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1. Wykaz skrotow

3-CT - 3-chloro-I-tyrozyna

3-NT - 3-nitrotyrozyna

8-0x0-dG - 8-0kso-2'-deoksyguanozyna
Actb - B-aktyna

ADI-R - poprawiony wywiad do diagnozowania autyzmu, ang. Autism Diagnostic Interview —
Revised

ADOS-2 - protokét obserwacji do diagnozowania zaburzen ze spektrum autyzmu druga edycja, ang.
Autism Diagnostic Observation Schedule, Second Edition

ADP - adenozyno-5'-difosforan

AGM - ang. aorta-gonad mesonephros

APP - Amerykanska Akademia Pediatrii

ARE - element odpowiedzi antyoksydacyjnej, ang. antioxidant response element
Arg-1 - arginaza 1

ASD - zaburzenia ze spektrum autyzmu, ang. autism spectrum disorders
ATPaza - adenozynotrifosfataza

BBB - bariera krew-mozg, ang. blood-brain barrier

BOSA - ang. The Brief Observation of Symptoms of Autism

BSA - surowicza albumina bydleca, ang. bovine serum albumin

CAT - katalaza, ang. catalase

CD14 - ang. cluster of differentiation 14

CDC - ang. Center for Disease Control and Prevention

cDNA - komplementarne DNA, ang. complementary DNA

CHDS - ang. chromodomain helicase DNA-binding protein 8

CMV - wirus cytomegalii, ang. Cytomegalovirus

CoA - koenzym-A

CoQ - koenzym Q

COVID-19 - choroba powodowana przez wirus SARS-CoV-2, ang. coronavirus disease 2019
COX-2 - cyklooksygenaza-2

CSF1 - czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocytarnych, ang. colony-stimulating factor 1

Cyt ¢ - cytochrom ¢
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DAMPs - wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem, ang. damage-associated molecular
patterns

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

DC - komorki dendrytyczne, ang. dendritic cells

DCF - 2°,7’-dichlorofluoresceina

DCPIP - ang. 2,6-dichlorophenolindophenol

DHE - dihydroetydyna, ang. dihydroethidium

DMSO - dimetylosulfotlenek

Drpl - ang. dynamin-related protein 1

DSM-5 - ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — version 5
dsRNA - dwuniciowy kwas rybonukleinowy, ang. double-stranded ribonucleic acid
DTNB - kwas 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy), odczynnik Ellmana

DTT - ditiotreitol

DUOX1 - dioksygenaza 1, ang. dual oxidase 1

DYRKI1A - ang. dual-specificity tyrosine- (Y)-phosphorylation-regulated kinase 1A
EDTA - kwas wersenowy, ang. ethylenediaminetetraacetic acid

EKSMOoN - Elektroniczny Krajowy System Monitoringu Orzekania o Niepelnosprawnosci
FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy

Fisl - ang. mitochondrial fission protein 1

FMR1 - ang. fragile X mental retardation 1

FXS - zespot tamliwego chromosomu X, ang. fragile X syndrome

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

GDAP1 - ang. ganglioside induced differentiation associated protein 1
GDP - difosforan guanozyny

GH - hormon wzrostu, ang. growth hormone

gp130 - glikoproteina 130

GPxs - peroksydazy glutationowe, ang. glutathione peroxidases

GR - reduktaza glutationowa, ang. glutathione reductase

GSH - forma zredukowana glutationu

GSSG - forma utleniona, disulfid glutationu, ang. GSH disulfide
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GTP - trifosforan guanozyny

GTPaza - hydrolaza GTP

H,DCF - —2°,7°-dichlorodihydrofluoresceina
H,DCF-DA - dioctan 2°,7’-dichlorodihydrofluoresceiny
H-0. - nadtlenek wodoru

HE - 2-hydroksyetydyna

HEPES - kwas hydroksyetylopiperazynoetanosulfonowy, ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid

HRP - peroksydaza chrzanowa, ang. horseraddish peroxidase

ICD-11 - Migdzynarodowa Statystyczna Klasyfikacja Chordb i Problemoéw Zdrowotnych, ang.
International Classification of Diseases — version 11

IFN - interferon

IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu 1, ang. insulin-like growth factor 1
IL - interleukina

IL-1Ra - antagonista receptora dla IL-1, ang. IL-1 receptor antagonist

IL-6R - receptor dla IL-6, ang. Interleukin 6 receptor

IMM - wewnetrzna btona mitochondrialna, ang. inner-mitochondrial membrane
ITC - ang. Infant Toddler Checklist

JAK - kinazy janusowe, ang. Janus kinase

JC-1 - jodek 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1°,3,3’-tetraetylobenzimidazokarbocyjaniny
Keapl - ang. kelch like ECH associated protein 1

KO - unieczynnienie genu, ang. knock-out

LBP - ang. LPS-binding protein

LC3 - ang. microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3

LIF - czynnik hamujacy biataczke, ang. leukemia inhibitory factor

L-Opal - forma dtuga Opal, ang. long-Opal

LOX - lipoksygenaza

LPS - lipopolisacharyd

Maf - ang. musculoaponeurotic fibrosarcoma

MAO - monoaminooksydaza

MAPK - kinazy aktywowane mitogenami, ang. mitogen-activated protein kinases
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M-CHAT - ang. Modified Checklist for Autism in Toddlers

MD - choroby mitochondrialne, ang. classic mitochondrial disease

MD-2 - ang. myeloid differentiation factor 2

MDA - dialdehyd malonowy, ang. malondialdehyde

MES - kwas 2-(N-morfolino)-etanosulfonowy

Mff - ang. mitochondrial fission factor

Mfnl - mitofuzyna 1

Mfn2 - mitofuzyna 2

MIA - aktywacja uktadu odpornosciowego matki, ang. maternal immune activation
MOC - ang. Mander's overlap coefficient

MPO - mieloperoksydaza

MRNA - matrycowy RNA, ang. messenger RNA

MtDNA - mitochondrialny DNA

mTOR - ssaczy cel rapamycyny, ang. mammalian target of rapamycin kinase
MyD88 - ang. myeloid differentiation primary response 88

NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NDS - surowica osla, ang. Normal Donkey Serum

NF-«B - jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B, ang. the nuclear factor kappa B

NLRP3 - bialko NOD-podobne 3, zawierajace domene pirynowa, ang. NOD-like receptor family,
pyrin domain containing 3

NO - tlenek azotu
NOS - syntaza tlenku azotu
NOX - oksydaza NADPH
NRF1 i NRF2 - ang. nuclear respiratory factor 1i 2
Nrf2 - ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2
NSC - neuronalne komorki macierzyste, ang. neural stem cells
O™ - anionorodnik ponadtlenkowy
OMM - zewnetrzna btona mitochondrialna, ang. outer-mitochondrial membrane
ONOO™ - nadtlenoazotyn
Opal - ang. optic atrophy 1
OUN - o$rodkowy uktad nerwowy
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PAMPs - molekularne wzorce zwigzane z patogenami, ang. pathogen-associated molecular patterns
PARL - ang. presenilin-associated rhomboid-like protein

PBMCs - jednojadrzaste komorki krwi obwodowej, ang. peripheral blood mononuclear cells

PBS - buforowany roztwor soli fizjologicznej, ang. phosphate-buffered saline

PGCla - koaktywator-1a receptora y aktywowanego przez proliferatory peroksysomow, ang. the
peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1o

PINK1 - ang. PTEN-induced kinase 1

poli(l:C) - kwas poliinozynowy-policytydylowy, ang. polyinosinic:polycytidylic acid

PPA - kwas propionowy, ang. propionic acid

PRR - receptory rozpoznajace wzorce, ang. pattern recognition receptors

gRT-PCR - tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym, ang. quantitative real-time PCR
R.T. - temperatura pokojowa, ang. room temperature

RFA - reaktywne formy azotu

RFT - reaktywne formy tlenu

RORyt - jadrowy receptor sierocy, ang. retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma t
SB - bufor obcigzajacy, ang. Sample Buffer Laemmli

SCN2A - ang. sodium voltage-gated channel alpha subunit 2

SDS- laurylosiarczan sodu, ang. sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE - rozdziat elektroforetyczny biatek, ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis

-SH - grupy sulfhydrylowe

sIL-6R - rozpuszczalna forma IL-6R, ang. soluble IL-6R

SIO - System Informacji Oswiatowej

SODs - dysmutazy ponadtlenkowe, ang. superoxide dismutases

S-Opal - forma krotka Opal, ang. short-Opal

STAT - ang. Screening Tool for Autism in Two-Year-Olds

STATS3 - ang. signal tranducer and activator of transcription 3

TBS-T - ang. tris buffered saline with tween

TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy

Tfam - transkrypcyjny czynnik mitochondrialny A, ang. mitochondrial transcription factor A

TGFp - transformujacy czynnik wzrostu B, ang. transforming growth factor 8
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TLR - ang. toll-like receptor

TNFRL1 - receptor dla TNF-a

TNF-a - czynnik martwicy nowotwordw, ang. tumor necrosis factor a
TRIF - ang. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f
TrxR - reduktaza tioredoksyny ang. thioredoxin reductase

TSC - stwardnienie guzowate, ang. tuberous sclerosis complex

UCP - biatka rozprzggajace, ang. uncoupling proteins

UNK - maciczne komorki NK, ang. uterine natural killer

USV - wokalizacje ultradzwickowe, ang. ultrasonic vocalizations
VPA - kwas walproinowy, ang. valproic acid

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia, ang. World Health Organization
WR - odczynnik reakcyjny, ang. working reagent

AY¥Ym — potencjat mitochondrialny

*OH - rodnik hydroksylowy

10, - tlen singletowy
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2. Streszczenie w jezyku polskim

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. autism spectrum disorders, ASD) to réznorodna
grupa zaburzen o podlozu neurorozwojowym, charakteryzujgcych si¢ trudnosciami w
nawigzywaniu relacji spotecznych i komunikacji spolecznej, jak réwniez obecnoscia
sztywnych, stereotypowych wzorcéw zachowan. ASD dotyka okoto 1% populacji
dziecigcej na $wiecie, a ilo$¢ diagnozowanych przypadkéw stale rosnie. Badania ostatnich
lat przyczynity si¢ do sformulowania obecnie dominujacej teorii, iz wystgpienie ASD u
dziecka jest wynikiem potaczenia podatnosci genetycznej pacjenta i wplywu czynnikow
srodowiskowych. Wsrod tych ostatnich duzy nacisk kladzie si¢ na stres prenatalny, a w
szczegolnosci stres wywotany aktywacja ukladu odpornosciowego matki w cigzy (ang.
maternal immune activation, MIA). Badania epidemiologiczne wykazaly powigzanie
miedzy infekcja matki w trakcie cigzy a zwigkszonym ryzykiem wystapienia chorob
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) o podtozu neurorozwojowym u potomstwa, w tym
ASD. Wykazano takze, iz zwierzgta prenatalnie poddane dziataniu MIA wykazuja ASD-
podobne zaburzenia behawioralne. Do chwili obecnej nie istniejg jednak kompleksowe
badania dotyczace stanu mitochondriow w mozgu potomstwa MIA, cho¢ zaburzenia
mitochondrialne sg coraz cze$ciej diagnozowane u pacjentow z autyzmem. Majac na
uwadze powyzsze, a takze kluczowe znaczenie wydajnosci mitochondridow dla
prawidlowego funkcjonowania mézgu nie tylko w Zyciu ptodowym, ale i w pdzZniejszych
etapach rozwoju, celem badan byta weryfikacja hipotezy, iz w zaburzeniach ze spektrum
autyzmu wywotanych aktywacja ukladu odpornosciowego matki we wczesnej cigzy
dochodzi do nieprawidtowosci w funkcjonowaniu mitochondriow i zaburzen metabolizmu
energetycznego w mozgu. W niniejszej pracy wykorzystano model MIA indukowany
podaniem lipopolisacharydu (LPS, 100 ug/kg m.c) cigzarnej samicy stada Wistar w 9,5 dniu
cigzy. Badania prowadzono na mozgach potomstwa w oparciu o metody
immunochemiczne, luminescencyjne, spektrofotometryczne, spektrofluorymetryczne oraz
mikroskopowe. Analizowano réwniez typowe dla autyzmu zaburzenia zachowan stosujac
odpowiednie testy behawioralne.

Wykazano i1z podanie LPS wywotuje aktywacje uktadu opornosciowego matki
1 pojawienie si¢ typowych objawow odpowiedzi na infekcje bakteryjna, a takze zwigkszenie
ekspresji genow dla cytokin prozapalnych (l11b, 116, Ifng oraz Tnf), aktywacj¢ oksydazy
NADPH (NOX) i wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) w tkance ptodowe;.
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Ponadto, juz na tym etapie rozwoju zaobserwowano spadek mitochondrialnego potencjatu
btonowego oraz obnizony poziom mitochondrialnego ATP, co wskazuje na zmiany w
funkcjonowaniu mitochondriow. Testy behawioralne przeprowadzone na réznych etapach
zycia zwierzat potomnych prenatalnie narazonych na dziatanie MIA wykazaly réznorakie
ASD-podobne zaburzenia zachowan. Oseski w 10-11 dniu Zzycia wykazywatly pierwsze
zaburzenia zachowan spotecznych, wyrazone zmniejszong liczbg wokalizacji w sytuacji
stresowej (izolacja od matki). W 15 dniu zycia zaobserwowano zmniejszone
zainteresowanie zapachem gniazda, co réwniez nalezy do zaburzen spotecznych. Cho¢ nie
zaobserwowano zachowan stereotypowych czy lekowych u starszych zwierzat, wykazano
1z zwierzgta na pograniczu dorostosci (50 dzien zycia) wykazuja zaburzenia spoleczne, to
jest zmniejszong towarzyskos$¢ oraz niskie zainteresowanie nowoscig spoleczng.

W mozgu oseskow po prenatalnej aktywacji uktadu odpornosciowego dochodzi do
wzrostu ekspresji wybranych cytokin prozapalnych takich jak I11b i Ifng, co moze
promowac¢ rozw0j reakcji zapalnej. Jednoczes$nie wzrasta aktywno$¢ oksydazy NADPH 1
poziomu RFT. Wraz ze wzrostem poziomu wolnych rodnikéw uruchamiane s3 mechanizmy
antyoksydacyjne, zwicksza si¢ poziom czynnika transkrypcyjnego Nrf2, ktory stanowi
jeden z kluczowych elementéw odpowiedzi komorki na stres oksydacyjny oraz wzrasta
ekspresja dwoch podlegtych mu gendéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne, peroksydaze
glutationowa oraz katalaz¢. Dochodzi rowniez do obnizenia potencjalu blony
mitochondrialnej oraz spadku produkcji ATP, jednak taficuch transportu elektronow
funkcjonuje prawidtowo. Pomimo zaburzonego potencjalu btony mitochondrialnej nie
zaobserwowano zmian ilo$ci mitochondriow oraz aktywacji mitofagii zaleznej od PINKI i
parkiny, co sugeruje zwigkszenie puli dysfunkcyjnych organelli w stosunku do ich
catkowitej ilosci. Wzrost ekspresji gendw kodujacych biatka fuzji 1 fragmentacji, a takze
biogenezy mitochondriéw moze by¢ mechanizmem kompensacyjnym w odpowiedzi na
stres komorkowy.

Zmiany w mozgu potomstwa na dalszych etapach rozwoju sg bardziej spektakularne niz
te obserwowane u oseskow. W korze mozgu mtodego potomstwa z grupy MIA wykazano
wzrost ekspresji 116 i Tnf, a takze gendéw kodujacych cyklooksygenaze 2 (COX-2) i
lipoksygenaze 12-LOX, odpowiednio Ptgs2 i Alox12, czemu towarzyszyla aktywacja
mikrogleju. Takiego efektu nie zaobserwowano w hipokampie, co wskazuje na mniejsza
wrazliwo$¢ tej struktury mézgu na MIA. Stanowi zapalnemu w mozgu towarzyszyt stres

oksydacyjny. W obu strukturach zaobserwowano podwyzszony poziom RFT, cho¢ tylko w
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hipokampie dochodzito do aktywacji NOX. Wykazano takze =zaburzenia sytemu
antyoksydacyjnego, jako iz w obu strukturach doszto do obnizenia stosunku GSH/GSSG,
dodatkowo w hipokampie wykazano obnizenie poziomu Nrf2 i ekspresji Sodl i Sod2.
Mitochondria na tym etapie rozwoju s3 powaznie uszkodzone w wielu ich aspektach
dziatania, a zmiany sg zalezne od struktury mozgu. W korze mézgu doszto do obnizenia
ekspresji oraz aktywnosci trzech komplekséw mitochondrialnych (CI (mt-Nd1), CHI (mt-
Cyb) oraz CIV(mt-Col)), a w hipokampie obnizona byta ekspresja dla podjednostek CI (mt-
Nd1) i CIV(mt-Col), podczas gdy obnizong aktywno$¢ wykazywaty kompleksy CI i CIII.
Ponadto wykazano spadek mitochondrialnego potencjatu blonowego oraz obnizony poziom
mitochondrialnego ATP. Dodatkowo w korze mézgu wykazano zwickszong fragmentacje
mitochondriow, przy braku aktywacji mitofagii zaleznej od PINKI1 i parkiny w obu
strukturach mozgu. Poziom ekspresji gendw zwigzanych z biogeneza, Ppargcl, Nrfl i Tfam
w korze mozgu, oraz Tfam w hipokampie byly obnizone, czemu towarzyszyt spadek
aktywno$ci syntazy cytrynianowej, markera ilosci mitochondriow, co sugeruje obnizenie
ilosci mitochondriéw przy jednoczesnym braku usuwania uszkodzonych organelli. Analiza
z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego wykazata liczne zmiany
ultrastrukturalne mitochondriow w moézgu mlodych zwierzat z grupy MIA.
Zaobserwowano organella o zatartej strukturze grzebieni oraz btony mitochondrialnej.
Wykazano rowniez mitochondria wykazujace cechy obrzeku.

Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja, ze aktywacja uktadu odpornosciowego
matki w cigzy zaburza funkcjonowanie i ultrastrukture mitochondridow w mézgu potomstwa
W sposob zalezny od etapu rozwoju i struktury mozgu. Cho¢ badania wymagaja
niewatpliwie kontynuacji 1 rozszerzenia, to dowodza, ze mitochondria mogg byc¢
potencjalnym celem dla nowych metod terapii autyzmu wywotanego infekcja matki na

wczesnych etapach ciazy.

19



3. Streszczenie w jezyku angielskim

Autism spectrum disorders (ASD) are a diverse group of neurodevelopmental disorders,
characterized by difficulties in social interaction and communication, as well as restrictive
and repetitive behaviors. It is estimated that about 1% of children worldwide has ASD, and
the amount of newly diagnosed cases rises yearly. Based on research obtained in the last
few years, a theory has been formed, that ASD occurs as a result of influence of both genetic
and environmental factors, including prenatal stress, such as maternal immune activation
(MIA) during pregnancy. Epidemiological studies reveled a connection between maternal
infection during pregnancy and increased risk of neurodevelopmental disorders, including
ASD, in the progeny. It was also established that animal prenatally exposed to MIA show
ASD-like behaviors later in life. Up until now, no research would focus of mitochondrial
functioning in the brain of MIA offspring, even though mitochondrial dysfunction has been
diagnosed in ASD patients. With all that in mind, and because efficient mitochondria are
crucial for proper brain functioning not only prenatally, but throughout the lifespan, the aim
of this research was to test the hypothesis that mitochondrial dysfunction and energy
metabolism disturbance occur in ASD caused by maternal immune activation. In this
research, animal model of MIA was induced by injection of lipopolysaccharide (LPS, 100
ug/kg b.w.) to pregnant Wistar rat at day 9.5 of pregnancy. Experiments were conducted on
brains of the progeny, using immunochemical, luminescent, spectrophotometric,
spectrofluorimetric and microscopic methods. ASD-like behavioral changes were also
analyzed by proper behavioral tests.

Is was showed that LPS injection causes activation of the maternal immune system and
occurrence of symptoms typical for bacterial infection, as well as increase in expression of
genes for proinflammatory cytokines (l11b, 116, 1fng and Tnf), NADPH oxidase activation
and increase in reactive oxygen species (ROS) in fetal tissue. Moreover, already at this time
point decreased mitochondrial membrane potential and ATP levels were observed, what
indicates changes in mitochondrial functioning. Behavioral tests, performed at different
points in offspring life reveled different, ASD-like changes in behavior. Infants at 10-11
postnatal day showed first signs of disturbed social behavior, as they vocalized less when
isolated form mother and siblings, than their control counterparts. At postnatal day 15, MIA
offspring showed less interest in home odor, in odor recognition test, what also suggests

social behavior disturbance. Even though no stereotypical or anxiety behaviors were
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observed, young adults (postnatal day 50) showed changes in social behavior, decreased
sociability and decreased interest in social novelty.

There were signs of inflammation in the brain of infants prenatally exposed to MIA, as
I11b and Ifng expression was increased. At the same time, increased activity of NADPH
oxidase and high levels of ROS were observed. It was accompanied by activation of
antioxidative system, increased levels of Nrf2 and increased expression of Gpx and Cat
genes. Additionally, decreased mitochondrial membrane potential and ATP levels were
observed, even though there were no changes in activity or expression of mitochondrial
electron transport chain. Moreover, despite observed changes in mitochondrial membrane
potential, there was no difference in mitochondria content or levels of proteins involved in
PINK1/parkin-dependent mitophagy. In suggest that there in a growing pool of
dysfunctional mitochondria among healthy organelles. Finally, increased expression of
genes for fission and fusion proteins, as well as for mitochondrial biogenesis, suggests some
compensation mechanism, in response to cellular stress.

Changes observed later in life were more profound than in infancy. Increased expression
of 116, Tnf, Ptgs2 and Alox12 was demonstrated in cerebral cortex of MIA animals, which
was accompanied by microglia activation. Such effect was not observed in hippocampus,
which seems to be less sensitive to MIA influence. In both structures inflammation was
accompanied by signs of oxidative stress, including increased ROS levels, and decreased
GSH/GSSG ratio. However, only in hippocampus high activity of NADPH oxidase was
observed. Moreover, decreased levels of Nrf2 and expression of Sodl and Sod2 were
demonstrated in this structure. It seems that mitochondria are disturbed at this time point in
a structure-dependent matter. In cerebral cortex both expression and activity of three
mitochondrial complexes (Cl (mt-Nd1), ClIl (mt-Cyb) and CIV(mt-Col)) were decreased,
whereas in hippocampus CI (mt-Nd1) and CIV(mt-Col) showed decreased expression,
while activity of CI and CIlIl was decreased. Moreover, it was demonstrated that
mitochondrial membrane potential and ATP levels decreased in both structures, and in
cerebral cortex fragmentation was increased, with no change in mitophagy. Expression
levels of genes connected with biogenesis Ppargcl, Nrfl and Tfam were lower than in
controls in cerebral cortex, Tfam expression was lower in hippocampus. In both structures
it was accompanied by decreased activity of citrate synthase, marker of mitochondria

content. Finally, analysis with transmission electron microscopy revealed many changes in
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mitochondrial ultrastructure, including blurred cristae and mitochondrial membrane, and
signs of mitochondrial swelling, in both structures.

To conclude, obtained results indicate that activation of the maternal immune system
during pregnancy causes disturbance in mitochondrial functioning and ultrastructure in
brain of the offspring, in an age-dependent and structure-dependent manner. Even though
more research is required, it seems that mitochondria are good target for potential
therapeutical intervention in ASD induced by maternal immune activation during

pregnancy.
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3)

Innowacyjnos¢ rozprawy

Po raz pierwszy wykazano, ze aktywacja uktadu odpornosciowego matki w cigzy
zaburza funkcjonowanie mitochondriow w moézgu potomstwa w sposob zalezny od

etapu rozwoju i struktury moézgu.

Udokumentowano aktywacje¢ oksydazy NADPH i zwigkszong produkcje anionorodnika
ponadtlenkowego w zyciu ptodowym, co moze prowadzi¢ do nieprawidlowosci w

funkcjonowaniu mitochondriéw na tym etapie rozwoju potomstwa.

Po raz pierwszy udokumentowano uszkodzenia ultrastruktury mitochondriéw w moézgu

wywolane prenatalng ekspozycja na pobudzenie uktadu odpornosciowego matki.
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7. Wstep

7.1. Zaburzenia ze spektrum autyzmu

7.1.1. Obraz kliniczny zaburzen ze spektrum autyzmu

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. autism spectrum disorders, ASD) nalezg do
grupy catosciowych zaburzen rozwoju i charakteryzuja si¢ trudnosciami w interakcjach
spotecznych, nieprawidtowosciami w komunikacji werbalnej 1 niewerbalnej oraz
obecno$cig  sztywnych, stereotypowych wzorcow zachowanh 1 zainteresowan,
uposledzajacych wszystkie aspekty zycia [American Psychiatric Association, 2013].
Deficyty w zakresie interakcji spotecznych i komunikacji obejmuja trudnosci
W nawigzywaniu i utrzymywaniu relacji z innymi ludzmi, u dzieci ze spektrum autyzmu
obserwuje si¢ brak zabawy symbolicznej, problemy w zawieraniu przyjazni z rowiesnikami
lub catkowity brak zainteresowania innymi dzie¢mi. Zaburzenia komunikacji niewerbalne;j
to przede wszystkim brak utrzymywania kontaktu wzrokowego oraz problemy
z odczytywaniem mowy ciala i gestow. Sztywne wzorce zachowan obejmujg stereotypie
ruchowe lub stowne, np. szeregowanie przedmiotow, rytmiczne, mimowolne ruchy, zdania
wypowiadane zawsze w ten sam sposob. Pacjenci z ASD bardzo czgsto przejawiajg rdwniez
silne przywiazanie do konkretnych obiektow, dlugotrwale i glgbokie zainteresowanie
specyficznym tematem lub waska dziedzing wiedzy. Moga pojawiac si¢ takze nietypowe
reakcje na bodzce, nadmierna lub niedostateczna wrazliwo$¢ na bodzce zmystowe, np.
nadwrazliwos$¢ na dzwiek czy dotyk lub obojetnos¢ wobec bolu czy tez zmian temperatury
[Lord et al., 2018; Hodges et al., 2020; Lord et al., 2020]. Pierwsze objawy zaburzen
charakterystycznych dla ASD pojawiajg si¢ najczesciej juz w okresie wczesnego
dziecinstwa. Sredni wiek otrzymania diagnozy autyzmu dziecigcego (F84.0 wg. ICD-10) to
3-5 lat [van 't Hof et al., 2021], ale rodzice najczesciej zaczynajg wyraza¢ zaniepokojenie
obserwowanymi objawami w okolicach 2 roku zycia dziecka [Zuckerman et al., 2015].
Wczesna diagnoza 1 wdrozenie prawidlowej terapii wigze si¢ z ulatwionym
funkcjonowaniem spotecznym w pozniejszym zyciu [Rynkiewicz & Kulik, 2013]. Nalezy
jednak podkresli¢, iz osoby w spektrum autyzmu mogg prezentowac bardzo réoznorodny typ
oraz nasilenie objawow, co moze wigzac si¢ z utrudnieniami w diagnostyce. Pacjenci z ASD
sa bardzo zrdznicowani, od niemal niezauwazalnych objawow do niepelnosprawnosci

intelektualne;j, ktora dotyczy 30-50% pacjentow.

28



7.1.2. Diagnostyka i klasyfikacja zaburzen ze spektrum autyzmu

Do najczeséciej stosowanych narzgdzi w procesie diagnostycznym ASD nalezg
poprawiony wywiad do diagnozowania autyzmu ADI-R (ang. Autism Diagnostic Interview
— Revised, ADI-R) oraz protokdt obserwacji do diagnozowania zaburzen ze spektrum
autyzmu ADOS-2 (ang. Autism Diagnostic Observation Schedule, Second Edition)
[Rynkiewicz et al., 2018]. Protokot ADOS-2 uwzglednia obserwacje osoby badanej
W czasie rzeczywistym, co pozwala na ocen¢ objawow ASD-typowych, skupiajac si¢ na
komunikacji, interakcji spolecznej, sztywnych i stereotypowych wzorcach zachowan, oraz
zachowaniach zwigzanych z zabawa. ADOS-2 moze by¢ wykonywany przez lekarzy,
psychologéw, logopedéw czy pedagogow po ukonczonym specjalistycznym szkoleniu.
Wykorzystuje si¢ go do diagnostyki dzieci od 12 miesigca zycia oraz u dorostych
[Chojnicka & Pisula, 2017]. ADI-R pozwala na ocen¢ diagnostyczng dzieci, mtodziezy oraz
dorostych. Opiera si¢ na przeprowadzanym przez diagnost¢ wywiadzie
z rodzicami/opiekunami, a pytania dotycza zardwno przebiegu rozwoju jak i biezacych
zachowan osoby diagnozowanej, a wiec krokéw milowych, nabywania i utraty
umiejetnosci, zdolno$ci zwigzanych z mowa i komunikacja, rozwojem spolecznym,
wzorcOw zabaw, zainteresowan osoby badanej, a takze wystgpowania zachowan
agresywnych (w tym autoagresji) 1 innych. Otrzymane informacje pozwalajg nie tylko na
diagnozg¢ ASD, ale rowniez na dobranie odpowiedniej terapii do indywidulanych potrzeb
pacjenta [Chojnicka & Ploski, 2012]. W ostatnich latach, w zwigzku z utrudnieniami
w diagnostyce wynikajacymi z pandemii COVID-19 (ang. coronavirus disease 2019),
zaproponowano nowe narzedzie diagnostyczne oparte na ADOS-2, ale pozwalajace na
ocene osoby badanej przez diagnoste z uzyciem transmisji wideo lub nagrania - BOSA (ang.
The Brief Observation of Symptoms of Autism). To obiecujace narz¢dzie pozwala na
wystawienie diagnozy pacjentom nawet w mocno utrudnionych warunkach
diagnostycznych, 1 wydaje si¢, iz moze pozosta¢ w uzyciu nawet po ustgpieniu utrudnien
zwigzanych z pandemia [Dow et al., 2022]. W koncu, coraz wigkszy nacisk ktadzie si¢ na
wczesne rozpoznawanie ASD u dzieci. Amerykanska Akademia Pediatrii (APP) zaleca
prowadzenie badan przesiewowych podczas wizyt kontrolnych w 18-24 miesiacu zycia
dziecka, by zwigkszy¢ wykrywalno$¢ ASD u tej grupy wiekowej. Ma to duze znaczenie,
zwazywszy na fakt, iz wczesna interwencja terapeutyczna wigze si¢ z osigganiem lepszych
rezultatow 1 podniesieniem komfortu zycia zaréwno dziecka, jak i catej rodziny. Wsrod

narzedzi diagnostycznych dostgpnych w warunkach amerykanskich, dla dzieci ponizej 3
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roku zycia, wymienia si¢ M-CHAT (ang. Modified Checklist for Autism in Toddlers), ITC
(ang. Infant Toddler Checklist), STAT (ang. Screening Tool for Autism in Two-Year-Olds)
czy Autism Observation Scale for Infants [Zwaigenbaum et al., 2009]. Warto jednak
podkresli¢, iz diagnostyka ASD u dzieci ponizej 3 roku zycia jest w Polsce znacznie mniej
popularna niz w USA, a przeniesienie proponowanych badan przesiewowych na poziom
praktyki Klinicznej jest bardzo trudne.

W $wiatowej psychiatrii obowigzuja dwie klasyfikacje diagnostyczne pozwalajace na
rozpoznanie ASD: DSM-5 (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders —
version 5) sporzadzona przez Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne oraz
Migdzynarodowa Statystyczna Klasyfikacja Chordb i Probleméw Zdrowotnych ICD-11
(ang. International Classification of Diseases — version 11) sporzadzona przez Swiatowa
Organizacj¢ Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO). W Polsce, od 1 stycznia
2022 roku obowigzuje ICD-11, jednak w praktyce klinicznej nadal korzysta si¢ gldwnie ze
starszej ICD-10, gdzie istnieje podziat na: autyzm dziecigcy (F84.0), autyzm atypowy
(F84.1), zespot Aspergera (F84.5) czy inne dziecigce zaburzenia dezintegracyjne (F84.3)
[Chojnicka & Ptoski, 2012]. W nowym ICD-11 zrezygnowano z wczesniejszych kategorii,
a ASD (6A02) opisano w 7 roznych wariantach, uwzgledniajac poziom procesow
poznawczych, gldéwnie intelektu (obecnos¢ uposledzenia rozwoju intelektualnego) i jezyka
(obecnos¢ uposledzenia funkcjonalnego jezyka) [Jastrzgbowska, 2020]. DSM-5 jako
pierwsze scalito wszystkie jednostki diagnostyczne w ASD, podkreslajac jednoczesnie
istnienie podgrup w populacji ASD charakteryzujacych si¢ trzema poziomami zaleznosci
od wsparcia (L1 - wymagajacy wsparcia, L2 - wymagajacy znacznego wsparcia, L3 -

wymagajacy bardzo znacznego wsparcia) [Rynkiewicz & Kulik, 2013].

7.1.3. Epidemiologia zaburzen ze spektrum autyzmu

Aktualne dane epidemiologiczne wskazuja na rosngcy trend wystepowania ASD.
Szacuje si¢ iz czestos¢ wystepowania autyzmu wsrod dzieci miesci si¢ w zakresie od
0,19/1000 do 18,6/1000 w zaleznos$ci od dobranych kryteriow diagnostycznych [Elsabbagh
et al., 2012; Chiarotti & Venerosi, 2020]. Co istotne, liczba 0s6b z diagnoza spektrum
autyzmu znacznie wzrosta na przestrzeni ostatnich lat [Rice et al., 2007; Maenner et al.,
2020] (Rycina 1).
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Rycina 1. Wzrost diagnozowanych przypadkéw autyzmu ws$réd oSmiolatkow w Stanach
Zjednoczonych Ameryki. Dane pochodza z Centrum Kontroli i Prewencji Chorob (Center for Disease
Control and Prevention, CDC). Wyniki badan publikowane sg co 2 lata, w badaniu bierze udziat 11 z 50

stanow USA. Na podstawie https://tacanow.org/press-release/autism-prevalence-is-now-1-in-36/

Na chwilg obecng nie ma dokladnych danych pozwalajacych okresli¢ ilos¢ osob z ASD
w Polsce. Zauwazalny jest jednak wzrost liczby diagnozowanych przypadkéw. Dane
dostgpne w Systemie Informacji Oswiatowej (SIO) pokazuja, iz w latach szkolnych
2016/17-2018/19 liczba ucznidow, ktorzy otrzymali diagnoze ASD zwigkszata si¢ co rok
o0 okoto 20%. W roku szkolnym 2018/19 prawie 55 tys. dzieci z diagnoza ASD korzystato
z ksztalcenia specjalnego, oznacza to 1 na 115 uczniow (0,87%). Dane Elektronicznego
Krajowego Systemu Monitoringu Orzekania o Niepetnosprawnosci (EKSMOoN)
wskazuja, iz wsrod osob niepelnosprawnych do lat 16, ktore otrzymaly orzeczenie
cato$ciowych zaburzen rozwojowych wydane w latach 2010-19, okoto 20% (44 302) to
osoby z ASD, z czego 7 917 to dzieci do 3 roku zycia, 15 968 to dzieci w wieku 4-7 lat,
a 20 417 to dzieci od 8 do 16 lat [Walendzik & Nowak, 2021]. Nalezy jednak pamigtaé iz
nie wszystkie dzieci z ASD posiadajg orzeczenie o niepelnosprawnosci, oraz przytoczone
dane nie uwzgledniaja osob dorostych, dlatego faktyczna liczba ludzi w Polsce dotknigtych
tym zaburzeniem nie jest do konca znana. Nie wiadomo, co stoi za niepokojacym wzrostem
przypadkow autyzmu wsrod dzieci. Mozliwe iz obserwowany jest faktyczny wzrost ilosci
przypadkow, cho¢ zwigkszenie ilosci stawianych diagnoz moze réwniez wigzaé si¢ ze
wzmozong $wiadomos$cig spoteczng oraz ze zmianami w kryteriach diagnostycznych.

Warto rowniez wspomnieé, ze mimo iz ASD diagnozowane jest we wszystkich grupach

31



etnicznych 1 socjoekonomicznych, uderza znaczna nierdownos¢ miedzy ptciami, szacuje sie,
iz u chtopcow ASD wystepuje czterokrotnie czeSciej niz u dziewczat [Maenner et al.,
2020]. Jednakze pojawiaja si¢ doniesienia, sugerujace iz ta powszechnie przyjeta proporcja
jest zaburzona. Obecnie wskazuje si¢ na istnienie tak zwanego kobiecego fenotypu
autyzmu, ktory manifestuje si¢ w sposob odbiegajacy od ,klasycznego”, meskiego
fenotypu, co utrudnia wlasciwg diagnoze [Young et al., 2018]. Cechg kobiecego fenotypu
ASD jest tak zwane ,,maskowanie”. Hipoteza maskowania proponuje, iz kobiety z ASD sa
w stanie w duzo wigkszym stopniu niz mezczyzni nasladowaé spotecznie akceptowane
zachowania. Pozwala im to na skuteczne funkcjonowanie w spoteczenstwie, co okupione
jest jednak wyczerpaniem, stresem oraz stanami lgkowymi [Tubio-Fungueirifio et al.,

2021].

7.1.4. Etiologia zaburzen ze spektrum autyzmu

Etiologia autyzmu nie zostata do konca okreslona, jest to zaburzenie uwarunkowane
wieloczynnikowo. Role w rozwoju ASD odgrywaja zaréwno mechanizmy genetyczne, jak
i czynniki srodowiskowe oraz interakcje pomiedzy nimi [Lyall et al., 2017]. Badania
z udzialem bliznigt wykazaly czestsze wspotwystepowanie autyzmu u  blizniat
monozygotycznych niz u dwuzygotycznych, co wskazuje na silne podtoze genetyczne
[Tick et al., 2016]. Najwazniejsze mutacje powigzane z ryzykiem wystapienia ASD to
mutacje w genach TSCL/TSC2 oraz FMR1. Mutacje w jednym z dwoch genéw TSC sa
przyczyna stwardnienia guzowatego (ang. tuberous sclerosis complex, TSC) i prowadza
do nadmiernej aktywacji kinazy mTOR (ssaczy cel rapamycyny, ang. mammalian target
of rapamycin kinase), powodujac niekontrolowang proliferacje, roznicowanie oraz
migracje¢ komorek, czego konsekwencja jest powstawanie guzéw (hamartoma) na skorze,
w mozgu, nerkach, sercu, siatkowce oka czy ptucach. ASD diagnozuje si¢ u okoto 45%
chorych na TSC [Specchio et al., 2020]. Z kolei zesp6t tamliwego chromosomu X (ang.
fragile X syndrome, FXS), zwigzany z genem FMRL1 (ang. fragile X mental retardation 1)
znajdujacym si¢ na chromosomie X, jest choroba zwigzang z zaburzeniem dojrzewania
i plastycznos$ci synaptycznej [Niu et al., 2017]. Okoto 50% mezczyzn i 20% kobiet z FXS
spelnia kryteria diagnostyczne dla ASD, natomiast wsrod osob z diagnoza ASD, ok. 3% to
chorzy z FXS [Fyke & Velinov, 2021]. Badania ostatnich lat wskazuja réwniez na
znaczenie mutacji w genach CHD8 (ang. chromodomain helicase DNA-binding protein 8,

koduje biatko biorace udziat w regulacji cyklu komérkowego) [Weissberg & Elliott, 2021],
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DYRK1A (ang. dual-specificity tyrosine- (Y)-phosphorylation-regulated kinase 1A,
mutacje w tym genie wptywajg na rozwdj dendrytow) [Dang et al., 2018], czy SCN2A (ang.
sodium voltage-gated channel alpha subunit 2, koduje kanat sodowy Nayv1.2) [Kruth et al.,
2020]. Cho¢ jak dotad zaproponowano wiele genow, wariantow liczby kopii oraz mutacji
de novo, ktére mozna powigza¢ z ASD [Lin et al., 2021], uwaza sie, iz etiologia tego typu
zaburzen to wiecej niz tylko czynniki genetyczne.

