na tym etapie
rozwojul®*1% W przypadku interneuronéw czy komorek piramidowych, apoptoza dotyka
jedynie niektorych sposrod nich, co uwaza si¢ za mechanizm jako$ciowej kontroli komoérek
w OUNX W ciggu pierwszych dziesieciu dni dochodzi réwniez do 20-krotnego wzrostu
liczby komérek mikrogleju w mysim mézgu®®’.

Olbrzymim wyzwaniem pozostaje takze dobor odpowiednich testoéw behawioralnych,
pozwalajacych na wspomniane modelowanie objawow poszczegdlnych NDD. Szczegdlnie
popularng metoda jest test uniesionego labirynt krzyzowy (ang. elevated plus maze, EPM).

Jest to narzedzie wykorzystywane do oceny lekliwosci u zwierzat!®

. Aparat sktada si¢
zdwoéch otwartych 1 dwoch zamknietych ramion utozonych w  ksztalt krzyza
umieszczonego na podwyzszonej platformie. Zwierzeta wprowadzane do $rodka labiryntu
moga swobodnie eksplorowaé¢ ramional®®. Istotna tego doswiadczenia jest zestawienie
dwoéch sprzecznych impulsow: potrzeby eksploracji oraz unikania niebezpieczenstwa.
Myszy wykazujace wyzszy poziom leku preferuja zamknigte ramiona, podczas
gdy zwigkszona eksploracja otwartych przestrzeni wskazuje na obnizenie reakcji

lekowych'®. Najczesciej stosowana miarg lekliwosci jest czas spedzony w nieostonigtych
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czg$ciach aparatu, liczba wejs¢ do poszczegolnych ramion czy latencja do rozpoczecia
eksploracji!®. Rozne szczepy zwierzat lub modele genetyczne czy srodowiskowe moga
prowadzié¢ do zréznicowanych wynikéw w tescie EPM!®. W przypadku modeli ASD
czgsto obserwuje si¢ podwyzszone zachowania lekowe w poréwnaniu do zwierzat
kontrolnych!'*%2 Podobnie jest w przypadku badanych modeli schizofrenii, gdzie takze
obserwuje sic wyzsza lekliwo$¢!®114, Natomiast wérod modeli ADHD np. nokaut
transportera dla dopaminy (DAT-KO) testowanie w EPM skutkuje ujawnieniem istotnych
cech nadpobudliwosci i impulsywnoscil®®. Mysie modele ADHD wykazuja zwigkszong
eksploracje otwartych ramion, co moze by¢ zwigzane zardwno z obnizong lekliwos$cig, jak
i deficytami poznawczym prowadzacymi do blednej interpretacji kontekstu sytuacji**>*,
W zwigzku z tym istotne jest rozwazenie ograniczen wybranej metody. Konstrukcja
labiryntu moze nie w petni odzwierciedla¢ ztozono$¢ lgku doswiadczanego w naturalnych
warunkach, a obserwowane zachowanie moze wynika¢ zardwno z emocjonalnosci,
jak i motywacji zwierzat.

W zwigzku ze wspomniang nadpobudliwoscig obserwowang w modelach ADHD,
warto takze dodac, ze test EPM pozwala na pomiar og6lnej aktywnos$ci zwierzecia.
Ten parametr moze by¢ stosowany zardwno jako pomoc w interpretacji wynikow
zwigzanych z lekliwoéciag lub jako osobna miara eksploracji''’. Niemniej jednak
wycigganie wnioskéw na temat aktywnosci zwierzecia powinno by¢ poparte obserwacja
w swobodnym, komfortowym dla zwierzecia srodowisku. Takie mozliwo$ci daje zarowno
obserwacja w klatce domowej lub zastosowanie zautomatyzowanych aparatow.
W genetycznych modelach ASD m. in. nokaut genéw shank3 czy fmrl obserwuje
si¢ spadek aktywnosci lokomotorycznej w fazie ciemnej doby, ktora u myszy jest gtowna

pora czuwania®®,

Co istotne, w tych modelach zmiany w zachowaniu obserwuje
si¢ glownie wérdd samcoéw. Myszy z mutacjg w genie cacng2, kodujacym biatko regulujace
transport receptorow AMPA (zwigzanych z transmisjg synaptyczng), znane jako myszy
stargazer, sa powszechnie stosowane w badaniach nad padaczka'!®!?, Jednak ze wzgledu
na zaburzenia w transmisji synaptycznej oraz wyjatkowy fenotyp behawioralny sg rowniez
cennym modelem do badan nad NDD. Wsréd objawdéw behawioralnych opisano trudnosci
W utrzymaniu rownowagi, charakterystyczny objaw patrzenia w gore, od ktorego wzicla
si¢ nazwa (ang. stargazer oznacza osobe patrzacg w gwiazdy), nadaktywno$¢ oraz krecenie
si¢ w kotko, ktore jest przyktadem zachowan repetytywnych, inaczej stereotypiil?.,

Ograniczone, repetytywne wzorce zachowan, zainteresowan lub aktywnosci sg jednym

Z objawéw wymienianych u pacjentéw NDD, szczegdlnie ASD?!. Stereotypie ruchowe
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umyszy to powtarzajace sie, nieefektywne i pozornie bezcelowe ruchy, ktoére moga
wystepowa¢ w wyniku réznych zaburzen neurologicznych, specyficznych mutacji
genetycznych ale takze stresu'??, Przyktadem takiego zachowania moze byé miedzy innymi
wspomniane krecenie si¢ W kotko, intensywne czyszczenie si¢ czy skakanie. Ze wzgledu
na mozliwos¢ pojawienia si¢ takiego zachowania w reakcji na = stres,
przy charakteryzowaniu fenotypu badanego modelu istotne zdaje si¢ wykluczenie tego
czynnika. Linia myszy BTBR (BTBR T+ tf/J, czyli szczep genetyczny myszy powszechnie
stosowany w badaniach nad ASD oraz zaburzeniami zachowania) wykazuje
si¢ stereotypiami nie tylko podczas stresowych sytuacji, ale takze w klatce domowej?3,
W modelach zwigzanych z wczesng aktywacja uktadu odpornosciowego rowniez opisuje
si¢ wystepowanie stereotypii ruchowych?412,

Istotnym aspektem w modelowaniu NDD s3 tez objawy zwigzane z behawiorem
socjalnym. Czesto spotykana metoda uzywang do badania socjalnosci jest test
trojkomorowy. Aparat sklada si¢ z podzielonej na trzy czgsci areny oraz klatek
do prezentacji bodzcow umieszczonych w bocznych komorach'?®. W najczesciej
spotykanym protokole tego testu sprawdza si¢ preferencje wzgledem nieznanego osobnika
w poréwnaniu do przedmiotu'?’1%8, Mozliwe jest takze sprawdzenie pamicci spotecznej
poprzez pomiar reakcji gryzonia na znanego i nieznanego osobnikal?’. Myszy jako
zwierzeta funkcjonujgce w stadzie zazwyczaj preferuja spedzanie czasu w czgsci aparatu
z innym osobnikiem!?, Istotnym elementem testu trojkomorowego jest okres habituacji.
W celu zminimalizowania wptywu stresu na zachowanie badanego zwierzecia,
przed wprowadzeniem bodzcow, mysz zazwyczaj umieszcza si¢ W pustym aparacie.
Pozwala to na zapoznanie si¢ ze Srodowiskiem, a takze ewentualne wyeliminowanie
preferencji zwigzanej z miejscem. Podstawowym parametrem badanym podczas tego testu
jest czas spedzany w wybranej czeg$ci aparatu.

Wraz z postgpem technologicznym mozliwe jest takze zautomatyzowane §ledzenie
myszy. Stosowanie programdw opierajacych si¢ na uczeniu maszynowym daje mozliwo$¢
wyekstrahowania konkretnych elementow zachowania, takich jak: ustawienie ciala,
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weszenie, potozenie glowy czy uszu™’. Wspomniane juz genetyczne modele ASD,

tj. nokaut genow shank3 czy fmr1l, ale takze nokaut genu cntnap2, w tescie trojkomorowym
charakteryzuja sie¢ krotszym czasem spedzanym na kontakcie spotecznym?118130.131
W mysich modelach schizofrenii oprocz obnizonego zachowania socjalnego opisuje si¢
takze deficyty kognitywne zwigzane z problemem w rozrdznieniu znanego i nieznanego

osobnikal®®,
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Warto takze doda¢, ze w naturalnym $rodowisku dzikie myszy unikaja konfrontacji
z obcym osobnikiem. Natomiast w celu pozyskania i wymiany informacji wykorzystujg

bodzce olfaktoryczne np. zapachu moczu'®?

. W kontekscie modelowania NDD jest
to wazna obserwacja ze wzgledu na fakt, ze zaburzenia w komunikacji sg czgstym objawem
towarzyszacym np. ASD®. Scidtke pochodzaca z klatki obcych zwierzat jako bodziec
niosgcy informacje socjalng zastosowano miedzy innymi w badaniach dotyczgcych
deprywacji sensorycznej!33. Zastosowanie $ciotki zamiast zywej myszy jako bodzca niesie
za sobg takze szereg innych korzysci. Test trojkomorowy skupia si¢ na badaniu zachowania
jednego osobnika bez mozliwo$ci obserwacji 1 kontrolowania aktywnosci myszy-bodzca.
Pomimo tego, ze zwierze wykorzystywane jako bodziec jest umieszone w matej klatce
ograniczajacej swobode¢ ruchu, mozliwe jest prezentowanie emocji Np. poprzez stroszenie
siersci czy ekspresje pyszczka. W takiej sytuacji cigzko jest odwzorowa¢ doktadnie takie
same warunki dla kazdego z badanych zwierzat w grupie eksperymentalnej. Oprocz tego
wykorzystanie $cidtki jako bodzca socjalnego moze rozwigza¢ problem wptywu
indywidualnych preferencji wzgledem wybranego osobnika, poniewaz pozwala
na wymieszanie $ciotki pochodzacej od kilku réznych zwierzat.

Przy okazji omawiania obserwacji zwierzat w klatce domowej wspomniano takze
0 klatkach zautomatyzowanych. Oprdécz korzysci ptynacej z dlugotrwalej mozliwosci
zbierania danych behawioralnych, czy ograniczania kontaktu z badaczem, takie klatki
pozwalajg takze na §ledzenie grupy zwierzat i badanie interakcji miedzy nimit?1341%,
Jednym z takich aparatow jest system Eco-HAB™. Bazuje on na identyfikacji radiowej
(ang. radio-frequency identification, RFID), co daje mozliwo$¢ $ledzenia pojedynczego
zwierzecia w grupie kilkunastu myszy™®*. System sktada sie z czterech klatek potaczonych
tunelami, dzigki czemu myszy maja mozliwos¢ spedzania czasu razem, ale takze unikania
si¢ wzajemnie (doktadny opis klatki Eco-HAB™ przedstawiono w rozdziale 3.). Poza
badaniem interakcji w grupie myszy mozna takze prezentowal rozne bodZce dzigki
wbudowanym perforowanym przegrodom. Daje to szerokie pole do analizy struktur
spotecznych pod wptywem réznych informacji np. przed i po prezentacji Sciokki
pochodzacej z klatki myszy poddanej procedurze warunkowania strachem (ang. fear
conditioning). Mozliwe jest zastosowanie $ciotki  od nieznanych  zwierzat,
tak jak w przypadku testu trojkomorowego. Badania z wykorzystaniem myszy FMR1 KO
ujawnity deficyty zarowno w przypadku socjalnosci w grupie, a takze w reakcji
na nieznany bodziec®**. Podobne wyniku uzyskano podczas testowania linii BTBR, gdzie

myszy wykazywatly si¢ obniZzong socjalnoscig w grupie oraz nizsza preferencja wzgledem
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nieznanego zapachu spotecznego!®®. Protokét w aparacie Eco-HAB zastosowano takze
W badaniach nad modelem zaburzen transmisji synaptycznej z wykorzystaniem myszy
0 obnizonym poziomie czynnika odpowiedzi na surowice (ang. serum response factor,
SRF)®7. Czynnik ten bierze udziat w promowaniu dojrzewania kolcéw dendrytycznych,
a obnizenie jego poziomu metodami genetycznymi po urodzeniu myszy prowadzit
do obnizenia zachowania w grupie i wzgledem bodzca socjalnego®®’.

Pomimo ograniczen w bezposrednim poréwnywaniu zachowan myszy i ludzi, nowe
techniki badawcze umozliwiaja glebsze zrozumienie wzorcéw behawioralnych
obserwowanych u gryzoni. Cho¢ altruizm 1 inne zlozone zdolnosci emocjonalne byty
tradycyjnie uznawane za unikalne dla ludzi, wspotczesne badania pokazuja, ze myszy

wykazuja bardziej wyrafinowane zachowania spoleczne i emocjonalne niz wcze$niej

sadzono.

1.4 Metaloproteaza macierzowa 9

Istotnym elementem w przekazywaniu sygnatu migdzy komodrkami organizmu
jest macierz  zewnatrzkomérkowa (pozakomorkowa, ang. extracellular matrix).
W kontekscie sygnalizacji w ukladzie nerwowym powstalo nawet pojecie synapsy
poczwornej, gdzie oprocz zakonczen neuronalnych pre- 1 post- synaptycznych
oraz wypustek astrocytarnych wymienia si¢ macierz zewnatrzkomorkowa jako czgsé
synapsy’®®. W zwigzku z tym, biatka majagce wplyw na forme macierzy
zewnatrzkomorkowe] stanowia interesujacy przedmiot badan naukowych. Jedng z grup
enzymow proteolitycznych, ktore sa zaangazowane w proces przebudowy macierzy
sg wspomniane wczesniej MMP, inaczej zwane matryksynami. Naleza one do szerszej
grupy enzymoéw — rodziny metzyncyn (ang. metzincins), ktoére maja charakterystyczna
strukture z domena wiazaca cynk®*°1%0, Do MMP nalezy ponad 20 biatek, a wszystkie
sktadaja si¢ z kilku domen: peptydu sygnatowego, propeptydu, domeny katalitycznej oraz
domeny hemopoksynowej*%4l Oprécz tego konkretne MMP charakteryzuja sic
swoistymi domenami, np. zelatynazy (MMP-2 i MMP-9) posiadaja dodatkowo trzy
powtdrzenia domeny fibronektynowej typu II w domenie katalitycznej*?143. Peptyd
sygnalowy jest niezbedny do transportu $§wiezo zsyntezowanego biatka do siateczki
$rodplazmatycznej, gdzie dochodzi do obrobki posttranslacyjnej***. Oprécz tego MMP
mMogg tam zosta¢ optaszczone przez blony lipidowe, w wyniku czego powstaje pecherzyk
transportowy, a enzym jest przygotowany do opuszczenia komorkil?#4, MMP sg

uwalniane w procesie egzocytozy w formie nieaktywnego zymogenu (proenzymu,
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pro-MMP), ktorego centrum aktywne jest zablokowane przez domeng¢ propeptydu
wigzacego jon cynku z reszta cysteinowa (ang. cysteine switch)'**. Wigkszos¢ MMP jest
uwalnianych do przestrzeni migdzykomoérkowej, z wyjatkiem sze$ciu, ktore sa
zakotwiczone w btonie komérkowej (MMP-14; -15; -16; -17; -24; -25)}*4. Warto réwniez
doda¢, ze ze wzgledu na mase czasteczkowag MMP (od 28 do 92 kDa), bialka te dziataja
zwykle niedaleko miejsca wydzielenia'®. Do aktywacji MMP niezbedne jest usunigcie
propeptydu w celu odstonigcia centrum aktywnego enzymu. Odbywa si¢ to glownie
na drodze proceséw proteolitycznych, w ktorych biorg udziat inne enzymy, np. inne MMP,
plazminy czy trypsyny%4. Oprocz tego do aktywacji MMP moze doj$¢ na drodze
destabilizacji wigzania migdzy cysteing a cynkiem przez niskie pH lub reaktywne formy
tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) utleniajace cysteing'®®. Dzicki odstonieciu
centrum aktywnego mozliwe jest przylaczenie sic MMP do substratu i rozcigcie wigzan
peptydowych. Poza tym dziatanie MMP jest regulowane przez grupg czterech strukturalnie
podobnych biatek: tkankowych inhibitorow metaloproteaz 1-4 (ang. tissue inhibitors
of metalloproteinases, TIMP)**, TIMP blokuja dzialanie MMP poprzez wigzanie
si¢ Z domeng katalityczna, co dodatkowo skutkuje zmianami w konformacji MMP, ktore

rowniez utrudniajg podjecie aktywnosci enzymatycznejl#*

. Zachowanie roéwnowagi
pomiedzy poziomami MMP i TIMP pozwala na utrzymanie balansu pomi¢dzy degradacja
i odbudowa macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Jednym z najczgsciej badanych MMP jest biatko MMP-9, znane réwniez jako
zelatynaza B. Po raz pierwszy MMP-9 opisano w neutrofilach, wigzac rol¢ tego biatka
z odpowiedzig zapalng'*®. Badania przez kolejne dekady wykazaty, Ze rola MMP-9
w organizmie jest szeroka i obejmuje zarowno udzial w procesach rozwojowych
(embriogeneza, angiogeneza), w gojeniu ran, a takze w procesach uczenia si¢
i pamigcit4014L145-147 MMP-9 jest wigzane rowniez z wieloma procesami patologicznymi,
np. nowotworzeniem czy epileptogeneza, czyli procesem rozwoju padaczki?®140:142.148,
Ze wzgledu na budowe, MMP-9 jest jednym z bardziej ztozonych enzymow nalezgcych
do metzyncyn. Oprocz podstawowych domen charakterystycznych dla MMP oraz
wspomnianych wczesniej powtorzen fragmentow fibronektynowych, MMP-9 posiada

141144 " Stanowi ona tgcznik pomiedzy domeng

dodatkowo domen¢ O-glikolizowang
hemopoksynowg oraz katalityczng. W formie latentnej masa czasteczkowa MMP-9 wynosi
92 kDa, natomiast aktywnej 82-88 kDa, w zalezno$ci od tego, jakie fragmenty zostang
usuniete w trakcie przeksztalcenia do formy aktywnej*®. Glownymi czynnikami

regulujagcymi MMP-9, a takze inne MMP, sa kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny
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(ang. mitogen-activated protein kinases, MAPK), ktore odgrywajg kluczowa role

w regulacji odpowiedzi komérki na sygnaty zewnetrzne!#?

. Do MAPK nalezg cztery grupy:
ERK (kinazy zwigzane z zewnetrznymi sygnatami, ang. extracellular signal-regulated
kinases), kinazy aktywowane stresem (ang. c-Jun N-terminal kinases, JNK), grupa biatek
p38 oraz ERKS (grupa kinaz aktywowanych zarowno przez stres, jak 1 czynniki
wzrostu)'®. Sa one stymulowane przez wiele czynnikéw, m. in. cytokiny, czynniki
wzrostu, stres oksydacyjny czy metale ciezkie'®®. Kaskada sygnalowa MAPK prowadzi
do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak wspomniany wczesniej NF-kB czy
AP-1%_Jak wspomniano wczesniej, MMP, w tym MMP-9, s3 uwalniane gléwnie w formie
zymogenu. W przypadku MMP-9 usuniecie propeptydu odbywa si¢ przy udziale innych
MMP, m. in. MMP-2 oraz MMP-3, a takze systemu plazminogen-plazminal401421°1,
Glownym inhibitorem MMP-9 jest TIMP-1°2, Co niespotykane w innych grupach MMP,
zelatynazy maja dodatkowa wtasciwo$¢ pozwalajaca na tworzenie komplekséw zymogen-
inhibitor!®3, Doktadne funkcje tych kompleksow, szczegdlnie w przypadku MMP-9, nie sa
poznane, ale prawdopodobnie maja rowniez zwigzek z regulacja aktywnosci MMP-9.
Wsrod substratow MMP-9, zgodnie z nazwa tego enzymu, s3 skladniki macierzy
zewnatrzkomorkowej, takie jak: kolageny (typu IV, V, VII, X), zelatyna
i B-dystroglikan¥®4, Oprécz tego MMP-9 degraduje niektore biatka adhezyjne
(utrzymujace odpowiednie odleglosci pomigdzy komodrkami), np. czasteczki adhezyjne
miedzykomorkowe 1 oraz 5 (ang. intercellular adhesion molecule, ICAM)
i n-kadheryne!#" 1541 MMP-9 bierze takze udziat w cigciu proteolitycznym neurotrofin,
bialek niezbgdnych do funkcjonowania uktadu nerwowego, np. neurotroficznego czynnika
pochodzenia mozgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor, BDNF) czy czynnika
wzrostu nerwow (nerve growth factor, NGF)®1%7, W kontekscie stanu zapalnego rowniez
ciekawa jest aktywnos¢ MMP-9 przy uwalnianiu aktywnej formy TNF-o z pro-TNF-a,
a takze modyfikacja aktywnosci CCL1 i CCL8 3,

MMP-9 bierze udzial w procesach uczenia si¢ 1 pamigci poprzez udziat w regulowaniu
istotnego zjawiska jakim jest plastyczno$¢ synaptyczna. Przebudowa macierzy
zewnatrzkomoérkowej daje mozliwos$¢ zajscia zmian w strukturze synaps. Dzigki temu
mozliwe jest tworzenie nowych kolcéw dendrytycznych oraz ich stabilizacja. Badania
wykazaty, ze MMP-9 jest niezbedna nie tylko do zaj$cia zmian strukturalnych, ale takze
funkcjonalnych w obrebie kolca dendrytycznego'®®1%0, Aktywnos¢ MMP-9 jest
szczegolnie istotna w zjawisku LTP, gdzie jej dzialanie wspomaga reorganizacj¢ bialek

macierzy, ulatwiajac zwiekszenie wydajnosci potaczen neuronalnych®®®, Proces LTP
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mozna podzieli¢ na dwie fazy: wczesng oraz p6zng. Wczesna faza LTP to szybki
i krotkotrwaty proces, ktory opiera si¢ na naptywie jonéw wapnia (Ca?*), dynamicznych
modyfikacjach biatek poprzez fosforylacje¢, oraz zwickszaniu liczby receptorow AMPA

159,161

W blonie postsynaptycznej Procesy te daja fundament do dalszych zmian

zachodzacych w po6znej fazie LTP. Procesie, ktory obejmuje synteze¢ nowych biatek,
przebudowe cytoszkieletu, tworzenie nowych synaps i stabilizacj¢ istniejacych potaczen’®?,
Kluczowe mechanizmy, takie jak aktywacja translacji, zmiany w cytoszkielecie
I wspotdziatanie z macierza zewnatrzkomorkowa, utrwalaja zmiany synaptyczne,
stanowiac podstawe dla dlugotrwatego przechowywania informacji i pamiecil®21,
Badania na szczurach pozbawionych MMP-9 wykazaly, ze enzym ten jest niezbedny
do zajscia poznej fazy LTP, co stanowi wazny dowod roli tego biatka w procesach
plastycznosci synaptycznej®®1%, Wartym wspomnienia jest rowniez fakt, ze myszy
pozbawione aktywnego biatka MMP-9 nie uczg si¢ w warunkach eksperymentalnych
z udzialem bodzca nagradzajacego™®®.

W $wietle przedstawionych informacji o MMP-9 nie dziwi wigc rola tego biatka
w patogenezie wielu schorzeh neuropsychiatrycznych!40141166  7e wzoledu na temat
niniejszej rozprawy szczeg6lng uwage skupiono na NDD. Badania kliniczne wskazuja,
ze podwyzszone poziomy MMP-9 sg zwigzane z zaburzeniami poznawczymi 1 zmianami
strukturalnymi w mézgu u 0séb ze schizofrenig!®141166.167 “\Wysoki poziom MMP-9
we krwi zostal skorelowany znizsza objetoscia formacji hipokampal*6716°  Wgrod
pacjentdéw z ASD stwierdzono polimorfizmy genu mmp-9, a takze zaobserwowano
wysokie stezenia biatka we krwi*1"®1" W NDD nadmierna aktywno$¢ MMP-9 moze
wplywaé¢ na rozwo6j] mozgu, szczegdlnie w kontekScie plastycznosci synaptycznej
I reorganizacji polaczen neuronalnych. Zaburzenia w regulacji MMP-9 moga prowadzié
do nieprawidtowego formowania si¢ synaps, co skutkuje zaburzeniami w komunikacji
miedzy neuronami i wptywa na funkcje poznawcze oraz zachowania spoleczne. Poprzez
regulowanie stanu zapalnego, ktory wystepuje u niektorych pacjentow NDD, MMP-9 moze
nasila¢ zaburzenia rozwoju mozgu.

Prace nad genetycznym modelem NDD u myszy — nokautem genu fmrl — wykazaty
podwyzszony poziom MMP-9 u tych zwierzat'?. Co ciekawe, takze w modelach
srodowiskowych zwigzanych z aktywacja ukladu odpornosciowego zaobserwowano

zmiany w stezeniu tego biatkal”

. Waznym dowodem na rol¢ MMP-9 w powstawaniu
zaburzen w transmisji synaptycznej oraz zmian w zachowaniu sg prace na temat

farmakologicznego obnizenia poziomow MMP-9. Badania na myszach FMR1 KO

38



pokazaty, ze stosowanie inhibitorow MMP-9, np. minocykliny, a takze naturalnego
inhibitora TIMP-1, prowadzito do poprawy deficytow behawioralnych obserwowanych
utych zwierzat!!?t#1®  Pomimo dowodow laczacych MMP-9, stan zapalny

oraz zaburzenia rozwojowe, rola tego biatka w patogenezie NDD nie jest do konca
poznana.
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2. CELEPRACY

Stan zapalny w cigzy i okresie wczesnodzieciecym stanowi czynnik ryzyka pozniejszej
diagnozy zaburzen neurorozwojowych. Doktadne mechanizmy wplywu stanu zapalnego
na rozwoj uktadu nerwowego nie sg jednak poznane. Badania z wykorzystaniem zwierzat
skupiajg si¢ gldwnie na okresie prenatalnym, korzystajac z modelu aktywacji uktadu
odpornosciowego matki (MIA). W zwiazku z tym, ze rozwdj uktadu nerwowego zaréwno
uludzi, jak i myszy kontynuowany jest po urodzeniu, w niniejszej pracy
postanowiono skupi¢ si¢ na okresie postnatalnym. W tym celu postanowiono
siedmiodniowe mysie oseski podda¢ stymulacji uktadu odpornosciowego czynnikiem
0 pochodzeniu bakteryjnym — LPS — w najnizszej dawce (0,05 mg/kg m. c.), ktorej

skuteczno$¢ wykazano we wczesniejszych badaniach.

Aby scharakteryzowa¢ model wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego

postanowiono zada¢ nastepujace pytania:

1. Czy jednorazowe podanie czynnika bakteryjnego, tj. lipopolisacharydu (LPS),

W siodmym dniu zycia doprowadzi do zmian w zachowaniu dorostych zwierzat?

2. Jaki jest przebieg stanu zapalnego u siedmiodniowych myszy?

3. Czy MMP-9 jest modulatorem zmian behawioralnych obserwowanych u dorostych

zwierzat poddanych wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego?
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Zwierzeta wykorzystywane w dosSwiadczeniach

Wszystkie procedury z wykorzystaniem zwierzat wykonano zgodnie z regulacjami
prawnymi zawartymi w Ustawie z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych oraz ze zgoda I Lokalnej
Komisji Etycznej do spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Warszawie (numer zgody
973/2020 oraz 1478P2/2023) oraz z zasadami 3R: zastgpienic (ang. replacement),

ograniczenie (ang. reduction) oraz doskonalenie (ang. refinement).

3.1.1 Zwierzeta

W do$wiadczeniach wykorzystano myszy (Mus musculus) pochodzace z dwoch
réwnolegle prowadzonych hodowli: (i) szczepu wsobnego C57BL/6J (B6) (Jackson
Laboratory, USA) oraz (ii) linii MMP-9 KO (nokaut, ang. MMP-9 knock-out) na tle
genetycznym C57BL/6J — myszy pozbawione aktywnego biatka MMP-914°,

Myszy linii MMP-9 KO otrzymywano kojarzac ze soba heterozygotyczne nokauty
MMP-9. Dzigki temu uzyskiwano rodzace si¢ w stosunku mendlowskim mutanty
homozygotyczne (KO), myszy heterozygotyczne (HET) oraz zwierzeta niezmodyfikowane

genetycznie (WT).

3.1.2 Warunki bytowe

Myszy bytowaly w pomieszczeniach hodowlanych lub doswiadczalnych
w zwierzetarni Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie,

W nastepujacych warunkach:

-cykl dobowy: 12 godzin swiatta/12 godzin ciemnoSci
-temperatura: 22+2 °C,

-wilgotnosé: 45+5%,

-liczba wymian powietrza: 10-15/h w szafie bytowej lub 40/h w klatkach indywidualnie
wentylowanych (ang. individually ventilated cages, IVC). Zwierzeta miaty dostep do wody
oraz paszy ad libitum, a dodatkowo w klatkach umieszczano materiat gniazdowy (wlosy
drzewne, waleczki oraz ptatki bawelniane) oraz wzbogacenia srodowiska w postaci rolek

papierowych lub kotkéw osikowych.
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Rodziny hodowlane (dwie samice i jeden samiec) umieszczano na okres trzech dni
w IVC. Po tym czasie samca przenoszono do osobnej klatki, natomiast samice wazono
co kilka dni w celu potwierdzenia cigzy. Migdzy 13 a 15 dniem cigzy samice rozdzielano

I przenoszono do osobnych klatek, aby mozna byto precyzyjnie okresli¢ datg porodu.

3.1.3 ldentyfikacja genotypu (genotypowanie)

W czternastym dniu po urodzeniu, myszy linii MMP-9 KO oznaczano poprzez
obcigcie paliczkow, a takze pobierano materiat (fragment ogona) w celu identyfikacji
genotypu. Do genotypowania wykorzystywano metode reakcji tancuchowej polimerazy
(ang. polymerase chain reaction, PCR). Do powielania sekwencji DNA stanowiagcych
fragmenty niezmodyfikowanego lub zmodyfikowanego genu MMP-9 zostaly uzyte startery
wymienione w Tabeli 3.1. Procedura przeprowadzana byta przez pracownikoéw zaktadu
inzynierii genetycznej Zwierzgtarni Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego

PAN w Warszawie.

Tab. 3.1. Nazwy i sekwencje starteréw wykorzystanych do reakcji PCR

Gen Nazwa startera Sekwencja startera

1 — specyficzny dla WT 5’-TTA CCG GAG GTG CAA ACT GG-3°

9 2 — specyficzny dla WT 5’-GCATACTTG TAC CGC TAT GG-3’
mmp-

3 — specyficzny dla KO 5’ —-CTC AGA AGA ACT CGT CAA GA-3’

4 — specyficzny dla KO 5’-GGATTG CACGCAGGT TCT CC-3%

3.2 Stymulacja ukladu odpornosciowego czynnikiem o pochodzeniu bakteryjnym

W siédmym dniu po urodzeniu (P7) oseski ostroznie wyciaggano z gniazda w celu
wykonania dootrzewnowej (ang. intraperitoneal, i.p.) iniekcji. Zwierzeta otrzymywaty
0,05 mg/kg m. c. bakteryjnego lipopolisacharydu (LPS) z kolonii Escherichia coli O55:B5
(L2637, Sigma Aldrich, USA) rozpuszczonego w 30 ul fizjologicznego roztworu soli
(NaCl, #08301962, Zaktady Farmaceutyczne Polpharma, Polska). Myszy z grup
kontrolnych otrzymywaly 30 pul NaCl i.p. Po iniekcji oseski odktadano do gniazda,
gdzie przebywaty z matka do czasu dalszych procedur. Aby unikng¢ dodatkowego stresu
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i ryzyka odrzucenia zwierzat przez matke, oseski na tym etapie nie byly oznaczane,

a w zwigzku z tym caly miot otrzymywatl t¢ samg substancjg.

3.3 Testy behawioralne

Doswiadczenia behawioralne przeprowadzono zaréwno na myszach B6 oraz
zwierzetach pozbawionych aktywnego biatka MMP-9 (KO), a takze ich niezmienionego
genetycznie rodzenstwa (WT). Zwierzeta wykorzystywane w doswiadczeniach
behawioralnych byty oddzielane od matki po 21 dniach od urodzenia. Nast¢pnie myszy
przenoszono do wigkszych klatek bytowych i trzymano w grupach 12-13 osobnikow o tej
samej ptci, genotypie oraz podanej substancji. Przed rozpoczeciem testow behawioralnych
zwierzgta przez tydzien byly przyzwyczajane do eksperymentatora poprzez wyciaganie
z klatki i trzymanie na dtoni przez ok. minute (ang. handling). Testy behawioralne
zaplanowano w celu oceny emocjonalnosci, aktywnosci oraz socjalnosci przy jak
najmniejszym stresie dla badanych zwierzat. W zwigzku z tym poza klasycznymi, krotkimi
testami (obserwacja zwierzecia w klatce, uniesiony labirynt krzyzowy oraz test
trojkomorowy) wykorzystano zautomatyzowane klatki do pomiaru zachowania: Eco-
HAB™., Takie narzgdzie pozwolito na dlugotrwate i ciaggle $ledzenie zachowania
pojedynczego zwierzgcia zyjacego w grupie, z ograniczeniem czynnikéw stresujacych,
takich jak izolacja oraz udziat eksperymentatora'®. Przed wszystkimi testami
behawioralnymi zwierzeta habituowano do pomieszczenia, godzing przy testach

klasycznych i trzy dni w przypadku testu w aparacie Eco-HAB™.

3.3.1 Obserwacja w klatce

Podstawowym, zastosowanym testem behawioralnym byta obserwacja myszy
w klatce bytowej. Test przeprowadzano na zwierzetach ok. 40-dniowych. Pojedynczg mysz
umieszczano w czystej klatce z matg iloscig $ciotki, w celu ograniczenia kopania. Mysz
nagrywano przez 10 minut, a nast¢pnie umieszczano ja z powrotem w klatce bytowe;.
Podczas 10-minutowego testu zliczano taczny czas spgdzony na pielegnacji futerka

(ang. self-grooming).

3.3.2 Uniesiony labirynt krzyzowy (EPM)

Test uniesionego labiryntu krzyzowego (ang. elevated plus maze, EPM)
przeprowadzano na zwierzgtach okoto 60-dniowych. EPM zbudowany jest z dwdch ramion

zamknigtych (platform ograniczonych $ciankami po bokach) oraz dwdch ramion otwartych
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(same platformy), umieszczonych 63 cm nad podtoga. Schemat aparatu przedstawiono

na rycinie 3.1.

A B

r

| ramig zamkniete 1}
Y

arena

17 cm

% |ram?nkni¢te 2|

Ryc. 3.1. Uniesiony labirynt Kkrzyzowy. A. Schematyczne przedstawienie aparatu
(bez zachowania skali). B. Widok z gory z naniesionymi w programie EthoVision strefami.

Zwierz¢ wktadano do labiryntu, gtlowa w kierunku jednego z ramion otwartych
i pozostawiano w aparacie na 5 minut'®, Doswiadczenie rejestrowano przy uzyciu kamery
umieszczonej nad labiryntem, a nast¢gpnie nagrania analizowano przy pomocy programu
komputerowego EthoVision XT (Noldus, Holandia).

EPM wykorzystywany jest do pomiaru poziomu lekliwosci u zwierzat 1 opiera
si¢ na naturalnie wystepujacym u gryzoni konflikcie pomigdzy checia eksploracji nowego
otoczenia a awersjg do otwartych przestrzeni i wysokoscil®*%0. Lekliwoéé wyrazono jako
stosunek czasu jaki mysz spedzita w ramionach otwartych (,,niebezpiecznych”) do czasu
spedzonego w ramionach zamknigtych (,,bezpiecznych”), gdzie wyzsza warto$¢ wskazuje

nanizszy poziom leku 10°,

Dla kazdej myszy policzono réwniez liczb¢ wychylen
z otwartych ramion (ang. unprotected head dips), gdzie wyzsza liczba $wiadczy o nizszej
Igkliwosci. Dodatkowo, zmierzono czas w jakim zwierz¢ pozostawato w ruchu podczas

do$wiadczenia.

3.3.3 Test trojkomorowy

Myszy sa zwierzetami spotecznymi, zyjacymi w grupach ze $cisle okre$long

hierarchig. Stad tez, stanowia doskonaty model do badania zachowania socjalnego’®.
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Jednym z najczesciej wykorzystywanych testow do pomiaru socjalnosci u myszy jest test
trojkomorowy zaproponowany w 1982 przez M. Landauera i R. Balsteral?. Test
przeprowadzano w Kklatce podzielonej na trzy réwne czgsci oddzielone przegrodami
Z otworami pozwalajacymi myszy na swobodne poruszanie si¢ po catym aparacie.
Dodatkowo, w bocznych komorach umieszczano metalowe, perforowane koszyczki w celu
prezentacji réoznych bodzcoéw np. znajomego lub obcego osobnika, lub przedmiotu.

