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1. Wprowadzenie

Homeostaza to zdolno$¢ organizmu do utrzymania wzglednie stalego S$rodowiska
wewnetrznego, niezaleznie od stale zmieniajacych si¢ czynnikow pochodzenia zewnetrznego.
Jest ona kluczowa dla wiasciwego funkcjonowania i przezycia organizmoéw zywych.
Zaburzeniu homeostazy u zwierzat najcze$ciej towarzysza problemy zdrowotne, mogace
prowadzi¢ do powstawania choréb [BILLMAN 2020]. Istnieje wiele czynnikow wewngtrznych
oraz zewngtrznych wplywajacych na homeostazg. Kazdy proces zachodzacy w zywym
organizmie jest istotny, a jego nadmierna stymulacja lub inhibicja moze wywotywa¢ negatywne
efekty. Z drugiej strony, organizm zwierzecy pozostaje w stalym kontakcie z czynnikami
zewnetrznymi,  ktore  w  wigkszoSci  nie  sprzyjaja  utrzymaniu  homeostazy
[SHIRES 1989]. Zwierzgta w toku ewolucji wyksztalcily bariery zapewniajace ograniczony
kontakt z otoczeniem, sg to m. in.: skora wraz z jej wydzielinami, tkanki zlokalizowane
w przewodzie pokarmowym, ptucach oraz nerkach. Niestety nie zapewniaja one takiej ochrony,
ktéra umozliwitaby catkowite ograniczenie dziatania czynnikdbw  zewngtrznych
[ARISTIZABAL i GONZALEZ 2013]. Dlatego, zwierzeta wyksztatcity wyspecjalizowany
uktad odpornos$ciowy, zdolny do neutralizowania szkodliwych czynnikow wewnetrznych oraz
zewnetrznych. Wiegcej, aby utrzyma¢ homeostazg, a tym samym sprawnos$¢ i zdrowie
organizmu, caty szereg komorek, tkanek oraz narzadow powinien dziata¢ skoordynowanie i
btyskawicznie. Za taka koordynacje odpowiada wspotdziatanie ukladu nerwowego i
odporno$ciowego oraz hormonalnego [DANTZER 2018].

Podczas naruszenia integralno$ci barier chronigcych organizm dochodzi do inwazji
patogenéw 1 ich wnikania do ustroju. Takie zdarzenia wywotuja wzbudzenie uktadu
odporno$ciowego, czego efektem jest indukcja stanu zapalnego oraz uruchomienie szeregu
mechanizméw majacych na celu zwalczenie czynnika szkodliwego. Jednym z takich
mechanizmow jest sekrecja z komorek uktadu odpornosciowego réznorodnych biologicznie
aktywnych zwigzkow o wielokierunkowym dziataniu [MARSHALL i wspotaut. 2018].
Uwolnione molekuly uczestniczag w: informowaniu pozostatych komoérek o potencjalnym
zagrozeniu, indukowaniu stanu zapalnego oraz wspottworzeniu szlaku humoralnej odpowiedzi
odpornosciowej [DANTZER 2018]. Ponadto, podczas inwazji patogenow, wynikajacej
z uszkodzenia tkanek organizmu, dochodzi do uwolnienia fosfolipidow btonowych, w tym
kwasu arachidonowego (ang, arachidonic acid, AA). Nastepnie AA moze by¢ metabolizowany
przez cyklooksygenazy (COX) i przeksztalcany do: prostaglandyn, prostacyklin
lub tromboksanow. W tym przypadku, szczegdlng role petni prostaglandyna E2 (PGE2), ktora
wykazuje wlasciwosci prozapalne oraz stanowi istotny sygnat aktywujacy komorki
odporno$ciowe [HIGGINS i LEES 1984].

Poza korzystnym dziataniem, w kontekécie zwalczania obwodowej infekcji, PGE2
oddziatuje réwniez na osrodkowy uktad nerwowy (OUN) indukujagc mechanizmy obronne
[PECCHI i wspotaut. 2009]. Klasycznym przyktadem takiego mechanizmu, uruchamianym
m. in. przez PGE2, polegajagcym na zmianie wzorca zachowan zwierzecia jest indukcja
tzw. ,.zbioru zachowan chorobowych” (ang. sickness behaviour). Jest to odpowiedz
adaptacyjna organizmu, ktora poprzez zaoszcze¢dzenie energii, ma na celu przyspieszenie
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powrotu organizmu do zdrowia [MAES i wspotaut. 2012]. Zwigkszanie rezerw energetycznych
przeznaczonych na walkg z patogenami odbywa si¢ gtdéwnie przez ograniczenie aktywnosci
fizycznej. U chorego zwierzecia objawia si¢ to: sennos$cig, zmniejszong aktywnoscig
lokomotoryczng, ograniczong eksploracjg srodowiska lecz rowniez deficytami poznawczymi
[MAES i wspoétaut. 2012]. Ponadto, chore zwierze izoluje si¢ od innych osobnikéw w celu
ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ patogenow [LOPES i wspoétaut. 2016].

Kolejnym mechanizmem walki z infekcja jest indukcja goraczki zwigzanej ze stanem
zapalnym. Jak wczesniej wspomniano podczas zakazenia patogenami dochodzi do rozwoju
stanu zapalnego oraz zwigksza si¢ stezenie PGE2 w ptynach ustrojowych. Warto nadmienic,
1z zrodtem PGE2 w organizmach ssakow nie s3a jedynie komorki odpornosciowe
(monocyty, makrofagi) lecz rowniez $rédbtonek naczyn wlosowatych mézgu lub osteoblasty
i fibroblasty wzbudzone przez cytokiny prozapalne [SAPER i wspétaut. 2012].
Nastepnie wytworzone i uwolnione do krwiobiegu czasteczki PGE2 moga penetrowac barierg
krew-moézg (ang. blood-brain barier, BBB) i oddziatywa¢ na OUN [DANTZER 2018].
W kolejnym etapie stanu zapalnego towarzyszacego infekcji, PGE2 obecna w parenchymie
moézgu wigze si¢ z receptorami EP3 zlokalizowanymi w obrgbie pola przedwzrokowego
podwzgorza. Powoduje to zmiang punktu nastawczego termoregulacji powyzej 37°C,
a organizm rozpoczyna ,produkcj¢” ciepta (np. poprzez termogeneze drzeniowa)
[ESKILSSON i wspoétaut. 2017]. Takie podwyzszenie temperatury wpltywa na wiele funkcji
komorek odpornosciowych, m. in.: zwigkszenie ruchliwo$ci monocytéw, intensyfikacje
wytwarzania reaktywnych form tlenu przez neutrofile, a takze na zwigkszenie
aktywnosci komorek NK, komoérek dendrytycznych i limfocytdéw pomocniczych T
[WROTEK i wspotaut. 2021]. Warto zaznaczy¢, ze szczury z delecja genu odpowiedzialnego
za synteze¢ COX-2 lub mikrosomalnej syntazy prostaglandyny (mPGES) w $rodbtonku
naczyn wlosowatych mozgu, wykazuja ostabiong zdolno$¢ do indukcji gorgczki
[ESKILSSON i wspotaut. 2017]. Wydaje si¢, ze w zwigzku z krotkim okresem poltrwania
czasteczki PGE2, kluczowa role odgrywa odleglo§¢ miedzy miejscem syntezy i miejscem
dziatania tego zwigzku. Wskazuje to na fakt, iz PGE2 pochodzaca ze $rodblonka naczyn
wlosowatych mozgu odgrywa niezwykle istotng rolg¢ w uruchomieniu mechanizmu goraczki
indukowanej stanem zapalnym [ESKILSSON i wspoétaut. 2017].

Na szczegolng uwage zastuguje fakt, iz PGE2 wplywa na procesy odpornosciowe
robwniez poprzez aktywacje o0si  podwzgorze-przysadka-kora nadnerczy  (HPA)
[YOUNG i wspoétaut. 1996]. Po przeniknieciu do parenchymy mozgu PGE2 wigze sie¢
z receptorami EP3 zlokalizowanymi w obrebie jadra przykomorowego podwzgorza
(ang. paraventricular nucleus of hypothalamus, PVN) [LV i wspoétaut. 2021]. Prowadzi
to do aktywacji PVN i uwalniania kortykoliberyny (ang. corticotropin-releasing hormone,
CRH), ktora oddziatuje nast¢pnie na przysadke mozgows. Efektem tego dziatania jest sekrecja
do krazenia obwodowego kortykotropiny (ACTH), ktéora pobudza kor¢ nadnerczy
do wydzielania glikokortykoidow. Wazrastajace W 0soczu Krwi stezenie glikokortykoidow
prowadzi do hamowania aktywno$ci komorek odpornosciowych wykorzystujac rdzne
mechanizmy, do ktorych zaliczy¢ mozna np. hamowanie produkcji IL-1B lub IL-6
[ELANDER i wspotaut. 2009, STREHL i wspotaut. 2019].