Mimo iz duza cze$¢ przypadkow ASD ma podloze genetyczne [Rylaarsdam &
Guemez-Gamboa, 2019], to dane ostatnich lat wskazuja na znaczenie czynnikow
srodowiskowych. Ocenia sig, iz przyczyny srodowiskowe moga odpowiadac za 20% [Bai
et al.,, 2019] do 40-50% przypadkéw [Masini et al., 2020]. Wsérod czynnikow
srodowiskowych wymienia si¢ mi¢dzy innym niektore leki przyjmowane przez matki
w trakcie cigzy. Wzrost ryzyka wystgpienia ASD wystepowal u dzieci prenatalnie
narazonych na dziatanie talidomidu [Miller et al., 2004; Santos et al., 2021], leku
o dziataniu immunomodulacyjnym i przeciwzapalnym, czy tez mizoprostolu [Miller et al.,
2004; Ornoy et al., 2016], stosowanego m.in. w leczeniu choroby wrzodowej zotadka.
Podobnie, prenatalne narazenie na kwas walproinowy (VPA, lek przeciwpadaczkowy)
wywoluje u potomstwa zaburzenia zachowania typowe dla autyzmu [Christensen et al.,
2013; Gentile, 2014]. Do innych czynnikow $rodowiskowych zwigkszajacych ryzyko
wystgpienia ASD nalezg ekspozycja na zanieczyszczenie powietrza [Lam et al., 2016],
wplyw metali ciezkich [Alampi et al., 2021], a takze wptyw plastyfikatorow i zmigkczaczy
(ftalany, tetrabromobisfenol A, bisfenol A, polichlorowane bifenyle) uwalnianych
z powszechnie stosowanych tworzyw sztucznych [Panesar et al., 2020; Alampi et al.,
2021]. Podkresla si¢ rowniez znaczenie wieku ojca w momencie zaptodnienia [Wu et al.,
2017a] oraz wystepowanie niektorych choréb cywilizacyjnych u matki, np. cukrzycy
[Xiang et al., 2018]. Wreszcie, najpowazniejszym zagrozeniem dla rozwoju ptodu sg
infekcje bakteryjne lub wirusowe matki na wczesnych etapach cigzy oraz odpowiedz
uktadu odpornosciowego matki na infekcje. Ekspozycja na patogeny takie jak wirus
rozyczki, wirus cytomegalii (CMV) czy Toxoplasma gondii znacznie zwigksza ryzyko
wystapienia u dziecka choréb neurorozwojowych i neuropsychiatrycznych, w tym ASD
[Chess, 1977; Yamashita et al., 2003; Severance et al., 2016; Mawson & Croft, 2019]. Co
wazne, podejrzewa si¢ iz to intensywno$¢ aktywacji uktadu odpornosciowego matki (ang.
maternal immune activation, MIA), a nie rodzaj konkretnego patogenu, ma zwigzek ze

zwiekszeniem ryzyka rozwoju ASD u potomstwa [Boulanger-Bertolus et al., 2018].
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Metaanaliza przeprowadzona przez Jiang i wsp. wykazata, iz matczyna infekcja w trakcie
ciazy, bez wzgledu na to, czy byla wirusowa czy tez bakteryjna, wigzata si¢ z 12%
wzrostem ryzyka wystapienia ASD u potomstwa [Jiang et al., 2016]. W tej samej pracy
autorzy zwracaja uwagg, iz ryzyko znacznie wzrasta jesli infekcja ma miejsce w pierwszym
lub drugim trymestrze cigzy. Analiza danych zebranych przez Dunski Medyczny Rejestr
Urodzen (Danish Medical Birth Register) wykazata, iz wérdd potomstwa kobiet przyjetych
do szpitala w pierwszym trymestrze z powodu infekcji wirusowej lub w drugim trymestrze
z powodu infekcji bakteryjnej, wzrastat odsetek pozniejszej diagnozy ASD [Atladéttir et
al., 2010; Atladottir et al., 2012]. Dane epidemiologiczne potwierdzane sg rOwniez przez
badania prowadzone na modelach zwierzecych, migdzy innymi na gryzoniach oraz

zwierzgtach naczelnych.

7.2. Zwierzece modele autyzmu

Jak wspomniano wczesniej, istotng rolg w rozwoju autyzmu odgrywaja zardéwno
uwarunkowania genetyczne, jak i czynniki $rodowiskowe. Badania na modelach
zwierzecych sg glownym zrédlem wiedzy na temat patologicznych zmian towarzyszacych
zaburzeniom ze spektrum autyzmu. Wsrod modeli genetycznych opartych na mutacjach
w obrgbie pojedynczych gendw, ktorych mutacje moga by¢ zwigzane z patogeneza
autyzmu, najczesciej stosuje si¢ zwierzeta modyfikowane genetycznie z mutacjami w
genach FMR1, SHANK3, TSC1/TSC2, NLGN oraz CNTNAP2 [Gzielo & Nikiforuk, 2021].
Powyzsze geny koduja biatka biorgce udziat w $ciezkach sygnalizacji regulujacych
translacje 1 poziom biatek synaptycznych, a takze w funkcjonowaniu synaps. Myszy
pozbawione ekspresji genu Fmrl (Fmrl KO) sa najlepiej poznanym i najczgsciej
stosowanym modelem badawczym zespotu tamliwego chromosomu X (FXS)
rekapitulujgcym symptomy ASD. Zahamowanie ekspresji genu Fmrl prowadzi do
znacznego obnizenia poziomu biatka FMRP, ktore uczestniczy w procesie translacji jako
czynnik hamujacy synteze bialek. FMRP kontroluje translacje wielu waznych bialek
synaptycznych kluczowych dla funkcjonowania neuronéw, prawidtowego przekaznictwa
synaptycznego i plastyczno$ci synaptycznej. Brak inhibicji translacji przez FMRP prowadzi
do zwigkszonej ekspresji biatek synaptycznych, co powoduje zmiany w strukturze i funkcji
synaps. U myszy Fmrl KO obserwuje si¢ nieprawidtowosci w morfologii kolcow
dendrytycznych i zwigkszony stosunek kolcow niedojrzatych o ksztalcie filopodium do

dojrzatych kolcéw dendrytycznych [Cheng et al., 2019]. Zwierzeta Fmrl KO wykazuja
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rowniez typowe dla autyzmu zaburzenia behawioralne, nieprawidtowe interakcje
spoteczne, zachowania powtarzalne oraz hiperaktywnos$¢ [Pietropaolo et al., 2011; Perez-
Fernandez et al., 2022]. Z kolei gen Shank3 jest genem kodujacym biatko o krytycznym
znaczeniu dla plastycznos$ci synaps glutaminianergicznych. Utrata funkcjonalnej kopii tego
genu moze prowadzi¢ do zachwiania roOwnowagi pomigdzy uktadem hamujacym
1 pobudzajacym oraz powstawania zaburzen ze spektrum autyzmu. U myszy z podwojnym
knockout-em w genach Shank3 i Shankl obserwowano zaburzenia interakcji spotecznych,
zachowania powtarzalne, zaburzenia pamigci i czynnosci ruchowych [Mossa et al., 2021].
Mysi model stwardnienia guzowatego (TSC) wywotany mutacja w genie Tsc2 (myszy
Tsc2'"), ktorej efektem jest nadmierna aktywacja kinazy mTOR i wzrost zaleznej od
mTOR translacji oraz zahamowanie procesu autofagii jest roOwniez powszechnie
wykorzystywany do badan nad zaburzeniami funkcji synaptycznych w ASD. Jednym
z najpowazniejszych objawow neuropsychicznych TSC sg zaburzenia ze spektrum
autyzmu. Wykazano, ze utrata genu Tsc2 lub Tscl w komoérkach Purkiniego powoduje
zmiany behawioralne u myszy obejmujagce migdzy innymi zaburzenia interakcji
spotecznych i zachowania powtarzalne [Tsai et al., 2012; Reith et al., 2013]. Badania
z wykorzystaniem myszy transgenicznych dowodza, ze nieprawidtowosci w ekspresji
postsynaptycznych neuroligin sa przyczyng zaburzen w przekaZnictwie synaptycznym.
Neuroliginy zaliczane sg do biatek adhezyjnych, ,,organizatoréw” synapsy, a wraz
z presynaptycznymi neureksynami odpowiadajg za utrzymanie prawidtowej struktury
synaps, co zapewnia prawidlowe przewodnictwo synaptyczne. Mutanty NLGN1-KO
wykazywaly zaburzenia pamigci i zachowania powtarzalne, NLGN3-KO zmniejszone
wokalizacje 1 zaburzenia spoleczne, NLGN4-KO wykazywaly zaburzenia interakcji
spotecznych i komunikacji [Gao & Penzes, 2015]. Podobnie, mutacja w genie CNTNAP2,
ktéry koduje biatko z rodziny neureksyn, pelnigce funkcj¢ strukturalng i adhezyjna jest
zwigzana z etiologia ASD. Mutanty Cntnap2-KO przejawialy zaburzenia zachowan
spotecznych, zachowania powtarzalne, nadmierng ruchliwo$¢ oraz nadwrazliwo$¢ na
dzwieki [Scott et al., 2020]. Genetyczne modele zaburzen ze spektrum autyzmu pozwalaja
na badanie $ciezek, w ktore zaangazowane sg konkretne geny i pozwalaja na poszerzenie
wiedzy na temat molekularnych mechanizméw kluczowych dla rozwoju zaburzen
synaptycznych oraz umozliwiaja poszukiwanie nowych celéw terapeutycznych dla terapii
celowanych. Jednakze tylko u 10-30% 0s6b z ASD udaje si¢ ustali¢ przyczyn¢ genetyczng,
a u pozostalych przyczyny ASD pozostajg nieznane [Wozniak et al., 2017]. Dlatego
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prowadzone sg badania z wykorzystaniem modeli zwierzecych opartych na dziataniu
czynnikow $rodowiskowych. Jednym z najcze$ciej stosowanych w tej dziedzinie modeli
zwierzegcych jest model prenatalnej ekspozycji na VPA, stosuje si¢ rowniez podanie kwasu
propionowego (ang. propionic acid, PPA).

VPA jest powszechnie stosowanym lekiem wykazujacym  wihasciwosci
przeciwpadaczkowe oraz stabilizujgcym zaburzenia nastroju i zachowania [Loza, 2018].
VPA nalezy do inhibitorow deacetylaz klasy I i Ila, jednak mechanizm jego dzialania jest
ztozony 1 nie zostal catkowicie poznany. Prenatalna ekspozycja na VPA wywotuje migdzy
innymi zaburzenia interakcji spotecznych, zachowania stereotypowe oraz legkowe, a takze
deficyty poznawcze [Al Sagheer et al., 2018; Campolongo et al., 2018; Dai et al., 2018;
Elnahas et al., 2021]. Badania prowadzone w Zaktadzie Komoérkowej Transdukcji Sygnatu
IMDIK PAN wykazaty, ze podanie VPA w jednorazowej dawce (450 mg/kg) w 12,5. dniu
cigzy samicom szczurdw stada Wistar wywoluje u potomstwa typowe dla autyzmu
zaburzenia behawioralne, zaburzenia komunikacji, zachowania lgkowe i repetytywne oraz
uposledzenie proceséw uczenia i pamigci [Gassowska-Dobrowolska et al., 2020]. Z kolei
podanie PPA mtodym szczurom wiaze si¢ z zaburzeniami zachowan spolecznych oraz
czynnosci ruchowych [Shams et al., 2019; Lobzhanidze et al., 2020], jak rowniez
z wystapieniem zachowan lgkowych [Shams et al., 2019]. Réwniez prenatalne podanie PPA
prowadzito do wystgpienia zaburzen behawioralnych u potomstwa [Foley et al., 2014;
Gonzalez-Cano et al., 2021]. PPA jest metabolitem wytwarzanym przez bakterie na drodze
fermentacji propionowej o wilasciwosciach przeciwgrzybiczych, stosowanym przede
wszystkim jako konserwant zywno$ci i pasz [Pawlicka-Kaczorowska & Czaczyk, 2016].

Badania zmierzajace do wyjasnienia roli infekcji bakteryjnych lub wirusowych matki
na wczesnych etapach cigzy w molekularnych mechanizmach zaburzen autystycznych
prowadzone sa w oparciu o zwierzgce modele aktywacji uktadu odpornosciowego matki -
MIA, uzyskiwane poprzez podanie cigzarnym samicom na wczesnych etapach cigzy
syntetycznej postaci dSRNA, kwasu poliinozynowego-policytydylowego (poli(1:C)), ktory
indukuje odpowiedz przeciwwirusowa, lub lipopolisacharydu (LPS), indukujacego
odpowiedz przeciwbakteryjng [Arsenault et al., 2014]. Objawy ASD-podobne mozna
uzyska¢ roéwniez poprzez prenatalne podanie interleukiny-6 (IL-6) [Boksa, 2010]. Podanie
poli(I:C) nasladuje infekcje wirusowe poprzez aktywacje receptora TLR3 (ang. toll-like
receptor 3), co indukuje produkcje interferonu-o (IFN-a) i IFN-B. U potomstwa po
prenatalnej ekspozycji na MIA indukowanej poli(I1:C) obserwuje si¢ ASD-podobne zmiany
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behawioralne, w tym zaburzenia komunikacji, zachowan spotecznych, zachowania lekowe
i repetytywne [Giulivi et al., 2013; Dabbah-Assadi et al., 2019; Talukdar et al., 2020].
Z kolei uzycie LPS ma nasladowa¢ warunki infekcji bakteryjnej. LPS jest elementem $ciany
komorkowej bakterii Gram-ujemnych, gdzie stanowi okoto 75% jej zewngtrznej
powierzchni i nalezy do molekularnych wzorcow zwigzanych z patogenami (ang. pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs). Czasteczka tej endotoksyny sktada si¢ z lipidu A,
polisacharydowego rdzenia oraz antygenu O (tancucha polisacharydowego) [Virzi et al.,
2022]. LPS wywotuje odpowiedZ uktadu odpornosciowego poprzez interakcje z receptorem
TLR4 (ang. Toll-like receptor-4). U ssakoéw znanych jest 13 receptorow TLR, nalezacych
do receptoréw rozpoznajacych wzorce (ang. pattern recognition receptors, PRR). Receptory
TLR4 znajduja si¢ przede wszystkim na komodrkach pochodzacych z linii mieloidalne;j,
takich jak komorki dendrytyczne, makrofagi, komorki mikrogleju, czy monocyty, ale
rowniez na komorkach nabtonka, fibroblastach czy niektorych neuronach [Vaure & Liu,
2014]. Rozpoznawanie LPS przez TLR4 jest procesem wieloetapowym, w ktory
zaangazowanych jest kilka biatek - LBP (ang. LPS-binding protein), CD14 (ang. cluster of
differentiation 14) oraz kompleks TLR4/MD-2 (ang. myeloid differentiation factor 2). Po
zwigzaniu LPS dochodzi do uruchomienia dwoch szlakow sygnalowych, $ciezek zaleznych
od MyD88 lub TRIF (ang. myeloid differentiation primary response 88 i TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-p). Sciezka zalezna od MyD88 prowadzi do
zwigkszenia ekspresji cytokin prozapalnych, podczas gdy $ciezka zalezna od TRIF indukuje
ekspresje interferonow typu I [Czerkies & Kwiatkowska, 2013]. Wykazano, iz podanie LPS
ciezarnej matce prowadzi do wzrostu ekspresji cytokin prozapalnych w surowicy matki
1 tkankach plodowych, a nastgpnie do wystgpienia ASD-podobnych zaburzen
behawioralnych u potomstwa [Fernandez de Cossio et al., 2017; Aria et al., 2020; Lee et
al., 2021].

Istnieja rowniez modele badawcze, w ktoérych uwzglednia si¢ podatnos¢ genetyczng jak
i wplyw czynnikow $rodowiskowych, np. modele Cntnap2-KO + poli(l:C) [Haddad et al.,
2023], Cntnap2-KO + LPS [Schaafsma et al., 2017a], czy Tsc2*" i poli(l:C) [Ehninger,
2014].
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7.3. Funkcjonowanie ukladu odpornosciowego w ciazy

7.3.1. Znaczenie cytokin w rozwoju i utrzymaniu ciazy

Rozw¢j 1 utrzymanie cigzy wymaga szeregu fizjologicznych adaptacji organizmu matki,
zwlaszcza ukladu odpornosciowego, ze wzgledu na potrzebe zachowania réwnowagi
pomiedzy tolerancja dla semiallogenicznego plodu, a konieczno$cig ochrony przed
patogenami [Fuhler, 2020]. Uktad odpornosciowy matki jest silnie zaangazowany
w fizjologiczny przebieg cigzy, poczawszy od implantacji zarodka az do narodzin [Dutta &
Sengupta, 2017]. Wsrod komorek uktadu odpornosciowego znajdujacych sie i dziatajacych
na styku organizmu matki i organizmu dziecka wymienia si¢ maciczne komorki NK (ang.
uterine natural killer, uNK), makrofagi, limfocyty T i B oraz komorki dendrytyczne (ang.
dendritic cells, DC) [Racicot et al., 2014; Yang et al., 2019]. Niezb¢dne dla prawidtowego
przebiegu cigzy jest wydzielanie cytokin zardwno przez matke, jak 1 przez rozwijajacy sie
ptoéd. Dlugo uwazano, iz w trakcie cigzy przewaza¢ musi odpowiedz przeciwzapalna, co
pozwala na wytworzenie tolerancji organizmu matki wobec plodu oraz ptodu wobec matki.
Obecnie wiadomo, ze kontrolowane, lokalne reakcje zapalne sa niezbedne dla
prawidtowego przebiegu ciagzy, a nasilenie reakcji zapalnych i1 przeciwzapalnych zmienia
si¢ w czasie, co wida¢ w kolejnych trymestrach. Pierwszy trymestr cigzy to czas
intensywnych zmian, za$ implantacja oraz powstawanie tozyska to procesy wymagajace
reakcji zapalnej. Aby moglo doj$¢ do powstania tozyska konieczne jest najpierw
kontrolowane uszkodzenie btony $luzowej macicy, a nast¢pnie zainicjowanie procesOw
naprawczych, co jest niemozliwe bez wytworzenia lokalnego $rodowiska zapalnego.
W drugim trymestrze dochodzi do swego rodzaju wyciszenia 1 spokojnego rozwoju ptodu,
podczas ktorego dominujg procesy przeciwzapalne. W konicu w trzecim trymestrze zaroOwno
organizm matki, jak i dziecka przygotowuja si¢ do porodu, ktoremu towarzyszy ponowny
rozwoj stanu zapalnego, indukujacego skurcze macicy, sam pordd, a w koncu odrzucenie
tozyska [Mor et al., 2011].

By cigza mogta si¢ rozwijaé, po zaptodnieniu musi doj§¢ do implantacji zarodka.
Wkrétce po zaptodnieniu ma miejsce seria podziatow mitotycznych, na skutek ktorych
zarodek osigga stadium blastocysty [Bukowska et al., 2014]. Samg implantacj¢ mozna
okresli¢ jako proces prowadzacy do osiaggnigcia bliskiego kontaktu migdzy blastocysta
a blong §luzowa wyscielajacg macice (endometrium), ktorego celem jest dostarczenie

niezbgdnych zarodkowi substancji odzywczych z naczyn krwiono$nych matki. Po wejsciu
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zewngtrznej warstwy blastocysty, tj. trofoblastu, w $cisty kontakt z powierzchnig nabtonka
macicznego, dochodzi do tak zwanej inwazji trofoblastu, kiedy to komorki zarodka
penetruja pomiedzy komorki przeksztalconego endometrium (doczesnej) [Dutta &
Sengupta, 2017]. Nastgpnie komorki trofoblastu zaczynaja réznicowac, indukujac
przeksztatcenie si¢ doczesnej w matczyng cze$¢ tozyska. Na dalszych etapach cigzy
trofoblast przeksztatca si¢ najpierw w kosmowke, a w koncu w ptodowa czes¢ tozyska
[Macura & Sliwa, 2015].

Wyrdznia si¢ kilka kluczowych cytokin prozapalnych zaangazowanych w fizjologiczny
przebieg ciagzy na réznych jej etapach, wsrod najwazniejszych wymienia si¢ czynnik
hamujacy biataczke (ang. leukemia inhibitory factor (LIF)), IL-6 oraz IL-1p [Ochoa-Bernal
& Fazleabas, 2020]. LIF jest glikoproteing o masie 38-67 kDa i nalezy do tej samej rodziny
cytokin co IL-6. Badania z zastosowaniem hybrydyzacji in situ wykazaty, iz w macicy
gryzoni od 4. dnia cigzy w nabtonku gruczolowym, a takze w nabtonku jamy macicy
nastepuje przejsciowy wzrost ekspresji mRNA LIF, zbiegajacy si¢ z rozpoczgciem
implantacji [Yue et al., 2015]. LIF wydzielany w trakcie implantacji kieruje inwazja
trofoblastu, decidualizacjg, a pdzniej takze rozwojem tozyska [Ochoa-Bernal & Fazleabas,
2020]. Zwicgkszenie ekspresji IL-6 w trakcie implantacji jest mechanizmem
konserwowanym ewolucyjnie [Yockey & Iwasaki, 2018]. W tym okresie 1L-6 wydzielana
jest zardwno przez endometrium, jak i przez zarodek [Dutta & Sengupta, 2017]. Nastepnie
cytokina ta bierze udziat w formowaniu tozyska, w przebiegu wczesnych stadiow cigzy,
a w koncu odgrywa role w trakcie porodu, migdzy innymi promujac skurcze macicy [Prins
et al., 2012] oraz dojrzewanie szyjki macicy [Socha et al., 2022]. Co wazne, IL-6 bierze
rowniez udziat w rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), gdzie moduluje rozwdj
komorek neuronalnych i glejowych [Zhao & Schwartz, 1998; Parker-Athill & Tan, 2010].
Z kolei IL-1P wykazuje najwyzsza ekspresje w pierwszym trymestrze cigzy [Ochoa-Bernal
& Fazleabas, 2020], kiedy cytokina ta bierze udziat w implantacji zarodka oraz w rozwoju
tozyska [Equils et al., 2020]. Uwaza si¢ ja takze za mediator skurczy w trakcie porodu
[Yockey & Iwasaki, 2018; Equils et al., 2020]. Co wiecej, IL-1pB jest niezbedna dla
prawidtowego rozwoju OUN [Zhao & Schwartz, 1998]. W rozwoju fizjologicznej cigzy
bierze udziat rowniez TNF-a (czynnik martwicy nowotwordw, ang. tumor necrosis factor
a). Cho¢ cytokina ta jest badana przede wszystkim w kontek$cie patologii, a jej wysoka
ekspresja powigzana zostala z wieloma powiktaniami [Romanowska-Prochnicka et al.,

2021], wydaje si¢ iz fizjologiczne stezenie TNF-a jest potrzebne dla prawidtowego
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przebiegu cigzy. Uwaza si¢, ze TNF-a przyczynia si¢ do prawidtowej implantacji zarodka
[Argilés et al., 1997; Dai et al., 2022] oraz wptywa na réznicowanie komorek trofoblastu
[Monzon-Bordonaba et al., 2002], a takze ma znaczenie w przebiegu porodu [Dai et al.,
2022]. Co wiecej, przyjmowanie przez matke w trakcie cigzy inhibitorow TNF-a
powigzano ze zwigckszonym ryzykiem wystepowania wad wrodzonych, jak rowniez ze
zwiekszonym ryzykiem przedwczesnego porodu oraz niskiej masy urodzeniowej dziecka
[Weber-Schoendorfer et al., 2015]. Popiera to teorig, ze fizjologiczne st¢zenie TNF-o ma
pozytywny wplyw na rozwdj ptodu i przebieg cigzy. IFN-y rowniez jest istotng cytoking,
przede wszystkim na wczesnych etapach cigzy. U ludzi cytokina ta jest wydzielana przez
komorki trofoblastu w trakcie implantacji [Murphy et al., 2009]. Wykazano, iz IFN-y
promuje roznicowanie komorek NK w doczesnej, jak rowniez bierze udziat w formowaniu
tozyska [Casazza et al., 2020]. Zaobserwowano réowniez, iz poziom IFN-y w surowicy
matki spada w trakcie porodu [Reyes-Lagos et al., 2017]. Wsréd pozostatych cytokin
majacych znaczenie w fizjologicznej cigzy wymienia si¢ IL-8 (wplyw na prawidlowy
przebieg porodu) [Ehsani et al., 2019], IL-4 oraz IL-10 (promowanie rozwoju tozyska,
modulacja inwazji trofoblastu i jego rdéznicowania, indukcja angiogenezy w lozysku,
inhibicja cytokin prozapalnych) [Thaxton & Sharma, 2010; Chatterjee et al., 2014], a takze
IL-17A (promowanie proliferacji komorek trofoblastu i jego inwazji w gtab doczesnej) [Wu

etal., 2014].

7.3.2. Cytokiny w warunkach infekcji. Znaczenie w przebiegu ciazy i w rozwoju

plodu.

Infekcje bakteryjne lub wirusowe matki w czasie cigzy wystepujag dos¢ powszechnie.
Nie sa jednak dotychczas znane doktadne $ciezki molekularne prowadzace od MIA do ASD
1 innych schorzen neurorozwojowych. Dane literaturowe sugeruja, iz cytokiny odgrywaja
niebagatelna rolg w tym procesie, szczegdlnie jesli wezmie si¢ pod uwage ich znaczenie
w prawidlowym przebiegu cigzy i w rozwoju ptodu [Yockey & Iwasaki, 2018]. Matczyne
infekcje bakteryjne czy wirusowe moga zaburza¢ wspomniang wczesniej delikatng
rownowage funkcjonowania uktadu odporno$ciowego ciezarnej i wywotaé silng odpowiedz
immunologiczng. Wiaze si¢ to z intensywna sekrecja cytokin prozapalnych, co z kolei moze
prowadzi¢ do rozwoju stanu zapalnego ptodu oraz wplyna¢ na jego rozwdéj. W zwigzku

Z tym przypuszcza si¢, iz spowodowana przez MIA zmiana matczynego oraz plodowego
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profilu cytokinowego ma kluczowe znaczenie w rozwoju ASD [Ravaccia & Ghafourian,
2020]. Szczegdlng uwage w konteksécie MIA poswieca sie 1L-6 oraz IL-1p.

Chociaz wzrost ekspresji IL-6 wigze si¢ z naturalnym przebiegiem implantacji
i prawidlowego przebiegu poczatku cigzy [Griffith et al., 2017], jej zwickszony poziom
moze negatywnie wptywac na rozwdj ptodu [Samuelsson et al., 2006; Prins et al., 2012].
Podwyzszony poziom IL-6 zaobserwowano zarowno w korze mozgu, jak 1 w plynie
moézgowo-rdzeniowym [Vargas et al., 2005], a takze w moézdzku [Wei et al., 2011]
autystycznych dzieci. Co wigcej, badania na zwierzgtach wykazaty wzrost poziomu tej
cytokiny w mozgu ptodu krotko po wywotaniu MIA u matki [Vuillermot et al., 2017
Simdes et al., 2018; Wang et al., 2019], a spowodowany MIA wzrost poziomu IL-6
w tozysku powigzany zostal ze zmianami behawioralnymi u potomstwa [Jiang et al., 2018].
Istnieje kilka sciezek, ktorymi IL-6 moze dostac si¢ do srodowiska ptodowego. Po pierwsze,
moze zadziata¢ posrednio poprzez S$Sciezke sygnatowa JAK/STAT3 (ang. Janus
kinase/signal tranducer and activator of transcription 3) [Hsiao & Patterson, 2011] (Rycina
2). Po aktywacji matczynego uktadu odpornosciowego dochodzi do wzrostu poziomu IL-6
we krwi, a co za tym idzie rowniez w matczynej czgéci tozyska. W tozysku IL-6 aktywuje
komorki odpornosciowe rezydujace w doczesnej, powodujac sekrecje IL-6 in situ.
Nastepnie IL-6 wigze si¢ do kompleksu receptorowego na powierzchni komorek doczesnej,
zawierajacego albo jedng zwigzang z membrang podjednostke IL-6R albo rozpuszczalng
podjednostke sIL-6R i dwie podjednostki gp130 [Xu et al., 2015; Baran et al., 2018], co
aktywuje $ciezke JAK/STAT3. Aktywacja JAK prowadzi do zrekrutowania i fosforylacji
STAT3 1 jego pozniejszej dimeryzacji. Tak powstaly kompleks translokuje si¢ do jadra
komorkowego, gdzie reguluje transkrypcje gendw zwigzanych z odpowiedzig ostrej fazy

[Greenhill et al., 2011; Estes & McAllister, 2015].
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Rycina 2. Indukcja $ciezki sygnalowej JAK/STAT3 przez IL-6. |I-6 oddziatuje ze swoim receptorem IL-
6R, tak powstaly kompleks wigze si¢ do glikoproteiny 130 (gp130), indukujac jej dimeryzacje, a nastepnie
aktywacje przytaczonych kinaz JAK. Kinazy JAK fosforyluja (P) specyficzne reszty tyrozyny na
cytoplazmatycznej domenie gp130, ktore stajg si¢ miejscem przytgczenia dla domen SH2 biatka STATS3.
Prowadzi to do fosforylacji, dimeryzacji i translokacji STAT3 do jadra komdrkowego, a w efekcie regulacji

transkrypcji genéw zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng [Camporeale & Poli, 2012].

Badania Hsiao i Patterson wykazaty, iz matczyna IL-6 aktywuje JAK/STAT3 w czg¢sci
ptodowej tozyska, w wyniku czego dochodzi do wzrostu ekspresji genéw odpowiedzi ostrej
fazy [Hsiao & Patterson, 2011]. Ta sama grupa wykazata, ze wzrost poziomu IL-6 prowadzi
do spadku poziomu hormonu wzrostu (GH) w tozysku, co z kolei powoduje spadek ekspresji
insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1) [Hsiao & Patterson, 2011]. Oba wymienione
czynniki sg niezbedne dla prawidtowego rozwoju ptodu [Ravaccia & Ghafourian, 2020],

a IGF-1 jest uwazany za jeden z bardziej obiecujacych punktéw zaczepienia dla potencjalnej
terapii tagodzacej objawy ASD [Linker et al., 2020]. Wu i wspolpracownicy wykazali, iz
indukcja IL-6 w tozysku jest czynnikiem koniecznym, by doszto do indukowanych przez
MIA zmian w mézgu ptodu. Badania prowadzono z wykorzystaniem myszy knock-out,

pozbawionych IL-6R w trofoblascie. Zaobserwowano, ze przy braku transdukcji sygnatu
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indukowanej przez IL-6 w trofoblascie, nie dochodzitlo do indukowanej przez MIA
odpowiedzi zapalnej zarowno w tozysku, jak i w mézgu ptodu [Wu et al., 2017b].

Co wazne, sugeruje si¢ iz matczyna IL-6 ma zdolno$¢ do przedostawania si¢ przez
tozysko do srodowiska ptodowego zaré6wno u ludzi [Zaretsky et al., 2004], jak i u szczurow
[Dahlgren et al., 2006]. Zwazywszy na niedojrzatos¢ bariery krew-moézg u ptodu [Conroy et
al., 2004], mozna podejrzewaé iz matczyna IL-6 moze oddzialywaé bezposrednio na
rozwijajacy si¢ mozg, indukujac synteze ptodowych cytokin prozapalnych, prawdopodobnie
poprzez wspomniang $ciezke JAK/STAT3. Badania prowadzone na myszach
transgenicznych z chronicznie zawyzong ekspresja IL-6 w OUN wykazywaly objawy
astrogliozy oraz zmian w funkcjonowaniu neurondw, szczegélnie w hipokampie i
w mozdzku, czemu towarzyszyly zmiany behawioralne [Conroy et al., 2004]. Co wigcej,
podwyzszony poziom IL-6 powigzano z zaburzeniami synaps w moézgu zwierzat
modelowych [Wei et al., 2013], a pojedyncze podanie IL-6 cigzarnym myszom wywotywato
zaburzenia behawioralne u potomstwa [Smith et al., 2007; Hsiao & Patterson, 2011].
Ponadto, badania na modelu MIA wywolywanym podaniem poli(l:C) wykazaty, ze
jednoczesne podanie poli(l:C) i przeciwciata skierowanego przeciwko IL-6 zapobiega
zaburzeniom behawioralnym u potomstwa [Smith et al., 2007; Choi et al., 2016]. Obecnie
molekularne mechanizmy dziatania IL-6 w zaburzeniach ze spektrum autyzmu nie sg jednak
w pelni wyjasnione 1 sugeruje si¢ rowniez udziat innych cytokin prozapalnych, w tym IL-
1B.

IL-1B wydzielana jest przez wiele r6znych typéw komorek, migdzy innymi makrofagi,
DC, monocyty i komorki mikrogleju [Rosenzweig et al., 2014]. Podwyzszony poziom tej
cytokiny obserwowany byl we krwi 0osob z ASD [Saghazadeh et al., 2019]. Wykazano
rowniez zwigkszong ekspresje IL-1p w mozgu plodow poddanych dziataniu MIA
[Vuillermot et al., 2017; Simdes et al., 2018] oraz w monocytach w hodowli pochodzacych
od pacjentéw pediatrycznych z ASD w odpowiedzi na stymulacje receptora TLR4 [Enstrom
et al., 2010]. Nie wiadomo do konca, czy IL-13 obserwowana w mozgu ptodu w warunkach
dziatania MIA jest pochodzenia matczynego, czy tez ptodowego. Cytokina ta nie przechodzi
przez tozysko. Wiadomo, iz jej ekspresja i sekrecja, oprocz indukcji przez stymulacje TLR4,
moze by¢ réwniez indukowana poprzez podwyzszony poziom innych cytokin prozapalnych,
takich jak IL-6 [Rosenzweig et al., 2014], IL-17 [Jovanovic et al., 1998], oraz przez sama
siebie [Chudnovets et al., 2020]. Mozliwe jest, ze cytokiny prozapalne wydzielane przez

lozysko 1 przechodzace do przestrzeni ptodowej, stymulujg ekspresje ptodowej IL-1p,
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wymaga to jednak dalszego potwierdzenia w badaniach. Niezaleznie od jej pochodzenia,
wiadomym jest, iz IL-1p ma wplyw na rozwo6j mézgu u ptodu, co wigcej, wykazano istotny
udziat IL-1B w powstawaniu zaburzen neurorozwojowych. Crampton i wsp. wykazali, ze
IL-1B hamuje proliferacje komoérek progenitorowych w kierunku neuronalnym, promujac
jednoczesnie roznicowanie w kierunku komoérek glejowych [Crampton et al., 2012].
Dootrzewnowa iniekcja IL-1B cigzarnym myszom w 14-17 dniu cigzy prowadzila do
zmniejszenia przezywalnosci plodow oraz wigzata si¢ ze zmniejszeniem liczby neuronow
kory mozgu u ptodow [Chudnovets et al., 2020]. W innym badaniu wykazano, iz
jednoczesne podanie cigzarnym samicom LPS oraz antagonisty receptora dla IL-1 (ang. IL-
1 receptor antagonist, IL-1Ra) zapobiegato zaburzeniom behawioralnym u potomstwa
[Girard et al., 2010].

Wskazuje si¢ roéwniez na podwyzszony poziom TNF-o w zaburzeniach
neurorozwojowych, w tym w ASD. Wykazano podwyzszony poziom tej cytokiny we krwi
dzieci z ASD, co wigcej stezenie TNF-a pozytywnie korelowato z intensywnoscig objawow
ASD obserwowanych u badanych dzieci [Xie et al., 2017]. Metaanaliza dotyczaca cytokin
prozapalnych u o0s6b z autyzmem wykazala istotne podwyzszenie poziomu TNF-o
w surowicy w grupie ASD [Saghazadeh et al., 2019]. Podwyzszony poziom tej cytokiny
w trakcie cigzy powiazano z wieloma powiklaniami, mig¢dzy innymi ze stanem
przedrzucawkowym [Spence et al., 2021], z nawracajgcymi poronieniami idiopatycznymi
[Liu et al., 2022a] czy ryzykiem przedwczesnego porodu [Herrera-Muifioz et al., 2017].
Wykazano, iz w modelu MIA wywolanym podaniem LPS, brak receptora dla TNF-a
(TNFR1) w tozysku chronit przed hipoksja oraz zmniejszong proliferacja nerwowych
komorek macierzystych w mozgu ptodu [Carpentier et al., 2011].

Podwyzszony poziom IFN-y réwniez wydaje si¢ mie¢ znaczenie w ASD. Podobnie jak
w przypadku TNF-o, metaanaliza dotyczaca cytokin prozapalnych u oséb z autyzmem
wykazata istotne podwyzszenie poziomu IFN-y w 0soczu w grupie ASD [Saghazadeh et al.,
2019]. Wykazano, iz poziom IFN-y w surowicy dzieci z ASD korelowal negatywnie
z wynikami oceny zdolnos$ci poznawczych [Sasayama et al., 2017]. Podwyzszony poziom
IFN-y w surowicy matek w potowie ciazy (15-19 tydzien) powigzano ze zwigkszonym
ryzykiem wystapienia ASD u dziecka [Goines et al., 2011]. W modelu MIA wywotanym
podaniem LPS zaobserwowano wzrost poziomu IFN-y w mozgach ptodow zaréwno po 6
jak i po 24h od indukcji MIA [Simdes et al., 2018]. Badania prowadzone z wykorzystaniem

malp (makak krolewski), u ktorych matek wywotywano MIA poprzez podanie poli(l:C)
44



wykazaty podwyzszony poziom IFN-y zaré6wno w surowicy jak 1 w jednojadrzastych
komorkach krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cell, PBMC) u rocznych
zwierzat, oraz tendencj¢ wzrostowa u zwierzat czteroletnich [Rose et al., 2017]. Z drugiej
strony, wyniki badan na szczurzych i mysich modelach MIA nie s3 catkowicie
jednoznaczne, Garay i wsp. wykazali, iz poziom IFN-y zalezny jest od struktury mézgu oraz
od wieku potomstwa [Garay et al., 2013], a Pendyala i wsp. zaobserwowali obnizenie
poziomu IFN-y w mézdzku 30 dniowych myszy [Pendyala et al., 2017].

IL-17A (powszechnie nazywana 1l-17) to cytokina prozapalna wytwarzana przez
komorki TH17 (IL-17A*CD4" T), ktorych roznicowanie jest zalezne od wielu czynnikow
transkrypcyjnych, w tym STAT3 oraz jadrowego receptora sierocego (retinoic acid receptor-
related orphan receptor gamma t, RORyt) [Jin & Dong, 2013]. Badania prowadzone na
modelu MIA wykazaty, iz matczyne komérki CD4" T z ekspresjg RORYt sg niezbedne dla
wystgpienia fenotypu ASD-podobnego u potomstwa [Choi et al., 2016]. Receptory te sa
regulowane przez IL-6, wigc zwigkszenie poziomu IL-6 w tozysku i/lub w médzgu ptodu
prowadzi do zwigkszenia ekspresji IL-17A, ktora z kolei promuje wytwarzanie wielu innych
cytokin, w tym IL-6, IL-1B, i TNF-o [Wong & Hoeffer, 2018]. Podwyzszony poziom IL-
17A obserwowano w surowicy dzieci z ASD [Al-Ayadhi & Mostafa, 2012] oraz
w neutrofilach pacjentow z ASD [Nadeem et al., 2019]. Wysoki poziom tej cytokiny
powigzano z kilkoma chorobami autoimmunologicznymi, powigzano ja rowniez
z chorobami uktadu nerwowego, takimi jak epilepsja, niedokrwienie czy stwardnienie

rozsiane [Wong & Hoeffer, 2018].
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Podsumowujac, zwigkszenie poziomu cytokin prozapalnych w tozysku, a nastgpnie w
mozgu ptodu, w odpowiedzi na systemowy stan zapalny u matki w trakcie cigzy, moze wptywac
na zaburzenie neurorozwoju potomstwa. Cytokiny prozapalne przekraczajace formujaca si¢
barier¢ krew-mozg (ang. blood-brain barier, BBB) moga inicjowa¢ stan zapalny w moézgu w
wyniku aktywacji lokalnych przedstawicieli uktadu odpornosciowego, komoérek mikrogleju
(Rycina 3).

MATKA LOZYSKO PLOD

Infekcja indukuje
MIA _— Aktywacja
Cytokin
i Prozapalnych
Cytokiny
prozapalne 4

TNFa IL-6 IL-1B

)

Komoérki
~ - Cytokiny
* matczyne i
plodowe

Uszkodzenie

lozyska Zaburzenie neurorozwoju

Rycina 3. Zmiany w lozysku i w m6zgu plodu w odpowiedzi na pobudzenie ukladu odpornosciowego matki,
skutkujace zaburzeniami neurorozwoju. Czynniki srodowiskowe takie jak infekcja w trakcie ciazy aktywuja
odpowiedz uktadu odpornosciowego matki, ktory uwalnia cytokiny prozapalne, m.in. IL-6, II-1p i TNF-a. IL-6
pobudza komorki TH17 do wydzielanie IL-17A. Podwyzszony poziom matczynych cytokin prozapalnych w
tozysku powoduje aktywacj¢ lokalnych komorek uktadu immunologicznego i miejscowa ekspresje cytokin
prozapalnych, co moze prowadzi¢ do uszkodzen tozyska. Cze$¢ cytokin moze przekracza¢ tozysko i stymulowaé
produkcje cytokin w tkankach ptodu. Niedojrzata bariera krew-moézg (BBB) pozwala cytokinom dotrze¢ do
rozwijajacego si¢ mozgu, gdzie inicjujg one miejscowy stan zapalny, co prowadzi do aktywacji mikrogleju,
generacji stresu oksydacyjnego i moze przyczynia¢ si¢ do uszkodzenia mitochondridéw. Wszystkie wymienione
czynniki moga zaburzaé¢ rozwoj mozgu, co w efekcie moze prowadzi¢ do rozwoju ASD w kolejnych etapach zycia.

Rycina adaptowana na podstawie [Zawadzka et al., 2021].
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7.4. Rola  mikrogleju w  zaburzeniach neurorozwojowych

indukowanych aktywacjq ukladu odpornosciowego matki w ciazy

Komoérki mikrogleju nazywane sg makrofagami uktadu nerwowego, cho¢ r6znig si¢ w
kilku aspektach od makrofagéw znajdujacych si¢ na obwodzie. Podstawowa roznica jest
odseparowanie komorek mikrogleju od pozostatych makrofagow przez BBB. Wskazuje si¢
roOwniez na pewne roznice w pochodzeniu mikgrogleju i makrofagoéw obwodowych. Cho¢
makrofagi w zyciu ptodowym wywodzg si¢ najprawdopodobniej z pecherzyka zottkowego
I obszaru AGM (ang. aorta-gonad mesonephros), w pozniejszym zyciu duza cze$é
makrofagdw na obwodzie jest uzupetniana i zastepowana z krazacych z krwig monocytow.
Komorki mikrogleju najprawdopodobniej rowniez wywodza si¢ z pecherzyka zottkowego,
skad juz w zyciu ptodowym migruja do rozwijajacego si¢ OUN, gdzie osiadaja i proliferuja,
a ich populacja nie jest w pdzniejszym zyciu uzupetniana z monocytéw, pod warunkiem,
ze bariera krew-mozg pozostaje nienaruszona [Marquez-Ropero et al., 2020]. Komorki
mikrogleju w mézgu ptodu rdznig sie od tych w dojrzatym moézgu zar6wno morfologicznie
jak 1 ekspresja specyficznych markerow. Co wigcej, wykazano iz plodowy mikroglej
proliferuje bardziej intensywnie niz dorosty [Prinz et al., 2019]. Dojrzewanie mikrogleju
ptodowego jest zalezne od sygnatow pochodzacych z rozwijajacego si¢ OUN, takich jak
czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocytarnych (ang. colony-stimulating factor 1
(CSF1), IL-34 oraz transformujacy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor f3,
TGFp). Co wiecej, wykazano ze, OUN w dojrzalym organizmie, nie ma zdolnosci do
catkowitego indukowania réznicowania monocytéw pochodzacych ze szpiku kostnego do
mikrogleju, co sugeruje iz pochodzenie z pgcherzyka zottkowego 1 interakcje z ptodowym
OUN sa kluczowe dla dojrzewania wtasciwego mikrogleju [Thion et al., 2018].

