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1. Wykaz skrótów

4E-BP1 – białko wiążące eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E (ang. eukaryotic 

translation initiation factor 4E-binding protein 1) 

Ada – deaminaza adenozyny (ang. deaminase adenosine) 

ADP – adenozyno-5’-difosforan (ang. adenosine diphosphate) 

Akt – kinaza białkowa Akt (ang. protein kinase Akt) 

AMP – adenozyno-5’-monofosforan (ang. adenosine monophosphate) 

AMPK – kinaza białkowa aktywowana przez AMP (ang. 5'AMP-activated protein kinase) 

AP – fosfatazy alkaliczne (ang. alkaline phosphatases) 

ASD – zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. Autism Spectrum Disorder) 

ATP – adenozyno-5’-trifosforan (ang. adenosine triphosphate) 

CDC – Agencja Rządu Federalnego Stanów Zjednoczonych wchodząca w skład 

Departamentu Zdrowia i Opieki Społecznej (ang. Centers for Disease Control and 

Prevention) 

DSM-5 – Kryteria Diagnostyczne Zaburzeń Psychicznych – wersja 5 (ang. Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders – version 5) 

eIF4E – eukariotyczny czynnik inicjujący translację 4E (ang. eukaryotic translation 

initiation factor 4E) 

ENT – równoważny transporter nukleozydów (ang. equilibrative nucleoside transporter) 

E-NPP – ekto-pirofosfatazy/fosfodiesterazy nukleotydów (ang. ecto-nucleotide

pyrophosphatase/phosphodiesterase)

E-NTPD – ektofosfohydrolazy di- i trifosfonukleozydów (ang. ecto-nucleoside triphosphate

diphosphohydrolase)

FXS – Zespół łamliwego chromosomu X (ang. Fragile X Syndrome) 

ICD-11 – Międzynarodowa Statystyczna Klasyfikacja Chorób i Problemów Zdrowotnych – 

wersja 11 (ang. International Classification of Diseases – version 11) 

IL-6 – interleukina 6 (ang. interleukin 6) 

isoPPADS – 6-azofenylo-2’,5’-disulfonowy fosforan pirydoksalu (ang. 

pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',5'-disulfonic acid) 

JAK-STAT – szlak sygnalizacyjny JAK/STAT (ang. Janus kinase/signal transducer and 

activator of transcription) 

mLST8 – cel podjednostki kompleksu rapamycyny LST8 (ang. target of rapamycin complex 

subunit LST8) 

mRNA – matrycowy RNA (ang. messenger RNA) 
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mTOR – kinaza serynowo-treoninowa mTOR, ssaczy cel rapamycyny (ang. 

mechanistic/mammalian target of rapamycin) 

mTORC1 – kompleks pierwszy kinazy mTOR (ang. mTOR complex 1) 

mTORC2 – kompleks drugi kinazy mTOR (ang. mTOR complex 2) 

NTPDaza – difosfohydrolaza trifosforanu nukleozydu (ang. nucleoside triphosphate 

diphosphohydrolase) 

OUN – ośrodkowy układ nerwowy (ang. central nervous system, CNS) 

P1 – receptory dla adenozyny (ang. receptors for adenosine)  

P2 – receptory dla nukleozydów (ang. receptors for nucleotides) 

P2X – receptory jonotropowe P2X (ang. inotropic P2X receptors) 

P2Y – receptory metabotropowe P2Y (ang. metabotropic P2Y receptors) 

PI3K – kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) 

PPADS – 6-azofenylo-2’,4’-disulfonowy fosforan pirydoksalu (ang. pyridoxalphosphate-6-

azophenyl-2',4'-disulfonic acid) 

PRAS40 – białko PRAS40 (ang. proline-rich Akt substrate of 40 kDa) 

S6K – kinaza S6 (ang. S6 kinase) 

SIN1 – białko SIN1 (ang. stress-activated protein kinase-interacting protein 1) 

Tnfα – czynnik martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor α) 

TSC – kompleks TSC (TSC1/TSC2) (ang. Tuberous Sclerosis Complex) 

UDP – urydyno-5′-difosforan (ang. uridine diphosphate) 

UTP – urydyno-5’-trifosforan (ang. uridine triphosphate)  

V-ATPaza – ATPaza pęcherzyków synaptycznych (ang. vesicular-type ATPase)

VNUT – pęcherzykowy transporter nukleotydów (ang. vesicular nucleotide transporter) 

VPA – kwas walproinowy (ang. valproic acid)  

WHO – Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization) 
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2. Streszczenie w języku polskim

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ASD) to grupa heterogennych zaburzeń 

neurorozwojowych dotykających około 1% światowej populacji. Osoby z ASD mają 

trudności w komunikacji społecznej oraz wykazują powtarzalne wzorce zachowań. Etiologia 

ASD jest złożona i obejmuje zarówno czynniki środowiskowe, jak i genetyczne. Prenatalna 

ekspozycja na leki, np. walproinian sodu, jest jednym z czynników ryzyka. Podłoże 

genetyczne można zidentyfikować u 10-30% osób z ASD; większość związanych z nim 

genów wpływa na strukturę i funkcję synaps oraz szlaki sygnalizacji neuronalnej. Jednym z 

najczęstszych zaburzeń jednogenowych powiązanych z ASD jest stwardnienie guzowate 

(TSC), spowodowane mutacją genów TSC1 lub TSC2, które hamują aktywność kinazy 

mTOR. U 26-50% pacjentów z TSC występują objawy behawioralne charakterystyczne dla 

ASD. Szlak mTOR reguluje translację i biosyntezę białek oraz autofagię; jego zaburzenia 

mogą prowadzić do nieprawidłowości w ekspresji białek synaptycznych oraz receptorów, 

co może powodować objawy ASD. 

Sygnalizacja purynergiczna, zależna od zewnątrzkomórkowych nukleotydów, odgrywa 

kluczową rolę w regulacji struktury i funkcji synaps. W ośrodkowym układzie nerwowym 

(OUN), ATP i adenozyna są uwalniane z komórek neuronalnych i glejowych, zarówno w 

sposób regulowany, jak i niekontrolowany. ATP w szczelinie synaptycznej ulega degradacji 

przez ektonukleotydazy, kontrolując ilość biodostępnych agonistów aktywujących receptory 

purynergiczne (P1 dla adenozyny i P2 dla nukleotydów). Przekaźnictwo purynergiczne 

pośredniczy w komunikacji komórek OUN, regulując aktywację mikrogleju i uwalnianie 

cytokin prozapalnych. Ponadto, ATP może wzmacniać sygnalizację związaną z kinazą 

mTOR. 

Do chwili obecnej nie ma kompleksowej analizy interakcji pomiędzy zaburzeniami 

sygnalizacji purynergicznej, szlakiem mTOR i poziomem białek synaptycznych w ASD. 

Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zbadanie udziału deregulacji 

przekaźnictwa purynergicznego w zależnych od mTOR zmianach kluczowych białek 

synaptycznych i rozwoju zachowań typowych dla ASD. Badania prowadzone były z 

wykorzystaniem dwóch modeli zaburzeń ze spektrum autyzmu: środowiskowego, gdzie 

ASD indukowane były prenatalną ekspozycją na kwas walproinowy (VPA) i genetycznego, 

u myszy z częściowym wyciszeniem genu Tsc2.

Otrzymane wyniki pokazują, że prenatalna ekspozycja na VPA prowadzi do deregulacji

sygnalizacji purynergicznej już na wczesnym etapie rozwoju embrionalnego, w fazie 
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formowania się połączeń synaptycznych. W mózgu zwierząt w 19. dniu embrionalnym 

wykryto wzrost sygnalizacji zależnej od adenozyny oraz zaburzenie homeostazy wapniowej 

wynikające z nadekspresji kanałów jonowych P2X2/P2X3 i obniżenia poziomu receptorów 

P2Y1 i P2Y12, co może przyczyniać się do wytworzenia nieprawidłowości 

neuroanatomicznych w mózgu w okresie postnatalnym. W hipokampie 52-dniowych 

zwierząt VPA zaobserwowano wzrost poziomu receptora P2X1 przy jednoczesnym spadku 

ekspresji P2X7 i P2Y1. Natomiast w korze mózgowej poziom P2X1 był znacząco obniżony. 

W tej strukturze zaobserwowano również znaczny wzrost poziomu receptorów P2Y1 i 

P2Y12. Powyższe zmiany mogą skutkować upośledzeniem zdolności poznawczych, 

zaburzeniami w regulacji długotrwałego wzmocnienia synaptycznego oraz aktywacją 

procesów zapalnych. Prenatalna ekspozycja na VPA wpływa nie tylko na ekspresję 

wybranych podtypów receptorów purynergicznych, ale wywołuje zmiany procesów 

odpowiedzialnych za regulację poziomu zewnątrzkomórkowych nukleotydów. W korze, 

hipokampie i móżdżku zwierząt badanych zaobserwowano wzrost ekspresji białek 

zaangażowanych w uwalnianie ATP oraz zwiększenie poziomu ATP, ADP i AMP w płynie 

mózgowo-rdzeniowym. 

Obserwowane zaburzenia przekaźnictwa purynergicznego wpływają na aktywację 

mikrogleju w korze mózgowej i wzrost ekspresji cytokin: Tnfα i IL-6 oraz powodują 

aktywację szlaku kinazy mTOR. Badania prowadzone na modelu myszy z częściowym 

wyciszeniem genu Tsc2 wykazały, że nadmierna aktywacja mTOR prowadzi do zmian 

anatomicznych mózgu, zaburzenia struktury synaps oraz szeregu innych nieprawidłowości 

ultrastrukturalnych w komórkach OUN. Ponadto, u zwierząt transgenicznych 

zaobserwowano zmiany poziomu kluczowych białek synaptycznych odpowiedzialnych za 

regulację procesu synaptogenezy oraz homeostazę pęcherzyków synaptycznych. 

Zastosowanie antagonistów receptorów P2 w modelu VPA normalizowało zmiany w 

ekspresji białek synaptycznych oraz zapobiegało zmianom behawioralnym, takim jak 

nadmierna lękliwość, występowanie zachowań repetytywnego oraz zmniejszenie 

aktywności eksploracyjnej.  
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3. Streszczenie w języku angielskim

Autism Spectrum Disorders (ASD) are a group of heterogeneous

neurodevelopmental disorders affecting approximately 1% of the global population. 

