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Streszczenie

Uktad GABAergiczny pelni funkcje hamujacag w osrodkowym ukladzie nerwowym
i podlega statemu rozwojowi podczas dojrzewania. Sugeruje si¢, ze rozwoj tego uktadu moze
by¢ powigzany z wystepujagcymi W tym okresie zmianami behawioralnymi takimi jak np.
zmniejszona preferencja przebywania ws$rdd czlonkéw rodziny w S$rodkowym etapie
dojrzewania. Cho¢ zmiany behawioralne pojawiajace si¢ w czasie dojrzewania sg dobrze
opisane, neurobiologiczne podtoze tychze zmian nie jest dostatecznie poznane. Istniejg badania
porownujace uktad GABAergiczny zwierzat w fazie adolescencji i dorostosci, jednak zmiany

zachodzace w trakcie samego procesu dojrzewania sg wcigz niewystarczajgco poznane.

W niniejszej pracy dyplomowej zbadano zmiany w uktadzie GABAergicznym w korze
przedczotowej (PFC) i oczodotowo-czotowej (OFC) u samcow i samic myszy podczas
dojrzewania. Przebadano 29 samcow i 34 samice myszy C57BL/6 w 4 grupach wickowych
obejmujacych wezesny (okoto 32 dni), srodkowy (38 dni) 1 p6zny (43 dni) okres dojrzewania
ptciowego oraz okres dorostosci (72 dni). Przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne
w celu wyznakowania komorek wyrazajacych parwalbuming (PV) oraz kalretyning (CAL) —
biatek wigzacych wapn bedacych markerami gléwnych rodzajow interneuronow
GABAergicznych. Skrawki mozgu zobrazowano przy pomocy mikroskopu konfokalnego
anastgpnie policzono liczby interneuronow PV lub CAL. W wyniku badan u samic
nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w liczbie komorek wyrazajacych PV lub
CAL podczas dojrzewania ani w PFC, ani w OFC. Natomiast u samcow w PFC wykryto
stopniowy wzrost liczby komoérek wyrazajacych PV, z najnizsza liczbg w 32 dniu Zycia
i najwyzsza w 72 dniu zycia. Zmian tych nie odnotowano w OFC. W przypadku komorek
wyrazajacych CAL, usamcow zaobserwowano wzrost ich liczby w dorostosci w kazdej

ze struktur.

W przyszio$ci niniejsze badania mozna rozszerzy¢, uwzgledniajac takie czynniki
jak faza cyklu plciowego samic, lateralizacja mozgu czy zmiany w liczbie komorek
wyrazajgcych somatostatyne (SST). Te dodatkowe informacje mogg przyczyni¢ si¢ do
lepszego zrozumienia neurobiologicznych mechanizmoéw lezacych u podtoza zmian
behawioralnych wystgpujacych podczas dojrzewania. Poznanie tych procesow pozwolitoby
na weryfikacje prawidlowego rozwoju osobnika, a ewentualne nieprawidlowosci moglyby by¢

korygowane za pomoca farmakoterapii lub innych, obecnie jeszcze nieznanych metod.



Abstract

The GABAergic system has an inhibitory function in the central nervous system
and undergoes continuous development during puberty. It is suggested that the development of
this system may be linked to behavioral changes observed during this period, such as
a decreased preference for spending time with family during mid-adolescence. Although
behavioral changes during adolescence are well-described, the neurobiological basis of these
changes are not fully understood. There are studies comparing the GABAergic system
in adolescent and adult animals, but the changes that happen during the maturation process

itself are still not well understood.

In this thesis, | examined changes in the GABAergic system in the prefrontal cortex
(PFC) and orbitofrontal cortex (OFC) in male and female mice during adolescence. | studied
29 male and 34 female C57BL/6 mice in 4 age groups: early (about 32 days), middle (38 days),
late (43 days) sexual maturation, and adulthood (72 days). Immunofluorescence staining
was used to mark cells that express parvalbumin (PV) and calretinin (CAL), calcium-binding
proteins that are markers of GABAergic interneurons. Brain scrapings were imaged using
confocal microscopy, and the numbers of PV- or CAL-expressing interneurons was counted.
The results showed no statistically significant changes in the number of PV- or CAL-expressing
cells in females during adolescence in either the PFC or OFC. However, in males, there was
a gradual increase in the number of PV-expressing cells in the PFC, with the lowest number
at 2 days of age and the highest at 72 days of age. These changes were not observed in the OFC.
For CAL-expressing cells, males showed an increase in their number in adulthood in both brain

structures.

In the future, this study could by expanded by including factors such as the phase of the
estrous cycle in females, brain lateralization, or changes in the number of somatostatin (SST)
expressing cells. These additional data might help to better understand the neurobiological
mechanisms behind behavioral changes during adolescence. Understanding these processes
would provide important insight into development during adolescence, possibly revealing
targets for therapies preventing or reversing maladaptations.



Wykaz skrotow

BDNF — neurotroficzny czynnik pochodzenia moézgowego (ang. brain-derived

neurotrophic factor)

CAL — kalretynina (ang. calretinin)

FSH — hormon folikulotropowy (ang. follicle—stimulating hormone)

GABA — kwas y-aminomastowy (ang. y-aminobutyric acid)

GAD - dekarboksylaza kwasu glutaminowego (ang. glutamic acid decarboxylase)
GnRH — gonadoliberyna (ang. gonadotropin—releasing hormone)

LH — hormon luteinizujacy (ang. luteinizing hormone)

OFC — kora okotooczodotowa (ang. orbitofrontal cortex)

PCs — neurony/komorki piramidowe (ang. pyramidal neurons/cells)

PFC — kora przedczotowa (ang. prefrontal cortex)

dmPFC — grzbietowo—brzuszna kora przedczotowa (ang. dorso medial prefrontal

cortex)
PV — parwalbumina (ang. parvalbumin)
ROI - region zainteresowania (ang. region of interests)

SST — somatostatyna (ang. somatostatin)



1. Wstep

Okres dorastania definiuje si¢ jako czas pomigdzy poczatkiem dojrzewania plciowego
a akceptacja roli dorostego cztonka spotecznosci. Faza ta obejmuje okres przejscia od dziecka,
ktore silnie zalezy od opieki rodzicow, do dorostego, ktory pod wzgledem fizjologicznym,
psychologicznym i spotecznym jest zdolny do reprodukcji (Sebastian et al., 2008). Dorastanie
wigze si¢ z glebokimi zmianami w zachowaniu, ktére przystosowuja nastolatka do wyzwan
wystepujacych w tym okresie. Sg one oparte na szeregu drastycznych (zarowno postepowych,
jak 1 regresywnych) zmian w mozgu. Co ciekawe, u ludzi, naczelnych innych niz cztowiek
I gryzoni rozwijaja si¢ podobne zachowania podczas dojrzewania plciowego, W tym
oddzielenie si¢ od rodzicow, wzrost czestotliwosci spotecznych interakcji z rowiesnikami,
zwigkszona sklonno$¢ do podejmowania ryzyka i poszukiwania wrazen, zwigkszone spozycie

pokarmu oraz op6znione cykle snu (Spear, 2000).

Powszechnie obserwuje si¢ wystepowanie zmian behawioralnych w okresie dojrzewania
(Sebastian et al., 2008). Jednakze dojrzewanie ptciowe to okres intensywnych zmian nie tylko
w zachowaniu ale rowniez w strukturze i funkcjonowaniu mézgu (Crone & Dahl, 2012).
W tym czasie nadal rozwija si¢ uktad GABAergiczny (neuroprzekaznikiem w tym uktadzie
jest kwas y-aminomastowy, GABA) bedacy gtownym uktadem odpowiedzialnym
za przekaznictwo hamujace w korze przedczotowej. Dodatkowo, podczas dojrzewania wzrasta
objetosci istoty bialej w mozgu (Paus et al., 2008). Ponadto, niektore zaburzenia
neuropsychiatryczne, np. schizofrenia czy depresja, ujawniajg si¢ w tym okresie rozwojowym.
Wiele obserwacji wspiera hipoteze, ze uposledzenie funkcjonalne lub zaburzenie rozwoju
uktadu GABAergicznego moze by¢ przyczyna wystepowania objawow schizofrenicznych
(Lewis et al., 2005; Lisman et al., 2008). Podsumowujgc, zmiany behawioralne w czasie
dojrzewania sg dobrze zbadane. Jednakze zmiany w mozgu, ktore lezg u podtoza tychze zmian
stale wymagaja dalszych badan, ktore mogtyby si¢ przyczyni¢ do rozwoju nowych terapii

chordb, ktorych pierwsze objawy wystepuja na etapie adolescencji.

W okresie dojrzewania obserwujemy rowniez znaczace zmiany hormonalne (Bell, 2018).
W podwzgorzu wydzielana jest gonadoliberyna (GnRH). W odpowiedzi na GnRH przysadka
moézgowa wydziela dwie kluczowe gonadotropiny: hormon luteinizujacy (LH) oraz hormon
folikulotropowy (FSH). Wspomniane gonadotropiny wplywajg na gonady i prowadza

do zwigkszonej produkcji hormondw piciowych: u samcow — testosteronu, u samic — estrogenu



i progesteronu. W tym kontekScie, interesujgcg cechg uktadu GABAergicznego jest jego
wrazliwos$¢ na hormony steroidowe, a w szczego6lnosci hormony pitciowe (Belelli et al., 2006).
Moga one wptywaé na uktad GABAergiczny m.in poprzez regulacj¢ ekspresji podjednostek
receptoréw GABAA (Zhang et al., 1999).

1.1 Transmisja GABAergiczna w korze moézgowej

W literaturze dotyczacej okresu dojrzewania i zmian w ukladzie nerwowym podczas
dojrzewania wskazuje si¢ istotng role ukladu GABAergicznego. GABA jest glownym
neuroprzekaznikiem hamujacym w osrodkowym uktadzie nerwowym ssakow (Farrant &
Kaila, 2007; Mody & Pearce, 2004). Odgrywa on kluczowa role w wielu procesach
neuronalnych, np. w regulacji poziomoéw aktywnos$ci neuronalnej, generowaniu aktywnosci
oscylacyjnej oraz plastyczno$ci neuronalnej (Fagiolini et al., 2008; Mody & Pearce, 2004;
Frédéric Pouille & Scanziani, 2004; Whittington & Traub, 2003). Hamujacy efekt
GABAergiczny dzieli si¢ na dwie formy: fazowsa i toniczng. Hamowanie fazowe odpowiada
za szybka transmisj¢ sygnatu z jednego neuronu do drugiego oraz zachodzi za posrednictwem
receptoréw zlokalizowanych w obrebie synapsy (Mody & Pearce, 2004). Hamowanie toniczne
reguluje pobudliwos$¢ sieci neuronalnej poprzez wptyw na opor wejscia blony komoérkowe;j
I zwigzane jest z receptorami zlokalizowanymi poza Synaptycznie (Constantinidis et al., 2002;
Gabernet et al., 2005; Swadlow, 2003).