Podstawowg funkcja komorek mikrogleju jest ochrona OUN przed patogenami. Sg one
roOwniez wyspecjalizowane w utrzymywaniu homeostazy w OUN, gdzie wchodza
w interakcje z neuronami, biora udzial w przemodelowaniu synaps, wplywaja na
neurogeneze 1 biorg udzialt w procesach naprawczych [Borst et al., 2021]. W warunkach
fizjologicznych komorki mikrogleju pozornie sprawiajg wrazenie pozostajacych
W spoczynku, jednak ich rozliczne wypustki nieustannie si¢ poruszaja, skanujac otoczenie
i wchodzac w interakcje z innymi komoérkami [Smolders et al., 2018]. W przypadku
wystapienia infekcji czy urazu dochodzi do natychmiastowych zmian w funkcjonowaniu

mikrogleju. W zdrowym moézgu, mikroglej moze by¢ aktywowany przez szeroki zakres
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substancji, nie tylko patogeny, ale rdwniez agregaty biatek czy komorki apoptotyczne
[Subhramanyam et al., 2019]. Aktywacja mikrogleju wigze si¢ ze zmiang fenotypu, kiedy
to komorki mikrogleju skracaja wypustki, jednocze$nie zwigkszajac liczbe rozgatgzien,
dochodzi do powigkszenia ciata komorki oraz do uwalniania czynnikow efektorowych,
m. in. cytokin [Mondelli et al., 2017]. W zalezno$ci od potrzeb i konkretnego bodzca
wywotujacego aktywacje, komorki te mogg wydziela¢ cytokiny prozapalne (np. IL-1p, IL-
6, TNF-a, IL-23, i IL-18), reaktywne formy tlenu (RFT), tlenek azotu (NO), jak rowniez
substancje o dzialaniu neuroprotekcyjnym, takie jak czynniki wzrostu (np. TGFp)
i cytokiny przeciwzapalne (np. IL-10, IL-4, IL-13) [Kierdorf & Prinz, 2013; Wendimu &
Hooks, 2022]. Nadmierne wydzielanie cytokin prozapalnych przez mikroglej wigze si¢
z rozwojem intensywnego stanu zapalnego w OUN (ang. neuroinflammation). Indukowany
przez mikroglej stan zapalny, jak rowniez réznorakie dysfunkcje mikrogleju powigzano
z wieloma zaburzeniami OUN, w tym rowniez z ASD.

Wykazano obecno$¢ aktywowanego mikrogleju w moézgach mlodych oséb z ASD
[Suzuki et al., 2013]. Badania prowadzone na probkach moézgu pobranych post mortem
wykazaly $lady zwickszonej aktywacji mikrogleju w mozdzku oraz w istocie biatej
pacjentow z ASD w poréwnaniu do kontroli [Vargas et al., 2005]. Podobne obserwacje
poczyniono w korze mozgu [Vargas et al., 2005; Morgan et al., 2010], gdzie
zaobserwowano rowniez zwiekszong gestos¢ mikrogleju [Tetreault et al., 2012] a takze
zwiekszone grupowanie si¢ mikrogleju wraz z neuronami [Morgan et al., 2010], co sugeruje
rekrutowanie komorek mikrogleju przez neurony. Aktywacja mikrogleju, szczeg6lnie
dlugotrwata, nie moze pozostawa¢ bez wptywu na funkcjonowanie OUN, ale konkretne
konsekwencje takiego stanu wymagajg dalszych badan. Badania nad mikroglejem
prowadzone sg réwniez na modelach zwierzecych. Jednak w przypadku MIA, wyniki
uzyskane na zwierzetach nie sg na te chwile rozstrzygajace. Podczas gdy niektorzy badacze
zaobserwowali zwigkszenie gestosci mikrogleju u zwierzat MIA [Girard et al., 2010; Li et
al., 2014], zmiany w morfologii tych komoérek [Gumusoglu et al., 2017; O'Loughlin et al.,
2017; Corradini et al., 2018] lub zmiany w poruszaniu si¢ ich wypustek [Ozaki et al., 2020],
inni nie zaobserwowali tego typu zmian [Hsiao et al., 2012; Garay et al., 2013; Giovanoli
et al., 2015; Mouihate, 2016]. Roznice w uzyskanych przez badaczy wynikach moga by¢
powodowane roznorodnymi metodami wywolywania MIA w wykorzystywanym modelu,
roznorakich punktach czasowych oraz rejonach moézgu wybranych do analizy, a takze

w niejednolitych kryteriach dotyczacych zdefiniowania aktywacji mikrogleju [Smolders et
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al., 2018]. Mimo to, zaproponowanych zostato kilka Sciezek mogacych prowadzi¢ od MIA,
poprzez mikroglej az do zmian neurologicznych. Schaafsma i wsp. wykazali iz MIA
wywotlane podaniem LPS wywotato dlugofalowe zmiany we wrazliwo$ci mikrogleju
u dorostych zwierzat, a plodowy mikroglej jest odpowiedzialny za sekrecje cytokin
prozapalnych, co przyczynito si¢ do rozwoju stanu zapalnego w OUN, co moglo wplyngc
na dalszy rozwdj mozgu [Schaafsma et al., 2017b]. Ozaki i wsp. zaobserwowali iz MIA
spowodowato zmiany w ruchliwosci wypustek mikroglejowych, co zaobserwowano juz
w 18 dniu cigzy a utrzymywalo si¢ az do nastoletniosci [Ozaki et al., 2020]. Przywotane
badania sugerujg iz obserwowane zmiany w funkcjonowaniu mikrogleju moga mie¢ wptyw
na funkcje oraz plastyczno$¢ neurondéw, a takze moga przyczynia¢ si¢ do podatnosci
osobnikow  prenatalnie poddanych dziataniu MIA na wystgpienie chorob
neurorozwojowych. Coraz wigcej dowodow wskazuje na fundamentalne znaczenie
interakcji mikroglej - neuron w prawidlowym rozwoju moézgu, a takze w utrzymaniu
homeostazy w OUN. Wydaje si¢, iz MIA moze by¢ jednym z czynnikow zaburzajacych
tego typu interakcje.

7.5.  Stres oksydacyjny w autyzmie i w zwierzecych modelach choroéb

neurorozwojowych

Reaktywne formy tlenu uwalniane w ilosciach bezpiecznych dla komorki, odgrywaja
wazng rolg mediatorow i regulatoréw wielu procesow komorkowych [Schieber & Chandel,
2014], jednak w wyniku zaburzenia rownowagi pomiedzy procesami oksydacyjnymi, ktore
indukuja produkcje RFT, a systemami antyoksydacyjnymi dochodzi do stresu
oksydacyjnego, ktory moze prowadzi¢ do uszkodzenia komorki i inicjowaé réznego rodzaju
procesy patologiczne, w tym prowadzi¢ do aktywacji stanu zapalnego [Sies et al., 2017].
Z kolei infekcja, aktywacja komorek uktadu odpornosciowego i toczaca si¢ reakcja zapalna
zwigkszaja produkcje wolnych rodnikéw. Do najwazniejszych RFT nalezy anionorodnik
ponadtlenkowy (O2"), nadtlenek wodoru (H202), rodnik hydroksylowy (*OH) oraz tlen
singletowy (*O2). Gléwnym producentem wolnych rodnikow jest przede wszystkim
mitochondrialna fosforylacja oksydacyjna [Pizzino et al., 2017]. Innym waznym Zrédiem
RFT w komorce jest aktywnos$¢ enzymow z rodziny oksydaz NADPH (NOX), ewolucyjnie
konserwowanych bialek transblonowych, transportujacych elektrony z NADPH, poprzez
FAD (dinukleotyd flawinoadeninowy) na O, co skutkuje wytworzeniem O>" [Terzi &
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Suter, 2020]. Wyjatkiem jest NOX4 zlokalizowana w blonic mitochondrialnej
[Shanmugasundaram et al., 2017] i w siateczce $rédplazmatycznej [Laurindo et al., 2014],
oraz DUOX2 katalizujaca powstawanie H2O2. U wigkszosci ssakow wystepuje siedem
izoform NOX (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, dioksygenaza DUOX1 i DUOX2),
ktorych ekspresja rozni sie¢ w zaleznosci od tkanki [Brandes et al., 2014]. Kilka
z wymienionych izoform obecnych jest w OUN, NOX1, NOX2, NOX3, i NOX4
zaobserwowano w neuronach, podczas gdy w astrocytach i w mikrogleju wystgpuja NOX1,
NOX2, 1 NOX4 [Nayernia et al., 2014]. Warto zaznaczy¢, iz ekspresja NOX2 w mikrogleju
utrzymuje si¢ na niskim poziomie w stanie spoczynku tych komorek i wzrasta po ich
aktywacji [Nayernia et al., 2014].

Dla zachowania homeostazy, komorki zwierzece wyksztalcity sprawnie funkcjonujacy
system antyoksydacyjny. Jednym z jego elementow jest czynnik transkrypcyjny Nrf2 (ang.
nuclear factor erythroid 2-related factor 2) [Sies et al., 2017]. Gdy komorka nie znajduje si¢
w warunkach stresowych, Nrf2 pozostaje w cytoplazmie, zwigzany z biatkiem Keap1 (ang.
kelch like ECH associated protein 1), co prowadzi do ubikwitynacji i degradacji Nrf2.
W obecnosci RFT dochodzi do inaktywacji Keap1 i rozluznienia jego wigzania z Nrf2, co
prowadzi do stabilizacji tego ostatniego, oraz jego translokacji do jadra komorkowego.
Nastepnie dochodzi do dimeryzacji Nrf2 z matymi biatkami Maf (ang. musculoaponeurotic
fibrosarcoma) 1 zwigzania z elementem odpowiedzi antyoksydacyjnej (ang. antioxidant
response element, ARE) [Tonelli et al., 2018]. Prowadzi to do aktywacji r6znorodnych
gendéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne, ktore stanowia pierwsza lini¢ obrony przed
RFT [Ahmed et al., 2017]. Nalezg do nich przede wszystkim dysmutazy ponadtlenkowe
(ang. superoxide dismutases, SODs), katalizujace reakcj¢ dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego, katalaza (CAT) rozktadajaca nadtlenek wodoru, reduktaza tioredoksyny
(ang. thioredoxin reductase, TrxR) oraz peroksydazy glutationowe (ang. glutathione
peroxidases, GPxs) [Ighodaro & Akinloye, 2018; Ayaydin et al., 2020]. Dysmutazy
ponadtlenkowe, metaloenzymy obecne w wigkszosci zywych organizméw, katalizuja
konwersje Oz~ do H202 (202 +2H* — H202+02) [Younus, 2018], co pozwala na kontrolg
poziomu RFT. W zwiazku z tym enzymy te petnig zarowno role protekcyjna jak i wptywaja
na sygnalizacj¢ redoks (ang. redox signaling) [Wang et al., 2018]. Komorki majace kontakt
z tlenem sg zwykle obfite w katalaze, znajdujaca si¢ przede wszystkim w peroksysomach.
Katalizuje ona rozktad H20, do H2O i O, dopetniajac proces rozpoczety przez SOD
[Ighodaro & Akinloye, 2018]. Aktywnos¢ CAT uzupelniana jest przez aktywnos$¢ GPx,
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zlokalizowanej w mitochondriach, ktora rowniez przeksztatca H2O2 do H20, wykorzystujac
w tym celu form¢ zredukowang glutationu (GSH), ktory stuzy jako donor elektronow.
Glutation jest jednym z najwazniejszych narzedzi w arsenale systemu antyoksydacyjnego.
Po przeksztatceniu do formy utlenionej (disulfid glutationu, ang. GSH disulfide, GSSG)
przez GPx, glutation moze zosta¢ zregenerowany przez zalezng od NADPH reduktaze
glutationowg (ang. glutathione reductase, GR) do GSH [Pangrazzi et al., 2020]. Stosunek
GSH/GSSG jest szeroko stosowanym wskaznikiem obecnosci stresu oksydacyjnego [Jones,
2002]. Jednoczesnie z byciem fundamentalng cze$cig systemu antyoksydacyjnego, GSH
pelni szereg funkcji w OUN, od syntezy bialek i1 aktywacji enzymow, poprzez transport
metali 1 aminokwaséw, az po wplyw na rdéznicowanie neurondw 1 neurotransmisje
[Iskusnykh et al., 2022]. Nowe doniesienia wskazujg rowniez, ze Nrf2 hamuje transkrypcje
NOX [Kovac et al., 2015; Liu et al., 2022b] przyczyniajgc si¢ tym samym do zmniejszenia
generacji RFT. Nadmierne st¢zenie RFT wigze si¢ z uszkodzeniami lipidow, biatek oraz
DNA, co prowadzi do uszkodzen komorkowych. Moézg, ze wzgledu na bardzo wysokie
zapotrzebowanie energetyczne oraz duzg zawarto$¢ lipidow, jest szczegdlnie wrazliwy na
stres oksydacyjny [Cobley et al., 2018].

Rosnie ilo$¢ doniesien dotyczacych powigzan migdzy ASD a stresem oksydacyjnym
oraz obnizonym funkcjonowaniem systemu antyoksydacyjnego [Manivasagam et al., 2020;
Pangrazzi et al., 2020]. Slady stresu oksydacyjnego zaobserwowano w pobranych post
mortem probkach z moézgu oséb z ASD, czemu towarzyszyl zmniejszony stosunek
GSH/GSSG, a takze podwyzszony poziom 3-nitrotyrozyny (3-NT, marker oksydacyjnego
uszkodzenia biatek), 3-chloro-I-tyrozyny (3-CT, powstaje w wyniku dziatania
mieloperoksydazy (MPQ), marker stanu zapalnego) oraz 8-okso-2'-deoksyguanozyny (8-
oxo0-dG, marker oksydacyjnego uszkodzenia DNA) [Rose et al., 2012]. Co wigcej, Slady
zaburzen antyoksydacyjnych oraz markery stresu oksydacyjnego obserwowano rowniez we
krwi dzieci z ASD [Abruzzo et al., 2019; Pangrazzi et al., 2020; Chen et al., 2021]. Badania
na modelach zwierzecych dostarczaja dowoddéw na obecno$¢ zaburzen redoks po
prenatalnej ekspozycji na MIA. Lanté i wsp. wykazali iz podanie LPS w trakcie cigzy
skutkowalo wystapieniem stresu oksydacyjnego w hipokampie ptodéw, zaobserwowano
gwattowny wzrost karbonylacji biatek, a takze spadek poziomu a-tokoferolu oraz stosunku
GSH/GSSG. U potomstwa zaobserwowano zaburzenia behawioralne. Co ciekawe,
jednoczesne podanie z LPS i antyoksydantu (N-acetylocysteiny) zapobiegato wystapieniu

stresu oksydacyjnego oraz znosito zmiany behawioralne u zwierzat MIA [Lanté et al.,
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2007]. W innym badaniu podanie LPS indukowalo stres oksydacyjny oraz zwigkszato
ekspresje metaloproteinaz w ptynie owodniowym oraz W mézgach ptodéw [Simdes et al.,
2018].

Jak wspomniano wyzej, stan zapalny oraz stres oksydacyjny sa $cisle ze soba
powiazane, do tego stopnia iz mogg one wej$¢ w tak zwane btedne koto (ang. vicious cycle),
stymulujagc si¢ wzajemnie. Wiadomym jest, ze chroniczny stan zapalny wigze si¢
z obecnoscia stresu oksydacyjnego i procesOw neurodegeneracyjnych, podczas gdy stres
oksydacyjny indukuje rozwoj stanu zapalnego [Pangrazzi et al., 2020]. Wzrost poziomu
cytokin prozapalnych oraz uwalnianie wzorcow molekularnych zwigzanych
z uszkodzeniem (ang. damage-associated molecular patterns, DAMPs) indukuje fagocyty,
makrofagi na obwodzie lub mikroglej w OUN do wybuchu tlenowego [Simpson & Oliver,
2020]. Co wigcej, jak wspomniano wczesniej, RFT sg zaangazowane w wiele szlakow
sygnatlowych 1 moga wplywaé na rézne $ciezki molekularne, w tym $ciezki angazujace
czynnik transkrypcyjny NF-kB (ang. the nuclear factor kappa B) i kinazy aktywowane
mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinases, MAPK) [Zhang et al., 2016], co
prowadzi do zwigkszenia ekspresji cytokin prozapalnych, m.in. IL-1p, IL-6, i TNF-a
[Simpson & Oliver, 2020]. Nie dziwi wigc, iz pobudzenie uktadu odpornosciowego matki
moze skutkowaé zaro6wno stanem zapalnym jak 1 stresem oksydacyjnym u potomstwa,

zarOwno w zyciu ptodowym jak 1 pdzniej.

7.6. Funkcjonowanie mitochondriéw w osSrodkowym ukladzie

nerwowym

7.6.1. Udzial mitochondriow w generacji wolnych rodnikéw tlenowych

Mitochondria to organella zaangazowane w wiele roznych proceséw komorkowych,
jednak ich najwazniejszym zadaniem pozostaje synteza ATP. Powstaje on w procesie
fosforylacji oksydacyjnej, zachodzacej na wewnetrznej blonie mitochondrialnej,
z wykorzystaniem pomp protonowych [Papa et al., 2012]. Wewngtrzna btona
mitochondrialna charakteryzuje sie wysokg nieprzepuszczalno$cia dla jonu H*, co pozwala
na akumulacj¢ tego jonu w przestrzeni migdzybtonowej. Jako pierwsza pompg¢ protonowg
traktuje si¢ tancuch oddechowy - zespdt enzyméw oraz koenzymow, ktory dzigki
transportowi elektronow z substratow (NADH, FADH>) na tlen (O2), zyskuje energi¢ do

przepompowywania jonéw H* do przestrzeni miedzybtonowej [Papa et al., 2012]. Drugg

52



pompa jest ATPaza, ktéra w warunkach fizjologicznych pracuje w trybie odwrdconym,
jako syntaza ATP, syntezujagc ATP kosztem utworzonego w przestrzeni miedzybtonowej
elektrochemicznego potencjalu protonowego. Lancuch oddechowy sktada si¢ z czterech
komplekséw mitochondrialnych, oksydoreduktazy NADH-ubichinon (CI), kompleksu
dehydrogenazy bursztynianowej (CI1), oksydoreduktazy ubichinol-cytochrom ¢ (ClI1) oraz
oksydazy cytochromowej (CIV). W sktad tancucha wchodzg rowniez koenzymy, koenzym
Q (ubichinon) oraz cytochrom c [Wojtczak & Zablocki, 2008] (Rycina 4).

Cytoplazma
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Rycina 4. Lancuch transportu elektronéw. Schematyczny przebieg tancucha transportu elektronow.
Kompleks I utlenia wewnatrzmitochondrialng pule NADH, wprowadzajac elektrony do tancucha
oddechowego i przekazujac je na koenzym Q (CoQ). Przeniesieniu pary elektronow przez kompleks I zNADH
na CoQ towarzyszy wypompowanie 4 protonow z macierzy do przestrzeni miedzybtonowej. Kompleks II jako
jedyny nie jest kanatem jonowym, przekazuje on na CoQ elektrony z bursztynianu przeksztalconego
w fumaran. CoQ przenosi elektrony z kompleksow 1 i II na kompleks II1, ktory przenoszac pare elektrondw,
jednoczesnie wypompowuje 4 protony. Nastepnie cytochrom c (Cyt ¢) przenosi elektrony z kompleksu III na
kompleks IV, czemu towarzyszy wypompowanie dwoch protonéw. Droga elektronéw przez tancuch
oddechowy konczy si¢ neutralizacja dwoch protondéw po stronie macierzy, gdzie taczac si¢ z Oz tworza one
czasteczke wody. Syntaza ATP (kompleks V) to kanal jonowy, przepuszczajacy protony z powrotem do
macierzy mitochondrialnej, wigze si¢ to ze zmiang konformacji kompleksu, co umozliwia dotaczenie reszty
kwasu fosforanowego (Pi) do czasteczki ADP i wytworzenie ATP. Na czerwono zaznaczono miejsca

powstawania anionorodnika ponadtlenkowego (O2™). Rycing stworzono w programie BioRender.

Jak wspomniano wcze$niej, transportowane przez tancuch oddechowy elektrony

w ostatnim etapie wykorzystywane sa do redukcji atomu tlenu, ktéry nastepnie wigze sie
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z dwoma jonami H*, co skutkuje powstaniem czgsteczki wody. Jednak niewielka cze$é
elektronow nie dociera do konca tancucha, ,,uciekajac” na jednym z wezesniejszych etapow.
Elektrony takie reaguja z tlenem czasteczkowym, wytwarzajac O2". Przyjmuje sig, iz takiej
przemianie ulega okoto 1-2% pobieranego tlenu [Checa & Aran, 2020]. W ten sposob
mitochondria stajg si¢ jednym z najwigkszych producentow RFT w komorce [Murphy,
2009], a za gtdéwnych winowajcow uwaza si¢ kompleks I oraz kompleks I1I [Bleier & Drose,
2013]. Istniejg inne miejsca produkcji RFT w mitochondriach, m.in. enzymy cyklu kwasu
cytrynowego, np. akonitaza, dehydrogenaza pirogronianowa czy dehydrogenaza a-
ketoglutaranowa, a takze monoaminooksydaza (MAO) znajdujaca si¢ na zewngtrznej btonie
mitochondriow [Angelova & Abramov, 2018]. Jednak najwazniejsze komodrkowe zrodto
RFT, to tancuch oddechowy. Wysokie stezenie O2 w mitochondriach w stanie spoczynku
(~5-10xwyzsze niz w jadrze komoérkowym czy cytosolu) sprawia, ze mitochondria sg
narazone Nna uszkodzenia oksydacyjne, powodowane przez RFT pochodzace z tancucha
oddechowego [Ott et al., 2007]. Jednoczesnie, uszkodzone mitochondria produkujg wigcej
RFT, co moze prowadzi¢ do wejscia w bledne koto, skutkujace generacja stresu
oksydacyjnego [Andreyev et al., 2005]. Mitochondria w OUN mogg zosta¢ uszkodzone nie
tylko na skutek lokalnej nadprodukcji RFT, ale rowniez przez wolne rodniki produkowane
przez inne zrodla, a przede wszystkim przez RFT pochodzace z oksydaz NADPH, takze
mitochondrialne RFT aktywuja oksydazy NADPH 1 prowadza do wigkszej produkcji RFT
tworzac samonapedzajace si¢ toksyczne koto [Lee & Jose, 2021]. Aktywacja mikrogleju i
uwalnianie prozapalnych cytokin stymuluje mitochondria do zwigkszenia produkcji
wolnych rodnikéw i aktywacji stresu oksydacyjnego, co z kolei promuje rozwdj procesow
prozapalnych [West et al., 2011]. Badania in vitro wykazaly iz ekspozycja komorek
mikrogleju na czynniki prozapalne prowadzi do wzrostu poziomu RFT oraz zaburzenia
funkcji mitochondriow, zaobserwowano m.in. uszkodzenie mtDNA oraz zwigkszenie
fragmentacji tych organelli [Suematsu et al., 2003; Voloboueva et al., 2013; Doll et al.,
2015b; Park et al., 2015; Nair et al., 2019; Gao et al., 2021]. W wyniku uszkodzenia
mitochondriéw dochodzi do uwalniania ATP, mtDNA, oraz mtRFT, ktore po uwolnieniu
z mitochondriéw funkcjonuja jako DAMPs. Mitochondrialne DAMPs rozpoznawane sa
przez odpowiednie receptory [Grazioli & Pugin, 2018; Roh & Sohn, 2018], co skutkuje
aktywacja odpowiedzi immunologicznej i stymuluje rozwoj stanu zapalnego [Collins et al.,

2004; Zhang et al., 2010].
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7.6.2. Dynamika mitochondriow

Mitochondria to nieustannie zmieniajace si¢, dynamiczne struktury, tworzace tak zwang
sie¢ mitochondrialna, ktorej elementy lacza si¢ i rozdzielaja w procesach fuzji i fragmentacji
[Sabouny & Shutt, 2020]. Fuzja pozwala na przekazywanie prawidlowego mtDNA migdzy
obszarami sieci, co przeklada si¢ na optymalne funkcjonowanie mitochondriow nawet
w obliczu uszkodzen czesci mtDNA [Kawalec et al., 2016], a takze promuje syntez¢ ATP.
Z kolei fragmentacja odpowiada za prawidlowa dystrybucje i transport mitochondriow
w komorce, szczegoOlnie istotny dla komoérek neuronalnych, o wydluzonym ksztalcie
1 znacznych odlegtosciach pomiedzy ciatem komorki, a zakonczeniami nerwowymi.
Fragmentacja mitochondriow jest takze kluczowym procesem kontroli jakosci tych
organelli, oddzielenie uszkodzonych nieprawidlowo funkcjonujgcych mitochondriow od
sieci mitochondrialnej umozliwia ich usuni¢cie w procesie selektywnej autofagii czyli
mitofagii, usprawniajgc funkcjonowanie catej sieci [Otera et al., 2013]. Nawet niewielkie
zaburzenie dynamiki mitochondridéw (fuzji lub fragmentacji) moze prowadzi¢ do
nieprawidtowosci w strukturze drzewa dendrytycznego 1 zaburzen plastycznosci
synaptycznej [Rossi & Pekkurnaz, 2019; Seager et al., 2020]. Procesy fuzji i fragmentacji
mitochondriow s3 S$cisle kontrolowane przez grupg bialek charakteryzujacych sie
aktywnos$cig GTPaz.

Proces fuzji mitochondriow przebiega dwuetapowo, rozpoczyna si¢ od fuzji
zewngtrznej blony mitochondrialnej (ang. outer-mitochondrial membrane, OMM),
a nastgpnie dochodzi do fuzji wewnetrznej blony mitochondrialnej (ang. inner-
mitochondrial membrane, IMM). Za fuzje OMM odpowiadajg mitofuzyna 1 (Mfnl) oraz
mitofuzyna 2 (Mfn2). Mitofuzyny zakotwiczone s3 w btonie mitochondrialnej za pomoca
domeny transbtonowej w taki sposob, iz oba ich konce, karboksylowy i aminowy
skierowane sg w strong¢ cytoplazmy [Kawalec et al., 2016]. Proces fuzji rozpoczyna si¢ od
wytworzenia homo- (Mfn1-Mfnl lub Mfn2-Mfn2) lub heterodimerow (Mfn1-Mfn2) miedzy
sgsiadujgcymi mitochondriami. Na koncu aminowym mitofuzyny znajduje si¢ domena
GTPazowa, ktora umozliwia hydrolize¢ GTP do GDP, przy czym Mfnl wykazuje wigksza
aktywno$¢ hydrolizy GTP niz Mfn2. Hydroliza GTP powoduje zmiany konformacyjne
w OMM, prowadzac do destabilizacji bton i ostatecznie do ich fuzji [Partyka et al., 2016].
Mifnl oddziatluje takze z biatkiem Opal (ang. optic atrophy 1) odpowiedzialnym za fuzje¢
IMM, koordynujac tym samym fuzje zarowno OMM jak 1 IMM. Opal to zakotwiczone

w IMM biatko wystepujace w o$miu izoformach, powstajagcych na drodze modyfikacji
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potranskrypcyjnych i potranslacyjnych. Proteoliza Opal dokonywana przez proteazy
YMEIL i OMAI skutkuje wytworzeniem dtugich (ang. long-Opal, L-Opal)
zakotwiczonych w blonie, i krotkich (ang. short-Opal, S-Opal) form biatka [Pernas &
Scorrano, 2016]. Forma L-Opal jest niezbedna dla zajscia fuzji IMM. Intensywne cigcie L-
Opal i przewaga S-Opal sprzyja procesom fragmentacji [Ge et al., 2020]. Proces
fragmentacji mitochondriow jest zalezny przede wszystkim od cytosolowego biatka Drpl
(ang. dynamin-related protein 1) i jego modyfikacji potranslacyjnych (np. s-nitrozylacja,
sumoilacja, czy fosforylacja reszty seryny 616 promuje fragmentacje, podczas gdy
zniesienie sumoilacji czy fosforylacja reszty seryny 637 powoduje zahamowanie
fragmentacji) [Partyka et al., 2016]. Rekrutacja Drpl do mitochondriéw zalezna jest od
zakotwiczonych w OMM bialek adaptorowych, przede wszystkim Mff (ang. mitochondrial
fission factor) oraz Fisl (ang. mitochondrial fission protein 1). Drpl w cytoplazmie
przyjmuje posta¢ dimeréw lub tetramerow. Po zarekrutowaniu do mitochondrium,
czasteczki Drpl tacza si¢ w pierscien, ktory zaciskajac si¢ dokonuje fragmentacji [Pernas &
Scorrano, 2016] (Rycina 5).
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Rycina 5. Dynamika mitochondriéw. Schematyczny przebieg procesow fuzji i fragmentacji mitochondriow.
Fuzja skutkuje elongacjg mitochondriéw, podczas gdy fragmentacja dzieli mitochondria. Fuzja kontrolowana jest
przez Mfnl i Mfn2 w OMM oraz Opal w IMM. By zaszla fragmentacja, cytosolowe biatko Drp1 rekrutowane jest
do OMM, gdzie wiaze si¢ do bialek adaptorowych Mff i Fisl, tworzac pierscien, ktory zaciskajac si¢ dokonuje

fragmentacji mitochondrium. Rycing stworzono w programie BioRender.

7.6.3. Mitofagia i biogeneza mitochondriow

Autofagia jest niezb¢dnym dla utrzymania homeostazy komorkowej mechanizmem,
umozliwiajacym degradacj¢ sktadnikow cytoplazmatycznych, zaréwno takich wytwarzanych
w nadmiarze jak 1 niefunkcjonalnych lub uszkodzonych czasteczek 1 organelli komorkowych.
Proces ten jest czteroetapowy, sktadajacy si¢ z kolejnych faz: indukcji (utworzenie blony
izolujacej czyli fagoforu), elongacji fagoforu (przeksztalcenie w autofagosom zawierajacy
fragment cytoplazmy z elementami przeznaczonymi do usunigcia), fuzji autofagosomu
z lizosomem (wytworzenie autofagolizosomu) oraz degradacji przez enzymy lizosomalne
[Kasprowska-Liskiewicz, 2017]. Wyrdznia si¢ dwa podstawowe rodzaje autofagii. Autofagia
nieselektywna zachodzi gdy degradacji ulega cze$¢ cytoplazmy ze znajdujacymi sie w niej
réznorodnymi skladnikami, w celu zachowania rownowagi wielkosci 1 skladu
cytoplazmatycznego. Trawienie konkretnego rodzaju struktur okresla si¢ jako autofagie
selektywna. Do tej grupy nalezy mitofagia (ang. mitophagy), czyli degradacja mitochondriéw
[Gatica et al., 2018].

Proces mitofagii odbywa si¢ na drodze zaleznej od receptorow lub od ubiwkityny. Najlepiej

poznanym u ssakdw mechanizmem usuwania mitochondriow jest szlak zalezny od ubikwityny,
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w ktorym gtowng role pelni kinaza PINK1 (ang. PTEN-induced kinase 1) oraz ligaza
ubikwitynowa E3 parkina [Lou et al., 2020]. W warunkach fizjologicznych serynowo-
treoninowa kinaza PINK1 jest transportowana przez blony mitochondrialne do przestrzeni
mig¢dzyblonowej, gdzie jest degradowana przez proteazy PARL (ang. presenilinassociated
rhomboid-like protein). Dlatego w spolaryzowanych prawidlowo funkcjonujacych
mitochondriach poziom PINK1 jest bardzo niski. W przypadku uszkodzenia mitochondrium
1 obnizenia potencjatu btony mitochondrialnej dochodzi do aktywacji i akumulacji PINK1 na
powierzchni OMM. Aktywna PINK1 fosforyluje i aktywuje znajdujaca si¢ w cytosolu parking,
co powoduje rekrutacje tego biatka do uszkodzonego mitochondrium [Killackey et al., 2020].
Aktywowana parkina, jako ligaza ubikwitynowa E3, katalizuje ubikwitynacj¢ wielu biatek
OMM, naznaczajac je do degradacji w proteasomie. Obecnos¢ fancuchéw poliubikwitynowych
na powierzchni mitochondrium prowadzi do rekrutacji kolejnych biatek, odpowiadajacych za
inicjacje mitofagii, migdzy innymi p62. Biatko to, wigzace si¢ do ubikwitynowanych biatek,
ma rowniez zdolno$¢ do wigzania biatka LC3, co prowadzi do rekrutacji autofagosomu [Youle
& Narendra, 2011]. Po przytaczeniu biatka LC3 dochodzi do zamknigcia mitochondrium
w autofagosomie, ktory nastepnie taczy si¢ z lizosomami, tworzac autofagolizosom gdzie

nastepuje degradacja catych organelli [Onishi et al., 2021].
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Rycina 6. Schemat przebiegu mitofagii zaleznej od PINKI1/parkiny. W warunkach fizjologicznych
PINK1 jest utrzymywane na niskim poziomie. Spadek potencjatu blonowego mitochondrium (Ay) prowadzi
do akumulacji PINK1 na powierzchni OMM. Kinaza PINK1 rekrutuje i aktywuje parking poprzez jej
fosforylacje (P) na Ser65. parkina z kolei ubikwitynuje (Ub) biatka OMM. PINK1 fosforyluje Ub na biatkach
OMM, co dodatkowo aktywuje parkine. Biatka adaptorowe (w tym p62) wigzg zarowno Ub jak i biatko LC3
zwigzane z blong autofagosomu. Powstaly autofagosom taczy si¢ z lizosomem, gdzie mitochondrium
degradowane jest przez hydrolazy lizosomalne (zielony) [Riib et al., 2017]. Rycing stworzono w programie

BioRender.

Za utrzymywanie puli prawidlowo funkcjonujacych mitochondriow odpowiada rowniez
proces biogenezy mitochondriow. Nowe mitochondria mogg powstawa¢ jedynie z juz
istniejagcych  organelli. Zwigkszenie zapotrzebowania energetycznego indukuje
skomplikowany proces, angazujacy zaréwno genom jadrowy jak i mitochondrialny,
w wyniku ktorego dochodzi do ekspresji ponad 1100 biatek [Jamwal et al., 2021]. Jako iz
genom mitochondrialny koduje jedynie 37 biatek, wigkszo$¢ procesu biogenezy przebiega
pod kontrolg genomu jadrowego. Gldéwnym czynnikiem transkrypcyjnym kontrolujagcym
biogenez¢ mitochondriow jest koaktywator-la receptora y aktywowanego przez
proliferatory peroksysoméw (ang. the peroxisome proliferator-activated receptor-y
coactivator-l1a, PGCla). PGCla wplywa na ekspresje wielu biatek zaangazowanych
w regulacje metabolizmu komoérkowego. Wykazano, iz PGCla w istocie nie posiada
aktywnosci enzymatycznej ani domeny wigzacej DNA. Zamiast tego, biatko to oddziatuje
na inne czynniki transkrypcyjne, zwigkszajac ich ekspresj¢ i posrednio wplywajac na
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ekspresje gendw zwigzanych z dostosowaniem si¢ komorki do zmieniajacych si¢ warunkow
[Miller et al., 2019]. PGCla wptywa zarowno na biogeneze mitochondriow, jak i na inne
funkcje tych organelli, migdzy innymi dynamike, wptywajac na Mfn2 i Drpl oraz
mitofagie, poprzez wptyw na PINK1 i parking [Chen et al., 2022]. W przebiegu biogenezy
PGCla aktywuje biatka NRF1 i NRF2 (ang. nuclear respiratory factors 1 i 2). Biatka te nie
tylko aktywujg transkrypcyjny czynnik mitochondrialny A (ang. mitochondrial
transcription factor A, Tfam), ale rowniez wigza si¢ do regionéw promotorowych gendow
jadrowych kodujacych podjednostki pigciu kompleksow mitochondrialnych tancucha
transportu elektronéw, reguluja takze geny zaangazowane w biosyntez¢ hemu, import
kodowanych jadrowo biatek mitochondrialnych oraz replikacje i transkrypcje mtDNA [Li
etal., 2017]. Tfam to jadrowo kodowane biatko, syntetyzowane w cytoplazmie, a nastepnie
importowane do wnetrza mitochondriow [Kang et al., 2018]. Na terenie mitochondrium
Tfam wptywa bezposrednio na transkrypcje i replikacj¢ mtDNA [Jornayvaz & Shulman,
2010].

7.6.4. Mitochondria w zaburzeniach ze spektrum autyzmu

Prawidlowe funkcjonowanie mitochondriow jest kluczowe dla zachowania funkcji
neuronow, ktore sa komoérkami o bardzo duzej aktywnosci 1 wysokim zapotrzebowaniu
energetycznym. Moézg ludzki stanowigc tylko 2% masy catego ciata zuzywa az 20% energii
[Raichle, 2010]. Wysokie zapotrzebowania energetyczne neurondw wynikajg m.in.
z konieczno$ci utrzymania i przywrocenia gradientow jonowych, ktoére zmieniaja si¢
podczas sygnalizacji neuronalnej, takze wychwyt i recykling neuroprzekaznikow jest
procesem wymagajagcym pod wzgledem energetycznym [Bélanger et al., 2011].
Prawidlowo funkcjonujgce mitochondria sg rowniez niezbedne do utrzymania struktury
drzewa dendrytycznego oraz biorg udzial w regulacji homeostazy jondéw wapnia,
szczegolnie w zakonczeniach synaptycznych. Zaburzenia energetyczne i mitochondrialne
petnig istotng rolg w patomechanizmie wielu chordb uktadu nerwowego, przede wszystkim
w chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, czy Parkinsona [Perez
Ortiz & Swerdlow, 2019; Rani & Mondal, 2020]. Badania ostatnich lat wskazuja rowniez
na zaburzenia bioenegretyczne oraz nieprawidtowosci w funkcjonowaniu mitochondriéw
u pacjentow z ASD. Okoto 4% osob z ASD jest diagnozowanych pod katem chordb
mitochondrialnych (ang. classic mitochondrial disease, MD). Jednakze, rdznorakie

przejawy zaburzen mitochondrialnych obserwuje si¢ nawet u 80% pacjentéw z autyzmem
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[Frye, 2020]. Wykazano miedzy innymi zaburzenia ekspresji [Anitha et al., 2013], poziomu
[Chauhan et al., 2011; Tang et al., 2013b] oraz aktywnos$ci podjednostek kompleksoéw
tancucha transportu elektronow [Gu et al., 2013] w mozgu os6b z ASD. Zaobserwowano
réwniez zaburzenia ekspresji gendw zaangazowanych w transport mitochondrialny,
utrzymywanie potencjatu blonowego oraz dynamike mitochondriow (fuzje i fragmentacje)
[Anitha et al., 2012; Tang et al., 2013b]. Wydaje si¢ zatem, ze zaburzenia mitochondrialne
sg istotne w kontekscie ASD. Mimo to, niewiele jest dostepnych danych dotyczacych
funkcjonowania mitochondriow w moézgu potomstwa matek narazonych na infekcje

W Cigzy.
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8. Zalozenia i cel pracy

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. autism spectrum disorders, ASD), nalezace do
czesto wystepujacych zaburzen neurorozwojowych, dotykaja ponad 1% populacji dzieci
na S$wiecie. Jednocze$nie, z roku na rok obserwuje si¢ coraz wigksza liczbe
diagnozowanych przypadkéw autyzmu [Rice et al., 2007; Maenner et al., 2020]. Etiologia
ASD pozostaje nieznana, jednak badania ostatnich lat sugerujg, ze jednym z czynnikow
zwigkszajacych ryzyko wystgpienia ASD u dziecka jest aktywacja uktadu
odporno$ciowego matki we wczesnej cigzy (ang. maternal immune activation, MIA)
[Boulanger-Bertolus et al., 2018]. Wsrdd opracowanych w ostatnich latach modeli MIA,
jednym z najcze$ciej wykorzystywanych jest zwierzecy model aktywacji uktadu
odpornosciowego matki oparty na dootrzewnowej iniekcji ci¢zarnym samicom
endotoksyny bakteryjnej, lipopolisacharydu (LPS). Potomstwo MIA wykazuje liczne
zachowania rekapitulujace typowe dla autyzmu =zaburzenia u ludzi. Co wigcej,
zaobserwowano u niego m.in. zmiany w budowie i funkcjonowaniu mézgu [Canetta et al.,
2016; Rahman et al., 2017; Antonson et al., 2018], a takze obecno$¢ markeréw stanu
zapalnego [Garay et al., 2013]. Do tej pory brakowato jednak informacji o doktadnych
efektach MIA na stan mitochondriow w mozgu potomstwa, cho¢ zaburzenia
mitochondrialne sg coraz cze¢sciej diagnozowane u pacjentéw z autyzmem [Frye, 2020].
Majac na uwadze powyzsze oraz kluczowe znaczenie wydajno$ci mitochondriow dla
prawidlowego funkcjonowania mozgu nie tylko w zyciu ptodowym, ale i w pozniejszych
etapach rozwoju, celem badan byta weryfikacja hipotezy, iz w zaburzeniach ze spektrum
autyzmu wywolanych aktywacja ukladu odpornosciowego matki we wczesnej cigzy
dochodzi do nieprawidtowosci w funkcjonowaniu mitochondriéw i zaburzen metabolizmu
energetycznego w mozgu. Zaburzenia mitochondrialne wywotane infekcjami matki
w cigzy mogg leze¢ u podstaw zaburzen synaptycznych i rozwoju autyzmu. Dlatego cele

szczegotowe obejmowaly:
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1)

2)

3)

Zbadanie wptywu aktywacji uktadu odporno$ciowego matki we wczesnej cigzy na
struktur¢ 1 funkcjonowanie mitochondriow w moézgu oseskow oraz miodego
potomstwa, w tym na funkcjonowanie tancucha transportu elektronow, dynamike oraz
biogeneze i usuwanie mitochondridéw na drodze autofagii;

Analize procesOw prozapalnych i markerow stresu oksydacyjnego w mozgu oseskow
oraz mlodych zwierzat w odpowiedzi na stres prenatalny wywolany aktywacja uktadu
odpornosciowego matki w cigzy;

Zbadanie wptywu aktywacji uktadu odpornosciowego matki na zwigzane z autyzmem

zachowania oseskow oraz mlodych zwierzat potomnych;
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9. Materialy i metody

9.1. Zwierzeta doswiadczalne i model aktywacji ukladu

odpornosciowego matki w cigzy (MIA)

9.1.1. Zwierzeta doSwiadczalne

Eksperymenty na zwierzegtach przeprowadzano na podstawie zezwolen nr. 361/2017
oraz nr. WAW2/053/2021 wystawionych przez I Lokalng Komisj¢ Etyczng do Spraw
Dos$wiadczen na Zwierzgtach w Warszawie przy $cistym zachowaniu wytycznych Krajowe;j
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach. Osoby biorace udzial
w doswiadczeniach posiadaly adekwatne zezwolenia.