Individuals with ASD have difficulties with social communication and exhibit repetitive 

behavior. The etiology of ASD is complex, involving both environmental and genetic 

factors. Prenatal exposure to drugs, such as valproic acid, is one of the risk factors for ASD. 

Genetic background can be identified in 10-30% of autistic individuals, with most associated 

genes influencing the structure and function of synapses and neuronal signaling pathways. 

One of the most common monogenic disorders associated with ASD is the tuberous 

sclerosis complex (TSC), caused by mutations in the TSC1 or TSC2 genes, which inhibit the 

activity of the mTOR kinase. In 26-50% of TSC patients, behavioral symptoms characteristic 

of ASD are present. The mTOR pathway regulates translation, protein biosynthesis, and 

autophagy; its dysregulation can lead to abnormalities in the expression of synaptic proteins 

and receptors, potentially causing ASD symptoms. 

Purinergic signaling, dependent on extracellular nucleotides, plays a crucial role in 

regulating the structure and function of synapses. In the central nervous system (CNS), ATP 

and adenosine are released from neuronal and glial cells both in a regulated and uncontrolled 

manner. Synaptic ATP is degraded by ectonucleotidases, controlling the amount of 

bioavailable agonists that activate purinergic receptors (P1 for adenosine and P2 for 

nucleotides). Purinergic signaling mediates communication between CNS cells, regulating 

microglial activation and the release of pro-inflammatory cytokines. Additionally, ATP can 

enhance mTOR pathway signaling. 

There has been no comprehensive analysis of the interactions between purinergic 

signaling dysregulation, the mTOR pathway, and synaptic protein levels in ASD. Therefore, 

this doctoral dissertation aimed to investigate the involvement of purinergic signaling 

deregulation in mTOR-dependent alterations of key synaptic proteins and the development 

of ASD-like behaviors. The research was conducted using two ASD models: an 

environmental model, where ASD was induced by prenatal exposure to valproic acid (VPA), 

and a genetic model with Tsc2 gene knockdown mice. 

The results indicate that prenatal exposure to VPA leads to purinergic signaling 

dysregulation during synapse formation occurring at an early embryonic development. In 

the brains of embryos at day 19, an increase in adenosine-dependent signaling and calcium 

homeostasis disruption was detected due to overexpression of P2X2/P2X3 ion channels and 
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decreased levels of P2Y1 and P2Y12 receptors. This may contribute to neuroanatomical 

abnormalities in the postnatal brain. In the hippocampus of 52-day-old VPA animals, an 

increase in P2X1 receptor levels was observed alongside a decrease in P2X7 and P2Y1 

expression. Conversely, P2X1 levels in the cortex were significantly reduced, with a 

significant increase in P2Y1 and P2Y12 receptors. These changes may impair cognitive 

abilities, disrupt long-term synaptic potentiation regulation, and activate inflammatory 

processes. 

Prenatal VPA exposure affects not only the expression of specific purinergic receptor 

subtypes but also processes regulating extracellular nucleotide levels. In the cortex, 

hippocampus, and cerebellum of experimental animals, an increase in proteins involved in 

ATP release and elevated levels of ATP, ADP, and AMP in cerebrospinal fluid were 

observed. 

Purinergic signaling disturbances affect microglial activation in the cortex and 

increase expression of cytokines: Tnfα and IL-6, leading to mTOR pathway activation. 

Studies in Tsc2 knockdown mice indicated that excessive mTOR activation results in brain 

anatomical changes, synapse structure disruption, and other ultrastructural abnormalities in 

CNS cells. Additionally, transgenic animals showed altered levels of key synaptic proteins 

responsible for regulating synaptogenesis and synaptic vesicle homeostasis. P2 receptor 

antagonists normalized changes in synaptic protein expression and prevented behavioral 

alterations such as excessive anxiety, repetitive behavior, and reduced exploratory activity 

in the VPA animal model. 
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4. Innowacyjność rozprawy

I. Deregulacja sygnalizacji purynergicznej na poziomie metabolizmu

zewnątrzkomórkowych nukleotydów oraz ich receptorów w przedklinicznym

modelu zaburzeń ze spektrum autyzmu (ASD).

II. Aktywacja mikrogleju i szlaku kinazy mTOR, zależna od pobudzenia sygnalizacji

purynergicznej, w zwierzęcym modelu ASD.

III. Zmiany proteostazy i struktury synaps wywołane aktywacją sygnalizacji

nukleotydowej w modelu ASD.

IV. Zaburzenia synaptyczne spowodowane nieprawidłowym funkcjonowaniem

przekaźnictwa purynergicznego, odpowiedzialne za zmiany behawioralne typowe

dla autyzmu.
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5. Wstęp

5.1. Epidemiologia zaburzeń ze spektrum autyzmu 

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. Autism Spectrum Disorders, ASD) to grupa 

heterogennych nieprawidłowości neurorozwojowych, które dotykają około 75 milionów 

ludzi na świecie, co stanowi blisko 1% populacji [1]. Termin „autyzm” (z gr. autós oznacza 

„sam”) został po raz pierwszy wprowadzony do psychiatrii przez szwajcarskiego lekarza 

Paula Eugen Bleulera w 1911 roku, aby opisać jeden z kluczowych objawów schizofrenii, 

jakim jest zamykanie się w sobie i brak reakcji na bodźce zewnętrzne. Austriacki psychiatra 

Leo Kanner wyodrębnił autyzm jako osobną kategorię diagnostyczną w 1943 roku. Przez 

dziesięciolecia trwały spory i kontrowersje dotyczące terminologii i klasyfikacji zaburzeń 

autystycznych. Brytyjska psychiatra Lorna Wing przyczyniła się do rozwiązania tych 

kwestii, proponując pod koniec lat 70. XX wieku termin „spektrum autystyczne”. 

Podkreśliła w ten sposób, że objawy autyzmu mogą mieć różny stopień nasilenia, a trudności 

z nimi związane można rozpatrywać jako zjawisko ciągłe [2–4]. Ostatecznie, w 2000 roku, 

przyjęto termin „zaburzenia ze spektrum autyzmu”, obejmujący zaburzenia autystyczne, 

zespół Aspergera, inne całościowe zaburzenia rozwoju oraz autyzm atypowy [5]. Z biegiem 

lat pojawiały się kolejne systematyzacje i kryteria diagnostyczne ASD. Obecnie na świecie 

obowiązują dwie klasyfikacje diagnostyczne pozwalające na rozpoznanie ASD: DSM-5 

(ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders – version 5) opracowana przez 

Amerykańskie Towarzystwo Psychiatryczne [6] oraz Międzynarodowa Statystyczna 

Klasyfikacja Chorób i Problemów Zdrowotnych ICD-11 (ang. International Classification 

of Diseases – version 11) przygotowana przez Światową Organizację Zdrowia (ang. World 

Health Organization, WHO) [7], która weszła w życie 1 stycznia 2022 roku [8,9]. W 

ostatnich latach ASD diagnozowane są coraz częściej, od 2000 roku częstość występowania 

autyzmu wzrosła o ponad 300% (Rycina 1). 
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Raport Agencji Rządu Federalnego Stanów Zjednoczonych Ameryki ds. prewencji i 

kontroli chorób (ang. Centers for Disease Control and Prevention, CDC) pochodzący z 2023 

roku pokazuje, że autyzm występuje u 1 na 36 dzieci w wieku 8 lat, co z podziałem na płeć 

stanowi 4% chłopców i 1% dziewczynek w danym przedziale wiekowym [10]. W Europie 

autyzm diagnozuje się u około 1 na 100 dzieci. W Polsce nie prowadzono dotąd badań 

epidemiologicznych dotyczących ASD. Dane pochodzące z Systemu Informacji Oświatowej 

wskazują, że w roku szkolnym 2018/19 ponad 54 tys. dzieci z diagnozą spektrum autyzmu 

korzystało z kształcenia specjalnego, co oznacza 1 na 115 uczniów [11]. Jednak nie 

wszystkie dzieci z ASD posiadają orzeczenie o niepełnosprawności, przytoczone dane nie 

uwzględniają także osób dorosłych, dlatego faktyczna liczba ludzi w Polsce dotkniętych tym 

zaburzeniem nie jest w pełni określona i często przyjmuje się za reprezentatywne dane z 

badań uzyskanych w innych krajach Europy.  

5.2. Obraz kliniczny zaburzeń ze spektrum autyzmu 

Chociaż w ASD nie można mówić o jednym specyficznym fenotypie, istnieją 

charakterystyczne dla tego zaburzenia objawy, przede wszystkim trudności w interakcjach 

społecznych oraz w komunikacji werbalnej i niewerbalnej, a także skłonność do sztywnych, 

powtarzalnych wzorców zachowania [6,12]. Problemy w zakresie komunikacji i interakcji 

społecznych obejmują trudności w nawiązywaniu i utrzymywaniu relacji międzyludzkich, 

dzieci w spektrum autyzmu nie mają zdrowych, naprzemiennych kontaktów z rówieśnikami, 

w wielu przypadkach mają trudności ze zrozumieniem zabaw symbolicznych, naśladujących 

role społeczne. Cechuje je przywiązanie do codziennej rutyny i trudności z akceptowaniem 

Rycina 1. Częstość występowania ASD w Stanach Zjednoczonych Ameryki Północnej.  

Dane pochodzą z Centrum Kontroli i Prewencji Chorób (CDC) w Stanach Zjednoczonych (na 

podst. https://tacanow.org/press-release/autism-prevalence-is-now-1-in-36/; 04.06.2024). 
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zmian w swoim otoczeniu. Zaburzenia komunikacji niewerbalnej u dzieci z diagnozą ASD 

często objawiają się jako nieumiejętność utrzymywania kontaktu wzrokowego oraz 

rozpoznawania emocji z mimiki twarzy [6,7]. Należy podkreślić, że osoby w spektrum 

autyzmu mogą prezentować różnorodny wzorzec behawioralny oraz stopień nasilenia 

objawów, od niemal niezauważalnych aż do pełnej niepełnosprawności intelektualnej, która 

obecnie dotyka ok. 30-50% pacjentów z ASD [13]. 

