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Streszczenie w jezyku polskim

Choroba Alzheimera (AD) jest postepujacym zaburzeniem neurodegeneracyjnym
wystepujacym w dwoch postaciach: rodzinnej (fAD) oraz sporadycznej (sAD). Posta¢ fAD
wywotywana jest przez mutacje w genach sprzyjajacych odkladaniu si¢ B-amyloidu (BA)
w moézgu i diagnozowana jest tylko u 5% pacjentéw z AD. Posta¢ sAD dotyczy az 95%
wszystkich o0s6b cierpigcych na AD, a przyczyny wystgpowania tej formy choroby sa
zréznicowane 1iobejmuja: kaskade (BA), neurozapalenie, stres oksydacyjny, zaburzenia
funkcjonowania szlakow insulinowych 1 drég cholinergicznych. W przebiegu AD
obserwowane sa liczne zmiany behawioralne tj. zaburzenia kognitywne, lekowe oraz
depresyjne, ktore sa nastepstwem akumulacji w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN)
dwoch patologicznych form biatek: blaszek starczych (zbudowanych z BA) oraz splatkow
neurofibrylarnych (zbudowanych z hiperufosforylowanego biatka tau). Zwierzecym modelem
sAD jest podanie streptozotocyny (STZ) do komor bocznych moézgu (ICV). W tym modelu
choroby obserwuje si¢ spadek metabolizmu glukozy, a to przyczynia si¢ do rozwini¢cia:
insulinoopornos$ci, spadku liczby neurondéw i1 zaktdocenia procesu neurogenezy, zaburzenia
funkcjonowania szlakéw cholinergicznych, obecnosci zlogéw PA, deficytow pamigci
przestrzennej oraz wystapienia zaburzen depresyjnych/lekowych. Jedna z substancji
przywracajacych fizjologiczne dzialanie szlakow insulinowych jest insulinopodobny czynnik
wzrostu-1 (IGF-1). Neurotrofina ta poprzez regulacj¢ metabolizmu glukozy korzystnie wptywa
na: neuroprotekcje, neurogenezg, neuroregeneracje, wspieranie gleju, neuroplastycznos$é
a takze dziala jako $rodek przeciwlgkowy.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki sg oparte na 3 artykutach naukowych
(Dunacka 1 wsp., 2024; 2025a; 2025b) oraz czesci wynikow nieopublikowanych. Eksperymenty
przeprowadzone przeze mnie skupialy si¢ na zbadaniu czy osobnicze rdznice w reaktywnosci
stresowej u szczurOw maja wplyw na rozwoj zaburzen towarzyszacych sAD (zaburzenia
kognitywne/neuropsychiatryczne, aktywacja mikrogleju/akumulacja BA 1 obwodowe
zapalenie) oraz na efektywnos$¢ terapii z uzyciem neurotrofiny IGF-1 podanej dokomorowo.

Dos$wiadczenia przeprowadzono z wykorzystaniem samcow szczurow Wistar Han
niezréznicowanych i zrdznicowanych  pod  wzgledem  poziomu  aktywnosci
lokomotorycznej/reaktywnosci stresowej (test nowosci w warunkach bazalnych) na osobniki
wysokoaktywne ruchowo (HR) vs. niskoaktywne ruchowo (LR) (og6lna liczba N=72; w tym
szczurow HR N=35; w tym szczuréw LR N=35). W warunkach bazalnych (przed implantacja
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kaniul i iniekcjami) okreslono poziom pamigci przestrzennej (test labiryntu wodnego Morrisa
- MWM), zaburzen lgkowych (test uniesionego labiryntu krzyzowego - EPM 1 test jasno
oswietlonego otwartego pola - OF) oraz poziom anhedonii - podstawowego wskaznika
zaburzen depresyjnych (test preferencji sacharozy - SPT) u tych osobnikéw. Nastepnie
zaindukowano u zwierzat model sAD poprzez iniekcje ICV-STZ (3 mg/kg) lub wraz z indukcja
choroby szczurom podawano takze neurotrofing ICV-IGF-1 (2 pg). Grupy kontrolne szczurow
stworzono poprzez dokomorowe podanie buforu cytrynianowego (ICV-VEH, rozpuszczalnik
STZ) oraz przez iniekcje fizjologicznego roztworu soli (ICV-SAL, rozpuszczalnik IGF-1). Na
3 etapach (bardzo wczesny etap od 7 dnia sAD, wczesny etap od 45 dnia sAD, pézny etap od
90 dnia sAD) progresji SAD ponownie zmierzono poziom pamigci przestrzennej (test MWM),
zaburzen lgkowych (testy EPM, OF) 1 depresyjnych (test SPT). We wczesnej 1 pdznej fazie
sAD szczurom pobrano krew przez punkcje¢ serca w celu okres§lenia poziomu obwodowych
markerow zapalenia (liczba oraz odsetek roznych populacji leukocytow - licznik
hematologiczny/cytometria przeptywowa; stezenie interleukiny-6 (IL-6) oraz interleukiny-10
(IL-10) - ELISA; stezenie kortykosteronu (KORT) - metoda radioimmunologiczna - RIA) jak
rowniez parametroOw hematologicznych zwigzanych zuktadem czerwonokrwinkowym
1 plytkokrwinkowym (licznik hematologiczny). Pod koniec pdznej fazy sAD, po u$mierceniu
zwierzat, pobrano mozg, §ledziong oraz grasice. W roznych regionach OUN za pomoca metody
immunohistochemicznej (IHC) oznaczono liczbe aktywowanych komérek mikrogleju (CD68™)
a takze liczbe ztogow BA. Sledzione oraz grasice zwazono w celu wyznaczenia wskaznikow
masy.

Uzyskane wyniki pozwolily stwierdzi¢, ze uzwierzat z modelem sAD szczury
o charakterystyce behawioralnej HR rozwingly silniejsze zaburzenia przestrzennej pamigci
referencyjnej (48-50, 92, 94-95 dzien sAD) zmierzone w teScie MWM oraz silniejsze
zaburzenia lgkowe (45-46, 90 dzien sAD) okre$lone na podstawie pomiarow w labiryncie EPM
oraz w tescie OF w poroéwnaniu ze szczurami LR. Natomiast r6znice w poziomie anhedonii
pomiedzy osobnikami HR 1 LR z modelem sAD zmierzone w tescie SPT nie osiagnely poziomu
istotnosci statystycznej na zadnym z badanych etapow choroby. Osrodkowe podanie IGF-1
uszczurOw zmodelem sAD zredukowato deficyty referencyjnej iroboczej pamigci
przestrzennej (7-14, 45, 48-52, 90, 94-97 dzien sAD), zaburzenia lekowe (15, 53, 98 dzien sAD)
oraz depresyjne (52, 97 dzien sAD). Co wigcej, iniekcje ICV-IGF-1 u zwierzat z modelem sAD
o charakterystyce behawioralnej HR zredukowaly silniej zaburzenia pamigci przestrzennej

w poréwnaniu ze szczurami LR (test MWM, 16-19, 54-55, 103-106 dzien sAD). U osobnikow



LR podanie tej neurotrofiny silniej wptyneto na redukcje zaburzen lgkowych (test EPM, 531 98
dzien sAD) i depresyjnych (test SPT, 14 i 52 dzien sAD) w poroéwnaniu ze szczurami HR.

Deficytom pamigci oraz zaburzeniom Igkowym u osobnikéw z grupy STZ HR
towarzyszyta (99 dzien sAD) wyzsza liczba oligomeréw PBA w hipokampie (regiony: CAl-
CA3, DQG) oraz w cze$ci brzeznej jadra potlezacego (NAcS) w porownaniu z grupa STZ LR.
Z kolei podanie ICV-IGF-1 w grupie szczurow STZ IGF-1 skutkowato nizsza liczba ztogow
BA w regionie CAl hipokampa, nizszg liczbg aktywowanych komoérek mikrogleju w czgsci
CA2 hipokampa (98 dzien sAD) w porownaniu ze zwierzetami STZ SAL. Poprawa pamigci
przestrzennej u osobnikow STZ IGF-1 HR byta zwigzana z redukcja liczby aktywowanych
komorek mikrogleju (dzien 107 sAD) w regionach CA2, CA3 i DG hipokampa, a takze
z obnizeniem liczby oligomeréw BA (dzien 107 sAD) w obszarach CA3 i DG hipokampa
w porownaniu ze szczurami z grupy STZ IGF-1 LR. Natomiast redukcja zaburzen
neuropsychiatrycznych u zwierzat STZ IGF-1 LR powigzana bylta z obnizeniem liczby (dzien
107 sAD) ztogow BA w NAcS.

Ponadto zauwazyliSmy, ze w modelu sAD u zwierzat STZ HR dochodzi do silniejszej
supresji obwodowego uktadu odporno$ciowego, przejawiajacg si¢ jako nizsza liczba komorek
NK, monocytéw i granulocytéw we krwi w porownaniu ze zwierzetami STZ LR (54 dzien
sAD). Podanie dokomorowe neurotrofiny IGF-1 szczurom z modelem sAD spowodowato
redukcj¢ obwodowego zapalenia (99 dzien sAD) tj. nizsza bezwzgledna liczba leukocytow,
limfocytéw (w tym limfocyty T, Th), monocytow, granulocytow, nizsze st¢zenie interleukiny-6
(IL-6) w osoczu w zestawieniu ze szczurami STZ SAL. Ponadto iniekcje dokomorowe IGF-1
u osobnikéw STZ IGF-1 spowodowaly obnizenie w osoczu st¢zenia obwodowego wskaznika
reakcji stresowej - kortykosteronu (99 dzien sAD) w poréwnaniu do grupy STZ SAL.
Analizujac wplyw rdznic osobniczych we wrazliwos$ci na stres (HR vs. LR) zauwazyliSmy, ze
iniekcje ICV-IGF-1 u szczuréw STZ IGF-1 LR silniej redukujag obwodowy stan zapalny (nizsza
bezwzgledna liczba leukocytow 1 limfocytow, nizsze st¢zenie IL-6 w osoczu) w stosunku do
grupy STZ IGF-1 HR.

Podsumowujac: (1) W  streptozotocynowym modelu sAD u szczurdw
wysokoaktywnych ruchowo (HR) i o wiekszej wrazliwos$ci na stres dochodzi do silniejszych
deficytow pamigci oraz zaburzen lgkowych, w poréwnaniu z osobnikami niskoaktywnymi
ruchowo (LR). Zmiany te u osobnikéw HR sg zwigzane ze zwigkszonym odktadaniem ztogdéw
BA w hipokampie i NAcS w poroéwnaniu ze szczurami LR; (2) indukcja sAD u szczurdw,
polaczona z jednoczesng dokomorowa iniekcja IGF-1 zmniejsza deficyty pamigci przestrzennej

oraz zaburzenia depresyjne/lgkowe, towarzyszace progresji sAD. Ten pozytywny efekt
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neurotrofiny IGF-1 powigzany jest z redukcja liczby ztogéw BA w obszarze CA1 hipokampa,
nizszym poziomem neurozapalenia, mierzonego liczbg komorek CD68" w rejonie CA2
hipokampa oraz z obwodowym efektem przeciwzapalnym; (3) osrodkowe podanie IGF-1
szczurom z modelem sAD 1 zréznicowanym pod wzgledem wrazliwos$ci na stres (HR vs. LR)
zmniejsza deficyty pamigci oraz zaburzenia leckowe/depresyjne w sposob zalezny od
charakterystyki behawioralnej osobnika. U zwierzat HR obserwuje si¢ silniejsze zmniejszenie
deficytow pamigci przestrzennej, powigzane z redukcjg liczby ztogow BA oraz liczby komoérek
CD68" w hipokampie. Natomiast u osobnikow LR z modelem sAD iniekcje ICV-IGF-1
wywieraja silniejszy efekt antydepresyjny i anksjolityczny, w poréwnaniu ze szczurami
z wysoka aktywnos$cig behawioralng i wigksza wrazliwoscig na stres (HR). Przywrécenie
zaburzonej sygnalizacji insulinowej we wczesnym stadium sporadycznej postaci choroby
Alzheimera, poprzez o$rodkowe podanie neurotrofiny IGF-1, stanowi¢ moze nowe podejscie
w leczeniu tej choroby i zwigzanych z nig zaburzen neuropsychiatrycznych. Nalezy jednak
pamictaé, ze efekt terapeutyczny IGF-1 zalezy od osobniczych roznic w reaktywnosci

behawioralnej 1 stresowe;.
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Abstract in English

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder that occurs in two
forms: familial (fAD) and sporadic (sAD). The fAD form is caused by mutations in genes that
promote the accumulation of B-amyloid (BA) in the brain and is diagnosed in only 5% of AD
patients. The sAD form affects as many as 95% of all people with AD, and causes of this form
of the disease are varied and include: B-amyloid (BA) cascade, neuroinflammation, oxidative
stress, dysfunction of insulin and cholinergic pathways. In the course of AD numerous
behavioral changes are observed, i.e. cognitive, anxiety and depressive disorders, which are the
result of accumulation of two pathological forms of proteins in the central nervous system
(CNS): senile plaques (composed of PA) and neurofibrillary tangles (composed of
hyperphosphorylated tau protein). The animal model of sAD is application of streptozotocin
(STZ) into the lateral ventricles of the brain (ICV). In this model of sAD a decrease in glucose
metabolism is observed, which contributes to the development of insulin resistance, a decrease
in the number of neurons and disruption of the neurogenesis process, disturbances in the
functioning of cholinergic pathways, the presence of BA deposits, spatial memory deficits and
depressive/anxiety-like disorders. One of the substances that restores the physiological function
of insulin pathways is insulin-like growth factor-1 (IGF-1). IGF-1 by regulating glucose
metabolism affects: neuroprotection, neurogenesis, neuroregeneration, glial support,
neuroplasticity and acts as an anxiolytic agent.

The results presented in the doctoral dissertation are based on three scientific articles
(Dunacka et al., 2024; 2025a; 2025b) and unpublished data. My experiments focused on
investigating whether the influence of individual differences in stress reactivity in Wistar Han
rats has an impact on the development of disorders associated with sAD
(cognitive/neuropsychiatric disorders, neuroinflammation/accumulation of BA and peripheral
inflammation) and on the effectiveness of therapy using IGF-1 administered into the lateral
ventricles of the brain.

The experiments were conducted using male Wistar Han rats (total N=72, HR rats N=35,
LR rats N=35) undifferentiated and differentiated (novelty test at baseline conditions) in terms
of locomotor activity level/stress reactivity into high-responders (HR) vs. low-responders
individuals (LR). At baseline conditions (before cannula implantation and injections), the level
of spatial memory (Morris water maze test - MWM), anxiety-like symptoms (the elevated plus
maze test - EPM and open field test - OF) and the level of anhedonia - a basic indicator of

depressive disorders (the sucrose preference test - SPT) were determined in these rats.
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Subsequently, a sSAD model was induced by administering ICV-STZ injections (3 mg/kg), or
an injections of ICV-IGF-1 neurotrophin (2 pg) were also co-administered with the induction
of the sAD model. Control groups of animals were created by intracerebroventricular
administration of citrate buffer (ICV-VEH, STZ solvent) and by injections of physiological
saline solution (ICV-SAL, IGF-1 solvent). At three stages (very early phase from 7th day of
sAD, early phase from 45th day of SAD, late phase from 90th day of sAD) of sAD progression
the spatial memory (the MWM test), anxiety-like disorders (the EPM, OF tests) and depressive-
like disorders (the SPT test) were measured again. In the early and late phases of sAD, blood
of rats was collected by cardiac puncture in order to determine the levels of peripheral markers
of inflammation (number and percentage of different leukocyte populations - haematological
counter/flow cytometry; concentration of interleukin-6 (IL-6) and interleukin-10 (IL-10) -
ELISA; corticosterone (CORT) concentration - radioimmunoassay - RIA) as well as
haematological parameters related to the red blood cell and platelet systems (haematological
counter). At the end of the late phase of SAD, after sacrifice of the animals, the brain, spleen
and thymus were collected. In various regions of the CNS, the number of activated microglia
cells (CD68") and the number of BA deposits were determined using immunohistochemistry
(IHC). The spleen and thymus were weighed to determine the relative weight index of these
organs.

The obtained results allowed us to conclude that the HR individuals with the sAD model
developed more severe spatial reference memory impairments (48-50, 92, 94-95 day sAD)
measured in the MWM test and stronger anxiety-like disorders (45-46, 90 day sAD) determined
on the basis of measurements in the EPM maze and in the OF test compared to LR rats.
However, the level of anhedonia measured in the SPT test did not reach a statistically significant
level between HR and LR animals with the sAD model at any of the sAD stages. In turn, the
central administration of IGF-1 in rats with the SAD model reduced deficits of the reference
and working spatial memory (7-14, 45, 48-52, 90, 94-97 day sAD), anxiety-like disorders (15,
53, 98 day sAD) and depressive-like disorders (52, 97 day sAD). ICV injections of IGF-1 in
HR animals with the sAD model reduced spatial memory disorders more strongly (MWM test,
16-19, 54-55, 103-106 day sAD) compared to LR rats. In turn, ICV-IGF-1 applications in LR
individuals with sAD model reduced stronger anxiety-like disorders (EPM test, 53 and 98 day
sAD) and depressive-like disorders (SPT test, 14 and 52 day sAD) than in HR animals.

Memory deficits and anxiety-like disorders in individuals from the STZ HR group were
accompanied (99 days sAD) by a higher number of BA oligomers in the hippocampus (regions:
CA1-CA3, DG) and in the shell of the nucleus accumbens (NAcS) compared to the STZ LR
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animals. In turn, ICV-IGF-1 administration in the STZ IGF-1 group of rats resulted in a lower
number of BA deposits in the CA1 region of the hippocampus and a lower number of activated
microglial cells in the CA2 part of the hippocampus (98 days sAD) compared to STZ SAL
animals. The improvement of spatial memory in STZ IGF-1 HR individuals was associated
with a reduction of the number of activated microglial cells (107 sAD days) in the CA2, CA3
and DG regions of the hippocampus, as well as with a reduction of the number of BA oligomers
(107 day sAD) in the CA3 and DG parts of the hippocampus compared to STZ IGF-1 LR rats.
In contrast, the reduction of neuropsychiatric disorders in STZ IGF-1 LR animals was
associated with a decrease in the number (day 107 sAD) of BA deposits in the NAcS.

Furthermore, in the STZ HR group, suppression of the peripheral immune system,
understood as a lower number of NK cells, monocytes and granulocytes in the blood (54 day
sAD) was observed in compare to the STZ LR animals. Intracerebroventricular administration
of IGF-1 neurotrophin to rats with the sAD model resulted in a reduction of peripheral
inflammation (99 days sAD), i.e. a lower absolute number of leukocytes, lymphocytes
(including T and Th lymphocytes), monocytes, granulocytes, and lower plasma interleukin-6
(IL-6) concentration compared to STZ SAL animals. In addition, intracerebroventricular
administration of IGF-1 in STZ IGF-1 individuals resulted in a reduction of plasma
concentrations of the peripheral stress response indicator - corticosterone (day 99 of sAD)
compared to STZ SAL animals. Analyzing the effect of individual differences in stress
sensitivity (HR vs. LR), we noticed that ICV-IGF-1 injections in STZ IGF-1 LR rats reduce
peripheral inflammation more strongly (lower absolute number of leukocytes and lymphocytes,
lower plasma IL-6 concentration) compared to the STZ IGF-1 HR group.

In summary: (1) in the streptozotocin model of sAD in high-responder rats (HR) with
greater sensitivity to stress, there are more severe memory deficits and anxiety-like symptoms
compared to low-responder rats (LR). These changes are associated with increased PA
deposition in the hippocampus and NAcS in HR animals compared to LR rats; (2) induction of
sAD in rats, combined with simultaneous intracerebroventricular IGF-1 injections, reduces
spatial memory deficits and depressive/anxiety-like symptoms accompanying sAD
progression. This positive effect of IGF-1 neurotrophin is associated with a reduction of the
number of PBA deposits in the CAl region of the hippocampus, lower levels of
neuroinflammation, measured by the number of CD68" cells in the CA2 region of the
hippocampus, and a peripheral anti-inflammatory effect; (3) central administration of IGF-1 to
rats with sAD and varying stress sensitivity (HR vs. LR) reduces memory deficits and

anxiety/depressive-like symptoms in a manner dependent on the behavioral characteristics of
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the individual. In HR animals, a stronger reduction of spatial memory deficits is observed,
associated with a reduction in the number of BA deposits and CD68" cells in the hippocampus.
In contrast, in LR individuals with the sAD model, IGF-1 injections have a stronger
antidepressant and anxiolytic effect compared to rats with high behavioral activity and greater
sensitivity to stress (HR). Restoring impaired insulin signaling in the early stages of sporadic
Alzheimer's disease through central administration of the neurotrophin IGF-1 may represent
anew approach to the treatment of this disease and related neuropsychiatric disorders.
However, it should be remembered that the therapeutic effect of IGF-1 depends on individual

differences in behavioral and stress reactivity.
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Forma rozprawy

Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki sg oparte na 3 oryginalnych artykutach

naukowych oraz czesci wynikdw nieopublikowanych.

Oryginalne artykuly naukowe:

1.

Dunacka J., Swiatek G., Wrona D. High behavioral reactivity to novelty as
a susceptibility factor for memory and anxiety disorders in streptozotocin-induced
neuroinflammation as a rat model of Alzheimer’s disease. International Journal of
Molecular Science, 2024, 25, 11562. https://doi.org/10.3390/ijms252111562. 1F=4.9;
MNiSW=140 pkt.

. Dunacka J., Grembecka B., Majkutewicz 1., Wrona D. Central insulin-like growth

factor-1 treatment enhances working and reference memory by reducing
neuroinflammation and amyloid beta deposition in a rat model of sporadic Alzheimer’s
disease. Pharmaceuticals, 2025, 18, 527. https://doi.org/10.3390/ph18040527. IF=4.8;
MNiSW=100 pkt.

. Dunacka J., Grembecka B., Wrona D. Central insulin-like growth factor-1 induced

anxiolytic and antidepressant effects in a rat model of sporadic Alzheimer’s disease are
associated with the peripheral suppression of inflammation. Cells, 2025b, 14, 1189.
https://doi.org/10.3390/cells14151189. IF=5.2; MNiSW=140 pkt.

Wyniki nieopublikowane:

l.

Przedstawione wyniki koncentrujg si¢ na zbadaniu czy rdznice osobnicze we
wrazliwosci na stres, mierzone poziomem aktywnosci lokomotorycznej (HR vs. LR)
znajda odzwierciedlenie w zroznicowaniu efektywnos$ci terapii z uzyciem IGF-1

deficytow pamigci oraz zaburzen depresyjnych/lekowych w modelu sAD.

Wyzej wymienione prace nie zostaly uzyte w innych postgpowaniach o uzyskanie

stopnia naukowego.
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1. Wstep

1.1.Choroba Alzheimera (AD)

Choroba Alzheimera (Alzheimer’s disease, AD) to postepujace, nieodwracalne
zaburzenie neurodegeneracyjne, ktore po raz pierwszy zostalo opisane w 1907r. przez
niemieckiego psychiatre¢ Aloiza Alzheimera (Rao i wsp., 2014; Tellechea i wsp., 2018),
a wprowadzone do nomenklatury medycznej w 1910r. przez innego niemieckiego lekarza
Emila Kraepelina (Armstrong, 2013). Choroba ta wystepuje w dwoch formach: rodzinnej
(familial Alzheimer’s disease, fAD) oraz sporadycznej (sporadic Alzheimer’s disease, sAD).
Ta pierwsza posta¢ diagnozowana jest znacznie rzadziej bo tylko u okoto 5% chorych,
natomiast druga forma stanowi az 95% przypadkow zachorowan (Bolos 1 wsp., 2017). Posta¢
fAD dziedziczona jest w sposob autosomalny dominujacy i stwierdzana jest u os6b mtodych,
tj. przed 65 rokiem zycia. Przyczyng wystapienia tej formy choroby sag mutacje w genach: APP,
PSENI i PSEN2 (Blennow i wsp., 2006; Rao i wsp., 2014). Gen PSEN] zlokalizowany jest
w locus 14q24.3, gen PSEN2 potozony jest na chromosomie 1 w miejscu 1q31-g42, a z kolei
wystepowanie genu APP to lokalizacja 21g21 w DNA (Rao i wsp., 2014). Gen APP koduje
biatko prekursowe amyloidu (APP) czyli transmembranowa proteing, ktorej funkcje
w warunkach fizjologicznych nie sg w peini poznane. Sugeruje si¢, ze biatko APP bierze udziat
w roznicowaniu 1 proliferacji komorek progenitorowych mozgu, jest inhibitorem proteaz
serynowych oraz uczestniczy w procesach koagulacji (Marszatek, 2016). W genie APP
wykryto 29 mutacji 1 stanowity one mniej niz 5% przyczyn rozwinigcia postaci fAD.
Przyczynily si¢ one do wystgpienia wewnatrzmozgowych krwotokow, uszkodzenia istoty
biatej, powstania amyloidowej angiopatii 1 obecno$ci blaszek amyloidowych. Mutacje te
wystepuja w poblizu miejsc rozpoznawanych przez sekretazy, wiec zaburzajac funkcje sekretaz
przyczyniaja si¢ do powstawania B-amyloidu (BA). Opisano 166 mutacji w genie PSENI
1 stanowily one 18-50% przyczyn powodujacych wystgpienie rodzinnej formy choroby,
a w genie PSEN? takich zmian wykryto 13 1 odpowiednio przyczynity si¢ one do mniej niz 5%
przyczyn rozwinigcia formy fAD (Kowalska, 2009). Geny PSENI oraz PSEN2 koduja
odpowiednio biatka preseniling: 1 1 2, ktore sa czgscia enzymu gamma sekretazy,
odpowiedzialnej za cigcie PA (Pizzo i wsp., 2020; Yang i wsp., 2023). Przyczyny
wystepowania formy sAD nie sg do konca poznane, ale podejrzewa si¢ wiele czynnikow, ktére
bezposrednio lub posrednio przyczyniajg si¢ do rozwiniecia tej choroby. Do wazniejszych

przyczyn naleza: zaburzenia funkcjonowania drog cholinergicznych i szlakéw insulinowych
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w mozgu, kaskada B-amyloidu, stres oksydacyjny, neurozapalenie, ale roéwniez zaburzenia
funkcjonowania uktadu glimfatycznego, chroniczny stres, urazy gtowy, zaktocenia snu, kontakt
z aluminium, niedozywienie, a takze zakazenie wirusem opryszczki pospolitej (Armstrong,
2013; Bhushan i wsp., 2018; Chen i Zhong, 2014; Hampel i wsp., 2018; Holmes, 2013; Mravec
1wsp., 2018; Peng i wsp., 2016; Rabinovivi, 2019; Salkovic-Petrisic i Hoyer, 2007; Bai i wsp.,
2022). Co wigcej w 1993r. zostaly opublikowane dane, ktore potwierdzity, ze w przypadku
formy sporadycznej, wystapienie allelu epsilon 4 w genie APOE, powoduje zwigkszone ryzyko
rozwoju postaci sAD pietnastokrotnie u homozygot i trzykrotnie u heterozygot (Blennow
1 wsp., 2006). Gen ten potozny jest w locus 19q13 (Rao i wsp., 2014). Warto doda¢, ze postac
sAD jest stwierdzana u 0sob starszych tj. w wieku powyzej 65 lat (Jahn, 2013).

1.2.Zmiany behawioralne obserwowane w przebiegu choroby Alzheimera (AD)

W przebiegu AD, niezaleznie czy jest to posta¢c fAD lub sAD obserwowane sa
zaburzenia behawioralne, kognitywne oraz wystepowanie szeregu zmian fizjologicznych, ktére
diagnozowane sg wiele lat p6zniej niz rozpoczecie procesow prowadzacych do ich powstania
(Rao i wsp., 2014). Forma sAD jest gldwna przyczyna demencji u starszych czlonkow
spoteczenstwa (Mravec 1 wsp., 2018). Prognozuje si¢, ze na to zaburzenie w 2050r. bedzie
cierpie¢ 115 miliondéw ludzi na calym $wiecie, w tym milion w Polsce (Raport RPO, 2016).
Jednym z gtéwnych objawow obserwowanych w przebiegu tej choroby sa zaburzenia pamigci
(Rao 1wsp., 2014). U takich osob obserwuje si¢ amnezj¢, zaburzenia uczenia si¢
1 zapamietywania. Przyczyng takiego stanu jest neurodegeneracja neurondéw uwalniajacych
acetylocholing (Ach). BA wykazuje silng zdolnos¢ taczenia si¢ z podjednostka a7 receptora dla
Ach, co zaburza funkcjonowanie takiego receptora oraz przyczynia si¢ do hamowania
uwalnianie Ach. Ponadto wiadomo, Ze splatki neurofibrylarne kumulujg si¢ w 3. 1 5. warstwie
kory asocjacyjnej 1 tym samym W znaczny sposob zaburzaja funkcjonowanie szlakow
cholinergicznych (Grossberg, 2017). U pacjentow z AD pogorszeniu ulega dziatanie pamigci
roboczej, czego przyczyna jest uszkodzenie neurondéw ptata czotowego. Oslabia to zdolno$¢
rozwigzywania problemow, planowania, wykonywania codziennych czynnoS$ci, zaburza
ukierunkowanie na cel i modyfikacj¢ zachowania. U pacjentow z AD wystepuja takze napady
padaczkowe czgséciej niz w populacji os6b zdrowych. Sadzi sie, ze przyczyng takiego stanu sg
podwyzszone poziomy BA. W mdzgu w ramach reakcji kompensacyjnej biatko to (majacej na

celu ztagodzenie pobudzenia w osrodkowym uktadzie nerwowym - OUN) hamuje aktywno$¢
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w obszarach sieci neuronalnych w ptatach skroniowych, a wigc przyczynia si¢ do dysfunkcji
poznawczych. Do deficytow pamigci u oséb chorujacych na AD przyczyniaja si¢ rOwniez
zaburzenia snu, ktore przektadajg si¢ na zakldcenia konsolidacji sladu pamigciowego. U 0sob
z AD uposledzona jest takze pamig¢ zapachowa. Chorzy charakteryzuja si¢ hiposmig oraz
uposledzonym wechem. Spowodowane jest to tworzeniem si¢ plytek starczych w korze
srddwechowej (Jahn, 2013). Pacjenci z AD charakteryzujg si¢ takze fatszywg pamigcia
na poziomie przedmiotowym, kontekstowym i autobiograficznym. Osoby z AD przypominajg
sobie tzw. falszywe wspomnienia na temat przedmiotow, maja trudnosci z zapamigtaniem
kluczowych stéw, nieprawidlowo przydzielaja przedmiot do typowego dla niego
pomieszczenia, deklaruja wykonanie czynnos$ci, ktéra faktycznie nie zostala przez nich
wykonana, konfabuluja, a takze opowiadaja o wspomnieniach i do$wiadczeniach ktére nie
miaty miejsca. Przyczyna tej falszywej pamieci moze by¢ obecno$¢ tadunku emocjonalnego
ijego blednie powigzanie, sktonno$¢ pacjentow z AD do zapamigtywania wspomnien
emocjonalnych oraz wyzwolenie falszywego wspomnienia przez przywotanie innego zdarzenia
(Haj 1 wsp., 2020).

Jednym z objawéw behawioralnych pojawiajacych si¢ w przebiegu AD jest rOwniez
depresja. Jak podaja dane dotyka ona okolo 38% pacjentow z AD. Z jednej strony depresja
moze by¢ objawem prodormalnym czyli zwiastujgcym wystapienie AD, a z drugiej strony moze
by¢ spowodowana zmianami jakie wystgpuja u pacjentdow dotknigtych tym zaburzeniem
neurodegeneracyjnym. O przyczyne rozwoju depresji podejrzewanych jest wiele czynnikow
np. chroniczny kontakt ze stresorami, podwyzZszone st¢zenie cytokin pro-zapalnych,
genetyczna podatno$¢, zaburzenia szczelnosci bariery krew-moézg (BBB) oraz zmiany
w strukturze mozgu. Warto dodaé, ze nie leczone zaburzenie depresyjne wzmaga o 30%
wystgpienie demencji. Pacjenci z AD pojawiajacym si¢ na wczesnym etapie zycia,
charakteryzuja si¢ wyzszym ryzykiem rozwinigcia depresji, z kolei u chorych na AD
rozpoczynajacym si¢ w pdznym wieku depresja jest bardziej uporczywa. O zwigzku depresji
jako objawu poprzedzajacego AD §wiadczg dane uzyskane migdzy innymi z wykorzystaniem
modeli zwierzgcych. Wykryto 7 gendow zwigkszajacych ryzyko wystapienia depresji, ktore byly
skorelowane z obecno$cig splatkow neurofibrylarnych lub ptytek starczych. Ponadto
w niektorych badaniach wykryto, ze u osob z depresja BA znajduje si¢ w ptynie mdzgowo-
rdzeniowym oraz stwierdza si¢ u nich zwigkszone ryzyko zachorowania na demencj¢. Zmiany
te nie sg obserwowane jednak we wszystkich analizach, dlatego nalezy uzna¢ fakt, ze depresja
jest tez konsekwencja AD. Depresje i AD laczy zatem wiele cech. Osoby predysponowane do

AD na poziomie genetycznym, majg wyzsze ryzyko wystgpienia depresji po 50 roku zycia.
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Wykryto pojedynczy poliformizm w genie TMEMI06B obserwowany w tych dwoch
zaburzeniach. Ponadto obecnos$¢ PA i zwigkszonego st¢zenia biatka tau w mdzgu lub plynie
mozgowo-rdzeniowym wigzata si¢ z wigkszym ryzykiem rozwoju depresji, apatii
1 pogorszeniem jakos$ci snu. Czynniki srodowiskowe takie jak nieprawidtowa dieta, styl zycia
1 niska aktywno$¢ fizyczna rowniez wspieraja wystapienie tych dwdch jednostek chorobowych.
W obu tych zaburzeniach obserwowana jest takze zmniejszona objetos¢ hipokampa, atrofia
ptatow skroniowych 1 zakretu obreczy. Zaburzenia te laczy takze deregulacja osi
podwzgorzowo-przysadko-nadnerczowej (HPA), ktora manifestuje si¢ podwyzszonym
stezeniem kortyzolu (Huang i wsp., 2024).

W AD wystepuja takze inne zaburzenia zachowania. Wedtug danych z r6znych badan
u pacjentow stwierdza si¢ pojawienie: agresji (11-68%), leku (12-70%), drazliwosci (18-23%),
zmienionego behawioru ruchowego (0,8-70%), euforii (0,5-20%), omamow (9-59%),
halucynacji (6-41%), apatii (19-88%) oraz zaburzen apetytu (11-64%) (Zhao i wsp., 2016;
Passeri i wsp., 2022).

1.3.Depresja jako choroba o podlozu zapalnym i stresowym

W przypadku patogenezy depresji warto zwrdci¢ uwage na wzajemne powigzania
pomigdzy ukladem nerwowym, ukladem odpornosciowym i uktadem endokrynnym oraz
réznymi komponentami danego uktadu.

Depresja uznawana jest migdzy innymi jako zaburzenie o podlozu zapalnym, ktore
wystepuje w wyniku aktywacji uktadu odpornosciowego, manifestujace si¢ jako zwiekszona
produkcja/stezenie cytokin pro-zapalnych. U oso6b cierpigcych na to zaburzenie
charakterystyczne sa zwigkszone stezenia: interleukiny-6 (IL-6), interleukiny-18 (IL-1pB)
1 czynnika martwicy nowotworu-a (TNF-a) (Slavich i Irwin, 2014, Ciu i wsp., 2024). Ponadto
w tej grupie ludzi obserwuje si¢ nizsze stezenia przeciwzapalnych cytokin: interleukiny-10
(IL-10) oraz transformujacego czynnika wzrostu-f (TGF-B) (Slavich 1 Irwin, 2014; Steffen
1 wsp., 2024). W OUN za produkcje cytokin odpowiada aktywowany mikroglej. Zauwazono,
ze komorki te u 0sob z depresja produkuja nadmiernie takie cytokiny pro-zapalne jak: IL-1f,
IL-6, TNF. Aktywowany mikroglej wptywa na astrocyty, prowadzac do zmian ich
funkcjonowania w taki sposob, ze te dwa typy komorek glejowych zaczynaja produkowac
dodatkowo chemokiny. Przyciggajac w konsekwencji do OUN komorki uktadu
odpornosciowego (Steffen 1 wsp., 2024). Zauwazono takze, ze zmiany w aktywnos$ci

mikrogleju w takich regionach moézgu jak cialo migdatowate, hipokamp oraz kora
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przedczolowa przyczyniajg si¢ do powstania depresji (Wang i wsp., 2022). Ponadto mikrogle;
wspiera aktywacje wewnatrzkomorkowego kompleksu biatkowego inflamasomu NLRP3,
bedacego waznym elementem odpowiedzi pro-zapalnej w warunkach stresowych, co
przyczynia si¢ do zwigkszonego stezenia zwigzkow pro-zapalnych np. IL-1B w surowicy krwi
u 0sob z depresja, a zablokowanie tego kompleksu przyczynia si¢ do redukcji zaburzen
depresyjnych (Wang i wsp., 2022).

Co wiecej neurony i1 mikroglej wzajemnie na siebie oddziatuja. Przyktadowo
aktywowany mikroglej w warunkach stresowych hamuje proces neurogenezy, a wybrane
chemokiny produkowane przez neurony np. CX3CL1 prowadza do zwickszenia pro-zapalnej
odpowiedzi mikrogleju, tym samym skutkujac zwickszong synteza pro-zapalnych zwigzkow
(Wang i wsp., 2022).

U osobnikéw cierpiacych na depresj¢ zaobserwowano rowniez zmieniony obraz
biatokrwinkowy. Osoby z tym zaburzeniem charakteryzowaty si¢ zwigkszona bezwzgledna
liczba biatych krwinek, a takze podwyzszong liczbg monocytdéw, granulocytow, limfocytow T
cytotoksycznych (TCDS8"), T pomocniczych (TCD4"), komérek NK (CD167/CD56"), a nizszg
liczba limfocytéw T regulatorowych we krwi (Slavich 1 Irwin, 2014; Foley 1 wsp., 2022; Steffen
1 wsp., 2024).

Jak wspominatam w konteks$cie depresji gtownie zwraca si¢ uwage na podwyzszone
stezenia takich pro-zapalnych mediatorow jak: IL-6, IL-1B, TNF-a. IL-6 w OUN oddziatuje na
metabolizm neuroprzekaznikdw np. serotoniny, sprzyjajac ich zmniejszonej syntezie, a wtasnie
nizsze stezenia tych zwigzkow charakterystyczne sg dla depresji. W przypadku serotoniny, IL-6
aktywuje enzym 2,3-dioksygenazy indolaminy (IDO), ktéry sprawia, ze tryptofan bedacy
prekursorem serotoniny, nie bierze udzialu w tworzeniu tego neuroprzekaznika, a jest
rozktadany do kynureiny (Roohi i wsp., 2021). Kynureina natomiast w OUN metabolizowana
jest do kwasu chinolinowego, ktory jest neurotoksyczny (Cui i wsp., 2024). Cytokina ta
natomiast na obwodzie pobudza produkcje¢ bialek ostrej fazy np. CRP lub chemokin
przyciagajacych monocyty. Ponadto wspiera wzrost liczby neutrofili, réznicowanie limfocytow
T oraz B wspierajac tym samym reakcj¢ zapalng i jej specyficzny charakter. Z drugiej strony
moze tez hamowac¢ synteze¢ innych pro-zapalnych zwigzkéw. Warto doda¢, ze w czasie ostrego
stresu IL-6 wzmacnia produkcj¢ kortyzolu (Del Giudice 1 Gangestad, 2018). Jak podaja dane,
wysokie stezenie IL-6 w surowicy krwi skorelowane jest ze zmniejszong objetoscia regiondow
CAl, CA3, CA4, DG hipokampa w prawej potkuli mézgowej, a takze ze zmniejszong ogolna
objetoscia hipokampa u o0séb cierpigcych na depresj¢ (Ting i wsp., 2020). Kolejng cytoking

bioraca udzial w patogenezie depresji jest IL-1B. Substancja ta obniza dlugotrwate
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wzmocnienie synaptyczne (LTP), wplywajac niekorzystnie na plastyczno$¢ synaptyczng.
Ponadto gdy jest syntetyzowana w zwigkszony sposéb prowadzi do zaburzen pamigci
przestrzennej (Hewett 1 wsp., 2012). IL-1 stymuluje réwniez neurony podwzgorza do produkcji
kortykoliberyny (CRH), przyczyniajac si¢ do wzmacniania reakcji stresowej ustroju (Wrona,
2006). Ponadto prowadzi do ekspresji sSrodblonkowej czasteczki adhezyjnej, ktora w kooperacji
z integryng bialych krwinek wspiera przedostawanie si¢ leukocytow z naczyn krwiono$nych
do innych tkanek organizmu (Slavich i Irwin, 2014). TNF-a w OUN podobnie jak IL-6
przyczynia si¢ do aktywacji enzymu IDO, zmniejszajac w ten sposéb dostepnos¢ serotoniny.
Jest tez cytoking ktora wspiera aktywacje osi HPA, a wigc w konsekwencji zwigksza
wydzielanie kortyzolu w organizmie. Ponadto zauwazono, ze indukuje proces apoptozy
komorek (Berthold-Losleben 1 Himmerich, 2008). TNF-a miedzy innymi wspiera takze synteze
e-selektyny $rodbtonka, ktora wigze si¢ 2z czasteczka adhezyjng granulocytow
obojetnochlonnych sprawiajac, ze biale komorki krwi migruja do uszkodzonej tkanki (Slavich
i Irwin, 2014).

Depresja jest tez chorobg o podlozu stresowym. Jednym z waznych mechanizméow
oddziatywania uktadu nerwowego, hormonalnego i odpornosciowego w warunkach stresowych
jest aktywacja osi HPA. Aktywacja tej osi prowadzi do wydzielenia kortyzolu lub innego
hormonu steroidowego o wtasciwosciach przeciwzapalnych, co w warunkach fizjologicznych
przyczynia si¢ do zahamowania niewielkiego stanu zapalnego (Slavich i Irwin, 2014). Ponadto
fizjologiczne dawki tych hormon6éw niezbgdne sa do funkcjonowania uktadu odpornosciowego
oraz promowania produkcji cytokin przez limfocyty pomocnicze Th2, a nie komdrki Thl
(Wrona, 2006). Dla osoéb cierpiacych na depresje charakterystyczne sa zwigkszone stgzenia
cytokin produkowanych wlasnie przez limfocyty Thl tj. IL-1pB, IL-6, TNF-a we krwi i w plynie
moézgowo-rdzeniowym (Steffen 1 wsp., 2024). Gdy o§ HPA jest aktywowana w sposob
dhugotrwaty dochodzi do opornosci biatych krwinek na glikokortykoidy, co przyczynia si¢ do
wzrostu reakcji pro-zapalnej ustroju (Slavich 1 Irwin, 2014), a nadmierna aktywacja osi HPA
jest charakterystyczna dla osob z depresja (Cui 1 wsp., 2024). Stres jest zwigzany z zapaleniem,
a sytuacje stresowe w okresie dziecinstwa (np. niski status ekonomiczny) przyczynily si¢ do
wyzszego stezenia IL-6, biatka ostrej fazy CRP oraz pro-zapalnego transkryptomu leukocytow
w okresie dorostosci (Slavich 1 Irwin, 2014). Ponadto stres psychologiczny aktywuje rekrutacje
limfocytow T do mézgu (Steffen 1 wsp., 2024).

Kortykoidy swoje dziatanie wykazuja przez zwigzanie z dwoma typami receptorow:
MR czyli receptorami dla mineralokortykoidow oraz GR czyli receptorami dla

glikokortykoidow. Przy czym w stanach depresyjnych to zaburzenia funkcjonowania, jak
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réwniez ekspresji receptorow GR, zwlaszcza w podwzgdrzu, hipokampie 1 korze
przedczolowej zwigzane s3 z podwyzszong aktywnos$cig osi HPA (Shishkina i Dygalo, 2017).
Zaburzone funkcjonowanie receptorow GR przyczynia si¢ do uposledzenia dziatania
glikokortykoidow jako mediatoréw wspierajacych ujemne sprzezenie osi HPA, a tym samym
W ustroju syntetyzowane jest wiecej tych steroidéw, a komodrki organizmu stajg si¢ na nie
oporne (Anacker i wsp., 2011). Zauwazono, ze zmianom tym towarzyszy uposledzenie
neurogenezy w hipokampie (Anacker 1 wsp., 2011).

W wyniku dziatania stresu dochodzi takze do aktywacji wspotczulnego uktadu
nerwowego. Mediatorami tego uktadu sg noradrenalina (NE) oraz adrenalina (A). W OUN
gléwnym neuroprzekaznikiem tego uktadu jest NE, a jej zasadniczym miejscem syntezy jest
jadro sinawe (LC). Struktura ta wysyla swoje projekcje do wielu regiondéw mozgu, przez co
neuroprzekaznik ten oddzialuje na wiele procesow zachodzacych w OUN (Sugama
1 Kakinuma, 2021). NE dziala przez receptory zwigzane z biatkiem G: al-2 oraz 1-3, ktore
obecne s3 miedzy innymi na mikrogleju. Mediator ten potrafi zaréwno aktywowaé jak
hamowa¢ mikroglej, wspierajac zatem pro- jak i przeciwzapalng odpowiedz ustroju (Sugama
1 Kakinuma, 2020). Jednakze uwaza si¢, ze dziatanie NE jest gtdéwnie pro-zapalne w kontekscie
sytuacji stresowej (Tong i wsp., 2023). NE zwigksza transkrypcje genowg pro-zapalnego szlaku
jadrowego czynnika transkrypcyjnego-kB (NF-kB), a antagonisci jej receptora obnizaja lub
zapobiegaja wzrostowi stezen markerow stresu w tym IL-1f 1 IL-6 (Tong i wsp., 2023). Szlak
NF-kB zaangazowany jest w zahamowanie procesu neurogenezy oraz bierze udzial w indukcji
zaburzen depresyjnych w warunkach stresowych, a w czasie trwania depresji zaobserwowano
podwyzszong aktywnos$¢ neurondow noradrenergicznych oraz wyzsze stezenia NE w ptynie
moézgowo-rdzeniowym (Koo 1 wsp., 2010; Xie i wsp., 2024). Z kolei za obwodowe wydzielenie
NE jak A odpowiedzialny jest rdzen nadnerczy unerwiony przez neurony uktadu
wspotczulnego, ktory produkuje te hormony w odpowiedzi na warunki stresowe (Kvetnansky
1 wsp., 2013). Zarowno NE jak 1 A wzmacniajg aktywnos$¢ komorek uktadu odpornosciowego
tj. proliferacje komorek, produkcje cytokin 1 przeciwciat oraz migracj¢, przy czym NE hamuje
cytotoksycznos$¢ komorek NK, a sama aktywacja uktadu wspotczulnego uposledza odpornos¢
komorkowa (Wrona, 2006). Zatem neuroprzekazniki te wptywaja na rozwdj pro-zapalnej
odpowiedzi ustroju oraz uposledzajg mechanizmy obronne uktadu odpornosciowego.

W komunikacji pomiedzy tymi ukladami niezwykle wazna jest takze rola nerwu
btgdnego czyli nerwu czaszkowego zbudowanego z widkien czuciowych (80%) oraz
ruchowych (20%), ktéry unerwia wiele tkanek i narzadow ustroju. Nerw ten bierze udziat

w odruchu zapalnym, modulujagcym reakcje organizmu w odpowiedzi na aktywacje uktadu
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odpornosciowego poprzez dziatanie Ach uwalnianej z jego zakonczen, ktéra laczy sig
z receptorem a7 nAchRs na leukocytach np. limfocytach regulatorowych i hamuje odpowiedz
zapalng (Maiwsp., 2025). Doktadniej mechanizm ten nazywany jest cholinergicznym szlakiem
przeciwzapalnym (CAP), w ktorym obwodowe zwigzki pro-zapalne aktywujg OUN poprzez
aferentne wldkna nerwu, co prowadzi do uwolnienia przez nerw btedny Ach, ktora taczac si¢
z receptorem o7 nAchRs hamuje syntez¢ TNF-a przez komorki uktadu odporno$ciowego (Liu
1 wsp., 2020). Zjawisko to wydaje si¢ wiec wazne w kontekscie zachowan depresyjnych, gdyz
zaburzenie to uznawane jest réwniez jako choroba o podlozu zapalnym. Stymulacja nerwu
btednego u szczuréw z modelem chronicznego nieprzewidywalnego stresu zredukowata
zaburzenia depresyjne i byto to rozumiane jako np. wyzsze spozycie sacharozy w tescie
preferencji sacharozy (SPT) oraz krotszy czas bezruchu w tescie wymuszonego plywania.
Z kolei u zwierzat pozbawionych receptora a7nAchR—/— nie zauwazono réznic istotnych
statystycznie w dziataniu stymulacji nerwu btednego na redukcje wspominanych parametrow
zwigzanych z zaburzeniami depresyjnymi. W do$wiadczeniu tym chroniczny stres spowodowat
aktywacje mikrogleju oraz ekspresj¢ IL-1p w podwzgodrzu, a stymulacja nerwu blednego
redukowata t¢ aktywacje oraz ekspresje cytokiny. U zwierzat pozbawionych receptora dla Ach
roéwniez zaobserwowano aktywacje tych komorek glejowych oraz zwigkszong ekspresj¢ pro-
zapalenej IL-1B. Dodatkowe oznaczenia wykazaty, ze przeciwzapalne oraz antydepresyjne
dziatanie stymulacji nerwu blednego realizowane jest przez podwzgoérzowy szlak
a7nAchR/JAK2/STAT3/NF-kB (Chen i wsp., 2023).

Podsumowujac, depresja jest zaburzeniem o podiozu stresowym jak 1 zapalnym,
ktéremu towarzyszy szereg zmian fizjologicznych. Biorgc pod uwage fakt, ze zarowno stres
jak 1 zapalenie przyczyniaja si¢ do rozwoju sAD nalezy rozwazy¢ czy osobnicza
charakterystyka behawioralna sprzyja rozwinigciu ktoérejs z tych odpowiedzi ustroju lub
przyczynia si¢ do wigkszej skuteczno$ci zaproponowanego leczenia w przebiegu tego

neurodegeneracyjnego zaburzenia.

1.4.Zmiany histologiczne obserwowane w mozgu w przebiegu choroby Alzheimera (AD)

W moézgach oséb cierpigcych na AD stwierdzono obecno$¢ dwoch patologicznych
biatek: zewnatrzkomorkowych blaszek starczych (senile plaques) zbudowanych z BA oraz
wewnatrzkomorkowych splatkow neurofibrylarnych (neurofibrillary tangles, NFTs), ktére
ztozone sg z hiperufosforylowanego biatka tau (Salkovic-Petrisic 1 Hoyer, 2007; Rao i wsp.,

2014; Bolos 1 wsp., 2017). Jedng z proponowanych przyczyn powstania sAD jest hipoteza
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kaskady BA. Gtéwnym jej zalozeniem jest to, ze nadmierna akumulacja tego biatka, w réznych
strukturach mézgu jest przyczynag pojawiajacych si¢ patologii (Barage i Sonawane, 2015), przy
czym te zmiany pojawiaja si¢ poczatkowo w korze entorynalnej (Srodwechowej) oraz
w hipokampie, a wraz z rozwojem choroby stwierdza si¢ je w korze skroniowej, ciemieniowe;j
i czotowej (Jahn, 2013). Zmieniony metabolizm dla tego biatka powodujacy redukcje jego
usuwania przez - oraz y-sekretazy skutkuje nadmierng agregacja form hydrofobowych
amyloidu: BA40 oraz BA42 (Bordon, 2017; Breijyeh i Karaman, 2020). Zapoczatkowuje to
odpowiedz zapalng, ktéra jest przyczynkiem do obumierania neuronow, redukcji synaps
1 rozpowszechnienia stresu oksydacyjnego (Barage i Sonawane, 2015). Ztogi BA zbudowane
sa z fancuchow o réznej liczbie aminokwasow. Najbardziej rozpowszechnione (90%) sa ptytki
zbudowane z BA o dtugosci 40 aminokwasow, jednak na poczatku rozwoju choroby dominuje
42 aminokwasowy PA 1 to wlasnie on agreguje si¢ znacznie szybciej niz jego krdtsza forma.
Warto doda¢, ze forma PBA42 jest bardziej neurotoksyczna (Yu i Wu, 2021). BA oraz
hiperufosforylowane biatko tau wchodza migdzy soba w interakcje. W zwierzgcych modelach
AD wykazano, ze nadekspresja BA zwigksza poziom biatka tau w plynie moézgowo-
rdzeniowym, az kolei biatko tau ulatwia agregacje PBA. Jednakze tylko 0,02% synaps
charakteryzuje si¢ jednoczesng obecnoscia tych dwoch patologicznych agregatow (Roda i wsp.,
2022). Z drugiej strony istniejg takze dowody odrzucajace hipotezg kaskady PA. Odktadanie
BA nie zawsze przyczynito si¢ do utraty synaps lub utrata synaps miata miejsce w rejonach
moézgu w ktorych nie odtozyt si¢ BA (Morris 1 wsp., 2014).

Biatko tau w warunkach fizjologicznych potaczone jest z cytoszkieletem komorki
nerwowej gtéwnie w rejonach aksonow, a wiec odpowiedzialne jest za wspieranie stabilnej
struktury neuronu, jego wzrost oraz przekaznictwo migdzysynaptyczne. W tym stanie jest
bialkiem dobrze rozpuszczalnym i1 o wysokiej ekspresji. Biatko tau w komorce podlega wielu
procesom np. fosforylacji, glikacji, ubikwitynacji i utlenieniu. W warunkach chorobotwoérczych
procesy jakim podlega biatko tau ulegaja zaburzeniu. W przypadku AD dochodzi do
potranslacyjnej hiperfosforylacji, co powoduje niestabilno$¢ mikrotubul neuronéw, a takze
zaburzenia transportu mediatorow w OUN. Tak zmienione funkcjonalnie biatko tau
charakteryzuje si¢ zdolno$cig agregacji, rozsiewania i rozprzestrzeniania podobnie jak priony.
Na poczatku zmienione biatko tau pojawia si¢ w korze entorynalnej 1 hipokampie, a nastepnie
w innych cze$ciach OUN. Obecnie nie sg znane doktadne mechanizmy prowadzace do
rozprzestrzeniania si¢ nieprawidtowej formy tau w mézgu, ale podejrzewa si¢, ze wydzielona
do przestrzeni zewnatrzkomodrkowej przez neuron nieprawidtowa forma tau, moze by¢

zabsorbowana przez inng komorke (Chen 1 Yu, 2023). Obecno$¢ hiperufosforylowanej formy
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bialka tau odpowiedzialna jest za wystapienie takich patologii jak: $mier¢ neuronow,
zaburzenie funkcjonowania synaps i plastycznos$ci synaptycznej, rozwdj neurozapalenia,
fragmentacj¢ mitochondriéw oraz wystagpienie zaburzen kognitywnych (Wu i wsp., 2021; Dong

1 wps., 2022).

1.5. Zmiany transmisji neuroprzekaznikéw obserwowane w przebiegu choroby
Alzheimera (AD)

W przebiegu AD neurodegeneracji ulegaja drogi cholinergiczne. Gtownym mediatorem
tych szlakéw jest Ach, dziatajagca w OUN lub na obwodzie poprzez nikotynowe oraz
metabotropowe receptory. Reakcja syntezy tego zwigzku zachodzi w cytoplazmie neuronow
z choliny 1 acetylo-koenzymu A przy udziale enzymu acetylotransferazy cholinowej (ChAT)
(Breijyeh i Karaman, 2020). W OUN Ach odpowiedzialna jest za regulacj¢ plastycznos$ci
synaptycznej, pamigci i ogolnie pojetej aktywnosci kory moézgowej, promocje LTP oraz
modulacj¢ aktywnoS$ci neurondéw. Substancja ta moduluje takze aktywno$¢ autonomicznego
uktadu nerwowego, poprzez wptyw na podwzgorze, co przyczynia si¢ do odziatywania na takie
procesy jak termoregulacja, wzorzec snu i poboér pokarmu (Picciotto i wsp., 2012).

BA powstajacy w przebiegu AD powoduje ostabienie syntezy Ach oraz redukcje jej
wychwytu zwrotnego, ponadto w przebiegu tego zaburzenia stwierdzono redukcje liczby
receptorow dla tego zwigzku. Co wiecej w mozgach oséb z AD stwierdzono obnizenie liczby
neurondw cholinergicznych oraz ich synaps (Breijyeh i Karaman, 2020). Ponadto zwigkszona
liczba ptytek starczych zwigzana jest ze zmniejszong aktywno$cig enzymu syntetyzujacego
acetylocholing. Z drugiej strony podkreslane jest tez, ze zaburzenia cholinergiczne sprzyjaja
odkladaniu BA, jak rowniez patologii powodowanych przez biatko tau, co w konsekwencji
doprowadza do zaburzen kognitywnych (Hampel 1 wsp. 2018). Za zaburzenia obserwowane
w przebiegu AD odpowiedzialne sg zmiany w drogach cholinergicznych gtownie w takich
strukturach jak jadro podstawne Meynerta oraz neuronach majacych projekcj¢ do hipokampa,

ciata migdalowatego jak roéwniez kory mozgowej (Bekdash, 2021).

1.6.Zaburzenia sygnalizacji insulinowej w przebiegu choroby Alzheimera

Kolejng nieprawidlowosciag pojawiajgcg si¢ u osob cierpigcych na AD jest
insulinooporno$¢ w mézgu oraz na obwodzie (Dineley i wsp., 2014). Z tego powodu choroba

ta nazywana jest juz cukrzyca trzeciego typu (Lewitt i Boyd, 2019). Insulina swoje dziatanie
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wykazuje poprzez zwigzanie z receptorem insulinowym (IR). Receptor ten jest
heterotetramerem zbudowanym z dwoch podjednostek o oraz dwodch podjednostek [
potaczonych wigzaniem dwusiarczkowym. W organizmie cztowieka stwierdzono obecno$¢
jego dwoch izoform: IRA oraz IRB (Pomytkin 1 wsp., 2018). Pierwsza posta¢ receptora
spotykana jest w dojrzalym uktadzie nerwowym, natomiast druga w tkance tluszczowe;,
watrobie oraz w mig$niach szkieletowych (Sedzikowska i Szablewski, 2021). Insulina w OUN
pelni wiele waznych funkcji. Zaangazowana jest mi¢dzy innymi w procesy pamigciowe,
funkcje kognitywne, dziala neuroprotekcyjnie, wspomaga plastycznos¢ synaptyczna,
metabolizm glukozy i balans energetyczny (Salkovic-Petrisic i Hoyer, 2007; Pomytkin i wsp.,
2018), a receptory dla niej wykazuja ekspresje w licznych strukturach mozgu np. w opuszce
wechowej, hipokampie, podwzgorzu, wzgoérzu oraz w korze nowej (Werner i LeRoith, 2014;
Sedzikowska 1 Szablewski, 2021). Sygnalizacja insulinowa w mozgu realizowana jest przez
dziatanie insuliny, insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), insulinopodobnego
czynnika wzrostu-2 (IGF-2) oraz receptorow dla tych zwigzkow. Dziatanie insuliny w OUN
obejmuje dwa szlaki sygnalizacji: kinazy fosfoinozytowej 3/kinazy biatkowej B (PI3-K/AKT)
oraz kinazy aktywowanej mitogenami (MAPK). Ten pierwszy szlak zaangazowany jest
W procesy zwigzane z metabolizmem i syntezg bialek oraz lipidow, a ten drugi szlak w regulacje
wzrostu komérkowego, przezycie oraz ekspresj¢ genowg. Warto dodaé, ze insulina pozytywne
dzialanie w OUN wywiera poprzez stymulacje ekspresji transportera glukozy typu 4 (GLUT
4), manifestujac swoje dziatanie przez translokacj¢ tego receptora z cytozolu do blony
komorkowej. Usprawnia to wychwyt 1 wykorzystanie glukozy przez neurony, a takze w stanach
zwigkszonego zapotrzebowania (np. uczenie si¢) usprawnia transport insuliny. Co wigcej
sprawny metabolizm insuliny w OUN wptywa na obwodowe tkanki. Sygnalizacja tego
hormonu reguluje poprzez wptyw na podwzgoérze metabolizm w takich narzadach jak np.
watroba i tkanka thuszczowa (Sedzikowska i Szablewski, 2021).

Obecnos¢ receptorow dla insuliny w hipokampie, korze czotowej oraz srodwegchowej
sugeruje niezwykle wazng role tego zwigzku w procesach zwigzanych z uczeniem lub pamigcia,
ponadto wplywajac na remodelowanie synaps, zwiazek ten wplywa na plastyczno$é
synaptyczng, a takze znana jest jego pozytywna rola w procesie neurogenezy. Insulina wptywa
rowniez na komorki glejowe poprzez modulowanie ich odpowiedzi immunologicznej
(Sedzikowska 1 Szablewski, 2021).

Niestety w przebiegu AD obecnos¢ PBA powoduje redukcje liczby insulinowych
receptoréw oraz ostabia zdolno§¢ wigzania insuliny do nich (Dineley i wsp., 2014; Berlanga-

Acosta 1 wsp., 2020), a sama obnizona sygnalizacja insulinowa wplywa na zwiekszong
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akumulacje BA (Sedzikowska i Szablewski, 2021). IDE czyli enzym degradujacy insuling jest
réwniez peptydaza odpowiedzialng za degradacje PA. W stanie insulinoopornosci mdzgu,
enzym ten gléwnie zajmuje si¢ degradacja insuliny, powodujac w ten sposéb zwickszong
akumulacje BA (Michailidis 1 wsp., 2022). Ponadto w przebiegu AD stwierdzono, ze obecnos¢
hiperufosforylowanego biatka tau jest 3 razy wigksza niz w zdrowym moézgu, a wlasnie
w takich neuronach insulina gromadzi si¢ w postaci oligomerow, co wigze si¢
z insulinoopornos$cia tkanki 1 obnizeniem liczby receptorow IR (Sedzikowska i Szablewski,
2021). Na poziomie komdérkowym wydzielenie i dziatanie insuliny obniza aktywnos¢ kinazy
syntazy glikogenu-3p (GSK-3f), a wlasnie ta kinaza wspiera fosforylacj¢ biatka tau, a zatem
w przebiegu AD stan insulinoopornosci mozgu bedzie wspieral hiperfosforylacj¢ biatka tau
(Michailidis 1 wsp., 2022). Ponadto rozw6j neurozapalenia spowodowany osrodkowg reakcja
odpornosciowg lub obwodowym naptywem cytokin pro-zapalnych przez uszkodzong BBB jest
przyczynkiem do rozwoju insulinooporno$ci moézgu. Cytokiny pro-zapalne np. IL-6, IL-1
1 TNF-a zaburzaja sygnalizacj¢ insulinowa w mozgu, co w konsekwencji doprowadza do
hipometabolizmu neuronéw. Ponadto zwigkszona produkcja mediatoré6w neurozapalenia
z jednej strony jest konsekwencja pojawienia si¢ patologicznych zlogdéw w mdzgu, a z drugie;j
strony zwigzki te promuja powstawanie tych nieprawidlowych biatek. Co wigcej w przebiegu
AD obecnos¢ stresu oksydacyjnego i zaburzenia pracy mitochondriow zwigzane sa z obnizong
ekspresja PGC-1a, czyli regulatora biosyntezy i metabolizmu mitochondridow. Jednocze$nie
nadekspresja PGC-1a jest czynnikiem wspierajacym sygnalizacj¢ insulinowg. Zatem stres
oksydacyjny jest kolejnym czynnikiem powodujagcym zaburzenie sygnalizacji insulinowej

w czasie AD (Berlanga-Acosta i wsp., 2020).

1.7. Neurozapalenie i zapalenie w przebiegu choroby Alzheimera (AD)

Odpowiednikiem obwodowego uktadu odpornosciowego w OUN sg komorki
mikrogleju, ktorych gestos¢ w modzgach jest specyficzna dla struktury, a u ludzi waha si¢
w przedziale 5-20% liczby wszystkich komorek danego regionu mézgu (Smith 1 wsp., 2012).
W 1856r. niemiecki patolog Rudolf Virchow zdefiniowat glej jako komorki inne niz neurony,
a w 1919r. hiszpanski lekarz Pio del Rio-Hortega wyrdznit rézne populacje komorek
glejowych: astrocyty, mikroglej oraz oligodendrocyty (Wolf 1 wsp., 2017). Mikroglej w OUN
zachowuje si¢ jak obwodowe komorki majace zdolno$¢ fagocytozy (makrofagi), przez co moze
usuwaé neurony oraz nieuzywane synapsy pomiedzy nimi. Niezbedny jest wigc

w fizjologicznym rozwoju OUN oraz w pdzniejszym czasie, gdzie poprzez usuwanie zbednych
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elementow drog nerwowych i troficzne wspieranie neurondw reguluje przesytanie sygnatéw,
a takze redukuje zbedne szlaki sygnalizacyjne (Wolf i wsp, 2017). W warunkach homeostazy
komorki mikrogleju stale badajg lokalne srodowisko poprzez poruszanie wypustkami, ktore sg
silnie rozgatezione, a cialo komorki mikrogleju w tym stanie spoczynkowym (resting state) jest
mate i okragle (Smith i wsp., 2012; Wolf'i wsp., 2017). W warunkach fizjologicznych komorki
mikrogleju dzigki purinergicznemu receptorowi P2RY12 moga odpowiada¢ na wysiew
adenozynotrifosforanu (ATP) przez neurony, co bedzie wspierato komunikacje pomigdzy tymi
dwoma rodzajami komoérek OUN, a w konsekwencji doprowadzi do synchronizacji neuronéw
danego szlaku komorkowego. Mikroglej wptywa tez na procesy zapamietywania oraz nauki,
poprzez wspieranie wstepnej fazy LTP przez ustawianie znacznikOw synaptycznych (synaptic
tags) lub poprzez hamowanie przekaZznictwa synaptycznego (LDP) (Miao 1 wsp., 2023).

W momencie gdy homeostaza zostaje zaburzona dochodzi do zmian morfologicznych
tych komorek, ktore z budowy rozgatezionej staja si¢ komorkami amebowatymi (Wolf'i wsp.,
2017). Przyktadami takich sytuacji, ktéore prowadza do zmian morfologii mikrogleju
sq: infekcja, udar, uraz, zapalenie i niedotlenienie (Smith i wsp., 2012). Gdy dochodzi do
klasycznej aktywacji tych komorek produkuja one zwigzki powodujace neurozapalenie oraz sg
neurotoksyczne, a nazywane s3 komorkami typu M1, natomiast gdy aktywacja zachodzi
w sposOb  alternatywny, mikroglej ten okreslany jest typem M2 i produkuje substancje
przeciwzapalne oraz promujace regeneracj¢ tkanki. Warto jednak doda¢, ze aktywacja
mikrogleju moze wystepowac jednoczesnie z roznymi fenotypami posrednimi i jest to proces
niezwykle dynamiczy (Wolf 1 wsp., 2017; Miao 1 wsp., 2023). Wykryto miedzy innymi, ze
w poblizu blaszek starczych zbudowanych z BA pojawia si¢ mikroglej typu DAM (disease-
associated microglia). Ponadto komorki mikrogleju charakteryzuja si¢ duza heterogenicznos$cia
w zaleznos$ci od struktury moézgu 1 wieku osobnika np. sg zréznicowane poprzez posiadanie
roznej liczy receptorow dla neuromediatoréw takich jak dopamina, serotonina, endotelina,
nikotyna, substancja P oraz biatek klasy MCH-II, co przyczynia si¢ do r6znej odpowiedzi
odpornosciowej (Wolf1 wsp., 2017). Gdy w OUN rozwinie si¢ patologiczny proces, mikroglej
uruchamia silng fagocytarng odpowiedz, prezentuje antygeny, jak rowniez syntetyzuje pro-
zapalne zwigzki. Przyktadami takich pro-zapalnych substancji sa IL-6, IL-1, TNF-a, IFN-y,
tlenek azotu (NO), eikozanoidy, histamina, glutaminian i kwas chinolowy (Smith 1 wsp., 2012).

U zwierzat zauwazono roznice w morfologii mikrogleju pomigdzy plciami oraz
gatunkami. U samcow gryzoni stwierdzono wigksza gestos¢ tych komorek, wigkszy rozmiar
ciata 1 mniejsze rozgatezienia w stosunku do samic. Z kolei w warunkach in vitro mikroglej

zwierzat proliferuje bardziej niz ludzki, a w przebiegu choroby Alzheimera taka proliferacja
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byta obecna w mysich modelach, jednak nie zauwazono tego procesu u ludzi chorujacych na to
zaburzenie. Komorki pochodzace od réznych gatunkéw inaczej reaguja na substancje,
przyktadowo NO u myszy silniej promowal rozw6j neurozapalenia niz u ludzi (Wolf 1 wsp.,
2017).

U przebiegu AD dowiedziono, ze pro-zapalny, mato ruchliwy typ mikrogleju pojawia
si¢ w poblizu blaszek starczych, a wigc jest mato skuteczny w zwalczaniu tych patologicznych
ztogdw. Taki typ mikrogleju przycigga miedzy innymi chemoatrakcyjne srodowisko np. biatko
chemotaktyczne monocytow-1 (MCP-1), interleukina-8 (IL-8), biatko zapalne makrofagéw-1a
(MIP-1a). Ponadto same blaszki starcze powoduja wydzielanie cytokin i innych substancji pro-
zapalnych (Wolf 1 wsp., 2017). Co wiecej aktywowany mikroglej w tej chorobie produkuje
cytokiny pro-zapalne. Badania post mortem dowiodly produkcj¢ cytokin pro-zapalnych (IL-18,
IL-6, TNF-a) w uszkodzonej tkance nerwowej (Smith i wsp., 2012). Ponadto zmiany nawet
w jednym nukleotydzie danego genu moga prowadzi¢ do ryzyka wystapienia AD, a do takich
gendw zaliczamy tez geny zwigzane z funkcja mikrogleju np. APOE, TREM 2 i CD33 (Miao
1 wsp., 2023).

W czasie rozwoju AD stwierdzono, zZe polaryzacja mikrogleju kieruje si¢ w strong typu
MI1. Zaangazowane w ten proces jest wiele szlakow sygnalizacji komoérkowej. Przyktadowe
znich to NF-«kB oraz szlak Toll podobny (TLRs). W czasie aktywacji szlaku NF-kB
ufosforylowana kinaza IKK pozwala podjednostkom NF-kB p50/p60 przedosta¢ si¢ do jadra
komorkowego, gdzie begdzie promowana transkrypcja biatek genow odpowiadajacych za
rozw0j neurozapalenia. Z kolei receptor TLR4 nalezacy do szlaku TLRs posiada zdolnos¢
wigzania lipopolisacharydu (LPS), a potaczenie to prowadzi do aktywacji odpowiedzi pro-
zapalnej. Dochodzi migdzy innymi do autofosforylacji kinazy IL-1 (IRAK), ktora w reakcji
kaskadowej aktywuje biatka IRAK1 oraz IRAK4, oddzialujace z receptorem TRAF6, ktore
z kolei aktywuja kompleks kinazy TAKI1, a wlasnie taki zespot kinaz moze wplywa¢ na
aktywacje¢ innego szlaku np. wcze$niej wspomianego NF-kB (Miao 1 wsp., 2023).

Patologiczne zmiany wystgpujace w AD moga by¢ niwelowane poprzez aktywacje
szlakow komorkowych zwigzanych z promocja polaryzacji mikrogleju w typ M2. Jednym
z takich szlakow jest wysoce zakonserwowany szlak sygnalowy Notch. W warunkach
fizjologicznych szlak ten obejmuje receptory NOTCH 1-4 oraz ligandy DSL (delta-serrate-lag),
gdzie aktywacja takiego receptora prowadzi do proliferacji 1 roznicowania komorek
posiadajacych ten receptor. W AD aktywacja tego szlaku, poprzez wplyw na polaryzacje
mikrogleju wspiera redukcj¢ neurozapalenia oraz usuwanie zlogéw zbudowanych z BA.

Kolejnym przykladowym szlakiem moze by¢ szlak receptorow aktywowanych przez
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proliferatory peroksysomow-y (PPAR-y). W warunkach fizjologicznych szlak ten moze
promowac synteze wydzielania cytokin zarowno pro- jak i przeciwzapalnych, ale w przebiegu
AD promuje on polaryzacje mikrogleju w tym M2, tagodzi neurozapalenie i zakldca dziatanie
szlakow pro-zapalnych (np. NF-«B) poprzez hamowanie translokacji jadrowej. Kolejnym
szlakiem wspierajacym redukcje objawow AD jest droga sygnalizacyjna kinazy
fosfoinozytydu-3 kinazy biatkowej B (Pi3K/AKT), ktora odgrywa znaczaca rolg¢ w polaryzacji
mikrogleju. Szlak ten dziata poprzez aktywacje biatka G, aktywacje receptoréw o aktywnosci
kinazy tyrozynowej i kinazy Pi3K. Niska aktywnos$¢ tego szlaku zwigzana jest z polaryzacja
mikrogleju w typ M1, jednak wzmocnione przesytanie informacji tej drogi promuje polaryzacje
w mikroglej typu M2. Innym szlakiem pomocnym w polaryzacji mikrogleju w typ M2 jest szlak
aktywowanej kinazy biatkowej (AMPK), ktory moze réwniez wspiera¢ biogeneze i funkcje
mitochondridw poprzez aktywacje sirtuiny-1, ktora z kolei aktywuje biatko wspierajace funkcje
mitochondriow czyli PGC-1-a (Miao i wsp., 2023).

W przebiegu AD obserwowane jest takze obwodowe zapalenie. Analiza krwi pacjentéw
z AD pozwolita stwierdzi¢, ze w przebiegu tej choroby wzrasta liczba monocytéw (niezaleznie
od pfci lub wieku badanej osoby) lub liczba neutrofili, a z kolei liczba bazofili oraz limfocytow
byta niska. Uzyskane wyniki $wiadczg o rozwinigciu stanu zapalnego w organizmie wraz
z pogorszeniem odporno$ci w przypadku zakazenia (Shad i wsp., 2013). Monocyty
w przebiegu AD moga przekracza¢ BBB i poprzez proces fagocytozy przyczyniaja si¢ do
redukcji zlogdw BA, cho¢ ich obecnos$¢ w tkankach (jako makrofagi/mikroglej) wigze si¢
rozwojem zapalenia 1 produkcja cytokin pro-zapalnych (Feng 1 wsp., 2011). Z kolei
dowiedziono, ze modelach zwierzgcych AD neutrofile przyciggane sa do srodbtonka naczyn
krwionosnych mozgu, przez co nastgpuje blokada przeptywu krwi, co w konsekwencji zaburza
funkcje kognitywne u zwierzat. Ponadto granulocyty obojetnochionne migruja do miejsc
lokalizacji ztogéw BA. Te komorki odporno$ciowe ponadto produkuja tzw. ,,neutrofilowe
putapki zewnatrzkomorkowe” (NET), ktore z jednej strony hamujg rozprzestrzenianie
patogenow, a z drugiej wspierajg wystapienie stanu zapalnego i uszkodzenie tkanki (Xu 1 wsp.,
2025). Zauwazono takze, ze w przebiegu AD wzrasta stosunek neutrofilow do limfocytow
(NLR) czyli wskaznika pomigdzy aktywnos$cia wrodzonej i nabytej odpowiedzi uktadu
odpornosciowego oraz bedacego markerem obwodowej reakcji zapalnej. W konteksScie
neurozapalenia powstajacego w przebiegu AD zwraca si¢ uwage na role limfocytow
pomocniczych (Th, CD4") zwlaszcza subpopulacji Thl i Thl7 oraz limfocytow
cytotoksycznych (Tc, CD8"). Limfocyty Thl zaangazowane sg w promocje zapalenia poprzez

wydzielenie interferonu gamma (IFN-y), a z kolei limfocyty Th17 wydzielaja interleuking-17
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(IL-17), ktorej synteza zwigzana jest z wystapieniem zaburzen kognitywnych (Aprile i wsp.,
2025).

Z kolei w streptozotocynowym modelu sAD u szczuréw stwierdzono, ze w przebiegu
tego neurodegeneracyjnego zaburzenia wzrasta liczba oraz odsetek neutrofili, a takze produkcja
przeciwzapalnej cytokiny IL-10 przez komorki §ledziony u szczurdéw starych (22 miesigce)

w pierwszym miesigcu sAD (Wrona i wsp., 2022).