Kwas GABA, bedacy neuroprzekaznikiem hamujacym u kregowcow i bezkregowcodw
wystepuje w catym osrodkowym uktadzie nerwowym. Jest on syntetyzowany z glutaminianu
przez dekarboksylaze kwasu glutaminowego (GAD) wystepujaca w dwoch izoformach:
GADG65 1 GAD67. GAD67 katalizuje glownie powstawanie cytoplazmatycznego GABA,
podczas gdy GADG65 preferencyjnie katalizuje syntezg synaptycznie kierowanego GABA
(Soghomonian & Martin, 1998). Zgodnie z réznorodnymi funkcjami przypisywanymi
systemowi GABAergicznemu, roézne typy receptoréw neuroprzekaznikéw posrednicza
W odpowiedziach postsynaptycznych. W uktadzie nerwowym wystepuja dwie ogolne klasy
receptoréw GABA: jonotropowe receptory GABAAa oraz metabotropowe receptory GABAg
(Emson, 2007; Farrant & Kaila, 2007).



Receptory GABAA s3 heteropentamerowymi bialkami blonowymi. Struktura
receptorow GABAAa sktada si¢ z dwoch podjednostek o, dwoch podjednostek B i jednej
podjednostki y. Kazda podjednostka ma wiele izoform, a inne podjednostki, takie jak o i €,
moga wystepowaé zamiast podjednostki y (Luo, 2020). Aktywacja receptora GABAAa
powoduje zmiane konformacyjng receptora, ktora skutkuje otwarciem kanalu jonowego
W wyniku czego nastepuje napltyw jondéw chlorkowych do wnetrza komorki. Proces ten
powoduje wzrost roznicy potencjaldow pomiedzy stronami btony komorkowe;,
czyli hiperpolaryzacje (Farrant & Kaila, 2007; Ghit et al., 2021). Hiperpolaryzacja btony
utrudnia wywolanie potencjalu czynno$ciowego ale nie zmienia cech potencjatow
czynnosciowych. Jednakze na wczesnych etapach rozwoju mozgu (w pierwszych 2 tygodniach
zycia) GABA moze dziata¢ jako neurotransmiter pobudzajacy (Ben-Ari, 2002). Ten efekt
zmienia si¢ w miar¢ rozwoju, gdy neurony zaczynaja efektywniej wypompowywacé jony
chlorkowe na zewnatrz komorki, co prowadzi do klasycznego, hamujacego dzialania GABA.
Receptor GABAA poza miejscem wigzacym GABA posiada miejsca wigzania
dla allosterycznych modulatoréw, wsrod ktorych sg barbiturany, benzodiazepiny czy alkohol.
Ich przytaczenie do receptora zwigksza prawdopodobienstwo otwarcia si¢ kanatu (Hevers &
Liiddens, 1998; Luo, 2020). Z tego powodu wiele lekow bazujacych na tych substancjach
oddzialuje na receptory GABAAa, modulujagc hamowanie w mdzgu. Najczesciej stosowane leki

przeciwpadaczkowe, przeciwlekowe 1 nasenne wigza si¢ z receptorami GABAA 1 wzmacniaja

ich funkcje (Luo, 2020).

Drugim rodzajem receptorow GABA sa receptory GABAB, ktore naleza do receptorow
metabotropowych posiadajacych 7 helis transbtonowych sprz¢zonych z biatkiem Gi
(Kaupmann et al., 1998). Funkcjonalne GABAG& sa heterodimerami (podjednostka GABAg1 —
zawierajaca miejsce wigzania GABA; podjednostka GABAg2 — niezbedna do interakcji
z biatkami G oraz do przekazywania sygnatlu wewnatrzkomorkowego). Aktywacja tych
receptorow prowadzi do uruchomienia kaskady przekazywania sygnatu z uzyciem biatka G;,
co skutkuje zamkni¢ciem kanatow wapniowych, redukcjg aktywnosci cyklazy adenylowej
oraz otwarciem dokomorkowych prostowniczych kanatow potasowych (Bassetti, 2022,
Chebib & Johnston, 1999). Z uwagi na to, Ze potencjat rownowagi dla jonow potasu jest zawsze
bardziej ujemny niz potencjal spoczynkowy, otwarcie kanatow K* zawsze powoduje
hiperpolaryzacje, co sprawia, ze neurony staja si¢ mniej podatne na osiggnigcie progu
dla wywotania potencjalu czynnos$ciowego w odpowiedzi na pobudzajacy bodziec (Luo,

2020). W przeciwienstwie do GABAA receptory GABAg nie oddziatluja z benzodiazepinami



czy barbituranami. Ich agonistg jest m. in. baklofen, ktorego potaczenie z receptorami GABAg

skutkuje powolnym i przedtuzonym w czasie zahamowaniem aktywnosci.

1.2 Interneurony GABAergiczne

Szacuje si¢, ze w korze znajduje si¢ ponad 20 réznych podtypow interneurondéw
GABAergicznych. Podtypy te s rozrozniane na podstawie m.in. kryteriow morfologicznych,
wiasciwosci elektrofizjologicznych czy typow polaczen synaptycznych. Jednym z kryteriow
jest typ biatka, ktore interneurony GABAergiczne wyrazaja (Gonchar & Burkhalter, 1997
Kawaguchi & Kubota, 1997; Markram et al., 2004). Znacznikami 3 gtoéwnych grup
interneurondow GABAergicznych sa biatka wiazace wapn: parwalbumina (PV) i kalretynina
(CAL) oraz neuropeptyd somatostatyna (SST). Co warto wspomnie¢, populacja interneuronéw
wyrazajacych PV jest niezalezna od populacji wyrazajacej CAL, co oznacza, ze ekspresja

tych markerow nie naktada si¢ na siebie (Xu et al., 2010).

Grupa interneuronéw PV w PFC jest rozmieszczona od Il do V warstwy kory
moézgowe], z najwigkszg gestoscia w warstwach III 1 V. Sktada si¢ ona z dwoch typow
komorek: koszyczkowych i zyrandolowych (Kawaguchi & Kubota, 1997). Komorki
koszyczkowe zazwyczaj maja morfologi¢ multipolarng. Wyrodznia si¢ trzy podtypy komorek
koszyczkowych (gniazdowe, mate i duze) wedlug ich wzorcéw projekcji aksonalnych
(Markram et al., 2004). Celuja one w ciato komorki neuronu piramidowego (z ang. pyramidal
cells, PCs), wptywajac tym samym na integracje wejs¢ synaptycznych ze wszystkich galezi
dendrytycznych (Luo, 2020). Wykazano, ze szybkie wytadowania neuronéw koszyczkowych
sa dominujacym systemem hamujagcym w korze nowej, gdzie posrednicza w szybkim
hamowaniu docelowych neuronéw (Cruikshank et al., 2007; F. Pouille & Scanziani, 2001).
Wyladowania te odgrywaja duza role¢ w regulacji rownowagi migdzy wejsciami
pobudzajgcymi i hamujgcymi w korze mozgowej (Haider & McCormick, 2009; Hasenstaub et
al., 2005). Znacznie mniej wiadomo o drugiej podgrupie interneurondw wyrazajagcych PV,
czyli o komorkach zyrandolowych. W przeciwienstwie do neuronéw koszyczkowych, komorki
zyrandolowe celuja w synapsy na poczatkowych segmentach aksonow PCs, co oznacza,
7ze maja najbardziej bezposredni wplyw na produkcje potencjaldéw czynnosciowych
(Kawaguchi & Kubota, 1997; Luo, 2020). Zaréwno komorki koszyczkowe, jak i komorki

zyrandolowe s3 szybkie w wyladowaniach, ale r6znig si¢ wlasciwosciami
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elektrofizjologicznymi (Glickfeld et al., 2009). Oddziatywanie komoérek koszyczkowych
ma globalny efekt na aktywnos$¢ PCs, hamujac cate cialo komodrkowe i zapewniajac ogdlng
kontrole nad wytadowaniami neuronéw. Komorki zyrandolowe natomiast dziatajg bardziej
selektywnie, hamujac aktywno$¢ PCs na poziomie aksondéw, co daje im mozliwos¢ precyzyjnej

regulacji potencjalow czynnosciowych.

Interneurony PV sa kluczowe w generowaniu oscylacji y w PFC, ktore sa zwigzane
Z funkcjami poznawczymi, takimi jak uwaga, pami¢¢ robocza czy podejmowanie decyzji
(Buzsaki & Wang, 2012; Sohal et al., 2009). Odgrywaja one réwniez rol¢ w synchronizacji
aktywnos$ci neuronalnej miedzy réznymi obszarami kory, co jest niezbedne dla integracji
informacji i wykonywania zlozonych zadan poznawczych. Jak wspomniano, w PFC
interneurony PV reguluja aktywnos$¢ PCs, co jest kluczowe dla modulacji impulsow
neuronalnych zwigzanych z procesami decyzyjnymi i kontrolg zachowania. Dysfunkcje
komérek PV w PFC s3 powigzane z wieloma zaburzeniami neuropsychiatrycznymi,
w tym schizofrenia, zaburzeniami lekowymi czy depresja (Gonzalez-Burgos & Lewis, 2008).
Uwaza si¢ roOwniez, ze zmniejszona ekspresja PV lub zakldcenie funkcji interneuronow PV
prowadzi do zaburzen réwnowagi miedzy pobudzeniem a hamowaniem w PFC, co moze

prowadzi¢ do problemow z przetwarzaniem poznawczym i kontrolg emocji.

Nastepna grupa interneurondow GABAergicznych sa interneurony kalretyninowe
(CAL). CAL, podobnie jak PV, jest biatkiem wigzacym wapn. W wigkszosci przypadkow
interneurony CAL w korze mézgu to komorki dwubiegunowe lub wielobiegunowe (Qi et al.,
2022). Dwubiegunowe neurony CAL 1tacza si¢ ze soba poprzez zlacza szczelinowe
i posrednicza w przekazywaniu sygnatu do PCs znajdujacych si¢ w II i III warstwie Kory.
Natomiast neurony wielobiegunowe tworza synapsy elektryczne z komoérkami PV.
W przeciwienstwie do gryzoni, warstwy IV, V i1 VI kory nowej czlowieka maja nielicznie
wystepujace neurony CAL, a w warstwie I pojawiajg si¢ komorki Cajala-Retziusa wyrazajace
CAL (Dzaja et al., 2014; Qi et al., 2022). Interneurony CAL maja najcze¢sciej rozlegle, cienkie
dendryty o nieregularnym przebiegu. Sg kluczowe dla regulacji hamowania w sieciach
neuronalnych co jest istotne dla integracji informacji 1 utrzymania plastyczno$ci synaptycznej
(Caputi et al., 2009; Gulyas et al., 1996). Dysfunkcje komoérek CAL 1 ich podatnos¢

na ekscytotoksyczno$¢ moga by¢ powigzane z wystepowaniem m.in. epilepsji (Qi et al., 2022).

Kolejng grupg interneuronéw GABAergicznych s interneurony wyrazajace SST,

znane jako komorki Martinottiego. Wystepuja one w korze mézgowej, gdzie rozgalgziaja si¢
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w warstwie | kory i tworzg synapsy na pgczkach dendrytéw PCs (Kawaguchi & Kubota, 1997,
Luo, 2020; Markram et al., 2004). Cho¢ komoérki Martinottiego znajduja si¢ we wszystkich
warstwach korowych 11-VI, najwicksze ich zageszczenie obserwuje sie¢ W warstwie V
(Kawaguchi & Kubota, 1997; Uematsu et al., 2008). W przeciwienstwie do interneuronow
wyrazajacych PV, komorki Martinottiego hamujg posrednie i dystalne dendryty PCs.
W sytuacji, gdy PCs zaczyna wykazywac¢ nadmierng aktywnos$¢, interneurony wyrazajace SST
aktywuja sig, przekazujac sygnaty hamujace do dendrytow otaczajacych je PCs. Proces ten
nazywany jest hamowaniem dendrytycznym. Dzigki temu procesowi komoérki Martinottiego
skutecznie ograniczaja nadmierne pobudzenie PCs, przyczyniajac si¢ do utrzymania
homeostazy w lokalnych sieciach neuronalnych (Beierlein et al., 2003; Fanselow et al., 2008;
Silberberg & Markram, 2007).

