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Streszczenie

ZABURZENIA LEKOWE A ESTROGENY — BADANIA U MYSZY Z DEFICYTEM
RECEPTORA ESTROGENOWEGO BATA

mgr Daniel Kalinowski

Praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzat Wydziatu Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem dr. hab. Anny
Koztowskiej, prof. UWM (promotor) i dr. Krystyny Bogus-Nowakowskiej (promotor pomocniczy).

Samice myszy z deficytem receptora estrogenowego [ (ERP) charakteryzuja
si¢ zwickszonym niepokojem 1 nasilonymi reakcjami lgkowymi. Lek powstaje przede
wszystkim w ciele migdalowatym, ktére generuje 1 reguluje wszelkie zachowania
emocjonalne u zwierzat. Aktywno$¢ neurondéw projekcyjnych (glutaminergicznych) tego
regionu mozgowia, wyzwalajacych emocje jest stale hamowana przez interneurony
GABAergiczne, co prowadzi do rownowagi pomigdzy procesami pobudzenia i hamowania.
Wiadomo jednak, ze w ciele migdalowatym samic myszy z deficytem ERp przekaznictwo
GABAergiczne jest obnizone. Ponadto, cialo migdatowate jest silnie modulowane przez
ukltady: dopaminergiczny 1 cholinergiczny, ktéore aktywuja zaréwno neurony
glutaminergiczne, jak 1 GABAergiczne, a tym samym maja =znaczacy wplyw
na pobudzajaco-hamujgcg rownowage w tej strukturze. Biorgc pod uwage przedstawione
dane, celem niniejszej rozprawy bylo okreslenie zmian ilo§ciowych w populacji neuronow
tworzacych poszczeg6lne jadra ciata migdalowatego oraz okreslenie zmian iloSciowych
markerow uktadu GABAergiczego, dopaminergicznego i cholinergicznego w tych
strukturach u samic myszy z deficytem ERP. Powyzsze oznaczenia zostaly wykonane
z wykorzystaniem metod immunohistochemicznych i zautomatyzowanej analizy skanow
lintowych. Uzyskane wyniki wykazaly znaczaca redukcje liczby komorek nerwowych
we wszystkich gtownych jadrach ciata migdalowatego u samic myszy z deficytem ER,
ktorym towarzyszyt istotnie wyzszy poziom ekspresji astrocytow w szczegolnosci w jadrze
przysrodkowym, podstawno-przysrodkowym i korowym. Ponadto, w ciele migdatowatym
myszy z deficytem ERP liczba komoérek nerwowych wykazujacych ekspresj¢ kalbindyny
(CB) byta obnizona w poréwnaniu do tej obserwowanej u myszy typu dzikiego, podczas gdy

ekspresja pozostalych markerow GABAergicznych, tj. parwalbuminy (PV), kalretyniny



(CR), somatostatyny (SOM), receptora kwasu y-aminomastowego typu A z podjednostka al
(GABAau1) oraz pecherzykowego transportera GABA (VGAT) utrzymywata
si¢ na niezmienionym poziomie. W odniesieniu do markeréw dopaminergicznych wykazano
istotny wzrost poziomu ekspresji hydroksylazy tyrozynowej (TH), transportera dopaminy
(DAT) i receptora dopaminergicznego D2-podobnego (DA2) we wszystkich analizowanych
jadrach ciala migdatowatego samic myszy z deficytem ERP. Z kolei, poziom ekspresji
struktur wykazujagcych immunoreaktywnos¢ wobec receptora dopaminergicznego
D1-podobnego (DA1) byt porownywalny w obu badanych grupach. Podobne obserwacje
odnotowano rowniez w odniesieniu do niektérych markerow cholinergicznych
tj. acetylocholinoesterazy (AChE) i pgcherzykowego transportera acetylocholiny (VAChHT).
Dalsze analizy markerow cholinergicznych wykazaly istotny wzrost liczby komorek
nerwowych, w jadrach ciata migdatowatego samic myszy z deficytem ERp, zawierajacych
receptory cholinergiczne tj. receptor muskarynowy acetylocholiny typu 1 (AChRmz)
I receptor nikotynowy acetylocholiny alfa-7 (AChRy7) w poréwnaniu z myszami typu
dzikiego. Przeprowadzone badania wykazaly nieprawidtowo$ci w charakterze i wzorze
dystrybucji  gtownych markeréw uktadu GABAergicznego, dopaminergicznego
i cholinergicznego. Przyjmuje si¢, ze obserwowane zmiany prowadzg, badz sa efektem
zaburzonej sygnalizacji, ktora z kolei moze zmienia¢ plastyczno$¢ synaptyczng ciala
migdalowatego u badanych samic myszy. W dalszej konsekwencji, zmiany w obrgbie tych
populacji neuronalnych moga prowadzi¢ do powstawania zaburzen lekowych. Jednak
doktadne okreslenie roli ERB w zachowaniach zwigzanych z Igkiem w tym procesie wymaga

dalszych badan.



Summary

ANXIETY DISORDERS AND OESTROGENS — THE STUDY IN OESTROGEN
RECEPTOR BETA KNOCK-OUT MICE

Daniel Kalinowski, MSc

Doctoral thesis was carried out at the Department of Animal Anatomy and Physiology, Faculty of Biology
and Biotechnology, University of Warmia and Mazury in Olsztyn under the guidance of associate professor
Anna Koztowska, PhD (supervisor) and Krystyna Bogus-Nowakowska, PhD (ancillary supervisor).

The oestrogen receptor (ER) knock-out female mice are characterized by increased
anxiety and fear responses. The amygdala regulates all emotional behaviour in animals,
which generates anxiety. In this region of the brain, the activity of projection neurons
(glutamatergic) is constantly inhibited by GABAergic interneurons, which leads to a balance
between excitation and inhibition processes. However, it is known that in ERB knock-out
female mice, GABAergic transmission is reduced in the amygdala. Furthermore,
the amygdala is strongly modulated by dopaminergic and cholinergic systems, which
activate both glutamatergic and GABAergic neurons, and thus significantly affect
the excitatory-inhibitory balance in this structure. This dissertation aimed to determine
quantitative changes in the neuronal population and quantitative changes in GABAergic,
dopaminergic, and cholinergic markers in the amygdala of ERp knock-out female mice.
These quantitative changes were estimated using immunohistochemical methods
and automated line scan analysis. The results demonstrate severe neuronal deficits in all
main amygdala regions of ER} knock-out mice, accompanied by astroglia overexpression
in particular in the medial, basomedial and cortical nucleus and a decrease in calbindin-
expressing (CB) neurons in the amygdala of ER} knock-out mice compared with controls.
While other markers of the GABAergic system include parvalbumin (PV), calretinin (CR),
somatostatin (SOM), y-aminobutyric acid type A receptor with al subunit (GABAAa1)
and vesicular GABA transporter (VGAT) remain unchanged. Furthermore, among
dopaminergic markers, the expression of tyrosine hydroxylase (TH), dopamine transporter
(DAT) and dopamine D2-like receptor (DA2) was significantly elevated in the amygdala
of mice with ER deprivation when compared to matched controls, whereas the content

of dopamine D1-like receptor (DA1) was not altered in the ERB knock-out mice. Similar



observations were also noted for some cholinergic markers, i.e., acetylcholinesterase (AChE)
and vesicular acetylcholine transporter (VAChHT). Further analysis of cholinergic markers
showed a significant increase in the number of neurons, in the nuclei of the amygdala
of ERp-deficient female mice, containing cholinergic receptors i.e., muscarinic
acetylcholine type 1 receptor (AChRm1) and alpha-7 nicotinic acetylcholine receptor
(AChRy7) compared to wild-type mice. Present studies have shown that the characteristic
and distribution pattern of the main markers of the GABAergic, dopaminergic,
and cholinergic systems in ERp knock-out female mice were abnormal. It is assumed that
the observed changes lead to, or are the result of, impaired signalling, which in turn may
alter the synaptic plasticity of the amygdala in the female mice studied. As a further
consequence, changes within these neuronal populations may lead to anxiety disorders.
However, determining the exact role of ERP in anxiety-related behaviour in this process

requires further research.
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Wykaz skrotow w jezyku polskim i angielskim

ACh — acetylocholina, ang. acetylcholine
AChE — acetylocholinoesteraza, ang. acetylcholinesterase

AChRwm: — receptor muskarynowy acetylocholiny typu 1, ang. muscarinic acetylcholine type
1 receptor

AChR,7 — receptor nikotynowy acetylocholiny alfa-7, ang. alpha-7 nicotinic acetylcholine
receptor

BL — jadro podstawno-boczne ciata migdatowatego, ang. basolateral nucleus of the
amygdala

BM — jadro podstawno-przysrodkowe ciata migdatowatego, ang. basomedial nucleus of the

amygdala

CaBP — biatka wigzace wapn, ang. calcium-binding proteins

CB — kalbindyna, ang. calbindin

CE — jadro $srodkowe ciata migdatowatego, ang. central nucleus of the amygdala
ChAT — acetylotransferaza choliny, ang. choline acetyltransferase

CO — jadro korowe ciata migdatowatego, ang. cortical nucleus of the amygdala
CR — kalretynina, ang. calretinin

CY3 - cyjanina-3, ang. cyanine 3

DA — dopamina, ang. dopamine

DA — receptor dopaminy typu 1, ang. dopamine D1-like receptor

DA — receptor dopaminy typu 2, ang. dopamine D2-like receptor

DAB - 3,3'— diaminobenzydyna, ang. 3,3 -~ diaminobenzidine

DAT — transporter dopaminy, ang. dopamine transporter



DPX — medium zamykajace do skrawkéw histologicznych, ang. mounting medium for

histology slides

Dv — gestos¢ numeryczna, ang. volumetric density

E1 — estron, ang. oestrone

E> — 17B-estradiol, ang. 174-oestradiol

Ez — estriol, ang. oestriol

E4 — estetrol, ang. oesterol

ERa — receptor estrogenowy a, ang. oestrogen receptor o
ERp — receptor estrogenowy [, ang. oestrogen receptor 3

ERB” — myszy z deficytem receptora estrogenowego B, ang. oestrogen receptor f

knock-out mice

ERPB** — myszy kontrolne typu dzikiego, ang. oestrogen receptor £ wild-type mice
GABA - kwas y-aminomastowy, ang. y-aminobutyric acid

GABAA—receptor GABA typu A, ang. y-aminobutyric acid type A receptor

GABAAq1—receptor GABA typu A podjednostki al, ang. y-aminobutyric acid type A

receptor with a1 subunit

GAD - dekarboksylaza glutaminianowa, ang. glutamate dehydrogenase

GFAP — marker kwasnego biatka wtokienkowego, ang. glial fibrillary acidic protein

GO — wzbogacona analiza, ang. gene ontology resource

LA — jadro boczne ciata migdatowatego, ang. lateral nucleus of the amygdala

MAChR — receptor muskarynowy acetylocholiny, ang. muscarinic acetylcholine receptor
ME — jadro przysrodkowe ciata migdatowatego, ang. medial nucleus of the amygdala

nAChR — receptor nikotynowy acetylocholiny, ang. nicotinic acetylcholine receptor
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NeuN — swoiste jadrowe biatko dojrzatych neurondéw, ang. neuronal nuclear protein
PBS - bufor fosforanowym, ang. phosphate-buffered

PFA — paraformaldehyd, ang paraformaldehyde

PTSD - zespot stresu pourazowego, ang. post-traumatic stress disorder

PPI — analiza sieci interakcji, ang. protein-protein interaction

PV — parwalbumina, ang. parvalbumin

SOM - somatostatyna, ang. somatostatin

STRING - biologiczna baza danych interakcji biatko-biatko, ang. search tool for the

retrieval of interacting protein
TH — hydroksylaza tyrozynowa, ang. tyrosine hydroxylase

VAChT - pecherzykowy transporter acetylocholiny, ang. vesicular acetylcholine

transporter

VGAT - pecherzykowy transporter GABA, ang. vesicular y-aminobutyric acid transporter
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1. Wstep

Zaburzenia lgkowe stanowig obszerng grupe zaburzen psychicznych, do ktérych
zaliczy¢ mozna przede wszystkim uogdlnione zaburzenia lgkowe, Ik napadowy, fobie
specyficzne, agorafobie, lek spoteczny i separacyjny. W oparciu o klasyfikacj¢ zaburzen
psychicznych Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego (ang. Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders), uogolnione zaburzenia lgkowe obejmujg
uporczywy i nadmierny niepokdj, ktory zaktoca codzienne funkcjonowanie, podczas gdy lek
napadowy charakteryzuje si¢ nawracajacymi atakami paniki, bedacymi kombinacja
negatywnych odczu¢ fizycznych i psychicznych. Z kolei, fobie specyficzne to nadmierny
1 uporczywy lgk przed okre§lonym przedmiotem, sytuacja lub czynnoscia, ktéra na ogét nie
wywoluje jego odczuwania. Odmiennym typem zaburzenia lgkowego jest agorafobia
objawiajaca si¢ nieuzasadnionym, chorobliwym Iekiem przed otwarta przestrzenia,
opuszczaniem pomieszczenia, czy tez tlumem. Natomiast Iek spoteczny charakteryzuje
si¢ zwickszonym niepokojem i dyskomfortem zwigzanym z byciem zawstydzonym,
upokorzonym badz odrzuconym przez spoteczenstwo, a lek separacyjny w uogélnieniu
to Igk przed roztagka (Kupfer 2015). Nalezy podkresli¢, ze w skali globalnej, zaburzenia
Igkowe dotykaja od 3% do 8% osob rocznie podczas gdy, od 5% do 30% osob badanych
doswiadcza ich przez cate zycie (Altwaijri i in. 2020). Zaburzenia te stanowig powazny
problem zdrowotny i spoteczny, poniewaz czesto towarzyszy im depresja, uzaleznienie
od narkotykéw czy tez alkoholu (Craske i Stein 2016). Ponadto, wykazano, ze dotykaja
one dwa razy czeSciej kobiety niz mezczyzn (Steel i in. 2014; Craske i Stein 2016).