1.8.Stres oksydacyjny w przebiegu choroby Alzheimera (AD)

W przebiegu choroby Alzheimera stwierdzono pojawienie si¢ stresu oksydacyjnego.
W mitochondriach, czyli w strukturach komoérkowych odpowiedzialnych za produkcje ATP
w wyniku oddychania komorkowego, stwierdzono obnizong produkcje enzymu oksydazy
cytochromowej, co skutkuje zwigkszong synteza wolnych rodnikow tlenowych (ROS). Ponadto
obecnos¢ ztogow PA zaburza aktywno$¢ enzymatyczng, a takze funkcjonowanie
mitochondriow, co takze zwigksza produkcje ROS. Co wigcej mikroglej i astrocyty osob
cierpiagcych na AD/zwierzat z modelem tej choroby produkuja chemokiny, cytokiny 1 wolne
rodniki tlenowe, ktére przyczyniaja si¢ do $mierci neuronéw (Chen i Zhong, 2014). Badacze
stwierdzaja takze, ze neurony to komorki bardzo podatne na uszkodzenia spowodowane
stresem oksydacyjnym z tego wzgledu, ze zawieraja niewielkie ilosci glutationu (dziatajacego
jako antyoksydant), a bogate s3 w duza zawarto$§¢ wielonasyconych kwasow thuszczowych
(PUFA), ktore powoduja uszkodzenia tkanki na poziomie molekularnym (np. peroksydacja
lipidéw prowadzaca do powstania wolnych rodnikéw). Jednak jeden z utlenionych kwasow
wielonasyconych, mianowicie kwas dokozaheksaenowy (DHA) 1 produkty peroksydacji
lipidow jak kwasy omega 3 1 6 redukuja poziom BA. Warto takze doda¢, ze z drugiej strony
stres oksydacyjny w przebiegu AD moze by¢ wywotany przez obecno$¢ PA,
hiperufosforylowanego biatka tau, akumulacje metali, zapalenie oraz zaburzenia pracy
mitochondriéw. Ponadto w hodowlach komoérkowych 1 modelach zwierzgcych AD
zaobserwowano akumulacje BA w mitochondriach neuronéw powodujaca uszkodzenie
funkcjonowania tej struktury, a wigc ostabiony metabolizm energetyczny oraz produkcje
zwigzkdéw promujacych stres oksydacyjny jak nadtlenek wodoru (H202) (Lauer 1 wsp., 2022).
Wraz z wiekiem zmniejsza si¢ tez liczba mitochondriow, ktéra moze wptywac na interakcje
z biatkiem APP, powodujac akumulacje BA. Co wiecej zaburzenia funkcji mitochondriow sg
spowodowane interakcja metal (miedz, cynk, zelazo) - BA, ktoéra zmienia polaryzacj¢ btony

tego organellum komorkowego (Ionescu-Tucker i Cotman, 2021).
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1.9.Inne przyczyny rozwoju choroby Alzheimera (AD)

Jedna z mozliwych przyczyn rozwoju sAD sg zaburzenia pracy uktadu glimfatycznego.
Uktad glimfatyczny jest osrodkowym odpowiednikiem uktadu limfatycznego, ktéry za pomoca
kanatéw okotonaczyniowych utworzonych przez astrocyty, odpowiedzialny jest za usuwanie
metabolitow oraz rozprowadzenie substancji w OUN. Dziatanie tego systemu odbywa si¢
w czasie fizjologicznego snu, dlatego zaburzenia tego procesu przyczyniajg si¢ do rozwoju
zaburzen na poziomie neuronalnym (Jessen i wsp., 2015). To witasnie we $nie, gdy uklad
glimfatyczny jest aktywny, wzrasta objetos¢ ptynu moézgowo-rdzeniowego dostarczanego do
réznych regiondw mozgu (Hablitz i Nedergaard, 2021). W badaniach z udzialem zaréwno ludzi
jak 1 zwierzat wykazano, ze pozbawienie snu przyczynia si¢ do zwigkszonej akumulacji BA,
a wigc wazne w kontek$cie zapobiegania sAD jest utrzymanie prawidlowego funkcjonowania
tego uktadu. Mediatorem uktadu glimfatycznego jest ptyn moézgowo-rdzeniowy (CSF), a wraz
z wiekiem obserwuje si¢ obnizong produkcje tego ptynu, co wpltywa niekorzystnie na
funkcjonowanie systemu i1 moze by¢ przyczynkiem rozwoju AD (Silva i wsp., 2021).
Doprecyzowujac uktad glimfatyczny pozwala na ruch CSF z przestrzeni podpajgczynowkowej
wzdhuz okolic okototetniczych, gdzie moze mieszaé si¢ z ptynem $§rodmigzszowym (ISF),
zanim ten drugi dostanie si¢ do obwodowego ukladu limfatycznego poprzez ewakuacje
przestrzeniami okolozylnymi (Hablitz i Nedergaard, 2021).

Kanaty okotonaczyniowe zbudowane sg z wodnych kanatow akwaporyn (AQP).
Obecnie opisano 11 podtypoéw tych kanatow od AQPO do AQP10. W konteks$cie zaburzen
zwigzanych z AD wydaje sig¢, ze kluczowym kanalem jest AQP4, przez ktory moze by¢
transportowana woda, a jego ekspresje stwierdzono na astrocytach, ependymocytach, ale nie na
neuronach (Thipani-Madhu 1 wsp., 2024). Jako selektywny kanat wodny, AQP4 przyczynia si¢
do utrzymania jonowej oraz osmotycznej homeostazy, wpltywajac tym samym na dyfuzje wody
w moézgu. Badania wskazuja, ze lokalizacja tej akwaporyny to koncowe fragmenty astrocytu,
co umozliwia skuteczng komunikacjg z ISF, a tym samym zapewnieniem odpowiedniej
motoryki do przeptywu glimfatycznego (Silva 1 wsp., 2021).

Ponadto stwierdzono, Zze w przebiegu starzenia ekspresja tej akwaporyny AQP4
w mdzgu obniza si¢, co uposledza funkcjonowanie uktadu glimfatycznego, a juz u pacjentow
z AD odpowiednia ekspresja tego biatka byta skorelowana z nizszym poziomem akumulacji
BA w regionach okotonaczyniowych (Thipani-Madhu 1 wsp., 2024). U myszy
zmodyfikowanych genetycznie z wylagczonym genem dla AQP4, klirens usuwania zlogow BA

byt nizszy o 50% w stosunku do zwierzat kontrolnych z aktywnym genem, a u zwierzat
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(APP/PS1) z modelem choroby AD negatywne konsekwencje choroby przybraly na sile
1 manifestowaty si¢ miedzy innymi pogorszeniem deficytow poznawczych oraz zwigkszong
akumulacjg amyloidu. Co wigcej u osobnikow z delecja tego kanatu stwierdzono akumulacje
biatka tau, a wigc drugiego patologicznego biatka obserwowanego w mozgach
zwierzat/pacjentow z AD (Silva i wsp., 2021).

Kolejng mozliwg przyczyna rozwoju sAD sg zaburzenia snu. Badania pokazuja, Ze
obecnos¢ BA w plynie srodmigzszowym mozgu wzrasta w okresie czuwania, a spada podczas
snu, z drugiej strony sama obecno$¢ BA moze przyczyniac si¢ do bezsennosci lub fragmentacji
snu, a w konsekwencji powodowa¢ zaburzenia pamigci. U zwierzat z modelem zaburzen snu
stwierdzono zwickszong akumulacj¢ PA/blaszek starczych w korze przedczotowej
1 hipokampie, zwigkszony poziom hiperufosforylowanego biatka tau, zaburzenia uczenia si¢
w tescie labiryntu wodnego Morrisa (MWM) 1 aktywacj¢ komorek mikrogleju. Warto dodac,
ze zarowno przewlekte, a takze i krotkotrwate zaburzenia snu przyczynity si¢ do akumulacji
patologicznych zlogéw charakterystycznych dla AD. Deprywacja snu powoduje takze
zwigkszong ekspresje IL-18, TNF-a, NO i syntazy tlenku azotu, a z kolei te zwigzki promujace
neurozapalenie pozytywnie skorelowane sa z akumulacja nierozpuszczalnej formy BA. Co
wiecej zaburzenia snu negatywnie wptywaja na mikrobiote jelitowa uposledzajac jej funkcje
1 promujac stan zapalny, a przekazywane sygnaly ze zmienionej enterycznej gatezi uktadu
autonomicznego moga by¢ czynnikiem rozwoju zaburzen sAD np. objawow zwigzanych
z lekiem (Han i wsp., 2024). Badania pokazuja tez, ze zawarto$¢ BA w plynie srddmigzszowym
waha si¢ w rytmie dobowym. W czasie snu wolnofalowego (NREM) stezenie takie jest nizsze
niz podczas czuwania lub w fazie snu paradoksalnego (REM). Zaklécenie wiec fazy NREM
snu wydaje si¢ bardziej negatywne w konteks$cie utworzenia ztogow BA (Grossberg, 2017).
Zaburzenia snu wystepuja u okoto 14-69% pacjentow z AD (Zhao i1 wsp., 2016). Zmiany te
wydaja si¢ wigc jedng z waznych kwestii dotyczacych patologii sporadycznej postaci AD,
atakze warto zwrdci¢ uwage na wzajemne powigzania pomiedzy higieng snu
a funkcjonowaniem uktadu glimfatycznego.

Wsrod nastepnych przyczyn prowadzacych do rozwoju sAD wymieniane s3 takze:
urazy glowy, kontakt z aluminium oraz niewtasciwg dieta (Armstrong, 2013). Warto dodac¢, ze
podwyzszone stezenie osoczowego PA 1-40 1 1-42 zwigzane jest z zakazeniem takimi
bakteriami jak Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori, Borrelia burgdorferi,
a w hipokampie i ptacie skroniowym pacjentdow z AD znaleziono podwyZszony poziom
bakteryjnego lipopolisacharydu (LPS). Inne bakterie np. Enterobacteria species 1 grzyby moga

produkowacé peptydy/widkna amyloidowe, odktadajace si¢ migdzy innymi w mozgu.
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Czynnikami ryzyka rozwoju sAD jest kontakt z takimi wirusami jak wirus ospy wietrznej,
cytomegalowirus i wirus opryszczki typu 1. Dysbioza jelitowa moze wptywaé takze na
plastycznos$¢ synaptyczng poprzez oddziatywanie na receptory takich zwigzkow jak N-metylo-
D-asparaginian (NMDA), serotonina oraz neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego
(BDNF) (Pluta i wsp., 2020). Bakteria Porphyromonas gingivalis ktora jest obecna w ptytce
nazebnej posiada wlasciwosci zaburzajace fagocytoze. Moze to doprowadzi¢ do lokalnego
zapalenia w jamie ustnej, podczas ktorego komoérki uktadu odpornosciowego np. limfocyty T
powoduja uwalnianie pro-zapalnych cytokin np. IL-1, TNF-a, angazujac w t¢ reakcje zapalng
coraz wiecej elementéw uktadu odpornosciowego np. neutrofile, makrofagi, co moze
przerodzi¢ si¢ w ogolnoustrojowe zaburzenie poprzez uwolnienie czynnikow pro-zapalnych do
krwiobiegu. W mozgach pacjentow z AD znaleziono LPS (skfadnik btony bakterii gram-
ujemnych) w wiekszych ilo§ciach niz w mozgach 0sob z grupy kontrolnej, przy czym byt on
zlokalizowany w poblizu blaszek starczych i dookota naczyn krwiono$nych w mozgu. Badania
na zwierzetach wykazaty, ze obwodowe podanie LPS aktywuje komorki mikrogleju, co wspiera
pro-zapalng reakcje, w tym produkcje zwiazkéw pro-zapalnych, a w kontek$cie AD
formowanie splatkéw neurofibrylarnych oraz wzrost poziomu BA (Liccardo i wsp., 2020).
Podsumowujac, zakazenie bakteryjne moze doprowadzi¢ do zmiany stopnia zapalenia
z lokalnego na ogdlnoustrojowe, a ono moze by¢ przyczynkiem do rozwoju sAD.

U o0s6b niedozywionych z jednej strony zwrdécono uwage, ze niedobor
biatkowo-kaloryczny (z uwzglednieniem niedoboréw magnezu i wapnia) moze by¢ przyczyna
powstania splatkéw neurofibrylarnych, a z drugiej strony trzeba zwroci¢ uwage na to czy stan
psychiczny pacjenta z AD nie jest pierwotng przyczyng obserwowanego niedozywienia. Jednak
jak pokazuja badania u ludzi z mutacja w genie APP, to osoby cierpigce juz na AD maja wigksze
niedobory witaminy B12 niz osoby zdrowe, przy czym nie jest to efekt niedozywienia, a takie
braki zwiazkow odzywczych moga prowadzi¢ do zmniejszonej produkcji neuroprzekaznikow
(Armstrong, 2013). Ponadto subkliniczne niedobory witaminy B12 stwierdzono u 15%
60-latkow, jak réwniez u 35% 80-latkow. Warto takze dodaé, ze witamina B12 wykazuje
dziatanie antyoksydacyjne, wigc jej niedobory moga prowadzi¢ do rozwoju stresu
oksydacyjnego. Wspominana tutaj kobalamina swoje dobroczynne wtlasciwosci realizuje
miedzy innymi przez stymulacje produkcji czynnikow wzrostu, cytokin i jest takze kofaktorem
syntazy metioniny, ktora przeksztalca homocysteing (szkodliwg w zbyt wysokim stezeniu)
w metionine (Lauer i wsp., 2022).

Ponadto w mozgach os6éb z AD (post mortem) stwierdzono podwyzszong zawarto$¢

cholesterolu zwigzang z ptytkami starczymi, a podwyzszone stg¢zenie w osoczu tego zwigzku
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w ciggu zycia jest ryzykiem rozwoju AD. Cholesterol promuje agregacj¢ PA oraz jego
wlasciwos$ci toksyczne, miedzy innymi poprzez stymulacj¢ a, B-sekretaz. Uwaza si¢ tez, ze
nadmierne st¢zenie homocysteiny zwigzane jest z ryzykiem rozwoju AD. U pacjentow z AD
stwierdzono podwyzszone stezenie tego aminokwasu w plynie moézgowo-rdzeniowym.
Homocysteina swoje negatywne dziatanie manifestuje poprzez uszkodzenia neuronéw i BBB,
wzmaga agregacje i toksyczno$¢ A oraz generuje stres oksydacyjny (Lauer i wsp., 2022).
Zwiazek rozwoju sAD po kontakcie z aluminium pozostaje jeszcze niejednoznaczng
kwestig. Istniejg dowody naukowe, ze mozgi pacjentow z AD zawieraty wigcej aluminium
jednak nie zawsze zmiana osiggneta poziom istotnosci statystycznej. Jednakze, kontakt z tym
zwigzkiem powodowalby wigzanie go do DNA, zaburzajagc tym samym formowanie

cytoszkieletu komorki, a w koncu powstanie splatkdw neurofibrylarnych (Armstrong, 2013).

1.10. Modele zwierzece choroby Alzheimera (AD)

Obecnie istnieje wiele modeli zwierzecych odzwierciedlajacych zmiany, ktore powstaja
w przebiegu AD. Mozna podzieli¢ je na spontaniczne, genetyczne oraz interwencyjne.
Spontaniczne modele zwierzgce, to takie, gdy u zwierzgcia samoistnie rozwing si¢
symptomy/cechy charakterystyczne przypominajace objawy AD np. u pawiandéw stwierdzono
wystapienie splatkdéw neurofibrylarnych, a u makakéw pojawienie si¢ zlogdw PBA. Jednak ze
wzgledu na wiele czynnikow jak dlugi czas zycia zwierzgcia 1 niski potencjat reprodukcyjny
ich wykorzystanie jest ograniczone lub stosuje si¢ dodatkowe manipulacje przyspieszajace
rozw0j choroby np. iniekcje BA. Modele genetyczne natomiast odzwierciedlajg mutacje DNA
jakie spotyka si¢ u osob cierpigcych na fAD. U szczuréw oraz myszy wprowadza si¢
zmutowane ludzkie geny zwigzane z fAD, z tego wzglgedu Ze u gryzoni nie stwierdzono
samoistnie rozwijajacej si¢ tej choroby. Pierwszy model tego typu zostal wyindukowany
u myszy (PDAPP model) przez zespot Games’a, a efekty tej pracy opublikowano w 1995r.
Zwierzgta te charakteryzowaly si¢ mutacja w miejscu cigcia y-sekretazy biatka ABPP, a objawy
jakie u nich stwierdzono to obecno$¢ zlogéw amyloidowych w 6-9. miesigcu zycia oraz
zaburzenia pamigci przestrzennej. Przykladowymi innymi modelami genetycznym sg myszy
TgCRNDS, APP/PS1, 3x-TgAD oraz szczury Tg478/Tgll16 jak 1 PSAPP
(Tg478/Tgl116/Tgl11587) (Chen i Zhang, 2022).

Dla przyktadu zwierzgta 3x-TgAD sa jednym z cze$ciej wykorzystywanych mysich
modeli fAD. U zwierzat tych dokonano zmiany w DNA, polegajacej na wprowadzeniu genow

odpowiadajacych za patologiczne zmiany fAD obserwowane u ludzi, a wykorzystano do tego
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konkretnie dwa niezalezne geny APPSwe oraz tauP301L. U zwierzat tych w 6. miesiacu zZycia,
stwierdzono dtuzsza latencj¢ znalezienia platformy oraz zmniejszony odsetek przebywania
w kwadrancie krytycznym w tescie labiryntu wodnego Morrisa, a zatem zaobserwowano
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu pamigci przestrzennej. W tescie otwartego pola u tych
gryzoni w 3. miesigcu zycia stwierdzono krétszy pokonany dystans w wewnetrznych polach
testu w pordwnaniu do zwierzat dzikiego typu, a w 6. miesigcu zycia obnizony catkowity
pokonany dystans oraz ogdlnie obnizong aktywno$¢ ruchowg w plaszczyznie wertykalnej
1 horyzontalnej. Z kolei w mozgu w 11-15 miesigcu zycia tych osobnikéw stwierdzono
obnizong liczb¢ neuronéw w korze mézgowej i hipokampie oraz zredukowang gesto$¢ tych
komoérek. Co wigcej, u takich zwierzat obecno$¢ PA zostata stwierdzona w korze juz w 3.
miesigcu zycia, a w hipokampie w 6. miesigcu zycia. Ponadto u myszy z tym modelem
stwierdzono inne klasyczne objawy fAD jak pojawienie si¢ splatkéw neurofibrylarnych
w modzgu, obnizong gestos¢ synaps, zwickszong aktywnos¢ mikrogleju oraz astrocytow (Tian
1 wsp., 2023).

Z kolei szczury Tgd78/Tgl116 to zwierzeta ktore charakteryzuja si¢ nadmiernym
odktadaniem BA w mozgu, jednak dopiero w wieku ok. 17-18 miesigcy dochodzi u nich do
wytworzenia ptytek starczych, zbudowanych z tego biatka. Z tego wzgledu do juz dwoch
istniejgcych mutacji genetycznych jakie obecne sa w organizmie tych zwierzat wprowadzono
trzecig mutacje: ludzkiego genu prenisiliny. Tak zmodyfikowane szczury, okreslane mianem
PSAPP (Tg478/Tgl116/Tgl11587), posiadaty rozproszone blaszki amyloidu w réznych
czegSciach mozgowia jak hipokamp, podwzgorze, wzgorze, kora mozgowa 1 opuszka wechowa
w 9. miesigcu zycia (Do Carmo i Cuello, 2013).

Modele interwencyjne opieraja si¢ na wprowadzeniu jakiego$ czynnika, ktory
w organizmie zwierzecym doprowadza do powstania objawow charakterystycznych dla AD.
Przykladami takich modeli jest podawanie diety bogatej w cholesterol, podawanie akroleiny

lub mikroiniekcje streptozotocyny do komoér bocznych mézgu (Zhang 1 wsp., 2020).

1.11. Charakterystyka streptozotocyny-zwigzku indukujacego model sporadycznej
postaci choroby Alzheimera (sAD)

Streptozotocyna (STZ) to antybiotyk produkowany przez bakterie glebowe
Streptomyces achromogenes, o strukturalnym podobienstwie do glukozy (Grieb, 2016; Kamat
1 wsp., 2016). Efekty swojego dzialania wywiera w tkankach, zawierajacych receptor dla

glukozy typu 2 (GLUT2), jednak inne receptory z tej rodziny czyli GLUT1, GLUT3 1 GLUT4
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nie transportuja tego zwigzku (Kamat i wsp., 2016). Transporter GLUT2 mozna spotkac
w wielu miejscach ustroju, dlatego STZ moze uszkadza¢ dziatanie wielu tkanek 1 narzadow np.
trzustki, mézgu, watroby oraz nerek. Warto doda¢, ze BBB nie zawiera tego transportera,
dlatego STZ nie ma bezposredniego uszkadzajacego wpltywu na mdzgowie, a jedynie moze
wywiera¢ swoje dziatanie, gdy zostanie bezposrednio podana do OUN. Negatywne dzialanie
tej substancji wykorzystywane jest do modelowania u zwierzat takich chordb jak cukrzyca 1
1 2 typu oraz sAD. Podanie jej dozylnie lub dootrzewnowo w dawce 40-60 mg/kg lub wigksze;j
stanowi model cukrzycy typu 1, natomiast dawka 35 mg/kg badz mniejsza pozwala uzyskac
model cukrzycy typu 2 (Grieb, 2016). Z kolei mikroiniekcja STZ w dawce diabetogennej (3
mg/kg) do komoér bocznych moézgu (ICV), jest metabolicznym odzwierciedleniem zmian
zachodzacych w przebiegu choroby Alzheimera (Grieb, 2016; Kamat i wsp., 2016). W OUN
po podaniu tego zwigzku, zaobserwowano mie¢dzy innymi obnizenie liczby neurondéw
i zaburzenie neurogenezy w hipokampie, zaburzenia dzialania szlakéw cholinergicznych
manifestujace si¢ obnizeniem aktywnosci ChAT syntetyzujacej Ach oraz zwigkszeniem
aktywnosci enzymu rozktadajacego ja czyli esterazy acetylocholinowej (AChe), obecnos$cia
ztogow PBA oraz pojawieniem si¢ stresu oksydacyjnego, obnizonym metabolizmem glukozy,
a takze insulinooporno$cig moézgu (Salkovic-Petrisic 1 Hoyer, 2007; Salkovic-Petrisic 1 wsp.,
2011, 2013; Sun i wsp., 2015; Zhang i wsp., 2019).

Po podaniu STZ do komoér bocznych mozgu (ICV-STZ) zauwazono, podobnie jak
w przebiegu sAD u ludzi, pojawienie si¢ patologicznych form BA. Nasze badania wykazaty, ze
BA pojawia si¢ w hipokampie (obszary: CAl, CA2, CA3, DG) i korze moézgowej (czotowa,
ciemieniowa, skroniowa) takze 6,5 miesigca po osrodkowej iniekcji STZ (Majkutewicz 1 wsp.,
2024). Inni badacze stwierdzili obecno$¢ zlogéw PA w naczyniach wlosowatych opon
moézgowych 3-ce miesigee po podaniu ICV-STZ, a takze w hipokampie, podwzgérzu, wzgorzu
oraz przylegajacych oponach moézgowych 6 oraz 9 miesigcy po indukcji modelu sAD
(Salkovic-Petrisic 1 wsp., 2006; 2011). Knezovic 1 wsp., (2015) wykazali, ze akumulacja
wewnatrzkomorkowego BA (1-42) pojawia si¢ 3 miesigce po iniekcjach ICV-STZ, a obecnosé
rozproszonego BA (1-42) z dodatnim tworzeniem blaszek starczych 6 miesigcy po podaniu STZ
w hipokampie i korze nowej. Ponadto Pierzynowska i wsp., (2019) znalezli ztogi BA w korze
ciemieniowo-skroniowej juz po miesigcu od podaniu ICV-STZ. Co wigcej za pomocg metody
western-blot kolejny zespot badawczy wykryt takze obecnos¢ BA w hipokampie juz nawet 30
dni po iniekcji STZ (Andrade i wsp., 2023), a jeszcze inni naukowcy stwierdzili, Ze u myszy
po osrodkowym podaniu STZ gestos¢ optyczna BA 2 tygodnie po podaniu tej neurotoksyny
byta wyzsza o 78% w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (Ravelli 1 wsp., 2017).
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Podanie STZ wywoluje tez zmiany behawioralne. U zwierzat z modelem sAD
stwierdzono wystapienie lgku, ktory przejawial si¢ zmniejszonym czasem przebywania
w bardziej stresowych wewnetrznych kwadratach otwartego pola, krotszym pokonanym
dystansem i zmniejszong liczbg przekroczonych krawedzi kwadratow podczas wykonywania
tego testu w porOwnaniu ze zwierzgtami kontrolnymi (Pierzynowska i wsp., 2019). Ponadto
w przebiegu tej choroby wystapita hiperaktywno$¢ lokomotoryczna mierzona w aktometrze
1w teScie otwartego pola (Pierzynowska i wsp., 2019). Stwierdzono takze zaburzone
funkcjonowanie pamigci przestrzennej zarOwno referencyjnej jak i roboczej. W tescie MWM
zwierzgta z modelem sAD charakteryzowaly si¢ diuzsza latencja znalezienia platformy,
wydluzonym przeptynigtym catkowitym dystansem oraz krotszym czasem spedzonym
w kwadrancie krytycznym basenu w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Majkutewicz, 2016;

Pierzynowska 1 wsp., 2019).

1.12. Charakterystyka behawioralna zwierzat a osobnicza wrazliwos$¢ na stres

Jedna z kluczowych kwestii na ktora trzeba zwrdci¢ uwage podczas szukania przyczyn
1 skutecznego leczenia sAD jest charakterystyka behawioralna osobnikow. U szczurow
skutecznym 1 wielokrotnie stosowanym modelem podziatu jest aktywnos¢ ruchowa w nowym
srodowisku (novelty test), ktora pozwala podzieli¢ osobniki na: HR (high responders) - czyli
zwierzgta wysokoaktywne ruchowo, ktérym przypisuje si¢ wyzsza wrazliwo$¢ na stres oraz LR
(low responders) - zwierzeta niskoaktywne ruchowo w nowym $rodowisku, ktorym przypisuje
si¢ nizszg wrazliwo$¢ na stres (Piazza 1 wsp., 1991a; 1993; 1996). Warto wspomnie¢, ze
osobniki HR wykazuja si¢ wyzsza aktywnoscig ruchowa, w nowym $rodowisku, w 2h tescie,
ktora widoczna jest nawet w 16-tym miesigcu zycia gryzonia (Dellu 1 wsp., 1996). Zatem
koncept zwrdcenia uwagi na aktywno$¢ behawioralng wydaje si¢ wazng kwestia, a taki podziat
zwierzat, pozwolil zbada¢ wiele r6znic pomigdzy tymi populacjami zwierzat.

Wykryto miedzy innymi, ze zwierzeta HR 1 LR rdoznig si¢ aktywnoscig enzymu
NA'/K"-ATP-azy, odpowiedzialnej za przenoszenie jonow w poprzek btony komdrkowej oraz
wychwyt i uwalnianie neuroprzekaznikéw. U zwierzat HR aktywnos¢ tej pompy byta wyzsza
niz u zwierzat LR. Badacze sugeruja, ze zr6znicowanie to jest wrodzone i moze by¢ podtozem
odmiennych zachowan behawioralnych pomiedzy tymi osobnikami (Alves i wsp., 2005).

W tescie jasnego/ciemnego pomieszczenia to osobniki HR szybciej 1 czesSciej wehodza
do o$wietlonej przestrzeni, ponadto wykazuja si¢ wicksza aktywnos$cig lokomotoryczng w tym

teScie niz zwierzeta LR (Dellu 1 wsp., 1996; Kabbaj 1 wsp., 2000). W konteks$cie sytuacji

39



stresowej wykazano, ze osobniki HR sa zwierz¢tami bardziej stresowrazliwymi. U tych
szczurOw stwierdzono wyzsze stezenie hormonu adrenokortykotropowego (ACTH)
1 kortykosteronu (KORT) czyli sztandarowych hormonéw stresowych, niz u osobnikéw LR,
atym samym majg bardziej aktywng o§ HPA (Cools i Gingras, 1998). Warto doda¢, ze
w warunkach bazalnych (nie stresowych) osobniki HR majg rowniez wyzsze stezenie ACTH,
ale nizsze KORT (Cools i1 Gingras, 1998) niz zwierzgta LR. W badaniach wykazano, ze po 2
godzinnym przebywaniu w nowym S$rodowisku stezenie KORT w osoczu u osobnikow LR
wynosito okoto 50 ng/ml (byto mniej wiecej takie samo jako bazowe st¢zenie), a u szczurow
HR stezenie to wynosito nawet 200 ng/ml (Piazza i wsp., 1991a; Dellu i wsp., 1996). Ponadto
stres u osobnikow HR aktywuje cialo migdalowate, a hamuje impulsy z hipokampa, gdzie u LR
zaobserwowano odwrotng reakcje (Cools 1 Gingras, 1998). W warunkach krotkotrwatego
stresu, ktorym byto 10 minutowe uci$nigcie ogona, u osobnikow HR, aktywno$¢ projekcji
dopaminergicznych do jadra péllezacego byta podwyzszona nawet 2h po tym zdarzeniu,
a u osobnikéw LR wrocita do bazalnej koncentracji juz po 1h (Dellu i wsp., 1996). Ogdlnie
KORT powoduje wigkszy wzrost aktywno$ci neurondéw dopaminergicznych w OUN
u osobnikéw HR niz u szczurow LR (Piazza 1 wsp., 1996). Inne badania, dotyczace oceny
mechanizmow radzenia sobie ze stresem, ktorym w tym wypadku byt szok elektryczny (4 mA)
serwowany przez sondg elektryczna, wykazaly w tescie obronnego zakopywania, ze zwierzeta
HR wykazaty proaktywny styl radzenia sobie ze stresem - zakopywanie sondy, a LR
charakteryzowat reaktywny styl radzenia - bezruch. Badacze zauwazyli, Zze u osobnikow HR
w tej sytuacji, doszto do mocniejszej aktywacji neuronalnej Ww serotoninergicznym
grzbietowym jadrze szwu, zwlaszcza w czeséci grzbietowo-ogonowej (cDRD), a wlasnie ta
struktura przesyla impulsy do przegrody srodkowej, hipokampa oraz ciala migdatowatego,
wyciagnigto wiec wniosek, zZe rdznica w transmisji serotoninergicznej jest przyczyna
odmiennych sposobow radzenia sobie ze stresem (Cohen 1 wsp., 2017). W tescie Porsolta,
wykonywanym w sposob chroniczny, wykazano, ze u osobnikow HR dochodzito do wigkszego
obnizenia aktywnosci ruchowej 1 wigkszego spadku masy ciata niz u LR. Ponadto, w moézgach
zwierzat HR, po takim stresie, zauwazono gesciej zlokalizowane, w zakrecie zgbatym
hipokampa, komodrki wykazujace ekspresj¢ kaspazy 3 (proteaza zaangazowana w szlak
apoptozy mitochondrialnej) niz u osobnikow LR. Potwierdza wigc to, ze osobniki HR sa
zwierzetami bardziej wrazliwymi na warunki stresowe (Lehner 1 wsp., 2015). Porazka socjalna
ma takze wplyw na pozniejsze zachowania u omawianych podtypow zwierzat (HR vs. LR).
U osobnikow HR po takiej porazce zaobserwowano wydtuzony czas immobilizacji w tescie

wymuszonego plywania oraz obnizong mase ciala. Na poziomie neuronalnym zaobserwowano,
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ze u zwierzat HR a nie u LR zmniejsza si¢ stosunek receptorow MR dla hormonow
steroidowych w hipokampie. Ponadto w czasie dochodzenia do réwnowagi po porazce
socjalnej, u szczurow HR stwierdzono wyzsze stezenie kortykosteronu niz u osobnikéw LR.
Wydaje si¢ wiec, ze zmiany dotyczace receptorow dla hormonow stresowych w OUN koreluja
z opdzniong inaktywacja zahamowania reakcji na stres (Calvo i wsp., 2011). W tescie
uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM) to zwierzgta HR spedzaly wigcej czasu w ramionach
otwartych oraz centrum labiryntu (Kabbaj i wsp., 2000) niz zwierz¢ta LR. Chroniczne,
podskorne podawanie KORT, spowodowato skrocenie czasu spedzanego w centralnych polach
testu otwartego pola i liczbe wej$¢ do nich u zwierzat HR w porownaniu do zwierzat o takiej
samej charakterystyce behawioralnej, ale nie otrzymujacej tego hormonu. U zwierzat LR nie
zaobserwowano takich zmian. Dodatkowo u zwierzat HR rozwinigcie lekowych zachowan byto
powigzane z spadkiem ekspresji dla podjednostki 02 receptora kwasu gamma-
aminomastowego (GABA-A), regulujacej zachowania Igkowe oraz depresyjne, w korze
przedczolowej oraz wzrostem jej w jadrach podstawno-bocznych ciata migdalowatego. Zatem
to zwierz¢ta HR sg bardziej podatne na prolekowe wlasciwosci dziatania KORT, a roznice
pomiedzy tymi populacjami szczuréw wynikaja prawdopodobnie z réznic w funkcjonowaniu
uktadu GABA-ergicznego i powigzan przez ten uklad z osig stresowa (0§ HPA) (Skorzewska
i wsp., 2014). Ponadto osobniki HR sg bardziej wrazliwe na wzmacniajace dziatanie KORT
rozumiane np. jako szybsze (przy nizszych dawkach) wyksztatcenie samopodawania substancji
(Piazza 1 wsp., 1993). Po krotkotrwatym stresie (30 minutowe ucisni¢cie ogona) stwierdzono
wiekszg zawartos¢/uwalnianie NE w hipokampie zwierzat HR w poroéwnaniu do osobnikow
LR (Rosario i Abercrombie, 1999). Zwierzeta HR posiadajg wyzszy wskaznik masy nadnerczy
na 100g masy ciata niz osobniki LR (Lemaire i wsp., 1999).

Liczba komorek uktadu odpornosciowego rowniez jest nieco odmienna u tych dwoch
typow behawioralnych (HR vs. LR). Zwierz¢ta HR posiadaja we krwi wyzsza liczbe
limfocytow B, Th, nizsza limfocytow T (ogdlna populacja). Z kolei w sledzionie osobniki HR
posiadaja nizszg liczb¢ komorek NK, nizszy stosunek limfocytow Th1/Th2, a wyzsza liczbe
limfocytéw supresorowych niz zwierzeta LR. W zaburzeniach chorobowych, ktére aktywuja
silnie uktad odpornos$ciowy, to zwierzgta HR posiadaja wyzszy poziom przeciwcial IgE
przeciwko pasozytom, a sg mniej podatne na zaburzenia alergiczne niz szczury LR (Cools
1 Gingras, 1998).

U tych populacji zwierzat zauwazono odmienne reagowanie na substancje chemiczne.
HR s3 bardziej wrazliwe na terapi¢ z zastosowaniem agonistoéw dopaminergicznych, natomiast

LR sa bardziej wrazliwe na substancje przeciwpsychotyczne (Cools 1 Gingras, 1998). Co
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ciekawe gdy zwierzgtom podawane s3 zwigzki o potencjale uzalezniajagcym np. etanol,
amfetamina, kokaina to HR sg bardziej wrazliwe na te substancje w konteks$cie behawioralnym
np. poprzez rozwiniecie szybciej mechanizmu samopodowania (Piazza 1 wsp., 1991a; Cools
1 Gingras, 1998).

Aktywno$¢ dopaminergiczna ukladu mezokortykolimbicznego zostala zmierzona
wroznych regionach moézgu. Osobniki HR miaty nizszy stosunek kwasu
3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC - metabolitu dopaminy) do samej dopaminy w korze
mozgowej, a wyzszy w jadrze potlezacym niz osobniki LR (Dellu i wsp., 1996). Zwierzeta HR
i LR r6znig si¢ takze poziomem neurogenezy. W zakrecie zgbatym hipokampa u osobnikoéw
HR stwierdzono mniejszg liczb¢ komorek znakowanych 5-bromo-2’-deoksyurydyna (BrdU, tu
marker nowopowstatych neurondw) w poroéwnaniu do zwierzat LR (Lemaire i wsp., 1999).

Zauwazono takze, ze spozycie pokarméw u zwierzat HR 1 LR jest na podobnym
poziomie w warunkach standardowych, jednak po okresie gtodzenia to zwierzeta HR szybciej
i bardziej kompulsywnie spozywaja pokarm. W przypadku spozycia wody wykazano, ze
osobniki HR spozywaja ten plyn kompulsywniej niz zwierzeta LR, a polidypsja moze by¢
zwigzana z sytuacja stresowg u tych zwierzat (Dellu i wsp., 1996).

Wykazano takze w tescie labiryntu promieniowego (radial maze), ze osobniki HR ucza
si¢ szybciej niz zwierzgta LR (Cools i Gingras, 1998). W labiryncie wodnym Morrisa,
u osobnikéw HR ktére wezesniej zostalty poddane socjalnemu stresowi, zauwazono dhuzsza
latencj¢ doptynigcia do platformy oraz nizszy odsetek spedzonego czasu w krytycznym
kwadrancie basenu w stosunku do zwierzat HR z grupy niezestresowanej. U osobnikoéw LR nie
zauwazono takich zmian, zatem to zwierzgta HR w warunkach stresowych charakteryzujg si¢
pogorszeniem pamigci przestrzennej (Touyarot 1 wsp., 2004).

Po podawaniu pemoliny (posredni agonista monaminowy) u zwierzat rozwingl si¢
behawior samouszkadzajacy (obrzek, zdarta skora, rumien, otwarte uszkodzenie). Szczury HR
spedzaly wigcej czasu na samookaleczaniu si¢, miaty wigcej miejsc uszkodzonych, wigkszy
obszar uszkodzenia niz osobniki LR, ponadto probe okaleczania si¢ podjeto 100% szczurow

HR, a jedynie 56% osobnikéw LR (Muehlmann i wsp., 2011).

1.13. Insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-1) i rodzina bialek IGF

Insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-1) jest jednym z elementéw rodziny IGF.
Oprocz niego w sklad tego uktadu wchodza: insulinopodobny czynnik wzrostu-2 (IGF-2), ich
receptory IGF-1R, IGF-2R, receptor dla insuliny (IR) oraz biatka wigzace (IGFBP) (Le Roith,
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2003; O’Kusky 1 Ye, 2012). IGF-1 swoje dziatanie realizuje na drodze endokrynnej,
parakrynnej i autokrynnej przyczyniajac si¢ do wzrostu oraz proliferacji komoérek oraz syntezy
biatek (Le Roith i wsp., 2021).

IGF-1 jest peptydem anabolicznym, zbudowanym z 70 aminokwaséw, pomig¢dzy
ktorymi w miejscach 6-48, 18-61 oraz 47-52 wystepuja trzy wigzania disiarczkowe,
przyczyniajace si¢ do utworzenia trzeciorzedowej struktury zwigzku, stuzacej do optymalnego
zwigzania si¢ z receptorem (O’Kusky i Ye, 2012; Bailes i Soloview, 2021). Zwigzek ten zostat
po raz pierwszy opisany przez Salmon’a i Daughaday’a w 1957r., gdzie oryginalnie nazywany
byl somatomedyng C (Le Roith i wsp., 2021). IGF-1 produkowany jest gldéwnie w watrobie pod
wptywem hormonu wzrostu (GH), ale jego produkcja zalezna jest takze od insuliny lub stopnia
odzywienia organizmu (Le Roith, 2003; O’Kusky i1 Ye, 2012; Lewitt i Boyd, 2019; Le Roith
1 wsp., 2021). Ponadto na poziomie lokalnym inne substancje przyczyniaja si¢ do wzrostu
mRNA tego peptydu np. w komodrkach tarczycowych tyreotropina (TSH), a w osteoblastach
estradiol zwicksza taka synteze (Le Roith, 2003). Jego obecno$¢ zostata stwierdzona takze
w moézgu, gdzie byt syntetyzowany przez neurony, astrocyty, mikroglej i oligodendrocyty
(Lobie i wsp., 2000; O’Kusky 1 Ye, 2012). Warto doda¢, ze substancja ta posiada zdolno$¢
migrowania przez BBB, dzigki czemu moze realizowa¢ swoje funkcje. W czasie krazenia
w organizmie IGF-1 wystepuje w 3 postaciach: wolnej, zwigzanej z biatkiem wigzacym lub
zwigzany jednoczesnie z biatkiem wigzacym i1 kwasolabilng podjednostka (ALS). W zaleznosci
od stopnia ztozono$ci kompleksu okres pottrwania IGF-1 wydtuza si¢ (Lewitt 1 Boyd, 2019).
Okoto 90% IGF-1 ktéry krazy po organizmie stanowi polaczenie z IGFBP-3 oraz ALS
(Jozefiak 1 wsp., 2008). Okres pottrwania we krwi wolnego IGF-1 trwa 10 min., w potaczeniu
z biatkiem wigzacym IGFBP-3 czas ten wydtuza si¢ do 4h, natomiast gdy dodatkowo ztaczony
jest z ALS okres ten wydtuza si¢ do 15 godzin (Jozefiak 1 wsp., 2008; Filus i Zdrojewicz, 2014;
Bach, 2018).

Biatek wigzacych IGF (IGFBP) zidentyfikowano dziesie¢: szeS¢ o wysokim stopniu
powinowactwa oraz cztery o niskim stopniu powinowactwa (O’Kusky 1 Ye, 2012). Prawie
100% krazacego IGF-1 oraz IGF-2 znajduje si¢ w kompleksie z tymi biatkami. IGFBP-1 taczy
si¢ zarowno z IGF-1 1 IGF-2 z takim samym powinowactwem (Bach, 2018). Biatko to wigze
IGF gtéwnie w plynie owodniowym cziowieka (Filus i Zdrojewicz, 2014), gdzie poprzez
inhibicje ich dzialan reguluje wzrost ptodu (Bach, 2018). Ponadto odgrywa wazng role
w syntezie biatek mig$ni szkieletowych, reguluje metabolizm 1 zaburzenia zwigzane z cukrzyca
(Song 1 wsp., 2021). IGFBP-2 wiaze silniej IGF-2 niz IGF-1 (Bach, 2018). Jest on gtownym

biatkiem wigzacym IGF w ptynie mozgowo-rdzeniowym 1 nasieniu (Filus 1 Zdrojewicz, 2014).
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Ponadto reguluje poziom lipidow we krwi, gdzie wzrost stezenia tego biatka redukuje
zawarto$¢ lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL) (Song i wsp., 2021). W OUN jest czynnikiem
neurotroficznym, a obecno$¢ jego podwyzszonego stezenia we krwi obwodowej jest
czynnikiem $§wiadczacym o zwigkszonym ryzyku demencji lub AD (Song i wsp., 2021).
IGFBP-3 jest gtownym biatkiem wigzacym IGF w surowicy krwi. Wigze z takim samym
powinowactwem IGF-1 i IGF-2, ale jest to najwazniejsze biatko wigzace IGF-1 (Filus
1 Zdrojewicz, 2014; Bach, 2018). Jego zredukowane stezenie w obecnosci podwyzszonego
stezenia insuliny jest zwigzane ze zwigkszonym wystgpieniem nowotworu ptuc u palaczy,
poniewaz mi¢dzy innymi hamuje angiogenez¢ i wzrost guzéw. Z drugiej strony jest czynnikiem
pro-nowotworowym, poniewaz jego wysokie st¢zenie jest zwigzane z wystgpieniem
nowotworu prostaty. Jest takze markerem stopnia wytrenowania organizmu (Song i wsp.,
2021). IGFBP-4 jest biatkiem, ktore z takim samym stopniem powinowactwa wigze IGF-1
1 IGF-2 (Bach, 2018), a jego dziatanie polega na hamowaniu proceséw zaleznych od IGF
(Mazerbourg 1 wsp., 2004). Nadprodukcja tego biata powoduje hipoplazje migsniowa, a takze
spadek masy aorty, zoladka 1 pecherza, a iniekcja tego zwigzku zwigzana jest z zahamowaniem
formowania kos$ci (Mazerbourg 1 wsp., 2004). IGFBP-5 wiaze zaréwno IGF-1 jak i IGF-2,
jednak czesciej taczy si¢ z tym drugim zwigzkiem (Bach, 2018). Jest to najbardziej
konserwatywne biatko sposrod wigzacych IGF, ktére zaangazowane jest miedzy innymi
w rozwoj ptodu oraz réznicowanie komorkowe. Wspomaga osteogeneze, a jego wysokie
stezenie zwigzane jest z wyzszg masg urodzeniowa (Song 1 wsp., 2021). IGFBP-6 faczy si¢
zarowno z IGF-1 jak 1 IGF-2, jednak 50-krotnie silniejsze jest potaczenie z ta druga substancja
(Bach, 2018). Jest biatkiem waznym dla funkcji odporno$ciowych ustroju, poniewaz indukuje
chemotaksje monocytow i limfocytoéw T oraz jest biatkiem ostrej fazy 1 odpowiedzi na
hipertermi¢. Ponadto jest czynnikiem pro-zapalnym w OUN, poniewaz promuje powstawanie
ROS (Liso 1 wsp., 2022). Co wigcej dziata jako czynnik przeciwnowotworowy poniewaz
hamuje wzrost 1 angiogenezg guzoéw (Song 1 wsp., 2021). IGFBP-7 jest biatkiem o stabym
powinowactwie z IGF-1, poniewaz faczy si¢ z nim 100 razy stabszym wigzaniem niz inne
biatka wigzace. Chetniej taczy sie natomiast z insuling i jest zaangazowany w zaburzenia uktadu
krazenia i1 wystgpienie cukrzycy. Jego zwigkszone stezenie w surowicy krwi zostato
stwierdzone u 0s6b z uszkodzeniami serca. Ponadto zaangazowany jest w hamowanie procesow
nowotworzenia, dzigki wilasciwosciom hamujacym angiogeneze, wzrost komorkowy oraz
synteze protein (Szyszkowska i wsp., 2019). IGFBP-8 w literaturze okreslane jest tez jako
biatkko CTGF lub CCN2 (Michenko i wsp., 2015). Jest to bialko o niskim stopniu

powinowactwa z rodzing IGF. W warunkach fizjologicznych najwyzsza ekspresja tego biatka

44



spotykana jest w tkance kostnej i sercowo-naczyniowej u rozwijajacego si¢ zarodka, jednak
w okresie postnatalnym takze ma ona miejsce. Biatko to wspomaga rozwdj tkanki chrzestnej,
formowanie tkanki kostnej oraz reguluje proces angiogenezy (Hall-Glenn i Lyons, 2011).
IGFBP-9 szerzej znane jest jako biatko NOV lub CCN3 (Michenko i wsp., 2015; Henrot i wsp.,
2019). Jest to proteina o niskim powinowactwie z IGF. Biatko to odgrywa gtowng role
w homeostazie melanocytow, gdzie wspomaga ich adhezje. Ponadto dziata przeciwko
szklakowi profibrotycznemu, a leczenie za pomocg jego rekombinowanej postaci zmniejszyto
zwloknienie kiebuszkéw nerkowych w mysim modelu cukrzycy (Henrot i1 wsp., 2019).
IGFBP-10 znane jest gtownie jako biatko CYR61 lub CCNI1 (Minchenko i wsp., 2015).
Zaangazowane jest w proces fagocytozy komorek apoptotycznych w procesach gojenia ran
skory, naprawe uszkodzen hepatocytow i indukcje angiogenezy (Kim i wsp., 2018).

Kwasolabilna podjednostka (ALS) jest to bialko o masie 100-110 kDa, ktore
w srodowisku kwasnym, ponizej 4,5 pH, traci swoja aktywno$¢. Wiaze si¢ z kompleksami
binarnymi np. IGF-1-IGFBP-3, a nie z wolnymi postaciami mediatoréw. Przy czym sila
wiazania do kompleksu binarnego jest nawet 300-1000 razy stabsza niz wigzanie pomigdzy
sktadowymi kompleksu binarnego. Jej stgzenie w osoczu wzrasta raptownie po urodzeniu si¢.
ALS odpowiedzialna jest za utrzymanie optymalnego stezenia zwigzkéw do ktoérych sie
przytacza. W zwierzecym modelu niedoboru ALS stwierdzono fagodne uposledzenie wzrostu
organizmu, a u ludzi z ta przypadio$cig stwierdzono migdzy innymi obnizenie stezenia IGF-1
oraz niewrazliwos$¢ na insuling (Domene i Domene, 2020).

Receptor IGF-1 (IGF-1R) jest heterotetramerem zbudowanym z dwoch
zewnatrzkomorkowych podjednostek a, wigzacych IGF-1 oraz dwdch wewnatrzkomérkowych
podjednostek B, o aktywnosci kinazy tyrozynowej (O’Kusky i1 Ye, 2012). Aktywacja domeny
tyrozynowej powoduje uruchomienie przesylania sygnatow w wielu szlakach komoérkowych
np. PI3K/Akt lub Raf/MEK/ERK (Bailes i Soloview, 2021). Receptor ten w 46% jest
homologiczny z receptorem IR (O’Kusky 1 Ye, 2012). Co ciekawe receptor dla IGF-1 oraz dwie
formy receptora dla insuliny (IRA, IRB) moga tworzy¢ hybryde (IRA/IGF-1-R; IRB/IGF-1-R)
w postaci heterodimeru, przez ktéry moga dziata¢ oba zwiagzki, jednak jego doktadne znaczenie
fizjologiczne nie jest w petni znane (O’Kusky 1 Ye, 2012; Lewitt i Boyd, 2019). Ponadto IGF-1
moze dziala¢ przez standardowy receptor dla insuliny - IR, a insulina moze laczy¢ si¢
z receptorem dla IGF-1. Ekspresja receptora IGF-1R ma miejsce w wielu tkankach organizmu,
przez co jest zaangazowany w liczne zachodzace tam procesy (Le Roith 1 wsp., 2021). W OUN
receptor ten zlokalizowany jest np. korze moézgowej, hipokampie, opuszce wechowe;,

moézdzku, podwzgorzu, splocie naczynidéwki w komorach bocznych mozgu 1 rdzeniu kregowym
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(Nieto-Estevez i wsp., 2016). Receptor IGF-1R moze by¢ internalizowany do wnetrza komorki.
Poprzez wigzanie DNA reguluje transkrypcj¢ genow, apoptoze i cykl komorkowy (Le Roith
1 wsp., 2021).

1.14. Rola insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) w oSrodkowym ukladzie
nerwowym (OUN) oraz jego wplyw na behawior

W OUN IGF-1 poprzez wptyw na metabolizm glukozy, zaangazowany jest w wiele
kluczowych proceséw tj neuroprotekcje, neuroregeneracje, neurogenezg, synaptogeneze,
wspieranie komorek glejowych i nerwowych, neuroplastyczno$é, angiogeneze oraz regulacje
tworzenia $ladu pamigciowego, a takze dziala jako zwiazek przeciwlekowy (Herrera 1 wsp.,
2024; Aguiar-Oliveira i wsp., 2025).

IGF-1 wspiera proliferacje komoérek nerwowych poprzez aktywacje szlaku PI3K/Akt
lub kinazy MAPK. Wzrost proliferacji komorek stwierdzony zostal np. w opuszce wechowe;j
1 zakrecie zebatym hipokampa. IGF-1 wspiera rowniez proliferacj¢ komorek nie-neuronowych
w mozgu tj. oligodendrocytéw 1 astrocytow, poprzez wplyw na réznicowanie neuronalnych
komorek progenitorowych, w warunkach homeostazy badz tez po urazie tkanki nerwowe;j
(Nieto-Estevez i wsp., 2016). Warto doda¢, ze astrocyty zdolne sg do produkcji IGF-1, a taka
synteza chroni komoérki nerwowe przed stresem oksydacyjnym i1 wspiera po urazach. Sam
IGF-1 rowniez oddzialuje na astrocyty np. poprzez regulacje ich metabolizmu glukozy oraz
hamowanie przez nie produkcji mediatorow zapalenia (Labandeira-Garcia i wsp., 2017). IGF-1
promuje przezycie komorek poprzez zahamowanie apoptozy. Taki efekt udalo sig
zaobserwowac¢ np. w komorkach kory moézgowej, motoneuronach oraz neuronach Purkinjego
(Nieto-Estevez 1 wsp., 2016). Podwyzszona ekspresja IGF-1 w mysich neuronach kory
moézgowej spowodowata zwigkszong proliferacji neuronéw w okresie Zycia embrionalnego,
ato z kolei spowodowalo zmniejszenie odsetka komorek apoptotycznych w pdznym okresie
prenatalnym 1 wczesnym okresie postnatalnym (Hodge 1 wsp., 2007).

IGF-1 wspiera rowniez proces neurogenezy w dorostym moézgu. Odbywa si¢ to poprzez
wspieranie réznicowania komoérek lub procesu migracji neuronéw np. w opuszce wechowe;j
zudzialem szlaku PI3K (Nieto-Estevez 1 wsp., 2016). Stwierdzono, ze nadekspresja tej
neurotrofiny przyczynia si¢ do wyzszej liczby neuronéw w mozgu, a zaburzenia na poziomie
genetycznym dla tego zwigzku lub jego receptora zwigzane s3 z zahamowaniem wzrostu

moézgowia (Anderson 1 wsp., 2002). U starzejacych si¢ szczuréw podanie IGF-1 do komor
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bocznych mozgu spowodowato 3-krotne zwigkszenie tempa neurogenezy w zakrgcie zgbatym
hipokampa (Lichtenwalner i wsp., 2001).

Poprzez wplywanie na aktywno$¢ mikrogleju (przez szlak TLR4/NF-xB) oraz
astrocytow IGF-1 wykazuje swoje przeciwzapalne dziatanie (Herrera i1 wsp., 2024).
Neurotrofina ta wspiera ponadto przeksztatcenie mikrogleju w przeciwzapalny fenotyp M2,
przy jednoczesnym zahamowaniu substancji promujacych indukcje fenotypu M1 np. TNF-a
(Labandeira-Garcia i wsp., 2017). Po podaniu do komdr bocznych moézgu samic szczuréw
wektora z genem IGF-1 stwierdzono w prazkowiu zwigkszong liczb¢ komorek z dodatnim
sygnatem dla arginazy-1 czyli enzymu zwigzanego z przeksztalceniem si¢ mikrogleju
w fenotyp M2 (Falomir-Lockhart i wsp., 2022).

IGF-1 ponadto wplywa na dziatlanie/metabolizm mitochondriow co zapobiega
rozprzestrzenieniu si¢ stresu oksydacyjnego. Swoje dzialanie wywiera poprzez wzmacnianie
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), ktéra katalizuje przeksztalcanie rodnikéw
ponadtlenkowych w mniej szkodliwe czastki, a takze wspiera dzialanie enzymow
glutationowych przez co poprawia dzialanie ochronne komorki (Herrera 1 wsp., 2024). Co
wiecej niska sygnalizacja IGF-1 zwigzana jest z wigkszg produkcja ROS, zaburzona produkcja
ATP oraz pracy mitochondriow, jak réwniez zwigkszong podatno$cig na dziatanie stresu
oksydacyjnego (Zegarra-Valdivia 1 wsp., 2025). IGF-1 chroni roéwniez neurony
dopaminergiczne przed stresem oksydacyjnym, przyczyniajac si¢ do zapobiegania
neurodegeneracji (Aguiar-Oliveira i wsp., 2025).

Insulinopodobny czynnik wzrostu-1 reguluje rowniez behawior. Zwigzek ten posiada
wlasciwosci antydepresyjne (Szczesny 1 wsp., 2013). Badacze podkreslaja jednak, ze dziatanie
IGF-1 w tym zaburzeniu moze by¢ odmienne w o$rodku jak i na obwodzie. U pacjentow
z depresja w osoczu stwierdzono podwyzszone stezenie tego mediatora, ktore zmniejszato si¢
po leczeniu za pomoca antydepresantow, natomiast w ptynie moézgowo-rdzeniowym terapia
podwyzszata takie st¢zenie. Z drugiej strony obwodowe podanie IGF-1 powodowato
wystgpienie efektow antydepresyjnych (Levy 1 wsp., 2018). U zwierzat poddanych stresowi
prenatalnemu, iniekcja IGF-1 do komor bocznych moézgu, spowodowala zmniejszenie
behawioru depresyjnego, rozumianego jako zwigkszony czas wspinania oraz zmniejszony czas
bezruchu w te$cie wymuszonego plywania (Basta-Kaim 1 wsp., 2014). Ponadto przy
analizowaniu wplywu IGF-1 na przebieg zaburzen depresyjnych nalezy wzig¢ pod uwage, ze
jest to choroba wieloczynnikowa, a poziom IGF-1 zaleze¢ bedzie od wielu czynnikow jak np.

pte¢, wiek, terapia, przebieg choroby oraz fluktuacje biatek wiagzacych (Levada i Troyan, 2017).
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IGF-1 dziata rowniez przeciwlgkowo oraz wptywa na wygaszanie pamigci strachu
(Baldini i wsp., 2013; Maglio i wsp., 2021). Podskorne podanie IGF-1 w mlodym wieku,
przyczynia si¢ do obnizenia zachowan lekowych u dorostych szczuréw, rozumianych jako
wzrost odsetka udzialu wejs¢ 1 czasu przebywania w otwartych ramionach labiryntu EPM
(Baldini i wsp., 2013). IGF-1 w oreksynowych neuronach, ktore sa zaangazowane w regulacje
nastroju, odpowiedz na stres i strach, zwigksza defosforylacje podjednostki receptora GABA B
przez hamowanie kinazy AMPK, a z kolei hamowanie kinazy AMPK nasladowato dziatanie
IGF-1, co w konsekwencji redukowato zachowania lekowe w zwierzgcym modelu stresu
pourazowego (Fernandez de Sevilla i wsp., 2022).

IGF-1 wplywa rowniez na pamig¢. U starszych myszy (15 i 18 miesigcznych)
z modelem inaktywacji produkcji IGF-1 zaobserwowano upos$ledzenie pamigci przestrzennej
rozumianej jako dluzszy czas latencji znalezienia platformy w teScie MWM (Svensson i wsp.,
2006). U myszy, ktorym podawano IGF-1 donosowo, zaobserwowano, ze polepszyta si¢
pamie¢¢ robocza w teScie Y-maze, a takze pami¢¢ wizualno-przestrzenna podczas testow
rozmieszczenia 1 rozpoznawania obiektow. Neurotrofina te korzystne dziatanie na pamigc
wywiera poprzez zwigkszanie poziomu neurogenezy w zakrecie zebatym hipokampa (Farias-
Quipillor i wsp., 2019).

IGF-1 zaangazowany jest tez w behawior socjalny. Po pierwsze w korze przedczolowej
wplywa na transmisj¢ synaptyczng i reguluje procesy poznawcze zwigzane z tworzeniem
kontaktow spotecznych, a po drugie poprzez wptyw na neurogeneze i synaptogenez¢ utrzymuje

szlaki neuronalne zwigzane z zachowaniami spotecznymi (Zegarra-Valdivia 1 wsp., 2025).
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1.15. Cele i hipotezy pracy

W pracy zostaty postawione nastepujace cele i hipotezy:

1.Zbadanie czy roéznice osobnicze we wrazliwosci na stres, mierzone poziomem aktywnosci
lokomotorycznej (osobniki wysoko (HR) i1 nisko (LR) ruchliwe), znajda odzwierciedlenie
w zréznicowaniu podatnos$ci na rozwoj sporadycznej postaci choroby Alzheimera (sAD)

1 zwigzanych z nig deficytéw pamigci oraz zaburzen depresyjnych i lgkowych.

Hipoteza: Osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR), ktorym przypisuje si¢ ceche wigkszej
wrazliwosci na stres, wykaza wigksza podatno$¢ na rozwoj sAD, przejawiajaca si¢ silniejszymi
i/lub wczesniejszymi deficytami pamigci oraz zaburzen depresyjnych/lekowych wraz

z progresja choroby.

2.Zbadanie czy dokomorowe podanie insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
z jednoczesng indukcja sAD u szczuréw zapobiegnie deficytom pamigci i/lub zmniejszy

poziom zaburzen depresyjnych/lekowych towarzyszacych progresji choroby.

Hipoteza: Odtworzenie zaburzonej sygnalizacji insulinowej poprzez domézgowe podanie
neurotrofiny IGF-1 wykaze neuroprotekcyjny wpltyw zmniejszajac deficyty pamigci

przestrzennej oraz zaburzen depresyjnych/lgkowych w modelu sAD.

3.Zbadanie czy roznice osobnicze we wrazliwosci na stres, mierzone poziomem aktywnosci
lokomotorycznej (HR vs. LR) znajdg odzwierciedlenie w zréznicowaniu efektywnosci terapii

z uzyciem IGF-1 deficytoéw pamigci oraz zaburzen depresyjnych/lgkowych w modelu sAD.

Hipoteza: Osobniki LR, ktérym przypisuje si¢ ceche mniejszej wrazliwosci na stres, wykaza
wigksza skuteczno$¢ terapii z wuzyciem IGF-1 deficytow pamigci oraz zaburzen

depresyjnych/lekowych w modelu sAD.
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2. Metodyka wynikow nieopublikowanych

2.1.Zwierzeta

Doswiadczenia na zwierzetach (rycina 1) przeprowadzono zgodnie z dyrektywa
Parlamentu Europejskiego (2010/63/EU) oraz po uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Etycznej
ds. do$wiadczen na zwierzetach w Bydgoszczy (nr 60/2017). W eksperymencie wykorzystano
samce stada nie krewniaczego szczurow Wistar Han (N=41), ktore pochodzity z Trojmiejskiej
Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalne] w Gdansku (nr hodowcy 041). Wszystkie
procedury wykonano w Zwierzgtarni przy Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
(nr uzytkownika 0169), w ktdrej przetrzymywano zwierzgta w pojedynczych polikarbonowych
klatkach (wysoko$¢ 18 cm, szeroko$¢ 20 cm, dlugo$¢ 40 cm) z zachowaniem kontaktu
wzrokowego 1 wechowego z innymi osobnikami, w klimatyzowanym pomieszczeniu o statej
temperaturze wynoszacej (22+2°C) z zachowaniem cyklu dzien/noc (§wiatlo wlaczane o 6.00)
ze statym dostgpem do pokarmu i wody ad [libitum. Przed rozpoczgciem procedur
doswiadczalnych szczury odbyty okres kwarantanny (2 tygodnie) oraz handlingu (5 min./dzien;
2 tygodnie) w celu przyzwyczajenia do eksperymentatora i1 sytuacji doswiadczalne;j.
W momencie rozpoczg¢cia pomiardOw zwierzgta osiggnety wiek 11-12 tyg., przy wadze
300+£10g. Nastepnie po przeprowadzeniu testow behawioralnych w warunkach bazalnych,
szczury losowo rozdzielono do 8 grup do$wiadczalnych: STZ SAL HR (N=5), STZ SAL LR
(N=5), STZ IGF-1 HR (N=5), STZ IGF-1 LR (N=5), VEH SAL HR (N=5), VEH SAL LR
(N=5), VEH IGF-1 HR (N=5), VEH IGF-1 LR (N=5). Schemat doswiadczenia przedstawiono

na rycinie 2.
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Rycina 1. Fotografia szczura w klatce domowej przed rozpoczeciem procesu handlingu.
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r N zlogi B-amyloidu IL6/IL-10/KORT $ledziony/grasicy

Rycina 2. Schemat eksperymentu. Objasnienia: HR-osobniki wysokoaktywne ruchowo;
LR-osobniki niskoaktywne ruchowo; SPT-test preferencji sacharozy, EPM-test uniesionego
labiryntu krzyzowego; MWM-test labiryntu wodnego Morrisa, sAD-sporadyczna postac
choroby Alzheimera; STZ SAL-grupa zwierzat, ktora do komér bocznych mézgu otrzymata
iniekcje streptozotocyny (STZ) oraz fizjologicznego roztworu soli (SAL); STZ IGF-1-grupa
zwierzat, ktéra do komodr bocznych mozgu otrzymata iniekcje streptozotocyny (STZ) oraz
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1); VEH SAL-grupa zwierzat, ktora do komor
bocznych mozgu otrzymata iniekcj¢ buforu cytrynianowego (VEH) oraz fizjologicznego
roztworu soli (SAL); VEH IGF-1- grupa zwierzat, ktora do komor bocznych mozgu otrzymata
iniekcje buforu cytrynianowego (VEH) oraz insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1);
OUN-o$rodkowy uktad Nerwowys, IL-6-interleukina-6; IL-10-interleukina-10;
KORT-kortykosteron. Rycing wygenerowano przy uzyciu programow Power Point i Biorender.
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Czasy trwania poszczegolnych etapow:
1.Kwarantanna-14 dni.
2.Handling-14 dni.

3.Warunki bazalne: dtugos$¢ etapu wynosita 19 dni. Poszczegdlne czynnosci: test nowosci-1
dzien; SPT-8 dni; EPM-1 dzien; MWM-1 dzien treningu; 1-3 dni MWM-nabywanie pamigci
referencyjnej, 4ty dzien MWM-test bez platformy stuzacy odtwarzaniu pamigci referencyjnej;

5-8 dni MWM-nabywanie pamigci robocze;.

4.Indukcja modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera/podanie neurotrofiny oraz
stworzenie grup kontrolnych: dtugo$¢ etapu wynosita 4 dni. Dnia pierwszego przeprowadzono
operacje¢, podczas ktorej zaimplantowano kaniule do komoér bocznych mézgu. W tym dniu
podano rowniez pierwsza dawke IGF-1 lub SAL. W dniu drugim podano pierwsza dawke STZ
lub VEH. Dnia trzeciego podano drugg dawke IGF-1 lub SAL. Ostatniego dnia wykonano
iniekcje drugiej dawki STZ lub VEH.

5.Faza bardzo wczesna (BWF)-jest to faza sAD, ktora rozpoczeta si¢ 7 dnia po indukcji modelu
choroby Alzheimera. Poszczegolne czynnosci: SPT-8 dni (dni trwania sAD: 7-14); EPM-1
dzien (dzien trwania sAD: 15); 1-3 dni MWM-nabywanie pamigci referencyjnej (dni trwania
sAD: 16-18), 4ty dzien MWM dzien-proba bez platformy sluzaca odtworzeniu pamigci
referencyjnej (dzien trwania sAD: 19); 5-8 dni MWM-nabywanie pamigci roboczej (dni trwania

SAD: 20-23).

6.Faza wczesna (WF)-jest to faza sAD, ktéra rozpoczeta si¢ 45 dnia po indukcji modelu
choroby Alzheimera. Poszczegdlne czynnosci: SPT-8 dni (dni trwania sAD: 45-52); EPM-1
dzien (dzien trwania sAD: 53); 1-3 dni MWM-nabywanie pamigci referencyjnej (dni trwania
sAD: 54-56), 4ty dzien MWM-proba bez platformy stuzaca odtworzenia pamigci referencyjnej
(dzien trwania sAD: 57); 5-8 dni MWM-nabywanie pamig¢ci roboczej (dni trwania sAD: 58-61).

Ostatniego dnia pobrano krew przez punkcje serca (dzien trwania sAD:62).

7.Faza pdzna (PF)- jest to faza sAD, ktoéra rozpoczeta si¢ 90 dnia po indukcji modelu choroby
Alzheimera. Poszczegdlne czynnosci: SPT-8 dni (dni trwania sAD: 90-97); EPM-1 dzien (dzien
trwania sAD: 98); 1-3 dni MWM-nabywanie pamigci referencyjnej (dni trwania sAD: 99-101),
4ty dzieh MWM-proba bez platformy stuzgca odtworzeniu pamigcei referencyjnej (dzien
trwania sAD:102); 5-8 dni MWM-badanie pamig¢ci roboczej (dni trwania sAD: 103-106).
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Ostatniego dnia pobrano przeprowadzono usmiercenie z pobraniem tkanek i narzagdow (dzien

trwania SAD:107).

2.2. Test nowosci

Test nowosci przeprowadzono wg procedury opisanej wczesniej z pewnymi
modyfikacjami (Piazza i wsp., 1989; 1991a; 1993; 1996; Wrona i wsp., 2003; Dunacka 1 wsp.,
2024), w warunkach bazalnych doswiadczenia. Szczury pojedynczo umieszczono w aktometrze
(Opto Varimex Minor-Columbus, USA), czyli w swoistej pleksiglasowej komorze (43x43x20
cm) na okres 2 h pomiedzy 16-18, w celu okreslenia aktywnosci lokomotorycznej. W tym
czasie urzadzenie automatycznie za pomocg 15 fotokomorek (co 10 minut) zliczato ruchy
zwierzecia w plaszczyznie horyzontalnej, wertykalnej oraz ambulatoryjne. Na podstawie
mediany (Piazza i wsp., 1989) dla ruchow horyzontalnych podzielono zwierzeta na osobniki
wysokoaktywne ruchowo (HR, wynik powyzej mediany) oraz osobniki niskoaktywne ruchowo
(LR, wynik ponizej mediany).

Sredni wynik uzyskany przez zwierzeta HR wynosit 4671,05+1885,48 (zakres ruchow
w plaszczyznie horyzontalnej 8024-2249), a przez zwierzeta LR 1357,20+673,16 (zakres
ruchow w ptaszczyznie horyzontalnej 2098-513). Wynik liczby ruchéw stanowigcych mediang
wynosit 2113, a szczura ktory uzyskal taki rezultat wykluczono z dalszych etapoéw
doswiadczenia. Otrzymane wyniki, pozwolity uzyska¢ roéznicg istotng statystycznie pomiedzy

grupami na poziomie p <0,001 (test t-studenta t=7,40; F=7,85; df=38).

2.3.Test preferencji spozycia sacharozy (SPT)

Test preferencji spozycia sacharozy zostal wykonany kilkukrotnie w przebiegu
eksperymentu: w warunkach bazalnych oraz w 3 fazach rozwoju sporadycznej postaci choroby
Alzheimera (etapy sAD: bardzo wczesny, wczesny, pozny) wg metodyki opisanej wczesniej
z pewnymi modyfikacjami (Berry 1 wsp., 2012; Fonesca-Rodrigues 1 wsp., 2022; Dunacka
1 wsp., 2025b). Kazdorazowo zwierz¢ przez okres 8 dni (7 pomiaréw) miato dostep do dwoch
butelek: jedna z nich zawierata wode, druga natomiast roztwor sacharozy. St¢zenie sacharozy
podczas pomiarow 1-3 wynosito 2%, natomiast podczas pomiarow 4-7 4%. Co 24 h wazono
butelki w celu zebrania pomiarow oraz zmieniano ich pozycje¢, aby wyeliminowac¢ preferencje

strony przez zwierzg. Wyniki przedstawione na rycinie nr 4 oraz w tabeli 1, stanowia dane
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zebrane podczas 7-go pomiaru, a wczesniejsze dni potraktowano jako etap treningu.

Wspotezynnik preferencji sacharozy wyznaczono na podstawie ponizszego wzoru:

Wspotczynnik preferencji sacharozy (%)= (pobor sacharozy (g))/(pobor sacharozy oraz wody (g)) x100%

2.4.Test uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)

Test uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM) zostal wykonany kilkukrotnie
w przebiegu eksperymentu: w warunkach bazalnych oraz w 3 fazach rozwoju sporadycznej
postaci choroby Alzheimera (etapy sAD: bardzo wczesny, wczesny, pézny) wg metodyki
opisanej wezesniej z pewnymi modyfikacjami (Podlacha i wsp., 2016; Dunacka i wsp., 2024,
2025b). Pleksiglasowy aparat EPM zbudowany byt z potozonych naprzeciwko, dwoch ramion
otwartych (50 x 10 cm) oraz dwoch ramion zamknigtych (50 x 10 cm, wysokos¢ $ciany: 40
cm), potagczonych centrum (10 x 10 cm), formujac ksztatt przypominajacy symbol +. Wszystkie
sktadowe przestrzenie labiryntu znajdowaly si¢ 50 cm nad powierzchnig podtogi. Kazda z prob
(czas trwania: 5 min) nagrywana byla przez kamer¢ umieszczong na suficie pomieszczenia
(potozenie 200 cm nad labiryntem), potaczong z systemem nagrywania (Etho Vision XT,
Noldus, Holandia). Podczas kazdego pomiaru, wykonywanego pomig¢dzy 8-12 rano, glowa
szczura umieszczana byla zawsze w t¢ samg strong tj. w kierunku ramion otwartych. Po
zakonczeniu testu, za kazdym razem labirynt byt czyszczony za pomocag etanolu (70%)
1 pozostawiony do wyschnigcia (5 min.), w celu usunigcia $ladu zapachowego zwierzecia.
Podczas testu okreslono takie parametry jak: czas przebywania i liczb¢ wejs¢ do ramion
otwartych, do centrum, do ramion zamknietych oraz liczbe epizodow mikcji 1 defekacji. Wyniki

przedstawiono na rycinach 5-7 oraz w tabelach 2-6.

2.5.Test labiryntu wodnego Morrisa (MWM)

Pamig¢ przestrzenng badano kilkukrotnie w przebiegu eksperymentu: w warunkach
bazalnych oraz w 3 fazach rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera (etapy sAD:
bardzo wczesny, wczesny, pézny) wg metodyki opisanej wezesniej (Majkutewicz 1 wsp., 2016,
2018; Dunacka i wsp., 2024; 2025a). Podczas testu zwierz¢ umieszczano w basenie (¢ 150 cm,
wysokos¢ 60 cm) wypelnionym woda (25 cm, 25°C), a jego zadaniem byto zlokalizowanie

platformy lub miejsca, w ktérym ta platforma powinna si¢ znajdowac (test bez platformy-probe
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test). Wszystkie proby byly nagrywane za pomocg kamery, umieszczonej 200 cm nad
powierzchnig basenu, potaczonej z oprogramowaniem komputerowym, pozwalajagcym na
zmierzenie latencji doptyniecia, % czasu przebywania w kwadrancie krytycznym oraz
pokonany catkowity dystans (EthoVision XT, Noldus, Holandia). Kazdorazowo w programie,
na planie basenu, wyznaczono cyfrowg powierzchni¢ platformy oraz kwadrantéw, co pozwolito
dokona¢ precyzyjnych pomiaréw. Dodatkowo na wewnetrznej $cianie basenu, zawieszono
biala wskazowke wzrokowa w postaci niewielkiego kwadratu, utatwiajacg szczurom

albinotycznym orientacj¢ przestrzenng.

W warunkach bazalnych, przed rozpoczeciem wtasciwego eksperymentu, kazdy szczur
zostat poddany 2 probom treningu (max. 60 s), podczas ktorego platforma znajdowata si¢ nad
powierzchniag wody, a eksperymentator nakierowywal szczura na to miejsce, uczac go, ze
zlokalizowanie platformy zakonczy probe treningowa. Nastepnie przystgpiono do whasciwej
czesci doswiadczalnej, poprzez nabywanie/odtwarzanie pamigci referencyjnej (3 dni nauki +
probe test) oraz nabywanie pamigci roboczej (4 dni). Podczas nabywania pamigci referencyjnej
w kazdym z 3 dni, zwierz¢ odbylo 4 proby ptywania, w odstgpie 10 minut. W tym czasie
platforma, za kazdym razem znajdowata si¢ w stalym miejscu, pod powierzchnig wody,
a konczyto ja zlokalizowanie platformy przez zwierze¢ (maksymalny czas 120 s.). W tabelach
7-9 przedstawiono $rednie dla proby nr 1., w kazdym z trzech dni nauki. Nastepnie przystapiono
do gtéwnego pomiaru pamigci referencyjnej za pomoca proby bez platformy (ryciny 8-10 oraz
tabela 10), podczas ktorej platforma zostata usuni¢ta z basenu, a zwierze w czasie 120 sekund
odbyto sesj¢ badawcza. Podczas kolejnych 4 dni (4 proby na dzien, 120 s., odstep miedzy
probami 10 min.) badano nabywanie pamigci roboczej, podczas ktorego platforma codziennie
znajdowata si¢ w innym kwadrancie basenu. W tabelach 11-13 przedstawiono $rednie dla

poszczegbdlnych numerdw prob w obrgbie badanych dni.

2.6.Rozdzial zwierzat do poszczegolnych grup eksperymentalnych

Po przeprowadzeniu testow behawioralnych w warunkach bazalnych, szczury
podzielono losowo na cztery grupy: STZ SAL, STZ IGF-1, VEH SAL, VEH IGF-1, a w ich
obrebie znajdowaly si¢ zwierzgta zardwno o charakterystyce behawioralnej HR jak i LR, dajac
tym samym osiem podgrup zwierzat: STZ SAL HR, STZ SAL LR, STZ IGF-1 HR, STZ IGF-1
LR, VEH SAL HR, VEH SAL LR, VEH IGF-1 HR, VEH IGF-1 LR.
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2.7.Indukcja modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera (sAD) oraz podanie
zwiazku terapeutycznego (IGF-1)

Po zakonczeniu pomiaréw behawioralnych w warunkach bazalnych przeprowadzono
operacje (rycina 3), pozwalajacg na indukcje modelu sporadycznej postaci choroby Alzhemiera
oraz podanie substancji leczniczej. Na poczatku zwierze poddano anestezji wziewnej za
pomoca izofluranu (stgzenie 2,5%, przeptyw 0,5 L/min) podawanego za posrednictwem
waporyzatora (Rotchacher-Medical, Szwajcaria) 1 pompy (Bitmos OXY 600, Niemcy),
a nastgpnie unieruchomiono glowe szczura w aparacie stereotaktycznym (Hugo Sachs
Elektronik, Niemcy). Podczas operacji zaimplantowano bilateralnie (AP:-1,3 mm; L:+ 2 mm;
D:+3,6 mm) kaniule (3 mm, C311G/Spc, Bilaney, Niemcy) do komodr bocznych moézgu (ICV),
kompatybilne z igla iniekcyjng (4mm, C311I/Spc, Bilaney, Niemcy), na podstawie
koordynatow wyznaczonych z uzyciem atlasu stereotaktycznego (Paxinos i Watson, 2007).
Kaniule zostaly na stale przytwierdzone do powierzchni czaszki za pomoca akrylu
dentystycznego (Duracryl spofa Dental, Czechy) oplatajacego $ruby, wkrecone na powierzchni
czaszki. Po implantacji kaniul przystagpiono do podawania substancji za pomoca igly
iniekcyjnej. W dniu operacji (dzien 1) oraz w dniu 3 podawano insulinopodobny czynnik
wzrostu-1 (IGF-1) lub jego substancje kontrolng czyli fizjologiczny roztwoér soli (SAL),
awdniu 2 1 4 podawani streptozotocyn¢ (STZ) lub jej substancje kontrolag czyli bufor
cytrynianowy (VEH). Laczna dawka IGF-1 (Biotechne, 291-Gl, USA), wcze$niej
rozpuszczonego w SAL wynosita 2 pg (Basta-Kaim 1 wsp. 2014; Dunacka 1 wsp., 2025a;
2025b), a rozdzielona byla na dwie komory, po dwie iniekcje (1 iniekcja=0,5 pg/2 pl).
Fizjologiczny roztwor soli podawano w objetosci 2 pl na komore. Streptozotocyna postuzyta
do indukcji modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera. Przed iniekcjami do komor
bocznych moézgu, STZ rozpuszczono w buforze cytrynianowym (pH 4,5; 0,02 M). Zwigzek
podawano w tacznej dawce 3 mg/kg m.c. (Majkutewicz 1 wsp., 2016; Dunacka 1 wsp., 2024,
2025a, 2025b) rozdzielony na dwie komory, po dwie iniekcje (1 iniekcja=0,75 mg/kg m.c/ 2
ul). Bufor cytrynianowy podawano rowniez w objetosci 2 pl. Wszystkie iniekcje zwigzkow
przeprowadzono z wykorzystaniem pompy (Legato-1000-Series Syringe Pump, KD
SCIENTIFIC, USA) oraz strzykawki Hamiltona (10 pl) potaczonej z igla iniekcyjna za pomoca
polietylenowego wezyka. Tempo podawania substancji wynosito 0,5 pl/min. Aby unikngé
wycieku substancji, igte iniekcyjng zostawiono w komorach bocznych moézgu przez dodatkowa

minutg. Po zakonczeniu operacji oraz iniekcji w kolejnych dniach, zwierz¢ umieszczono
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w cieplym pokoju, do czasu odzyskania przytomnos$ci, a nast¢pnie przeniesiono do

zwierzetarni do klatek domowych.