1.3 Zmiany zachodzace w ukladzie GABAergicznym w korze moézgu podczas

dojrzewania

Zmiany w zachowaniu sg powszechnie obserwowane w okresie dojrzewania (Sebastian
et al., 2008). Wiadomo jednak, ze rozwoj i wystgpowanie niektérych zachowan w czasie
dojrzewania jest nieliniowy (Lin & Wilbrecht, 2021). Ludzie (i gryzonie) w $rodku
dojrzewania zachowuja si¢ inaczej niz na poczatku dojrzewania oraz na jego koncu
czy w dorostosci (Larson & Richards, 1991). Czgste przebywanie wsrod rodziny (u ludzi),
wystepuje na poczatku i koncu dojrzewania. U gryzoni, podobng zalezno$¢ obserwuje si¢
w przypadku testu preferencji miejsca warunkowanej kontekstem spotecznym (z ang. social
conditioned place preference, SCPP, (Harda et al., 2023; Misiotek et al., 2023)). Badane
zwierzg warunkuje si¢ do kontekstu izolacji oraz kontekstu spotecznego, po czym bada si¢ czas
spedzony w kazdym z kontekstow. W tym przypadku preferencja przebywania w kontekscie
spotecznym wystepuje réwniez na poczatku i koncu dojrzewania. Jednakze oba te zjawiska,
zarowno u ludzi jak i u gryzoni, zmniejszaja swoja intensywnos¢ w $rodkowym etapie
adolescencji (Foulkes & Blakemore, 2016; Harda et al., 2023; Larson & Richards, 1991,

Misiotek et al., 2023). Neuronalne podtoze tych nieliniowych zmian nie jest dobrze poznane.

W niniejszej pracy dyplomowej podjeto analiz¢ dynamiki zmian w ukladzie
GABAergicznym w korze mozgu podczas dojrzewania. W celu wlasciwej interpretacji

wynikow oraz zidentyfikowania zalezno$ci, ktore moga mie¢ potencjalne zastosowanie

12



W badaniach nad ludzmi, konieczne bylo powigzanie wieku postnatalnego zwierzat
doswiadczalnych z odpowiadajacymi im etapami rozwoju cztowieka. U zwierzat, poczatek
dojrzewania mozna wyraznie zidentyfikowa¢ na podstawie zmian w poziomie hormonow,
poczatku rui lub pojawienia si¢ dojrzatych plemnikéw w jadrach. U myszy adolescencja trwa
od 28 do okoto 60 dnia zycia u samic, od 30 do okoto 60 dnia zycia u samcow; U ludzi miedzy
10 a 21 rokiem zycia u dziewczynek oraz 11-21 rokiem zycia u chtopcoéw (Bell, 2018). Mimo
tego, ze znane sg doktadne ramy czasowe odnoszace okres dojrzewania cztowieka do etapu
rozwojowego u gryzoni, aktualna wiedza na temat zmian w uktadzie GABAergicznym podczas
okresu dojrzewania jest uboga. Istniejg badania, ktore porownujg uktad GABAergiczny
zwierzat podczas adolescencji z dorostymi osobnikami. Jednakze zmiany zachodzace
pomiedzy réznymi etapami dojrzewania (wczesnym, $rednim i poznych) nie sg doktadnie

zbadane.

Piekarski i wspotpracownicy zwrocili niedawno uwage na mozliwag kluczowa role
komorek wyrazajacych PV w regulacji zmian behawioralnych w okresie dojrzewania
(Piekarski et al., 2017). Wskazali, ze interneurony PV reguluja okresy wrazliwosci kory
zmystowe] podczas wczesnego dziecinstwa a przekaznictwo hamujace w przedniej korze
kojarzeniowej wzrasta podczas dojrzewania. Dodatkowo zauwazyli, ze w korze mozgowej
receptory estrogenowe s3 zlokalizowane wytacznie w komorkach wyrazajacych PV. Oznacza
to, ze hormony ptciowe prawdopodobnie selektywnie regulujg funkcj¢ komorek wyrazajacych
PV (Heldring et al., 2007). Wiadomo, ze u dojrzatych samic estradiol jest naturalnie
wystepujacym hormonem plciowym produkowanym gtownie przez jajniki. Jednakze rowniez
u samcow estradiol moze by¢ obecny wskutek przeksztatcania testosteronu przez aromataze
wystepujacg m.in. w tkance thuszczowej, mozgu, nadnerczach czy tkance kostnej (Simpson et
al., 1994). Ekspresja aromatazy wskazuje na to, ze bez wzglgdu na pte¢ estradiol moze
oddziatywaé na receptory estrogenowe zlokalizowane na komodrkach wyrazajacych PV
w mozgu (Luo, 2020; Simpson et al., 1994). W badaniach przeprowadzonych na samicach
myszy stwierdzono stopniowy wzrost ekspresji PV w hipokampie w okresie dojrzewania,
ktory korelowal z poziomem estradiolu w surowicy (Candace et al., 2014). Przeprowadzono
takze eksperymenty z owarektomia (usunigcie jajnikoéw) oraz terapig zastepcza estradiolem.
Wykazano wowczas, ze zabieg ten prowadzi do obnizenia poziomu PV w hipokampie,
a podawanie estradiolu zapobiega temu spadkowi. U samcéw myszy nie odnotowano istotnych

zmian w ekspresji PV w trakcie rozwoju w okresie dojrzewania w hipokampie.
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Wskazuje si¢ rowniez na wptyw doswiadczen spotecznych wystepujacych podczas
dojrzewania na rozwoj kory przedczotowej i uktadu GABAergicznego u ssakow. Wykazano,
ze izolacja spoteczna majaca miejsce na przetomie péznego dziecinstwa a wczesnego etapu
dojrzewania pitciowego (21-35 dzien zycia myszy) ma szkodliwy wplyw na prawidtowe
funkcjonowanie kory przedczotowej (PFC) u samcow myszy (Bicks et al., 2020).
Zidentyfikowano swoisty wzor aktywacji interneuronéw PV w grzbietowo-przysrodkowej
PFC (z ang. dorso-medial prefrontal cortex, dmPFC) przed aktywna interakcja spoleczna.
Myszy, ktore byly w okresie dojrzewania poddane izolacji spotecznej wykazywaly obnizong
aktywacje dmPFC-PV co objawiato si¢ nieprawidtowosciami behawioralnymi w dorostosci.
Myszy te wykazywaly znaczaco mniejsza aktywna eksploracje otoczenia w pordéwnaniu
do myszy, ktore nie byty poddane epizodowi izolacji. Dodatkowo myszy, ktére byly izolowane
podczas okresu dojrzewania nie wykazywaly obserwowanej u myszy kontrolnych preferencji
przebywania w przedziale spotecznym w tescie trzech komor, co nie jest naturalnie
wystepujacym zjawiskiem obserwowanym wsrdéd myszy. Zbadano réwniez wpltyw izolacji
spotecznej u samic myszy podczas poznego dojrzewania i wezesnej dorostosci (50-90 dzien
zycia; Jeon et al., 2023). Wykazano, ze myszy nalezace do grupy kontrolnej (brak epizodu
izolacji) charakteryzowaly si¢ zmniejszong ekspresja komorek PV w lewej OFC w porownaniu
do prawej OFC u tych samych myszy. Stwierdzono rowniez, ze izolacja spoteczna u samic
powoduje nadmierng socjalnos¢ w okresie dorostosci. Objawiata si¢ ona znaczaco dluzszym
czasem interakcji nos-nos oraz czasem obwachiwania nieznanej wczesniej myszy
w porownaniu do samic nie izolowanych spotecznie w okresie dojrzewania. Co ciekawe,
izolacja znaczaco zmniejszyla zaréwno liczbe aktywowanych neuronow, jak i poziom

aktywnos$ci myszy podczas obwachiwania spotecznego u samic myszy.

W badaniach nad zmianami w ukladzie GABAergicznym podczas dojrzewania
szczegolng uwage poswigcono liczbie komorek tego uktadu (PV lub CAL) oraz intensywnosci
ekspresji owych biatek. W badaniach Caballero 1 wspotpracownikéw przeprowadzonych
na samcach szczurdw szczepu Sprague—Dawley zauwazono, ze poziom biatka PV w korze
przedczotowej (PFC) jest najnizszy u szczurdéw przed okresem dojrzewania (25-35 dni zycia)
I wzrasta podczas adolescencji (45-55 dzien zycia) do pozioméw podobnych do tych
obserwowanych u dorostych (65-75 dzien zycia) (Caballero et al., 2014). W przeciwienstwie
do tego, ekspresja biatka CAL jest zmniejszona u dorostych w poréwnaniu do dojrzewajacych
zwierzat. Inne badania wskazaly na wzrost ekspresji PV podczas rozwoju w okresie

dojrzewania w przysrodkowym PFC u myszy obu pici (Du et al., 2018). Sprawdzono réwniez
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jak zmienia si¢ ekspresja biatka CAL. U samcoOw myszy zaobserwowano jej stopniowy spadek
wraz z dojrzewaniem osobnika. U samic nie zaobserwowano znamiennych zmian w ekspresji
biatka CAL. Potwierdzili oni, Ze interneurony PV oraz CAL nadal rozwijaja sig we wczesnym
okresie dojrzewania w przysrodkowym PFC (Du et al., 2018). Wykazali, ze kluczowg role
W tym rozwoju peini neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived
neurotrophic factor, BDNF), ktory wplywa na zmiany w ekspresji komorek nalezgcych
do uktadu GABAergicznego, gdyz myszy w przypadku pozbawienia BDNF przestaly
wykazywa¢ wyzej opisane zmiany ekspresji biatek (Du et al., 2018). Zbadano réwniez liczbe
komorek wyrazajacych PV u samic myszy w OFC (Jeon et al., 2023). Badano wowczas
3 punkty wiekowe: etap przed dojrzewaniem plciowym (21 dzien zycia), pdzny etap
dojrzewania piciowego (50 dzien zycia) oraz etap dorostosci (80 dzien zycia). Zauwazono, ze
liczba komoérek wyrazajacych PV w lewej korze oczodolowo-czotowej (OFC) jest znaczaco
wyzsza podczas dorosto$ci niz w pozostatych etapach. Dla prawego OFC zmiany te nie byly
tak znaczace, wykryto jednak istotny statystycznie wzrost liczby komoérek PV migdzy 21 dniem

zycia myszy a 80 dniem.