Kluczowg strukturg moézgowia ssakow odpowiedzialng za lek jest ciatlo migdatowate
(tac. amygdala). Jest to niewielka parzysta struktura, lezaca wewnatrz przedniej czesci ptata
skroniowego prawej i lewej potkuli moézgowia. Ciato migdatowate zaangazowane
jest w funkcje emocjonalne, m.in. odczuwanie strachu, leku, a takze agresje. Dowiedziono,
ze jego aktywno$¢ ma znaczenie podczas procesu uczenia si¢ i tworzenia pamieci
emocjonalnej (LeDoux 2003; Sah i in. 2003; Rajmohan i Mohandas 2007). Istotny udziat
ciala migdatowatego wykazano rowniez w modulowaniu zachowan spotecznych
I seksualnych zwierzeta (Nomura i in. 2002; Bhatnagar i in. 2004; Baum 2009;
Pape i Pare 2010).
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Cialo migdatowate charakteryzuje si¢ niejednorodng strukturg ztozong z okoto trzynastu
roéznych jader, ktore razem tworzg odrebne kompleksy (Swanson i Petrovich 1998; Pabba
2013; Janak i Tye 2015) o r6znym pochodzeniu embrionalnym (Swanson i Petrovich 1998;
Martinez-Garcia i in. 2002; Pabba 2013) oraz morfologii komorek (Sah i in. 2003; Réwniak
I in. 2003). W obrebie tej struktury wyroznia sie:

e kompleks podstawno-boczny (ewolucyjnie mtodszy), w sktad ktorego wchodzi jadro
boczne (LA), podstawno-boczne (BL), podstawno-przysrodkowe (BM) i korowe
(CO) (Swanson i Petrovich 1998; Pabba 2013);

e kompleks przysrodkowy (ewolucyjnie starszy), skladajacy si¢ =z jadra
przysrodkowego (ME) i $rodkowego (CE) (Swanson i Petrovich 1998; Puelles
I in. 2000; Martinez-Garcia i in. 2002).

Nalezy zaznaczy¢, ze oba kompleksy jadrowe ciata migdatowatego tworza dwie gtowne
klasy komorek tj. neurony piramidalne i niepiramidalne (Sah i in. 2003; Réwniak i in. 2003).
Neurony piramidalne to neurony projekcyjne (80% calej populacji komorek),
wykorzystujace glownie jako neuroprzekaznik glutaminian (pobudzenie) (McDonald 1996;
McDonald i Mascagni 2001; Mascagni i in. 2009). Natomiast neurony niepiramidalne
to w wigkszos$ci interneurony (Muller i in. 2005), stanowigce pozostate 20% neurondéw ciata
migdalowatego (Kemppainen i Pitkdnen 2000), wykorzystujace gtéwnie jako substancje
przekaznikowa kwas y-aminomastowy (GABA, hamowanie) (McDonald i Pearson 1989;
Kemppainen i Pitkdnen 2000). W warunkach fizjologicznych, aktywno$¢ neuronow
projekcyjnych (zwanych gtéwnymi) odpowiedzialnych za odczuwanie emocji, ktore
sg efektem ich pobudzenia, jest stale hamowana przez interneurony (Prager i in. 2016). Taka
interakcja pomiedzy tymi komoérkami nerwowymi umozliwia utrzymanie roéwnowagi
pomigdzy procesami pobudzenia i hamowania zachodzacymi w tym regionie mozgowia.
Nalezy zaznaczy¢, ze wszelkiego rodzaju zaklocenia tej rownowagi moga prowadzié
do rozwoju powaznych chorob psychicznych, w tym zaburzen lgkowych (Seidlitz i Diener
1998; Canli i in. 2002).

Za utrzymanie rownowagi pomiedzy pobudzeniem a hamowaniem w ciele migdalowatym

ssakow, oprocz glutaminianu czy GABA, odpowiadajg réwniez hormony steroidowe
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m.in. estrogeny (Nomura i in. 2002; Baker i in. 2004; Walf i Frye 2007; Sugiyama i in. 2010;
Irwin i in. 2012; Oyola i in. 2012; Vargas i in. 2016). Powszechnie wiadomo, ze estrogeny,
do ktorych zaliczamy: estron (Ei), biologicznie czynny 17p-estradiol (E2), estriol (Es)
I estetrol (E4) odgrywaja wazng role w regulacji licznych proceséw biologicznych (Chen
I in. 2019). Uwazane sa za jedne z istotniejszych regulatorow funkcji rozrodczych samic,
u ktorych ich glownym miejscem syntezy sg jajniki, ale takze mogg powstawaé one
w komorkach mezenchymalnej tkanki tluszczowej, osteoblastach, chondrocytach,
miocytach aorty, srodbtonku naczyn, korze nadnerczy oraz w licznych regionach mézgowia
(Simpson 2003). W odniesieniu do funkcji rozrodczych samic wiadomo, ze estrogeny
wplywaja na rozwoj pierwszo- i drugorzedowych cech piciowych, a takze zwickszenie
gesto$¢ kosci, obnizenie poziom cholesterolu oraz utrzymanie réwnowagi wodno-
elektrolitowej (Guyton i Hall 2011; Nilsson i Gustafsson 2011). Ponadto hormony
te sa zaangazowane w prawidlowe funkcjonowanie mozgowia ssakdéw poprzez
modulowanie jego neurotransmisji i utrzymywanie wilasciwej réwnowagi pomig¢dzy
procesami pobudzania i hamowania (Barth i in. 2015), co zostato wykazane m.in. w korze
przedczotowej, hipokampie, podwzgorzu, jadrze potlezacym oraz ciele migdatowatym
(Del Rio 1 in. 2018). Dotychczasowo zgromadzone dane sugeruja, ze wahania poziomu
estrogenéw wywierajg modulujacy wplyw na funkcjonalng aktywacj¢ m.in. plata
przedczolowego 1 ciala migdatowatego podczas wygaszania strachu. Przyktadowo,
podwyzszony poziom E» byt powigzany z redukcja strachu zar6wno u samic szczurow
jak i kobiet (Milad i in. 2009, 2010). Z drugiej strony, niski poziom estrogenu u kobiet
cierpigcych na zespot stresu pourazowego (PTSD) wigzal si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
wystepowania u nich zaburzen lgkowych (Glover i in. 2013). Co wigcej, u szczurow
stwierdzono wyrazne roéznice ptciowe W reakcji na stres, ktorej sita warunkowana byta
poziomem E (Dalla i Shors 2009). Istniejgce badania sugerujg rowniez, ze hormon ten moze
poprawia¢ zdolno$ci przechowywania wygaszonych wspomnien strachu, poprzez modulacje
aktywno$ci neuronalnej i plastycznos$ci synaptycznej ciata migdatowatego (Zeidan
I in. 2011). Ustalenia innych badaczy dowodza, ze estrogenowa terapia zastepcza prowadzi
do obnizenia poziomu stresu, ktory jest szczegolnie odczuwany m.in. przez kobiety

w okresie postmenopauzalnym (Morrison i in. 2006; Herrera i in. 2017).
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Powyzsze dane wyraznie sugeruja, ze estrogeny odgrywaja kluczowa role w regulacji wielu
proceséw zachodzacych w organizmie samic. Biologiczne dzialanie tych hormonéw
steroidowych zalezy od ich zwigzania si¢ z receptorami estrogenowymi (ERa, ERp), ktérych
wystepowanie potwierdzono w ciele migdatowatym (Merchenthaler i in. 2004; Murakami
2016; Roéwniak 2017). O ile wiadomo, ze ERa uczestniczy w regulacji funkcji rozrodczych,
zachowan seksualnych samic i agresywnych zachowan samcow, to ER3 ma istotny wplyw
na thumienie zachowan agresywnych u samcoéw (Ogawa i in. 1997, 1999; Handa i in. 2012).
W odniesieniu do zachowan lekowych, wydaje si¢, ze ERa i ERP pelnig funkcje
przeciwstawne. Wysunigto hipotezg, ze agonisci ERa maja wlasciwos$ci nasilajace poczucie
lgku i niepokoju tzw. anksjogenne (Lund i in. 2005), podczas gdy agonisci ERP
tlumig te stany (Weiser i in. 2010). Dodatkowo zaobserwowano, ze nieprawidtowy poziom
estrogenu moze przyczyniac si¢ do generowania leku u samic myszy, a ERp jest niezbednym
elementem modulujagcym ten wptyw. Z kolei, w badaniach z udzialem samic myszy
z deficytem ERP obserwowano istotnie nasilone reakcje lekowe (Krezel i in. 2001;
Lund i in. 2005; Oyola i in. 2012) co znalazto wyrazne odzwierciedlenie w testach
behawioralnych. Wykazano bowiem, ze ich lokomocja ogétem byta istotnie obnizona,
co byto w duzej mierze zwigzane ze wzrostem tigmotaksji oraz spedzaniu przez te zwierzeta
mniejszej iloSci czasu w otwartym ramieniu podwyzszonego labiryntu krzyzowego
(ang. elevated plus maze). Dalsze badania nad tymi myszami wykazaly réwniez znaczace
réznice genotypowe pomi¢dzy samicami a samcami oraz myszami kontrolnymi typu
dzikiego (Krezel i in. 2001; Imwalle i in. 2005). Przyktadowo, samce z deficytem ERp,
jak i myszy typu dzikiego, nie wykazywaly znacznego wzrostu tigmotaksji. Ponadto,
nie obserwowano u nich zaburzen zwigzanych z lokomocja oraz zmniejszeniem ilosci czasu
poswigconego na eksplorowanie obszaréw testowych (Ogawa i in. 1997, 1999; Krezel
I in. 2001). Interesujacy jest rowniez fakt, ze u samcoéw z deficytem tego receptora,
jak i myszy typu dzikiego, nie odnotowano zwigkszonego niepokoju, ktory byt
charakterystyczny dla samic myszy z deficytem ERp (Krezel i in. 2001). Biorac pod uwage
powyzsze badania, samice myszy pozbawione ERP wykazuja spdjne nieprawidtowosci
behawioralne (Krezel i in. 2001; Lund i in. 2005; Oyola i in. 2012), ktore czynia
je wilasciwym zwierzegcym modelem do badania zaburzen lekowych. Nalezy jednak

podkresli¢, ze mechanizmy, ktore zwigkszaja Igk u tych myszy sg jak dotad nieznane.
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Dotychczasowe badania prowadzone na tych myszach wykazaty powazny ubytek komoérek
nerwowych, ktory nasilal si¢ wraz z wickiem m.in. w jadrze przy$rodkowym ciata
migdatowatego (Wang i in. 2001). Co wiecej, podawanie bikukuliny (antagonisty receptora
GABA typu A, GABAA) myszom typu dzikiego, wywotywato efekty podobne
do tych, ktore byly obserwowane w ciele migdatlowatym myszy z deficytem ERp
(Krgzel i in. 2001). Obserwacje te sugerujg istotny udziat GABA w tym procesie.
Tymczasem dalsze badania przeprowadzone u tych zwierzat, wskazywaty na niezmieniong
ekspresje receptora GABAA i dekarboksylazy glutaminianowej (GAD) (Krezel i in. 2001).
Nalezy jednak pamigtac, ze procesy hamowania zachodzace w ciele migdatowatym moga
by¢ zaburzone, podobnie jak w hipokampie, poprzez upo$ledzenie funkcji neuronow
GABAergicznych lub posrednio poprzez wplyw na polaczenia synaptyczne migdzy
neuronami pobudzajacymi a hamujgcymi w wyniku akumulacji biatka tau (Li i in. 2017).
Zatem, mozna wywnioskowaé, ze zmieniona sygnalizacja GABA u samic myszy
z deficytem ERP moze wplywac na plastycznos¢ synaptyczng w ciele migdalowatym,

co w efekcie moze doprowadzi¢ do wzrostu leku.