Rycina 3. Zwierzg podczas operacji, dzieki ktorej dokonano implantacji kaniul do komor

bocznych mozgu.

2.8.Pobor krwi przez punkcje serca

Po zakonczeniu fazy wczesnej (objetos¢ ok. 3 ml) i podznej (objetos¢ ok. 5 ml)
przeprowadzono pobor krwi przez punkcje serca, u zwierzat poddanych anestezji wziewnej
(izofluran 2,5%, przeptyw 0,5 L/min) w godzinach porannych, pomiedzy 9-10. Krew poddano
analizie w liczniku hematologicznym ABX Micros ES 60 Horriba (Francja), ktory
automatycznie wygenerowat nastepujace wyniki: liczba leukocytow, limfocytow, monocytow

granulocytow, % udziat tych komoérek we krwi, liczba czerwonych krwinek (RBC), zawarto$¢
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hemoglobiny w erytrocytach (HGB), $rednie stezenie hemoglobiny w erytrocytach (MCHC),
srednia masa hemoglobiny w erytrocytach (MCH), $rednia objetos¢ czerwonej krwinki (MCV),
hematokryt (HCT), rozktad objetosci czerwonych krwinek (RDW), liczba ptytek krwi (PLT),
srednia objetos¢ plytek krwi (MPV), ptytkokryt (PCT).

Cze$¢ tej pltynnej tkanki zwirowano, aby uzyskac¢ osocze (4 °C, 10 min, 3000 rpm, Jouan
CR 322, Francja). Po ekstrakcji osocza, zamrozono je w -70 C i przechowywano do dalszych
oznaczen, aby wyznaczy¢ stezenia interleukiny-6, interleukiny-10 oraz kortykosteronu.

Wyniki przedstawiajgce parametry uktadu biatokrwinkowego, czerwonokrwinkowego

oraz ptytkowego przedstawiono na rycinach 15-16 oraz w tabelach 15-16.

2.9.0znaczenie st¢zenia interleukiny-6 (IL-6) oraz interleukiny-10 (IL-10) w osoczu

Stezenia cytokin IL-6 oraz IL-10 w osoczu okreslono za pomoca komercyjnie
dostepnych zestawow immunoenzymatycznych ELISA (IL-6: ERA23RB, IL-10: ERA31RB,
Invitrogen, USA). Absorbancje badanych probek odczytano za pomoca czytnika ptytek DTX
880 Multimode Detector (Beckman Coulter, USA), przy dlugosci fali wynoszacej 450 nm.
Koncentracja IL-6 oraz IL-10 zostala wyliczona na podstawie krzywej standardowe;j
wygenerowane]j przez program Biomek (Beckman Coluter, USA, wersja i5), na podstawie

absorbancji standardow. Wyniki przedstawiono na rycinie 17.

2.10. Oznaczenie stezenia kortykosteronu (KORT) w osoczu

Krew pobrana pomigdzy 9-10 rano, pozwala na okres$lenie stezenia kortykosteronu, gdy
jest ono najmniejsze. Stezenie to okre§lono za pomocg komercyjnie dostgpnego zestawu
odczynnikow (rCorticosterone 125 I RIA KIT, RK-548, isotop Institute of Isotopes Co., Wegry)
z wykorzystaniem metody radioimmunologicznej. Badane stezenie w probkach oznaczono
z wykorzystaniem licznika gamma (Pharmacia-LKB, Finlandia). Dla jednej probki osocza
wykonano po 2 pomiary. Wyniki przedstawiony na rycinie 18 stanowil $rednig z2

oznaczonych probek.
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2.11. USmiercenie zwierzat oraz pobranie tkanek i narzadow

Po zakonczeniu p6znej fazy sAD przeprowadzono usmiercenie zwierzat znajdujacych
si¢ w narkozie wziewnej (izofluran 2,5%; przepltyw 0,5 L/min) za pomoca dootrzewnowej
iniekcji Morbitalu (dawka letalna 2 mL/kg m.c., Biowet, Polska). Jak wspominano wcze$niej,
podczas tego etapu, pobrano krew przez punkcj¢ serca, wyizolowano grasic¢ oraz $ledziong
w celu okres$lenia wskaznika mas (Tabela 17), a nastepnie poprzez perfuzje (PBS + 4%
paraformaldehyd) wstgpnie utrwalono i wyizolowano mézg. M6zg po wyjeciu z czaszki, zostat
umieszczony na 24 h w roztworze 4% paraformaldehydu, a nastepnie odwodniony za pomoca
30% roztworu sacharozy. Po odwodnieniu mdzgi pocigto, w plaszczyznie korowej, na skrawki
o grubosci 20 um w krisotacie (CM 1850, Leica Biosystem, Niemcy) 1 wykonano dalsze

oznaczenia w tej tkance.

2.12. OKresSlenie liczby aktywowanych komorek mikrogleju (CD68%) i zlogéw
B-amyloidu w mézgu

Weczesniej pociete skrawki mdézgu umieszczono w roztworze buforowanej soli (PBS)
(Pracownia Chemii Ogo6lnej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN, Wroctaw) o pH 7,4
zawierajacym 5% roztwoér albuminy surowicy bydlecej (BSA) oraz 0,3% roztwor Tris X,
w celu 2 h blokowania. Nastgpnie 3 razy (po 5 minut) przeptukano skrawki roztworem PBS.
Wowczas tkanke umieszczono na czas 48 h w roztworze przeciwcial pierwszorzgdowych
(w przypadku mikrogleju: mysz anty szczur, Sigma Aldrich, USA, MABI1435, 1:250;
w przypadku ztogow BA: mysz-anty szczur Novus Biologicals, USA, NBP2-13075, 1:300)
w PBS, zawierajagcym 2% BSA oraz 0,3% Triton-X. Po kolejnym 3-krotnym ptukaniu, zarowno
skrawki badajace liczbe aktywowanych komorek mikrogleju (CD68") jak i liczbe zlogow
B-amyloidu, umieszczono w roztworze przeciwciat drugorzgdowych (koza anty mysz, Abcam,
Alexa Fluor 488, ab150113, 1:500) w PBS na 2 h. Po tej procedurze ponownie dokonano
3-krotnego ptukania, a skrawki umieszczono na Zelatynowanych szkietkach 1 pokryto
roztworem medium Fluoromount-G w DAPI (Thermo Fisher, 00-4959-52, USA), w celu
zamknigcia preparatow szkietkiem nakrywkowym. Przygotowane preparaty sfotografowano
zuzyciem mikroskopu fluorescencyjnego (Zeiss Axio Scope Al) kompatybilnego
z programem Axio Vision w przypadku komoérek mikrogleju, a w przypadku sfotografowania
skrawkow na ktérych znajdowaly si¢ ztogi [-amyloidu wykorzystano mikroskop

fluorescencyjny DM 1000 LED Leica (Niemcy) oraz program komputerowy LAS X Multi
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Channel. Liczbg aktywowanych komoérek mikrogleju jak i liczbe ztogéw B-amyloidu zliczono
za pomoca skalibrowanej ramki na powierzchni 1 mm?. Wyniki przedstawiono na rycinach

11-14 oraz w tabeli 14.

2.13. Analiza statystyczna

Ze wzgledu na niejednorodno$¢ wariancji (test Levena) lub odstepstwo danych od
rozktadu normalnego (test Kolmogorowa-Smirnowa) lub/i wystepowanie niektorych wynikow
w skali porzadkowej lub/i niewielka liczebno§¢ w grupach zdecydowano si¢ na
przeprowadzenie analizy statystycznej otrzymanych wynikdow za pomocg testu
nieparametrycznego Kruskala-Wallisa (do zbadania roznic pomigdzy wszystkimi grupami w
badanych czynnikach: model choroby, s$rodek leczniczy, etap choroby, charakterystyka
behawioralna, dzien testu, numer proby) oraz testu nieparametrycznego U-Manna-Whitney’a
do okreslenia réznic pomiedzy dwoma konkretnymi grupami. Wyniki analizowano w
programie Statistica 13.1.3360 (Statsoft, USA). Na rycinach i w tabelach przedstawiono wyniki
jako $rednia arytmetyczna+SD, przy prawdopodobienstwie p<0,05 uznanym jako istotne

statystycznie.
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3. Wyniki

3.1.Wyniki opublikowane

3.1.1. Publikacja 1

Publikacja: Dunacka J., Swiatek G., Wrona D. High behavioral reactivity to novelty as
a susceptibility factor for memory and anxiety disorders in streptozotocin-induced
neuroinflammation as a rat model of Alzheimer’s disease. International Journal of Molecular
Science, 2024, 25, 11562. https://doi.org/10.3390/ijms252111562. IF=4.9; MNiSW=140 pkt.
Cel: Zbadanie czy roznice osobnicze we wrazliwosci na stres, mierzone poziomem aktywnosci
lokomotorycznej, maja wptyw na rozwdj sporadycznej postaci choroby Alzheimera (sAD)
1 zwigzanych z nig zaburzen pamigci oraz zaburzen Igkowych.

Metodyka: Szczury Wistar Han (n=31), rozdzielono na osobniki wysokoaktywne ruchowo
(HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR) w tescie nowosci. Nastgpnie w warunkach bazalnych
a takze na 2 etapach rozwoju (45 1 90 dzien choroby) sAD (indukcja za pomocg streptozotocyny
podanej do komor bocznych mozgu, dawka 3 mg/kg) zmierzono poziom pamigci przestrzennej
w tescie labiryntu wodnego Morrisa (MWM) oraz poziom leku w tescie otwartego jasno
o$wietlonego pola (OF) i uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM). Dodatkowo dwa razy
w przebiegu eksperymentu pobrano krew (54 i 99 dzien sAD) w celu okreslenia poziomu
obwodowego zapalenia (analiza hematologiczna, cytometria przeptywowa, ELISA) 1 stezenia
kortykosteronu w osoczu (RIA), a po usmierceniu zwierzat (99 dzien sAD) okreslono liczbe
aktywowanych komorek mikrogleju (CD68Y) jak réwniez liczbe ztogow B-amyloidu (BA)
w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) w celu sprawdzenia poziomu neurozapalenia
(immunohistochemia).

Wyniki: Badania wykazaty, ze u osobnikow HR rozwingly si¢ silniejsze zaburzenia pamigci
oraz zaburzenia lgku zwigzane z sAD, niz u osobnikéw LR. U gryzoni HR stwierdzono dtuzsza
latencje doptynigcia do platformy w 48 1 49 dniu sAD (2 1 3 dziehn MWM) oraz w 92 i1 94 dniu
sAD (1 1 3 dzien MWM) lub do miejsca w ktorym ona powinna si¢ znajdowac (test bez
platformy, 50 dzien sAD), krotszy czas spedzany w kwadrancie krytycznym basenu (test bez
platformy, 95 dzien sAD). Ponadto zwierz¢ta HR odznaczaty si¢ podwyzszonym poziomem
leku, o czym $wiadczy dhuzszy czas bezruchu w tescie OF (46 dzien sAD) oraz krotszy czas
spedzany w ramionach otwartych (45 dzien sAD) i centrum (90 dzien sAD) EPM oraz dluzszy
czas w ramionach zamknigtych (90 dzien sAD) labiryntu. W grupie zwierzat HR silniejszym
deficytom pamigci 1 zaburzeniom Igkowym towarzyszyla wyzsza liczba zlogow BA

w hipokampie i czg$ci brzeznej jadra potlezacego (NAcS) oraz wyzsza liczba komoérek CD68”
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w podwzgdrzu, a jednoczes$nie nizsza liczba tych komorek w obszarze CAl hipokampa,
w poréwnaniu ze szczurami LR. Ponadto u osobnikéw HR doszto do supresji obwodowego
uktadu odpornosciowego, mierzonej nizszg liczbg komoérek NK, monocytow i1 granulocytow
niz u szczurow LR w 54 dniu sAD.

Podsumowanie: Szczury z wysoka aktywnos$cig ruchowa (HR), ktorym przypisuje si¢ ceche
wigksze] wrazliwo$ci na stres wykazywaly wigksza progresje sAD, mierzong wigkszymi
deficytami pamigci referencyjnej i zaburzeniami Iekowymi. Zaburzeniom behawioralnym,
zwigzanym z pamigcig przestrzenng i Igkiem towarzyszyt wiekszy poziom neurozapalenia

1 odktadania ztogow B-amyloidu u osobnikéw HR z modelem sAD.
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Abstract: Individual differences in responsiveness to environmental factors, including stress reactivity
and anxiety levels, which differ between high (HR) and low (LR) responders to novelty, might be
risk factors for development of memory and anxiety disorders in sporadic Alzheimer’s disease
(sAD). In the present study, we investigated whether behavioral characteristics of the HR and LR
rats, influence the progression of sAD (neuroinflammation, B-amyloid peptide, behavioral activity
related to memory (Morris water maze) and anxiety (elevated plus maze, white and illuminated open
field test) in streptozotocin (STZ)-induced neuroinflammation as a model of early pathophysiological
alterations in sAD. Early (45 days) in disease progression, there was a more severe impairment of
reference memory and higher levels of anxiety in HRs compared with LRs. Behavioral depression
in HRs was associated with higher expression of f-amyloid deposits, particularly in the NAcS, and
activation of microglia (CD68" cells) in the hypothalamus, as opposed to less inflammation in the
hippocampus, particularly in CAl, compared with LRs in late (90 days) sAD progression. Our
findings suggest that rats with higher behavioral activity and increased responsivity to stressors show
more rapid progression of disease and anxiety disorders compared with low responders to novelty in

the STZ-induced sAD model.

Keywords: neuroinflammation; rat Alzheimer’s disease model; high and low responders to novelty;
spatial memory and anxiety disorders; streptozotocin; white and illuminated open field; elevated
plus maze; Morris water maze; p-amyloid; cytokines

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by multiple cognitive deficits as a result
of neuronal and synaptic loss [1]. The pathophysiological characteristics include extra-
cellular formation of senile plaques consisting of $-amyloid (Ag) peptide, intracellular
accumulation of aggregates of hyperphosphorylated tau protein, neuronal and synaptic
loss, proliferation of astrocytes and activation of microglia [2-4]. Although the exact cause
of AD remains poorly understood, neuropathological studies have supported early in-
volvement of neuroinflaimmation in AD by demonstrating the accumulation of activated
microglia and inflammatory mediators in the cerebral neocortex at a low stage for AD
pathology [5-7]. Microglia are involved in AD pathogenesis through the release of inflam-
matory mediators known to contribute to the production and accumulation of AS. On
the other hand, Ag itself, an inducer of microglia activation and neuroinflammation, has
been considered as a primary and unifying factor in the development of AD. A vicious
cycle of inflammation arises between Af accumulation, activated microglia, and microglial
inflammatory mediators, which increase A deposition and neuroinflammation.

The risk of AD increases significantly with age. Endothelial dysfunction and inflam-
maging are the most frequent impairment characterizing aging patients [8-10]. AD has
multiple etiological factors, including genetics or environmental conditions, which also
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play a role in the development of individual differences in stress sensitivity and disease sus-
ceptibility [11]. There is considerable heterogeneity between individuals in their response
to these environmental factors [12]. Differences in behavioral characteristics might be due
to differences in baseline anxiety or stress levels among patients or between animals used
in studies. Individual differences in stress reactivity measured as behavioral response to
novelty (high (HR) or low (LR) responders to novelty) are closely related to differences in
anxiety and susceptibility /resistance to stress [13].

HR rats characterize increased responsivity (behavioral, hormonal, and neurochem-
ical) to stressors, including higher and prolonged secretion of corticosterone (CORT) in
response to a novelty stress challenge [14-16]. The effect of the level of spontaneous loco-
motor activity on the risk of AD has not yet been investigated. Therefore, in the present
study, we tested the hypothesis that the animal’s behavioral characteristics (HRs vs. LRs),
and thus baseline anxiety /stress levels, are risk factors for the development of memory
impairment and anxiety disorders in an animal model of AD, and that these factors de-
termine differences in the neuroimmune correlates of disease between individuals. Since
most cases of AD are sporadic rather than hereditary [17,18], we used rats subjected to
intracerebroventricular (ICV) injections of streptozotocin (STZ), which proved to be the
best animal model of early pathophysiological changes in sporadic AD (sAD) [19]. ICV-
STZ-induced neuroinflammation is a sporadic AD model based on brain resistance to
insulin [19-22], which mimics many physiopathological aspects of sAD in human, such as
memory impairment, changes of glucose metabolism, neuroinflammation, oxidative stress
and phosphorylation of tau protein [23-25]. Therefore, we examined behavioral activity
related to memory processes (Morris water maze (MWM), anxiety (elevated plus maze;
EPM; white and illuminated open field test; OF), central (CD68* microglia cell number) and
peripheral (T lymphocyte CD4*/TCD8* number, interleukin (IL)-6/1L-10 concentration)
functions of the immune system playing a key role in cognitive and memory processes. To
test for differences in the rate of AD progression between HR and LR rats, we examined
these parameters before (baseline) ICV-STZ-induced neuroinflammation as a model of
early pathophysiological alterations in sAD and at early (45 days) and late (90 days) of
disease progression.

2. Results
2.1. Behavioural Results
2.1.1. Novelty Test

The median value of the locomotor activity score (based on horizontal movements)
for the whole group (n = 31) tested was 4607. The lowest value within the whole group
was 1320, while the highest value was 6794. The animals with an activity score above
the median were designated as HRs (n = 16, 5565 £ 574, mean + SD), while those with a
motility score below the median were designated as LRs (n = 14, 2275 + 854 mean + SD).
Rat with the median activity score was rejected from the further experiments.

2.1.2. Fear/ Anxiety, Spatial Memory, and Learning in the Elevated Plus-Maze Test (EPM)

Behavioral activity assessed in the EPM test measured as time spent in the open arms,
time spent in the closed arms and in the center of the maze, as well as and the number of
entries into the open arms, closed arms, and into the center during the test and 1h after test
(re-test) are presented in Figure 1 and Table S1. As compared to the baseline and control
VEH group, rats with the STZ-induced AD model spent a significantly less time in the
open arms and center of the maze, whereas they spent more time in the closed arms on the
45th and 90th post-injection days (Table S1). There was a significant difference (p < 0.05) in
both time spent and the number of entries into the open arms, center, and closed arms of
the EPM between HRs and LRs within the STZ group. As opposed to the baseline (HR vs.
LR, p < 0.01), the number of entries into the open arms and time spent in the center were
decreased (p < 0.05) in the HRs as compared to LRs on the 45th and 90th days after AD
induction (Figure 1, Table S1). Moreover, significantly decreased time spent in the center
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(p < 0.001) of the EPM 45 days after STZ injections, whereas increased time spent in the
open arms (p < 0.05) and center (p < 0.01) on the 90th post-injection day during the re-
test rather than test in the STZ group was observed (Table S1). However, all measured
behavioral parameters returned to the baseline values in re-test on the 90th day after STZ
injection in LRs only.
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Figure 1. Behavicral activity associated with anxiety in the elevated plus maze (EPM) test measured
as time spent in the open arms (a), time spent in the center (b), and time spent in the closed arms
() of the maze in rats with high (HR) or low (LR) reactivity to novelty at baseline (before injections)
and 45 and 90 days after intracerebroventricular injections of streptozotocin (STZ, n = 16) or citrate
buffer (VEH, n = 14). Explanations: Data are presented as mean = 5D and were analyzed using a
Mann-Whitney-LI test; # in a painted circle—p < 0.05, ## in a painted circle indicate significance of
differences between HR and LR rats; —p < 0.05, “—p < 0.01 indicate significance of differences
between test and re-test; &—p < 0.05 indicates significance of differences between 45 day and 90 day
after injection.
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2.1.3. Behavioral Activity and Fear/Anxiety in the White and Illuminated Open Field
Test (OF)

Behavioral activity in the white and illuminated open field test measured as an ex-
ploration (a number of crossed lines), rearing, grooming, time of freezing, defecation, and
miction frequency at the baseline and on the 45th and 90th days after STZ or VEH injection
are presented in Figure 2 and Table 1. The significantly higher amounts of exploration
(p < 0.001), rearing (p < 0.01), miction (p < 0.05), and defecation (p < 0.05) in the STZ group
as compared to the control VEH on the 45th post-injection day was observed (Figure 2,
Table 1). Asshown in Figure 2, time of freezing was increased (p < 0.05) within the STZ
group in comparison with the control animals both on the 45th and 90th post-injection
days. As compared to the baseline, in the STZ group, the decreased behavioral activity
including an exploration (p < 0.001), entries into the center {(p < 0.01), and time spent in
the center (p < 0.01) of the OF maze and miction {p < 0.001), whereas increased time spent
in the periphery (p < 0.01) was observed 45 and 90 days following injections. Moreover,
decreases in rearing (p < 0.001) and grooming (p < 0.05) in the STZ group in comparison
with the baseline values were observed on the 90th post-injection day only.
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Figure 2. Behavioral activity associated with anxiety in the white and illuminated open field {OF) test
measured as exploration (number of crossed lines) and time of freezing in rats non-divided (a,b) and
divided into rats with high (HR) or low (LR) reactivity to novelty (c,d) at baseline (before injections)
and 45 and 90 days after intracerebroventricular injections of streptozotocin (STZ, n = 16) or citrate
buffer (VEH, n = 14). Explanations: Data are presented as mean = SD and were analyzed using a
Mann-Whitney-U test; # in a painted circle—p < 0.05, ## in a painted circle indicate significance of
differences between HR and LR rats; *—p < 0.05, *—p < 0.01, **—p < 0.001 indicate significance
of differences between STZ and VEH at 45 or 90 days after injection; &—p < 0.05, &&—p < 0.01,
&&&—p < 0.001 indicate significance of differences between 45 days and 90 days after injection; @ in
brackets above the bars—p < 0.05, @@ in brackets above the bars—p < 0.01, @@@ in brackets above
the bars—p < 0.001 indicate significance of differences vs. baseline.
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Table 1. Behavioral activity in the white and illuminated open field (OF) test measured as time spent in the periphery and center, entries to the center, rearing,
grooming, miclion, and defecalion in rats non-divided and divided into rats with high (HR) or low (LR} reactivily lo novelly al baseline (before injections} and 43
and 90 days alter intracerebroventricular injections of streptozotocin (STZ, n= 16) or citrate buffer (VEH, n = 14).

. . . . . . , Time at the Center Entries . Defecation
Parameter/Group Rearing (No.) Grooming (No.) Time at Periphery (s) Center (s) (No.) Miction (No.) No.)
Non-divided 14.39 1 6.66 270 1 111 17917 1 7.70 8.3 _7.70 467 1432 369 1253 475+ 2.18
Baseline HR 1471 + 647 271+ 076 7I8.67 _ 05657 133 L0587 133 L0587 414 = 1.68 325 = (b5
Mean L 5D
LR 1591 1 7.22 2.82 1 1.0§ 1784.73 _ 1.55 1527 1 1.53 8. 1361 6.36 L 304 367 L2335
Non-divided 10.25 + 3.23 w&h& 2434 0.79 1800 + o ®® 0+0%% 0405 1.63 + (.52 *FRR 363+160%
STZ 35 HR 10415 3= () # 18004+ 0% n—0® 0+0® 1.66 + 038 % 433=115°
Mean L 50D = N R B
LR 1075 £ 492 & 167 £ 0587 1800+ 0% e o+0® 175 = L5 58 375 _ 15
Nen-divided 31 147 2EE 171 0492 180 | 022 0l 0o 117 | 041 258 41126%
STz 90 HR 3+141% 167 4 0.58 1800 £ 0% 0=0% 0¥ 133 +058% 3=t
Mean + 5D — - —
LR 34 1410 175+ 0.5 1800 £ 0% D=0® 0L£o® 1 L 5 541
Non-divided 6.2 4 1.87 &&&RAR 313 1 2.3 1800 = ( B DENRAE DER 1.08 =026 @82 3934 1557
VEH 45 HR 4.5 L (.58 W22 Lo 1500 L0 % 0_0% 0Lo® 133 L0358 % 1L
Mean £+ 50 — - o
IR B4 1.73 &% 44207 % 1800 +0% =" [ 1 = () &b 325—15
Non-divided 271 + [.95 2o 17 —067 % 1800 — (p P7® 0+ o &an 0+ pEeE 0.67 - 06582 255 4 104 @8
VEH 90 HR 3_0% 133 _058% 1800 L0% 0_0% nLo® 1.25 1 05 #Hee 225 =126
Nleml l SU S o = o . =
LR 2419% 1.8 +0.84 1800 +£0# B=0% 0£0® I 3+1.15%

Lxplanations: Data are presented as mean _ SD and were analyzed using a Mann-Whitney-L test; #2—p < (105, #3—p < (101 indicate significance of differences between HR and

T.R wilhin the STZ or VEH animals; *

P LA,
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p = L0 indicale significance of differences belween STZ and VEH al 45 or 90 days afier injeclion: & p < 005, f&&  p < 001,
&edidi—p < D00 indicate significance of differences between 45 days and 90 days atter injection; @—p = 0.05, @@—p = 001, @8
baseling; $—p < 0.05, indicates significance of difierences between STZHR and VEHHR or STAT.R and VEHT.R.




Int. |. Mol. Sci. 2024, 25, 11562

60f25

There were significant differences in the number of crossed lines {(exploration) and
time of freezing between the HR and LR animals within the STZ and VEH groups (Figure 2).
Increased exploration number (p < 0.05) in the STZ HRs and VEH HRs rather than STZ
LRs or VEH LRs were observed 45 days after injections. Moreover, the higher amounts of
grooming (p < 0.05) in the HRs within the STZ group as opposed to the lower amounts
of grooming (p < 0.05) in the VEH HRs rather than the LRs of the respective groups were
noticed. In contrast to the HR vs. LR differences at the baseline (p < 0.01) and in the VEH
animals 90 days after injections (p < 0.01), on the 45th post-injection day, the HRs within
the STZ group had longer time of freezing compared to LRs (p < 0.05; Figure 2).

2.1.4. Behavioral Activity Associated with Memory Impairments in the Morris Water Maze
Test (MWM)

Behavioral activity in the Morris water maze test measured as latency to reach the
platform, total distance swum, and time spent in critical quadrant at the baseline and on
the 45th and 90th day after STZ or VEH injection are presented in Figure 3 (on the day of
probe test with removed platform) and Table 2 (Reference memory during 1-3 consecutive
days of MWM and working memory during Trial 1-4 of one day). As shown in Figure 3a,
on the day of probe the latency to reach the platform was significantly (p < 0.05) longer
in the STZ group as compared to the VEH animals on the 45 and 90 post-injection days.
There was significantly (p < 0.01) longer latency to reach the platform both in the STZ and
VEH groups on the 90th as compared to 45th post-injection day and baseline (p < 0.001).
On the 90th post-injection day, a significantly lower percentage of time spent in the critical
quadrant as compared to the control VEH animals (p < 0.05) and baseline (p < 0.01) in the
STZ animals was observed.

As shown in Figure 3b, significant HR vs. LR differences within the STZ animals in all
measured parameters on the probe test were observed. A significantly longer the latency to
reach the platform at baseline and on the 45th post-lesion day (p < 0.05) in HRs rather than
LRs within the STZ animals were observed. In HRs within the STZ group, lower percentage
of time spent in the critical quadrant and total distance swum (p < 0.05) were noticed on
the 90th day after AD model induction as compared to the LRs and to the control VEH HR
animals (p < 0.05).

Working memory measured in the MWM that is indicated as the latency to reach the
platform during four trials (Trials 1-4) per one day is presented in Table 2a. As compared to
the controls, a significantly (p < 0.001) longer latency to reach the platform from Trial 1 to
Trial 4 on the 45th and 90th post-injection days in the STZ animals was observed. The HR
vs. LR difference in the latency to reach the platform within the STZ animals was observed
during Trial 2 (p < 0.001), Trial 3 (p < 0.001) and Trial 4 (p < 0.05) on the 90th day after AD
induction, with lower latency in the HRs rather than LRs.

Reference memory measured as the latency to reach the platform during three con-
secutive days of MWM (Days 1-3; Table 2b) was significantly impaired, as indicated by
the longer latency to reach the platform within the STZ animals as compared to the control
group, both on the 45th and 90th post-injection day. Moreover, the total distance swum
was significantly longer {(p < 0.001) in the STZ animals rather than the control VEH group
on the 45th and 90th day after AD induction. There were significant differences in the
latency to reach the platform and total distance swum (p < 0.05) between the HR and LR
animals within the STZ group, with longer latency both on the 45th and 90th days atter
STZ injections and shorter total distance swum (p < 0.05) on the 45th post-injection day in
the HR compared to LR rats.
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Figure 3. Behavioral activity associated with reference memory performance in the Morris water
maze (MWM) test measured as latency to reach the platform, the percentage of time in the critical
quadrant, and the total distance swum in the critical quadrant in a probe test in rats non-divided
{a) and divided into rats with high (HR) or low (LR) reactivity to novelty (b) at baseline (before
injections) and 45 and 90 days after intracerebroventricular injections of streptozotocin (STZ, n = 16)
or citrate buffer (VEH, n = 14). Explanations: latency to reach the platform: latency to reach the critical
quadrant in which the platform was located in the previous sessions of spatial learning in the MWM
{Days 1-3); probe test: single trial without the platform (Day 4); data are presented as mean + SD and
were analyzed using a Mann-Whitney-U test; # in a painted circle—p < 0.05 indicates significance
of differences between HR and LR rats; *—p < 0.05 indicates significance of differences between
STZ and VEH at 45 or 90 days after injection; &—p < 0.05, &&—p < 0.01 indicate significance of
differences between 45 day and 90 day after injection; @ in brackets above the bars—p < 0.05, @@ in
brackets above the bars—p < 0.01 indicate significance of differences vs. baseline, @@@—p < 0.001
indicate significance of differences vs. baseline.
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Table 2. Behavioral activity associated with working memory during Trial 1-4 of one day (a) and
reference memory over 1-3 consecutive days (b} in the Morris water maze (MWM) test measured as
latency to reach the platform and total distance swum in the critical quadrant in rats non-divided
and divided into rats with high (HR) or low (LR) reactivity to novelty at baseline (before injections)
and 45 and 90 days after intracerebroventricular injections of streptozotocin (STZ, n = 16) or citrate
buffer (VEH, n = 14).

Latency to Reach the Platform (s)

Group Trial 1 Trial 2 Trial 3 Trial 4
Baseline 92.02 + 30.26 751+397 528+ 2.6 %% 478 =21
STZ 45 10043 £ 19.78 =+&&&  gp 08 + 27,12 #&&bBE 79 4 35,93 #eb&&BBR gy g8 4 99 gg +&&&BAT
STZ 90 25.43 + 9,84 #0088 19.73 + 10.68 **=08@" 22,03 + 14.32 »@a@ 20.18 + 13.75 **@0&
VEH 45 36.75 L 11.08 &&&0G2 6.68 L 3,37 &&& 3.41 L 1.37 @@ 2.88 L 126 %e@
VEH 90 10.89 + 6.4]1 @%@ 3.73 4 1.43 @@@™ 3.28 + 1.35 @@@ 2.83 4 1.05 @@@
B"ifl]{i"e 90.68 + 28.26 6.08 £ 258" 495 £238% 5.08 +2.41
@ Baseline LR 93.37 &+ 32.68 8.95+4507 5.6 2.8 %% 448 £1.73
STZ45HR 99,63 + 20,62 ¥8kk& 9038 4 2743 595&&&00E g1 57 4 37 53 SHHEERAOE g7 4 4 o5 53 HBEEEBO0
STZ45LR 10122 4 19.77 $¥&&& g1 78 4 273 #8&L&@BE” 9y o5 - 3556 588&&E@@E 7555 4 34 75 Hbk&aao
STZ 90 HR 22.35 + §.87 @e@ 1233 = 5.4 SsHH@EE” 10.95 + 5.09 3408 7.9 + 279 $$#0@
STZ9OLR 2852 4 10.15 $5502@ 27.42 4 9.06 595202 33.5 + 1(.77 $99@¢ 32,47 + 7.66 2@
VEH45HR  39.88 + 10.89 &&&88@ 8.45 4 3.7 &&Ha™ 3.64 + 1.76 ™% 3.32 + 1.57 @@@
VEH45LR  33.60 + 10.80 &&&eae 494 1.80@7 3.20 + (.87 @@% 2.45 = (.68 90@
VEH90HR  16.15 4 4.35 ##00@ 3.87 + 1.65 92" 337 +124%© 25340819
VEH 90 LR 5.62 + 2.56 388 3.6 4+ 1.22 98¢ 3.2 4+ 149 @@ 3.12+1.22%
Latency to Reach the Platform (s) Total Dis(:z)c e Swum
Group Day 1 Day 2 Day 3 Day1
Baseline 07.32 44471 26.58 +12.90 20.39 = 12.35 % 625.23 +293.05
STZ 45 42,03 £ 17,02 #4509 10.97 £ 3.38 »@@e” 11.09 4+ 7.93 =@ 715.74 £ 324.31 &
STZ 90 23.79 + 8.89 #0068 17.53 + 8.56 *+@ 13.16 + 9.60 ** 428.65 + 114.29 #@
VEH 45 8.52 1 1.8] &@0e 6.54 L 4.83 20¢ 4.64 L 2,32 9687 255.83 1 141.97 98¢
VEH 90 575 4 2.28 08@ 436 £ 1.99 #8® 3.69 4+ 1.24 ®@@” 148.40 + 41 .49 96@
® Baﬁl‘{i“‘f 100.98 1 44.66 2274957 17.15 £5.97 643.96 L 280.13
Baseline LR 86.38 £ 27.86 26.85 +10.63 172 +-827 % 578.88 £ 280.76
STZ 45 HR 28.87 = 10.25 3@ 13.77 £ 3.7 % 17.92 + 7.98 ¥ 426.02 + 158.81 %
STZ 45 LR 51.2 + 16,99 5% 8.9 4 0.35 %% 6.02 = 1,52 &8% 993.47 4 251,72 H&@
STZ 90 HR 30.62 + 0.08 ¥ 18.38 £ 10.13 % 13.63 £ 6% 504.45 + 66.46 ¥
STZ 90 LR 132 + 2.85 5@ 10.72 + 2.33 5¢€ 3.97 4+ 0.21 @@ 374.04 + 12445 %
VEH 45 HR 9.66 + (.65 %@ 428 +2.04 @ 3.85 + 22398 339.36 = 157.47 &H@
VEH 45 LR 7.75 + 1.96 @%@ 8.05 + 5.72 %@ 5.17 + 2.43 @89 158.81 + 28.66 9%
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Table 2. Coni.
VEH 90 HR 5.88 +£2159@ 453 42,17 @@ 3.59 + 1,31 @@ 152.67 + 46.93 @8
b
® VEH 90 LR 5.66 4 2.54 @82 424 + 2,02 @%@ 3.76 + 1.28 @%@ 145.96 4 41,82 @88

Explanations: Data are presented as mean & SD and were analyzed using a Mann-Whitney-U test; #—p < 0.05,
#H#H—p < 0.01, ##—p < 0.001 indicate significance of differences between HR and LR within the STZ or VEH
animals; *—p < 0.05, *—p < 0.01,*** p < 0.001 indicate significance of differences between STZ and VEH 45 or
90 days after injection; &—p < 0.05, &&—p < 0.01, &&& p < 0.001 indicate significance of differences between
45 day and 90 day after injection; @—p < 0.05, @@—p < 0.01, @@@—p < 0.001 indicate significance of differences
vs baseline; $—p < 0.05, $$%—p < 0.001 indicate significance of differences between STZHR and VEHHR or
STZLR and VEHLR; —p < 0.05, "—p < 0.01, ™ —p £ 0.001 indicate significance of differences between Trial 1;
Yo—p < 0.05, %%—p < 0.01, %%%—p < 0.001 indicate significance of differences between Trial 2; I—p < 0.05
indicates significance of differences between Trial 3.

2.2. Microglin Activated Cells (CD68* Cells) and Amyloid B (ABao—ao) Deposits in the
Hippocampal Areas (CA1, CA2, CA3, DG} and Nucleus Accumbens (NAcC and NAcS)

As shown in the Figure 4a, a significantly higher number of CD68* cells in the STZ
(p < 0.001) rather than VEH group as well as HRs and LRs of the STZ group and their
behavioral counterparts in the control VEH animals in all hippocampal areas (CA1, CA2,
CA3, p £0.01; DG, p < 0.05) and the nucleus accumbens (NAcS: HR, LR p < 0.05; NAcC:
HR p <0.05, LR p < 0.01) was observed on the 90 day after STZ injection. There were no
significant differences in the CD68" cell number in the hippocampal areas and NAcS and
NAcC observed within the VEH group. Additionally, as compared to the VEH group, a
significantly higher number of activated microglia cells in the limbic structures (prefrontal
cortex: p < 0.001), corpus callosum: p < 0.001, caudate putamen: p < 0.01, medial septal
nucleus: p < 0.001), preoptic area (medial and lateral preoptic nuclei: p < 0.001, supraoptic
nucleus: p < 0.05) and hypothalamic nuclei (arcuate: p < 0.01, dorsomedial: p < 0.001,
lateral: p < 0.001, paraventricular: p < 0.001, ventromedial: p < 0.001) were observed
(Table 3). Moreover, both the HR and LR animals within the STZ group had a significantly
higher numbers of CD68* microglia cells in all studied brain areas, except for the arcuate
and supraoptic nuclei (Table 3) rather than the VEH animals. There was a significant HR
vs. LR difference (p < 0.05) in the number of CDé8* cells within the STZ group with a
lower cell number in the CA1 part of the hippocampus (Figures 4a and 5A), whereas it
was a higher microglia cell activation in the dorsomedial hypothalamic nucleus in HRs
rather than LRs (Table 3). Furthermere, a significant positive correlation (R = 0.92, p < 0.01)
between the number of CD68" microglia cells in the CA1 part of the hippocampus and the
IL-6 plasma concentration was found in STZHRs.
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Figure 4. Cont.
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Figure 4. Number of activated microglia cells (CD68" cells) (a) and -amyloid counts (b) in the
hippocampus (CA1, CA2, CA3, DG) and nucleus accumbens (NAcC, NAcS) in non-divided rats and
divided into rats with high (HR) or low (LR) reactivity to novelty 90 days after intracerebroventricular
injections of streptozotocin (STZ, n = 16). Explanations: Data are presented as mean & SD and were
analyzed using a Mann-Whitney-U test; # in a painted circle—p < 0.05, ## in a painted circle p < 0.01
indicate significance of differences between HR and LR rats; *—p < 0.05, *—p < 0.01, **—p < 0.001
indicate significance of differences between STZ and VEH 90 days after injection.

Table 3. Number of activated microglia cells (CD68" cells) (a} and p-amyloid counts (b) in brain
structures in rats non-divided and divided into rats with high (HR) or low (LR} reactivity to novelty
90 days after intracerebroventricular injections of streptozotocin (STZ, n = 16) or citrate buffer (VEH,

n=14).

Microglia Cells {CD68*) No./mm?

Group/Structure STZ VEH STZHR STZ LR VEH HR VEH LR
Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + S0 Mean = SD  Mean + SD
Prefrontal cortex 117 £ 41+ 0+0 133 £58% 100+ 0% 0£0 0+0
Corpus callosum 1018 £ 268 ** 280 1131 1000 +322% 1000 +23% 300 £ 115 267 L 170
Caudate putamen 463 £ 207 ** 100+0 325+ 50% 533 4 208 % 100=0 100£0
Medial septal nucleus 473 & 142 4 0+0 400 + 155 %% 550 + 58 5 0+0 0=£0
(a) Lateral preoptic area 200 L 87 *** 0+o0 175 4+ 50 % 200 £ 115°% 0L0 0L0
Medial preoptic nucleus 244 4 124 *+ 0+0 225 + 150% 250 + 129 % 0+0 0+0
Supraoptic nucleus 189 +93 % 100+0 150 & 58 200 +=115 100+0 100+0
Arcuate hypothalamic nucleus 464 4 225 100 & 65 767 £ 58 300+0 0+0 233 £ 115
Dorsomedial hypothalamic nucleus 220 =+ 103 #* 00 300 + 71 #5% 125 + 509 0x0 0x0
Lateral hypothalamus 220 + 79 010 250 + 58 9 133 + 589 0+0 0+0
Paraventricular hypothalamic nucleus 163 £ 74 s+ 0+0 160 4 89 %8 167 +58°% 0£0 00
Ventromedial hypothalamic nucleus 113 4+ 35 0+o0 133 £ 58¢% 10004 0xo0 0+0
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Table 3. Cont.

Amyloid B (40-42)/No./mm?

Group/Structure STZ VEH STZ HR STZLR VEH HR VEH LR
Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean = SD  Mean + SD
(b) Prefrontal cortex 254225 0+0 54275 0+0 0+0 0+0
Lateral preoptic area 8.9 = 1.65* 0+0 83=205% 1+0% 0£0 0+0
Medial preoptic nucleus 5+26 0+0 6.67 £ 2.6 333+26 0+0 0+0

Explanations: Data are presented as mean + SD and were analyzed using Mann-Whitney-U test; #—p < 0.05
indicates significance of differences between HR and LR within the STZ animals; *—p < 0.05, *—p < 0.01,
¥ _—p < 0.001 indicate significance of differences between STZ and VEH at 90 days after injection; $—p < 0.05,
$S—p < 0.01 indicate significance of differences between STZHR and VEHHR or STZLR and VEHLR.

a
STZ HR
c
VEH HR
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a
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Figure 5. (A) Representative photomicrographs showing activated microglia cells (CD68* cells) in the
CAL1 area of the hippocampus of STZ HR (a), STZLR (b), VEH HR (c), and VEH LR rats (d) 90 days

VEH LR
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after intracerebroventricular injections of streptozotocin (STZ) or citrate buffer (VEH). Scale
bar = 100 um. (B) Representative photomicrographs showing amyloid beta (indicated by arrows)
in the CA1 area of the hippocampus of STZ HR (a), STZLR (b), VEH HR (c), and VEH LR rats (d)
90 days after intracerebroventricular injections of streptozotocin {STZ) or citrate buffer (VEH). Scale
bar = 100 pm.

As compared to the VEH animals, amyloid B (AB4p-2) deposits were observed in
the hippocampal areas and nucleus accumbens in the STZ-injected animals in the 90 days
after an induction of the AD model (Figure 4b). There were no Afs, 4 deposits noted
in the studied brain areas within the VEH animals. The significantly higher number of
A4y peptides in the hippocampal areas (CA1, CA2, CA3, DG) and nucleus accumbens
(shell and core) were observed in the STZ animals and both STZHRs and STZLRs groups
(Figures 4b and 5B). As shown in Figures 4b and 5B, within the STZ group, the higher level
of A4p4» was observed in HRs rather than LRs in the hippocampal areas and nucleus
accumbens. However, the significance of difference in Af49_4» number between STZHRs
and STZLRs was reached in NAcS only (p < 0.01).

2.3. Peripheral Blood Leukocyte and Lymphocyte and Their Subpopulation Number

There were no significant differences in the peripheral blood leukocyte as well as the
total and percentage number of lymphocytes between the STZ and VEH groups and their
behavioral counterparts (HR vs. LR) on the 45th and 90th post-injection days (Table 52).
However, significant differences in the number of peripheral blood lymphocyte subpopula-
tions (T, B, NK), granulocytes, and menocytes between STZ and VEH as well as between
HRs and LRs within the STZ group were noticed. As compared to the controls, in the
STZ group, the total number of TCD3* lymphocytes (p < 0.01), especially in STZLRs and
TCD4* subpopulation of T lymphocytes (Figure 6), the total (p < 0.05) and percentage
(r < 0.01) number of monocytes (Table S2) increased on the 45th day after injection.
Ninety days after the STZ injections, a significantly (p < 0.01) lower NK (CD161a") cell
number, in comparison with the controls, was observed (Figure 6).

Forty-five days after the STZ injections, a higher total number of B (CD45RA™) lym-
phocytes (p < 0.05), concomitantly with a lower number of NK cells (CD161a*) (p < 0.05;
Figure 6), granulocytes, and monocytes (p < 0.05; Table 52), in HR rather than LR animals
was noticed. As opposed to the control VEH animals, there was a significantly lower
(p < 0.05) total number of B (CD45RA*) lymphocytes in HRs as compared to LRs within
the STZ group on the 90th post-injection day.

a b

45 post-injection day 90 post-injection day
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Figure 6. Cont.
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Figure 6. The total number of T, B, NK, TCD4*, and TCD8* lymphocytes in the peripheral blood
mononuclear cells analyzed by the flow cytometric method 45 and 90 days after intracerebroven-
tricular injections of streptozotocin {STZ, n = 16) or citrate buffer (VEH, n = 14) in non-divided
rats (a,b) and divided into rats with high (HR, n = 8) or low (LR, n = 8) reactivity to novelty after
intracerebroventricular injections of STZ (c,d). Explanations: Data are presented as mean & SD and
were analyzed using a Mann—Whitney-U test; # in a painted circle—p < 0.05 indicate significance
of differences between HR and LR rats; *—p < 0.05, *—p < 0.01 indicate significance of differences
between STZ and VEH 45 and 90 days after injection; &—p < 0.05, &&—p < 0.01 indicate significance
of differences between 45 day and 90 day after injection.

2.4. Relative Thymus and Spleen Weights

There was no significant difference in the relative thymus and spleen weights between
the STZ (thymus: 31.16 £+ 9.31 mg/100 g b.w., spleen: 183.82 £+ 12.27 mg/100 g b.w.)
and VEH (thymus: 33.56 £ 15.40 mg/100 g b.w., spleen: 175.47 &+ 17.81 mg /100 g b.w.)
animals on the 90th post-injection day. However, within the STZ group, significantly
(p < 0.05) lower relative thymus and spleen weights in HRs (thymus: 23.54 £ 6.6 mg/
100 g b.w., spleen: 172.95 & 10.85 mg /100 g b.w.) were found compared to LRs (thymus:
38.53 4 5.28 mg/100 g b.w., spleen: 193.73 & 2.66 mg/100 g b.w.). There was no significant
difference in the relative thymus and spleen weights between HRs and LRs within the
VEH group.

2.5, Plasma Interleukin-6 (IL-6)/Interleukin-10 (IL-10) and Corticosterone (CORT) Concentration

There were no significant differences in plasma IL-6 concentrations between the STZ
and VEH animals and their behavioral counterparts (HR vs. LR) on the 90th day after
injections (Table 52). On the other hand, an increased level of IL-10 in the STZ group,
in comparison with the controls (p < 0.05), was observed. Moreover, a significantly higher
(p < 0.05) plasma CORT concentration in the STZ animals (209.17 £ 87.16 ng/mL), rather than
the control group (147.90 & 56.16 ng/mL), especially in the STZLRs (225.74 £ 102.71 ng/mL,
P < 0.01), was noticed on the 90th day after STZ injection. Within the VEH animals, the
higher plasma CORT concentrations in VEHHRs {167.20 & 65.51 ng/mL) rather than
VEHLRs (123.79 &+ 30.97 ng/mL) were noticed. However, no significant differences in this
parameter between HRs and LRs within both the STZ and VEH groups were observed.

2.6. Hematological Parameters

There were significant differences in some hematological parameters, including red
blood cell {RBC) number, hemoglobin (HGB) concentration, hematocrit {(HCT), and mean
hemoglobin concentration in the red blood cell (MCHC) between the STZ and VEH groups
and their behavioral counterparts (HR vs. LR) within the STZ animals (Table 52). As
compared to the controls, a significantly higher number of RBC in the STZ group on the
45th (p < 0.01) post-injection day was noticed. HGB concentration decreased 45 days
(p < 0.05) after the STZ injections whereas it increased (p < 0.01) concomitantly with the
MCHC on the 90th post-injection day, as compared to the controls. Moreover, significant
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HR vs. LR differences in these parameters were noticed (Table 52), with lower RBC number
(p < 0.05), HGB concentration (p < 0.05), and HCT (p < 0.01), whereas higher MCHC
(p < 0.05) in HRs rather than LRs within the STZ animals.

3. Discussion

The current findings, to the best of our knowledge, are the first to show an interaction
between individual behavioral characteristics and stress reactivity of an animal, measured
as the differences in a spontaneous locomotor response to novelty (HRs vs. LRs), on the
behavioral activity related to memory and fear/anxiety disorders, and neuroimmunological
responses in rats with the streptozotocin-induced neuroinflammation model of sAD. In the
present report, we provide the first evidence that rats with higher behavioral activity (high
responders to novelty) and increased sensitivity to stressors show faster progression of
sAD and discase-related anxiety disorders. An inherent limitation of our research is using
the rat model to study sAD in humans and thus the translational value of animal-based
results. However, we believe that the results of our studies may provide diagnostic and
prognostic support and inspire new approaches to prevent or delay dementia in humans
by modifying environmental risk factors throughout the life course.

The differences in the behavioral responses to novelty are known to be related to
variations in the central dopaminergic and serotonergic pathway [26-30]. The HRs show
higher dopaminergic activity in the nucleus accumbens (NAc) or dorsal striatum but
lower dopaminergic activity in the prefrontal cortex at baseline than LR animals [29]. Tn the
present study, at a late stage of the disease (90 days after induction of the AD model), greater
neuroinflammation (increased CD68" microglia cell number) and elevated p-amyloid levels
in the prefrontal cortex were associated with lower microglia activation but higher p-
amyloid numbers in the NAc in HR rats compared to LRs. Thus, our immunohistochemical
and behavioral data suggest a correlation between brain dopamine, microglia immune
response, and B-amyloid accumulation and thus impairment of cognitive processes in the
ICV-STZ-induced model of AD. The correlation between brain dopamine and immune
system response has been previously described [31]. In fact, we too have previously
observed a correlation between spontaneous locomotor activity (HR vs. LR) and the level
of immune system response in rats [32-35].

Regarding hippocampal-dependent spatial memory impairment, especially reference
memory, were more pronounced in HRs compared to LRs, and indicated as a longer latency
to reach the platform during Days 1-3 and shorter time swum in the critical quadrant
during the probe test (without the platform) in Morris water maze test on day 45 after the
[CV-STZ injection. These effects suggest an impairment of hippocampal function at the
early stage of AD development in HRs. In fact, we observed larger 3-amyloid deposits
in the hippocampal CA1, CA2, CA3, and dentate gyrus, in STZHRs as compared to ST-
Z1Rs. Thus, it is possible that our findings of greater memory impairment in HRs in the
AD model may be due to damage of the hippocampal projections, in particular from the
CAl, which terminate in the prefrontal cortex or NAc shell. Besides the hypothalamus,
the hippocampus, prefrontal cortex and NAc are involved in behavior associated with
stress regulation, anxiety and memory processes. Other authors reported that the dorsal
hippocampus is critical for learning and memory whereas the ventral hippocampus is
associated with emotion-related behavior, especially those that are associated with anxi-
ety [36-38]. A strong connectivity between the ventral CA1 and medial prefrontal cortex
has been reported to be related to anxiety [38—41]. The input of the ventral CAl towards
NAc also impacts anxiogenic behavior [42,43]. Furthermore, the prefrontal infralimbic
cortex, necessary for fear extinction, projects preferentially to the shell subregion of the
NAc [44,45].

Since reduced behavioral activity at baseline in LR rats was associated with lower
glucocorticoid-induced dopamine release than in HR animals [26-28,46] and dopamine-
dependent locomotion [47,48], we would expect that dopamine deficiency might be in-
volved in depressed behavioral activity in tests of anxiety and/or memory impairment
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in LR animals after the STZ injections. Surprisingly, in contrast to the baseline, we ob-
served behavioral depression associated with anxiety behavior, as measured by specific
suppression of open-arm and center exploration in the elevated plus maze test on Days
45 and 90 after the AD induction and prolonged freezing time on Day 45 after the STZ
injections in the white and illuminated open field test in HR animals. Elevated levels of
anxiety and behavioral depression suggest that dopamine levels in the brains of the HR rats
decline during disease progression, particularly in NAc. Several studies have implicated
dopamine actions in NAc in conditioned fear. For example, dopamine activity in the NAc is
implicated in the blocking of learned fear responses [49]. The NAc, a critical node for limbic
motor integration, is a heterogenous structure divided into core (NAcC) and shell (NAcS)
subregions which participate in emotional learning [44,50], including specific contribution
of the NAcC and NACS in regulating both fear expression and fear extinction [51-53]. The
NAcC is specifically active only in response to an associative fear cue during an expression
test. In contrast, the NAcS is specifically active during fear extinction [53]. Our evidence
for increased behavior related to anxiety and memory disorders in HRs in the course of
AD here is supported by additional immunohistochemical evidence that significantly more
B-amyloid counts in NAcS in HRs compared to their absence in LRs were observed (Figures
4b and 5B). These findings suggest that f-amyloid-induced damage to the NAcS and thus
a reduction in dopamine levels in this part of NAc disrupted the consolidation of extinction
of fear response in HRs.

On the other hand, HRs vs. LRs differences in response to novelty stress may be related
to individual stress reactivity and differences in the hypothalamic—pituitary—adrenal
(HPA) axis activity and glucocorticoid effects on memory processes [14-16,54]. HR animals
have a higher and prolonged secretion of CORT in response to a novelty stress challenge
and thus are considered as more susceptible to stress even though they have a lower
baseline anxiety level [14-16]. They also exhibit a higher sensitivity to the behavioral and
dopaminergic effects of glucocorticoids [29,46,55,56]. Therefore, we wanted to determine
whether HRs and LRs in the AD model differ in HPA axis activity, as indicated by plasma
CORT levels. In fact, at Day 90 after disease induction, elevated plasma CORT levels in the
STZ group compared to the controls were due to increased hormone levels in LRs but not in
HRs (Table 52). It should be noted, however, that the higher stressor susceptibility and HPA
axis response, and thus the prolonged elevated CORT levels in HRs early in the course of
the disease, may explain not only the memory impairment but also why we did not observe
significant differences in CORT levels between HRs and LRs in the STZ group 90 days post-
injection. Furthermore, the elevated CORT levels in HRs may be responsible for peripheral
suppression of their innate immunity, as indicated by the reduced total number of NK cells,
monocytes and granulocytes and the lower relative thymus and spleen weight compared
to LRs. It is possible that this effect is due to the greater sensitivity of immune cells and
lymphoid organs in HR rats to such stress hormones as CORT than in LRs [15,55] and/or
to the CORT-induced redistribution of peripheral immune cells to the other lymphoid
organs [46]. Other CORT-induced peripheral immunomodulatory effects in the STZ rats
in this study might have resulted from a shift of peripheral Thl to Th2 lymphocytes and
thus from a pro-inflammatory to an anti-inflammatory response in the late development
of the disease. Indeed, we found an increased total number of TCD3* lymphocytes in
the peripheral blood, particularly the TCD4* subpopulation, and higher plasma levels of
anti-inflammatory IL-10 but not pro-inflammatory IL-6 in rats with the ICV-5TZ model of
AD at Day 90 post-injection supporting such an anti-inflammatory effect. Other authors [57]
reported that relative suppression of pro-inflammatory 1L-6 production was associated
with impairment of memory retrieval of emotional, but not neutral words. According to
the authors, glucocorticoid sensitivity and thus impairment of emotional memory retrieval
is correlated with suppression of IL-6 cytokine production. It should be noted, however,
that we failed to show significant differences in these peripheral blood immunological
parameters, including plasma IL-6 concentration, between HRs and LRs within the STZ
animals. Interestingly, we also found lower values for several peripheral hematological
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parameters, including total red blood cell (RBC) count, hemoglobin concentration (HGB),
hematocrit (HCT) and mean cellular hemoglobin concentration (MCHC) in HRs but not
LRs on day 45 after the ICV-5TZ injection. Regarding a decrease in the RBC number in the
ICV-STZ model of AD, the available data suggest that plasma B-amyloid peptides bind to
ageing erythrocytes, implying a pathogenic role of erythrocyte amyloid complex in AD.
This complex induces changes in the red blood cell morphology, adhesion to endothelium
and influences vessel activity [58]. In the present study, the higher number of B-amyloid
after the ICV-STZ injections observed in the HR animals, and thus the increased number of
B-amyloid complexes with erythrocytes, may explain the reduced hematologic parameters
and indicate the deterioration of red blood cell system function in these animals compared
to LR rats with the AD model.

In addition to the effect of differences in animal behavioral reactivity on neuroinflam-
mation, cognitive performance and anxiety level observed in the sAD model, the influence
of other factors or confounding factors cannot be excluded. Other authors [59] found
that the forced swim test induced markedly divergent hippocampal gene expression, as
indicated by activation of the serotonergic system and neurogenesis in LR rats, whereas it
increased levels of the pro-inflammatory enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase and apop-
totic mechanisms in HR animals despite their comparable depressive-like status. According
to the authors, the hippocampus of HR and LR rats undergoes distinct transcriptional
remodeling in response to the same stressor. Both in rats and humans, much of the variabil-
ity of stress reactivity reflects individual differences in behaviorally evoked sympathetic
nervous system activation. However, various degrees of inconsistency for risk factors
exist between observational studies and clinical trials. Genetically, longer educational
attainment has been well-established as associated with lower risk for AD, whereas other
risk factors, including blood pressure, lipid traits, body mass index, smoking and alcohol
consumption have shown inconclusive associations with AD. Based on genomic study [60],
genetically determined modifiable risk factors, such as high-density lipoprotein cholesterol
concentration and high systolic blood pressure, were associated with an increased risk of
AD. Therefore, thoroughly unfolding the genomic background for association between
modifiable risk factors and dementia might help to develop future effective preventive and
therapeutic approaches.

4, Materials and Methods
4.1. Animals

All animal experiments were carried out in accordance with the European Commu-
nities Council Directive of 24 November1986 (86/609/EEC), and under the authority of
the Local Ethical Committee for the Care and Use of Laboratory Animals at University of
Technology in Bydgoszcz, Poland (No. 60/2017).

Four-month-old rats (n = 31) weighing 300 £ 80 g (Tri-City Central Animal Laboratory,
Research and Service Centre of the Medical University of Gdansk, Poland). For the duration
of the experiment, rats were housed separately in polycarbonate cages (20 cm width, 37 cm
length, 18 cm height) on a 12 h light/dark cycle (lights on at 06:00) in an air-conditioned,
constant-temperature (22 4 2 °C) room could visually observe other subjects and were
indirectly exposed to other subjects’ cage odors. Water and food were available ad libitum.
Animals were allowed to adapt to the laboratory conditions for one week before the
beginning of the experimental procedure. Then, rats were subjected to daily handling for
about 5 min each day for two weeks in order to minimize stress caused by the procedure.

4.2. Experimental Procedure
4.2.1. Novelty Test (NOV)

The novelty test was performed according to a method that we have described previ-
ously [32,33]. All of the rats were placed in the actometer (Opto Varimex Minor-Columbus,
OH, USA) for 2 h (4-6 P.M. according to [13], where their locomotor activity was auto-
matically recorded. Each of three photocell apparatus was constructed of clear plexiglass,
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measured 43 x 43 x 20 em, and was equipped with 15 photocells. For each rat, the number
of horizontal, vertical, and ambulatory plane photocell counts, accumulated for 10 min,
were measured. The number of horizontal plane photocell counts accumulated over 2 h
was used as an index of individual locomotor response to the new environment. Based on
the median of activity score [13], rats were divided into high (HR) or low (LR) respenders
to novelty. Subsequently, rats from each activity group were randomly divided into STZ
(n=16; HR =8, LR = 8) or VEH (n = 14; HR =7, LR = 7) group. After being assigned to
experimental groups, the animals were subjected to further procedures according to the
diagram presented in Figure 7.

45 days after 90 days after
induction of AD induction of AD
model model

EPM OF MWM B EPM OF MWM

Induction of
AD model

i
iy

NOV EPM OF MWM

BASELINE

A T
LR =

H

Blood collection
Blood, brain, spleen
and thymus collection

EPM OF MWM EPM OF MWM

B

Figure 7. Scheme of experimental procedure and group assignments. Explanations: NOV—novelty
test; EPM—elevated plus maze test: test and re-test after 1 h; OF—white and illuminated open-
field test; MWM—Morris water maze test: phase of acquisition of reference memory (Day 1-Day
3), probe test (single trial without the platform (reference memory evaluation), working memory
performance {Days 5-8); HR—high respenders te novelty; LR—low responders to novelty; ICVSTZ—
intracerebroventricular (ICV) injections of streptozotocin (STZ) {a total dose of 3 mg/kg b.w. divided
into 2 injections to both lateral ventricles: 0.75 mg/kg STZ in 2 pL of citrate buffer per ventricle)}—sAD
model; ICVVEH—intracerebroventricular {ICV) injections of citrate buffer (VEH) (2 uL per ventricle);
B—blood collection; S—1 h after the last MWM trial euthanasia and blood, brain, spleen, and thymus
collection for further analysis (A).

4.2.2. Intracerebroventricular (ICV) Injections of Streptozotocin (STZ)}—sAD Induction

ICV injections of streptozotocin (STZ) or vehicle (VEH: (.02M citrate buffer pH 4.5)
were performed according to our previous study with some modifications [61]. Briefly,
rats under 2.5% isoflurane (airflow: 0.5 L per min) anesthesia using an isoflurane pump
(Bitmos OXY 6000, Bitmos GmbIH Diisseldorf, Germany) were prepared for surgery, and
the head of the animal was fixed using a stereotaxic apparatus (Hugo Sachs Elektronik,
Germany). A stainless steel guide cannula (22GA, 9 mm long, Plastic One, USA) was
implanted into each lateral ventricle according to coordinates from the Paxinos and Watson
atlas (coordinates: AP: —1.3 mm, L: £2 mm, D: +3.6 mm according to bregma) [62]. The
cannulae were permanently anchored to three stainless steel skull screws with dental acrylic
(Duracryl, spofaDental a.s., Jicin, Czech Republic). STZ was administered through the
implanted cannulae in a cumulative dose of 3 mg/kg over two injections on Days 2 and
4 (2 x 1.5 mg/kg, dissolved in 0.02 M citrate buffer pH 4.5) with separate injections into
each lateral ventricle (0.75 mg/kg in 2 pL of vehicle) at a rate of 1 pL/min. The total dose
of STZ was divided in order to reduce procedure-associated mortality [63]. During the
infusion procedure, the animal under 2.5% isoflurane anaesthesia was held gently in the
hand. The injections were performed using a microinfusion pump (Legato-100—Series
Syringe Pump, KD SCIENTIFIC, Holliston, MA, USA) and a Hamilton syringe (10 pL)
connected via polyethylene tube to an injection cannula (28GA, 11 mm long, Plastic One,
Roanoke, VA, USA) which was placed into the guide cannula 2 mm below its tip. In order
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to avoid a backflow of the solution, the injection cannula was left inside the guide for an
additional 60 s. The control groups received the same vehicle injection volumes by the same
procedure. As the stability of STZ solution is maximum at pH close to 4, we used citrate
buffer pH 4.5 as vehicle. After surgery, the animals were transferred to the worm room,
where they stayed until regaining consciousness. Like other authors [64] using the open
field test and the same dose of ICV injected STZ (3 mg/kg), we did not observe locomotor
sensitization after ICV-STZ injections.

4.2.3. Elevated Plus Maze Test (EPM)

Anxiety-related spatial memory and learning in the elevated plus maze (EPM) test
was performed according to a procedure that we described previously [65] with some
modifications. In order to increase fear/anxiety and the difference between the open and
enclosed arms, the EPM test was made of plexiglass and consisted of two white, open arms
50 x 10 cm, and two opposite, black arms enclosed by 40 cm high walls. The arms were
connected by a central 10 x 10 cm white square, and thus the maze formed a cross or a
plus sign. The whole apparatus was elevated 50 e above the floor. The EPM test was
conducted between 8:00 and 12:00 A.M. in the test/re-test (after 1 h) paradigm. Rats were
carried in their home cages to the experimental room, placed in the maze always in the
same position (heading towards the open end of the maze) and allowed to explore the EPM
for 5 min (test session). Then, the animals were carried back to their home cages for 60 min.
After the 60 min interval, rats were returned to the experimental room and placed again in
the EPM test for 5 min (re-test session). Recording was performed at baseline and on the
45th and 90th post-injection days (Figure 7) in the test/re-test paradigm.

In order to minimize bias, during the exposure of the rats to the EPM test, the be-
havioral responses of the individuals were recorded using a video camera, positioned
approximately 200 cm over the center of the maze and connected to a video-tracking digi-
tizing device (EthoVision XT, Noldus, Wageningen, The Netherlands). The EPM test was
calibrated in the computer software, so the camera could create physical distance informa-
tion from pixel-based data. After each rat testing, the whole apparatus was cleaned with a
solution of 70% ethanol and left to dry for 5 min to aveid any influence of olfactory cues.
Registered reactions included: time in the open/closed arms and the center, open/closed
arms, and center entries. Then, a trained observer who was blinded to the experimental
treatment of the rats scored behavioral responses.

4.2.4. White and Illuminated Open Field Test (OF)

Recording was performed: at baseline and on the 45th and 90th post-injection days
(Figure 7) according to the procedure that we have described previously [33]. The open
area (100 x 100 x 60 cm) was made of white wood and was placed in a quiet and dark
room adjacent to the housing room. Each arena surface was divided into 25 equal squares
with white lines. A white-light lamp of 200 W was placed 75 cm over the center of the
arena during testing (for the rodents, an illuminated and open compartment is considered
to be more stressful than a dark enclosed one) [56]. The animals were gently transported in
the home cages to the room and released into one of the corners of the arena (start corner).
Each OF exposure lasted for 30 min, during which the animals were left undisturbed in the
testing room. After the test, the arena was cleaned with water, alcohol, and water again.

In order to minimize bias, during the exposure of the rats to the OF test, the behavioral
responses of the individuals were recorded using a video camera, positioned approximately
200 cm over the center of the maze and connected to a video-tracking digitizing device
(EthoVisien XT, Noldus, Wageningen, The Netherlands). Behavioral responses recorded in-
cluded: exploration (measured as number of lines crossed), freezing time, time at periphery
and center, center entries, rearing, grooming, defecation and miction (frequency—number
of behaviors occurring) [66]. Then, a trained observer who was blinded to the experimental
treatment of the rats scored behavioral responses.
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4.2.5. Test of Spatial Memory in Morris Water Maze (MWM)

Morris water maze (MWM) testing was determined at baseline and on the 45th and
90th post-injection days (after the first STZ or VEH injections (Figure 7). Spatial reference
memory was tested first followed by spatial working memory according to the procedure
that we described previously [61,67]. Briefly, MWM training with a visible platform was
performed initially. If the rat did not locate the platform within 60 s, it was gently steered
towards the platform by hand. After 5 min, a screening trial with a visible platform was
performed in order to exclude rats with motivational or sensory-motor deficits. The spatial
memory testing phase occurred over 8 days and was performed in two stages: reference
memory testing with platform position remaining constant for all training sessions (3 days,
4120 s trials per day and a probe test without a platform on the 4th day) and working
memory testing with the platform position changed every day (4 days, 4 trials a day).
Inter-trial interval (ITI) was 10 min. In order to minimize bias, during the exposure of the
rats to the MWM test, the behavioral responses of the individuals were recorded using a
video camera, positioned approximately 200 cm over the center of the maze and connected
to a video-tracking (EthoVision XT, Noldus, Wageningen, The Netherlands). Three MWM
parameters were measured with the use of a video-tracking digitizing device: latency
to reach the platform (in most trials) or the critical annulus (CA—virtual contour of the
removed platform) in the probe test, distance swum (path length), and the percentage
of time spent in the critical quadrant (CQ) of the pool (where the platform was located).
Then, a trained observer who was blinded to the experimental treatment of the rats scored
behavioral responses.

4.2.6. Immunohistochemistry

In order to determine activated microglia cells and unaggregated, oligomeric and
fibrillar forms of beta Amyloid 42 and unaggregated beta Amyloid 40 (Af1_4; and AR_y)
we used immunofluorescence labeling on brain sections. Since numerous studies have
shown that strong expression of the lysosomal protein CD68 can be used for activated
microglia staining [68,69], we detected activated microglia cells (CD68* cells) according
to the method we described earlier [67]. Fixed brains were cut on a cryostat (CM1850,
Leica Wetzlar, Germany) to obtain 20 um thick sections. The sections were then placed
in buffered saline (PBS) pH 7.4 containing 5% bovine serum albumin (BSA) and 0.3%
Tris X for 2 h blocking. In the next step, the sections were rinsed 3 times for 5 min each
with PBS solution. The tissue was then placed for 48 h in a primary antibody solution
(mouse anti-rat, Sigma Aldrich, MAB1435, 1:250 for determination of CD68" cells or the
monoclonal mouse antibody anti-rat, Novusbio NBP2-13075, 1:300 for the detection of A
peptide 42 or 40) in PBS containing 5% BSA and 0.3% Tris-X. After another 3 washings, the
sections were placed in a secondary antibody solution (goat anti-mouse, Abcam, Alexa
Fluor 488, ab150113, 1:500 for both CD68" microglia cells or A peptide) in PBS for 2 h.
After this procedure, the sections for labeling of CD68* microglia cells were placed on
gelatinized slides and covered with DPX solution to cover the slides with a coverslip. The
prepared slides were photographed using a fluorescence microscope (Zeiss Axio Scope Al,
Oberkochen Germany) compatible with the Axio Vision software. 2.10. The sections for
detecting Ap peptide deposits were then placed on gelatinized slides and covered with
a fluoromount-G solution in dapi (Invitrogen, 00-4959-52, Waltham, MA, USA) to cover
the slides with a coverslip. The prepared slides were photographed using a fluorescence
microscope (DM1000 LED, Leica, Wetzlar, Germany) compatible with the LAS X program.

4.2.7, Quantification of Labelled Cells

In order to minimize bias, counting of microglia cells and beta-amyloid deposits was
performed by an observer who was blinded to the experimental treatment of the rats.
CD68 positive (CD68") cells and beta amyloid (Ap) positive peptides were counted in both
hemispheres of each tested structure. The borders of the brain structures were determined
on the basis of the Paxinos and Watson atlas [62], outliner by a counter, and an area of
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the region was computed by the software. The image was adjusted through a threshold
procedure such that neighboring areas with only nonspecific background staining would
contain no positive signals. The number of microglia cells (CD68") was counted with
a calibrated frame over an area of 0.01 mm? whereas the number of beta-amyloid (Af)
peptide was counted with a calibrated frame over an area of 0.1 mm?2. The density of CD68*
cells or A peptide were computed (number per 1 mm?) in each tested area. When possible,
the value of three separate counts including both brain hemispheres of an individual brain
region for each animal (3 sections) was averaged and used as a single data point.

4.2.8. Peripheral Blood Total Leukocyte and Leukocyte Subset Number

One hour after the last session of EPM, OF and Morris test, blood samples in a
volume of 5 mL were collected by a cardiac puncture under 2.5% isoflurane (airflow:
0.5 1 per min) anesthesia using an isoflurane pump (Bitmos OXY 6000, Bitmos GmbH,
Diisseldorf, Germany). Then, rats were euthanized with Morbital (2 mL/kg), brain, spleen
and thymus were harvested from STZ and VEH animals. The total leukocyte number and
total and percentage of lymphocytes, granulocytes and monocytes were determined with
the hematology analyzer (Horriba, Loos, France).

Lymphocyte populations and subpopulations were determined using cytometric anal-
ysis according to the method that we described previously [61,70] with some modifications.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from heparinized whole blood
by the Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) and Uropolinum (Polfa, Starogard, Poland)
density centrifugation method. After the centrifugation (1113 g, 30 min at 4 °C), the
isolated cells were collected with a Pasteur pipette, washed with phosphate-buffered
saline (PBMC) suspension in RPMI-1640 with a 10% calf bovine serum, and seeded at a
concentration of 4 x 10° cells/mL and used in the flow cytometry analysis.

A three-color combination of fluorescent monoclonal antibodies was used in the blood
and spleen lymphocyte study to identify T (CD3%), B (CD45RA*), NK (CD161a*) lym-
phocytes and T lymphocyte subsets of the T helper (CD3*CD47CD8™) and T cytotoxic
(CD3*CD4 CD8") lymphocyte percentage. A total of 25 uL of the whole blood was added
to 25 uL of I0Test CD3-FITC/CD45RA-PC7 /CD161a-APC or CD3-FITC/CD4-PC7/CD8-
APC (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Erythrocytes were lysed (Versalyse, Beckman Coulter), and then blood and spleen samples
were mixed and incubated at room temperature for 20 min in darkness. After incubation,
25 uL of Fixative Solution (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and 700 pL of PBS was
added to the separate sample. Samples were protected from light and stored at 4 *C until
flow cytometry had been performed with a Cytomics FC 500 flow cytometer (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) and MXP Software version 2.0. The percentages of lympho-
cyte population and T lymphocyte subsets were assessed during the assay, displaying
forward- and side-scatter characteristics. Then, total numbers of the lymphocyte popula-
tion and their subsets were calculated on respective counts of the total leukocyte number
and a percentage of the T (CD3*), B (CD45RA™), NK (CD161a*), CD3*CD4"CD8~ T, and
CD3*CD4~CD8*T lymphocytes.

4.2.9. Determination of Pro-Inflammatory Interleukin (IL)-6 and Anti-Inflammatory
Interleukin {IL)-10

IL-6 and IL-10 concentrations in plasma were determined by enzyme-linked im-
munoassay (ELISA) using a commercially available kit (Rat-IL6 and Rat-1L-10 ELISA kits
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions and
our previous study [35]. Briefly, 100 or 50 uL of standards or samples were dispensed
into 96 wells coated with rat IL-6 and TL-10 antibody, respectively, and incubated for 2 h
(IL-6) and 1 h (IL-10) at room temperature. After extensive washing, 100 uL of the biotiny-
lated anti-IL-6 or anti-IL-10 were added to each well, and the plates were incubated for
1 h (IL-6 and IL-10) at room temperature. The wells were again washed 3 times, 100 pL
of Streptavidin-HRP was added, and incubation was carried out for 30 min. 3,3/ ,5,5-
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tetramethylbenzidine (TMB) (100 uL/well) was used as the chromogen for the colorimetric
assay. The reaction was stopped after 10 min by adding 100 pL/well of stop solution, and
the absorbance was determined using the DTX 880 Multimode Detector (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA) system set to 450 nm. Cytokine concentrations were calculated based on
the standard curve generated by Beckman Coulter’s Biomek software version i3 program
based on the absorbance of standard samples. The sensitivity of detection was 16 pg/mL
for IL-6 and 3 pg/mL for IL-10.

4.2.10. Determination of Plasma Corticosterone (CORT) Concentration

Concomitantly with the immune parameters, in the same animals, the plasma cor-
ticosterone (CORT) concentrations were measured. Blood samples were collected via
heart puncture under 2.5% isoflurane (airflow: 0.5 L per min) anesthesia using an isoflu-
rane pump (Bitmos OXY 6000, Bitmos GmbH Disseldorf, Germany) between 9:00 and
10:00 A.M., when COR levels are at their lowest [71]. The plasma CORT concentration was
measured by radicimmunoassay using a commercially available kit (rCorticosterone (121
RIA KIT, isotop Institute of Isotopes Co, Ltd., Budapest, Hungary) and Wizard 1470 gamma
counter (Pharmacia—LKB, Turku, Finland). The measures were made in a duplicate. The
sensitivity of the assay was 0.01 ng/tube.

4.2.11. Peripheral Blood Hematological Parameters

Peripheral blood hematological parameters—red blood cells (RBC), hemoglobin con-
centration (HGB), mean hemoglobin concentration in the red blood cell (MCHC), mean
mass of the hemoglobin in the red blood cell (MCH), mean corpuscular volume (MCV),
hematocrit (HCT), and red cell distribution width (RDW)—were determined in the hep-
arinized whole blood with the hematology analyzer (Horriba, France).

4.2.12. Data Analysis

The data are presented as the mean + SD. The normality of the distribution of the
variables was checked with Kotmogorow-Smirnov test and the homogeneity of the vari-
ances with a Levene test. As the outcome of Kolmogorow-Smirnov test indicated that all
data, was not distributed normally, we used for further statistical evaluation of behav-
ioral and neuroimmune parameters, non-parametric tests. Data were evaluated using
the Kruskal-Wallis one-way ANOVA with factors AD-like induction (STZ_VEH), and
response to novelty (HRs_LRs) for multiple comparisons, followed by the Mann-Whitmey
U test for comparisons between two groups. A p value lower than 0.05 was considered
statistically significant.

5. Conclusions

The results suggest that mechanisms underlying individual differences in respon-
siveness to environmental factors, including stress reactivity and anxiety levels influence
the progression of memory and anxiety disorders in streptozotocin-induced neuroinflam-
mation used as a rat model of early pathophysiological changes in sporadic Alzheimer’s
disease (sAD). Behavioral activity associated with memory and anxiety disorders, levels
of neuroinflammation, and B-amyloid peptide accumulation in the brain are more pro-
nounced in rats with high reactivity to novelty, suggesting that HRs have an elevated risk
of developing sAD. These findings highlight that an individual’s behavioral characteristics
should be considered as risk factors and predictors of sAD pathology and thus may help to
develop future effective preventive and therapeutic approaches for this disease.
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Table 51. Behavioural activity in the elevated plus maze (EPM) during the Test and re-Test (60 min after the Test) measured as entries to the open/closed arms
and centre (a) and time spent in the open/closed arms and centre (b) of the maxe in rats with high (HR) or low (LR} reactivity to novelty at baseline (before
injections) and 45 and 90 days after intracerebroventricular injections of streptozotocin (ST7Z, n=16) or citrate buffer (VEH, n=14).