Schemat zaprezentowano na rycinie 3.2.

A koszyk do prezentaciji
bodzcow

700 o

A

komora kontrolna komora centralna . komora socjalna

) strefa kontaktu
z bodzcem socjalnym

strefa kontaktu
z bodzcem kontrolnym

Ryc. 3.2. Test tréjkomorowy A. Schematyczne przedstawienie klatki (bez zachowania skali).
B. Widok z gory z naniesionymi strefami w programie EthoVision.

Dos$wiadczenie sktadato si¢ z dwoch etapow: habituacji do nowego otoczenia
oraz wlasciwego testu. Zwierze umieszczano w srodkowej komorze, a po okresie habituacji
(10 minut), mysz na chwilg wyciggano z aparatu, a w metalowych koszyczkach
umieszczono bodzce. Jako bodziec socjalny zastosowano gars$¢ $ciotki, pochodzaca z klatki
nieznanych dla badanej myszy osobnikow (2-3 myszy o tej samej ptci co zwierze badane),

natomiast czyste] S$ciotki uzyto jako bodzca kontrolnego. Nastepnie, ponownie
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umieszczano mysz W centralnej czeSci klatki i nagrywano jej zachowanie przez 10 minut.
Tak jak w przypadku testu EPM, nagrania analizowano przy uzyciu oprogramowania
EthoVision XT. Jako miar¢ socjalnosci zastosowano czas spedzony na kontakcie
Z bodzcem socjalnym. Jako kontakt zaliczano czas, kiedy glowa myszy znajdowata

si¢ blisko koszyczka z bodzcem (obszar o promieniu 4 cm wokot koszyczka).

3.3.4 Testw aparacie Eco-HAB™

Aparat Eco-HAB™ daje mozliwo$¢ calodobowego $ledzenia zachowania
pojedynczego zwierzecia zyjacego w grupie do 16 osobnikow3*. Eco-HAB™ ztozony jest
Z czterech klatek domowych potaczonych pleksiglasowymi rurkami, stuzgcymi jako
tunele, oraz z systemu identyfikacji radiowej (ang. radio frequency identification, RFID)
polaczonego z komputerem. W dwoch klatkach dostepne byly pozywienie oraz woda,
natomiast dwie pozostale klatki wyposazono w perforowane przegrody, za ktorymi mozna
byto umiesci¢ bodziec zapachowy. Schemat aparatu zaprezentowano na rycinie 3.3.
Doswiadczenia w klatce Eco-HAB™ wykonywano na ok. 3-miesigcznych zwierzgtach.
Trzy dni przed rozpoczgciem eksperymentu, kazdej z myszy umieszczono podskornie
identyfikator RFID (mikrotransponder), do ktorego przypisany byt unikalny 15-cyfrowy
numer, rozpoznawany przez anteny umieszone przy wejsciach do tuneli. Sygnal odbierany
przez anteny byt zliczany i zapisywany w formie plikow tekstowych w cyklu
jednogodzinnym. Kazdg grupg zwierzat testowano w odrebnym aparacie.

Protoko6t doswiadczenia sktadat si¢ z 4 dni swobodnego bytowania (doswiadczenie
rozpoczeto wraz z poczatkiem fazy ciemnej), a nastepnie pigtego dnia za perforowanymi
przegrodami umieszczano bodzce zapachowe. Jako bodziec socjalny wykorzystano garsé
$ciotki, pochodzacej z klatki nieznanych dla badanych myszy osobnikéw (2-3 myszy o tej
samej plci, co grupa badana), a jako bodzca kontrolnego uzyto czystej sciotki. Dobe
po prezentacji bodzcow, doswiadczenie zakonczono, a myszy wrocity do tradycyjnych
klatek bytowych.

W celu utatwienia analizy po zakonczeniu doswiadczenia uzyskane pliki tekstowe
byly procesowane z wykorzystaniem algorytméw opracowanych przez pracownikow
Pracowni Neurobiologii Emocji oraz Pracowni Neuroinformatyki Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie®*4, Dane otrzymane w ten
sposOb zawieraty informacje o liczbie wykonanych wizyt oraz czasie spedzonym w kazdej

z klatek w roznych zakresach czasowych (od 1 godziny do 24 godzin).
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D aktywno$¢ w nowym
otoczeniu
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aktywnos¢ dobowa

|
24h 72h 96h  120h
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| u

zainteresowanie
nieznanym bodzcem
socjalnym

sktonno$¢ do
przebywania w grupie

Ryc. 3.3. Aparat Eco-HAB™, A. Schemat aparatu, na turkusowo zaznaczono anteny RFID
zamontowane na rurkach taczacych kolejne klatki. W klatkach B i D umieszczono poidta z woda
i pozywienie, natomiast w klatkach A i C znajdowaly si¢ perforowane przegrody, za ktérymi
umieszczano bodzce. B. Myszy w aparacie Eco-HAB™. C. Szklany mikrotransponder
umieszczany pod skora zwierzat. D. Schemat doswiadczenia i mierzone parametry.

Zmierzone parametry w aparacie Eco-HAB™:

Eksploracja nowej klatki - dla kazdej z myszy zsumowano liczb¢ wykonanych
wizyt we wszystkich czterech klatkach aparatu w ciggu 6 kolejnych godzin
od rozpoczecia eksperymentu. Nastepnie, warto$ci naniesiono na wykres, gdzie
na osi Y umieszczono liczbg wizyt, a na osi X kolejne godziny od wtozenia
myszy do klatki. Dalej, dla kazdego z osobnikdw wyznaczano krzywg taczacy
punkty i wyliczono pole powierzchni pod krzywg (ang. area under the curve,
AUC), korzystajac z wbudowanej funkcji programu GraphPad Prism 10
(GraphPad USA). AUC

o0 intensywniejszej eksploracji nowej klatki.

Software, Wyzsza  wartos¢ stanowila
Aktywnos¢ dobowa - w aparacie Eco-HAB™, tak jak w klatach bytowych,
zachowano 12-godzinny cykl dobowy, dzigki temu mozliwa byla analiza

aktywnosci w cyklu dobowym myszy. Dla kazdego zwierzecia obliczono liczbe
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wizyt wykonanych w kolejnych fazach jasnych i ciemnych, pomiedzy dniem
2 a 4 eksperymentu. Nastepnie, na podstawie punktow (Y: liczba wizyt, X:
czas) wyznaczono krzywe i obliczono AUC. Wyzsza wartos¢ AUC stanowita
0 wyzszej aktywnosci.

Zainteresowanie nieznanym bodzcem socjalnym — wyrazano jako stosunek
czasu spedzonego w klatce z bodzcem socjalnym (Ts) do czasu spedzonego
w klatce z bodZzcem kontrolnym (Tk) w ciagu pierwszej godziny po prezentacji
bodzcoéHw. Checac zminimalizowac efekt preferencji miejsca, otrzymang warto$¢
podzielono przez stosunek czasu jaki zwierze spedzito dobe wczedniej
w klatkach z perforowanymi przegrodami (ts i tk). Parametr zainteresowanie

nieznanym bodzcem socjalnym mozna wigc przedstawié¢ jako:

Ts/Tk
ts/tk

Wynik nastepnie logarytmizowano, a wartosci dodatnie stanowity o preferencji

bodZzca socjalnego, natomiast wartosci ujemne o awersji wzgledem tego
bodzcal®. Z analizy usunieto dane, jesli ktorakolwiek ze zmiennych (Ts, Tk, ts,

tk) wynosita 0.

Sktonno$¢ do przebywania w grupie — w celu wyznaczenia tego parametru,
dla kazdej pary myszy (np. mysz A i B) obliczono czas spedzony wspoélnie
pomiedzy drugim a czwartym dniem doswiadczenia (tpg), dodatkowo
dla kazdego ze zwierzat obliczono czas spedzony w kazdej z klatek w tym
okresie (tai, taz, tas, tas tei,» tmz, tms, tps). Kazdy z wynikow
znormalizowano przez catkowity czas analizowanego przedziatu (259200 s),
tak aby warto$ci znajdowaty sie w zakresie od 0 do 1. Nastegpnie, aby wyznaczy¢
sktonno$¢ do przebywania w grupie, od wspodlnie spedzonego czasu odjeto czas,
jaki zwierzeta spedzityby razem, zaktadajac niezalezne eksplorowanie aparatu,

co mozna wyrazi¢ jako:
At=tpp - (ta1 * tgy +tas * ey + taz * tp3 + tas * tpg)

Nastepnie na podstawie wynikow uzyskanych dla kazdej pary myszy, obliczono
srednig dla kazdego zwierzecia. Dane dla par przedstawiono na mapach ciepta,
natomiast analize statystyczng wykonano na $rednich warto$ciach dla kazde;j

myszy.
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Wzory uzyte do wyznaczenia parametrow socjalno$¢ oraz socjalnos¢ w grupie

opracowano w Pracowni Neurobiologii Emocji oraz Pracowni Neuroinformatyki Instytutu

Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie'®*.

3.4 Metody biologii molekularnej

Do$wiadczenia molekularne przeprowadzono na tkankach pobranych do 24 godzin

po stymulacji uktadu odpornosciowego siedmiodniowych myszy szczepu B6.

3.4.1 Podstawowe odczynniki chemiczne

Najczgséciej stosowane odczynniki chemiczne wykorzystywane w niniejszej

rozprawie zaprezentowano w tabeli 3.2.

Tab. 3.2. Wybrane odczynniki chemiczne

Nazwa

Producent, numer katalogowy

akryloamid: bis akryloamid; 29:1

BioShop, Kanada, ACR009.500

alkohol etylowy

Avantor Performance Materials Poland S.A.,
Polska, 396420113

alkohol metylowy

Sigma Aldrich, USA, 32212-1L

azydek sodu - NaNs

Avantor Performance Materials Poland S.A.,
Polska, 792770426

btekit Coomassie

Sigma Aldrich, USA, 27816-25¢

bufor do radioimmunoprecypitacji
(ang. radio-immunoprecipitation assay,
RIPA)

Sigma Aldrich, USA, R0278-50ML

bufor obcigzajacy laemmliego

Bio-Rad, USA, #1610747

chlorek cynku - ZnCl;

Sigma Aldrich, USA, 208086-500G

chlorek wapnia - CaCl;

Bioshop, Kanada, CCL444.500

cOmplete™ - koktajl inhibitoréw

proteaz bez EDTA

Roche, Szwajcaria, 04693132001

kwas octowy

Sigma Aldrich, USA, 33209
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laurylosiarczan sodu (ang. sodium
dodecyl sulfate, SDS)

Bioshop, Kanada SDS001.1

nadsiarczan amonu (ang. ammonium
persulfate, APS)

Sigma Aldrich, USA, A6761

Odczynnik Bradforda

BioShop, Kanada, BRA222.1

PhosSTOP™ - koktajl inhibitorow

fosfataz

Roche, Szwajcaria, 04906837001

TEMED

BioShop, Kanada, TEM001.50

TRIS -
tris(hydroksymetylo)aminometan

BioShop, Kanada TRS001.5

Triton X-100

Sigma Aldrich (Merck), Niemcy, P9416

Tween 20

Sigma Aldrich (Merck), Niemcy, T8787

zelatyna

Fluka Analytical, Szwajcaria, 48723-500G-F

3.4.2 Zestawy komercyjne

Gotowe zestawy zaprezentowane w tabeli 3.3. wykorzystano do metod:

multipleksowego testu immunoenzymatycznego - Luminex® oraz do ilo$ciowe]j reakcji

tancuchowej polimerazy z odwrotnag transkrypcja (RT-qPCR).

Tab. 3.3. Stosowane zestawy komercyjne

Nazwa

Producent, numer katalogowy

Luminex® Assay

Mouse Magnetic Premixed Multiplex

Invitrogen, R&D Systems, USA,
LXSAMSM-15

RNeasy Lipid Tissue Mini Kit

Qiagen, Niemcy, 74804

ezDNase™

SuperScript™ IV VILO™ Master Mix with | Thermo Fisher Scientific, USA,

11766050

TagMan® Fast Advanced Master Mix

Thermo Fisher Scientific, USA, 4444963
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3.4.3 Roztwory i bufory

Wigkszo$¢ roztworéw przygotowywano W wodzie ultraczystej Milli-Q (Merck,
Millipore, Niemcy). Najczgsciej stosowane roztwory i ich sktady zaprezentowano w tabeli
3.4.

Tab. 3.4. Najczesciej stosowane roztwory i bufory

Nazwa Sklad

RIPA, 1x inhibitory proteaz, 1x inhibitory

Bufor do izolacji biatek fosfataz

Bufor do rozdziatu elektroforetycznego 0,025 M TRIS, 0,192 M glicyna, 0,1%
biatek SDS

0,05 M TRIS-HCL pH 7,5 1% TRITON,
0,01 M CacCl,, 0,02% NaN;, 1 uM ZnCl,
0,25% bitekitu Coomassie, 45% alkohol

metylowy, 10% kwas octowy

Bufor do wywotania zymografii zelowej

Roztwor bigkitu Coomassie

40% alkohol metylowy, 10% kwas

Roztwor odbarwiajacy octowy

3.4.4 Pobieranie i utrwalanie tanek

W wybranych punktach czasowych, tj. 0,5 godz., 2, 6 lub 24 godziny po podaniu
LPS lub roztworu fizjologicznego soli, myszy zostalty poddane anestezji wziewnej przy
uzyciu izofluranu (Aerrane, Baxter, USA) i eutanazji za pomocg pentobarbitalu sodu
w dawce 100 mg/kg masy ciata (Morbital®, Biowet, Polska).

W celu pozyskania surowicy oseski skrwawiano poprzez nacigcie t¢tnicy szyjnej,
a krew zbierano sterylng strzykawka. Zebrane probki przechowywano w lodowce 24
godziny i po tym czasie wirowano 20 minut, w temp. 4°C, z predkoscig 1000 G (wirdéwka
5424 R, Eppendorf, Niemcy). Supernatant zbierano i przechowywano w -80°C do czasu
dalszych analiz.

Moézgi izolowano na lodzie i w zaleznosci od przeznaczenia traktowano w dwojaki
sposob. Tkanke przeznaczona do analizy metoda RT-gPCR od razu po dysekcji
umieszczano w buforze zabezpieczajacym przed degradacja RNA (RNAlater™

Stabilization Solution, Thermo Fisher Scientific, USA) i przechowywano w 4°C do czasu
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dalszych procedur. M6zgi przeznaczone do analizy metodg zymografii zelowej poddawano
dysekcji 1 izolowano przednie czesci kory mozgu oraz hipokampy. Tkanke umieszczano
w pudetku z suchym lodem (zestalony dwutlenek wegla), a po zamrozeniu probki

przechowywano w -80°C.
3.4.5 Metody pracy z bialkami

3451 Izolacja i pomiar stezenia bialka

Zamrozone probki kory moézgu oraz hipokampéw homogenizowano 10 s przy
uzyciu homogenizatora nozycowego (ULTRA-TURRAX T8, IKA-Werke GmbH & CO,
Niemcy) w 150 ul buforu do izolacji biatka. Nastepnie probki inkubowano na lodzie przez
0,5 godz., a po tym czasie wirowano 15 min, w 4°C, z predkoscig 15000 G (wiréwka 5424
R, Eppendorf, Niemcy). Supernatant przenoszono do czystych probowek.

W celu oznaczenia stgzenia biatka w probce stosowano metode Bradforda
z wykorzystaniem blgkitu Coomassie, ktory po potaczeniu z bialkami tworzy barwny
zwigzek. Wczedniej przygotowano standardy bialkowe (Surowicza albumina wotowa,
BSA, Thermo Fisher Scientific, USA) o stezeniu od 25 pg/ml do 2000 pg/ml.
Na 96-dotkowa ptytke o plaskim dnie optycznym (Greiner Bio-One, Austria) naktadano
w tryplikacie po 4 pl standardéw oraz probek, a nastepnie do kazdego dotka dodawano 200
pl odczynnika Bradforda. Niezwlocznie dokonywano odczytu spektrofotometrycznego
przy uzyciu czytnika Infinite® M1000 (Tecan; Szwajcaria). Mierzono absorbancje¢ $wiatla
przy dlugosci fali 595 nm, w temperaturze pokojowej (ang. room temperature, RT).
Ze wzgledu na pomiar w triplikacie, dla kazdej probki obliczano Srednig warto$é
absorbancji. Na podstawie $rednich dla standardow wyznaczono krzywa wzorcowa oraz
wzor dla krzywej. Nastepnie korzystajgc z otrzymanego wzoru obliczono stezenie biatka

w kazdej z badanych probek.

3.45.2  Multipleksowy test immunoenzymatyczny - Luminex®

Aby scharakteryzowa¢ przebieg stanu zapalnego u siedmiodniowych myszy,
zbadano surowice 0,5; 2; 6 oraz 24 godziny po podaniu LPS lub fizjologicznego roztworu
soli. Wtym celu zastosowano multipleksowy test immunoenzymatyczny Luminex®.
Uzycie tej techniki pozwolito na réwnoczesne wyznakowanie w badanej probce wielu
biatek, co w przypadku ograniczonej ilo$ci materiatu stanowito przewage nad innymi

popularnymi  metodami np. tradycyjnym testem immunoenzymatycznym (ang.
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enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). Na podstawie danych literaturowych
wytypowano panel biatek zwigzanych z odpowiedzig uktadu odporno$ciowego na czynnik
pochodzenia bakteryjnego: CCL5, IL-1B, IL-4, IL-10, IL-17, MMP-9, TIMP-1, TWEAK,
IFN-y, IL-2, IL-6, IL-12 p70, MMP-2, TNF-¢%173177-179,

Metoda Luminex® tgczy w sobie technologie cytometrii przeptywowej oraz reakcji
immunoenzymatycznych. Opiera si¢ na zastosowaniu magnetycznych mikrokulek
wypetionych dwoma fluroforami zmieszanymi w roéznych st¢zeniach, co pozwala
na uzyskanie az 100 wariantéw mikrokulek (po 10 réznych stezen kazdego z fluoroforow).
Wypehione fluoroforami mikrokulki s3a nastgpnie oplaszczane przeciwcialami
specyficznymi dla danego biatka. W celu oznaczenia wyzej wymienionego panelu biatek,
zamédwiono spersonalizowany zestaw zawierajacy bufory, standardy biatek, przeciwciata
oraz mikrokulki (LXSAMSM-15). Ze wzgledu na badanie r6znych analitow, przed
przystapieniem do wlasciwego protokotu, kazda probka zostala rozcienczona w stosunku
1:2, 1:50 oraz 1:200. Przygotowano rowniez bufory oraz standardy biatek zgodnie
z zaleceniami producenta. Procedure przeprowadzano w 200 ul studzienkach 96-dotkowe;j
ptytki o czarnym zabarwieniu. Do studzienek naktadano po 50 pl standardéw oraz probek
w duplikacie, nastgpnie do kazdego dotka dodawano 50 pl mieszaniny mikrokulek.
Kolejnym krokiem byta 2-godzinna inkubacja polaczona z wytrzasaniem na wytrzasarce
orbitalnej (800 rpm) w RT. W tym czasie biatka zawarte w probce przytaczaty sig¢
do swoistych przeciwcial dostepnych na powierzchni mikrokulek. Nastepnie plytke
umieszczano na specjalnie do tego przygotowanym magnetycznym bloczku. Dzigki temu
mikrokulki przyciagane przez bloczek opadaly na dno i mozliwe bylo 3-krotne
przeplukanie kazdej studzienki 100 pl buforu pluczacego. Kolejnym krokiem byto dodanie
do dotkéw po 50 ul wezesniej przygotowanej mieszaniny biotynylowanych przeciwciat
i inkubacja przez godzing na wytrzasarce w takich samych warunkach jak wczesniej.
Po inkubacji, ponownie stosujac magnetyczny bloczek, zabezpieczono mikrokulki na czas
3-krotnego ptukania. Kolejno dodano 50 pl streptawidyny skoniugowanej z fikoerytryna
(PE) — bialkiem czerwonej fluorescencji, a nastepnie po 30-minutowej inkubacji
na wytrzasarce ponownie wyplukano dotki. W ostatnim kroku mikrokulki wraz
z utworzonymi kompleksami przeciwcial zawieszono w 100 pl buforu phluczacego
i dokonano odczytu fluorescencji uzywajac do tego czytnika MAGPIX® System
(The BioPlex MAGPIX Multiplex Reader, Bio-Rad, USA). Czytnik bazuje na technologii
przeptywu, sortowania oraz detekcji przy uzyciu dwoch laserow. Jeden laser o dtugosci fali

Swiatta 621 nm wzbudza fluorofory wypetniajace mikrokulki i dzigki specyficznej emisji
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okresla jej rodzaj, a w konsekwencji, wykrywa analit. Drugi laser o dtugosci fali swiatta
511 nm wzbudza PE, a intensywnos$¢ emisji jest proporcjonalna do ilo$ci zwigzanego
biatka. Schemat wytworzonego podczas procedury kompleksu bialek i przeciwciat

przedstawiono na rycinie 3.4.

biotynylowane 0T
przeciwciato

biatko z pro\bl" pomiar intensywnosci
fluorescencji = pomiar

przeciwciato g stezenia analitu

/
Sa Y,
&

streptawidyna sprzezona

mikrokulka fik
o $rednicy 2 fikoerytryna
. specyficzne
spektrum

emisii \rozpoznanie mikrokulki =
rozpoznanie analitu

Ryc. 3.4. Schematyczne przedstawienie kompleksu bialko-przeciwcialo-fluorofor wytworzone
podczas multipleksowego testu immunoenzymatycznego Luminex®

Dla kazdego z analitow, na podstawie pomiardw intensywnosci fluorescencji
znanych stezen standardow, wyznaczono krzywa wzorcowg oraz wzor dla tej krzywe;.
Stosujgc wzor obliczono st¢zenia badanych analitow dla kazdej probki. Wyniki

zaprezentowano wylacznie dla analitow, ktore udato sie¢ wykry¢ w badanych probkach.

3453  Zymografia zelowa

Metode zymografii zelowej zastosowano aby oceni¢ aktywno$¢ zelatynolityczng
w przednich czgéciach kory moézgu oraz hipokampach, 2 i 6 godzin po podaniu LPS lub
NaCl. W tym celu przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny wyizolowanych wczeéniej
biatek. Do przeprowadzenia elektroforezy stosowano zele nieciagte, sktadajace si¢ zdwoch
warstw: zageszczajacej (5% akryloamid: bis-akryloamid; 0,125M Tris-HCI pH 6,8; 0,1%
SDS) oraz rozdzielajacej (2 mg/ml zelatyny, 8% akryloamid: bis-akryloamid; 0,5M TRIS-
HCI pH 8,8; 0,1% SDS). Polimeryzacje indukowano poprzez dodanie 0,05% APS
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i katalizatora 0,1% TEMED. Elektroforez¢ prowadzono w buforze do elektroforezy,
w temperaturze pokojowej, przy statlym napieciu 90 V dla zelu zageszczajacego oraz 130
V dla zelu rozdzielajacego. Na zele naktadano rowne ilosci probek, tj. 10 pg biatka
w 20 pl 1x stezonego buforu Laemmliego. W celu okreslenia cigzarow czasteczkowych
stosowano barwione standardy mas czgsteczkowych PageRuler Prestained Protein Ladder
(#26616; Thermo Fisher Scientific, USA) o zakresie 10-250 kDa. Po przeprowadzonej
elektroforezie, zele dwukrotnie przeptukiwano przez 30 minut w 2,5% roztworze TRITON-
u. Nastepnie, zele inkubowano przez siedem dni W buforze do wywotywania zymografii
w 37°C. Po tygodniowej inkubacji, zele barwiono 0,25% roztworem bigkitu Coomassie,
a w celu pozbycia si¢ nadmiaru barwnika ptukano w roztworze odbarwiajgcym oraz wodzie
destylowanej. W zwiazku z obecnos$cia w zelu rozdzielajacym zelatyny, czyli substratu dla
MMP-2 oraz MMP-9, miejsca aktywno$ci zelatynolitycznej byly widoczne jako

przejasnienia. Przykladowy zymogram zaprezentowano na rycinie 3.5.

pro-MMP-9
MMP-9

~100 kDa
~70 kDa
pro-MMP-2
MMP-2
~55 kDa

Ryc. 3.5. Przykladowy zymogram. Na Zel nalozono 5 pg lizatu biatkowego wyizolowanego z
ogona pobranego od siedmiodniowej myszy. Z lewej strony widoczne sa prazki standardéw mas
czasteczkowych, a z prawej strony przejasnienia w zelu zwiazane z aktywnoS$cig enzymatyczng
zelatynaz.

Zdjecia zeli wykonano przy uzyciu aparatu ChemiDoc MP (Bio-Rad, USA),
a nastgpnie analizowano przy pomocy oprogramowania Image Lab 6.1 (Bio-Rad, USA).
Pomiar gestosci optycznej prazkéw na wysokosci badanego biatka normalizowano

do catkowitego stezenia biatka w pasmie (ang. lane)oraz wzglgdem grupy kontrolnej.
3.4.6 Metody pracy z materialem genetycznym

3.4.6.1 Izolacja i pomiar stezenia RNA

Mozgi przechowywane w buforze stabilizujagcym RNA poddano dysekcji

pod binokularem. Wyizolowano: przednie czesci kory moézgowej, prazkowia, hipokampy,
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wzgorza, podwzgorza oraz mozdzki. Do izolacji RNA uzyto komercyjnego zestawu
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Niemcy). Probki homogenizowano okoto
30 sekund, w 0,5 ml buforu do lizy na bazie fenolu i guanidyny, nastgpnie po 5 minutach
inkubacji do probowek dodano 200 pl chloroformu i intensywnie wytrzasano.
Po 2-3 minutach wirowano 15 minut, w 4°C, z predkoscig 15000 G. Gorng faze (ok. 600
pl) przenoszono do nowych probowek, dodawano rowng objetos¢ 70% etanolu oraz
doktadnie mieszano uzywajac wytrzasarki typu worteks. Probke nanoszono na kolumny
dostarczone wraz z zestawem i wirowano 15 sekund, w RT, z predkoscia 8000 G. Nastepnie
kolumny przeptukiwano buforem 700 ul RW1 i wirowano uzywajgc parametrow takich jak
w poprzednim kroku. Kolejnym krokiem bylo podwojne przeptukanie kolumny 500 pl
buforu RPE i wirowanie, najpierw przez 15 sekund, a przy drugim ptukaniu przez 2 minuty
w RT z predkosciag 8000 G. Ostatnim krokiem byto eluowanie zatrzymanego na kolumnie
RNA, w tym celu na membrane naktadano 50 pl wody wolnej od rybonukleaz i wirowano
przez 1 min, z predkoscia 8000 G.

Stezenie kwaséw nukleinowych w probce mierzono przy uzyciu spektrofotometru
do pomiaru mikroobjetosci (NanoDrop™ 2000, Eppendorf, Niemcy) przy dtugosci fali
réwnej 260 nm 1 280 nm. Nastegpnie, obliczano stosunek absorbancji przy 260 nm i 280 nm
(A260/A280), a wartosci wspotczynnika mieszczace si¢ w zakresie 2,0 - 2,2 uznawano

za dowdd wysokiego stopnia czystosci badanych probek.

3.4.6.2  IloSciowa reakcja lancuchowa polimerazy z odwrotna transkrypcja (RT-
gPCR)

Aby okresli¢ czy 1 w jakich strukturach mézgu doszto do zmiany ekspresji genow
po podaniu LPS zastosowano metod¢ RT-qPCR. Technika ta pozwala na wykrycie
i oznaczenie RNA w badanej probce. Zdecydowano si¢ na zmierzenie poziomu ekspresji
genow il-6, tnf-a, mmp-9. Jako genu referencyjnego uzyto gapdh, czyli genu
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, ktory ulega konstytutywnej ekspresji.
Zastosowano procedure dwuetapowa, co oznacza ze reakcje odwrotnej transkrypcji oraz
reakcje PCR przeprowadzono w dwdch osobnych procedurach. W pierwszej kolejnosci
konieczne bylo przepisanie MRNA na komplementarne DNA (cDNA) w reakcji odwrotnej
transkrypcji z wykorzystaniem M-MulV rewertazy (genetycznie zmodyfikowana odwrotna
transkryptaza mysiego retrowirusa). Do tego etapu uzyto komercyjnego zestawu
SuperScript™ IV VILO™ Master Mix z dodatkowym krokiem oczyszczajacym probke
z genomowego DNA (gDNA). Na lodzie przygotowano probki zgodnie z tabelg 3.5.
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Tab. 3.5 Sklad mieszaniny do przeprowadzenia jednej reakcji trawienia gDNA

Skladnik Objetos¢
bufor ezDNase™ 10x stezony I ul
enzym ezDNase™ 1 ul
1 ug RNA w wodzie wolnej od nukleaz 8 ul

Trawienie gDNA przeprowadzano w 37°C przez 2 minut. Po tym czasie probki
zwirowano i ponownie umieszczono na lodzie. Do kazdej probowki dodano 4 pl
SuperScript™ IV VILO™ Master Mix 1 6 pl wody wolnej od nukleaz. Rekcj¢ odwrotnej
transkrypcji przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf, Niemcy)
zgodnie z programem przedstawionym w tabeli 3.6.

Tab. 3.6. Program reakcji odwrotnej transkrypcji

Etap Temperatura Czas
Przylaczenie starterow 25°C 10 min
Odwrotna transkrypcja RNA 50°C 10 min
Zahamowanie aktywnos$ci rewertazy 85°C 5 min

Do reakcji qPCR wykorzystano gotowa mieszaning reakcyjng (TagMan™ Fast
Advanced Master Mix) oraz sondy typu TagMan™ (Thermo Fisher Scientific, USA)
przedstawione w tabeli 3.7. Sondy te skladajg si¢ z komplementarnego z badang
sekwencja oligonukleotydu, ktory na koncu 5’ ma przytaczony fluorofor (donor) a na
koncu 3’ wygaszacz (akceptor). Zasada dziatania opiera si¢ na mechanizmie transferu
energii rezonansu Forstera (ang. Fdrster resonance energy transfer, FRET). Kiedy para
donor-akceptor znajduje si¢ blisko siebie, po wzbudzeniu donora energia zostaje
przekazana do akceptora. Natomiast w przypadku kiedy czasteczki znajdujg si¢ daleko od
siebie, energia po wzbudzeniu jest widoczna jako promieniowanie fluorescencyjne.
Podczas syntezy DNA dochodzi do wydtuzania odlegto$ci miedzy donorem i akceptorem,
co powoduje emisj¢ §wiatla. Intensywno$¢ fluorescencji mierzona w kazdym cyklu jest

proporcjonalna do ilosci produktu reakcji PCR.
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Reakcje qPCR przeprowadzano w objetosci 10 ul, w studzienkach 96-dotkowe;j
plytki MicroAmp® (Applied Biosystems, USA), w termocyklerze StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, USA). Sklad mieszaniny reakcyjnej
przedstawiono w tabeli 3.8, a warunki reakcji w tabeli 3.9.

Tab. 3.7. Sondy TagMan™ wyznakowane 6-karboksyfluoresceing (FAM) wykorzystane

w doswiadczeniach

Nazwa genu Nazwa sondy
il-6 Mm00446190_m1
tnf-o Mm00443258 m1
mmp-9 Mm00442991 m1
gapdh Mm99999915 g1

Tab. 3.8. Sklad mieszaniny do przeprowadzenia jednej reakcji gPCR

Sktadnik Objetose
TagMan® Fast Advanced Master Mix 2x st¢zony 5ul
Sonda TagMan® 20x st¢zona 0,5 ul
woda wolna od nukleaz 3,5ul
cDNA 1 ul

Po dodaniu wszystkich sktadowych mieszaniny reakcyjnej, plytke zaklejono folig
optyczng (MicroAmp™ Optical Adhesive Film, Applied Biosystems, USA), a nastgpnie

krétko zwirowano, korzystajac z wir6wki Eppendorf.

Tab. 3.9. Program reakcji gPCR

Etap Temperatura Czas Uwagi
aktywacja polimerazy 95°C 20s -
denaturacja 95°C 1s
40 powtorzen
przylaczanie/wydtuzanie 60°C 20s
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Poziomy ekspresji badanych gendéw analizowano z uzyciem wzglednej analizy
poréwnawczej AACt. Metoda ta wyraza logarytmiczng zmiang ekspresji genu migdzy
grupa kontrolng a grupg eksperymentalng, wykorzystujac normalizacj¢ wzglgdem genu

referencyjnego.
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3.5 Analiza danych

3.5.1 Programy

Do zbierania i analizy danych wykorzystano programy przedstawione w tabeli 3.10.

Tab. 3.10. Wykorzystywane programy i skrypty

Nazwa

Producent/autor

Zbieranie i analiza danych behawioralnych

EthoVision XT 14

Noldus Information Technology,
Holandia

Eco-HAB.rfid, skrypt Delphi

Pawet Boguszewski, Ewelina Knapska,
Alicja Pus$cian, Maciej Winiarski,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.

Nenckiego, Polska

pyEcoHAB, biblioteka Python

Joanna Jedrzejewska-Szmek, Jan Maka,
Szymon Leski, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,

Polska

Zbieranie i analiza danych molekularnych

Image Lab 6.1

Bio-Rad, USA

Fiji: ImageJ2

Johannes Schindelin, Ignacio Arganda-
Carreras, Albert Cardona i inni

StepOnePlus™ Systems

Applied Biosystems, USA

Analiza statystyczna

Microsoft Excel

Microsoft for Windows, USA

GrapPad Prism 10

GraphPad Software, Inc, USA

JASP

JASP Team, University of Amsterdam,

Holandia
Programy graficzne
GIMP 2.10 Spencer Kimball, Peter Mattis, USA
Inkscape Inkscape Project
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3.5.2 Analizy statystyczne

Testowanie statystyczne przeprowadzono w programie GraphPad 10 oraz otwartym
srodowisku JASP. Wyniki analizowano za pomoca wieloczynnikowej analizy wariancji
(ang. two-; three-way ANOVA) po uprzednim sprawdzeniu normalnosci rozktadow
dla kazdego zbioru danych przy uzyciu testu Shapiro-Wilka oraz jednorodno$ci wariancji
przy uzyciu testu Levene'a. Do kazdej analizy wariancji przeprowadzono réwniez analize
post-hoc stosujac test Sidéka, poréwnywano wylacznie grupy roznigce sig od siebie jednym
z badanych czynnikow. Dane, ktore nie spetliaty zatozen normalnosci rozktadu lub
jednorodnosci wariancji, zostaty poddane testowi Kruskala-Wallisa w celu oceny efektu
czynnikow oraz testom Manna-Whitneya z poprawka dla wielokrotnych poréwnan
(Holma-Bonferroniego) w celu zbadania roznic pomiedzy grupami. Tak jak w przypadku
analizy z wykorzystaniem testu parametrycznego, poréwnywano wytacznie grupy réznigce
si¢ jednym czynnikiem. Za istotne statystycznie uznawano wyniki testow dla ktorych
p<0,05 z wyjatkiem kiedy stosowano poprawke dla wielokrotnych poréwnan

(prog istotnosci dostosowywano do liczby poréwnan).
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4. WYNIKI

Uzyskane wyniki podzielone zostaly na trzy podrozdziaty. Pierwszy z nich (4.1.)
stanowi charakterystyke behawioralng niezmienionych genetycznie myszy Szczepu B6,
poddanych aktywacji uktadu odporno$ciowego czynnikiem o pochodzeniu bakteryjnym —
LPS — w siodmym dniu po narodzeniu. W drugim podrozdziale (4.2.) omowiono
odpowiedz uktadu odpornosciowego siedmiodniowych myszy B6 do 24 godzin po podaniu
LPS. Natomiast w trzeciej czgsci (podrozdzial 4.3.) skupiono si¢ na opisaniu zmian
w zachowaniu dorostych zwierzat pozbawionych aktywnego biatka MMP-9 (KO),
po poddaniu stymulacji ich uktadu odpornosciowego w siddmym dniu zycia. We
wszystkich podrozdziatach zastosowano te same oznaczenia kolorystyczne, tj. kolorem
turkusowym oznaczono grupy traktowane LPS, a kolorem szarym grupy kontrolne
zwierzat, ktorym podano NaCl. Dane na wykresach przedstawiono jako $rednie
+ odchylenie w postaci btedu standardowego $redniej (ang. standard error of the mean,
SEM).