Podsumowujac, wykazano, ze liczba komorek wyrazajacych PV rosnie (u szczurow
i myszy) a CAL maleje podczas dojrzewania ptciowego (u szczuréw) w PFC (Caballero et al.,
2014; Du et al., 2018). Wykazano takze, ze liczba komorek PV w lewej korze OFC ro$nie
U samic myszy pomi¢dzy okresem dojrzewania a okresem dorostosci (Du et al., 2018). Nie
przeprowadzono natomiast badan, ktore pokazywalyby, jakie zmiany w liczbie komoérek PV
i CAL wystepuja w czasie dojrzewania w OFC u samcow myszy. Brak rowniez danych
na temat zmian w komoérkach CAL u samic, zarowno w OFC jak i PFC. Dlatego w niniejsze;j
pracy postanowiono zbada¢ zmiany w liczbie komorek PV 1 CAL u obu plci, w obu

omawianych strukturach mézgu (PFC i OFC).

Pozostaja takze niejasnosci w zakresie zmian zachodzacych miedzy poczatkowym
a koncowym okresem dojrzewania. W cytowanych pracach najczesciej badano jeden moment
podczas dojrzewania. Nie zbadano potencjalnych réznic pomigdzy wczesnym, srodkowym
a p6znym etapem dojrzewania. Wiadomo, ze zmiany behawioralne i hormonalne zachodzace
w organizmie w okresie dojrzewania sig dynamiczne i czgsto majg skomplikowany przebieg
(Bell, 2018; Harda et al., 2023; Larson & Richards, 1991; Lin & Wilbrecht, 2021). Dodatkowo
wiemy, ze rozw0] mézgu w okresie dojrzewania przebiega inacze] w zalezno$ci od plci.
Dlatego w niniejszej pracy zbadano liczbe komoérek PV i CAL w czterech punktach wiekowych

(wczesny, srodkowy 1 pozny etap dojrzewania oraz dorosto$¢) u myszy obu pici.
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2. Cel 1 zatozenia pracy

Celem niniejszej pracy dyplomowej bylo zbadanie zmian liczby komorek uktadu
GABAergicznego zachodzacych w czasie dojrzewania u myszy obu pici. Uznano za celowe
zbadanie dwoch typoéw komodrek hamujacych: komorek wyrazajacych PV lub CAL. Skupiono
si¢ na dwoch obszarach moézgu: OFC oraz PFC. Przebadano myszy z zachowaniem
rozdzielczos$ci czasowe] pozwalajace] wykry¢ zmiany strukturalne w korze moézgowej

wystepujgce W czasie dojrzewania.

3. Materiaty 1 metody

3.1 Zwierzeta doswiadczalne

W badaniach wykorzystano myszy C57BL/6 (n=63) pochodzace z hodowli Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Zwierzeta odstawiano
od matki w wieku 27-28 dni. Po odstawieniu trzymano myszy w grupach rodzenstwa tej samej
pici, po 2-3 osobniki na klatke, z wolnym dostgpem do pokarmu (Labofeed H, WPiK)
oraz wody. W zwierzetarni utrzymywano state warunki os$wietlenia (cykl 12 godz.
Swiatto/ciemno$é, 7:00-19:00) i temperatury (22 +2 °C). Myszy zostaly podzielone na 4 grupy
wiekowe obejmujgce wczesny (okoto 32 dni), srodkowy (38 dni) i pézny (43 dni) okres
dojrzewania pitciowego oraz okres dorostosci (72 dni) (Bell, 2018). Szczegbtowy wykaz
zwierzat wykorzystanych w badaniu przedstawiono w Tabeli 1. Wszystkie do§wiadczenia byty
wykonywane zgodnie z obowigzujagcymi przepisami w zakresie ochrony zwierzat

wykorzystywanych do celéw naukowych.
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Tabela 1 - Wykaz zwierzat wykorzystanych do badan z podzialem na pleé

Wiek osobnika[dni] Waga osobnika [g] Waga jader [mg]
Grupa .
Pleé wiekowa L|cz.ba}
dni osobnikow
[dni] ] Blad ] Blad ] Blad
Przedzial | Srednia | standardowy | Srednia | standardowy | Srednia | standardowy
Sredniej Sredniej Sredniej
=32 7 33-34 33,3 0,19 16,67 0,60 106,23 4,98
Samce ~38 9 35-40 37,6 0,58 18,76 0,52 125,46 5,19
=43 6 42-43 42,7 0,21 19,92 0,34 134,23 5,34
=72 7 70-74 72 0,72 25,73 0,77 179,8 2,91
=32 7 31-33 32,4 0,34 13,94 0,59 b.d. b.d.
Sami =38 13 35-39 36,8 0,43 15,88 0,44 b.d. b.d.
amice
=43 7 42-44 43,1 0,34 16,54 0,56 b.d. b.d.
=72 7 70-75 71,9 0,83 19,67 0,52 b.d. b.d.

3.2 Barwienie immunofluorescencyjne

Myszy usmiercono dootrzewnowym zastrzykiem letalnej dawki mieszanki
pentobarbitalu sodu (133,3mg/ml) i pentobarbitalu (26,7 mg/ml; nazwa handlowa Morbital,
producent Biowet Putawy), uzywajac 100 ml roztworu na mysz. Nastgpnie wykonano perfuzje,
poczatkowo buforowanym fizjologicznym roztworem soli (PBS, sktad: NaCl — 1,37 M, KCI —
27mM, NaxHPOs — 100 mM, KH2POs — 20mM; Serva, pH 7,4, 50 ml), a nastepnie 4%
(wag./obj.) roztworem paraformaldehydu, (Carl Roth, 50 ml). Roztwory byty schtodzone
do temperatury 4°C. Wyizolowane mozgi dodatkowo utrwalono w 4% roztworze
paraformaldehydu w temperaturze 4°C przez 24 godziny. Nastgpnie mozgi przetozono
do roztworu krioprotekcyjnego 1 (30% (wag./obj.) sacharoza, 0.01% NaNs w PBS) i trzymano
w nim az do opadnig¢cia na dno naczynia w 4°C. Po tym czasie mézgi pokrojono na kriostacie
(CM3050 S, Leica, temperatura komory: -20°C, temperatura preparatu: -10°C) w plaszczyznie
czotowej na skrawki o grubosci 50 pum. Skrawki przechowywano w temperaturze -20°C
w roztworze krioprotekcyjnym 2 (15% sacharoza (wag./obj.), 30% glikol etylenowy
(obj./obj.), 0,05% (wag./obj.) NaNz w PBS).

Do barwienia wybrano co czwarty skrawek (tacznie 8 skrawkow) z badanego
fragmentu mozgu (Bregma 2,34 mm — 0,38 mm). Przed barwieniem skrawki wyptukano w 5,5
ml PBS (3x6 min.). Nastepnie, w celu zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwciat,

skrawki inkubowano w 5,5 ml 5% roztworu surowicy koziej (z ang. normal goat serum, NGS)
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przez 30 minut (5% NGS, 0,1% TX-100 w PBS). Po blokowaniu skrawki wyptukano w 5,5 ml
PBS (3x6 min.). Nastepnic skrawki inkubowano przez noc ze Swoistymi przeciwciatami
pierwszorzedowymi (rozcienczenie przeciwciata 1:1000) wigzacymi si¢ do biatek PV, CAL
I GAD67 w roztworze takim samym jak roztwor uzyty do inkubacji z NGS. Szczegdtowy spis

przeciwcial uzytych do procedury znajduje si¢ w Tabeli 2.

Tabela 2 - Spis przeciwcial uzytych do barwienia immunofluorescencyjnego

Przeciwciala

pierwszorzedowe

Nazwa -

przeciwciala Gatunek gospodarza Producent Nr katalogowy Stezenie

Anty-CR kawia domowa SWANT CRgp7 1:1000

Anty-PV krolik SWANT PV27 1:1000
Merck

Anty-GADG67 mysz Sigma- MAB5406 1:1000
Aldrich

Przeciwciala

drugorzedowe

Nazw:a . Fluorochrom Producent Nr katalogowy Stezenie

przeciwciala

Anty-kawiowe Alexa Fluor 647 Invitrogen 2446026 1:500

Anty-krolicze Alexa Fluor 488 Invitrogen 2420731 1:500

Anty-mysie Alexa Fluor 555 Invitrogen 2418520 1:500

Po uptywie nocy skrawki wyptukano w 5,5 ml PBS (3x6 min.), a nastepnie inkubowano
z przeciwcialami drugorzedowymi (w roztworze o rozcienczeniu przeciwciata 1:500 w 1 ml
PBS) przez 2 godziny. Skrawki ponownie wyptukano w 5,5 ml PBS (3x6 min.), natlozono
na szkietka podstawowe (Menzel Gléser, SuperFrost® Plus, producent Thermo Scientific) przy
pomocy pedzelka i1 przykryto medium (ProLong Glass Antifade Mountant, Invitrogen).
Wszystkie opisane wyzej procedury przeprowadzano w temperaturze pokojowej a Spis
przeciwcial uzytych do procedur zawarto w Tabeli 2.
Barwienia immunofluorescencyjne zostaly podzielone na trzy tury, z ktorych kazda zawierata
réwne proporcje myszy z poszczegdlnych grup wiekowych. W turze pierwszej zostaty poddane
barwieniu tylko samice (10 zwierzat), w drugiej samce (15 zwierzat), w trzeciej obie picie (38

zwierzat).



3.3 Obrazowanie mikroskopowe

Obrazowanie przeprowadzono z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego
LeicaTCS SP8 WLL; obiektyw HC PL APO CS2 20x/0.75 DRY, przy uzyciu
oprogramowania Leica Application Suite X (wersja 3.5.7.23225). Czgstotliwos¢ skanowana
obrazu 400 Hz, dwukierunkowa w osi X; usrednianie liniowe sygnatu:3; powigkszanie cyfrowe
1. Cyfrowy format obrazu wynosit 2048x2048 piksela i fizycznej wielkosci piksela
284x284 nm.