Baseline STZ 45 STZ 90 VEH 45 VEH 90
Parameter/Group HR LR HR LR HR LR HR LR HR LR
Open arm Test 2541 1.4+0.55 0 1.33+0.58 0+0 0+0 L673058% | 3.67+153 004 1.67+0.58
entries re-Test 1.25405 140 =0 0.67+0.58 0107 1.33:0.58" 2:0F 0" 1205 =0
Entries to the Test 3.75+1 71 5.642.61 510 4.67+0.55 o 1+0 3.67+1.15 367+1.53 2+1 4+1
centre re-Test Qa3 27 12413 0" 140 4.67:0.58" 4,67:0.58" G+2 3.67+H0.58 1.33H).58 1.3320.58"
Closed arm Test 4.75:1 71 6.642.61 6+0 5.67+0,58 120 240 4.67+1.15 4.67+1 .53 347 Bl
entries re-Test 104327 32413 1= 210M 3.6710.58" 3.6710.58" 72 4.6740.58 2.33H).58 23310587
Parameter/Group Baseline STZ 45 STZ 90 VEH 45 VEH 90
Time in the Test 12.33+6.90 3654320 O+ 20,88+4.9" 1241316
open arms (s) re-Test 1.B+098 0.6 BA 19.11+17.32 20.38+19.09 2.5+2.74
Time in the Test 67.53423.76 16,64115.97 64 7,518,807 31.23+10.54 31413220
centre (5) re-Test h2.56+18.63 9,01 210,63t 32.33+13.06 22,346, 4B TH11.28m
Time in the Test 22013425 44 249,67+16,88bs5 e 292,548,807 24912107584 26913200
closed arms (s} re-Test 2262517 41" 281.1818.27 biwru 252.5+17.827 239.84+22.16 270 549 42+
Explanations: Data are presented as mean + 5D and were analyzed using Mamm-Whitney-U test; # - p<0.05 indicates significance of differences between HR

and LR within the STZ or VEH animals; * - p=0.05, ~* - p=0.01, *** - p=0.001 indicate significance of differences between Test and re-Test; & - p=0.05, &&
p=0.01, &éde p=0.001 indicale significance of dilferences belween 45 day and 90 day aller injeclion; @ - p=0.03, @i -p=0.01, @ww - p<0.001 indicale signilicance
of ditferences vs baseline.
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Table 52. Total mumbers of leukocytes, percentage and total numbers of lvmphocytes (TCD3+ TCD4+, TCDS-, B, NK), granulocytes and monocytes, plasma level of
interleukin 6 (T1-6} and interlevkin 10 (IT-10), number of red blood cells (RBC), haemoglobin concentration (HGB), hematocrit (HCT), mean haemoglobin
concentration in the red blood cell (MCHC), mean mass of the haemoglobin in the red blood cell (MCH), mean corpuscular volume (MCV), Red Cell Distribution
Width (RDW) in rats non-divided and divided into rats with high (HR) or low (LR} reactivity to novelty 45 and 90 days after intracercbroventricular injectons of

streptozotocin (STZ, n=16) or citrate buffer (VELL, n=14).

R~ M R W N

Group/Parameter S5TZ 45 5TZ %0 VEH 45 VEH 90 S5TZ45HR STZ453LR STZ90HR STZ90 LR VEH 45 HR VEH45 LR VEH 90 HR VEH 90 LR
Leukocytes (No.x 104/ul) 7.53=1.53 6,441.47 6.01+1.76 5.46+1.97 F74125 7444242 6,242,04 6.13+1.08 5.43+1.13 5.6241.72 5.05£2,24 5.69:2.1
Lymphocytes (Nox 100 | _ - - . - 5 5

b »F1=1.77 47814 4 46+1.37 4631 81 63144 33822 483=1.7 4.45+1.44 44121 4.42+1 .36 hA8£2 44 4.27+1.51

Lo

Lymphocyte percentage _ _ _ _ _
- ) 7782522 FRA3£10.02 F6.33=h.37 FEAY=R.96 FIH2=608 FRF2=103 72.58+13.50 72.58£13.50 FLEB=7 A5 FR61=1.36 7338146 7054715
i
CD3*cell percentage ) . . . . e ) ) -

) 3B.06+7.21 3657778 31.34+10.41 33.63-5.22 329+0.78° 43,27-1.64% 30.29-3 56 37.52-7.68 3655599 2613098 IF 124467 3403745

ST

CDFCIE-CDE cell

. 27179 A24E Th 424353 19.43=6.92 19.61=3.47 32719055 21.63=0.33 17.15=R.38 16.51=2.14% 136326097 183784 20162562 19.43z0.45
percentage (%)
CD3-CD4CDS- cell i _ _ . _ _
) 110822 = 13.63+2.58 4.353£3.63 11.12=1.16 12264223 9.91H).92= 12352291 13.03=217 6, 16306 10.11=3.16 114721558 11.51=1.495
percentage (%)
CD3-CD45RA" cell _ _ - - ) . . - - . . - )
. 11,4722 55 =4 17.53=4.23 11 1BER 2654 1288135 12.26=1.18 0.67=3.61 16.3413.9 178345 074267 1427526 L1106 13.2325.28
percentage (")
CD3CD16la cell
. 24165 3132402 2005306855 1.4#0.51 L4tk+). 33 2024198 Lu2+] .48 354227 201085 2064066 (,97:0.2537 1.4+0.23
percentage (%}
Granulocytes (No.x 103/ ) _ ) _ _
0 0.87=0.31 11.714).35 11.53H0.16 1168131 (L) 22 1134121 (.2+1.1 0.8+0.31 1.85H0L17E 0832002 (1524).15 (0724031
M
Granulocyte percentage ) _ ) _ ) _
) 8301377 1019444 12.4+3.86 1114418 A.17+2 83 0.43+4 41 727+1.33 12.03=H.24 1362149 12472469 10.4R=5.06 12.3323.22
Monocytes (Noox 10% pl) 1+0.21™ (1.54+).43 1.574).24 1.734).32 (L8], 152 115+ 174 (L6+12 1.034).55 (143006 .57+.23 (930,37 16+, 28
Monocyte percentage . ; ) . . . . -
13,6406 13.%6=0,17 9.27+].97 6% 13.13=3.23 11.7+2.66 14.66=5.02¢ 14,17=5.58 18.53=6.94 5.73+1.65% 3.5+2.16 14.15+3.3 12.47+3.52

o)
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Table S2 cont.

ul)

Group/Parameter STZ 45 STZ 90 VEH 45 VEH 90 STZ 45 HR STZ 45 LR STZ 90 HR STZ30 LR VEH45HR | VEH45 LR | VEH90HR | VEH90LR
Plasma IL-6 concentration
(pg/mD) 252.16+59.16 |301.99=111.08| 296.94+97 57 |382.53+141.05| 267.97+87.68 | 242.67+44 51 |312.70+132.83|298.61+106.93 [ 349.51+850.73% | 266.89+98.55 (362.33=149.28 | 396.34+148 .26
pg/m
Plasma IL-10 concentration A . X _ ) . . .
(pe/m1) 36.29+10.22¢ | 53.55+19.3" 35.5£9.6 35.05+15.32 | 41.29+829 | 36.03x10.4% | 62.71+14.94 58+16.37% 33.52+8.55 | 36.49+10.71 | 41.47+15.74 | 32.92+14.66
pg/m
RBC (No. x10¢/pl) 8.38+0.47& 7.19+1.71 7.74+0.73 7.76+0.41 §.12+0.4¢ 8.57+).28% 6.46:2.6 7.71£1.19 7.78+£0.67 7.71+0.8 7.63+0.58 7.84+0.3
HGB (g/dL) 14.1+0.71" 13.85+0.76" |14.61+0.53%%& ] 12 82+1.83 13.72+0.74% 14.31+0.57 13.4+0.36% 14.4+0.64% 14.64+0.51% | 14.7+0.448&& 12.6+1.23 12.97+0.54
HCT (%) 44.55+2 38& 39.74£7.31 41.62+4.71 41.02£2.27 42,942 b4 45.7+1.46 35.8<11 43.23+£3.25 41.73+4.38 41.45+5.38 40.4£2.76 41.4£2.18
MCHC (g/dL) 3246398+ | 3318x1.14" | 33.93+3.17&& | 31.22+1.49 34.74+4.39¢ 3043264 54& | 32.33:0.06 33.43x1.2% 33.71+3.07% 34.3+3.45 31.1x1.31 31.34+1.81
MCH (pg) 18.77+3.96 18.15+2,06" | 18.59+1 .67k 16.5+0.75 20.98+5.49 17.13+0.67¢ 17.1+0.3 192,788 18.36+1,3&& 18.33+1 .38 16.5+0.69 16.54+0.88
MCV (um3) 55.71£3.08 56.5+6.52 54.23+0.86 52.77+1.42 56.43+3.81 55.31+2.59 57.67+8.14 56.75+6.89 54.08+2.53 53.65+2.19 531.22 52.71=1.7
RDW (%) 12.67+1.76% | 14.94+1.73™ | 13.46+1.35%& | 12.42+0.84 11.7+2.14 12.96+1.61 14.8+1.99¢% 15.33+1.924 12.83+0.31% 13.27+0.71 12.22+0.49 12.67+1.02
Group/Parameter VEH 45 HR VEH 45 LR VEH 90 HR VEH 90 LR
ICD3*cell (No.x 103/ ul) 1.39=0.16 1.43+0.53 1.67+0.21 1.30+0.32
CD3*CD4-CD8- cell (No.x 103/
" 0.76+0.26% 1.02+0.48 0.85+0.04 0.96+0.26
'_l
CD3-CD4-CD8* cell (No.x 107/ . o
n 0.29+0.13 0.55+0.20 0.51+0.19 0.55+0.05
ul
CD3°CD45RA" cell (No.x _
3 0.58+0.31 0.59+0.4 0.52+0.08 (0.52+0.24
10%/ i)
€D3CD161a" cell (No.x 107/ X
0.7920.04% 0.12+0.05 0.2320.03¢ 0.5420.06

Explanations: Data are presented as mean + SD and were analyzed using Mann-Whitney-U test; # - p<0.05, ## - p<0.01 indicate significance of differences
between HR and LR within the STZ or VEH animals; * - p<0.05, ** - p<0.01,** p<0.001 indicate significance of differences between STZ and VEH 45 and 90
days after injection; & - p<0.05, && - p=<0.01, &&4& p<0.001 indicate significance of differences between 45 day and 90 day after injection; $ - p<0.05, $$ - p<0.01

indicate significance of differences between STZHR and VEHHR or STZLR and VEHLR.
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3.1.2. Publikacja 2

Publikacja: Dunacka J., Grembecka B., Majkutewicz 1., Wrona D. Central insulin-like growth
factor-1 treatment enhances working and reference memory by reducing neuroinflammation
and amyloid beta deposition in a rat model of sporadic Alzheimer’s disease. Pharmaceuticals,
2025, 18, 527. https://doi.org/10.3390/ph18040527. 1F=4.8; MNiSW=100 pkt.

Cel: Zbadanie czy dokomorowe (ICV) podanie insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
z jednoczesng indukcja modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera (sAD) ztagodzi
zaburzenia pamigci przestrzennej, obserwowane w tej chorobie i/lub zredukuje poziom
neurozapalenia (aktywowane komorki mikrogleju CD68") oraz tworzenie B-amyloidu (BA)
w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN).

Metodyka: U szczurow Wistar Han (n=40) w warunkach bazalnych zbadano poziom pamigci
przestrzennej w tescie labiryntu wodnego Morrisa (MWM), a nastepnie poddano je
dokomorowej iniekcji IGF-1 (dawka 2 pg) jednoczesnie z indukcja sAD (streptozotocyna,
3 mg/kg). Nastepnie na 3 etapach rozwoju sAD (7, 45 oraz 90 dzien sAD) ponownie zbadano
poziom pamigci przestrzennej w tescie MWM. Po u$mierceniu zwierzat (98 dzien sAD)
natomiast okreslono (immunohistochemia) poziom neurozapalenia (aktywowane komorki
mikrogleju, CD68") oraz liczbe ztogéw BA w OUN.

Wyniki: Podanie ICV-IGF-1 w modelu sAD zredukowato zaburzenia referencyjnej pamieci
przestrzennej o czym $wiadczy: (1) krotsza latencja doptyniecia do platformy w 8 1 9 dniu sAD
(213 dzien MWM), w 45 dniu sAD (1 dzien MWM) oraz w 90 dniu sAD (1 dzien MWM); (2)
zwigkszony % czasu spedzany w kwadrancie krytycznym w 45 dniu sAD (1 dzien MWM);
oraz (3) krotszy pokonany dystans w 7,8 1 9 dniu sAD (dni 1-3 MWM). Podczas proby
z usunie¢tyg platforma (probe test) podanie ICV-IGF-1 rowniez zwigkszyto poziom pamieci
referencyjnej, na co wskazuje krotsza latencja w 10 1 48 dniu sAD (4 dzieh MWM) 1 krotszy
pokonany dystans w 48 dniu sAD. Na etapie nabywania roboczej (dni 5-8 MWM) pamieci
przestrzennej podanie ICV-IGF-1 u szczurow z modelem sAD réwniez zniwelowato
zaburzenia pamigci, o czym $wiadczy krotsza latencja doptyniecia do platformy podczas proby
1 (11-14 dzien sAD), 2 oraz 4 (94-97 dzien sAD), a takze krotszy przeptyniety dystans podczas
1 (11-14 dzien sAD, 94-97 dzien sAD), 3 (94-97 dzien sAD) i 4 (49-52 dzien sAD; 94-97 dzien
sAD) proby. Ponadto w grupie zwierzat z modelem sAD, poddanych leczeniu z uzyciem
neurotrofiny IGF-1, zaobserwowano nizszg liczbg ztogéw BA w obszarze CA1 hipokampa oraz

nizsza liczbg aktywowanych komorek mikrogleju w rejonie CA2 hipokampa, w jadrze
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nadwzrokowym oraz w bocznym obszarze przedwzrokowym, w pordwnaniu ze zwierzetami
z modelem sAD niepoddanych leczeniu.

Posumowanie: Uzyskane wyniki wykazaty, ze podanie IGF-1 ztagodzito zaburzenia pamieci
roboczej 1 w mniejszym stopniu referencyjnej pamigci przestrzennej w modelu sAD, poprzez
zredukowanie poziomu neurozapalenia, mierzonego liczbg komoérek CD68", w obszarze CA2

hipokampa oraz zniwelowanie gromadzenia ztogoéw BA zwlaszcza w rejonie CA1 hipokampa.
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Abstract: Background/Objectives: Brain insulin resistance is a potential causal factor for
dementia in Alzheimer’s disease (AD). Insulin-like growth factor-1 (IGF-1), a neurotrophin,
plays a key role in central insulin signaling and neuroprotection. Intracerebrovenitricular
(ICV) administration of streptozotocin (STZ) disrupts insulin signal transduction, leading to
brain insulin resistance, which may mimic the early pathophysiological changes in sporadic
AD (sAD). In this study, we investigated whether restoring insulin signaling through
ICV injection of IGF-1 could ameliorate spatial memory deficits during sAD progression
in a rat model induced by ICV STZ injection. Methods: Male Wistar rats (n = 40) were
subjected to double ICV injections of STZ (0.75 mg/kg/ventricle, days 2 and 4) and IGF-1
(1 pg/single injection, days 1 and 3), and placed at the Morris water maze (MWM) at
baseline, 7, 45 and 90 days after injections. Reference (days 1-3 and day 4 MWM)) and
working (days 5-8 MWM) memory, microglia activation (CD68 cells), and amyloid  (Ap)
deposition (immunchistochemistry) were measured. Results: We found that ICVIGF-1
administration protected working memory demonstrated as (1) reduced latency to reach
the platform, and reduced swimming distance in trials 3 (p < 0.05) and 4 (p < 0.01) on days
45 and 90 post-injection and {2) a short-term (up to 45 days post-injection) enhancement of
reference memory, manifested by a reduction in swimming distance and latency (p < 0.05).
Furthermore, IGF-1 treatment reduced neuroinflammation in CA2 (p < 0.05) and AR
deposition in CA1 (p < 0.01) of the hippocampus. Conclusions: Central IGF-1 attenuates
spatial memory deficits in the ICVSTZ-induced sAD model by reducing neuroinflammation
and Af} accumulation in the hippocampus.

Keywords: IGF-1; insulin signaling; sporadic Alzheimer’s disease; spatial memory;
neuroinflammation; amyloid-f3; streptozotocin; rat

1. Introduction

Glucose metabolism, including insulin-like growth factor-1 (IGF-1) signaling, plays
a crucial role in the central regulation of metabolism. However, dysfunction of insulin
signaling in the aging brain leads to abnormal energy metabolism, brain insulin resistance,
and dementia, as observed in Alzheimer’s disease (AD) [1]. The IGF-1 signaling pathway
is critical for the central nervous system’s development, metabolism, repair, cognition, and
emotion regulation [2]. IGF-1 in the brain has neuroprotective, anti-apoptotic, and neu-
rotrophic properties [1], including increasing the survival of cholinergic neurons involved
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in the consolidation of memory traces [1] and promoting the conversion of microglia to
an anti-inflammatory M2 phenotype, thereby repairing damaged neural tissue in AD [3]
or after stroke [4] by inhibiting neuroinflammation. This neurotrophin has protective
properties against amyloid-f (Af3)-induced toxicity in hippocampal cells [1]. Further-
more, the cooperation of insulin and ICF-I is needed to recover neuronal activity after
hypoglycemia [2].

Insulin plays multiple neuronal roles, including regulating synaptic plasticity and
synapse density [5-7]. Emerging evidence suggests that disruptions in the insulin/IGF-
1/ growth hormone axis, characteristic of diabetes, contribute to excessive Aff production
and neurodegenerative processes, potentially driving AD pathology. Hyperinsulinemia
associated with type 2 diabetes leads to decreased insulin signaling in the brain [8]; thus,
the brain in AD is in a state of insulin resistance [9], and AD has been referred to as “type
3 diabetes” [10,11]. Furthermore, loss of insulin receptors in the brain leads to increased
levels of hyperphosphorylated Tau [12,13], which is prone to form neurofibrillary tangles
in neurons [14]. Molecular findings suggest that insulin resistance and dysregulated IGF-
1 signaling promote atherosclerosis and a pro-inflammatory state [13]. It suggests that
type 2 mellitus and AD, in particular sporadic AD (sAD), share common risk factors,
and molecular mechanisms, including impairment of insulin/IGF—1 signaling, and thus
potentially common therapeutic targets [15].

Recent preclinical and clinical evidence indicates that central IGF-1, apart from regu-
lating growth and development, prevents neurcnal death mediated by amyloidogenesis,
cerebral glucose deprivation, neuroinflammation, and apoptosis through modulation of
phosphoinositide 3-kinase-protein kinase B (PI3K), mammalian target of rapamycin and
mitogen-activated protein kinase [16]. Acute administration of IGF-1 centrally can restore
whole-body glucose homeostasis in old insulin-resistant animals [17,18]. IGF-1, as a regula-
tor of oxidative stress responses, plays a regulatory role in the emergence of progressive
neurodegenerative and neuroinflammatory conditions. However, the role of IGF-1 in the ag-
ing brain is complex and debated, due to its conflicting positive and negative effects [11,19].
In certain contexts, reduced IGF-1 signaling can enhance survival by limiting the production
of reactive oxygen species and age-related neurodegenerative disorders [20,21]. Conversely,
a deficiency in IGF-1 has been linked to cognitive impairments and a higher risk of poor
cognitive performance in humans [19,22].

Intracerebroventricular (ICV) injection of streptozotocin (STZ) is a widely used an-
imal model for mimicking dementia associated with sAD [23]. ICVSTZ injections alter
the functioning of enzymes involved in cerebral glucose metabolism [24] and disrupt the
insulin/IGF pathway simulating some of the cerebral alterations observed in AD [25].
ICVSTZ administration also induces neurcinflammation and oxidative stress [26], which
are major characteristic features of AD and other dementias, and thus affects neurogen-
esis [27]. One of the early events observed during sporadic AD (sAD) was that ICVSTZ
injection induces brain insulin receptor dysfunction [15,25] leading to a resistant brain
state. Therefore, in this study, we investigated the effect of ICVIGF-1 administration, as
a potential protective mechanism to counteract the ICVSTZ co-injection-induced insulin
resistance state of the brain and changes in behavioral activity associated with reference and
working memory (Morris Water Maze; MWM), neuroinflammation measured by number
of activated microglia cells (CD68%), and Aff deposition in the brain. To test the potential
protective effect of IGF-1 on sAD progression in the rat model, we examined these parame-
ters before ICV injection of IGF-1 and STZ (baseline) and after 7, 45, and 90 days of disease
progression. We used the same procedure to induce the sAD model, as in our previous
studies (injections of ICVSTZ at a cumulative dose of 3 mg /kg administered twice on days 2
and 4) [28-32]. Our findings suggest that enhancing central insulin signaling via IGF-1 can
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improve cognitive functions in the rat model of sAD induced by ICV administration of STZ.
This suggests the potential role of IGF-1 as a novel therapeutic target, also in combination
with insulin, in the treatment of dementia in sporadic Alzheimer’s disease.

2. Results

2.1. Spatial Memory Impairments in the Morris Water Maze (MWM) Test
2.1.1. Reference Memory in the Morris Water Maze (MWM) Test

Reference memory in the MWM during 3 consecutive days (MWMI1-MWM3, 4 Tri-
als/day) and on the day without the platform (probe test, 1 Trial) was investigated at the
baseline conditions (before injection) and starting from days 7, 45, and 90 after injection.
Figures 1-3 show the results for behavioral activity during Trial 1 measured as latency
to reach the platform (Figure 1), time spent in the critical quadrant (Figure 2), and total
distance swum (Figure 3) within the STZSAL, STZIGF-1, VEHSAL, and VEHIGF-1 groups
in comparison with the baseline (before injection).

Compared to STZSAL rats, the latency to reach the platform was significantly shorter
in the STZIGF-1 group on days 8-9 (corresponding to MWM days 2 and 3, p < 0.05;
Figure 1a), day 45 (MWM day 1, p < 0.05; Figure 1b), and day 90 post-injection (MWM
day 1, p < 0.01; Figure 1c). At days 91 and 92 post-injection {days 2 and 3 of the MWM)
in the STZIGF-1 group, the latency was shorter compared to the STZSAL group, but the
difference did not reach statistical significance. In the STZIGF-1 animals, the time spent in
the critical quadrant was significantly longer 45 days after injection (Figure 2b; p < 0.05)
and the total distance swum was shorter at 7-9 days post-injection (Figure 3a; days 1-3 of
the MWM, p < 0.01}, compared to the STZSAL group. At both 45 and 90 days post-injection,
there were no significant differences in swimming distance between the STZIGF-1 and
STZSAL groups, although a trend toward reduced swimming distance was observed in
STZIGF-1 animals.

In addition, there was no significant difference between the STZIGF-1 and control
VEHIGE-1 groups in the latency to reach the platform (except for days 7 and 45 post-
injection, Figure 1a,b), in the time spent in the critical quadrant (except for days 46 and
47 post-injection, Figure 2b) and in the swimming distance (except for days 7 and 46
post-injection, Figure 3a,b). However, despite significantly shorter latency to reach the
platform (Figure 1) and swimming distance (Figure 3) during Trial 1 of 3 consecutive days
of the MWM compared to the STZSAL group, these parameters were still worsened in
STZIGF-1 animals, particularly at days 45 and 90 after injection, compared to the control
VEHSAL group.

95



Pharmaceuticals 2025, 18, 527

40f 27

Latency to reach the platform-REFERENCE MEMORY

& &

Days

[Jeaseune

W srzsac

o W srzira

[ versaL

Il vevicea

Latency to reach the platform-REFERENCE MEMORY
45 DAY

Time [s]
g

-

“
- %
=z
@
2 58, 5
F o, e B ane

s§
0. aa L]

[JeaseLme
Wsrzsa
W sz
[ versac
[ vericr

[aseume
P
-
[ versaL
[ vericr

Days

Figure 1. Reference memory in the Morris water maze (MWM) test during 3 consecutive days
{MWMI1-MWM3, Trial 1) measured as latency to reach the platform in rats before injection (BASELINE,
n =40) and 7 (a), 45 (b), and 90 (¢) days after intracerebroventricular injection of streptozotocin (STZ)
and saline (SAL) (STZSAL, n = 10) or STZ and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (STZIGF-1,
n = 10) or citrate buffer (VEH) and SAL (VEHSAL, n = 10) or VEH and IGF-1 (VEHIGF-1, n = 10).
Explanations: Data are presented as mean + SD and were analyzed using Mann-Whitney-U test; * in
a circle—p < 0.05, ** in a circle—p < 0.01 difference between STZSAL and STZIGF-1 group; $ above
the line between the bars—p < 0.05, $$ above the line between the bars—p < 0.01 difference vs. VEH
SAL group; " above the line between the bars—p < 0.05, ™ above the line between the bars—p < 0.01
difference vs. VEH IGF-1 group; @—p < 0.05, @@—p < 0.01, @@@—p < 0.001 difference vs. baseline.
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Figure 2. Reference memory in the Morris water maze (MWM) test during 3 consecutive days
{(MWM1-MWMS3, Trial 1) measured as percentage of time spent in the critical quadrant in rats before
injection (BASELINE, n = 40) and 7 (a), 45 (b), and 90 (¢) days after intracerebroventricular injection
of streptozotocin (STZ) and saline (SAL) (STZSAL, n = 10) or STZ and insulin-like growth factor-1
{IGF-1) (STZIGF-1, n = 10} or citrate buffer (VEH) and SAL (VEHSAL, n = 10) or VEH and IGF-1
(VEHIGF-1, n = 10). Explanations: Data are presented as mean = SD and were analyzed using
Mann-Whitney-U test; * in a circle—p < 0.05, difference between STZSAL and STZIGF-1 group;
$ above the line between the bars—p < 0.05, $$ above the line between the bars—p < 0.01 difference
vs. VEH SAL group; " above the line between the bars—p < 0.05, difference vs. VEHIGF-1 group;
@—p < 0.05, @@—p < 0.01, @@@—p < 0.001 difference vs. baseline.
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Figure 3. Reference memory in the Morris water maze (MWM) test during 3 consecutive days
(MWM1-MWM3, Trial 1) measured as total distance swum in rats before injection (BASELINE,
n=40) and 7 (a), 45 (b), and 90 {c) days after intracerebroventricular injection of streptozotocin
{STZ) and saline (SAL) (STZSAL, n = 10) or STZ and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (STZIGF-1,
n = 10) or citrate buffer (VEH) and SAL (VEHSAL, n = 10) or VEH and IGF-1 (VEHIGF-1, n = 10).
Explanations: Data are presented as mean = SD and were analyzed using Mann—-Whitney-U test;
**in a circle—p < 0.01, difference between STZSAL and STZIGF-1 group; $ above the line between the
bars—p < 0.05, $$ above the line between the bars—p < 0.01 difference vs. VEH SAL group; "~ above
the line between the bars—p < 0.05, *" above the line between the bars—p < 0.01 difference vs. VEH
IGF-1 group; @—p < 0.05, @@@—p < 0.001 difference vs. baseline.

2.1.2. Reference Memory Performance in the Probe Test on Day 4 of the Morris Water Maze
(MWM) Test

The reference memory during the probe test is presented in Figure 4 and shows
reference memory performance during a single trial on day 4 of the MWM when the
platform was removed. As shown in Figure 4a, the latency to reach the platform was
significantly (p < 0.05) shorter in the STZIGF-1 group compared with STZSAL animals 7
and 45 days after injection. However, the latency was significantly longer in both STZSAL
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and STZIGF-1 animals compared to the controls: VEHSAL and VEHIGF-1 groups at days 7
(p <0.01) and 45 (p < 0.01) after STZ injection. In addition, there was a significantly (p < 0.05)
reduced total swimming distance in the STZIGF-1 animals, compared to the STZSAL group
at day 45 post-injection (Figures 4c and 51). On the other hand, there were no significant

differences in the percentage of time spent in the critical quadrant (Figure 4b) between the
STZIGF-1 and STZSAL groups 7, 45, and 90 days after injection.
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Figure 4. Reference memory performance in the Morris water maze (MWM) test measured as latency
to reach the platform (a), the percentage of time in the critical quadrant (b), and the total distance

99



Pharmaceuticals 2025, 18, 527

8of27

swum (¢) on a day without the platform (probe test) in rats before injection (BASELINE, n = 40) and
7,45 and 90 days after intracerebroventricular injection of streptozotocin (STZ) and saline (SAL)
(STZSAL, n = 10) or STZ and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (STZIGF-1, n = 10) or citrate buffer
(VEH) and SAL (VEHSAL, n = 10) or VEH and IGF-1 (VEHIGF-1, n = 10). Explanations: Data are
presented as mean + SD and were analyzed using Mann-Whitney-U test; * in a circle—p < 0.05
difference between STZSAL and STZIGF-1 group; $ above the line between the bars -p < 0.05, $%
above the line between the bars—p < 0.01 difference vs. VEHSAL; ~ above the line between the
bars—p < 0.05, " above the line between the bars—p < 0.01 difference vs. VEHIGF-1; @—p < 0.05,
@@—p < 0.01, @@@—p < 0.001 difference vs. baseline.

2.1.3. Working Memory During Trials 1-4 of Consecutive Days 5-8 of the Morris Water
Maze (MWM) Test

Working memory during Trials 1-4 of consecutive days 5-8 of the MWM (MWM5-MWMS)
was investigated at the baseline conditions (before injection) and starting from days 7, 45,
and 90 after injection. Figures 5-7 present the average behavioral activity scores during
Trials 1-4 across MWMS5-MWMS, measured by latency to reach the platform (Figure 5),
time spent in the critical quadrant (Figure 6}, and total distance swum (Figure 7), comparing
the STZSAL, STZIGF-1, VEHSAL, and VEHIGF-1 groups with baseline (before injection)
conditions. Compared to STZSAL animals, a significantly shorter latency to reach the
platform was observed during Trial 1 on day 7 (p < 0.05; Figure 5a), and during Trials 2
(p < 0.05) and 4 {p < 0.01) on day 90 after sAD induction in STZIGF-1 rats (Figure 5¢). In
addition, a significantly shorter total distance swum was observed in the STZIGF-1 group
during Trial 1 on day 7 (p < 0.01; Figure 7a), Trial 4 on day 45 (p < 0.01; Figures 7b and
52) and Trials 1 (p < 0.01), 3 (p < 0.05) and 4 (p < 0.01) at 90 days post-injection compared
with STZSAL rats (Figure 7c). The only differences between the STZIGF-1 and control
VEHIGE-1 groups were observed in the latency to reach the platform on day 7 post-injection
during Trial 2 (Figure 5a), the percentage of time spent in the critical quadrant on day 45
during Trial 1 (Figure 6b), and the total swimming distance on day 45 during Trials 1 and 4
(Figure 7b). No significant differences were observed in the percentage of time spent in the
critical quadrant (Figure 6) between the STZSAL and STZIGF-1 groups.
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Figure 5. Working memory (average scores} during Trials 1-4 obtained for consecutive days 5-8
in the Morris water maze test measured as latency to reach the platform in rats before injection
{BASELINE, n = 40) and starting from days 7 (a), 45 (b), and 90 (c) after intracerebroventricular
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injection of streptozotocin (STZ) and saline (SAL) (STZSAL, n = 10) or STZ and insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) (STZIGF-1, n = 10) or citrate buffer (VEH) and SAL (VEHSAL, n = 10} or VEH and
IGF-1 (VEHIGF-1, n = 10). Explanations: Data are presented as mean % SD and were analyzed using
Mann-Whitney-U test; * in a circle—p < 0.05, ** in a circle—p < 0.01 difference between STZSAL
and STZIGF-1 group; $ above the line between the bars -p < 0.05, $$ above the line between the
bars—p < 0.01 difference vs. VEHSAL; ™ above the line between the bars—p < 0.01 difference vs.
VEHIGF-1; @—p < 0.05, @@—p < 0.01, @@@—p < 0.001 difference vs. baseline.
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Figure 6. Working memory (average scores) during Trials 1-4 obtained for consecutive days 5-8 in
the Morris water maze test measured as a percentage of time spent in the critical quadrant in rats
before injection (BASELINE, n = 40) and 7 (a), 45 (b), and 90 (c) days after intracerebroventricular
injection of streptozotocin (STZ) and saline {SAL) (STZSAL, n = 10} or STZ and insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) (STZIGF-1, n = 10) or citrate buffer (VEH) and SAL (VEHSAL, n = 10} or VEH and
IGF-1 (VEHIGF-1, n = 10). Explanations: Data are presented as mean L 5D and were analyzed using
the Mann-Whitney-U test; § above the line between the bars—p < 0.05, $3 above the line between
the bars—p < 0.01 difference vs. VEHSAL; ™" above the line between the bars—p < 0.01 difference vs.
VEHIGEF-1; @&—p < 0.05, @@—p < 0.01, @@@—p < 0.001 difference vs. baseline.
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Figure 7. Working memory (average scores) during Trials 1-4 obtained for consecutive days 5-8 in
the Morris water maze test measured as total distance swum in rats before injection (BASELINE,
n=40) and 7 (a), 45 (b), and 90 {c) days after intracerebroventricular injection of streptozotocin
{STZ) and saline (SAL) (STZSAL, n = 10) or STZ and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (STZIGF-1,
n = 10) or citrate buffer (VEH) and SAL {(VEHSAL, n = 10) or VEH and IGF-1 (VEHIGF-1, n = 10).
Explanations: Data are presented as mean L 5D and were analyzed using Mann-Whitney-U test; * in
a circle—p < 0.05, ** in a circle—p < 0.01 difference between STZSAL and STZIGF-1 group; $ above the
line between the bars—p < 0.05, $$ above the line between the bars—p < 0.01 difference vs. VEHSAL;
" above the line between the bars—p < 0.05, > above the line between the bars—p < 0.01 difference vs.
VEHIGF-1; @—p < 0.05, @@—p < 0.01, @@@—p < 0.001 difference vs. baseline.
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2.2. Microglia Activated Cells (CD68* Cells) and Amyloid p (AB40—42) Deposition in the
Hippocampus (CA1, CA2, CA3, DG)

We observed significantly lower numbers of CD68" microglia cells in the hippocampal
CA2 (p <0.05), but not in areas CA1 and CA3 (Figures 8a, 9A and S3A), and in the lateral
preoptic area (p < 0.05), and supraoptic nucleus (p < 0.001) (Table 1) in the STZIGF-1 group,
compared with STZSAL rats 90 days after AD induction. In the DG area of the hippocampus,
a lower number of CD68* cells was observed in STZIGF1 animals compared to STZSAL
animals (Figure 8a). Furthermore, there were no activated microglia cells in all areas of the
hippocampus, nucleus accumbens, prefrontal cortex, preoptic area, medial septal nucleus,
caudate putamen, and hypothalamic nuclei within the VEHSAL and VEHIGF1 control
groups (Table 1).
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Figure 8. Number of activated microglia cells (CD68%) (a) and amyloid 3 counts (b) in the CA1,
CA2, CA3, and DG of the hippocampus in rats at 90 days after intracerebroventricular injections
of streptozotocin (STZ) and saline (SAL) (STZSAL, n = 10) or STZ and insulin-like growth factor-1
{IGF-1) (STZIGF-1, n = 10). Explanations: Data are presented as mean + 5D and were analyzed
using Mann-Whitney-U test; * in a circle—p < 0.05, **—p < 0.01 differences between STZSAL and
STZIGF-1; $—p < 0.05, $$—p < 0.01, $$$—p < 0.001 differences vs. VEHSAL; "—p < 0.05, "—p < 0.01,
“"—p < 0.001 differences vs. VEHIGF-1.
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VEH SAL

STZ SAL
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g
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Figure 9. Example microscopic images showing activated microglia cells (CD68" cells, indicated by
arrows, magnification 10 x 20) in the CA2 area of the hippocampus (A) and amyloid B (AB40-42,
indicated by arrows, magnification 10 x 10) in the CA1 area of the hippocampus (B) of STZSAL (a),
STZIGF-1 (b), VEHSAL (c), and VEHIGF-1 (d) rats at 90 days after intracerebroventricular injections
of streptozotocin (STZ) and saline (SAL) or STZ and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) or citrate
buffer (VEH) and SAL or VEH and IGF-1. Scale bar = 100 um.
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Table 1. Number of activated microglia cells (CD68" cells) (a,b) and f-amyloid counts (¢,d) in brain
structures of rats at 90 days after intracercbroventricular co-injection of streptozotocin (STZ) and
saline (SAL) (STZSAL, n = 10) or STZ and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (STZIGF-1, n = 10) or
citrate buffer (VEH) and SAL (VEHSAL, n = 10) or VEH and IGF-1 (VEH IGF-1, n = 10).

Microglia Cells (CD68") No./mm?

Structures/Groups STZ SAL STZIGF-1 VEH SAL VEH IGF-1
Prefrontal cortex 0+0 0=£0 0+0 0+0
Corpus calosum 560 £ 151.66 475 £ 103.51 300 + 115 371.43 +131.39
Caudate putamen 242.86 +85.91°%  287.5 4+ 105.01 5%~ 0+0 22.22 +11.03
Medial septal nucleus 142.86 + 61.00 0=+0 0+0 0+0
Lateral preoptic area 57.14 + 26.73 % 0+0* 0+0 00
Medial preoptic nucleus 0+0 0+0 00 0+0
Supraoptic nucleus 550 + 207.36 # 04 0% 0+0 37.5+12.93
a Arcuate hypothalamic 00 00 0£0 00
hypﬁgzﬁ‘ﬂf“deug 42.86 4 13.37 00 040 040
Lateral hypothalamus 0+0 0=+0 0+0 0+0
hypﬁg{iﬁﬁ?ﬁ{em 114.29 + 36.60 0+0 0+0 0+0
hypx;r;ﬁg‘;;ﬂf‘jﬁleus 040 60 £ 2944 00 0£0
Nucleus accumbens-Shell 71.42 + 37.40 0=£0 0+0 0+0
Nucleus accumbens-Core 57.14 £ 19.67 0=£0 0+0 0+0
Structures/Groups VEH SAL VEH IGF-1
Hippocampus CAl 0£0 0£0
b Hippocampus CA2 00 00
Hippocampus CA3 0+0 00
Dentate gyrus 040 040
Amyloid B (40-42)/No./mm?
Structures/Groups STZ SAL STZ IGF-1 VEH SAL VEH IGF-1
Prefrontal cortex 3+106° 03.06 +1.72 0+0 0+0
Lateral preoptic area 3+1.13% 2,65 £ 0.97 55 0£0 0+0
‘ Medial preoptic nucleus 5.38 +2.36 %% 1.99 + 0.63 557 0to0 0t0
Nucleus accumbens-Shell 235+ 15% 3.27 £ 1.34%7 00 040
Nucleus accumbens-Core 275 + 0.86 #%% 0216 + 0.96 % 0£0 0+0
Structures/Groups VEH SAL VEH IGF-1
Hippocampus CAl 040 0+0
d Hippocampus CA2 0+0 0+0
Hippocampus CA3 0£0 0£0
Dentate gyrus 0+0 0+0

Explanations: Data are presented as mean L SD and were analyzed using Mann-Whitney-U test; *-p < 0.05,
**-p < 0.001 differences between STZSAL and STZIGE-1 group; $-p < 0.05, $8-p < 0.01, $$$-p < 0.001 differences vs.

VEHSAL group; ~-p < 0.01, "-p < 0.001 differences vs. VEHICF-1 group.
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As shown in Figures 8b, 9B and S3B, there was a significantly (p < 0.01) lower number
of amyloid B (AB) deposits in CA1, whereas there was an increased number of Ap depo-
sition in CA3 and DG (p < 0.01) in the STZIGF1 group compared with STZSAL animals.
There were no significant differences in A3 counts in the prefrontal cortex, preoptic areas,
and nucleus accumbens between STZIGF-1 and STZSAL rats 90 days after STZ injection
(Table 1). In addition, no Ap deposits were found in both VEHSAL and VEHIGF-1 control
groups (Table 1).

3. Discussion

Our results demonstrate, to the best of our knowledge for the first time, that ICVIGF-1
injection (dose of 0.5 ng administered twice on days 1 and 3, into each lateral ventricle for
an accumulative dose of 2 ug,), alongside the induction of sAD via ICV administration of
STZ (a cumulative dose of 3 mg/kg, administered in smaller doses twice on days 2 and 4),
mitigates the deleterious effects of STZ-induced working memory impairment, and—to
a lesser extent—reference memory, and reduces A deposition in the brain during sAD
progression. The current findings underline the significance of central IGF-1 signaling in
the mechanisms and outcomes of brain insulin resistance, confirming its protective role
against spatial memory deficits in sAD. Our results suggest that an effective treatment to
slow or prevent early pathogenic events in sAD may involve attenuation of brain insulin
resistance in AD, which highlights the therapeutic potential of future research on brain
insulin resistance, including IGF-1 signaling as a novel therapeutic target for Alzheimer’s
disease treatment.

Cognitive deficits are linked to insulin signaling abnormalities. Changes in the lev-
els of various insulin signaling molecules in the forebrain of AD patients [1,33,34] have
been associated with memory improvements in AD cases and those at high risk. Those
changes may follow selective elevation of forebrain insulin via intranasal administration
of the hormone [35,36]. Talbot et al. [33], using an ex vivo stimulation protocol with near-
physiological doses of insulin and IGF-1, demonstrated that the brain in AD, particularly
the hippocampal formation (CA1-CA3, DG) and, to a lesser extent, the cerebellar cortex,
exhibited insulin and IGF-1 resistance. That resistance occurred in the absence of diabetes
and without affecting basal neuronal glucose uptake. According to the authors, brain
insulin resistance appears to be an early and common feature of AD, a phenomenon ac-
companied by IGF-1 resistance and closely associated with the insulin receptor substrate 1
(IRS-1) dysfunction, which is a critical element in the insulin-signaling pathway, potentially
triggered by Af oligomers and cognitive decline.

Our findings align with previous studies supporting the protective effect of central
IGF-1 recovery on spatial memory during sAD progression. We hypothesize that IGF-1
injection may prevent STZ-induced spatial memory deficits. Indeed, an improvement
in reference memory, measured during MWMI1-MWMS3, was observed, as indicated by
increased time spent in the critical quadrant, reduced total distance swum on day 45 of
sAD progression, and reduced latency to reach the platform on day 90 following ICV co-
injection of IGF-1 and STZ compared to STZSAL animals. The reference memory after IGF-1
administration in rats with the ICVSTZ model generally did not differ from that observed
in the control VEHIGF-1 rats over three consecutive days of MWM testing. However, it
did not return to the control values seen in the VEHSAL animals, especially at a later stage
(90 days post-injection) of disease progression. Furthermore, there was a protective effect
of ICVIGF-1 injection on working memory measured as a reduction in latency in trials
2 and 4 at the late stage of sAD progression (90 days after injection) and a reduction in
total swimming distance in trials 3 and 4 at 45 and 90 days after [ICVIGF-1 and ICVSTZ
administration compared to the STZSAL group. However, working memory performance
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in the STZIGF-1 animals differed from the control values in the VEHSAL group 90 days
after injection.

The results from the probe test suggest that the IGF-1-induced protective effect on
reference memory performance was weak and short-term. By day 90, no significant
differences were observed between the STZSAL and STZIGF-1-treated animals. In fact,
control VEHIGF-1 rats showed even deterioration in memory performance compared to
the VEHSAL group. Alternatively, the improvement in reference memory performance
observed in STZSAL rats (without IGF-1 treatment) during the probe test at 45 and 90 days
after injection could be attributed to compensatory mechanisms triggered by insulin resis-
tance induced by long-term deleterious effects of STZ. These mechanisms may mask early
cognitive dysfunction, as assessed by behavioral activity in the MWM test. Histopathologi-
cal evidence of specific neurotoxic damage caused by ICVSTZ administration to axons and
myelin in the fornix, anterior hippocampus, and periventricular structures essential for
learning and spatial memory has been reported [37,38]. Brain insulin system dysfunction
was observed 1 month after ICVSTZ administration (3 mg/kg b.w.) while an increase in
total tau-protein in the brain and amyloid formation in leptomeningeal vessels was found
three months after ICVSTZ injection [39], which corresponds to 90 days post-injection in
our study. Additionally, cerebral amyloid angiopathy was observed 6 and 9 months after
STZ-icv [40]. According to the authors, this was a continuation and progression of the
amyloid pathology already observed 3 months after STZ-icv treatment. Therefore, we
suggest that the lack of significant differences between the STZIGF-1 and STZSAL groups,
particularly in the latency to reach the platform at 7 days post-injection, may be related to
the stage of STZ-induced insulin resistance and cerebral A} accumulation. These factors
may influence cognitive performance in different ways. After ICVSTZ administration, IGE-
1 receptor gene expression was found to be reduced [41]. However, it should be considered
that ICVIGF-1 treatment may have restored this important compensatory mechanism in
ICVSTZ-injected rats.

A limitation of our study is the use of a rat model to study sAD in humans, and thus the
translational value of animal-based results. In the present experiment, we designed three
control groups as sufficient control: VEHSAL to control the entire experimental procedure
(MWM, all the injections, and neuroimmune correlates), VEHIGF-1 to control the effect
of IGF-1 treatment in the control rats, and intact BASELINE (naive) to control behavioral
activity in the Morris water maze prior to injections in non-intact rats. However, another
blank control group receiving no treatment at all might be a valuable control to minimize
the influence of all potential confounding variables in the experiment and constitute a
baseline for all measured parameters. Additionally, only a single dose of IGF-1 (2 pg
divided into two injections) was used in our study. Future research could explore the effects
of multiple doses, prolonged IGF-1 administration, or the simultaneous use of ICVIGF-1
and intranasal insulin to provide a more comprehensive understanding of IGF-1 treatment
in this sAD model. However, the results of our study may support the therapeutic potential
of future work on brain insulin resistance in AD and highlight the potential for combination
therapies involving IGF-1 to prevent or delay dementia in humans.

Regarding the positive action of central IGF-1 in animal medels, other authors re-
ported that ICV co-administration of IGF-1 and A325-35 to male rats showed its protective
effects against A(325-35-related down-regulation of hippocampal somatostatinergic system
through up-regulation of protein kinase A activity and cAMP response element-binding
protein phosphorylation [42]. Additionally, Ghaffari et al. [43] demonstrated that mem-
ory and anxiogenic behavioral improvements could be attributed to the enhancement of
neuronal and oligedendroglial survival and the reduction in neuroinflammation in the
hippocampus in rats after ICVSTZ injection (6 mg/kg) with intranasal co-treatment of
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insulin (4 U/40 uL) and administration of growth factor-rich serum (1 uL/kg). According
to the authors, the anti-inflammatory effect of IGF-1 could be associated with its influences
on microglial and astrocyte activity. Our results also indicate that the protective effect of
central IGF-1 on STZ-induced impairment of spatial memory is mediated through a reduc-
tion in neuroinflammation, as evidenced by a reduced number of activated microglial cells
(CD68"), particularly in the CA2 area of the hippocampus and the prelimbic/hypothalamic
nuclei, in the late stage of sAD progression (90 days post-injection). It is known that IGF-1
promotes an anti-inflammatory phenotype in microglia [44]. In astrocytes, IGF-1 signal-
ing is essential for maintaining the integrity of the neurovascular unit, and its disruption
may impair neurovascular coupling [45]. 1GF-1 also regulates astrocytic phagocytosis
and inflammation through PI3K signaling [46]. Furthermore, insulin modulates brain
glucose metabolism by acting on astrocytes in cooperation with IGF-I [47]. Park et al. [48]
showed that IGF-1 tempers the innate immune response within the brain and reduces
the expression of inflammatory markers such as interleukin (IL)-1f3, and tumor necrosis
factor (TNF)-a. Nevertheless, IGF-1 can also enhance the production of anti-inflammatory
cytokines, including I1L-4 and 1L-10.

Additionally to the central IGF-1 effect of reducing neuroinflammation, the improve-
ment in spatial memory observed in this study can also be attributed to the protective
effect of IGF-1 against AP deposition. Indeed, we found a reduced number of AP deposits,
particularly in the CA1 area of the hippocampus after 90 days of sAD progression in rats
ICV injected with IGF-1. However, it should be noted that we were not able to show
that neuroinflammation and A accumulation were significantly reduced in CA2, CA3,
and DG areas of the hippocampus, as they were in CAl; yet, a trend towards reduced
neuroinflammation was observed in these areas. This may suggest different roles of various
hippocampal regions in insulin-resistant brain conditions. Our results are consistent with
those of Carro et al. [49] who also reported that IGF-1 enhances the clearance of brain A3
by medulating the transport/production of Ap carriers at the blood-brain interface in
the choroid plexus. According to the authors, the administration of ICVIGF-1 leads to
an increase in megalin protein, which mediates IGF-I-induced clearance of AB, thereby
improving memory impairment associated with brain amyloidosis. Furthermore, our
tindings of improved working memory following ICVIGF-1 administration and reduced
AR accumulation in the CA1 region of the hippocampus, are in line with other reports [50],
which found that basal activation states of multiple insulin signaling molecules in CA]
pyramidal cells were highly related to episodic and working memeory. Given the ability
of oligomeric AP to inactivate IRS-1 [50,51], it may in part mediate the effects of these
oligomers on cognition. In contrast to this observation, Freude et al. [52] showed that im-
paired IGF-1/insulin receptor substrate 2 (IRS-2) signaling prevented premature death and
delayed amyloid accumulation predominantly in the hippocampus in mice with Swedish
mutation of amyloid precursor protein (APP) as a model of AD and deficient for IRS-2,
neuronal IGF-1 receptor or neuronal insulin receptor. The authors suggested that delayed
AP accumulation resulted from decreased AFPP processing,.

Besides reduced neurcinflammation and Ap accumulation, another mechanism, in-
cluding IGF-1-induced neurogenesis, may be responsible for the observed protective effects
of central administration of IGF-1 on cognitive function in the ICVSTZ-induced sAD model.
[nsulin/IGF-1 signaling has been implicated in the regulation of adult neurogenesis in the
DG [53,54]. Adult-born neurons have the ability to functionally integrate into the hippocam-
pal circuitry and have been found to contribute to select types of hippocampal-dependent
learning and memory tasks [55]. Deletion of the IGF-1 receptor gene (Igflr) resulted in
an almost complete loss of the DG in mice [56] and impaired learning and memory func-
tion, leading to dementia [57,58], while exogenous IGF-1 enhanced hippocampal neuronal
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precursor cells proliferation [59,60] and directed the generation of mature granule cells.
Furthermore, IGF-1 could support synaptogenesis, in particular, in the hippocampus [5,58].
It has been reported that IGF-1 improved neuronal complexity and synaptic connectivity
under insulin resistance conditions [61]. Other authors [62,63] reported acute effects of
IGF-1 on excitatory synaptic transmission in the CA1 region of the hippocampus associated
with attenuation of spatial learning deficits in aged rats. According to the authors, increases
in AMPA receptor-mediated synaptic transmission may contribute directly to cognitive im-
provement or initiate long-term changes in the synthesis of proteins, such as brain-derived
neurotrophic factors, that are important for neurogenesis, learning, and memory. Indeed,
in our study, we observed significantly reduced A} accumulation in the CA1 area after
IGF-1 treatment in rats with the ICVSTZ model, which also suggests the involvement of
this part of the hippocampus in enhanced spatial memory observed in our study.

Furthermore, serotonin is known to promote hippocampal neurogenesis [54,64]. Many
serotonergic neurons project to the hippocampal DG. It has also been reported that hip-
pocampal neurogenesis is important for the antidepressant effects caused by antidepres-
sants. Recently, it has been reported that agonist stimulation of serotonin type 3 (5-HT3)
receptors promotes IGF-1release in the hippocampus and increases hippocampal neurogen-
esis via the IGF-1 signaling pathway [54], resulting in antidepressant effects [54,65], which
could improve cognitive function. Clarifying whether IGF-1-induced neurogenesis and /or
antidepressant effects are involved in the improvement in spatial memory observed in this
study may be the subject of future research.

4, Materials and Methods
4.1, Animals

All animal experiments were carried out at the University of Gdarisk, Faculty of
Biology license number 0169 in accordance with Directive 2010/63/EU of the European
Parliament, and under the authority of the Local Ethical Committee for the Care and Use
of Laboratory Animals at University of Technology in Bydgoszcz, Poland (No. 60/2017).
Male Wistar Han rats (n = 40) were obtained from a licensed breeding facility (Tri-City
Central Animal Laboratory, Research and Service Centre of the Medical University of
Gdansk, Poland, breeder registration number 041). Rats were allowed to adapt to the
laboratory conditions for a two-week acclimatization period. Subsequently, rats were
subjected to handling for two weeks in order to minimize stress during the experimental
procedure. Handling lasted for about 5 min each day. During the experiment, rats were
housed separately in polycarbonate cages (width 20 cm, length 40 cm, height 18 cm) on
a 12 h light/dark cycle (lights on at 06:00} in an air-conditioned, constant-temperature
(22 4 2 °C) room and with water and food available ad libitum. The animals could visually
observe other rats and were indirectly exposed to their cage odors. Before starting the
behavioral tests under baseline conditions (before injections), the rats reached a body
weight of 300 & 20 g, corresponding to 11-12 weeks of age. The slightly higher body
weight ranges of our experimental rats compared with the usual biological variability of
rat body weight (10%) [66] may be due to individual differences in stress reactivity during
the two-week handling procedure that preceded the body weight measurement. However,
we believe that this did not affect the results of our study. After completion of the baseline
behavioral measurement, the animals were randomly divided into four groups: STZSAL
(n =10), STZIGE-1 (n = 10), control VEHSAL (n = 10), control VEHIGF-1 (n = 10), according
to the diagram presented in Figure 10.
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Figure 10. Scheme of experimental procedure and group assignments. Explanations: MWM—Morris
water maze test: D1-D3 days of phase of acquisition of reference memory, P-probe test (single trial
without the platform (reference memory evaluation), T1-T4 trials of working memory performance;
1CVSTZ—intracerebroventricular {ICV) injections of streptozotocin (STZ) (a total dose of 3 mg/kg
b.w. divided into two injections on Days 2 and 4 into each lateral ventricle: 0.75 mg/kg in 2 pL of
citrate buffer per ventricle}—sAD model; ICVVEH—intracerebroventricular (ICV) injections of citrate
buffer (VEH) (2 uL per ventricle); ICVIGF-1- intracerebroventricular (TCV) injections of insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) (1 ug per single administration on Days 1 and 3 into each lateral ventricle:
0.5 pg in 2 uL of saline per ventricle)—neurotrophin treatment; ICVSAL—intracerebroventricular
{ICV) injections of saline (SAL) (2 uL per ventricle); S-sacrifice of animals, brain collections to future
analysis (A).

4.2. Experimental Procedure
4.2.1. Intracerebroventricular (ICV) Co-Injections of Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1)
and Streptozotocin (STZ)

Rats under 2.5% isoflurane anesthesia (airflow: 0.5 L per min) using an isoflurane
pump (Bitmos OXY 6000, Bitmos GmbH Dfisseldorf, Germany) were prepared for surgery,
at the beginning the head of the animal was immobilized using a stereotaxic apparatus
(Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten Germany). Next, the 3 mm steel stainless guide
cannula (C311G/Spc, Bilaney, Dtisseldorf, Germany) was implanted on the surface of the
skull above the positions of each lateral ventricle according to coordinates from the Paxinos
and Watson [67] atlas (coordinates: AP: —1.3 mm, L: £2 mm). The 4 mm injection needle
(C3111/Spc, Bilaney), compatible with the main guide cannula, was placed in the lateral
ventricles (D: +3.6 mm). Guide cannula and injection needle were a way to administer
the substance. The injection needle, after drug administration, was left inside the guide
cannula for the next 60 s, after which it helped to avoid a reverse flow of the solutions.
The guide cannulas were permanently attached to three stainless steel skull screws using
dental acrylic (Duracryl, spofa Dental a.s., Jicin, Czech Republic). After the attachment
of the cannulas and stitching of the head skin, the administration of the substances was
started (Day 1).

4.2.2. Drug Administration

In line with our previous study using the ICVSTZ model in rats [28-32], in this
study we used double ICV injections of STZ in a total dose of 3 mg/kg divided into two
microinjections (2 x 1.5 mg/kg, dissolved in citrate buffer 0.02 M, pH 4.5) with separate
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microinjections into each lateral ventricle (0.75 mg/kg dissolved in 2 uL of the vehicle)
on Days 2 and 4. Control rats were injected with ICV citrate buffer (VEH), following the
same procedure as ICVSTZ administration. ICV administration of IGF-1 was performed
according to the method and a dose of IGF-1 described previously [68,69]. A single
ICV injection of IGF-1 at a dose of 1 ug, which was used in that and our studies, was
sufficient to induce an improvement in behavioral activity, related to working memory,
manifested as a reduction in swimming distance and latency to reach the platform in rats
during trials 1-4 of the MWM test. Prior to ICV injections of IGF-1 (Biotechne, 291-G1,
Minneapolis, MN, USA), the substance was diluted in saline (SAL) to obtain a dose of
0.5 ug/2 uL/ventricle. The resulting dilution allowed IGF-1 to be administered at doses
of 1 pg per single administration on Days 1 and 3. Control animals received ICV saline
injections using the same procedure as [CVIGF-1 administration. All co-injections of
IGF-1/SAL and STZ/VEH were performed with the use of a microinfusion pump (Legato-
100—Series Syringe Pump, KD SCIENTIFIC, Holliston, MA, USA) and a Hamilton syringe
(capacity: 10 puL) combined with polyethylene connected to an injection cannula at a rate of
0.5 uL/min. In order to avoid a reverse flow of the solution, the injection cannula was left
inside the guide for an additional 60 s. After surgery and injections, rats were moved to the
worm accommodation, where they stayed until recovery.

4.2.3. Behavior Associated with Reference and Working Memory in Morris Water
Maze (MWM)

Morris water maze (MWM) testing was determined at baseline (before injection)
conditions and at 7, 45, and 90 days post-injection. First, reference memory was measured,
followed by measurements of working memory according to the methodology that we
described previously [28,31,32]. The MWM training sessions with a visible, located above
the water surface, platform was performed at the beginning of the behavioral testing. If
the animal did not locate the platform within 1 min, it was gently directed toward the
platform by the experimenter. After 5 min, a screening trial also with a visible, located
above the water surface platform was performed in order to eliminate rats with sensory-
motor and motivational deficits. Spatial memory testing was performed four times during
the experiment, each lasting eight days, and was divided into two stages: reference memory
testing with the platform remaining in constant position for all training sessions (3 days,
four trials per day, and a probe test with one trial on the 4th day with platform removed,
the duration of a single attempt was 2 min) and working memory testing with the platform
position in the maze changed every day (4 days, 4 trials a day). The inter-trial interval
(ITI) lasted 10 min. In order to minimize experimenter bias, during the exposure of the
animals to the MWM test, the behavioral responses of the rats were saved using a video
camera, located approximately 200 cm over the center point of the maze and connected to a
video-tracking program (EthoVision XT, Noldus, Wageningen, The Netherlands). Three
parameters labeled in MWM were measured with the use of a digitizing device with a
video-tracking function: latency to reach the platform (in most trials) or the critical annulus
(CA—virtual contour of the removed platform) in the probe test, distance swum (path
length), and the percentage of time spent in the critical quadrant (CQ) of the pool (where
the platform was located). Then, a trained observer who was blinded to the experimental
treatment of the rats scored behavioral responses.

4.2.4. Immunohistochemistry

Immunofluorescence was used for labeling activated microglia end various forms of
amyloid [ (oligomeric and fibrillar forms of amyloid f 42 (A1-42) and non-aggregated
amyloid 40 (Ap1-40). Since numerous studies have shown that strong expression of
the lysosomal protein CD68* can be used as the marker of activated microglia cells [70],
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we detected activated microglia (CD68" cells) according to the method we described
earlier [28,32]. Brains were fixed by perfusion with 4% paraformaldehyde in PBS, dehy-
drated in 30% sucrose, and cut in a cryostat (CM1850, Leica Wetzlar, Germany) to obtain
20 um thick coronal sections. The sections were then blocked in buffered saline (PBS) pH 7.4
containing 5% bovine serum albumin (BSA) and 0.3% Triton X for 2 h. After triple rinsing
with PBS, the sections were incubated for 48 h in a primary antibody solution: mouse
monoclonal anti-CD68 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA, MAB1435, dilution 1:250) or
monoclonal mouse antibody anti-amyloid 3 (Novus Biologicals, Centennial, CO, USA,
NBP2-13075, 1:300) in PBS containing 0.3% Triton X and 2% BSA. After three times rinsing,
the sections were incubated for 2 h in a secondary antibody solution (goat anti-mouse,
Abcam, Cambridge, United Kindom, Alexa Fluor 488, ab150113, 1:500 in PBS) for both
CD68" microglia and AB. Next, the sections were rinsed three times, placed on gelatinized
slides, and overslipped with the use of Fluoromount-G solution with DAPI (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA 00-4959-52). The slides containing CD68" microglia were
photographed with a Zeiss fluorescent microscope (Axio Scope Al, Oberkochen, Ger-
many) compatible with the Axio Vision software 4.8.2. The prepared slides of A3 were
photographed using a fluorescence microscope (DM1000 LED, Leica, Wetzlar, Germany)
compatible with the LAS X Multi Channel program.

4.2 5. Quantification of Labeled Cells

Images were taken on a blue channel (DAPI} and a green channel (CD68 or amyloid
B), but when the two channels were combined into one image, it was found that the DAPI
channel generated high background fluorescence. Therefore, quantification of CD68* cells
and amyloid ( aggregates was performed on an image containing only the main green
channel in order to accurately identify the labeled objects.

Counting of microglia cells and beta-amyloid deposits was performed by an observer
blinded to the experimental group allocation. CD68-positive (CD68*) cells and beta-
amyloid (A3) positive aggregates were counted in both hemispheres of each tested structure.
The borders of the brain structures were determined on the basis of the Paxinos and Watson
atlas [67]. Active microglia cells (CD68%) were counted in a calibrated frame of 0.01 mm?,
and Ap aggregates were counted in a calibrated frame of 0.1 mm? area imposed in the
software. The density of CD68" cells or Ap aggregates was computed (number per 1 mm?)
in each tested area. When possible, the value of three separate counts including both brain
hemispheres of an individual brain region for each animal (three sections) was averaged
and used as a single data point.

4.2.6. Slaughtering Animals and Collection of Tissues

Rats were sacrificed with a lethal dose (2 mL/kg i.p.) of Morbital (Biowet, Putawy,
Poland) under 2.5% isoflurane anesthesia (airflow: 0.5 L per min). Then, perfusion (through-
out the left ventricle of the heart) using PBS (approx. 200 mL/per rat) and 4% paraformalde-
hyde solution (approx. 200 mL/per rat) was carried out. After the perfusion was completed,
the brain was collected and immediately placed in a 4% paraformaldehyde solution, where
it stayed for about 4 days. The fixed brain was dehydrated with 30% sucrose solution and
then placed in a low-temperature freezer (—70 °C).

4.2.7. Data Analysis

For a statistical analysis of the results, Statistica 13.1.336.0 software (Statsoft, Tulsa,
OK, USA), run on a PC-compatible computer, was used. The data are presented as the
mean £ SD. The normality of the distribution of the variables was checked with the
Kotmogorow-Smirnov test and the homogeneity of the variances with a Levene test. As
the outcome of the Kolmogorow-Smirnov test indicated that assumptions of parametric
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analysis were not fulfilled, we used it for further statistical evaluation of differences in
behavioral activity and brain correlates, non-parametric statistical tests. Data were analyzed
using the Kruskal-Wallis ANOVA by ranks for multiple comparisons (time: baseline, 7,
45, and 90 days post-injection; and treatment: STZ, 1GF-1, VEH, SAL) and the Mann—
Whitney U test for comparisons between two groups of rats. A I’ value lower than (.05 was
considered statistically significant.

5. Conclusions

The results show that double ICV injections of IGF-1 at a cumulative dose of 2 ug
attenuate the deleterious effects of ICVSTZ administration on working and reference
memory deficits in a rat model of sAD. The protective effect of central IGF-1 was mediated
by a reduction in STZ-induced neuroinflammation, including a decrease in the number of
activated microglia cells (CD687) in the hippocampus and supra/ preoptic hypothalamic
area, and reduced brain A} deposition. Our data indicate that improving central insulin
signaling, which targets IGF-1, may enhance cognitive function impaired during sAD
progression. This suggests the potential role of IGF-1 as a novel therapeutic target, also in
combination with insulin, in therapeutic strategies to repair impaired glucose metabolism
in the treatment of dementia in sporadic Alzheimer’s disease and type 2 diabetes.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ ph18040527 /51, Figure S1. Visualization of spatial memory
performance in Morris water maze (MWM) test illustrating the time spent in each quadrant of the
pool (a. heat maps) and distance swum (b. path shapes) of representative rats of all groups at baseline
and 8 days after ICV co-injections of streptozotocin (STZ) and saline (STZSAL), STZ and insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) (STZIGF-1), citrate buffer and saline (VEHSAL), citrate buffer and IGF-1,
during the first trial on the second day of reference memory testing (MWM2). During the trial, the
platform was located in the center of the lower left quadrant. In heat maps (Figure S1a), the longer
time stay of an individual in a given location was marked with a warmer color (red part). Figure 52.
Visualization of spatial memory performance in Morris water maze (MWM) test illustrating the time
spent in each quadrant of the pool (a. heat maps) and distance swum (b. path shapes) of representative
rats of all groups on the baseline and 49-52 days after ICV co-injection of streptozotocin (STZ) and
saline (STZSAL), STZ and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (STZIGF-1), citrate buffer and saline
(VEHSAL), citrate buffer and IGF-1, during four trails of 5-8 consecutive days of working memory
testing. During the trials, the platform was placed in one of the centers of each quadrant. In heat maps
(Figure S2a), the longer time stay of an individual in a given location was marked with a warmer color
(red part). Figure 53. Original microscopy images showing CD68™ microglia cells in the CA2 area of
the hippocampus (53Aa (STZSAL), 5Ab (STZIGF-1), 5Ac (VEHSAL), 5Ad (VEHIGF-1), fluorescence
microscope Zeiss Axio Scope Al, Oberkochen, Germany, compatible with the Axio Vision software
4.8.2.) and amyloid $ (A340-42) in the CA1 area of the hippocampus (5Ba (STZSAL), 5Bb (STZIGF-1),
5Bc¢ (VEHSAL), 5Bd (VEHIGEF-1), fluorescence microscope DM1000 LED, Leica, Wetzlar, Germany,
compatible with the LAS X Multi Channel program) of rats at 90 days after intracerebroventricular
injections of streptozotocin (5TZ) and saline (SAL) or STZ and insulin-like growth factor-1 (IGF-1)
or citrate buffer (VEH) and SAL or VEH and IGF-1. Figure 53 is also available at the link https:
/ /drive.google.com/drive/folders/10BoB2fpfAjr2IH2lgMT7GZnMeVijlPkeETusp=sharing (accessed
on 10 March 2025).
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1GF-1 Insulin-like growth factor-1

SAL Saline

AR Amyloid peta

STZ Streptozotocin

VEH Citrate buffer

AD Alzheimer’s disease

sAD Sporadic Alzheimer’s disease

CD68* cells  activated microglia cells

v Intracerebroventricular

MWM Morris Water Maze test

CA1CA2 Cornus ammonis 1 area of the hippocampusCornus ammonis 2 area of the hippocampus
CA3 Cornus ammonis 3 area of the hippocampus
DG Dentate gyrus area of the hippocampus
IL-10 Interleukin-10

1L-4 Interleukin-4

TNF-o Tumor necrosis factor-o

TL-1p Interleukin-13

APP Amyloid precursor protein

BDNF Brain-derived neurotrophic factor
1RS-1 Insulin receptor substrate 1

IRS-2 Insulin receptor substrate 2

cAMP Cyclic adenosine menophosphate

PI3KPBS Phospheinositide 3-kinase-protein kinase BPhosphate-buffered saline
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REFERENCE MEMORY: BASELINE AND 8 DAYS AFTER
ICV CO-INJECTIONS

Trial 1
a. HEAT MAPS On MWM 2 day

BASELINE VEHSAL

b. PATH SHAPES

Figure S1. Visualization of spatial memory performance in Morris water maze (MWM) test
illustrating the time spent in each quadrant of the pool (a. heat maps) and distance
swum (b. path shapes) of representative rats of all groups at baseline and 8 days after ICV co-
injections of streptozotocin (STZ) and saline (STZSAL), STZ and insulin-like growth factor-1
(IGF-1) (STZIGF-1), citrate buffer and saline (VEHSAL), citrate buffer and IGF-1, during the
first trial on the second day of reference memory testing (MWM?2). During the trial, the platform
was located in the center of the lower left quadrant. In heat maps (Figure S1a), the longer time
stay of an individual in a given location was marked with a warmer color (red part).
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WORKING MEMORY: BASELINE AND 49-52 DAYS AFTER

ICV CO-INJECTIONS
Trials 4
a. HEAT MAPS On MWM 5-8 days

? I
? I

b. PATH SHAPES

VEHSAL VEHIGF-1

Figure S2.Visualization of spatial memory performance in Morris water maze (MWM) test
illustrating the time spent in each quadrant of the pool (a. heat maps) and distance swum (b.
path shapes) of representative rats of all groups on the baseline and 49-52 days after ICV co-
injection of streptozotocin (STZ) and saline (STZSAL), STZ and insulin-like growth factor-1
(IGF-1) (STZIGF-1), citrate buffer and saline (VEHSAL), citrate buffer and IGF-1, during four
trails of 5-8 consecutive days of working memory testing. During the trials, the platform was
placed in one of the centers of each quadrant. In heat maps (Figure S2a), the longer time stay
of an individual in a given location was marked with a warmer color (red part).

BASELINE

Figure S3:

S3.5Aa. S3.5Ab.

120



S3.5Ac. S3.5Ad.

S3.5Ba. S3.5Bb.
S3.5Bc. S3.5Bd.

Figure S3. Original microscopy images showing CD68" microglia cells in the CA2 area of
the hippocampus (5Aa (STZSAL), 5Ab (STZIGF-1), 5SAc (VEHSAL), 5Ad (VEHIGF-1),
fluorescence microscope Zeiss Axio Scope Al, Oberkochen, Germany, compatible with the
Axio Vision software 4.8.2.) and amyloid B (AP40-42) in the CA1 area of the hippocampus
(5Ba (STZSAL), 5Bb (STZIGF-1), 5Bc (VEHSAL), 5Bd (VEHIGF-1), fluorescence
microscope DM1000 LED, Leica,Wetzlar, Germany,compatible with the LAS X Multi Channel
program) of rats at 90 days after intracerebroventricular injections of streptozotocin (STZ) and
saline (SAL) or STZ and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) or citrate buffer (VEH) and SAL
or VEH and IGF-1.
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3.1.3. Publikacja 3

Publikacja: Dunacka J., Grembecka B., Wrona D. Central insulin-like growth factor-1 induced
anxiolytic and antidepressant effects in a rat model of sporadic Alzheimer’s disease are
associated with the peripheral suppression of inflammation. Cells, 2025b, 14, 1189.
https://doi.org/10.3390/cells14151189. IF=5.2; MNiSW=140 pkt.

Cel: Zbadanie czy dokomorowe (ICV) podanie insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
z jednoczesng indukcjg modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera (sAD) wptynie na
poziom anhedonii i/lub zaburzen lgkowych obserwowanych w tej chorobie oraz na poziom
obwodowego zapalenia.

Metodyka: Szczury Wistar Han (n=32) poddano badaniu poziomu anhedonii w tescie
preferencji sacharozy (SPT) oraz poziomu lgku w tescie uniesionego labiryntu krzyZzowego
(EPM) w warunkach bazalnych, a nast¢pnie podano im dokomorowo (ICV) insulinopodobny
czynnik wzrostu-1 (IGF-1) jednocze$nie z indukcja sAD (streptozotocyna, 3 mg/kg). Nastgpnie
ponownie  wykonano  pomiary  behawioralne, = mierzagce @ poziom  zaburzen
neuropsychiatrycznych, na 3 etapach rozwoju sAD (7, 45 1 90 dzien sAD). Ponadto w czasie
wczesnego (54 dzien sAD) i poznego (99 dzien sAD) etapu sAD pobrano krew w celu
okreslenia obwodowych wskaznikéw zapalenia (analiza hematologiczna, cytometria
przepltywowa, ELISA) 1 wskaznika reakcji stresowej-stezenia kortykosteronu (RIA).

Wyniki: U szczuréw z modelem sAD, IGF-1 zadziatat przeciwdepresyjnie, o czym $wiadczy
wyzsze spozycie roztworu sacharozy w tescie SPT podczas wezesnej (52 dzien sAD) i pdznej
(97 dzien sAD) fazy sAD. Ponadto badana neurotrofina wykazata dziatanie przeciwlgkowe,
wydtuzajac czas spedzony w ramionach otwartych (15 1 53 dzien sAD) 1 centrum (15 dzien
sAD) EPM, jak rowniez skracajac czas spedzony w ramionach zamknigtych labiryntu (151 98
dzien sAD). Podanie IGF-1 u gryzoni z modelem sAD, wptyn¢lo rowniez na obnizenie liczby
leukocytow, limfocytéw (ogdlna liczba oraz limfocyty T 1 Th), monocytow jak 1 granulocytow
(gtownie w 99 dniu sAD), a takze obnizylo stezenie pro-zapalnej interleukiny-6 (IL-6)
w osoczu. Ponadto, podanie dokomorowe IGF-1 u tych zwierzat, poskutkowato obnizeniem
obwodowego wskaznika reakcji stresowej- kortykosteronu (99 dzien rozwoju sAD).
Posumowanie: Dokomorowe podanie ICV-IGF-1 szczurom w modelu sAD, zredukowato
poziom zaburzen depresyjnych 1 lekowych, co wigzato si¢ nie tylko z wykazang wczesniej

redukcja neurozapalenia, ale réwniez z supresja obwodowych markerow zapalenia.
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Abstract

(1) Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) is a neurotrophin with anti-inflammatory proper-
ties. Neuroinflammation and stress activate peripheral immune mechanisms, which may
contribute to the development of depression and anxiety in sporadic Alzheimer’s disease
(sAD). This study aims to evaluate whether intracerebroventricular (ICV) premedication
with IGF-1 in a rat model of streptozotocin (STZ)-induced neuroinflammation can pre-
vent the emergence of anhedonia and anxiety-like behavior by impacting the peripheral
inflammatory responses. (2) Male Wistar rats were subjected to double ICVSTZ (total dose:
3 mg/kg) and ICVIGF-1 injections (total dose: 2 ug). We analyzed the level of anhedonia
(sucrose preference), anxiety (elevated plus maze), peripheral inflammation (hematological
and cytometric measurement of leukocyte populations, interleukin (IL)-6), and corticos-
terone concentration at 7 (very early stage, VES), 45 (early stage, ES), and 90 days after STZ
injections (late stage, LS). (3) We found that ICVIGF-1 administration reduces behavioral
symptoms: anhedonia (ES and LS) and anxiety (VES, ES), and peripheral inflammation:
number of leukocytes, lymphocytes, T lymphocytes, monocytes, granulocytes, IL-6, and
corticosterone concentration (LS) in the rat model of sAD. (4) The obtained results demon-
strate beneficial effects of central IGF-1 administration on neuropsychiatric symptoms and
peripheral immune system activation during disease progression in the rat model of sAD.

Keywords: sporadic Alzheimer’s disease model; insulin-like growth factor-1; anhedonia;
anxiety; peripheral inflammation

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder. The disease
occurs in two forms: familial (FAD) and sporadic (sAD). The second type (also known
as late onset) is diagnosed much more frequently, as it affects up to 95% of cases and its
occurrence relates to the elderly, i.e., over 65 years of age [1]. The exact causes of the
development of sAD are not known, but the following aspects, among other things, are
suspected: genetic risk factors (e4 form of APOE gene), dysfunction of insulin pathways and
glymphatic system in the brain, §-amyloid accumulation, the presence of oxidative stress,
neuroinflammation, chronic stress, head trauma, sleep disturbances, exposure to aluminum,
malnutrition, and virus infection [1-9]. The disorder is characterized by impaired glucose
metabolism, mitochondrial dysfunction, neurcinflammation, the presence of 3-amyloid
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(Ap) and tau aggregation in the brain, memory loss, anxiety, and depression, and hor-
monal changes, such as the dysregulation of the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA)
axis [2,10,11]. Currently, the therapy of disease (drugs: memantine, donepezil, galantamine,
and rivastigmine) is primarily based on increasing acetylcholine and reducing glutamate
levels in the brain to ensure the proper functioning of cholinergic pathways and reduce
neurconal death [12]. However, lecanemab is also used in this application. This substance
is an antibody, directed against large soluble forms of beta-amyloid and insoluble fibrils
that build senile plaques [13]. Therefore, the available treatment focuses only on selected
symptoms of AD, which is the basis for the search for more drugs to ameliorate other
symptoms of the disease.

One of the most common models of sAD is intracerebroventricular (ICV) injections of
streptozotocin (STZ). The administration of this substance allows for the representation of
symptoms and features of sAD in animals, such as neuroinflammation, oxidative stress [14],
disturbances of insulin signaling in the brain, insulin-resistant brain state (IRBS) [15]
changes in the activity of enzymes involved in cerebral glucose metabolism [16], and also be-
havioral disturbances related to spatial memory, anxiety, and anhedonia disorders [17-21].
Moreover, after the central injection of STZ, the accumulation of AR, building of senile
plaques, and hyperphosphorylated tau protein forming neurofibrillary tangles were ob-
served [22].

The presence of oxidative stress in the brain increases the activity of the HPA axis by
reducing the function of its negative feedback loop [23]. One of the results of HPA axis
activation is the secretion of glucocorticoids (GCs) [23], for which receptors are located
on all types of immune cells [24]. Glucocorticoids are hormones that inhibit the immune
response by inducing the apoptosis of immune cells or reducing the activity of NF-«B and
MAPK pathways, thereby preventing the activation of genes that promote inflammation,
but in some cases GCs increase immune response [25]. GCs inhibit neurogenesis, synaptic
plasticity, and neuronal survival, and increase AP synthesis as well as tau protein hyper-
phosphorylation, and therefore support the development of AD [26]. Moreover, peripheral
inflammation also affects the central nervous system by damaging the brain-blood barrier
(BBB) and allowing peripheral immune cells to flow into the brain, which causes a stronger
neuroimmunological response [27]. It was found that in the course of AD neutrophils
accumulate near AB and disruptbleod flow in the brain, helper TCD4* (Th17) lymphocytes
synthesize interleukin-17 (IL-17), which contributes to cognitive impairment, T cytotoxic
CD8* lymphocytes disrupt synaptic plasticity, B lymphocytes increase the accumulation of
senile plaques or microglial dysfunction, and NK cells, through interaction with microglia,
contribute to the synthesis of inflammatory mediators [28]. Changes in the immune re-
sponse also contribute to behavioral disorders such as anxiety or depression [29]; therefore,
the neuroinflammation and peripheral immune system activation observed in AD may
contribute to behavioral changes.

Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) is a neurotrophin with anti-inflammatory prop-
erties. IGF-1 in the brain reduces the neuroroinflammatory response by promoting the
conversion of microglia into an anti-inflammatory M2 phenotype and inhibits reactive oxy-
gen species (ROS) production [30], thereby repairing damaged neural tissue [31]. Moreover,
it can enhance neurogenesis in the hippocampus, protect neurons against Ap-induced toxic-
ity in the hippocampus, and increase the release of neurotransmitters, such as acetylcholine.
Acetylcholine acts as an antioxidant, reduces the levels of pro-inflammatory cytokines and
reactive species [32-34], and its synthesis is reduced in AD. In addition, IGF-1 reduces
depressive disorders and memory impairment, and improves cognitive functions [32,35,36].
Furthermore, a higher level of IGF-1 can prevent neurodegeneration [37].

124



Cells 2025, 14, 1189

3o0f24

Although anxiety and depressive disorders are not major symptoms of sporadic
Alzheimer’s disease and can occur as symptoms of other neurodegenerative disorders,
they are an important aspect of treating the disorder. In patients with AD, the following
behavioral changes were found: anxiety (39%), depression (42%), aggression (40%), and
apathy (49%) [12]. This being the case, eliminating or reducing these negative symptoms
of the disease is both a challenge and a real need for improving the quality of life of
patients and their caregivers. Therefore, the aim of our study was to examine whether the
intracerebroventricular administration of IGF-1 reduces anxiety and depressive disorders
and influences peripheral inflammation in a rat model of sporadic Alzheimer’s disease, and
whether this effect is dependent on the stage of the disease. To investigate as thoroughly
as possible the effect of ICVIGF-1 administration, behavioral determinations (sucrose
preference test, elevated plus maze) were carried out at four time points and peripheral
immune parameters (hematological and cytometric distribution of leukocyte population;
determination of IL-6, IL-10, and corticosterone concentrations) were measured at two
time points.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Research was carried out in accordance with Directive 2010/63/EU of the European
Parliament, and with the approval of the Local Ethical Committee for the Care and Use of
Laboratory Animals at the University of Technology in Bydgoszcz, Poland {no. 60/2017).
The experiment was conducted using male Wistar Han rats (N = 32, weight: 300 £ 10 g,
and age: 11-12 weeks old) bred in the Tri-City Central Animal Laboratory, Research and
Service Centre of the Medical University of Gdansk in Poland (breeder registration number:
041). All research procedures were performed at the Vivarium of the University of Gdansk,
Faculty of Biology (license number: 0169). Rats were housed with one individual per cage
(width: 20 em, length: 40 cm, and height: 18 cm), with visual and olfactory contact with
other individuals, on a 12 h light/dark cycle (lights on at 06:00 a.m.) in an air-conditioned,
constant-temperature (22 £ 2 °C) room, with constant (ad libitum) access to water and
food. Before starting the measurements in basal conditions, animals were acclimatized
to laboratory conditions (2 weeks) and then to the presence of experimenters (handling,
2 weeks, 5 min/day) in order to minimize the stress caused by the experimenters and proce-
dures. After the completion of the baseline behavioral measurement and before stereotaxic
cannula implantation, the animals were randomly divided into 4 groups (N = 8/group):
STZ SAL, STZ IGF-1, VEH SAL, and VEH IGF-1, according to the diagram presented in
Figure 1.

2.2. Induction of Sporadic Alzheimer’s Disease Model and Treatment with Insulin-Like Growth
Factor-1 (IGF-1)

Briefly, the animals were subjected to inhalation anesthesia (2.5% isoflurane, airflow:
0.5 L/min) using a vaporizer (Rothacher-Medical, Heitenried, Switzerland) and pump
(Bitmos OXY 6000, Bitmos GmbH, Dusselderf, Germany), and afterward the head of the rat
was fixed using a stereotaxic apparatus (Hugo Sachs Elektronik, March, Germany). During
the surgeries, the guide cannulas (3 mm, C311G/Spc, Bilaney, Dusseldorf, Germany) were
implanted bilaterally according to coordinates from the stereotaxic atlas [38] (coordinates:
AP: —1.3 mm, L: 2 mm). The cannulas were compatible with an injection needle (4 mm,
C3111/Spe, Bilaney, Dusseldorf, Germany) and both constituted a route of administration
of chemicals to lateral ventricles of the brain (D: +3.6 mm). The two guide cannulas were
constantly anchored to three stainless steel skull screws by using a dental acrylic (Duracryl,
spotfa Dental a.s., Jicin, Czech Republic). ICV injections were carried out on days 1-4.
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Figure 1. Scheme of procedures and group assignments. Explanations: SPT—sucrose pref-
erence test; EPM—elevated plus maze; ICVIGF-1—intracerebroventricular (ICV) injections of
insulin-like growth factor-1 (IGF-1, total dose: 2 pg, divided into two injections on days 1 and 3,
0.5 ug/2 uL/ventricle, neurotrophin treatment); ICVSAL—intracerebroventricular (ICV) injections
of saline (SAL, 2 uL/ventricle); ICVSTZ—intracercbroventricular (ICV) injections of streptozotocin
{STZ, total dose: 3 mg/kg, divided into two injections on days 2 and 4, 0.75 mg/kg/2 uL/ ventricle,
induction of sporadic Alzheimer’s disease model); ICVVEH—intracerebroventricular (ICV) injec-
tions of vehicle (VEH, 2 puL/ventricle), B—blood collection, B/SA—blood collection and sacrifice of
animals; very early stage—stage of sporadic Alzheimer’s disease progression starting 7 days after
ICV injections; early stage—stage of sporadic Alzheimer’s disease progression starting 45 days after
ICV injections; and late stage—stage of sporadic Alzheimer’s disease progression starting 90 days
after ICV injections.

In order to induce the Alzheimer’s disease model, the ICV injections of streptozotocin
(5TZ, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA, total dose: 3 mg/kg, 2 x 1.5 mg/kg, and
0.75 mg/kg/2 puL/ventricle) [18-20,36], dissolved in a 0.02 M citrate buffer (pH 4.5), were
administered on days 2 and 4. Control rats were ICV injected with a citrate buffer (VEH,
2 L /ventricle) (Figure 51).

On days 1 and 3, insulin-like growth factor-1 (IGF-1, Biotechne, 291-G1, Minneapolis,
MN, USA) was administered ICV at a total dose of 2 pg (2 x 1 pg, 0.5 ug/2 uL/ventricle
diluted in saline). The IGF-1 dose and route of administration were based on our [36] and
other authors’ reports [35,39]. Rats from control groups received ICV saline (SAL) injections.
A single 1 pg ICV injection of IGF-1, which was used in the present study, was sufficient
for inducing improvements in behavioral activity related to anxiety and anhedonia, as
indicated by the increased percentage of time in the open arms of the EPM test and the
increased sucrose intake in the SPT in a rat model of ICVSTZ-induced sAD.

All co-injections (ICV) of IGF-1/SAL and STZ/VEH were carried out by using a
microinfusion pump (Legato-100—Series Syringe Pump, KD SCIENTIFIC, Holliston, MA,
USA) and a Hamilton syringe (10 uL) connected to an injection needle by a polyethylene
tube. The rate of administration of substances was 0.5 pL./min. To prevent the backflow of
the solution, the injection needle was left inside the guide cannula for an additional 1 min.
After the surgery and co-injections were completed, the animals were moved to a warm
room, where they stayed until they regained consciousness. Following ICV implantation of
the cannulas and ICV injection of substances, the animals remained in their home cages
for a 1-week recovery period until the wounds on their heads healed. The rats were then
subjected to two behavioral tests.

126



Cells 2025, 14, 1189

5o0f24

2.3. Sucrose Preference Test (SPT)

In order to determine the level of anhedonia, a primary depression-like behavior,
the sucrose consumption in the sucrose preference test (SPT) was measured according
to the procedure described previously [40,41], with some modifications. The SPT was
performed at the baseline and at the very early (starting 7 days after the induction of sAD,
VES), early (starting 45 days after the induction of sAD, ES), and late (starting 90 days
after the induction of sAD, LS) stages of sAD progression. In order to determine the
sucrose preference coefficient, the animals had access to two bottles for 8 consecutive days
(7 measurements). The first bottle always contained drinking water, while the second bottle
contained an aqueous solution of sucrose, with the first three measurements concerning
a 2% solution and the last four measurements concerning a 4% sucrose solution. All
measurements were collected every 24 h, as there were differences in the weight of the
bottle with liquid. Additionally, the position of the bottles was changed after 24 h to
climinate side preferences by the rats. The data obtained during the last measurement,
in which the sucrose concentration was 4%, were presented as a percentage of sucrose
solution consumption relative to all fluid consumption over 24 h. The remaining days of
the test were treated as a training phase.

Sucrose consumption preference was calculated as follows:

sucrose intake (g)

100
(water + sucrose intake (g)) *

sucrose preference (%) =

The trained observer who was blinded to the experimental treatment of the animals
analyzed the behavioral responses.

2.4. Elevated Plus Maze (EPM)

In order to determine the level of anxiety, the time spent, entrances, and episodes of
miction and defecation in open arms, center and closed arms of the elevated plus maze
(EPM) were measured. The test was performed according to a methodology described
earlier [20,42], with some modifications. The EPM apparatus was made of plexiglass and
consisted of two black, open arms (50 x 10 em) and two opposite black, closed arms
(high walls: 40 em) connected by a black square center (10 x 10 em), and thus the maze
formed a plus sign. The whole maze was elevated 50 cm above the level of the floor.
All EPM trials (duration: 5 min) were recorded using a video camera (200 cm above the
apparatus) connected to a video-tracking system (EthoVision XT, Noldus, Wageningen,
The Netherlands), and were conducted between 8:00 and 12:00 a.m. To ensure reproducible
measurements between the baseline conditions and disease stages (a. very early stage, VES,
starting 7 days after the induction of sAD; b. early stage, ES, starting 45 days after the
induction of sAD; and c. late stage, LS, starting 90 days after the induction of sAD), the
animal was always placed in the maze with its head toward the open arms. After each
trial, the maze was cleaned with a solution of ethanol (70%) and left to dry (5 min) to avoid
the influence of olfactory cues. The trained observer who was blinded to the division of
animals into different groups analyzed behavioral responses.

2.5. Determination of Hematological and Immunological Parameters in the Blood and Spleen

In order to determine the level of peripheral inflammation, blood was collected two
times: at the early (volume: 2-3 mL) and late (volume: 5 mL} stages of disease progres-
sion, via heart puncture, and at this time the animals were under inhalation anesthesia
(2.5% isoflurane). The hematological parameters (number and percentage of various leuko-
cyte populations, red blood and platelet cell system parameters) were determined in the
heparinized whole blood with a hematology analyzer (Horriba, Loos, France).
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Lymphocyte blood and spleen subpopulations were determined using cytometric
analysis according to a method described previously [20,43,44], with some modification.
In order to identify lymphocyte subpopulations, two types of three-color combinations of
fluorescent monoclonal antibodies (powder form mixed with distilled water—0.5 mL/vial)
were used: CD3:FITC/CD4:RPE/CD8: AlexaFluor 647 (Biorad, TC018, Hercules, CA, USA)
and CD3:FITC/CD45RA:RPE/CD161:AlexaFluor 647 (Biorad, TC019, Hercules, CA, USA).

From the spleen, before cytometric assays, isolated spleen mononuclear cells (SMCs)
were obtained. For this purpose, tissue of the spleen was placed in a solution of Hank’s
balanced salt (HBSS Sigma-Aldrich Manufacturer Life Technologies, Paisley, UK) and
HEPES/sodium bicarbonate ingredients, and the samples were then blended and cen-
trituged (30 min, 4 °C, 1113 x ¢). The isolated SMCs were collected with a pasteur pipette,
washed with a phosphate-buffered saline (PBS) suspension in RPMI-1640 with 10% calf
bovine serum, and seeded at a 4 x 10° cells/mL concentration and used in the flow
cytometry analysis.

In a light-resistant test tube, 25 uL of whole-blood or isolated SMC samples were
mixed with 25 pL of an antibody solution and incubated (30 min) in dark. Then, 1O test 3
was added {25 uL, Beckman Coulter, A07800, Brea, CA, USA), and red blood cells were
lysed by adding Versalyse solution (Beckman Coulter, AQ9777, Brea, CA, USA). In another
step, 700 uL of PBS was added to the samples and they were mixed. The prepared solutions
were protected from light and stored (4 “C) in darkness until flow cytometry had been
performed with a Cytomics FC 500 flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and
MXP Software version 2.1. The percentages of lymphocyte population/subpopulation were
assessed during the analysis, displaying forward- and side-scatter characteristics. The total
lymphocyte subpopulation numbers were obtained from the hematology counter (Horriba,
Loos, France).

2.6. Detemination of Anti-Inflimmatory Interleukin-10 (IL-10) and Pro-Inflammatory
Interleukin-6 (IL-6) Concentrations in Plasma

In order to determine the level of peripheral inflammation, the concentrations of
plasma cytokines, IL-10 and IL-6, were determined via the enzyme-linked immunoassay
(ELISA) method by using commercially available Rat-IL-10 (sensitivity: 3 pg/mL) and
Rat-IL-6 (sensitivity: 16 pg/mL) ELISA kits (catalog numbers: ERA23RB and ERA31RB,
Invitrogen, Waltham, MA, USA). The absorbance was read using a DTX 880 Multimode
Detector (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) system set to 450 nm. Concentrations of 1L-10
and IL-6 were calculated based on the standard curve generated by Beckman Coulter’s
Biomek software version i5 program, based on the absorbance of standard samples.

2.7. Determination of Corticosterone (CORT) Concentration in Plasma

In order to determine the level of peripheral HPA axis activation, the corticosterone
(CORT) concentrations were determined according to a method previously described [43].
Blood samples from rats were collected between 9:00 and 10.00 a.m. (the time of lowest
concentration) through a cardiac puncture, and at this time animals were under inhalation
anesthesia (2.5% isoflurane, airflow: 0.5 L/min). The CORT concentration in plasma was
measured by a radicimmunoassay method using a commercially available kit (rCorticos-
terone (125I) RIA KIT, RK-548, isotop Institute of Isotopes Co., Ltd., Budapest, Hungary,
sensitivity: 0.5 ng/mL) and Wizard 1470 gamma counter (Pharmacia—LKB, Turku, Fin-
land). The determinations for each sample were made twice.

2.8. Sacrifice of Animal and Collection of Tissues and Organs

Animals were sacrificed under inhalation anesthesia (2.5% isoflurane, airflow:
0.5 L/min) by administering a lethal dose (2 mL/kg, i.p.) of Morbital (Biowet, Putawy,
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Poland). Blood was taken by cardiac puncture, and the thymus and spleen were collected.
The spleen and thymus were weighed, and their relative weights were calculated according
to their body weight (mg/100 g b.w.). After thymus and spleen collections, animals were
transcardially perfused with PBS and 4% paraformaldehyde (PFA). Brains were post-fixed
(overnight, 4% PFA) and cryoprotected (30% sucrose), and 30 um coronal sections were
cut (CM 1850, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Coronal brain sections containing the
placement of the guide cannulas were stained by the Nissl procedure and analyzed using
Stemi 508 microscope and Zen 3.5—blue edition software (Zeiss, Miinchen, Germany).
The representative photograph of microscopic slide showing Nissl-stained sections of the
localization of the guide cannulas at the —1.3 mm Bregma level was shown in Figure S1.

2.9. Data Analysis

The data are presented as mean + SD. For the power analysis, the sample size estima-
tion was based on preliminary experiments and the previous literature, and sample size
tools were available from Test power analysis, G*Power 3.1.9.7. Nonparametric tests (Statis-
tica 13.1.3360 software, Statsoft, Tulsa, OK, USA) were performed because some parameters
(Table S1) were characterized by non-homogeneous variance (Levene test) or the abnormal
distribution of the variables (Kolmogorow-Smirnov test). Statistical analyses were per-
formed using the Kruskal-Wallis ANOVA by rank for multiple comparisons (time: baseline
conditions, a very early stage, an early stage, and a late stage; treatment: STZ, IGF-1, VEH,
and SAL) and the Mann—-Whitney U test for comparison between two groups of animals.
Probability (p) values lower than 0.05 were regarded as being statistically significant.

Due to the varying blood volumes collected during the heart puncture and the occur-
rence of technical interference during recording in some cases, the statistical analysis was
performed on a diverse range of data. The exact number of N for a single parameter is
presented in the graphs.

3. Results
3.1. Behavioral Activity Associated with Anhedonia in the Sucrose Preference Test (SPT)

Statistical analysis showed a significant difference (p < 0.05, p < 0.01, respectively)
in sucrose consumption between STZ IGF-1 and STZ SAL animals, with STZ IGF-1 rats
consuming more sucrose at the 4% sucrose dose at the early and late stages. Furthermore,
we found that STZ SAL animals significantly (p < 0.01) decreased their intake of the
4% sucrose solution compared to VEH SAL rats at the late stage (Figure 2).

Table 1 shows the effect of time (stage of sAD) on sucrose intake. Compared to
the baseline (before injection), rats from the STZ IGF-1 (p < 0.001), VEH SAL (p < 0.001),
and VEH IGF-1 (p < 0.001) groups showed significantly increased sucrose solution intake
measured at the early stage of sAD progression. In addition, at the very early stage,
significantly higher (p < 0.05, p < 0.01, respectively) sucrose solution intake than at the
baselines was observed in STZ SAL and STZ IGF-1 rats, and at the late phase significantly
higher (p < 0.05) sucrose consumption than at the baseline was observed in the STZ IGE-1,
VEH SAL, and VEH IGF-1 groups (in all comparisons, p < 0.05). Moreover, sucrose intake
was lower at the late phase than at the early stage in the STZ IGF-1 (p < 0.01) and VEH
IGF-1 (p < 0.01) groups, but sucrose consumption in these rats at the early stage was higher
than at the very early phase (STZIGF-1 p < 0.05, VEH IGF-1 p < 0.001).
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Figure 2. The effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) treatment on behavioral activity associated
with anhedonia in the sucrose preference test at the baseline conditions, at the very early, early, and late
stages after intracerebroventricular injections of streptozotocin and saline (STZ SAL), streptozotocin
and insulin-like growth factor-1 (STZ IGF-1), citrate buffer and saline (VEH SAL), and citrate buffer
and insulin-like growth factor-1 (VEH 1GF-1). Data are presented as the mean & 5D and were
analyzed by using the Mann-Whitney U test. Explanations: * in a black circle—p < 0.05, ** in a black
circle—p < 0.01, indicating the significance of differences between STZ SAL and STZ IGF-1; $$ above
the lines—p < 0.01, indicating the significance of differences to VEH SAL.

Table 1. The effect of time (stage) on behavioral activity associated with anhedonia in the sucrose
preference test at baseline conditions, at the very early, early, and late stages after intracerebroventric-
ular injections of streptozotocin and saline (STZ SAL), streptozotocin and insulin-like growth factor-1
{STZ IGF-1), citrate buffer and saline (VEH SAL), and citrate buffer and insulin-like growth factor-1
(VEH IGF-1).

Group Phase Sucrose Intake (g)
BASELINE Baseline 93.34 +2.78
STZ SAL 9531 1829
STZ IGF-1 96.24 +1.53 %@
Very early stage
VEH SAL 95.26 L 3.01
VEH IGF-1 95.21 £1.03
STZ SAL 95.33 4 2.62
STZ IGF-1 98.13 + (.68 BEE%
Early stage
VEH SAL 97.42 + 147 ®®@
VEH IGE-1 98.00 + .82 @EEU%%
STZ SAL 93.61 L 1.59
STZ IGF-1 95.62 + 1.03 ®%&
Late stage
VEH SAL 95.67 =145 ®
VEH IGF-1 05.36 + 1.71 @&&

Explanations: Data are presented as mean X SD and were analyzed by using the Mann-Whitney U test.
@—p <005 @@—p < 0.01, and @@@—p < 0.001, indicating the significance of differences to baseline condi-
tions; %—p < 0.05 and %%%—p < 0.001, indicating the significance of differences between very early and early
stage/late stage; and &&—p < 0.01, indicating the significance of differences between early and late stages of
disease progression.
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3.2. Behavioral Activity Associated with Anxiety in the Elevated Plus Maze (EPM)

Figure 3 and Table 2 present behavioral activity assessed in the EPM test measured as
time spent in the open arms, time spent in the center of the maze, time spent in the closed
arms, at the baseline (before injection), and at the very early, early, and late stages of sAD
progression. Rats from STZ IGF-1 spent more time than STZ SAL rats in the open arms of
the maze at the very early and early stages (both p < 0.01) as well as in the center of the
maze at the very carly stage, and less time in closed arms at the very early (p < 0.01) and
late stages (p < 0.05) of sAD.

Table 2. The effect of time (stage) on behavioral activity associated with anxiety presented as the time
spent in the open arms (a), the center (b), and the closed arms (c) of the elevated plus maze (EPM) at
the baseline conditions, at the very early, early, and late stages after intracerebroventricular injections
of streptozotocin and saline (STZ SAL), streptozotocin and insulin-like growth factor-1 (STZ IGF-1),
citrate buffer and saline (VEH SAL), and citrate buffer and insulin-like growth factor-1 (VEH IGF-1).

G Ph Time (s)
rou
P ase a. Open Arms b. Center ¢. Closed Arms
BASELINE Baseline 62.04 + 26.48 75.55 + 20.26 178.03 + 60
STZ SAL 1.77 + 0.77 @e@ 16.93 + 7.17 “oe 2813 + 7.04 €29
STZ IGF-1 4.47 4+ 2 @®8 46.77 = 15.37 @@ 24877 +17.03 @
Very early stage
VEH SAL 12.83 + 5.95 ®@4@ 38.30 + 14.48 0@ 248.87 + 1844 ®
VEH IGF-1 537 + 2,52 @@@ 3193 + 13.19 292 262.70 + 11.77 2@
STZ SAL 0 = 0 280%% 10.77 & 4.36 D0 280.23 - 4.36 @0
STZ IGF-1 1,07 £ 0.53 @8@%% 6.9 £ 3 GEa%%n 292,03 4 2.7 GE@5%
Early stage — — ——
VEH SAL 2.53 = (.88 @@@%% 22.17 + 8.58 @@9% 275.3 + 8.51 BE%%
VEH IGF-1 1.9 L (.9 @e@%% 19.33 1 8.95 %02 278.77 L 9.49 @&%
STZ SAL 0.45 4 0.19 @@l 1.15 & (.7 @@%%b& 299 + (.71 @%bk
STZ IGF-1 1+059 @@ 15+ 0.68 @@ % &l 2985+ 1.11 @@ Y&
Late stage — P o
VEH SAL 4527 + 18.77 %ohbke 60.70 + 12,98 && 194.03 £ 19.08 Hotbds
VEH IGF-1 8.8 1 6.21 @@E%% 19.68 -+ 7.35 @02 271.52 + 10.52 %@

Explanations: Data are presented as mean + SD and were analyzed using the Mann-Whitney U test. @—p < 0.05,
@@—p <0.01, and @@@—p < 0.001, indicating the significance of differences to the bascline conditions; %—p < 0.05,
Y%%—p < 0.01, indicating the significance of differences between the very carly and carly stage/late stage; and
&&—p < 0.01, indicating the significance of differences between the early and late stages of discase progression.

Moreover, the time spent in the open arms of the VEH SAL group was longer compared
to the (1) STZ SAL (p < 0.01), STZ IGF-1 (p < 0.05), and VEH IGF-1 (p < 0.05) groups at
the very early stage; the (2) STZ SAL (p < 0.01) and STZ IGF-1 (p < 0.01) groups at the
early stage; and the (3) STZ SAL (p < 0.01), STZ IGF-1 (p < 0.01), and VEH IGF-1 (p < 0.01)
groups at the late stage of sAD progression. In addition, at the late stage, animals from the
VEH IGF-1 group spent more time in the open arms than those from the STZ IGF-1 group
(p <0.01).

The time spent in the center of maze was longer for the VEH SAL group compared
to (1) STZ SAL rats (p < 0.05) at the very early stage; (2) STZ SAL (p < 0.05), STZ IGF-1
(p < 0.01), and VEH IGF-1 (p < 0.05) rats at the early stage; and (3) STZ SAL, 5TZ IGF-1,
and VEH IGF-1 animals (in all comparisons p < 0.01) at the late stage. Rats from STZ IGF-1
spent less time in the center than VEH IGF-1 rodents at the early (p < 0.05) and late stages
(p <0.01).
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Figure 3. The effect of insulin-like growth factor-1 (IGE-1) treatment on behavioral activity associated
with anxiety presented as the time spent in the open arms (a), the center (b), and the closed arms
{c) of the elevated plus maze (EPM) at the baseline conditions, at the very early, early, and late stages
after intracerebroventricular injections of streptozotocin and saline (STZ SAL), streptozotocin and
insulin-like growth factor-1 (STZ IGF-1), citrate buffer and saline (VEH SAL), and citrate buffer and
insulin-like growth factor-1 (VEH IGF-1). Data are presented as mean + SD and were analyzed using
a Mann-Whitney U test. Explanations: * in a black circle—p < 0.05, ** in a black circle—p < 0.01,
indicating the significance of differences between STZ SAL and STZ IGF-1; $ above the lines—p < 0.05,
$$ above the lines—p < 0.01, indicating the significance of differences to the VEH SAL group; " above
the lines—p < 0.05, ** above the lines—p < 0.01, indicating the significance of differences between the
STZ IGF-1 and VEH IGF-1 groups.
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The time spent in the closed arms was shorter for VEH SAL rats compared to (1) STZ
SAL rats at the very early stage (p < 0.01), the (2) STZ SAL and STZ IGF-1 groups (in
both comparisons, p < 0.01) at the early stage, and (3) all the rats at the late stage (in all
comparisons, p < 0.01). What is more, STZ IGF-1 animals spent more time in the closed
arms than VEH IGF-1 rodents at the early (p < 0.05) and late stages (p < 0.01) of sAD.

Additionally, time spent in the open arms (1) at the very early stage in the STZ SAL,
STZ IGF-1, VEH SAL, and VEH IGF-1 groups (in all comparisons, p < 0.001); (2) at the early
stage in the STZ SAL, STZIGF-1, VEH SAL, and VEH IGF-1 groups (in all comparisons,
p <0.001); and (3) at the late stage in STZ SAL (p < 0.01), STZ 1GF-1 (p < 0.001), and VEH
IGF-1 (p < 0.001) groups was shorter than at the baseline conditions. Time spent in the
center was shorter (1) at the very early stage in the STZ SAL (p <0.001), STZ IGF-1 (p < 0.01),
VEH SAL (p < 0.001), and VEH IGF-1 (p < 0.001) groups; (2) at the early stage in the STZ
SAL, STZIGF-1, VEH SAL, and VEH IGF-1 groups (in all comparisons, p < 0.001); and (3) at
the late stage in the STZ SAL (p < 0.01), STZ IGF-1 (p < 0.01), and VEH IGF-1 (p < 0.001)
groups than at the baseline conditions. Time spent in the closed arms was longer (1} at
the very early stage in the STZ SAL (p < 0.001), STZ 1GF-1 (p < 0.05), VEH SAL (p < 0.05),
and VEH IGF-1 (p < 0.01) groups; (2) the early stage in the STZ SAL (p < 0.001), STZ IGF-1
(p < 0.001), VEH SAL (p < 0.01), and VEH IGF-1 {p < 0.01) groups; and (3) the late stage in
the STZ SAL (p < 0.01), STZIGF-1 (p < 0.01), and VEH IGF-1 (p < 0.01) groups than at the
baseline conditions. At the early stage all the rats spent less time in the open arms of the
maze than at the very early stage (p < 0.01). In addition, rats from the STZ SAL group spent
less time in the open arms at the late stage compared to the very early phase (p < 0.01), but
more time compared to the early stage (p < 0.01). Moreover, STZ IGF-1 animals spent less
time in the open arms {p < 0.01) at the late stage than the very early stage, and rats from the
VEH SAL group spent more time in the open arms at the late stage than at the very early
and early stages (in both comparisons, p < 0.01); the time spent in this part of the maze
was longer in the VEH IGF-1 group at the late stage compared to the early stage (p < 0.01).
In addition, time spent in the center was longer at the very early stage than the early and
late phases of AD progression in the STZ SAL (p < 0.05, p < 0.01) and STZ IGF-1 groups (in
both comparisons, p < 0.01). In the VEH SAL group, the time spent in the center at the very
early phase was longer compared to the early stage (p < 0.05), but time at the very early
stage was shorter than at the late stage (p < 0.05). At the late stage compared to the early
phase, the time spent in the maze center was shorter (in both comparisons, p < 0.01) in the
STZ SAL and STZ IGF-1 animals, but longer in the VEH SAL rats (p < 0.01). All of the rats
spent more time in the closed arms at the early stage than at the very early stage (STZ SAL
p <0.05, STZIGF-1 p < 0.01, VEH SAL p < 0.01, and VEH IGF-1 p < 0.05). Furthermore,
the STZ SAL and STZ IGF-1 rats spent more time in the closed arms at the late than at the
very early (STZ SAL, p < 0.05; STZ IGF-1, p < 0.01) and early (in both comparisons, p < 0.01)
stages of sAD progression. The control VEH SAL animals spent more time in the closed
arms at the very early and early stages than at the late phase of disease progression (in both
comparisens, p < 0.01).

Moreover, Table S2 shows the effect of treatment and time on the number of entries to
open arms, center, and closed arms, and the number of miction and defecations episodes in
the EPM test.

3.3. Peripheral Blood Leukocytes and Their Subpopulations” Numbers and Percentages

There were no significant differences in the total number of blood leukocytes and their
populations, except for monocytes and granulocytes between the STZ SAL and STZ IGF-1
groups, with a lower cell number in STZ ICF-1 animals (p < 0.05) at the early stage of SAD
progression (Figure 4). Moreover, at this stage, VEH IGF-1 rats had a higher number of
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monocytes than STZ IGF-1 (p < 0.01) and VEH SAL (p < 0.05) animals, and in the case
of granulocytes STZ SAL rodents had a higher number of cells than the VEH SAL group
(p < 0.01). However, at the late stage, a significantly lower total number of leukocytes
(p < 0.01), lymphocytes (p < 0.05), monocytes (p < 0.01), and granulocytes (p < 0.01) in the
blood was observed in STZ IGF-1 rats compared to STZ SAL animals. In addition, at this
stage in STZ SAL rats, the number of leukocytes was higher than in the VEH SAL (p < 0.05)
group. In the STZ IGF-1 group the number of WBCs was lower at the late stage than at the
early stage (p < 0.05). What is more, the number of monocytes and granulocytes was higher
in STZ SAL rats than in the VEH SAL group (in both comparisons, p < 0.05) at the late stage
of sAD. Additionally, the number of monocytes in the VEH IGF-1 group was lower at the
late phase than at the early stage {p < 0.01). The STZ IGF-1 group also had a lower number
of granulocytes at this stage than at the early phase of sAD progression (p < 0.05).
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Figure 4. The effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) treatment and time (stage) on the number
of leukocytes (a), lymphocytes (b}, monocytes (c), and granulocytes (d) at the early and late stages
after intracerebroventricular injections of streptozotocin and saline (STZ SAL), streptozotocin and
insulin-like growth factor-1 (STZ IGF-1), citrate buffer and saline (VEH SAL), and citrate buffer and
insulin-like growth factor-1 (VEH IGF-1) in the peripheral blood. Data are presented as mean + SD
and were analyzed using the Mann-Whitney U test. Explanations: * in a black circle—p < 0.05, ** in a
black circle—p < 0.01, indicating the significance of the differences between the STZ SAL and STZ
IGF-1 groups; $ above the lines—p < 0.05, $3 above the lines—p < 0.01, indicating the significance
of differences to the VEH SAL group; * above the lines—p < 0.01, indicating the significance of
differences between the STZ IGF-1 and VEH IGF-1 groups; and &—p < 0.05, &é&—p < 0.01, indicating
the significance of differences between the early and late stages of disease progression.
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The percentages of lymphocytes, monocytes, and granulocytes in the peripheral blood
are shown in Table 3. VEH SAL rats had higher percentages of lymphocytes than VEH
IGF-1 animals (p < 0.05) at the early phase of sAD. At this phase, animals from the STZ
IGF-1 group had lower percentages of monocytes than VEH 1GF-1 (p < 0.05) rats, but
the percentages of granulocytes in VEH IGF-1 rodents were higher than in the VEH SAL
(p < 0.05) group. The percentages of granulocytes at the late (p < 0.01) phases were lower
in STZ IGF-1 animals than in the STZ SAL (p < 0.05) group. Moreover, in the STZ IGF-1
animals, the percentages of granulocytes at the late stage were lower than at the early stage
of sAD (p < 0.05).

Table 3. The effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) treatment and time (stage) on the percentage
of lymphocytes, monocytes, and granulocytes at the early (a) and late stages (b) after intracerebroven-
tricular injections of streptozotocin and saline (STZ SAL), streptozotocin and insulin-like growth
factor-1 (STZ IGF-1), citrate buffer and saline (VEII SAL), and citrate buffer and insulin-like growth
factor-1 (VEH IGF-1) in the peripheral blood.

Group Phase | e tol  Monomies 9] Granuloeyis 1l

STZ SAL 67.93 +£5.00 14.03 = 343 18.05 + 1.86
a stziGE1  EpRLY 68.28 + 7.53 1078 £ 214 20.94 + 6.73
VEHSAL 73.17 £ 699 1137 =233 1547 £ 5.75

VEH IGF-1 62.45 + 7.96 % 14.03 £ 2.51 23.53 + 6,524
STZ SAL 67.64 + 751 13.80 = 320 2147 + 630

. CSTZIGF1 | A 7438 + 941 10.76 = 2.79 13.61 £5.19 &
’ VEH SAL STAGE 73.17 £ 6.99 11.37 =2.33 15.47 + 5.75
VEH IGF-1 62.45 + 7.96 14.03 =+ 2.51 2353 + 6.52

Explanations: * p < 0.05 indicates significance of differences between STZ SAL and STZ IGF-1, $—p < 0.05 indicates
significance of differences to VEH SAL, "—p < 0.05 indicates significance of differences between STZ IGF-1 and
VEH IGF-1, &—< 0.05 indicates significance of differences between early and late stage of disease progression.

3.4. Peripheral Blood and Spleen Lymphocytes and Their Subpopulations” Numbers
and Percentages

At the late stage of sAD (Figure 5), the number of T CD3*, Th CD4*, B CD45RA", and
NK cell CD161a" was lower in STZ IGF-1 animals than in the STZ SAL rodents (p < 0.05,
p <0.05, p <0.01, and p < 0.01, respectively). Moreover, the VEH SAL group had a lower
number of T helper lymphocytes than STZ SAL rats (p < 0.05), a lower ratio of Th/Tc
cells than STZ SAL (p < 0.05) and VEH IGF-1 (p < 0.05) animals, and a lower number of B
lymphocytes and NK cells than STZ SAL (p < 0.05, p < 0.01, respectively) group.

Table 4a shows the percentage of lymphocytes” subpopulations in the blood. There
were no significant differences in the percentages of T lymphocytes, B lymphocytes, and
NK cells among groups. The percentage of Th lymphocytes was higher in the VEH IGF-1
group than in VEH SAL animals (p < 0.05). In addition, the percentage of Te lymphocytes
was higher in STZ IGF-1 rats than in STZ SAL rodents (p < 0.05).

Table 4b shows the percentages of T lymphocytes, B lymphocytes, and NK cells in the
spleen. The percentage of T lymphocytes was higher in STZ IGF-1 animals than in STZ
SAL (p < 0.05) and VEH SAL rats (p < 0.01). Moreover, the percentage of these cells was
also higher in the VEH IGF-1 group than in the VEH SAL group (p < 0.01). The percentages
of B lymphocytes and NK cells in STZ IGF-1 rodents were higher than in STZ SAL (in both
comparisons, p < 0.05) and VEH SAL animals (in both comparisons, p < 0.01). In addition,
the percentage of these cells was higher in the VEH IGF-1 group than in VEH SAL rats (in
both comparisons, p < 0.05).
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Figure 5. The effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) treatment on the number of T CD3" (a), Th
CD4* (b), Tc CD8™ {c}, B CD45RA* lymphocytes (e), NK cell CD161a* (f), and ratio of CD4* /CD8§"
lymphocytes (d) at the late stage after intracerebroventricular injections of streptozotocin and saline
{STZ SAL), streptozotocin and insulin-like growth factor-1 (STZ IGF-1), citrate buffer and saline (VEH
SAL), and citrate buffer and insulin-like growth factor-1 (VEH IGF-1) in the peripheral blood. Data
are presented as mean = 5D and were analyzed using the Mann-Whitney U test. Explanations:
* in a black circle—p < 0.05, ** in a black circle—p < 0.01, indicating the significance of differences
between the STZ SAL and STZ IGF-1 groups; $ above the lines—p < 0.05, $$ above the lines—p < 0.01,
indicating the significance of differences to the VEH SAL group.
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Table 4. The effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) treatment on the percentages of T CD3™,
Th CD4", Te CD8*, B CD45RA™ lymphocytes, and NK cell CD161a" in the blood (a); T CD3", B
CD45RA™ lymphocytes, and NK cell CD16la* in the spleen (b). The relative weight of the spleen and
thymus (c) at the late stage after intracerebroventricular injections of streptozotocin and saline (STZ
SAL), streptozotocin and insulin-like growth factor-1 (STZ IGF-1), citrate buffer and saline (VEH
SAL), and citrate buffer and insulin-like growth factor-1 (VEH 1GF-1).

Group | Peageorbond TGOl Fepgol  Femagol P
Lymphocytes %] 10l %] Lymphocytes [%] Lymphocyies (%] Cells (5]
ymphocy ymphocyt ymphocyt
a STZSAL 35.81 +5.97 23.88 £ 558 1412 =442 2047 £ 1.61 348 +£1.67
STZIGF-1 41.19 £ 835 2199 +9.12 19.15 £3.05* 17.35 £ 3.76 2.96 +1.28
VEH SAL 37.60 £ 4.01 17.28 £ 3.38 1695 £ 5.83 13.80 £ 5.89 217 £0.94
VEH IGF-1 3428 +7.27 28.74 +951 % 13.84 = 5.05 14.66 + 5.32 211+ 0.95
Group Percel¥a(gcel;:o;+?pleen Percenta%e of Slflpleen B 'ECD45RA*) Percentage ?f Splee{l,-l NK
Lymphocytes [%] ymphocytes [%] (CD161a™) cells [%]
STZ SAL 2270 +10.76 896 + 3.88 229 + 1.06
b STZ IGE-1 43.59 + 10.55 *¥ 18.58 + 3.88 *% 4.91 = 151 %
VEH SAL 16.82 + 2.97 11.12 + 1.39 142 +0.64
VEH IGF-1 39.34 +£15.33 % 14.54 £+ 2.66 % 3.64 = 1.66°
Group Relative Weight of Spleen (mg/kg b.w.) Relative Weight of Thymus (mg/kg b.w.)
STZ SAL 178.07 + 23.40 55.69 4 12.42 %
< STZ IGE-1 187.66 + 25.46 52.56 = 14.91
VEH SAL 175.35 + 20.16 43.15 + 10.58
VEH IGF-1 180.60 +9.93 44.97 +12.97

Explanations: *—p < (.05, indicating the significance of differences between the STZ SAL and STZ IGF-1 groups;
$—p < 0.05, $$—p < 0.01, indicating the significance of differences to the VEH SAL group.
3.5. Relative Weights of the Spleen and Thymus

The relative weights of the spleen and thymus at the late phase of sAD progression
are shown in Table 4c. There is no statistical difference in the relative weight of the spleen
between the groups, but the relative weight of the thymus was higher in the STZ SAL
group than in VEH SAL (p < 0.05) rats.

3.6. Hematological Parameters

The results of hematological parameters, along with their descriptions, are presented
in Table 53.

3.7. The Concentrations of Interleukin 6 (IL-6) and Interleukin 10 (IL-10) in Plasma

The concentration of IL-6 (Figure 6a) in the STZ SAL group was higher than in STZ
IGF-1 and VEH SAL animals (in both comparisons, p < 0.05) at the late phase.

The concentration of IL-10 (Figure 6b) in the STZ SAL (p < 0.05) and VEH IGF-1
(p < 0.01) groups was higher at the late stage than at the early phase of sAD progression.
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Figure 6. The effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) treatment and time (stage) on the concen-
trations of interleukin-6 (IL-6) (a), interleukin-10 (IL-10) (b), and corticosterone (CORT) (c) at the early
and late stages after intracerebroventricular injections of streptozotocin and saline (STZ SAL), strepto-
zotocin and insulin-like growth factor-1 (STZ IGF-1), citrate buffer and saline (VEH SAL), and citrate
buffer and insulin-like growth factor-1 (VEH IGF-1) in plasma. Data are presented as mean & SD and
were analyzed using the Mann—Whitney U test. Explanations: * in a black circle—p < 0.05, indicating,
the significance of differences between STZ SAL and STZ IGF-1; $ above the lines—p < 0.05, $$ above
the lines—p < 0.01, indicating the significance of differences to the VEH SAL group; " above the
lines—p < 0.05, indicating the significance of differences between the STZ IGF-1 and VEH IGF-1
groups; and &—p < 0.05, &&—p < 0.01, indicating the significance of differences between the early
and late stages of disease progression.
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3.8. Determination of Plasma Corticosterone (CORT) Concentration

The concentration of corticosterone (CORT) in plasma (Figure 6¢) was higher in STZ
SAL and STZ IGF-1 rats than in the VEH SAL group (in both comparisons, p < 0.05) at
the early stage. Moreover, at that phase, the CORT concentration was higher in STZ 1GF-1
rats compared to animals from the VEH IGF-1 group (p < 0.05). At the late stage, STZ SAL
rodents had higher concentrations of CORT than the STZ IGF-1 (p < 0.05) and VEH SAL
(p < 0.01) groups. Moreover, the STZ IGF-1 group had higher CORT concentrations than
VEH IGF-1 rats (p < 0.05). At that phase, the CORT concentrations were lower in VEH
SAL and VEH IGF-1 rats than at the early phase of sAD progression (in both comparisons,
p <0.05).

4. Discussion

To the best of our knowledge, the results of our research demonstrate for the
first time that ICVIGF-1 injections (total dose: 2 ug, administered twice, on days 1
and 3, 0.5 ug/ventricle/injection), simultaneously with the induction of the sporadic
AD model by ICVSTZ injections (total dose: 3 mg/kg, administered twice, on days 2
and 4, (.75 mg/kg/ ventricle/injection}, reduce the anhedonia and anxiety levels in the
streptozotocin-induced sAD model. These positive effects were associated with a reduction
in the peripheral inflammation state. Our data highlight that IGF-1 pretreatment in a
STZ-induced model of sAD influences peripheral inflammation and corticosterone concen-
tration, and can be a new therapeutic approach to treating anxiogenic/depressive behavior.

Neuropsychiatric symptoms, including apathy, depression, and anxiety, have been
linked with cerebral AB deposition, neuronal loss, cognitive decline [45,46], and inflam-
mation [47] in AD patients. The associations between anxiety and regional Ap in the
cingulate, prefrontal, and parietal cortices (which partly overlap with regions involved in
AR accumulation in the very early stages of AD) were documented by Palmgqvist et al. [48]
and Johansson et al. [46]. Anhedonia and apathy levels are elevated in individuals with
late-stage AD, and these symptoms have been associated with metabolic changes in the
anterior cingulate cortex and other frontal regions [49,50], as well as the hippocampus,
nucleus accumbens, thalamus, and putamen [46]. In our previous study, we showed that
ICVIGF-1 administration in a rat STZ-induced model of AD reduced amyloid p (Ap40-42)
aggregation in the hippocampus. Our study proved a reduction in protein aggregation in
the CAl region of the hippocampus, prefrontal cortex, and nucleus accumbens (NAc) after
IGE-1 premedication in a late STZ-induced rat model of AD [36]. In addition, a reduction in
the number of CD68* cells in the hippocampus was noted 90 days after ICVIGF-1 injection
in a STZ-induced rat model of AD [36]. The CD68* marker of cell activation is a lysosomal
glycoprotein associated with increased phagocytic activity [51]. In a post mortem study
of AD patients, CD68" expression was strongly related to neuritic plaques and tangles, as
well as the dementia score [52]. Taken together, the CD68" marker of microglial phagocytic
activation is present in brain tissue during the late phase of AD, when anhedonia and
anxiety are observed [53,54]. Furthermore, our previous research [20] on an I[CVSTZ sAD
model showed that anxiety disorders, which were measured as less time spent in the open
arms and the center of elevated plus maze (EPM) and more time spent in the closed arms
of the maze, developed at different sAD stages. The progressive increase in anxiety levels
induced by ICV-STZ administration in rats has also been reported by other groups [55,56],
and such a change promotes the development of depressive behavior [57]. Therefore, in
order to investigate the effect of ICVIGF-1 administration on depressive and anxiety be-
havior in the sAD model, we conducted two behavioral tests: the sucrose preference (SPT)
test and EPM at three different stages of sAD progression. Our experiment showed that
IGF-1 reduces anhedonia levels at the early (45 days after injection) and late (90 days after
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injection) stages of sAD in the SP test, as indicated by increased sucrose intake. Moreover,
central IGF-1 administration decreased anxiety levels in the EPM, demonstrated as more
time spent in the open arms and the center of the maze at 7 and 90 days after injection con-
comitantly with a higher number of entrances to the open arms of maze at the early stage
of sAD. Other researchers have found similar results related to a reduction in depressive
behavior mediated via increased 1GF-1 acting at the IGF-1 receptor. Basta-Kaim et al. [35]
showed that adult rats that were prenatally stressed exhibited depressive behavior in the
forced-swim test, which was associated with reduced IGF-1 levels in the hippocampus and
frontal cortex, while IGF-1 reversed this depressive disorder through influencing the IGF-1
receptor. Other authors demonstrated that IGF-1 led to the facilitation of fear extinction
memory consolidation, pointing to IGF-1 as a key regulator of anxiety and its potential role
as a novel therapeutic target for the treatment of anxiety [58]. In addition, other studies
demonstrated that increasing the central level of IGF-1 by ICV injections of its binding
protein inhibitor produced anxiolytic-like and antidepressant-like behavioral effects in the
mouse in vivo, similar to IGF-1 administration [39].

The positive effects of ICVIGF-1 administration associated with the reduction in be-
havioral disorders related to anhedonia and anxiety observed in the present work are
connected with decreased inflammation in the body. Our previous study showed that
ICVIGF-1 injection reduced STZ-induced neuroinflammation, decreasing the number of
microglia CD68* cells and B-amyloid plaques in the hippocampus and thus improving
spatial memory deficits [36]. The present results suggest that the improvements in spatial
memory observed after ICVIGF-1 administration in the sAD model may also be attributed
to IGF-1-induced reductions in anhedonia and anxiety and peripheral anti-inflammatory
effects. Another study demonstrated that central injections of IGF-1 in a rat model of stroke
had a protective effect on the brain-blood barrier (BBB), which prevented the development
of neuroinflammation [59]. Current research has shown that IGF-1 also reduces peripheral
inflammation, especially at the late stage of sAD progression. It was manifested by the
reduced number of leukecytes, lymphocytes, T lymphocytes, Th lymphocytes, NK cells, B
lymphocytes, monocytes, and granulocytes, as well as lower IL-6 concentrations in plasma.
In AD subjects, IGF-1 signaling disorders were found [60], as in dwarf animals, in which
IGF-1 administration decreased the total number of leukocytes and T lymphocytes [61].
In addition, we observed elevated corticosterone concentration at the early sAD stage,
which decreased in the late phase of disease progression. This suggests the involvement
of the HPA axis in reducing peripheral inflammation. In our opinion, increased levels of
corticosterone, which has anti-inflammatory properties, early in the disease progression,
combined with the administration of IGF-1, which also has anti-inflammatory properties,
resulted in a decrease in the numbers of various leukocyte subpopulations late in the
disease progression. We assume that this effect was only noticed at the late phase (90 days
after ICVSTZ injection), because at the very early stage of the disease development (7 days
after ICVSTZ injection) the corticosterone concentration was not high enough to induce an
immunosuppressive effect. However, this hypothesis should at least be tested by measur-
ing the corticosterone concentration at the very early phase. Two to four weeks after the
peripheral administration of STZ in rats, an increased concentration of corticosterone was
observed compared to healthy animals, yet its lowest concentration was recorded in week 3
in STZ-treated rodents [62]. This suggests that the concentration of this hormone is not high
enough to trigger a sufficiently strong immunosuppressive reaction in the body during the
first period of disease. On the other hand, we observed an increase in the percentage of
T cytotoxic (CD8*) lymphocytes in the blood at the late stage of sAD. It is worth noting
that IGF-1 plays a crucial role in thymopoiesis, the process of T cell development in the
thymus [63]. When IGF-1 is administered in mice, it leads to an increase in the percent-
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age of naive TCD4* and TCDS8* lymphocytes in the periphery [64]. This suggests that
IGF-1 enhances the thymic output of mature T cells. In addition, in the ICVIGF-1- and
ICVSTZ-treated rats, the relative mass of the thymus was lower (statistically unconfirmed)
than in rats with the sAD model, which may be an effect of T lymphocytes release to the
peripheral blood. However, infiltrating TCD8* lymphocytes triggered microglia activation
and promoted behavioral deficits in the APP-PS1 transgenic mice [65]; therefore, the ele-
vated level of TCD8* lymphocytes in the peripheral blood may be the result of lymphocyte
retention and improved BBB integrity. Some evidence in a rat model of ischemia supports
this thesis. Bake et al. [66,67] showed that IGF-1 reduced the trafficking of immune cells to
the ischemic site and promoted barrier function by increasing anchorage and stabilizing the
cell geometry of surviving endothelial cells. In our study, we observed that IGF-1 decreased
plasma IL-6 concentrations in our model of AD at the late stage of disease progression. In
contrast, other studies, using a rat stroke model, demonstrated that 5 days after the model
induction, ICVIGE-1 increased IL-6 plasma concentration, but the intraperitoneal injection
of IGF-1 reduced this concentration [68]. This suggests that the anti-inflammatory effects
of IGF-1, understood as a reduction in the concentration of pro-inflammatory cytokines,
administered centrally occur via an additional mechanism (indirectly). It is obvious that this
mechanism involves a reduction in the number of lymphocytes producing these cytokines.

Other authors observed an increase in the weight of the spleen and thymus, as well as
the number of T, B, TCD4*, and TCD8~ cells in the spleen after IGF-1 administration [69].
Our research has shown that ICVIGF-1 injection increases the percentage of T and B lym-
phocytes, as well as NK cells in the spleen and also the relative spleen weight (statistically
unconfirmed). This suggests that IGF-1 promotes the migration of immune cells from the
periphery to the splenic pool, where they can be phagocytosed or await release in the event
of the need for an increased immune response. However, the mechanism of IGF-1 effect on
peripheral inflammation in AD requires further investigation, because this neurotrophin
can strengthen the immune response even through the activation of the proliferation of T
regulatory cells [70].

Moreover, the reduced activity of the HPA axis observed at the late stage of sAD
may be the cause of the reduction in depressive-like behavior at this stage. Although
the direct effects of IGF-1 on the HPA axis are currently unknown, it is worth noting
that corticosterone and IGF-1 can carry out their activities through the same pathway.
Studies on the model of chronic unpredictable stress have shown that IGF-1 exerts its anti-
inflammatory effect by activating the PI3K/Akt/FoxO3 pathway [71], and a component
of this pathway, PI3K/Akt, is responsible for antidepressant effects [72]. Corticosterone
inhibits this pathway, and thus induces the cell death of hippocampal neurons, while
IGF-1 administration eliminates this effect. This suggests that restoring normal HPA axis
activity and, consequently, reduced plasma corticosterone levels are neuroprotective in an
Alzheimer’s disease model.

A primary limitation of our study is the absence of direct assessments verifying that
the ICVIGF-I pretreatment modulates brain glucose metabolism and counteracts the effects
induced by STZ administration. Nonetheless, multiple previous studies describing the
properties of IGF-1 (for a review, see [73]) support the assumption that a similar mechanism
may have been active under our experimental conditions. Furthermore, the impact of sex
differences on the prevalence of sAD and differences in the immune response between
female and male rats, as well as behavior and inflammatory outcomes over a longer period
of time, e.g., 6 months after ICV injections of IGF-1 and STZ, should be investigated in future
studies. However, our current results clearly indicate positive effects of this neurotrophin
on a sAD model and provide a solid basis for the development of effective treatments of
depression and anxiety associated with AD in humans.
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5. Conclusions

Our results show that ICV injections of IGF-1 (total dose: 2 pg) reduce the anxiety and
anhedonia disturbances in an ICVSTZ model of sporadic Alzheimer’s disease in rats. IGF-1
induced beneficial behavioral changes by reducing peripheral inflammation (a decreased
number of leukocytes, lymphocytes, T lymphocytes, Th lymphoeytes, monocytes, and
granulocytes in the peripheral blood; reduced IL-6 concentration in plasma) and reduced
the HPA axis response (reduced corticosterone concentration in plasma) at the late stage
(90 days after ICVSTZ administration) of sAD progression. This suggests that IGF-1,
through its anti-inflammatory, anti-anxiety, and antidepressant properties, may be a novel
therapeutic agent for the treatment of neuropsychiatric disorders in sAD. However, further
research is necessary that takes into consideration additional variables, such as the longer
development of the disease or the sex of the individuals.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/¢ells14151189 /51, Figure S1. Photograph of microscopic slide
showing a Nissl-stained section of a brain of a representative rat. The asterisk indicates the area
where the injection needle was inserted into the lateral ventricle. Images were obtained using a Stemi
508 Zeiss microscope equipped with imaging software (Zen 3.5—blue edition) at a magnification
of 0.5 x 0.65. Table S1. The results obtained from the Levene test. Table S2. The effect of insulin-
like growth factor-1 (IGF-1) treatment and time (stage) on the behavioral activity associated with
anxiety, presented as the entrances to the open arms, center, and closed arms, and the number of
miction and defecation in the elevated plus maze (EPM) at the baseline conditions, at the very carly,
early, and late stages after intracerebroventricular injections of streptozotocin and saline (STZ SAL),
streptozotocin and insulin-like growth factor-1 (STZ IGF-1), citrate buffer and saline (VEH SAL), and
ditrate buffer and insulin-like growth factor-1 (VEH ICF-1). Table S3. The effect of insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) treatment and time (stage) on the number of red blood cells (RBCs), hemoglobin
concentration (HGB), mean hemoglobin concentration in the red blood cells (MCHC), mean mass of
the hemoglobin in the red blood cells (MCI), mean corpuscular volume (MCV}, hematocrit (HHCT),
and red cell distribution width (RDW) (a); the number of platelets (PLTs), mean platelet volume
(MPV), and platelecrit (PCT) (b) at the early and late stages after intracerebroventricular injections
of streptozotocin and saline (STZ SAL), streptozotocin and insulin-like growth factor-1 (STZ IGF-1),
citrate buffer and saline (VEH SAL), and citrate buffer and insulin-like growth factor-1 (VEH IGF-1)
in the peripheral blood.
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AD Alzheimer’s disease

sAD Sporadic Alzheimer’s disease
5TZ Streptozotocin
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SAL Saline

Icv Intracerebroventricular injection
VES Very early state of sAD progression
ES Early state of sAD progression
LS Late state of sAD progression
L-6 Interleukin 6

IL-10 Interleukin 10

1L-17 Interleukin 17

EPM Elevated plus maze

SPT Sucrose preference test

GC Glicocorticoid

BBB Brain-blood barrier

ROS Reactive oxygen species
CORT Corticosterone

Th T helper lymphocytes

Te T eytotoxie lymphocytes

AR Beta amyloid

TRBS Tnsulin-resistant brain state

HPA axis  Hypothalamic-pituitary-adrenal axis

PBs Phosphate-buffered saline
RBC Red blood cell
HGB Hemoglobin concentration
MCHC Mean hemoglobin concentration in the red blood cells
MCH Mean mass of the hemoglobin in the red blood cells
MCV Mean corpuscular volume
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RDW Red cell distribution width
PLT Platelet
MPV Mean platelet volume
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Bregma: -1.3mm m‘i

Figure S1. Photograph of microscopic slide showing Nissl-stained section of the
brain of representative rat. The asterisk indicates the area where the injection needle
was inserted into the lateral ventricle. Images were obtained using a Stemi 508 Zeiss
microscope equipped with imaging software (Zen 3.5 - blue edition)

at a magnitication of 0.5 x 0.65.
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Table 51.The results obtained from Levene test.

Ratio Th/Tc lymphocytes in the

Parameters P
Consumption of sucrose (SPT) 0.00231
Time in the center (EPM) 0.000918
Time in the open arms (EPM) 0.0000001
Time in the closed arms (EPM) 0.0000001
Entrances to the center (EPM) 0.0006
Entrances to the open arms (EPM) 0.000006
Entrances to the closed arms
(EPM) 0.09
Miction (EPM) 0.000764
Defecation (EPM) 0.001
Number of leukocytes in the blood 0.19
Number of lymphocytes in the
blood 0.52
Number of monocytes in the blood 0.004509
Number of granulocytes in the
blood 0.0000001
Percentage of lymphocytes in the
blood 0.10
Percentage of monocytes in the
blood 0.43
Percentage of granulocytes in the
blood 0.015673
Number of red blood cells in the
blood 0.80
Hemoglobin concentration 0.43
Hematocrit 0.35
Mean corpuscular volume 0.07
Mean mass of the hemoglobin 0.012161
Mean hemoglobin concentration 0.041055
Red cell distribution width 0.336676
Number of platelets in the blood 0.000015
Mean platelet volume 011
Platelecrit 0.0000001
Number of T lymphocytes in the
blood 0.19
Number of Th lymphocytes in the
blood 0.62
Number of Tc lymphocytes in the
blood 0.06
Number of B lymphocytes in the
blood 0.10
Number of NK cells in the blood 0.68

blood 0.08

Percentage of T lymphocytes in
the blood 0.66

Percentage of Th lymphocytes in

the blood 0.008132

Percentage of Tc lymphocytes in
the blood 0.54

Percentage of B lymphocytes in

the blood 0.026031

Percentage of NK cells in the blood 072

Percentage of Tlymphocytes in
the spleen 023

Percentage of B lymphocytes in
the spleen 0.42

Percentage of NK cells in the
spleen 0.38
IL-6 concentration in the plasma 0.99
1L-10 concentration in the plasma 0.11
Corticosterone concentration in the

plasma 0.50
Relative weights of spleen 0.34
Relative weights of thymus 0.89
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Table 52. The effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) treatment and time (stage} on behavioral activily associated with anxiety presented as the entrances to the open arms, center and
closed arms and number of miction and defecation in elevated plus maze (EPM) at baseline conditions, at the very early, early, and lale stage after intracerebroventricular injections of:

streptozotocin and saline (STZ SAL), streptozotocin and insulin-like growth factor-1 (STZ ICE-1), citrate buffer and saline (VEH SAL), citrate buffer and insulin-like growth factor-1 (VEH

IGF-1).
Groups Phase Enters (No.) Episodes (No.)
Open arms Center Close arms Miction Defecation
Baseline 9.67+4.22 21.046.99 12+4.88 4+1.93 0+0
Baseline
VERY EARLY 1.67+0.525%4€ 4,521 2500 3.67+1.4%0¢ 1.830.41%¢ 00
STZ SAL STAGE
STZIGE-1 2,830,978 10.2+4.664 84 170,41 0 0+0
3.611.824¢ 10.54.72%¢ 7.24342% 1.3310.52% 00
VEH SAL
340,89 10.3342,86% .242,05¢ 1,670,820 00
VEH IGE-1 4:0.89 ( 36 8 ( 67+0.8
EARLY STAGE (VR 3.33+1,6350¢ 3.33+1,63500 D+0.89¢ 167082850
STZ SAL
e 36741 YR 1,330, 500 £
STZ IGE-1 1.33+0.82 67+1.97 0.5 040
. 1,670,617 73,3504 6.8342.93" 1.670.52 =0
VEH SAL
I 1.520,55 6,172 32w 5542665 [1.17+0.41%% 0=0
VEH IGF-1
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STZSAL

STZ 1GF-1

VEH SAL

VEH IGF-1

LATE STAGE 1408t 145 %ol ’[ioﬂ’p&w;w‘ Oto:ﬁ%@u"h’%&& 0+ (b

1.25:0.5™ 2.25+1,26™4 240,715 % 140 )0
5.33+1.99% 9,674,894 58312317 1,330,524 10
3,621 1488 6,442,514 4.821.30% 2,620,895 +0)

Explanations: *-p<0.05, **-p<0.01 indicate significance of differences between STZ SAL and STZ 1GF-1, ~-p<0.05, ~-p<0.01 indicate significance of
differences between STZ ICE-1 and VEIH IGE-1, %-p<0.03, %%-p<0.01 indicate significance of differences between very early and carly stage/late stage, 5-
p<0.05, $$-p<0.01 indicate significance of differences to VEH SAL, &-p<0.05, &&-<0.01 indicate significance of differences between early and late stage of
disease progression, @-p<0.05, @a-p<0.01, @wa-p<0.001 indicate signiﬁcance of differences to baseline conditions.

Resulis description: In all the groups (STZ SAL, STZ IGF-1, VEH SAL, VEH IGF-1) rats more frequently entered the open arms at
baseline conditions than at all the stages (very early stage: p<0.001, p<0.001, p<0.01 p<0.01; early stage: in all comparisons p<0.001; late stage:
p<0.01, p<0.01, p<0.05 p<0.01 respectively). At the very early stage, VEH SAL rats entered the open arms more often than STZ SAL rats
(p<0.05). At the early stage, STZ SAL rodents entered these arms less frequently than VEIL SAL (p<0.01) and STZ IGF-1 groups (p<0.01). In
addition, at the late stage, STZ IGF-1 group also less frequently visited the open arms than VEH IGF-1 (p<0.05) animals. STZ SAL rats less
frequently en-tered the open arms at the early stage than at the very early stage (p<0.01) and late stage (p<0.01). Rats from VEH SAL group
also less frequently visited this part of maze at the early stage compared to the very early stage (p<0.05). Moreover, VEH IGF-1 rats entered
open arms less frequently at the early stage than at the very early and late stages (in both comparisons p<0.01).

In all the groups (STZ SAL, STZ 1GF-1, VEH SAL, VEH IGF-1) rats more frequently visited the center of the maze at baseline conditions
than at all the stages of sAD progression (very early stage: p<0.001, p<0.01, p<0.01 p<0.01; early stage: all comparisons p<0.001; late stage:
p<0.01, p<0.01, p<0.001 p<0.001 respectively). The center of the maze was more frequently visited by VEH SAL rats compared to 5TZ SAL
group at the very early, early and late stages (in all comparisons p<0.05). Moreover, rats from STZ IGF-1 group less frequently entered the
maze center than (1) VEIT SAL rats at the early stage (p<0.05) and (2) VEII IGF-1 animals at the late stage (p<0.05). STZ IGF-1land VEII IGE-
1 groups entered less frequently the maze center at the early stage than at the very early stage {(in both comparisons p<0.05). STZ SAL rats
entered the center less often at the late stage than at the very early and early stages (p<0.01, p<0.05 ), and STZ IGF-1 also less frequently
visited this part of the maze at the late stage than at the very early stage (p<0.05).

The closed arms of maze at baseline conditions was visit more frequently than at the very early stage in STZ SAL (p<0.001), VEH SAL
(p<0.05), VEH IGF-1 (p<0.05) groups, at the early (p<0.001, p<0.001, p<0.01 p<0.01 respectively) and late stage (all comparisons p<0.01) in all
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the groups (STZ SAL, STZIGF-1, VEH SAL, VEH IGF-1}. Moreover at the early stage VEH SAL animals often enters to closed arms than STZ
SAL, STZ IGF-1 and VEH IGF-1 animals (all comparisons p<0.05). In addition also VEH SAL rodent more frequently visit closed arms at the
late stage than STZ SAL (p<0.01), and STZ IGF-1 (p<0.05) animals but STZ IGF-1 at this time rarely visit this part of maze than VEIT IGF-1
rodents (p<0.05). At the very early stage, STZ ICGF-1 animals visit closed arms more frequently than at the early stage (p<0.05) and late stage
(p<0.05). In addition STZ SAL rodent more frequently visit closed arms at the early than late stage (p<0.05). Additionally at the very early
stage VEH IGF-1 group more frequently enter closed arms than at the late stage (p<0.05).

In all the groups (STZ SAL, STZ IGF-1, VEII SAL, VEII IGF-1) the number of miction instances was higher at baseline conditions than
at the very early (in all comparisons p<0.01) and the early stage (p<0.05, p<0.01, p<0.01, p<0.01 respectively). In addition also the number of
miction episodes in STZ SAL, STZ ICI-1, and VEH SAL groups was higher at the late stage compared to baseline conditions (in all
comparisons p<0.01). In STZ IGF-1 group, the number of miction instances at the very carly stage was lower but at the late stage higher than
inSTZ SAL (in both comparisons p<0.05) rats. What's more, at the late stage, the number of miction episodes in STZ SAL animals was lower
than in VEIT SAL (p<0.01) animals and compared to the very early and early stages (in both comparisons p<0.01). In addition, VEIT IGE-1
rats had a higher number of miction instances compared to VEH SAL (p<0.05) and STZ IGF-1 (p<0.01) at the late stage. Compared to baseline
conditions, at the early stage of sAD progression the higher number of defecation in STZ SAL rodents was observed (p<0.001). Moreover,
at the early stage, the number of defecation episodes in STZ SAL group was higher than in STZ IGF-1 and VEH SAL rats (p<0.01). In addition,
in STZ SAL group at early phase number of defecation was higher than at very early and late stages (in all comparisons p<0.01).
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Table S3. The effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) treatment and time (stage} on the number of red blood cells (RBC), hemoglobin concentration (HGB), mean hemoglobin
concentration in the red blood cells (MCHC), mean mass of the hemoglobin in the red blood cells (MCH), mean corpuscular volume (MCV), hematocrit (HCT), red cell distribution
width (RDW) (a), the number of platelet (PLT), mean platelet volume (MPV), platelecrit (PCT) (b) at the early and late stage after intracerebroventricular injections of:
streptozotocin and saline (STZ SAL), streptozotocin and insulin-like growth factor-1 (STZ IGE-1), citrate buffer and saline (VEH SAL), citrate buffer and insulin-like growth factor-
1 (VEH IGF-1} in the peripheral blood.

a.
Parameter STZ SAL STZ IGF-1 VEH SAL VEH IGF-1 STZ SAL STZ IGF-1 VEH SAL VEH IGF-1
Phase EARLY STAGE LATE STAGE
RBC
(Nox105/pl) 7.86:0.56 7.9420.57 8.23+0.45 8.30+0.47 7.43+0.66° 7.72+0.44 811048 7.92+0.32
HGB - - - s S
(g/dL) 14.65£0.39 14.18+0.86 14.63+0.33 14.42+0.43 14.310.54 13.9120.76 14.31£0.57 13.88+0.40
MCIIC _ .
(g/dl) 33.5:2.27 31.8810.63 33.02:2.49 32.17:12.41 3421128 3291:1.92 32.66:12.11 33.14£1.59
I‘fc? 187541 67 18.1+0.81 17.88+1 16 17.37+0.75 19,442 03 18.08+0.94 17.7+1 26 17.55+0.73
P8
MCY
(um?) 55.7521.08 56581 43 55.17+1 94 54.17+0.98 56.43+4.93 5488414675 5414121 52.88£1.13
HCT ) . e . N _
) 43.83+2.43 44,69+2,47 45.13+2.80 45.07+3.29 41.83:0.76+ 42.311.79 43.922.27 419321 655
b
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RDW

o) 13.8:0.64 13.69+0.52 13.93+0.36 14362061 14174155 13784083 13.43+0.97 1424077
2
b

PLT 419.13+118.24

s 41125825029 | 376.75+123.46%" 203.5084.94 21918633 175.57£64.17 Srggan 203.43290.33 225.13£106.04
(No.x10%ul) 3
MPV
m 9.05:2 57 7.8+1.06 8.05:0.50 9.15:2.43 8.1642.61 81+0.58 8.50:1.44 8.16+1.57

pm?)

P 0.36:0.06

%) 0.29:0.24 0.28:010"" 0.19:0.11 0.11:0.04 0.08:0.05% g 0.17:0.06 0.12:005

Explanations: **-p<0.01, **-p<0.001 indicate significance of differences between STZ SAL and STZ IGF-1, $-p<0.05, $$-p<0.01, $$$-
p<0.001 indicate significance of differences to VEH SAL, "-p<0.05, ~-p<0.01, **-p<0.001 indicate significance of differences
between STZ IGF-1 and VEII IGF-1, &-<0.05 indicates significance of differences between early and late stage of disease
progression.

Results descriptions: As shown in Table 53a, at the early phase of sAD, in STZ IGF-1 animals the mean corpuscular volume
was higher than in VEH IGF-1 rats (p<0.05). At the late phase, RBC number was lower in STZ SAL rats than in VEH SAL rodents
(p<0.05). In VEIT IGF-1 group the hemoglobin concentration was lower compared to VEIT SAL animals at the late stage (p<0.03).
Moreover, HGB in VEH IGF-1 group was lower at the late stage than at the early stage(p<0.05). In addition, in STZ IGF-1 group
MCV was higher compared to VEH IGF-1 rats at the late stage (p<0.05). What's more in STZ IGF-1 rats, MCV at the late stage was
lower than at the early stage (p<0.05). At the late stage, HCT was lower in STZ SAL rats than VEH SAL animals (p<0.05). In VEH
IGF-1 group HCT was lower at the late phase compared to the early stage (p<0.05).

Table S3b shows the results of the platelet system parameters. The number of platelet cells was higher in STZ IGF-1 group
compared to VEH SAL and VEH IGTF-1 animals (in both comparisons p<0.05) at the early phase. At the late phase, the number of
PLT also was higher in STZ IGF-1 group compared to STZ SAL, VEH SAL and VEH IGF-1 rats (in all comparisons p<0,01). The
platelecrit was higher in STZ IGF-1 group than in VEH IGF-1 rats (p<0.01) at the early phase of sAD progression. At the late phase
the platelecrit was higher in STZ IGF-1 rats than in STZ SAL, VEH SAL, and VEH IGF-1 animals (in all comparison p<0.001).
Moreover, PCT was higher in VEIT SAL group than in STZ SAL animals at the late stage (p<0.01).
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3.2.Wyniki nieopublikowane

Cel: Zbadanie czy rdéznice osobnicze we wrazliwo$ci na stres, mierzone poziomem aktywnosci
lokomotorycznej (HR vs. LR) znajda odzwierciedlenie w zréznicowaniu efektywnosci terapii

z uzyciem IGF-1 deficytow pamigci oraz zaburzen depresyjnych/lgkowych w modelu sAD.

3.2.1.Test preferencji sacharozy (SPT)

3.2.1.1.Poziom anhedonii zmierzony w tescie preferencji sacharozy (SPT)

Analiza za pomoca testu Kruskala-Wallisa wykazata rdznice istotne statystycznie
w poziomie spozycia sacharozy pomigdzy grupami zwierzat (H=95,74; p<0,001; df1=25;
df2=160). Test U-Manna-Whitney’a (rycina 4, tabela 1) wykazal, ze zwierz¢ta w obrebie
grupy STZ IGF-1 o charakterystyce behawioralnej LR spozywaja wigcej sacharozy niz szczury
HR podczas bardzo wczesnej (dzien 14 sAD) i wezesnej (dzien 52 sAD) fazy rozwoju sAD
(w obu poréwnaniach U=2; p<0,05).

Test preferencji sacharozy HER
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Rycina 4. Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz charakterystyki
behawioralnej na poziom spozycia roztworu sacharozy w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej
(BWF, dzien 14 sAD), wczesnej (WF, dzien 52 sAD) oraz poznej (PF, dzien 97 sAD) fazie rozwoju
sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ)
1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1
(IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego
(VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki
wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR). Objasnienia: #-p<0,05 r6znice istotne
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statystycznie pomigdzy zwierz¢tami HR i LR w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej
fazy choroby; *-p<0,05; **-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL i STZ
IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby. Dane przedstawiono
jako $rednia arytmetyczna+SD. Roznice istotne statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-
Whitney’a.

Podczas bardzo wczesnej fazy choroby szczury STZ IGF-1 LR spozylty wiecej
sacharozy w poréwnaniu ze zwierzetami z grup: STZ SAL LR (U=2; p<0,05) oraz VEH SAL
LR (U=2; p<0,05). Ponadto, w pdznej (dzien 97 sAD) fazie sAD zwierz¢ta z grupy STZ IGF-1
spozyty wigcej sacharozy niz szczury STZ SAL, zaré6wno te o charakterystyce behawioralnej
HR (U=0,5; p<0,01) jak i LR (U=0; p<0,01). Podczas tego etapu rozwoju choroby szczury
z grupy VEH SAL LR spozyly wigcej roztworu sacharozy niz zwierzgta STZ SAL LR (U=2;
p<0,05), natomiast mniej w stosunku do grupy STZ IGF-1 LR (U=0; p<0,01).

Tabela 1. Wplyw etapu rozwoju choroby na poziom spozycia roztworu sacharozy w warunkach
bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 14 sAD), wczesnej (WF, dzien 52 sAD) oraz pdznej (PF,
dzien 97 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji
streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ)
1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego
roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulino -podobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo
(LR).

Pobér sacharozy (g)
Grupa/Faza BAZALNE HR BAZALNE LR
BAZALNE 92,05+3,76 93+3,11
Grupa/Faza | STZSALHR | STZIGF-1HR | VEH SALHR | VEH IGF-1 HR
BWE sAD 94,35+1,97 95,65+0,97¢ 94,67+3,52 90,47+9,63
WEF sAD | 96,89+0,69@@% | 97 39+(0,03@@@% | 96 93+1,6@@ | 97,64+0,72@@@%%
PF sAD 93,58+0,79%% 96,27+1,55@@ 94,79+3,02 95,47+2,24@
Grupa/Faza | STZSALLR | STZIGF-1LR | VEHSALLR | VEHIGF-1LR
BWEF sAD 93,71+2.95 97,93+1,82@@ 95+1,43 93,98+1,65
WF sAD 95,76+2,69 98,87+0,64@@@ | 98 2941 27@@@% | 98 39+(),64@@@*%
PF sAD 92,59+1,63 | 97,28+0,54@@@&& | 95 ()4+(0,95%% 95,04+0,95%%

Objasnienia: @-p<0,05; @@-p<0,01; @@@-p<0,001 réznice istotne statystycznie w stosunku do
warunkow bazalnych; %-p<0,05; %%-p<0,01 rdznice istotne statystycznie pomigdzy bardzo wczesna
faza a wczesna/pozng faza sAD; &&-p<0,01 rdznice istotne statystycznie pomiedzy wczesng fazg
a pozng faza sAD. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Roznice istotne statystycznie
wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.2.Poziom lgku zmierzony w te$cie uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazala rdznice istotne statystycznie

pomiedzy grupami szczurow (df1=25, df2=129; p<0,001) w czasie spgdzonym w ramionach
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otwartych (H=120,33), w centrum (H=109,87), w ramionach zamknietych (H=115,56)
labiryntu oraz w liczbie wej$¢ do ramion otwartych (H=111,89), do centrum (H=107), do
ramion zamknigtych (H=86,65) labiryntu oraz w liczbie epizodow mikcji (H=97,16) i defekacji
(H=107,98).

3.2.2.1.Czas spedzony w ramionach otwartych uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)

Jak pokazano na rycinie 5, osobniki HR i LR réznily sig¢ istotnie pod wzgledem czasu
przebywania w ramionach otwartych EPM. W warunkach bazalnych (tabela 2) to zwierzgta
HR w stosunku do osobnikéw LR spegdzaly tam wiecej czasu (U=19; p<0,001). Zwierzgta
w grupie STZ SAL o charakterystyce behawioralnej LR, w tej czgsci labiryntu, spedzity wigcej
czasu w porownaniu ze zwierzgtami HR (U=0; p<0,05) podczas bardzo wczesnej (dzien 15
sAD) fazy sAD. Osobniki LR w grupie STZ IGF-1 w poréwnaniu do szczurow HR spedzily
roéwniez wigcej czasu w otwartych ramionach EPM podczas wczesnej (dzien 53 sAD) i poznej
(dzien 98 sAD) fazy choroby (w obu poréwnaniach U=0; p<0,01). Zwierzeta z grupy kontrolne;j
VEH SAL HR w bardzo wczesnej 1 wezesnej fazie SAD (w obu U=0; p<0,01) spedzity wiecej
czasu w otwartych ramionach EPM, natomiast mniej w poznej fazie sAD (U=0; p<0,05),
w stosunku do szczuréw LR. Szczury z grupy kontrolnej VEH IGF-1 LR w bardzo wczesnej
(U=3; p<0,05) 1 wczesnej fazie sAD (U=0; p<0,05) spedzily wigcej czasu w otwartych
ramionach, natomiast mniej w péznym etapie SAD (U=0; p<0,05) w stosunku do osobnikow
HR.