Badania prowadzono z wykorzystaniem szczuréw stada Wistar, dostarczonych przez
zwierzetarni¢ Instytutu Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej im. M. Mossakowskiego
PAN i utrzymywanych tamze. Ze zwierzetarni pobierano ci¢zarne samice migdzy 12 a 15
tygodniem zycia, wazace 210-250 g. Zwierzeta przetrzymywane byly w warunkach
kontrolowanej temperatury 1 wilgotno$ci, w cyklu 12 h §wiatta/12 h ciemnosci. W trakcie
trwania eksperymentu zwierzeta przebywaty w klatkach hodowlanych (425 mm x 266 mm
x 185 mm, powierzchnia podlogi 800cm? Rycina 7), gdzie zapewniony miaty
nieograniczony dostep do pokarmu i wody oraz wzbogacone Srodowisko (plastikowe

schronienia, dtugie wiory, klocki drewniane).
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Rycina 7. Klatka hodowlana. Zdjecie pogladowe klatki hodowlanej, widoczne wzbogacenia srodowiska. W

klatce znajduja si¢ dwa samce szczura stada Wistar, z grupy kontrolnej.

9.1.2. Model MIA

Aktywacje uktadu odporno$ciowego matki (MIA) wywotywano poprzez jednorazowe
dootrzewnowe podanie lipopolisacharydu (LPS) z Escherichia coli (Sigma-Aldrich, USA,;
serotyp 055:BS5, toksycznos¢: 500000 j./mg) w dawce 100 pg/kg masy ciata, w 9,5 dniu
ciazy (t.j. o godzinie 12:00 w potudnie, 9 dnia cigzy). Kontrole otrzymywaty analogiczna
iniekcje z rozpuszczalnikiem (sterylna sol fizjologiczna, 0,9%). Objawy chorobowe
u wybranych matek byty monitorowane przez 24 h po podaniu LPS z pomoca klatek
metabolicznych (Tecniplast S.p.A., Wlochy). Analizowano zmiany w masie i temperaturze
ciala (mierzonej rektalnie, termometr Fine Science Tool TR-200) oraz pobieranie pokarmu
i wody. Co wiecej, samice obserwowano pod katem zmian w behawiorze (letargicznosé,
pOtprzymknigcie oczu, zmniejszenie aktywnosci). Czes¢ samic poddawano eutanazji w 24
h po iniekcji w celu pobrania ptodéw i tozysk do dalszych analiz. Pozostate samice po
iniekcji przetrzymywane byly samotnie w klatkach az do porodu. Dzien porodu zapisywano
jako pierwszy dzien zycia. W 7 dniu mioty standaryzowano (losowa selekcja) do 10 sztuk
w miocie. Dodatkowo, w 7 dniu zycia wybrane mioty poddawano eutanazji w celu
wykorzystania moézgu do dalszych analiz. W dniach 9-11 przeprowadzano test izolacji od
matki, a w 15 dniu Zycia test preferencji $ciotki. W 22 dniu zycia mlode oddzielano od
matek i umieszczano w osobnych klatkach po 3-4 sztuki. Matki poddawano eutanazji. By

unikng¢ wplywu zmian hormonalnych, do dalszych analiz wykorzystywano wytacznie
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samce. W okolicach 40 1 50 dnia zycia przeprowadzano test otwartego pola i tréjkomorowy
test socjalizacji. Mtode samce poddawano eutanazji w 52-54 dniu zycia, pobierano mozgi,

a nastepnie do dalszych badan wykorzystywano kor¢ mozgu oraz hipokamp.

9.1.3. Eutanazja zwierzat i izolacja struktur mézgu

Eutanazj¢ prowadzono w sposob szybki i jak najbardziej ograniczajacy stres zwierzecia.
Zwierzeta usypiano poprzez wziewne podanie izofluranu (Iso-Vet), a nast¢pnie
dekapitowano przy uzyciu gilotyny. Przed dekapitacja czeSci zwierzat pobierano krew do
dalszych analiz. Mdzg izolowano w cato$ci 1 umieszczano w zimnym 0,1 M buforowanym
roztworze soli fizjologicznej pH 7,4 (ang. phosphate-buffered saline, PBS, Sigma Aldrich,
USA). Nastepnie mozg rozdzielano na struktury na szalce Petriego. Tkanki ktore nie byly
wykorzystywane na $wiezo, natychmiast mrozono w cieklym azocie i przechowywano

w -80°C. Do dalszych badafh wykorzystywano kor¢ mézgu oraz hipokamp.

9.2. 1Izolacja mitochondriow

Izolacje mitochondriow przeprowadzano z pomoca gotowego komercyjnego zestawu
do izolacji (Mitochondrial Isolation kit, Sigma-Aldrich, USA). Swiezo-pobrang tkanke
homogenizowano w buforze do ekstrakcji (10 mM HEPES, 200 mM mannitol, 70 mM
sacharoza, 1 mM EGTA, pH 7,5) i wirowano naprzemiennie na niskich (600 x g/5 min/4°C)
1 wysokich (11,000 x g/10 min/4°C) obrotach. Wyizolowane mitochondria zawieszano
w 40 pl buforu do przechowywania (10 mM HEPES, 250 mM sacharoza, 1 mM ATP, 80uM
ADP, 5 mM bursztynian sodu, 2 mM KzHPO4, 1 mM DTT (ditiotreitol), pH 7,5)

1 wykorzystywano bezposrednio do analiz.

9.3. Analiza poziomu ekspresji genéw

9.3.1. lzolacja RNA

Catkowity kwas rybonukleinowy (RNA) izolowano za pomoca zmodyfikowanej
metody Chomczynskiego [Chomczynski & Sacchi, 1987], z uzyciem odczynnika TRI
Reagent (Sigma-Aldrich, USA). Wszystkie uzywane przyrzady byty przeznaczone do pracy
z RNA (wolne od rybonukleaz, ang. RNase-free). 50 mg tkanki umieszczano w probowce
1,5 ml typu Eppendorf, zalewano 1 ml TRI Reagent’'u 1 homogenizowano

z wykorzystaniem strzykawki 2 ml 1 igly rozmiar 6 ($rednica 0,6 mm). Nastepnie proby
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inkubowano 5 min w temperaturze pokojowej (ang. room temperature, R.T.), po czym
dodawano 200 pul chloroformu, mieszano i inkubowano 3 min w R.T. Probki wirowano
(12000 x g/15 min/4°C), a faze¢ wodng przenoszono do nowej probowki. Nastepnie
dodawano 500 pl izopropanolu, inkubowano 10 min w R.T. i wirowano (12 000 x g/ 10
min/4°C), po wirowaniu zlewano supernatant, a osad RNA zalewano 1 ml 75% etanolu
(EtOH). Proby mieszano i wirowano (7500 x g/5 min/4°C), a nast¢pnie ponownie zalewano
EtOH (ostatnie trzy kroki powtarzano trzykrotnie). Po koncowym wirowaniu EtOH
odlewano, a osad pozostawiano do wysuszenia. Po wysuszeniu RNA zawieszano w 20 pl
ultraczystej wody (UltraPure Distilled Water, Invitrogen, USA).

Pomiar ilosci wyizolowanego RNA dokonywano metoda spektrofotometryczng
(A = 260 nm) z pomoca aparatu NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA). Otrzymane
RNA rozcienczano do stgzenia 125 ng/ul a nastgpnie w celu oczyszczenia, przeprowadzano
reakcj¢ trawienia DNA z uzyciem komercyjnego zestawu (DNase I, Sigma Aldrich, USA).
Do 8 ul rozcienczonego RNA (1 pg RNA) dodawano 2 ul mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej enzym (DNAza, ang. amplification grade DNase I). Nast¢pnie mieszaning
umieszczano w termocyklerze (Mastercycler nexus gradient, Eppendorf, Niemcy)
w 25°C/15 min. Po tym czasie dodawano 1 pl odczynnika inaktywujacego DNAze (ang.
Stop solution) i inkubowano w 70°C/10 min. Po zakonczonej reakcji probki

przechowywano w lodzie.

9.3.2. Odwrotna transkrypcja

Proces odwrotnej transkrypcji opiera si¢ na syntezie cDNA (komplementarnego DNA,
ang. complementary DNA) na matrycy RNA przez odwrotng transkryptaze (EC 2.7.7.49).
Reakcje przeprowadzano z uzyciem komercyjnego zestawu (High capacity RNA-to-cDNA
Kit, Applied Biosystems, USA). Po dodaniu odpowiedniej ilo$ci mieszaniny reakcyjnej (9
ul), proby inkubowano w termocyklerze (Mastercycler nexus gradient, Eppendorf, Niemcy)
w zmiennej temperaturze: 25°C/10 min; 37°C/120 min; 85°C/5 min. Koncowa objetos¢

probki wynosita 20 pl. Przed analizg proby rozcienczano 5-Krotnie.

9.3.3. Analiza ilosciowa ekspresji mRNA metoda lancuchowej reakcji polimerazy w

czasie rzeczywistym

Zmiany poziomu mRNA badano za pomocg tancuchowej reakcji polimerazy w czasie

rzeczywistym (ang. quantitative real-time PCR, gRT-PCR). Na matrycy cDNA uzyskanej
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z 1pg RNA przeprowadzano reakcje qRT-PCR z zastosowaniem systemu TagMan Master
Mix (Applied Biosystems, USA), przy uzyciu sond TagMan (Tabela I).

Reakcje prowadzono w trzech powtdérzeniach dla kazdej probki, w warunkach
50°C/2 min; 95°C/10 min; a nastgpnie 40 cykli amplifikacji (95°C/15 s; 60°C/1 min), przy
pomocy aparatu ABI PRISM 7500 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems,
USA). Wzgledng zmian¢ poziomu mRNA obliczano metodg AACt odnoszac si¢ do genu
referencyjnego (Actb).
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Tabela 1. Wykorzystywane sondy TagMan.

Symbol genu

Actb
116
Tnf
Ifng
111b
Nox1
Cybb
Nox4

mt-Nd1
mt-Sdha
mt-Cyb
mt-Col
Sodl
Sod2
Cat
Gpx1
Gpx4
Mfnl
Mfn2
Opal
Dnm1l
Fisl
Ppargcl
Nrfl

Tfam

Nazwa
B-aktyna
IL-6
TNFa
IFNy
IL-1B
Oksydaza NADPH 1
Oksydaza NADPH 2
Oksydaza NADPH 4

Podjednostka kompleksu |
(oksydoreduktazy NADH-koenzym Q)

Podjednostka kompleksu 11
(oksydoreduktazy bursztynian-ubichinon)

Podjednostka kompleksu 111
(oksydoreduktazy koenzym Q-cytochrom C)

Podjednostka kompleksu IV (oksydazy cytochromu C)
Dysmutaza ponadtlenkowa 1
Dysmutaza ponadtlenkowa 2

Katalaza
Peroksydaza glutationowa 1
Peroksydaza glutationowa 4

Mitofuzyna 1
Mitofuzyna 2
OPAl
Drpl
FIS1
Pgcla
NRF1

TFAM
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Numer
referencyjn

Rn00667869_mi1
Rn01410339-m1
Rn01525859 g1
RN00594078_m1
RN00580432_m1
RN00586652
RN00576710

Rn00585380

Rn03296764_s1

Rn00590475_m1

Rn03296746_s1

Rn03296721 sl
RN00566938_m1
RN00566942_g1
Rn00560930_m1
Rn00577994_g1
Rn00820818_g1
RN00594496
RN00500120
RN00592200
RN00586466
Rn01480911
RN00580241
Rn01455958

Rn00580051



9.4. Metody spektrofotometryczne

9.4.1. Oznaczanie poziomu bialka

Poziom biatka oznaczano z wykorzystaniem komercyjnego zestawu (Pierce™ BCA
Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, USA), zgodnie z instrukcjg producenta.
Procedur¢ rozpoczynano przez przygotowanie standardu, zawierajacego okreslone
rozcienczenia albuminy (odpowiednio 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 251 0 pg/ml),
co pozwalato na uzyskanie krzywej wzorcowej. Nastgpnie przygotowywano odczynnik
reakcyjny (ang. working reagent, WR) po 200 ul na probg. Proby odpowiednio
rozcienczano (w przypadku homogenatu z pelnej tkanki 20x, izolowane mitochondria 15x)
i naktadano po 25 pl na pltytke 96-dotkowa, w dwodch powtorzeniach. Nastgpnie proby
inkubowano z WR przez 30 minut w 37°C, w ciemnosci. Pomiar absorbancji wykonywano

na czytniku Multiscan GO (Thermo Fisher Scientific, USA), A = 562 nm.

9.4.2. Pomiar aktywnosci oksydazy NADPH (NOX)

Aktywno$§¢ NOX mierzono na podstawie metody opracowanej przez Shpungin i wsp.
[Shpungin et al., 1989]. Metoda ta opiera si¢ na pomiarze powstawania O2" w probie,
w obecnosci NADPH bedacego substratem dla oksydazy NADPH. Pomiar przyrostu
O mierzony byt za pomoca redukcji cytochromu c. W obecnosci O™ dochodzi do
redukcji ferricytochromu c, a stezenie zredukowanej formy cytochromu c (ferrocytochrom
c) jest zalezne od stg¢zenia O2™ 1 wigze si¢ ze zmiang absorbancji przy dtugosci fali 550 nm.

Proby homogenizowano na lodzie w buforze PBS (pH 7,4) do uzyskania 5%
homogenatow. Mieszanina reakcyjna zawierala 100 mM bufor fosforanowy
(NaH2PO4/K2HPO4), 1 mM SDS (laurylosiarczan sodu, ang. sodium dodecyl sulfate) 1 mM
cytochrom ¢ i 1 mM FAD. Przed dodaniem cytochromu ¢ do mieszaniny reakcyjnej,
inkubowano go z DTT (100 mM) przez 20 min w ciemno$ci. Reakcje rozpoczynano
poprzez dodanie NADPH (2 mM). Aktywno$¢ enzymu mierzono w obecnosci i przy braku
inhibitora oksydazy NADPH (apocynina, 100 mM w DMSO (dimetylosulfotlenek)). Do
probek bez inhibitora dodawano DMSO by wykluczy¢é wplyw nos$nika. Pomiary
absorbancji przy dtugosci fali 550 nm prowadzono na czytniku Multiscan GO (Thermo
Fisher Scientific, USA), w dwoch powtdérzeniach. Aktywno$¢ enzymu okreslano na
podstawie roznicy miedzy pomiarem z inhibitorem a pomiarem bez inhibitora, w wybranym

punkcie czasowym.
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9.4.3. Analiza poziomu glutationu

Poziom utlenionej (GSSG) i1 zredukowanej (GSH) formy glutationu, jak réwniez
catkowita jego zawarto§¢ w prébach, mierzone byly z pomoca komercyjnego zestawu
(Glutathione Assay Kit, Cayman Chemical, USA), zgodnie z zaleceniami producenta.
Dzialanie uzytego zestawu opiera si¢ na spektrofotometrycznej metodzie oznaczania
niebiatkowych grup sulfhydrylowych (-SH), w ktorej kwas 5,5’-ditiobis-(2-
nitrobenzoesowy) (DTNB, odczynnik Ellmana) jest redukowany przez zwiazki tiolowe,
czemu towarzyszy powstawanie barwnego kwasu 2-nitro-5-merkaptobenzoesowego.
Tkanke homogenizowano w zimnym buforze (50 mM MES (kwas 2-(N-morfolino)-
etanosulfonowy), pH 7; 1 mM EDTA (kwas wersenowy, ang. ethylenediaminetetraacetic
acid)) 1 wirowano (10,000 x g/15 min/4°C). Po zakonczonym wirowaniu mierzono poziom
bialek w uzyskanym supernatancie, ktory nastepnie odbiatczano. Do pomiaru poziomu
samego GSSG, proby dodatkowo inkubowano przez 60 min z 1 M roztworem
2-winylopirydyny w etanolu w celu derywatyzacji GSH. Na ptytke 96-dotkowa naktadano
po 50 ul préby, w dwoch powtdrzeniach. Nastepnie na Swiezo przygotowywano mieszanine
reakcyjng (bufor MES, mieszanina kofaktoréw, mieszanina enzymow, H2O, DTNB), ktory
dodawano do prob (po 150 ul) w ciggu 10 minut od przygotowania. Zmiany absorbancji
mierzono z pomocg czytnika Multiscan GO (Thermo Fisher Scientific, USA), A = 405nm,

po 25 minutach inkubacji w ciemnosci.

9.44. Pomiar aktywnos$ci komplekséw mitochondrialnego lancucha transportu

elektronow

9.4.4.1. Aktywnos$¢ kompleksu I

Pomiar aktywno$ci mitochondrialnego kompleksu I przeprowadzano z uzyciem
komercyjnego zestawu (Complex | Enzyme Activity Microplate Assay Kit, Abcam, Wielka
Brytania), zgodnie z zaleceniami producenta. Aktywnos¢ enzymu okre§lano poprzez
pomiar utlenienia NADH do NAD", czemu towarzyszyla zmiana absorbancji mieszaniny
reakcyjnej. Tkanke¢ homogenizowano w buforze PBS (pH 7,4) z wykorzystaniem
strzykawki 2 ml 1 igly rozmiar 6, nastgpnie mierzono poziom biatka w probach
1 odpowiednio je rozcienczano. Na dostarczong przez producenta ptytke pokryta
unieruchomionym przeciwcialem naktadano 50 pg biatka z homogenatu. Proby
inkubowano przez 3 h w R.T. Po tym czasie ptytk¢ trzykrotnie ptukano i zalewano

mieszaning reakcyjng (bufor (Dilution Buffer), NADH, barwnik), a nastepnie dokonywano
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pomiaru z uzyciem czytnika Multiscan GO (Thermo Fisher Scientific, USA), calkowity
czas pomiaru 30 min, odczyt co 1 min, A = 450 nm. Kazdg z préb mierzono w dwodch

powtdrzeniach.

9.4.4.2. Aktywnos¢ kompleksu I1

Pomiar aktywno$ci mitochondrialnego kompleksu II przeprowadzano z uzyciem
komercyjnego zestawu (Complex Il Enzyme Activity Microplate Assay Kit, Abcam,
Wielka Brytania), zgodnie z zaleceniami producenta. Aktywno$¢ enzymu okreslano
poprzez pomiar produkcji ubichinolu (przez redukcj¢ ubichinonu), co wigzato si¢ ze
spadkiem absorbancji mieszaniny reakcyjnej. Tkanke homogenizowano w buforze PBS
(pH 7,4) z wykorzystaniem strzykawki 2 ml i igly rozmiar 6, nastepnie mierzono poziom
biatka w probach i odpowiednio je rozcienczano. Na dostarczong przez producenta ptytke
pokryta unieruchomionym przeciwciatem naktadano 50 pg biatka z homogenatu. Proby
inkubowano przez 2 h w R.T. Po tym czasie ptytke trzykrotnie ptukano i zalewano 40 pl
mieszaniny lipidow (odczynnik Lipid Mix), po czym inkubowano przez 30min w R.T. Po
zakonczonej inkubacji do kazdego dotka dodawano 200 pL mieszaniny reakcyjnej
(ubichinon, bursztynian, barwnik (DCPIP, 2,6-diclorophenolindophenol), bufor (Complex
IT Activity Buffer)), a nastepnie dokonywano pomiaru z uzyciem czytnika Multiscan GO
(Thermo Fisher Scientific, USA), catkowity czas pomiaru 60 min, odczyt co 20 s, A = 600

nm. Kazdg z prob mierzono w dwoch powtorzeniach.

9.4.4.3. Aktywno$¢ kompleksu II1

Pomiar aktywno$ci mitochondrialnego kompleksu III przeprowadzano z uzyciem
komercyjnego zestawu (Mitochondrial Complex Il Activity Assay Kit, Sigma-Aldrich,
USA), zgodnie z zaleceniami producenta. Aktywno$¢ enzymu okre$lano poprzez pomiar
redukcji cytochromu ¢ czemu towarzyszyta zmiana absorbancji mieszaniny reakcyjne;.
Mitochondria izolowano, a nast¢pnie odpowiednio rozcienczano. Na ptytke 96-dotkowa
o zmniejszonej o potowg powierzchni dna dotka (ang. half-area plate) naktadano
odpowiednio: do potowy dotkéw samg mieszaning reakcyjng (Sample Mix; bufor (Complex
III Assay Buffer)), DMSO), do pozostalych mieszaning reakcyjng z inhibitorem
(antymycyna A w DMSO). Nastepnie naktadano rozcienczone mitochondria (po 10 pug
biatka). Reakcje rozpoczynano przez dodanie substratu (cytochrom c) i natychmiast

rozpoczynano pomiar z uzyciem czytnika Multiscan GO (Thermo Fisher Scientific, USA),
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catkowity czas pomiaru 10 min, odczyt co 30 s, A = 550 nm. Kazdg z prob mierzono

w dwoch powtorzeniach.

9.4.4.4. Aktywnos$¢ kompleksu IV

Pomiar aktywno$ci mitochondrialnego kompleksu IV przeprowadzano z uzyciem
komercyjnego zestawu (Complex IV Rodent Enzyme Activity Microplate Assay Kit,
Abcam, Wielka Brytania) zgodnie z zaleceniami producenta. Aktywno$¢ enzymu okreslano
poprzez pomiar utleniania cytochromu ¢ czemu towarzyszyta zmiana absorbancji
mieszaniny reakcyjnej. Tkank¢ homogenizowano w buforze dostarczonym w zestawie
(Solution 1) z wykorzystaniem strzykawki 2 ml i igly rozmiar 6, nast¢gpnie mierzono poziom
biatka w probach i odpowiednio je rozcienczano. Na dostarczong przez producenta ptytke
pokryta unieruchomionym przeciwciatem naktadano 50 pg biatka z homogenatu. Proby
inkubowano przez 3 h w R.T. Po tym czasie ptytke trzykrotnie ptukano i naktadano po 200
pl mieszaniny reakcyjnej (zredukowany cytochrom ¢ w Solution 1) i natychmiast
rozpoczynano pomiar z uzyciem czytnika Multiscan GO (Thermo Fisher Scientific, USA),
catkowity czas pomiaru 120 min, odczyt co 1 min, 30°C, A = 550 nm. Kazda z prob

mierzono w dwoch powtdrzeniach.

9.4.5. Pomiar aktywnoSci syntazy cytrynianowej

Aktywno$¢ syntazy cytrynianowej mierzono z uzyciem komercyjnego zestawu
(MitoCheck® Citrate Synthase Activity Assay Kit, Cayman Chemical, USA), zgodnie
z zaleceniami producenta. Syntaza cytrynianowa katalizuje reakcje¢ kondensacji
acetylo-CoA i szczawiooctanu, z wytworzeniem koenzymu-A (CoA) i cytrynianu.
Aktywno$¢ enzymu mierzono na podstawie przyrostu CoA, co wigzalo si¢ ze zmiang
absorbancji mieszaniny reakcyjnej. Tkank¢ homogenizowano w buforze PBS (pH 7,4)
z wykorzystaniem strzykawki 2 ml 1 igly rozmiar 6. Na ptytke 96-dotkowa naktadano po
50 pl mieszaniny A (Acetylo-CoA, reagent wywotujacy, bufor reakcyjny), a nastgpnie
dodawano rozcienczone proby (1:200 w buforze reakcyjnym, 30 ul). Reakcje rozpoczynato
dodanie 20 pl mieszaniny B (szczawiooctan, bufor reakcyjny). Pomiar przeprowadzano
natychmiast, z pomoca czytnika Multiscan GO (Thermo Fisher Scientific, USA), A = 412

nm. Kazdg z prob mierzono w dwoch powtorzeniach.
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9.5. Metody immunochemiczne

9.5.1. Immunochemiczna detekcja bialek metoda Western blot

9.5.1.1. Elektroforetyczny rozdzial bialek oraz transfer na membrane nitrocelulozowa

Odmierzano odpowiednig ilo$¢ wstepnie zhomogenizowanej tkanki lub izolowanych
mitochondriéw i umieszczano w proboéwce typu Eppendorf, a nastgpnie zalewano
wyliczong objetoscig 5-krotnie stgzonego buforu obcigzajacego (ang. Sample Buffer
Laemmli, SB) by uzyska¢ 2,5% homogenat. Tkanke ponownie homogenizowano w SB
z wykorzystaniem strzykawki 2 ml i igly rozmiar 6. Tak przygotowane proby poddawano
denaturacji termicznej w 95°C/5 min, po czym naktadano (w ilosci 20, 40 lub 60 pg biatka)
na zel poliakrylamidowy. Wykorzystywano zele 10% oraz 15%, w zaleznosci od wielkosci
badanych biatek. Rozdziat elektroforetyczny biatek (ang. sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) prowadzono w buforze do elektroforezy
(Tabela 1) w aparacie firmy Bio-Rad (Bio-Rad, USA). By moc okresli¢ wielko$é
rozdzielanych bialek na kazdy zel naktadano marker (Precision Plus Protein Dual Color
Standards, Bio-Rad). Po rozdziale, biatka przenoszono na membrane nitrocelulozowa
(wielko$¢ porow 0,45 um, Amersham BioSciences, Wielka Brytania) z zastosowaniem
transferu mokrego (1,5-2,5 h; czas zalezny od wielkosci badanego biatka, 50 V) rowniez

z pomocg aparatu firmy Bio-Rad (Bio-Rad, USA) w odpowiednim buforze (Tabela Il).

9.5.1.2. Immunochemiczna detekcja bialek

Po zakonczonym transferze, biatka uwig¢zione w membranie barwiono za pomoca
roztworu Ponceau S (Tabela Il). Po odptukaniu Ponceau S z pomocg buforu TBS-T (ang.
Tris Buffered Saline with Tween) (Tabela II), blokowano membrany w roztworze
odttuszczonego mleka w TBS-T (M-TBS-T, 5%) lub w 5% roztworze surowiczej albuminy
bydlecej (ang. bovine serum albumin, BSA) przez 1 h/R.T., w celu uniknigcia
niespecyficznego wigzania przeciwcial. Zablokowane membrany inkubowano przez noc
w roztworze przeciwciala I-rzedowego w M-TBS-T, w 4°C. Wszystkie przeciwciala
1 szczegblowe warunki dla konkretnych badanych biatek umieszczono w Tabeli Ill. Po
zakonczonej inkubacji membrany trzykrotnie ptukano (TBS-T, 3x5 min, R.T.) a nastepnie
inkubowano z przeciwciatem II-rzgdowym skoniugowanym z peroksydaza chrzanowa
(ang. horseraddish peroxidase, HRP) w M-TBS-T, 1 h/R.T.. Po zakonczeniu inkubacji
membrany ponownie ptukano (TBS-T, 3x5 min, R.T.), po czym poddawano reakcji

chemiluminescencyjnej za pomoca odczynnika ECL, zawierajacego substrat dla HRP
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(Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad, USA lub ECL Select Westren Blotting
Dectection Reagent, Amersham BioSciences, Wielka Brytania). Detekcji sygnatu
dokonywano za pomoca aparatu FUSION FX (Vilber Lourmat, Niemcy), a analize
densytometryczng prowadzono z wykorzystaniem oprogramowania TotalLab v1.11
(TotalLab, Wielka Brytania). Po zakonczonej procedurze membrany ptukano, a nast¢pnie,
w celu ponownego wykorzystania membran do oznaczen, poddawano procesowi
odmywania (ang. stripping), czyli usuni¢cia zwigzanych z membrang przeciwcial,
z wykorzystaniem odpowiedniego buforu (Tabela Il), przez 30 min w R.T. Po odmyciu

przeciwcial membrany ponownie ptukano w TBS-T (3x5 min, R.T.).
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Tabela I1. Sktad wykorzystywanych buforow

Bufor Sklad

Bufor do elektroforezy 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1% SDS, pH 8,3
Bufor do transferu Bufor C (100 mM NaHCO3, 30 mM Na,COs), 20% MetOH, pH 8,3
Ponceau S 0,1% Ponceau S, 5% CH:COOH
TBS-T 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,6
M-TBST Roztwor 5% odtluszczonego mleka w TBST
Bufor do odmywania 1% SDS, 50 mM glicyna-HCl, pH 2,0
przeciwcial
Zel zageszczajacy H,0, 4 % akrylamid; 0,125 M Tris-HCI pH 6,8; 0,1% SDS; 0,1% TEMED;
0,05% nadsiarczan amonu
Zel rozdzielajacy H-0, 10 % akrylamid; 0,375 M Tris-HCI pH 8,8; 0,1% SDS;
0,05 % TEMED; 0,05% nadsiarczan amonu
H>0, 15% akrylamid, 0,375 M Tris-HCI pH 8,8, 0,1% SDS;
0,05 % TEMED; 0,05% nadsiarczan amonu
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Tabela I11. Warunki reakcyjne dla badanych bialek

Bialko Gestosé Warunki Przeciwcialo Przeciwcialo
zelu blokowania I-rzedowe Il-rzedowe
Ibal 15% 5% M-TBST Kozie przeciwciato Przeciwciato anty-kozie
1 h/R.T. anty-lbal sprzezone z peroksydaza
5% M-TBST 1:1000 chrzanowa
cata noc/4°C 5% M-TBST 1:4000
ab5076, Abcam, Wielka 1h/RT.
Brytania Sc-2056, Santa Cruz
Biotechnology, USA
Nitrotyrozyna 10% 5% BSA-TBST Mysie przeciwciato Przeciwcialo anty-mysie
1h/R.T. anty-Nitrotirosyne sprzgzone z peroksydaza
1% BSA 1:400 chrzanowa
cata noc/4°C 5% M-TBST 1:4000
Sc-32757, Santa Cruz 1h/R.T.
Biotechnology, USA A28177, Invitrogen, USA
NRF2 10% 5% M-TBST Mysie przeciwcialo Przeciwciato anty-mysie
1 h/R.T. anty-NRF2 sprzezone z peroksydaza
5% M-TBST 1:400 chrzanowa
cata noc/4°C 5% M-TBST 1:4000
66504-1-Ig 1hR.T.
Proteintech, USA A28177, Invitrogen, USA
Mfnl 10% 5% M-TBST 1 Krélicze przeciwciato Przeciwciato anty-krolicze
h/R.T. anty-Mitofusin-1 sprzg¢zone z peroksydaza
5% M-TBST chrzanowa
1:500 5% M-TBST 1:4000
cata noc/4°C .1 R.T. )
ABCA41, Merck, Niemcy A0545, Sigma-Aldrich, USA
Mfn2 10% 5% M-TBST Krolicze przeciwciato Przeciwciato anty-krolicze
1 h/R.T. anty-Mitofusin-2 sprzezone z peroksydaza
5% M-TBST 1:500 chrzanows
cala noc/4°C 5% M-TBST 1:4000
M6319, Sigma-Aldrich, 1W/R.T.
USA A0545, Sigma-Aldrich, USA
Opal 10% 5% M-TBST Krolicze przeciwcialo Przeciwciato anty-krodlicze
1h/R.T. anty-Opal sprzezone z peroksydaza
5% M-TBST 1:1000 chrzanowg
cata noc/4°C 5% M-TBST 1:4000
D6UGN, Cell Signaling 1h/RT.
Technology, USA A0545, Sigma-Aldrich, USA
pDprl 10% 5% BSA-TBST Krolicze przeciwciato Przeciwciato anty-krolicze
1 h/R.T. anty-pDPR1 (Ser616) sprzezone z peroksydaza
5% BSA w TBST 1:1000 chrzanowa
cata noc/4°C 5% M-TBST 1:4000
PA5-64821, Invitrogen, 1h/RT.
USA A0545, Sigma-Aldrich, USA
Drpl 10% 5% M-TBST

Krolicze przeciwcialo

Przeciwciato anty-krolicze
1hR.T. anty-Drpl

sprz¢zone z peroksydaza
chrzanowsg
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Fisl

GDAP1

LC3

PINK1

Parkina

VDAC1

GAPDH

15%

10%

15%

10%

10%

10%

10% lub
15%

5% M-TBST
1 h/R.T.

5% M-TBST
1h/R.T.

5% M-TBST
1h/R.T.

5% M-TBST
1h/R.T.

5% M-TBST
1h/R.T.

5% M-TBST
1h/R.T.

5% M-TBST
1h/R.T.

5% M-TBST 1:300
cala noc/4°C

ABT155, Merck,
Niemcy

Krélicze przeciwcialo
anty-Fisl
5% M-TBST 1:500
cala noc/4°C
SAB2702049
Sigma Aldrich, USA

Krélicze przeciwciato
anty-GDAP1
5% M-TBST 1:300
cata noc/4°C
HPA014266, Sigma-
Aldrich, USA

Krolicze przeciwcialo
anty-LC3
5% M-TBST 1:250
cala noc/4°C
L8918, Sigma-Aldrich,
USA

Mysie przeciwciato
anty-PINK1
5% M-TBST 1:500
cala noc/4°C
Sc-517353, Santa Cruz
Biotechnology, USA

Mysie przeciwcialo
anty-Parkin
5% M-TBST 1:500
cata noc/4°C
Sc-32282, Santa Cruz
Biotechnology, USA

Krolicze przeciwciato
anty-VDACL1
5% M-TBST 1:500
cala noc/4°C
AB10527, Merck,
Niemcy

Krolicze przeciwcialo
anty-GAPDH sprz¢zone
z peroksydaza
chrzanowa

5% M-TBST 1:8000
1 h/R.T.

HRP-60004 Proteintech,
USA
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5% M-TBST 1:4000
1h/R.T.

A0545, Sigma-Aldrich, USA

Przeciwciato anty-krolicze
sprzgzone z peroksydaza
chrzanowg
5% M-TBST 1:4000
1h/R.T.

A0545, Sigma-Aldrich, USA

Przeciwciato anty-krolicze
sprzezone z peroksydaza
chrzanowga
5% M-TBST 1:4000
1h/R.T.

A0545, Sigma-Aldrich, USA

Przeciwciato anty-krolicze
sprzezone z peroksydaza
chrzanows
5% M-TBST 1:4000
1h/R.T.

A0545, Sigma-Aldrich, USA

Przeciwciato anty-mysie
sprzgzone z peroksydaza
chrzanowg
5% M-TBST 1:4000
1h/R.T.

A28177, Invitrogen, USA
Przeciwciato anty-mysie
sprzezone z peroksydaza

chrzanowa

5% M-TBST 1:4000
1 h/R.T.

A28177, Invitrogen, USA
Przeciwciato anty-krolicze
sprzgzone z peroksydaza
chrzanowg

5% M-TBST 1:4000
1h/R.T.

A0545, Sigma-Aldrich, USA



9.5.2. Immunochemiczna analiza poziomu cytokin w surowicy krwi metodg

Luminex

Pomiar poziomu cytokin wykonano we wspoipracy z Zakladem Farmakologii
Doswiadczalnej IMDiK PAN. Krew pobierano po uspieniu zwierzecia, nastepnie
odstawiano w celu wytworzenia si¢ skrzepu 1 wirowano (1000 x g/5 min). Surowic¢
przenoszono do nowych probéwek i badano za pomoca technologii Luminex xMAP
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Bio-Plex Pro™ Rat Cytokine 23-Plex Assay
(Bio-Rad, USA), zgodnie z wytycznymi producenta. W skrocie: rozcienczone na ptytce 96-
dotkowej probki inkubowano z mikrokulkami optaszczonymi  odpowiednimi
przeciwcialami. Nastepnie inkubowano z mieszaning przeciwcial swoistych dla badanych
antygendéw, a w ostatnim kroku — ze streptawidyng sprz¢zong z fikoerytryng (SA-PE).
Pomiegdzy poszczeg6lnymi etapami reakcji, probki ptukano trzykrotnie za pomoca buforu
do plukania, wchodzacego w sktad wykorzystywanego do badania zestawu reakcyjnego.
Intensywnos$¢ sygnatu pochodzacego z fikoerytryny jest proporcjonalna do stgzenia
w probkach badanych antygenow. Pomiaru dokonywano z pomocg urzadzenia Luminex
Bio-Plex 200 (Bio-Rad, USA). Uzyskane wyniki normalizowano do zawartosci biatka w

probie.

9.6. Metody spektrofluorymetryczne

9.6.1. Analiza mitochondrialnego potencjalu blonowego

Pomiar mitochondrialnego potencjalu btonowego (A¥m) opierat si¢ na pomiarze
fluorescencji barwnika - jodku 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1",3,3’-
tetraetylobenzimidazokarbocyjaniny (JC-1, Sigma-Aldrich, USA). JC-1 jest barwnikiem
zdolnym do agregacji, ktorego monomery emitujg zielong fluorescencje (527 nm). Wysoki
potencjat blonowy promuje formowanie agregatow, emitujgcych fluorescencje czerwong
(590 nm). Obnizenie potencjalu powoduje translokacje barwnika i1 jego rozpad do
monomeroéw, co laczy si¢ ze zmiang fluorescencji. Stosunek fluorescencji zielonej do
czerwonej odzwierciedla poziom AW¥Ym. Pomiary prowadzono na izolowanych
mitochondriach, zgodnie z wytycznymi producenta, w dwoch powtorzeniach. Na plytke
naktadano odpowiednio rozciefniczone mitochondria (po 40 ug biatka), a nastepnie
dopetniano mieszaning reakcyjng zawierajagca JC-1. Plytke inkubowano 7 min/R.T.

w ciemno$ci, a nastgpnie rozpoczynano pomiar. Fluorescencje mierzono z uzyciem
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spektrofluorymetru TECAN Infinite M1000PRO przy dtugosci fali pobudzenia A =490 nm

1 emisji A = 590 nm. Uzyskane wyniki normalizowano do zawartos$ci biatka w probie.

9.6.2. Pomiar poziomu wolnych rodnikéw tlenowych przy uzyciu sondy H.DCF-DA

W zastosowanej metodzie pomiaru RFT wykorzystywano niepolarng sonde¢ dioctan
2°,7’-dichlodihydrorofluorescyny (H2DCF-DA), ktora po wniknigciu do wnetrza komorki
ulega deacetylacji przez esterazy blonowe do 2’,7’-dichlorodihydrofluorescyny (H.DCF).
W obecnosci RFT DCFH zostaje utleniona do 2°,7’-dichlorofluoresceiny (DCF)
o wlasciwosciach fluorescencyjnych [Koss-Mikotajczyk et al., 2017].

Z tkanki przygotowywano 1% homogenat w buforze PBS (pH 7,4), ktory nast¢pnie
inkubowano z 10 uM H2DCF-DA (37°C/45 min/w ciemnosci) na ptytce 96-dotkowe;.
Fluorescencj¢ DCF mierzono w dwoch powtdrzeniach, z uzyciem spektrofluorymetru
TECAN Infinite M1000PRO, przy dlugosci fali pobudzenia A = 488 nm i emisji A = 525
nm. By upewni¢ si¢, ze deacetylacja proby nie bedzie miata wpltywu na uzyskane wyniki,
jako kontrolg pozytywna wykorzystano dwa dodatkowe powtorzenia inkubowane z 10 uM
FeCl..

9.6.3. Pomiar anionorodnika ponadtlenkowego przy uzyciu dihydroetydyny

Detekcje wytwarzania O™ prowadzono metoda fluorymetryczng, na podstawie
utleniania dihydroetydyny (ang. dihydroethidium, DHE). Utlenianie DHE przez O™
prowadzi do wytworzenia 2-hydroksyetydyny o wlasciwosciach fluorescencyjnych
[Woijtala et al., 2014]. Z tkanki przygotowywano 10% homogenat w buforze PBS (pH 7,4),
ktory nastgpnie rozcienczano do stezenia 1% z pomocg buforu PBS zawierajgcego glukoze
(5 mM) oraz DHE (20 uM), ogrzanego do temperatury 37°C. Pomiar przeprowadzano
natychmiast z uzyciem spektrofluorymetru TECAN Infinite M1000PRO, przy dtugosci fali
pobudzenia A =400 nm i emisji A =590 nm. Uzyskane wyniki normalizowano do zawartosci

biatka w probie.

9.7. Metody luminescencyjne

9.7.1. Pomiar poziomu mitochondrialnego ATP

Poziom ATP mierzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu (ATP Determination
Kit, Thermo Fisher Scientific, USA), zgodnie z zaleceniami producenta. Dziatanie uzytego
zestawu opiera si¢ na metodzie luminescencyjnej, wykorzystujacej zdolnos¢ lucyferazy do

produkcji $wiatta jedynie w obecnosci ATP. Do pomiaru wykorzystano izolowane
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mitochondria. Na ptytke 96-dotkowg naktadano mieszaning reakcyjng (dH20, firmowy
bufor reakcyjny (Component E), DTT, D-lucyferyna oraz rekombinowana lucyferaza),
a nastgpnie dodawano odpowiednio rozcienczone standardy (w celu uzyskania krzywej
wzorcowej) oraz probki, w dwoch powtorzeniach. Pomiaru dokonywano z uzyciem aparatu

TECAN Infinite M1000PRO (560 nm).