Komorki wzbudzonego uktadu odpornoSciowego generuja szereg zwigzkow
biologicznie aktywnych, ktérych jednym z zadan jest przekazywanie sygnalu do OUN.
Do takich zwigzkow zaliczane sa: cytokiny, opioidy, hormony tkankowe (np. histamina)
oraz prostaglandyny, w szczegdlnosci PGE2 [DANTZER 2018, CARTHY
I ELLENDER 2021]. Z drugiej strony, OUN réwniez przekazuje do uktadu odporno$ciowego
informacje zawarte w wydzielonych na obwod organizmu zwigzkach. Sg nimi:
glikokortykoidy, neurotransmitery oraz neuropeptydy [PAVLOV i wspotaut. 2018].
Ten precyzyjny system komunikacji uktadu odpornosciowego i nerwowego, oparty na
biologicznie aktywnych zwigzkach chemicznych, zostal nazwany droga humoralng
[DANTZER 2000].

Niezaleznie od opisanego powyzej systemu przekazywania informacji zwierzeta
wyksztalcity odrgbny, wykorzystujacy sygnaty przewodzone za posrednictwem czuciowych
nerwOoOw obwodowych. W literaturze przedmiotu ten system jest opisywany jako droga
neuronalna, a jednym z jego gtéwnych i zarazem najwazniejszych reprezentantow jest nerw
btedny [DANTZER 2000]. Jest to najdluzszy nerw czaszkowy, biegnacy od pnia moézgu
poprzez szyj¢ i klatke piersiowa, az do jamy brzusznej [BREIT i wspoétaut. 2018].
Unerwia on wiele tkanek i narzadow, ktére stanowig ,wrota” inwazji dla patogendéw
lub s3 =zaangazowane w przebieg proceséw istotnych dla funkcjonowania uktadu
odpornos$ciowego [REARDON i wspotaut. 2018]. Zdecydowang wigkszos¢ nerwu btednego
stanowig widkna czuciowe (aferentne), ktore unerwiajg organy takie jak: serce, przewod
pokarmowy, pluca i oskrzela. Sygnaly rejestrowane za posrednictwem tych widkien
sg przekazywane do jadra pasma samotnego (tac. nucleus tractus solitarius, NTS) — centralnego
jadra czuciowego nerwu blednego. Poprzez widkna ruchowe (eferentne) kontroluje on gtéwnie
aktywnos¢ miesni krtani i gardta [PAVLOV i1 TRACEY 2012, BREIT i wspotaut. 2018].
Z Kkolei, poprzez nalezace do ukladu autonomicznego wlokna eferentne dociera
do wiekszosci narzgdow klatki piersiowej, sg to m. in.: tchawica, serce, oskrzela i pluca.
Ponadto, widkna te unerwiajg rowniez narzady jamy brzusznej: jelito cienkie i grube, zotadek
oraz watrobe [REARDON i wspoétaut. 2018, KENNY i BORDONI 2021].

Nerw bledny jako glowny reprezentant drogi neuronalnej przekazuje informacje
czuciowe do OUN z narzadow, ktore ze wzglgdu na petnione funkcje, sg potencjalnie narazone
na kontakt z patogenami. Rownoczesnie aktywnos$¢ jego czgéci eferentnej prowadzi
do wyzwolenia reakcji obronnych organizmu. Reakcje te moga przybiera¢ posta¢ odruchu:
kichania, potykania lub odruchu wymiotnego [BREIT i wspotaut. 2018]. Z drugiej strony,
wydzielanie acetylocholiny (ACh) z zakonczeh widkien autonomicznych na obwodzie
organizmu hamuje aktywno$¢ uktadu odpornosciowego. Jest to mozliwe dzigki
obecnosci receptorow a7/nAChR na powierzchni wielu komorek odpornos$ciowych
(m. in. makrofagow, komoérek dendrytycznych). Efektem potaczenia ACh ze wspomnianym
receptorem jest zahamowanie syntezy i uwalniania cytokin prozapalnych przez komorki
odpornosciowe [GALLOWITSCH-PUERTA i PAVLOV 2007, PAVLOV i TRACEY 2012].
Mechanizm ten jest znany pod nazwa ,,odruchu zapalnego” i odpowiada za kontrolg odpowiedzi
immunologicznej oraz stanu zapalnego zwiazanego z infekcjg lub uszkodzeniem tkanek
[PAVLOV i TRACEY 2012].



W odniesieniu do drogi humoralnej, warto zaznaczy¢, iz PGE2 uczestniczy w przebiegu
proceséw  patofizjologicznych jak i fizjologicznych, ktéore zachodza w OUN.
W  warunkach ,normalnych” PGE2 wuczestniczy w regulacji procesOw zwigzanych
z aktywno$cig synaptyczna, plastycznoscia neuronalng oraz, w przypadku mtodych
organizmoéw, z dojrzewaniem mozgu [ALIX i wspoétaut. 2008]. Wykazano, ze ekspresja
cyklooksygenaz zachodzi na statym poziomie w wielu obszarach mézgu ssakéw. Do obszarow,
ktore charakteryzuja si¢ przewaga ekspresji COX-1 zalicza si¢: sSrodmozgowie, most oraz rdzen
przedtuzony [MINGHETTI 2004]. Druga izoforma cyklooksygenazy wykazuje dominacje
gtownie w hipokampie lecz potwierdzono réwniez jej wystepowanie W strukturach takich jak:
kora moézgu, cialo migdalowate, wzgoérze oraz podwzgorze. Na uwage zastuguje fakt,
1z neuronalna ekspresja COX-2 moze wzrasta¢ W odpowiedzi na nadmierng aktywnos$¢
synaptyczng (np. podczas napadow padaczkowych). Z drugiej strony, ekspresja COX-2 spada
w odpowiedzi na dziatanie glikokortykoidow. Korelacja miedzy ekspresja i aktywnoscig
synaptyczng wskazuje na istotny udziat COX-2 w przebieg procesOw zwigzanych
z wymiang informacji mi¢dzy neuronami [MINGHETTI 2004]. W ludzkiej oraz psiej korze
mobzgu potwierdzono istnienie trzeciej izoformy tego enzymu (COX-3), uwazanej przez
niektorych badaczy za specyficzny wariant COX-1 [BOTTING i AYOUB 2005].
Niestety funkcje petlnione przez t¢ izoform¢ w obrgbie OUN nie sg wystarczajaco
dobrze poznane 1 wymagaja dalszych badan klinicznych oraz eksperymentalnych
[CHANDRASEKHARAN i wspotaut. 2002].

Inhibitory COX naleza do szerokiej grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych
(NLPZ), stosowanych w leczeniu bolu, stanow zapalnych oraz kontroli goraczki
[GHLICHLOO i GERRIETS 2022]. Posréd NLPZ wystepuja zwiazki zdolne do selektywnego
hamowania aktywnosci COX-1 lub COX-2. Obecnie w terapii wspomnianych dolegliwos$ci
stosuje si¢ zwigzki o dziataniu nieselektywnym oraz selektywnym w stosunku do COX-2
[ZARGHI i ARFAEI 2011]. Juz od dekad lekarze zdawali sobie sprawg, ze neutralizowanie
bolu, goraczki oraz stanu zapalnego polega glownie na hamowaniu aktywnosci COX-2.
Takie selektywne podejscie miato na celu ograniczenie negatywnych skutkéw inhibicji
COX-1, ktorej rola odnosi si¢ glownie do regulacji pracy narzadow wewnetrznych
[ZARGHI i ARFAEI 2011]. Dhugotrwate hamowanie aktywnosci COX-1 moze prowadzic¢
do wystapienia szeregu groznych dla zdrowia dolegliwosci m. in. powstawania nadzerek
zotadkowo-jelitowych, a nawet wrzodéw zotadka, niewydolnosci nerek oraz watroby
[SULEYMAN i wspotaut. 2007]. Niestety, popularny paradygmat wedtug, ktorego COX-1
pelni funkcje fizjologiczne, natomiast COX-2 raczej ,,patofizjologiczne” nie jest do konca
prawidtowy [MINGHETTI 2004]. Dowodem potwierdzajacym to zalozenie jest fakt,
wycofania ze sprzedazy popularnego niegdys inhibitora COX-2, rofekoksybu
(nazwa handlowa - Vioxx). Jego dlugotrwate stosowanie prowadzito do powstawania zaburzen
pracy nerek oraz uktadu sercowo-naczyniowego. NajczegstSzymi przyczynami $mierci
pacjentow stosujacych Vioxx byt udar mozgu lub zawatl migsnia sercowego [SIBBALD 2004].

Niezaleznie od skutkow ubocznych wywotywanych przez dtugoterminowe stosowanie
NLPZ, sg one w dalszym ciggu produkowane na masowg skale i sStosowane przez coraz wigksza
liczbe ludzi [REGULA i wspotaut. 2011]. Obecnie mamy do czynienia z globalnym
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naduzywaniem NLPZ, ktére bez watpienia mozna nazwaé ,.epidemig stosowania lekow
przeciwbolowych”. Szacuje si¢, ze codziennie okoto 30 milionéw ludzi stosuje NLPZ, a okoto
40% z nich przekroczylo 60 rok zycia. Jest to zwigzane z kilkoma czynnikami, do ktérych
zaliczy¢ mozna: powszechng dostgpnos¢, brak wymogu recepty, site reklamy, wystepowanie
chorob zwigzanych z przewleklym stanem zapalnym (np. reumatoidalne zapalenie stawow)
oraz stosunkowo niski koszt lekow [REGULA i wspotaut. 2011, CRYER i wspotaut. 2016].