4.1 Charakterystyka zachowania dorostych myszy C57BL/6J (B6) po aktywacji

ukladu odpornosciowego w 7 dniu zycia

Aby odpowiedzie¢ na pytanie, czy wykorzystywany model stymulacji uktadu
odpornosciowego wplywa na powstawanie dlugotrwatych zmian w zachowaniu,
postanowiono oceni¢: aktywno$¢, emocjonalno$¢ oraz socjalno$¢ dorostych zwierzat,

po jednorazowym podaniu LPS w 7 dniu zycia.
411 Aktywnos$¢ zwierzat B6

Podstawowym analizowanym aspektem zachowania zwierzat byta aktywnos$é. W tym
celu, wykonano testy EPM oraz Eco-HAB™ migdzy drugim a trzecim miesigcem zycia.
Mierzono aktywno$¢ w nowym s$rodowisku obu aparatow, a takze aktywnos$¢ dobowg

w systemie Eco-HAB™. Schemat doswiadczen przedstawiono na rycinie 4.1.
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podanie dootrzewnowe test uniesicnego labiryntu test w aparacie Eco- HAB™
LPS-u lub NaCl krzyzowego
12h fazy ciemnej/
12h fazy jasnej
) ) 96h 120h
aktywnosé aktywnosé
w nowej klatce dobowa

Ryc. 4.1. Testy behawioralne, podczas ktérych mierzono aktywno$¢ w réznych warunkach.
Nad schematami testow podano wiek zwierzat w czasie przeprowadzenia do§wiadczenia.

Zmierzono catkowity czas aktywno$ci w nieznanym i potencjalnie niebezpiecznym
srodowisku aparatu EPM (ryc. 4.2). W ciggu 5 minut testu samce po otrzymaniu NaCl
(,,samce NaCl” w dalszym teks$cie) eksplorowaty aparat $rednio 164,07 + 4,24 s, samce po
otrzymaniu LPS (dalej ,,samce LPS”) 150,98 + 3,79 s, samice po iniekcji NaCl (samice
NaCl 152,90+7,63s, a samice po podaniu LPS (samice LPS) 161,74 + 4,68 s.
Dwuczynnikowa analiza wariancji (podana substancja x pte¢) wykazata istotny efekt tylko
w przypadku interakcji obu czynnikow (F1,43 = 4,173; p < 0,05), natomiast nie ujawnita
istotno$ci samego czynnika substancji (F1, 43 = 0,157; p > 0,05) ani plci (Fy, 43 = 0,001,

p > 0,05). Porébwnania post-hoc rowniez nie wykazaty roéznic migdzy grupami.

300-
e NaCl
e |PS
_200— ®
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w
©
S
1004
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Ryc. 4.2. Aktywnos$¢ myszy B6 w ciggu 5 minut testu EPM. Nie zaobserwowano réznic miedzy
grupami. Liczebno$¢ grup: & NaCl n =12, & LPSn =11, 2 NaCl n =12, @ LPS n = 12, gdzie
n = liczba zwierzat uzytych w badaniu.
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Ze wzgledu na ograniczenia testu EPM, tj. konieczno$¢ testowania pojedynczej
myszy, brak mozliwos$ci dtugotrwatej obserwacji zwierzecia oraz udziat eksperymentatora,
postanowiono zbada¢ aktywno$¢ zwierzat réwniez w zautomatyzowanej klatce
Eco-HAB™., Eksploracj¢ nowego srodowiska w aparacie Eco-HAB™ oceniano za pomocg
wskaznika AUC, gdzie krzywa przedstawia aktywno$¢ zwierzat w ciggu pierwszych
szesciu godzin od rozpoczecia doswiadczenia. Na wykresach (ryc. 4.3.) przedstawiono
srednie wartosci = SEM dla poszczegdlnych punktéw czasowych, natomiast analiza

statystyczna zostala przeprowadzona na podstawie AUC.
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Ryc. 4.3. Aktywnos$¢ myszy B6 w nowym Srodowisku aparatu Eco-HAB™. Eksploracje aparatu
wyrazono jako liczbe wizyt, zliczanych co godzine, pomiedzy klatkami. Samice traktowane LPS
stabiej eksplorowaty aparat Eco-HAB™ w poréwnaniu do samic traktowanych NaCl. Na wykresie
** oznacza p < 0,01. Liczebnos$¢ grup: & NaCln=12, & LPSn=12, 9 NaCln=12, 2 LPSn =12,
gdzie n = liczba zwierzat wykorzystanych w badaniu.
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Srednia warto$¢ AUC wynosita dla grupy samce NaCl 510,92 + 23,58; samce LPS
586,33 +23,89; samice NaCl 524,75 + 4241; samice LPS 396,00 + 26,15.
Dwuczynnikowa analiza wariancji (podana substancja x ple¢) wykazata istotny efekt
ptci (F1,44 = 8,630; p < 0,01), ale nie podanej substancji (F1, 44 = 0,7880; p > 0,05). Istotna
okazala si¢ rowniez interakcja obu badanych czynnikéw (F1,44 = 11,55; p < 0,01). Analiza
post-hoc ujawnita stabszg eksploracj¢ nowego Srodowiska przez samice traktowane LPS
w poréwnaniu do grupy samic NaCl (t = 3,031, p < 0,01). Dodatkowo wykryto, iz w grupie
zwierzat traktowanych LPS, to samce aktywniej poznawaty aparat w porownaniu do samic
(porébwnanie nie uwzglednione na wykresie, t =4,480; p < 0,0001). Co ciekawe, taki efekt
nie wystgpowatl pomigdzy grupami kontrolnymi NaCl.

Kolejng analizowang forma aktywnosci byl tryb dobowy zwierzat.
Aby zminimalizowa¢ wptyw habituacji do nowej Klatki, analiz¢ trybu dobowego
wykonano na podstawie aktywnosci pomi¢dzy drugim a czwartym dniem eksperymentu w
aparacie Eco-HAB™. Tak, jak w przypadku parametru eksploracja nowej klatki, na
wykresach (Ryc. 4.4.) przedstawiono $rednie warto$ci = SEM dla poszczegdlnych punktow
czasowych (pomiaru dokonywano w cyklu 12-godzinnym), a analize statystyczng zostata
przeprowadzono na podstawie AUC. Srednie warto$ci AUC wynosity: 2710,33 + 177,03
dla grupy samce NaCl, 1962,33 + 100,26 dla grupy samce LPS, 1813,92 + 164,28 dla grupy
samice NaCl oraz 1612,58 + 117,28 dla grupy samice LPS. Analiza aktywno$¢ dobowej
myszy B6 wykazala istotny wptyw zarowno czynnika pici (F1, 44 = 18,91; p < 0,0001) oraz
podanej substancji (F1, 44 = 10,97; p < 0,01), nie wykazano jednak istotnego wptywu
pomiedzy czynnikami (F1,44 =3,639; p > 0,05). Samce LPS byly mniej aktywne od samcow
traktowanych NaCl, co wykazata analiza post-hoc (t = 3,691; p < 0,001). Porownanie
samcoOw 1 samic z grup kontrolnych NaCl, wykryto wyzsza aktywno$¢ dobowa samcow
(t=4,423; p <0,0001).
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Ryc. 4.4. Aktywno$¢ dobowa myszy B6. Liczbe wizyt pomiedzy klatkami aparatu Eco-HAB™
mierzono mig¢dzy 2 a 4 dniem eksperymentu (w cyklu dwunastogodzinnym, szarymi prostokgtami
oznaczono faz¢ ciemng). Samce z grupy LPS byly mniej aktywne od samcow z grupy NacCl.
Na wykresie *** oznacza p < 0,001. Liczebno$¢ grup: & NaCl n =12, & LPS n = 12, ¢ NaCl
n=12, Y LPS n =12, gdzie n = liczba zwierzat wykorzystanych w badaniu.

Podsumowujac, podanie LPS obnizyto aktywno$¢ zwierzat B6 w pordéwnaniu
do grupy kontrolnej NaCl, przy czym efekt ten byt zalezny od ptci. Samice po wczesnej
aktywacji uktadu odpornosciowego wykazywaty mniejsza aktywnos$¢ podczas eksploracji
nowej klatki, natomiast u samcoOw roznica w aktywnosci byta widoczna jedynie
po habituacji do klatki. Warto rowniez zwrdci¢ uwage na fakt, ze roznice migdzy grupami
byty uwidocznione wylgcznie podczas testu przeprowadzanego w grupie (W aparacie

Eco-HAB™), a nie kiedy zwierzeta testowano pojedynczo.
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4.1.2 Emocjonalnos$¢ zwierzat B6

Badania obejmujace zwierzgce modele aktywacji uktadu odpornosciowego
ci¢zarnej matki (MIA) wczesnej aktywacji uktadu odpornosciowego, badz inne modele
stresu na wezesnym etapie zycia wskazywaty na wystgpowanie zmiany w emocjonalnosci
zwierzat W tych modelach!*178180-182 "\ piniejszej rozprawie réwniez postanowiono
zmierzy¢ ten aspekt zachowania. Jako miar¢ emocjonalno$ci przyjeto reakcj¢ na stresujace
warunki, w tym wystepowanie repetytywnych wzorcOw zachowan oraz cheé

podejmowania ryzykownych dzialan. Zastosowane testy przedstawiono na rycinie 4.5.

P7 ~P40 ~P60
podanie dootrzewnowe obserwacja w klalce test uniesionego labiryntu
LPS-u lub NaCl krzyzowego
self-grooming t otwarte/ wychylenia
t zamkniete Z ramion otwartych

Ryc. 4.5. Testy behawioralne mierzace emocjonalno$é zwierzat. Nad schematami testow podano
wiek zwierzat podczas przeprowadzania doswiadczenia, a pod nimi mierzone parametry.

W pierwszej kolejnosci postanowiono podda¢ ocenie zachowanie myszy w Kklatce
domowej. Podczas obserwacji pojedynczego zwierzgcia zwracano uwage na epizody
czyszczenia futerka i1 zliczano laczny czas, jaki mysz poswigcita na t¢ czynnos¢ (rycina
4.6.) Podczas testu sprawdzano rowniez czy wystepuja stereotypie, np. krecenie sie¢ w kdtko
lub kopanie w jednym miejscu (mimo ograniczenia $ciotki). Nie zauwazono jednak tego
typu zachowania w zadnej z grup. Sredni czas (s) spedzony na self-groomingu dla grupy
samce NaCl wynosit 55,83 £ 9,74; dla grupy samce LPS 60,83 £ 16,84; w przypadku samic
NaCl 27,83 +£4,43; a samic LPS 30,25 £ 2,61. Ocena statystyczna (Kruskal-Wallis, podana
substancja oraz pte¢) wykazata istotnos¢ czynnika pici (H1 = 4,341; p < 0,05), natomiast
czynnik substancji nie okazat si¢ istotny (H1 = 0,288; p > 0,05). Testowanie mi¢dzy

grupami nie wykazato jednak r6znic migdzy grupami.
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Ryc. 4.6. Self-grooming myszy B6. Czas spedzony na pielggnacji futra w trakcie 10-minutowej
obserwacji odosobnionego zwierzgcia w klatce domowej. Nie wykazano réznic miedzy grupami.
Liczebno$¢ grup: & NaCln =12, & LPSn =12, @ NaCl n=12, @ LPS n = 12, gdzie n = liczba
zwierzat uzytych w badaniu.

W celu oceny reakcji na stres wykorzystano test EPM. Jak wspomniano w rozdziale
3, na zachowanie zwierzecia w tym tescie wptywaja dwa antagonizujace czynniki, awersja
do niebezpiecznego otoczenia i potrzeba eksploracji. Do oceny lgkliwosci zastosowano
stosunek czasu spedzonego w ,,niebezpiecznych” strefach labiryntu do czasu spedzonego
w ,,.bezpiecznych”, zamknigtych ramionach. Wyzsza wartos¢ wskaznika, wskazywala
wyzsza odporno$¢ na stres, czyli sugerowata przewage potrzeby eksploracji nad Igkiem.
Wyniki przedstawiono na rycinie 4.7. Wartosci stosunku o/z przedstawiaty si¢ nastepujaco:
samce NaCl 0,41 + 0,063; samce LPS 0,83 + 0,078; samice NaCl 0,36 + 0,05; samice LPS
0,44 £ 0,07. Ocena statystyczna z uzyciem testu 2-way ANOVA, wykazala istotny efekt
obu zmiennych (podana substancja: F143 = 14,67; p < 0,001; pte¢: F1,43 = 11,55; p < 0.01),
a takze ich wspoétdziatania (F1, 43 = 7,276; p < 0,01). Analiza post-hoc wykazata wyzszy
wskaznik o/z w grupie samcoéw traktowanych LPS w porownaniu z grupa kontrolng
samcow NaCl (t=4,565; p <0,001). Stwierdzono réwniez istotng roznice miedzy grupami
traktowanymi LPS — wskaznik o/z u samcow LPS byl znacznie wyzszy niz u samic LPS
(t=4,264; p<0,001).
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Ryc. 4.7. Lekliwo$¢ myszy B6. Stosunek czasu spedzonego w ramionach otwartych labiryntu
do czasu spgdzonego w ramionach zamknigtych aparatu EPM (stosunek o/z). Samce LPS spedzity
wigcej czasu w ramionach otwartych w porownaniu do grupy kontrolnej. Dodatkowo, wskaznik o/z
byl wyzszy u samcow LPS w poroéwnaniu do samic LPS. Na wykresie *** oznacza p < 0,001.
Liczebno$¢ grup: & NaCln=12, & LPSn =11, @ NaCl n=12, Q LPS n = 12, gdzie n = liczba
zwierzat uzytych w badaniu.

Kolejnym mierzony aspektem emocjonalnosci zwierzat byta ch¢é podejmowania
ryzyka. Aby zmierzy¢ to zachowanie, wykorzystano liczbg niezabezpieczonych wychylen
z ramion otwartych labiryntu. Wyniki zaprezentowano na rycinie 4.8. Srednia liczba
wychylen wyniosta 57,00 + 5,45 dla samcéw grupy NaCl, 52,82 + 2,90 dla samcow grupy
LPS; 47,42 + 3,01 dla samic grupy NaCl oraz 52,09 + 4,18 dla samic grupy LPS. Analiza
statystyczna nie wykazata wptywu podanej substancji (F1, 43 = 0,000; p > 0,05), ptci (F1, 43
= 1,610; p > 0,05), ani interakcji obu zmiennych (Fy, 43 = 1,184; p > 0,05) na liczbe

niezabezpieczonych wychylen podczas testu EPM.
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Ryc. 4.8. Predyspozycja zwierzat linii B6 do podejmowania zachowania ryzykownego.
Niezabezpieczone wychylenia z ramion otwartych EPM wskazujga na podejmowanie ryzykownych
zachowan. Nie stwierdzono roznic miedzy grupami. Liczebno$¢ grup: & NaCl n = 12,
J LPSn=11, 2 NaCln=12, Q LPS n=12, gdzie n = liczba zwierzat wykorzystanych w badaniu.

W badanym modelu wczesnej aktywacji uktadu odporno$ciowego zaobserwowano,
ze wplywala ona na lIgkliwo$¢ samcow, natomiast nie miala wptywu na samice. Samce
poddane iniekcji LPS wykazywaly nizszg Igkliwos¢ podczas testu EPM, jednak

nie podejmowaty zwigkszonego ryzyka.

4.1.3 Socjalno$é¢ zwierzat B6

Do charakterystyki wielu zaburzen neurorozwojowych nalezag zmiany
w interakcjach spolecznych. Moga one by¢ zwigzane z zaburzeniami w komunikacji,
niedostosowaniem zachowania do sytuacji czy nierozumieniem norm spotecznych. Zmiany
w tej sferze staja sie czesto kryterium diagnostycznym zaburzen takich jak zaburzenia ze
spektrum autyzmu czy schizofrenia®. Sprawdzenie wigc, czy w badanym modelu dochodzi
do zmiany w socjalnosci zwierzat wydato si¢ naturalnym, kolejnym krokiem.
Postanowiono zbada¢ zainteresowanie nieznanym bodZzcem spotecznym, a myszy
testowano zarowno pojedynczo (test trojkomorowy) jak i w grupie (Eco-HAB™).
Przeanalizowano réwniez sktonno$¢ do przebywania w znanej grupie zwierzat. Badanie
przeprowadzono na zwierzgtach w wieku od 2,5 do 3 miesigcy, ze wzgledu na to,
183,184

ze zachowania spoteczne i ich dynamika formuja si¢ w okresie adolescencji

Schematycznie przedstawiono przebieg doswiadczenia na rycinie 4.9.
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Ryc. 4.9. Testy behawioralne mierzace zachowania spoleczne w roéznych warunkach.
Nad schematami testow podano wiek zwierzat podczas przeprowadzania doswiadczenia.

Pierwsza zastosowang metoda, w celu oceny socjalno$ci zwierzat, byl test
trojkomorowy. Zmierzono czas jaki zwierze spedzito na kontakcie z bodZzcem socjalnym,
ktorym byta $cidtka pochodzaca z klatki 2-3 nieznanych myszy. Sredni czas jaki zwierzeta
spedzaty na kontakcie z nieznanym bodzcem socjalnym (w sekundach) wynosity:
179,4 £ 10,71 dla samcow NaCl, 81,25 + 7,44 dla samcow LPS, 100,1 £+ 10,24 dla samic
NaCl oraz 90,9 + 7,59 dla samic LPS. Dane te przedstawiono na rycinie 4.10. Testowanie
statystyczne (podana substancja x ple¢) wykazalo istotny wptyw podanej substancji
(F1,38=26,16; p < 0,0001), czynnika ptci (Fz, 38 = 16,23; p < 0,001), a takze wzajemne
oddziatywanie obu czynnikow (Fi, 38 = 31,16; p < 0,0001). Dalsza analiza ujawnita,
ze samce po podaniu LPS spedzity krétszy czas na kontakcie z nieznanym zapachem
socjalnym, w poréwnaniu do samcow z grupy kontrolnej (t = 7,563; p < 0,0001). Oprocz
tego, wykazano nizsze zainteresowanie bodzcem przez samice NaCl w pordwnaniu

do samcoéw NaCl (t = 6,963; p < 0,0001).
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Ryc. 4.10. Zainteresowanie zwierzat B6 bodzcem socjalnym pochodzacym od nieznanych
zwierzat podczas 10 minut testu tréjkomorowego. Roznice zauwazono wérdd samcow, grupa
LPS spedzita mniej czasu na kontakcie z bodzcem socjalnym w poréwnaniu do samcow NaCl.
Dodatkowo samice NaCl byly mniej zainteresowane nieznanym zapachem socjalnym w
poréwnaniu do samcow NaCl. Na wykresie **** oznacza p < 0,0001. Liczebnoé¢ grup: & NaCl n
=11, & LPSn=11, 2 NaCl n =12, @ LPS n = 11, gdzie n = liczba zwierzat wykorzystanych w
badaniu.

Nastegpnie postanowiono sprawdzi¢, czy taki sam efekt begdzie obserwowany
podczas prezentacji nieznanego bodZca w znanym $rodowisku w grupie. Na poczatku fazy
ciemnej, pigtego dnia testu w aparacie Eco-HAB™, za perforowanymi przegrodami
umieszczono bodziec socjalny, ktorym ponownie byta Scidtka pochodzaca od nieznanych
badanym myszom osobnikdéw, oraz czysta $ciotka jako kontrola. Wykorzystywany
do oceny wskaznik socjalnosci oraz metoda jego obliczania zostaty doktadniej opisane
w rozdziale 3 - Materiaty i metody. Warto natomiast wspomnie¢, ze warto$ci dodatnie
stanowily o zainteresowaniu bodZcem, natomiast ujemne o awersji wzgledem niego.
Dane uzyskane podczas pierwszej godziny po prezentacji bodzcow pokazano na rycinie
4.11.
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Ryc. 4.11. Zainteresowanie zwierzat B6 bodzcem socjalnym pochodzacym od nieznanych
zwierzat podczas pierwszej godziny od prezentacji bodzcéw podczas testu Eco-HAB™, Samce
traktowane LPS byty mniej zainteresowane nieznanym bodZcem socjalnym, natomiast samice z
grupy LPS wykazywaly wyzsze zainteresowanie bodzcem socjalnym w poréwnaniu do kontroli
NaCl. Na wykresie ** oznacza p < 0,01, a **** p < 0,0001. Liczebno$¢ grup: & NaCl n =12, &
LPSn=12, 9 NaCln =10, ¢ LPS n =11, gdzie n = liczba zwierzat wykorzystanych w badaniu.

Wskaznik socjalnos$ci wynosit §rednio 1,70 + 0,23 w grupie samcoéw NaCl; -0,11 +
0,22 w grupie samcow LPS; -0,67 = 0,16 w grupie samic NaCl oraz 0,31 + 0,14 w grupie
samic LPS. Poréwnujac wskazniki socjalnosci migdzy grupami (podana substancja x ptec)
wykazano istotny wptyw pici (Fi, 41= 24,42; p < 0,0001) i podanej substancji (Fy, 41 = 4,460,
p < 0,05) na uzyskany efekt. Efekt wspotdziatania obu zmiennych réwniez okazat
sig istotny (F1,41=49,82; p < 0,0001). Poréwnania migdzy grupami ujawnily brak
zainteresowania nieznanym bodzcem spolecznym samcoéw LPS w poréwnaniu do samcow
NaCl (t=6,716; p < 0,0001). Co ciekawe, odwrotny efekt zaobserwowano u samic. Samice
traktowane LPS wykazywaly wyzszg cickawo$¢ wzgledem obcego zapachu socjalnego
w poréwnaniu do samic NaCl (t = 3,385; p < 0,01). Oprocz tego, tak jak w przypadku testu
trojkomorowego, zauwazono mniejsze zainteresowanie wsrdd samic NaCl w porownaniu
do samcow NaCl (t = 8,379; p < 0,0001).

Ostatnim badanym parametrem byla socjalno$¢ zwierzat w znanej grupie.
Jak wspomniano wcze$niej myszy sg zwierz¢tami stadnymi, a zautomatyzowane klatki
daja mozliwos¢ $ledzenia zachowania pojedynczej myszy zyjacej w grupie. Pomiary
socjalnosci w grupie dokonywano miedzy drugim a czwartym dniem testu w aparacie

Eco-HAB™, W rozdziale 3. Materialy i metody doktadnie opisano sposéb obliczania

73



wskaznika socjalno$¢ w grupie. Panel A ryciny 4.12. przedstawia mapy ciepta, na ktorych
zaprezentowano wyniki otrzymane dla kazdej pary myszy. Wizualne przedstawienie
danych ujawnito, iz samce traktowane LPS chetniej spedzaty ze sobg czas w porownaniu
do samcow NaCl (wyzsze warto$ci parametru At w grupie & LPS). Natomiast samice
traktowane LPS spedzily mniej czasu razem w porownaniu do samic NaCl. Analiza
statystyczna zostata przeprowadzona na S$rednich warto$ciach At dla kazdej z myszy.
Srednie warto$ci parametru At dla grup przedstawiaty sie nastepujaco: samce NaCl 0,071
+0,004; samce LPS 0,114 + 0,007; samice NaCl 0,088 + 0,004; samice LPS 0,054 + 0,002
i zostaly przedstawione na panelu B ryciny 4.12. Czynnik plci oraz interakcja miedzy
czynnikami (podana substancja x pte¢) okazaly si¢ mie¢ istotny wptyw na otrzymany efekt
(pte¢: F1, 44 = 23,48; p < 0,0001; interakcja: Fy,44 = 71,72; p < 0,0001), natomiast sama
zmienna ,,podana substancja” nie okazala si¢ istotna (F1, 44 = 1,227; p > 0,05). Poréwnania
post-hoc migdzy grupami potwierdzity wnioski wyciggniete na podstawie map cieplnych.
Samce LPS spedzaty chetniej czas w grupie w poréwnaniu do samcow NaCl (t = 6,772;
p < 0,0001), natomiast samice LPS spgdzaly mniej czasu razem w poréwnaniu do grupy
samice NaCl (t = 5,205; p < 0,0001). Zauwazono réwniez roéznice migdzy grupami
traktowanymi LPS, samice byly mniej zainteresowane spgdzaniem czasu w grupie

od samcéow (t=9,415; p < 0,0001).
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Ryc. 4.12. Sklonno$¢ myszy B6 do przebywania w grupie mierzona pomiedzy drugim
a czwartym dniem testu Eco-HAB™. A. Mapy cieplne. Kazdy kwadrat w macierzy reprezentuje
parg zwierzat i pokazuje réznice miedzy catkowitym czasem spedzonym razem, a czasem jaki
zwierzeta spedzityby wspolnie, gdyby niezaleznie eksplorowaly aparat (na osiach umieszczono
numery porzadkowe zwierzat). Intensywnos¢ koloru czerwonego jest proporcjonalna do warto$ci
At. B. Srednie warto$ci socjalnosci w grupie dla kazdej z myszy. Samce LPS spedzaly $rednio
wiecej czasu razem, natomiast samice LPS spedzaty mniej czasu razem w poréwnaniu do grup
kontrolnych. Na wykresie **** oznacza p < 0,0001. Liczebno$¢ grup: & NaCl n = 12, & LPS
n=12, Y NaCln=12, Q LPS n =12, gdzie n = liczba zwierzat uzytych w badaniu.
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Socjalnos$¢ zwierzat poddanych aktywacji uktadu odpornosciowego w sioddmym dniu,
wydaje si¢ by¢ najbardziej skomplikowanym aspektem zachowania. Samce 1 samice
reagowaly inaczej na podany LPS. U samcéw podanie LPS powodowato spadek
zainteresowania nieznanym bodzcem spotecznym, natomiast wzmacniato cheé
przebywania w znanej grupie. Samice traktowane LPS byly bardziej zainteresowane
nieznanym bodZcem socjalnym, ale efekt ten zaobserwowano dopiero podczas dhuzszej
ekspozycji na zapach, wtedy kiedy zwierzeta przebywaty w grupie (efekt, byt widoczny
tylko w aparacie Eco-HAB™). W odrdznieniu od samcoéw, samice LPS mniej chetnie

spedzaly czas w stadzie w poréwnaniu do grupy samic NaCl.

4.2 Odpowiedz ukladu odpornosciowego siedmiodniowych myszy B6 na LPS

Wyniki przedstawione w podrozdziale 4.1. potwierdzily istotny wplyw jednorazowego
podania LPS w P7 na zachowanie dorostych myszy B6. Zauwazono jednak inne
oddziatywanie na samce oraz samice. Wczesniejsze prace rOwniez sugerowaly, ze ptec
moze by¢é czynnikiem rdéznicujgcym  efekt  wczesnej  aktywacji  uktadu
odpornosciowego'?4185187 7 teoo powodu postanowiono blizej przyjrzeé sie odpowiedzi
uktadu odporno$ciowego siedmiodniowych myszy na czynnik zapalny. W badanym
modelu skupiono si¢ zaréwno na reakcji odpornosciowej we krwi jak i w OUN. Schemat
doswiadczenia, punkty czasowe, w ktorych pobierano wybrane tkanki oraz zastosowane

metody zaprezentowano na rycinie 4.13.

izolacja

surowicy Luminex®

izolacja biatka

zymografia zelowa

_>

izolacja RNA

RT-gPCR

Ryc. 4.13. Schemat doswiadczen z wykorzystaniem metod biologii molekularnej. Nad
strzatkami podano czas pobrania tkanek jaki uptynat od iniekcji LPS lub NaCl.
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4.2.1 Stezenia bialek w surowicy oseskow

Pierwszym krokiem byta ocena stanu zapalnego we Krwi. Zmierzono poziom

cytokin oraz biatek w surowicy, w czterech punktach czasowych: 0,5; 2; 6 oraz 24 godziny.
Z 15 wybranych analitow w probkach udato si¢ wykry¢ MMP-9, MMP-2, TIMP-1, CCLJ5,

TNF-a, IL-6, IL-10 oraz IFN-y. Uzyskane stezenia tych biatek przedstawiono na rycinie

4.14., a srednie wartosci w tabeli 4.1.

Tab. 4.1. Stezenia bialek w grupach doswiadczalnych wykryte w surowicy myszy B6,
w czterech punktach czasowych po iniekcji. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM.

Czas [godz.]

Biatko | Grupa
0,5 2 6 24
& NaCl 22,23+ 3,20 14,30 + 2,53 21,38+ 5,59 31,45+ 3,70
MMP-9 | & LPS 49,19 + 7,68 90,86 + 16,3 45,52 + 8,01 31,75 + 6,87
ng/ml @ NaCl 29.42 + 1,83 21,32+ 5,05 2521+ 3,51 21,33+2,30
Q LPS 42,33 + 1,39 46,25+ 10,83 51,20 + 5,82 33,44 + 7,23
4 NaCl | 1567,05+ 55,59 | 1553,93 + 167,95 | 1917,98 + 238,64 | 1742,35+ 140,19
MMP-2 | & LPS |2327,05+206,/42 | 1768,92 + 232,23 | 1982,11+89,02 | 1539,12 + 161,40
ng/ml Q@ NaCl | 1831,11+46,20 | 1562,76 + 322,70 | 2057,86 + 145,38 | 1832,45 + 344,69
QLPS | 1947,34+ 143,38 | 1679,24 + 265,70 | 2183,30 + 109,02 | 1977,87 + 178,38
& NaCl 12,46 + 0,40 9,57 +2.31 10,18 + 1,55 9,49 + 1,06
TIMP-1 | &LPS 13,52+ 1,74 31,13+ 5,22 17,07 £ 2,26 19,37+ 1,96
ng/ml @ NaCl 6,62 + 0,29 7,87 1,79 8,59 + 1,01 7,97 + 0,92
Q LPS 6,09 + 0,61 18,11 + 6,69 11,98 + 0,44 17,80 + 3,67
4 NaCl | 106,33 + 30,69 58,00 + 16,14 52,60 + 14,77 63,54 + 15,09
CCL5 JLPS | 251,40+68,85 | 1268,33+329,74 | 126,77 + 39,33 271,72 + 105,8
pg/ml Q@ NaCl | 185,52+ 35,58 81,11 +29,57 82,85 + 33,53 78,76 + 8,19
Q LPS 154,32 +41,55 | 759,30+ 180,79 54,04 + 12,64 140,72 + 10,60
& NaCl 6,99 + 0,84 18,11 + 6,69 11,98 + 0,44 17,81 + 3,67
TNF-a | &LPS 9,51 +2,733 449,51 + 152,34 3,75+ 0,69 2,82 + 0,49
pg/ml @ NaCl 6,41 +£0,98 6,52 + 1,32 3,02+ 0,85 2,45+0,38
Q LPS 5,09 + 0,82 78,61 + 28.46 3,32 +0,34 2,62 +0,52
& NacCl 26,46 + 6,89 66,10 + 15,19 26,58 + 5,41 1,62 + 0,60
IL-6 J LPS 47,79+ 42,05 | 6409,53+739,97 | 38,91+ 19,08 450+2,17
pg/ml Q NaCl 19,89 + 4,39 115,81 + 29,80 27,75+ 1,89 472 + 1,30
Q LPS 26,24 + 7,03 1706,73 + 618,4 25,68 + 2,94 5,54+ 1,14
& NaCl 14,76 + 1,34 30,86 + 5,81 9,00 + 3,32 457+191
IL-10 3 LPS 19,50 + 4,65 575,87 + 291,74 9,97 +£ 2,06 6,40 + 1,83
pg/ml @ NaCl 19,61 + 4,27 41,54+ 7,75 7,26 +2,26 4,46 + 1,57
Q LPS 12,18+ 1,92 129,82 + 29,19 7,51+ 1,63 6,05 +2,08
& NaCl 18,06 + 4,38 17,21 + 7,83 424 +1,84 6,30 + 1,57
IFN-y J LPS 34,85+ 12,70 102,36 + 23,42 130,74 + 57,75 11,21 2,41
pg/ml Q NaCl nie wykryto 15,44 + 3,97 0,32 +0,33 7,33 + 4,34
Q LPS nie wykryto 28,05+ 10,42 41,14 + 28,02 5,27 + 1,84
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Analize statystyczng przeprowadzano dla kazdego biatka 0sobno, biorgc pod uwage
trzy czynniki: podang substancje, pte¢ oraz czas. Ze wzgledu na duze rozrzuty danych
wokot mediany stosowano test Kruskala-Wallisa w celu oceny efektu kazdego z badanych
czynnikow. Najwazniejsze pytanie dotyczyto tego, czy podanie LPS wplywa na stgzenie
wybranych biatek, dlatego podczas dalszej analizy wielokrotnymi testami Manna-
Whitneya poréwnano wylgcznie grupy rdznigce si¢ czynnikiem podana substancja.
Pierwszym analizowanym biatkiem bylo MMP-9. Analiza st¢zen wykazata istotny wpltyw
czynnika substancji (H1 = 34,931; p < 0,0001), natomiast zmienne czas oraz pte¢ okazaty
si¢ nieistotne (czas: Hz = 2,532; p > 0,05; pte¢: H1 = 0,009; p > 0,05). Poréwnania migdzy
grupami wykazaly, podwyzszone stezenia biatka MMP-9, 0,5 godz., 2 oraz 6 godzin
po podaniu LPS w surowicy samcow w poréwnaniu do kontroli NaCl (0,5 godz.: U = 0,00;
p < 0,01; 2 godz.: U = 0,000; p < 0,01; 6 godz.: U = 4,00; p < 0,05). W grupach samic
wykryto podwyzszony poziom biatka MMP-9 0,5 oraz 6 godzin po iniekcji w porownaniu
do samic NaCl (0,5 godz.: U = 0,00; p < 0,01; 6 godz.: U = 0,00; p < 0,01). Tylko
w przypadku biatka MMP-2, dane spetniaty zalozenia pozwalajgce na przeprowadzenie
wieloczynnikowej ANOVA, dlatego tez oprocz wplywu zmiennych niezaleznych,
obliczono efekty interakcji poszczegdlnych parametrow. Analiza stezen biatka MMP-2 nie
wykryla istotnego efektu podanej substancji, ptci ani czasu po podaniu, interakcje migdzy
czynnikami rowniez okazaly si¢ by¢ nieistotne (czas: F3, 79 = 2,925; p > 0,05; substancja:
Fi, 79 = 2,856; p > 0,05; pte¢: F1, 79 = 0,722; p > 0,05; czas x substancja: Fs3, 79 = 0,976;
p > 0,05; czas x pte¢: Fs 79 = 0,642; p > 0,05; substancja x pte¢: F1, 79 = 0,176; p > 0,05;
czas X substancja x pte¢: F3 79 = 1,089; p > 0,05). Kolejnym badanym biatkiem byto
TIMP-1. Testowanie statystyczne wykazalo wpltyw zar6wno podanej substancji
(H1=22,98; p<0,0001) jak i ptci (H1 = 13,522; p <0,001), nie wykryto natomiast wptywu
czasu (Hsz = 3,471; p > 0,05) na obserwowany efekt. Podczas analizy wielokrotnymi testami
Manna-Whitneya odnotowano wyzsze stezenie biatka TIMP-1, w surowicy samcow, 2 oraz
24 godziny po podaniu LPS w poréwnaniu do samcoéw NaCl w tych samych punktach
czasowych (2 godz.: U = 2,00; p <0,001; 24 godz.: U = 0,00; p < 0,001). Porownania
wykonane mi¢dzy grupami samic NaCl i LPS wykazaly podwyzszone st¢zenie badanego
analitu 6 oraz 24 godziny po iniekcji LPS (6 godz.: U = 4,00; p < 0,05; 24 godz. U= 5,00
p <0,05).
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Ryc. 4.14. Stezenie bialek w surowicy oseskéw myszy B6 mierzone z wykorzystaniem zestawu
Luminex®. Pomiaru dokonano w czterech punktach czasowych po podaniu LPS lub NaCl. Pot
godziny po iniekcji zaobserwowano wzrost stezenia MMP-9 w surowicy oseskow z grupy LPS,
dodatkowo tylko u samcoéw wykazano podwyzszone stezenie CCL5 w tym punkcie czasowym.
Najwigksze roéznice zaobserwowano 2 godziny po podaniu LPS, u obu pici stezenia CCL5, TNF-a,
IL-6 oraz IL-10 byly podwyzszone. Dodatkowo, w grupie samcow zaobserwowano wyzszy p0oziom
MMP-9, TIMP-1 oraz IFN-y w tym punkcie czasowym. W trzecim punkcie czasowym, 6 godzin
po podaniu LPS u obu ptci zauwazono podwyzszony poziom MMP-9, a dodatkowo u samic z grupy
LPS podwyzszony poziom TIMP-1. Dobe po iniekcji LPS u obu plci zaobserwowano podwyzszony
poziom TIMP-1, a dodatkowo w surowicy samic LPS wyzsze stezenie CCLS. W punkcie
czasowym 0,5 godziny nie wykryto IFN-y w surowicy samic, co na wykresie oznaczono jako nd
(ang. not detected, nie wykryto). Na wykresach * oznacza p < 0,05; a ** oznacza p <0,01. W celu
uzyskania odpowiedniej objetosci materiatu, kazdg probke uzyskano poprzez wymieszanie
surowicy dwoch zwierzat. Liczebnos¢ dla wszystkich grup wynosita n = 6, z wyjatkiem ¢ 24 godz.
LPS n =5, gdzie n = liczba probek.
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Nastepnie przetestowano poziomy biatka CCL5. Analiza Kruskala-Wallisa wykazata
istotny wptyw podanej substancji (H1 = 16,372; p < 0,001) oraz czasu jaki uptynat
od iniekcji (Hs = 13,987; p < 0,01) na obserwowane efekty, nie wykryto natomiast
istotnosci czynnika ptci (H1 = 0,015; p > 0,05). Przy uzyciu wielokrotnych testéw Manna-
Whitneya odkryto wzrost stezenia biatka w punktach czasowych 0,5 oraz 2 godziny
w surowicy samcoéw LPS w porownaniu do NaCl (0,5 h: U =5,00; p < 0,05; 2 godz.: 1,00;
p <0,01). Natomiast porownania w grupie samic wykazaly wyzsze stezenie analitu 2 oraz
24 godziny po podaniu LPS w poréwnaniu do grup kontrolnych (2 godz.: U = 3,00;
p<0,05; 24 godz.: U = 1,00; p<0,05). Analiza Kruskala-Wallisa przeprowadzona
dla stezen biatka TNF-a wykazata istotny wplyw zmiennej czas (Hsz = 51,863; p < 0,0001),
ale nie zmiennej pte¢ (H1 = 1,04; p > 0,05) ani zmiennej substancja (H: = 2,479; p > 0,05).
Poréwnania miedzy grupami wykazaly, ze w punkcie czasowym 2 godziny, zar6wno
w grupie samic jak i samcoéw LPS, stezenie TNF-o bylo wyzsze w pordwnaniu do grup
traktowanych NaCl (samce: U = 0,00; p < 0,01; samice: U = 4,00; p < 0,05). W przypadku
biatka IL-6, analiza Kruskala-Wallisa rowniez wykazata wplyw czynnika czasu
(H3 =61,468; p < 0,0001), ale nie czynnikoéw pici i podanej substancji (pte¢: H1 = 0,617;
p > 0,05; podana substancja: Hi = 0,522; p > 0,05). Przy poréwnywaniu grup stwierdzono
wyzsze stezenie IL-6, 2 godziny po iniekcji LPS, zarowno w grupie samic, jak i samcoOw
w porownaniu do kontroli NaCl (samce: U = 0,00; p < 0,01; samice: U = 4,00; p < 0,05).
Nastepnym badanym biatkiem byto IL-10, tak jak w przypadku TNF-a i IL-6, jedyna
zmienna, ktorej wptyw zidentyfikowano jako istotny dla obserwowanego efektu byl czas
(czas: Hz = 64,717; p < 0,0001; pte¢: H1 = 0,234; p > 0,05; podana substancja: Hi = 0,838;
p > 0,05). Wyzsze stezenie 1L-10 w surowicy wykryto dwie godziny po iniekcji LPS
zarowno w grupie samic jak i samcow w porownaniu do grup kontrolnych NaCl (samce:
U = 3,00; p < 0,05; samice: U = 4,00; p < 0,05). Ostatnim badanym biatkiem byt IFN-y.
Roéwniez w tym przypadku wykryto wptyw czasu (Hs = 13,854; p < 0,01). Dodatkowo pte¢
oraz podana substancja okazaty si¢ by¢ istotnymi czynnikami dla obserwowanego efektu
(pte¢: Hi = 14,969; p < 0,001; substancja: Hy = 7,939; p < 0,01). Co warto zauwazyc,
w surowicy samic 0,5 godzin po iniekcji zarowno NaCl, jak i LPS nie wykryto IFN-y.
Poréwnania miedzy grupami ujawnily wyzsze st¢zenie IFN-y w grupie samcoOw LPS dwie
godziny po iniekcji w poréwnaniu do grupy NaCl (U = 2,00; p < 0,05).