5.3. Etiologia zaburzeń ze spektrum autyzmu 

Pomimo intensywnych badań prowadzonych w wielu ośrodkach naukowych na świecie, 

mechanizm powstawania ASD pozostaje w dużej mierze niewyjaśniony, wiadomo jednak, 

że w etiologii zaburzeń autystycznych istotną rolę pełnią zarówno czynniki środowiskowe, 

jak i genetyczne oraz interakcje pomiędzy nimi [14–17]. Najważniejsze czynniki 

środowiskowe to między innymi ekspozycja na zanieczyszczenie powietrza [18], wpływ 

metali ciężkich [19] czy plastyfikatorów i zmiękczaczy uwalnianych z powszechnie 

stosowanych tworzyw sztucznych [20], a także infekcje bakteryjne lub wirusowe matki na 

wczesnych etapach ciąży [21,22]. Jednym z najpoważniejszych zagrożeń dla rozwoju płodu 

są niektóre leki przyjmowane przez ciężarne, np. talidomid, mizoprostol [23,24], czy 

walproinian sodu, silny lek na padaczkę, który wywołuje u potomstwa zaburzenia 

zachowania typowe dla autyzmu [25]. Najnowsze badania retrospektywne przeprowadzone 

w krajach skandynawskich – Danii, Szwecji i Norwegii, wskazują na zwiększone ryzyko 

wystąpienia zaburzeń autystycznych u dzieci, których ojcowie byli leczeni walproinianem 

w ciągu trzech miesięcy przed poczęciem dziecka [26]. Z kolei udział podłoża genetycznego 

w rozwoju spektrum autyzmu potwierdza wysoka zgodność występowania ASD u bliźniąt 

jednojajowych (60–90%) w porównaniu z dwujajowymi (0–20%). I chociaż przyczynę 

genetyczną udaje się ustalić jedynie u 10–30% osób z ASD, a u 70–90% dzieci przyczyny 

ASD pozostają nieznane [27], to odkrycie genetycznych czynników zaburzeń autystycznych 

i badanie ścieżek, w których zaangażowane są dane geny poszerza wiedzę na temat 

molekularnych mechanizmów regulujących rozwój społeczny i poznawczy [28]. Znaczna 

większość genów, w których mutacje stanowią wysokie ryzyko wystąpienia ASD, biorą 

udział w regulacji struktury i funkcji synaps (NRXN, NLGN, SHANK) oraz szlaków 

sygnalizacji neuronalnej (GluN2B, CACNA1C, SCN1A) [29–31]. 

Jednym z najczęstszych zaburzeń jednogenowych, poza zespołem łamliwego 

chromosomu X (ang. Fragile X Syndrome, FXS), w którym wiodącym objawem jest autyzm, 

jest stwardnienie guzowate (ang. Tuberous Sclerosis Complex, TSC) [32,33]. Częstość 
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występowania zaburzeń autystycznych w TSC waha się od 26% do 50% [34,35]. Choroba 

ta spowodowana jest mutacją jednego z dwóch genów: TSC1 na chromosomie 9 (9q34) lub 

TSC2 na chromosomie 16 (16p13.3) [36,37]. W obu genach opisano ponad 400 różnych 

mutacji. Gen TSC1 koduje białko hamartynę, a gen TSC2 tuberynę. Białka te tworzą 

kompleks hamujący aktywność kinazy serynowo-treoninowej (ang. mammalian target of 

rapamycin, mTOR; Rycina 2), która poprzez swoje białka efektorowe, kinazę białkową S6 

(S6K) oraz białko wiążące eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E (4E-BP1) reguluje 

proces translacji i biosyntezy białka. Brak aktywnego kompleksu tuberyna-hamartyna 

powoduje aktywację szlaku mTOR. W wyniku fosforylacji 4E-BP1 przez mTOR, dochodzi 

do uwolnienia eukariotycznego czynnika inicjującego translację 4E (ang. eukaryotic 

translation initiation factor 4E, eIF4E), co uruchamia proces zależnej od kapu (koniec 5’ 

eukariotycznego mRNA) translacji (ang. cap-dependent translation), która obejmuje około 

95% komórkowego mRNA [38]. Inne czynniki inicjacji translacji, takie jak eIF3 oraz eIF4B 

są również kontrolowane przez ścieżkę sygnałową zależną od mTOR [39]. 

Kompleks TSC1-TSC2 jest regulowany potranslacyjnie przez kilka szlaków 

sygnałowych, m.in. przez szlak kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) i Akt oraz szlak 

kinazy białkowej aktywowanej przez AMP (AMPK). Szlak PI3K/Akt negatywnie reguluje 

aktywność kompleksu TSC1-TSC2 przez fosforylację białka TSC2 [40,41] prowadząc do 

aktywacji kinazy mTOR. Natomiast podczas niekorzystnego stanu energetycznego komórki, 

szlak AMPK aktywuje TSC2, tym samym hamując działanie mTORC1 i aktywność mTOR 

[41,42]. 
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Rycina 2. Schemat ścieżki sygnalizacyjnej kinazy mTOR. 

Kinaza mTOR tworzy dwa heteromeryczne, funkcjonalnie niezależne kompleksy białkowe, 

mTORC1 i mTORC2. Kluczowymi białkami regulatorowymi tych kompleksów są odpowiednio 

Raptor i Rictor. Poza kinazą mTOR, stałym składnikiem obu kompleksów jest białko 

stabilizujące strukturę, mLST8, oraz Deptor, który działa jako ich inhibitor. Specyficzne dla 

mTORC1 jest białko PRAS40, pełniące rolę inhibitora kompleksu, natomiast dla mTORC2 - 

czynnik SIN1, zapewniający integralność kompleksu, oraz Protor, wspierający funkcję białka 

Rictor. Kompleksy mTORC1 i mTORC2 pełnią odmienne role w komórce i są regulowane przez 

różne szlaki sygnalizacyjne. Aktywacja kompleksu mTORC1 polega na wyłączeniu jego 

negatywnego regulatora, heterodimeru TSC1-TSC2. Jednym z kluczowych szlaków 

sygnalizacyjnych zwiększających aktywność mTORC1 jest szlak PI3K/Akt. Zależna od PI3K 

oraz kinazy Akt fosforylacja TSC2 prowadzi do zahamowania aktywności heterodimeru TSC1-

TSC2, aktywacji kompleksu mTORC1 i wzrostu aktywności kinazy mTOR. Do aktywacji kinazy 

mTOR poprzez inhibicję kompleksu TSC1-TSC2 mogą prowadzić również cytokiny prozapalne, 

takie jak IL-6. Aktywna mTOR poprzez fosforylację 4E-BP1 oraz S6K, inicjuje translację i 

biosyntezę białek. Przeciwstawną funkcję do kinaz PI3K/Akt, w regulacji aktywności mTOR 

pełni AMPK, która jest aktywatorem kompleksu TSC1-TSC2, co prowadzi do hamowania 

aktywności kompleksu mTORC1 i kinazy mTOR. W regulacji mTORC1 bierze również udział 

kompleks mTORC2, który jest aktywowany przez szlak PI3K i poprzez fosforylację Akt na 

serynie 473 (Ser473) i jej aktywację, stymuluje aktywność mTORC1 i kinazy mTOR. Na rycinie 

przedstawiono jedynie wybrane elementy wieloetapowej i złożonej regulacji kinazy mTOR przez 

kluczowe ścieżki sygnalizacyjne, które były przedmiotem badań w niniejszej rozprawie 

doktorskiej. Schemat został zaprojektowany z użyciem programu BioRender do tworzenia 

ilustracji i grafik naukowych.
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W 2013 roku Santini i współpracownicy wysnuli hipotezę, iż jednym z 

mechanizmów leżących u podłoża zaburzeń autystycznych jest wzrost poziomu translacji 

zależnej od kapu, co może powodować zaburzenie struktury i funkcji synaps, a w 

konsekwencji nieprawidłowości w funkcjonowaniu całych obwodów neuronalnych i 

występowanie zachowań typowych dla autyzmu [43]. Ponadto, zależne od mTOR zmiany 

aktywności S6K mogą prowadzić do nieprawidłowości w poziomach synaptycznych białek 

strukturalnych i receptorowych [44]. Z drugiej zaś strony, nadmierna aktywacja mTOR 

może prowadzić do zahamowania autofagii, a w konsekwencji do akumulacji uszkodzonych 

białek [45,46], a jak wykazują poprzednie badania, nawet subtelne zmiany w proteomie 

prowadzić mogą do poważnych zaburzeń funkcji synaptycznych [47]. Zmiany zarówno w 

architekturze jak i funkcji synaps są cechą charakterystyczną dla ASD [48,49]; u pacjentów 

wykryto zaburzenie ekspresji białek odpowiedzialnych za prawidłową strukturę synaps, tj. 

neureksyn i neuroligin oraz białek należących do kompleksu SNARE (SNAP-25, 

syntaksyna, synaptobrewina) odpowiedzialnych za transport i uwalnianie pęcherzyków 

synaptycznych [50–59]. Wykazano również zmiany na poziomie morfologicznym, 

zaobserwowano istotne zwiększenie gęstości kolców dendrytycznych w porównaniu z grupą 

kontrolną [46,60,61]. Wysoka gęstość synaptyczna najczęściej występuje u pacjentów z 

ASD o niższym poziomie funkcjonowania poznawczego i powoduje zwiększenie 

intensywności przekaźnictwa sygnałów, tzw. hiperłączności obserwowanej na poziomie 

całego mózgu, zarówno w połączeniach długozasięgowych, jak i krótkiego zasięgu, i jest 

związana z wyższym poziomem oscylacji sygnałów w poszczególnych regionach mózgu, co 

w znacznej mierze przyczynia się do występowania poważnych dysfunkcji behawioralnych 

[62–64]. Ponadto, w spektrum autyzmu często dochodzi do zaburzenia plastyczności 

synaptycznej, co może mieć swoje odzwierciedlenie w zmianach behawioralnych i 

skutkować upośledzeniem umiejętności komunikacji i interakcji społecznych, 

występowaniem zachowań repetytywnych oraz zwiększonym poziomem lęku [65,66]. 