2. Cel rozprawy doktorskiej

Produkt aktywnosci enzymatycznej cyklooksygenaz PGE2 pelni niezwykle istotng role podczas
wymiany informacji mi¢dzy wzbudzonym ukladem odpornosciowym a OUN.
Podczas trwajacego na obwodzie organizmu stanu zapalnego dochodzi do aktywacji COX-2
w obrgbie uszkodzonych tkanek, w niektorych komorkach odpornosciowych
(np. w monocytach, makrofagach) oraz w $rodblonku naczyn wlosowatych mozgu.
Ponadto, powstata PGE2 oddzialujac lokalnie, w miejscach syntezy, wpltywa réwniez
na powstawanie kolejnych mediatorow stanu zapalnego. PGE2 przenika do parenchymy
mozgu, w ktorej oddziatuje na struktury o potencjalnym dziataniu immunomodulujgcym
oraz immunosensorycznym. Wiadomo, ze wplywa ona na aktywno$¢ obszaru
przedwzrokowego w podwzgdrzu, co skutkuje podwyzszeniem temperatury organizmu a nawet
wystapieniem goraczki. Warto nadmienic, iz funkcjg podwyzszonej temperatury organizmu jest
zwickszenie aktywnos$ci uktadu odpornosciowego oraz ostabienie namnazania patogenow.
PGE2 indukuje rowniez sickness behaviour, bedacy kluczowym mechanizmem
behawioralnym, odpowiadajacym za szybszy powr6t organizmu do zdrowia. Z drugiej strony,
PGE2 wywiera istotny wpltyw na o§ HPA, regulujac tym samym poziom wzbudzenia uktadu
odpornosciowego. Majac na uwadze powyzsze wlasciwosci omawianej czasteczki, gtéwnym
celem pracy byto sprawdzenie czy istniejg mechanizmy mogace kompensowac ograniczenie
syntezy PGE2 po dtlugotrwalym hamowaniu aktywnos$ci cyklooksygenaz.

Hipoteza badawcza:

e wylgczenie humoralnej drogi komunikacji odporno$ciowo-nerwowej uruchamia
mechanizmy, ktore kompensuja jej brak.

Cel gtéwny:

e okreslenie czy dlugotrwale hamowanie aktywnosci humoralnej drogi komunikacji
nerwowo-odpornosciowej doprowadzi do uruchomienia potencjalnych mechanizmow
kompensujacych jej zaburzenie oraz ustalenie ich charakteru.

Cele dodatkowe

e okreslenie wplywu dhlugotrwatego hamowania aktywnosci COX-1 oraz COX-2
na neurotransmisj¢ monoaminergiczng w OUN szczura,
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e zdefiniowanie wptywu dlugotrwatego hamowania aktywnosci COX-1 oraz COX-2
na neurotransmisj¢ aminokwasowa w OUN szczura,

e sprawdzenie potencjalnych zmian stezenia mediatorow reakcji zapalnej w osoczu Krwi
szczurdw po dlugotrwalym hamowaniu aktywnosci cyklooksygenaz,

e okreslenie wplywu dlugotrwalego podawania inhibitorow cyklooksygenaz
na zachowanie zwierzat.

Przedstawione cele zostaly zrealizowane i omowione W dwoch zamieszczonych pracach:

Praca 1. ,,Prostaglandyna E2 jako czasteczka komunikacji pomi¢dzy uktadem nerwowym
1 odpornosciowym”

Prace pierwsza stanowi artykut przegladowy. Jego celem bylo przedstawienie
Kluczowych informacji dotyczacych roli PGE2 w procesie komunikacji nerwowo-
odpornosciowej.

Praca 2. ,,Effect of selective cyclooxygenase inhibitors on animal behaviour
and monoaminergic systems of the rat brain”

Celem pracy byto okreslenie wptywu dlugotrwalego zahamowania aktywnosci
cyklooksygenaz na funkcjonowanie monoaminergicznych uktadéw neurotransmisyjnych
W wybranych obszarach mézgowia szczuréw. Sprawdzono rowniez jak zmienia si¢ aktywnos¢
wspomnianych systemoéw podczas eksperymentalnie indukowanego stanu zapalnego.
W przedstawionej pracy zwierzgtom podawano selektywne inhibitory cyklooksygenaz przez
dziesi¢¢ dni, a nastgpnie oznaczano zawarto§¢ monoamin w wybranych strukturach OUN.
Ustalony, dziesieciodniowy cykl codziennego podawania odpowiednich inhibitoréw
cyklooksygenaz byt wystarczajacy, aby umozliwi¢ badanie wywotanych przez nie skutkow.
Zapobiegat on réwniez powstawaniu nadmiernych zaburzen pracy narzagdow wewnetrznych
u zwierzat. W doswiadczeniu sprawdzano jednoczes$nie jak organizm zwierzat reaguje
na podawane inhibitory w warunkach septycznych (dootrzewnowa iniekcja lipopolisacharydu).

Hipoteza badawcza zamieszczona w omawianej pracy zakladata, ze efektem
dlugotrwatego hamowania aktywno$ci cyklooksygenaz bedzie pojawienie si¢ zmian
w funkcjonowaniu monoaminergicznych uktadéw neurotransmisyjnych. Zatozono, rowniez
ze powstate zmiany beda kompensowaé zaburzenie wymiany informacji migdzy ukladem
odpornosciowym 1 OUN, wynikajacym z zahamowania aktywnosci cyklooksygenaz.
Ponadto, spodziewano si¢, ze zmieniona aktywnos$ci uktadéw neurotransmisyjnych bedzie
objawiac¢ si¢ zmodyfikowanym zachowaniem zwierzat eksperymentalnych.
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Praca 3. ,,Effect of selective cyclooxygenase inhibitors on amino acid neurotransmitters
of the rat brain”

Celem badan, ktorych wyniki opisano w kolejnej pracy bylo okreslenie wpltywu
dlugotrwatego podawania inhibitoréw cyklooksygenaz na aktywno$¢ aminokwasowych
uktadow neurotransmisyjnych. W przeprowadzonym doswiadczeniu zwierzgtom przez 10 dni
podawano selektywne inhibitory cyklooksygenaz. w warunkach septycznych i nieseptycznych.
Analiza neurochemiczna obejmowata oznaczenie gtéwnych aminokwaséw pobudzajacych,
hamujacych oraz aminokwasow, ktore sg prekursorami neuroprzekaznikow monoaminowych.

W odniesieniu do tego eksperymentu zatozono, ze dlugotrwate podawanie inhibitoréw
cyklooksygenaz doprowadzi do powstania zmian w aktywnosci aminokwasowych uktadow
neurotransmisyjnych. Analogicznie w stosunku do pracy drugiej, zatozono, ze powstate zmiany
begda wynikiem uruchomienia mechanizméw kompensujacych zaburzenie humoralnej drogi
komunikacji nerwowo-odpornosciowe;.

3. Materiat i metody badawcze

3.1. Zwierzeta doswiadczalne

Do realizacji doswiadczen wykorzystano trzymiesi¢czne, w chwili rozpoczgcia doswiadczenia,
samce szczurOw  stada nie  krewniaczego  Wistar. Zostaly one  zakupione
z hodowli nalezacej do Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Laczna liczba zwierzat,
od ktorych pobrano materiat biologiczny byta rowna (N=168). Zwierzg¢ta poddano trwajacej
7 dni habituacji. Jej celem bylo przyzwyczajenie zwierzat do eksperymentatorow
oraz do warunkéw panujacych w zwierzetarni. Kazde ze zwierzat zostalo umieszczone
w oddzielnej klatce oraz posiadalo dostep do wody pitnej | pozywienia ad libitum.
Ustalono 12-godzinny cykl dzien-noc, podczas ktorego lampy wilaczano o godzinie 7:00.
Temperatura w miejscu przebywania zwierzat byla ustalona na 21-22°C, a wilgotnos¢
powietrza na 60-65%.

3.2. Procedury doswiadczalne

Wszystkie procedury eksperymentalne, ktorym poddano zwierzeta zostaly zaakceptowane
przez Lokalng Komisje Etyczng w  Ltodzi (nr. uchwal:  73/LB582/2012
oraz 56/L.B114/2018).