Podsumowujac, najwczesniej tj. 0,5 godziny po iniekcji, wzrosto stezenie MMP-9
I CCL5 w surowicy samcow LPS, a takze w MMP-9 w surowicy samic LPS. Najwiecej

zmian zaobserwowano 2 godziny po podaniu LPS. W grupie samcoéw podwyzszony
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poziom zanotowano dla wszystkich wykrytych analitow z wyjatkiem MMP-2, natomiast
u samic po 2 godzinach wyzsza koncentracj¢ stwierdzono w przypadku: CCL5, TNF-a,
IL-6 oraz IL-10. Po 6 godzinach u obu plci odnotowano wzrost stezenia MMP-9, natomiast
po dobie od iniekcji podwyzszony poziom stwierdzono w przypadku inhibitora proteaz
TIMP-1, ausamic dodatkowo w przypadku CCL5. W przypadku 7-dniowych samic
odpowiedz uktadu odpornosciowego byla ubozsza w poréwnaniu do samcow,
np. w przypadku IFN-y w ogole nie wykryto wzrostu stezenia w surowicy samic. Nawet
w przypadku kiedy u obu plci wykryto podwyzszony poziom danego biatka, réznice
miedzy grupg LPS a NaCl byty wicksze w przypadku samcow (CCL5, TNF-a, IL-6).

4.2.2 Aktywnos$¢ zelatynolityczna w OUN

Jednym z bialek, ktorego podwyzszone stezenie zanotowan0 w surowicy oseskow
byto MMP-9. Bialko to peni szereg funkcji podczas procesu zapalnego, np. uczestniczy
w przebudowie tkanek w celu utatwienia naptywu limfocytow do miejsca infekcji, a takze
reguluje inne biatka odpowiedzi odpornosciowej, takich jak TNF-a czy IL-1p46:188,
MMP-9 jest jednak szczegolnie interesujace ze wzgledu na udzial w procesach
neuroplastycznosci, ktore wydaja si¢ wyjatkowo wazne w zrozumieniu mechanizmow
zaburzen neurorozwojowych!®®. Do grupy zelatynaz, oprocz MMP-9, nalezy biatko
MMP-2, z tego wzgledu przeanalizowano réwniez jego aktywno$¢, pomimo ze we krwi
nie zaobserwowano roznic w poziomie tego biatka. Wybrane tkanki pobrano dwie oraz
sze$§¢ godzin po iniekcji LPS. W pierwszej kolejnosci postanowiono przeanalizowac
aktywnos$¢ zelatynolityczng w przednich czeg$ciach kory moézgu. Jak zaprezentowano
w rozdziale 3., przejasnienia w zelu widoczne po degradacji zelatyny moga by¢ widoczne
w czterech réznych miejscach odpowiadajacych formom latentnym biatek (pro-MMP-9,
pro-MMP-2) oraz formom aktywnym z odkrytymi miejscami cigcia *°. W badanych
probkach przednich cze$ci kory moézgu oraz hipokampow zaobserwowano wylacznie
aktywnos¢ pro-MMP-9 oraz pro-MMP-2. Ze wzgledu na zastosowane barwienie Zeli,
mozliwe byto znormalizowanie wartosci densytometrycznej kazdej probki do catkowitego
stezenia biatka w pasmie zelu (ang. lane), a takze do grupy kontrolnej. Bylo to konieczne
poniewaz doswiadczenia przeprowadzano na dwoch réznych kohortach zwierzat.

W pierwszej kolejnosci postanowiono przeanalizowa¢ aktywnos¢ zelatynolityczng
w przednich czesciach kory mozgu. Przyktadowe zymogramy przedstawiono na panelu
A ryciny 4.15., natomiast wykresy przedstawiajgce znormalizowane warto$ci gestosci

optycznej dla wykrytych zelatynaz przedstawiono na panelu B ryciny 4.15. Srednie
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warto$ci zmierzone na wysokos$ci biatka pro-MMP-9 wynosity kolejno: & 2 godz. NaCl
1,000 + 0,074; & 2 godz. LPS 2,861 + 0,499; & 6 godz. NaCl 1,000 = 0,099; & 6 godz.
LPS 1,397 +0,244; Q 2 godz. NaCl 1,000 +0,107; ¢ 2 godz. LPS 3,019+ 0,341; ¢ 6 godz.
NaCl 1,000 + 0,081; @ 6 godz. LPS + 0,918 + 0,133; natomiast dla biatka pro-MMP-2:
& 2 godz. NaCl 1,000 + 0,059; & 2 godz. LPS 0,905 £+ 0,066; & 6 godz. NaCl
1,000 + 0,049; & 6 godz. LPS 0,999 £ 0,096; @ 2 godz. NaCl 1,000+ 0,053; @ 2 godz. LPS
1,239 + 0,136; @ 6 godz. NaCl 1,000 + 0,040; ¢ 6 godz. LPS + 1,065 + 0,045. Analiza
statystyczna przeprowadzona dla aktywnosci biatka pro-MMP-9 wykazala istotny wptyw
czynnika ,,podana substancja” (Hi= 13,228; p <0,001), a takze czasu (H1 = 9,868;
p <0,01). Ple¢ zwierzat nie miala istotnego wplywu na obserwowany efekt (Hy = 0.463;
p > 0,05). Po przeprowadzeniu testow Manna-Whitneya okazato sig¢, ze wzrost aktywnos$ci
zelatynolitycznej zaobserwowano 2 godziny po iniekcji LPS zaréwno w przypadku
samcow (U = 0,00; p <0,001), jak i samic (U = 0,00; p < 0,001). Natomiast sze$¢ godzin
po podaniu LPS nie zauwazono réznic migdzy grupami. Przeanalizowanie aktywnosci
zelatynolitycznej biatka pro-MMP-2 nie wykazalo istotno$ci zadnego z badanych
czynnikow (pte¢: H1 = 3,525; p > 0,05; substancja: Hi =0,661; p > 0,05; czas: Hi = 0,043;
p > 0,05). Podanie LPS nie miato wplywu na aktywnos$¢ biatka pro-MMP-2.
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Ryc. 4.15. Aktywno$¢ zelatynolityczna w korze mézgu siedmiodniowych myszy po iniekcji
LPS lub NaCl. A. Przyktadowe zymogramy przedstawiajace aktywnos¢ enzymatyczng zelatynaz
2 oraz 6 godzin po iniekcji. B. Wyniki zymografii zelowej w formie znormalizowanej gestosci
optycznej. Dwie godziny po podaniu LPS, u obu pici, zaobserwowano zwigkszona aktywnos¢
zelatynolityczng na wysokosci biatka pro-MMP-9 w poréwnaniu do kontroli. Na wykresach ***
oznacza p < 0,001. Liczebno$¢ kazdej z grup wynosita n = 8 w punkcie czasowym 2 godz. oraz
n =7 w punkcie czasowym 6 godz., gdzie n = liczba probek.
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Nastepnie poddano analizie dane uzyskane z hipokampdéw oseskow. Wyniki
w formie przyktadowych zymogramoéw przedstawiono na panelu A ryciny 4.16., a wykresy
przedstawiajace znormalizowane wartosci densytometryczne na panelu B 4.16. Srednie
wartosci  dla  pro-MMP-9  wynosity: & 2 godz. NaCl 1,000 + 0,113;
& 2 godz. LPS 1,974 +0,203; &' 6 godz. NaCl 1,000 +0,122; & 6 godz. LPS 1,227 +0,162;
Q2 godz. NaCl 1,000 + 0,098; @ 2 godz. LPS 1,452 + 0,241; @ 6 godz. NaCl
1,000 + 0,060; @ 6 godz. LPS 1,426 + 0,181; natomiast dla biatka pro-MMP-2: &' 2 godz.
NaCl 1,000 + 0,081; & 2 godz. LPS 0,981 + 0,074; & 6 godz. NaCl 1,000 + 0,060; & 6
godz. LPS 1,005 + 0,077; @ 2 godz. NaCl 1,000 = 0,071; @ 2 godz. LPS 0,974 + 0;031; ¢
6 godz. NaCl 1,000 + 0,044; @ 6 godz. LPS 0,997 + 0,068. Analizujac aktywnosc¢
na wysokosci biatka pro-MMP-9 wykryto wptyw podanej substancji (H:1 = 16,290;
p <0,001), ale nie ptci (H1 = 0,159; p > 0,05), ani czasu (Hi = 1,405; p > 0,05). Dzi¢ki
poréwnaniom mi¢dzy grupami odkryto, ze podanie LPS powoduje zwigkszong aktywno$é
enzymatyczng na wysokosci biatka pro-MMP-9 wytacznie w grupie samcow, 2 godziny po
iniekcji (U =0,00; p <0,001). Tak jak w przypadku przednich cze$ci mozgu, nie wykryto
zmian w aktywnosSci zelatynolitycznej pro-MMP-2 po podaniu czynnika bakteryjnego
(pte¢: H1 = 0,106; p > 0,05; substancja: Hi = 0,049; p > 0,05; czas: Hy = 0,004; p > 0,05).

Uzyskane dane potwierdzity udziat biatka MMP-9 w rozwoju proceséw zapalnych
nie tylko we krwi, ale takze w mézgu. Szczegblnie widoczne byto to 2 godziny po iniekcji
LPS wmozgach samcoéw, u ktorych zaobserwowano podwyzszong aktywnosé
enzymatyczng na wysokosci latentej formy tego biatka w obu badanych strukturach.

U samic wzrost dziatania Zelatynaz ograniczony byt do przednich czg¢sci kory mozgu.
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Ryc. 4.16. Aktywno$¢ zelatynolityczna w hipokampach siedmiodniowych myszy po iniekcji
LPS lub NaCl. A. Przyktadowe zymogramy przedstawiajace aktywno$¢ enzymatyczna zelatynaz
2 oraz 6 godzin po iniekcji. B. Wyniki zymografii zelowej w formie znormalizowanej ggstosci
optycznej. Dwie godziny po podaniu LPS w grupie samcéw zaobserwowano podwyzszong
aktywno$¢ zelatynolityczng na wysokosci biatka pro-MMP-9 w poréwnaniu do kontroli.
Na wykresach *** oznacza p < 0,001. Liczebnos¢ kazdej z grup wynosita n = 8§ w punkcie
czasowym 2 godz. oraz n = 7 w punkcie czasowym 6 godz., gdzie n = liczba probek.
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4.2.3 Ekspresja genow zwigzanych z odpowiedzia ukladu odpornosciowego

W réznych strukturach OUN

Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie, czy stan zapalny wywotany jednorazowym
podaniem LPS ma wptyw na ekspresj¢ genow w OUN. Na podstawie danych opisanych
W poprzedniej czesci zdecydowano si¢ na sprawdzenie poziomu ekspresji genu mmp-9.
Oprécz tego zbadano poziomy mRNA tnf-o oraz il-6. Postanowiono sprawdzi¢ sze$é¢
struktur OUN przedstawionych zgodnie z kolejnoscia dysekcji (przednia czgs¢ kory
mozgu, prazkowie, podwzgorze, wzgorze, hipokamp oraz mozdzek) 6 godzin po iniekcji.
Srednie wzgledne poziomy mRNA dla kazdej z grup przedstawiono w tabeli 4.2., natomiast

wykresy 1 porownania mi¢dzy grupami znajdujg si¢ na rycinie 4.18.

Tabela 4.2. Wzgledne poziomy ekspresji badanych genéw. Wyniki normalizowano metoda
AACt uzywajac gapdh jako genu referencyjnego. Dane przedstawiono jako $rednia = SEM.

Struktura
Gen Grupa
kora o . . . fo o
v prazkowie | podwzgorze | wzgorze | hipokamp | moézdzek
4 NaCl | 1,00£0,05 | 1,00£0,03 | 1,00=0,07 1,00+ 0,06 | 1,00+£0,04 | 1,00=+0,07
JLPS |232+033 | 1,60+£0,14 | 1,14+0,09 0,93+0,08 | 1,04£0,09 | 1,15+0,04
mmp-9 Q@ NaCl | 1,00+ 0,07 | 1,00+0,10 | 1,00+0,07 1,00£0,10 | 1,00+£0,05 | 1,00=+0,07
QLPS | 1,10+0,16 | 2,50+024 | 1,33+0,11 1,56 0,08 | 1,46 £0,16 | 0,79 +0,08
4 NaCl | 1,00+0,03 | 1,00£0,05 | 1,00£0,09 | 1,00+0,05 | 1,00+0,04 | 1,00+0,11
ALPS | 1,91+023 | 1,97+£0,20 | 1,94+021 | 2,36+0,33 | 2,03+025 | 2,00+0,24
tf-a Q NaCl | 1,00+ 0,80 | 1,00+0,03 | 1,00+0,07 1,00+ 0,12 | 1,00+ 0,07 | 1,00+ 0,08
QLPS | 1,79+0,09 | 1,58+0,13 | 2,14£020 | 1,60+0,22 | 1,57+0,19 | 1,19+ 0,08
4 NaCl | 1,00+0,06 | 1,00+0,07 | 1,00+0,12 1,00+ 0,06 | 1,00+£0,08 | 1,00+0,10
. JLPS |1,23+0,10 | 3,17£0,37 | 2,66=0,27 1,70£0,09 | 1,38+0,19 | 1,12+0,07
-6 Q@ NaCl | 1,00+ 0,06 | 1,00+0,03 | 1,00 0,09 1,00+ 0,03 | 1,00£0,10 | 1,00+0,13
QLPS | 1,51+0,11 | 2,73+0.26 | 1,87+0,12 1,71+£0,25 | 1,50+0,13 | 1,07+0,10

W pierwszej kolejnosci skupiono si¢ na ekspresji mmp-9. Wstepna analiza

statystyczna wykazata, Ze to gléwnie czynnik ,podana substancja” ma wplyw
na obserwowany efekt (H: = 24,152; p <0,001), natomiast zmienna ,,struktura” oraz ,,pte¢”
nie przekroczyly progu istotnosci statystycznej (struktura: Hs = 9,190; p > 0,05; ple¢:
H1=0,183; p > 0,05). W grupie samcéw LPS podwyzszony poziom ekspresji mmp-9
wzgledem kontroli stwierdzono w przednich czgsciach kory mozgu (U = 0,00; p < 0,01)
oraz w prazkowiach (U = 1,00; p<0,01). W modzgach samic traktowanych LPS
podwyzszony poziom mRNA mmp-9 odkryto
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Ryc. 4.18. Wzgledna ekspresja genéow mmp-9, il-6 oraz tnf-a w réznych strukturach OUN
6 godzin po iniekcji. Podanie LPS prowadzi do wzrostu ekspresji mmp-9 w prazkowiach obu pfci.
Dodatkowo, wzrost ekspresji tego genu zaobserwowano w przednich czgsciach kory moézgu
samcoOw, a u samic wzrost zanotowano w podwzgorzach, wzgorzach i hipokampach. Podwyzszong
ekspresje tnf-o zaohserwowano we wszystkich badanych strukturach mézgu w grupie samcow LPS,
natomiast w OUN samic podwyzszony poziom tnf-a wykryto w korze mozgu, prazkowiach,
podwzgorzach oraz hipokampach. Wzrost ekspresji il-6 zaobserwowano w prazkowiach,
podwzgorzach oraz wzgorzach obu pici 6 godzin po podaniu LPS. Dodatkowo, w grupie samic
podwyzszong ekspresj¢ il-6 zanotowano takze w korze médzgu oraz hipokampie. Na wykresach *
oraz ** oznacza kolejno: p < 0,05; p < 0,01. Liczebnos¢ dla kazdej z grup wynosita n = 6, gdzie
n = liczba probek.
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az W czterech strukturach: prazkowiu (U = 0,00; p < 0,01), podwzgorzu (U = 5,00;
p < 0,05), wzgorzu (U = 1,00; p <0,01) oraz w hipokampie (U = 3,00; p < 0,05).

Kolejnym genem, ktérego ekspresj¢ sprawdzono byl tnf-a. Przy uzyciu testu
Kruskala-Wallisa stwierdzono istotny wptyw podanej substancji (Hy =89,972; p <0,0001).
Zmienna ,,pte¢” (Hy = 1,770; p > 0,05) oraz ,,struktura” (Hs = 1,564; p< 0,05) nie okazaty
si¢ by¢ istotne dla obserwowanego efektu. Testy wielokrotnych porownan wykazaty,
ze U samcOw po podaniu LPS we wszystkich strukturach zaobserwowano podwyzszony
wzgledny poziom mRNA tnf-o (we wszystkich przypadkach warto$¢ U wynosita 0,00; przy
istotnosci p < 0,01). W grupie samic wzrost ekspresji badanego genu zanotowano po
iniekcji LPS w przednich czesciach kory moézgu (U = 0,00; p < 0,01), w prazkowiu
(U=0,00; p<0,01), w podwzgérzu (U = 0,00; p <0,01) oraz w hipokampie (U = 4,00;
p <0,05).

Ostatnim genem, ktorego ekspresj¢ badano po podaniu LPS byta il-6. Wstepnie
stwierdzono istotny wptyw podanej substancji (H1 = 62,713; p < 0,0001) oraz struktury,
z ktorej wyizolowano materiatl genetyczny na ekspresje genu (Hs = 12,780; p < 0,05).
Nie wykazano jednak istotnosci czynnik ptci (H1 = 0,012; p > 0,05). Dzigki porownaniom
miedzy grupami odkryto istotnie podwyzszony wzgledny poziom mRNA il-6
w prazkowiach (U = 0,00; p < 0,01), podwzgdrzach (U = 0,00; p < 0,01) oraz wzgdrzach
(U=10,00; p <0,01) samcow, ktorym podano LPS. W mozgach samic poddanych aktywacji
uktadu odpornos$ciowego wykryto podwyzszong ekspresje il-6 w korze mozgu (U = 0,00;
p <0,01); prazkowiach (U = 0,00; p <0,01); podwzgdrzach (U = 0,00; p <0,01), wzgdrzach
(U =4,00; p <0,05) oraz hipokampach (U = 4,00; p < 0,05).

Podsumowujac, w OUN ekspresja genéw zwigzanych z odpowiedzig na czynnik
zapalny byta podwyzszona po 6 godzinach od i.p. iniekcji LPS. U samic i u samcow wzrost
ekspresji badanych genow obserwowano w roznych strukturach. Przyktadem moze by¢ gen
mmp-9, ktorego poziom w mézgu samcow zanotowano w przednich czesciach kory mozgu
I prazkowiu, a u samic w prazkowiu, podwzgoérzu, wzgorzu i hipokampie. Takie roznice
mogg wynika¢ z odmiennej dynamiki zmian ekspresji gendw, ktorej nie udato si¢ uchwycic¢

z powodu analizy efektu czynnika zapalnego tylko w jednym punkcie czasowym.
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4.3 Rola MMP-9 w ksztaltowaniu zachowania dorostych myszy po wezesnej aktywacji

ukladu odpornosciowego

Wcze$niejsze badania zebrane w pracy przegladowej Reinhard i wspotpracownikow!®
podkreslaty wspotwystepowanie wysokiego poziomu MMP-9 z kluczowymi procesami
W rozwoju mozgu. Za przykltad moze postuzy¢ stabilizacja widkien kiciastych
w hipokampie, nizsze st¢zenie biatka podczas tego procesu wigzato si¢ z przyspieszonym
dojrzewaniem synaps pobudzajacych!®®!1 W niniejszej rozprawie udato sie wykazaé
podwyzszony poziom biatka MMP-9 we krwi, podwyzszong ekspresj¢ genu, a takze wzrost
aktywnos$ci zelatynolitycznej w moézgu po podaniu LPS. W pracy oOpisano rowniez
utrzymujgce si¢ W dorostosci zmiany w zachowaniu zwierzat poddanych stymulacji uktadu
odporno$ciowego w siddmym dniu po urodzeniu. Aby sprawdzi¢, czy obserwowane
zmiany w  zachowaniu sa  modulowane przez MMP-9, zdecydowano
si¢ na przeprowadzenie obserwacji behawioralnej zwierzgt MMP-9 KO oraz ich
genetycznie niezmienionego rodzenstwa WT po podaniu czynnika bakteryjnego
w siddmym dniu zycia. Zdecydowano si¢ na zastosowanie tej samej baterii testow

behawioralnych, ktore przeprowadzono na zwierzetach B6.

4.3.1 Aktywnos$¢ zwierzat liniit MMP-9 KO

W pierwszej kolejnosci analizie poddano aktywnos$¢ zwierzat liniit MMP-9 KO.

Wykorzystane testy i wiek zwierzat przedstawiono na rycinie 4.19.

P7 ~P60 ~P90
podanie dootrzewnowe test uniesionego labiryntu test w aparacie Eco- HAB™
LPS-u lub NaCl krzyzowego
12h fazy ciemnej/
12h fazy jasnej
) 96h 120h
aktywnosé aktywnosé
w nowej klatce dobowa

Ryc. 4.19. Testy behawioralne, podczas ktorych mierzono aktywno$é w réznych warunkach.
Nad schematami testow podano wiek zwierzat w czasie przeprowadzenia do§wiadczenia.
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Podczas testu EPM mierzono mig¢dzy innymi aktywno$¢ myszy linii MMP-9 KO.
Sredni czas (s) spedzony na aktywnos$ci wynosit kolejno: & WT NaCl 199,5 + 8,14; & KO
NaCl 206,4 + 6,02; & WT LPS 134,0+8,69; & KO LPS 150,50+ 10,19; ¢ WT NaCl 191,3
+ 6,76; Q KO NaCl 220,5 + 9,14, @ WT LPS 1624 + 8,73; @ KO LPS 173,0 + 11,01.
Porownania mi¢dzy grupami przedstawiono na rycinie 4.20. Uzyskane dane analizowano
przy pomocy trojczynnikowej ANOV A (substancja, genotyp, pte¢). Wykryto istotny udziat
kazdego z czynnikéw (substancja: F1, g6 = 63,620 p < 0,0001; genotyp: Fi1, ss = 6,508
p <0,05; pte¢: F1,8 = 5,237; p < 0,05), ale nie interakcji miedzy nimi (substancja
X genotyp: F1, 8s = 0,1344; p > 0,05; substancja x pte¢: Fi, 86 = 3,294; p > 0,05; plec
X genotyp: F1,86 = 0,432; p > 0,05; substancja x genotyp x pleé: F1,86 = 1,287; p > 0,05).
Testy post-hoc Siddka wykazaty, ze bez wzgledu na genotyp samce traktowane LPS byly
mniej aktywne w awersyjnym $rodowisku aparatu w poréwnaniu do samcoéw NaCl (WT:
t =5,339; p <0,0001; KO: t =4,462; p <0,001). W grupie samic réznice zauwazono tylko
w przypadku nokautéow, samice KO LPS wykazaty nizsza aktywno$§¢ w poréwnaniu

do samic KO NaCl (t = 3,789; p < 0,01).

sk ¥k k
%k %k
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%k kK \ I | e WT NaCl
e ° \ o o B e o KO NaCl
_ 200- % -y ’EE %00 e WTLPS
2 S b G
0 o -3 o KOLPS
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0- T T
samce samice

Ryc. 4.20. Aktywnos¢ zwierzat linii MMP-9 KO mierzona podczas 5 minut testu EPM. Samce
po wczesnej aktywacji uktadu odpornosciowego byly mniej aktywne w porownaniu do kontroli
bez wzgledu na genotyp. W grupie samic zaobserwowano obnizong aktywno$¢ po podaniu LPS
wylacznie u zwierzat KO. Na wykresie **, *** *#** ozpacza kolejno: p < 0,01; p < 0,001;
p <0,0001. Liczebnosé¢ grup: & WT NaCln =12, § KONaCln=11, § WT LPSn =12, & KO
LPSn =12, @ WT NaCl n =12, 2 KO NaCl n =11, Q WT LPS n =12, ¢ KO LPS n = 12,
gdzie n = liczba zwierzat wykorzystanych w badaniu.
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Aktywno$¢ w nowym srodowisku mierzono takze w aparacie Eco-HAB™. W odr6znieniu
od testu EPM, zwierzeta eksplorowaty klatke w grupie do 13 osobnikow, ktore znaty.
W ciagu 6 godzin, zliczano co godzing liczbg wizyt wykonanych migdzy kompartmentami
aparatu. Na podstawie tych danych wyliczono krzywa eksploracji i wartos¢ AUC, ktora
wykorzystano do analizy statystycznej. Na rycinie 4.21. zaprezentowano $rednig krzywa
eksploracji dla kazdej z grup, a w kazdym punkcie czasowym S$rednig liczbe wizyt
wykonata kazda z badanych grup. Srednie wartosci AUC dla grup wynosity kolejno: & WT
NaCl 560,0 + 16,20; & KO NaCl 452,3 + 22,38; & WT LPS 500,8 + 25,78; & KO LPS
374,5 + 21,76; 9 WT NaCl 586,5 + 25,83; @ KO NaCl 3444 + 19,82; @ WT LPS
477,6 +£23,0; @ KO LPS 399,3 + 19,76. Dzi¢ki analizie metodg wicloczynnikowej
ANOVA stwierdzono istotno$¢ podanej substancji (Fz, 87 = 79,20; p < 0,0001), genotypu
zwierzat (F1,87 = 9,394; p < 0,01) oraz interakcji tych czynnikow (Fy, 87 = 5,437; p < 0,05).
Wykryto rowniez wptyw interakcji wszystkich trzech zmiennych (substancja x genotyp
X pte¢: F1,87 = 8,568; p < 0,05). Sam czynnik ptci (F1,87 = 1,646; p > 0,05), wspotdziatanie
czynnikow pfci 1 substancji (F1,87 = 1,918; p > 0,05) oraz pici i genotypu (F1,87 = 1,776;
p > 0,05) nie okazaly si¢ by¢ istotne dla obserwowanego efektu. Testowanie post-hoc
wykryto, ze tak jak w przypadku testu EPM, samce po podaniu LPS, bez wzgledu
na genotyp, mniej aktywnie eksplorowaly aparat Eco-HAB™ (WT: t = 3,479; p <0,01,
KO: t=4,078; p < 0,01). Okazalo si¢ rowniez, ze samice NaCl z nieaktywnym biatkiem
MMP-9 mniej intensywnie eksplorowaty nowe srodowisko w poroéwnaniu do samic WT
NaCl (t = 3,438; p < 0,05). Oprocz tego, zauwazono wptyw podania LPS na samice WT,
zwierzgta poddane dziataniu LPS byly mniej aktywne podczas pierwszych 6 godzin
w aparacie Eco-HAB™ (t = 7,816; p < 0,0001).
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Ryc. 4.21. Aktywno$¢ zwierzat linii MMP-9 KO w nowym Srodowisku aparatu Eco-HAB™,
W ciggu pierwszych sze$ciu godzin od rozpoczecia testu co godzing zliczano liczbe wizyt
pomiedzy klatkami. Samce z grup traktowanych LPS mniej aktywnie eksplorowaty nowe
$rodowisko w porownaniu do grup traktowanych NaCl bez wzglgdu na genotyp. Natomiast
w grupie samic WT zauwazono obnizong eksploracje po podaniu LPS. Dodatkowo, samice KO
NaCl byly mniej aktywne od samic WT NaCl. Na wykresach *,**, **** gznacza kolejno: p <0,05;
p £0,01 oraz p < 0,0001. Na legendzie pokazano sposéb oznaczenia poréwnan migdzy grupami.
Liczebnos¢ grup: & WT NaCln=13, 3 KO NaCln=11, 8 WT LPSn =13, & KO LPS n =13,
Q@ WT NaCl n =13, 2 KO NaCln=11, ¢ WT LPS n =13, @ KO LPS n = 13, gdzie n = liczba
zwierzat wykorzystanych w badaniu.

W aparacie Eco-HAB™ postanowiono rowniez przeanalizowaé aktywnosé
zwierzat linii MMP-9 KO juz po habituacji do warunkéw aparatu. Pomigdzy drugim
a czwartym dniem doswiadczenia co 12 godzin zliczano wizyty miedzy czterema klatkami
aparatu. Cykl 12-godzinny odpowiadat fazom S$wiatta i ciemno$ci w pomieszczeniu
eksperymentalnym. Wykresy przedstawione na rycinie 4.22. pokazuja aktywno$¢ dobowa
zwierzat w formie krzywej, gdzie kazdy punkt reprezentuje liczbg wizyt wykonanych przez

kazda z badanych grup w nastepujacych po sobie cyklach (srednia = SEM). Testowanie
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statystyczne przeprowadzono na warto$ciach AUC, gdzie $rednie dla grup wynosity:
& WT NaCl 1844 £ 84,71; & KO NaCl 1836 + 79,10; & WT LPS 1956 + 117,2;
4 KO LPS 1468 + 79,55; ¢ WT NaCl 1856 + 69,13; ¢ KO NaCl 1718 + 91,61;
Q WT LPS 1629 + 86,55; @ KO LPS 1432 + 47,74. Trojczynnikowa ANOVA wykryta
istotny wptyw czynnikéw genotypu (F1, 93 = 12,22; p < 0,001), substancji (F1,93 = 10,44;
p <0,01) oraz interakcji miedzy nimi (F1, 93= 5,15; p < 0,05). Pte¢ (F1,93 = 3,89; p > 0,05)
oraz efekty interakcji czynnika pici z innymi zmiennymi nie przekroczyty progu istotnosci
(pte¢ x genotyp: F1,93=0,46; p > 0,05; pte¢ x substancja: Fi 93 =1,16; p > 0,05; pte¢ x
genotyp x substancja: F1, 93 = 3,159; p > 0,05). Analiza post- hoc migdzy grupami wykazata
istotne réznice wylgcznie w grupie samcow. Samce KO LPS byly mniej aktywne
od nokautow traktowanych NaCl (t =2,336; p < 0,05). Oprocz tego, wykryto roznice
miedzy samcami réznigcymi si¢ genotypem i traktowanymi LPS, samce pozbawione
aktywnego MMP-9 wykazaty nizsza aktywno$¢ od samcow WT (t = 4,181; p < 0,001).

Wplyw stymulacji uktadu odpornosciowego w siddmym dniu na aktywnos$¢
zwierzat liniit MMP-9 KO byt wyrazniejszy niz u myszy szczepu B6. Obnizong aktywnos¢
w grupach poddanych iniekcji LPS zaobserwowano juz podczas krotkiego,
pigciominutowego testu EPM. Samce z grup LPS, niezaleznie od genotypu, byly mniej
aktywne. Podobny efekt zaobserwowano u samic KO LPS w poréwnaniu do grupy KO
NaCl. W tescie eksploracji nowej klatki, w ktorym zwierzeta badano w grupie, rowniez
potwierdzono nizszg aktywnos$¢ wsrod samcow LPS. Natomiast w przypadku samic spadek
eksploracji wystapit tym razem u niezmienionych genetycznie myszy LPS w poréwnaniu
do grupy samic WT NaCl. Co cickawe, podczas szeSciogodzinnej analizy eksploracji
uwidocznity si¢ réznice miedzy niezmienionymi genetycznie myszami a samicami KO
z grup kontrolnych NaCl. Brak aktywnego biatlka MMP-9 prowadzil do obnizonej
eksploracji u samic NaCl, natomiast efekt ten nie byt widoczny po podaniu LPS. U samcoéw
rdéznice mi¢dzy nokautami a niezmienionymi genetycznie osobnikami byly zauwazalne
jedynie w tescie aktywnosci dobowej po podaniu czynnika zapalnego. W tym przypadku
samce KO LPS byly mniej aktywne od samcow WT LPS, ale takze od nokautow z grupy
kontrolnej NacCl.
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Ryc. 4.22. Aktywnosé¢ dobowa zwierzat linii MMP-9 KO. Miedzy 2 a 4 dniem eksperymentu
zliczano liczbe wizyt pomigdzy klatkami aparatu Eco-HAB™ (w cyklu 12-godzinnym, szarymi
prostokatami oznaczono faze ciemng). Samce KO LPS wykazaly nizsza aktywno$¢ dobowa
w poréwnaniu do grupy samcoéw KO NaCl, a takze WT LPS. Na wykresie * oznacza p < 0,05;
a ***p <0,001. Na legendzie pokazano sposob oznaczenia pordéwnan miedzy grupami. Liczebnos¢
grup: & WT NaCln=13, & KONaCln=12, $ WT LPSn =13, § KO LPSn =13, 2 WT NaCl
n=13, ¢ KO NaCl n =11, Q WT LPS n = 13, € KO LPS n = 13, gdzie n = liczba zwierzat
wykorzystanych w badaniu.

95



4.3.2 Emocjonalnos¢ zwierzat linii MMP-9 KO

Tak jak w przypadku kohorty zwierzat B6, myszy liniit MMP-KO rowniez poddane
zostaly testom oceniajagcym emocjonalnos¢ obejmujace obserwacje zachowania w nowej
klatce domowej oraz w EPM. Schemat doswiadczenia wraz z wybranymi parametrami

przedstawiono na rycinie 4.23.

P7 ~P40 ~P60
podanie doctrzewnowe obserwacija w klatce test uniesicnegoe labiryntu
LPS-u lub NaCl krzyzowego
self-grooming t otwarte/ wychylenia

t zamkniete Z ramion otwartych

Ryc. 4.23. Testy behawioralne mierzace emocjonalno$¢ myszy. Nad schematami testow podano
wiek zwierzat podczas przeprowadzania doswiadczenia. Pod schematami podano mierzone
parametry.