Podczas bardzo wczesnej fazy choroby w ramionach otwartych wigcej czasu spedzity:
(1) osobniki VEH SAL HR w poréwnaniu do szczuréw STZ SAL HR (U=0; p<0,05) 1 STZ
IGF-1 HR (U=1; p<0,05); (2) grupa STZ IGF-1 HR w stosunku do szczuréw STZ SAL HR
(U=0; p<0,01); (3) szczury STZ SAL LR w poréwnaniu do osobnikow STZ IGF-1 LR (U=0;
p<0,05) 1 VEH SAL LR (U=0; p<0,01). Podczas wczesnej fazy choroby ramiona otwarte byly
odwiedzane dluzej przez gryzonie: (1) VEH SAL HR niz STZ SAL HR i STZ IGF-1 HR (we
wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05); (2) STZ SAL HR w poréwnaniu do grupy STZ IGF-1
HR (U=0; p<0,05). W czasie pdznej fazy sAD do tego fragmentu labiryntu czg¢sciej udawaty
si¢ zwierzeta: (1) VEH SAL LR niz osobniki z grup STZ SAL LR i STZ IGF-1 LR (we
wszystkich porownaniach U=0; p<0,05); (2) STZ IGF-1 LR w stosunku do zwierzat STZ SAL
LR (U=0; p<0,05).
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Czas spedzony w ramionach otwartych EPM
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Rycina 5. Wptyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz charakterystyki
behawioralnej na czas spgdzony w ramionach otwartych uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)
w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 15 sAD), wczesnej (WF, dzien 53 sAD)
oraz poznej (PF, dzien 98 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat
poddanych iniekc;ji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny
(STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH)
i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo
(HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR). Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01; ###-p<0,001 rodznice
istotne statystycznie pomigdzy zwierzgtami HR i LR w obrgbie jednej grupy do$wiadczalne;j,
podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05; **-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomiedzy
grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy
choroby. Dane przedstawiono jako S$rednia arytmetyczna:SD. Réznice istotne statystycznie
wykazano za pomoca testu U-Manna-Whitney’a.

157



Tabela 2. Wptyw etapu rozwoju choroby na czas spedzony w ramionach otwartych uniesionego labiryntu
krzyzowego (EPM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 14 sAD), wczesnej (WF,
dzien 52 sAD) oraz pdznej (PF, dzien 97 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera
u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL),
streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH)
i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz

niskoaktywne ruchowo (LR).

Czas spedzony w ramionach otwartych (s)
Grupa/Faza BAZALNE HR BAZALNE LR
BAZALNE 77,85+32,41 31,75+15,84
Grupa/Faza | STZSAL HR | STZIGF-1HR | VEHSALHR | VEHIGF-1 HR
BWE sAD 0+0@@ 4,26+2,23@@@ 15,7+6,33@@ 1,35+0,979@
WF sAD 2,05+1,42@@% 0-£0@@%% 56,154+20,25"% 1,8+0,71@@
PF sAD 0+0@@& 0+0@@%% 0+0@@& 7,242,02@@%&
Grupa/Faza | STZSALLR | STZIGF-1LR | VEHSALLR | VEHIGF-1LR
BWE sAD | 73,2+33,03@@ 2,45+1,20@@ 2,04+0,999@ 1,95+0,85@@
WF sAD 1,35+0,7@@% 1,5+0,69@ 1,4+0,62@@ 2,15+0,91@@
PF sAD 0+0@@%& 1,3+0,35@@ 57,1+17,08 @& 0+0@@%&

Objasnienia: @-p<0,05; @@-p<0,01; @@@-p<0,001 réznice istotne statystycznie w stosunku do
warunkow bazalnych; %-p<0,05; %%-p<0,01 rdoznice istotne statystycznie pomi¢dzy bardzo wczesna
faza a wczesna/pozng fazg sAD; &-p<0,05; &&-p<0,01 roéznice istotne statystycznie pomigdzy wczesng
faza a pozng faza sAD. Dane przedstawiono jako S$rednia arytmetyczna+SD. Roéznice istotne
statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.2.2.Czas spedzony w centrum uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)

Jak pokazano na rycinie 6 osobniki HR i1 LR r6znity si¢ istotnie pod wzglgdem czasu
przebywania w centrum EPM. Podczas bardzo wczesnego (tabela 3, dzien 15 sAD) etapu
rozwoju sAD to osobniki HR spedzaly wigcej czasu w tej czesci labiryntu niz szczury LR
w grupach: STZ IGF-1 oraz VEH SAL (w obu poréwnaniach U=0; p<0,01). Podczas wczesnej
(dzien 53 sAD) fazy sAD to osobniki HR spedzaly wigcej czasu w centrum labiryntu niz
gryzonie LR w grupach: STZ SAL (U=0; p<0,05), VEH SAL (U=0; p<0,01) i VEH IGF-1
(U=1; p<0,05). Natomiast w grupie STZ IGF-1 (U=0; p<0,05) to osobniki LR czgsciej
odwiedzaly centrum labiryntu. Podczas pdznego (dzien 98 sAD) etapu sAD to osobniki LR
spedzaly wigcej czasu w tej czesci labiryntu niz gryzonie HR w grupach: STZ SAL oraz VEH
SAL (w obu poréwnaniach U=0; p<0,05).
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Czas spedzony w centrum EPM
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Rycina 6. Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz charakterystyki
behawioralnej na czas spedzony w centrum uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM) w warunkach
bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 15 sAD), wczesnej (WF, dzien 53 sAD) oraz poznej (PF,
dzien 98 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji
streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ)
1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego
roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo
(LR). Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 roéznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzetami HR i LR
w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 roznice istotne
statystycznie pomigdzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralne;j,
podczas tej samej fazy choroby. Dane przedstawiono jako S$rednia arytmetyczna+SD. Roznice istotne
statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

Podczas bardzo wczesnej fazy choroby osobniki STZ SAL HR spedzity mniej czasu
w centrum EPM niz szczury: STZ IGF-1 HR (U=1; p<0,05) oraz VEH SAL HR (U=0; p<0,05).
Podczas wczesnej fazy choroby w centrum EPM diuzej przebywaty zwierzgta VEH SAL HR
niz STZ SAL HR oraz STZ IGF-1 HR (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Ponadto
grupa szczuréw STZ IGF-1 LR w centrum labiryntu spedzita wigcej czasu niz zwierzeta STZ
SAL LR (U=0; p<0,05) oraz VEH SAL LR (U=0; p<0,01), a szczury VEH SAL LR wigcej niz
osobniki STZ SAL LR (U=0; p<0,01). Podczas pdznej fazy sAD zwierzgta HR z grupy STZ
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IGF-1 spedzity wigcej czasu w centrum EPM niz grupa STZ SAL oraz mniej niz gryzonie VEH
SAL, ponadto zwierzgta VEH SAL takze przebywaty dtuzej w tej czgséci labiryntu niz osobniki
STZ SAL (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05). Na tym etapie choroby szczury VEH
SAL LR spedzity wigcej czasu w centrum labiryntu w poréwnaniu ze zwierzetami: STZ SAL
LR i STZ IGF-1 LR, natomiast gryzonie STZ IGF-1 LR spedzity tam mniej czasu w stosunku
do zwierzat STZ SAL LR (we wszystkich poroéwnaniach U=0; p<0,05).

Tabela 3. Wplyw etapu rozwoju choroby na czas spedzony w centrum uniesionego labiryntu krzyzowego
(EPM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 14 sAD), wezesnej (WF, dzien 52 sAD)
oraz poznej (PF, dzien 97 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat
poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ)
i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego
roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo
(LR).

Czas spedzony w centrum (s)
Grupa/Faza BAZALNE HR BAZALNE LR
BAZALNE 68,04+20,22 65,85+31,87
Grupa/Faza | STZSAL HR | STZIGF-1HR | VEH SAL HR | VEH IGF-1 HR
BWE sAD 14,15+6,9¢@ 42 24+17,48¢ 39,85+12,62@ 21,15+10,58@@
WF sAD 12,75+4,809@ | 12 9+3,13@@%% 62,3+£23,35 20,6+8,10@@
PF sAD 0+0@@& 2,1+£0,81@@%%& |7 5541 0]@@%& | 21 05+6,92@@
Grupa/Faza | STZSALLR | STZIGF-1LR | VEHSALLR | VEHIGF-1LR
BWE sAD 14,346,82@@ 9,6+4,41@@ 11,48+5,50@@ 15,45+8,79@@
WF sAD 1,75+1,5@@% 24,85+5,81@% 8,96:+4,24@@ 9,95+4,78@@
PF sAD 13,55+6,20@@& 442 62@@& 58,45+9,027%&& | 17 15+4,85@@

Objasnienia: @-p<0,05; @@-p<0,01 rdznice istotne statystycznie w stosunku do warunkow bazalnych;
%-p<0,05; %%-p<0,01 rdznice istotne statystycznie pomigdzy bardzo wczesng faza a wezesna/pézng
faza sAD; &-p<0,05; &&-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomig¢dzy wczesng faza a pozng faza
sAD. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Rdznice istotne statystycznie wykazano za
pomoca testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.2.3.Czas spedzony w ramionach zamkni¢tych uniesionego labiryntu krzyzowego
(EPM)

Jak pokazano na rycinie 7 osobniki HR i LR roznity si¢ istotnie pod wzgledem czasu
przebywania w ramionach zamknietych EPM. W warunkach bazalnych (tabela 4) to osobniki
LR spedzily wiecej czasu w tych ramionach (U=39; p<0,01) niz szczury HR. Osobniki HR
podczas bardzo wczesnej (dzien 15 sAD) fazy sAD spedzaly wigcej czasu w ramionach
zamknietych labiryntu niz zwierzeta LR w grupie STZ SAL (U=0; p<0,05). Ponadto w grupach
szczurow: STZ IGF-1 1 VEH SAL (w obu poréwnaniach U=0; p<0,01) to zwierzeta LR,
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w kontrascie do osobnikow HR, spedzaty dtuzszy czas w ramionach zamknigtych labiryntu
podczas 15 dnia sAD. Zwierz¢ta HR podczas wczesnej (dzien 53 sAD) fazy sAD spedzaty
wiecej czasu w zamknietych ramionach EPM niz osobniki LR w grupie STZ IGF-1 (U=0;
p<0,05). Natomiast szczury LR na tym etapie SAD w ramionach zamknietych spedzity wigcej
czasu niz szczury HR z grup: STZ SAL (U=0; p<0,05) i VEH SAL (U=0; p<0,01). Szczury HR
podczas poznej (98 dzien sAD) fazy sAD spedzaty wiecej czasu w zamknigtych ramionach niz
gryzonie LR w grupach: STZ SAL (U=0; p<0,05) oraz VEH SAL (U=0; p<0,05), natomiast
w grupie VEH IGF-1 to zwierzeta HR w poréwnaniu do osobnikéw LR odznaczat, krotszy czas
spedzany w tej cze$ci labiryntu (U=1; p<0,05).

Czas przebywania w ramionach zamknietych byt dtuzszy w czasie bardzo wczesnej fazy
sAD u szczurow: (1) STZ SAL HR w poréwnaniu do grup STZ IGF-1 HR oraz VEH SAL HR
(w obu porownaniach U=0; p<0,05), (2) STZ IGF-1 LR/VEH SAL LR w poréwnaniu do
gryzoni STZ SAL LR (odpowiednio U=0; p<0,05 i U=0; p<0,01). Co wigcej dhuzej
w ramionach zamknietych podczas wezesnej fazy sAD spedzaty grupy: (1) STZ SAL HR/STZ
IGF-1 HR w stosunku do osobnikéw z grupy VEH SAL HR (we wszystkich poréwnaniach
U=0; p<0,05); (2) STZ SAL LR w poréwnaniu do osobnikéw STZ IGF-1 LR (U=0; p<0,05)
i VEH SAL LR (U=0; p<0,01); (3) VEH SAL LR w poréwnaniu ze zwierzetami STZ IGF-1
LR (U=0; p<0,01). Podczas po6znego etapu sAD wiecej czasu w ramionach zamknietych
spedzaty zwierzgta: (1) STZ SAL HR w pordwnaniu ze szczurami STZ IGF-1 HR i VEH SAL
HR (w obu poréwnaniach U=0; p<0,05); (2) STZ IGF-1 HR w poréwnaniu do osobnikow VEH
SAL HR (U=0; p<0,05); (3) STZ IGF-1 LR w poréwnaniu do grupy STZ SAL LR (U=0;
p<0,05); (4) STZ SAL LR w stosunku do szczuréw VEH SAL LR (U=0; p<0,05) oraz (5) STZ
IGF-1 LR w stosunku do grupy VEH SAL LR (U=0; p<0,05).
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Czas spedzony w ramionach zamknietych EPM
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Rycina 7. Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz charakterystyki
behawioralnej na czas spedzony w ramionach zamknigtych uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)
w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 15 sAD), wczesnej (WF, dzien 53 sAD)
oraz poznej (PF, dzien 98 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat
poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny
(STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH)
i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz
niskoaktywne ruchowo (LR). Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 roznice istotne statystycznie
pomigdzy zwierzgtami HR i LR w obrebie jednej grupy do$wiadczalnej, podczas tej samej fazy
choroby; *-p<0,05 roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej
charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby. Dane przedstawiono jako $rednia
arytmetyczna+SD. Roznice istotne statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.
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Tabela 4. Wplyw etapu rozwoju choroby na czas spedzony w ramionach zamknigtych uniesionego
labiryntu krzyzowego (EPM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 15 sAD),
wczesnej (WF, dzien 53 sAD) oraz poznej (PF, dzien 98 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci
choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli
(SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego
(VEH) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR)
oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Czas spedzony w ramionach zamknietych (s)
Grupa/Faza BAZALNE HR BAZALNE LR
BAZALNE 154,11+36,73 202,4+42,98
Grupa/Faza | STZ SAL HR STZ IGF-1 HR VEH SAL HR | VEH IGF-1 HR
BWEF sAD 285,85+6,99@ | 253,5+19,3099@ | 244 45+17,84%@ | 277,5+11,109@
WF sAD 285,245,029@ | 287,1+3,13@@%% 181,55+16,17% 277,6+8,269@
PF sAD 300+0@@%& 297,9+0,81@@%%& [ 292 4541 ,01@@%& | 271,75+5,969@
Grupa/Faza | STZ SAL LR STZ IGF-1 LR VEH SALLR | VEHIGF-1LR
BWEF sAD 212,5429,92 287,95+3,98@@ 286,48+6,089@ 282,6+9,619@
WF sAD 296,9+1,43@@% 273,65+6@@% 289,64+4,23@@ 287,9+5,55@@
PF SAD | 286,45+6,20@@%& | 204 7+ 39@@%& | 184 45421 18%%&& | 28D 85+4 85@@

Objasnienia: @@-p<0,01; @@@-p<0,001 roznice istotne statystycznie w stosunku do warunkow
bazalnych; %-p<0,05; %%-p<0,01 réznice istotne statystycznie pomig¢dzy bardzo wczesng faza
a wezesna/pozng faza sAD; &-p<0,05; &&-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomiedzy wczesng fazg
a pozng fazg sAD. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Rdznice istotne statystycznie
wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.2.4.Liczba wejs¢ do ramion otwartych uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)

Jak pokazano w tabeli S5a osobniki HR i1 LR roznity si¢ istotnie pod wzgledem liczby
wejs¢ do ramion otwartych EPM. Podczas bardzo wczesnej (dzien 15 sAD) fazy choroby
w grupie STZ SAL to osobniki LR (U=0; p<0,05) wchodzily czesciej do tego fragmentu
labiryntu, a z kolei szczury LR w grupie STZ IGF-1 (U=0; p<0,01) rzadziej odwiedzaly
ramiona otwarte w poroéwnaniu do osobnikow HR. Podczas wczesnej (dzien 53 sAD) fazy sAD
szczury LR rzadziej wchodzity do otwartych ramion labiryntu w poréwnaniu do zwierzat HR
w grupach: STZ SAL (U=0; p<0,05) oraz VEH SAL (U=0; p<0,01). Natomiast w grupie STZ
IGF-1 (U=0; p<0,05) to osobniki LR w poréwnaniu ze zwierzetami HR czg$ciej odwiedzaty te
ramiona. Podczas p6znej (98 dzien sAD) fazy sAD ramiona otwarte byly odwiedzane rzadziej
przez gryzonie LR, w stosunku do szczuréw HR w grupie VEH IGF-1, natomiast w grupach:
STZ IGF-1 oraz VEH SAL to osobniki LR czg$ciej wchodzity do ramion otwartych niz szczury
HR (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05).

Liczba wej$¢ do ramion otwartych podczas bardzo wczesnej fazy sAD w grupie STZ

SAL HR byta mniejsza w poréwnaniu do zwierzat: STZ IGF-1 HR (U=0; p<0,01) oraz VEH
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SAL HR (U=0; p<0,05), a z kolei w grupie STZ SAL LR liczba wej$¢ do tych ramion EPM
byla wigksza w stosunku do szczurow: STZ IGF-1 LR (U=0; p<0,05) i VEH SAL LR (U=2;
p<0,05). Podczas wczesnej fazy sAD ramiona otwarte czesciej odwiedzaty zwierzgta VEH SAL
HR w poréwnaniu do szczuréw: STZ SAL HR 1 STZ IGF-1 HR, natomiast szczury STZ IGF-1
HR rzadziej odwiedzaty tg cze$¢ labiryntu w stosunku do grupy STZ SAL HR (U=0; p<0,05).
Ponadto podczas wczesnej fazy sAD osobniki LR z grupy STZ IGF-1 czesciej wchodzity do
otwartych ramion EPM niz szczury: STZ SAL (U=0; p<0,05) oraz VEH SAL (U=0; p<0,01).
Podczas pdznego etapu sAD osobniki LR w grupie zwierzat VEH SAL czg$ciej odwiedzaty
ramiona otwarte EPM niz szczury STZ SAL oraz STZ IGF-1, a z kolei szczury STZ IGF-1
czesciej wehodzily do tej czgsci EPM niz gryzonie STZ SAL (we wszystkich poréwnaniach
U=0; p<0,05).

3.2.2.5.Liczba wej$¢ do centrum uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)

Jak pokazano w tabeli 5b osobniki HR i LR rdéznity si¢ istotnie pod wzgledem liczby
wejs¢ do centrum EPM. Podczas bardzo wczesnej (dzien 15 sAD) fazy sAD szczury LR
wchodzity rzadziej do tego miejsca niz osobniki HR w grupach: STZ IGF-1 (U=0; p<0,01) oraz
VEH IGF-1 (U=0,5; p<0,05). Podczas wczesnej (dzien 53 sAD) fazy sAD zwierz¢ta LR
wchodzity rzadziej do centrum EPM niz osobniki HR w grupach: STZ IGF-1 (U=0,5; p<0,05)
oraz VEH SAL (U=0; p<0,01). Podczas pdznej (dzien 98 sAD) fazy sAD szczury HR
wchodzity rzadziej do centrum labiryntu niz osobniki LR w grupach: STZ SAL (U=0; p<0,05)
oraz VEH SAL (U=0; p<0,05).

Podczas bardzo wczesnej fazy choroby do centrum EPM czg$ciej wchodzity zwierzeta
STZ IGF-1 HR w porownaniu do grupy STZ SAL HR (U=0; p<0,01). Ponadto podczas tego
etapu SAD szczury STZ IGF-1 LR rzadziej odwiedzaty ta czg$¢ labiryntu niz gryzonie: STZ
SAL LR (U=1; p<0,05) i VEH SAL LR (U=0; p<0,01), a z kolei grupa STZ SAL LR rzadziej
odwiedzata centrum niz szczury VEH SAL LR (U=1,5; p<0,05). Podczas wczesnego etapu
sAD szczury STZ SAL HR rzadziej wchodzity do centrum niz szczury: STZ IGF-1 (U=0;
p<0,05) 1 VEH SAL HR (U=0; p<0,05). Centrum EPM podczas pdznej fazy sAD rzadziej byto
odwiedzane przez gryzonie STZ SAL HR w stosunku do grup: STZ IGF-1 HR oraz VEH SAL
HR (w obu poréwnaniach (U=0; p<0,05), a z drugiej strony grupa VEH SAL LR cze¢sciej
wchodzita do tego miejsca niz zwierzeta: STZ SAL LR oraz STZ IGF-1 LR (we wszystkich
porownaniach U=0; p<0,05).
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3.2.2.6.Liczba wejs¢ do ramion zamknig¢tych uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)

Jak pokazano w tabeli Sc osobniki HR i LR roznity si¢ istotnie pod wzgledem liczby
wejs¢ do ramion zamknietych EPM. Szczury HR z grup: STZ IGF-1 (U=0; p<0,01) oraz VEH
IGF-1 (U=0; p<0,05) czgsciej wchodzity do ramion zamknietych EPM niz osobniki LR podczas
bardzo wczesnej (dzien 15 sAD) fazy sAD, podobnie jak zwierzeta z grupy VEH SAL (U=0;
p<0,01) podczas fazy wczesnej (dzien 53 sAD) sAD. Natomiast podczas poznej (dzien 98 sAD)
fazy sAD to szczury LR w stosunku do osobnikow HR czesciej odwiedzaty ramiona zamkniete
w grupach: STZ SAL (U=0; p<0,05) oraz VEH SAL (U=0,5; p<0,05).

Podczas bardzo wczesnej fazy do omawianej cze$ci labiryntu czgéciej wchodzity
zwierzeta STZ IGF-1 HR w stosunku do zwierzat: STZ SAL HR (U=0; p<0,01) oraz VEH SAL
HR (U=0,5; p<0,05). Podczas wczesnej fazy sAD czgsciej do ramion zamknigtych labiryntu
wchodzity zwierzeta VEH SAL HR niz grupy: STZ SAL HR (U=0; p<0,05) oraz STZ IGF-1
HR (U=0,5; p<0,05), podobnie jak zwierzeta STZ IGF-1 LR w pordwnaniu do szczuréw STZ
SAL LR (U=0; p<0,05). Podczas pdéznego etapu rozwoju sAD do ramion zamknigtych labiryntu
rzadziej wchodzity szczury STZ SAL HR niz grupy: STZ IGF-1 HR oraz VEH SAL HR (w obu
porownaniach U=0; p<0,05). Grupa VEH SAL LR czgs$ciej odwiedzala zamknigte ramiona niz
zwierzeta STZ IGF-1 LR (U=0,5; p<0,05) podczas pdznej fazy sAD.
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Tabela 5. Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), charakterystyki behawioralnej
oraz etapu rozwoju choroby na liczbe wej$¢ (a) do ramion otwartych, (b) do centrum i (c) do ramion
zamknietych uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej
(BWF, dzien 15 sAD), wczesnej (WF, dzien 53 sAD) oraz poznej (PF, dzien 98 sAD) fazie rozwoju
sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i
fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1
(IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego
(VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki
wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa Etap a.Wejscia do ramion b.Wejscia do c.Wejscia do ramion
otwartych (liczba) centrum (liczba) zamknietych (liczba)
Bazalne HR BAZALNE 10,26+4,86 20,79+7,28 11,26+5,29
Bazalne LR 7,45+4,03 18,7349,24 11,4545,39
STZ SAL HR BWF 0+0@@s 3,75+1,71@@ 3,5+1,91@@
STZ SAL LR sAD 3,25+0,96" 2,75+0,96@@$ 2,25+0,96@@
STZ IGF-1 HR 3,6+1,82@@* 11,6+5,18@*" 9,8+3,56™"%
STZ IGF-1 LR 1+0" @@ 1,25+0,5*@@*’s$ 1,5+0,58"@@
VEH SAL HR 3+],41@@ 7+£3,56@@ 4,7542,22@@
VEH SAL LR 1,6+0,89@@ 5,4+2,61@ 3,6+2,88@@
VEH IGF-1 HR 1,5t1@@ 6,25+1,26@@ 6,5+1,29@
VEH IGF-1 LR 2,5+1,29@ 3,25+1,5%@@ 3+1,15%@
STZ SAL HR WF 2,5+0,58@@8% 1£0@@8% 2,5+0,58@@s
STZ SAL LR sAD 1£0*@@% 1,5+1@@ 1,5+x1@@
STZ IGF-1 HR 0£0@@*"$%% 4+],83@@*%% 4+],83@
STZ IGF-1 LR 6,75+1,89#"%5% 1,25+0,5%@@ 7+£2,16""
VEH SAL HR 13,75+2,75@@% 5,25+0,5@@ 9+3,56
VEH SAL LR 1,4+0,55%@@ 1,2+0,45%@@%% 3,6+1,67#@
VEH IGF-1 HR 6+2,16@@8% 1,25+0,5@@s% 5,25+@
VEH IGF-1 LR 3+1,83 2+0,82@@ 2,75+0,96@
STZ SAL HR PF 0+0@@& 0+0@@8%& 1£0@@s
STZ SAL LR sAD 0£0@@8%& 2,5+0,58%@@$ 2,75+0,5%@
STZ IGF-1 HR 0£0@@"%% 3,5+1,73@@"%% 3,5+1,73@@"
STZ IGF-1 LR 1,25+0,5%@@*"s& 1,75+0,96@@3 1,75+0,96@@$
VEH SAL HR 0+0@@%& 1,75+0,96@@%& 2,2540,5@@
VEH SAL LR 6,75+2,8717%&& 10,75+3,77#%&& 6,25+2.75"
VEH IGF-1 HR 2,5+1,91@@s 4,75+3,20@@& 4,75+2,22@@
VEH IGF-1 LR 0+£07@@$%& 3,25+1,71@@$ 4+],83@

Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 réznice istotne statystycznie pomigdzy zwierzgtami HR i LR w obrgbie
jednej grupy do$wiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby; $-p<0,05; $$-p<0,01 réznice istotne
statystycznie w poréwnaniu z grupa VEH SAL o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej
fazy choroby; *-p<0,05; **-p<0,01 rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1
o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby;”- p<0,05 roznice istotne
statystycznie pomigdzy grupami STZ IGF-1 i VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralne;j,
podczas tej samej fazy choroby; @-p<0,05; @@-p<0,01 réznice istotne statystycznie w stosunku do
warunkow bazalnych; %-p<0,05; %%-p<0,01 réznice istotne statystycznie pomigdzy bardzo wczesng fazg
a wczesna/pdzng fazg sAD; &-p<0,05; &&-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomigdzy wczesng faza a
pozna faza sAD. Dane przedstawiono jako s$rednia arytmetyczna+SD. Roéznice istotne statystycznie
wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.
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3.2.2.7.Liczba mikcji i defekacji podczas badania poziomu l¢gku w tescie uniesionego
labiryntu krzyzowego (EPM)

Jak pokazano w tabeli 6a osobniki HR i LR roznily si¢ istotnie pod wzgledem liczby
mikcji w czasie badania poziomu Igku w tescie EPM. Analiza za pomoca testu
U-Manna-Whitney’a wykazata, ze liczba mikcji u osobnikow HR byta wyzsza w stosunku do
zwierzat LR w grupach: STZ IGF-1 (U=0; p<0,01) podczas bardzo wczesnej (dzien 15 sAD)
fazy sAD i STZ SAL (U=0,5; p<0,05) podczas wczesnej (dzien 53 sAD) fazy sAD. Natomiast
liczba mikcji u osobnikow LR byta wyzsza w stosunku do szczurow HR w grupach zwierzat:
VEH SAL (U=0,5; p<0,05) podczas bardzo wczesnej fazy, VEH IGF-1 (U=0; p<0,05) w czasie
wcezesnej fazy, STZ IGF-1 oraz VEH SAL podczas pdéznej (dzien 98 sAD) fazy sAD (w obu
porownaniach U=0; p<0,05). U osobnikdéw o charakterystyce behawioralnej LR podczas bardzo
wczesnej fazy sAD zwierzeta VEH SAL oddaty cze$ciej mocz niz gryzonie: STZ SAL (U=0,5;
p<0,05) oraz STZ IGF-1 (U=0; p<0,01), a gryzonie STZ IGF-1 rzadziej niz grupy: STZ SAL
oraz VEH IGF-1 (w obu poréwnaniach U=0; p<0,05). Podczas wczesnej fazy sAD zwierzeta
STZ SAL HR charakteryzowaty si¢ wicksza liczba mikcji niz osobniki STZ IGF-1 HR (U=0,5;
p<0,05). Podczas pdznej fazy sAD szczury STZ SAL LR rzadziej oddaty mocz niz gryzonie:
STZ IGF-1 LR oraz VEH SAL LR (w obu poréwnaniach U=0; p<0,05).

Liczba defekacji (tabela 6b) w grupie STZ SAL HR podczas wczesnej fazy sAD byta
wyzsza w stosunku do zwierzat: STZ SAL LR, STZ IGF-1 HR oraz VEH SAL HR (we
wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05).
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Tabela 6. Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), charakterystyki behawioralnej
oraz etapu rozwoju choroby na liczbe (a) mikcji 1 (b) defekacji w czasie badania poziomu leku w tescie
uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 15
sAD), wezesnej (WF, dzien 53 sAD) oraz pdznej (PF, dzien 98 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci
choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli
(SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego
(VEH) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR)

oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa Etap a.Mikcja (liczba) b.Defekacja (liczba)
Bazalne HR 4,4242.17 00
BAZALNE

Bazalne LR 3,09+1,51 0+0
STZ SAL HR 3,2542,63 0+0
STZ SAL LR 1,25+0,5@@s 0+0
STZ IGF-1 HR 1,4+0,55@@" 0+0
STZ IGF-1 LR BWF 0+0#@@*'s$ 0+0
VEH SAL HR sAD 1,25+0,5@@ 0+0
VEH SAL LR 4,242.17* 0+0
VEH IGF-1 HR 3,541,298 0+0
VEH IGF-1 LR 240,82 0+0

STZ SAL HR 6+2,94 2+0,82@@$
STZ SAL LR 1,5¢1%@ 007
STZ IGF-1 HR 1,5£1@" 0+0*
STZ IGF-1 LR WEF 1,5+1@% 0,5+1
VEH SAL HR sAD 1,75+1,5@ 040
VEH SAL LR 1,2+0,45@@%% 0+0
VEH IGF-1 HR 0+0@@s% 0+0
VEH IGF-1 LR 1+0*@@ 0+0
STZ SAL HR 0£0@@%& 0£0%
STZ SAL LR 0£Q@@s%& 0+0
STZ IGF-1 HR 0£0@@"%%& 0+0
STZ IGF-1 LR PF 1,25+0,5%@@% 0+0
VEH SAL HR sAD 0+0@@%& 0+0
VEH SAL LR 2,25+1,89% 0+0
VEH IGF-1 HR 1,2540,5@@8%& 0+0
VEH IGF-1 LR 1,5+1@ 0+0

Objasnienia: #-p<0,05; ##p<0,01 réznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzgtami HR i LR
w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby; $-p<0,05; $$-p<0,01 réznice
istotne statystycznie w poréwnaniu z grupa VEH SAL o tej samej charakterystyce behawioralne;j,
podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL
1 STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; "-p<0,05
roznice istotne statystycznie pomigdzy grupami STZ IGF-1 i VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce
behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; @-p<0,05; @@-p<0,01 rdznice istotne statystycznie
w stosunku do warunkow bazalnych; %-p<0,05; %%-p<0,01 rdznice istotne statystycznie pomigdzy
bardzo wczesng faza a wczesng/pozng fazg sAD; &-p<0,05 rdznice istotne statystycznie pomiedzy
wczesng faza a pozng fazg sAD. Dane przedstawiono jako §rednia arytmetyczna+SD. Roznice istotne
statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.
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3.2.3.Poziom zaburzen pamig¢ci przestrzennej w teScie labiryntu wodnego Morrisa
MWM)

3.2.3.1.Nabywanie referencyjnej pamieci przestrzennej (dni 1-3 MWM)

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazata réznice istotne statystycznie
(df1=77, df2=384; p<0,001) pomiedzy grupami szczuréw w latencji doptynigcia do platformy
(H=291,65), % czasu spedzonego w kwadrancie krytycznym (H=290,39) oraz pokonanym

catkowitym dystansie (H=300,72) podczas nabywania przestrzennej pamigci referencyjne;.

3.2.3.1.1.Latencja doplyni¢cia do platformy podczas nabywania referencyjnej pamieci
przestrzennej (dni 1-3 MWM)

Test U-Manna-Whitney’a wykazal r6znice pomigdzy osobnikami HR i LR w latencji
(tabela 7) doptynigcia do platformy podczas badania pamigci referencyjnej. W grupie STZ
IGF-1 podczas bardzo wczesnej (dni 16-18 sAD) fazy choroby szczury LR w dniach 1-3 MWM
charakteryzowaty si¢ dluzsza latencja doptynigcia do platformy niz osobniki HR (we
wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). W grupie VEH IGF-1 podczas tego etapu choroby
w probie podczas dnia 1 to szczury HR ptynety dtuzej do platformy niz zwierzg¢ta LR (U=0;
p<0,05). Co wigcej podczas wczesnej (dni 54-56 sAD) fazy choroby w grupie STZ IGF-1
w dniach 1-2 MWM to osobniki LR charakteryzowaty si¢ dtuzsza latencja (w obu
poréwnaniach U=0; p<0,05).

W obrebie bardzo wczesnej fazy sAD to zwierzeta STZ SAL HR plynety dhuzej do
platformy niz gryzonie STZ IGF-1 HR podczas 2 i 3 dnia MWM (D2 U=1; p<0,05; D3 U=0;
p<0,05) oraz dtuzej niz zwierz¢ta VEH SAL HR podczas dni 1-3 MWM (we wszystkich
poréwnaniach U=0; p<0,05). Podczas wczesnej fazy w dniu 3 MWM to gryzonie STZ IGF-1
HR ptynety dtuzej do platformy niz grupa STZ SAL HR (U=1; p<0,05). W tej fazie choroby
gryzonie STZ SAL HR w stosunku do grupy VEH SAL HR, podczas dni 1 i 2 MWM,
charakteryzowaly si¢ dtuzszym czasem doptyniecia do platformy (D1 U=0; p<0,05; D2 U=1,;
p<0,05). Co wiecej w tym czasie podczas prob w dniu 1 (U=0; p<0,05)13 MWM (U=1; p<0,05)
szczury STZ IGF-1 HR ptynety dluzej do platformy niz osobniki VEH SAL HR. Podczas
p6znej (dni 99-101 sAD) fazy sAD w dniu 3 MWM to osobniki STZ IGF-1 HR ptynety dluze;j
do platformy niz gryzonie STZ SAL HR (U=1; p<0,05).
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Podczas bardzo wczesnej fazy sAD szczury z grupy STZ IGF-1 LR ptynety dtuzej do
platformy niz zwierz¢ta STZ SAL LR podczas dni 1 1 3 MWM oraz dluzej niz gryzonie VEH
SAL LR podczas dni 1-3 MWM (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Z kolei w tym
czasie choroby, podczas dni 1-3 MWM, gryzonie STZ SAL LR ptynely dtuzej do platformy
niz osobniki VEH SAL LR (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05). Podczas wczesnej
fazy sAD w dniu 1 1 2 MWM zwierzeta STZ IGF-1 LR plynety dluzej do platformy niz grupy:
STZ SAL LR (D1 U=0; p<0,05; D2 U=1; p<0,05) i VEH SAL LR (w obu poréwnaniach U=0;
p<0,05), a zwierzeta STZ SAL LR dtuzej niz osobniki VEH SAL LR (w obu poréwnaniach
U=0; p<0,05). Podczas p6znej fazy sSAD w dniu | MWM osobniki STZ SAL LR plynety krocej
do platformy niz grupa STZ IGF-1 LR (U=0; p<0,05). Na tym etapie choroby w dniu 2 MWM
zwierzeta STZ SAL LR plynety dluzej do platformy niz grupa VEH SAL LR (U=0; p<0,05),
aw dniu 1 (U=0; p<0,05) 1 3 MWM (U=1; p<0,05) osobniki STZ IGF-1 LR ptynety dtuzej niz
zwierzeta VEH SAL LR.

Tabela 7.Wptyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), charakterystyki behawioralnej
oraz etapu rozwoju choroby na latencje doptynigcia do platformy podczas nabywania referencyjnej
pamigci przestrzennej w dniach 1-3 labiryntu wodnego Morrisa (MWM) w warunkach bazalnych, w
bardzo wczesnej (BWF, dni 16-18 sAD), wczesnej (WF, dni 54-56 sAD) oraz péznej (PF, dni 99-101
sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji
streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ)
1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego
roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo
(LR).

Grupa Etap Dzien 1 (s) Dzien 2 (s) Dzien 3 (s)
Bazalne HR 51,65+23,49 3,41+1,56" 4,15+1,66"
Bazalne LR BAZALNE 62,58+31,56 3,79+1,68" 3,65£1,57™

STZ SAL HR 21,5+7 44@@s 21,05+7,46@@3 29,90+13,97@@$
STZ SAL LR 17,65+4,11@@s 35,4+17,56@@3 24.45+11,44@@8
STZ IGF-1 HR 14,8+3,6@@" 9+4,26@@*" 5,5+1,45"
STZ IGF-1 LR BWF 68,15+23,78%"% 67+26,29#@@"S 81,45+14,54*@@*"$
VEH SAL HR sAD 8,25+3,08@@ 8+2,90@@ 8,2+3,04@
VEH SAL LR 7,104+2,43@@ 4,6+0,85' 4,65+0,79"
VEH IGF-1 HR 29,65+4,028 25,05+7,29@@$ 9+3,67@"
VEH IGF-1 LR 7,35+3,60%@@ 14,1+4,69@@3 6,2542,09@
STZ SAL HR 15,3+6,61@@3 5,45+1,52@s%! 4,65+1,86%
STZ SAL LR 14,05+3,91@@s$ 6,9+1,59@5%! 5,3+1,57%
STZ IGF-1 HR 15,65+1,69@@’$ 5,15+2,09! 7,65+1,02@@"$%!
STZ IGF-1 LR WF 71,9+28,86"" 14,35+6,05%@@*"$%! 6,14£2,10@%!
VEH SAL HR sAD 4.7+1,04@@ 3,241,23% 4.2+1,86
VEH SAL LR 4,65+1,36@@ 3,4+1,21 4+2.17
VEH IGF-1 HR 5,05+0,72@@% 3,95+1,42% 3,7+1,47
VEH IGF-1 LR 4,9+0,749@ 5,65+2,7% 4,140,87@
STZ SAL HR 5,342,28@@%& 7,75+3,58@% 4.7+1,55%
STZ SAL LR PF 4,7+1,68@@%& 6,1+1,79@8% 4,5+2,13%
STZ IGF-1 HR sAD 7,943,95@@& 4,55+0,64"% 8,55+2,70@@"
STZ IGF-1 LR 8,7+1,04@@"$%& 7,25+3,41@% 6,4+2,87@"%%
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VEH SAL HR 4.65+1,91@@ 3,95+2.72 3,75+1,71

VEH SAL LR 3,85+2,12@@ 3,4+1,70 2,6+0,91%
VEH IGF-1 HR 5,142,27@@% 6+3,02% 5,95+2,39

VEH IGF-1 LR 4,95+2 43@@ 3,8+2,07% 2,6+0,43%&

Objasnienia: #-p<0,05 roéznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzetami HR i LR w obrebie jedne;j
grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby; $-p<0,05 rdéznice istotne statystycznie w
porownaniu z grupa VEH SAL o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy
choroby; *-p<0,05; réznice istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej
charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 r6znice istotne statystycznie
pomiedzy grupami STZ IGF-1 i VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej
samej fazy choroby; @-p<0,05; @@-p<0,01 réznice istotne statystycznie w stosunku do warunkow
bazalnych; %-p<0,05 rdznice istotne statystycznie pomigdzy bardzo wczesng faza a weczesna/pozna
faza sAD; &-p<0,05 rdznice istotne statystycznie pomigdzy wczesng faza a p6zng fazg sAD; !-p<0,05;
!11-p<0,001 réznice istotne statystycznie do proby w dniu 1; ?-p<0,05 roéznice istotne statystycznie do
proby w dniu 2. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Roéznice istotne statystycznie
wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.3.1.2.Procent czasu spedzony w kwadrancie krytycznym podczas nabywania
referencyjnej pamieci przestrzennej (dni 1-3 MWM)

Jak pokazano w tabeli 8 procent czasu spgdzony w kwadrancie krytycznym podczas
nabywania referencyjnej pamigci przestrzennej réznit si¢ pomigdzy osobnikami HR i LR.
U zwierzat z grupy STZ SAL podczas bardzo wczesnej (dni 16-18 sAD) fazy sAD to osobniki
LR spedzity wigkszy % czasu w kwadrancie krytycznym niz osobniki HR podczas 1 (U=0;
p<0,05) 1 3 (U=1; p<0,05) dnia MWM, natomiast w grupie STZ IGF-1 stwierdzono, zZe to
zwierzeta HR przebywaly dtuze; w krytycznym kwadrancie basenu niz osobniki LR w czasie
dnia 11 3 MWM (w obu poréwnaniach U=0; p<0,05). Podczas tego etapu choroby w dniu 1
MWM to zwierzeta LR spedzity wiekszy % czasu w badanym kwadrancie niz szczury HR
w grupie VEH IGF-1 (U=0; p<0,05). Dodatkowo podczas bardzo wczesnej fazy sAD szczury
VEH SAL LR odznaczat wyzszy % czasu spgedzony w kwadrancie krytycznym niz szczury
VEH SAL HR w dniu 2 1 3 MWM (w obu poréwnaniach: U=0, p<0,05). Podczas wczesnej (dni
54-56 sAD) fazy sAD to osobniki HR spedzity wigkszy % czasu w kwadrancie krytycznym niz
szczury LR w dniu 1 MWM w grupie STZ IGF-1 (U=1; p<0,05). Podczas p6znej (dni 99-101
sAD) fazy sAD osobniki STZ IGF-1 HR charakteryzowat wyzszy % czasu spedzony
w kwadrancie krytycznym niz osobniki STZ IGF-1 LR (U=1; p<0,05) w dniu 3 MWM.

Podczas bardzo wczesnej fazy SAD w dniu 2 i 3 MWM to osobniki STZ IGF-1 HR
spedzity wigkszy % czasu w kwadrancie krytycznym niz szczury STZ SAL HR (w obu
porownaniach U=0; p<0,05). Natomiast osobniki VEH SAL HR charakteryzowaly si¢
wigkszym % czasu spedzonym w kwadrancie krytycznym niz grupa STZ SAL HR w dniach
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1-3 MWM (U=1; p<0,05) podczas bardzo wczesnego etapu sSAD. W dniu 3 MWM osobniki
STZ IGF-1 HR spedzity dtuzszy czas w kwadrancie krytycznym niz osobniki VEH SAL HR
(U=0; p<0,05) podczas tego etapu choroby. Podczas po6znej fazy sAD w dniu 3 MWM gryzonie
VEH SAL HR spedzily wiekszy % czasu w badanym kwadrancie basenu niz osobniki STZ
SAL HR (U=0; p<0,05).

Osobniki LR podczas bardzo wczesnej fazy sAD, w dniu 1 1 3 MWM, z grupy STZ
SAL spedzity wigkszy % czasu w kwadrancie krytycznym niz gryzonie STZ IGF-1 (w obu
porownaniach U=0; p<0,05). Natomiast w dniu 2 i 3 MWM na tym etapie choroby to grupa
VEH SAL LR spedzita wigcej czasu w badanym kwadrancie niz osobniki STZ SAL LR (w obu
porownaniach U=0; p<0,05). Ponadto grup¢ STZ IGF-1 LR podczas bardzo wczesnej fazy SAD
charakteryzowat nizszy % czasu spgdzany w kwadrancie krytycznym niz szczury VEH SAL
LR w dniach 1-3 MWM (dni 1 1 3 U=0; p<0,05; dzien 2 U=1; p<0,05). Podczas wczesnej fazy
sAD w dniu 2 MWM to osobniki VEH SAL LR spedzity wigkszy % czasu w badanym
kwadrancie niz osobniki STZ SAL LR (U=0; p<0,05). W dniu I MWM to osobniki STZ IGF-1
LR spedzily nizszy % czasu w kwadrancie krytycznym niz gryzonie VEH SAL LR (w obu
porownaniach U=0; p<0,05). Podczas pdznej fazy sAD w dniu 2 MWM osobniki VEH SAL
LR charakteryzowaty si¢ wyzszym % czasu spedzonym w kwadrancie krytycznym basenu niz
grupa STZ SAL LR (U=1; p<0,05). Co wigcej grupa STZ IGF-1 LR spedzita nizszy % czasu
w kwadrancie krytycznym niz osobniki VEH SAL LR w dniu 1 (U=1; p<0,05) oraz w dniu 3
MWM (U=0; p<0,05).

Tabela 8. Wptyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), charakterystyki behawioralnej
oraz etapu rozwoju choroby na % czasu spedzonego w kwadrancie krytycznym podczas nabywania
referencyjnej pamigci przestrzennej w dniach 1-3 labiryntu wodnego Morrisa (MWM) w warunkach
bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dni 16-18 sAD), wezesnej (WF, dni 54-56 sAD) oraz pdznej (PF,
dni 99-101 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji
streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL),
buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych
behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa Etap Dzien 1 (s) Dzien 2 (s) Dzien 3 (s)
Bazalne HR 40’1019’5] 83’81:&12’87!!! 78,86:|:12,25m
Bazalne LR BAZALNE 35,50+7,35 76,55£11,11" 80,18+8,93"

STZ SAL HR 31,98+2,75° 32,74+2,689@S 30,83+3,579@s
STZ SAL LR 42,71+1,21%@ 38,86+7,54@@S 37,61+2,74@@s!
STZ IGF-1 HR 43,34£10,54 55,71+7,54@@™ 62,99+8,07¢"!
STZIGF-1 LR BWF 22,94+5,09@@™s 44,75+12,64@@s! 31,50+1,63#@@*s!
VEH SAL HR sAD 51,90+15,57 45,73+8,749@ 41,74+7,179@
VEH SAL LR 47,71%7,04¢ 67,88+9,60" 66,95+8,90""
VEH IGF-1 HR 37,99+4,76 42,58+8,80@@ 52,9016,06%@
VEH IGF-1 LR 59,78+13,85%@@ 51,75+7,63@@s 66,25+21,34
STZ SAL HR WF 40,09+9,29 64,25+16,34@"! 66,15+8,08"
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STZ SAL LR sAD 39,13+11,99 57,64+1,84@@s%! 66,72+1,50@@%!?
STZ IGF-1 HR 41,30+10,36" 62,942, 88@@%! 59,05+7,07@@!
STZ IGF-1 LR 28,79+4,62#' 63,97+16,38! 60,22+10,40@@%!
VEH SAL HR 49.73+10,24 67,99+12,10@%! 67,37+13,35%
VEH SAL LR 64,45+12,02@@ 75,78+15,34 70,0144,14@

VEH IGF-1 HR 61,69+8,50@@% 61,70+11,05@@% 58,46+9,20@@
VEH IGF-1 LR 71,51£10,19@@ 70,66+6,95% 72,76+10,27

STZ SAL HR 66,93+9 47@@%& 62,67+17,74@% 72,1942,03%%

STZ SAL LR 64,67+13,41@@%& 58,68+11,11@%% 73,90+8,85%?
STZ IGF-1 HR 56,93+6,48@@"%& 69,19+4,11@%! 75,88+4,10%&"”
STZ IGF-1 LR PF 56,79+8,66@@8%& 70,12+6,71% 68,00£6,347@@"%
VEH SAL HR sAD 66,51+10,80@@% 76,70+10,89% 81,75+1,70%!
VEH SAL LR 73,59+10,31@@% 76,18+8,16 79,1744 42%

VEH IGF-1 HR 73,1744 41 @@%& 72,8743,04% 80,28+5,24%%"
VEH IGF-1 LR 62,37+19,18@@ 71,45+14,65 77,75+4,57

Objasnienia: #-p<0,05 réznice istotne statystycznie pomigdzy zwierzetami HR i LR w obrebie jedne;j
grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby; $-p<0,05 rdznice istotne statystycznie
w poréwnaniu z grupa VEH SAL o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy
choroby; *-p<0,05 roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej
charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 rdéznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami STZ IGF-1 i VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej same;j
fazy choroby; @-p<0,05; @@-p<0,01 réznice istotne statystycznie w stosunku do warunkow bazalnych;
%-p<0,05 roznice istotne statystycznie pomigdzy bardzo wczesng faza a wezesna/pdzna fazg sAD; &-
p<0,05 roznice istotne statystycznie pomiedzy wczesng fazg a pdzng faza sAD; !-p<0,05; !!!-p<0,001
roznice istotne statystycznie do proéby w dniu 1; ?-p<0,05 roznice istotne statystycznie do proby w dniu
2. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Roznice istotne statystycznie wykazano za
pomoca testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.3.1.3.Przeplyniety calkowity dystans podczas nabywania referencyjnej pamieci
przestrzennej (dni 1-3 MWM)

Jak pokazano w tabeli 9 catkowity pokonany dystans r6znit si¢ pomi¢dzy osobnikami
HR 1 LR podczas nabywania referencyjnej pamigci przestrzennej. Podczas bardzo wczesnej
(dni 16-18 sAD) fazy choroby w dniach 1-3 MWM w grupie STZ IGF-1 to osobniki LR
pokonaty dtuzszy dystans niz zwierzgta HR (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Na
tym etapie sAD w dniu 2 i 3 MWM w grupie VEH SAL to osobniki HR przeptynety dluzszy
dystans (w obu poroéwnaniach U=0; p<0,05) niz szczury LR. Co wigcej w grupie VEH IGF-1
w dniu 1 MWM rowniez osobniki HR przeplynety dhuzszy calkowity dystans niz szczury LR
(U=1; p<0,05). Podczas wczesnego (dni 54-56 sAD) etapu sAD w dniu 1 MWM w grupie STZ
IGF-1 to osobniki LR przeptynely dtuzszy dystans niz zwierzeta HR (U=1; p<0,05), z kolei
w grupie VEH IGF-1 to osobniki HR pokonaly dtuzszy dystans niz szczury LR (U=0; p<0,05).

Podczas bardzo wczesnej fazy sAD osobniki STZ SAL HR przeplynety dluzszy
catkowity dystans niz zwierzgta STZ IGF-1 HR w dniach 1-3 MWM (we wszystkich
porownaniach U=0; p<0,05) oraz grupa VEH SAL HR w dniach 1-3 MWM (dni 1-2 U=0;
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p<0,05; dzien 3 U=1; p<0,05). Podczas wczesnej fazy sAD osobniki STZ IGF-1 HR pokonaty
dhuzszy dystans niz zwierz¢ta: STZ SAL HR w dniu 3 (U=1; p<0,05) oraz VEH SAL HR w dniu
213 MWM (w obu poréwnaniach U=1; p<0,05). Podczas p6znej fazy sAD grupa STZ IGF-1
HR charakteryzowata si¢ dtuzszym przeptynigtym dystansem niz szczury STZ SAL HR w dniu
1 (U=1; p<0,05) i 3 MWM (U=0; p<0,05).

Osobniki LR podczas bardzo wczesnej fazy sAD z grupy STZ IGF-1 pokonaty dtuzszy
catkowity dystans niz osobniki STZ SAL (we wszystkich poréwnaniach U=1; p<0,05) i VEH
SAL podczas dni 1-3 MWM (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05). Na tym etapie
choroby osobniki VEH SAL LR pokonaly krétszy dystans niz szczury STZ SAL LR w dniach
1-3 MWM (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Podczas wczesnej fazy sAD szczury
STZ IGF-1 LR pokonaty dluzszy dystans niz zwierz¢ta: STZ SAL LR podczas dnia | MWM
(U=0; p<0,05) i VEH SAL w dniu 1 MWM (U=0; p<0,05). Na tym etapie choroby gryzonie
STZ SAL LR przeptynety dtuzszy dystans niz grupa VEH SAL LR w dniach 1 (U=0; p<0,05)
12 MWM (U=1; p<0,05). Podczas p6znej (dni 99-100 sAD) fazy sAD osobniki VEH SAL LR
pokonaly krotszy dystans niz szczury: STZ SAL LR w dniu 2 MWM (U=1; p<0,05) 1 STZ
IGF-1 LR w dniu 2 1 3 MWM (w obu poréwnaniach U=1; p<0,05).

Tabela 9. Wptyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), charakterystyki behawioralnej
oraz etapu rozwoju choroby na przeptyniety catkowity dystans podczas nabywania referencyjnej pamigci
przestrzennej w dniach 1-3 labiryntu wodnego Morrisa (MWM) w warunkach bazalnych, w bardzo
wczesnej (BWF, dni 16-18 sAD), wczesnej (WF, dni 54-56 sAD) oraz pdznej (PF, dni 99-101 sAD) fazie
rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ)
i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1
(IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego
(VEH) 1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki
wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa Etap Dzien 1 (cm) Dzien 2 (cm) Dzien 3 (cm)
Bazalne HR BAZALNE 1330,32+660,53 96,84+33,71" 127,02+48,84"
Bazalne LR 1520,06+619,67 101,89+24,91" 98,17+23,15"

STZ SAL HR 374,86+65,11@@$ 403,06+76,10@@8 571,49+264,87@@$
STZ SAL LR 371,81+132,63@@$ 823,06+386,44@@S 707,51+331,33@@$
STZ IGF-1 HR 217,34+17,31@@" 202,61+36,16@@"" 155,474+29,72"
STZ IGF-1 LR BWF 994,54+443,03#*" 1306,82+184,64"@@™$ | 1261 ,58+224,15"@@*$
VEH SAL HR sAD 218,74+57,80@@ 224,16+60,78@@ 241,86+75,02@
VEH SAL LR 138,90+37,55@@ 98,53+4,30" 85,56+6,30""?
VEH IGF-1 HR 476,69+226,44@@ 460,89+222 43@@s 158,19432,51°
VEH IGF-1 LR 144,09+33,73%@@ 293,92+105,74@@$ 119,18429,67°
STZ SAL HR 261,29+74,21@@% 140,62+51,37% 119,70+20,11%"
STZ SAL LR 295,85+73,19@@S 178,53+65,02@@%%! 140,16+25,43@%!
STZ IGF-1 HR 373,84+113,17@@% 172,09+28,12@@"s! 166,12+23,23*!
STZ IGF-1 LR WE 1220,27+707,12#" 312,87+144,72@@"%! 162,73+61,21@@%!
VEH SAL HR sAD 228,24+120,69¢@ 123,31425,43% 123,27+14,01%
VEH SAL LR 126,98+15,11@@ 104,11+34,92 109,90+17,36"%
VEH IGF-1 HR 138,94+13,01@@% 122,47+15,27% 107,60+18,22"
VEH IGF-1 LR 101,48+18,19%@@ 106,13421,63"% 97.27+18,34
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STZ SAL HR 129,2449,90@@%& 169,35+53,64@@% 120,756,647
STZ SAL LR 150,08+44,68@@%& 208,75+72,14@@8% 169,92+73,65@@%
STZ IGF-1 HR 168,99+30,61 @@ %& 127,78+15,99@%! 206,84+77,62@*
STZ IGF-1 LR PF 183,26+57,37@@%& 169,00+52,45@@s% 156,63+57,97@%
VEH SAL HR sAD 134,57430,76@@ 141,01+72,59 120,69+27,92
VEH SAL LR 113,73430,14@@ 107,75+24,50 101,34+13,31
VEH IGF-1 HR 111,68+6,17@@%& 118,70+6,67% 125,83+26,43
VEH IGF-1 LR 179,81+75,10@@ 120,16+35,88% 105,60+16,67

Objasnienia: #-p<0,05 rdznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzgtami HR i LR w obrebie jednej
grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby; $-p<0,05 rdznice istotne statystycznie
w poréwnaniu z grupg VEH SAL o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy
choroby; *-p<0,05 rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej
charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 rdznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami STZ IGF-1 1 VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej
samej fazy choroby; @-p<0,05; @@-p<0,01 roznice istotne statystycznie w stosunku do warunkoéw
bazalnych; %-p<0,05 réznice istotne statystycznie pomi¢dzy bardzo wezesna faza a wezesna/podzng faza
sAD; &-p<0,05 roznice istotne statystycznie pomigdzy wczesng faza a pdzng faza sAD; !-p<0,05; !!!-
p<0,001 réznice istotne statystycznie do proby w dniu 1; ?-p<0,05 rdznice istotne statystycznie do proby
w dniu 2. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Roznice istotne statystycznie wykazano
za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.3.2.0dtwarzanie referencyjnej pamieci przestrzennej-proba z usunie¢ta platforma
(probe test, dzien 4 MWM)

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa (df1=25, df2=135, p<0,001) wykazata
roznice istotne statystycznie pomigdzy grupami zwierzat: w latencji (H=100,67) doptynigcia
do miejsca, w ktorym powinna znajdowac si¢ platforma, % czasu spedzonym w kwadrancie
krytycznym (H=77,06) oraz pokonanym catkowitym dystansie (H=60,27) w czasie proby

z usuni¢ty platforma.

3.2.3.2.1.Latencja doplyni¢cia do miejsca, w ktorym powinna znajdowa¢ si¢ platforma
podczas odtwarzania referencyjnej pamie¢ci przestrzennej-proba z usunieta platforma
(probe test, dzien 4 MWM)

Podczas proby z usunieta platforma (probe test) czas doptynigcia do miejsca, w ktorym
powinna znajdowac si¢ platforma (rycina 8, tabela 10a) r6znit si¢ pomiedzy osobnikami HR
1 LR. Podczas bardzo wczesnej (dzien 19 sAD) fazy sAD w grupie STZ SAL (U=0; p<0,05) to
osobniki HR plynety dhuzej do tego miejsca niz szczury LR, a w grupach: STZ IGF-1 (U=0;
p<0,05) 1 VEH SAL (U=0; p<0,01) to latencja doptynigcia byta dtuzsza u osobnikow LR
w porownaniu ze zwierzgtami HR. Podczas wczesnej (dzien 57 sAD) fazy sAD w grupach STZ

SAL (U=1; p<0,05) i STZ IGF-1 (U=0; p<0,05) to osobniki HR charakteryzowaty si¢ dtuzsza
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latencjg niz szczury LR, a w grupie VEH IGF-1 stwierdzono, ze to osobniki LR plynely dluzej
do miejsca w ktorym powinna znajdowac si¢ platforma w poréwnaniu ze zwierzgtami HR z tej
grupy (U=2; p<0,05). Podczas pdznego (dzien 102 sAD) etapu sAD, w grupie STZ SAL to
osobniki HR charakteryzowaty si¢ dtuzsza latencja niz szczury LR (U=2; p<0,05).

W obrebie bardzo wczesnego etapu sAD osobniki HR z grupy STZ SAL
charakteryzowaly si¢ dluzszym czasem doplyniecia do miejsca, w ktorym powinna znajdowaé
si¢ platforma niz szczury STZ IGF-1 1 VEH SAL, a z kolei szczury STZ IGF-1 odznaczaty si¢
dtuzsza latencjg niz grupy: VEH IGF-1 i VEH SAL (we wszystkich porownaniach U=0;
p<0,05). Podczas wczesnej fazy sAD osobniki STZ SAL HR i STZ IGF-1 HR odznaczaty si¢
dtuzsza latencja niz szczury VEH SAL HR (w obu poréwnaniach U=0; p<0,01). Podczas p6zne;j
fazy sAD osobniki STZ SAL HR charakteryzowaty si¢ dluzsza latencja niz grupa STZ IGF-1
HR (U=2; p<0,05) i VEH SAL HR (U=1; p<0,05).

Osobniki LR podczas bardzo wczesnej fazy sAD z grup: STZ SAL i STZ IGF-1
odznaczaty si¢ dluzsza latencja niz grupa VEH SAL (odpowiednio U=2; p<0,05; U=0; p<0,01).
Podczas wczesnej fazy choroby dtuzsza latencja doplynigcia zostata stwierdzona u osobnikow
STZ SAL LR w porownaniu do grupy VEH SAL LR oraz w grupie STZ IGF-1 LR w stosunku
do zwierzat VEH SAL LR (U=0; p<0,01).

Latencja-préba z usunietg platforma
(4 dzien MWM) [
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Rycina 8.Wptyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz charakterystyki
behawioralnej na latencje doplyniecia do miejsca, w ktorym powinna znajdowacé sie¢ platforma
w trakcie testu z usunieta platformg w labiryncie wodnym Morrisa (MWM) w warunkach bazalnych,
w bardzo wczesnej (BWF, dzien 19 sAD), wczesnej (WF, dzien 57 sAD) oraz p6znej (PF, dzien 102
sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji
streptozotocyny (STZ) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ)
1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego
roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo
(LR). Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzetami HR i LR
w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 réznice istotne
statystycznie pomigdzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej,
podczas tej samej fazy choroby. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. R6znice istotne
statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.3.2.2.Procent czasu spedzony w kwadrancie krytycznym podczas odtwarzania
referencyjnej pamieci przestrzennej-proba z usunieta platforma (probe test, 4 dzien
MWM)

Procent czasu spedzony w kwadrancie krytycznym (rycina 9, tabela 10b) w trakcie
proby z usunigta platforma r6éznit si¢ pomigdzy osobnikami HR i LR. Podczas bardzo wczesne;j
(dzien 19 sAD) fazy sAD osobniki HR charakteryzowal wyzszy % czasu spedzony
w kwadrancie krytycznym niz szczury LR w grupie VEH IGF-1 (U=0; p<0,05).

% czasu spedzony w kwadrancie
krytycznym-PROBE TEST (4 MWM)
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Rycina 9.Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz charakterystyki
behawioralnej na procent czasu spedzonego w kwadrancie krytycznym w trakcie testu z usunigta
platforma w labiryncie wodnym Morrisa (MWM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF,
dzien 19 sAD), wczesnej (WF, dzien 57 sAD) oraz poéznej (PF, dzien 102 sAD) fazie rozwoju
sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ)
1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1
(IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego
(VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki
wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR). Objasnienia: #-p<0,05 r6znice istotne
statystycznie pomigdzy zwierzetami HR i LR w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej
fazy choroby; *-p<0,05 rdznice istotne statystycznie pomi¢dzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej
samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby. Dane przedstawiono jako $rednia
arytmetyczna+SD. Réznice istotne statystycznie wykazano za pomoca testu U-Manna-Whitney’a.

Osobniki HR podczas bardzo wczesnej 1 wezesnej (dzien 57 sAD) fazy sAD z grupy
VEH SAL odznaczat wyzszy % czasu spedzony w badanym kwadrancie niz osobniki STZ SAL
i STZ IGF-1 (bardzo wczesna faza w obu porownaniach U=0; p<0,05; wczesna faza w obu
poréwnaniach U=2; p<0,05).

Osobniki LR podczas bardzo wczesnej fazy choroby z grupy STZ IGF-1
charakteryzowal nizszy % czasu spgdzony w kwadrancie krytycznym w pordwnaniu ze
zwierzetami STZ SAL (U=1; p<0,05). W czasie wczesnej fazy sAD osobniki STZ IGF-1 LR
charakteryzowat nizszy badany % czasu niz zwierzeta VEH SAL LR (U=2; p<0,05).

3.2.3.2.3.Calkowity dystans przeplyniety podczas odtwarzania referencyjnej pamieci
przestrzennej-proba z usunie¢ta platforma (probe test, dzien 4 MWM)

Calkowity dystans pokonany (rycina 10, tabela 10c¢) podczas préby z usunietg
platforma (probe test) roznit si¢ pomiedzy osobnikami HR i LR. Podczas bardzo wczesnej
(dzien 19 sAD) fazy sAD w grupie VEH SAL to osobniki HR pokonaty dtuzszy dystans niz
zwierzeta LR (U=0; p<0,01). Podczas wczesnej (dzien 57 sAD) fazy sAD w grupie STZ IGF-1
to osobniki LR pokonaty dtuzszy dystans niz szczury HR (U=0; p<0,05). Podczas p6znej (dzien
102 sAD) fazy sAD osobniki LR pokonaty dluzszy catkowity dystans niz szczury HR
w grupach: STZ SAL (U=1; p<0,05) oraz VEH IGF-1 (U=0; p<0,05).
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Przeptyniety calkowity dystans-proba z usunietg
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Rycina 10.Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz charakterystyki
behawioralnej na przeptyniety catkowity dystans w trakcie testu z usunieta platforma w labiryncie
wodnym Morrisa (MWM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 19 sAD), wczesnej
(WF, dzien 57 sAD) oraz p6znej (PF, dzien 102 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby
Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL),
streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego
(VEBH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR)
oraz niskoaktywne ruchowo (LR). Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 réznice istotne statystycznie
pomigdzy zwierzetami HR i LR w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby;
*.p<0,05 réznice istotne statystycznie pomig¢dzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej
charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby. Dane przedstawiono jako $rednia
arytmetyczna+SD. Rdznice istotne statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

W czasie poznej fazy sAD osobniki VEH SAL HR pokonaty dtuzszy catkowity dystans
niz szczury STZ SAL HR (U=2; p<0,05). Natomiast osobniki STZ IGF-1 HR przeptynety
dtuzszy dystans niz szczury STZ SAL HR (U=1; p<0,05). Na bardzo wczesnym etapie sAD to
osobniki VEH SAL LR pokonaty krétszy dystans niz gryzonie STZ SAL LR (U=0; p<0,01).

Tabela 10.Wptyw etapu rozwoju choroby na (a) latencj¢ doptynigcia do miejsca, w ktérym powinna
znajdowac¢ si¢ platforma, (b) procent czasu spedzony w kwadrancie krytycznym oraz (c) przeptynigty
catkowity dystans w trakcie proby z usunigtg platformg (probe test) w labiryncie wodnym Morrisa
(MWM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dzien 19 sAD), wczesnej (WF, dzien 57
sAD) oraz poznej (PF, dzien 102 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera
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u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL),
streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH)
1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz

niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa Etap a.Latencja (s) b.% czasu (s) c.Dystans (cm)
Bazalne HR 5,48+2 46 52,69+10,27 2140,76+235,22
Bazalne LR BAZALNE 4,56+1,77 53,76+10,04 2083,12+377,71

STZ SAL HR 83,65+23,92@@ 26,04+7,60¢@ 2869,94+1082,29
STZ SAL LR 34,65+12,56@@ 40,13+10,05@ 2397,344331,19
STZ IGF-1 HR 27,15+7,55@@ 31,4045,24@@ 2950,23+758,60¢
STZ IGF-1 LR BWF 54,9+15,93@@ 23,78+7,85@@ 2086,44+579,30
VEH SAL HR sAD 4254226 44.,52+1,18 2710,01+£293,18@@
VEH SAL LR 20,64+4,99@@@ 37,47£16,03@ 1748,70+254,75
VEH IGF-1 HR 5,3+0,62 41,88+5,35@ 2298.54+215,30
VEH IGF-1 LR 5,05+0,91 26,13+13,98@@ 2588,09+231,26@
STZ SAL HR 93,7+17,01@@ 23,58+9,78@@ 2315,68+443.57
STZ SAL LR 54,45+17,09@@ 30,33+9@@ 2568,67+979,72
STZ IGF-1 HR 79,1£27,79@@% 29,26+5,40@@ 2454,29495,51@@
STZ IGF-1 LR WF 43.8+10,96@@ 29,04+5,95@@ 2758,444225,79@@%
VEH SAL HR sAD 4,16+1,49 40,83+8,72@ 2444 41+315,76@
VEH SAL LR 8,16+4,02@% 41,8+8,95@ 2124,85+605,16
VEH IGF-1 HR 3,65+1,84 46,67+3.29 2346,17+317,35
VEH IGF-1 LR 9,68+5,10@ 43 8+6,77@% 2061,44+746,99
STZ SAL HR 7,52+2,15%%& 40,6+11,16@"* 1971,59+616,10
STZ SAL LR 3,55+1,88%& 44 88+2 32% 2916,70+314,19@@%
STZ IGF-1 HR 3,6+0,63%& 39,75+6,28@& 2933,04+201,21@@&
STZ IGF-1 LR PF 3,440,59%& 45,24+9 33%& 2736,64+202,09@@
VEH SAL HR sAD 2,95+0,96© 39,92+4,51@ 2753,61+323,89@@
VEH SAL LR 2,6+0,43@"%%&& 47.13+10,67 2408,01+491,60%
VEH IGF-1 HR 4.35+1,48 40,13+2,71@@& 1978,89+399,99
VEH IGF-1 LR 3,35+ %& 43 88+7,93% 2792,01+209,8 1 @@&&

Objasnienia: @-p<0,05; @@-p<0,01; @@@-p<0,001 réznice istotne statystycznie w stosunku do
warunkow bazalnych; %-p<0,05; %%-p<0,01 rdznice istotne statystycznie pomiedzy bardzo wczesng
faza a weczesna/pozng fazg sAD; &-p<0,05; &&-p<0,01 réznice istotne statystycznie pomigdzy wczesng
faza a pozna faza sAD. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Rdznice istotne statystycznie
wykazano za pomoca testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.3.3.Nabywanie roboczej pamig¢ci przestrzennej (dni 5-8 MWM)

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazala rdéznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami szczuréw podczas nabywania roboczej pamigci przestrzennej (dfl1=103;
df2=428; p<0,01) w latencji (H=351,23) doptynigcia do platformy, % czasu (H=343,09)
spedzonym w kwadrancie krytycznym oraz pokonanym catkowitym dystansie (H=335,59).
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3.2.3.3.1 Latencja doplyni¢cia do platformy podczas nabywania roboczej pamiegci
przestrzennej (dni 5-8 MWM)

Latencja doptynigcia do platformy podczas nabywania roboczej pamigci przestrzennej
(tabela 11) réznita sic pomiedzy osobnikami HR i LR. Srednia latencja z proby 1 testu MWM
byta wyzsza u osobnikdw LR w poréwnaniu ze szczurami HR w grupach: VEH IGF-1 podczas
bardzo wczesnej (dni 20-23 sAD) fazy i STZ SAL podczas wczesnej (dni 58-61 sAD) fazy
sAD, z kolei ta sama $rednia u osobnikéw HR byta wyzsza w stosunku do szczuréw LR,
w grupach: STZ IGF-1 podczas wczesnej fazy i STZ IGF-1 oraz VEH IGF-1 podczas pdzne;j
(dni 103-106 sAD) fazy sAD (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05). Srednia latencja
z drugiej proby testu MWM byla wyzsza u osobnikéw HR w pordwnaniu ze zwierzgtami LR
w grupie VEH IGF-1 podczas poznej fazy choroby (U=0; p<0,05). Srednia latencja z trzeciej
proby testu MWM byta wyzsza u osobnikéw HR w poroéwnaniu ze zwierzgtami LR w grupach:
STZ IGF-1 podczas bardzo wczesnej fazy sAD i STZ SAL podczas p6znej fazy choroby, z kolei
$rednia ta byta wyzsza u osobnikéw LR w stosunku do gryzoni HR w grupach: VEH IGF-1
podczas wczesnej fazy sAD 1 STZ IGF-1 podczas poznej fazy sAD (we wszystkich
poréwnaniach U=0; p<0,05). Srednia latencja z proby 4 testu MWM byta wyzsza u gryzoni HR
w stosunku do LR w grupach: STZ SAL podczas bardzo wczesnej fazy, wczesnej fazy oraz
poznej fazy sAD, a z kolei w grupach: VEH SAL podczas wczesnej fazy 1 STZ IGF-1 podczas
poznej fazy choroby to osobniki LR w stosunku do HR mialy wyzZsza $rednig latencje
doptynigcia do platformy (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05).

Osobniki STZ SAL HR podczas bardzo wczesnego etapu sAD charakteryzowata
krétsza latencja doptyniecia do platformy niz grupe VEH SAL HR (U=0,05; p<0,05) w czasie
proby 4 testu MWM. Podczas wcezesnej fazy sAD osobniki STZ IGF-1 HR odznaczaty si¢
dtuzsza latencja niz gryzonie STZ SAL HR w czasie proby 1 (U=0; p<0,05). Z kolei $rednia ta
podczas 1 proby byta wyzsza u osobnikow VEH SAL HR w stosunku do grupy STZ SAL HR,
natomiast podczas proby 4 testu MWM stwierdzono, ze osobniki STZ SAL HR charakteryzuja
si¢ wyzszg $rednig niz grupa VEH SAL HR (w obu poréwnaniach U=0; p<0,05). Osobniki STZ
IGF-1 HR charakteryzowaty si¢ dtuzsza latencja niz szczury VEH SAL HR podczas proby 3
testu MWM (U=0; p<0,05) w czasie wczesnego etapu sAD. Podczas pdznej fazy choroby
zwierzeta STZ IGF-1 HR charakteryzowaly si¢ dluzsza latencja niz z szczury STZ SAL HR
podczas proby 1, natomiast podczas prob 3 14 testu MWM zaobserwowano, ze to szczury STZ
SAL HR odznaczaty si¢ dtuzszg latencja niz grupa STZ IGF-1 HR (we wszystkich przypadkach
U=0; p<0,05). Co wigcej szczury STZ SAL HR odznaczaty si¢ dtuzsza latencja doptyniecia do
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platformy niz gryzonie VEH SAL HR podczas préb 2-4 testu MWM (we wszystkich
poréwnaniach U=0; p<0,05). Osobniki STZ IGF-1 HR odznaczajg si¢ dtuzsza latencjg niz
gryzonie VEH SAL HR podczas prob 1-2 testu MWM w czasie pdznego etapu sAD (U=0;
p<0,05).

Podczas bardzo wczesnej fazy sAD osobniki LR z grupy STZ SAL odznaczaly si¢
dluzsza latencja niz gryzonie STZ IGF-1 podczas 1 i 3 proby oraz zwierzeta VEH SAL podczas
proby 1 testu MWM (we wszystkich pordwnaniach U=0; p<0,05). Podczas wczesnej fazy sAD
osobniki STZ IGF-1 LR odznaczata dluzsza latencja niz szczury STZ SAL LR podczas 3 proby
testu MWM (U=0; p<0,05). Osobniki VEH SAL LR odznaczata dluzsza latencja niz szczury
STZ SAL LR podczas 4 proby (U=0; p<0,05) w czasie wczesnego etapu rozwoju sAD. Z kolei
grupa VEH SAL LR charakteryzowata si¢ dtuzszg latencja niz szczury STZ IGF-1 LR podczas
proby 114, natomiast podczas proby 3 testu MWM zaobserwowano, ze to zwierzgta STZ IGF-1
LR charakteryzowaly si¢ dluzszg latencja niz grupa VEH SAL LR (we wszystkich
porownaniach U=0; p<0,05) w czasie tego etapu rozwoju sAD. Podczas poznej fazy sAD
osobniki STZ IGF-1 LR odznaczaty si¢ dluzsza latencja niz grupa STZ SAL LR podczas 114
proby, natomiast podczas 2 proby testu MWM stwierdzono, ze to szczury STZ SAL LR
charakteryzuja si¢ dluzsza latencja niz grupa STZ IGF-1 LR (we wszystkich poréwnaniach
U=0; p<0,05). Ponadto gryzonie STZ SAL LR odznaczajg si¢ dluzszg latencja niz szczury VEH
SAL LR podczas proby 2 i 4 testu MWM na tym etapie choroby (w obu poréwnaniach U=0;
p<0,05). Co wigcej osobniki STZ IGF-1 LR charakteryzowaly si¢ dtuzsza latencja niz szczury
VEH SAL LR podczas prob 1-4 testu MWM w czasie pdéznego etapu rozwoju sAD (we
wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05).
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Tabela 11.Wptyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), charakterystyki behawioralnej oraz etapu rozwoju choroby na latencj¢ doptynigcia do
platformy podczas nabywania roboczej pamigci przestrzennej w trakcie prob 1-4 labiryntu wodnego Morrisa (MWM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej
(BWF, dni 20-23 sAD), wczesnej (WF, dni 58-61 sAD) oraz p6znej (PF, dni 103-106 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat
poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu
cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych
behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa Etap Préba 1 (s) Préba 2 (s) Proba 3 (s) Préba 4 (s)
Bazalne HR 47,62+17,97 17,87+8,72"" 9,11+4,54"” 6,14+2,78"7”
BAZALNE o s o
Bazalne LR 49,68+13,51 12,63+6,30" 7,83+3,90"" 5,73+1,78M
STZ SAL HR 33,95+8,38 37,06£15,01@ 30,88+9,26@@ 35,53+17,15@@s
STZ SAL LR 48,22+5,83% 31,68+9,43@@ 18,98+2,03@@"” 14,12+2,03#@@X
STZ IGF-1 HR 22,40+10,56@ 31,52+13,70" 25,97+8,31@@" 27,3249,17@@"
STZ IGF-1 LR BWF 19,27+6,62@@*" 19,87+9,30" 14,93+0,81%@*" 23,40+11,34@@"
VEH SAL HR sAD 17,07+9,90@¢@ 23,1249,13 13,95+5,08 11,68+6,28
VEH SAL LR 21,68+7,33@@ 25,50+12,62@ 13,12+6,37 11,27+5,22
VEH IGF-1 HR 22,93+£11,15@ 7,84+3,94@8 6,78+2,98 5,30+1,92
VEH IGF-1 LR 84,55+35,18" 7,13+2,00° 6,82+1,73 6,0340,85
STZ SAL HR 18,80+1,31@@@$% 21,60+10,21 19,93+7,30@ 29,80+3,10@@s!
STZ SAL LR 44,81+20,70* 12,09+3,62% 16,00+7,81@ 18,84+0,36*@@8%!?
STZ IGF-1 HR 48,29+17,23"% 33,21£16,16@" 26,81+7,71@@$ 36,64+17,39@@"
STZ IGF-1 LR WF 31,07+1,50%@% 20,60+9,30" 55,13+24,20@@"$% 19,80+3,50@@s
VEH SAL HR SAD 37,5249,08"% 14,12+4,10' 12,52+2,31" 16,58+3,00@@X
VEH SAL LR 48,53+10,04% 28,00+13,18 18,00+5,4@@! 31,53+5,85%@@%!
VEH IGF-1 HR 12,80+6,21@@$ 10,23+4,93 3,97+0,15@8” 4,55+2,15%
VEH IGF-1 LR 20,43+9,68@@% 6,52+0,08% 20,67+9,61#@@%? 11,2245,28%
STZ SAL HR 50,90+12,02 45,90+25,75@8 48,08+20,33@@s& 63,22+12,08@@s&
STZ SAL LR 25,78+9,30@@% 34,80+8,02@@s& 14,68+7,00" 13,78+6,3375%?
STZ IGF-1 HR Si% 84,20+6,70@@""$%& 18,20+3,10"% 10,47+2,54"%&! 12,98+5,69"
STZ IGF-1 LR 48,67+6,31#"8%& 16,60+5,63™"% 20,07+2,90%@@"$%&! 19,20+0,35%@@*$!
VEH SAL HR 17,27+5,52@@& 6,90+2,20@%&! 7,78+1,59%%' 430+2,21%
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VEH SAL LR 27,48+9,259% 5,45+2,58 9% 4,85+2,38% 4,02+1,59%
VEH IGF-1 HR 48,007,408 47,67+4,31 @3@% 15,67+9,50%" 16,13::4,80@@s"%!
VEH IGF-1 LR 29,30::8,654@% 26,975,254 @@ 6,55+2,70%" 21,20:1,11@@s%&

Objasnienia: #-p<0,05 roznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzetami HR i LR, w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy chorobys;
$-p<0,05 rdznice istotne statystycznie w porownaniu z grupa VEH SAL o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05;
roznice istotne statystycznie pomigdzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 roznice
istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ IGF-1 i VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; @-p<0,05;
@@-p<0,01; @@@-p<0,001 réznice istotne statystycznie w stosunku do warunkoéw bazalnych; %-p<0,05 rdznice istotne statystycznie pomi¢dzy bardzo wczesna
fazg a wczesng/pdzng faza sAD; &- p<0,05 réznice istotne statystycznie pomigedzy wczesng faza a pozna faza sAD; !-p<0,05; !!!-p<0,001 réznice istotne
statystycznie do proby 1; ?-p<0,05; ??-p<0,01; ???-p<0,001 roznice istotne statystycznie do proby 2; (-p<0,05 réznice istotne statystycznie do proby 3. Dane
przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Roznice istotne statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.
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3.2.3.3.2.Procent czasu spedzony w kwadrancie krytycznym podczas nabywania roboczej
pamieci przestrzennej

Jak pokazano w tabeli 12 % czasu spedzony w kwadrancie krytycznym podczas
nabywania roboczej pamigci przestrzennej rdéznit si¢ pomiedzy osobnikami HR i LR.
W warunkach bazalnych podczas proby 2 testu MWM to zwierzeta LR spedzity wiekszy %
czasu w badanym kwadrancie w pordwnaniu ze zwierzgtami HR (U=47, p<0,01). Podczas
bardzo wczesnej (dni 20-23 sAD) fazy choroby to osobniki LR w poroéwnaniu ze szczurami HR
spedzity wigcej czasu w badanym kwadrancie w grupach: STZ SAL podczas proby 11 3 oraz
VEH IGF-1 podczas proby 1 testu MWM (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05). Podczas
wczesnej (dni 58-61 sAD) fazy sAD w grupie STZ SAL w 1 prébie w kwadrancie krytycznym
dluzej przebywaly zwierzgta LR, a podczas drugiej proby testu MWM zwierzeta HR
charakteryzowatl wyzszy % czasu spedzony w tej czgsci basenu (w obu pordwnaniach U=0;
p<0,05). Z kolei na tym etapie choroby w grupie VEH SAL to osobniki HR dtuzej ptywaty
w badanym kwadrancie niz szczury LR podczas 2 i 4 proby testu MWM (w obu poréwnaniach
U=0; p<0,05). Podczas pdznej (dni 103-106 sAD) fazy choroby w kwadrancie krytycznym
wiekszy % czasu spedzily: (1) osobniki LR podczas 4 proby w grupie STZ SAL niz gryzonie
HR; (2) osobniki HR z grupy STZ IGF-1 podczas préb 3-4 w odniesieniu do zwierzat LR; (3)
osobniki LR z grupy VEH SAL podczas 2 proby niz zwierzeta HR; (4) osobniki LR podczas 1
1 2 proby testu MWM w grupie VEH IGF-1 wzgledem szczurow HR (we wszystkich
poréwnaniach U=0; p<0,05).