9.8. Metody mikroskopowe

9.8.1. Analiza immunohistochemiczna z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej

Badania immunohistochemiczne wykonano we wspotpracy ze Srodowiskowym
Laboratorium Laserowych Technik Mikroskopowych IMDiK PAN. W celu przygotowania
tkanki mézgu na potrzeby barwien immunohistochemicznych przeprowadzono eutanazje
szczurow metodg perfuzji. Zwierzeta poddano znieczuleniu ogdélnemu, poprzez
dootrzewnowe podanie mieszaniny ketaminy i ksylazyny (odpowiednio 100 i 10 mg/kg
masy ciata, dootrzewnowo). Po zniesieniu czucia glgbokiego, szczury unieruchamiano,
uwidaczniano serce 1 wktuwano si¢ w jego lewa komore jednoczesnie przecinajac prawy
przedsionek serca. Za pomoca pompy perystaltycznej oraz przy uzyciu 0.9% NaCl
przygotowanego w 0.1M buforze PBS (pH 7,4) wyptukiwano krew, a nastepnie tkanki
utrwalano 4% roztworem paraformaldehydu. Moézgi umieszczano w zimnym roztworze
utrwalajacym (3 h w 4°C), a nastepnie w 20% roztworze sacharozy w 0.1 M PBS (cata noc
w 4°C). Nastepnie mdzgi mrozono na suchym lodzie i przechowywano w -80°C. ZmrozZone
tkanki umieszczano w kriostacie (45 min/—27°C) 1 krojono na skrawki grubosci 40 pm.
W celu przygotowania tkanki do barwien immunohistochemicznych skrawki ptukano
trzykrotnie buforem PBS, a nast¢pnie inkubowano w 1% roztworze H20. w PBS przez 30
min (blokowanie endogennej peroksydazy). Skrawki ponownie ptukano, po czym
blokowano przez 1h w R.T. w roztworze 5% surowicy oslej (ang. Normal Donkey Serum,
NDS) w 0.1 M PBS + 0.3% TritonX100. Po blokowaniu skrawki inkubowano przez 60 min
w R.T. lub catg noc w 4°C z przeciwciatem pierwszorzedowym w 5% NDS, 1% BSA, 0,3%
TritonX100 1 0.1 M PBS. Nastepnie skrawki ptukano i inkubowano z wyznakowanym
fluorescencyjnie przeciwciatem drugorzedowym w 5% NDS, 1% BSA, 0.3% TritonX100,
i 0,1 M PBS, przez 60min w R.T. w ciemnosci. Po ponownym ptukaniu, skrawki naktadano
na szkietka podstawowe, suszono i pokrywano ProLong Gold Antifade Mountant

zawierajacym barwnik fluorescencyjny DAPI (ang. 4’6-diamidino-2-phenylindole)
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wigzacy si¢ do DNA. Tak przygotowane proby analizowano przy uzyciu laserowego
skaningowego mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780/ELYRA PS.1. (Carl Zeiss
Meditec) oraz oprogramowania ZEN 2012. Zdjecia optymalizowano pod katem koloru,

jasnosci i kontrastu dla uzyskania najwyrazniejszego obrazu

9.8.2. Analiza ultrastruktury mitochondriéow z zastosowaniem transmisyjnej

mikroskopii elektronowej

Badania z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM) wykonano
w Pracowni Badan Mikroskopowo—Elektronowych IMDiIK PAN. Szczury poddano
znieczuleniu ogdlnemu z uzyciem mieszaniny ketaminy i ksylazyny (odpowiednio 1001 10
mg/kg masy ciata, dootrzewnowo), a nastgpnie poddano perfuzji przez lewa komore serca
- poczatkowo przy uzyciu 0.9% NaCl w 0,01M buforze fosforanowym, a nastepnie z 2%
paraformaldehydem i 2,5% aldehydem glutarowym w 0,1M buforze kakodylowym (Sigma-
Aldrich), pH 7,4, w 20°C. Tkanki po perfuzji przechowywano w zimnym roztworze
utrwalajagcym przez 20h, a nastgpnie umieszczano w mieszaninie 1% OsOs i 0,8%
Ka[Fe(CN)e]. Proby odwadniano przeprowadzajac przez szereg alkoholi oraz tlenek
propylenu (CsHeO), a nastgpnie utrwalano w zywicy epoksydowej (Epon 812). Ultra-
cienkie skrawki (60nm) analizowano przy uzyciu TEM firmy JEM-1011EX (JEOL Co.),
z uzyciem kamery MORADA 1 oprogramowania iTEM 1233.

9.9. Testy behawioralne

9.9.1. Test otwartego pola

Test otwartego pola (ang. open field test) pozwala na analiz¢ zarowno poziomu lgku
badanego zwierzgcia wobec czynnika stresujacego (nieznana, otwarta przestrzen), jak
rowniez aktywnos$¢ lokomotoryczng i1 poziom eksploracji nowego Srodowiska. Test
wykonywano okoto 40 dnia zycia zwierzat. Szczura umieszczano w rogu boksu
o wymiarach 55 x 55 x 50 cm, wykonanego z szarych plyt PCV. Jako stref¢ centralng
wyznaczono kwadrat o wymiarach 36.5 cm x 36.5 cm. Pomiaru dokonywano przez 5 minut,
zachowanie zwierzecia rejestrowano z pomocg kamery Basler acA1300-60 GigE (Basler
AG, Niemcy), a analizowano z pomocg oprogramowania Ethovision XT 10 (Noldus
Information Technology, Holandia). Analizie poddawano catkowity dystans pokonany
przez zwierzg, Srednig predko$¢ zwierzecia, dystans pokonany w strefie centralnej
I w strefie peryferyjnej.
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9.9.2. Tréjkomorowy test socjalizacji

Tréjkomorowy test socjalizacji (3-Chamber Social Interaction Test; Crawley’s
Sociability and Preference for Social Novelty Test) pozwala na analize¢ interakcji
spotecznych badanego zwierzgcia ze znanymi lub obcymi osobnikami swojego gatunku.
Standardowo, szczur preferuje spedzanie czasu z drugim osobnikiem (,,towarzysko$¢”, ang.
sociability) niz samotnie, jak rdéwniez wykazuje wigksze zainteresowanie nowym
osobnikiem niz osobnikiem wcze$niej poznanym (,,nowos¢ spoteczna” ang. social novelty).
Test przeprowadzano okoto 50-51 dnia zycia. Badane zwierz¢ umieszczano w podtuznym
boksie (45 % 85 x 40 cm z szarej ptyty PCV), podzielonym na trzy komory (komory
peryferyjne: 29 x 40 cm, komora srodkowa: 20 x 40 cm) (Rycina 8). Komory potagczone
byly przej$ciami o szerokosci 10cm, pozwalajacymi zwierzeciu na swobodny dostep do
wszystkich obszarow boksu. W rogach dwoch skrajnych komor boksu ustawione zostaty
metalowe klatki (17,5 x 12 x 12 cm). Test sktadat si¢ z trzech faz trwajacych po 10min.
W fazie I (faza habituacji) badane zwierze¢ umieszczano w srodkowej komorze 1 zostawiano
do swobodnej eksploracji. Po 10 minutach zwierzg¢ delikatnie kierowano do $rodkowe;j
komory i wyjscia blokowano. Jedng z metalowych klatek (strong zmieniano co test, by
uniknag¢ wptywu preferencji strony przez zwierzeta) zamieniano na identyczng klatke ze
szczurem w S$rodku (tzw. wizytator), nieznanym zwierzeciu badanemu. Wejscia
odblokowywano i rozpoczynata si¢ faza II (faza preferencji socjalnych). Po uptywie 10min
badanego szczura ponownie kierowano do srodkowej komory 1 zamykano. Nastepnie pustg
metalowa klatke zamieniano na identyczna z kolejnym wizytatorem w $rodku, rowniez
nieznanym zwierzeciu badanemu. Po odblokowaniu wej$é rozpoczynata si¢ faza II1 (faza
preferencji nowosci). Po uptywie 10 minut wszystkie zwierzgta wracaty do klatek.
W trakcie trwania testu wszystkie ruchy badanego zwierzecia rejestrowano z pomocg
kamery Basler acA1300-60 GigE (Basler AG, Niemcy), a nastgpnie analizowano przy

uzyciu programu BehaView 0.0.21 (http://www.pmbogusz.net, Polska).
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Rycina 8. Boks wykorzystywany do tréjkomorowego testu socjalizacji. W srodku umieszczono metalowe

i T iR S

klatki na wizytatoroéw. W srodkowej komorze widoczne zamknigte przejsécia.

9.9.3. Test izolacji od matki

Test izolacji od matki przeprowadzono we wspolpracy z mgr. Rafalem Polowym
z Pracowni Behawioralno-Metabolicznej IMDiK PAN. U szczurzych oseskéw zachowania
komunikacyjne mozna ocenia¢ poprzez badanie wokalizacji ultradzwigkowych (ang.
ultrasonic vocalizations, USV). Test izolacji od matki wykorzystuje naturalng tendencje
szczurzych oseskow do emitowania USV pod wplywem odizolowania od matki
1 rodzenstwa. Test przeprowadzano kolejno w 9, 10 1 11 dniu zycia mtodych. Oseski
(zarowno samce jak i samice) zabierano z rodzimej klatki i umieszczano w pudetku
wymoszczonym $ciotka z rodzimej klatki i umieszczonym na podktadzie grzewczym,
ustawionym na 35°C. Nastegpnie oseski umieszczano pojedynczo w szklanym pojemniku,
ktéry ustawiano w styropianowym pudetku o wymiarach 24 x 275 x 21 cm,
z umocowanym wewnatrz mikrofonem ultradzwickowym CMI16/CMPA (Avisoft
Bioacoustics, Niemcy). Mikrofon podtagczony byt do urzadzenia UltraSoundGate 116Hb
(Avisoft Bioacoustics, Niemcy). Sesja nagraniowa trwata 5 minut. Po zakonczeniu nagrania
oseski dotgczano do reszty miotu. Nagrane USV analizowano z wykorzystaniem cyfrowej
analizy spektrograficznej w programie SASLab Pro (Avisoft Bioacoustics, Niemcy).
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9.9.4. Test preferencji Sciotki

Test preferencji $cidtki przeprowadzono we wspdlpracy z dr Pawltem Boguszewskim
z Pracowni Metod Behawioralnych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN. Test ten bada zachowania mlodych zwierzat zwigzane z poszukiwaniem
gniazda na podstawie rozpoznawania zapachu ze srodowiska rodzinnego. W 15 dniu zycia,
mtode byty pojedynczo izolowane i umieszczane w nowej klatce, w potowie wypetnione;j
sciotka z klatki rodzimej (o znajomym zapachu). Druga polowe klatki wypelniono nowa
$ciotka. Zachowanie zwierzat byto nagrywane, a sesja nagraniowa trwata 5 minut. Czas

spedzony w kazdej z cze¢sci klatki byt zliczany automatycznie.

9.10. Analiza statystyczna otrzymanych wynikow

Analize¢ statystyczng przeprowadzano z uzyciem programu Graph Pad Prism (Graph
Pad Software, USA). Otrzymane w trakcie eksperymentow wyniki wyrazano jako warto$¢
srednia + blad standardowy $redniej (SEM) obliczone z indywidualnych pomiarow
(Srednich z powtoérzen). Normalno$¢ rozktadu badano z uzyciem testu Shapiro-Wilka.
Istotnos¢ statystyczng roznic migdzy grupami badano z wykorzystaniem testu t-Studenta.
W przypadku zmiennych poza rozktadem normalnym stosowano test Manna-Whitneya.
W przypadku testu izolacji od matki sprawdzono wariancje serii z wykorzystaniem testu
jednorodnosci wariancji Levene'a. Wyniki uznawano za istotne statystycznie, gdy p<0,05.

Poziom istotnosci statystycznej przedstawiono jako: *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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10.  Wyniki

10.1. Aktywacja ukladu odpornosciowego matki oraz jej wplyw na

ekspresje cytokin prozapalnych w tkance plodowej oraz w lozysku

10.1.1. Model matczynej aktywacji ukladu odpornosciowego

W badaniach wykorzystano szczurzy model matczynej aktywacji uktadu
odporno$ciowego (MIA), ktory uzyskiwano poprzez jednorazows dootrzewnowa iniekcje
LPS cigzarnej samicy szczurdéw stada Wistar w 9,5 dniu cigzy (otrzymany z E. coli serotyp
055:B5, 100 pg/kg m.c., grupa LPS). Natomiast szczury kontrolne otrzymaty sterylng sol
fizjologiczna (0,9% NaCl, grupa kontrolna) (Rycina 9).

Ane;Iiza Analiza Test )
tkanki ptodowej oseskow PS Test 3K Analiza kory
i hipokampa

9.5 ) Odstawienie )
DC 22DbC l 9D7 l odmatki 40DZ 1 l
° : L - :
opc T 10.5 T 7DZ T 1502  22DZ I 50-51 D7 52-54 D7

HE
Iniekcja Porod Test Test
LPS IM A OoP
(100 pg/kg 2 .
masy ciata)
lub
0,9%NaCl

~

Rycina 9. Schemat przebiegu eksperymentu. W 9,5 dniu cigzy samicom szczuréw stada Wistar podawano
dootrzewnowo LPS (100 pg/kg m.c.), zwierzeta kontrolne otrzymaly sol fizjologiczng (0,9% NaCl). Matki
obserwowano pod katem pogorszenia stanu fizycznego przez 24 godziny od iniekcji. Po 24 godzinach od
iniekcji, w 10,5 dniu cigzy, czgs¢ matek poddawano eutanazji, a plody pobierano do dalszych analiz. Poréd
nastgpowat w ciagu 22 dni od zaptodnienia, po 7 dniach od porodu mioty wyrownywano, czgs¢ oseskow
poddawano eutanazji, a mézgi wykorzystywano do dalszych badan. W 9-11 dniu zycia przeprowadzano test
izolacji od matki, w 15 dniu zZycia test preferencji $ciotki. W 22 dniu zycia mtode odstawiano od matek, w 40
dniu zycia poddawano je testowi otwartego pola, a w 50-51 dniu zycia przeprowadzano test trojkomorowy
socjalizacji. W 52-54 dniu zycia mlode poddawano eutanazji. Dalsze eksperymenty prowadzono na korze
moézgu i hipokampie samcow potomnych. DC - dzien cigzy; DZ - dzien zycia; IM - test izolacji od matki; PS -

test preferencji §ciotki; OP - test otwartego pola; 3K - tréjkomorowy test socjalizacji.

LPS jest powszechnie stosowany do wywotywania ogdélnoustrojowej reakcji zapalnej i byt

wczesniej z powodzeniem wykorzystywany w Zaktadzie Komoérkowej Transdukcji Sygnatu
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(ZKTS) w celu indukcji reakcji zapalnej i pobudzenia uktadu odpornosciowego w modelach
chorob neurodegeneracyjnych [Czapski et al., 2013; Dominiak et al., 2017]. Iniekcja LPS
skutecznie nasladuje efekt infekcji bakteryjnej bez koniecznosci stosowania patogenu. Badania
ostatnich lat wskazuja, ze infekcje bakteryjne w trakcie ciagzy, szczegdlnie te diagnozowane
w trakcie pobytu w szpitalu, zwiekszajg ryzyko wystgpienia autyzmu u potomstwa [Zerbo et
al., 2015].

Wyniki badan uzyskane w niniejszej pracy wykazaty, iz podanie ci¢zarnym samicom LPS
powodowato przejSciowy rozwoj objawdw ogdlnoustrojowego stanu zapalnego, z ktdérym
wiazaty si¢ zmniejszona ruchliwos¢, potprzymknigcie oczu oraz zmniejszona reakcja na bodzce
(ang. ,,sickness behaviour”). Nie zaobserwowano natomiast zmian temperatury ciala, za
wyjatkiem niewielkiego jej spadku w pierwszej i trzeciej godzinie od podania LPS (Rycina
10a), co moze sugerowac krotkotrwate wystgpienie anapireksji w pierwszych trzech godzinach
od podania endotoksyny. Jest to zjawisko do$¢ powszechnie obserwowane w odpowiedzi na
iniekcje LPS [Caputa et al., 2004; Steiner, 2009]. W ciagu 24 godzin po zastrzyku, u cigzarnych
samic z grupy LPS zaobserwowano zmniejszenie pobierania wody (Rycina 10b) oraz tendencje
spadkowg w pobieraniu pokarmu w stosunku do grupy kontrolnej (Rycina 10c), co jest typowa
zmiang zachowania wywotang chorobg, nie odnotowano natomiast statystycznie znamiennych

roznic w zmianie masy ciala w grupie LPS w porownaniu do kontroli (Rycina 10d).
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Rycina 10. Analiza stanu ciezarnych matek po podaniu LPS. Po podaniu LPS dokonywano pomiaréw
temperatury, pobierania wody, pobierania pokarmu oraz masy ciala z pomocg klatek metabolicznych;
a) Zmiany w temperaturze ciata w ciagu 6 h po zastrzyku (n = 4); b) Pobieranie wody w ciagu 24 h po
zastrzyku (n = 4); c) Pobieranie pokarmu w ciggu 24 h po zastrzyku (n = 4); d) Zmiana masy ciata w ciagu
24 h po zastrzyku (n = 4); *p< 0,05 w stosunku do kontroli; test t-Studenta

10.1.2. Wplyw MIA na ekspresj¢ cytokin prozapalnych w tkance plodowej oraz w
lozysku

W 24 godzinie po zastrzyku, czyli w 10,5 dniu cigzy cze$¢ samic poddawano eutanazji
1 pobierano plody do dalszych analiz. Plody pobrane od matek po iniekcji LPS zaliczono
do grupy MIA, a ptody od matek kontrolnych do grupy kontrolnej. Zaobserwowano
znacznie wigksze ukrwienie ptodow z grupy MIA w poréwnaniu do tych z grupy kontrolnej
(Rycina 11a i b). Analiza gRT-PCR wykazata wzrost ekspresji genow dla kluczowych
cytokin prozapalnych, 1l1b, 116, I1fng oraz Tnf, odpowiednio o 700%, 330%, 61% i 139%
(Rycina 11c). Zwigkszona ekspresja cytokin prozapalnych wiaze si¢ z aktywacja komorek
uktadu odpornosciowego, w tym makrofagow, a w przypadku moézgu - komorek
mikrogleju. Dlatego zbadano poziom biatka Ibal, bedacego markerem makrofagow oraz
mikrogleju [Amici et al., 2017]. Analiza Western blot wykazata wzrost poziomu Ibal

w plodach z grupy MIA o 108% w stosunku do kontroli (Rycina 12).
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Rycina 11. Zdjecie plodow wyizolowanych 24 h po iniekcji LPS oraz zmiany w ekspresji genéw dla
cytokin prozapalnych w tkance plodowej. a) Ptody w 10,5 dniu cigzy, 24 h po iniekcji LPS;

b) Wyizolowane macice z wypehiajacymi je ptodami, 10,5 dnia ciazy, 24 h po iniekcji LPS, widoczne

wyrazne przekrwienie ptodow z grupy MIA; ¢) Poziom ekspresji genow I11b, 116, Ifng oraz Tnf w tkance

ptodowej, normalizowany wzgledem genu kodujgcego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to $rednie

+ SEM pochodzace z 8 eksperymentow, (n = 8); *p<0,05, ***p<0,001 w stosunku do kontroli; test t-
Studenta.
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Rycina 12. Poziom bialka Ibal w tkance plodowej 24 h po podaniu LPS. Stosunek immunoreaktywnos$ci
biatka Ibal do GAPDH w tkance ptodowej. Prezentowane dane to $rednie =+ SEM pochodzace

z 6 eksperymentow, (n = 6); *p<0,05 w stosunku do kontroli; test t-Studenta. Zdjecie reprezentatywne;
K - kontrola, M - MIA.

Zmiany ekspresji kluczowych cytokin, ktore sa zaangazowane w stymulowanie i podtrzymywanie
odpowiedzi zapalnej zaobserwowano rowniez w tozyskach. Wykazano, iz w tozyskach z grupy MIA wzrasta
ekspresja 111b 0 350%, podczas gdy ekspresja Ifng obniza si¢ 0 80% w stosunku do kontroli, natomiast 116
i Tnf pozostawaty bez zmian (Rycina 13).
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Rycina 13. Analiza poziomu ekspresji cytokin prozapalnych w lozyskach 24 h po podaniu LPS. Poziom
ekspresji genow 1l1b, 116, Ifng oraz Tnf w tozyskach. Wyniki normalizowano wzgledem genu kodujacego
B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to $rednie £+ SEM pochodzace z 6 - 8 eksperymentow, (n = 6 - 8);
*p<0,05 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.
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10.1.3. Wplyw MIA na stres oksydacyjny oraz funkcje mitochondriow w tkance
plodowej.

Aktywacja uktadu odpornosciowego oraz stan zapalny sg $cisle zwigzane ze stresem
oksydacyjnym. Zaburzenie rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej wigze si¢ zwykle
z nadmierng produkcjg RFT (Jopkiewicz 2018). Analiza poziomu RFT przeprowadzona
z wykorzystaniem pomiaru utleniania sondy HoDCF-DA wykazata wzrost fluorescencji
sondy o 97% w tkance ptodowej w grupie MIA w stosunku do kontroli, co wskazuje na

zwigkszong generacj¢ RFT (Rycina 14).
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Rycina 14. Generacja reaktywnych form tlenu w tkance plodowej w 24 h po podaniu LPS. Uwalnianie
reaktywnych form tlenu w tkance ptodowej mierzono z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej H.DCF-DA.
Prezentowane dane to $rednie =+ SEM pochodzace z 8 eksperymentow, (n = 8); *p<0,05 w stosunku do
kontroli; test t-Studenta.

Jak zaznaczono we Wstepie, jednym z gldwnych miejsc powstawania wolnych
rodnikow w komorce jest mitochondrium, a dokladnie mitochondrialny tancuch
oddechowy. Jednak znaczgca ilo$¢ reaktywnych form tlenu powstaje rowniez poza
mitochondriami, migdzy innymi w wyniku reakcji katalizowanych przez oksydazy
NADPH, biatka z rodziny NOX zwigzane z btong komorkowa [Snezhkina et al., 2019],
katalizujace powstawanie O2" badz H202. W analizowanej tkance ptodowej w grupie MIA
wykazano wzrost aktywnosci NOX o 28% w stosunku do kontroli (Rycina 15a).
Jednoczesnie zaobserwowano 280% wzrost ekspresji genu Cybb dla izoformy NOX2,
ktora zlokalizowana jest gldéwnie w komoérkach uktadu odporno$ciowego (makrofagach

i neutrofilach), podczas gdy ekspresja genéw Nox1 i Nox4 pozostawata bez zmian (Rycina
15hb).
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Rycina 15. Wzrost aktywnosci oksydazy NADPH w tkance plodowej w 24 h po podaniu LPS. a)
Aktywnos$¢ oksydazy NADPH badano metodg spektrofotometryczng. Prezentowane dane to $rednie + SEM
pochodzace z 5-7 eksperymentdw, (n = 5-7); b) Poziom ekspresji genow Nox1, Cybb i Nox4 analizowano
metoda qRT-PCR, normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to

$rednie + SEM pochodzace z 5-6 eksperymentow, (n = 5-6); *p<0,05 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

Zwigkszong generacje 02" w tkance ptodowej z grupy MIA potwierdzono
z wykorzystaniem metody fluorymetrycznej, na podstawie utleniania dihydroetydyny
(DHE) przez O™ do 2-hydroksyetydyny (HE). Wykazano wzrost fluorescencji HE 0 198%
w tkance ptodowej MIA w stosunku do kontroli (Rycina 16).
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Rycina 16. Generacja Oze- w tkance plodowej w 24 h po podaniu LPS. Wytwarzanie O, mierzono
fluorymetryczna, z wykorzystaniem dihydroetydyny. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace

Z 4 eksperymentow (n = 4); *p<0,05 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

Anionorodnik ponadtlenkowy (O2™) tatwo reaguje z tlenkiem azotu (NO) tworzac
nadtlenoazotyn (ONOO™), powodujacy uszkodzenia DNA oraz lipidow i biatek. Na skutek
przytaczenia grupy -NOz do pierscienia aromatycznego tyrozyny (z wytworzeniem
3-nitrotyrozyny) dochodzi do modyfikacji polipeptydéow [Bandookwala & Sengupta,
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2020]. 3-Nitrotyrozyna uwazana jest za marker stresu oksydacyjnego, wynikajgcego
z aktywnosci reaktywnych form azotu (RFA). Dlatego, za pomocg metody Western blot
z zastosowaniem specyficznego przeciwciata skierowanego przeciwko nitrotyrozynie
zbadano proces nitracji bialek. Badania nie wykazaly istotnych zmian
immunoreaktywno$ci nitrotyrozny w tkankach ptodow z grupy MIA w stosunku do
kontroli (Rycina 17), co sugeruje brak znaczacego udzialu ONOO™ w obserwowanym
stresie oksydacyjnym.

1.5+
w, L
20 KMKMKM
cg
éo 1.0 g
B - i L
g g;: a 5 @?
C = &
2 > 0.5 B
£ £ £

0.0 T

kontrola MIA GAPDH|-—"""—"'|36 kDa

Rycina 17. Analiza poziomu nitrotyrozyny w tkance plodowej w 24 h po podaniu LPS. Stosunek
immunoreaktywnos$ci nitrotyrozyny do GAPDH w tkance ptodowej. Prezentowane dane to Srednie + SEM

pochodzace z 7 eksperymentow (n = 7). Zdjecie reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.

W warunkach zwigkszonej ekspresji cytokin prozapalnych oraz w obecnosci O2”
produkowanego przez oksydaz¢ NADPH moze dochodzi¢ do zaburzenia mitochondrialnego
potencjatu blonowego (A¥m), ktéry zapewnia site¢ napedowa dla syntezy ATP oraz jest miarg
prawidtowej funkcjonalnosci mitochondriéw. Analiza A¥m metodg oparta na pomiarze zmian
fluorescencji barwnika JC-1 oraz analiza mitochondrialnego poziomu ATP z zastosowaniem
metody luminescencyjnej wykazaly znaczacy spadek zarowno AWm (Rycina 18a) jak
I poziomu ATP (Rycinal8b) w wyizolowanych mitochondriach z tkanki ptodowej z grupy
MIA, odpowiednio 0 86% i 74%.
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Rycina 18. Analiza funkcji mitochondriéw w tkance plodowej w 24 h po podaniu LPS. a) Mitochondrialny
potencjal btonowy, mierzony z zastosowaniem pomiaru fluorescencji sondy JC-1 oraz b) poziom ATP
mierzony metoda luminescencyjna. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 8 eksperymentow

(n = 8); **p<0,01, ***p<0,001 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan wykazaly, iz aktywacja ukladu
odpornosciowego matki we wczesnej cigzy prowadzi do wzrostu ekspresji kluczowych
cytokin prozapalnych w tkance plodow wraz ze wzrostem poziomu markera mikrogleju
1 makrofagoéw, Iba-1, co wskazuje na obecno$¢ toczacej si¢ reakcji zapalnej. W efekcie
dochodzi do wzrostu aktywnosci oksydazy NADPH i zwigkszonej ekspresji genu dla
izoformy NOX2. Zwigkszona produkcja Oz przez NOX moze prowadzi¢ do uszkodzenia
1 zmiany potencjatu btony mitochondrialnej, a w konsekwencji do obnizenia poziomu ATP

1 dysfunkcji mitochondriow.

10.2. Wplyw MIA na zwigzane z autyzmem zachowania zwierzat

potomnych

Zaburzenia ze spektrum autyzmu charakteryzuja si¢ problemami w interakcjach
spotecznych, komunikacji, oraz ograniczonymi zainteresowaniami 1 powtarzalnymi
zachowaniami [Lord et al., 2018]. Aby zbada¢ wystgpowanie ASD-podobnych zaburzen
behawioralnych u potomstwa narazonego na prenatalng aktywacj¢ uktadu

odpornosciowego przeprowadzono odpowiednie testy behawioralne.
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10.2.1. Zaburzenia behawioralne u oseskow

Typowym modelem do badania komunikacji i interakcji spotecznych u szczurow jest
test izolacji od matki. W odpowiedzi na izolacj¢ od matki, mtode komunikuja dyskomfort
poprzez emisj¢ USV o czgstotliwosci 40 kHz. Zdolno$¢ do wokalizacji jest istotna dla
przezycia mtodych, w warunkach naturalnych pozwala na przywotlanie matki, mogace;j
przenies¢ samotnego oseska do reszty miotu. Badanie ilosci wokalizacji pozwala wigc na
ocen¢ zdolnosci komunikacyjnych i interakcji socjalnych osobnika. Liczbg wokalizacji
oceniano w 9, 10 1 11 dniu zycia. W 10 dniu mtode z grupy MIA wokalizowaty mniej niz
zwierzeta kontrolne, natomiast w 11 dniu zycia zaobserwowano wyodrebnienie si¢ dwoch
grup oseskow MIA, cze$¢ wokalizowata mniej niz oseski kontrolne, natomiast pozostate
emitowaty USV w iloéci zblizonej do kontroli lub wigkszej (Rycina 19a). Uzyskane wyniki
wskazuja na zaburzenia komunikacji oseskow z grupy MIA w odpowiedzi na izolacj¢ od
matki.

W 15 dniu zycia przeprowadzono test preferencji $ciotki. Test ten bada zachowania
zwigzane z poszukiwaniem gniazda na podstawie rozpoznawania zapachu ze srodowiska
rodzinnego. Zaobserwowano, iz zwierz¢ta kontrolne spgdzaly znaczaco wiecej czasu
w czeSci klatki o znajomym zapachu (Rycina 19b), co jest naturalnym zachowaniem
zdrowych zwierzat. Test wykazal, Zze zwierz¢ta z grupy MIA spedzaty czas w obu czgéciach
klatki w podobnym zakresie, co sugeruje zaburzenie naturalnych instynktow zwigzanych

z szukaniem gniazda, nalezgce do zaburzen spotecznych (Rycina 19b).
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Rycina 19. Analiza zaburzen komunikacji i spolecznych oseskow prenatalnie poddanych dzialaniu
MIA. a) Test izolacji od matki. Analizowano powodowane izolacja nawotywanie matki przez oseski.
Zliczano ilo$¢ wokalizacji ultradzwickowych, pomiary prowadzono przez trzy kolejne dni (9-11 dni zycia).
Dane zaprezentowano jako mediany, z rozstgpem migdzykwartylowym, minimum i maximum, pochodzace
z 30-31 eksperymentéw (n = 30 i 31); *p<0.05 w stosunku do kontroli; test Manna-Whitneya. ###p<0.001
w stosunku do kontroli; test Levene'a jednorodnosci wariancji; b) Zaburzenia spoteczne badano z uzyciem
testu preferencji $cidtki w 15 dniu zycia. Dane zaprezentowano jako mediany, z rozstepem
miedzykwartylowym, minimum i maximum, pochodzace z 6 eksperymentow (n = 6); **p<0.01; test Manna-

Whitneya.

10.2.2. Zaburzenia behawioralne u mlodego potomstwa

Test otwartego pola doktadnie opisany w rozdziale Materialy 1 Metody pozwala na
ocen¢ spontanicznej aktywno$ci lokomotorycznej oraz zachowania zwierzat podczas
eksploracji nieznanego Srodowiska, w tym sktonno$ci do unikania otwartych przestrzeni
1 poruszania si¢ przy $cianach, co jest miarg lekliwosci oraz sklonnosci do wykazywania
stereotypii ruchowej [Hrabovska & Salyha, 2016]. W naszym modelu nie zaobserwowano

jednak zmian w tym zakresie. Mlode zwierzgta potomne poddane prenatalnej aktywacji
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uktadu odpornosciowego nie wykazywaly zmniejszonej aktywno$ci czy eksploracji

w stosunku do zwierzat z grupy kontrolnej (Rycina 20).
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Rycina 20. Ocena aktywnos$ci lokomotorycznej oraz zachowan lekowych mlodych zwierzat potomnych
poddanych prenatalnej aktywacji ukladu odpornosciowego za pomoca testu otwartego pola.
Analizowano przemierzony dystans (a) oraz predkos¢ jego pokonywania (b), jak rowniez eksploracje strefy
centralnej (c) i peryferyjnej (d). Dane zaprezentowano jako mediany, z rozstepem mi¢dzykwartylowym,
minimum i maximum, pochodzace z 28-34 eksperymentow (kontrola n = 28, MIA n = 34).

Zaburzenia w sferze socjalnej obejmujgce problemy w interakcjach spotecznych sg
charakterystyczng cecha dla zaburzen ze spektrum autyzmu. Zdolno§¢ zwierzat do
interakcji  spotecznych ze znanymi lub obcymi osobnikami zostala zbadana
z wykorzystaniem testu trojkomorowego, ktory zostat doktadnie opisany w rozdziale
Materialy 1 Metody. Test ten pozwala na analiz¢ interakcji spotecznych badanego
zwierzecia ze znanymi lub obcymi osobnikami swojego gatunku. Wykazano zaburzenia
w zachowaniach spotecznych szczurow z grupy MIA. Chociaz zaréwno szczury kontrolne
jak i szczury MIA preferowaty klatke z wizytatorem w fazie badajacej ,,towarzyskos¢”,
szczury MIA spedzaty mniej czasu z drugim szczurem niz zwierz¢ta kontrolne (Rycina
21a), jednoczesnie spedzajac wiecej czasu w srodkowej (pustej) komorze (Rycina 21b). Co
wiecej, w fazie badajacej ,,nowo$¢ spoteczna” szczury MIA spedzaty podobna ilos¢ czasu
Z nowym szczurem i zwierzgciem wczesniej poznanym (Rycina 21c), a majac do wyboru
dwie komory ze szczurami oraz jedng pustg, ponownie spedzaly wigcej czasu w pustej

komorze w stosunku do kontroli (Rycina 21d).
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Rycina 21. Analiza zachowan spotecznych u mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA
mierzona przy uzyciu tréjkomorowego testu socjalizacji. a) Czas spedzony na eksploracji pustej komory
lub komory z nieznanym osobnikiem (faza Il); b) Czas spedzony w komorze centralnej (faza I1); ¢) Czas
spedzony na eksploracji komory z nowym lub wezes$niej poznanym osobnikiem (faza I11); d) Czas spedzony
w komorze centralnej (faza III). Dane zaprezentowano jako mediany, z rozstgpem migdzykwartylowym,
minimum i maximum, pochodzace z 15-24 eksperymentow (kontrola n = 15, MIA n = 24); *p<0.05,
**p< 0.01, ***p<0.001; test Manna-Whitneya.

Podsumowujac, przeprowadzone testy behawioralne ujawnity, ze aktywacja uktadu
odpornosciowego matki powoduje typowe dla autyzmu zaburzenia behawioralne
u potomstwa. U oseskow z grupy MIA zaobserwowano zaburzenia w komunikacji oraz
problemy w interakcjach socjalnych. Zaburzenia behawioralne utrzymujg si¢ do
osiaggniecia dojrzatosci, jako iz u mtodych zwierzat potomnych z grupy MIA réwniez

zidentyfikowano problemy w interakcjach spotecznych.
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10.3. Wplyw MIA na rozwdj procesow prozapalnych oraz stres

oksydacyjny w mozgu oseskow

10.3.1. Ekspresja wybranych cytokin prozapalnych

Pierwszych 7-10 dni po urodzeniu szczura to okres kluczowy w neurorozwoju
i odpowiada okresowi okotoporodowemu u cztowieka [Zeiss, 2021]. Dochodzi wowczas
do intensywnego rozwoju OUN. Dlatego zmiany ekspresji cytokin oraz stres oksydacyjny
w tym okresie jest wyjatkowo niebezpieczny w kontek$cie rozwijajacego si¢ mozgu.
Cytokiny sg nie tylko mediatorami stanu zapalnego, ale rowniez regulujg wzrost,
proliferacje 1 aktywno$¢ komorek, modulujac neuroplastyczno$é. Wobec powyzszego
zbadano poziom ekspresji genéw dla wybranych cytokin prozapalnych - 111b, 116, Ifng oraz
Tnf. W mozgu 7-dniowych oseskoéw z grupy MIA zaobserwowano wzrost ekspresji 111b
I Ifng odpowiednio 0 58% i 81% w stosunku do kontroli, podczas gdy poziom ekspres;ji 116
oraz Tnf nie zmieniat si¢ (Rycina 22).
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Rycina 22. Analiza poziomu ekspresji cytokin prozapalnych w mézgu oseskéw prenatalnie poddanych
dzialaniu MIA. Poziom ekspresji genow 116, 111b, Ifng oraz Tnf, normalizowano wzgledem genu kodujacego
B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace z 4-5 eksperymentow (n =4 - 5); *p<0,05,
**p<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

10.3.2. Markery stresu oksydacyjnego

Badania z wykorzystaniem sondy H.DCF-DA wykazaty okoto 30% wzrost poziomu
RFT w mozgu 7-dniowych oseskow z grupy MIA w poréwnaniu do kontroli (Rycina 23).
Za wzrost poziomu wolnych rodnikdéw moze by¢ w znacznym stopniu odpowiedzialna
oksydaza NADPH, poniewaz aktywno$¢ tego enzymu wzrosta o okoto 90% w mozgu

7-dniowych oseskow z grupy MIA w poréwnaniu do kontroli (Rycina 24a), chociaz
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ekspresja Nox1 i Nox4 (Rycina 24b) pozostawaly bez zmian, a ekspresja Cybb spadata
0 34% (Rycina 24b).
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Rycina 23. Generacja reaktywnych form tlenu w mézgu oseskéow prenatalnie poddanych dzialaniu
MIA. Uwalnianie reaktywnych form tlenu mierzono z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej H.DCF-DA,;

Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace z 8 eksperymentow, (n = 8); *p<0,05 w stosunku do
kontroli; test t-Studenta.
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Rycina 24. Wzrost aktywnos$ci oksydazy NADPH w mézgu oseskéw prenatalnie poddanych dzialaniu
MIA. a) Aktywnos¢ oksydazy NADPH badano metoda spektrofotometryczng. Prezentowane dane to $rednie
+ SEM pochodzace z 8-7 eksperymentow, (n = 8-7); b) Poziom ekspresji genow Nox1, Cybb i Nox4
analizowano metoda qRT-PCR, normalizowano wzglgdem genu kodujacego B-aktyne (Actb); Prezentowane

dane to $rednie = SEM pochodzace z 5-6 eksperymentdw, (n = 5-6); *p<0,05 w stosunku do kontroli; test
t-Studenta.

Wykazano tez wyrazng tendencje wzrostowa w Kierunku produkcji O2™ (Rycina 25).
Aby okresli¢ udzial reaktywnych form azotu w generacji stresu oksydacyjnego zbadano

immunoreaktywno$¢ nitrotyrozyny w mozgu 7-dniowych oseskow, jednak nie
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odnotowano roéznic w poziomie 3-nitrotyrozyny w poréwnaniu do oseskow kontrolnych
(Rycina 26). Dlatego sugeruje si¢ brak zaangazowania reaktywnych form azotu

w aktywacje¢ stresu oksydacyjnego w moézgu 7-dniowych oseskow.
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Rycina 25. Generacja Oz w mézgu oseskéw prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Wytwarzanie O,"
mierzono metoda fluorymetryczng z wykorzystaniem dihydroetydyny. Prezentowane dane to $rednie + SEM

pochodzace z 4 eksperymentow (n = 4).
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Rycina 26. Analiza poziomu nitrotyrozyny w mézgu oseskéw prenatalnie poddanych dzialaniu MIA.
Stosunek immunoreaktywnosci nitrotyrozyny do GAPDH. Prezentowane dane to $rednie £+ SEM

pochodzace z 6-7 eksperymentéw (n = 6 - 7). Zdjecie reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.

Jak juz wczesniej wspomniano, stres oksydacyjny to stan braku rownowagi pomiedzy
dziataniem RFT a biologiczng zdolnoscig do usuwania wolnych rodnikow przez systemy
antyoksydacyjne. Jednym z kluczowych sktadnikéw systemu antyoksydacyjnego jest
scharakteryzowany we Wstepie czynnik transkrypcyjny Nrf2. W warunkach
podwyzszonego poziomu RFT reguluje on transkrypcje wielu enzymoéw zwigzanych

z usuwaniem wolnych rodnikéw. W grupie genéw podlegtych Nrf2, znajduje si¢ m.in.
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Gpx1, Txnrdl (gen dla TrxR), Sodl i Sod2, czy Cat. Dlatego zbadano poziom biatka Nrf2
oraz ekspresj¢ podleglych mu genéw. Wykazano okoto 20% wzrost poziomu biatka Nrf2
w mozgach oseskow z grupy MIA (Rycina 27), co sugeruje aktywacje mechanizmow
obrony antyoksydacyjnej w odpowiedzi na wzrost poziomu RFT. Sposrod
przeanalizowanych gendéw dla enzymow obrony antyoksydacyjnej (Sodl, Sod2, Cat,
Gpx1, Gpx4 oraz Txnrdl) regulowanych przez Nrf2 wykazano wzrost ekspresji Gpx1

oraz Cat 0 30% w stosunku do kontroli (Tabela V).
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Rycina 27. Analiza immunoreaktywnos$ci bialka Nrf2 w mézgu oseskéw prenatalnie poddanych
dzialaniu MIA. Stosunek immunoreaktywnosci biatka Nrf2 do GAPDH. Prezentowane dane to $rednie +
SEM pochodzace z 5 eksperymentéw (n = 5); *p<0,05, w stosunku do kontroli; test t-Studenta. Zdjecie
reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.
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Tabela IV. Ekspresja wybranych genow zwigzanych z systemem antyoksydacyjnym w mézgu oseskow
prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji genéw Sodl, Sod2, Cat, Gpxl i Gpx4,
normalizowano wzgledem genu kodujacego P-aktyne (Actb). Prezentowane dane to $rednie £+ SEM

pochodzace z 5-6 eksperymentow (n =5 - 6); *p<0,05 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

MRNA kontrola MIA
Sod1 1,21+ 0,05 1,08 + 0,08
Sod2 1,33 + 0,08 1,25+ 0,08

Cat 0,89 + 0,04 1,16+ 0,10 *
Gpx1 1,00 = 0,009 1,13+ 0,40 *
Gpx4 1,22 + 0,07 1,33 + 0,06

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan wykazaty, ze aktywacja uktadu
odpornosciowego matki na wczesnym etapie cigzy powoduje wzrost ekspresji 111b i 1fng
w mozgu 7-dniowych oseskow, co moze promowac rozwdj reakcji zapalnej. Obecnosé
cytokin prozapalnych moze prowadzi¢ do aktywacji NADPH oksydazy, a RFT
generowane przez ten enzym mogg odgrywaé istotng role w transdukcji sygnalu
prowadzacego do aktywacji odpowiedzi zapalnej. Wraz ze wzrostem poziomu wolnych
rodnikow uruchamiane sg mechanizmy antyoksydacyjne - zwigksza si¢ poziom czynnika
transkrypcyjnego Nrf2, ktory stanowi jeden z kluczowych elementéw odpowiedzi komorki
na stres oksydacyjny oraz wzrasta ekspresja dwoch podleglych mu genéw kodujacych

enzymy antyoksydacyjne, peroksydaze glutationowg oraz katalaze.