Podczas obserwacji w klatce zliczano taczny czas spedzony na pielegnacji futerka.
Oproécz tego, tak jak w przypadku myszy B6, zwracano uwage na pojawienie si¢ innych
wzorcow zachowan repetytywnych. Zachowan takich jednak nie zanotowano. Sredni czas
(s) jaki kolejne grupy zwierzat spedzilty na czyszczeniu futerka wynosit:
d WT NaCl 64,50 £ 11,56; & KO NaCl 77,90 + 17,12; & WT LPS 209,8 + 21,52;
JKO LPS 125,7 + 22,70; @ WT NaCl 60,08 + 8,84; ¢ KO NaCl 57,18 + 10,59;
Q WT LPS 113,2+16,78; Q KO LPS 63,19 £ 6,99. Dane te przedstawiono na rycinie 4.24.
Przeprowadzona analiza statystyczna Kruskala-Wallisa dla kazdego z czynnikéw ujawnita
wplyw pici zwierzat (H1 = 6,342; p < 0,05) oraz podanej substancji (H1 = 15,982; p < 0,001)
na obserwowany efekt. Nie wykryto natomiast wptywu genotypu na badane zachowanie
(H1 =3,214; p > 0,05).
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Ryc. 4.24. Czas spedzony na pielegnacji futra myszy linii MMP-9 KO. Dane przedstawiaja czas
self-groomingu w trakcie 10-minutowej obserwacji odosobnionego zwierzecia w klatce domowe;j.
Samce jak i samice WT po wczesnej aktywacji uktadu odpornosciowego spedzaty wigcej czasu
na czyszczeniu futerka w poréwnaniu z odpowiadajgcymi im picig grupami kontrolnymi.
Dodatkowo, zarowno samce jak i samice KO poddane dziataniu LPS krocej pielegnowaty futerko
od odpowiadajacych im ptcig myszy WT LPS. Na wykresie * i **** oznacza odpowiednio p < 0,05
i p<0,0001. Liczebno$¢ grup: & WT NaCln =12, 3 KO NaCln=11, & WT LPSn =12, 4 KO
LPSn=12, Q WT NaCln=12, 9 KO NaCln=11, ¢ WT LPSn =12, ¢ KO LPS n =12, gdzie
n = liczba zwierzat uzytych w badaniu.

Dziegki poréwnaniom mi¢dzy grupami odkryto, ze myszy WT LPS poswiecaja wigcej czasu
na self-grooming. W przypadku samcow efekt ten byt silniejszy (U = 5,00; p <0,0001)
niz u samic (U = 29,50; p < 0,05). U myszy KO, nie wykryto réznic pomiedzy grupami
NaCl i LPS. Réznice pomiedzy genotypami byly widoczne u obu plci, ale ujawnity
si¢ dopiero po podaniu LPS. Nokauty obu plci krocej czyscity futerko w porownaniu
do niezmienionego genetycznie rodzenstwa (samce: U = 32,00; p < 0,05; samice:
U =34,50; p <0,05).

Kolejnym badanym aspektem emocjonalnosci zwierzat byt poziom lekliwosci.
Podczas testu EPM mierzono czas spedzony w ramionach otwartych i zamknigtych
labiryntu, a stosunek miedzy tymi dwoma warto$ciami stanowit o relacji migdzy potrzeba
eksploracji a Igkiem przed nieznanym. Im wyzszy stosunek o/z tym wigksza przewaga
eksploracji, czyli nizsza lgkliwos¢. Lekliwos¢ zwierzat linit MMP-9 KO wyrazong jako
stosunek o/z przedstawiono na rycinie 4.25. Srednie wartosci tego parametru wynosity:
& WT NaCl 0,47 + 0,04; & KO NaCl 0,73 +0,08; & WT LPS 0,15 +0,03; & KO LPS 0,19
+ 0,04; Y WT NaCl 0,90 +0,08; @ KO NaCl 0,44 + 0,06; ¢ WT LPS 0,15+ 0,02;
Q KO LPS 0,20 £ 0,03. Dzigki testom Kruskala-Wallisa wykryto, ze glowny wptyw
na obserwowany wynik miata podana substancja (H1 =61,401; p < 0,0001), natomiast
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czynniki ptci (Hy = 0,113; p > 0,05) oraz genotypu zwierzat (H1=0,001; p > 0,05)

nie przekroczyty progu istotnos$ci statystycznej.
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Ryc. 4.25. Lekliwo$é¢ myszy linii MMP-9 KO. Stosunek czasu spgdzonego w ramionach
otwartych labiryntu do czasu spedzonego w ramionach zamknigtych aparatu EPM (stosunek 0/z).
Grupy zwierzat poddanych dziataniu LPS, bez wzgledu na ple¢ i genotyp, wykazywaly
podwyzszony poziom lgkliwosci w porownaniu do odpowiadajacych im kontroli NaCl. Ponadto,
samice KO NaCl byty bardziej Iekliwe od samic WT NaCl. Dodatkowo, samice WT NaCl byty
mnigej zlgknione od samcow WT NaCl. Natomiast w przypadku nokautéw, samice NaCl wykazaty
wyzsza lekliwos¢ od samcow NaCl. Na wykresie ** *** j **** gznacza kolejno: p<0,01; p
< 0,001 oraz p <0,0001. Liczebnos¢ grup: & WT NaCln=12, 4 KONaCln=11, & WT LPSn =
12, $ KOLPSn=12, 9 WT NaCln=12, 9 KONaCln=11, Q WT LPSn=12, 9 KOLPSn=
12, gdzie n = liczba zwierzat wykorzystanych w badaniu.

Testy wykonane miedzy grupami ujawnity, ze po aktywacji uktadu odpornosciowego,
bez wzgledu na genotyp i pte¢, dochodzito do podwyzszenia poziomu lgku w poréwnaniu
do grup, ktorym podano NaCl (samce WT: U = 6,00; p < 0,0001; samce KO: U = 0,00;
p < 0,0001; samice WT: U = 0,00; p < 0,0001; samice KO: U = 14,00; p < 0,001). Co
istotne, ustalono rowniez, ze samice KO NaCl byty bardziej lekliwe od samic WT NaCl (U
= 10,00; p < 0,001). Porownania pomigdzy plciami ujawnily, ze stosunek o/z samic WT
NaCl byt wyzszy w porownaniu do samcow WT NaCl (U = 16,00; p < 0,001). Natomiast
poréwnanie migdzy nokautami NaCl obu pici wykazato, ze samice byty bardziej zlgknione
od samcoéw (U = 18,00; p < 0,01).

Ostatnim parametrem mierzonym w tescie EPM byta liczba niezabezpieczonych
wychylen z ramion otwartych labiryntu. Srednia liczba wychylen w kazdej z grup wyniosta:

4 WT NaCl 29,58 + 2,50; & KO NaCl 37,55 + 2,54; & WT LPS 10,50 + 1,57,
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4 KO LPS 10,58+ 1,87; @ WT NaCl 32,08 + 2,99; @ KO NaCl 26,36 + 2,43;
Q WT LPS 11,75 +1,24; @ KO LPS 10,52 + 0,76. Dane te zaprezentowano na rycinie 4.26.
Wieloczynnikowa analiza wariancji wykryta gtdéwny udziat czynnika ,,podana substancja”
(F1, 86 = 190,5; p < 0,0001), atakze wspotdziatania czynnikéw ,ple¢” i ,,genotyp”
(F1,86 = 6,065; p <0,05) oraz interakcji wszystkich trzech zmiennych (pte¢ x genotyp
X substancja: Fi,8s =4,637; p < 0,05). Sam czynnik ,,pte¢” (F1,86 = 1,434; p > 0,05)
oraz ,,genotyp” (F1, 8s =0,063; p >0,05), jak rowniez interakcje miedzy plcig a podang
substancjg (F1, 86 = 2,999; p > 0,05) oraz migdzy genotypem a podang substancja
(F1, 86 = 0,255, p > 0,05) nie okazaly si¢ istotne dla opisywanego efektu.

Tak jak w przypadku lekliwosci, predyspozycja do podejmowania ryzyka byla
obnizona u zwierzat poddanych iniekcji LPS, bez wzgledu na pte¢ i genotyp (samce WT:
t=6,511; p<0,0001; samce KO: t = 8,997; p < 0,0001; samice WT: 6,938; p < 0,0001;
samice KO: 5,155; p < 0,0001).
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Ryc. 4.26. Predyspozycja zwierzat linii MMP-9 KO do podejmowania zachowania
ryzykownego. Mierzono liczbg¢ niezabezpieczonych wychylen z ramion otwartych EPM.
Zwierzeta obu plci traktowane LPS wykonaty mniej wychylen w porownaniu do kontroli, efekty
byl obserwowany bez wzgledu na genotyp. Na wykresie **** oznacza p< 0,0001. Liczebno$¢ grup:
dWT NaCln=12, 4 KONaCln=11, 3 WT LPSn=12, $ KOLPSn=12, Q WT NaCl n =12,
Q@ KONaCln=11, Q WTLPSn=12, ? KO LPS n= 12, gdzie n = liczba zwierzat wykorzystanych
w badaniu.

Analiza emocjonalnosci zwierzat liniit MMP-9 KO wykazata, Zze sa one wrazliwe
na stymulacje czynnikiem zapalnym. Myszy bez wzgledu na pte¢ i genotyp byty bardziej
lgkliwe i mniej chetnie podejmowaty ryzykowne zachowania po podaniu LPS. Czyszczenie

192

futerka, ktore moze by¢ objawem umiarkowanego stresu -2, okazato si¢ by¢ wzmozone
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tylko w przypadku zwierzat WT po iniekcji LPS. Co ciekawe, na kohorcie zwierzat B6
nie wykryto tak szerokiego spektrum dziatania LPS na emocjonalno$¢ myszy. Ponadto,
jedyny wplyw zaobserwowano wsrdd samcow B6. Po stymulacji uktadu odporno$ciowego
byly one mniej Iekliwe. Efekt LPS na emocjonalnos¢ zwierzat moze by¢ wige zalezny

od badanej linii myszy.

4.3.3 Socjalno$¢ zwierzat linii MMP-9 KO

Ostatnig seri¢ doswiadczen behawioralnych przeprowadzono w celu zbadania
zachowania socjalnego. Zmierzono zainteresowanie nieznanym bodzcem socjalnym
pojedynczo jak 1 w grupie, a takze preferencje do spgdzania czasu w grupie znanych
zwierzat. Schemat do$wiadczenia 1 wiek zwierzat w trakcie przeprowadzania testow

zaprezentowano na rycinie 4.27.

P7 ~P75 ~P90
podanie dootrzewnowe test trojkomorowy test w aparacie Eco-HAB™
LPS-u lub NaCl

12h fazy ciemnejf
12h fazy jasnej

) ) Oh 24h  48h 72h 96h  120h

zainteresowanie sktonnosé do zainteresowanie
nieznanym bodzcem przebywania w grupie nieznanym bodzcem
socjalnym socjalnym

Ryc. 4.27. Testy behawioralne mierzace zachowania spoleczne w réznych warunkach.
Nad schematami testow podano wiek zwierzat podczas przeprowadzania doswiadczenia.

Ocen¢ zachowania spotecznego myszy liniit MMP-9 KO rozpoczeto od testu
trojkomorowego. Jako miar¢ zainteresowania nieznanym bodZcem spotecznym
zastosowano czas jaki zwierzeta spedzily na kontakcie ze $cidtka pochodzaca z klatki
2-3 nieznanych osobnikéw tej samej plci. Sredni czas (s) jaki zwierzeta spedzity
na kontakcie z nieznanym zapachem spotecznym wynosit: & WT NaCl 164,8 + 11,77; &
KO NaCl 171,0 + 10,90; & WT LPS 115,4 + 8,40; & KO LPS 164,0 + 10,69; ? WT NaCl
1649 + 12,70; Q@ KO NaCl 201,3+12,03; ¢ WT LPS 1634 + 6,59; @ KO LPS
141,7 £ 6,27. Dane te przedstawiono na rycinie 4.28. Testowanie statystyczne wykazato
istotny udzial czynnika podanej substancji (Fi, s2 = 16,56; p < 0,001), genotypu
(F1,82 = 5,803; p < 0,05), a takze interakcji wszystkich trzech zmiennych (pte¢ x genotyp x
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substancja: F1,82 = 12,11; p < 0,001). Sam czynnik pici (F1,82 = 3,762; p > 0,05), a takze
pozostate interakcje (pte¢ X genotyp: Fi, &2 = 1,922; p> 0,05; pte¢ x substancja:
F1,82=0,027; p > 0,05; genotyp x substancja: F1, 82 = 0,296; p > 0,05) nie byly istotne
dla uzyskanego wyniku. Analiza post-hoc Sidaka wykazata, ze samce WT traktowane LPS
spedzity krotszy czas na kontakcie z nieznanym bodzcem spotecznym w pordwnaniu
do grupy samcow WT NaCl (t = 3,319; p < 0,05). Takiego efektu nie zaobserwowano
u zwierzat pozbawionych aktywnego biatka MMP-9. Zauwazono réwniez roznice migdzy
samcami o odmiennych genotypach i traktowanymi LPS. Samce z grupy KO LPS byly
bardziej zainteresowane nieznanym zapachem od samcow WT LPS (t = 3,418; p <0,05).
Co ciekawe, w grupie samic krotszy czas spedzony na kontakcie z bodzcem socjalnym
zanotowano wylacznie u nokautow LPS, w porownaniu do nokautéw NaCl (t = 4,287,

p < 0,001).
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Ryc. 4.28. Zainteresowanie zwierzat linii MMP-9 KO bodzcem socjalnym pochodzacym
od nieznanych zwierzat podczas 10 minut testu tréjkomorowego. Samce WT LPS spedzily
mniej czasu na kontakcie z bodzcem socjalnym w poréwnaniu z grupa kontrolng. Grupa samcoéw
KO LPS byla rowniez bardziej zainteresowana bodzcem socjalnym w poréwnaniu do
odpowiadajacej jej picig grupy WT LPS. U samic KO zauwazono mniejsze zainteresowanie
nieznanym bodzcem socjalnym po podaniu LPS w poréwnaniu do kontroli otym samym
genotypie. Na wykresie * oznacza p < 0,05; a *** p < 0,001. Liczebnos¢ grup: & WT NaCl n = 10,
3 KONaCln=9, S WTLPSn=11, & KOLPSn=12, 2 WT NaCln=12, 2 KO NaCl n =12,
Q@ WT LPSn=12, Q KO LPS n =12, gdzie n = liczba zwierzat uzytych w badaniu.

Nastgpnie myszom linii MMP-9 zaprezentowano nieznany bodziec spoleczny
w zautomatyzowanym systemie Eco-HAB™. Prezentacji dokonano po 4-dniowej
habituacji do aparatu, w ktérym zwierzeta przebywaty w grupie. Korzystajac z opisanego

wczesniej wzoru obliczono zainteresowanie nieznanym bodzcem spolecznym w ciagu
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pierwszej godziny, uwzgledniajacy przy tym miedzy innymi preferencj¢ miejsca. Dane
logarytmizowano, warto$ci dodatnie $wiadczyly o preferencji bodzca, a ujemne o awersji
wzgledem niego. Srednio wskaznik socjalnosci wynosit: & WT NaCl 0,569 + 0;24; & KO
NaCl 1,077 +£0,74; & WT LPS -1,715+0,31; & KO LPS -0,27 +0,52; ¢ WT NaCl -0,192
+ 0,33; @ KO NaCl 0,139 + 0,19; @ WT LPS 1,691 + 0,21; @ KO LPS 0,734 + 0,21.
Wykres przedstawiajgcy te dane zaprezentowano na rycinie 4.29. Przeprowadzono analize
Kruskala-Wallisa, ktora wykazata, ze glownym czynnikiem wptywajacym na uzyskany
efekt byta pte¢ (H1 = 7,755; p < 0,01), natomiast podana substancja (H: = 0,013; p > 0,05)
oraz genotyp zwierzat (H1 = 0201; p > 0,05) nie mialy bezposredniego wptywu na wynik.
Wykonujgc poréwnania miedzy grupami odkryto, ze samce WT po podaniu LPS cechuja
si¢ nizszym zainteresowaniem nieznanym bodzcem spotecznym W poréwnaniu z kontrola
WT NaCl (U =5,00; p<0,0001). Nie zaobserwowanego tego efektu w grupie samcow KO.
Samce KO LPS miaty wyzszy wskaznik socjalnosci w poréwnaniu do rodzenstwa WT
traktowanego ta samg substancjg (U = 35,00; p < 0,05). Samice WT LPS byty bardziej
zainteresowane bodzcem spotecznym od nieznanych myszy w poréwnaniu do samic WT
NaCl (U =13,00; p < 0,0001). Tak jak w przypadku samcoéw, pomiedzy grupami samic KO
nie zaobserwowano zmian po podaniu czynnika bakteryjnego. Wykazano natomiast, ze
samice KO po podaniu LPS byly mniej zainteresowane bodzcem spotecznym w

porownaniu do samic WT LPS.
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Ryc. 4.29. Zainteresowanie zwierzat linii MMP-9 KO bodzcem socjalnym pochodzacym
od nieznanych zwierzat podczas pierwszej godziny od prezentacji bodzcow w aparacie
Eco-HAB™. Samce WT traktowane LPS byly mniej zainteresowane nieznanym bodzcem
socjalnym w poréwnaniu do kontroli NaCl. Odwrotnie, samice WT z grupy LPS wykazywaty
wyzsze zainteresowanie bodzcem socjalnym w poréwnaniu do odpowiadajacej im kontroli NaCl.
Dodatkowo, samce KO LPS miaty wyzszy wskaznik socjalnosci w poréwnaniu do samcow WT
LPS. W grupie samic traktowanych LPS to osobniki WT LPS miaty wyzszy wskaznik socjalnosci
od grupy KO LPS. Na wykresie *, **, **** gznaczajg kolejno p < 0,05, p <0,01 oraz p < 0,0001.
Liczebnos¢ grup: & WT NaCl n =13, & KO NaCl n =13, & WT LPS n =13, & KO LPS n =13,
Q@ WT NaCl n=13, 2 KONaCln =11, 9 WT LPS n= 13, ¢ KO LPS n = 13, gdzie n = liczba
zwierzat uzytych w badaniu.

Korzystajgc z aparatu Eco-Hab. ™, w ktorym myszy bytowaty w grupie, zmierzono
rowniez sktonno$¢ zwierzat do przebywania wsrod znanych osobnikéw. Pomiaru czasu
jaki zwierzeta spedzaty razem dokonywano miedzy 2 a 4 dniem eksperymentu, a nastgpnie
obliczano preferencj¢ na podstawie wzoru opisanego w rozdziale Materialy 1 metody.
Preferencj¢ do spedzania czasu razem dla kazdej pary myszy zaprezentowano na panelu
A ryciny 4.30. Dodatnie wartosci stanowity o checi spedzania czasu razem, natomiast
warto$ci ujemnie 0 unikaniu si¢ badanej pary zwierzat. Na podstawie danych uzyskanych
dla kazdej pary zwierzat obliczono $rednig warto$¢ socjalnosci w grupie dla kazdego
osobnika i na tej podstawie przeprowadzono testowanie statystyczne. Dane w formie
wykreséw przedstawiono na panelu B ryciny 4.30.

Srednie warto§ci parametru socjalno$¢ w grupie wynosity: ¢ WT NaCl
0,023 +£0;002; & KO NaCl 0,016 + 0,003; & WT LPS 0,059 + 0,006; & KO LPS
0,043 +£0,004; @ WT NaCl 0,134 + 0,009; ¢ KO NaCl 0,142 + 0,003; ¢ WT LPS
0,098 + 0,006; ¢ KO LPS 0,094 + 0,009. Analiza statystyczna Kruskala-Wallisa wykazata
istotno$¢ czynnika ptci (H1 = 67,792; p < 0,0001), ale nie bezposredni wptyw podanej
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substancji (H1 = 0,485; p>0,05) czy genotypu zwierzat (HI = 0,593; p > 0,05).
Wielokrotne testy Manna-Whitneya wykazaly, ze w grupie samcoéw, bez wzgledu
na genotyp, podanie LPS powodowalo wzrost czasu, ktory zwierzgta spgdzaly wspoélnie
W poréwnaniu do kontrolnych grup NaCl (WT: U =10,00; p < 0,0001; KO: U = 8,00;
p <0,0001). W grupie samic zauwazono natomiast, ze podanie czynnika bakteryjnego
zarowno samicom WT, jak i samicom KO prowadzi do nizszego zainteresowania
spedzaniem czasu razem w poroéwnaniu do samic NaCl (WT: U = 39,00; p < 0,05; KO:
U =13,00; p < 0,001). Dodatkowo, stwierdzono, ze samice wszystkich grup ch¢tniej
spedzaly czas razem w poréwnaniu do samcoOw o takim samym genotypie 1 warunku
eksperymentalnym (WT NaCl: U = 0,00; p < 0,0001; KO NaCl: U = 0,00; p < 0,0001;
WT LPS: U =22,00; p<0,001; KO LPS: U =9,00; p <0,0001).

Efekt podania czynnika bakteryjnego na zachowanie spoleczne myszy zdawat si¢
by¢ zachowany pomiedzy roznymi kohortami zwierzat linii MMP-9 KO i szczepu B6.
W przypadku reakcji na nieznany bodziec spoteczny samce WT po iniekcji LPS byly nim
mniej zainteresowane od kontroli NaCl. W przypadku samic WT podanie LPS prowadzito
do wzrostu zainteresowania, jednak efekt ten byt widoczny tylko podczas prezentacji
nieznanego zapachu grupie zwierzat (Eco-HAB™). Co istotne, nokauty MMP-9 obu pfci
po podaniu LPS nie r6znity si¢ od zwierzat KO NaCl, taki wynik moze wskazywac¢ na role
biatka MMP-9 w powstawaniu zaburzen spotecznych w badanym modelu. Jedyny wyjatek
stanowi obnizone zainteresowanie samic KO LPS wzgledem KO NaCl podczas testu
trojkomorowego, takiego wyniku nie wykazano jednak podczas dluzszego testowania
w aparacie Eco-HAB™., Brak aktywnego MMP-9 nie modulowal jednak sktonnosci
do przebywania w grupie. Samce LPS bez wzgledu na genotyp chetniej spedzaty czas w
grupie od samcoéw NaCl, a samice LPS krdcej przebywaly razem w poréwnaniu do grup
kontrolnych. Zdaje si¢ wigc, ze wptyw MMP 9 na powstawanie zmian w zachowaniu
myszy jest ograniczony do konkretnego aspektu behawioru spotecznego, jakim jest

reagowanie na nieznanego osobnika.
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Ryc. 4.30. Sklonno$¢ myszy linii MMP-9 KO do przebywania w grupie mierzona pomiedzy
drugim a czwartym dniem testu Eco-HAB™. A Mapy cieplne. Kazdy kwadrat w macierzy
reprezentuje par¢ zwierzat i pokazuje roznice miedzy catkowitym czasem spedzonym razem
aczasem jaki zwierzeta spedzilyby wspolnie, gdyby niezaleznie eksplorowaly aparat.
Intensywno$¢é koloru czerwonego jest proporcjonalna do wartosci At. B Srednia warto$é socjalnosci
w grupie dla kazdej z myszy. Samce po wczesnej aktywacji uktadu odpornosciowego bez wzgledu
na genotyp spedzity ze soba wiecej czasu w poréwnaniu do kontroli. Natomiast samice zardéwno
WT jak i KO traktowane LPS spedzity mniej czasu wspdlnie w trakcie trwania testu w porownaniu
do kontroli NaCl. Samice bez wzgledu na genotyp i podang substancje przebywaly chetniej w
grupie od samcow. Na wykresie *, *** **** g7nacza kolejno: p< 0,05, p< 0,001 oraz p< 0,0001.
Liczebno$¢ grup: & WT NaCl n =13, & KO NaCl n=13, & WT LPSn =13, & KO LPS n =13,
Q@ WT NaCl n=13, ¢ KONaCln=11, ¢ WT LPS n = 13, ¢ KO LPS n = 13, gdzie n = liczba
zwierzat wykorzystanych w badaniu.
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5. DYSKUSJA

W niniejszej rozprawie zbadano udzial biatka MMP-9 w powstawaniu zmian
W zachowaniu w mysim modelu wczesnej stymulacji uktadu odporno$ciowego czynnikiem
0 pochodzeniu bakteryjnym (LPS). W wykorzystywanym modelu, w 7 dniu zycia, mysim
oseskom jednorazowo podawano dootrzewnowo (i.p.) bakteryjny LPS w dawce
0,05 mg/kg. Wyniki poréwnywano do zwierzat, ktorym podawano roztwor soli
fizjologicznej (0,9 % roztwor NacCl).

W pierwszej kolejnosci dokonano oceny, czy zastosowany model stymulacji uktadu
odporno$ciowego prowadzi do dlugotrwatych zmian w zachowaniu myszy. Badania
przeprowadzono na myszach obu pici, szczepu wsobnego B6. Poczawszy od 40 dnia zycia
zwierzeta poddawano zaro6wno klasycznym testom behawioralnym (obserwacja w klatce,
EPM oraz test trojkomorowy) a takze obserwacji w zautomatyzowanym aparacie
Eco-HAB™. W toku do$wiadczen przeanalizowano aktywno$¢, emocjonalno$¢ oraz
socjalnos¢ zwierzat. Wykazano, ze podanie LPS w 7 dniu zycia prowadzi do rozlegtych
zmian w zachowaniu myszy w pdzniejszym wieku. Samce po wczesnej stymulacji uktadu
odpornosciowego charakteryzowaly si¢: nizsza aktywnoscia, obnizong lekliwoscia, a takze
zaburzonym zachowaniem spolecznym (stabsze zainteresowanie nieznanym bodzcem
socjalnym przy wyzszej preferencji do spedzania czasu w grupie). W grupie samic efekt
podania LPS byl nieco stabszy, ale rowniez wigzal si¢ z obnizeniem aktywnosci.
Dodatkowo, obserwowane zmiany w socjalno$ci samic byly odwrotne niz u samcow —
samice z grupy LPS chetniej eksplorowaty nieznany zapach spoteczny, lecz spgdzaty mniej
czasu W znanej grupie w poréwnaniu do samic z grupy NaCl.

W drugiej czesci doswiadczen skupiono si¢ na molekularnych zmianach zachodzacych
w organizmach siedmiodniowych zwierzat po podaniu LPS. Zbadano stezenia biatek
zwigzanych z aktywacja $ciezki TLR4-MyD88-NF-xB w surowicy zwierzat,
przeanalizowano aktywno$¢ Zelatynolityczna, jako miarg funkcji wybranych metaloproteaz
macierzowych (MMP-2 lub MMP-9) w moézgach oseskow a takze sprawdzono czy podanie
I.p. LPS wptywa na zmiang ekspresji genow w OUN. Wykryto, ze stymulacja czynnikiem
zapalnym prowadzi do wzrostu st¢zenia o$miu roéznych bialek, w tym MMP-9.
Najsilniejsza odpowiedZz odpornosciowa we krwi zaobserwowano po 2 godzinach
od podania LPS. W mozgu, 2 godz. Po iniekcji stwierdzono wyzszg aktywnos¢
zelatynolityczng zwigzang z biatkiem MMP-9 w przednich cze$ciach kory mozgu,

a usamcoOw rowniez w hipokampie. Natomiast analiza ekspresji genow wykazatla,
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ze podanie LPS i.p. prowadzito do wzrostu mRNA tnf-¢, il-6 oraz mmp-9 w réznych
strukturach OUN, miedzy innymi w prazkowiu.

W trzeciej czgéci badan sprawdzono, czy biatko MMP-9 jest zaangazowane
W powstawanie dlugotrwatych zmian w zachowaniu myszy. Aby odpowiedzie¢
nato pytanie przeanalizowano zachowanie myszy z uszkodzonym genem MMP-9
(nokautéw, KO) oraz ich niezmienionego genetycznie rodzenstwa po stymulacji LPS
w siodmym dniu zycia. Do oceny behawioralnej wykorzystano ten sam schemat
doswiadczalny jak w czgsSci pierwszej. Podanie LPS oseskom linit MMP-9 KO prowadzito
do spadku aktywnosci, ale odwrotnie niz W przypadku zwierzat 0 genotypie dzikim (B6),
wzrostu lekliwo$ci. Zmiany w socjalnosci pod wpltywem iniekcji LPS byly zachowane
miedzy kohortg B6, a zwierzgtami WT z linii MMP-9 KO (u samcéw stabsza preferencja
obcego zapachu spotecznego i chetniejsze spedzanie czasu w grupie, a u samic efekty
odwrotne). W przypadku reakcji na nieznany bodziec spoteczny nie stwierdzono jednak

wptywu LPS na nokauty MMP-9 (wyniki uzyskane w aparacie Eco-HAB™),

5.1 Jednorazowe podanie LPS w siodmym dniu zycia prowadzi do dlugotrwalych

zmian w zachowaniu myszy

Na podstawie uzyskanych danych dotyczacych behawioru zwierzat B6 udato
si¢ potwierdzi¢, ze nawet jednorazowe podanie LPS w okresie wzmozonej synaptogenezy
prowadzi do dlugotrwalych zmian w zachowaniu. Samce po podaniu LPS byly mniej
aktywne w znanym $rodowisku (ryc. 4.4.), natomiast u samic obnizona aktywnosc¢
widoczna byta podczas eksploracji nowej klatki w grupie (ryc. 4.3.). Wcze$niejsze
publikacje nie dostarczaja rozstrzygajacych informacji na temat wplywu wczesnej
stymulacji LPS na aktywnos$¢ lokomotoryczng. U samic myszy, ale nie samcow,
traktowanych w P9 podskorng iniekcjag LPS (10 mg/kg m. c.) zaobserwowano obnizong

aktywno$¢ w tescie otwartego polal?

. W przypadku samcéw obnizong aktywnos$é
eksploracyjng stwierdzono zarowno w tescie otwartego pola, jak i w EPM, po iniekcji
0,25 mg/kg LPS w P14 Natomiast w innych pracach nie stwierdzono nizszej aktywnosci
po jednorazowej stymulacji uktadu odpornosciowego szczuréw w P3, P7, P14 ani P21%5193-
1% W badaniach stosujacych wielokrotne podanie czynnika zapalnego, wplyw
na aktywno$¢ réwniez jest dyskusyjny. W najczesciej stosowanym modelu, polegajacym
na podaniu LPS w P3 i P5, wykazano obnizong aktywnos$¢ eksploracyjng u zwierzat
zardbwno w okresie mlodzienczym, jak i w dorostosci'®®1%, Podanie myszom LPS w P5

i P7 dniu, a w innej pracy w P14, P16 i P18, rowniez prowadzito do nizszej
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eksploracjit?#'®°, Natomiast w innych pracach stosujacych wczesniej wymieniony model
iniekcji LPS w P3 i P5, nie wykazano réznic w aktywno$ci?®®?%, Pigciokrotne podanie LPS
(PO, P2, P4, P6, P8) rowniez nie prowadzito do zmiany w aktywnosci?%2. Tylko w jednym
badaniu doniesiono, ze aktywacja ukladu odpornosciowego w 3 i 5 dniu prowadzi

203 "W wymienionych

do wzrostu aktywno$ci szczuréw w trakcie testu otwartego pola
pracach korzystano z klasycznych i krotkich testow behawioralnych: testu otwartego pola
(ang. open field, OF), EPM lub testu jasnej/ciemnej komory (ang. light/dark box).
Wszystkie te metody, poza badaniem aktywnosci lokomotorycznej, wykorzystywane sa
do pomiarow Igkliwosci zwierzat. Tak jak, opisany W rozdziale 3. EPM, testy te opierajg
si¢ na przeciwstawieniu naturalnej potrzeby eksploracji i awersyjnych dla gryzoni
warunkow $rodowiska: oswietlonego $rodka aparatu (OF) czy naswietlonej komory (test
jasnej/ciemnej komory). Aktywno$¢ mierzona w tych testach moze zaleze¢ od poziomu
leku; na przyktad zastyganie (ang. freezing), oprocz sygnalizowania objawow lekliwosci,
wpltywa réwniez na skrocenie czasu aktywnoscill’. W wielu cytowanych pracach
zaobserwowano obnizenie lgkliwosci, co zostanie jeszcze szerzej omowione w dalszej
cze$ci Dyskusji. Nalezy wiec wzigé pod uwage, ze brak réznic W aktywno$ci miedzy
grupami LPS i grupami kontrolnymi moze by¢ maskowany obnizong lekliwoscial’.
Dodatkowo testy te przeprowadzane sg na pojedynczym zwierzeciu. W niniejszej
rozprawie wplyw LPS na aktywno$¢ zwierzat B6 uwidoczniony byt tylko w trakcie
testowania w grupie i to podczas dlugotrwalej obserwacji: 6 godzin eksploracji aparatu
Eco-HAB™ i 3 dni analizy trybu dobowego. Mozliwe rozbieznosci w uzyskiwanych
wynikach zwigzanych z aktywnos$cia moga by¢ wigc nie tylko zwigzane z réznymi
dawkami LPS czy okresem w rozwoju stymulowanych oseskow, ale takze z warunkami
przeprowadzania samego testu. W pracach gdzie jednorazowe podanie LPS nie wywotato
wpltywu na aktywno$¢, dawki miescity si¢ w stosunkowo niskim zakresie (0,05 — 0,1 mg/kg
m. ¢.)%1%1% Nie mozna wykluczyé¢, ze przy dlugotrwalej obserwacji w grupie uzyskano
by wyniki zblizone do tych przedstawionych w niniejszej rozprawie, w ktorych nie
stwierdzono wplywu na aktywno$¢ wytacznie na podstawie krotkiego testu EPM. Warto
takze doda¢, ze wigkszos¢ wspominanych prac opierala si¢ na szczurzych modelach
aktywacji ukladu odpornoéciowego®186.193-197.199.200202203 * Badania na myszach
przeprowadzono natomiast na szczepach CD1, NMRI oraz Swiss??41%.201  pomimo,
iz W cytowanych pracach korzystano ze zwierzat niemienionych genetycznie,
to obserwowane rozbieznos$ci mogg wynikac z r6zni¢ pomiedzy gatunkami i Szczepami np.

w podatnosci na stres w warunkach testow behawioralnych?%,
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W przypadku emocjonalnosci zwierzagt B6, wpltyw wczesnej stymulacji LPS
zaobserwowano wylgcznie wérod samcow. Podanie w 7 dniu czynnika zapalnego
prowadzito do bardziej chetnej eksploracji ramion otwartych aparatu EPM (ryc. 4.7.),
co moze wskazywa¢ na obnizony poziom leku'®. Dhuzszy czas spedzony w otwartych
ramionach nie skutkowal jednak wyzszg liczbg wychylen. Podobny wynik po jednorazowe;j
iniekcji zaprezentowano w pracy Sarkar i wspotpracownikow, podanie 0,3 mg/kg m. c.
w P9 prowadzilo do wydluzenia czasu spedzonego w otwartych ramionach EPM?%,
Warto natomiast doda¢, ze we wspomnianej pracy zar6wno samce, jak i samice wykazaty
si¢ obnizong lekliwoscig. W innych pracach stosujacych model dluzszej stymulacji,
tj. podanie 0,05 mg/kg m. c. LPS w P3 i P5, prowadzito do obnizenia zachowania leckowego
u zwierzat!®20207  Co ciekawe, pomimo stosowania tego samego modelu, w pracy

Claypoole i wspotpracownikow?"’

podanie LPS mialo wplyw na obie picie, natomiast
w pracy Tenk i wspotpracownikow??® wykazano, ze tylko u samic wczesna stymulacja
czynnikiem bakteryjnym prowadzita do obnizenia lgkliwosci. Podobny efekt uzyskano
takze podajac LPS w P3 i P72%, a takze po trzykrotnej iniekcji w P14, P16 i P18
Interesujace wyniki przedstawiono w pracy Berkiks i wspotpracownikow®, podanie
0,25 mg/kg m. ¢. LPS w P14 prowadzito do obnizenia lekliwo$ci wérod samcow, natomiast
samice byly bardziej Iekliwe. We wczesniejszej pracy tego autora podanie tej samej dawki
LPS, ale w P9, prowadzito do wzrostu Igkliwo$ci u samcow, niestety doswiadczenia

wykonano tylko na jednej plci, stad brak poréwnania do samic?®

. O wzroscie lgkliwos$ci
wylacznie u samcow donoszono w pracach wykorzystujacych podanie podskorne LPS
w P9 (10 mg/kg m. ¢.)'?°, a takze wielokrotne podanie i.p. 0,05 mg/kg m. c. w P3 i P5%%°
oraz w P5 i P7%%. Co warto dodaé, w pracy Custodio i wspotpracownikow poza wzrostem
lekliwosci wyrazonym poprzez spedzenie krotszego czasu w otwartych strefach OF,
zauwazono roéwniez wpltyw na inne aspekty emocjonalnosci samcow: wzrost zachowan
repetytywnych (self-grooming) a takze wigcej zachowan zwigzanych z podejmowaniem

210

ryzyka Wzrost lekliwosci u obu plci zaobserwowano po stymulacji ukiadu

181

odpornosciowego LPS w P14 zaréwno nizszg dawka 0,1 mg/kg m. c.**, jak i pig¢ razy

wyzsza dawka (0,5 mg/kg.c)?!