W celu wzbudzenia fluoroforow uzyto $wiatta laserowego o dtugosci fali 499 nm
(Alexa Fluor 488), 553 nm (Alexa Fluor 555) oraz 653 nm (Alexa Fluor 647). Zdjecia
mikroskopowe rejestrowano sekwencyjnie: Alexa Fluor 488 i Alexa Fluor 647 w sekwencji
pierwszej, Alexa Fluor 555 w sekwencji drugiej, aby unikna¢ efektu naciekania kanatow emisji
fluorescencji. Do detekcji sygnatu uzyto trzech spektralnych detektoréw hybrydowych (HyD)
w zakresach 470-476 nm (Alexa Fluor 488), 507-566 nm (Alexa Fluor 555) oraz 664-700 nm
(Alexa Fluor 647). Obrazy mikroskopowe OFC (Bregma 2,34mm — 1,98mm) oraz PFC
(Bregma 2,10mm — 0,38mm) wykonywano w najlepszej plaszczyznie ostroSci w osi Z.
Do ustalenia miejsc obrazowania postuzono si¢ atlasem mozgu mysiego Paxinosa (Paxinos &

Franklin, 2001). Schemat miejsc obrazowania zostaty przedstawione na Rycinie 1.
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Rycina 1 - Przykladowy obszar obrazowania

A. — Obszar kory orbitofrontalnej (OFC): LO — boczna kora oczodotowa, ang. lateral orbital cortex; VO — brzuszna
kora oczodotowa, ang. ventral orbital cortex; B. — Obszar kory przedczotowej (PFC): Cgl — kora zakretu obreczy,
obszar 1, ang. cingulate cortex, area 1; Cg2 — kora zakretu obreczy, obszar 2, ang. cingulate cortex, area 2; Zielone
kwadraty obrazuja miejsca wykonywania zdjg¢ mikroskopowych. Rycina zawiera obrazy z atlasu mozgu myszy
Paxinosa (Paxinos & Franklin, 2001)
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3.4 Analiza obrazow mikroskopowych

Do przeprowadzenia automatycznej analizy liczby komorek wykorzystano skrypt
napisany w programie FIJI (Fiji Is Just ImageJ, 1.53t; Wayne Rasband and contributors,
National Institutes of Health, USA Schindelin et al., 2019). Obrazy mikroskopowe poddano
automatycznej korekcji jasno$ci oraz kontrastu. Do detekcji oraz liczenia komorek uzyto
funkcji Analyze particles. Komoérke zdefiniowano jako obiekt o owalnosci w przedziale 0.00 —
1.00 oraz o wielkosci odpowiednio: 25-700 um dla PV, 45-500 um dla CAL, oraz 50-500 um
dla GADG67. Kanat 3, zawierajacy komorki wyrazajace GADG67 nie zostal uwzglgdniony
w dalszych analizach. Jednakze warto wspomnie¢, ze wstgpna analiza wykonana przez
eksperymentatora wykazata, ze zarbwno komoérki PV jak i CAL kolokalizujg z GAD67. Skrypt
dostepny jest na platformie GitHub (https://github.com/chOlina/Changes-in-the-GABAergic-

system-in-the-frontal-cortex-in-female-and-male-mice-during-
adolescence/blob/a96795cbca8427b8756a7a62086ff339abc7494a/FIJ1_script ).

3.5 Analiza statystyczna

Pierwszy etap analizy danych wykonano przy uzyciu skryptu w R (R Statistical
Software, wersja 4.2.1, https://github.com/chOlina/Changes-in-the-GABAergic-system-in-the-

frontal-cortex-in-female-and-male-mice-during-
adolescence/blob/88395b41f865a9bef04f854b28960cce812f1a75/R_script ), ktdrego autorami

sg prof. dr hab. Jan Manuel Rodriguez Parkitna oraz dr Matgorzata Borczyk. Liczbe komorek
widocznych na jednym zdjgciu mikroskopowym poddano normalizacji z wzgledu na obszar
analizowany. Podczas przygotowywania preparatow czg$¢ skrawkow ulegla uszkodzeniu
przez co koniecznym byto dostosowanie obszaru poddawanego dalszym analizom tak, aby nie
obejmowat on miejsc uszkodzonych (z ang. region of intrest; ROI, liczba zdje¢ poddanych
normalizacji — 792 na 3324, tj. 24%, pozostate zdjecia analizowano w cato$ci). Nastepnie
wykonano test na warto$ci odstajace na poziomie zdje¢ w grupach myszy z tej samej pici,
grupy wiekowej oraz tury barwienia (iteracyjny test Grubbsa, kryterium iteracji ustalono jako
p > 0,05). Wartosci odstajace wykluczono z dalszych etapow analizy (15 zdjeg¢ samic, 2 zdjecia
samcow; lacznie 17). Wykonano test Shapiro-Wilka oraz test Levene’a. Niniejsze testy
przeprowadzono poniewaz ANOVA jest testem wymagajagcym zalozenia normalnosci
rozkladu 1 homogennosci wariancji. Zatozenia te zostaty spetnione w zwigzku z czym analize
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statystyczng przeprowadzonO za pomocg analizy wariancji i testu Tukey’a post hoc. Dla
wszystkich testow jako prog znamiennosci przyjeto p < 0.05. Jednoczynnikowa analiza
wariancji w wiekszosci zmiennych wykazala istotny wplyw tury barwienia. Szczegdtowe
wyniki analizy przedstawione zostaly w Tabeli 3. Z tego powodu postanowiono
znormalizowaé wszystkie wyniki zwierzat pierwszej oraz drugiej tury barwienia wzgledem
trzeciej tury barwienia mnozac je przez iloraz migedzy $rednia liczbg komorek odpowiednich

tur barwien przyjmujac trzecig tur¢ barwienia jako punkt odniesienia.

Tabela 3 - Analiza wariancji wplywu tury barwienia

Wartos¢ Wartos¢ Normalizowana Iloraz uzyty do

Pleé Struktura Bialko

F p tura barwienia  normalizacji
OFC PV 1,2524 | 0,2742 1 0,8425
PFC PV 1,4658 | 0,2369 1 1,1331
Samice OFC CAL | 5,3384 | 0,0298' 1 0,7456
PFC CAL | 11,3237 | 0,0024 1 0,7695
OFC GADG67| 6,0715 | 0,0213 1 1,4579
PFC GADG67| 5,6482 | 0,0251 1 1,4362
OFC PV | 11,7162 | 0,0029 2 1,4290
PFC PV 8,1657 | 0,0094 2 1,2001
OFC CAL | 08754 | 0,3612 2 1,1185
~ U TpRC | CAL | 7,2991 | 0,0134 2 1,2245
OFC GADG67| 0,6404 | 0,4335 2 1,1061
PFC GADG67| 0,5097 | 0,4831 2 0,9142

"Pogrubione warto$ci w tabeli sa istotne statystycznie (p < 0,05).

Kolejne etapy analizy statystycznej zostaly wykonane w programie GraphPad Prism
10.2.3. Zidentyfikowano osobniki odstajace za pomoca testu Grubbsa (wykryto 3 wartosci
dla samic, 2 dla samcow). Wartos$ci te zostaly wykluczone z dalszych analiz. Nastepnie, w celu
zbadania wptywu wieku na liczbe komoérek przeprowadzono jednoczynnikowg analize
wariancji oraz post-hoc test Tukey’a dla przypadkow gdzie jednoczynnikowa analiza wariancji
wykazata istotno$¢ statystyczng. We wszystkich analizach jako Kryterium istotno$ci

statystycznej przyjeto p < 0,05.
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4. Wyniki

4.1 Procedura wyboru optymalnych ustawien w programie Fiji

Podczas badania wykorzystano tacznie 63 zwierzeta. Podczas analizy mikroskopowej
skrawkow moézgu zwierzat wygenerowano lacznie 3324 zdjg¢. Ponizej, na Rycinie 2 (PFC)
oraz Rycinie 3 (OFC) przedstawiono przyktadowe zdjecia pochodzace ze skrawkow moézgu
zwierzat nalezgcych do kazdej grupy wiekowej. Obrazy w dwoch pierwszych kolumnach
przedstawiaja jeden kanat zdjecia (PV lub CAL), obrazy zamieszczone w ostatniej kolumnie
przedstawiaja potaczenie obu tych kanatéw (PV + CAL). Zdjecia z obu struktur mézgowych

Z tej samej grupy wiekowej pochodzg od tego samego zwierzecia.
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Struktura moézgu - PFC

PV CAL PV+CAL

Grupa wiekowa (dzien zycia myszy)

Rycina 2 - Przykladowe zdjecia poddane analizie liczby komoérek wyrazajacych PV lub CAL pochodzace z PFC.

Na rycinie przestawiono zdjecia zawierajace komérki wyrazajace PV (po lewej), komorki wyrazajagce CAL (na $rodku) oraz
potaczenia obu zdje¢ razem (po prawej, PV+CAL). Zdjecia pochodza od myszy z kazdej grupy wiekowej (grupa 1 — 32 dzien
zycia, grupa 2 — 38 dzien zycia, grupa 3 — 43 dzien zycia, grupa 4 — 72 dzien zycia). Na zdjeciach widoczny jest brak
kolokalizacji migdzy oboma typami komoérek. Skala umieszczona na zdjgciach pokazuje odlegtosé 100 um.
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Grupa wickowa (dzien zycia myszy)

Struktura mézgu - OFC
PV CAL PV+CAL

32

100 ym 100 ym
38

100 pm

43

72 ‘
100 pm

Rycina 3 - Przykladowe zdjecia poddane analizie liczby komoérek wyrazajacych PV lub CAL pochodzace z OFC.
Na rycinie przestawiono zdjecia zawierajace komorki wyrazajace PV (po lewej), komorki wyrazajace CAL (na $rodku) oraz
potaczenia obu zdje¢ razem (po prawej, PV+CAL). Zdjecia pochodza od myszy z kazdej grupy wiekowej (grupa 1 — 32
dzien zycia, grupa 2 — 38 dzien zycia, grupa 3 — 43 dzief zycia, grupa 4 — 72 dzien zycia). Na zdjeciach widoczny jest brak
kolokalizacji migdzy oboma typami komorek. Skala umieszczona na zdjgciach pokazuje odlegtos¢ 100 um.
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Z powodu duzej liczby danych postanowiono, ze do analizy liczby komorek
wyrazajacych PV lub CAL konieczne jest napisanie oraz uzycie autorskiego skryptu
w programie Fiji. W celu ustalenia optymalnych ustawien wykorzystywanych do analizy
liczby komorek wyrazajacych PV lub CAL wybrano treningowy zbior zdjgé po 14 zwierzat
sposrod kazdej tury barwienia (w przypadku trzeciej tury barwienia obejmujacej obie plcie
wybrano 7 samic 1 7 samcoéw). Nastepnie wybrano po 7 zdje¢ mikroskopowych z dwoéch
struktur: OFC oraz PFC. Kazde zdjgcie pochodzito od innego zwierzecia. W tak utworzonym
zbiorze treningowym recznie dostosowano poziom kontrastu, jasnosci, punktu odcigcia
oraz zakresu wielko$ci komoérki do kazdego ze zdje¢ indywidualnie. Nastepnie policzono
liczby komorek wyrazajacych PV lub CAL przy uzyciu funkcji Analyze Particles. WyniKki
analizy liczby komorek zliczonych przez eksperymentatora zostaty przedstawione w aneksie
(Tabela 12 oraz Tabela 13).

Usrednione warto$ci kontrastu, jasnosci, punktu odcigcia oraz zakresu wielkosci
komoérki pochodzace z manualnej analizy kazdego ze zdje¢ ze zbioru treningowego
zaimplementowano w skrypcie Fiji. Parametry te zostalty zamieszczone w Tabeli 4 oraz
Tabeli 5.