Jak wspomniano wczesniej, 20% catej populacji neurondéw ciata migdatowatego stanowia
interneurony (Pitkanen i Amaral 1994; McDonald i Mascagni 2001; Mascagni i in. 2009).
Znaczaca ich czg$¢ wykazuje ekspresje biatek wigzacych wapn (CaBP) tj. kalbindyny (CB),
parwalbuminy (PV) i kalretyniny (CR) (Kemppainen i Pitkdnen 2000; McDonald i Mascagni
2001; Prager i in. 2016), ktorych funkcje zwigzane sg gtdéwnie z mechanizmami hamowania
w tej strukturze mozgowia (Kemppainen i Pitkdnen 2000; McDonald i Mascagni 2001).
Ponadto, w kompleksie podstawno-bocznym wchodzacym w sktad ciata migdatowatego
samic kawii domowej, zaobserwowano wzrost liczby komorek nerwowych wykazujacych
ekspresje CB oraz PV, ktory byt odpowiednio wyzszy niz u samcow tego gatunku o okoto
11% i 19% (Rowniak 1 in. 2015). Na uwage zasluguje rowniez fakt, ze w ciele
migdalowatym szczura i matp wiekszo$¢ CaBP-pozytywnych komorek nerwowych (>90%)
wykazuje kolokalizacje z GABA (McDonald i Mascagni 2001; Mascagni i in. 2009).
Co wigcej, aksony komorek nerwowych wykazujacych ekspresje PV unerwiajg perykariony
komorek piramidalnych (Sorvari i in. 1995, 1996; Woodruff i Sah 2007), podczas gdy
aksony komorek nerwowych CB-pozytywnych unerwiaja dendryty tych komorek

i w ten sposob hamujg ich aktywnos$¢ (Muller i in. 2007). Natomiast komorki nerwowe,
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ktore zawieraja CR czgsto zmniejszaja aktywno$¢ interneuronow (Gulyas i in. 1996;
Melchitzky i Lewis 2008), a ich pobudzanie prowadzi do zniesienia hamowania komorek
piramidalnych, co pozwala na zachowanie rownowagi pomiedzy procesem pobudzenia
I hamowania w ciele migdatowatym (Meskenaite 1997; Gonchar i Burkhalter 1999).
Interneurony ciata migdatowatego wykazuja rowniez ekspresje neuropeptydu SOM
(McDonald i Mascagni 2002; Rowniak i in. 2008). Neurony te unerwiajg dystalne dendryty
komorek piramidalnych, tym samym modulujg ich aktywnos$¢ pobudzajaca (Song i in. 2021).
Zdecydowana wigkszo$¢ neurondéw zawierajagcych SOM ciala migdatowatego samcow
szczura wykazuje immunoreaktywnos¢ wobec GABA (>80%). Co wigcej, 90% sposrod tych
interneuronow kolokalizuje z CB, ale nie z PV lub CR (McDonald i Mascagni 2002). Warto
w tym miejscu podkreslic, ze nieliczne komorki nerwowe CB-pozytywne i liczne
zawierajace PV wykazuja obecnos¢ ERP, podczas gdy komorki nerwowe CR-pozytywne
zwykle zawieraja ERa (Kritzer 2006; Rowniak 2017).

Dotychczas przeprowadzone badania wykazaty istnienie silnego zwiazku pomiedzy
sygnalizacja estrogenowa a aktywnos$cig gtdéwnych neurotransmiteréw osrodkowego uktadu
nerwowego, tj. glutaminianem, GABA, dopaming (DA), serotoning lub acetylocholing (ACh)
(Wuiin. 1999; Barth i in. 2015). Ponadto wykazano, Ze substancje te wchodza w interakcje
z estrogenami (Genazzani i in. 1999; McEwen i Alves 1999; Mitsushima 2010;
Barth i in. 2015), co jest niezbednym warunkiem umozliwiajacym kontrolowanie
podstawowych zachowan emocjonalnych. Istotny jest rowniez fakt, ze neurotransmitery
te moga wplywaé oraz posredniczyé w przekazywaniu informacji migdzy licznymi
regionami moézgowia (Briand i in. 2007; Krichmar 2008), np. kora przedczotows,
prazkowiem, hipokampem, a takze ciatem migdatowatym (Scatton i in. 1980; Baxter i Chiba
1999; Hornung 2003; Hyman i in. 2006; Zaldivar i Krichmar 2013).

Ciato migdatlowate jest strukturg o bogatym systemie potaczen aferentnych i eferentnych,
zarowno podkorowych, jak i korowych (Wright 2020). Wykazano, ze otrzymuje ono liczne
projekcje z pola brzusznego nakrywki oraz istoty czarnej, regionow mozgowia bogatych
w komorki nerwowe syntezujace i uwalniajgce DA (Asan 1997, 1998; Pinard i in. 2008).
Komorki te, tzw. neurony dopaminergiczne, unerwiajac zar6wno neurony projekcyjne

oraz interneurony (Pinard i in. 2008; Muller i in. 2009), generuja bodzce awersyjne
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(Lalumiere i in. 2004; Pezze i Feldon 2004; Chu i in. 2012) i apetytywne (Nakano i in. 1987,
See 2005). Co wigcej, wykazano, ze poziom uwalnianej DA z ciata migdatowatego, ulega
znacznemu zwigkszeniu W warunkach stresowych, a towarzyszacy mu wzrost aktywnos$ci
receptorow tej katecholaminy jest konieczny do wytworzenia pamigci emocjonalnej
zwiazanej wlasnie ze strachem (Oei i King 1980; Guarraci i in. 1999, 2000; Fadok i in. 2009;
Salinas-Hernandez i Duvarci 2021). Dalsze badania w tym obszarze, wskazaty na istotny
zwigzek strachu m.in. w stanach Iekowych z poziomem DA (Blackburn i in. 1992; Pezze
i Feldon 2004; Engin i Treit 2008). Jednakze ostateczny wplyw tej katecholaminy

na obwody ciata migdalowatego jest stosunkowo niejasny.

Powszechnie wiadomo, ze oddziatywanie DA na moézgowie jest uwarunkowane
prawidlowym funkcjonowaniem receptorow dopaminowych, ktorych u ssakoéw
zidentyfikowano pig¢ typow (Di1-Ds). Receptory te mozna podzieli¢ na dwie grupy
tj. Di-podobne (DA1: D1 i Ds) i D2-podobne (DAz: D2, D3 i Ds) (Kebabian i Calne 1979),
ktore wykazuja odmienne wlasciwosci. Mianowicie, pobudzenie DA1 wzmacnia aktywno$¢
komorek nerwowych, podczas gdy aktywacja DA> ja hamuje (Kréner i in. 2005;
Beaulieu i Gainetdinov 2011). Z kolei, wzajemna integracja DA: i DA jest niezbedna
do generowania wigkszosci zachowan emocjonalnych (Braun i Chase 1986;
Walters i in. 1987; Zarrindast i in. 2006) w tym modulowania Ieku (de la Mora i in. 2010,
2012; Bananej i in. 2012; Matsuda i in. 2012). W warunkach fizjologicznych impulsacja
dopaminergiczna moze by¢ rowniez regulowana bezposrednio przez estrogeny
m.in. poprzez degradacj¢, wychwyt zwrotny i regeneracje DA, a takze posrednio poprzez
regulacje jej uwalniania (Jacobs i D’Esposito 2011; Barth i in. 2015) lub zmniejszenie jej
powinowactwa do swoistego transportera (Disshon i in. 1998). Mechanizmy
te s3 uwarunkowane nie tylko obecnoscig 1 odzialywaniem estrogendéw, ale takze
prawidtowa sygnalizacjag ERB (Maharjan i in. 2005; Imwalle i in. 2005; Imamov i in. 2005;
Vargas i in. 2016; Vandegrift i in. 2017).

Biorgc pod uwage powyzsze dane, wydaje sie, ze impulsacja dopaminergiczna w ciele
migdatowatym u myszy z deficytem ER moze by¢ powaznie zaburzona. Jednak dotychczas
brak jest danych na ten temat. U tych samic, wykazano jedynie obnizenie poziomu DA

w jadrze ogoniastym (Imwalle i in. 2005). Podobna obserwacj¢ odnotowano w jadrze
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grzbietowym szwu i polu brzusznym nakrywki u samic szczurow, ktore wczesniej poddano
zabiegowi owariektomii (Liu i in. 2022). Tymczasem, aktywacja ERB zmieniata poziomy
metabolitu DA tj. kwasu homowanilinowego w korze przedczotowej i1 hipokampie
niec powodujac jednoczesnie zmiany W jego poziomie w prazkowiu 1 przegrodzie
(Jacome i in. 2010). Z kolei, podwyzszony poziom E; istotnie zmniejszal aktywnosc¢
hydroksylazy tyrozynowej (TH) w podwzgdrzu samic szczuréw (Beyer i in. 1991).
Powyzsze dane wyraznie sugerujg istotny i modulujacy wptyw estrogenow na impulsacje
dopaminergiczng, ktory jest zroznicowany w zaleznosci od analizowanego obszaru

moézgowia.

Obok sygnatow otrzymywanych z neurondw dopaminergicznych cialo migdalowate
otrzymuje rowniez liczne projekcje z brzusznej galki bladej i istoty bezimiennej, ktore
sg obszarami mozgowia bogatymi w komorki nerwowe syntetyzujace i uwalniajace ACh,
tzw. neurony cholinergiczne (Carlsen i in. 1985; Kordower i in. 1989). Komorki te poprzez
receptory muskarynowe i nikotynowe (Washburn i Moises 1992; Power i in. 2003,
Pape i in. 2005; Zhu i in. 2005; Klein i Yakel 2006; Muller i in. 2013) aktywuja neurony
projekcyjne i interneurony (Muller i in. 2011). Receptory muskarynowe (MAChR: M1-Ms)
zarbwno pobudzaja, jak i hamuja witokna postsynaptyczne (Swenson i Gulledge 2017),
podczas gdy receptory nikotynowe (nAChR: a2-10, p2-4) umozliwiaja tylko
ich pobudzenie (Albuguerque i in. 2009; Gotti i in. 2009). Uwalnianie ACh w ciele
migdatowatym jest zwigzane z r6znymi bodZcami awersyjnymi i apetytywnymi, do ktérych
mozemy zaliczy¢ m.in. generowanie, warunkowanie i wygaszanie strachu (Vazdarjanova
i McGaugh 1999; Boccia i in. 2009; Jiang i in. 2016), wzbudzanie emocji poprzez
konsolidacje pamieci (McGaugh 2004), a takze zachowanie zwigzane z poszukiwaniem
substancji psychoaktywnych (See 2005). Badania dostarczaja rowniez interesujacych
danych na temat udziatu komponenty przywspotczulnej autonomicznego uktadu nerwowego
w modulacji odczuwania strachu i lgku. Przyktadowo, hamowanie wtornego wychwytu
zwrotnego choliny ze szczeliny synaptycznej, ktory jest zwigzany z synteza ACh, pelni
funkcje ankjolityczna, gdyz jest on Scisle zaangazowany w powstawanie zaburzen lekowych
(Sienkiewicz-Jarosz i in. 2000; Degroot i in. 2001). Co wigcej, wykazano u gryzoni,
ze wzrost poziomu leku byl $cisle skorelowany ze zwigkszong aktywnoscia nAChR

(Picciotto i in. 2015). Z kolei, zastosowanie antagonisty nAChR,7 lub deficyt tego receptora
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wywierato efekt anksjolityczny (Mineur i in. 2016). W przypadku ciata migdatowatego
wzrost ekspresji AChRy7 pehit bardzo wazna role w modulowaniu funkcji tego regionu
moézgowia (Neves i Grace 2019). Dalej, wykazano, ze bezposrednia infuzja oksotremeryny,
bedaca agonista AChRmi1, do tej struktury moézgowia u samcoOw szczura wzmacniata
wygaszanie strachu (Boccia i in. 2009). Warto takze zauwazy¢, ze estrogeny, czgsto poprzez
ERB, modulujg aktywno$¢ neuronéw cholinergicznych skupionych w wybranych
strukturach mézgowia, a takze regulujg poziom enzymédw uczestniczacych w procesie
syntezy i rozkladu  ACh, czyli  acetylotransferazy  choliny  (ChAT)
oraz acetylocholinoesterazy (McMillan i in. 1996; Martins i in. 2012; Bansal i Chopra 2021).
Ponadto badania pokazuja, ze estrogeny zwickszaja zwrotny wychwyt choliny
i ChAT w hipokampie oraz placie czolowym samic szczura (Simpkins i in. 1997).
Interesujacy jest takze fakt, ze catkowita owariektomia U samic szczurow zmniejszata
wychwyt zwrotny choliny oraz aktywno$¢ ChAT (Luine 1985; O’Malley 1 in. 1987;
Wu i in. 1999), podczas gdy zastosowanie terapii estrogenowej odwracato ten efekt (Gibbs
1996; Wu i in. 1999). Co wigcej, podawanie estrogenéw samicom szczurdw Z usunietymi
jajnikami, prowadzito do wzrostu liczby mMAChR w podwzgorzu, podczas gdy
ich liczba ulegata obnizeniu w polu przedwzrokowym (Dohanich i in. 1982). Podobng
zalezno$¢ zaobserwowano w hipokampie szczuréw po owarektomii (EI-Bakri i in. 2002;
Cardoso i in. 2004), tylko z tg r6znica, ze terapia estrogenowa zastosowana u tych zwierzat
obnizata ekspresjc MAChR w tej strukturze mézgowia (El-Bakri i in. 2002). Tymczasem,
U 22-24 miesigcznych samic myszy poddanych zabiegowi owariektomii, w hipokampie
ekspresja biatka podtypow mAChR nie zmienita si¢ w por6wnaniu ze zwierzgtami, ktorym
podano E: (Vaucher i in. 2002). Dane te wskazuja na zréznicowany poziom ekspresji
markerow cholinergicznych, ktéry moze wynika¢ z roznic gatunkowych, a takze tych ktore
zwigzane sg z plcig, analizowanymi regionami moézgowia oraz statusem hormonalnym.
Nalezy zatem podkresli¢, ze zmiany w impulsacji cholinergicznej nalezy rozpatrywac

z uwzglednieniem powyzszych czynnikow.