Wykazano, że aktywność mTOR może regulować gęstość synaps pobudzających, co może 

leżeć u podstaw zakłócenia równowagi sygnałów pobudzająco-hamujących w mózgu osób 

z ASD [49,67]. Zatem, deregulacja sygnalizacji zależnej od kinazy mTOR może przyczyniać 

się do rozwoju zaburzeń ze spektrum autyzmu. Wyniki badań z zastosowaniem inhibitorów 

szlaku mTOR dają nadzieję na możliwość leczenia przyczynowego zaburzeń neuro-

behawioralnych występujących w chorobach związanych z mutacjami genów zaburzającymi 

prawidłowe jego funkcjonowanie [68–71]. Do chwili obecnej niezbadaną i niewyjaśnioną 
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jednak kwestią pozostawało, czy deregulacja szlaku mTOR występuje w przypadkach ASD, 

które nie są związane z mutacjami w genach TSC1/2 regulujących ten szlak.  

5.4. Sygnalizacja purynergiczna a zaburzenia ze spektrum autyzmu 

Istotną rolę w regulacji struktury i funkcji synaps, a przede wszystkim w procesach 

plastyczności synaptycznej pełni sygnalizacja purynergiczna zależna od 

zewnątrzkomórkowych nukleotydów (głównie adenozyno-5ʹ-trifosforanu, ATP) i 

nukleozydów (adenozyny). Koncepcja, w której ATP jest nie tylko nośnikiem energii, ale 

również neuroprzekaźnikiem została przedstawiona w roku 1972 przez brytyjskiego badacza 

Geoffreya Burnstocka [72]. W ośrodkowym układzie nerwowym (OUN) ATP i adenozyna 

są uwalniane zarówno z części presynaptycznej, jak i postsynaptycznej neuronów, a także z 

komórek glejowych. Regulowana sekrecja ATP odbywa się na drodze transportu przez pory 

lub kanały błonowe, w tym kanały paneksynowe (paneksyny) i koneksynowe (koneksyny), 

albo z udziałem swoistych przenośników błonowych, takich jak białka mające kasetę 

wiążącą ATP (ABC transporters), receptory P2X7 lub w procesie egzocytozy pęcherzyków 

synaptycznych, do których ATP jest transportowany przy udziale pęcherzykowego 

transportera nukleotydów (ang. vesicular nucleotide transporter, VNUT; Rycina 3) [73–75]. 

Z kolei, adenozyna uwalniana jest z komórki przez transportery nukleozydów, głównie przez 

równoważny transporter nukleozydów (ang. equilibrative nucleoside transporter, ENT) 

[76,77]. Jednak głównym źródłem adenozyny w przestrzeni zewnątrzkomórkowej jest 

degradacja ATP [78]. Uwalnianie puryn może tez zachodzić w sposób niekontrolowany w 

odpowiedzi na uszkodzenie komórki. W szczelinie synaptycznej, ATP ulega sekwencyjnej, 

enzymatycznej degradacji przy udziale ektonukleotydaz. Wyróżnia się 4 rodziny 

ektonukleotydaz: ektodifosfohydrolazy trifosfonukleozydów (E-NTPD), ekto-5’-

nukleotydazy (E-5NT), pirofosfatazy/fosfodiesterazy ektonukleotydów (E-NPP) oraz 

fosfatazy alkaliczne (AP), ale tylko dwie pierwsze grupy są specyficzne wyłącznie dla 

nukleotydów [79]. ATP i ADP są hydrolizowane przy udziale E-NTPD oraz E-NPP do 

monofosforanu AMP, który z kolei przy udziale ekto-5’-nukleotydazy przekształcany jest 

do adenozyny. Za hydrolizę adenozyny odpowiada następnie deaminaza adenozyny [79–83] 

18

http://rcin.org.pl



Rycina 3. Schemat sygnalizacji zależnej od zewnątrzkomórkowych nukleotydów i 

adenozyny. Uwalnianie ATP z neuronów oraz z komórek glejowych do szczeliny synaptycznej 

jest kluczowym procesem w sygnalizacji nukleotydowej i może zachodzić poprzez kilka 

mechanizmów: (1) na drodze egzocytozy zależnej od pęcherzyków synaptycznych, gdzie 

transport ATP do wnętrza pęcherzyka odbywa się przy udziale pęcherzykowego transportera 

nukleotydów (VNUT), który wykorzystuje gradient protonowy (H⁺) generowany przez 

aktywność pompy protonowej (V-ATPazy), następnie w odpowiedzi na potencjał czynnościowy 

następuje fuzja pęcherzyków z błoną synaptyczną i uwolnienie ATP; (2) poprzez kanały 

paneksynowe (paneksyny) i koneksynowe (koneksyny); (3) przez kanały jonowe P2X7. W 

szczelinie synaptycznej ATP ulega degradacji przy udziale ektonukleotydaz (4). ATP i ADP są 

hydrolizowane przez difosfohydrolazy trifosforanu nukleozydów (NTPDaza 1, -2, -3) do AMP, 

który następnie jest przekształcany do adenozyny przy udziale ekto-5’-nukleotydazy (E-5NT). 

Adenozyna jest dalej hydrolizowana przez deaminazę adenozyny (ADA). ATP i produkty jego 

metabolizmu aktywują receptory purynergiczne na błonie postsynaptycznej (5). Receptory P2X, 

będące kanałami jonowymi, reagują głównie na ATP. Receptory P2Y, sprzężone z białkami G, 

reagują na nukleotydy purynowe (ATP, ADP) oraz pirymidynowe (UTP, UDP). Receptory P1 są 

specyficzne dla adenozyny. Schemat został zaprojektowany z użyciem programu BioRender do 

tworzenia ilustracji i grafik naukowych. 
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Aktywność ektonukleotydaz jest istotnym elementem sygnalizacji purynergicznej, gdyż 

kontroluje ilość biodostępnych agonistów, które aktywują znajdujące się na błonie 

komórkowej receptory purynergiczne [79–82]. W kontekście receptorów purynergicznych 

należy jednak pamiętać o roli pirymidyn, wśród których znajdują się takie nukleotydy jak 

UTP i UDP, które również mogą oddziaływać z receptorami purynergicznymi, szczególnie 

receptorami P2Y. Termin "receptory purynergiczne" obejmuje zatem receptory dla puryn 

oraz receptory reagujące na nukleotydy pirymidynowe. Wśród purynoreceptorów wyróżnia 

się dwie rodziny: receptory P1 – należące o grupy receptorów metabotropowych, 

stymulowane przez adenozynę; oraz P2 – receptory dla nukleotydów. Wśród rodziny 

receptorów P2 wyodrębniono, dwie podrodziny: metabotropowe receptory P2Y oraz 

receptory P2X pełniące rolę kanałów jonowych, przepuszczalnych dla jonów wapnia, sodu 

i potasu. Receptory P2X są odpowiedzialne za szybkie przekazywanie sygnału na krótkich 

dystansach, i z wyjątkiem receptora P2X7, wykazują stosunkowo niskie powinowactwo do 

ATP (stężenie rzędu kilku μM) [84,85]. Ich czas aktywacji wynosi kilka milisekund, a 

związanie ATP znajdującego się w szczelinie synaptycznej jest bezpośrednio związane z 

otwarciem tych kanałów i napływem do wnętrza komórki jonów Na+ i Ca2+ oraz z 

depolaryzacją błony komórkowej. Depolaryzacja aktywuje kanały wapniowe bramkowane 

napięciem, ułatwiając dalszy napływ jonów Ca2+ i wzmagając depolaryzację. Receptory 

P2Y są najliczniejszą grupą receptorów nukleotydowych i są zależne od białek G, które 

przekazują sygnał na kolejne nośniki, wyzwalając kaskadę oddziaływań we wnętrzu 

komórki i wyrzut jonów wapnia z wewnątrzkomórkowych magazynów oraz przekazywanie 

informacji aż do jądra komórkowego. Dlatego jest to przekaźnictwo wolniejsze, za to 

propagacja sygnału następuje na większych odległościach [86,87]. Do tej pory odkryto i 

scharakteryzowano cztery podtypy receptorów P1 (A1, A2A, A2B, A3), siedem podtypów 

receptorów P2X (P2X1-7) i osiem podtypów receptorów P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, 

P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) [75,88–90]. Oprócz neuronów, receptory purynergiczne są 

obecne również w mikrogleju, astrocytach i oligodendrocytach. Każdy z tych typów 

komórek posiada unikalny wzorzec ekspresji receptorów dla nukleotydów, co jest związane 

z ich różną funkcją biologiczną [91]. Ze względu na uniwersalny charakter przekaźnictwa 

purynergicznego zapewnia ono interakcję pomiędzy różnymi typami komórek, w tym w 

sygnalizacji między komórkami glejowymi a neuronami, w obrębie synaps, ale również poza 

nimi [75]. Wykazano, że uwalnianie ATP i adenozyny przez neurony podczas aktywacji 

potencjału czynnościowego wywołuje fale wapniowe w astrocytach, komórkach Schwanna 

i oligodendrocytach, co stanowi jeden z mechanizmów wykrywania aktywności neuronalnej 
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przez te komórki glejowe [92,93]. ATP reguluje również aktywność mikrogleju, prowadząc 

do zmian w morfologii i migracji tych komórek [94,95]. Przekaźnictwo zależne od ATP i 

adenozyny pełni także kluczową rolę w dwukierunkowej komunikacji między mikroglejem 

a neuronami, jest odpowiedzialne za regulację wydzielania cytokin [96] oraz umożliwia 

dalsze propagowanie sygnału pochodzącego od neuronów przez sieć komórek glejowych. 