Osobniki HR podczas bardzo wczesnej fazy sAD z grupy STZ IGF-1 spedzity wyzszy
% czasu w badanym kwadrancie niz szczury STZ SAL podczas 1 1 3 proby, co wigcej grupa
VEH SAL réwniez odznaczata si¢ wyzszym % czasu w stosunku do zwierzat STZ SAL podczas
1 proby testu MWM (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05). Podczas wczesnego etapu
sAD zwierzgta HR z grupy VEH SAL spedzily wigkszy odsetek czasu w kwadrancie
krytycznym niz gryzonie STZ SAL podczas 3 proby oraz osobniki STZ IGF-1 podczas 4 proby
testu MWM (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Podczas pdznej fazy sAD osobniki
STZ SAL HR spedzily wiecej czasu w badanym kwadrancie niz gryzonie STZ IGF-1 HR
podczas 1 proby, a osobniki STZ IGF-1 HR natomiast wigkszy % czasu niz grupa STZ SAL
HR podczas proby 4, co wigcej grupa VEH SAL HR spedzita wigcej czasu w badanym
kwadrancie basenu w porownaniu do grup STZ SAL HR podczas prob 2-4, a takze grupy STZ
IGF-1 podczas 1 proby testu MWM (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05).
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Osobniki LR podczas wczesnej fazy sAD z grupy STZ IGF-1 spedzily w kwadrancie
krytycznym wigcej czasu niz osobniki STZ SAL oraz VEH SAL podczas 1 préby, a z kolei
grupa STZ SAL spedzita wigcej czasu w tym miejscu basenu niz zwierzeta VEH SAL podczas
2 proby testu MWM (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Podczas wczesnej fazy sAD
to osobniki STZ SAL LR w stosunku do grupy STZ IGF-1 LR spedzity wigcej czasu
w kwadrancie krytycznym podczas prob 2-3 niz zwierzgta VEH SAL LR podczas prob 1-2 testu
MWM (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Podczas p6znej fazy sAD to osobniki STZ
SAL LR charakteryzowaty si¢ wyzszym % czasu spedzonym w badanym kwadrancie niz grupe
STZ IGF-1 LR podczas prob 1, 3 i 4, a z kolei grupa VEH SAL LR charakteryzowala si¢
wickszym odsetkiem czasu spedzonym w tej cze$ci basenu w porownaniu z osobnikami STZ
SAL LR podczas préb 2-3, a takze w porownaniu do osobnikéw STZ IGF-1 LR podczas prob
1-4 testu MWM (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05).
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Tabela 12.Wptyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), charakterystyki behawioralnej oraz etapu rozwoju choroby na procent czasu
spedzonego w kwadrancie krytycznym podczas badania nabywania roboczej pamigci przestrzennej w trakcie prob 1-4 labiryntu wodnego Morrisa (MWM)
w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej (BWF, dni 20-23 sAD), wczesnej (WF, dni 58-61 sAD) oraz pdznej (PF, dni 103-106 sAD) fazie rozwoju
sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH)
1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa Etap Proba 1 (s) Proba 2 (s) Préba 3 (s) Préba 4 (s)
Bazalne HR BAZALNE 34,51+11,49 57,3449 24" 71,88+10,14"7” 78,13+8,37"177%
Bazalne LR 31,77+8,22" 69,76+10,48%!" 74,56+10,31" 80,29+8,88!"”

STZ SAL HR 26,62+1,74% 30,14+5,.47@@ 30,77+7,06@@ 42,05+18,05@@
STZ SAL LR 36,23+3,25% 43,08+5,80@@S 52,20+3,327@@" 53,1542 47@@"
STZ IGF-1 HR 39,89+5.31" 41,83+4,36@@" 44,56+0,86@@™" 45,3242 05@@"
STZ IGF-1 LR BWF 48,14+8,56@™" 37,88+14,18@@ 47,51+14,81@@" 36,07+17,85@@"
VEH SAL HR sAD 44,75+8,61 36,02+11,96@@ 41,14+12,28@@ 53,82+14,59@@
VEH SAL LR 34.12+2.93 28,28+13,85@@ 50,70+£16,21@ 56,88+16,98@@
VEH IGF-1 HR 8,76+2,50@ 66,74+11,77% 66,72+13,09% 71,02+11,87"
VEH IGF-1 LR 19,94+9 45% 58,11+12,33% 79,32+8,77% 78.81+3,98%
STZ SAL HR 25,75+1,82 57,00+5,79%! 32,63+10,93@@$’ 36,74+17,89@@
STZ SAL LR 37,05+£11,39" 48,7142, 06"@@S 48,28+7,28@@ 42.18+8,14@@
STZ IGF-1 HR 27,15+5,54"% 52,9349 43! 42.01+16,92@@" 40,94+8,13@@$!
STZ IGF-1 LR WF 26,83+6,06% 31,18+12,28@@*" 28,80+1,10@@™% 33,8849,17@@
VEH SAL HR sAD 23,69+0,83% 43 85+7,20@ 51,96+1,93@@! 52,21+1,78@@!
VEH SAL LR 23.86+1,52% 30,98+4,59#@@! 42.90+15,58@@! 27,73+11,40%@@%
VEH IGF-1 HR 59,19+22 87@S 57,08+13,93 72,70+3,03%° 65,86+13,97
VEH IGF-1 LR 39,32+9,80°% 58,74+6,08%" 47,98+23.04 54,14+20,27@%
STZ SAL HR 37,98+10,90% 35,21+0,93@@s& 36,09+16,24@@S 26,72+3,39@@8?
STZ SAL LR 42.92+10,96 35,82+13,61@@8 52,78+4,27@@s? 65,26+0,397@%&!
STZ IGF-1 HR 20,92+1,57@$% 41,66+11,41" 56,45+6,20@% 56,85+10,56@@"
STZ IGF-1 LR PF 18,18+3,27@@*"$% 38,38+15,17@@s! 35,17+7,607@@""S! 34,89+3,18*@@"s!
VEH SAL HR sAD 39,4842 69% 58,02+12,05" 60,98+10,92"%&! 68,16+11,41%
VEH SAL LR 48,18+10,98@& 73,77+0,70%%& 73,89+8,52"%&! 72,05+11,82%!
VEH IGF-1 HR 21,06+0,31@8%& 21,4443 ,66@@5%& 40,33+16,65@@&"? 35,65+1,90@@s%&!
VEH IGF-1 LR 34,80+0,87%% 46,04+16,177@5 58,76+14,65' 35,1442, 60@@8%(

Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 rdéznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzgtami HR 1 LR, w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy
choroby; $-p<0,05 rdznice istotne statystycznie w porownaniu z grupg VEH SAL o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; *-
p<0,05; roznice istotne statystycznie pomigdzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; -
p<0,05 roznice istotne statystycznie pomigdzy grupami STZ IGF-1 i VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; @-
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p<0,05; @@-p<0,01 roznice istotne statystycznie w stosunku do warunkéw bazalnych; %-p<0,05 roznice istotne statystycznie pomiedzy bardzo wczesng faza
a wczesna/pozng fazg sAD; &-p<0,05 roznice istotne statystycznie pomiedzy wczesna faza a pdzng faza sAD; !-p<0,05; !!1-p<0,001 roznice istotne statystycznie
do proby 1; ?7-p<0,05; ??-p<0,01; ??7?-p<0,001 roznice istotne statystycznie do proby 2; (-p<0,05 rdznice istotne statystycznie do proby 3. Dane przedstawiono jako
$rednia arytmetyczna+SD. Rdznice istotne statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.
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3.2.3.3.3.Calkowity dystans przeplyniety podczas nabywania roboczej pamigci
przestrzennej

Calkowity dystans (tabela 13) pokonany przez szczury podczas nabywania roboczej
pamigci przestrzennej roznit si¢ pomiedzy osobnikami HR i LR. W warunkach bazalnych to
osobniki HR pokonatly dhuzszy dystans niz szczury LR podczas 2 proby testu MWM (U=65;
p<0,05). Podczas bardzo wczesnej (dni 20-23 sAD) fazy sAD to osobniki HR pokonaly dtuzszy
dystans niz osobniki LR w grupach szczuréw: STZ SAL podczas proby 4, STZ IGF-1 podczas
proby 11 VEH IGF-1 podczas proby 3 (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Podczas
wcezesnego (dni 58-61 sAD) etapu sAD w grupach: STZ SAL podczas 3 proby i STZ IGF-1
podczas 1 proby to osobniki HR pokonaty dluzszy catkowity dystans niz szczury LR, natomiast
w grupach: VEH SAL podczas 4 proby testu MWM 1 VEH IGF-1 podczas 3 proby testu MWM
to osobniki LR przeptynely dluzsza odleglos¢ (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05) niz
osobniki LR. Podczas pdznego (dni 103-106 sAD) etapu choroby szczury HR przeptynely
dtuzszy catkowity dystans niz osobniki LR w grupach: STZ SAL podczas prob 3-4 testu MWM
1 VEH IGF-1 podczas 1 i1 2 proby testu MWM, natomiast gryzonie LR dtuzszy catkowity
dystans pokonaty w grupach: STZ IGF-1 podczas 1 proby i VEH IGF-1 podczas 4 proby testu
MWM niz zwierzgta HR (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05).

Osobniki HR podczas bardzo wczesnej fazy choroby z grupy STZ IGF-1 w stosunku do
szczurow VEH IGF-1 pokonaty dtuzszy calkowity dystans podczas prob 2-4 testu MWM (we
wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Podczas wczesnej fazy sAD grupa STZ SAL HR
pokonata dhuzszy calkowity dystans niz osobniki VEH SAL HR podczas 3 1 4 proby testu
MWM, natomiast podczas 1 proby testu MWM stwierdzono, ze to grupa VEH SAL HR
przeptyneta dhuzszy calkowity dystans niz gryzonie STZ SAL HR (we wszystkich
poréwnaniach U=0; p<0,05). Grupa STZ IGF-1 HR pokonata dluzszy catkowity dystans niz
grupy: STZ SAL HR podczas 1 proby i VEH SAL HR podczas 4 proby testu MWM (we
wszystkich porownaniach U=0; p<0,05) w czasie wczesnego etapu sAD. Podczas poznego
etapu sAD grupa STZ IGF-1 HR pokonata dtuzszy dystans niz szczury: STZ SAL HR oraz
osobniki VEH SAL HR podczas prob 1-2 testu MWM (we wszystkich porownaniach U=0;
p<0,05). Na tym etapie choroby grupa STZ SAL HR przeplyneta duzsza odlegtos¢ niz osobniki
STZ IGF-1 HR 1 VEH SAL HR podczas prob 2-4 testu MWM (we wszystkich poréwnaniach
U=0; p<0,05).

Podczas wczesnej fazy choroby grupa STZ SAL LR pokonata dluzszy catkowity
dystans niz gryzonie STZ IGF-1 LR podczas préb 1 i1 3, natomiast podczas proby 4 testu MWM

189



stwierdzono, ze to zwierz¢ta STZ IGF-1 LR pokonaly dluzszy dystans niz gryzonie STZ SAL
LR (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Na tym etapie sAD, grupa VEH SAL LR
pokonata krotszy catkowity dystans niz: szczury STZ SAL LR podczas prob 1-2 1 osobniki STZ
IGF-1 LR podczas 4 proby testu MWM (we wszystkich porownaniach U=0; p<0,05). Podczas
wczesnego etapu SAD osobniki STZ SAL LR pokonaty krotszy dystans niz szczury STZ IGF-1
LR podczas 3 proby testu MWM (U=0; p<0,05). Natomiast grupa STZ IGF-1 LR przeptyne¢ta
dtuzsza odlegtos¢ niz osobniki VEH SAL LR podczas 3 proby testu MWM (U=0; p<0,05).
W czasie pdznego etapu sAD osobniki STZ SAL LR przeptynety dluzszy catkowity odcinek
niz: osobniki STZ IGF-1 LR podczas 2 proby testu MWM i grupa VEH SAL LR podczas prob
2-4 testu MWM (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,05). Z kolei grupa STZ IGF-1 LR
przeptyneta dtuzszy catkowity dystans niz osobniki VEH SAL LR podczas prob 2-4 testu
MWM (we wszystkich probach U=0; p<0,05).
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Tabela 13.Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), charakterystyki behawioralnej oraz etapu rozwoju choroby na pokonany catkowity
dystans podczas nabywania roboczej pamigci przestrzennej w trakcie prob 1-4 labiryntu wodnego Morrisa (MWM) w warunkach bazalnych, w bardzo wczesnej
(BWF, dni 20-23 sAD), wczesnej (WF, dni 58-61 sAD) oraz p6znej (PF, dni 103-106 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat
poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu
cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych

behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa Etap Proéba 1 (cm) Proéba 2 (cm) Préba 3 (cm) Préba 4 (cm)
Bazalne HR BAZALNE 927,90+353,81 403,04+186,42" 215,56+107,70"7 140,28+42,93"77%
BAzalne LR 860,02+228,57 263,20+131,07"* 190,14+92,31" 128,66+52,65"177(

STZ SAL HR 744 39+246,04 618,73+293,98 543,20+239,09@@ 583,78+213,35@@
STZ SAL LR 1070,17+69,55% 540,72+122,64@% 354.81+8,42@" 280,36+32,56"@@!
STZ IGF-1 HR 601,19+262,94 716,10+296 44" 625,67+311,00¢" 686,43+342,97@@"
STZ IGF-1 LR BWF 311,15+120,06*@@*" 365,41+178,88" 216,66+74,64"" 670,73+279,73@@"S(
VEH SAL HR sAD 544,02+260,12 357,02+168,96 335,17+156,01 302,14+145,90@
VEH SAL LR 533,34+186,61 225,45+62,39' 310,72+131,83 203,78+54,34'
VEH IGF-1 HR 415,42+122,35@@ 211,09+75,43 206,60+80,69% 174,92+47 038"
VEH IGF-1 LR 513,37+7,32@ 173,09+68,99' 124,81+0,18" 141,44+0,883!
STZ SAL HR 323,39+4,93@@5% 276,36+6,17"% 540,65+245,04@%? 558,97+212,23@@8?
STZ SAL LR 504,10+214,43@% 276,73+59,25%! 227,43+46,33#%? 460,99+70,88@@%(
STZ IGF-1 HR 955,03+199,78"" 405,81+180,44! 487,68+237,30@" 567,78+257,23@@"s!
STZ IGF-1 LR WF 440,70+201,36"@ 309,69+115,71" 528,45+42 7] @@*$% 287,33+92,77@@%(
VEH SAL HR sAD 600,22+160,71 248,04+69,24! 238,59+2,15! 163,13+34,08'
VEH SAL LR 890,10+399,36 345,35+58,72! 293,72+125,46@ 453 78+177, 22%@@%
VEH IGF-1 HR 393,82+159,65@@ 197,08+98,17 133,63+5,75% 149,90+54,15
VEH IGF-1 LR 427.34+185,13@ 143,78+24 83" 351,28+120,56*@"%? 251,39+124,58
STZ SAL HR 706,48+310,44% 727,504221,91 @& 816,66+111,96@@S 1230,47+559,28@@s
STZ SAL LR 703,42+296,94"% 804,52+179,10@@s&? 384,99+182,20%" 349,86+155,85*@@$
STZ IGF-1 HR 1577,37+53,91 @@ $%& 376,78+2,89"*" 337,87+256,50" 240,35+122,07*"
STZ IGF-1 LR PF 716,48+66,97"%% 397,32436,72"% 381,96+67,97@"$%&! 372,37+60,56@@"$"%!
VEH SAL HR sAD 452.29+121,03@ 197,21+73,50@" 183,68+48,53" 104,82+23,13%!
VEH SAL LR 695,97+127,43 127,55+35,82@4! 114,47+52,06@%&! 108,48+39,46%!
VEH IGF-1 HR 949,56+125,29%%& 829,90+90,95@@5%& 307,42+181,77" 330,89+120,80@@s"”
VEH IGF-1 LR 654,78+161,81* 494 10+39,32#@5%&? 170,37+51,34% 458,6349,137@@8%&\

Objasnienia: #-p<0,05 roznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzetami HR i LR, w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby; $-
p<0,05 roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z grupa VEH SAL o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 rdznice
istotne statystycznie pomigdzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; "-p<0,05 roéznice
istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ IGF-1 i VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; @-p<0,05; @@-
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p<0,01 roznice istotne statystycznie w stosunku do warunkow bazalnych; %-p<0,05 roznice istotne statystycznie pomi¢dzy bardzo wczesng fazg a wezesna/pozng
faza sAD; &- p<0,05 roznice istotne statystycznie pomigdzy wczesng fazg a p6zna faza sAD; !-p<0,05; !!!1-p<0,001 rdznice istotne statystycznie do proby 1; ?-
p<0,05; ??7-p<0,01; ???-p<0,001 roznice istotne statystycznie do proby 2; (-p<0,05; ((-p<0,01 rdznice istotne statystycznie do proby 3. Dane przedstawiono jako
$rednia arytmetyczna+SD. Rdznice istotne statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.
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3.2.4.Poziom osrodkowego zapalenia-liczba aktywowanych komérek mikrogleju (CD68*)
w roznych strukturach mozgu

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazala rdéznice istotne statystycznie
w liczbie aktywowanych komoérek mikrogleju pomiedzy grupami szczurow w nastepujacych
strukturach: czg$¢ CA1 hipokampa (H=47,02; p<0,001; df1=7; df2=52), cze§¢ CA2 hipokampa
(H=45,07; p<0,001; df1=7; df2=49), czes¢ CA3 hipokampa (H=49,13; p<0,001; dfl=7;
df2=53), zakret zebaty (DG) hipokampa (H=43,25; p<0,001; dfl=7; df2=49), ciato
modzelowate (CC) (H=33,06; p<0,001; df1=7; df2=49), cz¢s¢ brzezna jadra podilezacego
(NAcS) (H=44,03; p<0,001; df1=7; df2=46), rdzen jadra potlezacego (NAcC) (H=41; p<0,001;
df1=7; df2=44), jadro grzbietowo-przysrodkowe podwzgoérza (DMH) (H=44,61; p<0,001;
df1=7; df2=47). Nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie w liczbie komérek CD68"
pomiedzy grupami szczurOw w korze przedczotowej (PFC) (H=0; p=1; df1=7; df2=40).

3.2.4.1.Liczba aktywowanych komorek mikrogleju (CD68%) w hipokampie

Jak pokazano na rycinie 11a analiza za pomocg testu U-Manna-Whitney’a wykazala,
ze w czesci CA1 hipokampa osobniki STZ SAL LR charakteryzuja si¢ wyzsza liczbg komorek
CD68" w porownaniu ze zwierzetami STZ SAL HR (U=3; p<0,05). Ponadto zwierzeta z grupy
STZ SAL HR i STZ SAL LR majg wyzszg liczbe komorek CD68" niz szczury (odpowiednio)
VEH SAL HR (U=0; p<0,01) i VEH SAL LR (U=0; p<0,001). Podobnie gryzonie z grup: STZ
IGF-1 HR 1 STZ IGF-1 LR maja réwniez wyzsza liczbg aktywowanych komoérek mikrogleju
w CAl1 niz grupy kontrolne VEH SAL HR/LR (HR:U=0; p<0,01; LR:U=0; p<0,001) 1 VEH
IGF-1 HR/LR (w obu poréwnaniach U=0; p<0,01).

Analiza za pomocg testu U-Manna-Whitney’a wykazata, ze w czg¢$ci CA2 hipokampa
w grupie zwierzat STZ IGF-1 to szczury LR w poréwnaniu z osobnikami HR mialy wyzsza
liczbe komorek CD68" (U=0; p<0,01). W grupie STZ SAL HR liczba komoérek CD68" byta
wyzsza w stosunku do grup: STZ IGF-1 HR oraz VEH SAL HR (w obu poréwnaniach U=0;
p<0,01). Co wiecej zwierzeta STZ SAL LR odznaczaly si¢ rowniez wyzsza liczba
analizowanych komorek niz grupa VEH SAL LR (U=0; p<0,001). Podobnie zwierzeta STZ
IGF-1 LR wykazaly wyzsza liczbe aktywowanych komoérek mikrogleju niz szczury: VEH
IGF-1 LR oraz VEH SAL LR (w obu poréwnaniach U=0; p<0,01).

W czgsci CA3 hipokampa analiza statystyczna wykazata, ze u szczuréw STZ IGF-1
osobniki LR w stosunku do zwierzat HR posiadaty wyzszg liczbe komorek CD68" (U=2;
p<0,05). Osobniki HR jak 1 LR z grupy STZ SAL posiadajg wyzsza liczbe omawianych
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komorek niz zwierzeta: STZ IGF-1 HR/LR (HR: U=0; p<0,01; LR: U=4; p<0,05) i VEH SAL
HR/LR (w obu poréwnaniach U=0; p<0,001). Zwierzgta HR i LR z grupy STZ IGF-1
odznaczaja si¢ wyzszg liczbe komorek CD68" niz szczury: VEH IGF-1 HR/LR (HR: U=2,5;
p<0,05; LR: U=0; p<0,01) i VEH SAL HR/LR (HR U=5; p<0,01; LR: U=0; p<0,001).

W zakrgcie zgbatym hipokampa (DG) zwierzgta LR (rycina 12) w stosunku do
osobnikéw HR odznaczaly si¢ wyzszg liczbg komorek CD68" w grupach: STZ SAL (U=7,5;
p<0,05) 1 STZ IGF-1 (U=0; p<0,01). Grupa STZ SAL HR odznaczata si¢ wyzsza liczbg
aktywowanych komoérek mikrogleju niz szczury: STZ IGF-1 HR (U=2,5; p<0,01) i VEH SAL
HR (U=3; p<0,01). Z kolei grupa STZ SAL LR odznaczata si¢ wyzszg liczbg komorek CD68"
niz grupa VEH SAL LR (U=0; p<0,001). Co wiecej zwierzeta STZ IGF-1 LR posiadaty wyzsza
liczbe komorek CD68" niz szczury z grup kontrolnych: VEH IGF-1 LR i VEH SAL LR (w obu
poréwnaniach U=0; p<0,01).

Liczba komérek CD68" pomigdzy grupami zwierzat VEH SAL HR vs. VEH IGF-1 HR
oraz VEH SAL LR vs. VEH IGF-1 LR w obszarach CA1, CA2, CA3 oraz DG hipokampa nie

roznita si¢ istotnie statystycznie.
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Rycina 11.Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz
charakterystyki behawioralnej na liczbe aktywowanych komorek mikrogleju
w (a) hipokampie 1 (b) jadrze potlezacym w poznej (PF, dzien 107 sAD) fazie rozwoju
sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny
(STZ) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL) oraz streptozotocyny (STZ)
1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na
osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR). Objasnienia:
#-p<0,05; ##-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzetami HR 1 LR
w obrebie jednej grupy doswiadczalnej; *-p<0,05; **-p<0,01 roéznice istotne
statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL i1 STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce
behawioralnej. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Roéznice istotne
statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.
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Aktywowane komorki mikrogleju (CD68*) w DG

STZ SAL HR

STZ IGF-1 HR STZ IGF-1 LR

Rycina 12.Przyktadowe fotografie aktywowanych komorek mikrogleju w zakrecie zgbatym
hipokampa (DG) w poznej (PF, dzien 107 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby
Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) 1 fizjologicznego roztworu
soli (SAL) (a,b) oraz streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
(c,d) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz
niskoaktywne ruchowo (LR).

3.2.4.2.Liczba aktywowanych komorek mikrogleju (CD68") w jadrze pollezacym (NAc)

Analiza za pomocg testu U-Manna-Whitney’a (rycina 11b), wykazata, ze w czesci
brzeznej jadra potlezacego (NAcS) grupy STZ SAL HR/LR posiadaty wiecej komorek CD68*
niz szczury z grup: STZ IGF-1 HR/LR oraz VEH SAL HR/LR (we wszystkich poro6wnaniach
U=0; p<0,01).

W czg$ci rdzennej jadra potlezacego (NAcC) u szczurow VEH IGF-1 zwierzeta HR
odznaczaly si¢ wyzsza liczba aktywowanych komorek mikrogleju niz gryzonie LR (U=0;
p<0,01). Ponadto zwierzeta z grupy STZ SAL HR posiadaly wiecej komorek CD68" niz
szczury z grup: STZ IGF-1 HR 1 VEH SAL HR, a szczury VEH IGF-1 HR charakteryzowaty
si¢ wyzszg liczbg omawianych komorek niz zwierzgta: VEH SAL HR 1 STZ IGF-1 HR (we
wszystkich porownaniach U=0; p<0,01). Co wigcej szczury STZ SAL LR charakteryzowaty
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sie wyzszg liczbg komorek CD68" niz gryzonie: STZ IGF-1 LR i VEH SAL LR (w obu
poréwnaniach U=0; p<0,01).

3.2.4.3.Liczba aktywowanych komorek mikrogleju (CD68") w korze przedczolowej (PFC)

Liczba aktywowanych komorek mikrogleju w korze przedczotowej nie roéznita sig

istotnie statystycznie pomi¢dzy badanymi grupami.

3.2.4.4.Liczba aktywowanych komorek mikrogleju (CD68") w ciele modzelowatym (CC)

W obszarze CC (tabela 14a) u zwierzat LR w pordwnaniu do szczuréw HR stwierdzono
wyzsza liczbe aktywowanych komoérek mikrogleju w grupach: STZ IGF-1 (U=0,5; p<0,01)
i VEH SAL (U=8; p<0,05). Grupa STZ SAL HR odznaczala si¢ wyzszg liczbe komorek CD68™
niz szczury z grup: STZ IGF-1 HR (U=2; p<0,01) oraz VEH SAL HR (U=0; p<0,01). Szczury
STZ SAL LR (U=1; p<0,01) i STZ IGF-1 LR (U=4,5; p<0,05) posiadaly wigcej komorek
CD68" niz zwierzeta VEH SAL LR. Ponadto grupa STZ IGF-1 LR posiadata wyzszg liczbe
omawianych komorek niz szczury VEH IGF-1 (U=1; p<0,01).

Tabela 14.Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz
charakterystyki behawioralnej na liczbe¢ aktywowanych komorek mikrogleju (a) w ciele
modzelowatym (CC) 1 (b) w jadrze przysrodkowo-grzbietowym podwzgorza (DMH) w pdzne;j
(PF, dzien 107 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat
poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL),
streptozotocyny (STZ) 1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu
cytrynianowego (VEH) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH)
1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki
wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa/Struktura a.CC (liczba/mm?) b.DMH (liczba/mm?)
STZ SAL HR 500+163,30%% 175+70,71%%
STZ SAL LR 533+69,92%% 0+0*

STZ IGF-1 HR 200+98,88™ 0+0
STZ IGF-1 LR 500+129,96"" 146,67+50,55%#35"
VEH SAL HR 109,53+46 0+0
VEH SAL LR 271,43+126,83* 0+0
VEH IGF-1 HR 183,33491,29 0+0
VEH IGF-1 LR 220+116,90 040

Objasnienia: ##-p<0,01 rdznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzetami HR i LR w obrebie
jednej grupy doswiadczalnej; **-p<0,01 rdznice istotne statystycznie pomigdzy grupami STZ
SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej; $-p<0,05; $$-p<0,01 roznice
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istotne statystycznie w poréwnaniu z grupa VEH SAL o tej samej charakterystyce
behawioralnej; *-p<0,01 réznice istotne statystycznie pomigdzy grupami STZ IGF-1 1 VEH
IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej. Dane przedstawiono jako $rednia
arytmetyczna=SD. Roznice istotne statystycznie wykazano za pomocg testu
U-Manna-Whitney’a.

3.2.4.5.Liczba aktywowanych komérek mikrogleju (CD68") w jadrze przysrodkowo-
grzbietowym podwzgérza (DMH)

Jak pokazano w tabeli 14b w DMH u szczuréw STZ SAL to zwierzgta HR posiadaly
wyzsza liczbeg aktywowanych komorek mikrogleju niz zwierzeta LR, a w grupie STZ IGF-1 to
osobniki LR odznaczaly si¢ wyzsza liczbg komérek CD68" w porownaniu do gryzoni HR
(wobu porownaniach U=0; p<0,01). Gryzonie STZ SAL HR posiadaly wyzsza liczbe
omawianych komorek niz grupy: STZ IGF-1 HR (U=0; p<0,001) oraz VEH SAL HR (U=0;
p<0,01). Zwierzgta STZ IGF-1 LR cechowala wyzsza liczba komoérek CD68" w stosunku do
grup: STZ SAL LR, VEH IGF-1 LR oraz VEH SAL LR (we wszystkich poréwnaniach U=0;
p<0,01).

3.2.5.Liczba zlogow p-amyloidu w osrodkowym ukladzie nerwowym

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazata, ze liczba ztogow B-amyloidu
roéznita si¢ pomigdzy grupami szczuréw (df1=7; df2=40; p<0,001) w nastepujacych
strukturach: fragment CA1 (H=35,03), obszar CA2 (H=34,60), rejon CA3 (H=38,29), obszar
DG (H=36,60) hipokampa, korze przedczotowej (PFC) (H=37,23), czgsci brzeznej (NAcS)
(H=37,56) 1 rdzeniu (NAcC) (H=35,00) jadra potlezacego.

3.2.5.1.Liczba zlogéw B-amyloidu w hipokampie

Analiza za pomocg testu U-Manna-Whitney’a wykazata, Ze w obszarach CA1 i CA2
hipokampa (rycina 13a) szczury STZ SAL HR/LR charakteryzuja si¢ wyzsza liczbg zlogow
BA w stosunku do grup VEH SAL HR/LR, podobnie jak zwierzeta STZ IGF-1 HR/LR, ktore
odznaczajg si¢ wyzszym poziomem B-amyloidu niz gryzonie z grup: VEH IGF-1 HR/LR oraz
VEH SAL HR/LR (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,01).
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W rejonie CA3 hipokampa zwierzeta LR posiadaja wigeej oligomeréw BA niz szczury
HR w grupach: STZ SAL (U=1; p<0,05) oraz STZ IGF-1 (U=0; p<0,01). W grupach STZ IGF-1
HR/LR liczba ztogow BA byla wyzsza w stosunku do zwierzat STZ SAL HR/LR (w obu
porownaniach U=0; p<0,01). Co wiecej zwierzgta STZ SAL HR/LR odznaczaty si¢ wyzsza
liczba oligomerow BA w poréwnaniu ze zwierzgtami VEH SAL HR/LR, a szczury STZ IGF-1
HR/LR podobnie posiadaty réwniez wyzsza liczbe zlogdw B-amyloidu niz gryzonie VEH
IGF-1 HR/LR oraz VEH SAL HR/LR (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,01).

W DG (rycina 14) hipokampa w grupie STZ IGF-1 to szczury LR posiadaly wigcej
ztogow B-amyloidu niz gryzonie HR (U=0; p<0,01). Ponadto zwierzeta STZ SAL HR/LR
odznaczaly si¢ wyzsza liczba BA w poréwnaniu ze zwierzgtami VEH SAL HR/LR, a szczury
STZ IGF-1 HR/LR podobnie posiadaly rowniez wigksza liczbe ztogdw BA niz gryzonie VEH
IGF-1 HR/LR oraz VEH SAL HR/LR (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,01).

Liczba ztogéw BA w obszarach CA1, CA2, CA3, DG hipokampa nie ro6znita sig¢ istotnie
statystycznie pomig¢dzy grupami kontrolnymi VEH SAL HR/LR i VEH IGF-1 HR/LR.
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a Liczba ztogow B-amyloidu (40-42)
w hipokampie
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Rycina 13.Wptyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz
charakterystyki behawioralnej na liczbe zlogow f-amyloidu w (a) hipokampie
1(b) w jadrze potlezacym w poznej (PF, dzien 107 sAD) fazie rozwoju sporadycznej
postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ)
1 fizjologicznego roztworu soli (SAL) oraz streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne
ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR). Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01
roznice istotne statystycznie pomigdzy zwierzetami HR 1 LR w obrgbie jednej grupy
doswiadczalnej; *-p<0,05; **-p<0,01 rdéznice istotne statystycznie pomi¢dzy grupami STZ
SAL 1 STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej. Dane przedstawiono jako
srednia arytmetyczna+SD. Rodznice istotne statystycznie wykazano za pomocg testu
U-Manna-Whitney’a.
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Rycina 14.Przyktadowe fotografie ztogow B-amyloidu w zakrecie zgbatym hipokampa (DQG)
w poznej (PF, dzien 107 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera
u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL)
(a,b) oraz streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) (c,d)
rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne
ruchowo (LR).

3.2.5.2.Liczba zlogow p-amyloidu w jadrze pollezacym (NAc)

Jak pokazano na rycinie 13b w cze¢$ci brzeznej jadra potlezacego (NAcS) osobniki HR
posiadaly wiecej ztogdw B-amyloidu niz gryzonie LR w grupach: STZ SAL (U=0; p<0,01) oraz
STZ IGF-1 (U=3; p<0,05). Ponadto zwierzeta STZ IGF-1 HR/LR odznaczaty si¢ wyzszg liczba
oligomerow BA niz gryzonie STZ SAL HR/LR (HR: U=2; p<0,05; LR: U=0; p<0,01).
Co wigcej zwierzeta STZ SAL HR odznaczaty si¢ wyzsza liczbg zlogow w pordwnaniu ze
zwierzetami VEH SAL HR, a szczury STZ IGF-1 HR/LR podobnie posiadaly rowniez wyzsza
liczbe ztogow BA niz gryzonie VEH IGF-1 HR/LR oraz VEH SAL HR/LR (we wszystkich
poréwnaniach U=0; p<0,01).
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W czgéci rdzennej jadra potlezacego (NAcC) grupy STZ SAL HR/LR odznaczaly si¢
wyzsza liczba ztogow BA w porownaniu ze zwierzetami VEH SAL HR/LR, a szczury STZ
IGF-1 HR/LR rowniez charakteryzowaly si¢ wyzszg liczbe zlogéw BA niz gryzonie VEH
IGF-1 HR/LR oraz VEH SAL HR/LR (we wszystkich poréwnaniach U=0; p<0,01).

Liczba ztogéw BA w NAcS i NAcC nie roznita si¢ istotnie statystycznie pomiedzy
grupami kontrolnymi: VEH SAL HR/LR i VEH IGF-1 HR/LR.

3.2.5.3.Liczba zlogow p-amyloidu w korze przedczotowej (PFC)

W korze przedczotowej szczury HR posiadaty wigcej ztogéw B-amyloidu niz gryzonie
LR (U=0; p<0,01) w grupie STZ IGF-1 (HR=5,47+1,30; LR=0+0 liczba/mm?). Szczury STZ
IGF-1 HR posiadaty w PFC wigcej oligomerow BA niz grupa STZ SAL HR (U=2; p<0,05;
HR=3,71+0,87 liczba/mm?), a z kolei gryzonie STZ SAL LR (LR=4,60+2,06 liczba/mm?)
odznaczaty si¢ wyzsza liczbg ztogéw A w poréwnaniu ze zwierz¢tami STZ IGF-1 LR (U=0;
p<0,01). Ponadto zwierzeta STZ SAL HR/LR odznaczaly si¢ wyzsza liczbg ztogow BA
w porownaniu ze zwierzetami VEH SAL HR/LR, a szczury STZ IGF-1 HR podobnie posiadaty
r wyzsza liczbe ztogoéw BA niz gryzonie VEH IGF-1 HR oraz VEH SAL HR (we wszystkich
porownaniach U=0; p<0,01).

Liczba zlogow BA w PFC nie rdznila si¢ istotnie statystycznie pomigdzy grupami

kontrolnymi: VEH SAL HR/LR 1 VEH IGF-1 HR/LR.

3.2.6.Aktywnos¢ obwodowego ukladu odpornosciowego we wczesnej oraz poznej fazie
rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera

3.2.6.1.Bezwzgledna liczba leukocytow i limfocytow we krwi

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazata rdznice istotne statystycznie
w bezwzglednej liczbie leukocytow we krwi obwodowej (H=37,01; p<0,001; df1=15; df2=80).
Test U-Manna-Whitney’a (rycina 15a) wykazal, ze osobniki LR posiadaja nizsza liczbe
biatych krwinek niz zwierzeta HR w nastepujacych grupach: STZ SAL (U=2,5; p<0,05)
we wczesnej (dzien 62 sAD) fazie, STZ IGF-1 (U=0; p<0,01) oraz VEH SAL (U=3; p<0,01)
w poznej (dzien 107 sAD) fazie sAD. Ponadto we wczesnej fazie choroby gryzonie STZ SAL
HR posiadaty wyzszg liczbe leukocytéw we krwi niz zwierzeta z grupy VEH SAL HR (U=2,5;
p<0,05). W pdznej fazie sAD gryzonie STZ SAL LR posiadaly wyzsza bezwzgledng liczbe
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bialych krwinek niz zwierzg¢ta z grupy VEH SAL LR (U=3; p<0,05). Liczba leukocytow
u gryzoni STZ IGF-1 HR oraz STZ IGF-1 LR byla nizsza w poréwnaniu ze zwierzgtami STZ
SAL HR (U=3; p<0,05) 1 STZ SAL LR (U=0; p<0,01) w p6znej fazie sAD. Co wi¢cej zwierzeta
STZ IGF-1 LR charakteryzowaly si¢ w poznej fazie choroby nizszg liczba biatych krwinek niz
szczury VEH IGF-1 LR (U=3; p<0,05). W czasie rozwoju choroby bezwzgledna liczba
leukocytow we krwi w grupie STZ IGF-1 LR zmniejszyta si¢ (U=3; p<0,05).

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazala rdéznice istotne statystycznie
w bezwzglednej liczbie limfocytow we krwi (H=30,58; p<0,01; df1=15; df2=80). Analiza za
pomocg testu U-Manna-Whitney’a (rycina 15b) wykazata, ze osobniki LR charakteryzuja si¢
nizsza liczbg limfocytow we krwi niz szczury HR w grupach: STZ SAL (U=0; p<0,01) we
wczesnej (dzien 62 sAD) fazie sAD i1 STZ IGF-1 (U=2; p<0,05) w poznej (dzien 107 sAD)
fazie sAD. We wczesnej fazie sAD w grupie STZ SAL HR bezwzgledna liczba limfocytéw
byta wyzsza w porownaniu ze zwierz¢tami VEH SAL HR (U=2; p<0,05). Podczas pdznej fazy
choroby osobniki STZ IGF-1 LR posiadaly nizszg liczbe tych biatych krwinek niz szczury STZ
SAL LR (U=2; p<0,05). W pdéznym stadium choroby u osobnikow STZ IGF-1 LR bezwzgledna

liczba limfocytéw obnizyla si¢ w poréwnaniu z wczesng fazg sAD (U=2; p<0,05).
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Rycina 15.Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz
charakterystyki behawioralnej na bezwzgledng liczbe (a) leukocytow 1 (b) limfocytow we
krwi we wczesnej (WF, dzien 62) oraz w poznej (PF, dzien 107 sAD) fazie rozwoju
sporadyczne] postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny
(STZ) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) 1 fizjologicznego roztworu soli
(SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1)
rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne
ruchowo (LR). Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomi¢dzy
zwierzetami HR 1 LR w obrebie jednej grupy doswiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby;
*-p<0,05; **-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomigdzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1
o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby. Dane
przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. RdzZnice istotne statystycznie wykazano za
pomocy testu U-Manna-Whitney’a.
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3.2.6.2.Bezwzgledna liczba monocytow i granulocytow we krwi

Analiza statystyczna za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazata roznice istotne
statystycznie w bezwzglednej liczbie monocytow we krwi (H=31,48; p<0,01; df1=15; df2=80)
pomigdzy grupami szczuréw. Analiza za pomocg testu U-Manna-Whitney’a (rycina 16a)
wykazala, ze osobniki LR charakteryzujg si¢ nizsza bezwzgledna liczba monocytow niz
zwierzeta HR z grupy VEH SAL (U=2,5; p<0,05) podczas péznej (dzien 107 sAD) fazy
rozwoju sAD. Na tym samym etapie rozwoju sAD osobniki z grup: STZ IGF-1 HR 1 STZ IGF-1
LR posiadaly nizsza liczbe tych biatych krwinek niz szczury STZ SAL HR (U=1; p<0,05)1 STZ
SAL LR (U=2; p<0,05). Co wigcej osobniki STZ SAL LR posiadaja wyzsza liczbe monocytow
niz gryzonie VEH SAL LR (U=2; p<0.05).

Analiza statystyczna za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazala rdéznice istotne
statystycznie w bezwzglednej liczbie granulocytow pomiedzy grupami (H=29,59; p<0,01;
df1=15, df2=80) zwierzat. Analiza za pomoca U-Manna-Whitney’a (rycina 16b) wykazata, ze
w poznej (dzien 107 sAD) fazie rozwoju sAD osobniki STZ IGF-1 HR jak i STZ IGF-1 LR
majg nizsza bezwzgledna liczbe granulocytéw niz szczury (odpowiednio): STZ SAL HR (U=1;
p<0,05) i STZ SAL LR (U=0; p<0,01). Ponadto osobniki STZ IGF-1 LR podczas tego etapu
choroby miaty nizsza bezwzgledna liczbe tych biatych krwinek niz szczury VEH IGF-1 LR
(U=0; p<0,01). Podczas poznej fazy rozwoju sAD bezwzgledna liczba granulocytow wzrosta
ugryzoni z grup: STZ SAL HR (U=2; p<0,05) oraz STZ SAL LR (U=1,5; p<0,05)

w poréwnaniu z wezesnym etapem (dzien 62 sAD) sAD.
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Rycina 16.Wptyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz
charakterystyki behawioralnej na bezwzgledna liczbe (a) monocytéw 1 (b) granulocytow
we krwi we wczesnej (WF, dzien 62) oraz w pdznej (PF, dzien 107 sAD) fazie rozwoju
sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny
(STZ) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu
soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1
(IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz
niskoaktywne ruchowo (LR). Objasnienia: #-p<0,05 rdéznice istotne statystycznie
pomiedzy zwierzgtami HR 1 LR w obrebie jednej grupy doswiadczalnej; **-p<0,01 rdznice
istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce
behawioralnej. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Réznice istotne
statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.
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3.2.6.3.Procentowy udzial limfocytow, monocytow i granulocytow we krwi

Analiza za pomocag testu U-Manna-Whitney’a wykazata, ze procentowy udzial
limfocytow we krwi nie réznit si¢ istotnie statystycznie pomig¢dzy grupami (tabela 15a).
Natomiast procentowy udzial monocytow (tabela 15b) we krwi w grupie STZ IGF-1 HR byt
wyzszy w poréwnaniu ze zwierze¢tami VEH SAL HR (U=3; p<0,05) we wczesnej (dzien 62
sAD) fazie choroby. Procentowy udziat granulocytow (tabela 15¢) we krwi we wczesnej fazie
sAD u gryzoni STZ SAL LR byl nizszy w porownaniu z grupg VEH SAL LR (U=1; p<0,05).
W péznej (dzien 107 sAD) fazie choroby szczury z grup: STZ IGF-1 HR oraz STZ IGF-1 LR
mialy nizszy procentowy udziat granulocytow w poréwnaniu ze zwierzgtami STZ SAL HR
(U=3; p<0,05) 1 STZ SAL LR (U=2; p<0,05). Ponadto zwierz¢ta STZ IGF-1 LR w p6znej fazie
sAD mialy nizszy procentowy udzial granulocytéw niz gryzonie VEH IGF-1 LR (U=3;
p<0,05). W grupach STZ SAL HR (U=2; p<0,05) oraz STZ SAL LR (U=1; p<0,05) % udziat

granulocytow we wczesnej fazie choroby byt nizszy niz w pdznej fazie sAD.

Tabela 15.Wpltyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz
charakterystyki behawioralnej na procentowy udzial (a) limfocytow, (b) monocytow
i (c) granulocytow we krwi we wczesnej (WF, dzien 62) oraz w poznej (PF, dzien 107 sAD)
fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji
streptozotocyny (STZ) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ)
1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH)
1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) 1 insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne
ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Grupa/Parametr Faza a.Limfocyty (%) | b.Monocyty (%) | c.Granulocyty (%)
choroby
STZ SAL HR WF 78,24+9,83 10,76+3,69 10,6£6,89
STZ SAL LR sAD 78,4245,18 13,78+3,39 7,78+3,85%
STZ IGF-1 HR 70,64+7,36 13,12+1,86% 16,24+7,44
STZ IGF-1 LR 74,2+11,36 10,64+2,58 12,72+5,34
VEH SAL HR 74,96+5,50 10,42+2,24 14,62+4,77
VEH SAL LR 74,72+4,60 11,82+2,09 13,46+£2.97
VEH IGF-1 HR 73,36+11,15 11,24+4,34 15,4+,28
VEH IGF-1 LR 74,72+£5,51 11,18+1,42 14,1+4,27
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STZ SAL HR PF 65,7£7,01 14,14+2,10 20,16£6,67%

STZ SAL LR SAD 67,58+8,02 13,34+3,46 19,08+4,99%
STZ IGF-1 HR 72,66+10,78 12,56+2,07 12,78+6,22°
STZIGF-1 LR 77,24+6,09 11,04+5,74 11,72+4,25"
VEH SAL HR 72,2247,78 11,8%1,36 15,98+7,85

VEH SAL LR 71,949,59 10,44+2,04 17,66+7,90
VEH IGF-1 HR 75,58+8,35 10,98+1,54 13,42+6,50
VEH IGF-1 LR 69,72+11,48 12,18+4.24 18,17,10

Objasnienia: $-p<0,05 roznice istotne statystycznie w porownaniu z grupa VEH SAL o tej
samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 r6éznice istotne
statystycznie pomigdzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce
behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; "-p<0,05 roznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami STZ IGF-11 VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas
tej samej fazy choroby; &-p<0,05 ro6znice istotne statystycznie pomiedzy wczesna, a p6zng faza
rozwoju choroby Alzheimera. Dane przedstawiono jako S$rednia arytmetyczna+SD. Roznice
istotne statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.6.4.Stezenie pro-zapalnej interleukiny-6 (IL-6) oraz przeciwzapalnej interleukiny-10
(IL-10) w osoczu

Analiza z uzyciem testu U-Manna-Whitney’a wykazata, ze w pdznej (dzien 107 sAD)
fazie sAD w grupie STZ IGF-1 zwierzgta LR posiadaty nizsze st¢zenie IL-6 (rycina 17a)
w osoczu w porownaniu ze szczurami HR (U=0; p<0,01). Podczas wczesnej (dzien 62 sAD)
fazy sAD szczury STZ IGF-1 HR wykazywaly nizsze stezenie IL-6 w osoczu w stosunku do
grup: STZ SAL HR (U=2; p<0,05) i VEH IGF-1 HR (U=3; p<0,05). Ponadto podczas trwania
tego etapu gryzonie STZ IGF-1 LR mialy nizsze st¢zenie tej cytokiny niz grupa VEH IGF-1
LR (U=0,5; p<0,01).

Analiza za pomocg testu U-Manna-Whitney’a wykazata, ze osobniki HR odznaczajg si¢
wyzszym st¢zeniem IL-10 (rycina 17b) w osoczu niz zwierzeta LR w grupach: STZ SAL
podczas wczesnej (dzien 62 sAD) fazy sAD (U=3; p<0,05) oraz STZ SAL (U=2; p<0,05)i VEH
SAL (U=0,5; p<0,01) w czasie poznej (dzien 107 sAD) fazy sAD. Dodatkowo podczas
wczesnej fazy choroby zwierzeta STZ SAL HR charakteryzowaly si¢ wyzszym stezeniem
IL-10 w osoczu niz gryzonie VEH SAL HR (U=3; p<0,05). Podczas p6znej fazy sAD stezenie
IL-10 w osoczu byto wyzsze u szczur6w VEH SAL HR niz u zwierzat z grup: STZ IGF-1 HR
(U=3; p<0,05) oraz VEH IGF-1 HR (U=1; p<0,05). Stgzenie IL-10 w osoczu pomi¢dzy
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wczesng a pozng faza choroby uleglto wzrostowi u szczurow: STZ IGF-1 HR (U=2; p<0,05),
VEH SAL HR (U=0; p<0,01) i STZ SAL LR (U=0; p<0,01).
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Rycina 17.Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz
charakterystyki behawioralnej na stezenie (a) interleukiny-6 (IL-6) i (b) interleukiny-10
(IL-10) w osoczu we wczesnej (WF, dzien 62) oraz w péznej (PF, dzien 107 sAD) fazie
rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera uzwierzat poddanych iniekcji
streptozotocyny (STZ) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ)
i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH)
1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne
ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR). Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 roznice
istotne statystycznie pomiedzy zwierzgtami HR 1 LR wobrebie jednej grupy
do$wiadczalnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05 rdznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralne;j,

209



podczas tej samej fazy choroby. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD.
Réznice istotne statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.7.Poziom aktywacji osi podwzgorzowo-przysadko-nadnerczowej (HPA)-stezenie
kortykosteronu w osoczu

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazala rdznice istotne statystycznie
pomigdzy grupami zwierzat (H=37,68; p<0,001; df1=15; df2=80) w stezeniu kortykosteronu
w osoczu. Test U-Manna-Whitney’a (rycina 18) wykazal, Zze podczas wczesnej (dzien 62 sAD)
fazy choroby stezenie kortykosteronu w osoczu w grupie STZ IGF-1 LR bylo wyzsze niz
u szczuréw VEH SAL LR (U=2; p<0,05). Podczas poznej (dzien 107 sAD) fazy sAD w grupie
STZ SAL HR stezenie kortykosteronu byto wyzsze w poréwnaniu do szczuréw: STZ IGF-1
HR (U=0; p<0,01) oraz VEH SAL HR (U=1; p<0,05). W po6znej fazie sAD stezenie hormonu
obnizylto si¢ w grupach: STZ IGF-1 HR (U=0; p<0,01), STZ IGF-1 LR (U=0; p<0,01) oraz
VEH SAL HR (U=1; p<0,05) w poréwnaniu do wczesnego etapu sAD.
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Rycina 18.Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz
charakterystyki behawioralnej na st¢zenie kortykosteronu w osoczu we wczesnej (WF,
dzien 62) oraz w poznej (PF, dzien 107 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby
Alzheimera u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) i fizjologicznego
roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ) i1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1
(IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH) i fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu
cytrynianowego (VEH) 1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych
behawioralnie na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo
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(LR). Objasnienia: **-p<0,01 réznice istotne statystycznie pomiedzy grupami STZ SAL
1 STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby.
Dane przedstawiono jako S$rednia arytmetyczna+SD. Roznice istotne statystycznie
wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.

3.2.8.Parametry hematologiczne

Analiza za pomocg testu Manna-Whitney’a (tabela 16ab) wykazala roznice istotne
statystycznie pomiedzy zwierzgtami HR 1 LR w wybranych parametrach hematologicznych.
Zawarto$¢ hemoglobiny w erytrocytach (U=0; p<0,01) oraz $rednia objg¢tos¢ czerwonych
krwinek (U=0; p<0,01) byta wyzsza u osobnikéw VEH SAL HR niz u gryzoni VEH SAL LR
na wczesnym etapie SAD. Na pdznym etapie sAD zawarto$¢ hemoglobiny w czerwonych
(U=1,5; p<0,05) krwinkach oraz $rednia masa hemoglobiny (U=3; p<0,05) byly wyzsze
w grupie STZ SAL LR w poréwnaniu do grupy STZ SAL HR.

Podczas wczesnej fazy sAD liczba ptytek krwi (tabela 16cd) (U=0; p<0,01) oraz
ptytkokryt (U=1; p<0,05) byly nizsze w grupie STZ SAL LR niz w poréwnaniu ze zwierzetami
STZ SAL HR. Na tym etapie choroby grupa VEH SAL LR odznaczatla si¢ nizszg liczba ptytek
krwi (U=3; p<0,05) i nizszym ptytkokrytem (U=2; p<0,05) niz osobniki VEH SAL HR.
Ponadto zwierz¢ta VEH IGF-1 LR charakteryzowal wyzszy plytkokryt (U=2; p<0,05) niz
szczury VEH IGF-1 HR na wczesnym etapie sAD.

Tabela 16.Wplyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) charakterystyki
behawioralnej oraz etapu rozwoju choroby na (a,b) parametry hematologiczne: liczba
czerwonych krwinek (RBC), zawarto§¢ hemoglobiny (HGB), $rednie stezenie hemoglobiny
(MCHC), s$rednia masa hemoglobiny (MCH), $rednia objeto$¢ krwinki (MCV), hematokryt
(HCT), rozktad objetosci czerwonych krwinek (RDW), liczba ptytek krwi (PLT), $rednia
objetos¢ ptytek krwi (MPV), ptytkokryt (PCT) we krwi we wczesnej (WF, dzien 62) oraz
w poznej (PF, dzien 107 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera
u zwierzat poddanych iniekcji streptozotocyny (STZ) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL),
streptozotocyny (STZ) 1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu
cytrynianowego (VEH) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH)
1 insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki
wysokoaktywne ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).
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Parametr/Grupa Etap STZ SAL HR STZ SAL LR STZ IGF-1 HR STZ IGF-1 LR
RBC (Liczba x10%pl) a.WF 7,77+0,52 7,58+0,29 7,88+0,05"% 7,99:0,64
HGB (g/dl) SAD 14,28+0,45 14,22+0,75 14,480,085 13,86+0,87
MCHC (g/dl) 36,54+4,65 36,36+1,61° 32,24+0,05" 31,48+0,56™
MCH (pg) 15,98+1,42%% 18,24+2 .31 18,38+0,15""$ 17,82+0,82
MCYV (um’) 52,2+2,68 55,6+2,70 570,717 55,66+1,08"
HCT (%) 43,9+2,03 44,58+1,33 45,08+0,18° 44,34+2,72
RDW (%) 13,78+0,72 13,420,235 13,6+0,25 13,74+0,52
PLT (Liczbax10%/ul) 483,4+173,05 164£28,40% 380,6+106,33" 388+117,37°
MPV (um?®) 7,46+0,74 12,48+3,85 8,16:0,85 7,561
PCT (%) 0,37+0,16 0,120,06 0,27+0,04" 0,300,138
RBC (Liczbax10/ul) b.PF 7,87+0,20 7,45+0,96 7,57+0,09%8° 7,86+0,54
HGB (g/dl) SAD 13,82:£0,44 14,72+0,487 13,82+0,48% 140,87
MCHC (g/dl) 32,88+0,97 34,46+127 33,22+1,47 32,68+2,04
MCH (pg) 17,58+0,85 19,96:+2,09% 18,28+0,57 17,9+1,07
MCV (um’) 53,4+1,34 57,6+5,41 54,8+1,10% 55+1,58
HCT (%) 42,06:0,29 42,74+2,49 41,68+0,91%& 42,96+1,99
RDW (%) 13,7+0,54 14,86+1,93 13,8+0,83 13,76+0,72
PLT (Liczbax10°/pl) 174+76,69% 259+78,47% 476,2+46,43""5 362,2+125,86
MPV (um?) 7,120,608 8,9942,81 8,04+0,70" 8,15+0,32
PCT (%) 0,06+0,02845% 0,16+0,12 0,39:£0,03%4"*"55 0,340,068
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Parametr/Grupa Etap VEH SAL HR VEH SAL LR VEH IGF-1 HR VEH IGF-1 LR
RBC (Liczba x10%/ul) a.WF 8,15+0,05 8,31+0,49 8,34+0,26 8,22+0,51
HGB (g/dl) SAD 14,82+0,19 14,42+0,08% 14,18+0.33% 14,3620,50
MCHC (g/dl) 31,84+0,23 32,76+2,11 30,86+0,37% 32,62+1,21
MCH (pg) 18,14=0,11 17,46+1,19 17,060,215 17,48+0,49
MCYV (um?) 56,8+0,84 54,2+,30" 54,8+0,45% 53+0,71
HCT (%) 46,58+0,82 44424277 46,16+1,54 44,4309
RDW (%) 13,72+0,13 14,08+0,36 14,14+0,55 14,04+1,06
PLT (Liczbax10%/ul) 268,6+76,57 165,2+57,61* 163,8+61,29 323,2+127,43%
MPV (um?) 7,78+0,19 7,82+0,93 7,98+0,93 8,76=1,47
PCT (%) 0,26+0,09 0,13+0,04 0,09+0,04° 0,24+0,15%
RBC (Liczbax10%/ul) b.PF 7,830,194 8,2140,53 7,83+0,17% 7,97+0,37
HGB (g/dl) SAD 13,9+0,98 13,8+0,90 13,9+0,37 13,78+0,37
MCHC (g/dl) 32,46+1,42 31,5+2,66 33,5+1,58%& 32,58+1,23
MCH (pg) 17,72+1,06 16,84+1,43 17,720,415 17,22+0,84
MCV (um?) 54,6+1,14% 53,4+0,89 53+1,22¢ 53,2+0,84
HCT (%) 42,72+1,33%& 43,9+2.76 41,5441 428 42,36+1,57
RDW (%) 13,0420,82 13,2+1,07 14,24+0,50° 14,62+0,275
PLT (Liczbax10°/pl) 222,6+86,31 209+82,61 206,2+101,38 237,2+96,78
MPV (um?) 8,86+1,63 7,78+0,73 7,921,71 8,3+1,16
PCT (%) 0,20+0,05 0,15+0,05 0,11+0,06 0,13+0,02
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Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 roznice istotne statystycznie pomiedzy zwierzetami HR 1 LR; *-p<0,05; **-p<0,01 réznice istotne statystycznie
pomigdzy grupami STZ SAL i STZ IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; $-p<0,05; $$-p<0,01 réznice
istotne statystycznie w poréwnaniu z grupag VEH SAL o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy choroby; *-p<0,05; "-
p<0,01 réznice istotne statystycznie pomigdzy grupami STZ IGF-1 i VEH IGF-1 o tej samej charakterystyce behawioralnej, podczas tej samej fazy
choroby; &-p<0,05; &&-p<0,01 réznice istotne statystycznie pomiedzy wczesng, a pozng faza rozwoju choroby Alzheimera. Dane przedstawiono
jako $rednia arytmetyczna+SD. Roznice istotne statystycznie wykazano za pomoca testu U-Manna-Whitney’a.
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3.2.9.Wskazniki masy Sledziony i grasicy

Analiza za pomocg testu Kruskala-Wallisa wykazata rdznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami zwierzat dotyczacymi wskaznika masy $ledziony (H=20,22; p<0,01; df1=7;
df2=40) oraz grasicy (H=14,25; p<0,05; df1=7; df2=40).

Analiza za pomocg testu U-Manna-Whitney’a (tabela 17ab) wykazata, ze wskaznik
masy $ledziony jest wyzszy u zwierzat LR w poréwnaniu do osobnikow HR w nast¢pujacych
grupach: STZ SAL (U=2; p<0,05), STZ IGF-1 (U=0; p<0,01) oraz VEH IGF-1 (U=1; p<0,05).
Wskaznik masy grasicy u zwierzat z grupy STZ IGF-1 byt wyzszy u gryzoni LR (U=2; p<0,05)
w porownaniu do szczur6w HR, natomiast u osobnikow VEH SAL to zwierzeta HR (U=0;
p<0,01) odznaczaly si¢ wyzszym wskaznikiem masy tego organu. Dodatkowo zwierz¢ta VEH
SAL LR posiadaty nizszy wskaznik masy grasicy niz szczury STZ SAL LR (U=0; p<0,01) oraz
STZ IGF-1 LR (U=0; p<0,01).

Tabela 17.Wpltyw podania insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) oraz
charakterystyki behawioralnej na wskaznik masy (a) sledziony i (b) grasicy w pdznej (PF, dzien
107 sAD) fazie rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera u zwierzat poddanych
iniekcji streptozotocyny (STZ) 1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), streptozotocyny (STZ)
i insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), buforu cytrynianowego (VEH)
1 fizjologicznego roztworu soli (SAL), buforu cytrynianowego (VEH) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1) rozdzielonych behawioralnie na osobniki wysokoaktywne
ruchowo (HR) oraz niskoaktywne ruchowo (LR).

Wskazniki a.Wskaznik masy Sledziony b.Wskaznik masy grasicy
(mg/100 g m.c) (mg/100 g m.c)
Grupy HR LR HR LR
STZ SAL 165,49+18,48 | 193,88+18,24" | 46,58+11,82 | 54,18+15,60%

STZ IGF-1 169,15+16,71 | 204,77+15,21%% 37,31£16,11 57,9849,59%8%

VEH SAL 172,79+16,68 178,55+20,46 54,27+11,40 35,74+3.11%

VEH IGF-1 173,9146,19 | 19729+13,79% | 43,08+9,40 45.49+14,50

Objasnienia: #-p<0,05; ##-p<0,01 réznice istotne statystycznie pomigdzy zwierzetami HR
i LR; $$-p<0,01 rdznice istotne statystycznie w poréwnaniu z grupg VEH SAL o tej samej
charakterystyce behawioralnej. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna+SD. Réznice
istotne statystycznie wykazano za pomocg testu U-Manna-Whitney’a.
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4. Dyskusja

W przedstawionych badaniach po raz pierwszy dokonali§my analizy wptywu
charakterystyki behawioralnej zwigzanej z osobnicza wrazliwoscig na stres (szczury z wysoka
(HR) vs. szczury z niska (LR) aktywnos$cia lokomotoryczng) na rozwoj zaburzen w przebiegu
streptozotocynowego (STZ) modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera (sAD)
u szczuréw. Ponadto po raz pierwszy zbadali$my w tym modelu sAD wptyw osobniczych
réznic (HR vs. LR) na rozwdj zaburzen zwigzanych z sAD oraz na efektywno$¢ terapii
z uzyciem insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1). W przeprowadzonych
doswiadczeniach sprawdzono efekty zwigzane z progresja choroby oraz z jej terapia z uzyciem
IGF-1 w trzech aspektach zmian: behawioralnych zwigzanych z zaburzeniami pamigci
przestrzennej, zaburzeniami Igkowymi oraz depresyjnymi; w oSrodkowym ukladzie
nerwowym (OUN), obejmujacych poziom neurozapalenia mierzonego liczbg aktywowanych
komorek mikrogleju (CD68"), a takze poziom odktadania zlogdéw beta-amyloidu (BA), jak

rowniez obwodowych markeréw zapalenia.

4.1. Zmiany behawioralne zwigzane z zaburzeniami pamiegci przestrzennej oraz
zaburzeniami l¢kowymi/depresyjnymi w szczurzym modelu sporadycznej postaci
choroby Alzheimera (sAD)

Jednym z priorytetéw moich badan (Cel 1) bylo sprawdzenie czy zrdéznicowanie pod
wzgledem osobniczej wrazliwos$ci na stres, mierzone poziomem aktywnosci lokomotoryczne;,
wplywa na poziom zaburzeh pamigci przestrzennej i/lub na poziom zaburzen lgkowych
1 depresyjnych w przebiegu sAD. Wyniki badan zamieszczone w pracy 1. (Dunacka i wsp.,
2024) wskazuja, ze u zwierzat bardziej wrazliwych na stres (HR) zaburzenia pamigci
przestrzennej oraz zaburzenia lekowe podczas rozwoju sAD byly silniejsze w porownaniu
z osobnikami mniej wrazliwymi na czynniki stresowe (LR).

Wystapienie silniejszych zaburzen pamigci przestrzennej u osobnikow HR
w porownaniu ze szczurami LR sugeruje, ze u zwierzat tych doszto do wigkszych zaklocen
funkcjonowania hipokampa i/lub innych struktur z nim potaczonych, co wskazuje na silniejsze
zmiany zwigzane z post¢pem choroby w tych rejonach OUN. Wykazatam (rycina 19) wyzsza
liczbe ztlogéw BA w obszarach CA1l, CA2, CA3 oraz zakretu zgbatego hipokampa (DG)

u szczuréw STZ HR w stosunku do grupy STZ LR (r6znice nie osiggnely poziomu istotnosci
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statystycznej). StwierdziliSmy ponadto (Dunacka i wsp., 2024), ze w czesci brzeznej jadra
potlezacego (NACcS) dochodzi do odktadania si¢ wyzszej liczby oligomeréw BA w grupie STZ
u osobnikéw HR w porownaniu ze zwierzetami LR. Obecno$¢ tych patologicznych zmian
moze przyczynia¢ si¢ do zakldcen funkcjonalnych pomigdzy hipokampem a innymi
strukturami moézgu, w szczegoélnosci do zaburzen polaczen regionu CA1l hipokampa z korg
przedczotowa (PFC) i NAcS. Jadro potlezace (NAc) jest kluczowa strukturg dla drég
dopaminergicznych w OUN (otrzymuje projekcje dopaminergiczne) (Hasue i Shammah-
Lagnado, 2002) i stanowi limbiczny wezetl aktywnos$ci motorycznej. Podzielone jest na czegs¢
rdzenng (NAcC) oraz na czg$¢ brzezng (NAcS), przy czym rdzen jest zaangazowany w procesy
uczenia zwigzane z emocjami, a cze¢$¢ brzezna w pojawienie si¢ oraz wygaszanie Igku (Levita
1wsp., 2002; Jensen i wsp., 2003; Dutta i wsp., 2021). Stwierdzili§my ponadto (Dunacka i wsp.,
2024), ze w czg$ci NAcS dochodzi do odkladania si¢ wyzszej liczby oligomerow BA w grupie
STZ wuosobnikow HR wporéwnaniu ze zwierzgtami LR. Zwigckszony poziom
neurodegeneracji obejmujacej hipokamp oraz NAcS u zwierzat HR w modelu sAD, wywotany
wieksza liczba zlogéw BA moze zatem skutkowaé pojawianiem si¢ silniejszych zaburzen
pamigci przestrzennej i/lub zaburzen lekowych obserwowanych w naszych badaniach.

U osobnikéw zréznicowanych behawioralnie (HR vs. LR) pod wzgledem wrazliwosci
na stres zauwazone roznice w poziomie zaburzen Iekowych w zastosowanym przez nas modelu
sAD, moga by¢ spowodowane takze odmienng aktywacja neuronalng w OUN. Zwierz¢ta HR
w warunkach stresowych charakteryzuja si¢ silniejsza aktywacja serotoninergiczng
w grzbietowym jadrze szwu, ktore przesyta impulsy m. in. do hipokampa i ciala migdatlowatego
(Cohen 1 wsp., 2017). Zwiekszona aktywno$¢ jader ciata migdalowatego (jadra podstawno-
bocznego (BLA), jadra przy$rodkowego (MeA) i jadra srodkowego (CeA)) przyczynia si¢ do
indukcji strachu, a z kolei aktywacja hipokampa w takich stanach moze skutkowac powstaniem
$ladu pamigciowego, kodujacego zwigzek migdzy dang sytuacja i odczuwaniem strachu (Zhang
1 wsp., 2019, 2021; Simic 1 wsp., 2021). W naszych badaniach u zwierzat HR doszto do
nasilenia reakcji strachu, co zostalo wyrazone wyzszym poziomem zachowan lgkowych,
zmierzonych w testach EPM i OF w poréwnaniu ze szczurami LR (rycina 19). By¢ moze
powodem tego bylo silniejsze zaklécenie pracy hipokampa oraz jego obwodow
funkcjonalnych, w tym potaczen z ciatem migdalowatym, spowodowanych odktadaniem BA.
Inni eksperymentatorzy wykazali, ze grzbietowa czes¢ hipokampa jest kluczowa dla procesow
uczenia si¢ 1 pamigci a brzuszna cze$¢ tej struktury odgrywa wazng role w regulacji zachowan
lekowych (Bannerman i wsp., 2004, 2014; Hong i Kaang, 2022). Polaczenia pomig¢dzy

brzuszng czescig obszaru CA1 hipokampa a srodkowa czescig kory przedczotowej 1 NAc sg
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zaangazowane w wystapienie behawioru lgkowego, natomiast infralimbiczna cze$¢ kory
przedczotowej, niezbedna do wygaszania reakcji strachu, posiada polaczenia z NAcS (Brog
1 wsp., 1993; LeDoux, 2000; Sierra-Mercado i wsp., 2010; Kosugi i wsp., 2021; Hong i Kaang,
2022). Silniejsze odktadanie si¢ ztogow BA w czesci NAcS u zwierzat HR niz u LR moze zatem
thumaczy¢ stabsza reakcj¢ wygaszania strachu u tych osobnikow, co przetozyto si¢ na silniejsze
zaburzenia lekowe. Inne badania wykazaly, ze osobniki HR poddane stresowi socjalnemu,
charakteryzowaly si¢ dtuzsza latencjg 1 krotszym czasem spedzonym w kwadrancie
krytycznym basenu w tescie MWM (Touyarot i wsp., 2004). Doniesienia te oraz uzyskane
przeze mnie wyniki sugeruja zatem, ze zakldcenia funkcjonowania hipokampa wywieraja
negatywny wpltyw nie tylko na procesy pamigciowe, ale mogg réwniez przyczynia¢ si¢ do
rozwoju zaburzen lekowych, ktore silniej manifestowaly si¢ u osobnikow HR.

Zwierzeta HR 1 LR przejawiaja roznice w budowie 1 funkcjonowaniu drog
dopaminergicznych w OUN. Szczury HR oznaczaja si¢ wyzsza liczba komorek
dopaminergicznych (TH") w $rodmézgowiu w porOwnaniu ze zwierzgtami LR
(Jerzemowska 1 wsp., 2012), jak rowniez wyzszym poziomem dopaminy w NAc niz szczury
LR (Mabrouk iwsp., 2017). Co wiecej, wyladowania w brzusznym polu nakrywki
srodmozgowia (VTA) sg czestsze u osobnikow HR w stosunku do zwierzat LR (Mabrouk
i wsp., 2017). Ponadto u osobnikéw bardziej wrazliwych na czynniki stresowe (HR) uwalnianie
dopaminy w OUN pod wptywem markera reakcji stresowej - kortykosteronu (KORT), jest
wyzsze niz u szczurOw LR (Deminiere 1 wsp., 1989; Bradberry 1 wsp., 1991; Hooks 1 wsp.,
1991; Dellu 1 wsp., 1996; Marinelli 1 Piazza, 2002). Dzialanie dopaminy jest rowniez silniejsze
u osobnikow HR pod wplywem noradrenaliny (NE), a wlasnie w NAc to szczury HR
odznaczaja si¢ wyzszym poziomem NE w stosunku do szczurow LR (Mabrouk i1 wsp., 2017).
Moje badania pokazaty, ze zwierzgta z modelem sAD odznaczaja si¢ wyzszym stezeniem
KORT w osoczu niz zdrowe zwierzgta kontrolne. Sugeruje to, ze u osobnikoéw HR z grupy STZ
z wyzszg reaktywnoscig stresowa doszto do silniejszej aktywacji drég dopaminergicznych i/lub
noradrenergicznych. Obserwowany w naszych badaniach wigkszy poziom zmian
patologicznych u szczuréw HR w NAcS - strukturze otrzymujacej projekcje z tych drog, mogt
wywota¢ silniejsze zaburzenia komunikacji pomig¢dzy strukturami OUN, co w efekcie
poskutkowato wyzszym poziomem zaburzen lekowych 1 zaburzen pamie¢ci u osobnikow HR
w poréwnaniu ze zwierzetami LR. Z drugiej strony, mozliwa neurodegeneracja w rdéznych
strukturach otrzymujacych projekcje dopaminergiczne, ktére w warunkach fizjologicznych sa
bardziej aktywne u osobnikow HR, mogla doprowadzi¢ do deficytow dopaminy, zakldcajac

skuteczng komunikacj¢ w szlakach neuronalnych 1 zwigkszajac poziom lgku. W regulacje
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reakcji stresowej, zachowan lgkowych oraz procesow pamigciowych zaangazowane jest wiele
struktur np. hipokamp, PFC, NAc i podwzgorze, a wigc zaburzenia projekcji pomigdzy tymi
strukturami bedg wplywaly negatywnie na realizowane przez nie funkcje (Li 1 wsp., 2015;
Simic i wsp., 2021).

Inng mozliwg przyczyng obserwowanej intensyfikacji zaburzen pamigci i zachowan
legkowych u zwierzat HR moze by¢ zrdznicowany przebieg neurogenezy pomigdzy oosbnikami
HR 1 LR. U szczurow chroniczny stres np. stres prenatalny, porazki socjalne, nieprzewidywalny
umiarkowany stres lub unieruchomienie przyczyniajg si¢ do redukcji procesu neurogenezy
(Anacker i Hen, 2018). Zatem u zwierzat bardziej wrazliwych na stres (HR) mozna spodziewac
si¢ wigkszych zaklocen tego procesu niz u szczuréw LR, a w konsekwencji silniejszych
nieprawidlowosci w przesylaniu informacji pomiedzy roéznymi strukturami OUN np.
podwzgorzem i cialem migdatowatym, co mogtoby skutkowaé¢ wigkszym poziomem lgku
u zwierzat HR (Anacker i Hen, 2018). Przypuszczenia te potwierdzaja badania Lemaire i wsp.,
(1999), ktorzy wykazali, ze w warstwie podziarnistej DG hipokampa zwierzeta LR odznaczaja
si¢ wyzsza liczbg komorek znakowanych BrdU - markerem nowopowstatych komorek.
Dodatkowo w odpowiedzi na warunki stresowe, w tescie wymuszonego plywania (FST)
zauwazono odmienng ekspresje gendéw pomiedzy zwierzgtami zréznicowanymi pod wzgledem
osobniczej wrazliwosci na stres. U zwierzat HR doszto do zmian transkrypcji w 238 genach
a u zwierzat LR az w 569 genach, przy czym zmiany te obejmowaty tylko 20 wspolnych genow
(Pitychoutis 1 wsp., 2014). Ponadto, u zwierzat LR zmianie uleglo 7 genéow zwigzanych
z procesami neurogenezy (Nog, Ntf3, Tgfbl, Srr, Ephb2, Sox2, Smad7) a u osobnikow HR
zmiany te obejmowaly tylko 3 geny (Jagl, Gsk3b, Bmprla). Zatem warunki stresowe
przyczyniaja si¢ do zmian w procesie neurogenezy, ktora jest zalezna od charakterystyki
behawioralnej zwierzgcia. Analizujac wszystkie zmiany na poziomie genetycznym u tych
zwierzat mozna wywnioskowaé, ze stres u osobnikow LR aktywowal geny zwigzane
z promowaniem neuroprotekcji, a z kolei u osobnikbw HR zwigzanych z procesami
apoptotycznymi (Pitychoutis i wsp., 2014). Inni eksperymentatorzy zauwazyli, ze u osobnikow
LR pod wptywem stresu dochodzi do zwigkszenia poziomu mRNA neurotroficznego czynnika
pochodzenia moézgowego (BDNF), chociaz to w warunkach wyj$ciowych zwierzeta HR
odznaczaly si¢ wyzszym poziomem tego biatka (Duclot i Kabbaj, 2013). Mozna przypuszczac,
ze wigksza liczba zlogéw BA obserwowana u osobnikdéw HR w moich badaniach, przyczynia
si¢ do zaburzen neurogenezy i deficytow mechanizméw zwigzanych z powstawaniem BDNF.
Zaburzenia neurogenezy w potaczeniu z neurodegeneracjg skutkujg zmianami anatomicznymi

1 czynnosciowymi w potaczeniach neuronalnych, w tym nieprawidtlowym analizowaniem
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informacji, co odzwierciedlaja obserwowane silniejsze deficyty pamigci i zaburzenia lgkowe
u szczuroOw HR w modelu sAD.