Mechanizmy opisane w niniejszym rozdziale zaleza w glownej mierze od zlozonej sieci
funkcjonalnych powigzan migdzy roznymi neurotransmiterami i neuromodulatorami. Wsrod
tych S$cistych zalezno$ci szczegdlne znaczenie majg interakcje pomiedzy biatkami

ze wzgledu na ich wszechstronno$¢, specyficznos¢ 1 zdolno$¢ adaptacji

20



(Szklarczyk i in. 2021). Biologiczne bazy danych tj. STRING (ang. search tool for
the retrieval of interacting proteins) (Szklarczyk i in. 2019), jako najnowsze osiggnigcia
bioinformatyczne, majace na celu zintegrowanie wszystkich znanych i przewidywanych
powigzan miedzy biatkami, w tym zaréwno interakcji fizycznych, jak i powigzan
funkcjonalnych. STRING to baza gromadzaca i oceniajaca dowody z wielu zrodet
m.in. literatury naukowej, szlakow metabolicznych, matematycznego prawdopodobienstwa
interakcji, danych dotyczacych koekspresji i informacji genomowych oraz analizy tych
danych w odniesieniu do réznych organizméow zwierzecych (Szklarczyk i in. 2015, 2019,
2021). Wydaje si¢, ze technologia ta jest wlasciwym narzedziem, ktore moze utatwié
identyfikacje proceséw biologicznych zwigzanych z zachowaniami emocjonalnymi
i funkcjami poznawczymi u myszy domowej warunkowanych aktywnoscia estrogenow przy

udziale ERp, oraz neuronéw dopaminergicznych i cholinergicznych.
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Cel badan

Biorac pod uwage przedstawione fakty, celem podjetych badan byto okreslenie
zmian ilo$ciowych w catkowitej populacji neuronow tworzacych jadra ciata migdatlowatego,
a takze zmian iloSciowych markerow uktadu GABAergiczego, dopaminergicznego
I cholinergicznego w ciele migdatowatym dorostych samic myszy z deficytem ERp,
ktore charakteryzuja si¢ zwigkszonym niepokojem i nasilonymi reakcjami lekowymi

(JAX#004745),

Hipotezy badawcze

Zmieniona sygnalizacja estrogenowa w wyniku deficytu ERf powoduje istotne
zaburzenia w neurotransmisji ciata migdalowatego, co ostatecznie prowadzi do zachowan
legkowych. Zaburzenia te obejmuja przede wszystkim:

1. zmiany ilo$ciowe w catkowitej populacji neurondow i w poszczegdlnych subpopulacjach
GABAergiczych ciata migdatowatego (Publikacja 1);
2. zmiany iloSciowe w zaopatrzeniu dopaminergicznym i cholinergicznym ciala

migdatowatego (Publikacja 2).

Zadania badawcze

a) Ocena zmian iloSciowych w catkowitej populacji neuronéow i w poszczegdlnych
populacjach hamujacych ciata migdatowatego oraz ekspresji receptora kwasu
y-aminomastowego (GABA) klasy A z podjednostka al (i transportera GABA), ktore
stanowi¢ moga podloze neuroanatomiczne zaburzen lgkowych u myszy z deficytem ER3
(Publikacja 1).

b) Ocena nieprawidlowosci w neurotransmisji dopaminergicznej i cholinergicznej
w obrebie ciala migdalowatego, ktére stanowi¢ moga istotny czynnik zaburzen

lgkowych u myszy z deficytem ER (Publikacja 2).
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2. Materialy i metody

Szczegoty dotyczace wszystkich wykorzystanych W  prezentowanej pracy
odczynnikow chemicznych, a takze uzytego sprzetu laboratoryjnego, znajduja si¢ w Tabeli
li2.

2.1. Zwierzeta

Dojrzate ptciowo samice myszy (w wieku 6-8 tygodni), tj. ERB™~ (homozygota
B6.129P2-Esr2'™V¢/T) oraz ERP** (C57BL/6J) zostaly pozyskane z Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, USA) 1 przetransportowane do zwierzetarni na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Okres aklimatyzacji
myszy przed rozpoczeciem badania trwal siedem dni i w tym czasie zwierzgta przebywaly
w warunkach kontrolowanej temperatury (21 + 1 °C), przeplywu powietrza (do 12—-20
wymian powietrza na godzing) oraz o$wietlenia (o$wietlenie przez 12 godzin w cyklu
dzien/noc — od 6:00 do 18:00). Zwierzeta byly trzymane w odkazonych klatkach
polipropylenowych, w grupach po 2-3 osobniki, w celu uniknigcia stresu zwigzanego
z izolacjg. Miaty one zapewniony swobodny dostgp do wody i standardowej mieszanki
zbozowej pozbawionej fitoestrogenow (LabDiet® JL Rat and Mouse/auto 6F 5K52).
Wszelkie procedury zwigzane z opieka i obchodzeniem si¢ ze zwierzetami byly zgodne
z dyrektywa 2010/63/UE Unii Europejskiej w sprawie do$wiadczen na zwierzetach
(Publikacja1i 2).
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Tabela 1. Szczegotowe informacje dotyczace uzytych odczynnikéw chemicznych i sprzetu laboratoryjnego

Table 1. Detailed information on materials and laboratory equipment used

Materialy i sprzet

3,3'-Diaminobenzydyna
Bufor fosforanowy
Chlorek sodu

DPX medium histologiczne
Etanol

Glicerol

Kriostat

Metanol

Medium mrozeniowe

Nadtlenek wodoru

Paraformaldehyd pH 7.4
Sacharoza

Surowica osla

Surowicza albumina bydleca
Timerosal

Triton X-100

Tween-20

Wilgotna komora

Kody

D7679

P7994

07982

44581
396480427
G9012
HM525
1424109
14020108926
1.08597

1040051000
363-117720907
17-000-121
AT7030

T5125
9036-19-5
11332465001
R64001-E

Producent

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
POCH

Sigma Aldrich
Zeiss

Sigma Aldrich
Leica Microsystems
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
ALCHEM

Jackson ImmunoResearch

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Pyramidlnnovation Ltd.

Lokalizacja

Taufkirchen, Niemcy
Taufkirchen, Niemcy
Taufkirchen, Niemcy
Taufkirchen, Niemcy
Gliwice, Polska
Taufkirchen, Niemcy
Oberkochen, Niemcy
Taufkirchen, Niemcy
Wetzlar, Niemcy
Taufkirchen, Niemcy

Taufkirchen, Niemcy
Torun, Polska
Cambridge, UK
Taufkirchen, Niemcy
Taufkirchen, Niemcy
Taufkirchen, Niemcy
Taufkirchen, Niemcy

Chaucer Business Park, UK




2.2. Przygotowanie tkanek

Po zakonczeniu okresu aklimatyzacji, wszystkie myszy ERB™~ i ERB*'* poddano tym
samym procedurom laboratoryjnym. Najpierw monitorowano cykl rujowy, poprzez
wykonanie bezposredniego wymazu z pochwy. Zabieg ten byt konieczny, gdyz zaréwno
ERB™, jak i ERP"* wykazuja normatywne wzorce pozioméw hormonéw steroidowych
(Walf i in. 2009), a te zmieniajg si¢ podczas cyklu rujowego, co moze wptywac
na zachowania Igkowe (Dombret i in. 2020). Dlatego, aby unikng¢ efektu anksjolitycznego
indukowanego estrogenem, wszystkie myszy poddano procedurom do$wiadczalnym
W metestrusie, poniewaz faza ta charakteryzuje si¢ niskim poziomem tego hormonu
(Nilsson i in. 2015). Myszy znieczulano dootrzewnowym wstrzyknigciem pentobarbitalu
(Morbital, Biowet, Polska; 2 ml/kg) zgodnie z wytycznymi Humane Society Veterinary
Medical Association, a po ustaniu oddechu natychmiast przeprowadzono perfuzje
dosercowg 0,9% sola fizjologiczng, a nastgpnie 4% paraformaldehyd (PFA) rozpuszczonym
w 0,1 M buforze fosforanowym (PBS) o pH 7,4. Po perfuzji, moézgowia wypreparowano,
dotrwalono immersyjnie w ptynie perfuzyjnym przez okres ok. 30 min, a nastgpnie ptukano
w 0,1M PBS o pH 7,4. Tak przygotowany material zostal poddany ,.kapieli” w 10%, 20%
I 30% roztworach sacharozy zbuforowanej 0,1M PBS przez okres od 48 do 72 godzin.
Po przepojeniu tkanek sacharozg i ich opadnigciu na dno probowki, moézgowia zamrozono
przy pomocy medium zamrazajacym tkanke. Nastepnie zostaty one skrojone przy pomocy
kriostatu mrozeniowego w plaszczyznie czotowej na seryjne skrawki o grubosci 10um
w temperaturze -25 °C. Skrawki zostaly umieszczone po dwa na wczesniej
wychromowanych szkietkach podstawowych, ktére byly przechowywane w pudetku
introligatorskim w temperaturze -80 °C do czasu wykonania dalszych procedur
(Publikacja 1i 2).
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Tabela 2. Wykaz przeciwcial wykorzystanych w badaniach prezentowanych w Publikacji 1 i 2

Table 2. List of antibodies used in the studies presented in Publications 1 and 2

Przeciwciala Kody Klonalnos$¢ Gospodarz Rozcienczenie Producent Lokalizacja

Pierwszorzedowe-

CB CB-38 poliklonalne Krolik 1: 4000 SWANT Bellinzona/Switzerland

PV PVv27 poliklonalne Krolik 1: 1000 SWANT Bellinzona/Switzerland

CR 7697 poliklonalne Kroélik 1: 1000 SWANT Bellinzona/Switzerland

SOM MAB354 monoklonalne Szczur 1: 1000 Millipore Temecula, CA/USA

GABAA al AB33299 poliklonalne Krolik 1: 2000 Abcam Cambridge/ UK

VGAT AB5062P poliklonalne Kroélik 1: 3000 Millipore Temecula, CA/USA

GFAP G9269 poliklonalne Kroélik 1: 200 Millipore Temecula, CA/USA

TH Abl12 poliklonalne Kroélik 1: 2000 Abcam Cambridge/ UK

DAT Ab184451 monoklonale Kroélik 1: 1000 Abcam Cambridge/ UK

DA ADR-001 poliklonalne Kroélik 1: 500 Alomonelabs Jerusalem/ Izrael

DA; AB5084P poliklonalne Krolik 1: 200 Millipore Temecula, CA/USA

ACHE Ab183591 poliklonalne Krolik 1: 500 Abcam Cambridge/ UK

VAChT PA5-85782 poliklonalne Krolik 1: 2000 Thermo Fisher Rockford, IL/JUSA

AChRwm: AB5164 poliklonalne Krolik 1: 500 Millipore Temecula, CA/USA

AChRy7 Ab216485 poliklonalne Krolik 1: 500 Abcam Cambridge/ UK

NeuN ABN78 poliklonalne Krolik 1: 1000 Millipore Temecula, CA/USA

Drugorzedowe-

ALEXA Fluor 555-nm A-31572 poliklonalne Osiot anty-krélik 1: 800 Thermo Fisher Rockford, IL/USA

CY3 712-165-153 poliklonalne Osiot anty-szczur 1: 1000 JacksonlmmunoResearch  West Grove, PA/USA
Laboratories

ImMmPRESS HRP Universal Antibody (lg, Peroxidase) Osiot anty-krélik 11 Vector Laboratories Burlingame, CA/USA
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2.3. Barwienia immunohistochemiczne

+/+

Wybrane skrawki mozgowia myszy ERBP™ i ERP*™, na ktorych znajdowaty
si¢ przekroje ciala migdatlowatego barwiono przy uzyciu dwoch metod
immunohistochemicznych tj. immunoenzymatycznej i immunofluorescencyjnej. Wszystkie

etapy barwienia przeprowadzono w temperaturze pokojowej w wilgotnych komorach.

Metoda immunoenzymatyczna. Aby zobrazowaé potozenie i granice poszczegdlnych
jader ciata migdatowatego oraz oszacowac catkowitg liczbe neuronow wchodzacych w sktad
tych struktur, wykorzystano marker biatka jadrowego swoistego dla dojrzatych neuronéw
(NeuN), zas w celu oceny iloSciowej glownych markerow subpopulacji GABAergicznych
cialta migdatlowatego wybrane skrawki moézgowia inkubowano z przeciwciatami
pierwszorzgdowymi skierowanymi przeciwko CB, PV i CR. (Publikacja 1). Wybrane
skrawki ptukano trzykrotnie po 15 min 0,1M PBS, a nast¢pnie inkubowano przez
30 min w 0,3% H20> rozcieniczonym w 99,85% metanolu i blokowano przez 60 min w 10%
roztworze oslej surowicy (rozcienczonej w 0,1M PBS). Skrawki inkubowano przez noc
W roztworze przeciwciat pierwszorzedowych, ktére rozcienczono w 0,1M PBS z 1% osla
surowicg 1 0,5% Tritonem X-100. Nastepnego dnia skrawki inkubowano przez 1 godzing
w roztworze drugorzedowych przeciwcial sprzezonych z peroksydaza chrzanowa
(Imm-PRESS Reagent). W celu wizualizacji antygenu skrawki inkubowano przez 60 sekund
z 3% roztworem 3,3’-diaminobenzydyny (DAB). W koncowym etapie wybarwione skrawki,
aby uczyni¢ je preparatem trwatym, odwodniono stosujac szereg alkoholowy (kolejno 50%,
70%, 85%, 95% i 99,8%), dwukrotnie przeswietlono w ksylenie i zamykano w DPX

(medium zamykajace do skrawkow histologicznych).