Podczas planowania eksperymentu wyrdzniono trzy grupy zwierzat: kontrolng (CNT),
ktorej podawano 0.9% roztwor NaCl, grupe (SC560), w obrebie, ktorej zwierzeta otrzymywaty
SC560, inhibitor COX-1 oraz grupe (CEL), ktorej podawano celekoksyb, inhibitor COX-2.
Zwierzeta doswiadczalne przez 10 dni otrzymywaly podskorne (ang. subsutaneous, S.C)
iniekcje z: 0.9% roztworu NaCl, SC560 (3 mg/kg m.c) lub celekoksybu (10 mg/kg. m.c)
zawieszonych w 100 ul 0.9% roztworu NaCl. U potowy zwierzat z kazdej grupy losowo
wykonano dootrzewnowe (ang. intraperitoneal, i.p), jednorazowe iniekcje 10 pug
lipopolisacharydu (LPS, Escherichia coli 026:B6) rozpuszczonego w 100 pul 0.9% roztworu
NaCl. Drugiej potowie zwierzat podawano dootrzewnowo 0.9% roztwor NaCl.
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Nastepnie, po uptywie 120 minut od dootrzewnowej iniekcji zwierzeta z kazdej grupy poddano
5-minutowym testom behawioralnym, a po ich zakonczeniu procedurze eutanazji.
Zwierzgta, u ktorych nie wykonywano testow behawioralnych zostaty poddane eutanazji po
uplywie 125 minut. Pobrany od zwierzat materiat biologiczny stanowit:

e wybrane struktury moézgowia: pien mozgu, podwzgorze, kora mozgu, hipokamp,
przysrodkowa kora przedczotowa, ciala migdatowate, istota szara okotowodociggowa
[praca 2 3]

e osocze, wyizolowane z krwi pochodzacej z tutowia zwierzat [praca 2 i 3]
3.3. Techniki pomiarowe i metody

3.3.1. Oznaczanie stezenia monoamin i aminokwasow
neurotransmisyjnych w OUN

Bezposrednio po pobraniu, wybrane struktury mozgowia poddano homogenizacji
ultradzwigkowej w roztworze kwasu nadchlorowego z dodatkiem pirosiarczynu sodowego jako
przeciwutleniacza. Nastepnie material odwirowano i pobrano supernatant, ktory zostat
umieszczony w specjalnych probowkach chromatograficznych. Materiat poddany takim
procedurom zabezpieczono i przechowywano w zamrazarce, w temperaturze -80°C do czasu
analiz chromatograficznych.

Analizy chromatograficzne przeprowadzano przy uzyciu zestawu do wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, Agilent 1100, potaczonego z detektorem elektrochemicznym
(HP-1049A). Do wykonywania analiz zastosowano metod¢ wzorca zewngtrznego.
Oznaczenia neuroprzekaznikbw monoaminergicznych oraz ich metabolitow dokonano metoda
elucji izokratycznej w fazie ruchomej (sktadajacej sie¢ z buforu fosforanowego i1 metanolu)
[praca 2]. Oznaczenie neuroprzekaznikow aminokwasowych oraz pozostaltych aminokwasow
wykonano za pomoca metody elucji gradientowej ze zmiennym sktadem fazy ruchomej
(zmienne stezenie buforu fosforanowego oraz metanolu). Podczas analizy aminokwasow
wykorzystano przedkolumnowa derywatyzacje przy uzyciu odczynnika OPT (aldehydu o-
ftalowego) [praca 3]. Po uzyskaniu chromatograméw zarowno dla monoamin
jak 1 aminokwasow, przeprowadzono ich analize wykorzystujac oprogramowanie Chemstation,
Revision-B.03.02, Agilent.
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3.3.2. Oznaczanie stezenia kortykosteronu w osoczu krwi

Kortykosteron oznaczano metoda radioimmunologiczng (RIA), przy uzyciu gotowego zestawu
odczynnikow (Corticosterone Rat/Mouse kit DRG international), wykorzystujac licznik RIA
Wizzard 1470 Perkin-Elmer. Podczas oznaczania hormonu stosowano
si¢ do instrukcji oraz zalecen producenta.

3.3.3. Oznaczanie stezenia cytokin prozapalnych w osoczu krwi

Analiza cytokin prozapalnych, zawartych w osoczu krwi zostata przeprowadzona metoda
ELISA, wykorzystujac czytnik EPOCH 2 Biotek. Podczas analizy wykorzystano
oprogramowanie GEN-5. Do oznaczenia cytokin wykorzystano gotowe zestawy odczynnikow
IL-18 (Rat IL-18 ELISA Kit, Diaclone), IL-6 (Human IL-6 Kit, Invitrogen), TNF-a
(Rat TNF-a ELISA Kit, Diaclone). Oznaczanie cytokin przebiegato zgodnie z instrukcja
oraz zaleceniami producenta.

3.3.4. Analiza behawioralna

Zachowanie zwierzat badano przy uzyciu testu uniesionego labiryntu krzyzowego
(ang. elevated plus maze, EPM), ktoéry umozliwia oceng aktywnosci lokomorycznej
oraz poziomu leku. Zwierzeta poddawane testowi EPM byly wybierane w sposob losowy
(zgodnie z zasadami randomizacji). Szczury eksplorowaty powierzchni¢ areny przez 5 minut
w obecnosci rozproszonego S$wiatta czerwonego. Po kazdym przeprowadzonym tescie
powierzchnia areny byta dezynfekowana przy uzyciu 70% alkoholu etylowego. Nagrania video
z przeprowadzonych testow EPM zostaly zgromadzone na elektronicznym nosniku danych.
Ich analiza zostala wykonana przy uzyciu oprogramowania EthoVision 11.5
(Noldus, Whageningen, The Netherland).

3.3.5. Analiza statystyczna

Opracowanie uzyskanych danych wykonano =za po$rednictwem oprogramowania
STATISTICA 13.3 (TIBICO software inc. 2017). Kazda analiza statystyczna rozpoczynata
si¢ od sprawdzenia normalnosci rozktadu danych przy uzyciu testu Shaphiro-Wilka. W sytuacji
gdy uzyskane dane nie wykazywaly rozkladu normalnego, wykonywano odpowiednie
przeksztalcenia, np. Boxa-Coxa, majace na celu ich normalizacj¢. Po kazdym przeksztatceniu
dane byty ponownie sprawdzane pod katem normalnos$ci rozktadu.

Dane neurochemiczne prezentowane w pracy 2 wykazywaty rozktad skosny, dlatego
do analizy statystycznej wykorzystano nieparametryczny test U Manna-Whitney’a
(z poprawka Bonferroniego na liczbe poréwnan). W przypadku danych dotyczacych
zawartosci cytokin prozapalnych i kortykosteronu procedura analizy statystycznej byla
analogiczna. W zwiagzku z faktem, iz dane behawioralne spetniaty kryteria dla testow
parametrycznych, do analizy wykorzystano test wielowymiarowej analizy wariancji
(ang. multivariate analysis of variance, MANOVA). Dodatkowo, w celu okreslenia preferencji
zwierzat do przebywania w lewym lub prawym zamknigtym ramieniu areny EPM,
wykorzystano test Wilcoxona dla préb zaleznych.
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Dane opisywane w pracy 3 nie spetniaty kryteriow umozliwiajagcych wykorzystanie
testow parametrycznych do ich analizy statystycznej. Pomimo przeksztatcen majgcych na celu
normalizacje rozktadu, zarowno dane neurochemiczne jak i te dotyczace zawartosci zwigzkow
prozapalnych w osoczu krwi, nie wykazywaty rozktadu normalnego. Z tego powodu do ich
analizy wykorzystano test U Manna-Whitney’a (z poprawka Bonferroniego na liczbe
poréwnan).

Przy wykonywaniu analizy statystycznej podjeto proby falsyfikacji ponizszych
hipotez:

e NaCl s.c + NaCl i.p. (CNT) vs NaCl + LPS i.p.: iniekcja LPS nie wptywa na warto$¢
badanej zmiennej.

e NaCl s.c + NaCl i.p. vs CEL s.c + NaCl i.p.: dtugoterminowe podawanie celekoksybu
nie wptywa na warto$¢ badanego parametru.

e NaCls.c+LPSi.p.vs CELs.c+ LPSi.p.: iniekcja LPS nie wptywa na warto$¢ badane;j
zmiennej u zwierzat z dtugotrwale hamowang aktywnoscig COX-2.

e NaCl s.c + NaCl i.p. vs SC560 s.c + NaCl i.p.: dlugoterminowe podawanie SC560
nie wplywa na warto$¢ oznaczanego parametru.

e NaCl s.c + LPS i.p. vs SC560 s.c + LPS i.p.: iniekcja LPS nie wptywa na warto$¢
badanej zmiennej u zwierzat z dlugotrwale hamowang aktywnoscig COX-1.

e CELs.c+NaCli.p.vs SC560 s.c + NaCl i.p.: brak r6znic w warto$ci zmiennej podczas
dhugotrwatego hamowania aktywnosci obu izoform COX.

e CEL s.c + LPS i.p. vs SC560 s.c + LPS i.p.: iniekcja LPS nie wptywa na warto$¢
zmiennej podczas dtugotrwatego hamowania aktywnosci obu izoform COX.