Jest to niezwykle istotne, ponieważ komórki mikrogleju nie tylko są odpowiedzialne za 

regulację zmian zapalnych w mózgu, ale również uczestniczą w procesach synaptogenezy, 

plastyczności synaptycznej i neurotransmisji [97], przez co mogą wpływać na funkcje 

synaptyczne w miejscach odległych od sygnału inicjującego [75,98–100]. Niektóre dane 

kliniczne wskazują, że dysfunkcja komórek glejowych jest zaangażowana w procesy 

patologiczne, które mogą prowadzić do zaburzeń ze spektrum autyzmu [101], a metabolizm 

puryn w komórkach glejowych może być jednym z najbardziej zaburzonych szlaków w 

autyzmie [102]. Jednakże mimo szczegółowej wiedzy na temat funkcji komórek glejowych 

w ASD, nie wiadomo czy deregulacja receptorów purynergicznych bierze udział w 

nieprawidłowościach tych komórek towarzyszących autyzmowi. Jest to szczególnie istotne 

w związku z najnowszymi danymi, które wykazały, że ATP może prowadzić do aktywacji 

komórek mikrogleju i do wzmożenia sygnalizacji zależnej od mTOR [103]. Z kolei mTOR 

reguluje wrodzoną odpowiedź układu odpornościowego i przyczynia się do aktywacji 

makrofagów [104,105], zaś zahamowanie aktywności mTOR ma działanie przeciwzapalne 

[106], co wskazuje na prawdopodobieństwo istnienia pętli sprzężenia zwrotnego pomiędzy 

stanem zapalnym a mTOR [107]. Ponadto uwolnione przez komórki mikrogleju cytokiny, 

szczególnie IL-6 i Tnfα, mogą prowadzić do aktywacji mTOR w neuronach poprzez szlak 

PI3K/Akt, bądź też przez sygnalizację JAK/STAT [108–112].  

Podsumowując, nieprawidłowości w funkcjonowaniu sygnalizacji nukleotydowej mogą 

stanowić kluczowy element patomechanizmu ASD, zwłaszcza w kontekście zaburzeń 

aktywności mTOR i powiązanych z nią syntezy/degradacji białek synaptycznych. Jednakże 

do chwili obecnej nie zbadano czy kinaza mTOR może pośredniczyć w przekazywaniu 

sygnału od receptorów purynergicznych do strukturalnych i funkcjonalnych białek 

synaptycznych, co stanowi lukę w naszym pojmowaniu mechanizmów współzależności 

zmian biochemicznych ze strukturalnymi (nieprawidłowa budowa i liczba synaps) w ASD. 
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6. Cel pracy

6.1. Cel ogólny 

Zaburzenia ze spektrum autyzmu określane są mianem synaptopatii, czyli chorób 

będących wynikiem dysfunkcji synaps [49]. Istotną rolę w regulacji struktury i funkcji 

połączeń synaptycznych oraz w procesach plastyczności synaptycznej pełni sygnalizacja 

purynergiczna zależna od zewnątrzkomórkowych nukleotydów [113,114]. Istnieją 

przesłanki, iż przekaźnictwo nukleotydowe może mieć istotne znaczenie w tworzeniu 

zachowań autystycznych. Wskazują na to dotychczasowe badania przeprowadzone w 

mysich modelach autyzmu, gdzie niespecyficzny antagonista receptorów 

purynergicznych, suramina niwelowała zaburzenia behawioralne i poprawiała zdolności 

poznawcze [115–117]. Skuteczność terapii suraminą została również zaprezentowana w 

pilotażowym badaniu klinicznym z udziałem dzieci w spektrum autyzmu, u których po 

jednorazowej dawce zaobserwowano poprawę zdolności komunikacyjnych i interakcji 

socjalnych oraz spadek zachowań o powtarzającym się charakterze [118]. Dotychczas nie 

określono, czy nieprawidłowości przekaźnictwa purynergicznego mogą wpływać na 

zmiany synaptyczne w zaburzeniach ze spektrum autyzmu, ani nie zbadano wpływu 

specyficznych modulatorów receptorów purynergicznych na zmiany związane z ASD. 

Nie wyjaśniono również, które ze szlaków sygnałowych są odpowiedzialne za 

wystąpienie korzystnych zmian behawioralnych po zastosowaniu terapii 

„antypurynergicznej”. Ponieważ przekaźnictwo nukleotydowe może wpływać na 

aktywność PI3K/Akt oraz AMPK, a poprzez te enzymy na aktywność kinazy mTOR 

[40,41,119–122], w warunkach patologicznych deregulacja układu purynergicznego 

może prowadzić do zależnych od mTOR zaburzeń syntezy/degradacji białek 

synaptycznych. Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej było sprawdzenie 

hipotezy badawczej zakładającej, że nieprawidłowości strukturalne i funkcjonalne 

połączeń synaptycznych w ASD wynikają z zaburzeń sygnalizacji nukleotydowej oraz, 

że mTOR pośredniczy w szlaku przekaźnictwa prowadzącym od receptorów 

nukleotydowych do dysfunkcji synaps, co rzutuje na wykształcenie objawów 

fenotypowych charakterystycznych dla spektrum autyzmu.  
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Cel ten realizowano poprzez prowadzenie badań na powszechnie uznanych modelach 

zwierzęcych: 

• ASD indukowany czynnikami środowiskowymi: szczurzy model in vivo oparty

na prenatalnej ekspozycji na kwas walproinowy (VPA);

• ASD indukowany czynnikami genetycznymi: mysi genetyczny model

stwardnienia guzowatego, myszy B6;129S4-Tsc2tm1Djk/J, heterozygoty Tsc2+/-;

6.2. Cele szczegółowe 

1. Zbadanie ekspresji i aktywności wybranych receptorów dla ATP i adenozyny w

krytycznej fazie embrionalnego rozwoju ośrodkowego układu nerwowego w

modelu VPA (Publikacja I).

2. Analiza zmian ekspresji na poziomie genu i białka wybranych receptorów dla

zewnątrzkomórkowych nukleotydów i nukleozydów w mózgu młodych 52-

dniowych szczurów poddanych prenatalnej ekspozycji na VPA (Publikacja II).

3. Zbadanie wpływu prenatalnej ekspozycji na VPA na zmiany poziomu

nukleotydów ATP, ADP, AMP i adenozyny w płynie mózgowo-rdzeniowym oraz

na profil ekspresji białek odpowiedzialnych za uwalnianie i metabolizm

egzogennych nukleotydów w wybranych strukturach mózgu młodych zwierząt

(Publikacja IV).

4. Sprawdzenie, czy zastosowanie specyficznych antagonistów receptorów P2

(PPADS i isoPPADS) reguluje aktywność komórek glejowych w korze mózgowej

i hipokampie zwierząt w modelu VPA (Publikacja II).

5. Zbadanie, czy zahamowanie sygnalizacji purynergicznej moduluje aktywność

kinazy mTOR oraz jej kluczowych regulatorów, AMPK i Akt w mózgu młodych,

52-dniowych zwierząt, poddanych prenatalnej ekspozycji na VPA (Publikacja

IV). 

6. Ocena wpływu nadmiernej aktywacji kinazy mTOR na poziom kluczowych

białek synaptycznych i ultrastrukturę synaps oraz na zmiany behawioralne w

genetycznym mysim modelu stwardnienia guzowatego (Publikacja III).

7. Zbadanie, czy modulacja receptorów purynergicznych wpływa na poziom białek

synaptycznych oraz typowe dla autyzmu zmiany behawioralne wywołane

prenatalną ekspozycją na VPA (Publikacja IV).

23

http://rcin.org.pl



7. Metodyka

7.1. Zwierzęce modele zaburzeń ze spektrum autyzmu 

Mnogość zaburzeń socjalnych, neurofizjologicznych oraz somatycznych 

obserwowanych u osób z ASD przemawia za tym, że prawdopodobnie nie mają one 

jednego wspólnego czynnika etiologicznego. Ze względu na różnorodność objawów 

ASD, nie jest możliwe zaprojektowanie jednego uniwersalnego modelu autyzmu, 

opracowano natomiast szereg modeli zwierzęcych odzwierciedlających poszczególne 

cechy tego zaburzenia. Do najpopularniejszych należą te, prowadzone na gryzoniach, 

ponieważ są to zwierzęta przejawiające szeroki wachlarz interakcji społecznych oraz 

stosują bogaty system wzajemnej komunikacji [123,124]. Dlatego mysie i szczurze 

modele ASD są bardzo dobrymi narzędziami do badania molekularnych podstaw choroby 

oraz do oceny skuteczności strategii terapeutycznych. Spośród wielu dostępnych modeli 

in vivo w niniejszym projekcie wybrano dwa, model zaburzeń ze spektrum autyzmu 

wywołanych działaniem czynników środowiskowych - model VPA oraz model ASD 

indukowany zmianami genetycznymi, w wyniku których dochodzi do nadmiernej 

aktywacji kinazy mTOR - genetyczny model stwardnienia guzowatego. Badania 

prowadzono na różnych poziomach złożoności zgodnie z procedurami zaakceptowanymi 

przez II Lokalną Komisję Etyczną ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Warszawie 

(WAW2/148/2018, WAW2/081/2019, WAW2/142/2019, WAW2/036/2019, 

WAW2/045/2020, WAW2/128/2021), ze szczególną dbałością o stosowanie zasady 

„3R”, czyli zastąpienia, ograniczenia i udoskonalenia (Replacement, Reduction, 

Refinement) oraz z uwzględnieniem tzw. „efektu miotu”. Zasadę tę stosuje się do badań, 

w których podawanie czynników wywołujących objawy choroby można zastosować 

tylko do całych miotów, a nie do pojedynczych osobników [125]. 

7.1.1. Szczurzy model in vivo indukowany czynnikami środowiskowymi 

Badania realizowano w oparciu o przedkliniczny model autyzmu, prenatalnej 

ekspozycji na VPA, który jest jednym z najczęściej opisywanych zwierzęcych modeli 

ASD. U szczurów VPA podawany jest około 12 dnia ciąży, czyli w okresie zamknięcia 

się cewy nerwowej płodu [126], co prowadzi do wystąpienia charakterystycznych dla 

ASD zaburzeń behawioralnych u potomstwa [25,127–130]. Mechanizm działania VPA 

jest wielokierunkowy, związek ten jest inhibitorem deacetylazy histonowej, stanowi 

czynnik epigenetyczny wywołujący zmiany transkrypcji genów [131]; powoduje 
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zaburzenia rozwoju i dojrzewania synaps czynnościowych w sposób zależny od szlaku 

Wnt/β-katenina [132]; negatywnie wpływa na łożysko i zaburza mechanizmy transportu 

kwasu foliowego, białek, glukozy i hormonów [133,134]. Ponadto, VPA z łatwością 

przenika przez łożysko, w osoczu płodu osiąga ok. 1,3 – 4,6 razy większe stężenie niż w 

osoczu matki [135]. Badania oparte na modelu ASD indukowanym prenatalnym 

podaniem VPA pokazują analogię zmian biochemicznych, strukturalnych i 

behawioralnych z tymi, które są obserwowane u pacjentów. Model ten spełnia 

podstawowe kryteria walidacji, walidację konstruktu - replikuje teoretyczne podstawy 

zaburzenia; walidację fasadową - symptomy ASD w modelu zwierzęcym naśladują te 

zaobserwowane u ludzi [136–138]; oraz walidację predykcyjną - ingerencja 

farmakologiczna skuteczna u ludzi, jest również efektywna w odwracaniu kluczowych 

objawów w modelu VPA [139].  