Tabela 4 - Srednie warto$ci ustawien dla zbioru treningowego (PV)

] ] Odchylenie Odchylenie
2z Odchylenie OByl Punkt |standardowe | Punkt |standardowe | Rozmiar
Tura |Jasnos¢ | standardowe | Kontrast | standardowe . e .
barwienia| PV [Jasnosé v/ [Kontrast odciecia [Punkt odciecia [Punkt komorki
PV] PV] XPV | odcigciaX | Y PV | odcigcia Y PV
PV] PV]
21,86 12,17 91,36 35,08 117,86 10,72 252,86 7,73 20-700
27,14 10,76 103,36 38,24 142,93 35,72 255,00 0,00 25-700
49,21 29,22 121,14 38,33 182,50 54,05 255,00 0,00 25-700
Tabela 5 - Srednie warto$ci ustawien dla zbioru treningowego (CAL)
n 8 Odchylenie Odchylenie
o ORI Oalamentz Punkt |standardowe | Punkt | standardowe | Rozmiar
Tura | Jasnos¢ | standardowe | Kontrast | standardowe . . o
barwienia| CAL Mol CAL [Kontrast odciecia [Punkt odciecia [Punkt komorki
CAL] CAL] X CAL | odcigcia X | Y CAL | odciecia Y CAL
CAL] CAL]
48,79 18,56 138,71 27,08 123,36 10,26 255,00 0,00 35-500
25,93 7,34 103,00 18,63 110,21 18,49 255,00 0,00 45-500
51,86 30,52 118,07 41,20 167,86 49,49 255,00 0,00 45-500
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Zauwazono, ze Srednie warto$ci jasnosci, kontrastu, punku odciecia (X; Y) oraz zakresu
wielkosci komorki réznity si¢ zard6wno miedzy turami barwienia jak 1 mig¢dzy kanatami
(wartosci dla komoérek wyrazajacych PV byly inne niz wartosci dla komorek wyrazajacych
CAL). Z tego powodu w skrypcie przyjeto rozne wartosci optymalne dla kazdej tury barwienia

oraz kazdego kanatéw. Parametry uzyte w analizie 1 zostaly zamieszczone w Tabeli 6 oraz
Tabeli 7.

Tabela 6 - Parametry w analizie 1 (PV)

az Punkt Punkt Rozmiar
Tura |Jasnos¢ | Kontrast . S ‘o
barwienia| PV v/ odciecia X | odcigeia Y | komorki
PV PV PV
22 91 118 253 20-700
27 103 143 255 25-700
49 121 183 255 25-700
Tabela 7 - Parametry w analizie 1 (CAL)
Tura |Jasnos¢ | Kontrast P.u nI§t P.u nI§t ROZ”,“aY
barwienia | CAL CAL odciecia X | odcigcia Y | komorki
CAL CAL CAL
49 139 123 255 35-500
26 103 110 255 45-500
52 118 168 255 45-500

Postanowiono zweryfikowa¢ podobienstwo wynikéw powstatych podczas liczenia
komorek przez eksperymentatora a liczenia komorek za pomoca skryptu podczas analizy 1.
W tym celu wykonano analize korelacji. Wyniki analizy zostaty przedstawione na Rycinie 4.
Wspotezynnik korelacji miedzy analizami wynosit: w przypadku PV: R? = 0,012 (p = 0,4899);
w przypadku CAL: R? = 0,09237 (p = 0,0504).
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Rycina 4 - Analiza korelacji miedzy liczba komérek wyrazajacych PV lub CAL uzyskanych drogg analizy wykonanej
przez eksperymentatora a liczbag komorek wyrazajacych PV lub CAL generowanych podczas analizy 1 (zbiér
treningowy).

A. Analiza korelacji liczby komorek wyrazajacych PV; na osi X — liczba komérek PV policzonych przez eksperymentatora,
na osi Y — liczba komorek PV policzona w analizie 1; czerwone kropki pokazuja liczb¢ komorek dla pojedynczego zdjecia;
czarna linia jest linig regresji, R? = 0,012, (p = 0,4899); B. Analiza korelacji liczby komérek wyrazajacych CAL: na osi X —
liczba komorek CAL policzonych przez eksperymentatora, na osi Y — liczba komdrek CAL policzona w analizie 1; zielone
kropki pokazuja liczbe komoérek dla pojedynczego zdjecia; czarna linia jest linig regresji, R? = 0,09237 (p = 0,0504).

Analizy korelacji wykazata znikoma zgodno$¢ migdzy analiza wykonang przez
eksperymentatora a analiza 1 (PV: R? = 0,012; CAL: R? = 0,09237). Z tego powodu
postanowiono sprawdzi¢ czy dodanie do skryptu automatycznego sposobu wybierania warto$ci
jasnosci oraz kontrastu dla kazdego ze zdjg¢ oddzielnie poprawi doktadnos¢ jego dziatania
(analiza 2). Dzigki temu mozliwe byto uzycie tych samych ustawien do catego zbioru zdjg¢
bez wzgledu na turg barwienia, z ktérego dane zdjecie pochodzito. Parametry punktoéw odcigcia
wykorzystane do przeprowadzenia analizy przy uzyciu skryptu automatycznie
dostosowujacego jasnos¢ oraz kontrast do kazdego ze zdje¢ oddzielnie (PV: X = 148; Y = 255;
CAL: X =161; Y = 255) oraz wielkosci komorki (PV: 25 - 700; CAL: 45 - 500) oparte byly
na S$rednich wartosciach ustawien analizy przeprowadzonej przez eksperymentatora.
Wyniki liczby komoérek wyrazajacych PV lub CAL uzyskane przy uzyciu skryptu podczas
analizy 2 oraz liczby komorek wyrazajacych PV lub CAL policzonych przez eksperymentatora
zostaly poddane analizie korelacji (Rycina 5). Wspoétczynnik korelacji migdzy analizami
wynosil: w przypadku PV: R? = 0,5966; w przypadku CAL: R? = 0,5602.
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Rycina 5 —Analiza korelacji miedzy liczba komérek wyrazajacych PV oraz CAL uzyskanych droga analizy wykonanej
przez eksperymentatora a liczba komérek wyrazajacych PV oraz CAL generowanych podczas analizy 2 (zbior
treningowy).

A. Analiza korelacji liczby komorek wyrazajacych PV; na osi X — liczba komoérek PV policzonych przez eksperymentatora,
na osi Y — liczba komorek PV policzona w analizie 1; czerwone kropki pokazuja liczb¢ komorek dla pojedynczego zdjecia;
czarna linia jest linig regresji, R? = 0,5966, (p < 0,0001); B. Analiza korelacji liczby komérek wyrazajacych CAL; na osi X —
liczba komorek CAL policzonych przez eksperymentatora, na osi Y — liczba komdrek CAL policzona w analizie 1; zielone
kropki pokazuja liczbe komérek dla pojedynczego zdjecia; czarna linia jest linig regresji, R? = 0,5602, (p < 0,0001).

Zauwazono, ze korelacja wynikow analizy 2 z wynikami analizy manualnej jest
znacznie silniejsza niz w przypadku analizy 1 (analiza 2: PV: R?=0,5966, CAL: R? = 0,5602).
Z tego powodu do dalszych analiz postanowiono wykorzysta¢ skrypt liczacy komorki
wyrazajace PV lub CAL poprzez automatyczne dostosowanie jasnosci oraz kontrastu

do kazdego ze zdje¢ oddzielnie.

Nastepnym etapem majacym na celu ostateczng werytikacje prawidtowego dziatania
skryptu uzytego do analizy 2 bylo utworzenie drugiego, testowego zbioru zdjgé. W sposob
analogiczny do tworzenia zbioru treningowego wybrano po 14 zwierzat Sposrod kazdej tury
barwienia (innych niz te zawarte w zbiorze treningowym). Nastgpnie wybrano po 7 zdjec
mikroskopowych dwoch struktur: OFC oraz PFC. Zadbano o to, aby kazde zdjecie pochodzito
od innego zwierzgcia. Porownano liczby komorek wyrazajacych PV lub CAL uzyskane
na drodze analizy manualnej z wynikami wygenerowanymi z wykorzystaniem skryptu uzytego
w analizie 2 (automatyczne parametry jasno$ci i kontrastu, analiza 2”). W celu weryfikacji
poprawnosci skryptu na zbiorze testowym wykonano analize¢ korelacji (Rycina 6).
Wspolczynnik korelacji miedzy analizami wynosit: w przypadku PV: R? = 0,7552 (p < 0,0001);
w przypadku CAL: R? = 0,6341 (p < 0,0001).
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Rycina 6 - Analiza korelacji miedzy liczba komérek wyrazajacych PV oraz CAL uzyskanych drogg analizy wykonanej
przez eksperymentatora a liczba komérek wyrazajacych PV oraz CAL generowanych podczas analizy 2’ zbiér
testowy).

A. Analiza korelacji liczby komorek wyrazajacych PV; na osi X — liczba komérek PV policzonych przez eksperymentatora,
na osi Y — liczba komorek PV policzona w analizie 1; czerwone kropki pokazujg liczb¢ komérek dla pojedynczego zdjecia;
czarna linia jest linig regresji, R? = 0,7552, (p < 0,0001); B. Analiza korelacji liczby komérek wyrazajacych CAL: na osi Y —
liczba komdrek CAL policzona w analizie 1; zielone kropki pokazuja liczb¢ komorek dla pojedynczego zdjecia; czarna linia
jest linig regresji, R?=0,6341, (p < 0,0001).

Wyniki analizy korelacji migdzy liczba komorek wyrazajacych PV lub CAL
uzyskanych droga analizy wykonanej przez eksperymentatora a liczba komoérek wyrazajacych
PV lub CAL generowanych podczas analizy automatycznej 2’ przeprowadzone na zbiorze
testowym potwierdzity wystarczajaca rzetelnos¢ skryptu. Na podstawie wykonanych analiz,
ostateczne parametry do automatycznych obliczen liczby komoérek wyrazajacych PV lub CAL
zostaly przyjete jako: PV — wielko$¢ komorki: 25 - 700, punkt odciecia: 148 - 255; CAL —
wielko$¢ komorki: 45 - 500, punkt odciecia: 161 - 255.

4.2 Zmiany liczby komorek uktadu GABAergicznego zalezne od wieku

W celu uzyskania informacji dotyczacej zmian liczby komoérek wyrazajacych PV
lub CAL u samic i samcow myszy W czasie dojrzewania przeanalizowano lacznie 3324 zdjecia.
Analizowane zdjecia pochodzily z dwéch struktur mézgowych: PFC oraz OFC. Srednia liczba
zdje¢ pochodzacych z tej samej struktury u tej samej myszy wynosita odpowiednio: PFC —
12,03 (SEM = 0.52); OFC — 5,56 (SEM = 0,55). Wszystkie zdjecia przeanalizowano
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Parwalbumina

przy uzyciu skryptu liczgcego komorki w Fiji. Wstepng obrobke danych wykonano za pomoca
skryptu w R. Nastepnie przeprowadzono analize statystyczng w programie GraphPad Prism
10.2.3. Szczegélowy opis dzialania skryptdow zamieszczony jest w rozdziale

Materialy i metody.

U samic nie zaobserwowano zwigzanych z wiekiem znamiennych réznic w liczbie
komorek PV ani w PFC jak i w OFC (Rycina 7A, C). U samcow w PFC wykryto zmiany
zachodzace stopniowo wraz z dojrzewaniem myszy (Rycina 7B). W 32 dniu zycia $rednia
liczba komorek wyrazajagcych PV byla najnizsza, w 72 dniu zycia liczba komorek
wyrazajacych PV byta najwyzsza. Migdzy tymi punktami wiekowymi zaobserwowano
znamienng roznice (ANOVA: Fz25=4,235, p = 0,015, test post hoc Tukey’a, grupa 32 vs grupa
72, p = 0,0082). W przypadku OFC u samcoéw nie zaobserwowano znamiennych roznic
pomigdzy grupami wiekowymi (Rycina 7D). Szczegdétowe wyniki analizy statystycznej

znajduja si¢ w aneksie w Tabeli 8 oraz w Tabeli 10.