10.4. Wplyw MIA na stan mitochondriow w mozgu oseskow

10.4.1. Funkcjonowanie mitochondrialnego lancucha transportu elektronow

Jak wspomniano wczesniej, mitochondria sg wrazliwe na wysoki poziom RFT,
a jednocze$nie sg jednym z gtownych zrodet wolnych rodnikow w komorce. Dlatego,
analogicznie jak w przypadku plodéw wyizolowanych 24 godziny po indukcji MIA,
réwniez u 7-dniowych oseskow analizowano A¥Wm oraz poziom mitochondrialnego ATP.

Zaobserwowano spadek A¥Ym oraz poziomu ATP, odpowiednio 0 41% i 51%. (Rycina 28).
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Rycina 28. Analiza funkcji mitochondriéw w mézgu oseskow prenatalnie poddanych dzialaniu MIA.
a) Mitochondrialny potencjat blonowy, mierzony z zastosowaniem pomiaru fluorescencji sondy JC-1 oraz
b) poziom ATP mierzony z zastosowaniem pomiaru luminescencji. Prezentowane dane to $rednie + SEM

pochodzace z 7 eksperymentow (n = 7); **p<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

Zmiany mitochondrialnego potencjalu btonowego oraz spadek produkcji ATP
moga by¢ réwniez konsekwencja nieprawidtowosci w funkcjonowaniu tancucha
transportu elektronéw. Wobec tego zbadano ekspresje gendéw dla podjednostek
kompleksow tancucha oddechowego - mt-Nd1, mt-Sdha, mt-Cyb oraz mt-Col, oraz
aktywnos¢ wszystkich czterech kompleksow (Cl, CllI, Clll, CIV). Nie zaobserwowano
jednak zmian w ekspresji genow dla poszczegolnych komplekséw (Rycina 29a) oraz ich
aktywnosci (Rycina 29b), z wyjatkiem kompleksu |1, ktérego ekspresja wzrosta o 28%

w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.
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Rycina 29. Analiza funkcji lancucha oddechowego w mézgu oseskéw prenatalnie poddanych dzialaniu
MIA. a) Poziom ekspresji genéw mt-Nd1, mt-Sdha, mt-Cyb oraz mt-Col, normalizowany wzgledem genu
kodujacego B-aktyng (Actb). Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 4-5 eksperymentow
(n =4 -5); **p<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta; b) Poziom aktywnosci czterech kompleksow
tancucha oddechowego (CI, CII, CIII, CIV). Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace z 5-9

eksperymentow (n=8,n=9,n=5,n=5).
10.4.2. Dynamika, biogeneza oraz autofagia mitochondriow

10.4.2.1. Fuzja i fragmentacja

Mitochondria to dynamiczne organella tworzace nieustannie zmieniajacg si¢ sie¢
[Bereiter-Hahn & Jendrach, 2010], w wyniku uzupetniajacych si¢ procesow fuzji
I fragmentacji. Zmiany mitochondrialnego potencjatu btonowego wptywaja na dynamike
sieci mitochondrialnej. W zwigzku z obnizonym potencjatem btony mitochondrialnej
w grupie MIA przeanalizowano ekspresj¢ genoOw oraz poziom bialek regulujacych fuzje:
Mfnl, Mfn2, Opal, a takze kluczowych w procesie fragmentacji: Fisl oraz Drpl (gen
Dnmll). Badania wykazaty wzrost ekspresji genow dla biatek zwigzanych z fuzja, Mfnl
0 40%, Mfn2 0 52% i Opal o 27%. Jednak analiza Western blot nie wykazata zmian
w immunoreaktywnosci tych bialek (Rycina 30a, b, c). Zbadano takze stosunek

S-Opal/L-Opal, poniewaz wzrost stosunku S-Opal/L-Opal wiaze si¢ ze zmniejszeniem
105



intensywnosci procesu fuzji [Ge et al., 2020]. W niniejszych badaniach nie zaobserwowano
jednak znaczacych zmian w stosunku S-Opal/L-Opal w moézgu 7-dniowych oseskow

prenatalnie poddanych dziataniu MIA (Rycina 30c).
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Rycina 30. Analiza ekspresji i poziomu bialek zwigzanych z fuzja mitochondriéw w mézgu oseskow
prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji Mfnl (a), Mfn2 (b) i Opal (c), normalizowano
wzgledem genu kodujacego PB-aktyng (Actb). Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 4-5
eksperymentow (n = 4 - 5); Stosunek immunoreaktywnosci biatka Mfn1 (a), Mfn2 (b) i Opal (c) do VDACL oraz
stosunek S-Opal/L-Opal (c) w mitochondriach izolowanych z mozgu oseskow. Prezentowane dane to $rednie

+ SEM pochodzace z 6-8 eksperymentow (n = 6 - 8); *p<0,05, **<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.



Podobnie jak w przepadku genow kodujacych biatka fuzji, wzrosta rowniez ekspresja
gendw zwigzanych z fragmentacja, Fis1 0 35% i Dnm1l 0 42% (Rycina 31a i b). Wzrostowi
ekspresji nie towarzyszyl jednak wzrost immunoreaktywno$ci badanych biatek, choc
w przypadku obu biatek widoczna byta tendencja wzrostowa (Rycina 3la i b).
Nadekspresja biatka Drpl nie jest czynnikiem wystarczajagcym do zwigkszenia poziomu
fragmentacji mitochondriow, a kluczowg role w aktywnosci, lokalizacji oraz dynamice
tego biatka petnig réznego rodzaju modyfikacje potranslacyjne. Fosforylacja Drpl na
serynie 616 zwicksza jego aktywno$¢ i pelni wazna role w inicjacji fragmentacji
mitochondriow [Ko et al., 2016]. Uzyskane wyniki badan wskazuja na niewielki wzrost
fosforylacji Drpl na serynie 616, jednak nie sg to zmiany istotne statystycznie (Rycina
31c).
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Rycina 31. Analiza ekspresji i poziomu bialek zwigzanych z dynamikg mitochondriow w mézgu oseskow

prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji Fisl (a) i Dnmll (b) normalizowano wzglgdem genu

kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace z 5 eksperymentow (n = 5);

Stosunek immunoreaktywno$ci biatka Fisl (a), Drpl (b) do VDACL w mitochondriach izolowanych z oseskdw.

Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 7-8 eksperymentéw (n =7 - 8); Stosunek pDrp1(Ser616) do

Drpl (c). Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace z 5 eksperymentow (n = 5); **<0,01 w stosunku do

kontroli; test t-Studenta. Zdjecia reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.
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10.4.2.2. Biogeneza i selektywna autofagia mitochondriow

Funkcjonowanie i utrzymywanie sprawnej sieci mitochondrialnej jest $cisle zalezne od
biogenezy oraz selektywnej autofagii mitochondriéw - mitofagii. Wérdd najwazniejszych
biatek zaangazowanych w proces biogenezy mitochondriow wymienia si¢ PGCla, NRF1
oraz TFAM. W moézgu 7-dniowych oseskow z grupy MIA zaobserwowano wzrost ekspresji
gendéw odpowiedzialnych za biogeneze mitochondriow, Ppargcl o 23%, Nrfl o 33% oraz
Tfam 0 24% (Rycina 32a). Jednak analiza aktywnosci syntazy cytrynianowej, powszechnie
stosowana jako marker zawarto$ci mitochondriow w tkance [Larsen et al., 2012], nie
wykazata r6znic w aktywnosci tego enzymu pomiedzy grupa MIA i kontrolng, co sugeruje
brak zmian w ilo$ci mitochondriéw (Rycina 32b). Wobec powyzszego zbadano poziom
biatek regulujacych usuwanie mitochondriow na drodze wyspecjalizowanej autofagii czyli

mitofagii.
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Rycina 32. Analiza ekspresji bialek zwiazanych z biogeneza mitochondriéw i aktywnos$ci syntazy
cytrynianowej w mozgu oseskow prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. a) Poziom ekspresji genow
Ppargcl, Nrfl i Tfam, normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to
srednie = SEM pochodzace z 5-6 eksperymentoéw (n =5 - 6); b) Poziom aktywnos$ci syntazy cytrynianowe;j.
Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace z 8 eksperymentéw (n = 8); *p<0,05 w stosunku do
kontroli; test t-Studenta.

Mitofagia moze przebiega¢ z wykorzystaniem Kilku $ciezek, za pomoca ktorych
dochodzi do usuwania wadliwych i nieprawidtowo funkcjonujacych mitochondriow,
jednak najwazniejsza jest Sciezka uwzgledniajgca udziat biatka PINK1 i parkiny. Stosujac
technike Western blot zbadano poziom biatka PINK1 i parkiny oraz podstawowego
markera autofagii, biatka LC3. Immunoreaktywno$¢ badanych biatek nie zmieniata si¢
w mozgu 7-dniowych oseskow z grupy MIA w poréwnaniu do kontroli (Rycina 33a,
b i c). Ponadto, nie zaobserwowano zmian poziomu parkiny w wyizolowanych
mitochondriach z mézgéw 7-dniowych oseskow z grupy MIA w stosunku do kontroli
(Rycina 33d), co sugeruje, iz mimo obnizenia potencjalu btony mitochondrialnej nie

dochodzi do rekrutacji tego biatka do mitochondriéw, a mitofagia zalezna od PINKI1
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i parkiny nie jest aktywowana i nie dochodzi do usuwania nieprawidtowo funkcjonujacych

organelli.
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Rycina 33. Analiza poziomu bialek zwiazanych z mitofagia w mézgu oseskow prenatalnie poddanych
dzialaniu MIA. Stosunek immunoreaktywnosci LC3 (a), PINK1 (b) i parkiny (c) do GAPDH w moézgu
7-dniowych oseskow. Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace z 5-7 eksperymentéw (n =5 - 7);
Stosunek immunoreaktywnosci parkiny (d) do VDAC1 w izolowanych mitochondriach z mézgu oseskow.
Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace z 5 eksperymentéow (n = 5). Zdjgcia reprezentatywne;

K - kontrola, M - MIA.
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Podsumowujac, wykazano iz w mozgu 7-dniowych oseskéw poddanych prenatalnej
aktywacji ukladu odpornosciowego matki na wczesnym etapie cigzy dochodzi do
obnizenia potencjalu blony mitochondrialnej oraz spadku produkcji ATP, mimo
prawidlowo funkcjonujacego tancucha transportu elektrondéw. Pomimo zaburzonego
potencjatu blony mitochondrialnej, nie zaobserwowano aktywacji mitofagii zaleznej od
PINKL1 i parkiny, nie zmienita si¢ rowniez zawarto$¢ mitochondriow w tkance (wyrazona
aktywno$cig syntazy cytrynianowej). Sugeruje to, iz nieefektywnie funkcjonujace
mitochondria nie sg usuwane, a wsréd mitochondriow obecnych w tkance istnieje pula

organelli o obnizonym potencjale btonowym.

10.5. Wplyw MIA na aktywacje procesow prozapalnych oraz stresu

oksydacyjnego w mozgu mlodych zwierzat potomnych

10.5.1. Ekspresja cytokin prozapalnych i aktywacja mikrogleju

Do badan nad dlugofalowym wptywem MIA na mdzg potomstwa wybrano 52-54 dzien
zycia zwierzat bioracych udzial w eksperymencie, co odpowiada poczatkowi szczurzego
,»okresu dojrzewania”. Okres ten wigze si¢ z intensywnymi zmianami zaréwno w OUN jak
i w calym organizmie. By sprawdzi¢, czy wzrost ekspresji cytokin prozapalnych
obserwowany na wczesniejszych etapach rozwoju, w mézgu 7-dniowych oseskdéw z grupy
MIA, utrzymuje si¢ w mozgu mtodych zwierzat potomnych, zbadano ekspresje genoéw 116,
Tnf, Ifng oraz 1l11b w korze mézgu oraz w hipokampie. W korze mdzgu zaobserwowano
znaczacy wzrost ekspresji 116 oraz Tnf odpowiednio 0 63% i 42% w stosunku do kontroli.
Ekspresja I1fng oraz 111b nie zmieniata si¢ (Rycina 34a). W hipokampie nie zaobserwowano

réznic w poziomie ekspresji cytokin prozapalnych w stosunku do kontroli (Rycina 34b).
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Rycina 34. Analiza ekspresji genow zwiazanych ze stanem zapalnym w korze moézgu i hipokampie
mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. a) Poziom ekspresji genow 116, Tnf, I1fng oraz
l11b w korze mozgu, normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to
$rednie = SEM pochodzace z 4-5 eksperymentow (n = 4 - 5); b) Poziom ekspresji genow 116, Tnf, Ifng oraz
111b w hipokampie, normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to $rednie

+ SEM pochodzace z 4-5 eksperymentow (n = 4 - 5); *p<0,05 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

Cytokiny prozapalne mogg indukowac¢ ekspresje cyklooksygenazy-2 (COX-2). COX-2
oraz lipoksygenazy (LOX), w tym 12-LOX, sg zaangazowane w przebieg procesOw
zapalnych, a reakcje przez nie katalizowane sg Zrédtem RFT. Wobec tego zaobserwowany
okoto 40% wzrost ekspresji genu Ptgs2 (dla COX-2) oraz Alox12 (dla 12-LOX) moze
wskazywac¢ na aktywacje¢ procesow prozapalnych 1 stresu oksydacyjnego w korze mozgu
mtodych zwierzat potomnych z grupy MIA (Rycina 35a). W hipokampie nie odnotowano
zmian w ekspresji badanych gendéw zwigzanych z aktywacja procesOw prozapalnych
(Rycina 35b).

114



QD
~

2.0 * 1.0
*k
15- 087
Lo <s
g 1.07 €9
S o L 5 0.4
N E s =
& 0.5 &<
’ 0.2
0.0- 0.0-
kontrola MIA kontrola MIA
0.4 0.39
-
0.3 77,
< 7 < V/
E 8 E g 027 /
E< / =N /
1S ﬁ 029 / = /
S o 23
8a / N Z 014 /
0.0 4 0.0 4
kontrola MIA kontrola MIA

Rycina 35. Analiza ekspresji genow dla cyklooksygenazy-2 i lipoksygenazy-12 w korze mézgu i
hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. a) Poziom ekspresji genow Ptgs2
i Alox12 w korze mézgu, normalizowany wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane
to $rednie = SEM pochodzace z 3-4 eksperymentow (n = 4 i 3); b) Poziom ekspresji genéw Ptgs2 i Alox12
w hipokampie, normalizowany wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to $rednie

+ SEM pochodzace z 3 eksperymentow (n = 3); *p<0,05, **p<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

Zwigkszona ekspresja cytokin w mdzgu jest $cisle zwigzana z aktywacjg mikrogleju.
W przesztoéci wyrdzniano dwa podstawowe rodzaje aktywacji mikrogleju, tak zwang
,»klasyczng” oraz ,,alternatywng”. ,,Klasyczna”, prozapalna aktywacja mikrogleju (M1) jest
zwigzana z odpowiedzig na neuroinfekcje [Soares & Vieira, 2022]. , Alternatywnie”
pobudzony mikroglej w stadium M2 charakteryzuje si¢ wysokg ekspresjg arginazy 1 (Arg-
1) oraz wykazuje podwyzszong ekspresje cytokin uznawanych za przeciwzapalne (np. IL-
10) [Saitgareeva et al., 2020]. W rzeczywistosci jednak, istnieje szerokie spektrum
profilow aktywacyjnych i fenotypowych mikrogleju, a polaryzacja w kierunku pro- lub
przeciwzapalnym jest bardzo dynamiczna, zwlaszcza w odniesieniu do chordb

neurorozwojowych [Ransohoff, 2016]. Analiza immunohistochemiczna w korze mozgu

115



mtodych zwierzat potomnych z grupy MIA wykazata kolokalizacj¢ biatka markerowego
mikrogleju Iba-1 z markerem fenotypu M1, IlI-1B (Rycina 36a i ¢) jak roéwniez z biatkiem
markerowym fenotypu M2, Arg-1 (Rycina 36b i c¢), co wskazuje na obecno$¢ aktywnego

mikrogleju, zarowno w fazie M1 prozapalnej jak i puli M2 o potencjale przeciwzapalnym.

a)

Kontrola

MIA

b)

Kontrola

MIA
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Rycina 36. Analiza ekspresji markeréow aktywacji mikrogleju IL-1f i Argl oraz ich kolokalizacji z
markerem Ibal w korze moézgu mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA.
Immunohistochemiczna analiza kory mézgu ilustrujaca komorki mikrogleju (Ibal, czerwony); a) Ekspresja
markera aktywacji M1 - IL-1p (zielony); b) Ekspresja markera aktywacji M2 - Arg-1 (zielony). Kolokalizacja
marker6w zostata zaznaczona zo6ttymi strzatkami. Jadra komérkowe zabarwiono z pomoca DAPI (niebieski).
Pasek skali = 50 um. Zdjecia reprezentatywne; ¢) Analiza wspotczynnika MOC (ang. Mander's overlap
coefficient), wykonana automatycznie z pomocg oprogramowania ZEN (Ibal:Arg n = 34, Ibal:IL-1p

n =41); ***p<0.001 w stosunku do kontroli, test t-Studenta.

Analogiczng analize przeprowadzono w hipokampie, jednak w tej strukturze mozgu nie
zaobserwowano kolokalizacji markera mikrogleju Ibal ani z Argl ani z II-1p (Rycina 37a
1 b). Otrzymany wynik, w potaczeniu z brakiem ekspresji cytokin prozapalnych w tej
strukturze mozgu (Rycina 34b i 35b) wskazuje na brak aktywacji mikrogleju w hipokampie
mtodych zwierzat potomnych z grupy MIA.
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Rycina 37. Analiza ekspresji markerow aktywacji mikrogleju IL-1f i Argl w hipokampie mlodych

zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Immunohistochemiczna analiza hipokampa ilustrujaca
komorki mikrogleju (Ibal, czerwony); a) Ekspresja markera aktywacji M1 - IL-1p (zielony); b) Ekspresja
markera aktywacji M2 - Arg-1 (zielony). Brak widocznej kolokalizacji. Jadra komérkowe zabarwiono

z pomocg DAPI (niebieski). Pasek skali = 50 pm. Zdjecia reprezentatywne.

10.5.2. Poziom cytokin prozapalnych w surowicy

Mimo istnienia BBB, OUN nie jest rejonem catkowicie odizolowanym od uktadu
immunologicznego na obwodzie, a niektore cytokiny mogg by¢ transportowane przez BBB
[Konsman, 2022]. Cytokiny takie moga wplywa¢ miedzy innymi na funkcjonowanie
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mikrogleju [Sun et al., 2022]. W niniejszej pracy zaobserwowano wzrost poziomu IL-1,
IFN-y, IL-6, TNF-a oraz IL-17a, odpowiednio 0 635%, 90%, 155%, 67% i 159% we krwi
mlodych zwierzat potomnych po prenatalnej ekspozycji na MIA (Rycina 38), co sugeruje

podwyzszong aktywnos¢ uktadu odpornosciowego w organizmie.
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Rycina 38. Analiza poziomu cytokin prozapalnych w surowicy mlodych zwierzat prenatalnie
poddanych dziatlaniu MIA. Poziom cytokin prozapalnych IL-1p, IL-6, IFNy, TNFa, IL-17a, mierzony
z pomocg zestawu Bio Plex Pro Rat Cytokine 23-Plex. Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace
z 6-14 eksperymentow (n=6110,n=6112,n=7i14,n=619, n =6 10); *p<0,05 w stosunku do kontroli;
test t-Studenta.

Podsumowujac, badania wykazaty, iz w modzgu mlodych zwierzat po prenatalnej
ekspozycji na MIA dochodzi do aktywacji mikrogleju 1 wzrostu ekspresji mediatoréw
procesu zapalnego w sposob zalezny od struktury mozgu. Ze wzgledu na istotny wzrost
poziomu cytokin prozapalnych we krwi obwodowej zwierzat z grupy MIA nie mozna
wykluczy¢, 1z przyczyna aktywacji mikrogleju w korze mozgu sa mediatory prozapalne

pochodzace z krwioobiegu.
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10.6. Wplyw MIA na poziom reaktywnych form tlenu oraz markery

stresu oksydacyjnego w mézgu mlodych zwierzat potomnych

Jak opisano szerzej we Wstepie, wiele jest powigzan miedzy stresem oksydacyjnym
a stanem zapalnym, réwniez w kontek$cie ASD. Podobnie jak na wczesniejszych etapach
zycia, rowniez u 52-54-dniowych zwierzat zbadano poziom RFT. Badania z zastosowaniem
sondy HoDCF-DA wykazaly wzrost poziomu RFT zaréwno w korze mézgu (o 18%) jak
i w hipokampie (0 40%) mtodych zwierzat potomnych z grupy MIA (Rycina 39a), chociaz
w tej drugiej strukturze mozgu nie zaobserwowano aktywacji mikrogleju i wzrostu ekspresji
mediatorow prozapalnych. Analiza poziomu anionorodnika ponadtlenkowego O2"
z zastosowaniem pomiaru fluorescencji HE wykazala istotny jego wzrost, 0 61%
w hipokampie miodych zwierzat potomnych z grupy MIA, natomiast w korze moézgu

wykazano jedynie tendencj¢ wzrostowa (Rycina 39b).
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Rycina 39. Analiza poziomu RFT w korze mézgu oraz hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie
poddanych dzialaniu MIA. a) Uwalnianie reaktywnych form tlenu w korze mézgu i hipokampie mierzone
z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej HoDCF-DA. Prezentowane dane to $rednie £+ SEM pochodzace
z 8 eksperymentow (n = 8); b) Generacja O," mierzona byla z pomoca metody fluorymetrycznej,
z wykorzystaniem dihydroetydyny. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 4 eksperymentow
(n =4); **p<0.01 w stosunku do kontroli, test t-Studenta.

Jak wykazano, w mozgu oseskow z grupy MIA istotnym zroédlem O™ moze byc
oksydaza NADPH. Dlatego w mozgu mtodych zwierzat potomnych zbadano aktywnos¢
oraz ekspresj¢ gendw dla trzech izoform tego enzymu. W hipokampie odnotowano
znaczacy wzrost aktywnosci oksydazy NADPH o 170% w stosunku do kontroli (Rycina
40c) wraz ze wzrostem ekspresji Nox1 i Nox4, odpowiednio 0 300% i 158% (Rycina 40d).
W korze mdzgu nie zaobserwowano roéznicy w aktywnosci oksydazy NADPH w stosunku
do kontroli (Rycina 40a). Co wigcej, wykazano spadek ekspresji Nox1, Cybb i Nox4,
odpowiednio 0 19%, 41% i 23% (Rycina 40b).
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Rycina 40. Analiza poziomu aktywno$ci i ekspresji oksydazy NADPH w korze mézgu oraz
hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. a) Aktywno$¢ oksydazy
NADPH w korze moézgu. Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace 6-9 eksperymentéw
(n=9 - 6); Poziom ekspresji genéw Nox1, Cybb i Nox4 w korze mézgu, normalizowano wzglgdem genu
kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace 5-6 eksperymentéw
(n =5 - 6); b) Aktywno$¢ oksydazy NADPH w hipokampie. Prezentowane dane to $rednie + SEM
pochodzace z 8-9 eksperymentow (n =9 - 8); Poziom ekspresji genow Nox1, Cybb i Nox4 w hipokampie,
normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyng (Actb). Prezentowane dane to $rednie £ SEM
pochodzace 5-6 eksperymentow (n =5 - 6); *p<0,05, **<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

Analogicznie jak w przypadku 7-dniowych oseskow z grupy MIA, w mobzgu
mlodych zwierzat potomnych nie odnotowano zmian w poziomie nitrotyrozyny (Rycina
41aib), co sugeruje, ze reaktywne formy azotu nie sg zaangazowane w generacje stresu

oksydacyjnego.
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Rycina 41. Analiza poziomu nitrotyrozyny w korze moézgu oraz hipokampie mlodych zwierzat
prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. a) Stosunek immunoreaktywnosci nitrotyrozyny do GAPDH
w korze mozgu. Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace z 7 eksperymentow (n = 7); b) Stosunek
immunoreaktywnos$ci nitrotyrozyny do GAPDH w hipokampie. Prezentowane dane to $rednie =+ SEM

pochodzace z 6 eksperymentow (n = 6). Zdjecia reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.

Neutralizacja nadmiaru wolnych rodnikow odbywa si¢ dzigki systemowi
antyoksydacyjnemu, ktéry obejmuje dzialanie enzymatycznych i1 nieenzymatycznych
przeciwutleniaczy. W przeciwienstwie do wynikow badan uzyskanych z mozgu
7-dniowych szczurow z grupy MIA, ktoére wykazaly wzrost poziomu czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 oraz zwigkszong ekspresje genéw kodujacych podlegte mu enzymy
antyoksydacyjne, w mézgu mtodych zwierzat zaobserwowano obnizony poziom Nrf2,
w hipokampie o okoto 30% (Rycina 42b), natomiast w korze mézgu wykazano tendencjg
spadkowa w poziomie tego biatka w stosunku do kontroli (Rycina 42a). Ponadto,

w hipokampie odnotowano niewielki, ale istotny statystycznie spadek ekspresji Sodl
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i Sod2 (Tabela V), natomiast w korze mozgu ekspresja Sod2 spadata 0 25% (Tabela V), co
wskazuje na uposledzenie systemu enzymatycznej obrony antyoksydacyjnej w obu

strukturach m6zgu miodych zwierzat potomnych po prenatalnej ekspozycji na MIA.

a) b)

1.2 124
QD QO —
8 5 0.9 8 S 0.9
& 2 3
T T
£ 8 06 % 2 064 /7
5 < £«
5$ s < %
E T 03- £ 5 03- %
0.0- 0.0 4
kontrola MIA kontrola MIA
KMKM K M K M
NRF2 95 kDa NRF2 [ e o5 (Do

GAPDH ~36 kDa GAPDH | s s s | 36 kDa

Rycina 42. Poziom bialka Nrf2 w korze mézgu i hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie poddanych

dzialaniu MIA. a) Stosunek immunoreaktywnosci biatka Nrf2 do GAPDH w korze mozgu. Prezentowane
dane to $rednie + SEM pochodzace 7-8 eksperymentow (n = 7 - 8); b) Stosunek immunoreaktywnos$ci biatka
Nrf2 do GAPDH w hipokampie. Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace 8-9 eksperymentow
(n =8 -9); **p<0,01 w stosunku do kontroli, test t-Studenta. Zdjecia reprezentatywne; K - kontrola,
M - MIA.
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Tabela V. Ekspresja wybranych genéw zwigzanych z systemem antyoksydacyjnym w korze mézgu
i hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji genow Sodl,
Sod2, Cat, Gpx1 i Gpx4 w korze mozgu i hipokampie, normalizowano wzgledem genu kodujacego f-aktyne

ctb). Prezentowane dane to Srednie + pochodzace 5 eksperymentow (n = 5); *p<0,05 w stosunku do
(Actb). P d srednie + SEM pochodzace 5 ek 5w (n = 5); *p<0,05 w stosunku d

kontroli; test t-Studenta.

Kora mézgu Hipokamp
Kontrola Kontrola
Sodl 1,01 £0,04 0,84 + 0,09 1,03 +£0,03 0,95 +0,02 *
Sod2 0,91 +0,03 0,68 £0,08 * 1,04 £ 0,02 0,97 £0,02 *
Cat 1,04 £0,03 1,01+ 0,06 0,96 £ 0,02 0,96 + 0,04
Gpx1 1,05+ 0,04 1,13 +0,05 1,08 + 0,03 1,24 £ 0,07
Gpx4 1,01 0,03 1,12+ 0,06 1,17+ 0,04 1,10 £ 0,06

GSH jest najwazniejszym nieenzymatycznym, antyoksydantem. Glutation w moézgu
wystepuje glownie w postaci zredukowanej (GSH), jedynie 0,2% wystepuje w formie
utlenionego disulfidu (GSSG). Stosunek stezen GSH do GSSG jest dobrym wskaznikiem
poziomu stresu oksydacyjnego oraz ogo6lnego stanu wewnatrzkomorkowego srodowiska
oksydacyjno-redukcyjnego [Zitka et al., 2012]. W korze mo6zgu i w hipokampie mtodych
zwierzat potomnych z grupy MIA wykazano spadek stosunku GSH/GSSG odpowiednio
0 71% i 55% (Rycina 43), potwierdzajac tym samym obecno$¢ stresu oksydacyjnego

w badanych strukturach mézgu.
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Rycina 43. Pomiar stosunku zredukowanej formy glutationu do jego formy utlenionej w korze mozgu
i hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Stosunek GSH/GSSG mierzony
z pomoca zestawu Glutathione Assay Kit metoda spektrofotometryczna, w korze moézgu i hipokampie.
Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace 4-6 eksperymentow (n = 4 - 6); *p<0,05, **p<0.01
w stosunku do kontroli, test t-Studenta.

Podsumowujac, wykazano, ze w mdézgu mtodych zwierzat po prenatalnej ekspozycji na
MIA wzrasta poziom RFT. Zrodtem Oz w hipokampie jest prawdopodobnie oksydaza
NADPH, ktora w korze mozgu nie jest aktywowana. W obu strukturach mézgu spada

stosunek GSH/GSSG oraz wydolno$¢ enzymatycznego systemu obrony antyoksydacyjne;.

10.7. Wplyw MIA na funkcjonowanie mitochondriéw w mézgu mlodych

zwierzat potomnych

10.7.1. Zaburzenia mitochondrialnego lancucha transportu elektronow

Jak juz wspomniano wczesniej, aktywacja mikrogleju i toczace si¢ procesy prozapalne
oraz stres oksydacyjny moga zaburza¢ funkcjonowanie mitochondriéw. Uszkodzenia tych
organelli w mozgu mlodych zwierzat z grupy MIA w poréwnaniu do tych obserwowanych
U 7-dniowych oseskow sa znacznie powazniejsze. W korze mozgu oraz w hipokampie
miodych zwierzat z grupy MIA odnotowano odpowiednio 40% i 50% spadek AWm (Rycina
443), a takze spadek poziomu ATP 0 28% w korze mozgu i o 40% w hipokampie w stosunku
do kontroli (Rycina 44b).
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Rycina 44. Analiza funkcji mitochondriow w korze oraz hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie
poddanych dzialaniu MIA. a) Mitochondrialny potencjat btonowy, mierzony z zastosowaniem pomiaru
fluorescencji sondy JC-1 w korze mozgu i hipokampie. Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace
5-9 eksperymentow (n =5 - 9); b) Poziom ATP mierzony z zastosowaniem pomiaru luminescencji w korze
mozgu i hipokampie. Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace 9-11 eksperymentéw (n = 9 - 11);

*p<0,05, **<0,01 w stosunku do kontroli, test t-Studenta.

Ponadto, w korze mézgu mtodych zwierzat MIA odnotowano spadek ekspresji genow
dla podjednostek komplekséw CI, CIII i CIV, odpowiednio o 18% genu mt-Ndl
(podjednostka Cl), 0 22% genu mt-Cyb (podjednostka CIlI) oraz 0 23% genu mt-Col
(podjednostka CIV) (Tabela VI). Jednoczesnie spada aktywno$¢ tych samych
kompleksow, CI o 22%, CIII, o 69%, oraz CIV o 19% w pordéwnaniu do zwierzat
kontrolnych (Tabela VI).
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Tabela VI. Analiza ekspresji oraz aktywnosci bialek lancucha oddechowego w korze mézgu mltodych
zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji genéw mt-Nd1, mt-Sdha, mt-Cyb oraz
mt-Col w korze mdzgu, normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane
to $rednie + SEM pochodzace 4-5 eksperymentoéw (n = 4 - 5); Poziom aktywnosci czterech kompleksow
tancucha oddechowego (CI, CII, CIII, CIV) w korze mézgu. Prezentowane dane to $rednie £ SEM
pochodzace 5-7 eksperymentow (N =7,n=5,n=5,n=7); *p<0,05, ***p<0,001 w stosunku do kontroli,
test t-Studenta.

Kora mézgu

Ekspresja AKktywnos$¢
Kompleks Kontrola Kontrola
CI(mt-Nd1) 1,00 = 0,05 0,82 + 0.06 * 1,00+ 0,06 = 0,78 +0,05 *
Il (mt-Sdha) 1,00 +0.02 0,98 + 0.04 1,00£0,08 0,93 + 0,02
I (mt-Cyb) 1,00+ 0.05 0,78 + 0.07 * 1,00+0,10 = 0,31+0,13 *
IV (mt-Col) 1,00+ 0.02 0,77+ 0.03 ***  100+0,06 0,81 +0,05 *

W hipokampie zaobserwowano mniej spektakularne zmiany niz w korze modzgu,
wykazano spadek ekspresji genéw dla CI oraz CIV, odpowiednio mt-Nd1 o 26%
i mt-Col 0 19%, podczas gdy ekspresja Cll i CIII nie zmieniata si¢ (Tabela VII). Spadek
aktywnos$ci zaobserwowano w przypadku CI o 26% oraz CIII o 74% w pordéwnaniu do

zwierzat kontrolnych (Tabela VII).
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Tabela VII. Analiza ekspresji oraz aktywnosci bialek laficucha oddechowego w hipokampie mlodych

zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji genow mt-Nd1, mt-Sdha, mt-Cyb oraz

mt-Col w hipokampie, normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to

srednie £ SEM pochodzace 4-5 eksperymentow (n = 4 - 5); Poziom aktywnosci czterech kompleksow

tancucha oddechowego (CI, CII, CIII, CIV) w hipokampie. Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace

5-8 eksperymentow (n =8, n =5, n =5, n = 8); *p<0,05, **p<0,01 w stosunku do kontroli, test t-Studenta.

Hipokamp
Ekspresja AKktywnos$¢
Kompleks Kontrola Kontrola

~ I(MtNd1) | 1,00£0,04 | 0,09+0,05* 1,00+ 0,10 0,73 + 0.08 *

Il (mt-Sdha) 1,00+ 0,04 0,96 £ 0,06 1,00 + 0,07 1,07 +£0.13

I11 (mt-Cyb) 1,00£0,05 1,01 +0,15 1,00 + 0,13 0,29 + 0.05 **

IV (mt-Col) 1,00+0,08 0,81 +0,03 * 1,00 + 0,04 1,05 £ 0.04
10.7.2. Zmiany bialek regulujacych fuzje i fragmentacje¢ mitochondriéw

Analogicznie jak u 7-dniowych oseskow, w korze mozgu i w hipokampie mtodych

zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA zanalizowano ekspresje gendw oraz poziom

biatek zaangazowanych w proces fuzji (Mfnl, Mfn2, Opal) i fragmentacji mitochondriow

(Drpl i Fisl). W korze mozgu nie zaobserwowano zmian w ekspresji biatek regulujacych

fuzj¢ (Rycina 45a, b, ¢), podobnie nie zmieniat si¢ poziom tych biatek. Wykazano natomiast

wzrost 0 20% stosunku S-Opal/L-Opal (Rycina 45c), co sugeruje zahamowanie fuzji

mitochondriéw i przechylenie szali na korzys$¢ fragmentacji.
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Rycina 45. Analiza ekspresji i poziomu bialek zwiazanych z fuzja mitochondriow w korze mézgu
mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji Mfnl (a), Mfn2 (b) i Opal
(c) w korze mozgu, normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to
$rednie = SEM pochodzace z 4-6 eksperymentdéw (n = 4 - 6); stosunek immunoreaktywnosci biatka Mfn1
(a), Mfn2 (b) i Opal (c) do VDACL oraz stosunek S-Opal/L-Opal (c) w mitochondriach izolowanych
z kory moézgu. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 5-7 eksperymentow (n=5 - 7); *p<0,05

w stosunku do kontroli; test t-Studenta. Zdjecia reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.
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Chociaz nie wykazano zmian w ekspresji genu Fisl i w poziomie biatka Fis1 (Rycina
46a), to odnotowano wzrost ekspresji genu Dnm1l dla biatka Drpl o 21% (Rycina 46b).
Ponadto, wzrost stosunku p-Drp1(Ser616)/Drpl wskazuje na zwickszong fosforylacje tego
biatka na serynie 616 1 jego translokacje z cytoplazmy do zewnetrznej blony
mitochondrialnej, co jest warunkiem koniecznym do przeprowadzenia procesu fragmentacji
mitochondriow (Rycina 46¢). W celu potwierdzenia aktywacji procesu fragmentacji
zbadano poziom biatka zewngtrznej blony mitochondrialnej, GDAP1 (ang. ganglioside
induced differentiation associated protein 1), ktore rowniez zwigzane jest z fragmentacja
mitochondriow. Wykazano wzrost poziomu tego biatka w stosunku do kontroli o 25%
(Rycina 46d). Razem, uzyskane wyniki badan wskazuja na zwiekszong fragmentacj¢

mitochondridow w korze mézgu mtodych potomnych zwierzat MIA.
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Rycina 46. Analiza ekspresji i poziomu bialek zwiazanych z fragmentacja mitochondriow w korze
mozgu mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji Fisl (a) i Dnm1l
(b) w korze mézgu miodych dorostych normalizowany wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb).
Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace z 4-5 eksperymentow (n = 4 - 5); Stosunek
immunoreaktywnosci biatka Fis1 (a), Drpl (b) oraz GDAP1 (d) do VDACL w mitochondriach izolowanych
z kory mozgu. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzgce z 6-8 eksperymentéw (n =6 - 8); Stosunek
pDrpl(Ser616) do Drpl (c) w korze mozgu. Prezentowane dane to S$rednie £ SEM pochodzace
z 4 eksperymentow (n = 4); *p<0,05 **<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta. Zdjecia
reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.
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Natomiast w hipokampie zaobserwowano spadek ekspresji Mfnl (13%), Mfn2 (18%),
Opal (13%) oraz Fisl (39%) (Rycina 47a, b, ¢, Rycina 48a), jednak spadek ten nie miat
odzwierciedlenia w poziomie biatek, odnotowano jedynie wzrost stosunku S-Opal/L-Opal
0 23% (Rycina 47c). Stosunek pDrp1/Drpl oraz poziom biatka GDAPI nie zmienialy si¢
(Rycina 48c i d).
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Rycina 47. Analiza ekspresji i poziomu bialek zwiazanych z fuzja mitochondriéw w hipokampie
mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji Mfnl (a), Mfn2 (b) i Opal
(c) w hipokampie, normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyn¢ (Actb). Prezentowane dane to
srednie = SEM pochodzace z 5 eksperymentéw (n = 5); stosunek immunoreaktywnos$ci biatka
Mfnl (a), Mfn2 (b) i Opal (c) do VDACL oraz stosunek S-Opal/L-Opal (c) w mitochondriach izolowanych
z hipokampa. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 6-7 eksperymentéw (n =6 - 7); *p<0,05

w stosunku do kontroli; test t-Studenta. Zdjecia reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.
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Rycina 48. Analiza ekspresji i poziomu bialek zwiazanych z fragmentacja mitochondriow
w hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Poziom ekspresji
Fisl (a) i Dnmll (b) w hipokampie, normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb).
Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzace z 4-5 eksperymentow (n = 4 - 5); Stosunek
immunoreaktywnosci biatka Fisl (a), Drpl (b) oraz GDAP1 (d) do VDAC1 w mitochondriach izolowanych
z hipokampa. Prezentowane dane to srednie + SEM pochodzace z 6-9 eksperymentow (n =6 - 9); Stosunek
pDrpl(Ser616) do Drpl (c) w hipokampie. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace
z 5 eksperymentow (n = 5); *p<0,05 **<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta. Zdjecia
reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.
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10.7.3. Analiza bialek regulujacych mitofagie i biogenez¢ mitochondriow

Fragmentacja mitochondriow jest wstepnym etapem procesu mitofagii. Nawet
przejsciowy stres oksydacyjny moze stymulowaé fragmentacje, a nast¢pnie aktywacje
selektywnej autofagii mitochondriow [Frank et al., 2012]. Dlatego, analogicznie jak
w przypadku 7-dniowych oseskow zbadano poziom kluczowych biatek zaangazowanych
w usuwanie dysfunkcyjnych mitochondriow na drodze autofagii w moézgu mtodych
zwierzat potomnych. Jednak poziom PINKL i parkiny oraz LC-3 nie zmienial si¢ ani
w korze mézgu (Rycina 49a, b, c), ani w hipokampie (Rycina 50a, b, ¢) mtodych zwierzat
z grupy MIA w stosunku do kontroli. Nie wykazano rowniez zmian poziomu parkiny
w izolowanych mitochondriach z kory mézgu oraz z hipokampa (Rycina 49d i Rycina 50d),
co dowodzi, ze biatko to nie jest rekrutowane do btony mitochondrialnej i nie naznacza
bialek mitochondrialnych do degradacji. Wyniki wskazuja na brak aktywacji mitofagii
w mozgu mlodych zwierzat potomnych MIA pomimo znacznego uszkodzenia funkcji
mitochondriow 1 ich zwigkszonej fragmentacji, co moze oznacza¢ iz dochodzi do

akumulacji tych dysfunkcyjnych organelli.
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Rycina 49. Analiza poziomu bialek zwiazanych z mitofagia w korze mézgu mlodych zwierzat
prenatalnie poddanych dziataniu MIA. Stosunek immunoreaktywnosci LC3 (a), PINK1 (b) i parkiny (c)
do GAPDH w korze mozgu. Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace z 5-7 eksperymentow
(n =5 -7); Stosunek immunoreaktywnosci parkiny (d) do VDAC1 w izolowanych mitochondriach z kory
mozgu. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 5 eksperymentow (n = 5). Zdjecia

reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.
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Rycina 50. . Analiza poziomu bialek zwiazanych z mitofagia w hipokampie mlodych zwierzat
prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. Stosunek immunoreaktywnosci LC3 (a), PINK1 (b) i parkiny
(c) do GAPDH w hipokampie miodych dorostych. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace
Z 5-6 eksperymentow (n =5 - 6); Stosunek immunoreaktywnosci parkiny (d) do VDAC1 w izolowanych
mitochondriach z hipokampa. Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 5 eksperymentow

(n =5). Zdjecia reprezentatywne; K - kontrola, M - MIA.
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Stan sieci i utrzymanie homeostazy mitochondrialnej sa rowniez w znacznym stopniu
zalezne od procesu biogenezy tych organelli. Zbadano wobec tego ekspresje kluczowych
genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne regulujace biogeneze mitochondrialng,
PGC-1a, Nrf-1 oraz TFAM. W korze mézgu mtodych zwierzat potomnych z grupy MIA
wykazano obnizong ekspresj¢ Ppargcl o 16%, Nrfl o0 20% oraz Tfam 0 27% (Rycina 51a),
natomiast w hipokampie ekspresja Tfam spadata o 41%, chociaz ekspresja Ppargcl oraz
Nrfl nie zmieniata si¢ (Rycina 52a). Wykazano rowniez obnizenie aktywnosci syntazy
cytrynianowej 0 37% w korze mézgu oraz 0 63% w hipokampie, co wskazuje na spadek
ilosci mitochondriéw (Rycina 51b i Rycina 52b) .
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Rycina 51. Analiza ekspresji bialek zwiazanych z biogeneza mitochondriéw i aktywnosci syntazy
cytrynianowej w korze mézgu mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. a) Poziom
ekspresji genéow Ppargcl, Nrfl i Tfam w korze mézgu, normalizowano wzgledem genu kodujacego
B-aktyne (Actb). Prezentowane dane to $rednie + SEM pochodzace z 4-5 eksperymentow (n = 4 - 5);
b) Poziom aktywnosci syntazy cytrynianowej w korze mézgu. Prezentowane dane to $rednie + SEM

pochodzace z 6-7 eksperymentow (n = 6 - 7); *p<0,05, **<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.
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Rycina 52. Analiza ekspresji bialek zwiazanych z biogeneza mitochondriow i aktywnosci syntazy
cytrynianowej w hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie poddanych dzialaniu MIA. a) Poziom
ekspresji genow Ppargcl, Nrfl i Tfam w hipokampie, normalizowany wzgledem genu kodujacego B-aktyng
(Actb). Prezentowane dane to $rednie £ SEM pochodzace z 4-5 eksperymentow (n = 4 - 5); b) Poziom
aktywnosci syntazy cytrynianowej w hipokampie. Prezentowane dane to $rednie = SEM pochodzgce

z 5-6 eksperymentow (n =5 - 6); **<0,01 w stosunku do kontroli; test t-Studenta.