. W niektorych modelach wielokrotnego podania LPS takze
zaobserwowano wzrost zachowan lgkowych u obu ptci (podskoérne podanie 1 mg/kg m. c.
w P3, P4 i P51 podanie i.p. 0,05 mg/kg m. c. w P3 i P5%%%, oraz iniekcja i.p. 0,5 mg/kg
m.c. w P5 i P7'%), W kilku publikacjach wskazano jednak, ze stymulacja uktadu
odpornosciowego czynnikiem bakteryjnym nie prowadzi do zmian w emocjonalnosci,

w tym w lekliwosci zwierzat. Jednorazowe podanie i.p. 1 mg/kg m. ¢. w P32'2, 0,1 mg/kg
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m. ¢. w P7, P10, P14, P21, P28194195212-214 pie miato wptywu na emocjonalno$é zwierzat.
Na podstawie uzyskanych w tej rozprawie wynikow, a takze dostepnej literatury ciezko
wyciggna¢ jednoznaczne wnioski na temat wplywu wczesnego stanu zapalnego
na emocjonalnosci zwierzat. Lekliwos¢ zdaje si¢ by¢ aspektem bardzo wrazliwym
naroznice w protokotach stymulacji uktadu odporno$ciowego (krotnos$¢ podania, wiek,
dawka), ale takze inne warunki eksperymentalne np. wiek zwierzat w trakcie testowania
behawioralnego. W publikacji Dinel i wspotpracownikéw podanie LPS w P14 w dawce
0,1 mg/kg m. c. prowadzito do wzrostu Igkliwosci. Efekt LPS zaobserwowano w okresie
mlodzienczym, a ponowne testowanie w dorostosci nie wskazato na réznice’®. Wynik
doswiadczen behawioralnych jest ScisSle zwigzany z wiekiem testowanych zwierzat.
U myszy w okresie mlodzienczym (P21-P47), a nawet wczesnej dorostosci (P47-P60)
powtarzalno$¢ uzyskanych rezultatow jest znaczaco nizsza w pordéwnaniu do zwierzat
dorostych (P60 <)?'°. Jest wiec mozliwe, ze rozbieznos¢ w wynikach uzyskanych
W niniejszej rozprawie i przedstawionych pracach jest zwigzana takze z wiekiem zwierzat
podczas przeprowadzania testow behawioralnych.

Najbardziej interesujace wyniki uzyskano podczas testowania zachowania socjalnego.
W dwoch zastosowanych protokotach (test trojkomorowy i test w Eco-HAB™) badajacych
reakcje na nieznany bodziec spoteczny, zastosowano $ciodtke pochodzaca z klatek
nieznanych myszy. Zdecydowano si¢ na uzycie takiego modelu ze wzgledu na fakt,
ze prezentacja w klatce Eco-HAB™ trwata kilka godzin, uzycie wigc zywej myszy jako
bodzca bytoby niemozliwe. Myszy sa zwierzgtami stadnymi, a zapach innego osobnika
stanowi ogromne zrodlo informacji o $rodowisku, dobrostanie, hierarchii

czy potencjalnych mozliwosciach rozrodczych?'®

. W naturalnym S$rodowisku nieznane
gryzonie bez wzgledu na ple¢ omijajg si¢ aby unikng¢ konfrontacji, natomiast sam zapach
obcego osobnika jest atrakcyjny i przyciaga myszy?'"?!8, Badania laboratoryjne
potwierdzity, Zze zapach spoteczny (w tym wypadku $ciotka z klatki) jest wystarczajacym
bodzcem do wywotlania reakcji badanych zwierzat™®>. W niniejszej dysertacji
zaprezentowano wyniki  wskazujgce, ze stymulacja uktadu odpornosciowego
na zachowania spoteczne myszy ma odmienny wplyw na samce i samice (ryc. 4.10. oraz
ryc. 4.11). Samce LPS byty mniej zainteresowane bodzcem spolecznym, zaréwno podczas
krotkiej prezentacji w pojedynke (test tréjkomorowy), a takze dtuzszej ekspozycji
na zapach spoteczny eksplorowany w grupie (Eco-HAB™). Wptyw LPS na zachowanie

samic byt uwidoczniony dopiero podczas prezentacji w aparacie Eco-HAB™, gdzie samice

LPS chetniej spedzaty czas w klatce z nieznanym zapachem spolecznym.
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We wczesniejszych pracach zaprezentowano dane wskazujace, ze samce poddane
wczesne] aktywacji sa mniej zainteresowane nieznanym osobnikiem. Takie wyniki
uzyskano zaréwno przy jednorazowym podaniu LPS i.p.: 1 mg/kg m. c. w P32'? oraz
w P5%% 0,1 mg/kg m. c. w P142'3; a takze przy podaniach wielorazowych: 0,05 mg/kg
m.c. w P3 oraz P5 197200220 podobne wyniki zaprezentowano takze przy podaniu

podskérnym 10 mg/kg m. c. w P9?°

oraz przy wywotlaniu stanu zapalnego poprzez
bezposrednie podanie LPS do hipokampa w P7 22!, W dostepnych pracach, wplyw
wczesnej aktywacji uktadu odpornosciowego na socjalno$é zwierzat badano glownie przy
uzyciu testu trojkomorowego. Tak jak w przypadku opisanych w tej rozprawie wynikow
pochodzacych z tego testu (ryc. 4.10), nie udato si¢ wykaza¢ wplywu podania LPS
na zachowanie spoteczne dorostych samic!?®?19220  Jedynie w pracy Cuskelly
I wspolpracownikow, gdzie wykorzystywano bezposrednig interakcje z nieznanym
osobnikiem w klatce domowej stwierdzono, ze podanie LPS w dawce 0,05 mg/kg m. c.
prowadzito do wydtuzenia dlugosci czasu jaki samice spedzity na podazaniu za obcym

200 Wyniki te mogg wiec stanowi¢ potwierdzenie danych zaprezentowanych

zwierzeciem
W niniejszej rozprawie, gdzie pokazano, ze wptyw LPS na zachowanie spoteczne samic
wzgledem nieznanego osobnika jest uwidoczniony dopiero podczas testowania w znanym
sobie $srodowisku. W kilku pracach nie wykazano jednak wplywu wczesnej aktywacji
uktadu odporno$ciowego na socjalno$é ktorejkolwiek z pici®®?1%222. 7 drugiej strony
w publikacji Smith i wspolpracownikéw’® pokazano, ze podanie podskorne 330 pg/kg
m. c. LPS w P4 nie wplywa na zachowanie spoteczne samcéw, ale prowadzi do spadku
zainteresowania nieznanym bodzcem ws$rdd samic. Warto jednak doda¢d, ze przedstawione
wyniki uzyskano w ramach doswiadczen na myszach transgenicznych Myd88-floxed,
czyli zwierzgtach, u ktorych sam przebieg reakcji zapalnej jest zmodyfikowany z powodu
braku mozliwosci propagacji sygnatu na $ciezce TLR4-MyD88-NFxB'3. Podobnie nizsze
zainteresowanie nieznanym osobnikiem wsrod samic, a brak reakcji samcow po podaniu
0,5 mg/kg m. c. i.p. w P5 i P7 zaprezentowano w pracy Cristiano i wspotpracownikow??4,
W opisanym badaniu test trojkomorowy przeprowadzono jednak na bardzo mitodych
zwierzgtach (P25), wigc wynik ten nie stoi bezposrednio w sprzeczno$ci z wynikami
przedstawionymi w niniejszej rozprawie. W omawianej rozprawie pokazano takze,
ze samce LPS chetniej spedzajg czas w znanej sobie grupie, a samice mniej preferujg swoje
towarzystwo w poréwnaniu do kontroli (ryc. 4.12). W pracach opisujacych wptyw
stymulacji czynnikiem bakteryjnym w okresie neonatalnym na zachowanie zwierzat brak

jest danych na temat zmian w socjalno$ci w znanej grupie zwierzat. W innych zwierzecych
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modelach ASD zaobserwowano jednak zaburzenia w tym aspekcie zachowania. Podanie
kwasu walproinowego ciezarnym samicom, prowadzito do spadku czasu jaki meskie
potomstwo spedzato razem®*4. Roéwniez model genetyczny ASD, mysi nokaut genu fmrl
(ang. fragile X messenger ribonucleoprotein 1) charakteryzuje si¢ obnizong socjalnoscia

112 W opisanych

W grupie w porownaniu do niezmienionego genetycznie rodzenstwa
pracach obnizenie socjalnosci w grupie dotyczyto samcoéw, brak jednak danych na temat
zachowania samic. W niniejszej rozprawie przedstawiono, ze to wlasnie samice
po ingerencji postnatalnej charakteryzuja si¢ obnizeniem sktonnosci do przebywania
w grupie. Niewielka ilos¢ danych literaturowych stanowi wigc o koniecznosci dalszych
badan na temat zachowania spolecznego myszy i wptywu réznych czynnikéw na zmiany
w dynamice stada, szczegoblnie z rozrdéznieniem na ptec.

Wyniki dotyczace zachowania myszy B6 zaprezentowane w tej rozprawie dostarczaja
dowodow na to, ze stymulacja jednorazowa, niskg dawka LPS w P7 moze stanowi¢ dobry
model zaburzen neurorozwojowych. W przywotanych wczes$niej publikacjach,
jak i w niniejszej dysertacji, wptyw LPS na zachowanie zwierzat roznit si¢ ze wzglgdu
na pte¢. Warto roéwniez dodaé, ze réznice migdzy samcami a samicami zauwazono takze
wsrdd zwierzat z grup kontrolnych. W przypadku aktywnosci dobowej samce NaCl byty
bardziej aktywne od samic. Reakcja na nieznany bodziec spoteczny rowniez roznita si¢
miedzy ptciami grup kontrolnych. Samice NaCl byly mniej zainteresowane, a w przypadku
dhuzszej ekspozycji na bodziec (Eco-HAB™), wregcz unikaty kontaktu w poréwnaniu
do samcow NaCl. Fizjologiczne réznice w zachowaniu samic i samcow nie sg wynikiem
zaskakujacym 1 stanowia kolejny dowdd na konieczno$§¢ prowadzenia badan
na zwierzetach obu ptci??>??*, Skupiajac sie jednak na wptywie LPS na zachowanie, zdaje
sie, ze w przypadku samcodw zmiany te byly rozleglejsze, poniewaz dotyczyty wszystkich
aspektow (aktywnos$ci, emocjonalnosci i1 socjalnosci). Byly rdéwniez wyrazniejsze,
gdyz manifestowaty si¢ zarowno w przypadku krotkich testow, np. obnizone
zainteresowanie bodzcem spotecznym w tescie trojkomorowym, oraz podczas dlugotrwale;j
obserwacji behawioralnej. W cytowanych pracach wielokrotnie wskazywano na brak
wplywu podania LPS w réznych okresach postnatalnych na zachowanie samic, by¢ moze
jest to spowodowane wykorzystaniem wytacznie klasycznych testow behawioralnych,
ktore optymalizowano gltéwnie na samcach. Warto zauwazy¢, ze gdyby nie testowanie
w klatce Eco-HAB™, gdzie zwierzeta przebywaly w grupie i obserwowano je przez kilka
dnia, réwniez nie zanotowano by réznic w zachowaniu samic B6 traktowanych LPS. By¢

moze taki stan rzeczy zwiazany jest z tym, ze ws$rod samic zmiany behawioralne
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sg dyskretniejsze i uwidaczniajg si¢ przy dtuzszej obserwacji, w bardziej naturalistycznym
srodowisku zautomatyzowanych klatek. Dane dotyczace stawiania diagnoz zaburzen
neurorozwojowych zdaja si¢ potwierdzaé, ze wsrod zenskiej populacji proces ten zajmuje
dhuzszy czas. Na przyktad wsrod szwedzkiej populacji Sredni wiek diagnozowania ADHD

u dziewczat wynosit 23,5 lat natomiast u chtopcow 19,622,

5.2 Stan zapalny u mysich oseskow ma ro6zny przebieg ze wzgledu na pleé

Aby lepiej zrozumie¢ badany model wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego,
postanowiono przeanalizowaé przebieg stanu zapalnego u siedmiodniowych myszy.
Przy uzyciu zestawu Luminex® wykryto 7 biatek, ktorych poziom wzrdst w surowicy
po podaniu LPS (ryc. 4.14.). Najwczesniej, bo pot godziny po iniekcji, zaobserwowano
wzrost MMP-9, dodatkowo w surowicy samcow zauwazono wzrost CCLS. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi, najmocniejsza reakcj¢ zaobserwowano po 2 godzinach
od podania®?®. W surowicy samcow MMP-9, TIMP-1, CCL5, TNF-a, IL-6, IL-10 oraz
IFN-y byty podwyzszone w tym punkcie czasowym. U samic reakcja byta nieco slabsza,
poniewaz podwyzszone stezenie stwierdzono w przypadku CCLS, TNF-a, IL-6 oraz IL-10.
W ciagu kolejnych godzin (punkt czasowy 6 godzin) poziom MMP-9 byt podwyzszony
u obu ptci. Dodatkowo w surowicy samic wzrosto stezenie TIMP-1. Dobe po podaniu LPS
poziom TIMP-1 byt wyzszy u obu plci, a oprocz tego w surowicy samic wzrosto stezenie
CCL5. Tylko w jednej pracy opisano przebieg stanu zapalnego we krwi u tak mtodych
zwierzat, korzystajac z kilku punktow czasowych. W pracy Zhang i wspotpracownikow??’
szczurzym oseskom podawano LPS i.p., w dawce 1 mg/kg m. ¢. w P3. Poziomy TNF-a,
IL-6 oraz IL-1B mierzono 2, 4, 6 oraz 24 godziny po iniekcji. W trzech pierwszych
punktach stezenie badanych biatek bylo podwyzszone, przy czym najwieksze rdznice
dla TNF-o oraz IL-1p zaobserwowano po 2 godz., a stezenie IL-6 osiggng¢to maksymalny
wzrost po 6 godzinach. Niestety we wspomnianej pracy, prawdopodobnie ze wzgledu
na wiek zwierzat nie dokonywano podzialu na pte¢. W innych pracach opisujacych
stymulacj¢ uktadu odpornosciowego w okresie neonatalnym, do Sprawdzenia stanu
zapalnego wykorzystywano stezenia TNF-a, IL-6 oraz IL-1p. Podwyzszone poziomy tych
biatek stwierdzono we krwi 90 minut po podaniu 1 mg/kg m. c. 14-dniowym szczurom??,
a takze dobe po podaniu 2 mg/kg m. ¢. LPS w P52%°, W pracy Dinel i wspotpracownikow!’
podanie 0,01 mg/kg m. c. LPS 14-dniowym samcom doprowadzito po 3 godz. do wzrostu
TNF-a, IL-6, IL-1B oraz IL-10. Wyzszy poziom IL-6 zaobserwowano takze u obu plci,
5 godz. po ostatniej iniekcji, w protokole dwukrotnego podania 0,05 mg/kg m. c. LPS
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wP3i P5%0 W wigkszosci cytowanych w tym podrozdziale prac, autorzy donosza
0 podwyzszonym poziomie IL-1f. W pracy Claypoole i wspotpracownikow??’
podwyzszony poziom tego biatka 2h po ostatniej iniekcji (stymulacji 0,05 mg/kg m. c. LPS
w P3 oraz P5) stanowil jedyna miar¢ Stanu zapalnego we krwi. W doswiadczeniach
przedstawionych w niniejszej rozprawie nie wykryto IL-1p, ale takze IL-4, IL-10, IL-17,
IL-2 czy IL-12 p70, ktore czesto towarzyszg stanom zapalnym po aktywacji $ciezki
TLR4-Myd88-NF-kB%®. Moze byé to zwigzane ze stosunkowo niewielka dawka
I wylacznie jednorazowym podaniem LPS. W pracach w ktorych pokazano udziat IL-1f3
stosowano 20-, a nawet 40-krotnie wigksze stezenie LPS?1%22722°  Niewykrycie
pozostatych cytokin moze wynika¢ z faktu, ze uktad odpornosciowy w tym okresie jest
w fazie intensywnego rozwoju i odpowiedz zapalna rézni si¢ od tej obserwowanej
u dorostych zwierzat>%2*3, Na przyktad u noworodkéw i oseskéw komorki prezentujace

antygen produkuja mniej IL-12p70%3*

, @ komorki NK maja obnizong zdolno$¢ degranulacji,
co wigze sie z obnizonym uwalnianiem IL-15, 1L-12 czy IFN-y?®. Badania Kkrwi
pepowinowej ujawnity takze, ze limfocyty T noworodkéw charakteryzuja si¢ nizsza
ekspresja gendw zwigzanych z IFN-y, TNF-o, IL-3, IL-4, IL-5, 1L-132%,

W niniejszej rozprawie, 2 godz. po podaniu LPS w przednich czgéciach kory mozgu
zaobserwowano podwyzszong aktywnos$¢ zelatynolityczng na wysokosci pro-MMP-9
(ryc. 4.15.), dodatkowo u samcow podwyzszong aktywnos$¢ enzymatyczng zwigzang z tym
biatkiem zaobserwowano w hipokampie (ryc. 4.16.). Badania nad rola MMP-9 w modelach
urazu mozgu, padaczki czy choroby Alzheimera, pokazuja, ze synteza pro-MMP-9
i aktywacja enzymu s3 regulowane niezaleznie'*®?72%8  Ze wzgledu na to, ze lizaty
biatkowe pozyskiwano z catych struktur mozgu, nieznane jest zrédto komoérkowe MMP-9
w tym modelu. Mozliwe sg bowiem dwa scenariusze: 1) wysoki poziom aktywnos$¢
zelatynolitycznej moze by¢ zwigzany z naptywem biatka z krwi przez przepuszczalng
BBB; 2) sygnaly komodrkowe np. IL-6 aktywowaly neurony i glej do uwolnienia
pro-MMP-9. Z tego powodu postanowiono sprawdzi¢, czy w badanym modelu ekspresja
genu mmp-9 ulega zmianie. Korzystajac z RT-gPCR wykazano, ze 6 godz. po iniekcji LPS
ekspresja mmp-9 byla wzglednie wyzsza w korze mézgu oraz w prazkowiu samcow,
a W moézgu samic w prazkowiu, podwzgorzu, wzgorzu i hipokampie (ryc. 4.18.). W grupie
samcOw LPS podwyzszony poziom mMRNA tnf-o zaobserwowano we wszystkich badanych
regionach mézgu. U samic natomiast wzrost ekspresji mMRNA tej cytokiny stwierdzono
W korze mozgowej, prazkowiu, podwzgorzu oraz hipokampie. Z kolei ekspresja mRNA

il-6 wzrosta 6 godz. po podaniu LPS zarowno u samcoéw, jak i samic w prazkowiu,
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podwzgoérzu i wzgdrzu. U samic dodatkowo zaobserwowano zwigkszong ekspresj¢ il-6
W korze moézgowej oraz hipokampie. Podanie LPS w P15, P18 oraz P21 prowadzito
do wzrostu ekspresji mMRNA mmp-9 w brzusznej czesci formacji hipokampa 2 godziny
po ostatniej iniekcjit”. Dodatkowo w przednich czesciach kory mozgu oraz grzbietowe;j
czeéci hipokampa stwierdzono wyzsza ekspresic MRNA timp-1'"3. W hipokampie
3-dniowych zwierzat traktowanych i.p. 1 mg/kg m. c. 6 godz. Po podaniu zaobserwowano
podwyzszong ekspresje genow tnf-a, il-6, a takze il-15?%". Podwyzszona ekspresja genu
il-18 utrzymywata sie do dwoch tygodni od iniekcji??’. Zmieniong ekspresje gendow
zbadano takze w mézgu samcow P14, 3 godz. po podaniu 0,1 mg/kg m. ¢.}’® Podwyzszone
poziomy mRNA il-6, tnf-a, il-1p oraz il-10 stwierdzono w podwzgorzu oraz w hipokampie,
natomiast w przednich czgéciach kory oraz w ciele migdatlowatym stwierdzono wzrost
MRNA il-6, tnf-a oraz il-75*"®. W pracy Smith i wspotpracownikéw’® dokonano pomiaru
ekspresji genow w mikrogleju wyizolowanym z hipokampa 4-dniowych oseskow,
2 godziny po podaniu LPS w dawce 0,33 pug/kg m. c. zaobserwowano wzrost mRNA ifn-y,
il-1, tnf-a, ccl5 oraz cxcl10. Na podstawie przedstawionych w niniejszej rozprawie danych
dotyczacych ekspresji genu tnf-a w moézgu samcoOw mozna stwierdzié, ze obwodowy stan
zapalny wptynat na ekspresje genow w calym OUN. W mozgu samic zmieniong ekspresje
gendw zauwazono w prawie wszystkich strukturach z wyjatkiem mézdzku. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze poziomy mRNA wybranych genéw badano tylko w jednym punkcie
czasowym po podaniu LPS. Niezmieniona ekspresja w mozdzku samic moze by¢ wigc
zwigzana z inng dynamika przebiegu stanu zapalnego u samic i samcow. Obserwowane
wyniki moga tez wynika¢ z fizjologicznych rdznic w rozwoju obu ptci. W pracy Hedley
i wspotpracownikow?®, stwierdzono réznice w bazowych poziomach ekspresji genu il-6,
a takze il-1p, il-10, ifn-y oraz bdnf u 7-dniowych szczuréow, gdzie samce wykazywaty sig
wyzsza ekspresja tych gendw w rdzeniu przedtuzonym, czgsci tytomozgowia do ktorego

nalezy takze mozdzek?4024,

W przebiegu stanu zapalnego we krwi stwierdzono
podwyzszone stezenie IL-6. Od wielu lat ta cytokina znana jest z wlasciwosci
przekraczania BBB?%%42243, Prawdopodobne jest, ze to zajej udziatem mozliwa byta
obserwowana odpowiedz odpornosciowa w OUN oseskow.

Roznice w ukladzie odpornosciowym pomigdzy samcami i samicami Opisano
szczegdlowo w pierwszym rozdziale dysertacji. Jednym z wymienianych czynnikow
wplywajacych na te réznice sa estrogeny oraz androgeny®’. Pomimo, ze gonady nie pehig
w okresie neonatalnym funkcji rozrodczych, poziomy hormonoéw piciowych sa

wykrywalne juz na tym etapie?**?%5, Testosteron u samcow jest wykrywalny w PO i jego
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stezenie stanowi okoto 50% poziomu obecnego u dorostych zwierzat, nastepnie spada i
utrzymuje si¢ na niskim poziomie az do okresu dojrzewania (P30)%4¢24’. Poziom
estrogendw jest niski w pierwszym tygodniu zycia, natomiast ok. P7 jajniki zaczynaja
produkowaé estradiol?*#249, Roznice w przebiegu stanu zapalnego u mtodych zwierzat

przedstawiono w pracy Kosyreva i wspotpracownikow?>

, gdzie modelowano przebieg
wczesnodzieciecej sepsy poprzez podanie 10-dniowym szczurom LPS do ptuc. Pomimo,
ze autorzy nie wykryli ré6znic pomiedzy samcami i samicami w bazowych poziomach
hormondéw, to po podaniu LPS zaobserwowano wzrost estradiolu i testosteronu

20 Na podstawie przedstawionych w rozprawie wynikow i danych

U samcoéw
literaturowych mozna stwierdzi¢, ze przebieg stanu zapalnego nawet na tak wczesnym
etapie rozwoju moze si¢ roznic ze wzgledu na pleé, a w konsekwencji prowadzic¢

do odmiennych efektow behawioralnych.

5.3 Wplyw wczesnego podania LPS na dlugotrwale zmiany w zachowaniu jest zalezny

od linii zwierzat

W literaturze mozna znalez¢ szereg dowoddéw na roéznice w zachowaniu zwierzat
miedzy liniami genetycznymi?®*?*!, Chociaz linia MMP-9 KO jest utrzymywana na tym
samym tle genetycznym, co szczep wsobny B6 (C57BL/6J), w niniejszej pracy
zaobserwowano roznice migdzy zwierzetami B6 oraz WT pochodzacymi z linii MMP-9
KO po podaniu LPS. Zwierzeta linii MMP-9 KO byly mniej aktywne, natomiast efekt ten
byl obserwowany w szerszym zakresie niz W przypadku zwierzat B6. Spadek aktywnosci
zaobserwowano juz podczas S-minutowego testu EPM, gdzie zaré6wno samce WT 1 KO
oraz samice KO z grup traktowanych LPS byly mniej aktywne w pordéwnaniu
do odpowiadajacych im kontroli NaCl (ryc. 4.20). Analiza dtuzszej eksploracji nowego
srodowiska rowniez wykazata spadek aktywnosci wsrod samcow WT 1 KO poddanych
wczesnej aktywacji uktadu odpornosciowego. W grupie samic obnizong aktywnos$¢
zaobserwowano w grupie WT LPS. Co istotne u samic wykryto rdwniez roznice
w aktywnos$ci ze wzgledu na genotyp, samice KO NaCl byty mniej aktywne od samic
WT NaCl. W przypadku aktywnosci dobowej, wérod zwierzat linii MMP-9 obnizenie
aktywnos$ci zanotowano wytacznie w przypadku samcow KO, po podaniu LPS byly one
mniej aktywne. W przypadku zwierzat B6, obnizong aktywno$¢ u samcow LPS
stwierdzono tylko podczas analizy trybu dobowego, a u samic LPS podczas okresu

eksploracji.
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Jak wspomniano wczesniej, aktywnos$¢, szczegdlnie w nieznanym $rodowisku, moze
wynika¢ zarowno z Igku, jak 1 potrzeby eksploracji, co stanowi podstawe dziatania miedzy
innymi testu EPM91Y7  Analiza emocjonalnosci wykazata, ze LPS inaczej wptywa
na zwierzeta linit MMP-9 KO i szczepu B6. Myszy linii MMP-9 KO, bez wzgledu
na genotyp czy pte¢, po podaniu LPS byly bardziej lgkliwe oraz wykonywaly mniej
ryzykownych wychylen w trakcie testu EPM (ryc.4.25.14.26.). Dodatkowo, zwierzeta WT
traktowane LPS spedzily wigcej czasu na czyszczeniu futerka, co moze $§wiadczy¢
0 wyzszym poziomie Igku, ale réwniez wskazywaé na wystepowanie zachowan
repetytywnych!®?, U zwierzat B6 wplyw LPS na emocjonalno$é zaobserwowano tylko
U samcow, ktére byly mniej Igkliwe w porownaniu do samcow NaCl. W podrozdziale 5.2.
przedstawiono juz szereg dowodow za tym, ze emocjonalno$¢ jest aspektem zachowania
bardzo wrazliwym na stymulacj¢ uktadu odporno$ciowego na wczesnym etapie zycia.

Tak jak w niniejszej rozprawie, w pracy Lucchina i wspotpracownikow?>2

wptyw podania
LPS na emocjonalnos$¢ zwierzat r6znit si¢ w ramach tego samego modelu. Po stymulacji
LPS w P3 zwierzat szczepéw wsobnych C57BL/6J oraz BALB/c wykazano, ze wyzszy
poziom lekliwosci zaobserwowano u samic C57, a U samcOw tego samego szczepu
pojawilo sie wiecej zachowan charakterystycznych dla zwierzecych modeli depres;ji®®2.
Zwierzeta szczepu BALB/c wykazaty sie wyzszg odporno$cia na stan zapalny w okresie
neonatalnym??2, Autorzy oprocz zbadania zachowania myszy poddanych iniekcji LPS,
scharakteryzowali takze zachowanie matek wzgledem potomstwa. Matki linii B6 spgdzaty
wiecej czasu na czyszczeniu oseskow od matek linii BALB/c zaré6wno przed podaniem
LPS (dni P1-P3), jak i po stymulacji (P3-P7)%2.

Zmiany w matczynej opiece lub jej brak (w modelach matczynej separacji) maja wptyw
na powstawanie zaburzen zwigzanych z lekiem, migdzy innymi poprzez wptyw na o$
HPA2%-2%  Kortykosteron (CT) jest hormonem steroidowym, ktérego poziom
kontrolowany jest poprzez ujemne sprzezenie zwrotne tej 0si. Jak wspomniano we wstepie,
0$ HPA jest aktywowana w odpowiedzi na bodzce stresowe’®. W reakcji fizjologiczne;j,
wysoki  poziom kortykosteronu hamuje produkcje i uwalnianie  hormonu
adrenokorytkotropowego (ACTH) zjadra przykomorowego podwzgorza oraz
kortykoliberyny produkowanej przez przysadke’®. Co istotne o§ HPA moze by¢ tez

aktywowana w reakcji na stan zapalny?*®

. W cze$ci prac badajacych wplyw wczesnej
stymulacji uktadu odpornos$ciowego czynnikiem bakteryjnym na rozwoj zwierzat, poza
wzrostem  typowych  cytokin  charakterystycznych dla  $ciezki  sygnatowej

TLR4-MyD88-NF-kB, zaobserwowano takze wyzsze stgzenie CT209226252.2% \We krwi
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poziom CT byt podwyzszony w podobnych punktach czasowych do cytokin (od 90 min

180 stwierdzono, ze wyzszy poziom CT

do 4 godzin). W pracy Zhong i wspotpracownikow
oraz ACTH utrzymuje si¢ nawet u dorostych zwierzat poddanych stymulacji LPS
pomiedzy 3 a 5 dniem zycia. Co wigcej, zwierzeta linii MMP-9 KO otrzymywano poprzez
kojarzenie dwoch osobnikow heterozygotycznych. Podczas analizy behawioralnej
wykazano, ze samice KO NaCl byly mniej aktywne oraz bardziej lekliwe od samic WT
NaCl. Poparcie tezy, ze myszy 0 obnizonym poziomie MMP-9 sg bardziej Iekliwe mozna

257

znalez¢ w pracy Vafadari i wspotpracownikow>". W tej pracy wykorzystywano myszy tej

samej linii, co w niniejszej rozprawie. Wykazano tam, ze zwierzeta heterozygotyczne

bardziej reagowaly na stres w poréwnaniu do zwierzat WT%/

. Mozliwe wiec, ze wptyw
LPS na aktywnos¢ i emocjonalno$¢, roznigcy si¢ miedzy szczepem B6 a linia MMP-9
zwigzany jest z inng opieka jaka zwierzgta otrzymywaly w okresie neonatalnym od matek
0 innym poziomie Igkliwosci, szczegolnie po podaniu LPS. Takie réznice mogty prowadzi¢
do zmian w funkcjonowaniu osi HPA i odpowiedzi na stres.

Analiza sklonnosci do spgdzania czasu w grupie przez zwierzgta po podaniu LPS data
ten sam rezultat, co w przypadku zwierzat B6. Wczesna stymulacja uktadu
odpornosciowego samcoéw spowodowata chetniejsze przebywanie w grupie, natomiast
samice LPS byly mniej socjalne od samic NaCl. Efekty te byty obserwowane zar6wno
u zwierzat WT, jak i KO. Warto dodaé, ze samice bez wzgledu na traktowanie i genotyp
spedzaly wigcej czasu razem w porownaniu do samcoéw wszystkich grup. R6znic miedzy
samcami a samicami nie zauwazono natomiast w przypadku kohorty B6. Samce i samice
stosujg inne strategie w procesach tworzenia hierarchii spotecznych?®. Mozliwe jest wiec,

ze r0znice te zostaly uwypuklone u zwierzat liniit MMP-9 KO w zwigzku z inng matczyng

opieka.

5.4 MMP-9 reguluje zmiany w zachowaniu spolecznym po wczesnej stymulacji

ukladu odpornosciowego

Wiele prac podkresla rolg MMP-9 w przebiegu schorzen wigzgcych sie ze stanem
zapalnym, takich jak ASD, schizofrenia czy udar niedokrwienny!4%141166  jednak
ze wzgledu na szeroki wachlarz dziatania MMP-9 oraz skomplikowany obraz tych
schorzen doktadne mechanizmy nie s3 jeszcze poznane. W opisanych w tej rozprawie
badaniach molekularnych wykazano wzrost poziomu biatka MMP-9 we krwi, zwigkszong
ekspresje jego genu oraz nasilong aktywnos¢ zelatynolityczng w mozgu po podaniu LPS

siedmiodniowym oseskom. Sprawdzono takze, czy MMP-9 moduluje powstawanie zmian
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w zachowaniu, ktore obserwowano u zwierzat kohorty B6. Badania behawioralne na linii
MMP-9 KO ujawnity, ze bialko to jest niezbedne do zmian w socjalnosci wzgledem
nieznanego zapachu spotecznego po ekspozycji na LPS. U zwierzat KO podanie LPS
nie zmienilo reakcji na nieznany bodziec spoteczny, tak jak miato to miejsce w przypadku
zwierzat WT oraz kohorty B6. (ryc. 4.28 oraz 4.29). W przypadku samcow WT stymulacja
LPS doprowadzita do spadku zainteresowania zaréwno podczas krotkiej prezentacji
bodzca (test trojkomorowy), jak | dlugotrwalej ekspozycji na nieznany zapach
(Eco-HAB™). W grupie samic krotkotrwata ekspozycja na nieznany zapach socjalny
nie wptyneta na zwierzeta WT, tak jak miato to miejsce w przypadku kohorty B6. Wplyw
aktywacji uktadu odporno$ciowego na samice WT zaobserwowano jednak podczas testu
w aparacie Eco-HAB™, gdzie tak jak u samic B6 traktowanych LPS stwierdzono wzrost
zainteresowania. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku samic KO, krotka prezentacja w tescie
trojkomorowym wykazata spadek preferencji wzgledem zapachu spolecznego po podaniu
LPS, ale efektu tego nie zaobserwowano juz podczas dluzszej ekspozycja na zapach.
Potencjalne wytlumaczenie tego zjawiska przedstawiono w pracy Winiarskiego
i wspotpracownikow'®, gdzie zaprezentowano wyniki zainteresowania nieznanym
zapachem spolecznym w ciggu pierwszej godziny, 4 godzin oraz 11 godzin. Wykazano
tam, ze w zalezno$ci od linii zwierzat, reakcja na bodziec moze si¢ zmienia¢ wraz
z dtugos$cig prezentacji. Kohorta B6 podczas wszystkich trzech pomiarow wykazywata
stabilne parametry socjalnoéci podczas wszystkich trzech pomiarow*®, Badania na linii
BTBR, ktéra stosowana jest jako mysi model ASD'?2 wykazaty, ze wskaznik
zainteresowania zapachem spolecznym zwierzat linii BTBR wzrastal wraz z uptywem

czasu'®

. Nie mozna wigc wykluczy¢, ze w ciggu pierwszych 10 minut prezentacji bodzca
w Eco-HAB™ samice KO réwniez byly mniej zainteresowane, natomiast pomiar z catej
godziny zneutralizowat ten efekt. Na podstawie uzyskanych danych mozna
wigc stwierdzi¢, ze MMP-9 jest niezb¢dne do zajscia zmian w zachowaniu wzgledem
nieznanego bodzca po wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego. Co istotne, brak
roznic miedzy zwierzetami WT i KO z grup kontrolnych wskazuje, ze sam brak aktywnego
MMP-9 nie ma wptywu na zachowania spoteczne zwierzat.