Samice Samce Samice Samce
A B. C D
50+ 50 50 50
401 40 S 40 40
- fL"4 X X
[ [ © o ‘
S 301 S 30 S 30 S 30
: : X : 5 T
R X X< ® X p %
@ © 3] ©
§201 = F 5 3 820 - F 8 20 : 820
E I+ 87 FT ¥z & e ¥
®
104 10 10 10
n=6 n=13 n=6 n=7 n=7 n=9 n=6 n=7 n=7n=12 n=6 n=6 n=7 n=9 n=5 n=6
§ . ol — y ol ol————r——
32 38 43 72 32 38 43 72 32 38 43 72 32 38 43 72
wiek [dni] wiek [dni] wiek [dni] wiek [dni]

Rycina 7 - Wyniki analizy liczby komoérek wyrazajacych PV u samcéw i samic myszy w okresie dojrzewania
Na wykresach zaznaczona jest srednia liczba komorek wyrazajgcych PV dla kazdej myszy, $rednia liczba komorek
zwierzat nalezacych do tej samej grupy wiekowej oraz warto$¢ SEM (stupki btedow). Na osi X przedstawiony jest
sredni wiek zwierzat bioracych udzial w badaniu w poszczegolnych grupach wickowych. O$ Y przedstawia liczbe
komorek PV. Warto$¢ ,,n” oznacza liczebno$¢ kazdej z grup. Symbol ,,*”” wskazuje na p < 0,05, ,,**” nap <0.01 w
tescie Tukey’a. Punkt w kolorze rozowym oznaczajg liczbe komorek wyrazajacych PV u pojedynczej samicy, punkt
0 kolorze niebieskim — liczba komoérek wyrazajacych PV u pojedynczego samca.

W przypadku komoérek wyrazajacych CAL u samic, podobnie jak w przypadku
komorek wyrazajacych PV, nie zaobserwowano zwigzanych z wiekiem znamiennych rdznic

W liczbie komorek zaréwno w PFC jak i w OFC (Rycina 8E,G). Natomiast u samcéw w PFC
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Kalretynina

wykryto wzrost liczby komorek wyrazajagcych CAL zwigzany z wiekiem. Liczba komorek
wyrazajacych CAL byta wyzsza u zwierzat w 72 dniu Zycia niz we wszystkich pozostatych
grupach wiekowych (Rycina 8F; ANOVA: Fz 25 = 5,287, p = 0,0058, test post hoc Tukey’a,
grupa 32 vs grupa 72, p = 0,0296, grupa 38 vs grupa 72, p = 0,0205, grupa 43 vs grupa 72, p =
0,0082). W OFC znamienna roznica wystepowata miedzy 43 dniem zycia a 72 dniem zycia
(Rycina 8, wykres H; ANOVA: Fz21 = 4,145, p = 0,0187, test post hoc Tukey’a, grupa 43 vs
grupa 72, p = 0,0194). Szczegdétowe wyniki analizy statystycznej znajduja si¢ w anecksie
w Tabeli 9 oraz Tabeli 11.
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Rycina 8 - Wyniki analizy liczby komorek wyrazajacych CAL u samcéw i samic myszy w okresie
dojrzewania.

Na wykresach zaznaczone jest srednia liczba komoérek wyrazajacych CAL dla kazdej myszy, $rednia liczba
komorek zwierzat nalezacych do tej samej grupy wiekowej oraz warto$¢ SEM (shupki bitedow). Na osi X
przedstawiony jest $redni wiek zwierzat bioracych udzial w badaniu. O§ Y przedstawia liczbe komorek CAL.
Warto$¢ ,,n” oznacza liczebnos$¢ kazdej z grup. Symbol ,,*” wskazuje na p < 0,05, ,,**” na p < 0.01 w teScie
Tukey’a. Punkt w kolorze r6zowym oznaczaja liczbe komorek wyrazajacych CAL u pojedynczej samicy, punkt
0 kolorze niebieskim — liczba komoérek wyrazajacych CAL u pojedynczego samca.

Podsumowujac, u samic nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w liczbie
komorek wyrazajacych PV lub CAL podczas dojrzewania ani w PFC, ani w OFC. Natomiast
u samcow w PFC wykryto stopniowy wzrost liczby komorek wyrazajacych PV, z najnizsza
liczba w 32 dniu Zycia i najwyzsza w 72 dniu Zycia. Zaleznos$¢ ta nie zostala zaobserwowana
dla komérek wyrazajacych PV w OFC. W przypadku komorek wyrazajacych CAL, u samcoéw

zaobserwowano ich wzrost w dorostosci w kazdej z badanych struktur.
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5. Dyskusja i wnioski

Celem niniejszej pracy dyplomowej byta analiza zmian w liczebno$ci komorek uktadu
GABAergicznego podczas dojrzewania u myszy obu ptci. Wyniki badan przeprowadzone
w ramach niniejszej pracy dyplomowej dostarczyly nam informacji na temat liczby komorek
PV oraz CAL w OFC i PFC w 4 punktach czasowych obejmujacych okres od wczesnego
dojrzewania az do dorostosci. Istotnie statystycznie zmiany zaobserwowano u samcow. Liczba
komorek wyrazajagcych PV w PFC wzrastala stopniowo wraz z dojrzewaniem myszy.
W przypadku komorek wyrazajacych CAL w obu badanych strukturach zaobserwowano ich
wzrost w dorostosci. U samic nie zaobserwowano istotnych zmian w liczbie komoérek w zadne;j

z badanych struktur moézgu.

W ramach niniejszej pracy dyplomowej u samcow myszy wykryto zachodzacy stopniowo
wzrost liczby komorek wyrazajacych PV w PFC. Pokrywa si¢ to z danymi literaturowymi
pochodzacymi z badan przeprowadzonych zarowno na myszach (Du et al., 2018)
jak i szczurach (Caballero et al., 2014). Fakt ten pozwala twierdzi¢, ze rozwdj komorek
wyrazajacych PV u samcéw szczurdw oraz myszy przebiega podobnie i jest porownywalny
miedzy gatunkami. Jednakze, nie zauwazono znamiennych réznic w liczbie komorek
wyrazajgcych PV u samic w zadnej z badanych struktur. Jest to wynik inny niz ten pochodzacy
z badan Du i wspotpracownikow, ktorzy zaobserwowali wzrost liczby tych komorek w PFC
(Du et al., 2018). Nalezy zauwazy¢, ze w badaniach Du i wspotpracownikow, w porownaniu
do opisywanych w niniejszej pracy badan, wystgpity istotne réznice metodologiczne, w tym
odmienna grubo$¢ skrawkoéw oraz metoda obrazowania. W naszych badaniach grubosé
skrawka wynosita 50 um gdzie u Du i wspolpracownikow wynosita 20 pm, a obrazy
mikroskopowe poddane analizie w naszych badaniach byly robione z uzyciem 20-krotnego
powickszenia gdzie w przypadku wczesniej cytowanych badan powigkszenie byto 10-krotne.
Dodatkowo samice myszy badane przez wczes$niej wspomniany zespot byty w konkretnej fazie
cyklu — proestrus, charakteryzujacej sie¢ wysokim stezeniem 17 B-estradiolu (E2, Wet et al.,
2011). W naszych badaniach nie wzigliSmy pod uwage fazy cyklu badanych samic.
Wiadomo, ze na komorki wyrazajace PV moga wptywac estrogeny. Mozliwe, ze ta roéznica
miedzy badaniami przeprowadzonymi w ramach niniejszej pracy dyplomowej a badaniami Du
i wspotpracownikow wptyneta na réznice w wynikach dotyczacych liczby komoérek PV

W konkretnych etapach dojrzewania ptciowego u samic.
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Dodatkowo zaobserwowany brak réznic w liczbie komoérek wyrazajacych PV w OFC
u samic stoi w sprzeczno$ci do wynikow uzyskanych przez Jeon i wspotpracownikéw (Jeon et
al., 2023). Badania Jeona i wspotpracownikow wskazaly na wzrost liczby komorek
wyrazajacych PV w lewej OFC podczas dojrzewania ptciowego, w prawej OFC tak znaczacych
statystycznie zmian nie zauwazono. Obserwowany byl jedynie wzrost liczby komorek
wyrazajacych PV miedzy okresem dzieciecym a dorostoscig. Opisane w niniejszej pracy
badania nie zawieraly rozroznienia migdzy stronami potkul moézgowych co moze byc
przyczyna nie wykrycia przez nas znaczacych zmian w liczebno$ci wyzej wskazanych
komorek. Dodatkowo, tutaj rowniez wystgpily roznice techniczne: w naszych badaniach
grubos$¢ skrawka wynosita 50 um natomiast w badaniach kierowanych przez Jeon wynosita 15
pm. Ponadto, w badaniach Jeon obszar ten byl prawie 4-krotnie mniejszy niz w naszych
badaniach (0,338 mm? vs. 0,09 mm?). Mozliwym jest, Zze ten fakt rowniez przyczynil sie

do niezgodnosci w wynikach pomigdzy oboma badaniami.

W przypadku komorek wyrazajacych CAL u samic, podobnie jak w przypadku komorek
wyrazajacych PV, nie zaobserwowano zwigzanych z wiekiem znamiennych réznic w liczbie
komorek ani w PFC ani w OFC. Obserwacja ta pokrywa si¢ z danymi literaturowymi (Du et
al., 2018). Natomiast u samcoéw w PFC wykryto wzrost liczby komorek wyrazajacych CAL
zwigzany z wiekiem. Dane literaturowe informujg jednak o spadku ekspresji CAL wraz
z dojrzewaniem osobnika (Caballero et al., 2014; Du et al., 2018). Z drugiej strony wspominajg
rowniez o wzroscie gestosci samych komoérek (Du et al., 2018). Mozliwym jest, ze wczesniej
raportowany wzrost gestosci komorek wyrazajacych CAL w naszych badaniach znalazt
odzwierciedlenie w wykrytej przez nas wigkszej liczbie komorek wyrazajacych CAL w PFC

oraz OFC u dorostych samcoéw w poréwnaniu do samcoéw bedacych w okresie dojrzewania.

W przyszto$ci mozna by rozwazy¢ przeprowadzenie podobnych badan z uwzglednieniem
informacji o stronie mozgu. W ramach niniejszych badan nie oznaczano konkretnej potkuli
moézgowej. Niemniej jednak, literatura wskazuje na mozliwos¢ istnienia réznic w liczbie
komorek PV pomigdzy pédtkulami mézgu. Na etapie planowania badan praca wykazujaca
istotne réznice miedzy potkulami nie byla jeszcze opublikowana (Jeon et al., 2023). W pracy
tej wykazano, ze u samic myszy obserwowany jest wzrost ekspresji komorek PV na przestrzeni
dojrzewania piciowego tylko w lewej OFC. Gdybysmy planowali badania obecnie,
dodatkowym zagadnieniem, ktére warto byloby uwzgledni¢, bytaby analiza ewentualnych
réznic w liczbie komorek wyrazajacych PV lub CAL pomigdzy potkulami moézgowymi

na przestrzeni catego okresu dojrzewania.
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Kolejnym kierunkiem badan, ktére mogg stanowi¢ kontynuacje niniejszej pracy,
jest analiza rozwojowych zmian w liczbie komorek wyrazajacych SST. Praca
Du i wspolpracownikow dostarczylta istotnych danych w tym zakresie, wykazujac znaczacy
wzrost ekspresji SST w PFC u myszy obu pici od 3 do 6 tygodnia zycia (Du et al., 2018).
Nalezy podkresli¢, ze autorzy wskazuja rowniez na istotne obnizenie ekspresji tego biatka w
okresie miedzy 6 a 12 tygodniem zycia myszy. Obecnie sg to jedyne badania analizujace
zmiany w ekspresji SST w okresie dojrzewania plciowego. Dotychczasowe obserwacje
wskazuja, ze zmiany dotyczace komoérek wyrazajacych SST wystepujace podczas adolescencji
sg dynamiczne. Poglebiona analiza tych zmian pozwoli na lepsze poznanie, w jaki sposob
moézg zmienia si¢ podczas dojrzewania oraz przyblizy odpowiedzi na pytania dotyczace
neuronalnych mechanizméw lezacych u podstaw zmian behawioralnych typowych dla tego

okresu rozwojowego.