W eksperymentach przeprowadzonych w niniejszej pracy samicom szczura 

szczepu Wistar w 12,5 dniu ciąży podawano dootrzewnowo VPA w dawce 450 mg/kg 

m.c, ponieważ ta ilość substancji czynnej powoduje umiarkowany poziom reabsorpcji

ciąży, nie wpływa na liczebność płodów, nie ma istotnego wpływu na masę ciała 

ciężarnych samic oraz potomstwa po urodzeniu [127]. Jednocześnie jest to dawka, która 

wywołuje istotne zmiany behawioralne u potomstwa, takie jak upośledzona komunikacja 

u noworodków, czy zmniejszona aktywność eksploracyjna oraz zachowania lękowe i

stereotypie u młodych dorosłych zwierząt [140]. Dokładny opis i schemat 

przeprowadzenia eksperymentu zamieszczono w sekcji Materiały i Metody w publikacji 

I (str. 392), publikacji II (str. 3-4) oraz publikacji IV (str. 2-3). Badania prowadzono na 

osobnikach potomnych w trzech punktach czasowych, w 19 dniu embrionalnym 

(Publikacja I, str. 392; Publikacja II, str. 3-4), oraz u samców w 25 i 52 dniu po urodzeniu 

(Publikacja II, str. 3-4; Publikacja IV, str. 2-3). Do badań wykorzystano również 

pierwotne hodowle neuronów z kory i hipokampa szczurów, izolowanych z 19-dniowych 

płodów (E19) poddanych prenatalnej ekspozycji na VPA (Publikacja I, str. 392-393). 

Ponadto, w celu zbadania udziału sygnalizacji purynergicznej, 52-dniowym samcom 

potomnym podawano dootrzewnowo antagonistów receptorów P2, PPADS (6-azofenylo-

2’,4’-disulfonowy fosforan pirydoksalu) oraz isoPPADS (6-azofenylo-2’,5’-disulfonowy 

fosforan pirydoksalu) w dawce 12,5 mg/kg masy ciała (Publikacja II, str. 3-4; Publikacja 

IV, str. 2-3). 
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7.1.2. Model stwardnienia guzowatego – myszy Tsc2tm1Djk/J 

Stwardnienie guzowate (ang. tuberous sclerosis complex, TSC) jest chorobą 

autosomalnie dominującą wywołaną mutacjami w genach TSC1 lub TSC2. Około 90% 

pacjentów z TSC wykazuje pewien stopień zaburzeń neuropsychologicznych typowych 

dla ASD [141]. Częstość występowania deficytów typowych dla autyzmu u pacjentów z 

TSC jest wysoka [142] i charakteryzuje się wysokim zróżnicowaniem zarówno pod 

względem zakresu, jak i nasilenia zmian. Najistotniejsze jest jednak, że deficyty 

behawioralne u pacjentów z TSC w istotny sposób nakładają się na obraz zaburzeń 

obserwowanych u ludzi z idiopatycznym ASD [143]. Wskazuje to, że wyniki badań 

prowadzonych na modelach TSC mogą mieć wysokie prawdopodobieństwo walidacji 

również u ludzi z ASD o innej etiologii. Dlatego w niniejszym projekcie, do zbadania w 

jaki sposób nieprawidłowości szlaku mTOR indukują typowe dla ASD zmiany 

molekularne, morfologiczne i behawioralne, wybrano genetycznie modyfikowane myszy 

szczepu B6;129S4-Tsc2tm1Djk/J. U tych zwierząt techniką nokautu genetycznego 

inaktywowany był gen Tsc2 poprzez insercję neo casette w eksonie 2. W dalszej części 

pracy heterozygotyczne myszy B6;129S4-Tsc2tm1Djk/J będą określane symbolem Tsc2+/-. 

Ponieważ homozygoty Tsc2-/- obumierają w fazie zarodkowej, badania, które złożyły się 

na niniejszą rozprawę doktorską prowadzono na heterozygotach Tsc2+/-, a 

homozygotyczne samce Tsc2+/+ z tych samych miotów stanowiły grupę kontrolną. U 

myszy Tsc2+/- dochodzi do nadmiernej aktywacji kinazy mTOR, zahamowania autofagii 

oraz zmian behawioralnych charakterystycznych dla zaburzeń ze spektrum autyzmu 

[144,145], a obserwowane zaburzenia neurologiczne są znacznie poważniejsze niż w 

przypadku modyfikacji genu Tsc1 [146–148]. Zwierzęta zostały komercyjnie zakupione 

w Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA). Badania prowadzono na dorosłych, 

50-60-dniowych samcach (Publikacja III, str. 16).

7.2. Analiza zachowań o charakterze autystycznym u myszy Tsc2tm1Djk/J i

szczurów po prenatalnej ekspozycji na VPA 

7.2.1. Test otwartego pola 

Test otwartego pola (ang. open field test, OF) służy do analizy zachowania ruchowego 

i eksploracyjnego u gryzoni, pozwala na ocenę stopnia stereotypii ruchowej zwierząt, 

zachowań lękowych oraz umiejętności adaptacji do nieznanego środowiska [149]. 

Wykorzystując ten test badano typowe dla autyzmu zachowania repetytywne, lękowe, 
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aktywność eksploracyjną oraz ogólną aktywność lokomotoryczną zwierząt (Publikacja 

III, str. 16-17; Publikacja IV, str. 4).  

7.2.2. Trójkomorowy test socjalizacji 

Trójkomorowy test socjalizacji (3-chamber social interaction test; Crawley’s 

sociability and preference for social novelty test) pozwala na analizę zaburzeń interakcji 

społecznych w modelach ASD. Protokół ten został zaprojektowany w celu oceny 

preferencji między bodźcami społecznymi i niespołecznymi w warunkach równoważnej 

atrakcyjności i oparty jest na założeniu, iż gryzonie preferują obecność drugiego osobnika 

swojego gatunku („towarzyskość”, ang. sociability) oraz wykazują większe 

zainteresowanie nowym osobnikiem niż osobnikiem wcześniej poznanym („nowość 

społeczna” ang. social novelty) [150]. W badaniach zastosowano zoptymalizowany 

protokół, który składa się z trzech faz każdorazowo następujących po sobie w ciągu 

jednego dnia: fazy habituacji, fazy preferencji socjalnych oraz fazy preferencji nowości 

[151]. Szczegółowy opis testu znajduje się w publikacji III (Materiały i Metody, str. 17). 

7.2.3. Test rozpoznawania nowych obiektów 

Test rozpoznawania nowych obiektów (ang. new object recognition test, NOR) pozwala 

na testowanie pamięci krótko- i długotrwałej i jest stosowany do badania funkcji 

poznawczych i pomiaru integralności pamięci i uwagi u gryzoni [152], które często są 

zaburzone u pacjentów w spektrum autyzmu. Dokładny opis metody znajduje się w 

Publikacji III (str. 17). 

7.3. Metody analizy molekularnej i komórkowej 

7.3.1. Pomiar ekspresji genów (q-PCR) 

Analizę ekspresji genów przeprowadzono za pomocą ilościowej reakcji łańcuchowej 

polimerazy (ang. quantitative polymerase chain reaction, q-PCR) z użyciem komercyjnie 

dostępnego zestawu TaqMan Gene Expression Assay (Thermo Fischer Scientific, USA). 

Pomimo tego, że metoda ta wymaga szeregu etapów prowadzących do zsyntetyzowania 

cDNA, jej zaletą jest wysoka specyficzność, powtarzalność wyników i wysoka czułość. 

Przy jej użyciu analizowano w mózgu zwierząt w modelu TSC ekspresję genów 

wybranych białek synaptycznych (Publikacja III, str. 18). Ponadto, zbadano wpływ 

prenatalnej ekspozycji na VPA na ekspresję białek zaangażowanych w uwalnianie i 

degradację nukleotydów (Publikacja IV, str. 3) oraz na poziom mRNA wybranych 

receptorów purynergicznych (Publikacje I, str. 393; Publikacja II, str. 4). Analizowano 
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także ekspresję cytokin prozapalnych, IL-6 i Tnfα (Publikacja II, str. 4; Publikacja IV, 

str. 3).  

7.3.2. Analiza poziomu białka (Western blotting) 

Identyfikację i detekcję zmian poziomu białka wybranych receptorów 

purynergicznych oraz wyselekcjonowanych białek synaptycznych (Publikacja I, str. 398; 

Publikacja II, str. 4-5; Publikacja III, str. 18, Publikacja IV, str. 3-4) przeprowadzono za 

pomocą ilościowej metody Western blotting. Metodą tą dokonano również oceny 

aktywności wybranych enzymów metabolizmu komórki: mTOR, AMPK i Akt 

(Publikacja IV, str. 4-5). Analiza ta pozwoliła na ogólną ocenę zmian poziomu 

poszczególnych białek w wybranych strukturach mózgu, bez dokładnego podziału na 

poszczególne typy komórek oraz przedziały komórkowe, takie jak zakończenia przed- 

lub postsynaptyczne.   

7.3.3. Analiza ultrastruktury komórek nerwowych z zastosowaniem 

transmisyjnej mikroskopii elektronowej 

Przy użyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang. transmission electron 

microscopy, TEM) zbadano ultrastrukturę komórek neuronalnych oraz liczbę 

pęcherzyków synaptycznych w mózgu zwierząt w modelu TSC (Publikacja III, str. 17-

18). Metoda ta pozwoliła na szczegółowe zobrazowanie i analizę zmian morfologicznych 

w obrębie struktur komórkowych takich jak siateczka śródplazmatyczna, aparat 

Golgiego, jądro komórkowe oraz osłonka mielinowa.  