Zymografia zelowa wykazata, ze po podaniu LPS u obu plci wzrastata aktywnosc¢
zelatynolityczna zwigzana z biatkiem MMP-9 w przednich czg$ciach kory moézgu
(ryc.4.22). Taczes¢ OUN odgrywa kluczowa role w kontrolowaniu zachowan
spotecznych, wptywajac na sposéb, w jaki jednostki wchodzg w interakcje z innymi oraz

przetwarzaja informacje spoteczne?®2%1, Jednym z kluczowych obszaréw przedniej czesci
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kory mozgu zaangazowanych w kontrole zachowan spotecznych jest przednia czesci
zakretu obreczy (ang. anterior cingulate cortex, ACC)?°. W jednych z najnowszych badan
na makakach wykazano, ze neurony ACC preferencyjnie aktywuja si¢ pod wptywem
bodzcow spotecznych?®2. W modelach zaburzen neurorozwojowych szczegdlng uwage
przyklada sie do zmian zachodzacych w tej strukturze?. W genetycznym, mysim modelu
ASD opierajagcym si¢ na wyciszeniu genu shank3 zwigzanym ze stabilizacjg potaczen
synaptycznych, obserwuje sie  obnizona  socjalnos¢!’t2. W  pracy Guo

263 selektywne wyciszenie shank3 w ACC rowniez skutkowato

I wspotpracownikow
zaburzeniami spotecznymi, co stanowi kolejny dowod na rolg tej struktury w kontroli
zachowan spotecznych. U zwierzat pozbawionych biatka Shank3 obserwuje si¢ rowniez
nizsza pobudliwo$¢ neurondow piramidowych w ACC, co jest zwigzane z nizszg liczba
kolcow dendrytycznych?®, W pracy Cao i wspotautorow, podanie 0,05 mg/kg m. ¢. LPS
w P14 prowadzito do wyzszej dynamiki kolcow dendrytycznych (zwickszone powstawanie
nowych synaps i zwigkszona eliminacja) w ACC, przy czym zaggszczenie Kolcow
dendrytycznych byto nizsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej®. Badania plastycznosci
synaptycznej przeprowadzono na dorostych zwierzgtach, co moze sugerowac, ze podanie
LPS wptywa na utrzymujaca sic w dorostosci dezorganizacje w sieci neuronalnej ACC *°.
MMP-9, co zostato szerzej opisane we wstepie, pelni kluczowe funkcje przy przebudowie
kolcow dendrytycznych pod wptywem réznych bodzcow# 198161 Wzrost aktywnosci
enzymatycznej zwigzanej z MMP-9 w przednich czg¢sciach moézgu myszy, moze prowadzi¢
do przemodelowania potaczen synaptycznych, a w konsekwencji do zmian w reakcji
na bodziec spoleczny. Ttumaczyloby to tez, dlaczego u zwierzat pozbawionych biatka
MMP-9, zmiany w tym aspekcie zachowania nie zaszty pod wptywem podania LPS.
Zespot tamliwego chromosomu X (ang. fragile X syndrome, FXS) jest zaburzeniem
genetycznym zwigzanym z mutacja W genie fmrl, ktora prowadzi do braku biatka FMRP
(ang. fragile X messenger ribonucleoprotein, FMRP)?%*, FXS jest najczestsza dziedziczng
przyczyng niepelnosprawnos$ci intelektualnej 1 jednym z gltownych genetycznych
czynnikow ryzyka ASD. Szacuje si¢, ze nawet 5% zdiagnozowanych przypadkow ASD
zwigzane jest z FXS02% Jednym z klinicznych objawéw FXS jest podwyzszony poziom
MMP-9 we krwi oraz w mozgul®?14024 W badaniach na modelach zwierzecych
opierajacych sie na nokaucie genu fmrl obserwuje si¢ obnizong aktywno$¢, zwiekszong
lekliwos¢, nadwrazliwo$¢ sensoryczng, a takze zburzenia w socjalnosci (zardwno
wzgledem nieznanego osobnika, jak i w grupie)t**2¢5267  Poprzez obnizanie poziomu

MMP-9 podejmowano si¢ prob ztagodzenia fenotypu (ang. phenotype rescue) u pacjentow,

121



a takze w mysim modelu. Podanie minocykliny, antybiotyku hamujgcego aktywnos¢
MMP-9, prowadzito do obnizenia poziomu enzymu we krwi pacjentow?®, a w mysich

modelach  tagodzito  objawy  behawioralnel’#17>268.269 vy

pracy  Puscian
i wspotpracownikow!'? podanie TIMP-1 do ciata migdatowatego myszy FMR1 KO
poprawito funkcje kognitywne zwierzat oraz obnizyto poziom lgku, ale co interesujgce nie
wplynelo na poprawe zaburzen spotecznych. Mozna wiec zada¢ pytanie czy zahamowanie
dzialania MMP-9 w innych cze$ciach mézgu, np. w przednich czes$ciach kory moézgu
lub w hipokampie, mogtoby wptynaé na inne aspekty zmian behawioralnych w tym

modelu. Podobne pytanie zadano w pracy Winiarskiego i wspotpracownikow?"

, gdzie
dorostym myszom dzikiego typu podano TIMP1 do przednich cz¢sci kory moézgu.
Po zahamowaniu aktywnosci MMP-9 w tej czgsci OUN zaobserwowano, ze zwierzgta
wykazywaty obnizone zainteresowanie atrakcyjng informacjg spoteczng ($ciotka z klatki
znanej myszy, ktora otrzymata cukier). W przeciwienstwie do tego, myszy z niezmieniong
aktywnoéciag MMP-9 chetnie eksplorowaty bodziec?’°. Wynik ten podkresla role MMP-9
w komunikacji socjalnej, cho¢ pelne poznanie molekularnego mechanizmu wymaga
dalszych badan. W niniejszej rozprawie podwyzszony poziom MMP-9 (zar6wno ilo§ciowy
we krwi, wyzsza aktywnos$¢ enzymatyczna czy ekspresja genu mmp-9) obserwowano po
podaniu LPS. Nasuwa si¢ wigc pytanie, czy zahamowanie aktywnosci MMP-9,
np. minocykling, podaniem TIMP-1 lub innym inhibitorem metaloproteaz, w czasie stanu

zapalnego zlagodzitloby wpltyw wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego

na socjalnos¢.

5.5 Hipotetyczny mechanizm stojacy za zmianami W zachowaniu zwierzat poddanych

wczesnej stymulacji ukladu odpornosciowego

Podanie LPS aktywuje Sciezke sygnatlowg TLR4-Myd88-NF-kB. Pomimo wykazania,
ze U miodych zwierzat mniej cytokin jest wykrywanych w trakcie stanu zapalnego, to biora
w nim udzial czynniki zwigzane z rozszczelnianiem BBB, tj. MMP-9, CCL5 oraz
TNF 02126, Wigkszos¢ prac dotyczacych przepuszczalnosci BBB i czynnikow
wplywajacych na jej degradacje dotyczy badan nad udarem, stanem sepsy lub chorobami
neurozwyrodnieniowymi?’"?’® Obecnie pojawia sie wiecej dowodéow na role BBB
i dysfunkcji w jej funkcjonowaniu w zaburzeniach neurorozwojowych>82%27° W pracy
Logsdon i wspétpracownikow?®’, zaprezentowano, ze kilkukrotne podanie LPS mysim
oseskom w wieku P9 powoduje wigkszg przepuszczalnos¢ BBB. Przeciwne wyniki

zaprezentowano w publikacji Wang i wspotpracownikow?!, gdzie pojedyncze
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dootrzewnowe podanie LPS nie wptynglo na BBB. Warto jednak dodac,
Ze We wspomnianej pracy nie zaobserwowano zmienionej ekspresji gendw zwigzanych
z aktywacja TLR4 w mozgu, co zaprezentowano w niniejszej rozprawie (wzrost ekspresji
genow mmp-9, tnf-a oraz il-6). Podanie dootrzewnowe LPS spowodowato aktywacje
uktadu odpornosciowego i uwolnienie migedzy innymi IL-6, ktora po przekroczeniu BBB
mogla zainicjowaé mikroglej, astrocyty oraz pericyty do odpowiedzi odpornosciowe;j
w OUN. W takim przebiegu MMP-9, CCL5 oraz TNF-o uwalniane zar6wno przez
komorki we krwi (neutrofile, monocyty, makrofagi), jak i komoérki rezydujace w OUN
mogty si¢ przyczyni¢ do zwigkszenia przepuszczalnosci BBB. W takiej sytuacji wyzsza
aktywnos¢ zelatynolityczna MMP-9 w korze mdzgu obu pici i w hipokampie samcow, poza
dalszg degradacja BBB, mogta takze prowadzi¢ do przebudowy sieci synaptycznej.
Cociekawe, brak MMP-9 nie chroni catkowicie przed degradacja BBB,
co zaprezentowano w modelu wirusowego stanu zapalnego??. Taki stan tlumaczylby
dlaczego u zwierzat MMP-9 KO pojawily si¢ niektore efekty podania LPS. Kolejna
konsekwencja zwigkszonej przepuszczalnosci BBB jest naciek komodrek odpornosciowych
z obwodu do OUN?3, W kontekscie uzyskanych wynikéw warto takze doda¢, ze migracje
komérek dendrytycznych oraz monocytow jest promowana przez CCL5%"3%84, Makrofagi
lub monocyty mogace roznicowa¢ w makrofagi (ang. monocyte-derived macrophage,
makrofag pochodzenia monocytarnego, MDM), ktore dostang si¢ do OUN, mogg petnié
podobne funkcje do mikrogleju®®2®  Warto jednak doda¢, ze komorki te mimo
funkcjonalnych podobiefistw réznig si¢ pod katem molekularnym?®328’, Przyktadem moze
by¢ tutaj biatko TMEM119 charakterystyczne dla mikrogleju lub biatka MHC 11, ktore sa
intensywnie eksprymowane przez komoérki MDM?3, W badaniach autorstwa Cronk
i wspotpracownikow?® wykazano, ze MDM rezydujace w mozgu roznia sie od mikrogleju
miedzy innymi wyzsza ekspresja gendOw zwigzanych z sygnalizacja i produkcja czynnikow
wzrostu czy interakcja z macierza zewngtrzkomorkowa. Co ciekawe, w niektorych
modelach noeonatalnej stymulacji uktadu odpornosciowego LPS zaobserwowano wzrost
liczby komorek Iba-1-pozytywnych w OUN®2192892%  Dodatkowo komorki te pod
wzgledem morfologicznym wskazywaty na wyzsza aktywnoéé fagocytarng®0:219:289.29
Wskaznik molekularny Iba-1, nie rozréznia jednak mikrogleju od komérek MDM, dlatego
tez nie mozna wykluczy¢, ze obie te frakcje komorkowe byly obecne w mozgach
zwierzat?®!. Biorac pod uwage, ze mikroglej bierze aktywna role w procesie rozwojowej
eliminacji synaps (ang. synapse pruning)?%?, nie mozna wykluczy¢, ze w badanym modelu

réwniez komoérki MDM braly udziat w tym procesie. Inna odpowiedZz na sygnaly
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komorkowe moglta prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian w przebudowie sieci
komorkowej przez sam mikroglej oraz przez mikroglej wspierany przez MDM. Natomiast
zaburzenia rozwoju sieci komoérkowych mogly sta¢ za zmianami w zachowaniu

stymulowanych LPS myszy.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W przedlozonej rozprawie wykazano, ze wezesna stymulacja uktadu odpornosciowego
czynnikiem o pochodzeniu bakteryjnym — lipopolisacharydem — prowadzi
do dtugotrwatych zmian w zachowaniu zwierzat. Zaobserwowane zmiany obejmowaty trzy
aspekty behawioru: aktywno$¢, emocjonalnos¢ oraz socjalnos¢ i przypominaty one objawy
obserwowane ws$rdd pacjentow z zaburzeniami neurorozwojowymi. Wykazano rowniez,
ze siedmiodniowe myszy ptci meskiej 1 zenskiej r6znig si¢ zarowno przebiegiem reakcji
zapalnej, jak i zmianami behawioralnymi, ktore utrzymujg si¢ w dorostosci w wyniku
podania LPS. Po raz pierwszy pokazano takze, ze biatko MMP-9 jest niezbedne do zaj$cia
zmian w reakcji na nieznany bodziec spoteczny pod wplywem wczesnej stymulacji uktadu

odpornosciowego czynnikiem bakteryjnym.
W szczeg6lnosci w niniejszej rozprawie wykazano ze:

1) Samce traktowane LPS w P7 wykazywaty si¢ obnizong aktywnoS$cia, zaburzong
emocjonalnoscig (obnizona lekliwos¢ w grupie B6, podwyzszona lekliwo$¢ oraz
wzmozony self-grooming wsrod zwierzat linii MMP-9 KO) oraz zmienione zachowania
socjalne (obnizone zainteresowanie nieznanym bodzcem spolecznym, chetniejsze

spedzanie czasu w grupie);

2) Samice poddane iniekcji LPS w P7, charakteryzowaty si¢ nizszg aktywnoscig, zaburzong
emocjonalnoscig (brak zmian w grupie B6, podwyzszona lgkliwo$¢ oraz wzmozony
self-grooming wsréd samic linii MMP-9 KO) oraz zmieniong socjalnoscia (wigksze
zainteresowanie nieznanym bodZcem spolecznym i nizsza preferencja do spedzania czasu

w grupie);

3) Zmiany w zachowaniu samic (szczeg6lnie kohorty B6) byly obserwowane gltdwnie

podczas dlugotrwalej obserwacji w zautomatyzowanych klatkach;

4) We krwi najwyzsze stgzenie biatlek zwigzanych =z aktywacja  Sciezki
TLR4-MyD88-NFkB zaobserwowano po 2 godzinach od iniekcji, a odpowiedz
odporno$ciowa byta prawie wygaszono po 24 godzinach. Dodatkowo, odpowiedz

odpornosciowa byla silniejsza wérdd samcow;

5) U obydwu plci aktywno$¢ zelatynolityczna zwigzana z bialkiem MMP-9 byla
podwyzszona 2 godziny po podaniu w przednich czgsciach kory moézgu, a U samcoOw

dodatkowo w hipokampie;
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6) 6 godzin po podaniu LPS zaobserwowano wzrost ekspresji genow il-6, tnf-o oraz mmp-9

w OUN — w szczegolnosci w prazkowiu,

7) U myszy pozbawionych aktywnego biatka MMP-9 traktowanych w si6dmym dniu zycia

LPS nie zaobserwowano zmian w reakcji na nieznany bodziec socjalny podczas

dlugotrwate prezentacji bodzca;

8) Efekt podania LPS na emocjonalno$¢ roznit si¢ pomiedzy zwierzetami szczepu

wsobnego B6 (obnizona lgkliwos¢ tylko wsrdd samcow) oraz linit MMP-9 KO (wyzsza

lgkliwos¢ 1 wzrost self-groomingu, bez wzgledu na ptec i genotyp).

Na podstawie uzyskanych wynikdw wyciggni¢to nastepujgce wnioski:

Jednorazowa stymulacja uktadu odpornosciowego w okresie intensywnej
synaptogenezy moze stanowi¢ nowy mysi model zaburzen neurorozwojowych;
Ze wzgledu na réznice miedzy samcami 1 samicami, niezbedne jest
prowadzenie badan na obu piciach, uwzgledniajac réznice w manifestacji
objawow;

MMP-9 jest niezbedna do zajscia zmian w socjalno$ci obserwowanej
po wczesnej stymulacji uktadu odpornosciowego;

Bialkko MMP-9 moze by¢ potencjalnym celem terapeutycznym

i/lub wskaznikiem molekularnym wykorzystywanym w terapii NDD.

126



7. BIBLIOGRAFIA

1. American Psychiatric Association. Diagnostic and statistical manual of mental
disorders (DSM-5 (R)). (American Psychiatric Association Publishing, Arlington, TX,
2013).

2. Sato, M., Nakai, N., Fujima, S., Choe, K. Y. & Takumi, T. Social circuits and their
dysfunction in autism spectrum disorder. Mol. Psychiatry 28, 3194-3206 (2023).

3. Pekala, M., Doliwa, M. & Kalita, K. Impact of maternal immune activation on
dendritic spine development. Dev. Neurobiol. 81, 524-545 (2021).

4. Rexrode, L. E. i in. Molecular profiling of the hippocampus of children with autism
spectrum disorder. Mol. Psychiatry (2024) doi:10.1038/s41380-024-02441-8.

5. Aragon-Gonzalez, A., Shaw, P. J. & Ferraiuolo, L. Blood-brain barrier disruption
and its involvement in neurodevelopmental and neurodegenerative disorders. Int. J. Mol.
Sci. 23, 15271 (2022).

6. Stolp, H. B. & Dziegielewska, K. M. Review: Role of developmental inflammation
and blood-brain barrier dysfunction in neurodevelopmental and neurodegenerative
diseases. Neuropathol. Appl. Neurobiol. 35, 132-146 (2009).

7. Gentile, S. & Fusco, M. L. Neurodevelopmental outcomes in infants exposed in
utero to antipsychotics: a systematic review of published data. CNS Spectr. 22, 273-281
(2017).

8. May, T., Adesina, I., McGillivray, J. & Rinehart, N. J. Sex differences in
neurodevelopmental disorders. Curr. Opin. Neurol. 32, 622626 (2019).

9. Harris, J. C. Social neuroscience, empathy, brain integration, and

neurodevelopmental disorders. Physiol. Behav. 79, 525-531 (2003).

127



10. Hollestein, V. i in. Excitatory/inhibitory imbalance in autism: the role of glutamate
and GABA gene-sets in symptoms and cortical brain structure. Transl. Psychiatry 13, 18
(2023).

11. Lepeta, K. i in. A normal genetic variation modulates synaptic MMP-9 protein
levels and the severity of schizophrenia symptoms. EMBO Mol. Med. 9, 1100-1116 (2017).
12.  Antonarakis, S. E. i in. Down syndrome. Nat. Rev. Dis. Primers 6, 9 (2020).

13. Ma, V. K. i in. Prader-Willi and Angelman syndromes: Mechanisms and
management. Appl. Clin. Genet. 16, 41-52 (2023).

14. Fujimoto M. & Niikawa N. Fragile X syndrome. Ryoikibetsu Shokogun Shirizu 3,
208-210 (1996).

15. Leblond, C. S. i in. Operative list of genes associated with autism and
neurodevelopmental disorders based on database review. Mol. Cell. Neurosci. 113, 103623
(2021).

16.  Wang, T. i in. Large-scale targeted sequencing identifies risk genes for
neurodevelopmental disorders. Nat. Commun. 11, 4932 (2020).

17. Uchino, S. & Waga, C. SHANK3 as an autism spectrum disorder-associated gene.
Brain Dev. 35, 106-110 (2013).

18.  Poot, M. Connecting the CNTNAP2 networks with neurodevelopmental disorders.
Mol. Syndromol. 6, 7-22 (2015).

19. Richter, J. D. & Zhao, X. The molecular biology of FMRP: new insights into fragile
X syndrome. Nat. Rev. Neurosci. 22, 209-222 (2021).

20.  Jossin, Y. Reelin functions, mechanisms of action and signaling pathways during

brain development and maturation. Biomolecules 10, 964 (2020).

128



21. Cuchillo-Ibanez, 1., Andreo-Lillo, P., Pastor-Ferrandiz, L., Carratala-Marco, F. &
Saez-Valero, J. Elevated plasma reelin levels in children with autism. Front. Psychiatry 11,
242 (2020).

22. Han, V. X. i in. Maternal acute and chronic inflammation in pregnancy is associated
with common neurodevelopmental disorders: a systematic review. Transl. Psychiatry 11,
71 (2021).

23. Lewis, M. L., Kesler, M., Candy, S. A., Rho, J. M. & Pittman, Q. J. Comorbid
epilepsy in autism spectrum disorder: Implications of postnatal inflammation for brain
excitability. Epilepsia 59, 1316-1326 (2018).

24.  Lopez-Aranda, M. F. i in. Postnatal immune activation causes social deficits in a
mouse model of tuberous sclerosis: Role of microglia and clinical implications. Sci Adv 7,
eabf2073 (2021).

25.  Shook, L. L., Kislal, S. & Edlow, A. G. Fetal brain and placental programming in
maternal obesity: A review of human and animal model studies. Prenat. Diagn. 40, 1126—
1137 (2020).

26.  Tamayo, J. M., Osman, H. C., Schwartzer, J. J., Pinkerton, K. E. & Ashwood, P.
Characterizing the neuroimmune environment of offspring in a novel model of maternal
allergic asthma and particulate matter exposure. J Neuroinflammation 20, (2023).

27. Robinson-Agramonte, M. de L. A. i in. Immune dysregulation in autism spectrum
disorder: What do we know about it? Int. J. Mol. Sci. 23, 3033 (2022).

28. Dziembowska, M. i in. High MMP-9 activity levels in fragile X syndrome are
lowered by minocycline. Am. J. Med. Genet. A 161A, 1897-1903 (2013).

29. Zawadzka, A., Cie$lik, M. & Adamczyk, A. The Role of Maternal Immune
Activation in the Pathogenesis of Autism: A Review of the Evidence, Proposed

Mechanisms and Implications for Treatment. Int. J. Mol. Sci. 22, (2021).

129



30.  Azevedo Soares, C. i in. Predicting factors of neurodevelopmental performance in
children with phenylketonuria. Am. J. Med. Genet. A 191, 1525-1529 (2023).

31.  Szypowska, A. i in. Treatment of classic phenylketonuria in Poland in the years
2009-2015 based on the database of the Polish National Health Fund. Pediatr. Endocrinol.
Diabetes Metab. 26, 118-124 (2020).

32. Koch, R. i in. Maternal phenylketonuria: an international study. Mol. Genet. Metab.
71, 233-239 (2000).

33. Wyse, A. T. S., Dos Santos, T. M., Seminotti, B. & Leipnitz, G. Insights from
animal models on the pathophysiology of hyperphenylalaninemia: Role of mitochondrial
dysfunction, oxidative stress and inflammation. Mol. Neurobiol. 58, 2897-2909 (2021).
34. Chen, K-R. Yu, T, Lien, Y.-J, Chou, Y.-Y. & Kuo, P.-L. Childhood
neurodevelopmental disorders and maternal diabetes: A population-based cohort study.
Dev. Med. Child Neurol. 65, 933-941 (2023).

35. Rodolaki, K. i in. The impact of maternal diabetes on the future health and
neurodevelopment of the offspring: a review of the evidence. Front. Endocrinol.
(Lausanne) 14, 1125628 (2023).

36.  Xie, X.-N., Lei, X., Xiao, C.-Y., Li, Y.-M. & Lei, X.-Y. Association between type
1 diabetes and neurodevelopmental disorders in children and adolescents: A systematic
review and meta-analysis. Front. Psychiatry 13, 982696 (2022).

37.  Karam, B. S., Chavez-Moreno, A., Koh, W., Akar, J. G. & Akar, F. G. Oxidative
stress and inflammation as central mediators of atrial fibrillation in obesity and diabetes.
Cardiovasc. Diabetol. 16, 120 (2017).

38. Socha, D. S., DeSouza, S. I, Flagg, A., Sekeres, M. & Rogers, H. J. Severe
megaloblastic anemia: Vitamin deficiency and other causes. Cleve. Clin. J. Med. 87, 153—

164 (2020).

130



39. Mikkelsen, K., Stojanovska, L. & Apostolopoulos, V. The effects of vitamin B in
depression. Curr. Med. Chem. 23, 4317-4337 (2016).

40.  Copp, A. J. Neural tube defects. Trends Neurosci. 16, 381-383 (1993).

41. Bath, S. C. The effect of iodine deficiency during pregnancy on child development.
Proc. Nutr. Soc. 78, 150-160 (2019).

42.  Gargari, S. S. i in. Maternal and neonatal outcomes and determinants of iodine
deficiency in third trimester of pregnancy in an iodine sufficient area. BMC Pregnancy
Childbirth 20, 174 (2020).

43. Keegan, J., Parva, M., Finnegan, M., Gerson, A. & Belden, M. Addiction in
pregnancy. J. Addict. Dis. 29, 175-191 (2010).

44, Kellogg, A., Rose, C. H., Harms, R. H. & Watson, W. J. Current trends in narcotic
use in pregnancy and neonatal outcomes. Am. J. Obstet. Gynecol. 204, 259.e1-4 (2011).
45, Nutt, D. i in. Alcohol and the brain. Nutrients 13, 3938 (2021).

46. Bailey, B. A. & Sokol, R. J. Prenatal alcohol exposure and miscarriage, stillbirth,
preterm delivery, and sudden infant death syndrome. Alcohol Res. Health 34, 86-91 (2011).
47.  Streissguth, A. P. i in. Risk factors for adverse life outcomes in fetal alcohol
syndrome and fetal alcohol effects. J. Dev. Behav. Pediatr. 25, 228-238 (2004).

48.  Paul, S., Nahar, A., Bhagawati, M. & Kunwar, A. J. A review on recent advances
of cerebral palsy. Oxid. Med. Cell. Longev. 2022, 2622310 (2022).

49.  Wilczynski, G. M. i in. Important role of matrix metalloproteinase 9 in
epileptogenesis. J. Cell Biol. 180, 1021-1035 (2008).

50. Szpindel, A.iin. Epilepsy in children with cerebral palsy: a data linkage study. Dev.
Med. Child Neurol. 64, 259-265 (2022).

51. Makris, G., Eleftheriades, A. & Pervanidou, P. Early life stress, hormones, and

neurodevelopmental disorders. Horm. Res. Paediatr. 96, 17-24 (2023).

131



52.  van lJzendoorn, M. H. i in. Children in Institutional Care: Delayed Development
and Resilience. Monogr. Soc. Res. Child Dev. 76, 8-30 (2011).

53.  Smith, K. E. & Pollak, S. D. Early life stress and development: potential
mechanisms for adverse outcomes. J. Neurodev. Disord. 12, 34 (2020).

54.  Parkin, J. & Cohen, B. An overview of the immune system. Lancet 357, 1777-1789
(2001).

55. Burkly, L. C., Michaelson, J. S. & Zheng, T. S. TWEAK/Fn14 pathway: an
immunological switch for shaping tissue responses: TWEAKIng tissue responses.
Immunol. Rev. 244, 99-114 (2011).

56.  Alberts, B. i in. Lymphocytes and the cellular basis of adaptive immunity. (Garland
Science, London, England, 2002).

57.  Sompayrac, L. How the Immune System Works. (Wiley-Blackwell, Hoboken, NJ,
2012).

58.  Alberts, B. i in. Innate Immunity. (Garland Science, London, England, 2002).

59. Duan, T., Du, Y., Xing, C., Wang, H. Y. & Wang, R.-F. Toll-like receptor signaling
and its role in cell-mediated immunity. Front. Immunol. 13, 812774 (2022).

60. Lu, Y.-C., Yeh, W.-C. & Ohashi, P. S. LPS/TLR4 signal transduction pathway.
Cytokine 42, 145-151 (2008).

61.  Ciesielska, A., Matyjek, M. & Kwiatkowska, K. TLR4 and CD14 trafficking and
its influence on LPS-induced pro-inflammatory signaling. Cell. Mol. Life Sci. 78, 1233—
1261 (2021).

62. Liu, T., Zhang, L., Joo, D. & Sun, S.-C. NF-kB signaling in inflammation. Signal
Transduct Target Ther 2, 17023- (2017).

63. Kagan, J. C. iin. TRAM couples endocytosis of Toll-like receptor 4 to the induction

of interferon-beta. Nat. Immunol. 9, 361-368 (2008).

132



64. Klein, S. L. & Flanagan, K. L. Sex differences in immune responses. Nat. Rev.
Immunol. 16, 626-638 (2016).

65. Rio, P. iin. Immune cells, gut Microbiota, and vaccines: A gender perspective. Cells
13, (2024).

66.  Sarmiento, L., Svensson, J., Barchetta, 1., Giwercman, A. & Cilio, C. M. Copy
number of the X-linked genes TLR7 and CD40L influences innate and adaptive immune
responses. Scand. J. Immunol. 90, e12776 (2019).

67. Hoffmann, J. P., Liu, J. A., Seddu, K. & Klein, S. L. Sex hormone signaling and
regulation of immune function. Immunity 56, 24722491 (2023).

68.  Kogar, I. H. i in. The effect of testosterone replacement treatment on immunological
features of patients with Klinefelter’s syndrome. Clin. Exp. Immunol. 121, 448-452 (2000).
69.  Quatrini, L., Ricci, B., Ciancaglini, C., Tumino, N. & Moretta, L. Regulation of the
immune system development by glucocorticoids and sex hormones. Front. Immunol. 12,
672853 (2021).

70. Kovats, S. Estrogen receptors regulate innate immune cells and signaling pathways.
Cell. Immunol. 294, 63-69 (2015).

71.  Gal-Oz, S. T. i in. ImmGen report: sexual dimorphism in the immune system
transcriptome. Nat. Commun. 10, 4295 (2019).

72.  Scotland, R. S., Stables, M. J., Madalli, S., Watson, P. & Gilroy, D. W. Sex
differences in resident immune cell phenotype underlie more efficient acute inflammatory
responses in female mice. Blood 118, 5918-5927 (2011).

73. Smith, C. J. i in. Neonatal immune challenge induces female-specific changes in
social behavior and somatostatin cell number. Brain Behav. Immun. 90, 332-345 (2020).
74.  Juruena, M. F., Eror, F., Cleare, A. J. & Young, A. H. The role of early life stress

in HPA axis and anxiety. Adv. Exp. Med. Biol. 1191, 141-153 (2020).

133



75.  Zefferino, R., Di Gioia, S. & Conese, M. Molecular links between endocrine,
nervous and immune system during chronic stress. Brain Behav. 11, e01960 (2021).

76.  Garaschuk, O. & Verkhratsky, A. Microglia: The neural cells of nonneural origin.
Methods Mol. Biol. 2034, 3-11 (2019).

77.  Obermeier, B., Daneman, R. & Ransohoff, R. M. Development, maintenance and
disruption of the blood-brain barrier. Nat. Med. 19, 1584-1596 (2013).

78.  Abbott, N. J., Patabendige, A. A. K., Dolman, D. E. M., Yusof, S. R. & Begley, D.
J. Structure and function of the blood-brain barrier. Neurobiol. Dis. 37, 13-25 (2010).

79.  Alarcon-Martinez, L., Yemisci, M. & Dalkara, T. Pericyte morphology and
function. Histol. Histopathol. 36, 633-643 (2021).

80.  Tonutti, A.iin. The role of WNT and IL-1 signaling in osteoarthritis: therapeutic
implications for platelet-rich plasma therapy. Front. Aging 4, 1201019 (2023).

81. Lautarescu, A., Craig, M. C. & Glover, V. Prenatal stress: Effects on fetal and child
brain development. Int. Rev. Neurobiol. 150, 17-40 (2020).

82. Bao, M., Hofsink, N. & Pl6sch, T. LPS versus Poly I:C model: comparison of long-
term effects of bacterial and viral maternal immune activation on the offspring. Am. J.
Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 322, R99-R111 (2022).

83. Bucknor, M. C., Gururajan, A., Dale, R. C. & Hofer, M. J. A comprehensive
approach to modeling maternal immune activation in rodents. Front. Neurosci. 16,
1071976 (2022).

84.  Parusel, R. iin. An important question: Which LPS do you use? Virulence 8, 1890
1893 (2017).

85. Tarr, A. J., Chen, Q., Wang, Y., Sheridan, J. F. & Quan, N. Neural and behavioral

responses to low-grade inflammation. Behav. Brain Res. 235, 334-341 (2012).

134



86.  Couch, Y. i in. Low-dose lipopolysaccharide (LPS) inhibits aggressive and
augments depressive behaviours in a chronic mild stress model in mice. J.
Neuroinflammation 13, 108 (2016).

87. Hoogland, 1. C. M., Houbolt, C., van Westerloo, D. J., van Gool, W. A. & van de
Beek, D. Systemic inflammation and microglial activation: systematic review of animal
experiments. J. Neuroinflammation 12, 114 (2015).

88.  Skrzypczak-Wiercioch, A. & Satat, K. Lipopolysaccharide-induced model of
neuroinflammation: Mechanisms of action, research application and future directions for
its use. Molecules 27, 5481 (2022).

89.  Qiu, Z. i in. Consecutive injection of high-dose lipopolysaccharide modulates
microglia polarization via TREM2 to alter status of septic mice. Brain Sci. 13, 126 (2023).
90.  Cao, P.iin. Early-life inflammation promotes depressive symptoms in adolescence
via microglial engulfment of dendritic spines. Neuron 109, 2573-2589.e9 (2021).

91. Fitzgerald, E., Boardman, J. P. & Drake, A. J. Early life stress and LPS interact to
modify the mouse cortical transcriptome in the neonatal period. Brain Behav. Immun.
Health 13, 100219 (2021).

92. Kentner, A. C., McLeod, S. A., Field, E. F. & Pittman, Q. J. Sex-dependent effects
of neonatal inflammation on adult inflammatory markers and behavior. Endocrinology 151,
2689-2699 (2010).

93.  Solek, C. M., Farooqi, N., Verly, M., Lim, T. K. & Ruthazer, E. S. Maternal immune
activation in neurodevelopmental disorders. Dev. Dyn. 247, 588-619 (2018).

94.  Wu, X.-Q. i in. Neonatal programming by immunological challenge: effects on

ovarian function in the adult rat. J Reprod Fertil 141, 241-248 (2011).

135



95.  Réus, G. Z. i in. Ketamine potentiates oxidative stress and influences behavior and
inflammation in response to lipolysaccharide (LPS) exposure in early life. Neuroscience
353, 17-25 (2017).

96. Runge, K., Cardoso, C. & de Chevigny, A. Dendritic spine plasticity: Function and
mechanisms. Front. Synaptic Neurosci. 12, 36 (2020).

97.  Zeiss, C. J. Comparative milestones in rodent and human postnatal central nervous
system development. Toxicol. Pathol. 49, 1368-1373 (2021).

98.  Vivi, E. & Di Benedetto, B. Brain stars take the lead during critical periods of early
postnatal brain development: relevance of astrocytes in health and mental disorders. Mol.
Psychiatry 29, 2821-2833 (2024).

99.  Christopherson, K. S. i in. Thrombospondins are astrocyte-secreted proteins that
promote CNS synaptogenesis. Cell 120, 421-433 (2005).

100. Han, X. i in. Transcriptome of embryonic and neonatal mouse cortex by high-
throughput RNA sequencing. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 106, 12741-12746 (2009).
101. Kirov, S. A, Goddard, C. A. & Harris, K. M. Age-dependence in the homeostatic
upregulation of hippocampal dendritic spine number during blocked synaptic transmission.
Neuropharmacology 47, 640-648 (2004).

102. Zhong, J., Carrozza, D. P., Williams, K., Pritchett, D. B. & Molinoff, P. B.
Expression of mMRNAs encoding subunits of the NMDA receptor in developing rat brain.
J. Neurochem. 64, 531-539 (1995).

103. Dupuis, J. P., Nicole, O. & Groc, L. NMDA receptor functions in health and
disease: Old actor, new dimensions. Neuron 111, 23122328 (2023).

104. Wong, F. K. & Marin, O. Developmental cell death in the cerebral cortex. Annu.

Rev. Cell Dev. Biol. 35, 523-542 (2019).

136



105. Nikoli¢, M., Gardner, H. A. R. & Tucker, K. L. Postnatal neuronal apoptosis in the
cerebral cortex: physiological and pathophysiological mechanisms. Neuroscience 254,
369-378 (2013).

106. Stiles, J. & Jernigan, T. L. The basics of brain development. Neuropsychol. Rev. 20,
327-348 (2010).

107. Semple, B. D., Blomgren, K., Gimlin, K., Ferriero, D. M. & Noble-Haeusslein, L.
J. Brain development in rodents and humans: Identifying benchmarks of maturation and
vulnerability to injury across species. Prog. Neurobiol. 106-107, 1-16 (2013).

108. Komada, M., Takao, K. & Miyakawa, T. Elevated plus maze for mice. J. Vis. Exp.
(2008) d0i:10.3791/1088.

109. Carola, V., D’Olimpio, F., Brunamonti, E., Mangia, F. & Renzi, P. Evaluation of
the elevated plus-maze and open-field tests for the assessment of anxiety-related behaviour
in inbred mice. Behav. Brain Res. 134, 49-57 (2002).

110. Pellow, S., Chopin, P., File, S. E. & Briley, M. Validation of open:closed arm
entries in an elevated plus-maze as a measure of anxiety in the rat. J. Neurosci. Methods
14, 149-167 (1985).

111. Wang, D., Levine, J. L. S., Avila-Quintero, V., Bloch, M. & Kaffman, A.
Systematic review and meta-analysis: effects of maternal separation on anxiety-like
behavior in rodents. Transl. Psychiatry 10, (2020).

112. Puscian, A. i in. Targeted therapy of cognitive deficits in fragile X syndrome. Mol.
Psychiatry 27, 2766-2776 (2022).

113.  Ang, M. J, Lee, S., Kim, J.-C., Kim, S.-H. & Moon, C. Behavioral tasks evaluating
schizophrenia-like symptoms in animal models: A recent update. Curr. Neuropharmacol.

19, 641-664 (2021).

137



114. Nomiya, H. i in. A Kpnal-deficient psychotropic drug-induced schizophrenia
model mouse for studying gene-environment interactions. Sci. Rep. 14, 3376 (2024).

115. Puzzo, C., Festucci, F., Curcio, G., Gigantesco, A. & Adriani, W. Exploring
transgenerational inheritance in epigenotypes of DAT heterozygous rats: Circadian
anomalies and attentional vulnerability. Behav. Brain Res. 464, 114921 (2024).

116. Viggiano, D. & Sadile, A. G. Hypertrophic A10 dopamine neurones in a rat model
of attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD). Neuroreport 11, 3677-3680 (2000).
117.  Tucker, L. B. & McCabe, J. T. Behavior of male and female C57BL/6J mice is more
consistent with repeated trials in the elevated zero maze than in the elevated plus maze.
Front. Behav. Neurosci. 11, 13 (2017).

118. Angelakos, C. C., Tudor, J. C., Ferri, S. L., Jongens, T. A. & Abel, T. Home-cage
hypoactivity in mouse genetic models of autism spectrum disorder. Neurobiol. Learn.
Mem. 165, 107000 (2019).

119. Payne, H. L. The role of transmembrane AMPA receptor regulatory proteins
(TARPS) in neurotransmission and receptor trafficking (Review). Mol. Membr. Biol. 25,
353-362 (2008).

120. Menuz, K. & Nicoll, R. A. Loss of inhibitory neuron AMPA receptors contributes
to ataxia and epilepsy in stargazer mice. J. Neurosci. 28, 10599-10603 (2008).

121.  Schirmer, C. i in. Home-cage behavior in the Stargazer mutant mouse. Sci. Rep. 12,
12801 (2022).

122.  Ornoy, A., Echefu, B. & Becker, M. Animal models of autistic-like behavior in
rodents: A scoping review and call for a comprehensive scoring system. Int. J. Mol. Sci.