4. Omowienie wynikow

Ze wzgledu na duza liczbe danych uzyskanych w przeprowadzonym doswiadczeniu,
zdecydowano, iz opisane zostana jedynie takie wyniki poroéwnan migdzygrupowych,
ktore wykazywatly istotno$¢ statystyczng. Takie podejscie mialo na celu zwigkszenie
przejrzystosci oraz utatwienie odbioru prezentowanej pracy.
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4.1. Wptyw inhibitorow COX na zawartos¢ cytokin prozapalnych
w osoczu krwi zwierzat w warunkach septycznych
i nieseptycznych

Przeprowadzone do$wiadczenia umozliwily obserwacje wplywu eksperymentalnie
wywotanego stanu zapalnego na stgzenie cytokin prozapalnych (IL-1B, IL-6, TNF-o)
w osoczu krwi zwierzat. W zwigzku z tym, ze dootrzewnowe podanie LPS skutkowato
wzrostem st¢zenia wymienionych cytokin, mozna zaktada¢, iz zaréwno jakos$¢ jak i ilos¢
podawanego zwigzku byly na wtasciwym poziomie.

4.2. Cytokiny prozapalne

Analizujgc  stezenie IL-1f zaobserwowano jednag istotnie statystyczng roznice
w grupie zwierzat dhlugotrwale otrzymujacych SC560. Wykazano, ze pomimo
dhlugoterminowego hamowania aktywnosci COX-1, iniekcja LPS w dalszym ciggu powoduje
wzrost stezenia IL-1B w osoczu Krwi zwierzat eksperymentalnych. Zjawisko to, mozna
wytlumaczy¢ faktem, iz czasteczka PGE2 moze wykazywaé zdolno$¢ do ujemnego
regulowania odpowiedzi immunologicznej. W tym przypadku hamowanie COX-1
z jednoczesnym ostabieniem syntezy PGE2 mogto doprowadzi¢ do wzrostu st¢zenia IL-1p.
Wyniki potwierdzajace zaleznos¢ PGE2-IL-1B zostaly przedstawione w pracy zespolu
HANGALI i1 wspoétaut. 2016.

Kolejng cytoking prozapalng, analizowang w osoczu Krwi zwierzat, byta IL-6.
Zaobserwowano, ze dootrzewnowe podanie LPS powoduje wzrost stezenia tej cytokiny
w grupie zwierzat kontrolnych. Co wigcej, zaden z dlugotrwale podawanych inhibitoréw
nie zahamowat wzrostu st¢zenia IL-6 w odpowiedzi na podanie endotoksyny.

Analiza statystyczna danych dotyczagcych zawartosci TNF-a w 0soczu Krwi zwierzat
wykazala istotny wplyw przeprowadzonych procedur eksperymentalnych. Dootrzewnowa
iniekcja LPS spowodowata wzrost stezenia TNF-o U zwierzat kontrolnych. Diugotrwate
hamowanie aktywnosci COX-1 spowodowato obnizenie podstawowego st¢zenia TNF-o,
u zwierzat bez eksperymentalnie indukowanego stanu zapalnego. Z kolei, podawanie
zwierzgtom SC560 prowadzito do silniejszego obnizenia stezenia TNF-o, w warunkach
septycznych oraz nieseptycznych, w porownaniu do zwierzat, ktore otrzymywaty celekoksyb.
Zaobserwowano rowniez, ze zaden z dlugotrwale podawanych inhibitorow nie zapobiegat
wzrostowi stezenia badanej cytokiny w odpowiedzi na dootrzewnowsa iniekcje LPS.

4.3. Kortykosteron

Analizujac  stezenie kortykosteronu w o0soczu Kkrwi zwierzat eksperymentalnych
zaobserwowano istotng statystycznie réznicg. Wykazano, iz dtugoterminowe hamowanie
aktywnosci COX-2 nie zapobiega wzrostowi st¢zenia kortykosteronu w odpowiedzi na
dootrzewnowe podanie LPS.
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4.4. Wptyw dfugoterminowego podawania inhibitorow
cyklooksygenaz na neurotransmisje monoaminergiczng
w wybranych strukturach OUN szczura

Badanie neurotransmisji monoaminergicznej polegalo na oznaczaniu stgzenia wybranych
monoamin oraz ich metabolitow. Oznaczono st¢zenia: noradrenaliny, dopaminy
I serotoniny oraz ich metabolitow: 3-metoksy-4-hydroksyfenyloglikolu (MHPG),
kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC), kwasu homowanilinowego (HVA)
oraz kwasu 5-hydroksyindolilooctowego (5-HIAA). Uzyskane pozwolily wyznaczyé
tzw. ,indeksy utylizacyjne”, czyli stosunki st¢zenia metabolitu do glownego
neuroprzekaznika. Dato to mozliwos¢ iloSciowego przedstawienia metabolizmu:
noradrenaliny (MHPG/NE), serotoniny (5-HIAA/5-HT) oraz wewngtrzkomorkowego
(DOPAC/DA) i zewnatrzkomérkowego (HVA/DA) metabolizmu dopaminy. Im wyzsza
warto$¢ danego indeksu, tym wyzsza aktywno$¢ okreslonego ukltadu neurotransmisyjnego.
Stezenia wspomnianych zwigzkéw mierzono w nastepujacych obszarach OUN:
pien moézgu, podwzgorze, hipokamp oraz przysrodkowa kora przedczotowa.
W zwigzku z tym, ze w doswiadczeniu badano wplyw dlugoterminowego hamowania
aktywnosci cyklooksygenaz, materiat biologiczny pochodzil od zwierzat: kontrolnych oraz
otrzymujacych celekoksyb lub SC560, obserwowanych zaréwno w warunkach septycznych
oraz nieseptycznych.

4.4.1. Odpowiedz uktadu noradrenergicznego na dtugotrwate
hamowanie aktywnosci cyklooksygenaz

Analiza neurochemiczna wykazata istotne zmiany zawarto§ci monoamin u zwierzat
po dlugotrwalym podawaniu obu inhibitorow COX w badanych strukturach OUN.
Zjawisko to miato miejsce zardéwno u zwierzat ,zdrowych” oraz tych, u ktorych
eksperymentalnie wywotano stan zapalny. Hamowanie aktywnosci COX-2 skutkowato
wzrostem stezenia noradrenaliny w pniu moézgu niezaleznie od stanu zapalnego.
W przypadku hamowania aktywnos$ci COX-1 réwniez dochodzito do wzrostu st¢zenia
noradrenaliny w obrgbie tej struktury lecz jedynie w warunkach nieseptycznych.
Zaobserwowano, ze hamowanie aktywnosci COX-2 powoduje silniejszy wzrost st¢zenia
noradrenaliny w pniu mozgu, niz ma to miejsce w przypadku hamowania COX-1, niezaleznie
od stanu zapalnego. Kolejne zmiany zawarto$ci noradrenaliny stwierdzono w przysrodkowej
korze przedczotowe;j. Inhibicja aktywnosci COX-2 spowodowata wzrost badanego parametru
w tej strukturze, niezaleznie od stanu zapalnego. Hamowanie aktywno$ci COX-2 doprowadzito
do intensywniejszego wzrostu st¢zenia noradrenaliny w przysrodkowej korze przedczotowej,
niz miato to miejsce W przypadku hamowania COX-1, u zwierzat po podaniu LPS.
Podawanie zwierzetom inhibitora COX-2 w warunkach septycznych spowodowato spadek
aktywnosci  ukladu  noradrenergicznego,  wyrazonego  stosunkiem  MHPG/NE,
w pniu moézgu oraz przysrodkowej korze przedczotowej. Wiadomo, ze obie te struktury
uczestniczg w uruchamianiu mechanizméw adaptacyjnych w odpowiedzi na stresory fizyczne