7.3.4. Analiza poziomu nukleotydów i adenozyny w płynie mózgowo-

rdzeniowym - (HPLC) 

Poziom ATP, ADP, AMP i adenozyny w płynie mózgowo-rdzeniowym (PMR) 

młodych 52-dniowych zwierząt w modelu VPA zbadano za pomocą wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (ang. high-performance liquid chromatography, HPLC). 

Metoda HPLC zapewnia uzyskanie stabilnych i powtarzalnych wyników badań, ponadto 

charakteryzuje się wysoką czułością. Szczegółowy opis metody znajduje się w publikacji 

IV (str. 3).  
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7.3.5. Analiza aktywacji receptorów purynergicznych poprzez pomiar napływu 

jonów wapnia (Ca²⁺) do neuronów in vitro 

Z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej Fluo-4 AM (InvitrogenTM, USA) badano 

wpływ prenatalnej ekspozycji na VPA na zmiany aktywności receptorów 

purynergicznych w hodowli pierwotnej neuronów wyizolowanych z kory mózgowej wraz 

z hipokampem. Zastosowanie tej metody umożliwiło detekcję napływu jonów wapnia 

(Ca²⁺) do neuronów w czasie rzeczywistym w odpowiedzi na stymulację wybranymi 

agonistami receptorów purynergicznych (Publikacja I, str. 392-393). 

7.3.6. Ocena poziomu wyselekcjonowanych receptorów purynergicznych w 

poszczególnych typach komórek OUN oraz morfologii komórek 

glejowych  

Do zbadania zmian poziomu wyselekcjonowanych receptorów purynergicznych w 

poszczególnych typach komórek OUN u zwierząt w modelu VPA wykorzystano analizę 

immunohistochemiczną (ang. immunohistochemical staining, IHC). Spośród puli 

badanych receptorów wybrano te, których poziom znamiennie zmieniał się w wybranych 

strukturach mózgu. Analizę zmian poziomu receptorów P2X1, P2X7, P2Y1 i P2Y12 w 

komórkach neuronalnych (wybarwionymi przeciwciałami anty-MAP-2), astrocytach 

(anty-GFAP), lub mikrogleju (anty-Iba-1) wykonano w korze przedczołowej, oraz w 

rejonie CA (ang. Cornu Ammonis) i zakręcie zębatym, (ang. dentate gyrus DG) 

hipokampa. Dokładny opis metody znajduje się w Publikacji II, str. 6-7). Metoda ta 

posłużyła również do analizy morfologii astrocytów i mikrogleju za pomocą rozszerzenia 

NeuronJ dla programu Fiji (https://fiji.sc/). Zmierzono pole powierzchni drzewka 

dendrytycznego, liczbę dendrytów pierwotnych (wychodzących z somy komórkowej) i 

wtórnych oraz całkowitą długość rozgałęzień przynależnych do każdej 

immunohistochemicznie wybarwionej komórki. Rozgałęzienie poszczególnych komórek 

glejowych określano metodą Sholla. Za pomocą rozszerzenia Cell Counter dla programu 

Fiji oznaczono też liczbę komórek mikrogleju w przeliczeniu na 1 mm2. Dokładny opis 

metody znajduje się w Publikacji II (str. 6-7; Ryc. 8h, str. 18). 

7.4. Analiza statystyczna 

Do oceny, czy rozkład danych spełnia założenia rozkładu normalnego zastosowano 

test Shapiro-Wilka. W przypadku zestawu danych o rozkładzie normalnym, do oceny 

istotności statystycznej pomiędzy dwoma grupami zastosowano test t-Studenta, zaś 
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pomiędzy wieloma grupami – jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA z testem post-

hoc Bonferroniego. W przypadku danych o rozkładzie odbiegającym od normalnego, 

zastosowano nieparametryczny test Manna-Whitneya. Wyniki uznawano za istotne 

statystycznie, gdy p < 0,05. Poziom istotności statystycznej przedstawiono jako: *p < 

0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Do analizy statystycznej wykorzystano program 

GraphPad Prism (Graph Pad Software, USA).   
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8. Podsumowanie

I. Prenatalna ekspozycja na kwas walproinowy powoduje deregulację

receptorów purynergicznych na różnych etapach rozwoju mózgu szczura

Prenatalna ekspozycja na kwas walproinowy wywołuje znaczące zmiany w poziomie 

i aktywności wybranych receptorów szlaku purynergicznego w mózgu w 19. dniu 

rozwoju embrionalnego (E19) szczura, kiedy to zachodzą kluczowe procesy związane z 

dojrzewaniem OUN. Wykazano wzrost poziomu i aktywności receptorów 

adenozynowych A1, A2b i A3 (publikacja I, ryc. 2A, 2A’, 2A’’; ryc. 3A), które 

uczestniczą w regulacji różnicowania komórek progenitorowych [153] oraz procesów 

neurotransmisji [154,155]. Ponadto po podaniu VPA zaobserwowano zwiększenie 

poziomu i aktywności receptorów jonotropowych P2X2 i P2X3 (publikacja I, ryc. 2B, 

2B’, 2B’’; ryc. 3B, 3C, 3D, 3E) zaangażowanych w procesy różnicowania neuronalnego 

oraz formowania i dojrzewania neurytów [156–163]. Z drugiej strony, obserwowany w 

E19 spadek poziomu i aktywności receptorów P2X7 (publikacja I, ryc. 3F) oraz P2Y1 

(publikacja I, ryc. 2C, 2C’, 2C’’; ryc. 3G) może być związany z zaburzeniami 

regulowanych przez te receptory procesami migracji i różnicowania prekursorów 

neuronalnych, formowania dendrytów i aksonów [162,164–166] oraz homeostazy 

sygnalizacji pobudzającej/hamującej [167,168]. 

Deregulacja receptorów purynergicznych obserwowana jest również w mózgu 

młodych zwierząt po prenatalnej ekspozycji na VPA. W tym okresie rozwojowym 

zaobserwowano zmiany w poziomie receptorów P2X (publikacja II, ryc. 5) i P2Y 

(publikacja II, ryc. 6), natomiast ekspresja receptorów adenozynowych nie ulegała 

zmianie w porównaniu do kontroli (publikacja II, ryc. 4). Stwierdzono istotne zmiany 

w poziomie receptora P2X1 zarówno w korze mózgowej, jak i hipokampie młodych 

szczurów VPA (publikacja II, ryc. 5 a-f). Ponieważ receptor ten głównie znajduje się w 

komórkach neuronalnych (publikacja II, ryc. 5f), jego obniżona ekspresja w korze 

przedczołowej u zwierząt traktowanych VPA może sugerować zaburzenia w neuronalnej 

transmisji synaptycznej w tej części mózgu. W hipokampie potomstwa VPA poziom 

receptora P2X1 był z kolei znacząco podwyższony. Ponieważ P2X1 reguluje uwalnianie 

glutaminianu z zakończeń nerwowych [169] i zapewnia homeostazę pomiędzy układem 

pobudzającym i hamującym [169,170], jego neuronalna nadekspresja w regionie CA i 

zakręcie zębatym hipokampa u zwierząt VPA może sugerować zaburzenia długotrwałego 

wzmocnienia synaptycznego (LTP) w tej strukturze mózgu. Z kolei poziom receptora 
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P2X7, którego obecność potwierdzono w ciałach komórek neuronalnych oraz w 

mikrogleju (publikacja II, rycina 5g), był znacząco obniżony w hipokampie 

(publikacja II, ryc. 5a, c, e, g) 52-dniowych zwierząt po prenatalnej ekspozycji na VPA, 

co koresponduje z wcześniejszymi badaniami uzyskanymi na mysich modelach ASD 

[117]. W wyniku prenatalnej ekspozycji na VPA, u młodych zwierząt dochodzi do 

znaczącego wzrostu poziomu receptora P2Y1 w neuronach kory mózgu, przy 

jednoczesnym spadku jego poziomu w hipokampie (publikacja II, ryc. 6 a-f). Ponieważ 

receptor ten zaangażowany jest w regulację zdolności poznawczych [171], dlatego 

możliwe jest, że zaburzenia P2Y1 mogą przynajmniej częściowo uczestniczyć w 

upośledzeniu tych funkcji w ASD. W korze mózgowej zaobserwowano również 

indukowany prenatalnym podaniem VPA wzrost poziomu receptora P2Y12 w 

komórkach mikrogleju (publikacja II, ryc. 6b, d, e, g). 

II. Prenatalna ekspozycja na kwas walproinowy skutkuje zaburzeniami

metabolizmu zewnątrzkomórkowych nukleotydów w mózgu młodych

zwierząt

Zwierzęta 52-dniowe, prenatalnie poddane działaniu kwasu walproinowego, 

wykazują nieprawidłowości nie tylko w poziomie receptorów P2, ale także w procesach 

uwalniania i metabolizowania nukleotydów. W płynie mózgowo-rdzeniowym (PMR) 

tych osobników stwierdzono znaczący wzrost poziomu ATP, ADP i AMP w porównaniu 

z grupą kontrolną (publikacja IV, ryc. 1 a-c), co potwierdza wcześniejsze doniesienia o 

roli zewnątrzkomórkowego ATP w wywoływaniu zmian behawioralnych 

charakterystycznych dla ASD [172] i koresponduje z wynikami klinicznymi, które 

pokazują znaczne zmiany w stężeniu puryn w PMR [173], moczu [174,175] oraz we krwi 

[176].  