25, (2024).

138



123. Ryan, K., Thompson, L., Mendoza, P. A. & Chadman, K. K. Inbred strain
preference in the BTBR T+ Itpr3tf /J mouse model of autism spectrum disorder: Does the
stranger mouse matter in social approach? Autism Res. 12, 1184-1191 (2019).

124. Cristino, L. M. F. i in. Animal Model of Neonatal Immune Challenge by
Lipopolysaccharide: A Study of Sex Influence in Behavioral and Immune/Neurotrophic
Alterations in Juvenile Mice. Neuroimmunomodulation 29, 391-401 (2022).

125. Carlezon, W. A., Jr i in. Maternal and early postnatal immune activation produce
sex-specific effects on autism-like behaviors and neuroimmune function in mice. Sci. Rep.
9, 16928 (2019).

126. Landauer, M. R. & Balster, R. L. A new test for social investigation in mice: effects
of d-amphetamine. Psychopharmacology (Berl.) 78, 322-325 (1982).

127. Szabd, J., Renczés, E., Borbélyova, V., Ostatnikovéa, D. & Celec, P. Assessing
sociability using the Three-Chamber Social Interaction Test and the Reciprocal Interaction
Test in a genetic mouse model of ASD. Behav. Brain Funct. 20, 24 (2024).

128. Kaidanovich-Beilin, O., Lipina, T., Vukobradovic, 1., Roder, J. & Woodgett, J. R.
Assessment of social interaction behaviors. J. Vis. Exp. (2011) doi:10.3791/2473.

129. Jabarin, R., Netser, S. & Wagner, S. Beyond the three-chamber test: toward a
multimodal and objective assessment of social behavior in rodents. Mol. Autism 13, 41
(2022).

130. Kim, D. G. i in. Social interaction test in home cage as a novel and ethological
measure of social behavior in mice. Exp. Neurobiol. 28, 247-260 (2019).

131. Takumi, T., Tamada, K., Hatanaka, F., Nakai, N. & Bolton, P. F. Behavioral

neuroscience of autism. Neurosci. Biobehav. Rev. 110, 60-76 (2020).

139



132. Ryan, B.C., Young, N. B., Moy, S. S. & Crawley, J. N. Olfactory cues are sufficient
to elicit social approach behaviors but not social transmission of food preference in
C57BL/6J mice. Behav. Brain Res. 193, 235-242 (2008).

133.  Zhang, J.-B. i in. Oxytocin is implicated in social memory deficits induced by early
sensory deprivation in mice. Mol. Brain 9, (2016).

134. Puscian, A. i in. Eco-HAB as a fully automated and ecologically relevant
assessment of social impairments in mouse models of autism. Elife 5, (2016).

135.  Kiryk, A. i in. IntelliCage as a tool for measuring mouse behavior - 20 years
perspective. Behav. Brain Res. 388, 112620 (2020).

136.  Winiarski, M. i in. Social deficits in BTBR T+ Itpr3tf/J mice vary with ecological
validity of the test. Genes Brain Behav. 21, 12814 (2022).

137. Roszkowska, M. i in. SRF depletion in early life contributes to social interaction
deficits in the adulthood. Cell. Mol. Life Sci. 79, 278 (2022).

138. Dityatev, A. & Rusakov, D. A. Molecular signals of plasticity at the tetrapartite
synapse. Curr. Opin. Neurobiol. 21, 353-359 (2011).

139. de Almeida, L. G. N. i in. Matrix metalloproteinases: From molecular mechanisms
to physiology, pathophysiology, and pharmacology. Pharmacol. Rev. 74, 712-768 (2022).
140. Beroun, A. i in. MMPs in learning and memory and neuropsychiatric disorders.
Cell. Mol. Life Sci. 76, 32073228 (2019).

141. Vafadari, B., Salamian, A. & Kaczmarek, L. MMP-9 in translation: from molecule
to brain physiology, pathology, and therapy. J. Neurochem. 139 Suppl 2, 91-114 (2016).
142. Vandooren, J., Van den Steen, P. E. & Opdenakker, G. Biochemistry and molecular
biology of gelatinase B or matrix metalloproteinase-9 (MMP-9): the next decade. Crit. Rev.

Biochem. Mol. Biol. 48, 222-272 (2013).

140



143. Hannocks, M.-J. i in. The gelatinases, MMP-2 and MMP-9, as fine tuners of
neuroinflammatory processes. Matrix Biol. 75-76, 102-113 (2019).

144. Rivera, S., Khrestchatisky, M., Kaczmarek, L., Rosenberg, G. A. & Jaworski, D.
M. Metzincin proteases and their inhibitors: foes or friends in nervous system physiology?
J. Neurosci. 30, 15337-15357 (2010).

145.  Vu, T. H. iin. MMP-9/gelatinase B is a key regulator of growth plate angiogenesis
and apoptosis of hypertrophic chondrocytes. Cell 93, 411-422 (1998).

146. Yabluchanskiy, A., Ma, Y., lyer, R. P., Hall, M. E. & Lindsey, M. L. Matrix
metalloproteinase-9: Many shades of function in cardiovascular disease. Physiology
(Bethesda) 28, 391-403 (2013).

147. Dziembowska, M. & Wlodarczyk, J. MMP9: a novel function in synaptic plasticity.
Int. J. Biochem. Cell Biol. 44, 709-713 (2012).

148. Pijet, B. i in. Elevation of MMP-9 Levels Promotes Epileptogenesis After
Traumatic Brain Injury. Mol. Neurobiol. 55, 9294-9306 (2018).

149. Szklarczyk, A., Lapinska, J., Rylski, M., McKay, R. D. G. & Kaczmarek, L. Matrix
metalloproteinase-9 undergoes expression and activation during dendritic remodeling in
adult hippocampus. J. Neurosci. 22, 920-930 (2002).

150. Iroegbu, J. D., ljomone, O. K., Femi-Akinlosotu, O. M. & ljomone, O. M.
ERK/MAPK signalling in the developing brain: Perturbations and consequences. Neurosci.
Biobehav. Rev. 131, 792-805 (2021).

151. Pitkdnen, A. i in. Chapter 11 - Neural ECM and epilepsy. w Progress in Brain
Research (red. Dityatev, A., Wehrle-Haller, B. & Pitkdnen, A.) t. 214 229-262 (Elsevier,
2014).

152. Okulski, P. i in. TIMP-1 abolishes MMP-9-dependent long-lasting long-term

potentiation in the prefrontal cortex. Biol. Psychiatry 62, 359-362 (2007).

141



153. Charzewski, L., Krzysko, K. A. & Lesyng, B. Structural characterisation of
inhibitory and non-inhibitory MMP-9-TIMP-1 complexes and implications for regulatory
mechanisms of MMP-9. Sci. Rep. 11, 13376 (2021).

154. Reininghaus, E. Z. i in. Extracellular matrix proteins matrix metallopeptidase 9
(MMP9) and soluble intercellular adhesion molecule 1 (SICAM-1) and correlations with
clinical staging in euthymic bipolar disorder. Bipolar Disord. 18, 155-163 (2016).

155. Ning, L. i in. Interactions between ICAM-5 and Bl integrins regulate neuronal
synapse formation. J. Cell Sci. 126, 77-89 (2013).

156. Mizoguchi, H. i in. Matrix metalloproteinase-9 contributes to kindled seizure
development in pentylenetetrazole-treated mice by converting pro-BDNF to mature BDNF
in the hippocampus. J. Neurosci. 31, 12963-12971 (2011).

157. Cheng, M. i in. MMP-9-BDNF pathway is implicated in cognitive impairment of
male individuals with methamphetamine addiction during early withdrawal. Behav. Brain
Res. 366, 29-35 (2019).

158.  Michaluk, P. i in. Influence of matrix metalloproteinase MMP-9 on dendritic spine
morphology. J. Cell Sci. 124, 3369-3380 (2011).

159. Bijata, M. i in. Synaptic Remodeling Depends on Signaling between Serotonin
Receptors and the Extracellular Matrix. Cell Rep. 19, 1767-1782 (2017).

160. Dziembowska, M. i in. Activity-dependent local translation of matrix
metalloproteinase-9. J. Neurosci. 32, 14538-14547 (2012).

161. Wang, X.-B. i in. Extracellular proteolysis by matrix metalloproteinase-9 drives
dendritic spine enlargement and long-term potentiation coordinately. Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A. 105, 19520-19525 (2008).

162. Baltaci, S. B., Mogulkoc, R. & Baltaci, A. K. Molecular mechanisms of early and

late LTP. Neurochem. Res. 44, 281-296 (2019).

142



163. Kruijssen, D. L. H. & Wierenga, C. J. Single synapse LTP: A matter of context?
Front. Cell. Neurosci. 13, 496 (2019).

164. Nagy, V. i in. Matrix metalloproteinase-9 is required for hippocampal late-phase
long-term potentiation and memory. J. Neurosci. 26, 1923-1934 (2006).

165. Knapska, E. i in. Reward learning requires activity of matrix metalloproteinase-9 in
the central amygdala. J. Neurosci. 33, 14591-14600 (2013).

166. Kaczmarek, K. T., Protokowicz, K. & Kaczmarek, L. Matrix metalloproteinase-9:
A magic drug target in neuropsychiatry? J. Neurochem. (2023) doi:10.1111/jnc.15976.
167. Schoretsanitis, G. i in. Matrix Metalloproteinase 9 Blood Alterations in Patients
With Schizophrenia Spectrum Disorders: A Systematic Review and Meta-Analysis.
Schizophr. Bull. 47, 986-996 (2021).

168. Dwir, D. i in. MMP9/RAGE pathway overactivation mediates redox dysregulation
and neuroinflammation, leading to inhibitory/excitatory imbalance: a reverse translation
study in schizophrenia patients. Mol. Psychiatry 25, 2889-2904 (2020).

169. Seitz-Holland, J. i in. The association of matrix metalloproteinase 9 (MMP9) with
hippocampal ~ volume  in  schizophrenia: a  preliminary  MRI  study.
Neuropsychopharmacology 47, 524-530 (2022).

170. Siller, S. S. & Broadie, K. Matrix metalloproteinases and minocycline: therapeutic
avenues for fragile X syndrome. Neural Plast. 2012, 124548 (2012).

171. Lord, J. R., Mashayekhi, F. & Salehi, Z. How matrix metalloproteinase (MMP)-9
(rs3918242) polymorphism affects MMP-9 serum concentration and associates with autism
spectrum disorders: A case-control study in Iranian population. Dev. Psychopathol. 34,
882-888 (2022).

172. Pega, J. i in. Shank3 mutant mice display autistic-like behaviours and striatal

dysfunction. Nature 472, 437-442 (2011).

143



173. Trofimov, A. i in. Postnatal LPS Challenge Impacts Escape Learning and
Expression of Plasticity Factors Mmp9 and Timp1l in Rats: Effects of Repeated Training.
Neurotox. Res. 32, 175-186 (2017).

174. Bilousova, T. V. i in. Minocycline promotes dendritic spine maturation and
improves behavioural performance in the fragile X mouse model. J. Med. Genet. 46, 94—
102 (2009).

175. Toledo, M. A, Wen, T. H,, Binder, D. K., Ethell, I. M. & Razak, K. A. Reversal of
ultrasonic vocalization deficits in a mouse model of Fragile X Syndrome with minocycline
treatment or genetic reduction of MMP-9. Behav. Brain Res. 372, 112068 (2019).

176. Andrzejewski, R. The home-range concept in rodents revised. Acta Theriol. 47,
81-101 (2002).

177. Medzhitov, R. Origin and physiological roles of inflammation. Nature 454, 428—
435 (2008).

178. Dinel, A.-L. i in. Inflammation early in life is a vulnerability factor for emotional
behavior at adolescence and for lipopolysaccharide-induced spatial memory and
neurogenesis alteration at adulthood. J. Neuroinflammation 11, 155 (2014).

179. Reed, M. D. i in. IL-17a promotes sociability in mouse models of
neurodevelopmental disorders. Nature 577, 249-253 (2020).

180. Zhong, H. i in. Neonatal inflammation via persistent TGF-f1 downregulation
decreases GABAAR expression in basolateral amygdala leading to the imbalance of the
local excitation-inhibition circuits and anxiety-like phenotype in adult mice. Neurobiol.
Dis. 169, 105745 (2022).

181. Lei, Y., Chen, C.-J., Yan, X.-X., Li, Z. & Deng, X.-H. Early-life lipopolysaccharide
exposure potentiates forebrain expression of NLRP3 inflammasome proteins and anxiety-

like behavior in adolescent rats. Brain Res. 1671, 43-54 (2017).

144



182. Chocyk, A., Majcher-Maslanka, 1., Przyborowska, A., Mackowiak, M. & Wedzony,
K. Early-life stress increases the survival of midbrain neurons during postnatal
development and enhances reward-related and anxiolytic-like behaviors in a sex-dependent
fashion. Int. J. Dev. Neurosci. 44, 33-47 (2015).

183. Jeon, Y.-S. i in. Adolescent parvalbumin expression in the left orbitofrontal cortex
shapes sociability in female mice. J. Neurosci. 43, 1555-1571 (2023).

184. Bicks, L. K. i in. Prefrontal parvalbumin interneurons require juvenile social
experience to establish adult social behavior. Nat. Commun. 11, 1003 (2020).

185. Tenk, C. M., Foley, K. A., Kavaliers, M. & Ossenkopp, K.-P. Neonatal immune
system activation with lipopolysaccharide enhances behavioural sensitization to the
dopamine agonist, quinpirole, in adult female but not male rats. Brain Behav. Immun. 21,
935-945 (2007).

186. Berkiks, I. i in. The sex differences of the behavior response to early Life immune
stimulation: Microglia and astrocytes involvement. Physiol. Behav. 199, 386-394 (2019).
187. Palanza, P. & Parmigiani, S. How does sex matter? Behavior, stress and animal
models of neurobehavioral disorders. Neurosci. Biobehav. Rev. 76, 134-143 (2017).

188. Lee, H.S. & Kim, W. J. The role of matrix metalloproteinase in inflammation with
a focus on infectious diseases. Int. J. Mol. Sci. 23, 10546 (2022).

189. Reinhard, S. M., Razak, K. & Ethell, I. M. A delicate balance: role of MMP-9 in
brain development and pathophysiology of neurodevelopmental disorders. Front. Cell.
Neurosci. 9, 280 (2015).

190. Aujla, P. K. & Huntley, G. W. Early postnatal expression and localization of matrix
metalloproteinases-2 and -9 during establishment of rat hippocampal synaptic circuitry:
MMP proteolysis during hippocampal development. J. Comp. Neurol. 522, 1249-1263

(2014).

145



191. Sidhu, H., Dansie, L. E., Hickmott, P. W., Ethell, D. W. & Ethell, 1. M. Genetic
removal of matrix metalloproteinase 9 rescues the symptoms of fragile X syndrome in a
mouse model. J. Neurosci. 34, 9867-9879 (2014).

192. Fernandez-Teruel, A. & Estanislau, C. Meanings of self-grooming depend on an
inverted U-shaped function with aversiveness. Nat. Rev. Neurosci. 17, 591 (2016).

193. Biswas, B., Eapen, V., Morris, M. J. & Jones, N. M. Combined effect of maternal
separation and early-life immune activation on brain and behaviour of rat offspring.
Biomolecules 14, 197 (2024).

194.  Spencer, S. J., Heida, J. G. & Pittman, Q. J. Early life immune challenge--effects
on behavioural indices of adult rat fear and anxiety. Behav. Brain Res. 164, 231-238
(2005).

195. Spencer, S. J., Boissé, L., Mouihate, A. & Pittman, Q. J. Long term alterations in
neuroimmune responses of female rats after neonatal exposure to lipopolysaccharide. Brain
Behav. Immun. 20, 325-330 (2006).

196. Tenk, C. M., Kavaliers, M. & Ossenkopp, K.-P. Sexually dimorphic effects of
neonatal immune system activation with lipopolysaccharide on the behavioural response to
a homotypic adult immune challenge. Int. J. Dev. Neurosci. 26, 331-338 (2008).

197. Breivik, T. i in. Postnatal lipopolysaccharide-induced illness predisposes to
periodontal disease in adulthood. Brain Behav. Immun. 16, 421-438 (2002).

198. Sidor, M. M., Halgren, C. R. & Foster, J. A. The impact of early life immune
challenge on behavior and microglia during postnatal development: DOI: 10.14800/ics.83.
ics 1, (2014).

199. Zubareva, O. E. i in. Exposure to bacterial lipopolysaccharidein early life affects

the expression of ionotropic glutamate receptor genes and is accompanied by disturbances

146



in long-term potentiation and cognitive functions in young rats. Brain Behav. Immun. 90,
3-15 (2020).

200. Cuskelly, A. i in. Neonatal immune challenge influences the microbiota and
behaviour in a sexually dimorphic manner. Brain Behav. Immun. 103, 232-242 (2022).
201. Majidi-Zolbanin, J., Azarfarin, M., Samadi, H., Enayati, M. & Salari, A.-A.
Adolescent fluoxetine treatment decreases the effects of neonatal immune activation on
anxiety-like behavior in mice. Behav. Brain Res. 250, 123-132 (2013).

202.  Stolp, H. B. i in. Effects of neonatal systemic inflammation on blood-brain barrier
permeability and behaviour in juvenile and adult rats. Cardiovasc. Psychiatry Neurol.
2011, 1-10 (2011).

203. Rico, J. L. R,, Ferraz, D. B., Ramalho-Pinto, F. J. & Morato, S. Neonatal exposure
to LPS leads to heightened exploratory activity in adolescent rats. Behav. Brain Res. 215,
102-109 (2010).

204. Bothe, G. W. M., Bolivar, V. J., Vedder, M. J. & Geistfeld, J. G. Behavioral
differences among fourteen inbred mouse strains commonly used as disease models. Comp.
Med. 55, 326-334 (2005).

205. Sarkar, T., Patro, N. & Patro, I. K. Perinatal exposure to synergistic multiple
stressors leads to cellular and behavioral deficits mimicking Schizophrenia-like pathology.
Biol. Open 11, (2022).

206. Tenk, C. M., Kavaliers, M. & Ossenkopp, K.-P. Neonatal treatment with
lipopolysaccharide differentially affects adult anxiety responses in the light-dark test and
taste neophobia test in male and female rats. Int. J. Dev. Neurosci. 31, 171-180 (2013).
207. Claypoole, L. D., Zimmerberg, B. & Williamson, L. L. Neonatal lipopolysaccharide

treatment alters hippocampal neuroinflammation, microglia morphology and anxiety-like

147



behavior in rats selectively bred for an infantile trait. Brain Behav. Immun. 59, 135-146
(2017).

208. Berkiks, I. i in. Postnatal melatonin treatment protects against affective disorders
induced by early-life immune stimulation by reducing the microglia cell activation and
oxidative stress. Int. J. Neurosci. 128, 495-504 (2018).

209. Sominsky, L. i in. Functional programming of the autonomic nervous system by
early life immune exposure: implications for anxiety. PLoS One 8, 57700 (2013).

210. Custddio, C. S.iin. Neonatal Immune Challenge with Lipopolysaccharide Triggers
Long-lasting Sex- and Age-related Behavioral and Immune/Neurotrophic Alterations in
Mice: Relevance to Autism Spectrum Disorders. Mol. Neurobiol. 55, 3775-3788 (2018).
211. Saavedra, L. M., Hernandez-Velazquez, M. G., Madrigal, S., Ochoa-Zarzosa, A. &
Torner, L. Long-term activation of hippocampal glial cells and altered emotional behavior
in male and female adult rats after different neonatal stressors. Psychoneuroendocrinology
126, 105164 (2021).

212. Okano, H. i in. Ameliorating effect of continuous alpha-glycosyl isoquercitrin
treatment starting from late gestation in a rat autism model induced by postnatal injection
of lipopolysaccharides. Chem. Biol. Interact. 351, 109767 (2022).

213. Doenni, V. M. i in. Deficient adolescent social behavior following early-life
inflammation is ameliorated by augmentation of anandamide signaling. Brain Behav.
Immun. 58, 237-247 (2016).

214. Doenni, V. M., Song, C. M., Hill, M. N. & Pittman, Q. J. Early-life inflammation
with LPS delays fear extinction in adult rodents. Brain Behav. Immun. 63, 176-185 (2017).
215.  Brust, V., Schindler, P. M. & Lewejohann, L. Lifetime development of behavioural

phenotype in the house mouse (Mus musculus). Front. Zool. 12 Suppl 1, S17 (2015).

148



216. Kavaliers, M., Matta, R. & Choleris, E. Mate-choice copying, social information
processing, and the roles of oxytocin. Neurosci. Biobehav. Rev. 72, 232-242 (2017).

217. Lopucki, R. & Szymroszczyk, P. Recognition of interspecific familiar versus
unfamiliar odours among bank voles and yellow-necked mice. Acta Theriol. (Warsz.) 48,
167-176 (2003).

218.  Schellinck, H. M., Price, S. R. & Wong, M. J. Using ethologically relevant tasks to
study olfactory discrimination in rodents. w Chemical Signals in Vertebrates 11 71-80
(Springer New York, New York, NY, 2007).

219. Ardalan, M. i in. Reelin cells and sex-dependent synaptopathology in autism
following postnatal immune activation. Br. J. Pharmacol. 179, 4400-4422 (2022).

220. MacRae, M., Macrina, T., Khoury, A., Migliore, M. M. & Kentner, A. C. Tracing
the trajectory of behavioral impairments and oxidative stress in an animal model of neonatal
inflammation. Neuroscience 298, 455-466 (2015).

221. Zhu, F. i in. Minocycline and risperidone prevent microglia activation and rescue
behavioral deficits induced by neonatal intrahippocampal injection of lipopolysaccharide
in rats. PLoS One 9, €93966 (2014).

222. Sylvia, K. E., Baez Ramos, P. & Demas, G. E. Sickness-induced changes in
physiology do not affect fecundity or same-sex behavior. Physiol. Behav. 184, 68-77
(2018).

223. Tsao, C.-H., Wu, K.-Y,, Su, N. C., Edwards, A. & Huang, G.-J. The influence of
sex difference on behavior and adult hippocampal neurogenesis in C57BL/6 mice. Sci. Rep.
13, 17297 (2023).

224. Knoedler, J. R. i in. A functional cellular framework for sex and estrous cycle-

dependent gene expression and behavior. Cell 185, 654-671.e22 (2022).

149



225. Skoglund, C. i in. Time after time: failure to identify and support females with
ADHD - a Swedish population register study. J. Child Psychol. Psychiatry 65, 832-844
(2024).

226. Juskewitch, J. E. i in. LPS-induced murine systemic inflammation is driven by
parenchymal cell activation and exclusively predicted by early MCP-1 plasma levels. Am.
J. Pathol. 180, 3240 (2012).

227. Zhang, D. i in. Severe inflammation in new-borns induces long-term cognitive
impairment by activation of IL-1B/KCC2 signaling during early development. BMC Med.
20, 235 (2022).

228. Saavedra, L. M., Fenton Navarro, B. & Torner, L. Early Life Stress Activates Glial
Cells in the Hippocampus but Attenuates Cytokine Secretion in Response to an Immune
Challenge in Rat Pups. Neuroimmunomodulation 24, 242-255 (2017).

229. Yeh, J.-H. i in. Pioglitazone Ameliorates Lipopolysaccharide-Induced Behavioral
Impairment, Brain Inflammation, White Matter Injury and Mitochondrial Dysfunction in
Neonatal Rats. Int. J. Mol. Sci. 22, (2021).

230. Astori, M., Finke, D., Karapetian, O. & Acha-Orbea, H. Development of T-B cell
collaboration in neonatal mice. Int. Immunol. 11, 445-451 (1999).

231. McGrath-Morrow, S. A. i in. Immune response to intrapharyngeal LPS in neonatal
and juvenile mice. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 52, 323-331 (2015).

232. Landreth, K. S. Critical windows in development of the rodent immune system.
Hum. Exp. Toxicol. 21, 493-498 (2002).

233. Sedney, C. J. & Harvill, E. T. The neonatal immune system and respiratory
pathogens. Microorganisms 11, (2023).

234. Lee, H.-H. i in. Delayed maturation of an IL-12-producing dendritic cell subset

explains the early Th2 bias in neonatal immunity. J. Exp. Med. 205, 22692280 (2008).

150



235. Lau, A. S., Sigaroudinia, M., Yeung, M. C. & Kohl, S. Interleukin-12 induces
interferon-gamma expression and natural Killer cytotoxicity in cord blood mononuclear
cells. Pediatr. Res. 39, 150-155 (1996).

236. Kaminski, B. A.iin. Reduced expression of NFAT-associated genes in UCB versus
adult CD4+ T lymphocytes during primary stimulation. Blood 102, 4608-4617 (2003).
237. Wang, X. i in. Effects of matrix metalloproteinase-9 gene knock-out on
morphological and motor outcomes after traumatic brain injury. J. Neurosci. 20, 7037—
7042 (2000).

238. Lim, G. P., Russell, M. J., Cullen, M. J. & Tokés, Z. A. Matrix metalloproteinases
in dog brains exhibiting Alzheimer-like characteristics. J. Neurochem. 68, 1606-1611
(1997).

239. Hedley, K. E. i in. The medulla oblongata shows a sex-specific inflammatory
response to systemic neonatal lipopolysaccharide. J. Neuroimmunol. 389, 578316 (2024).
240. Sathyanesan, A. i in. Emerging connections between cerebellar development,
behaviour and complex brain disorders. Nat. Rev. Neurosci. 20, 298-313 (2019).

241. Beckinghausen, J. & Sillitoe, R. V. Insights into cerebellar development and
connectivity. Neurosci. Lett. 688, 2-13 (2019).

242. Banks, W. A., Kastin, A. J. & Gutierrez, E. G. Penetration of interleukin-6 across
the murine blood-brain barrier. Neurosci. Lett. 179, 53-56 (1994).

243. Galea, I. The blood-brain barrier in systemic infection and inflammation. Cell. Mol.
Immunol. 18, 2489-2501 (2021).

244. Bell, M. R. Comparing postnatal development of gonadal hormones and associated
social behaviors in rats, mice, and humans. Endocrinology 159, 2596-2613 (2018).

245.  Prevot, V. Puberty in Mice and Rats. w Knobil and Neill’s Physiology of

Reproduction 1395-1439 (Elsevier, 2015).

151



246. Corbier, P., Edwards, D. A. & Roffi, J. The neonatal testosterone surge: a
comparative study. Arch. Int. Physiol. Biochim. Biophys. 100, 127-131 (1992).

247. Poling, M. C. & Kauffman, A. S. Sexually dimorphic testosterone secretion in
prenatal and neonatal mice is independent of Kisspeptin-Kisslr and GnRH signaling.
Endocrinology 153, 782-793 (2012).

248. Mannan, M. A. & O’Shaughnessy, P. J. Ovarian steroid metabolism during post-
natal development in the normal mouse and in the adult hypogonadal (hpg) mouse. J.
Reprod. Fertil. 82, 727734 (1988).

249. Meng, Q. i in. Activation of estrogen receptor a inhibits TLR4 signaling in
macrophages and alleviates the instability of atherosclerotic plagques in the postmenopausal
stage. Int. Immunopharmacol. 116, 109825 (2023).

250. Kosyreva, A. M. i in. Sex differences of inflammatory and immune response in pups
of Wistar rats with SIRS. Sci. Rep. 10, 15884 (2020).

251. Crabbe, J. C., Wahisten, D. & Dudek, B. C. Genetics of mouse behavior:
interactions with laboratory environment. Science 284, 1670-1672 (1999).

252. Lucchina, L., Carola, V., Pitossi, F. & Depino, A. M. Evaluating the interaction
between early postnatal inflammation and maternal care in the programming of adult
anxiety and depression-related behaviors. Behav. Brain Res. 213, 56-65 (2010).

253. Liu, D. i in. Maternal care, hippocampal glucocorticoid receptors, and
hypothalamic-pituitary-adrenal responses to stress. Science 277, 1659-1662 (1997).

254. Majcher-Maslanka, 1., Solarz, A. & Chocyk, A. Maternal separation disturbs
postnatal development of the medial prefrontal cortex and affects the number of neurons

and glial cells in adolescent rats. Neuroscience 423, 131-147 (2019).

152



255.  Macri, S., Mason, G. J. & Wiirbel, H. Dissociation in the effects of neonatal
maternal separations on maternal care and the offspring’s HPA and fear responses in rats.
Eur. J. Neurosci. 20, 1017-1024 (2004).

256. Sominsky, L. i in. Neonatal immune challenge alters reproductive development in
the female rat. Horm. Behav. 62, 345-355 (2012).

257. Vafadari, B., Mitra, S., Stefaniuk, M. & Kaczmarek, L. Psychosocial Stress Induces
Schizophrenia-Like Behavior in Mice With Reduced MMP-9 Activity. Front. Behav.
Neurosci. 13, 195 (2019).

258. van den Berg, W. E., Lamballais, S. & Kushner, S. A. Sex-specific mechanism of
social hierarchy in mice. Neuropsychopharmacology 40, 1364-1372 (2015).

259.  Apps, M. A.J., Rushworth, M. F. S. & Chang, S. W. C. The anterior cingulate gyrus
and social cognition: Tracking the motivation of others. Neuron 90, 692—-707 (2016).

260. Mohapatra, A. N. & Wagner, S. The role of the prefrontal cortex in social
interactions of animal models and the implications for autism spectrum disorder. Front.
Psychiatry 14, 1205199 (2023).

261. Kuga, N., Abe, R., Takano, K., lkegaya, Y. & Sasaki, T. Prefrontal-amygdalar
oscillations related to social behavior in mice. Elife 11, (2022).

262. Simon, J., Iv & Rich, E. L. Neural populations in macaque anterior cingulate cortex
encode social image identities. Nat. Commun. 15, 7500 (2024).

263. Guo, B. i in. Anterior cingulate cortex dysfunction underlies social deficits in
Shank3 mutant mice. Nat. Neurosci. 22, 1223-1234 (2019).

264. Laroui, A. i in. Clinical significance of matrix metalloproteinase-9 in Fragile X
Syndrome. Sci. Rep. 12, 15386 (2022).

265. Razak, K. A., Binder, D. K. & Ethell, I. M. Neural Correlates of Auditory

Hypersensitivity in Fragile X Syndrome. Front. Psychiatry 12, 720752 (2021).

153



266. Spencer, C. M., Alekseyenko, O., Serysheva, E., Yuva-Paylor, L. A. & Paylor, R.
Altered anxiety-related and social behaviors in the Fmrl knockout mouse model of fragile
X syndrome. Genes Brain Behav. 4, 420-430 (2005).

267. McCarthy, D. M. i in. Behavioral, neurotransmitter and transcriptomic analyses in
male and female Fmrl KO mice. Front. Behav. Neurosci. 18, 1458502 (2024).

268. Dansie, L. E. i in. Long-lasting effects of minocycline on behavior in young but not
adult Fragile X mice. Neuroscience 246, 186-198 (2013).

269. Lovelace, J. W., Ethell, I. M., Binder, D. K. & Razak, K. A. Minocycline Treatment
Reverses Sound Evoked EEG Abnormalities in a Mouse Model of Fragile X Syndrome.
Front. Neurosci. 14, 771 (2020).

270.  Winiarski, M. i in. Information sharing within a social network is key to behavioral
flexibility—Lessons from mice tested under seminaturalistic conditions. Sci. Adv. 11,
(2025).

271. Dal-Pizzol, F. i in. Matrix metalloproteinase-2 and metalloproteinase-9 activities
are associated with blood-brain barrier dysfunction in an animal model of severe sepsis.
Mol. Neurobiol. 48, 62-70 (2013).

272. Ahmadighadykolaei, H., Lambert, J. A. & Raeeszadeh-Sarmazdeh, M. TIMP-1
protects tight junctions of brain endothelial cells from MMP-mediated degradation. Pharm.
Res. 40, 2121-2131 (2023).

273. Ubogu, E. E., Callahan, M. K., Tucky, B. H. & Ransohoff, R. M. Determinants of
CCL5-driven mononuclear cell migration across the blood-brain barrier. Implications for
therapeutically modulating neuroinflammation. J. Neuroimmunol. 179, 132-144 (2006).
274. Zhou, S. i in. CCL5 mediated astrocyte-T cell interaction disrupts blood-brain

barrier in mice after hemorrhagic stroke. J. Cereb. Blood Flow Metab. 44, 367-383 (2024).

154



275. Lin, J. i in. CCL5/CCR5-mediated peripheral inflammation exacerbates blood—
brain barrier disruption after intracerebral hemorrhage in mice. J. Transl. Med. 21, 196
(2023).

276. Sun, Z.-W. i in. Blood-brain barrier dysfunction mediated by the EZH2-Claudin-5
axis drives stress-induced TNF-a. infiltration and depression-like behaviors. Brain Behav.
Immun. 115, 143-156 (2024).

277. Barichello, T., Generoso, J. S., Collodel, A., Petronilho, F. & Dal-Pizzol, F. The
blood-brain barrier dysfunction in sepsis. Tissue Barriers 9, 1840912 (2021).

278. Liebner, S. i in. Functional morphology of the blood-brain barrier in health and
disease. Acta Neuropathol. 135, 311-336 (2018).

279. Moretti, R. i in. Blood-brain barrier dysfunction in disorders of the developing
brain. Front. Neurosci. 9, 40 (2015).

280. Logsdon, A. F. i in. Inter-alpha inhibitor proteins attenuate lipopolysaccharide-
induced blood-brain barrier disruption in neonatal mice. Exp. Neurol. 370, 114563 (2023).
281. Wang, P. i in. Systemic injection of low-dose lipopolysaccharide fails to break
down the blood-brain barrier or activate the TLR4-MyD88 pathway in neonatal rat brain.
Int. J. Mol. Sci. 15, 10101-10115 (2014).

282. Savarin, C. i in. MMP9 deficiency does not decrease blood-brain barrier disruption,
but increases astrocyte MMP3 expression during viral encephalomyelitis. Glia 59, 1770—
1781 (2011).

283. Spiteri, A. G., Wishart, C. L., Pamphlett, R., Locatelli, G. & King, N. J. C.
Microglia and monocytes in inflammatory CNS disease: integrating phenotype and

function. Acta Neuropathol. 143, 179-224 (2022).

155



284. Chabot, V. i in. CCL5-enhanced human immature dendritic cell migration through
the basement membrane in vitro depends on matrix metalloproteinase-9. J. Leukoc. Biol.
79, 767778 (2006).

285. Benakis, C., Garcia-Bonilla, L., ladecola, C. & Anrather, J. The role of microglia
and myeloid immune cells in acute cerebral ischemia. Front. Cell. Neurosci. 8, 461 (2014).
286. Wattananit, S. i in. Monocyte-derived macrophages contribute to spontaneous long-
term functional recovery after stroke in mice. J. Neurosci. 36, 4182-4195 (2016).

287. Andoh, M. & Koyama, R. Comparative Review of Microglia and Monocytes in
CNS Phagocytosis. Cells 10, (2021).

288. Cronk, J. C. i in. Peripherally derived macrophages can engraft the brain
independent of irradiation and maintain an identity distinct from microglia. J. Exp. Med.
215, 1627-1647 (2018).

289. Lan,K.-M.,, Tien, L.-T., Pang, Y., Bhatt, A. J. & Fan, L.-W. IL-1 receptor antagonist
attenuates neonatal lipopolysaccharide-induced long-lasting learning impairment and
hippocampal injury in adult rats. Toxicol. Lett. 234, 30-39 (2015).

290. Waddell, J. i in. Early postnatal neuroinflammation produces key features of diffuse
brain white matter injury in rats. Brain Sci. 14, 976 (2024).

291. Leone, C. i in. Characterization of human monocyte-derived microglia-like cells.
Glia 54, 183-192 (2006).

292. Faust, T. E., Gunner, G. & Schafer, D. P. Mechanisms governing activity-dependent
synaptic pruning in the developing mammalian CNS. Nat. Rev. Neurosci. 22, 657-673

(2021).

156



8. Publikacje wlasne doktorantki

Protokowicz K., Ptaszek K., Jurkowlaniec E. (2019). Budowa i funkcje jader szwu,
Nauki medyczne i nauki o zdrowiu. Wydawnictwo Mtodzi Naukowcy, pod red.
Nyc¢kowiak J., Lesny J., p. 133-138.

Dzirkale, Z., Pilipenko, V., Pijet, B., Klimaviciusa, L., Upite, J., Protokowicz, K.,
Kaczmarek, L., & Jansone, B. (2023). Long-term behavioural alterations in mice
following transient cerebral ischemia. Behavioural Brain Research, 452, 1145809.
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2023.114589

Kaczmarek, K. T.*, Protokowicz, K.*, & Kaczmarek, L. (2023). Matrix
metalloproteinase-9: A magic drug target in neuropsychiatry? Journal of
Neurochemistry. https://doi.org/10.1111/jnc.15976; * réwnorzgdny pierwszy autor

157