i psychiczne poprzez aktywacje osi HPA [JANKORD i HERMAN 2008, ARNSTEN 2009,
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ARNSTEN i wspoétaut. 2015]. Prawdopodobnie, podczas ograniczenia syntezy PGEZ2,
odpowiedz tych struktur na dootrzewnowe podawanie LPS byta ostabiona, co w konsekwencji
mogto doprowadzi¢ do braku aktywacji ukladu noradrenergicznego oraz magazynowania
noradrenaliny w ich obrebie. Jednakze, reakcja uktadu noradrenergicznego na iniekcje¢ LPS
byta nadal mozliwa, poniewaz odnotowano wzrost stezenia MHPG w obrebie przysrodkowe;
kory przedczotowej. Sugeruje to, ze gdy szlak COX-2-PGE2 ma ograniczong
aktywnos$¢, a transmisja sygnalu prozapalnego do OUN zachodzi za posrednictwem
drog alternatywnych, ktore w dalszym ciggu moga aktywowac uktad noradrenergiczny
[DANTZER 2018, MELLO-CARPES i IZQUIERDO 2013]. Z jednej strony, przekazywanie
wspomnianego sygnalu moze odbywac¢ si¢ przy udziale pozostalych, aktywnych elementow
drogi humoralnej, czyli za posrednictwem cytokin prozapalnych. Z drugiej strony, sygnat
informujacy o obwodowym stanie zapalnym moze dociera¢c do OUN przy udziale w pelni
sprawnej drogi neuronalnej, ktorej gtownym reprezentantem jest nerw btedny. Interesujagcym
jest, ze hamowanie aktywno$ci COX-1 nie doprowadzito do powstania podobnych efektow
w pniu mézgu 1 przysrodkowej korze przedczotowej. Wynik ten wskazuje na dominujaca role
szlaku COX-2-PGE2 w transmisji sygnatu prozapalnego poniewaz zablokowanie COX-1
nie spowodowalo obnizenia aktywnosci uktadu noradrenergicznego oraz akumulacji
noradrenaliny w tych strukturach. Mechanizmem mogacym czgsciowo thumaczy¢ akumulacje
noradrenaliny oraz spadek aktywno$ci noradrenergicznej jest aktywacja specyficznych
dla PGE2 receptorow EP3 w podwzgorzu, szczegolnie w PVN. Wiadomo, ze istnieje petla
dodatniego sprze¢zenia zwrotnego pomiedzy PVN, wydzielajagcym CRH, a znajdujacym si¢
w pniu mozgu miejscem sinawym (ang. locus coeruleus, LC) uwalniajacym noradrenaling
[SHIMIZU 1 wspotaut. 2014]. Podczas ograniczenia syntezy PGE2 dochodzi do ostabienia
aktywacji PVN i zmniejszenia sekrecji CRH, w efekcie czego mozna obserwowaé spadek
aktywnos$ci LC. Konsekwencja tego moze by¢ ostabienie transmisji noradrenergicznej
z LC do przysrodkowej kory przedczotowej [TAYLOR i WESTLUND 2017].
Nastepnie w odpowiedzi na brak pobudzenia z LC w przysrodkowej korze przedczotowej
moze dochodzi¢ do ostabienia uwalniania noradrenaliny oraz jej akumulacji. Wydaje sie,
ze zaobserwowane zmiany funkcjonowania uktadu noradrenergicznego w obrebie pnia mozgu
oraz przysrodkowej korze przedczotowej sa wynikiem ingerencji inhibitoréw cyklooksygenaz
w opisany powyzej mechanizm (podpunkt ,,b” Ryc. 2 zamieszczona w pracy 2).

4.4.2. Reakcja uktadu dopaminergicznego w odpowiedzi
na dtugotrwate blokowanie aktywnosci cyklooksygenaz

Analiza aktywnos$ci uktadu dopaminergicznego wykazata, ze dlugotrwate podawanie obu
inhibitorow cyklooksygenaz, w warunkach septycznych i nieseptycznych, powoduje istotne
obnizenie stezenia dopaminy w podwzgdrzu. Trwajacy na obwodzie organizmu stan zapalny
spowodowat istotne obnizenie st¢zenia dopaminy w obrgbie hipokampa. Zaobserwowano
réwniez, ze u ,,chorych” zwierzat z zahamowang aktywno$ciag COX-2 dochodzi do obnizenia
stezenia dopaminy w przysrodkowej korze przedczotowe;.
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Zwigkszony zewnatrzkomérkowy metabolizm dopaminy wyrazony stosunkiem
HVA/DA zaobserwowano w pniu mézgu zwierzat, bez stanu zapalnego, ktérym podawano
celekoksyb lub SC560. Odnotowany wzrost wartosci indeksu HVA/DA w podwzgdrzu
zwierzat eksperymentalnych stanowil odpowiedz na podawanie SC560 w warunkach
septycznych i nieseptycznych. Podawanie celekoksybu rowniez spowodowato wzrost indeksu
HVA/DA lecz byt on obserwowany jedynie u zwierzgt nie otrzymujgcych LPS.
Ponadto, warto$¢ indeksu HVA/DA u zwierzat, u ktorych wywolano stan zapalny
I ktore otrzymywaty SC560 byta wyzsza niz w przypadku tych, ktore otrzymywaty celekoksyb
w takich samych warunkach. Okazato si¢ rowniez, ze jedyng procedura zwigkszajaca
zewnatrzkomérkowy metabolizm dopaminy w hipokampie bylo hamowanie aktywnoS$ci
COX-1 w warunkach nieseptycznych.

Intensywniejszy wewnatrzkomorkowy metabolizm dopaminy opisany jako wzrost
stosunku DOPAC/DA odnotowano po zahamowaniu COX-1 oraz COX-2 w pniu mozgu
zwierzat ,,zdrowych”. Blokowanie COX-2, bez iniekcji LPS, oraz COX-1, bez oraz wraz
z iniekcjg LPS, zwigkszyto warto$¢ indeksu DOPAC/DA w podwzgdrzu. W obrebie hipokampa
zwierzat, ktore otrzymywaty celekoksyb lub SC560 w warunkach nieseptycznych odnotowano
wyzsze wartosci indeksu DOPAC/DA. Na uwage zastuguje fakt, iz mechanizmy
odpowiedzialne za pozakomérkowy metabolizm dopaminy w przysrodkowej korze
przedczotowej okazaly sie wrazliwe na zastosowane inhibitory cyklooksygenaz. Hamowanie
COX-1 lub COX-2, u zwierzat ktore nie otrzymywaty LPS i u tych, ktorym podawano LPS,
powodowato istotny wzrost wartosci indeksu DOPAC/DA w tej strukturze.

Uzyskane dane wskazuja na wystgpienie ogolnego wzrostu aktywno$ci
uktadu dopaminergicznego W odpowiedzi na blokowanie aktywnosci cyklooksygenaz.
Odnotowany wzrost aktywno$ci obejmowal rozlegle obszary OUN: kresomozgowie
(m. in. hipokamp i przysrodkowa kore przedczotowa), miedzymodzgowie (M. in. podwzgorze)
oraz pien mozgu. Jak wspomniano we wczesniejszych fragmentach pracy, ogdlny wzrost
aktywnosci ukladu dopaminergicznego objawial si¢ wykorzystaniem rezerw dopaminy,
na skutek jej nadmiernego wydzielania oraz zwickszeniem jej  zewnatrz-
oraz wewnatrzkomorkowego metabolizmu. W celu wyjasnienia opisanego zjawiska nalezatoby
odnies¢ si¢ do wiasciwosci substratow wykorzystywanych przez obie izoformy
cyklooksygenaz w OUN. Jak wiadomo, cyklooksygenazy, gtownie COX-2, moga
metabolizowac¢ szczegdlny endokannabinoid wystepujacy w OUN — anandamid (ANA)
[FOWLER 2007, GLASER i KACZOCHA 2010]. W zwigzku z tym, mozna spodziewac sig,
ze wynikiem dlugotrwatego blokowania aktywnos$ci cyklooksygenaz bgdzie wzrost stezenia
ANA w obrebie OUN. Dziatanie tego endokannabinoidu opisano w jednej ze struktur uktadu
dopaminergicznego (w jadrze potlezacym), w ktorej doprowadzit on do zwickszenia
pozakomorkowego stezenia dopaminy [OZ i wspoétaut. 2010]. Badacze sugerujg, ze ANA
poprzez regulacje funkcji blonowego transportera dopaminy wptywa na ostabienie wychwytu
zwrotnego tej aminy ze szczeliny synaptycznej. Nastepnie zgromadzona w obrgbie synapsy
dopamina zostaje zmetabolizowana do HVA przez katecholo-O-metylostrasferaze (COMT)
i tym samym dochodzi do wzrostu wartosci indeksu HVA/DA (podpunkt ,,a” Ryc.2
zamieszczona w pracy 2) [AKIL i wspotaut. 2003, POSNER i wspotaut. 2013].
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Z racji tego, iz cyklooksygenazy wykazuja aktywno$¢ peroksydaz, moga obnizac¢
stezenie dopaminy, poprzez jej utlenianie do szkodliwych chinonéw i semichinonow
[HASTINGS 1995]. Dopamina podlega roéwniez procesowi autooksydacji, w ktorym
dochodzi do wytworzenia szkodliwych zwigzkéw np. anionu ponadtlenkowego
[UMEK i wspotaut. 2018, GRAVES i wspoétaut. 2020]. Niemniej jednak, podczas
dlugotrwatego blokowania aktywnosci COX-1 i COX-2 utlenianie dopaminy stabnie,
co prawdopodobnie ma wptyw na wzrost jej wewnatrzkomorkowego stezenia. Warto rowniez
wspomniec¢ o fakcie, iz wewnatrz neuronu znajduje si¢ oksydaza monoaminowa (MAO), ktora
uczestniczy w procesie przeksztatcania czasteczki dopaminy do postaci DOPAC
[GARRETT i SOARES-DA-SILVA 1990]. GRAVES i wspotaut. 2020, sugeruja, ze MAO
pelni w neuronie role ochronng poniewaz rozktada dopaming do DOPAC i zapobiega
powstawaniu szkodliwych chinondéw. Wydaje si¢ logiczne, ze w sytuacji nagromadzenia
neuroprzekaznika MAO bedzie przeksztatca¢ do postaci DOPAC, w celu ochrony neuronu,
czego efektem moze by¢ wzrost wartos$ci indeksu DOPAC/DA.