Metoda immmunofluorescenyjna. W celu okreslenia zmian ilosciowych markeréw uktadu
GABAergiczego, dopaminergicznego i cholinergicznego oraz markera kwasnego biatka
wiokienkowego (GFAP), wybrane przekroje ciata migdatowatego myszy ERB™" i ERB**
poddano rutynowej procedurze barwien immunofluorescencyjnych (Publikacja 1 i 2).
Skrawki ptukano w 0,1M PBS, a nastepnie inkubowano w wilgotnej komorze przez jedng
godzine w buforze blokujagcym (0,1M PBS, 10% surowicy oslej, 0,1% surowicy albuminy
bydlecej, 0,05% timerosalu i 1% Tween-20). Nastepnie skrawki byty ponownie inkubowane
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przez noc w temperaturze pokojowej w roztworze przeciwcial pierwszorzedowych
rozcienczonych w buforze blokujagcym. W koncowym etapie barwien, skrawki trzykrotnie
ptukano w 0,1M PBS, inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej w roztworze
przeciwcial drugorzedowych i ponownie ptukano w 0,1M PBS. Po osuszeniu, preparaty
zamykano uzywajac zbuforowanego glicerolu o pH 8,6 (0,05M Na.COs, 0,05M NaHCO:

i glicerol).

2.4. Kontrola specyficznosci przeciwcial pierwszo- i drugorzedowych

Przeciwciata pierwszorzgedowe i drugorzedowe uzyte w prezentowanych badaniach
zostaly starannie dobrane oraz potwierdzong ich swoisto$¢ przedstawiono w Publikacji 1
i 2.

2.5. Ocena zmian ilosciowych badanych markerow

Okreslenie zmian iloSciowych W catkowitej populacji neuronéw, a takze zmian
ilosciowych markeréw ukladu GABAergiczego, dopaminergicznego i cholinergicznego
w ciele migdatowatym dorostych samic myszy z deficytem ERP} w poréwnaniu z myszami
typu dzikiego dokonano w oparciu o0 obrazowanie przy uzyciu mikroskopu Olympus BX51
(Olympus GmbH, Niemcy) z kamerg cyfrowym (CC-12, Softimaging System, Niemcy)
i oprogramowaniem Cell-F (Olympus, Niemcy). Ocenie poddano szes¢ gtownych jader ciata
migdatowatego tj. jadro boczne (LA), podstawno-boczne (BL), podstawno-przysrodkowe
(BM), korowe (CO), przysrodkowe (ME) i srodkowe (CE), ktorych granice wyznaczano
na podstawie atlasu moézgowia myszy wedlug Paxinosa i Franklina (2019). Nalezy
podkresli¢, ze w prezentowanych badaniach uzyto nazewnictwa poszczeg6lnych struktur
wchodzacych w sklad ciata migdalowatego zgodnie z nomenklaturg stosowana w wyzej
wymienionym atlasie. Do analizy wyselekcjonowano pigtnascie rownomiernie
rozmieszczonych przekrojow ciata migdatowatego utozonych od bieguna przedniego
(bregma = -1.06) do bieguna tylnego mézgowia (bregma = -2,30) (Paxinos i Franklin 2019).
Wszystkie analizy (zautomatyzowana analiza skandéw liniowych, manualne oraz
zautomatyzowane liczenia komoérek nerwowych) byly zawsze wykonywane przy uzyciu

obiektywu 40x i ramki testowej 0 obszarze 347,6 um x 260,7 um. Dane uzyskane z ramek
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testowych usredniano i przeliczano na warto$¢ odpowiadajaca powierzchni 0,04 mm?

lub 0,04 mm3 (Publikacja 1 i 2).

2.5.1. Zautomatyzowana analiza skanow liniowych

W celu oceny gestosci numerycznej (Dv; ang. volumetric density)
immunoreaktywnych struktur (ciat komorek nerwowych, widkien oraz neuropilu) markerow
GABAergicznych (receptora GABA typu A podjednostki a1 — GABAAq1 | pecherzykowego
transportera  GABA — VGAT) (Publikacja 1), dopaminergicznych (hydroksylazy
tyrozynowej — TH; transportera dopaminy — DAT; receptora dopaminy typu 1 — DA
I receptora dopaminy typu 2 — DA>) oraz cholinergicznych (acetylocholinoesterazy — AChE;
pecherzykowego transportera acetylocholiny — VAChT; receptora muskarynowego
acetylocholiny typu 1 — AChRwmz i receptora nikotynowego acetylocholiny alfa-7 — AChR7)
(Publikacja 2) w jadrach ciata migdatowatego myszy ERB** i ERB™", wybarwione skrawki
przeanalizowano przeprowadzajac zautomatyzowang analizg skanéw liniowych, opisang
i zatwierdzong przez zespOl badawczy Sathyanesan’a i in. (2012). Do katalogowania
cyfrowych obrazéw mikroskopowych zastosowano te same parametry, m.in. czas
naswietlania i wzmocnienie kamery, ktore zapewnity dobry zakres dynamiki w skali szarosci
dla wszystkich obrazow zebranych z réznych sekcji i od réznych osobnikéw. Wszystkie

analizowane obrazy mikroskopowe zostaty zapisane w 8-bitowym formacie TIF.

Nalezy podkresli¢, ze immunoreaktywne struktury mogg by¢ potraktowane jako
matematyczne elementy krzywoliniowe z lokalnymi minimalnymi lub maksymalnymi
zmianami nat¢zenia $wiatla (Sathyanesan i in. 2012), ktore mozna wykry¢ za pomocg
macierzy Hessian’a (Sato i in. 1998). W ten sposob odpowiednie filtrowanie obrazu
W oparciu 0 te macierz, wydobywa z niego informacje dotyczacego liniowego uktadu
rownan. W zwigzku z tym, w prezentowanych badaniach wszystkie obrazy uzyskane
technikag barwien immunofluorescencyjnych zostaly wstepnie przeanalizowane
z wykorzystaniem macierzy Hessian’a obecnej we wtyczce FeatureJ (Meijering 2003)
oprogramowania NIH ImagelJ (wersja 1.53¢). Biorac pod uwagg, ze wtyczka ta oferuje kilka
parametréw do wyboru, zgodnie z walidacjg opisang w pracy Sathyanesan’a i in. (2012)
wybrano nastepujace: ,,najwickszg warto§¢ wtasng tensora Hessian’a”; ,,bezwzglednego

poréwnania wartosci wtasnej” oraz wspolczynnik ,,wygtadzania skali” 0 wartosci rownej 0,5.
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Obrazy te poddano nastgpnie zautomatyzowanej analizie skandéw liniowych przy uzyciu
pieciu linii poziomych (skanowanie réwnolegle) 1 pieciu linii pionowych (skanowania
prostopadte). Linie te zostaly narysowane za pomoca ,narzgdzia linii” dostepnego
w oprogramowaniu Image] w obszarze zainteresowania. W zaleznosci od cech
morfologicznych jader ciala migdatowatego rysowano linie proste lub zakrzywione.
W nastepnym kroku skany liniowe zostaty skorygowane o lini¢ bazowsa i przetworzone
za pomocg algorytmu wykrywania pikow. Nalezy podkresli¢, ze oszacowanie linii bazowej
zalezy $cisle od tego, jak piki (sygnaty) sa odrdézniane od tta. Aby oceni¢ wartos$¢ tla
dla skanow linii bazowych, skany te byly zawsze pobierane z kilku immunonegatywnych
miejsc przekroju. Nastepnie na podstawie tych pomiaroéw obliczano $rednia, ktora stanowita
wartos$¢ progowa tta dla pojedynczego przekroju (parametr niezbedny do wykrywania pikow
przez algorytm). Ostatecznie Dv struktur immunoreaktywnych obliczano korzystajac

ze wzoru przedstawionego wczesniej przez Sathyanesan’ai in. (2012), ktory jest nastepujacy:

Nx X Ny

Dv =
v z X (cos45°) X €

x 106 /(100um)?

Dv — gestos¢ humeryczna okreslajaca ilos¢ struktur immunoreaktywnych

NXx i Ny — $rednia liczba pikow na pum wzdhuz rownoleglych (x) lub prostopadtych

(y) wektorow skanowania linii
Z — grubos¢ przekroju
¢ — bezwymiarowy wspotczynnik empiryczny

W tym miejscu warto takze dodaé, ze powyzszy wzor pozwala obliczy¢ wartosci
W przestrzeni trojwymiarowej, poniewaz do oceny Dv wykorzystuje si¢ zarowno znajomos¢

powierzchni, jak i grubos¢ przekroju skrawka.
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2.5.2. Manualne i automatyczne liczenie komorek nerwowych

Dodatkowo w celu oceny liczby komorek nerwowych populacji GABAergicznych
(CB, PV, CR i SOM) (Publikacja 1), dopaminergicznych (DA, DA>) i cholinergicznych
(AChRwm1 i AChRy7) (Publikacja 2) przeprowadzono analize manualnego i automatycznego
(NIH ImageJ, wersja 1.53e) liczenia tych struktur. Podobnie jak w przypadku
zautomatyzowanej analizy skandéw liniowych, wszystkie obrazy zostaly zapisane
w 8-bitowym formacie TIF. Co wiecej, w prezentowanych badaniach wszystkie
zastosowane parametry dla kazdego pomiaru byty state m.in. zastosowano opcje ,,ciemnego
tta” oddzielajacego komorki nerwowe od ich tta. Wszystkie obrazy mikroskopowe byty
konwertowane do obrazu binarnego w celu wyodrgbnienia obiektow kolistych na podstawie
ich ksztaltu. Biorgc pod uwage fakt, ze komorki nerwowe nie zawsze reprezentowaty
obiekty o idealnym ksztalcie kota, zastosowano parametr selekcji tychze obiektow
od idealnie kolistego (warto$¢ rowna 1) do wieloksztattnego (wartos¢ >0,2). Zatem, obiekty

0 powierzchni w przedziale 1800-2500 pikseli byty klasyfikowane jako komorka nerwowa.

2.6. Sie¢ interakcji bialko-biatko (PPI)

Do analizy sieci interakcji PPI (ang. protein-protein interaction) pomiedzy badanymi
markerami wykorzystano biologiczng baz¢ danych zawierajgca znane i przewidywane
interakcje biatko-biatko (ang. search tool for the retrieval of interacting proteins, STRING).
Na podstawie uzyskanych wynikéw skonstruowano sie¢ PPl myszy domowej,
tak aby zobrazowa¢ zachodzace interakcje migdzy estrogenami a badanymi markerami
tj. TH, DAT, DAy, DA2, AChE, VAChT, AChR,; oraz AChRm1. W analizie tej zastosowano
kryterium odcigcia <0,05 oraz grupowanie wezlow wedlug metody Markowa (MCL)
skorygowanej o poprawke Benjaminiego-Hochberga. Przedziat ufnosci ustawiono
na poziomie <0,4. Zastosowano takze trzy grupy klastrow, odrgbnie dla markerow
dopaminergicznych (TH, DAT, DA oraz DA>), cholinergicznych (AChE, VAChT, AChRm:1
oraz AChRy7) i estrogenowych (ESR2/ERp). Ostatecznie na postawie uzyskanych wynikoéw
przeprowadzono wzbogacong analize (ang. Gene Ontology Resource, GO),
tak aby zwizualizowa¢ i wskaza¢ potencjalne funkcje biologiczne badanych markerow

(Publikacja 2).
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2.7. Analiza statystyczna

W celu wykazania roznic istotnych statystycznych pomiedzy myszami z deficytem
ERP (ERB™) i typu dzikiego (ERB**) w niniejszych badaniach zastosowano testy
parametryczne (Publikacja 1 i 2) wykorzystujac oprogramowanie Statistica 13.3 (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, CA, USA). Rdéznice migdzy dwiema niezaleznymi grupami
(myszy ERB™ vs. ERB*) w testach statystycznych obliczono zaktadajac, ze istotnosé
statystyczna byta réwna o = 0,05, moc statystyczna 1-f wynosita 0,95, a wspotczynnik
alokacji wynosit 1:1. Analiza wstepna postuzyta do zbadania normalno$ci rozktadu
(test Shapiro-Wilka) i czy zalozenia konieczne do przeprowadzenia analizy wariancji
sg spelnione (test Levenea, w przypadku p<0,05 zastosowano poprawke testu Cochrana-
Coxa). Nastepnie, aby okresli¢ rdznice istotne statystycznie miedzy grupami, zastosowano
test t-Studenta dla préb niezaleznych. Poziom istotnosci ustalono na poziomie p<0.05.
Wszystkie wykresy statystyczne prezentowane w rozdziale wyniki wykonano w programie
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Dane przedstawiono
za pomocag wykresoOw ramka-wasy, przy czym ,ramka” oznacza mediang oraz 25. i 75.

kwartyl, a ,,wasy” przedstawiaja 5. 1 95. percentyl.
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3. Wyniki

3.1. Publikacja 1

Wyniki niniejszych badan wykazywaty istotng redukcje liczby komodrek nerwowych
we wszystkich gtéownych jadrach ciata migdatowatego u samic myszy ERB™, ktorym
towarzyszyta znacznie wyzsza ekspresja GFAP w szczegdlnosci w BM, ME i CO. Ponadto
w ciele migdatowatym myszy z deficytem ERp liczba komoérek nerwowych wykazujgcych
ekspresje CB byta obnizona w poréwnaniu do myszy kontrolnych, podczas gdy ekspresja
pozostatych markeréw GABAergicznych, tj. PV, CR, SOM, GABAau i VGAT
utrzymywala si¢ na niezmienionym poziomie. Szczegdtowy opis wynikow wraz z rycinami

zostal zaprezentowany w Publikacji 1.