10.7.4. Zaburzenia ultrastruktury mitochondriow

Analiza z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego wykazata liczne zmiany
ultrastrukturalne mitochondriéw z grupy MIA w stosunku do mitochondriéw kontrolnych
zarowno w korze moézgu (Rycina 53) jak 1 w hipokampie (Rycina 54). Wsréd
mitochondriow z grupy MIA zaobserwowano organella o zatartej strukturze grzebieni oraz
btony mitochondrialnej. Obserwowano rowniez mitochondria charakteryzujace sie
przerwaniem ciaglosci blony mitochondrialnej. Dodatkowo, w niektérych mitochondriach
zaobserwowano ubytek grzebieni mitochondrialnych. Ponadto, cz¢§¢ mitochondriow
z grupy MIA posiadato jasng macierz mitochondrialng, co jest cechg charakterystyczng

obrzgku mitochondriéow. Podsumowujac, prenatalne narazenie na dziatanie MIA skutkuje
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negatywnymi zmianami w ultrastrukturze mitochondriow, mogacymi przektadaé si¢ na

obserwowane zaburzenia funkcji tych organelli.

Kontrola

MIA

Rycina 53. Analiza ultrastruktury mitochondriéw w korze moézgu milodych zwierzat prenatalnie
poddanych dzialaniu MIA. Zdjecia wykonane z pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego.
A-B - Mitochondria kontrolne. Widoczna zachowana zewngtrza blona mitochondrialna i liczne grzebienie
mitochondrialne (zielone strzatki). C-F — Mitochondria z grupy MIA. Obserwowano zatarcie struktury
grzebieni i blony mitochondrialnej (czerwone strzatki, C-F). Obecne byly mitochondria o jasnej macierzy,
wykazujace cechy obrzeku (niebieskie strzatki, D-F), a takze mitochondria wykazujace ubytek grzebieni (zotte
strzatki, C-F).
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Kontrola

MIA

Rycina 54. Analiza ultrastruktury mitochondriow w hipokampie mlodych zwierzat prenatalnie
poddanych dzialaniu MIA. Zdj¢cia wykonane z pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego. A-B -
Mitochondria kontrolne. Widoczna zewngtrza btona mitochondrialna i nienaruszone grzebienie mitochondrialne
(zielone strzatki). C-F — Mitochondria z grupy MIA. Obserwowano zatarcie struktury grzebieni i blony
mitochondrialnej (czerwone strzatki, C-F). Obecne byly mitochondria o jasnej macierzy, wykazujace cechy
obrzeku (niebieskie strzatki, C,D,F), a takze mitochondria wykazujace ubytek grzebieni (zotte strzatki, C-F).

Widoczne byly rowniez mitochondria o wydtuzonym ksztalcie (czerwona *, E).

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan wykazaty, iz aktywacja uktadu odpornosciowego
matki we wczesnej cigzy powoduje znaczace zaburzenia struktury, funkcji i dynamiki
mitochondriow w mézgu mtodych zwierzat potomnych. Zmiany zalezne sg od struktury
moézgu. W hipokampie zaburzenia sa mniej spektakularne niz w korze mézgu, w ktorej
zaobserwowano obnizenie aktywnos$ci kompleksu I, IIT i IV tancucha transportu elektronéw,

wzrost poziomu biatek odpowiedzialnych za fragmentacj¢ oraz obnizenie ekspresji gendw
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regulujgcych biogenezg. Analiza aktywno$ci syntazy cytrynianowej ujawnita, ze w obu

strukturach mozgu zmniejsza si¢ ilos¢ mitochondriow.
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11. Dyskusja

Aktywacja uktadu odpornosciowego matki (MIA) jest jednym z czynnikow ryzyka
wystapienia chorob neurorozwojowych u potomstwa, w tym chorob ze spektrum autyzmu,
potwierdzonym zaré6wno w badaniach epidemiologicznych [Atladéttir et al., 2010;
Atladottir et al., 2012; Brown et al., 2014] jak i doswiadczeniami na zwierzgtach [Meyer et
al., 2008; Giovanoli et al., 2016; Fernandez de Cossio et al., 2017]. Rozliczne badania na
modelach zwierzecych dostarczajg danych o roznorakich aspektach funkcjonowania OUN
po prenatalnej ekspozycji na MIA, wykazujac m.in. zaburzenia behawioralne [Lanté et al.,
2007; Malkova et al., 2012; Arsenault et al., 2014; Zhang & van Praag, 2015; Choi et al.,
2016; Kirsten & Bernardi, 2017; Murray et al., 2017; Pendyala et al., 2017; Shin Yim et
al., 2017], zmiany w gestosci neurondéw [Shi et al., 2009; Naviaux et al., 2013; Duchatel et
al., 2016; Antonson et al., 2018] i wypustek dendrytycznych [Zhang & van Praag, 2015;
Fernandez de Cossio et al., 2017], nieprawidtowosci w funkcjonowaniu synaps [Zhang &
van Praag, 2015; Canetta et al., 2016; Shin Yim et al., 2017], zmiany w poziomie
neurotransmiterow [Tang et al., 2013a; Richetto et al., 2015; Fujita et al., 2016; Rahman et
al., 2017] czy zmiany poziomu cytokin [Garay et al., 2013; Giovanoli et al., 2016; Pendyala
et al., 2017]. Coraz czgsciej podkresla si¢ rowniez udzial neurozapalenia (ang.
neuroinflammation) [Fan & Pang, 2017; Han et al., 2021] oraz stresu oksydacyjnego
[Bjerklund et al., 2020; Curpan et al., 2021] w patomechanizmie chordb neurorozwojowych
[Oskvig et al., 2012; Simdes et al., 2018; Talukdar et al., 2020]. Mimo wyraznego
zainteresowania wptywem aktywacji uktadu odpornosciowego matki na wezesnych etapach
cigzy na rozw0j mozgu potomstwa, do chwili obecnej nie istnieja badania, ktére
wyjasniatyby udzial mitochondriow w zaburzeniach neurorozwojowych indukowanych
MIA. Z kolei u pacjentow z ASD obserwuje si¢ zaburzenia mitochondrialne [Frye, 2020],
obejmujgce zmiany w ekspresji, poziomie i1 aktywnosci kompleksow tancucha transportu
elektronow [Chauhan et al., 2011; Anitha et al., 2013; Gu et al., 2013; Tang et al., 2013b]
czy tez zaburzenia transportu i dynamiki mitochondriéw [Anitha et al., 2012; Tang et al.,
2013b]. Prowadzone badania, ktorych wyniki przedstawiono w niniejszej dysertacji
koresponduja z danymi literaturowymi 1 wskazuja na powazne zaburzenia
w funkcjonowaniu mitochondriow u potomstwa po prenatalnej ekspozycji na MIA. Zmiany

zalezne sg od struktury mézgu i etapu rozwoju potomstwa.
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11.1. Zalezne od pobudzenia ukladu odpornosciowego matki zmiany w

tkance plodowej.

Badania rozpoczeto od wywotania odpowiedzi uktadu odpornosciowego matki poprzez
dootrzewnowe podanie LPS (100 pg/kg m.c.) ci¢zarnej samicy szczurow Stada Wistar
w 9,5 dniu cigzy. Wybdr momentu podania endotoksyny ci¢zarnym samicom byt
nieprzypadkowy, jako iz jest to okres szczegdlnej wrazliwosci, w ktorym aktywacja uktadu
odpornosciowego matki moze wptywac na rozwdj OUN u plodu, prowadzac do dysfunkc;ji
neuronalnych i skutkéw behawioralnych u potomstwa. W 9-11 dniu szczurzej ciazy
rozpoczynaja si¢ podziaty nerwowych komorek macierzystych, angiogeneza kory mézgu
i migracja neuronéw [Baines et al., 2020]. Prenatalne infekcje w poczatkowych
1 srodkowych etapach cigzy skutkujg znacznie silniejszymi nastgpstwami w rozwoju mozgu
niz infekcje w koncowych jej etapach [Meyer et al., 2007; Kirsten et al., 2012; Soto et al.,
2013; Lee et al., 2021]. Co wigcej, podanie LPS w 9,5 dniu szczurzej cigzy zostato
potwierdzone w literaturze jako wywotujace zmiany behawioralne u potomstwa [Kirsten et
al., 2012; Kirsten et al., 2013; Kirsten & Bernardi, 2017; de Camargo et al., 2021; Lee et
al., 2021; da Rosa et al., 2022; Carbone et al., 2023].

Podanie zwierzetom endotoksyny bakteryjnej stymuluje OUN do aktywowania
charakterystycznych objawow chorobowych okres§lanych jako ,,sickness behavior” [Sah et
al., 2011]. Do tego typu objawow zalicza si¢ goraczke, cho¢ dos$¢ czesto pojawia si¢
anapireksja, czyli przejSciowy stan obnizenia temperatury ciata, o wlasciwosciach
protekcyjnych [Liu et al., 2012]. Poza tym obserwuje si¢ zwigkszong sennos¢, zmniejszone
pobieranie jedzenia i picia, ograniczong ruchliwo$¢ oraz zmniejszone zainteresowanie
interakcjami spotecznymi [Abareshi et al., 2019]. Opisany zespo6t objawoéw ma na celu
wzmocnienie dziatania uktadu immunologicznego, poprzez skupienie zasoboéw organizmu
na walce z zakazeniem [Soszynski, 2004]. W istocie, u samic wykorzystywanych
W niniejszej pracy zaobserwowano obnizenie pobierania wody oraz tendencje¢ spadkowa
w pobieraniu pokarmu, przejSciowe obnizenie temperatury ciata, a takze zmniejszong
ruchliwo$¢, potprzymknigcie oczu oraz zmniejszone reagowanie na bodzce, co wskazuje na
rozw6j] odpowiedzi uktadu odpornosciowego matki po iniekcji endotoksyny.
Dotychczasowe dane wskazujg iz LPS, podany matce dootrzewnowo jest wykrywalny
w jamie ciata, w watrobie, w nerkach, a takze w tozysku do 8h po iniekcji. Toksyny nie

stwierdzano natomiast w mézgu matki oraz w ciele ptodu [Ashdown et al., 2006]. Dlatego
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uwaza si¢, iz LPS nie ma zdolnosci do przekraczania bariery tozyska, cho¢ moze je
uszkadzac i wptywaé na rozwoj lokalnego stanu zapalnego [Fricke et al., 2018; Elgin et al.,
2019] oraz posrednio, poprzez matczyne cytokiny, majace zdolnos$¢ przechodzenia przez
tozysko, moze indukowac stan zapalny w tkankach ptodu [Kirsten et al., 2013]. W istocie,
wiele badan wskazuje na wzrost poziomu cytokin prozapalnych we krwi matki po podaniu
LPS, mi¢dzy innymi IL-6, TNF-a [Ashdown et al., 2006; Schaafsma et al., 2017b], IL-17a
[Wu et al., 2018]. Ponadto, dotychczas prowadzone w ZKTS badania wykazaly znaczacy
wzrost poziomu prozapalnej cytokiny TNFoa we krwi szczurzych samic 3 godziny po
podaniu LPS w dawce 100 pg/kg m.c., ktdrg stosowano w niniejszej pracy [Dominiak et
al., 2017], co potwierdza aktywacje ukladu odporno$ciowego w organizmie. By nie
wywolywa¢ dodatkowego stresu u ciezarnych samic, ktéry moglby wptyna¢ na rozwdj
potomstwa, w tej pracy nie pobierano krwi w celu ponownego oznaczenia poziomu cytokin.

Dane literaturowe wskazujg rowniez na wzrost ekspresji 111b, 116 i Tnf [Urakubo et al.,
2001; Gayle et al., 2004; Zhou et al., 2017; Liang et al., 2021] w tozyskach do 24h od
podania LPS. Uzyskane wyniki badan wykazaty wylacznie znaczacy wzrost ekspresji 111b
w tozyskach, 24 godziny po podaniu endotyksyny, podczas gdy ekspresja 116 i Tnf
pozostawaly bez zmian. Podobne wyniki uzyskali Straley i1 wsp., ktérzy rowniez
zaobserwowali wzrost ekspresji 111b i brak zmian w ekspresji Tnf [Straley et al., 2014].
Z kolei Carpentier 1 wsp. zaobserwowali wzrost poziomu TNFa 1 IL-6 w tozyskach jedynie
po 2h od podania LPS, bez zmian poziomu po 6 i 24h [Carpentier et al., 2011]. Moze to
sugerowaé, iz podwyzszona ekspresja tych cytokin w tozysku jest krotkotrwala i nie
utrzymuje si¢ przez dhuzszy czas. Co ciekawe, Girard 1 wsp. wykazali, iz jednoczesne
podanie LPS i antagonisty dla receptora IL-1, chroni tozyska przed uszkodzeniami
I zmianami neurorozwojowymi u potomstwa [Girard et al., 2010], co tacznie z wynikami
uzyskanymi w niniejszej pracy wskazuje na duze znaczenie IL-1B w rozwoju mozgu
w warunkach MIA. Wiele badan wykazato wzrost poziomu cytokin prozapalnych rowniez
w mozgu ptodow, w krotkim czasie po wywotlaniu MIA. Obserwowano wzrost poziomu
IL-1B, IL-6 i TNFa 4h po podaniu poli(I:C) [Vuillermot et al., 2017], a takze podwyzszony
poziom IL-1B, IL-6, TNFa i IFN-y, oraz kilku innych cytokin (IL-2, IL-5, M-CSF, IL-4,
IL-10, IL-18, IL-7, EPO i innych) 24h po podaniu LPS [Simdes et al., 2018]. Oskvig i wsp.
zaobserwowali wzrost poziomu IL-1B, IL-6 i TNFa 4h i 24h po iniekcji. Nalezy jednak
wspomniec, 1z wzrostowi poziomu cytokin nie towarzyszyl wzrost ekspresji odpowiednich

gendw, co sugeruje, iz cytokiny te nie pochodzity z mozgu ptodu [Oskvig et al., 2012].
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Z drugiej strony w innych pracach obserwowano wzrost ekspresji I11b, Tnf [Cai et al., 2000;
O'Loughlin et al., 2017] oraz 116 po podaniu LPS [O’Loughlin et al., 2017]. Dane uzyskane
w niniejszej pracy korespondujg z danymi literaturowymi, jako iz zaobserwowano wzrost
ekspresji 1l1b, 116, Ifng oraz Tnf w tkankach ptodowych 24h po wywotaniu MIA. Sugeruje
to, iz MIA wywoluje rozwdj procesow prozapalnych w tkankach ptodowych, co dodatkowo
potwierdza zaobserwowany wzrost poziomu biatka Ibal, bedacego markerem makrofagow
oraz mikrogleju. Wptyw MIA na ptodowy mikroglej zostat udokumentowany w literaturze.
Loayza i wsp. zaobserwowali, ze podanie LPS indukowato aktywacje mikrogleju, zar6wno
w kierunku M1 jak i M2, oraz zwigkszato ekspresj¢ cytokin o plejotropowym dziataniu.
[Loayza et al., 2022]. Obserwowano rowniez zwigkszenie ilosci komorek mikrogleju
(Ibal®) oraz aktywnego mikrogleju (Ibal*/CD68") po podaniu poli(l:C) [Wu et al., 2018].
Aktywacja formujacego si¢ uktadu immunologicznego oraz podwyzszony poziom cytokin
prozapalnych na tym etapie zycia moze mie¢ kluczowy wplyw na dalszy rozwo;.
W warunkach fizjologicznych cytokiny biorg czynny udzial w dojrzewaniu uktadu
nerwowego [Mousa & Bakhiet, 2013] przyczyniajac si¢ do proliferacji nerwowych
komoérek macierzystych, odgrywajac role w formowaniu i przycinaniu synaps przez
komorki mikrogleju (ang. synaptic pruning) [Stellwagen & Malenka, 2006], oraz
réznicowaniu i migracji komorek uktadu nerwowego [Hegazy et al., 2015]. Jednoczesnie,
wykazano negatywny wplyw nadmiernego poziomu cytokin prozapalnych w okresie
prenatalnym na neurorozwdj potomstwa [Samuelsson et al., 2006; Crampton et al., 2012;
Chudnovets et al., 2020].

Jednym z czynnikoéw powigzanych z aktywacja uktadu immunologicznego i stanem
zapalnym, szczegolnie w OUN, jest stres oksydacyjny, wynikajacy z zaburzenia rownowagi
pomiedzy tempem powstawania RFT a wydolno$cig uktadu antyoksydacyjnego. RFT moga
by¢ produkowane jako czg$¢ odpowiedzi immunologicznej [Andreyev et al., 2020],
jednoczesnie wysoki poziom RFT moze stymulowac¢ i poglebiac stan zapalny [Chatterjee,
2016]. Uwaza sie wiec, iz te zjawiska stymulujg si¢ wzajemnie [Biswas, 2016]. Faktycznie,
w niniejszych badaniach wykazano, ze w tkance ptodowej 24h po indukcji MIA dochodzi
do wzrostu poziomu RFT, szczegdlnie generowany jest O2". Obecno$¢ markeréw stresu
oksydacyjnego w wykorzystywanym w niniejszej pracy modelu koresponduje z wynikami
literaturowymi. W innych pracach, w moézgach ptodéw po prenatalnej ekspozycji na MIA
obserwowano podwyzszone stezenie dialdehydu malonowego (ang. malondialdehyde,

MDA), gtownego produktu peroksydacji lipidow oraz podwyzszony poziom karbonylacji
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biatek, efektu reakcji RFT z tancuchami bocznymi aminokwasow [Simoes et al., 2018], co
wskazuje na obecno$¢ stresu oksydacyjnego.

Za najwazniejsze zrodto RFT w komorce uwazane sa mitochondria, a dokladniej
mitochondrialny tancuch oddechowy, jednak istotnym producentem RFT sg rowniez
enzymy z rodziny oksydaz NADPH (NOX). Enzymy te produkujag O2" lub H.O>
(w zaleznosci od izoformy) i sg obecne zarowno w komorkach uktadu odpornosciowego
(np. NOX2 w neutrofilach i makrofagach, gdzie bierze udzial w wybuchu tlenowym) jak
i w innych komoérkach organizmu gdzie biorg udziat przede wszystkim w komunikacji
wewnatrz- i migdzykomorkowej [Przybylska & Mosieniak, 2014; Sarniak et al., 2016].
Niewielkie ilosci RFT produkowanych przez NOX sg niezbedne dla prawidlowego rozwoju
OUN, a w warunkach fizjologicznych NOX wplywaja stymulujaco na neurogeneze,
proliferacj¢ i réoznicowanie nerwowych komoérek macierzystych [Terzi & Suter, 2020],
jednak nadmierna aktywno$¢ NOX i zalezny od tego enzymu wzrost O™ generuje stres
oksydacyjny i uszkodzenia lipidow, biatek i DNA w OUN [Gao et al., 2012]. Najnowsze
badania wykazaty wzrost ekspresji Nox1 w mézgach ptodow 48h po ekspozycji na MIA
wywotanego poli(I:C). Co wigcej, inaktywacja genu Nox1 cofata zmiany behawioralne u 8-
12 tygodniowych zwierzat prenatalnie poddanych dziataniu MIA [Zhang et al., 2021].
W niniejszej pracy nie zaobserwowano zmian w ekspresji Nox1, wykazano natomiast
wzrost ekspresji Cybb (NOX2) czemu towarzyszyta podwyzszona aktywnos¢ NOX. Wzrost
ekspresji Cybb do pewnego stopnia koresponduje z wynikami uzyskanymi w badaniach
z udzialem oséb z ASD, jako iz podwyzszona ekspresja NOX2 obserwowana byla
w obwodowych komorkach T [Nadeem et al., 2017] oraz w neutrofilach [Nadeem et al.,
2019] z krwi pacjentow z ASD. Nalezy jednak nadmienié, Ze nie ma pewno$ci iz
obserwowana w niniejszej pracy podwyzszona aktywnos¢ NOX dotyczy wytacznie NOX2,
poniewaz mierzono ogo6lng aktywnos$¢ oksydaz NADPH. Warto rdwniez wspomnie¢, ze
w badaniach na myszach, u ktéorych MIA wywotywano poprzez podanie LPS, wykazano iz
jednoczesne podawanie inhibitora dla NOX (apocyniny) od dnia indukcji MIA az do porodu
zapobiegato czesci zmian obserwowanych u potomstwa w grupie MIA - zardwno zmian
w moézgu, zwigzanych ze zwigkszong ilo$cig mikrogleju obserwowana w przodomozgowiu
zwierzat z grupy MIA, jak i zmian w behawiorze, tj. zlagodzenie obserwowanych w grupie
MIA zachowan stereotypowych (nadmierne czyszczenie si¢) u 20-dniowych zwierzat [Le
Belle et al., 2014]. Wzrost aktywnosci NOX na tym etapie rozwoju wydaje si¢ by¢ zatem

istotnym elementem w rozwoju zaburzen autystycznych u potomstwa MIA, moze by¢ tez
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obiecujacym punktem zaczepienia dla potencjalnych interwencji terapeutycznych. Zalezny
od NOX wzrost Oz moze prowadzi¢ do obnizenia potencjatu blonowego mitochondriéw
I uszkodzenia funkcji tych organelli [Lee & Jose, 2021]. Faktycznie, w niniejszej pracy
zaobserwowano spadek A¥Ym oraz poziomu ATP w tkance ptodowej w grupie MIA, co
moze by¢ konsekwencja tzw. wybuchu tlenowego, aktywacji zlokalizowanej w komorkach
uktadu odpornosciowego NOX2 i wzrostu zaleznej od NOX produkcji O2". Obserwowane
zmiany wskazuja, iz MIA wplywa na funkcjonowanie mitochondriéw juz na tak wezesnym
etapie rozwoju. Zaburzenia mitochondriow na etapie prenatalnym moga mie¢ znaczny
wplyw na funkcjonowanie OUN w pdzniejszym zyciu. Mitochondria wptywaja na losy
neuronalnych komorek macierzystych (ang. neural stem cells, NSC), regulujac ich przejscie
z proliferacji do réznicowania [Facucho-Oliveira et al., 2007; Chen et al., 2010]. Biatka
zwigzane z dynamika mitochondriéw biora czynny udzial w powstawaniu neurosfer
[Khacho et al., 2016], sa rowniez niezb¢dne, by mogta zajs¢ migracja neurondow [Lin-
Hendel et al., 2016]. Mitochondria biorg udziat w dojrzewaniu astrocytow i formowaniu
synaps [Zehnder et al., 2021], wptywaja na proces rozgat¢ziania aksonéw [Smith & Gallo,
2018] i na utrzymywanie bariery krew-moézg [Doll et al., 2015a]. To wszystko,
w polaczeniu z ogromnym zapotrzebowaniem mozgu na energi¢ (ludzki mozg, stanowigcy
ok. 2% calkowitej masy ciala, zuzywa ok. 20% catej pozyskiwanej przez organizm energii
[Raichle, 2010]), wiaze mitochondria zarowno z prawidlowym funkcjonowaniem OUN, jak
rowniez powoduje, ze nawet niewielkie zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriow

moga predysponowac¢ do rozwoju zaburzen neurorozwojowych.

11.2. Zmiany behawioralne u potomstwa MIA na réznych etapach zycia

W niniejszej pracy przeprowadzono analiz¢ spotecznych zachowan szczuréow w celu
scharakteryzowania zachowan ASD-podobnych. W celu sprawdzenia potencjalnych
zaburzen komunikacji oceniano wokalizacje¢ ultradzwigkowa (USV) oseskow izolowanych
od matki 1 rodzehstwa. Poziom towarzyskosci i1 zachowania spoteczne badano
z wykorzystaniem tr6jkomorowego testu socjalizacji. Zaburzenia motoryczne i zachowania
legkowe analizowano z pomoca testu otwartego pola. Dodatkowo zbadano zachowania
zwigzane z poszukiwaniem gniazda na podstawie zapachu z pomocg testu preferencji

sciofki.
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Pacjenci z ASD w wigkszosci przypadkow majg trudnosci z komunikacja
I porozumiewaniem si¢. Zaburzenia komunikacji sa jednak bardzo zrdznicowane. Od
catkowitego braku umiejetnosci porozumiewania si¢, poprzez umiejetno§¢ mowienia
pelnymi zdaniami, az po kompulsywne powtarzanie pytan, catych zdan, czgsto z elementami
echolalii (czeste powtarzanie wybranych stow) i stereotypii jezykowych. Glownym
sposobem komunikacji u gryzoni jest emisja USV, niestyszalnych dla ucha ludzkiego.
Szczury emitujg USV przez cate zycie, zarowno w odpowiedzi na bodzce pozytywne jak
I negatywne [Boulanger-Bertolus & Mouly, 2021]. USV mogg mie¢ rézng wysokos¢
w zalezno$ci od kontekstu, w ktorym sg emitowane. 40-kHz USV emitowane sg przez
izolowane oseski w celu doprowadzenia do powrotu matki i przeniesienia przez nig mtodych
do gniazda. 50-kHz USV emitowane sg przez samce zainteresowane samiczkami, a 22-kHz
USV wiazg si¢ z sytuacjami niebezpiecznymi, jak obecno$¢ drapieznika, walka migdzy
samcami lub odczuwanie bolu [Takahashi et al., 2010]. Badania nad USV po izolacji od
matki w szczurzym modelu MIA indukowanym LPS nie sg powszechne, a te istniejace sa
rozbiezne. W niektorych przypadkach zaobserwowano zmniejszenie liczby wokalizacji
w stosunku do kontroli [Baharnoori et al., 2012; Carbone et al., 2023], a w innych brak
roéznic w liczbie wokalizacji [Kirsten et al., 2015]. W niniejszej pracy wykazano wahania
liczby wokalizacji w zaleznosci od dnia eksperymentu. W pierwszym dniu eksperymentu (9
dzien zycia) nie zaobserwowano réznic w stosunku do kontroli. W drugim dniu (10 dzien
zycia) zaobserwowano spadek wokalizacji w grupie MIA, natomiast w trzecim dniu
eksperymentu (11 dzien zycia) zaobserwowano niejednorodne wokalizowanie przez oseski
z grupy MIA. W tym dniu mozna zaobserwowa¢ wyodrebnienie si¢ dwoch grup oseskow,
tej ktora wokalizuje mniej w stosunku do kontroli, oraz takiej wokalizujacej podobnie do
kontroli lub bardziej intensywnie niz kontrole. Wydaje si¢, ze aktywacja uktadu
odpornosciowego matki na wczesnym etapie cigzy prowadzi do ASD-podobnych zaburzen
komunikacji. Zmniejszong liczbe wokalizacji uwaza si¢ za zaburzenie komunikacji
spotecznej, podczas gdy podwyzszong ilos¢ USV mozna powigza¢ ze zwigkszonym lekiem
zwierzat [Brudzynski, 2021]. Niejednorodno$¢ zachowan oseskow wykazana w tym
eksperymencie wspotgra z faktem iz ASD jest zaburzeniem o wyjatkowo szerokim
spektrum, dajacym réznorakie objawy. Nalezy pamigtaé, ze kazde dziecko z autyzmem jest
inne 1 wymaga indywidualnej terapii dobranej do typu zaburzen.

Kolejnym testem przeprowadzonym z udzialem oseskow (15 dzien zycia) byt test

preferencji Sciotki. Test ten wykorzystuje instynktowne poszukiwanie przez szczurze 0SesKi
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bliskosci matki 1 rodzenstwa, oraz rozrdzniania znajomego ,,domowego” zapachu od
zapachow neutralnych, co jest wczesng oznakg odrdzniania spotecznego (ang. social
discrimination) [Carbone et al., 2023]. Zdolno§¢ do rozpoznawania zapachu matki
(i gniazda) jest niezbedna dla przetrwania i rozwoju mtodych. W normalnych warunkach
mtode szybko ucza si¢ rozpoznawac zapach gniazda, co stymuluje zblizanie si¢ do niego
oraz preferowanie go w obecnosci innych zapachoéw [de Souza et al., 2012]. Zgodnie
z oczekiwaniami, kontrole spedzaty wigcej czasu w czesci klatki wypetnionej $cidtka
o zapachu ,,domu”, szukajac w ten sposob instynktownie matki i rodzenstwa. Natomiast
zwierzeta z grupy MIA spedzaly podobny zakres czasu w obu cze$ciach klatki. Badania
wskazuja na zaburzenie wczesnych zachowan spotecznych, co koresponduje z wynikami
innych badaczy. Niewielkie zainteresowanie zapachem gniazda i brak szukania rodziny
wykazano u zwierzat MIA po indukcji LPS w innych pracach [Kirsten et al., 2011;
Baharnoori et al., 2012], cho¢ nie wszyscy zaobserwowali taki efekt [Carbone et al., 2023].

Do najbardziej typowych zaburzen behawioralnych obserwowanych w ASD naleza
zaburzenia towarzysko$ci 1 zachowan spotecznych. Rodzice dzieci z ASD jako pierwsze
niepokojace objawy zauwazaja opoznienie mowy, brak kontaktu wzrokowego oraz brak
reakcji na wlasne imi¢. Do innych objawow zaburzen zachowan spotecznych naleza
ograniczone zdolno$ci nasladowania, ignorowanie innych osob, slabe reagowanie na ich
obecnos¢, brak zainteresowania zabawg spoleczng i preferowanie samotnosci, nieche¢ do
kontaktu fizycznego, brak u$miechu spotecznego, uboga mimika [Winczura, 2019].
Oczywistym jest, iz nie wszystkie z wymienionych zachowan mozna oceni¢ w modelach
zwierzgcych. Szczury charakteryzujg si¢ jednak wyraZznymi zachowaniami spolecznymi,
a zanik lub obnizenie intensywnosci tego typu zachowan moze by¢ traktowane jako tozsame
z objawami zaburzen wystepujacych u ludzi. Testem pozwalajacym na badanie zachowan
spotecznych, szczegélnie interakcji z innymi osobnikami tego samego gatunku jest
trojkomorowy test socjalizacji. W tym te$cie zwierze ma swobodny dostep do wszystkich
czesci klatki, co oznacza iz inicjacja kontaktu z wizytatorami (obcymi osobnikami
zamknigtymi w mniejszych, wewnetrznych klatkach) lezy catkowicie po stronie zwierzgcia
bioracego udziat w eksperymencie. Test ten bada w istocie dwa parametry, towarzyskos¢
(ang. sociability) oraz zainteresowanie nowoscig spoteczng (ang. preference for social
novelty). Faza pierwsza pozwala zwierzeciu na adaptacje do nowego srodowiska. Faza druga
bada che¢ zwierzecia biorgcego udziat w eksperymencie do socjalizacji z nieznanym mu

osobnikiem (towarzyskos$¢), a faza trzecia bada preferencj¢ socjalng, gdzie zwierzg badane
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ma wybor miedzy przebywaniem w towarzystwie poznanego wczesniej osobnika, lub
nowego osobnika wprowadzonego do eksperymentu (zainteresowanie nowoscig spoteczng).
Zdrowy, prawidlowo funkcjonujacy szczur preferuje spedzanie czasu z drugim osobnikiem,
a takze bardziej interesuje si¢ nowymi osobnikami niz tymi, ktore juz zna. W niniejszej pracy
zaobserwowano zaburzenia zachowan spotecznych u szczur6w prenatalnie narazonych na
dziatanie MIA. Cho¢ zaréwno kontrole jak i szczury z grupy MIA preferowaty klatke
z wizytatorem od pustej klatki, szczury MIA spedzaty znacznie mniej czasu z drugim
szczurem niz zwierzeta kontrolne, co wskazuje na zmniejszong towarzyskos¢ badanych
zwierzat. Ponadto, szczury z grupy MIA spedzaty podobng ilo$¢ czasu z nowym szczurem
CO ze zwierzgciem wezesniej poznanym, a wigeej w srodkowej komorze niz szczury z grupy
kontrolnej, co wskazuje na zmniejszone zainteresowanie nowoscia spoleczng. Podobne
deficyty w zachowaniach spotecznych obserwowane byly w innych pracach. Carbone i wsp.
zaobserwowali obnizenie towarzyskos$ci szczurOw prenatalnie poddanych dziataniu MIA,
zarbwno w 35 jak i 75 dniu zycia [Carbone et al., 2023]. Réwniez Oskvig i wsp. badali
zachowania spoteczne z pomocg testu trojkomorowego co 5 dni, od 25 do 55 dnia zycia
i rowniez wykazali deficyty w zachowaniach spotecznych zwierzat z grupy MIA we
wszystkich punktach czasowych [Oskvig et al., 2012].

Wsrdd rzadziej wystepujacych zaburzen behawioralnych dotykajacych osoby z ASD
wymienia si¢ zaburzenia motoryczne [McPhillips et al., 2014]. Cho¢ nie wyst¢pujg one we
wszystkich przypadkach, stwierdzono i1z dzieci z ASD majg cz¢$ciej problemy z motoryka
duzg (rownowagg, koordynacja ruchow, kontrolg szybkosci i sity) niz rowiesnicy [Sroka,
2012]. Z drugiej strony, u dzieci z autyzmem czesto wystepuje nadpobudliwosé
psychoruchowa [Leyfer et al., 2006]. Innym objawem czesto towarzyszacym ASD sg
zaburzenia lekowe, okoto 50% dorostych 1 dzieci z ASD jest dodatkowo diagnozowanych
z zaburzeniami lekowymi [Rodgers & Ofield, 2018]. W modelach zwierzecych testem
pozwalajacym na wykrycie deficytow motorycznych czy zwigkszonej lekliwosci
(zwigzanej ze zmniejszong aktywnos$cig eksploracyjng) jest test otwartego pola. Test ten
pozwala oceni¢ przemierzony w nieznanym srodowisku dystans oraz szybko$¢ poruszania
sig, pozwala rowniez okresli¢ zainteresowanie eksploracja zaréwno strefy peryferyjnej (pod
sciankami boksu) jak 1 strefy centralnej. Wyjscie na otwarta przestrzen wiaze si¢
z wystawieniem si¢ na niebezpieczenstwo, bedzie wiec unikane przez zwierzeta
o wiekszym poziomie lgku [Lipkind et al., 2004]. W niniejszej pracy nie zaobserwowano

zaburzen motorycznych czy zwigkszonej lekliwosci u zwierzat z grupy MIA, jako iz nie

152



wykazywaly one zmnieszonej aktywnosci 1 eksploracji w stosunku do zwierzat
kontrolnych. Koresponduje to do pewnego stopnia z danymi literaturowymi, w ktorych nie
zaobserwowano zaburzen motorycznych u zwierzat w takich samych jak w niniejszej pracy
warunkach do$wiadczalnych (LPS podawany w 9,5 dniu cigzy w dawce 100ug/kg) [Kirsten
et al., 2010]. W innym badaniu nie zaobserwowano zmian, gdy LPS podawano w 12 dniu
cigzy, natomiast zmiany pojawity si¢ u zwierzat prenatalnie poddanych dziataniu MIA
w 16 dniu cigzy [Straley et al., 2017]. Zaburzenia lgkowe zaobserwowano tez u zwierzat,
ktorych matkom podawano LPS w 12 dniu cigzy, ale w wigkszej dawce (1,5 mg/kg)
[Talukdar et al., 2020]. Sugeruje to, iz wystapienie niektorych objawoéw behawioralnych

w wykorzystywanym modelu zalezne jest od dawki endotoksyny oraz etapu rozwoju ptodu.

11.3. Zaburzenia molekularne w mozgu oseskow narazonych na
dzialanie MIA

Pierwszych 7-10 dni po urodzeniu szczura to okres kluczowy w neurorozwoju
1 odpowiada okresowi okotoporodowemu u cztowieka (36-40 tydzien cigzy oraz okres tuz
po urodzeniu) [Zeiss, 2021] Dochodzi wowczas do intensywnego wzrostu mozgu
[Bockhorst et al., 2008], zwigkszenia gestosci aksondéw i dendrytow [Semple et al., 2013],
intensywnej  gliogenezy  [Kriegstein &  Alvarez-Buylla, 2009], dojrzewania
oligodendrocytow i mielinizacji [Dean et al., 2011] oraz dojrzewania uktadu
odpornosciowego [Holsapple et al., 2003; Parker et al., 2015]. Koniec okresu prenatalnego
1 wczesny okres postnatalny wigza si¢ rowniez z intensywng synaptogeneza, a stan zapalny
w tym okresie powigzano z zaburzeniami struktury i funkcji synaps [Mottahedin et al.,
2017].

Aktywacja procesow prozapalnych oraz stres oksydacyjny w tym okresie zycia moze
by¢ wyjatkowo niebezpieczny dla rozwijajacego si¢ mozgu. Zaobserwowano, iz dzieci
u ktorych poézniej zdiagnozowano ASD, miaty po urodzeniu (do 72 godzin od porodu)
podwyzszony poziom IL-6 oraz IL-8 we krwi w porownaniu do dzieci z ogoélnej populacji
[Heuer et al., 2019]. W innym badaniu zaobserwowano relacj¢ miedzy pozniejsza diagnoza
ASD a wysokim poziomem IL-1B i IL-4 tuz po urodzeniu. W niniejszej pracy
zaobserwowano wzrost ekspresji 111b i Ifng w mozgu oseskow z grupy MIA w stosunku do
kontroli, podczas gdy poziom ekspresji 116 oraz Tnf nie zmieniat si¢. O’Loughlin i wsp.

réwniez zaobserwowali wzrost ekspres;ji 111b w mdzgu 7-dniowych oseskéw po prenatalnej
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indukcji MIA, i brak zmian w poziomie 116, Tnf i 1110 [O’Loughlin et al., 2017]. Podobnie,
inne grupy badawcze nie wykazaty zmian w ekspresji Tnf w mozgu oseskow po prenatalne;j
indukcji MIA, a wrecz wykazywano obnizong ekspresje tej cytokiny [Gilmore et al., 2005;
Arsenault et al., 2014]. Badania wtasne oraz te z literatury wskazuja, ze na tak wczesnym
etapie rozwoju kluczowa role w aktywacji procesOw prozapalnych moze petni¢ IL-1P oraz
IFN-y. Cytokiny prozapalne mogg prowadzi¢ do aktywacji oksydazy NADPH [Brandes et
al., 2010]. Jak wcze$niej wspomniano, enzym ten jest odpowiedzialny za zjawisko zwane
,wybuchem tlenowym” fagocytow i jest aktywowany w odpowiedzi na infekcje bakteryjne
i wirusowe w celu obrony organizmu przed patogenami. Faktycznie, w mozgu 7-dniowych
oseskow z grupy MIA zaobserwowano znaczacy wzrost aktywnosci oksydazy NADPH
oraz podwyzszony poziom RFT. W wyniku dziatania LPS, dochodzi bardzo czg¢sto do
aktywacji syntazy tlenku azotu (NOS) i wzrostu poziomu NO. Jednak wobec braku zmian
w immunoreaktywno$ci nitrotyrozyny, sugeruje si¢, ze reaktywne formy azotu nie sg
bezposrednio zaangazowane w aktywacj¢ stresu oksydacyjnego na tym etapie rozwoju
mozgu zwierzat z grupy MIA. Rozwijajacy si¢ moézg jest szczegdlnie wrazliwy na
uszkodzenia powodowane przez RFT, z powodu duzej zawarto$ci nienasyconych kawasow
thuszczowych, wysokiego zapotrzebowania na tlen oraz duza ilo§¢ wrazliwych,
niedojrzatych  komoérek [Ikonomidou & Kaindl, 2011]. Dodatkowo, system
antyoksydacyjny w mozgu noworodkow jest niedojrzaty, a zawarto$¢ antyoksydantow
nizsza niz na dalszych etapach zycia [Shim & Kim, 2013; Perrone et al., 2019]. Jednak
zaobserwowany wzrost poziomu Nrf2, jednego z najwazniejszych biatek w systemie
antyoksydacyjnym, oraz niewielki wzrost ekspresji Gpx1 i Cat, wskazuje na uruchomienie
mechanizmow obrony antyoksydacyjnej w odpowiedzi na wzrost poziomu RFT. Nie
wykazano jednak zmian w ekspresji Sodl i Sod2, zatem wydaje si¢, ze aktywacja systemu
antyoksydacyjnego w grupie MIA moze by¢ niewystraczajaca dla zniwelowania stresu
oksydacyjnego.