Zaproponowane mechanizmy odpowiadajagce za wzrost aktywnosci ukladu
dopaminergicznego stanowig jedynie zatozenia teoretyczne. Aby w pelni zrozumieé
mechanizmy odpowiedzialne za przedstawione zjawisko nalezatoby przeprowadzi¢ kolejne,
wieloaspektowe badania, ktore wykorzystywatyby liczne techniki eksperymentalne.
Nie zmienia to jednak faktu, iz wykorzystanic techniki chromatograficznej umozliwito
zaobserwowanie istotnego wptywu inhibicji COX-1 oraz COX-2 na aktywno$¢ uktadu
dopaminergicznego.

4.4.3. Efekty hamowania aktywnosci cyklooksygenaz
obserwowane w obrebie uktadu serotoninergicznego

Przeprowadzone analizy neurochemiczne wykazaty, ze dlugotrwate podawanie celekoksybu
zwierzetom ,,zdrowym” wywotato wzrost stgzenia serotoniny w pniu mozgu. Ponadto,
zwierzeta otrzymujace celekoksyb charakteryzowaly sie wyzszym st¢zeniem serotoniny w tej
strukturze niz te, ktorym podawano SC560. Celekoksyb doprowadzil rowniez do osiagnigcia
WYZSZego stezenia serotoniny w podwzgorzu zwierzat, niz miato
to miejsce podczas podawania SC560 w warunkach septycznych. Na uwage zashuguje fakt,
iz w obrebie hipokampa odnotowano przeciwng tendencj¢ zmian zawarto$ci tego
neuroprzekaznika. Zaobserwowano, ze hamowanie aktywnosci COX-2 obniza stezenie
serotoniny w hipokampie zwierzat podczas indukowanego eksperymentalnego stanu
zapalnego. Jednakze blokowanie aktywnosci COX-2 w warunkach septycznych prowadzi
do osiggni¢cia wyzszego stezenia badanej aminy, niz w przypadku hamowania aktywnosci
COX-1. Dhugotrwale podawanie SC560 powodowalo obnizenie st¢zenia serotoniny
w hipokampie niezaleznie od stanu zapalnego. W przypadku przysrodkowej kory
przedczotowej odnotowano, iz dlugoterminowe hamowanie aktywnosci COX-2 powoduje
spadek st¢zenia serotoniny niezaleznie od stanu zapalnego.

Wykazano, iz indukcja eksperymentalnego stanu zapalnego lub hamowanie jednej
z izoform cyklooksygenaz w warunkach nieseptycznych prowadzi do wzrostu aktywnosci
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uktadu serotoninergicznego (stosunek 5-HIAA/5-HT) w pniu mozgu. W podwzgorzu zwierzat
niewykazujacych symptomow stanu zapalnego, zaobserwowano wzrost aktywnos$ci uktadu
serotoninergicznego w odpowiedzi na hamowanie obu izoform cyklooksygenaz.
Jedynym czynnikiem, powodujacym wzrost wartos$ci indeksu 5-HIAA/5-HT w hipokampie
byto blokowanie aktywno$ci COX-1 w warunkach nieseptycznych. Ponadto, w przy$rodkowe;j
korze przedczotowej odnotowano wzrost indeksu 5-HIAA/5-HT w odpowiedzi na podawanie
celekoksyb lub SC560 niezaleznie od stanu zapalnego.

Wiadomo, ze zrédtem serotoniny w OUN sg jadra szwu, w obrgbie ktorych wyroznia
si¢ grupe rostralng oraz ogonowa [CHARNAY i LEGER 2010, HORNUNG 2010].
Obie grupy wysylaja witokna serotoninergiczne do pnia moézgu, lecz dominujgcg role
w tworzeniu tego polaczenia petni grupa ogonowa. Grupa rostralna odpowiada za transmisje
serotoninergiczng docierajaca do podwzgorza, hipokampa oraz przysrodkowej kory
przedczotowej [HORNUNG 2010]. Uzyskane wyniki sugeruja, ze w odpowiedzi
na blokowanie aktywnosci COX-1 oraz COX-2 dochodzi do aktywacji ogonowej grupy jader
szwu. Objawia si¢ to zwigkszong wartoscig indeksu 5-HIAA/5-HT oraz wyzszym stezeniem
samego metabolitu serotoniny w obrgbie pnia mézgu. Oczywiscie, ze wzgledu na réwnolegle
potaczenie grupy rostralnej z pniem mozgu nie mozna wykluczy¢ jednoczesnej aktywacji tych
struktur. Jednakze, jak wcze$niej wspomniano grupa rostralna wytwarza wyspecjalizowane
polaczenia serotoninergiczne biegnace do podwzgorza, hipokampa oraz przysrodkowej kory
przedczotowej. Wydaje sie, ze za argument $wiadczacy o wyzszej aktywnosci grupy rostralnej
nalezy raczej uzna¢ zwigkszenie wartosci indeksu 5-HIAA/5-HT w obrebie wyzej
wymienionych struktur. Co wigcej, w odpowiedzi na dtugotrwate podawanie obu inhibitorow
COX doszto do wzrostu zawartosci 5S-HIAA w obrgbie przysrodkowej kory przedczolowe;j.
Opisane zjawisko jest bezposrednio zwigzane ze€ wzmozonym uwalnianiem serotoniny
w obrebie tej struktury. Uzyskane dane neurochemiczne s3 zgodne z tymi, ktore zostaly
przedstawione w badaniach JOHANSSON i wspotaut. 2012. Badacze wykazali,
ze blokowanie COX-2 prowadzi do wzmozonego uwalniania serotoniny w przysrodkowe;j
korze przedczotowej. Zaprezentowane dotychczas informacje, wskazuja na silng reakcje uktadu
serotoninergicznego, objawiajaca si¢ wzmozong aktywnoscig ogonowej i prawdopodobnie
rostralnej grupy jader szwu w odpowiedzi na blokowanie COX-1 oraz COX-2.

Wydaje sig, ze wzrost uwalniania serotoniny w obrebie pnia mézgu i przysrodkowej
kory przedczolowej moze by¢ zwigzany z modulacja aktywno$ci 2,3-dioksygenazy
indolaminowej (IDO). Wiadomo, ze cytokiny prozapalne tj. IL-6 oraz TNF-o aktywujg IDO,
ktora katalizuje reakcje przeksztatcania tryptofanu w Kinurenine. Nast¢pnie za posrednictwem
kolejnych enzyméw, moze doj§¢ do przeksztalcenia kinureniny w kwas chinolinowy
lub kwas kinurenowy [FELTES i wspoétaut. 2017]. W naszych badaniach zwierzgtom
dhlugotrwale podawano inhibitory COX, ktore spowodowaly obnizenie markerow stanu
zapalnego i tym samym prawdopodobny spadek aktywnosci IDO. W zwigzku z tym faktem,
w organizmach zwierzat moglo dojs¢ do ostabienia degradacji tryptofanu, a zwigzek ten mogt
zosta¢ wykorzystywany gtownie do syntezy serotoniny. Nastepnie gotowy neuroprzekaznik
byl magazynowany w ciatach neuronéw, co moze tlumaczy¢ wzrost stezenia serotoniny
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w obrebie pnia mozgu oraz przysrodkowej kory przedczotowej (podpunkt ,.c” Ryc.2
zamieszczona w pracy 2.).

Z kolei, w obrebie hipokampa efekt wywotywany przez dlugotrwate blokowanie
cyklooksygenaz byl odmienny od tego, ktory obserwowano w pozostatych strukturach OUN.
Hipokamp charakteryzuje si¢ wystgpowaniem wielu podtypow receptoréw serotoninowych,
wywotujacych zréznicowane efekty fizjologiczne oraz charakteryzujacych si¢ odmienng
ekspresja [DALE 1 wspotaut. 2015]. Ze wzgledu na t¢ szczegodlng organizacje uktadu
serotoninergicznego nie jest mozliwe jednoznaczne okreSlenie efektu wywotywanego
przez obnizenie zawarto$ci serotoniny. Jednakze, mozna spodziewac sig, ze dlugoterminowe
blokowanie COX-1 lub COX-2, réwniez podczas stanu zapalnego, wptynelo na przebieg
proceséw pamieciowych lub nawet emocjonalnych [CRESPI 2017]. Niektére badania sugeruja,
ze COX-1 oraz COX-2 i produkty ich aktywnosci Stanowig wymagane komponenty
biochemiczne posredniczace w procesach pamig¢ciowych [TEATHER 1 wspotaut. 2002].
Interakcje wystepujace miedzy aktywnosciag COX-1 oraz COX-2, a procesami pamigciowymi
stanowig cickawy i nie do konca poznany element badan nad wptywem NLPZ na funkcje
poznawcze ssakow.