3.1.1. Redukcja liczby komérek nerwowych w ciele migdatowatym myszy ERB™

We wszystkich jadrach ciata migdatowatego samic myszy ERB~~ wykazano znaczny
deficyt komérek nerwowych w stosunku do ERB**. W LA, BL i BM deficyt ten miescit
si¢ w przedziale 16—-19%, natomiast w ME byt on najbardziej zaznaczony i wynosit ok. 22%.
Tymczasem najmniejszy spadek liczby komorek nerwowych (14%) odnotowano w CO i CE
(Rycina 1 i Tabela 3).

3.1.2. Bialka wigzqce wapn w ciele migdatowatym myszy ERB™ i ER*

Zarowno charakter i wzor dystrybucji CB, PV i CR byly poréwnywalne u samic
myszy z deficytem ERp, jaki i myszy kontrolnych i $cisle korespondowat z wynikami
wczesniejszych  badan przeprowadzonych na samcach szczuréw (Kemppainen
i Pitkdnen 2000). Wyjatek w odniesieniu do tych danych stanowita CR w CE, ktora podobnie
jak w ciele migdatowatym samic i samcow kawii domowej (Rowniak i in. 2015), byta
obecna w neuropilu oraz w pojedynczych komorkach nerwowych. U samic myszy, podobnie
jak u innych zwierzat, immunoreaktywnos¢ wobec CB, PV i CR byla obserwowana gtownie
w komorkach i wioknach nerwowych, ale ich wystepowanie potwierdzono rowniez
w zakonczeniach synaptycznych. Pomimo ogdlnego podobienstwa we wzorze dystrybucji

omawianych substancji w obu grupach (ERB™ i ERB™*), liczba komérek nerwowych
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wykazujacych immunoreaktywnos¢ wobec CB byla znacznie mniejsza w analizowanych
jadrach ciata migdatowatego myszy ERP~ niz ERB*"*. Przykladowo, w LA, BL, BM i ME
spadek liczby komorek nerwowych zawierajgcych CB miescit si¢ w zakresie 19-22%,
natomiast w CO i CE spadek ten byl mniej wyrazny i wynosit ok. 15-18%. Z drugiej strony,
deficyt ER nie wptynal na liczbe¢ komorek nerwowych wykazujacych immunoreaktywno$é
wobec PV i CR we wszystkich analizowanych jadrach ciala migdatowatego
(Rycina 1 i Tabela 3).

3.1.3. Somatostatyna w ciele migdatowatym myszy ERF™" i ERS*"*

Zarowno charakter i wzor dystrybucji SOM w komodrkach nerwowych samic myszy
ERB™ i ERB** byt podobny oraz nie roznit si¢ od tego stwierdzonego we wezesniejszych
badaniach, ktore zostaly przeprowadzone na szczurach i myszach (McDonald i Mascagni
2002; Krabbe i in. 2018). Obecnos¢ SOM wykazano we wszystkich analizowanych jadrach
cialta migdatowatego, w komoérkach i widknach nerwowych wraz z zakonczeniami
synaptycznymi. Liczba neurondw wykazujacych immunoreaktywno$¢ wobec SOM
utrzymywata si¢ na niezmienionym poziomie w analizowanych obszarach ciala

migdatowatego zaréwno u samic myszy ERB™, jak i ERB*"* (Rycina 1 i Tabela 3).

3.1.4. Receptor GABA typu A podjednostki al w ciele migdatowatym myszy ERB™~
i ERG*

Podobnie jak w przypadku innych markerow GABAergicznych, charakter 1 wzor
dystrybucji GABAaa1 byl na zblizonym poziomie zaréwno u samic myszy ERB7,
jak i ERB*"*, a takze byt zgodny z wynikami wczesniejszych badan wykonanych w ciele
migdatowatym gryzoni (Kaufmann i in. 2003; McDonald i Mascagni 2004; Hortnagl i in.
2013; Roéwniak 2017). Immunoreaktywno$é wobec GABAaq1 Obserwowano przede
wszystkim we wtdknach nerwowych 1 w zakonczeniach synaptycznych. Najwyzsza gestos¢
numeryczng komoérek nerwowych zawierajacych ten receptor zaobserwowano
w BL, natomiast najnizsza stwierdzono w CE. W pozostatych jadrach ciala migdatlowatego
tj. LA, BM, CO 1 ME gesto$¢ ta ksztaltowata si¢ na poréwnywalnym poziomie (Rycina 2).

W zwigzku ze specyficznym charakterem dystrybucji GABAaa (Wl0kna nerwowe
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1 zakonczenia synaptyczne) oba parametry tj. gesto$¢ numeryczng struktur zawierajacych
ten receptor oraz intensywnos¢ jego sygnatu zbadano przy uzyciu zautomatyzowanej analizy
skanéw liniowych. Analiza ta ujawnita brak rdznic istotnych statystycznie pomig¢dzy
badanymi grupami zwierzat w odniesieniu do obu analizowanych parametrow

(Rycina 2 i Tabela 3).

3.1.5. Pecherzykowy transporter GABA w ciele migdatowatym myszy ERB™~
i ERG™

Dystrybucja VGAT w ciele migdatowatym u myszy w obu grupach byta podobna.
Najwyzsza gesto§¢ numeryczng komorek nerwowych zawierajacych ten transporter
stwierdzono w BL, za$ najwyzsza intensywno$¢ jego sygnalu wykazano w ME.
W pozostatych jadrach gesto$¢ numeryczna struktur wykazujacych obecnos¢ VGAT,
jak 1 intensywno$¢ jego sygnalu byla na poréwnywalnym poziomie (Rycina 2).
Zautomatyzowana analiza skanow liniowych nie wykazata réznic istotnych statystycznie
pomiedzy samicami myszami ERP? a ERP**, zardéwno w odniesieniu do gestosci
numerycznej struktur zawierajacych ten transporter, jak 1 intensywno$ci jego sygnalu

(Rycina 2 i Tabela 3).

3.1.6. Zwigkszona immunoreaktywnos¢ kwasnego biatka wiokienkowego w ciele

migdatowatym myszy ERB™" i ERF*'*

Ocena arbitralna skrawkéw moézgowia pochodzacych od myszy ERP™-, wykazata
znacznie wyzszg immunoreaktywnos¢ wobec GFAP w ME, BM 1 CO w pordéwnaniu

+/+

do myszy ERB™". Natomiast w LA, BL 1 CE nie stwierdzono zmian mi¢dzy badanymi

grupami (Publikacja 1).
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RYCINA 1. (Zmodyfikowano) Catkowita liczba neuronéw (NeuN; A) oraz neurony wykazujace immunoreaktywnos$¢ wobec kalbindyny
(CB; B), parwalbuminy (PV; C), kalretyniny (CR; D) i somatostatyny (SOM, E) w ciele migdatowatym myszy z deficytem ERB (ERB™)
i myszy typu dzikiego (ERB**). ** (p < 0, 01) i *** (p < 0, 001) wskazuja na statystycznie istotne réznice miedzy myszami ERB**
a ERB™. LA — jadro boczne, BL — jadro podstawno-boczne, BM — jadro podstawno-przysrodkowe, ME — jadro przysrodkowe,

CE — jadro $rodkowe, CO — jadro korowe, I — jadro wtracone, CPU — prazkowie.

FIGURE 1. (Modified) The total number of neurons (NeuN; A)-, calbindin (CB; B)-, parvalbumin (PV; C)-, calretinin (CR; D)-
and somatostatin (SOM; E)- expressing neurons in the amygdala of ERS knock-out (ERF") and wild-type (ERB**) mice. ** (p < 0.01)
and *** (p <0.001) indicate statistically significant differences between ER"-and ERS** mice. LA — lateral nucleus, BL — basolateral
nucleus, BM — basomedial nucleus, ME — medial nucleus, CE — central nucleus, CO — cortical nucleus, | — intercalated nucleus,

CPU — caudate-putamen complex.
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RYCINA 2. (Zmodyfikowano) Gesto$¢ numeryczna struktur wykazujacych obecnos$¢ receptora GABA typu A podjednostki o1 (GABA aqi;
A) oraz intensywno$¢ tego sygnatu (C), a takze gesto$¢ numeryczna struktur wykazujacych obecnosé pecherzykowego transportera GABA
(VGAT; B) i intensywno$¢ tego sygnatu (D) w ciele migdatowatym myszy z deficytem ERB (ERB”") i myszy typu dzikiego (ERB*™).
LA — jadro boczne, BL — jadro podstawno-boczne, BM — jadro podstawno-przysrodkowe, ME — jadro przy$rodkowe, CE — jadro

srodkowe, CO — jadro korowe.

FIGURE 2. (Modified) The volumetric density of the elements and signal intensity of GABA type A receptor with a1 subunit (GABAau;
A and C) and vesicular GABA transporter (VGAT; B and D) in the amygdala of ERp knock-out (ERS™") and wild-type (ERS**) mice.
LA — lateral nucleus, BL — basolateral nucleus, BM — basomedial nucleus, ME — medial nucleus, CE — central nucleus, CO — cortical
nucleus.
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Tabela 3. Analiza statystyczna badanych markeréow w ciele migdatowatym myszy ERB**i ERB ™/~

Table 3. Statistical analysis of studied markers between ERS*'* and ERS ™~ mice in the amygdala

LA BM ME CE CO
P P P p p Y

NeuN ts.ss=4.77  0.001057 t9.70=6.88  0.000051 to.02=7.25  0.000048 ts.98=6.74  0.000085 to.78=7.05 0.000039 t6.66=4.86 0.002112

cB tr27=4.74  0.001913 tr27=4.74  0.002045 tos5=4.16  0.004259 to.56=6.33  0.001030 to.09=4.46 0.001229 t7.80=4.40 0.002435
PV t10=0.054 0.9581 t10=0.62 0.5482 t10=0.48 0.6642 - - - - 110=0.46 0.6581
CR t10=0.53 0.6113 t10=0.16 0.8787 t10=—0.24 0.8119 t10=1.24 0.2426 - - t10=2.13 0.0594
SOM t10=—0.22 0.8274 t10=0.08 0.9344 t10=—0.26 0.8036 t10=0.17 0.8662 110=0.63 0.5441 110=0.16 0.8732
GABAxal 110=0.35 0.7337 t10=0.11 0.9178 t10=-0.62 0.5478 t10=0.08 0.9357 t10=—0.19 0.8513 t10=0.11 0.9106
Intensywnos¢ t10=0.94 0.3674 t10=0.97 0.3536 t10=1.24 0.2445 t10=—0.82 0.4334 t10=—0.85 0.4133 t10=—0.08 0.9379

GABAaal
VGAT t10=—0.22 0.8274 t10=0.08 0.9344 t10=—0.26 0.8036 t10=0.17 0.8662 110=0.63 p=0.5441 t10=0.16 0.8732
111(;635{3}’;\‘111015'0' t10=—0.57 0.5829 tio=—1.0 0.3432 t10=—0.29 0.7796 t10=—0.31 0.7607 t10=0.19 p=0.8495 t10=1.07 0.3091
AC

— brak immunoreaktywnych struktur

38



3.2. Publikacja 2

Wyniki przedstawione w niniejszej publikacji dowodza, ze poziom ekspresji struktur
wykazujacych immunoreaktywno$¢ wobec gtownych markerow dopaminergicznych
(TH, DAT i DA?) byt znaczaco podwyzszony we wszystkich analizowanych jadrach ciata
migdatowatego samic myszy ERB ™. Tymczasem poziom ekspresji struktur wykazujacych
immunoreaktywno$¢ wobec DA; nie ulegt zmianie. Brak zmian w poziomie ekspresji
odnotowano réwniez w odniesieniu do niektérych markeréow cholinergicznych tj. AChE
i VAChT. Z kolei, dalsze analizy wykazaty istotny wzrost liczby komoérek nerwowych
zawierajacych receptory cholinergiczne tj. AChRmi1 i AChRy,; w jadrach ciata
migdatowatego samic myszy ERB~~w poréwnaniu z samicami myszy ERB**. Szczegotowy

opis wynikow wraz z rycinami zostaty zaprezentowane w Publikacji 2.