Mitochondria sg wrazliwe na wysoki poziom RFT, a jednoczesnie sg jednym
z gléwnych producentow wolnych rodnikéw w komorce. Podobnie jak w przypadku tkanki
ptodowej, réwniez u 7-dniowych oseskow zaobserwowano spadek A¥Ym oraz poziomu
ATP. Zar6wno A¥m jak i poziom ATP sg bezposrednio zwigzane z funkcjonowaniem
fancucha transportu elektronow, a nieprawidlowo$ci w dziataniu fancucha mogg przektadaé
si¢ na obserwowane zmiany. Co zaskakujgce, nie zaobserwowano jednak zmian w ekspresji

ani w aktywnosci kompleksow mitochondrialnych, za wyjatkiem wzrostu ekspresji
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podjednostki kompleksu II. Zatem sugeruje si¢, iz spadek A¥Ym nie jest spowodowany
zaburzeniami w aktywnosci komplekséw mitochondrialnych. By¢ moze istotng rolg
odgrywa tu rozprzg¢zenie tancucha oddechowego. Uwaza sig, iz O2" i peroksydacja lipidow
prowadza do aktywacji bialek rozprzegajacych (ang. uncoupling proteins, UCP) [Cadenas,
2018; Monteiro et al., 2021; Cater & Krizan¢i¢ Bombek, 2022]. Rozprzezenie tancucha
powigzano z dzialaniem protekcyjnym, zapobiegajacym nadmiernej produkcji RFT
w mitochondriach [Zhao et al., 2019]. Zaobserwowany w tej pracy brak zmian
w funkcjonowaniu komplekséw tancucha oddechowego moze sugerowac, iz tancuch jest
w istocie rozprz¢zony i ze jest to mechanizm protekcyjny, chronigcy mitochondria przed
uszkodzeniem, a calg komorke przed stresem oksydacyjnym. Potwierdzenie tej hipotezy
wymaga jednak dalszych dtugotrwatych badan.

Zmiany potencjalu blonowego istotnie wplywaja na dynamike mitochondriéw.
Wykazano, iz utrata potencjalu wigze si¢ z zablokowaniem fuzji wewngtrznej blony
mitochondrialnej [Oliveira, 2012]. Dodatkowo, procesy fuzji i fragmentacji sa niezbedne
dla prawidtowego funkcjonowania neurondéw, nie tylko w dojrzalych komorkach, ale
réwniez w trakcie neurogenezy i roznicowania komorek macierzystych [Khacho & Slack,
2018]. Mimo iz zaobserwowano wzrost ekspresji genéw zaréwno dla biatek zwigzanych
z fuzjg (Mfnl, Mfn2, Opal) jak i fragmentacja (Fisl, Drpl), wzrost ten nie mial jednak
odzwierciedlenia w poziomie bialek. Co wigcej, nie zaobserwowano zmiany w stosunku
S-Opal/L-Opal, ani pDrpl/Drpl, co $wiadczy o braku inicjacji procesu fragmentacji.
Wydaje sig, iz wzrost ekspresji genow zwigzanych z dynamika moze by¢ mechanizmem
kompensacyjnym. Zmiany w ekspresji genow nie zawsze korelujg ze zmiang iloSci biatka
[Liu et al., 2016], a jednoczes$nie nie nalezy zapominaé o istotnym wptywie modyfikacji
potranskrypcyjnych, takich jak splicing, edycja czy metylacja mRNA, na koncowy efekt
ekspresji genéw [Brion et al., 2020; Chavali et al., 2020]. W zwiazku z tym nalezy przyjaé
1z dynamika mitochondriéw nie zmienia si¢ u 7-dniowych oseskow z grupy MIA. Podobnie
w przypadku biogenezy, cho¢ zaobserwowano wzrost ekspresji genéow Ppargcl, Nrfl
I Tfam, nie zmienit si¢ poziom syntazy cytrynianowej, markera ilo$ci mitochondriow
[Larsen et al., 2012], sugerujac brak zmian w ilosci tych organelli. W koncu zbadano
poziom biatek zwigzanych z mitofagia, w tym przypadku rowniez nie wykazano zmian.
Brak aktywacji procesu mitofagii w obliczu spadku potencjatu btonowego jest dos¢
zaskakujacy. Moze to oznaczac, iz w catkowitej puli mitochondriéw zaczyna si¢ zwiekszac

odsetek organelli o obnizonym potencjale mitochondrialnym, ktére nie sg usuwane.
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Podsumowujac, wydaje si¢, iz w mdzgu 7-dniowych oseskéw z grupy MIA nie dochodzi
do drastycznych zaburzen parametrow mitochondrialnych, a zrédtem RFT jest oksydaza

NADPH.

11.4. Patologiczne zmiany w mozgu mlodego potomstwa po prenatalne;j

ekspozycji na MIA

Do badan nad dlugofalowym wplywem MIA na mdzg potomstwa wybrano 52-54 dzien
zycia zwierzat potomnych. Szczury w momencie ukonczenia 50 dnia Zycia nie sg jeszcze
w pelni dojrzate 1 nadal rosna, zwierzeta tego gatunku osiggaja catkowita dojrzatosé
szkieletowa w wieku 210 dni (u ludzi ok. 20 rok zycia). Jednak wtasnie w okolicy 50 dnia
zycia u szczura nastepuje osiggnigcie dojrzatosci ptciowej (u ludzi $rednio okoto 12 roku
zycia) [Agoston, 2017]. Mozna wigc ten moment okresli¢ jako poczatek szczurzego ,,0kresu
dojrzewania”. Okres ten, zarowno u ludzi jak i u szczuréw, wiaze si¢ z intensywnymi
zmianami w OUN, obejmujagcymi m.in. eliminacj¢ potaczen neuronalnych, czyli tzw.
przycinanie synaptyczne, co jest kluczowym procesem w funkcjonalnym tworzeniu
polaczen w modzgu oraz mielinizacje, ktorej zaburzenia prowadza do nieprawidtowosci
w sygnalizacji neuronalnej [Schneider, 2013]. Co wigcej, zardéwno u ludzi jak i u szczuréw
jest to okres zwigzany z wystgpowaniem charakterystycznych zachowan, takich jak
zwigkszenie zainteresowania interakcjami z rowiesnikami obydwu plci, poszukiwanie
nowosci (ang. novelty-seeking) oraz podejmowanie ryzyka [Spear, 2000]. Uwaza si¢
roOwniez, iz okres ten, charakteryzujacy si¢ duzg plastycznos$cig mdzgu, jest jednoczesnie
czasem zwiekszonej podatno$ci na czynniki stresowe [Jankord et al., 2011].

Badania prowadzono na korze moézgu oraz hipokampie. Kora mozgu jest u ludzi
strukturg odpowiedzialng za wyzsze funkcje poznawcze, takie jak jezyk, mysli,
postrzeganie, pamig¢ epizodyczng, podejmowanie decyzji oraz planowanie motoryczne
[Molnar et al., 2019]. Na poziomie komoérkowym, kora moézgu sktada si¢ z okoto 16
miliardow neuronéw i stanowi ponad 80% catej masy mozgu [Cadwell et al., 2019].
Zaburzenia rozwojowe tej struktury moézgu powigzano z kilkoma zaburzeniami
neuropsychiatrycznymi, w tym z ASD [Juric-Sekhar & Hevner, 2019]. Czgé¢
charakterystycznych dla ASD objawéw behawioralnych wigze si¢ z nieprawidtowosciami
w funkcjonowaniu réznych obszaré6w kory mozgu, i tak zmiany w obrgbie kory

oczodotowo-czotowej wptywajg na emocje, osobowos¢, a przede wszystkim zachowania
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spoteczne. Podobnie nieprawidlowosci rozwojowe kory zakretu obreczy, wiaza si¢
z deficytami spoteczno-poznawczymi, takimi jak brak wspodlnej uwagi czy problemy
w zakresie interakcji spotecznych. Tylng kor¢ ciemieniowg rowniez powigzano
z deficytami w zakresie interakcji spotecznych [Jach-Salamon, 2022]. Cho¢ kora mozgu
naczelnych 1 szczura réznig si¢ budowa, iloscig potaczen, a takze niektérymi funkcjami
[Schaeffer et al., 2020], to zaréwno u ludzi jak i u szczuréw ta struktura mozgu odpowiada
za kontrolg zachowan spotecznych [Kolb & Gibb, 2015]. Z kolei hipokamp to niewielka
struktura moézgu tradycyjnie wigzana z pamigcig, budowaniem wspomnien oraz
przyswajaniem wiedzy, ale rOwniez orientacjg przestrzenng i wyobraznig [Comrie et al.,
2022]. Odpowiada rowniez za poznanie spoteczne (ang. social cognition) a takze
przetwarzanie emocji [Zhu et al., 2019]. Sg to obszary funkcjonowania zaburzone w ASD.
Wiele jest doniesien dotyczacych obserwowanych zmian w strukturze hipokampa u 0so6b
z ASD [Schumann et al., 2004; Groen et al., 2010; Barnea-Goraly et al., 2014; Reinhardt
et al., 2020], sugeruje si¢ rowniez roznice w jego funkcjonowaniu i aktywnosci w stosunku
do o0s6b neurotypowych [Banker et al., 2021]. Badania funkcji hipokampa prowadzi sig
rowniez intensywnie na modelach zwierzgcych. Wykazano iz uszkodzenie tej struktury
u szczurzych noworodkéw prowadzito do zaburzen zachowan spotecznych oraz nadmiernej
ruchliwosci [Sams-Dodd et al., 1997]. Poniewaz obie struktury moézgu kontrolujg
zachowania 1 emocje, sfery zaburzone w autyzmie, a ich dysfunkcje powigzano z ASD,
zostaly wybrane do badan z wykorzystaniem modelu MIA.

Aby sprawdzi¢, czy obserwowany na wczesniejszych etapach rozwoju wzrost ekspresji
cytokin prozapalnych utrzymuje si¢ w mézgu mtodych zwierzat, zbadano ekspresje 116, Tnf,
Ifng oraz 111b w korze mézgu oraz w hipokampie. Zaobserwowano wzrost ekspresji 116 oraz
Tnf wylacznie w korze mozgu. Wzrost ekspresji i poziomu cytokin prozapalnych w mézgu
mtodocianych i1 dorostych szczuréw prenatalnie poddanych dziataniu MIA jest dobrze
udokumentowany w najnowszej literaturze. Jednak istnieja duze rozbiezno$ci odno$nie
stosowanych patogendw, badanych struktur moézgu, czy wieku zwierzat. Clark 1 wsp.
zaobserwowali wzrost ekspresji jedynie Tnf w moézgu szczurow z grupy MIA (poli(l:C))
[Clark et al., 2019]. Garay i wsp. zaobserwowali u myszy prenatalnie narazonych na
dziatanie MIA (poli(I:C)) zalezne od struktury mézgu i wieku zwierzat zmiany poziomu
cytokin prozapalnych (u myszy 30-dniowych: spadek IL-6 i IL-1p w korze czotowej
i w zakrecie obregczy, spadek 1L-6 w hipokampie, u myszy 60 dniowych: wzrost IL-6 w

korze czotowej, wzrost IFN-y w zakrecie obrgczy, bez zmian w hipokampie) [Garay et al.,
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2013]. Obserwowano rowniez wzrost ekspresji Tnf i I11b w hipokampie (LPS) [Talukdar et
al., 2020] czy wzrost poziomu IL-6 i IL-1p w korze przedczotowej w hipokampie
(poli(I:C)) [Ding et al., 2019], natomiast niektorzy badacze nie zaobserwowali zmian
[Duchatel et al., 2018].

Podsumowujgc, wyniki badan niniejszej pracy korespondujg z danymi literaturowymi
1 wskazuja, ze aktywacja uktadu odpornosciowego matki na wczesnych etapach cigzy
wywoluje zmiany w ekspresji cytokin prozapalnych nie tylko w mozgu oseskéw, ale
roéwniez u starszego potomstwa, a kora mézgu wydaje si¢ by¢ struktura bardziej podatng na
wptyw MIA niz hipokamp.

Cytokiny prozapalne takie jak IL-1B, TNF-a, czy IL-6 moga indukowac ekspresj¢ COX-
2 (Ptgs2) oraz lipoksygenaz (w tym 12-LOX, Alox12), ktorych ekspresja ro$nie
w momencie rozwoju stanu zapalnego [Minghetti, 2004]. Cho¢ w wigkszos$ci tkanek COX-
2 wystepuje jako indukowana izoforma cyklooksygenazy, w OUN zaobserwowano niska,
konstytutywna ekspresje COX-2 w neuronach, astrocytach i komorkach mikrogleju.
W warunkach fizjologicznych wykazuje ona pozytywny wplyw na plastycznosé
synaptyczng, jednak nadmierna aktywacja powigzana zostala z uwalnianiem mediatorow
stanu zapalnego [Malec-Milewska, 2015] i wieloma chorobami OUN, np. padaczka
i chorobami neurodegeneracyjnymi [Yagami et al., 2016]. Wzrost poziomu COX-2
obserwowano réwniez w moézgu szczurow MIA (poli(I:C)) [Santoni et al., 2023]. Co
ciekawe, podanie inhibitora COX-2 (Celecoxib) mtodym szczurom prenatalnie poddanym
dziataniu MIA (poli(I:C)) zapobiegato wystapieniu pewnych zaburzen behawioralnych
w dalszym zyciu [Zavitsanou et al., 2014]. Lipoksygenazy, w tym 12-LOX, poprzez
oksydacje wielonienasyconych kwasow tluszczowych biorg udziat w produkcji aktywnych
biologicznie mediatorow lipidowych, w tym lipoksyn, poprzez ktore wptywaja na przebieg
procesoOw immunologicznych [Zheng et al., 2020]. W niniejszej pracy zaobserwowano
wzrost ekspresji Ptgs2 i Alox12 w grupie MIA jedynie w korze moézgu, podczas gdy
w hipokampie nie wykazano zmian. Koresponduje to ze wzrostem ekspresji genéw dla
cytokin prozapalnych i dodatkowo podkresla réznice migdzy badanymi strukturami.
Konsekwentnie, aktywacja mikrogleju w mézgu mtodych zwierzat z grupy MIA rowniez
zalezna jest od struktury mézgu. Badania immunohistochemiczne ujawnity kolokalizacje
biatka markerowego mikrogleju Iba-1 z markerem fenotypu ,,prozapalnego”, I1-1B, jak
rowniez z bialkiem markerowym fenotypu ,,przeciwzapalnego”, Arg-1, w korze mozgu

zwierzat z grupy MIA. Sugeruje to wielokierunkowg aktywacje mikrogleju w tej strukturze
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mozgu, zarowno w kierunku fenotypu pro- jak i przeciwzapalnego. Jednocze$nie, nie
zaobserwowano aktywacji komorek mikroglejowych w hipokampie. Jak wspominano we
Wstepie, zmiany obserwowane w kontekscie mikrogleju byly wielokrotnie opisywane
w modelach MIA, budzg jednak pewne kontrowersje, jako iz uzyskiwane przez badaczy
wyniki znaczgco si¢ r6znig. Wykazano iz prenatalne podanie LPS powodowato zwigkszong
proliferacje 1 gestos¢ komorek mikrogleju w przodomozgowiu zwierzat z grupy MIA
[Girard et al.,, 2010]. Zwickszong ge¢sto§¢ mikrogleju zaobserwowano rowniez
w hipokampie, ale tylko u mysich noworodkow, u myszy 80-dniowych prenatalnie
poddanych dziataniu MIA (poli(I:C)) nie zaobserwowano roéznic w stosunku do kontroli [Li
et al., 2014]. O’Loughlin i wsp. wykazali zmiang w morfologii mikrogleju w ciele
migdatlowatym u 40-dniowych myszy z grupy MIA (LPS), gdzie zaobserwowano
przewazajaca ilos¢ komorek mikrogleju o ,,aktywowanym” ameboidalnym fenotypie,
a jednoczes$nie ilo$¢ komorek o fenotypie rozgatezionym, ,,spoczynkowym” bylta mniejsza
niz u kontroli [O’Loughlin et al., 2017]. Inne badania nie wykazaly zmian w aktywacji
mikrogleju w hipokampie zwierzat z grupy MIA [Giovanoli et al., 2015; Mouihate, 2016].
Wydaje si¢ zatem, iz aktywacja mikrogleju jest zalezna od etapu rozwoju potomstwa jak
1 od struktury mézgu. Badania w niniejszej pracy dowodza, ze aktywacja mikrogleju
1 wzrost ekspresji mediatorow zapalnych zachodzi w korze mozgu mtodych zwierzat po
prenatalnej ekspozycji na MIA, za$ hipokamp na tym etapie rozwoju nie wykazuje cech
aktywacji procesow zapalnych.

Rozwoj stanu zapalnego w OUN moze w pewnym stopniu zaleze¢ od toczacych si¢
procesOw prozapalnych w krwioobiegu [Sun et al., 2022]. Cho¢ zwyczajowo przyjeto sie
stwierdzenie iz OUN jest rejonem immunologicznie uprzywilejowanym, przede wszystkim
dzigki istnieniu BBB, obecnie istniejg przekonujace dowody na to, ze OUN nie jest w istocie
catkowicie odizolowany od uktadu immunologicznego dzialajacego na obwodzie
[Konsman, 2022]. Niektore cytokiny sa transportowane przez BBB przez specjalne
transportery [Banks, 2005], zaréwno z obwodu do OUN jak i odwrotnie [Banks, 2008].
Cytokiny uwalniane podczas infekcji mogg przechodzi¢ przez BBB 1 modulowa¢ dziatanie
mikrogleju, szczegdlnie jesli dojdzie do uszkodzenia BBB [Sun et al., 2022]. Co wigcej,
aktywowany mikroglej moze przyczynia¢ si¢ do uszkodzen BBB [Shigemoto-Mogami et
al., 2018]. Wykazano rowniez niekorzystny wptyw duzych stezen cytokin prozapalnych
obecnych we krwi obwodowej w warunkach ogoélnoustrojowej reakcji zapalnej na BBB

[Huang et al., 2021]. Podejrzewa si¢ roOwniez, ze uwalniane obwodowo cytokiny moga
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oddziatywac¢ na OUN poprzez aferentne widkna uktadu autonomicznego np. nerw btedny
[Ufnal & Wolynczyk-Gmaj, 2011].

Zbadano wobec tego poziom cytokin prozapalnych w surowicy krwi i wykazano wzrost
poziomu IL-1p, IFN-y, IL-6, TNF-a oraz IL-17a u potomstwa z grupy MIA w stosunku do
kontroli. W innych pracach takze wykazano wzrost poziomu TNF-a oraz IL.-17a w 0soczu
zarowno po podaniu LPS jak i poli(l:C), oraz 1L-6 po poli(l:C) [Talukdar et al., 2020].
Garay i1 wsp. wykazali wzrost poziomu IL-1f i IL-6 w surowicy 30-dniowych zwierzat
z grupy MIA, podczas gdy IFN-y, TNF-a oraz IL-17a pozostawatly bez zmian [Garay et al.,
2013]. Badania na malpach rowniez wykazaly utrzymujacy si¢ podwyzszony poziom
cytokin prozapalnych w osoczu, u rocznych zwierzat zaobserwowano podwyzszone migdzy
innymi TNFa oraz IFNy, a u 4-letnich zwierzat wykazano podwyzszony poziom IL-6 [Rose
et al., 2017]. Warto wspomnie¢ iz wysoki poziom cytokin prozapalnych, mi¢dzy innymi
IL-6, TNFo, IFNy, byl obserwowany u oséb z ASD we krwi, mézgu czy w ptynie
mozgowo-rdzeniowym [Xu et al., 2015]. Wobec tego, nie mozna wykluczy¢, iz przyczyna
aktywacji mikrogleju w korze modzgu moga by¢ mediatory prozapalne pochodzace
z krwioobiegu.

Jak juz wcze$niej wspominano stres oksydacyjny jest nieodigcznym stanem
towarzyszacym toczacej si¢ reakcji zapalnej. Zwigkszona fluorescencja sondy DCF
zardbwno w korze mozgu jak 1 w hipokampie mtodych zwierzat MIA w poréwnaniu do
kontroli, a takze wzrost poziomu O>" w hipokampie, z tendencja wzrostowa w korze mozgu
wskazuje wyraznie na obecnos$¢ duzej ilosci RFT w badanych strukturach. Uzyskane wyniki
badan sugeruja odmienne pochodzenie reaktywnych wolnych rodnikow w badanych
strukturach mozgu. W korze mézgu nie zaobserwowano aktywacji oksydazy NADPH,
a ekspresja Nox1, Cybb i Nox4 spadata w stosunku do kontroli, co wskazuje, ze NOX nie
jest zrodtem RFT w tej strukturze mozgu. Z kolei, w hipokampie wykazano wyrazny wzrost
aktywnosci NOX w stosunku do kontroli, czemu towarzyszyt wzrost ekspresji Nox1 i Nox4.
Stres oksydacyjny w zwierzecym modelu MIA wykazaly tez inne grupy badawcze
w ostatnich latach. Zaobserwowano m.in. peroksydacje lipidow w hipokampie
37-dniowych zwierzat prenatalnie narazonych na LPS, a takze wzrost poziomu
3-nitrotyrozyny [da Rosa et al., 2021]. W niniejszej pracy nie zaobserwowano zmian
poziomu 3-nitrotyrozyny na zadnym z badanych etapoéw rozwoju potomstwa mimo
znaczacego wzrostu poziomu wolnych rodnikéw. Na obecno$¢ stresu oksydacyjnego

wskazujg réwniez badania Talukdar 1 wsp., w ktorych wykazano obnizony poziom
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antyoksydantow oraz peroksydacje lipidow w hipokampie zwierzat narazonych prenatalnie
na LPS lub poli(l:C) [Talukdar et al., 2020]. Obserwowane przez Talukdar i wsp. ostabienie
systemu antyoksydacyjnego koresponduje z wynikami otrzymanymi w tej pracy. Chociaz
na wczesniejszym etapie rozwoju, w mézgu 7-dniowych oseskow wykazano niewielkg
aktywacje mechanizmoéw obrony antyoksydacyjnej, to w moézgu mtodego potomstwa MIA
systemy ochrony przed RFT wydajg si¢ by¢ niewydolne. Wykazano obnizenie stosunku
GSH/GSSG w obu strukturach moézgu, co $wiadczy o zaburzonym uktadzie
przeciwutleniajgcym zwigzanym z glutationem. Warto nadmieni¢ iz w médzgu oséb z ASD
rowniez obserwowano zmniejszony stosunek GSH/GSSG [Rose et al., 2012]. Co wigcej,
W niniejszej pracy zaobserwowano spadek poziomu Nrf2 w hipokampie, ktéremu
towarzyszyl spadek ekspresji podlegltych mu genéw Sodl i Sod2. W korze mozgu poziom
Nrf2 wykazywat tendencje spadkowsg, zaobserwowano tez zmniejszong ekspresje Sod2.
Badania wskazujg zatem na obecno$¢ stresu oksydacyjnego w mozgu miodego potomstwa
MIA, Zrédlem wolnych rodnikéw w hipokampie moze by¢ m.in. oksydaza NADPH,
podczas gdy w korze mozgu enzym nie jest aktywowany.

Jak pisano we Wstepie, nieprawidtowosci w funkcjonowaniu mitochondriow obserwuje
si¢ u pacjentow z ASD. Wérod obserwowanych dysfunkcji mitochondridéw wymienia si¢
zaburzenia kompleksow mitochondrialnych, takie jak zalezna od struktury moézgu
zmniejszona ekspresja kompleksu I, kompleksu 111, kompleksu IV i kompleksu V [Anitha
et al., 2013], jak roéwniez spadek poziomu biatka poszczegolnych podjednostek [Chauhan
etal., 2011; Tang et al., 2013b]. Zmiany w poziomie bialek miaty swoje odzwierciedlenie
w obnizone] aktywnos$ci kompleksoéw, glownie 11 V, ale tez kompleksu III w korze
przedczotowej u 0osob z ASD [Gu et al., 2013]. Zwazywszy iz kompleksy 11 I11 sg gldéwnymi
producentami RFT w mitochondriach, a kompleks V jest bezposrednio zaangazowany
w syntez¢ ATP, dysfunkcja wymienionych kompleksow moze mie¢ zwigzek zarowno ze
zmniejszong produkcja energii jak 1 z podwyzszong generacja RFT, co przyczynia si¢ do
rozwoju stresu oksydacyjnego, obserwowanego u oséb z ASD. Zaobserwowano rowniez
zmiany w ekspresji gendw regulujagcych transport mitochondrialny, utrzymywanie
potencjatu btonowego oraz fuzje i fragmentacje¢ mitochondriow [Anitha et al., 2012; Tang
et al., 2013b]. Badania wykonane w niniejszej pracy wykazaty, iz aktywacja uktadu
odpornosciowego matki we wezesnej cigzy powoduje znaczace zaburzenia mitochondrialne
na wielu plaszczyznach funkcjonowania tych organelli w mozgu miodych zwierzat

potomnych.
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U 52-dniowych szczurdéw z grupy MIA, podobnie jak u 7-dniowych oseskow, wykazano

obnizenie mitochondrialnego potencjalu blonowego oraz spadek poziomu ATP, zaréwno
w korze mézgu jak i w hipokampie. Zmiany mitochondrialne w moézgu starszych zwierzat
sa jednak znacznie powazniejsze niz u oseskow, wykazano zaburzenie funkcjonowania
fancucha transportu elektronow. Szczegdlnie w korze mozgu, gdzie dochodzi do obnizenia
ekspresji genow dla podjednostek kompleksow CI, CIII i CIV (odpowiednio mt-Nd1,
mt-Cyb, mt-Col), przy jednoczesnym spadku aktywnos$ci tych kompleksow. Natomiast
w hipokampie spadta ekspresja genow dla CI oraz CIV, a spadek aktywnosci
zaobserwowano w przypadku CI i CIII. Poniewaz CI oraz CIII sa uwazane za gtownych
producentéw RFT w lancuchu oddechowym [Bleier & Drose, 2013], wydaje si¢ iz w mozgu
mtodych zwierzat, to wtasnie tancuch transportu elektronow moze by¢ gtownym zrédlem
obserwowanych RFT, szczegodlnie w korze mozgu, gdzie nie dochodzi do zwigkszenia
aktywnosci NOX. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sugeruja, ze w hipokampie RFT
produkowane sg zaré6wno w mitochondriach, w procesie fosforylacji oksydacyjnej jak
i przez aktywowang oksydaz¢ NADPH. Nizszy potencjat blonowy oraz spadek poziomu
ATP, a takze obnizona ekspresja i aktywno$¢ kompleksow moga sugerowal iz
mitochondria sa najprawdopodobniej sprzezone, a obserwowane dysfunkcje maja swoje
zrodlo w zaburzonej fosforylacji oksydacyjnej. Co wigcej, zmiany w poziomie mRNA
sugerujg szerszy kontekst zaburzen indukowanych przez MIA, jako iz moga by¢ one
powodowane przez szeroki wachlarz czynnikéw, w tym indukowane przez RFT zakldcenia
transkrypcji [Oh et al., 2020] lub nawet modyfikacje epitranskryptomiczne [Chokkalla et
al., 2022].

Wplyw MIA zaobserwowano rowniez w kontekscie dynamiki mitochondriow w korze
mozgu. Nie zaobserwowano co prawda wiekszych zmian w procesie fuzji, nie zmieniata si¢
ekspresja ani poziom biatek Mfnl, Mfn2 i Opal, wzrést natomiast stosunek S-Opal/L-
Opal, co sugeruje hamowanie fuzji mitochondriow i1 przechylenie szali na rzecz ich
fragmentacji. Jak wczesniej opisano dtuga forma biatka, L-Opal moze by¢ cigta przez
proteazy, w wyniku czego powstaja rozpuszczalne, krotsze formy S-Opal. W warunkach
fizjologicznych proteoliza Opal prowadzi do powstania zrownowazonego poziomu
krotkich i dtugich form tego biatka, a fuzja mitochondridow przebiega prawidtowo. Z kolei
spadek potencjatu wewngtrznej btony mitochondrialnej prowadzi do aktywacji
mitochondrialnych proteaz i cigcia L-Opal, wzrasta wowczas ilos¢ S-Opal, a fuzja

mitochondriéw zostaje zahamowana. Fragmentacja wydaje si¢ by¢ bardziej intensywna
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przede wszystkim z powodu zmian GTP-azy Drpl. Po pierwsze wzrasta ekspresja genu
Dnmll kodujacego Drpl, poza tym zwicksza si¢ stosunek p-Drpl(Ser616)/Drpl, co
wskazuje na zwickszong fosforylacje Drpl na serynie 616. Jak wspomniano wcze$niej,
biatko Drpl podlega réznorakim modyfikacjom potranslacyjnym (m.in. s-nitrozylacja,
sumoilacja, czy fosforylacja [Partyka et al., 2016]). Fosforylacja Ser616 zwicksza
aktywnos¢ Drpl 1 promuje jego translokacje z cytoplazmy do zewngtrznej blony
mitochondrialnej. Zwigkszong fragmentacj¢ potwierdzaja réwniez zmiany w biatku
GDAPI. Biatko to, tradycyjnie badane w konteksécie choroby Charcot-Marie-Tooth,
produkowane jest gléwnie w komorkach nerwowych, gdzie zlokalizowane jest
w zewngtrznej blonie mitochondrialnej 1 peroksysomach. GDAP1 powigzano
z fragmentacja mitochondridw, ich transportem, utrzymaniem homeostazy wapnia oraz
podziatem peroksysomow [Kochanski et al., 2018]. W korze mézgu zaobserwowano wzrost
poziomu tego biatka. Wydaje si¢ zatem, iz w korze mozgu zwierzat z grupy MIA dochodzi
do promowania fragmentacji mitochondriow. Co ciekawe, podobnych zmian nie
zaobserwowano w hipokampie. W tej strukturze wykazano spadek ekspresji Mfnl, Mfn2
I Opal, nie majacy jednak odzwierciedlenia w poziomie biatka. Chociaz odnotowano
wzrost stosunku S-Opal/L-Opal, to biatka zwigzane z fragmentacja nie zmienialy sig, co
sugeruje brak istotnych zmian w dynamice mitochondriow w hipokampie. Nalezy
wspomniec, iz zmiany w dynamice mitochondriéw obserwowano u os6b z ASD. Wykazano
miedzy innymi spadek poziomu bialek zwigzanych z fuzja, a wzrost poziomu biatek
zwigzanych z fragmentacjg w korze skroniowej dzieci i nastolatkéw z ASD [Tang et al.,
2013b]. Obserwowano rowniez zwickszong ekspresje zarOwno genow zwigzanych z fuzja
jak i fragmentacjg (Mfnl, Mfn2, Fisl, Dnmll) w fibroblastach pozyskanych od pacjentow
z ASD [Pecorelli et al., 2020].

W kontek$cie obserwowanych zaburzeh w funkcjonowaniu mitochondriow,
szczegblnie dysfunkcji lancucha oddechowego, zwigkszona fragmentacja bylaby
zjawiskiem pozytywnym 1 protekcyjnym, jesli towarzyszyloby jej intensywne usuwanie
uposledzonych organelli. Badania wykazaty jednak, iz w obu strukturach mozgu mitofagia
zalezna od PINKI i Parkiny nie jest aktywowana. Co wigcej, podejrzewa sie, iz istnieje
powigzanie mi¢dzy ASD a zaburzeniami mitofagii. W istocie, wykazano iz mutacje
w genach WDFY3, AMBRAL i PARK2 skutkuja zaburzeniami mitofagii oraz wywotuja
objawy ASD-podobne [Napoli et al., 2018; Crespi et al., 2019; Dalla Vecchia et al., 2019;

Le Duc et al., 2019]. Obserwowany w niniejszej pracy brak zmian w poziomie biatek
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zwigzanych z mitofagia oraz brak translokacji Parkiny do mitochondriéw wskazuje na
zaburzenie homeostazy mitochondrialnej w mdzgu potomstwa MIA. Moze to oznaczaé
obecno$¢ duzej puli uszkodzonych, niewydolnych mitochondriéw. Dodatkowo, w obu
strukturach mézgu wykazano obnizong aktywno$¢ syntazy cytrynianowej, markera ilosci
mitochondriow. To, w polgczeniu z obnizeniem ekspresji Ppargcl, Nrfl i Tfam w korze
moézgu, oraz Tfam w hipokampie, moze sugerowaé zaburzenia w funkcjonowaniu procesu
biogenezy mitochondriéw, co z kolei w polaczeniu z nieefektywng mitofagia
przyczynialoby si¢ do zmniejszenia puli zdrowych, funkcjonalnych mitochondriow.

Na chwilg obecng niewiele jest badan na modelach zwierzecych ktére moglyby pomoc
wyjasni¢ watpliwosci zwigzane zaburzeniami mitochondriow w MIA. Nieliczne dostepne
wyniki innych grup badawczych rowniez wskazywaly na pewne aspekty zaburzen
mitochondrialnych w warunkach aktywacji matczynego uktadu odpornosciowego, migdzy
innymi zmiany w mitochondriach komorek uktadu odpornosciowego potomstwa (poli(1:C))
[Giulivi et al., 2013], zmiany aktywnosci komplekséw mitochondrialnych w mozdzku
(poli(I:C))  [Naviaux et al., 2013], czy eckspresji biatek zwigzanych z tancuchem
oddechowym oraz cyklem Krebsa w korze przedczotowej (poli(I:C)) [Farrelly et al., 2015].

Opisane wyzej zmiany majg réwniez odzwierciedlenie w morfologii mitochondriow.
W niniejszej pracy po raz pierwszy wykonano analiz¢ ultrastruktury mitochondriow w
modelu MIA, z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Wykazano,
ze ultrastruktura mitochondriow w grupie MIA odbiega od organelli zwierzat kontrolnych.

W grupie MIA widoczne byly mitochondria o zatartej strukturze grzebieni
mitochondrialnych, a w niektorych organellach zaobserwowano wrgcz ubytek grzebieni.
Wydaje sie, iz obserwowane zmiany mozna powigza¢ z wysokim poziomem RFT. Nadmiar
RFT prowadzi do uszkodzenia bialek 1 peroksydacji lipidow, moze wigc wpltywacé
destrukcyjnie na bogate w te sktadniki btony komoérkowe [Shields et al., 2021], co na
poziomie morfologii blony moze przedstawia¢ si¢ jako zatarta struktura [Pawlak et al.,
2022]. Ciaglos¢ grzebieni mitochondrialnych jest niezbedna dla zachodzenia fosforylacji
oksydacyjnej i syntezy ATP [Ikon & Ryan, 2017], zatem uszkodzenie wewngtrznej blony
mitochondrialnej przeklada si¢ bezposrednio na funkcjonowanie mitochondrium. Co
interesujace, mitochondria o zatartej strukturze i ubytku grzebieni obserwowano
w fibroblastach pochodzacych od pacjentek z zespotem Retta [Cicaloni et al., 2020].
Zaburzenie to czesto wspotwystepuje z ASD, ok. 60% kobiet z zespotem Retta otrzymuje
réwniez diagnoze ASD [Fetit et al., 2021]. Dodatkowo, wsréd mitochondriow z grupy MIA
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zaobserwowano organella o zatartej strukturze OMM, a takze takie o przerwanej ciggtosci
btony.

Czg$¢ mitochondriow z grupy MIA charakteryzowalo si¢ jasng macierza
mitochondrialng. Tego typu zmiana jest cechg obrzeku mitochondriéw. Obrzek macierzy
zwykle zwigzany jest ze zwickszong przepuszczalnoscig OMM 1 IMM, zmniejszonym
potencjatem btonowym, a takze zwiekszonym naptywem jonoéw (przede wszystkim Ca?*
i K", co wigze si¢ z gromadzeniem wody we wnetrzu mitochondrium [Javadov et al.,
2018]. Co wigcej, otwarcie megakanaldw mitochondrialnych (ang. mitochondrial
permeability transition pores, MPTPs) prowadzace do znacznego obrzgku mitochondriéw
powigzane zostato z wysokim poziomem RFT [Kwong & Molkentin, 2015]. Wydaje si¢ iz
prenatalna ekspozycja na MIA powoduje zmiany w ultrastrukturze mitochondriow w korze
moézgu i hipokampie mtodych dorostych zwierzat. Obserwowane zmiany ultrastrukturalne
moga przeklada¢ si¢ na pozostate zaburzenia mitochondrialne obserwowane u badanych

zwierzat.

11.5. Podsumowanie

Podsumowujac, badania prowadzone w tej pracy sg pierwszymi analizujacymi tak
szerokie spektrum zmian zwigzanych z dysfunkcja mitochondriow w mézgu potomstwa
po aktywacji uktadu odpornosciowego matki we wczesnej cigzy. Zidentyfikowano
charakter zaburzen mitochondrialnych na réznych etapach rozwoju mézgu i wykazano, ze
na wczesnych etapach zycia nie sg one jeszcze tak spektakularne jak w mézgu miodego
potomstwa. Sugeruje si¢, ze u ptodow oraz w moézgu oseskow kluczowa role peini
aktywacja oksydazy NADPH. Uwalniany w nadmiarze przez ten enzym anionorodnik
ponadtlenkowy (O2") moze przyczynia¢ si¢ do zmian mitochondrialnego potencjatu
btonowego, a nastepnie do postepujacego uszkodzenia mitochondriow. Jednak doktadna
role tego enzymu w powstawaniu obserwowanych zaburzen nalezatoby potwierdzi¢ w
kolejnych badaniach. W miar¢ dojrzewania zwierzat zaburzenia mitochondrialne
poglebiaja si¢, spada aktywnos$¢ kompleksow tancucha transportu elektronéw oraz
dochodzi do zaburzenia dynamiki tych organelli z przechyleniem szali w kierunku
fragmentacji. Jednoczesnie nie obserwuje sie¢ zwiekszonego usuwania uszkodzonych
mitochondriow na drodze autofagii. Moze to prowadzi¢ do zwigkszenia puli
dysfunkcyjnych organelli o zaburzonej ultrastrukturze. Uszkodzone mitochondria moga

intensywnie generowaé reaktywne formy tlenu oraz uwalnia¢ inne czynniki, takie jak

165



MIDNA, indukujace procesy prozapalne w modzgu, wywolujac tak zwane
,mito-inflammation”. ~ Potwierdzenie tych hipotez wymaga jednak dalszych
szczegblowych badan. Zmiany w korze mozgu wydaja si¢ bardziej dotkliwe, niz te
obserwowane w hipokampie, co sugeruje iz ta struktura mozgu jest bardziej wrazliwa na
dziatanie MIA. Uzyskane wyniki badan sugerujg, ze mitochondria mogg by¢ potencjalnym
celem dla nowych metod terapii autyzmu wywotanego infekcjg matki na wczesnych

etapach cigzy.
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12. WhniosKi

1)

2)

3)

4)

5)

W mozgu oseskow prenatalnie narazonych na dziatanie MIA dochodzi do obnizenia
potencjalu btony mitochondrialnej oraz spadku produkcji ATP, mimo prawidtowo
funkcjonujgcego tancucha transportu elektronéow. Brak aktywacji procesu mitofagii
wskazuje na nieefektywne usuwanie organelli o obnizonym potencjale btonowym, co
moze prowadzi¢ do akumulacji mitochondriow o zmniejszonej funkcjonalnosci.
Zalezny od MIA rozwo0j procesoOw prozapalnych oraz aktywacja oksydazy NADPH i
uwalnianie rodnika O2" na bardzo wczesnym etapie zycia ptodowego moga byc
odpowiedzialne za uszkodzenia mitochondriéw juz w czasie zycia ptodowego.
Indukowane przez MIA nieprawidlowosci w funkcjonowaniu mitochondriow
poglebiajg si¢ z wiekiem. W moézgu mtodego potomstwa dochodzi do powaznych
zaburzen w funkcjonowaniu tancucha transportu elektronéw na poziomie ekspresji
genoéw oraz aktywnosci podjednostek tancucha oddechowego. Pojawiajg si¢ rowniez
zmiany w dynamice mitochondriow.

Zaburzenia funkcji mitochondriow w moézgu miodego potomstwa zalezne sg od
struktury mézgu. Nieprawidlowosci w funkcjonowaniu mitochondriéw sg wyrazniejsze
w Korze mozgu niz w hipokampie.

Aktywacja uktadu odpornosciowego matki w ciazy indukuje u potomstwa ASD-
podobne zmiany behawioralne na réznych etapach Zycia. Zaburzenia zachowan

spotecznych widoczne sg zarowno u oseskow jak 1 u mlodych zwierzat potomnych.
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