Uzyskane w naszych badaniach wyniki dotyczace wystapienia anhedonii -
podstawowego wskaznika zaburzen depresyjnych - nie osiggnety poziomu istotnosci
statystycznej pomiedzy osobnikami HR i LR z grupy STZ SAL (wyniki nieopublikowane).
Jednakze zwierzeta z grupy STZ SAL LR spozyly mniej sacharozy niz grupa kontrolna VEH
SAL LR podczas poznej fazy sAD. Sugeruje to, ze na rozwdj zaburzen depresyjnych
w przebiegu sAD bardziej wrazliwe sg zwierzeta LR. By¢ moze dluzszy czas trwania
eksperymentu pozwolilby zaobserwowac istotno$¢ statystyczng réznic w poziomie anhedonii

w grupie STZ SAL pomigdzy osobnikami HR i LR.

4.2. Zmiany behawioralne zwigzane z zaburzeniami pamiegci przestrzennej oraz
zaburzeniami l¢kowymi/depresyjnymi po zastosowaniu terapii z uzyciem
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) w szczurzym modelu sporadycznej
postaci choroby Alzheimera (sAD)

Zrbznicowanie wystepowania zaburzen behawioralnych zwigzanych z deficytami
pamigci i1 zaburzeniami lekowymi u szczuréw HR 1 LR w przebiegu sAD stanowito podstawe
dalszych badan, ktorych celem bylo okreslenie czy terapia z uzyciem osrodkowego podawania
IGF-1 ztagodzi badZz zniweluje te niekorzystne zmiany (Cel 2). W pierwszym etapie
doswiadczen (Dunacka i wsp., 2025a) sprawdzono czy iniekcje dokomorowe (ICV) IGF-1
wplywaja na redukcj¢ deficytdéw pamigci przestrzennej obserwowanych w modelu sAD.
Badania po raz pierwszy wykazaty, ze osrodkowe podanie IGF-1 w streptozotocynowym
modelu sAD wykazuje dziatanie ochronne w odniesieniu do pamigci przestrzennej: w czasie
nabywania pamigci referencyjnej, w czasie odtwarzania pamigci referencyjnej oraz podczas
nabywania pamigci roboczej. Nastepnie zbadatam (Dunacka i wsp., 2025b) czy podanie IGF-1
okaze si¢ roOwnie skuteczne w zakresie ograniczenia zaburzen depresyjnych 1 legkowych w tym
modelu choroby. Nasz eksperyment po raz pierwszy wykazatl, ze iniekcje dokomorowe
zuzyciem IGF-1 uszczuréw z modelem sAD przyczynity si¢ do oslabienia zaburzen
depresyjnych 1 lgkowych. Korzystny wptyw neurotrofiny IGF-1 na poprawg zaburzen
behawioralnych zwigzanych z deficytami pamigci oraz zaburzen lekowych/depresyjnych
u szczurow w modelu sAD zwigzany byt z redukcja neurozapalenia, mierzonego liczba
aktywowanych komorek mikrogleju, zwlaszcza w obszarze CA2 hipokampa oraz ze

zmniejszonym odkladaniem ztogdw BA w rejonie CA1 hipokampa. Ponadto stwierdzilismy, ze
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oprocz redukcji neurozapalenia po dokomorowym podaniu IGF-1 wystapita redukcja
obwodowego stanu zapalnego.

Redukcja deficytow pamigci przestrzennej oraz zaburzen lekowych/depresyjnych
u szczuréw z modelem sAD stala si¢ podstawg do sprawdzenia czy ograniczenie tych zaburzen
behawioralnych w wyniku dziatania IGF-1, zalezne jest od osobniczej wrazliwosci na czynniki
stresowe, mierzone zroéznicowang aktywnoscig lokomotoryczng (HR vs. LR) (Cel 3).
W przypadku deficytow pamigci (wyniki nieopublikowane rycina 8) podanie ICV-IGF-1 silniej
redukowato te deficyty u szczurow HR niz LR. Na etapie nabywania pamigci referencyjnej (dni
1-3 MWM) i jej odtwarzania (dzien 4 MWM, préba bez platformy) protekcyjne dziatanie IGF-
1 na procesy kognitywne u zwierzat HR z modelem sAD bylo widoczne gtéwnie podczas
bardzo wczesnej 1 wezesnej fazy sAD. Sugeruje to, ze skuteczno$¢ podawanego ICV-IGF-1
w tym modelu choroby, zalezna jest od fazy rozwoju sAD. Krotkotrwaly stres zwigksza
uwalnianie NE w hipokampie, a wigc neuroprzekaznika wspierajacego uczenie si¢
1 koncentracje (Rosario i Abercrombie, 1999; Lapiz i Morilak, 2006). By¢ moze u gryzoni HR
doszto do zwigkszonego uwalniania tego mediatora w hipokampie. Jak wczesniej
wspomniatam to wlasnie szczury HR w NAc posiadajg wyzszy poziom tego neuroprzekaznika
niz szczury LR (Mabrouk i wsp., 2017), wiec prawdopodobnie w innych strukturach OUN,
a zwlaszcza zwigzanych z uczeniem si¢, rdwniez zwierzeta HR bedzie charakteryzowalo
wyzsze stezenie NE w porownaniu ze szczurami LR. Hipoteza ta wymagalaby jednak
okreslenia poziomu NE i ewentualnie innych neurotransmiterow zwigzanych z uczeniem si¢
jak np. acetylocholina i glutaminian, w strukturach OUN zaangazowanych w procesy
kognitywne, przede wszystkim w hipokampie 1 PFC, na r6znych etapach rozwoju sAD. Z kolei
wptyw iniekcji IGF-1 na przestrzenng pami¢¢ robocza (dni 5-8 MWM) u tych dwoéch typow
behawioralnych szczurow (HR vs. LR) jest niejednoznaczny. Na bardzo wczesnym etapie sAD
terapia z uzyciem IGF-1 przyczynita si¢ do skrocenia latencji dotarcia do platformy u gryzoni
LR w stosunku do szczuréw HR w probie 3 testu MWM (dni 5-8 MWM, dni 20-23 sAD).
Jednak w wiekszosci prob na tym etapie choroby nie zaobserwowano zmian istotnych
statystycznie pomi¢dzy zwierzgtami HR a LR. Z kolei na p6znym etapie sAD, podanie IGF-1
skrocito latencje doptynigcia do platformy bardziej skutecznie u gryzoni HR w czasie prob 3
14 (dni 5-8 MWM, dni 103-106 sAD). Réwniez procent czasu spedzonego w kwadrancie
krytycznym roznit si¢ istotnie pomiedzy grupami STZ IGF-1 HR vs. LR w czasie p6Zznego
etapu sAD, podczas ktorego zwierzgta HR odznaczaly si¢ wyzszym procentem czasu
spedzonego w krytycznym fragmencie basenu (proba 3 i 4, dni 5-8 MWM) w dniach 103-106

rozwoju sAD. Na podstawie tych wynikow mozna przypuszczaé, ze na koncowych etapach
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nabywania pamigci roboczej (proba 3 i 4) terapia z uzyciem IGF-1 ponownie korzystniej
oddziatywata na zwierzgta HR. Uzyskane przez nas wyniki sg zgodne z wnioskami innych
autorow (Farias-Quipillor 1 wsp., 2019), ktérzy stwierdzili korzystny wpltyw IGF-1 na procesy
pamigciowe, a efekt ten byl spowodowany wzrostem poziomu neurogenezy w hipokampie.
W dostepnej literaturze brakuje danych o wptywie réznic osobniczych na ten korzystny efekt
IGF-1. Nasze badania sg pierwszymi, ktére dotycza wptywu dokomorowych iniekcji IGF-1
w modelu sporadycznej postaci AD u zwierzat rozdzielonych pod wzgledem osobniczej
wrazliwos$ci na stres (HR vs. LR). Doktadny mechanizm zréznicowanej odpowiedzi zwierzat
HR i LR w zakresie poprawy pamigci przestrzennej w streptozotocynowym modelu sAD
wymaga dalszych badan.

Redukcja zaburzen neuropsychiatrycznych (zaburzenia lgkowe/depresyjne) w modelu
sAD po podaniu IGF-1 zalezna jest takze od charakterystyki behawioralnej zwierzecia
zwigzanej z wrazliwoscia na stres. Podczas bardzo wczesnego 1 wezesnego etapu rozwoju sAD
podanie IGF-1 zwigkszyto spozycie sacharozy (wyniki nieopublikowane rycina 4) u osobnikoéw
mniej wrazliwych na stres, a wigc silniej obnizylo poziom anhedonii u osobnikow LR
w porownaniu ze zwierzgtami HR. Podobnie terapia z uzyciem neurotrofiny IGF-1 silniej
zredukowata poziom leku zmierzony w tescie EPM (wyniki nieopublikowane rycina 5)
u szczuréw LR w porownaniu z osobnikami HR, zwlaszcza na wezesnym etapie rozwoju sAD.
Jedng z przyczyn silniejszego niwelowania zaburzen neuropsychiatrycznych w modelu sAD
u zwierzat LR w wyniku terapii IGF-1 mozna upatrywa¢ w nizszym poziomie tych zaburzen
behawioralnych obserwowanych w przebiegu choroby w poréwnaniu ze zwierzetami HR
(Dunacka 1 wsp., 2024). Wydaje si¢ wigc oczywiste, ze IGF-1 wywolatl silniejszy efekt
prowadzacy do redukcji tych zaburzen w grupie szczuréw o fagodniejszych zmianach. Wigksza
opornos¢ osobnikéw LR na stresory w pordwnaniu ze zwierz¢tami HR stwarza mozliwo$¢
korzystniejszego wplywu przeciwdepresyjnego i1 anksjolitycznego IGF-1 u zwierzat LR
(Piazza 1 wsp., 1991a). Inni badacze zauwazyli, ze po porazce socjalnej osobniki HR
wykazywaly wyzszy poziom lgku, mniejsze spozycie sacharozy oraz unikaly kontaktow
spotecznych (Duclot i wsp., 2011), co rowniez wspiera powyzsze zalozenia. Wydaje si¢ zatem,
ze kluczowym elementem w terapii anhedonii/lgku w przebiegu sAD jest potaczenie nizszej
bazalnej stresowrazliwosci 1 zastosowanie leku odpowiedniego do redukcji tych zaburzen.
Ponadto, IGF-1 jest uwazany za kluczowy regulator lgku, gdyz utatwia konsolidacje pamieci
1 wygaszanie strachu (Maglio i wsp., 2021). Zatem szczegdlnie u osobnikéw LR, wykazujacych

mniejszg reaktywno$¢ stresowa, widoczne jest jego anksjolityczne dziatanie.
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Aby jak najlepiej okresli¢ mechanizm wplywu IGF-1 na deficyty pamigci
przestrzennej i zaburzenia lgkowe, ktéry bierze pod uwage osobniczg zmienno$¢ behawioralng
zwierzecia, nalezatoby rowniez wzig¢ pod uwage roznice w aktywacji osi HPA, w poziomie
neurogenezy oraz w funkcjonowaniu szlakow OUN, zwigzanych z koncentracja, uczeniem
1 pamigcig podczas roznych etapéw sAD. Uzyskane przez nas rezultaty wymagaja dalszych
badan zwigzanych z mechanizmami stojacymi za odmienng odpowiedzia u zwierzat

zréznicowanych pod wzgledem wrazliwos$ci na stres (HR vs. LR).

4.3. Zmiany zwigzane z odkladaniem zlogow p-amyloidu (BA) i poziomem neurozapalenia
w oSrodkowym ukladzie nerwowym (OUN) w szczurzym modelu sporadycznej postaci
choroby Alzheimera (sAD)

Jak wspomniano wcze$niej szczury HR z modelem sAD charakteryzowaly si¢ wyzszym
poziomem ztogow BA w obszarach CA1l, CA2, CA3 oraz DG hipokampa (rycina 19), a takze
w NAcS oraz w PFC. Te patologiczne zmiany moga by¢ jedna z przyczyn silniejszych zaburzen
kognitywnych i lekowych u osobnikow bardziej wrazliwych na stres.

Zréznicowanie reaktywnosci stresowej pomiedzy zwierzetami HR 1 LR zwigzane jest
migdzy innymi, z odmienng aktywacja uktadu dopaminergicznego, a takze ze zroznicowaniem
odpowiedzi uktadu odpornosciowego organizmu (Basu i wsp., 2000; Wrona i wsp., 2003, 2004,
2005, 2014). Nasze badania wykazaly, ze w 99 dniu po indukcji sAD u zwierzat STZ HR
rozwinat si¢ silniejszy poziom neurozapalenia w PFC mierzony liczbg aktywowanych komorek
mikrogleju (CD68") oraz stwierdzono w tej czeSci OUN wyzsza liczbe ztogow BA
w porownaniu z grupag LR. Ponadto u zwierzat STZ HR wykazaliSmy wyzsza liczba
oligomerow BA w NAcS w stosunku do szczurow STZ LR. Aktywnos¢ dopaminergiczna
w NAc jest wyzsza, natomiast w PFC nizsza u zwierzat HR w pordwnaniu ze zwierzetami LR
(Piazza 1 wsp., 1991b). By¢ moze nizszy wyj$ciowy poziom dostarczanej dopaminy, silniejszy
poziom neurozapalenia oraz wyzsza liczba oligomeréw BA w PFC jest jedna z przyczyn
nasilenia reakcji lgkowej oraz silniejszych deficytow pamieci w przebiegu sAD u szczurow
HR. Deficyty pamigci oraz nasilona reakcja lekowa obserwowane u tych zwierzat moze by¢
takze zwigzana z neurodegeneracja powodowang przez zlogi BA w NAcS. Ponadto szczury
STZ HR wykazywaly wyzszg liczbg komorek CD68" w stosunku do osobnikéw STZ LR
w jadrze przysrodkowo-grzbietowym podwzgorza (DMH). Jadro DMH odpowiedzialne jest za
hamowanie aktywacji osi HPA wywotanej stresem (Ebner 1 wsp., 2013). By¢ moze zwigkszony

poziom neurozapalenia w tym jadrze podwzgorza obserwowany w naszych badaniach
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przyczynia si¢ do silniejszej stymulacji osi HPA, a w konsekwencji do zwigkszenia poziomu

leku w tej grupie zwierzat.

4.4. Zmiany zwiazane z odkladaniem zlogow p-amyloidu (BA) i poziomem neurozapalenia
w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN) po zastosowaniu terapii z uzyciem
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) w szczurzym modelu sporadycznej
postaci choroby Alzheimera (sAD)

Zastosowanie terapii z uzyciem IGF-1 w modelu sAD (Dunacka i wsp., 2025a)
zredukowato poziom neurozapalenia w regionie CA2 hipokampa, w bocznym obszarze
przedwzrokowym i w jadrze nadwzrokowym podwzgdrza oraz zmniejszyto liczbg ztogow A
w obszarze CAl hipokampa. Nasze wyniki sugeruja zatem, ze osrodkowe podanie IGF-1
w przebiegu sAD moze by¢ czynnikiem spowalniajagcym albo zapobiegajacym rozwojowi
choroby, poprzez poprawe dziatania sygnalizacji insulinowej, a co za tym idzie, redukcje
insulinooporno$ci moézgu - jednego z wczesnych objawdéw sAD (Dineley i1 wsp., 2014; Lewitt
i Boyd, 2019).

Zaburzenia sygnalizacji insulinowej zwigzane sg z zaburzeniami kognitywnymi (Ansari
1 wsp., 2023). U pacjentow z AD 1 u osoéb z wysokim ryzykiem wystapienia tej choroby
wykazano, ze zmiany w poziomach réznych czastek sygnalizacyjnych szlakéw insulinowych
w przodomozgowiu sg powigzane z poprawg pamieci (Moloney 1 wsp., 2010; Talbot 1 wsp.,
2012; Miao 1 wsp., 2025). Zmiany te moga nastgpowac po selektywnym zwigkszeniu poziomu
insuliny poprzez donosowe podanie (Reger 1 wsp., 2008; Craft i wsp., 2012). Badacze sugeruja
takze, ze oporno$¢ na insuling w hipokampie jest wczesng 1 powszechng cechg AD, a temu
zaburzeniu towarzyszy rowniez opornos¢ na IGF-1 1 zaburzenia substratu dla jego receptora
(IGF-1R) czyli substratu receptora insulinowego-1 (IRS-1), ktére moga by¢ potencjalnie
spowodowane przez obecno$¢ zlogow PA, a takze jednocze$nie przyczynia¢ si¢ do
powstawania deficytow poznawczych (Talbot 1 wsp., 2012). Wiadomo takze, Ze insulina
1 IGF-1 poprzez regulacje metabolizmu glukozy sg zaangazowane w wiele waznych procesow
w OUN, w tym w neuroprotekcje, neuroregeneracje, plastyczno$¢ synaptyczng (szczegdlnie
w hipokampie) a takze wspieraja funkcje kognitywne oraz procesy pamigciowe (Salkovic-
Petrisic 1 Hoyer, 2007; Pomytkin 1 wsp., 2018; Zhao 1 wsp., 2019; Herrera 1 wsp., 2024; Hayes
1 wsp., 2025), a wiec oporno$¢ na insuling/IGF-1 moze przyczyni¢ si¢ do daleko idacych
patologii w przebiegu sAD.

IGF-1 swoje korzystne dzialanie, polegajace na zmniejszaniu zaburzen pamigci
w przebiegu sAD, wywiera prawdopodobnie poprzez redukcje liczby oligomeréw BA w OUN,
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zwlaszcza w hipokampie. Nasze badania wykazaly, ze w modelu sAD podanie neurotrofiny
IGF-1 zredukowato liczbe ztogow BA w obszarze CA1 hipokampa, natomiast w regionach CA2
1 CA3 hipokampa nie stwierdzono istotnych réznic w stosunku do grupy STZ SAL. Z kolei
w regionie DG hipokampa obserwowalismy wickszg liczbg ztogdw BA pomimo podania IGF-1.
Inni badawcze zauwazyli, ze jednoczesne dokomorowe podawanie IGF-1 wraz z iniekcja A
(25-35) stanowigcag model AD, wykazato ochronne dzialanie tej neurotrofiny skierowane
przeciwko PBA. Wedtug autorow, korzystny efekt dziatania IGF-1 wigze si¢ ze zwickszong
aktywnoscig kinazy biatkowej A i fosforylacji biatka transkrypcyjnego wiagzacego element
odpowiedzi na cAMP (CREB) (Aguado-Llera i wsp., 2018). Z drugiej strony nieco odmienne
dziatanie IGF-1 wroznych czes$ciach hipokampa moze by¢ spowodowane odmiennym
zaangazowaniem tych cze$ci w stan insulinoopornosci moézgu. Inni naukowcy dowiedli, ze
iniekcja ICV-IGF-1 nasila usuwanie BA z mozgu, poprzez wptyw na transport czy produkcje
biatek transportowych PBA przez barier¢ krew-mozg (BBB) w splocie naczynidwkowym.
Dowiedziono, ze omawiana neurotrofina prowadzi do wzrostu stezenia megaliny (biatka
posredniczacego w usuwaniu BA), a tym samym redukuje zaburzenia pamigci zwigzane
z obecnoscig amyloidu w OUN (Carro 1 wsp., 2005). Uzyskane przez nas wyniki, wskazujace
na poprawe¢ pamigci przestrzennej po iniekcjach ICV-IGF-1 w modelu sAD w potaczeniu
z redukcja BA w obszarze CA1 hipokampa, sa zgodne z innymi doniesieniami, ktore dowodza,
ze stany aktywacji wielu czastek szlaku sygnalizacyjnego insuliny w komorkach piramidowych
rejonu CA1 hipokampa sg silnie zwigzane z roboczg oraz epizodyczng pamiecia (Ma 1 wsp.,
2009). Zdaniem autorow oligomery BA sg zdolne do inaktywacji podjednostki IRS-1, co moze
wskazywac, ze BA wplywa na funkcje poznawcze (Ma i1 wsp., 2009; Bomfirm 1 wsp., 2012).
Przeciwstawne wyniki dotyczace roli IGF-1 przedstawit inny zesp6t badawczy (Freude i wsp.,
2009) wykazujac, ze zaburzona sygnalizacja zwiagzana z substratem dla receptora insuliny
1 IGF-1, czyli podjednostka IRS-2, zapobiegata przedwczesnej $mierci komorek i opdzniata
akumulacje BA w hipokampie myszy z modelem AD polaczonej z niedoborem IRS-2. Wedlug
autorow opd6zniona akumulacja BA w OUN wynikata ze zmniejszonego przetwarzania biatka
APP bedacego prekursorem BA, co bylo zalezne od deregulacji szlakow sygnalizacyjnych IGF-
1/IRS-2, a wedlug badaczy jest to zjawiskiem ochronnym w przebiegu AD.

Jak wczesniej wspomniano podawanie dokomorowe IGF-1 u zwierzat z modelem sAD
w naszych badaniach zredukowato liczbe aktywowanych komorek mikrogleju (CD68)
w regionie CA2 hipokampa, w bocznym obszarze przedwzrokowym i w jadrze nadwzrokowym
podwzgorza w 107 dniu po indukcji choroby, co wskazuje, ze podanie IGF-1 wykazato efekt

przeciwzapalny. Jak wiadomo, IGF-1 nasila przeksztatcanie mikrogleju w przeciwzapalny
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fenotyp M2, moduluje aktywnos$¢ tych komorek przez szlak TLR4/NF-«xB, jak réwniez
oddziatuje na astrocyty przez szlak PI3K (Labandeira-Garcia i wsp., 2017; Sun i wsp., 2020;
Pinto-Benito i wsp., 2022; Herrera i wsp., 2024). Ponadto IGF-1 redukuje produkcje cytokin
pro-zapalnych np. IL-1B, TNF-a, a nasila produkcje mediatorow przeciwzapalnych np. IL-10
czy IL-4 (Park i wsp., 2011).

Korzystny wpltyw podawania ICV-IGF-1 u szczuréw w modelu sAD zwigzany
z obnizeniem neurozapalenia, poprawa pamigci przestrzennej, jak réwniez z obnizeniem
akumulacji BA moze wynikaé, jak juz wczesniej] wspomniano, takze z zaangazowania tej
neurotrofiny w neurogenez¢. Zaro6wno IGF-1, jak i insulina uczestnicza w tym procesie
w obszarze DG hipokampa u dorostych osobnikow, a nowo powstale neurony s3
wbudowywane w istniejace obwody hipokampa, wspierajac tym samym procesy uczenia si¢
1 zapamigtywania (Ziegler 1 wsp., 2015; Mir 1 wsp., 2017; Kondo 1 wsp., 2023). Wczesniejsze
dane wykazaty, ze egzogenny IGF-1 nasila proliferacj¢ neuronalnych komérek prekursorowych
hipokampa, a usunigcie genu dla receptora IGF-1R skutkuje $§miercig neuronéw w obszarze DG
hipokampa oraz uposledzeniem pamieci (Liu 1 wsp., 2009; Soto i wsp., 2019; Blume 1 wsp.,
2024; Kim 1 wsp., 2024; Hayes 1 wsp., 2025). Warto doda¢, ze w streptozotocynowym modelu
sAD dochodzi do zaburzen neurogenezy postnatalnej. Wczesniejsze nasze badania dowiodty,
ze uposledzenie neurogenezy w tym modelu choroby obserwowane jest juz nawet 25 dni po
iniekcjach ICV-STZ, o czym $wiadczy nizszy procentowy udziatl neuronéw znakowanych
BrdU+DCX" u mtodych (3 miesigce) i starych (22 miesigce) szczurow w DG hipokampa
1 opuszce wechowej (Kurowska-Rucinska 1 wsp., 2022). Ponadto, w tym modelu choroby
zaobserwowano nizszg liczbe komorek produkujacych BDNF w obszarach CA1, CA2, CA3,
DG hipokampa oraz w opuszce wechowej w porOwnaniu ze zwierzgtami kontrolnymi
(Kurowska-Rucinska i wsp., 2022). Serotonina jest substancja promujaca neurogenezg a wiele
neurondw serotoninergicznych wysyta projekcje do regionu DG hipokampa (Kondo 1 wsp.,
2018, 2023; Azargoonjahromi, 2024). Pobudzanie serotoninowego receptora 5-HT3 promuje
uwalnianie IGF-1 w hipokampie 1 wspiera proces neurogenezy, co skutkuje dziataniem
przeciwdepresyjnym i poprawa funkcji poznawczych.

IGF-1 wspiera takze taczno$¢ synaptyczng pomigdzy neuronami w warunkach
insulinoopornosci (Jo 1 wsp., 2025). Nasze badania pokazaty, ze obnizenie liczby ztogow A
w regionie CA1 hipokampa po podaniu IGF-1 zwigzane jest z poprawg pamigci przestrzenne;.
Wyniki te sg zgodne z innymi doniesieniami, ktére wskazuja, ze dzialanie IGF-1 wptywa na
pobudzenie transmisji synaptycznej w regionie CA1 hipokampa (Ramsey i wsp., 2005; Akbari
1 wsp., 2023;). Korzystne efekty dzialania osrodkowego podania IGF-1 w modelu sAD,
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obserwowane w naszych badaniach mogg zaleze¢ takze od stopnia zaburzeh wywotanych przez
podanie STZ, czasu dziatania tej neurotoksyny i etapu choroby. Wykazano takze, ze pod
wptywem STZ obniza si¢ ekspresja genu dla receptora IGF-1 (Griinblatt 1 wsp., 2004).

Badajac wptyw podania ICV-IGF-1 na niwelowanie objawow w przebiegu sAD nalezy
réwniez uwzgledni¢ czas jaki uptynie od iniekcji ICV-STZ do wystapienia zaburzen u zwierzat
oraz mozliwo$¢ zréznicowanej odpowiedzi na podanie STZ w réznych strukturach OUN.
Knezovic 1 Salkovic-Petrisic (2025) badajac aktywnos$é/ekspresje wybranych enzymow
zwigzanych z rozkladaniem oraz syntezg acetylocholiny wykazali, ze od 1. tygodnia do 9.
miesigca po podaniu STZ (3 mg/kg) do komdr bocznych mozgu neurotransmisja cholinergiczna
podlega silnym fluktuacjom w hipokampie i korze mézgowej. Zatem wptyw podania ICV-IGF-
1 na redukcje zaburzen kognitywnych w modelu sAD, w ktére zaangazowane s3 drogi
cholinergiczne, moze przebiega¢ w zroznicowany sposob.

Zaburzeniom neurotransmisji cholinergicznej po podaniu ICV-STZ towarzysza zmiany
histopatologiczne w OUN. W pierwszym miesigcu po iniekcjach ICV-STZ zauwazono
mniejsza grubos¢ kory ciemieniowej (Knezovic 1 wsp., 2015). Obecno$¢ ztogdw BA rdéznych
regionach OUN tj. w hipokampie, podwzgoérzu, wzgdrzu, korze moézgowej, jak réwniez
w naczyniach wtosowatych opon moézgowych zostata stwierdzona juz nawet po 1-szym
miesigcu od podania ICV-STZ, a wraz z postepem choroby dochodzito do progresji tej
amyloidozy (Salkovic-Petrisic i wsp., 2006, 2011; Knezovic 1 wsp., 2015; Pierzynowska i wsp.,
2019; Dunacka i wsp. 2024; Majkutewicz i wsp., 2024). Nowsze badania STZ (Homolak i wsp.,
2025). pokazuja dodatkowo, ze dziatanie osrodkowego podania STZ jest zalezne od gatunku
zwierzecia. U szczurow Wistar podanie osrodkowe STZ (3 mg/kg) przyczynito si¢ do
powstania deficytow poznawczych, natomiast u myszy C57BL/6 iniekcje STZ (6 mg/kg) nie
wywotaty tych zaburzen. Dalsze oznaczenia wykazaly, ze myszy sa mniej wrazliwe na
dokomorowe podanie streptozotocyny niz szczury, a przy dawce STZ wynoszacej 10 mg/kg
zaobserwowano dopiero delikatne deficyty poznawcze u myszy. Zwierzeta te (szczury vs.
myszy) r6znig si¢ profilem genetycznym. Myszy posiadajg wyzsza ekspresj¢ mRNA dla genow
zwigzanych z rodzing biatek IGF-1, co moze by¢ przyczyna odmiennego dziatania STZ
(Homolak i wsp., 2025).

Neuropsychiatryczne zaburzenia w tym Igk, depresja 1 apatia u pacjentow z AD sg
powigzane z zaburzeniami kognitywnymi, $§miercig neurondéw, obecnoscia BA w korze
mozgowej a takze neurozapaleniem (Jack i wsp., 2018; Johansson i wsp., 2020; Swann i wsp.,
2024). Z kolei obecnos¢ ztogdw BA w korze przedczotowej, ciemieniowej i w korze obreczy

jest powigzana z wystgpieniem leku (Palmqvist i wsp., 2017; Johansson 1 wsp., 2020). Zmiany
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metaboliczne w korze obreczy oraz innych fragmentach czolowych moézgu, hipokampie, jadrze
potlezacym, skorupie oraz wzgorzu sg skorelowane z anhedonig i apatia, a z kolei te zaburzenia
neuropsychiatryczne sg stwierdzane w poznej fazie AD (Theleritis 1 wsp., 2014; Rosenberg
i wsp., 2015; Johansson i wsp., 2020). Liczba komoérek CD68" zwigzanych ze zwigkszong
aktywno$cig fagocytarng mikrogleju u osobnikéw cierpigcych na AD byla zwigzana
z obecnoscig ptytek starczych i splatkow neurofibrylarnych oraz demencja (Minett i wsp.,
2016; Hopperton 1 wsp., 2018). Co wiecej, w pdznej fazie AD, gdy stwierdzono obecnos¢
wystgpienia anhedonii i Ieku, obecna byta takze zwigkszona aktywnos$¢ fagocytarna mikrogleju
(Lee 1 wsp., 2019; Botto i wsp., 2022). Jak wspomnialam wcze$niej, w modelu sAD,
wowolanym iniekcja dokomorowa STZ, osrodkowe podanie IGF-1 zredukowato poziom BA
w obszarze CA1 hipokampa oraz poziom neurozapalenia (komorki CD68") w regionie CA2
hipokampa w p6znej fazie SAD w naszych badaniach (Dunacka i wsp., 2025a). W kolejnej
pracy (Dunacka i wsp., 2025b) dowiedliSmy, ze na tym etapie sAD, podanie IGF-1
zredukowato rowniez poziom anhedonii i Iegku u szczurow. Zatem u zwierzat z modelem sAD
redukcja zaburzen neuropsychiatrycznych jest powigzana z redukcja neurozapalenia oraz
zmniejszeniem odktadania BA w strukturach mézgowych. Inni badacze wykazali, Ze iniekcje
ICV-IGF-1 u zwierzat poddanych stresowi prenatalnemu zredukowaty zaburzenia depresyjne
w tescie wymuszonego ptywania i efekt ten zachodzit z udzialem receptora IGF-1R (Basta-
Kaim 1 wsp., 2014). Wykazano takze, ze podanie inhibitora biatka wigzacego IGF-1 u myszy
skutkowalo wtasciwos$ciami przeciwlgkowymi oraz antydepresyjnymi (Malberg 1 wsp., 2007).
Jak wspomnialam wcze$niej, IGF-1 jest kluczowym regulatorem leku, poniewaz utatwia
konsolidacje pamigci 1 wygaszanie reakcji strachu (Maglio 1 wsp., 2021).

Korzystne dzialanie IGF-1 u szczuréw z modelem sAD zachecito nas do sprawdzenia
czy efekt ten zalezy od osobniczej wrazliwosci na stres (HR vs. LR). Jak wskazuja uzyskane
wyniki korzystne zmiany pod wptywem iniekcji ICV-IGF-1 na pamigé przestrzenng byly
bardziej widoczne u osobnikow HR. Wydaje sie, ze skuteczniejsze dziatanie IGF-1 u szczurow
HR w zakresie poprawy pamigci przestrzennej spowodowane jest tym, ze osobniki LR
odznaczaja si¢ wyzszym stopniem neurozapalenia w OUN, mierzonym wyzsza liczba
aktywowanych komoérek mikrogleju (CD68") w regionach CA2, CA3, DG hipokampa, w CC
1jadrze DMH na p6znym etapie sAD oraz posiadajg wyzszg liczbe zlogow BA w obszarach
CA3 1 DG hipokampa (wyniki nieopublikowane rycina 11, 13). Sugeruje to, ze IGF-1 lepiej
redukuje poziom zmian histopatologicznych w OUN u osobnikow HR w modelu sAD, co
znajduje odzwierciedlenie w skuteczniejszej redukcji deficytow pamigci w tej grupie zwierzat.

Wiadomo takze, ze IGF-1 silniej u szczuréw HR wspiera produkcje nosnikéw BA takich jak
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albumina czy transferryna (Nieto-Estevez i wsp. 2016). Badacze uwazaja takze, ze opornos¢ na
insuling moze towarzyszy¢ rowniez opornosci na IGF-1 i zaburzeniu pracy ich receptoréw, co
moze by¢ potencjalnie spowodowane przez obecno$¢ BA czy deficyty poznawcze (Talbot
1 wsp., 2012). Nalezatoby zatem sprawdzi¢ czy osobniki LR posiadajg silniejsze zaburzenia
dziatania szlakow insulinowych i/lub IGF-1, poniewaz zaburzenia sygnalizacji insulinowej sg
zwigzane z zaburzeniami kognitywnymi (Reger i wsp., 2008; Craft i wsp., 2012). Uzyskane
wyniki, ktoére opisuja powiazanie pomig¢dzy charakterystyka behawioralng (HR vs. LR)
zwierzat, a osrodkowym podawaniem IGF-1 w modelu sAD stanowig nowo$¢ naukowas.
Osobniki HR odznaczajg si¢ tez zwigkszonym dlugotrwalym potencjatem postsynaptycznym
(LTP) w obszarze CA3 hipokampa oraz wyzsza liczba kolcow dendrytycznych w regionie CA1
hipokampa (Widman i wsp., 2019), co tez moglo korzystnie wptynaé na redukcj¢ zaburzen
pamieci przez IGF-1. Szczury LR mialy tez wyzszg liczbe komdrek CD68" w regionie CC, co
bylo obserwowane w naszych badaniach. Wedtug Miu i wsp., (2006) uszkodzenia tej struktury
sprzyjaty zaburzeniom pamigci roboczej. Dlatego dokladne okre§lenie anatomicznych
korelatow pamigci 1 powigzanie ich z charakterystyka behawioralng/wrazliwo$cig na stres
moze by¢ kluczowe w kontekscie skutecznej terapii sAD. Cho¢ osobniki LR w stosunku do
zwierzat HR odznaczaja si¢ wyzszym poziomem neurogenezy w warunkach bazalnych
(Lemaire i wsp., 1999), to te dwa typy behawioralne odmiennie reaguja na substancje
psychotropowe, co sprzyja zmianom procesu neurogenezy. Pod wptywem kokainy zmniejszyta
si¢ proliferacja komorek w obszarze DG hipokampa u szczuréw LR w stosunku do zwierzat
kontrolnych, natomiast u zwierzat HR nie zauwazono takich zmian (Garcia-Fuster 1 wsp.,
2010). By¢ moze odmienne dziatanie réznych substancji w OUN 1 wplyw na procesy
zachodzace w mozgu, moga by¢ przyczyna odmiennego dziatania terapii z uzyciem IGF-1
pomiedzy szczurami HR 1 LR. Ciekawe natomiast jest to, ze w PFC oraz w NAcS w grupie
szczurow STZ IGF-1 HR stwierdzono wigcej ztogéw PBA niz u szczuréw LR. W naszych
badaniach stwierdziliSmy, ze wtasnie u osobnikow HR z modelem sAD doszto do wyzszej
ekspresji BA w NAcS (Dunacka i wsp., 2024). W PFC grupa STZ HR odznaczala si¢ rowniez
wyzszym poziomem BA, a wigc tez nie bylo zaskoczeniem, ze mimo zastosowania terapii
z uzyciem IGF-1, liczba ztogdw BA nie ulegta silniejszej redukcji w tej strukturze u zwierzat
HR. Mozliwe takze, ze zastosowana przez nas dawka IGF-1 nie byta wystarczajaco skuteczna
w redukcji ztogow BA u zwierzat HR. Otrzymane przez nas rezultaty podkreslaja wiodaca role
hipokampa, PFC i NAcS w powstawaniu deficytow pamigci w przebiegu oraz terapii sAD,

a efekty te sa zalezne od osobniczej wrazliwosci na stres (HR vs. LR).
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4.5. Zmiany obwodowe zwiazane 2z markerami zapalenia i wskaznikami
hematologicznymi w szczurzym modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera
(sAD)

Kolejnym aspektem naszych badan byto sprawdzenie jak w przebiegu sAD zmienia si¢
odpowiedz pochodzaca z obwodowego uktadu odporno$ciowego i czy zmiany te sg zalezne od
charakterystyki behawioralnej zwierzat. Indywidualne zréznicowanie w odpowiedzi na stres
(HR vs. LR) 1 odmienna aktywacja osi HPA, w tym dziatanie glikokortykoidow, moga by¢
zwigzane z przebiegiem zaburzen obserwowanych w sAD (Ingram i Corfman, 1980; Piazza
iwsp., 1991a; Deroche 1 wsp., 1992; Sandi, 2011). Szczury HR w odpowiedzi na nowe
srodowisko wykazuja silniejsza 1 dtuzej utrzymujaca si¢ sekrecj¢ KORT, a wigc sg bardziej
stresowrazliwymi osobnikami, nawet jezeli w warunkach bazalnych charakteryzuje je nizszy
poziom zachowan lgkowych (Ingram i Corfman, 1980; Piazza i wsp., 1991a; Deroche i wsp.,
1992; Dellu i wsp., 1996). Zwierzeta te wykazuja rowniez silniejsze zmiany behawioralne oraz
silniejsze zmiany transmisji drog dopaminergicznych w odpowiedzi na glikokortykoidy (Piazza
1 wsp., 1991b, 1996, 1997; Marinelli 1 Piazza, 2002). Chociaz nie stwierdzili§my istotnych
réznic statystycznych w stezeniu KORT pomiedzy grupa STZ HR i STZ LR, to grupa STZ LR
odznaczata si¢ wyzszym stezeniem tego hormonu niz osobniki kontrolne VEH LR (Dunacka
1 wsp., 2024). Przyczyna braku roznic istotnych statystycznie w stgzeniach KORT pomiedzy
szczurami STZ HR 1 STZ LR moze by¢ opdzniona odpowiedZ stresowa u osobnikow LR
w poroéwnaniu ze szczurami HR. O prawdziwosci tej hipotezy moze §wiadczy¢ wyzszy poziom
zaburzen behawioralnych u gryzoni HR w poczatkowym stadium choroby. Nasze badania
wykazaly, ze osobniki STZ HR w poczatkowym stadium sAD charakteryzowatly si¢ nizsza
liczbg komorek NK, monocytow i granulocytow we krwi (rycina 19), a w pdznym stadium
choroby ich wzgledna masa §ledziony 1 grasicy byta nizsza w poréwnaniu do osobnikow LR.
Swiadczy to o wiekszej wrazliwosci szczuréw HR na immunosupresyjne dzialanie KORT lub/i
hormon ten silniej wptywa na redystrybucje leukocytéw pomiedzy krwig a narzadami
limfocytarnymi u tych zwierzat w przebiegu sAD. U warunkach wyjsciowych to osobniki HR
charakteryzujg si¢ wyzszym stezeniem KORT niz zwierzgta LR, a wigc hormon ten moze silniej
wptywac na komorki uktadu odpornosciowego u szczuréw HR (Piazza i wsp., 1991a). Z drugie;j
strony w przebiegu sAD KORT mogt takze oddzialywa¢ na limfocyty we krwi, co mogto
skutkowa¢ zmiang fenotypu limfocytow T pomocniczych (Th1/Th2), a zatem wptywat na

rozw0j odpowiedzi przeciwzapalnej organizmu.
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Ponadto obserwowalismy zmiany obwodowych wskaznikow hematologicznych
w przebiegu sAD. U zwierzat z grupy STZ HR w stosunku do grupy STZ LR stwierdzono we
krwi nizszg liczbe erytrocytow, nizszg zawartos¢ hemoglobiny, nizszy hematokryt oraz nizsze
stezenie hemoglobiny na wczesnym etapie sAD. Dane literaturowe wskazuja, ze peptydy
B-amyloidu w osoczu wigzg si¢ ze starzejacymi si¢ krwinkami czerwonymi, doprowadzajac do
powstania swoistego kompleksu. Kompleks ten odpowiedzialny jest za zmiany morfologii
uktadu czerwonokrwinkowego, a poprzez wspieranie adhezji erytrocytow do S$rodbtonka
wpltywa na aktywno$¢ naczynia krwionosnego (Nakagawa i wsp., 2011). Pogorszenie
funkcjonowania uktadu czerwonokrwinkowego u szczurow HR w modelu sAD, zwigzane jest

prawdopodobnie z wyzszg liczba kompleksow BA-erytrocyt.

4.6. Zmiany obwodowe zwigzane 2z markerami zapalenia i wskaznikami
hematologicznymi po zastosowaniu terapii z uzyciem insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1 (IGF-1) w szczurzym modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera
(sAD)

Korzystny efekt podania ICV-IGF-1 obserwowany w naszych badaniach jako redukcja
zaburzen pamigci, leku, anhedonii a takze redukcja neurozapalenia byl zwigzany ze
zmniejszeniem obwodowego zapalenia. Osrodkowe podanie IGF-1 u zwierzat z modelem sAD
zredukowato poziom obwodowego zapalenia, zwlaszcza w czasie poznej fazy choroby,
mierzonego bezwzgledng liczbg leukocytow, limfocytow, monocytow, granulocytéw, a takze
subpopulacji limfocytow: TCD3", TCD4", B (CD45RA™), NK (CD161a"), stezeniem IL-6
1 IL-10. Podanie IGF-1 zwigkszyto takze liczbg plytek krwi oraz ptytkokryt podczas pdznej
fazy sAD. By¢ moze efekt ten byl spowodowany zmniejszong migracja mediatorow zapalenia
z o$rodka na obwod. W szczurzym modelu udaru IGF-1 wywierat protekcyjny efekt na BBB
(Bake i wsp., 2014). U osobnikdéw z AD, podobnie jak u zwierzat kartowatych, zaobserwowano
zmiany w sygnalizacji szlakéw IGF-1, a wlasnie u zwierzat kartowatych, ktérym zostat podany
IGF-1 stwierdzono obnizenie liczby leukocytéw 1 limfocytow T (Schurmann i wsp., 1996;
Galle 1 wsp., 2020). Prowadzone przez nas badania wykazaly, ze podczas wczesnej fazy
choroby podwyzszone poczatkowo stezenie KORT u szczurow w grupie STZ IGF-1, w pdznej
fazie sAD uleglo obnizeniu, co sugeruje wptyw osi HPA na przeciwzapalny efekt IGF-1.
Zwigkszone podczas wczesnej fazy sAD stezenie KORT, ktory wykazuje dzialanie
immunosupresyjne, mogto skutkowac redukcjg liczby poszczegolnych populacji leukocytow.
Co wigcej zaobserwowalis$my obnizong liczbe biatych krwinek gltéwnie podczas poznej fazy

sAD. By¢ moze pomiar stezenia KORT na bardzo wczesnym etapie rozwoju sAD datby
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odpowiedzZ czy st¢zenie tego hormonu rzeczywiscie byto na tyle niskie, ze w kolejnej fazie
choroby skutkowato jedynie obnizong liczbag monocytow we krwi. Inni autorzy zaobserwowali,
ze stezenie KORT u szczurdéw ulegto zwigkszeniu pomiedzy 2 a 4 tygodniem po obwodowym
podaniu STZ w stosunku do zwierzat kontrolnych, przy czym stezenie to bylo najnizsze w 3
tygodniu pomiaréw (Shin i wsp., 2014). Zatem na przestrzeni pierwszego miesigca po podaniu
STZ zaobserwowano fluktuacje stezenia KORT. To sugeruje, ze na bardzo wczesnym etapie
sAD stezenie KORT moze nie by¢ na tyle duze aby dziata¢ immunosupresyjnie na wszystkie
komorki uktadu odpornosciowego.

Z drugiej strony zauwazyliSmy zwigkszony procent udzialu limfocytow T
cytotoksycznych we krwi podczas poznej fazy sAD. IGF-1 jest zwigzkiem, ktory
zaangazowany jest w tymopoezg, a wigc w dojrzewanie oraz réznicowanie limfocytow T
w grasicy (Savino 1 wsp., 2016). Gdy IGF-1 jest podawany myszom prowadzi to do wzrostu
odsetka naiwnych komorek TCD4" oraz TCD8" na obwodzie (Chu i wsp., 2008). To sugeruje,
ze IGF-1 zwigksza uwalnianie dojrzatych limfocytow T z grasicy. Nasze badanie pozwolito
stwierdzi¢, ze u zwierzat STZ IGF-1 dochodzi do nieznacznego obnizenia wspolczynnika masy
grasicy (zmiany te nie osiagnelty poziomu istotnos$ci statystycznej), co moze by¢ zwigzane
z przeniesieniem puli limfocytéw na obwod. U myszy APP-PS1 naciekajgce limfocyty TCD8"
wywolaly aktywacje mikrogleju i deficyty behawioralne (Unger i wsp., 2020). IGF-1 poprawia
tez szczelnos¢ BBB. U szczurow z modelem niedokrwienia neurotrofina ta redukowata
transport komorek zobwodowego uktadu odporno$ciowego przez BBB do miejsca
uszkodzenia mozgu (Bake 1 wsp., 2016, 2019). Prawdopodobnie zwigkszona szczelnos¢
bariery BBB w zastosowanym modelu sAD mogta by¢ przyczyng wzrostu procentowego
udziatu limfocytow Tc we krwi szczurow z grupy STZ IGF-1. Zaobserwowali§my takze, ze
w poznej fazie sSAD podanie IGF-1 zredukowato stezenie IL-6 w osoczu krwi u szczurow
zmodelem sAD w stosunku do grupy STZ SAL. 5 dni po wywotaniu udaru u szczuréw
zaobserwowano, ze iniekcje ICV-IGF-1 powoduja wzrost st¢zenia w osoczu IL-6, ale
obwodowe iniekcje IGF-1 redukuja st¢zenie tej pro-zapalnej cytokiny (El-Hakim 1 wsp., 2024).
W naszych badaniach grupa STZ IGF-1 charakteryzowala si¢ wyzszym stezeniem (zmiana nie
osiggneta poziomu istotno$ci statystycznej) przeciwzapalnej cytokiny IL-10 w osoczu niz
osobniki STZ SAL podczas poznej fazy sAD. Prawdopodobnie podanie IGF-1 zredukowato
obwodowg produkcje IL-6 przez zmniejszenie liczby limfocytéw Thl, produkujacych cytokiny
pro-zapalne. Z drugiej strony inni badacze zauwazyli, ze IGF-1 odpowiedzialny jest za wzrost
masy grasicy, $ledziony, a takze wzrost liczby limfocytow T, B, Th, Tc w $ledzionie (Clark

1 wsp., 1993). W naszym eksperymencie stwierdziliSmy, ze podczas poznej fazy sAD zwigkszyt
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si¢ wspolczynnik masy $ledziony (cho¢ zmiana nie osiaggngta poziomu istotnos$ci statystycznej)
oraz zwigkszeniu ulegt procentowy udziat limfocytow T, B, NK w tym organie w grupie STZ
IGF-1 w stosunku do grupy STZ SAL oraz VEH SAL. Jednakze mechanizm wptywu IGF-1
w modelu sAD na ukltad odpornosciowy, w tym na proces zapalenia czy neurozapalenia
wymaga dalszych badan, poniewaz IGF-1 potrafi rowniez wzmacnia¢é odpowiedz
immunologiczng poprzez aktywacj¢ proliferacji limfocytow T regulatorowych (Bilbao i wsp.,
2014).

Zmniejszona aktywno$¢ osi HPA moze by¢ przyczyng redukcji zaburzen depresyjnych,
zaobserwowanych w naszych badaniach w p6znym stadium sAD. Chociaz bezposredni wptyw
neurotrofiny IGF-1 na aktywnos¢ osi HPA nie jest jeszcze poznany, warto zauwazy¢, ze KORT
1 IGF-1 moga dziata¢ przez ten sam szlak. Eksperymenty z wykorzystaniem modelu
nieprzewidywalnego stresu wykazaly, ze IGF-1 wywiera dziatanie przeciwzapalne poprzez
aktywacje S$ciezki PI3K/Akt/FoxO3, a jeden z elementéw tej Sciezki (PI3K/Akt) jest
odpowiedzialny za dzialanie antydepresyjne (Kuang i wsp., 2018; Guo i wsp., 2024). KORT
hamuje t¢ Sciezk¢ wraz z indukcja $mierci neurondéw hipokampa, a IGF-1 eliminuje ten efekt.
Sugeruje to, ze znormalizowanie dzialania osi HPA, a w konsekwencji obniZenie stg¢Zenia
KORT ma dziatanie neuroprotekcyjne w przebiegu sAD.

Poza wptywem na uklad odpornosciowy, dokomorowe podanie IGF-1 w naszym
badaniu wywolalo wzrost liczby plytek krwi oraz ptytkokrytu podczas pdznej fazy sAD.
Wiadomo, ze IGF-1 poprzez szlak Akt wptywa na trombopoeze. Roznicuje komorki CD34"
w kierunku megakariocytéw, a takze ulatwia powstawanie proptytek krwi oraz regeneracje
plytek krwi u myszy (Chen i wsp., 2018). W przebiegu AD nie jest to korzystnym zjawiskiem,
poniewaz plytki krwi potrafiag wytwarza¢ BA (40-42), ktory jest uwalniany z tych komorek
w czasie aktywacji (Evin 1 Li, 2012). Doktadny wptyw dzialania IGF-1 w naszym
eksperymencie poprzez oddziatywanie na ptytki krwi wymaga dalszych badan, w tym
zmierzenia st¢zenia obwodowej zawartosci BA na rdéznych etapach choroby. Nie
odnotowaliSmy istotnych rdznic statystycznych w obrebie pozostatych parametrow
hematologicznych pomig¢dzy grupa STZ IGF-1 a VEH SAL, z wyjatkiem liczby czerwonych
krwinek, ktora byta nizsza w grupie STZ SAL w poréwnaniu z grupa kontrolng VEH SAL
w poznej fazie sAD.

Obserwowana w naszych badaniach redukcja markerow obwodowego zapalenia
w przebiegu sAD po podaniu IGF-1 data podstawe do dalszych badan, ktoérych celem byto
sprawdzenie czy efekt ten jest zalezny od charakterystyki behawioralnej zwierzat (HR vs. LR)

Jak wskazuja nasze wyniki, podanie IGF-1 skuteczniej redukowato obwodowe zapalenie
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u szczur6w LR (wyniki nieopublikowane rycina 15, 17). Jak wspominalam wczes$niej osobniki
HR i LR ro6znig si¢ wrazliwo$cig na stres, a wtasnie wtedy gdy stres utrzymuje si¢ chronicznie
dochodzi do zwigkszonej sekrecji KORT. Nasze badania wykazaly, ze w czasie pdznej fazy
sAD dochodzi do obnizenia stezenia KORT u szczuréw HR i LR po osrodkowym podaniu IGF-
1 w stosunku do zwierzat z modelem sAD oraz w poréwnaniu do wczesnego etapu sAD.
Podanie ICV-IGF-1 normalizuje zatem dziatanie osi HPA w modelu sAD u szczuréw na
poznym etapie choroby. KORT wptywa na liczebnos$¢ réznych populacji leukocytow poprzez
indukcje apoptozy. Glikokortykoidy indukujg apoptoze biatych krwinek poprzez wplyw na
ekspresje genoéw, przy czym istnieja réwniez geny, ktorych aktywacja chroni przed
zaprogramowang $miercig komorki. W przypadku tymocytow biatkami anty-apoptocznymi sg
np. Bcl-2 oraz Bcl-Xi, ajednoczesna obecno$¢ czastek CD4" i CD8" sprzyja $mierci
komorkowej. Przy czym biatko Bcl-2 uwaza si¢ za glowny determinant wrazliwosci na
glikokortykoidy (Herold i wsp., 2006). Z kolei IGF-1 moze oddziatywa¢ na promotor genu
bcl-2 poprzez szlak MAPK kinaza 6/p383 MAPK/MAPKAP-K3, co wspiera¢ bedzie procesy
anty-apoptotyczne (Pugazhenthi 1 wsp., 1999). By¢ moze IGF-1 u osobnikéw STZ IGF-1 HR
silniej niz u zwierzat LR wsparl procesy anty-apoptotyczne, dlatego silniejsze
immunosupresyjne dziatanie KORT zauwazyliSmy w grupie zwierzat STZ IGF-1 LR. Inni
autorzy zbadali u zwierzat zestresowanych i niezestresowanych ekspresjc mRNA dla biatek
anty-apoptotycznych Bcl-2 oraz Bel-xL (Kosten 1 wsp., 2008). U szczuréw zestresowanych
doszto do obnizenia ekspresji mRNA dla biatka Bcl-2 w zakrecie obreczy, jadrze srodkowym
ciala migdatowatego 1 korze czotowej oraz obnizenia mRNA dla biatka Bcl-xL w obszarach
CA1, CA3 oraz DG hipokampa w poréwnaniu ze szczurami niezestresowanymi (Kosten 1 wsp.,
2008). Nasze badania pokazaty, ze w przebiegu sAD po iniekcjach ICV-IGF-1 dochodzi do
normalizacji dziatania osi HPA zaréwno u szczuréw HR jak 1 LR. Jednakze proces ten zachodzi
szybciej u zwierzat HR w stosunku do gryzoni LR. By¢ moze szczury LR potrzebuja wyzszych
dawek IGF-1 lub jego czestszych iniekcji, aby redukcja stezenia KORT bylo na tyle
wystarczajaca, zeby hormon ten nie wptywat na obnizenie ekspresji gendw dla biatek anty-
apoptotycznych. Prawdopodobnie szczury HR i LR rdznig si¢ takze poziomem biatek anty-
1 pro-apoptotycznych w warunkach bazalnych lub w przebiegu sAD dochodzi do zmian na
poziomie molekularnym genow (np. Bcl-2 oraz Bcel-xL) u tych zwierzat. Wiadomo takze, Ze
osobniki STZ LR posiadajg nizszg liczbe limfocytow Th we krwi niz szczury STZ HR na
wczesnym etapie SAD (Dunacka i wsp., 2024) i moze to thumaczy¢ silniejsza limfopenig
u osobnikow STZ IGF-1 LR, obserwowang w naszych badaniach. U osobnikow LR

stwierdziliSmy takze wyzsze warto$ci wspotczynnika masy $ledziony i grasicy, co moze by¢
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spowodowane recyrkulacja komodrek odporno$ciowych z obwodu do $ledziony i grasicy. Zatem
u zwierzat LR IGF-1 moze silniej wspiera¢ ten proces. Jak wcze$niej wspomniatam
w szczurzym modelu udaru IGF-1 polepszyt szczelnos¢ BBB (Bake 1 wsp., 2014). Mozliwe
wiec, ze IGF-1 podany do komér bocznych moézgu lepiej uszczelnit BBB u zwierzat mnie;j
wrazliwych na stres (LR) w pordwnaniu ze szczurami wrazliwymi na stres (HR). Uszczelnienie
BBB oraz efekt przeciwzapalny wywolany przez IGF-1 mogly przyczynic¢ si¢ do obserwowanej
w naszych badaniach redukcji zaburzen neuropsychiatrycznych (poziom anhedonii i1 leku)
w toku sAD. Grupa STZ IGF-1 LR odznaczata si¢ nizszg liczbg ztogéw BA w NAcS. By¢ moze
mniej zmieniona komunikacja tej struktury z innymi rejonami moézgu u szczuréw LR niz
uzwierzat HR, przyczynita si¢ do silniejszej redukcji objawdw neuropsychiatrycznych
towarzyszacych sAD.

Warto$ci parametrow hematologicznych nie roznity si¢ pomigdzy grupami STZ IGF-1
HR i1 STZ IGF-1 LR, aczkolwiek IGF-1 w modelu sAD wzmdgt trombopoezg u zwierzat HR.
IGF-1 wspiera regeneracje plytek krwi, tworzenie proptytek krwi oraz wspiera powstawanie
megakariocytow przez szlak komorkowy Akt (Chen 1 wsp., 2018). Prawdopodobnie podanie
IGF-1 wmodelu sAD silniej wptywa na ten szlak sygnalizacyjny u szczurow HR niz
u osobnikéw LR.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w naszych badaniach wykazaly, Ze ro6znice
osobnicze we wrazliwos$ci na stres (HR vs. LR) maja wptyw na progresj¢ zaburzen w przebiegu
sAD oraz wplywaja na terapi¢ z zastosowaniem iniekcji ICV-IGF-1, przywracajacej zaburzona
sygnalizacje insulinowa. W steptozotocynowym modelu sAD, ktory charakteryzuje sie
insulinoopornoscig mozgu, szczury HR sg narazone na silniejsze deficyty pamigci przestrzennej
oraz zaburzenia lekowe w poréwnaniu z osobnikami LR. Te zmiany behawioralne
spowodowane sg zmianami w OUN. U gryzoni STZ HR wykazali§my wyzsza liczbe zlogow
BA w hipokampie i w NAcS. Ponadto na wczesnym etapie sAD uklad odpornosciowy
u szczuréw HR jest bardziej wrazliwy na immunosupresyjne dzialanie KORT, gdyz u tych
zwierzat stwierdziliSmy nizszg liczbe monocytow, granulocytow 1 komorek NK. Przywrocenie
prawidlowej sygnalizacji insulinowej na bardzo wczesnym etapie SAD poprzez podanie
oSrodkowe IGF-1 tagodzi behawioralne zmiany u szczur6w z modelem choroby poprzez
redukcje osrodkowego 1obwodowego zapalenia. Skuteczno$¢ leczenia zalezy jednak od
osobnicze] wrazliwosci na stres. U osobnikow HR z modelem sAD podanie ICV-IGF-1
przyczynito si¢ do redukcji deficytow pamigci przestrzennej, co byto zwigzane z obnizeniem
neurozapalenia w regionach CA2, CA3 i DG hipokampa oraz z redukcja ztogow BA
w obszarach CA3 i DG hipokampa. U zwierzat LR iniekcje IGF-1 do komoér bocznych mozgu
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spowodowaty redukcj¢ zaburzen neuropsychiatrycznych (anhedonia/lek). Ten korzystny efekt
u szczurdw STZ IGF-1 LR powigzany byt z obnizeniem liczby oligomeréw BA w NAcS oraz
redukcja obwodowego stanu zapalnego. Zaproponowana przez nas terapia zwigzana
z przywroceniem prawidtowej sygnalizacji insulinowe] u zwierzat zroznicowanych pod
wzgledem wrazliwosci na stres wykazata, ze poszukiwanie skutecznych terapii zaburzen
obserwowanych w przebiegu sAD powinno uwzglednia¢ indywidualne cechy osobnika, gdyz
charakterystyka behawioralna jest kluczowym elementem odpowiedzi na zastosowane

leczenie.
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5. Podsumowanie i wnioski

1.W streptozotocynowym modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera (sAD) u szczuréw
wysokoaktywnych ruchowo (HR) i o wiekszej wrazliwos$ci na stres dochodzi do silniejszych
deficytéw pamigci oraz zaburzen lgkowych, w poréwnaniu z osobnikami niskoaktywnymi
ruchowo (LR). Zmiany te sg zwigzane ze zwickszonym odktadaniem zlogow B-amyloidu (BA)
w hipokampie 1 cze$ci brzeznej jadra potlezacego (NAcS) oraz z nizszym poziomem
neurozapalenia, mierzonego liczbg aktywowanych komorek mikrogleju (CD68") w obszarze

CA1 hipokampa u zwierzat HR w pordwnaniu ze szczurami LR.

2. Indukcja sAD u szczuréw, potaczona z jednoczesng dokomorowa iniekcja
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1) zmniejsza deficyty pamigci przestrzennej oraz
zaburzenia depresyjne/lekowe, towarzyszace progresji sAD. Ten korzystny efekt neurotrofiny
IGF-1 powigzany jest z redukcja liczby ztogéw BA w obszarze CA1l hipokampa, nizszym
poziomem neurozapalenia mierzonego liczbg komérek CD68" w rejonie CA2 hipokampa oraz

z obwodowym efektem przeciwzapalnym.

3. Osrodkowe podanie IGF-1 szczurom z modelem sAD 1 zréznicowanym pod wzgledem
wrazliwosci na stres (HR vs. LR) zmniejsza deficyty pamigci oraz zaburzenia
lekowe/depresyjne w sposéb zalezny od charakterystyki behawioralnej osobnika. U zwierzat
HR obserwuje si¢ silniejsze zmniejszenie deficytow pamigci przestrzennej, powigzane
zredukcjg liczby zlogow PA oraz liczby komorek CD68" w hipokampie. Natomiast
u osobnikéw LR z modelem sAD iniekcje IGF-1 wywierajg silniejszy efekt antydepresyjny
1 anksjolityczny, w poréwnaniu ze szczurami z wysoka aktywnoscig behawioralng 1 wigksza

wrazliwos$cig na stres (HR).

4. Przywrocenie zaburzonej sygnalizacji insulinowej we wczesnym stadium sporadycznej
postaci choroby Alzheimera, poprzez oSrodkowe podanie neurotrofiny IGF-1 przywracajacej
prawidtowg sygnalizacje insulinowa we wczesnym etapie AD, stanowi¢ moze nowe podejscie
w leczeniu tej choroby i zwigzanych z nig zaburzen neuropsychiatrycznych. Nalezy jednak
pamigtaé, ze efekt terapeutyczny IGF-1 zalezy od osobniczych roznic w reaktywnosci

behawioralnej 1 stresowe;.
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1. Model sporadycznej postaci 2. Model sporadycznej postaci
choroby Alzheimera (sAD) choroby Alzheimera (sAD) + terapia (IGF-1)

: /# | ICV-IGF-1 STZ |

,Q_; B pEA '\ (2 pg) (3 mg/kg).

w e

MWM\ ”\“”\ A.ZMIANY BEHAWIORALNE

6@ --

STZ IGF-1 HR vs. STZ IGF-1 LR \
STZHR vs. STZLR HR: krétsza latencja doptyniecia do platformy lub m|e15ca
HR: dluzsza latencja doptyniecia do platformy lub y, ktérym powinna sie znajdowaé podczas nabywania/odtwarzania
miejsca w ktérym powinna sie znajdowac podczas  pamieci referencyjnej (16-19 i 54-55 dzier sAD) i nabywania

nabywania/odtwarzania pamigci referencyjnej pamieci roboczej (103-106 dzieri sAD) w tescie MWM,
(48-501i 92, 94 dzieri sAD) w teScie MWM. Y. wy?szy % czasu przebywania w kwadrancie krytycznym (16,19,
ﬂ 54, 101, 103-106 dzier SAD) w teécie MWM.
P / OF
[ ' L STZIGF-1 HR vs. STZ IGF-1 LR
N \ \ . LR: wiekszy paziom spozycia sacharozy
EPM Closed [\ ) @ (14152 dzierh sAD).
SPT EPM
STZ HR vs. STZ LR
. R R —
HR: krotszy czas spedzony w ramionach otwartych ) i z
(45 dzieri sAD) i centrum EPM (90 dzier sAD), STZIGF-1 HR vs. STZIGF-1 LR Open
HR: dtuzszy czas spedzony w ramionach zamknietych  LR: diuzszy czas spedzony w ramionach otwartych
EPM (90 dzien sAD). i centrum EPM (53 i 98 dzier sAD), Closed
LR: krotszy czas spedzony w ramionach zamknietych
Grupa STZ IGF-1 LR
STZHR vs. STZLR charakteryzuje sie nizszym
HR: diuzszy czas bezruchu w OF (46 dzieri sAD). poziomem leku oraz anhedonii.

B.ZMIANY W OUN

1 U

o8 5w

STZ HR vs. STZ LR (99 dzier sAD)

CD68*

HR: wigksza liczba aktywowanych komérek STZ IGF-1 HR vs. STZ IGF-1 LR (107 dzieri sAD)
mikrogleju w PFC lecz mniejsza w obszarze CA1 HR: mniejsza liczba aktywowanych komérek mikrogleju
hipokampa, w hipokampie (regiony CA2, CA3, DG),
HR: wigksza liczba ztogdw BA w NACS oraz HR: mniejsza liczba ztogdéw BA w obszarze CA3 i DG hipokampa
w hipokampie (regiony CA1-CA3, DG). lecz wieksza w NACS .

C. ZMIANY W UKtLADZIE ODPORNOSCIOWYM
6\ — W grupie STZ IGF-1 LR
&/é neuropsychiatrycznych
zwigzany jest

.LIM mniejszy poziom zaburzen
Y A z redukcjg obwodowego
% g2 poziomu zapalenia.

STZHR vs. STZIR ) STZ IGF-1 HR vs. STZ IGF-1 LR
HR: spadek Pezwzgle{dnt-:j liczby m?n?cytow, LR: spadek bezwzglednej liczby leukocytow, limfocytow we krwi
granulocytow, komérek NK (54 dzier sAD). i nizsze stezenie IL-6 w osoczu {107 dzieri sAD),
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Rycina 19. Obrazowe podsumowanie najwazniejszych wynikéw uzyskanych w ramach
przedstawianej rozprawy. Szczury Wistar Han rozdzielono pod wzgledem osobniczej
wrazliwosci na stres (test nowos$ci) na osobniki wysokoaktywne ruchowo (HR) i niskoaktywne
ruchowo (LR). Nastepnie wywotano u nich (1) model sporadycznej postaci choroby
Alzheimera (sAD) poprzez iniekcje streptozotocyny (STZ, 3 mg/kg) do komoér bocznych
mozgu (ICV) lub (2) wraz z indukcja modelu sAD podawano im $rodek terapeutyczny jakim
byt insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-1, 2 pg). U zwierzat HR z grupy STZ rozwingty
si¢ silniejsze (1A) zaburzenia pamigci przestrzennej zbadane w tescie labiryntu wodnego
Morrisa (MWM) oraz silniejsze zaburzenia Igkowe zmierzone w tescie uniesionego labiryntu
krzyzowego (EPM) 1 w tescie otwartego jasno oswietlonego pola (OF) w poréwnaniu ze
zwierzetami LR. U zwierzat z modelem sAD u ktérych zastosowano terapi¢ zwigzang
z osrodkowym podaniem IGF-1 (2) wykazaliSmy, ze neurotrofina ta dziatla odmiennie
w grupach zréznicowanych behawioralnie pod wzgledem osobniczej wrazliwosci na stres (HR
vs. LR). U szczuréw STZ IGF-1 HR podanie ICV-IGF-1 przyczynito si¢ do silniejszej redukcji
(2A) zaburzen pamigci przestrzennej (test MWM) w poréwnaniu z osobnikami LR. Z kolei
uzwierzat STZ IGF-1 LR iniekcje ICV-IGF-1 silniej wplyngty na redukcje zaburzen
neuropsychiatrycznych tj. zmniejszyty poziom anhedonii okreslony w tescie preferencji
sacharozy (SPT) oraz poziom lgku wyznaczony w teScie EPM w poréwnaniu z grupa STZ
IGF-1 HR. Deficyty pamigci oraz silniejsze zaburzenia lekowe w grupie STZ HR zwigzane
byty (1B) ze zmianami w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) tj. z wyzsza liczba ztogow
B-amyloidu (BA) w czgsci brzeznej jadra potlezacego (NAcS) oraz w réznych regionach
hipokampa (obszary CA1-CA3, DQG), a takze z wyzsza liczba aktywowanych komorek
mikrogleju (CD68") w korze przedczotowej (PFC), lecz z mniejszg liczbg komorek CD68"
w regionie CA1 hipokampa w stosunku do zwierzat z grupy STZ LR. Z kolei deficyty pamigci
przestrzennej u zwierzat STZ IGF-1 HR zwigzane byly z nizszym poziomem (2B)
neurozapalenia (komorki CD68") w hipokampie (obszary CA2, CA3, DG) oraz z obnizeniem
liczby ztogéw PBA w obszarach CA3 i DG hipokampa. U szczurow STZ IGF-1 LR
stwierdzili$my natomiast nizszg liczba ztogow BA w NAcS. Co wigcej u osobnikéw HR z grupy
STZ (1C) zaburzenia pami¢ci przestrzennej 1 silniejszy poziom neurozapalenia zwigzany byt
z obwodowg supresja uktadu odpornosciowego, przejawiajaca si¢ jako spadek bezwzglednej
liczby monocytow (MON), granulocytow (GRA) 1 komorek NK. Redukcja poziomu anhedonii
oraz lgku, a takze nizsza liczba liczbg ztogow BA w NAcS w grupie STZ IGF-1 LR potaczona
byta z redukcja (2C) obwodowego zapalenia, tj. spadkiem bezwzglednej liczby leukocytow
(LEU), limfocytow (LIM) oraz obnizeniem stezenia interleukiny-6 (IL-6) w osoczu
w porownaniu ze szczurami STZ IGF-1 HR. Rycing wygenerowano przy uzyciu programow
Power Point 1 Biorender.
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6. Ograniczenia badan

Uzyskane wyniki mogg przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmu rozwoju
sporadycznej postaci choroby Alzheimera (sAD) oraz poszukiwania skutecznych terapii,
uwzgledniajacych zréznicowang charakterystyke behawioralng osobnika, zalezng od
osobniczej wrazliwosci na stres (HR vs. LR). Terapia opisana w naszych badaniach skierowana
jest na przywrdcenie zaburzonej we wczesnym etapie rozwoju sAD sygnalizacji insulinowe;.
Jednakze nasze eksperymenty posiadaty pewne ograniczenia z tego wzgledu, ze byly to badania
podstawowe 1 jako pierwsze poruszaly zwigzek miedzy osobnicza wrazliwo$cig na stres
arozwojem sAD i podatno$cig na terapi¢ z uzyciem insulinopodobnego czynnika wzrostu-1
(IGF-1), podawanego do komdr bocznych mozgu. Badania prowadziliSmy z wykorzystaniem
samcow szczuréw Wistar podczas gdy uwzglednienie réznic ptciowych pozwolitoby sprawdzié
czy wpltyw plci bedzie odzwierciedlony w progresji sAD oraz w skuteczno$ci zaproponowane;j
terapii. Ponadto, w naszych badaniach, przeprowadzonych z wuzyciem szczuréw,
uwzgledniliémy jedng dawke¢ IGF-1 podawang do komor bocznych mozgu, aplikowang
jednoczes$nie z indukcjg modelu sAD. Zréznicowanie dawki, zwigkszenie czestotliwosci jej
podawania oraz drogi podawania (np. przez inhalacje donosowa razem z insuling) poszerzytoby
znacznie bardziej nasza wiedz¢ o terapeutycznym efekcie tej neurotrofiny w niwelowaniu
zaburzen zwigzanych z rozwojem sAD. Interesujace byloby rowniez zbadanie czy
obserwowane efekty podawania neurotrofiny IGF-1 zachodza poprzez receptor IGF-1R.
Zarowno uzyskane wyniki, jak 1 wspomniane ograniczenia moga stanowi¢ podstawe do
dalszych badaf, dotyczacych czynnikéw wptywajacych na progresj¢ sAD 1 na skuteczno$é

terapii tej choroby oraz towarzyszacych jej zaburzen neuropsychiatrycznych.
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Katedra Fizjologii Zwierzat i Cztowieka

Wydziat Biologii

Uniwersytet Gdanski

Oswiadczenie o wkladzie w publikacje

Oswiadczam, ze moj wkiad w publikacje:

Dunacka J., Swiatek G., Wrona D. High behavioral reactivity to novelty as a susceptibility factor for
memory and anxiety disorders in streptozotocin-induced neuroinflammation as a rat model of
Alzheimer's disease. Int. J. Mol. Sci. 2024, 25 (21): 11562

polegat na:

1.

S I I

wspotudziale w zaplanowaniu oraz przeprowadzeniu eksperymentu tj. wspotudziale w
wykonaniu testu nowosci, testu uniesionego labiryntu krzyzowego, testu otwartego jasno
o$wietlonego pola, testu labiryntu wodnego Morrisa; przeprowadzaniu operacji
stereotaktycznej, implantacji kaniul do komér bocznych mézgu i podaniu zwigzkéw do tej
struktury mézgowej w celu indukcji modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera;
wspétudziale w oznaczeniu stezenia interleukiny-6, interleukiny-10 oraz kortykosteronu w
osoczu; wspotudziale w wykonaniu analizy hematologicznej i cytometrycznej: wykonaniu
analizy immunohistochemicznej w celu okreslenia liczby komérek aktywowanych mikrogleju
i zZtogéw B-amyloidu w osrodkowym uktadzie nerwowym:;

wspotudziale w analizie oraz interpretacji otrzymanych danych;

przygotowaniu rycin;

napisaniu tresci wstepnej wersji pracy;

wspotudziale w odpowiadaniu na uwagi recenzentow;

wspotudziale w pozyskaniu funduszy na badania.
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wykonaniu testu nowosci oraz testu uniesionego labiryntu krzyzowego: pobraniu krwi przez
punkcj¢ serca oraz wyizolowaniu mozgu, grasicy, $ledziony. wspéludziale w oznaczeniu
stezenia interlekuiny-6, interleukiny-10 oraz kortykosteronu w osoczu; oraz wspotwykonaniu
analizy hematologicznej i cvtometrycznei:

wspoludziale w analizie oraz interpretacji otrzymanych danych;

korekcie wstepnej wersji pracy;

opiece merytorycznej nad doktorantka;

wspoludziale w odpowiadaniu na uwagi recenzentow;

wspohludziale w pozyskaniu funduszy na badania.
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przeprowadzeniu operacji stereotaktytycznych, implantacji kaniul do komér bocznych mézgu
oraz podaniu zwigzkéw majacych na celu indukcje modelu sporadycznej postaci choroby
Alzheimera oraz przeprowadzeniu terapii; wspotudziale w wykonaniu testu labiryntu wodnego
Morrisa, wspétudziale w wykonaniu analizy immunohistochemicznej w celu okreslenia liczby
komérek aktywowanych mikrogleju i ztogow B-amyloidu w o$rodkowym uktadzie nerwowym;
wspotudziale w analizie oraz interpretacji otrzymanych danych;

przygotowaniu rycin;

napisaniu tresci wstgpnej wersji pracy;

wspotudziale w odpowiadaniu na uwagi recenzentow;

wspotudziale w pozyskaniu funduszy na badania.
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2. wspbtudziale w odpowiadaniu na uwagi recenzentow,

263



dr hab. Danuta Lewandowska (Wrona), prof. UG Gdansk, 16.09.25r.
Pracownia Neurobiologii

Katedra Fizjologii Zwierzat 1 Czlowicka

Wydzial Biologii

Uniwersytet Gdanski

Oswiadczenie o wkladzie w publikacje

Oswiadczam, ze moj wklad w publikacje:

Dunacka J, Grembecka B, Majkutewicz I, Wrona D. Central insulin-like growth factor-1 treatment
enhances working and reference memory by reducing neuroinflammation and amyloid beta deposition
in a rat model of sporadic Alzheimer's disease. Pharmaceuticals, 2025, 8 (4): 527,
https://doi.org/10.3390/ph18040527

polegal na:

1. wspéludziale w zaplanowaniu oraz przeprowadzeniu eksperymentu, tj. wspohudziale w
wykonaniu testu labiryntu wodnego Morrisa;

wspoludziale w analizie oraz interpretacji otrzymanych danych;

korekcie wstgpne) wstgpnej wersji manuskryptu;

opiece mervtorveznej nad doktorantka:

wspoltudziale w odpowiadaniu na uwagi recenzentow;

wspoludziale w pozyskaniu funduszy na badania.
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Dunacka J., Grembecka B., Wrona D. Central Insulin-Like Growth Factor-1-Induced Anxiolytic and
Antidepressant Effects in a Rat Model of Sporadic Alzheimer's Disease Are Associated with the
Peripheral Suppression of Inflammation. Cells, 2025, 14, (15), 1189;

polegat na:
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wspotudziale w zaplanowaniu oraz przeprowadzeniu eksperymentu tj. wspotudziale w
wykonaniu testu preferencji spozycia sacharozy, testu uniesionego labiryntu krzyzowego;
wspotudziale w przeprowadzaniu operacji stereotaktycznej, implantacji kaniul do komor
bocznych mézgu i podaniu zwigzkéw do tej struktury mézgowej w celu indukcji modelu
sporadycznej postaci choroby Alzheimera oraz przeprowadzeniu terapii; wspotudziale w
oznaczeniu stgzenia interleukiny-6, interleukiny-10 oraz kortykosteronu w osoczu:
wspotudziale w wykonaniu analizy hematologicznej i cytometryczne;j;

wspotudziale w analizie oraz interpretacji otrzymanych danych;

przygotowaniu rycin;

napisaniu tresci wstepnej wersji pracy;

wspotudziale w odpowiadaniu na uwagi recenzentow;

wspotudziale w pozyskaniu funduszy na badania.
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stereotaktycznych i implantacji kaniul do komér bocznych mézgu;
2. wspdbtudziale w odpowiadaniu na uwagi recenzentow.
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1. wspéludziale w zaplanowaniu oraz przeprowadzeniu cksperymentu tj. wspohidziale w
wykonaniu testu preferencji spozycia sacharozy i testu uniesionego labiryntu krzyzowego;
pobraniu krwi przez punkcj¢ serca oraz wyizolowaniu moézgu, grasicy, $ledziony;
wspéludziale w oznaczeniu st¢zenia interlekuiny-6, interleukiny-10 oraz kortykosteronu w
osoczu: oraz wspolwykonaniu analizy hematologicznej i cytometrveznej:

wspdludziale w analizie oraz interpretagji otrzymanych danych;

korekcie wstgpnej wersji manuskryptu;

opiece merytorycznej nad doktorantka;

wspdludziale w odpowiadaniu na uwagi recenzentow:

wspoludziale w pozyskaniu funduszy na badania.
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