3.2.1. Markery dopaminergiczne w ciele migdatowatym myszy ERB™ i ERF™

Charakter i wzor dystrybucji TH i DAT byt porownywalny u samic myszy obu
szczepéw ERP™ i ERB'", a takze wykazywat spdjnosé z wynikami wczeéniejszych badan
przeprowadzonych w ciele migdatowatym gryzoni (Revay i in. 1996; Pinard i in. 2008;
de la Mora i in. 2010; Olucha-Bordonau i in. 2015). Obecnos¢ TH i DAT zaobserwowano
przede wszystkim we wioknach nerwowych i zakonczeniach synaptycznych. Zaréwno
u samic myszy ERP™", jak i ERB"* najwyzsza gestos¢ numeryczna struktur wykazujacych
immunoreaktywnos¢ wobec TH stwierdzono w CE, wysoka w BL, a najnizszg w ME
(Rycina 3). W odniesieniu do DAT duze zageszczenie struktur wykazujacych obecnos¢ tego
transportera odnotowano w CE, a umiarkowang w BL. W pozostatych jadrach ciata
migdatowatego tj. LA, BM, CO i ME stwierdzono niski poziom immunoreaktywnosci
wobec DAT w analizowanych strukturach (Rycina 3). Szczegétowa i zautomatyzowana
analiza skandéw linowych udowodnita, ze gestos¢ numeryczna struktur wykazujacych
immunoreaktywno$¢ wobec TH i DAT byta istotnie wyzsza we wszystkich jadrach ciata

+/+

migdatowatego samic myszy ERB7 w poréwnaniu z ERB™*. Wzrost tej gestosci

w odniesieniu do TH miescit si¢ w przedziale 32-35%, z wyjatkiem CE, w ktorym wynosit
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on ok. 25%. Natomiast, wzrost gestosci numerycznej w odniesieniu do DAT wahat

si¢ od 28% do 30%, z wyjatkiem LA, w ktorym wynosit ok. 25% (Rycina 3 i Tabela 4).

Podobnie jak we wczesniejszych badaniach przeprowadzonych w ciele migdatlowatym
gryzoni (de la Mora i in. 2012; Roéwniak i in. 2017; Wei i in. 2018; Chen i in. 2019) zar6wno

+/+

u samic myszy ERP’, jak i ERP™* obecnos¢ DA; i DAz obserwowano glownie
w komorkach nerwowych i zakonczeniach synaptycznych oraz w pojedynczych witdknach
nerwowych. Gestos¢ numeryczna struktur wykazujacych immunoreaktywnos$¢ wobec DA
byta niejednorodna, a mianowicie byta ona najwyzsza w BL i najnizsza w CE (Rycina 3).
Z kolei, najwigksze zaggszczenie struktur wykazujacych immunoreaktywnos¢ wobec DA>
zaobserwowano w BL, natomiast najnizsze stwierdzono w BM (Rycina 3). Przeprowadzona
analiza statystyczna nie wykazata roznic istotnych statystycznie w gestosci numerycznej
struktur zawierajacych DA;1 pomiedzy badanymi grupami myszy (ERB™ i ERB*"*), podczas
gdy immunoreaktywno$¢ drugiego receptora dopaminowego DA byta zwigkszona u myszy
ERB 7 we wszystkich analizowanych jadrach ciata migdatowatego w poréwnaniu z ERp**.
Wzrost ten miescit sie w przedziale 11-13%. Warto wspomnieé, ze oprocz
zautomatyzowanej analizy skanoéw liniowych struktur immunoreaktywnych wobec DA:
i DA, dodatkowo policzone zostaly komoérki nerwowe wykazujace obecno$é
wspomnianych receptorow dopaminowych. Analiza ta réwniez potwierdzita brak roznic
istotnie statystycznych w liczbie komoérek nerwowych wykazujacych immunoreaktywnos¢
wobec DA: pomiedzy myszami ERB7 oraz ERB**, podczas gdy liczba komorek
nerwowych wykazujacych obecnosé DA, byla wyzsza u ERBP’ niz ERB™*
(Rycina 3 i Tabela 4).
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RYCINA 3. (Zmodyfikowano) Ggstos¢ numeryczna struktur immunoreaktywnych wobec hydroksylazy tyrozynowej (TH; A),

transportera dopaminy (DAT; B), receptora dopaminy typu 1 (DA;; C) oraz typu 2 (DAy; D), a takze liczba immunoreaktywnych komorek

nerwowych zawierajacych DA; (E) i DA; (F) w ciele migdatowatym myszy z deficytem ERP (ERB™) i myszy typu dzikiego (ERB**).

**(p < 0,01) i ** (p < 0, 001) wskazuja na statystycznie istotne réznice miedzy myszami ERf"a ERB**. LA — jadro boczne,

BL — jadro podstawno-boczne, BM — jadro podstawno-przysrodkowe, ME — jadro przy$rodkowe, CE — jadro $rodkowe, CO — jadro

korowe.

FIGURE 3. (Modified) The volumetric density of dopaminergic markers such as tyrosine hydroxylase (TH; A), dopamine transporter

(DAT; B), dopamine D1-like receptor (DA;; C) and dopamine D2-like receptor (DA;; D) and automated cells counting for DA; (E)
and DA; (F) in the amygdala of ERS knockout (ERA™") and wild-type (ERS*) mice. ** (p <0.01) and *** (p <0.001) indicate statistically
significant differences between ERA”and ERS*™* mice. LA — lateral nucleus, BL — basolateral nucleus, BM — basomedial nucleus,

ME — medial nucleus, CE — central nucleus, CO — cortical nucleus.
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3.2.2. Markery cholinergiczne w ciele migdatowatym myszy ERB™ i ERB™™*

Przeprowadzone analizy ciata migdatowatego w obu grupach myszy wykazaty,
ze charakter 1 wzor dystrybucji AChE i VACHT byty zblizone w obu badanych przypadkach.
Co wigecej, nie odbiegaty one od wczesniejszych obserwacji dokonanych u dorostych myszy
i szczuroéw obu pici (Veinante i in. 2013; Olucha-Bordonau i in. 2015; Paxinos i Franklin
2019; McDonald 2020; Vereczki i1 in. 2021). Immunoreaktywnos¢ wobec AChE
I VAChT wykazano przede wszystkim w cienkich i zylakowatych witdknach nerwowych
oraz zakonczeniach synaptycznych. Wiokna nerwowe immunoreaktywne wobec AChE byty
gesto upakowane, podczas gdy te zawierajace VAChT byly rozproszone. Zaréwno u myszy
ERB ", jak i ERB*", gesto$¢ numeryczna struktur wykazujacych obecno$é AChE i VAChT
byta wysoka w BL, umiarkowana w LA, BM i CO, podczas gdy w ME i CE byla ona
niewielka (Rycina 4). Na podstawie szczegotowej zautomatyzowanej analizy skanow
liniowych nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie w gesto$ci numerycznej struktur
zawierajacych AChE i VAChT pomiedzy myszami ERB** a ERB " (Rycina 4 i Tabela 4).

Podobne jak we wczesniejszych badaniach przeprowadzonych u gryzoni (McDonald
i Mascagni 2010; Muller i in. 2013; Pidoplichko i in. 2013; Rowniak i in. 2017; McDonald
I Mott 2021), w prezentowanej pracy obecno$¢ AChRmi i AChRy; wykazano przede
wszystkim w komérkach nerwowych obu grup myszy (ERf™~ i ERB**). Warto zauwazyg¢,
ze immunoreaktywno$§¢ wobec AChRm1 w strukturach ciata migdatowatego myszy byta
znacznie wyzsza niz AChR,;. Pomimo to rozréznienie pojedynczych ciat komorek
zawierajacych  AChRmi1  nastrgczalo  pewnych  trudno$ci, poniewaz poziom
ich immunoreaktywnosci byl czgsto porownywalny do poziomu otaczajacego je neuropilu.
Zautomatyzowana analiza skandw liniowych wykazata, ze gesto§¢ numeryczna struktur
wykazujacych immunoreaktywnos¢ wobec AChRm:1 byla wysoka w ME 1 BM, natomiast
niskaw LA i BL (Rycina 4). W odniesieniu do AChR.7 wysoka gestos¢ numeryczng struktur
wykazujacych obecnos¢ tego receptora stwierdzono w ME i CO, podczas gdy w LA, BL
i BM byta ona niska (Rycina 4). Stwierdzono rowniez wzrost gestosci numerycznej struktur
wykazujacych immunoreaktywno$¢ wobec AChRmi 1 AChRy; we wszystkich
analizowanych jadrach ciata migdatowatego samic myszy ERB™~ w poréwnaniu z myszami

ERB**. Wzrost ten miescit sic w zakresie 7-8% zaréwno dla AChRwm, jak i AChRg.
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Analiza automatycznego liczenia komoérek nerwowych AChRm:1 i AChRy7 ujawnita brak

roznic istotnych statystycznie pomigdzy myszami ERB”~ a ERB** (Rycina 4 i Tabela 4).

3.2.3. Analiza sieci interakcji biatko-biatko

W oparciu o biologiczng baz¢ danych STRING sporzadzono i dokonano analizy sieci
interakcji (ang. protein-protein interaction, PPI). Zawierata ona 9 weztow i 20 krawedzi,
z czego kazdy wezel reprezentowat albo markery dopaminergiczne (TH, DAT, DA1 1 DA?),
albo cholinergiczne (ACHE, VACHhT, AChRm1, AChRg7) lub estrogenowe (ESR2 jako ERp).
Kazda z krawedzi reprezentowata istotny typ pewnosci korelacji migdzy dwoma badanymi
weztami (od najnizszego 0,150 do najwyzszego 0,900). W przeprowadzonej analizie nie
stwierdzono weztow roztaczonych, ktore mogltyby wskazywaé na brak bezposredniej lub
posredniej interakcji pomigdzy nimi. Sposroéd 129 wykrytych proceséw biologicznych (BP)
wybrano jedynie 7, potencjalnie zwigzanych z przetwarzaniem zachowan emocjonalnych
(dla warto$ci p<0,05) (Rycina 5). Ponadto, cata analiza dostarczyta wyniki o 3 lokalnych
sieciach klastrow (STRING), a takze o 3 szlakach biologicznych (Reactome) w obrebie
interakcji pomiedzy analizowanymi w prezentowanych badaniach markerami, uzyskane

na podstawie informacji zawartych w 5784 artykutach referencyjnych (PubMed).
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RYCINA 4. (Zmodyfikowano) Gesto$¢ numeryczna struktur immunoreaktywnych wobec acetylocholinoesterazy (AChE; A),

pecherzykowego transportera acetylocholiny (VACT; B), receptora muskarynowego acetylocholiny typu 1(AChRwy; C) oraz receptora

nikotynowego acetylocholiny alfa-7 (AChR,; D), a takze liczba komorek nerwowych wykazujacych obecno$¢ AChRwu; (E) i AChR,; (F)

w ciele migdatowatym myszy z deficytem ERB (ERB7) i myszy typu dzikiego (ERB™). ** (p < 0, 01) i *** (p < 0, 001) wskazuja

na statystycznie istotne réznice miedzy myszami ERB7 a ERB**. LA — jadro boczne, BL — jadro podstawno-boczne, BM — jadro

podstawno-przysrodkowe, ME — jadro przys$rodkowe, CE — jadro srodkowe, CO — jadro korowe.

FIGURE 4. (Modified) The volumetric density of cholinergic markers such as acetylcholinesterase (AChE; A), vesicular acetylcholine

transporter (VAChT; B), muscarinic acetylcholine type 1 receptor (AChRws; C), alpha-7 nicotinic acetylcholine receptor (AChR,7; D)
and automated cells counting for AChRw; (E) and AChR,; (F) in the amygdala of ERB knockout (ERB™") and wild-type (ERB*"*) mice.

** (p < 0.01) and *** (p < 0.001) indicate statistically significant differences between ERB”~ and ERB** mice. LA — lateral nucleus,

BL — basolateral nucleus, BM — basomedial nucleus, ME — medial nucleus, CE — central nucleus, CO — cortical nucleus.
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RYCINA 5. (Zmodyfikowano) Sieci interakcji biatko-biatko (PPI) badanych markerow dopaminergicznych (TH, DAT, DA; i DA)),
cholinergicznych (AChE, VAChT, AChRy; i AChR,) oraz estrogenowych (ESR2 jako ERP) wedlug bazy danych STRING dla myszy
domowej (tac. Mus musculus). (A) Sie¢ PPI zawiera 9 weztéw (badanych markeréw) i 20 krawedzi (powigzania biatko-biatko).
Przerywane linie reprezentujg krawedzie pomigdzy 3 klastrami (dopaminergicznymi, cholinergicznymi i estrogenowymi). Grubos¢ tych
linii jest proporcjonalna do pewnosci krawedzi. (B) Wykres kotowy prezentuje procesy biologiczne zwigzane z zachowaniami

emocjonalnym. Kazdy kolor reprezentuje okre$lony proces biologiczny.

FIGURE 5. (Modified) Protein—protein interaction (PPI) networks of potential targets by STRING database (Mus musculus).
(A) PPI network contains 9 nodes (proteins) and 20 edges (protein—protein associations). Dotted lines represent edges among 3 clusters
(dopaminergic, cholinergic, and oestrogenic). The thickness of the line is proportional to the edge confidence. (B) Pie chart of term

associated with emotional behaviour. Each colour represents a particular biological process.
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Tabela 4. Analiza statystyczna badanych markeréw w ciele migdatowatym myszy ERB** i ERB7~

Table 4. Statistical analysis of studied markers between ERS*'* and ERS ™~ mice in the amygdala

LA CE CcoO
TH t7.45=9.40 0.000031 t1521=6.52 0.000003 t1090=5.65 0.000050 t1955=8.62 0.000000 t1707=6.98 0.000000 t700=7.30 0.000175
DAT t1260.88  0.000000 t1021=9.36 0.000002 t0.97=9.56 0.000005 ta72=6.42 0.0004 t2167=8.73 0.000000 ta0s=7.14 0.005
DA: t10=-0.28 0.79 t10=-0.43 0.67 110=0.07 0.95 110=0.19 0.85 10=0.23 0.82 t10=-0.10 0.92
DA: t1=-1.08 0.30 t=131 0.22 t=1.35 0.21 t10=-1.68 0.12 110=0.03 0.98 110=-0.02 0.98
IR'neurOny 10—-1. 8 10=1. . 10—1. N 10—-1. 8 10—=VU. . 10—-VU. .