Ostatnig propozycja dotyczaca Kierunku rozszerzenia badan przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy dyplomowej jest uwzglednienie fazy cyklu ptciowego u samic myszy. Obecnie
nie dysponujemy danymi dotyczacymi fazy cyklu, w ktorej znajdowaty si¢ badane przez nas
osobniki, co moze stanowic¢ istotny czynnik wplywajacy na interpretacj¢ uzyskanych wynikow.
Uwzglednienie tego aspektu mogtoby umozliwi¢ doktadniejsze odniesienie naszych badan
do wczesniej opublikowanych wynikow (Du et al., 2018). Ponadto, istnieje mozliwo$¢,
ze zaobserwowalibySmy zmiany w ekspresji PV u myszy w zaleznosci od fazy cyklu
plciowego, co mogloby stanowi¢ dodatkowy element analizy. Wprowadzenie takiej
modyfikacji pozwoliloby na bardziej precyzyjna interpretacj¢ wynikow przeprowadzonych
barwien oraz wyeliminowanie potencjalnie wpltywajacego na nie, niezidentyfikowanego

wczesniej czynnika, jakim jest faza cyklu ptciowego.

Dalsza eksploracja tematu zmian w ukladzie GABAergicznym podczas dojrzewania
wydaje si¢ uzasadniona. Wiadomo, ze sam uktad GABAergiczny podlega stalemu rozwojowi
w trakcie dojrzewania. Niemniej jednak, istnieje niewiele badan poswigconych zmianom
zachodzacym w tym okresie. Co wigcej, dostepne prace czesto traktujg okres dojrzewania
jako jednolita cato$¢. Wiadomym jest, ze podczas adolescencji obserwowane sg czgsto
nieliniowe zmiany w zachowaniu gryzoni (Harda et al., 2023) i ludzi (Larson & Richards,
1991). Aby doktadniej zbada¢ mozliwe moézgowe podtoze zmian behawioralnych
obserwowanych w okresie dojrzewania, konieczne jest jak najdoktadniejsze zrozumienie

natury tych zmian. Poznanie tych mechanizméw moze pozwoli¢ na weryfikacje prawidtowosci
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rozwoju osobnika juz na etapie dojrzewania, a ewentualne nieprawidtowosci mogltyby by¢

korygowane za pomocg farmakoterapii lub innych, obecnie jeszcze nieznanych metod.
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Aneks

Tabela 8 - Wyniki analizy ANOVA (PV)

Parwalbumina
Ple¢ Struktura F P L".:Zb,a
outlierow
Samice PFC 0,05198| 0,984 2
Samce PFC 4,235 | 0,015! 0
Samice OFC 0,4885 | 0,6932 1
Samce OFC 2,24 0,1107 0

'Pogrubione wartosci w tabeli s3 istotne statystycznie (p < 0,05).

Tabela 9 - Wyniki analizy ANOVA (CAL)

Kalretynina
Ple¢ Struktura F P L'(.:Zb,a
outlierow
Samice PFC 0,6252 0,6043 0
Samce PFC 5,287 0,00581 0
Samice OFC 0,6765 0,5737 0
Samce OFC 4,145 0,0187 2

1Pogrubione wartosci w tabeli sg istotne statystycznie (p < 0,05).

Tabela 10 - Wyniki testu post-hoc Tukey'a dla samcéw (PV)

Parwalbumina
Porownanie Struktura P
32 vs 38 PFC 0,6419
32vs 43 PFC 0,3137
32vs 72 PFC 0,0099!
38 vs 43 PFC 0,8844
38vs 72 PFC 0,0874
43 vs 72 PFC 0,4198

Pogrubione warto$ci w tabeli sg istotne statystycznie (p < 0,05).



Tabela 11 - Wyniki testu post hoc Tukey'a dla samcow (CAL)

Kalretynina
Porownanie Struktura P

32 vs 38 PFC >0,9999
32 vs 43 PFC 0,9093
32vs 72 PFC 0,02961
38 vs 43 PFC 0,888

38vs 72 PFC 0,0205
43 vs 72 PFC 0,0082
32 vs 38 OFC 0,5045
32 vs 43 OFC 0,7458
32vs 72 OFC 0,1233
38 vs 43 OFC 0,1054
38vs 72 OFC 0,708

43 vs 72 OFC 0,0194

Pogrubione wartosci w tabeli s3 istotne statystycznie (p < 0,05).
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Tabela 12 - Wyniki analizy manualnej liczby komérek wyrazajacych PV zdje¢ ze zbioru treningowego

Parwalbumina
. Punkt Punkt . Liczba
ba;\r/\Llji;ania Iderr:gzlzl;ator stlruar\?vell(ra Srtrr:,)lzgjura Strona | Jasno$¢ | Kontrast odc)iz;cia 0dc$;cia Eg;rgrlg korllal\(')/rek

1 F111 1 PFC L 16 78 108 225 10-500 26
1 F222 2 PFC R 63 204 111 255 10-500 18
1 F421 3 PFC L 13 73 109 255 10-500 24
1 F311 1 PFC L 16 78 111 255 10-500 31
1 F631 2 PFC R 21 73 118 255 30-500 37
1 F641 3 PFC L 22 103 107 255 10-500 29
1 F431 1 PFC L 16 65 123 255 15-500 18
1 F421 2 OFC L 16 78 114 255 10-500 40
1 F221 2 OFC R 18 101 124 255 20-500 32
1 F111 1 OFC L 24 72 149 255 20-700 34
1 F431 2 OFC L 13 78 118 255 10-500 3

1 F521 5 OFC R 18 57 126 255 10-500 29
1 F631 1 OFC L 21 107 109 255 20-500 22
1 F713 3 OFC R 29 112 123 255 10-500 41
2 M231 3 PFC L 13 117 111 255 10-500 40
2 M241 1 PFC R 16 78 132 255 10-500 34
2 M521 2 PFC L 26 73 128 255 20-500 32
2 M512 3 PFC L 31 167 161 255 20-500 23
2 M231 1 PFC R 21 75 112 255 10-500 25
2 M421 2 PFC R 26 148 115 255 10-500 26
2 M311 3 PFC L 44 156 120 255 10-500 23
2 M511 6 OFC L 26 86 155 255 30-500 37
2 M432 5 OFC R 37 146 147 255 20-500 31
2 M241 5 OFC R 52 106 220 255 20-500 16
2 M231 1 OFC R 18 62 156 255 10-500 16
2 M641 2 OFC R 32 112 128 255 20-500 26
2 M711 1 OFC R 18 88 99 255 10-500 20
2 M911 1 OFC L 20 33 217 255 10-500 12
3 F113 2 PFC L 16 65 123 255 10-500 20
3 F1211 3 PFC R 96 119 255 255 20-500 47
3 F1411 1 PFC L 13 156 103 255 10-500 52
3 M111 2 PFC L 37 156 137 255 10-500 52
3 M232 3 PFC R 55 148 138 255 10-500 12
3 M1513 1 PFC L 62 138 168 255 20-500 25
3 M522 3 PFC R 31 174 135 255 10-500 32
3 F2012 4 OFC L 31 185 132 255 10-500 17
3 F223 1 OFC L 23 103 197 255 10-700 44
3 F422 2 OFC R 102 124 255 255 30-500 24
3 F312 3 OFC R 29 93 206 255 20-500 40
3 M912 3 OFC R 94 96 255 255 20-500 74
3 M842 4 OFC L 65 67 255 255 20-500 52
3 M712 3 OFC R 35 72 196 255 50-500 20
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Tabela 13 - Wyniki analizy manualnej liczby komérek wyrazajacych CAL zdje¢ ze zbioru treningowego

Kalretynina
b Tu_ra_ |dentyfikator | Numer Strt{ktura Strona | Jasnos¢ | Kontrast odpgiglga ozgirz;lga ROZ”,"aT klc:;gf’)?:k
arwienia myszy skrawka | mozgu komorki
X Y CAL
1 F111 1 PFC L 59 196 128 255 20-500 31
1 F222 2 PFC R 101 141 128 255 20-500 3
1 F421 3 PFC L 36 120 128 255 20-500 16
1 F311 1 PFC L 26 133 131 255 20-500 14
1 F631 2 PFC R 42 169 112 255 15-500 14
1 F641 3 PFC L 57 174 123 255 15-500 21
1 F431 1 PFC L 47 101 123 255 20-500 10
1 F421 2 OFC L 48 96 128 255 10-500 20
1 F221 2 OFC R 36 143 117 255 15-500 11
1 F111 1 OFC L 57 134 149 255 20-700 22
1 F431 2 OFC L 63 117 124 255 20-500 11
1 F521 5 OFC R 23 133 105 255 20-500 13
1 F631 1 OFC L 49 160 111 255 10-300 17
1 F713 3 OFC R 39 125 120 255 10-500 7
2 M231 3 PFC L 37 133 126 255 10-500 15
2 M241 1 PFC R 23 104 105 255 10-500 16
2 M521 2 PFC L 23 107 103 255 15-500 13
2 M512 3 PFC L 29 99 118 255 20-500 4
2 M231 1 PFC R 26 109 79 255 10-500 13
2 M421 2 PFC R 16 76 147 255 20-500 46
2 M311 3 PFC L 37 122 115 255 10-500 9
2 M511 6 OFC L 16 120 109 255 20-500 11
2 M432 5 OFC R 38 88 124 255 20-500 5
2 M241 5 OFC R 23 81 105 255 10-500 14
2 M231 1 OFC R 24 135 83 255 10-500 11
2 M641 2 OFC R 24 101 83 255 20-500 1
2 M711 1 OFC R 31 86 120 255 20-500 18
2 M911 1 OFC L 16 81 126 255 20-500
3 F113 2 PFC L 23 83 161 255 20-500
3 F1211 3 PFC R 127 186 196 255 20-500 17
3 F1411 1 PFC L 29 143 121 255 10-500 20
3 M111 2 PFC L 61 141 134 255 20-500 6
3 M232 3 PFC R 18 159 112 255 10-500 12
3 M1513 1 PFC L 70 138 181 255 20-500 2
3 M522 3 PFC R 23 146 105 255 20-500 8
3 F2012 4 OFC L 57 152 155 255 20-500 12
3 F223 1 OFC L 13 138 112 255 20-500 1
3 F422 2 OFC R 84 111 165 255 20-700 16
3 F312 3 OFC R 47 62 164 255 20-500 8
3 M912 3 OFC R 83 85 255 255 20-500 9
3 M842 4 OFC L 47 54 255 255 20-500 8
3 M712 3 OFC R 44 55 234 255 20-500 6
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