Uzyskane wyniki badań sugerują, że zwiększona ekspresja koneksyny 36 może być 

kluczowym mechanizmem odpowiedzialnym za podwyższone uwalnianie ATP w 

hipokampie i móżdżku u 52-dniowych szczurów VPA. Dodatkowo, w hipokampie 

wykazano zwiększoną ekspresję koneksyny 43 (publikacja IV, ryc. 2 a-c), co jest 

zgodne z wcześniejszymi badaniami pokazującymi jej podwyższony poziom w mózgach 

osób z autyzmem [177]. Koneksyna 36 występuje wyłącznie w neuronach [178], podczas 

gdy koneksyna 43 jest syntetyzowana głównie w astrocytach [178,179]. Sugeruje to, że 

oba typy komórek biorą udział w zaburzeniach sygnalizacji nukleotydowej w modelu 

VPA. Oprócz podwyższonego poziomu koneksyn, które aktywują się tylko w obecności 
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czynników stresowych, wykazano zwiększoną ekspresję paneksyny 1 w korze mózgowej 

u zwierząt po prenatalnej ekspozycji na VPA. To białko kanałowe jest głównym

„niepęcherzykowym” źródłem uwalniania ATP w OUN zarówno w warunkach 

fizjologicznych, jak również pod wpływem stresu [180], a polimorfizmy pojedynczych 

nukleotydów w genie paneksyny 1 obserwowane są w ASD [181]. Z kolei poziom 

transkryptu VNUT, który pełni kluczową rolę w magazynowaniu ATP w pęcherzykach 

synaptycznych, był znacznie podwyższony we wszystkich badanych strukturach mózgu 

u 52-dniowych szczurów VPA. Zwiększona ekspresja białek połączeń szczelinowych

oraz VNUT w mózgach zwierząt VPA może stanowić główny czynnik odpowiedzialny 

za podwyższone uwalnianie ATP, które wydaje się nie być kompensowane przez 

zwiększoną degradację ATP w szczelinie synaptycznej, ponieważ ekspresja głównych 

ATPaz: difosfohydrolazy trifosforanu nukleozydu 2 (Entpd2) i difosfohydrolazy 

trifosforanu nukleozydu 3 (Entpd3) nie uległa zmianie w mózgach zwierząt 

doświadczalnych (publikacja IV, ryc. 3 a-c). Natomiast ekspresja ekto-5'-nukleotydazy 

(Nt5e), która hydrolizuje zewnątrzkomórkowy AMP do adenozyny [182] była znacznie 

zmniejszona (publikacja IV, ryc. 3b, c). Jednocześnie wykazano brak zmian w poziomie 

mRNA deaminazy adenozynowej (Ada) (publikacja IV, ryc. 3 a-c), w związku z czym 

całkowity poziom adenozyny w płynie mózgowo-rdzeniowym szczurów VPA nie ulegał 

zmianie (publikacja IV, ryc. 1d). 

III. Zaburzenia przekaźnictwa purynergicznego są częściowo odpowiedzialne za

aktywację mikrogleju w mózgu młodych zwierząt VPA

Pobudzenie receptorów purynergicznych w przedklinicznym modelu ASD powoduje 

zwiększenie gęstości komórek mikrogleju oraz wzrost ekspresji cytokin: Tnfα i IL-6 w 

korze mózgowej (publikacja II, ryc. 9b, m, n). Badania morfologiczne również 

potwierdziły wpływ prenatalnej ekspozycji na VPA na aktywację mikrogleju, 

zaobserwowano powiększenie ciała komórkowego oraz zmniejszenie rozgałęzienia 

wypustek komórkowych (publikacja II, ryc. 9c, e-l). W zastosowanym modelu 

badawczym nie stwierdzono natomiast istotnych zmian wskazujących na aktywację 

astrocytów (publikacja II, ryc. 7). Wykazano, że pobudzenie receptorów P2 odgrywa 

istotną rolę w zwiększeniu liczby komórek mikrogleju oraz nadekspresji cytokin w korze 

mózgowej zwierząt w modelu VPA. (publikacja II, ryc. 9b, c, e-l). 
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IV. Deregulacja receptorów purynergicznych oraz aktywacja szlaku mTOR są

odpowiedzialne za zmiany synaptyczne obserwowane w ASD

Nadmierne pobudzenie receptorów purynergicznych w korze, hipokampie i móżdżku 

młodych zwierząt po prenatalnej ekspozycji na VPA prowadzi do aktywacji szlaku 

mTOR (publikacja IV, ryc. 4 a-f). Przeprowadzone badania wykazały, że kanoniczna 

ścieżka PI3K/Akt nie leży u podstaw tego zjawiska (publikacja IV, ryc. 6 a-f), natomiast 

zahamowanie aktywności AMPK może być odpowiedzialne za aktywację mTOR w korze 

mózgowej i hipokampie (publikacja IV, ryc. 5a, b, d, e). Uzyskane wyniki wykluczają 

udział obu w/w ścieżek w zależnej od receptorów P2 aktywacji mTOR w móżdżku 

(publikacja IV, ryc. 5c,f; ryc. 6d, f), a jako głównego potencjalnego aktywatora tego 

szlaku sugeruje się Il-6 (publikacja IV, ryc. dodatkowa 1).  

Badania prowadzone na mysim genetycznym modelu TSC wykazały, że nadmierna 

aktywacja mTOR prowadzi do zwiększenia masy i objętości mózgu (publikacja III, ryc. 

1 d-e) oraz wywołuje szereg zmian morfologicznych, w tym zaburzenia ultrastruktury 

synaps, obrzęk mitochondriów, czy rozwarstwienie osłonki mielinowej (publikacja III, 

tab. 3; ryc. 3-5). Ponadto, u zwierząt transgenicznych zaobserwowano zmiany poziomu 

kluczowych białek synaptycznych odpowiedzialnych za regulację procesu 

synaptogenezy oraz homeostazę pęcherzyków synaptycznych, takich jak synaptobrewina 

(VAMP1/2) i fosfo-synapsyna-1 (Ser62/67) [183–185] (publikacja III, ryc. 2; tab. 2). 

Istotną obserwacją w badaniach z wykorzystaniem modelu VPA jest to, że zmiany w 

ekspresji białek synaptycznych, które są modyfikowane przez zastosowanie antagonisty 

receptorów P2, dokładnie odpowiadają tym obserwowanym w modelu TSC (publikacja 

IV, ryc. 7e, g; ryc. 8b, d). Sugeruje to pośrednio udział szlaku mTOR w zmianach 

synaptycznych wywołanych przez deregulację sygnalizacji purynergicznej. 

V. Antagoniści receptorów P2 zapobiegają zmianom behawioralnym

obserwowanym w przedklinicznym zwierzęcym modelu ASD

W modelu VPA zaobserwowano występowanie zmian behawioralnych 

charakterystycznych dla ASD, zachowania repetytywne oraz zmniejszenie aktywności 

eksploracyjnej wskutek zwiększenia lęku (publikacja IV, ryc. 10a, d, h). Zastosowanie 

antagonistów receptorów P2, PPADS i isoPPADS zmniejszyło częstotliwość 

występowania zachowań stereotypowych (publikacja IV, ryc. 10a), obniżyło poziom 

lęku (publikacja IV, ryc. 10d) i normalizowało aktywność eksploracyjną (publikacja 

IV, ryc. 10h) zwierząt poddanych prenatalnej ekspozycji na VPA.  
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Podsumowując, prenatalna ekspozycja zwierząt na kwas walproinowy prowadzi do 

poważnych zaburzeń sygnalizacji purynergicznej, które zachodzą na różnych etapach 

rozwoju i obejmują zmiany ekspresji wybranych podtypów receptorów purynergicznych 

w neuronach i komórkach glejowych oraz reorganizację składu nukleotydów w płynie 

mózgowo-rdzeniowym. Deregulacja sygnalizacji purynergicznej jest w dużym stopniu 

odpowiedzialna za aktywację mikrogleju w korze mózgowej, zwiększenie aktywności 

szlaku kinazy mTOR, a w konsekwencji za zaburzenia struktury synaps, co prowadzi do 

pojawienia się objawów fenotypowych (behawioralnych) charakterystycznych dla ASD. 

Powyższe odkrycia stanowią solidną podstawę do dalszych badań mających na celu 

opracowanie nowoczesnych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na blokowanie 

przekaźnictwa purynergicznego w ASD. 
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9. Wnioski

I. Prenatalna ekspozycja na kwas walproinowy prowadzi do deregulacji sygnalizacji

purynergicznej na wczesnym etapie rozwoju embrionalnego, zarówno na

poziomie receptorów adenozynowych, kanałów jonowych P2X oraz receptorów

metabotropowych P2Y. Wzrost sygnalizacji zależnej od adenozyny oraz

zaburzenie homeostazy wapniowej wynikające z deregulacji receptorów dla

ATP/ADP w fazie formowania się połączeń synaptycznych może przyczyniać się

do wystąpienia nieprawidłowości neuroanatomicznych mózgu obserwowanych w

okresie postnatalnym.

II. U młodych zwierząt poddanych prenatalnej ekspozycji na kwas walproinowy w

wybranych strukturach mózgu dochodzi do zaburzenia ekspresji receptorów P2

oraz białek zaangażowanych w metabolizm zewnątrzkomórkowych nukleotydów.

Skutkuje to wzrostem poziomu ATP i jego metabolitów w płynie mózgowo-

rdzeniowym.

III. Deregulacja przekaźnictwa purynergicznego wywołana prenatalną ekspozycją na

kwas walproinowy powoduje aktywację mikrogleju, wzrost ekspresji cytokin

prozapalnych TNFα i IL-6 oraz aktywację ścieżki sygnalizacyjnej kinazy mTOR.

IV. Zwiększenie aktywności szlaku mTOR wywołuje zmiany anatomiczne i

morfologiczne w mózgu zwierząt w modelu TSC, a w szczególności zaburzenia

proteostazy białek synaptycznych i ultrastruktury synaps.

V. Wywołane nieprawidłowym funkcjonowaniem przekaźnictwa purynergicznego

zaburzenia synaptyczne są odpowiedzialne za występowanie zmian

behawioralnych typowych dla ASD, stereotypii zachowania, nadmiernej

lękliwości oraz zburzenia aktywności eksploracyjnej.
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Supplementary Figure 1. The effect of the purinergic receptors inhibition on the Il-6 and TNFα 

expression in the cerebellum of animals prenatally exposed to VPA. Data are expressed as a 

mean value ± SD for 4-5 independent experiments (N=4-5). *p < 0.05 versus control; #p < 0.05 

versus VPA as determined by one-way ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc comparison 

test. 
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