DA to7:=-5.22 0.001386 t36=-9.85 0.000016 t50=-3.61 0.006820 to6=-5.67 0.000236 to76=-7.27 0.00003 to13=-5.07 0.002144
IR_r';ﬁiony to55=-8.87 0.000005 t5=-8.44 0.000039 tr40=-10.74 0.000009 ts01=-12.40 0.000002 t6.2¢=-9.00 0.000015 t770=-8.68 0.00003
AChE t10=-0.02 0.98 110=-0.23 0.82 110=0.73 0.48 110=0.44 0.67 t10=-0.43 0.68 t10=-0.44 0.67
VAChT t10=-0.14 0.89 110=0.06 0.95 t0=-0.24 0.81 110=-0.29 0.78 110=0.46 0.66 110=0.45 0.66
AChRw: tox=-1111  0.000001 ts65=-4.76 0.004 to24=-16.23 0.000000 to10=-12.72 0.000000 to.40=-10.65 0.000002 trs2=-11.81 0.000004

IF’iﬁ:uer;y t1=-0.42 0.68 110=0.49 0.64 t0=-0.44 0.67 110=0.16 0.88 t10=-0.55 0.60 110031 0.77
AChRa7 toa=-1111  0.000001 s 56=-4.76 0.004 to5=-16.23 0.000000 to10=-12.72 0.000000 to40=-10.65 0.000002 tr5=-11.81 0.000004
IRér(l:eTJT;Ly 110=0.66 0.52 t10=-1.49 0.17 t10=1.10 0.30 t10=0.41 0.69 t10=-0.86 0.41 110=0.66 0.52

IR — immunoreaktywne
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4. Podsumowanie

Cykl dwoch prezentowanych publikacji stanowigcy niniejsza rozprawe doktorska
oparty zostal na badaniach wykorzystujacych metody immunohistochemiczne
1 zautomatyzowang analiz¢ skanow liniowych. Metody te pozwolily na oceng¢ 1 szczegdtowe
przeanalizowanie zmian ilosciowych W catkowitej populacji neuronéw tworzacych jadra
cialta migdatowatego, a takze zmian ilo§ciowych markerow ukladu GABAergiczego,
dopaminergicznego i cholinergicznego w ciele migdatowatym dorostych samic myszy
z deficytem ERP. Wyniki otrzymane w trakcie realizacji prezentowanych badan wykazaty
nieprawidlowosci w charakterze 1 wzorze dystrybucji glownych markeréw uktadu
GABAergicznego, dopaminergicznego i cholinergicznego. Przyjmuje si¢, ze obserwowane
zmiany prowadza, badz sg efektem zaburzonej sygnalizacji, ktora z kolei moze zmieniaé
plastyczno$¢ synaptyczna ciata migdatowatego u badanych samic myszy. W dalszej
konsekwencji, zmiany w obrebie tych populacji neuronalnych, mogg prowadzié
do powstawania zaburzen lgkowych, ktérych leczenie moze obejmowaé¢ modyfikacje
aktywnosci uktadu GABAergicznego, dopaminergicznego i cholinergicznego w ciele
migdatowatym. Jednak doktadne okreslenie roli ER w zachowaniach zwiazanych z Igkiem
w tym procesie wymaga dalszych badan.

Przeprowadzone analizy wykazaly znaczace deficyty w liczbie komorek nerwowych
we wszystkich gtownych jadrach ciata migdalowatego u samic myszy z deficytem ERJ,
ktoérym towarzyszyl wyzszy poziom ekspresji GFAP w jadrze podstawno-przysrodkowym,
przysrodkowym i korowym (Publikacja 1). Ponadto liczba komoérek nerwowych
wykazujacych ekspresje dla CB, markera najliczniejszej subpopulacji komoérkowej uktadu
GABAergicznego, byta istotnie obnizona we wszystkich jadrach ciata migdatowatego samic
myszy ERB” w poréwnaniu z samicami myszami typu dzikiego. Tymczasem poziom
ekspresji pozostatych markerow GABAergicznych w tym PV, CR, SOM, GABAAaq1 | VGAT
byt porownywalny w obu badanych grupach myszy (Publikacja 1). Co wigcej, poziom
ekspresji markeréw dopaminergicznych, takich jak: TH, DAT, DA i cholinergicznych:
AChRwm: | AChRy7 byt istotnie wyzszy we wszystkich jadrach ciata migdatlowatego samic
myszy z deficytem ERp niz u samic myszy typu dzikiego. Z kolei, poziom ekspresji struktur

ciala migdalowatego wykazujacych immunoreaktywno$¢ wobec pozostalych markerow
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m.in. DA: (dopaminergiczny) i AChE i VAChT (cholinergiczne) w obu badanych grupach
zwierzat byt zblizony (Publikacja 2).

5. Whnioski

Uzyskane wyniki sg podstawa do przedstawienia nastepujacych wnioskow:
— deficyt receptora estrogenowego B u badanych samic myszy, zaburzajaCc rownowage
pomiedzy pobudzeniem a hamowaniem w ciele migdalowatym, a takze oddziatujac
na glowne neurotransmitery ukladu = GABAergicznego,  dopaminergicznego
i cholinergicznego zaopatrujace te strukture moézgowia, moze prowadzi¢ do zaburzen
lgkowych;
— redukcja liczby komorek nerwowych w badanych jadrach ciata migdalowatego u samic
myszy z deficytem receptora estrogenowego B moze wskazywac na postepujace procesy
neurodegeneracyjne, zaburzajace prawidlowe funkcjonowanie ciata migdatowatego tych
zwierzat. Dodatkowo wyzszy poziom ekspresji GFAP w jadrze podstawno-przysrodkowym,
przysrodkowym i korowym, ktory towarzyszyt obnizonej liczbie komorek nerwowych,
moze by¢ zwigzany z nasileniem stanu zapalnego w jadrach ciata migdatowatego,
a W szczegdlnosci tych odpowiedzialnych za wygaszanie lgku, co rowniez moze by¢
czynnikiem zakltocajacym dziatanie ciata migdatowatego u tych zwierzat;
— niedobor CB, gléwnego markera subpopulacji komorek nerwowych GABAergicznych,
moze obniza¢ aktywno$¢ interneurondw, a w nastepstwie tego odblokowywaé neurony
piramidalne, ktore beda nasilaly zachowania Igkowe obserwowane u samic myszy
z deficytem receptora estrogenowego f3;
— brak zmian w poziomie ekspresji pozostaltych markerow subpopulacji komorek
nerwowych GABAergicznych tj. PV, CR, SOM, GABAa« i VGAT we wszystkich
analizowanych jadrach ciata migdalowatego samic myszy ERp, moze $wiadczy¢ o tym,
ze nie sg one w petni zaangazowane W procesy zwigzane z zachowaniami lgkowymi, ktore
sg nasilone u tych zwierzat;
— podwyzszony poziom ekspresji wybranych markerow uktadu dopaminergicznego
(TH oraz DAy) i cholinergicznego (AChRwm1) we wszystkich jadrach ciala migdatowatego
samic myszy z deficytem receptora estrogenowego 3 moze §wiadczy¢ o ich istotnym udziale

w regulowaniu zachowan lekowych, a konkretnie w ich wygaszaniu (funkcja anksjolityczna).
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Jednakze, zwickszony poziom ekspresji markera dopaminergicznego takiego jak DAT
w analizowanych jadrach ciata migdalowatego tych samic myszy moze by¢ zwigzany
Z przeciwstawnym jego wplywem, a mianowicie pobudzajacym te zachowania (funkcja
aksjogenna);

— podwyzszony poziom ekspresji markera uktadu cholinergicznego tj. AChRg;
we wszystkich analizowanych jadrach ciata migdatowatego samic myszy z deficytem
receptora estrogenowego [ moze by¢ rowniez zwigzany z zachowaniami lgkowymi
obserwowanymi u tych zwierzat, jednakze mechanizm jego dziatania wydaje si¢ by¢

niejednoznaczny, gdyz moze peti¢ funkcje ankjolityczng lub aksjogenna.
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7. Spis rycin

RYCINA 1. (Zmodyfikowano) Catkowita liczba neuronéw (NeuN; A) oraz neurony wykazujace immunoreaktywno$¢ wobec kalbindyny
(CB; B), parwalbuminy (PV; C), kalretyniny (CR; D) i somatostatyny (SOM, E) w ciele migdatowatym myszy z deficytem ERB (ERB™)
i myszy typu dzikiego (ERB™*). **(p < 0, 01) i *** (p < 0, 001) wskazuja na statystycznie istotne réznice miedzy myszami ERB"*
a ERB™. LA — jadro boczne, BL — jadro podstawno-boczne, BM — jadro podstawno-przysrodkowe, ME — jadro przysrodkowe,

CE — jadro $rodkowe, CO — jadro korowe, I — jadro wtracone, CPU — prazkowie. .........ccocovviiiiiiiniiiinii 36

RYCINA 2. (Zmodyfikowano) Gesto$¢ numeryczna struktur wykazujacych obecno$¢ receptora GABA typu A podjednostki al
(GABAu; A) oraz intensywno$¢ tego sygnatu (C), a takze gestos¢ numeryczna struktur wykazujacych obecnos¢ pecherzykowego
transportera GABA (VGAT; B) i intensywno$¢ tego sygnatu (D) w ciele migdatowatym myszy z deficytem ERB (ERB™) i myszy typu
dzikiego (ERB**). LA — jadro boczne, BL — jadro podstawno-boczne, BM — jadro podstawno-przysrodkowe, ME — jadro
przysrodkowe, CE — jadro $rodkowe, CO — JAAT0 KOTOWE. .......erveuiireiiiiieiirieisie ettt 37

RYCINA 3. (Zmodyfikowano) Ggsto$¢ numeryczna struktur immunoreaktywnych wobec hydroksylazy tyrozynowej (TH; A),
transportera dopaminy (DAT; B), receptora dopaminy typu 1 (DA;; C) oraz typu 2 (DA;; D), a takze liczba immunoreaktywnych komoérek
nerwowych zawierajacych DA; (E) i DA; (F) w cicle migdatowatym myszy z deficytem ERB (ERB) i myszy typu dzikiego (ERB**).
** (p <0, 01) i *** (p <0, 001) wskazuja na statystycznie istotne roznice migdzy myszami ERf”a ERB**. LA — jadro boczne,
BL —jadro podstawno-boczne, BM — jadro podstawno-przysrodkowe, ME — jadro przys$rodkowe, CE — jadro $rodkowe, CO — jadro
KOTOWE. ... bbb bbb bbb bbb s 41

RYCINA 4. (Zmodyfikowano) Gesto$¢ numeryczna struktur immunoreaktywnych wobec acetylocholinoesterazy (AChE; A),
pecherzykowego transportera acetylocholiny (VAChT; B), receptora muskarynowego acetylocholiny typu 1(AChRw;; C) oraz receptora
nikotynowego acetylocholiny alfa-7 (AChR,7; D), a takze liczba komoérek nerwowych wykazujacych obecno$¢ AChRw; (E) i AChRy; (F)
w ciele migdatowatym myszy z deficytem ERB (ERB™) i myszy typu dzikiego (ERB**). ** (p <0, 01) i *** (p <0, 001) wskazuja
na statystycznie istotne réznice miedzy myszami ERB a ERB"*. LA — jadro boczne, BL — jadro podstawno-boczne, BM — jadro

podstawno-przysrodkowe, ME — jadro przysrodkowe, CE — jadro srodkowe, CO — jadro KOTOWE. ........ceruererieirieninenienisie e 44

RYCINA 5. (Zmodyfikowano) Sieci interakcji biatko-biatko (PPI) badanych markeréw dopaminergicznych (TH, DAT, DA; i DA),
cholinergicznych (AChE, VAChT, AChRy; i AChR,;) oraz estrogenowych (ESR2 jako ERP) wedtug bazy danych STRING dla myszy
domowej (tac. Mus musculus). (A) Sie¢ PPI zawiera 9 weztéw (badanych markeréw) i 20 krawedzi (powiazania biatko-biatko).
Przerywane linie reprezentuja krawedzie pomigdzy 3 klastrami (dopaminergicznymi, cholinergicznymi i estrogenowymi). Grubo$¢ tych
linii jest proporcjonalna do pewnosci krawedzi. (B) Wykres kolowy prezentuje procesy biologiczne zwigzane z zachowaniami

emocjonalnym. Kazdy kolor reprezentuje okre$lony proces biOlOZICZITY. .......cviruriruiiriiieieriiinirieeeie et 45
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8. Zalaczniki

8.1. Publikacja 1 wraz z o§wiadczeniami wspotautorow

8.2. Publikacja 2 wraz z o§wiadczeniami wspotautorow
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