4.5. Wptyw dfugotrwatego hamowania aktywnosci
cyklooksygenaz na zachowanie zwierzgt w uniesionym labiryncie
krzyzowym

Przeprowadzony test EPM mial na celu uzyskanie odpowiedzi na nastgpujagce pytanie

,»Czy dlugoterminowe podawanie inhibitorow COX w warunkach septycznych
i nieseptycznych doprowadzi do powstania zmian w zachowaniu zwierzat do§wiadczalnych?”.
Za posrednictwem tego testu sprawdzono nastgpujace zmienne: 1) aktywnos¢ lokomotoryczna,
2) poziom leku i podejmowanie zachowan ryzykownych oraz 3) preferencje do zajmowania
okreslonego miejsca wewnatrz areny testu. Warto zaznaczy¢, iz podczas zaburzenia
homeostazy organizmu lub trwajacej choroby zmienne takie jak: aktywnos$¢ lokomotoryczna,
poziom Igku oraz podejmowanie zachowan ryzykownych podlegaja widocznym zmianom
[ENGELAND i wspotaut. 2001, MAES i wspoétaut. 2012]. Efektem zachodzacych procesow
patofizjologicznych jest indukcja sickness behaviour, a nastepnie zmiana wzorca zachowan.
Taka zmiana najcze$ciej objawia si¢: zmniejszong aktywnoscig lokomotoryczna, wzmozonym
lgkiem oraz zaniechaniem podejmowania zachowan ryzykownych. Dane uzyskane w tescie
EPM umozliwily okreslenie dlugotrwatego wptywu inhibitorow COX na wybrane sktadowe
zachowania zwierzat w warunkach septycznych i nieseptycznych. Wpltyw ten zostat opisany
w ponizszych podrozdziatach.

4.5.1 Hamowanie aktywnosci szlaku COX-2/PGE2 prowadzi
do zwiekszonej aktywnosci lokomotorycznej u szczurow

Oceny aktywnos$ci lokomotorycznej dokonano w oparciu o pomiar: przebytego dystansu [cm],
predkosci poruszania si¢ [cm/s] oraz ogolnego czasu aktywnosci [s] zwierzat doswiadczalnych.

Indukcja eksperymentalnego stanu zapalnego istotnie obnizyta wartos¢ wszystkich badanych
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parametrow zachowania. Wspomniany wynik potwierdza fakt, iz w odpowiedzi
na  dootrzewnowe  iniekcje  LPS  zostaje = wygenerowany  sygnal,  ktory
po dotarciu OUN indukuje sickness behaviour, a ten z kolei objawia si¢ obnizong aktywnoscia
lokomotoryczng. Z drugiej strony, dlugoterminowe hamowanie aktywnosci COX-2
spowodowato wzrost warto$ci badanych parametrow. Sugeruje to, iz celekoksyb moze
w pewnym sensie stymulowac¢ aktywnos¢ lokomotoryczng u zwierzat, co mogloby wskazywac
na jego dzialanie pobudzajace. Co wigcej, zwierzeta otrzymujace ten inhibitor
charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnos$cig lokomotoryczng niz te, ktorym podawano SC560.
Weczedniejszy rozdziatl zawiera informacje o tym, ze dlugotrwate podawanie inhibitorow
COX-1 oraz COX-2 powoduje wzrost aktywnosci uktadu dopaminergicznego w obrgbie pnia
mozgu oraz obniza stezenie dopaminy w podwzgorzu. Warto w tym miejscu odniesé
si¢ do faktu, iz wzrost aktywnos$ci uktadu dopaminergicznego w pniu mdzgu towarzyszy
wzmozonej aktywnos$ci lokomotorycznej u ssakow [RYCZKO i wspotaut. 2013, RYCZKO
i DUBUC 2017]. Ponadto, oddzialywanie dopaminy na neurony podwzgorza
(szczegodlnie w jego bocznej czgsci) powoduje ostabienie aktywnosci lokomotorycznej oraz
zachowan eksploracyjnych [PARADA i wspoétaut. 1990]. Interesujace, ze jedynie w przypadku
hamowania aktywnosci COX-2 zaobserwowano omawiane zmiany behawioralne.
Opisane zjawisko moze odnosi¢ si¢ do funkcji jakie obie izoformy COX petnig w organizmie
ssakow. Jak wiadomo, COX-1 petni glownie, lecz nie tylko, role ,.fizjologiczng”, natomiast
COX-2 raczej ,,patofizjologiczng”. Wiadomo rowniez, ze w wyniku dtugotrwatego hamowania
aktywnosci COX-1 dochodzi do zaburzenia homeostazy wielu narzadéw wewnetrznych.
Prawdopodobnie w odpowiedzi na powstate zaburzenia OUN indukuje sickness behaviour
lub podobny mechanizm, w celu zmagazynowania energii i przywrocenia homeostazy
organizmu [MAES i wspotaut. 2012]. Jednakze, zmiany aktywnos$ci uktadu
dopaminergicznego w  obregbie pnia mézgu 1 podwzgérza wywolane przez
hamowanie aktywnosci COX-2 zapobiegaja spadkowi aktywnosci lokomotorycznej.
Prawdopodobnie z tego powodu nie zaobserwowano istotnego spadku ogodlnej kondycji
ruchowej zwierzat.

4.5.2. Wptyw dtugoterminowego hamowania aktywnosci
cyklooksygenaz na natezenie poziomu leku oraz podejmowanie
ryzyka

Podczas okre§lania poziomu Igku oraz podejmowania zachowan ryzykownych analizowano
czas spedzony przez zwierzeta w otwartych ramionach labiryntu
(miejscu potencjalnie niebezpiecznym). Zliczano rowniez liczbg wejs¢ zwierzat do otwartych
ramion labiryntu. Nie zaobserwowano wptywu indukcji eksperymentalnego stanu zapalnego
oraz hamowania aktywnosci cyklooksygenaz na czas spgdzony w otwartych ramionach
labiryntu. Jednakze, w grupie zwierzat otrzymujacych celekoksyb odnotowano istotnie wicksza
liczbe wejs¢ do ramion otwartych. Z jednej strony, wyniki moglyby $wiadczy¢ o dzialaniu
przeciwlekowym celekoksybu poniewaz zwierzeta, ktérym zostat on podany wykazywaly
wiekszg che¢ eksploracji miejsc potencjalnie niebezpiecznych. Z drugiej strony, wicksza liczba
wej$¢ do ramion otwartych mogta by¢ zwigzana ze wspomnianym wczes$niej pobudzajacym

24



dziataniem celekoksybu. W tym przypadku nie mozna otwarcie mowi¢ o przeciwlgkowym
dziataniu celekoksybu poniewaz przedstawione wyniki nie sg jednoznaczne. Niemniej jednak
opisane wyniki ukazuja pewien kierunek zmian, ktéry wskazuje na zalezno$¢ pomiedzy
aktywnos$cig COX-2 a zachowaniem zwierzat.

4.5.3. Preferencja miejsca jako potencjalny wskaznik zachowan
socjalnych

Ustalenia preferencji zwierzat do zajmowania okreslonego miejsca, dokonano poprzez
sporzadzenie tzw. ,,mapy cieplnych”, czyli graficznego przedstawienia lokalizacji osobnikow
na arenie testu EPM. Zaobserwowano, ze zwierzeta poddane podskornym iniekcjom
inhibitorow COX lub dootrzewnowym podaniom LPS przebywaly w prawym zamknietym
ramieniu  labiryntu, natomiast zwierzeta kontrolne w  zamknietym  lewym.
W celu zaproponowania wyjasnienia uzyskanych wynikoéw odniesiono si¢ do zmystu wechu,
ktory jest szczeg6lnie rozwinigty u gryzoni. Oczywiscie po kazdym wykonanym tescie areng
dezynfekowano, aby usung¢ zapachy wczesniejszych osobnikéw. Jednak, ze wzgledu
na wysoce rozwinigty zmyst wechu u szczurow nie mozna wykluczy¢ sytuacji, w ktorej
odbieralyby one pozostatosci sygnatow zapachowych. Dla zwierzat zapachy sa
waznym zrodtem informacji zwigzanych m. in. z ryzykiem potencjalnej infekcji
[OTTO i wspotaut. 2015]. Zaktadam, ze zwierzeta mogly rozpoznawaé i unika¢ miejsc, w
ktorych przebywaly potencjalnie zakazone osobniki [KAVALIERS i wspoétaut. 2020].
Odnosi si¢ to, do tzw. ,patogennego wstretu”, ktéry polega na unikaniu osobnikow
generujacych sygnaly zapachowe zwiazane z patogenami, zanieczyszczeniami lub toksynami
[KAVALIERS i wspoétaut. 2019].

W przypadku izolacji zwierzat kontrolnych od tych, ktore otrzymywaty celekoksyb
lub SC560 ponownie odniose¢ si¢ do negatywnego wptywu inhibitorow cyklooksygenaz
na homeostaz¢ narzadow wewnetrznych zlokalizowanych na obwodzie organizmu.
Jak wczeSniej wspomniano, dlugotrwata inhibicja aktywnosci COX-1 prowadzi
do powstawania zaburzen homeostazy wielu narzadow wewngtrznych (np. nerek).
Z Kkolei, dhugotrwate hamowanie aktywnosci COX-2 moze réwniez doprowadzi¢
do wystgpienia skutkow ubocznych dotykajacych narzady wewnetrzne. Potwierdzeniem tego
faktu jest historia leku Vioxx, inhibitora COX-2, ktéry wykazuje szkodliwe dziatanie
m. in. w stosunku do nerek oraz uktadu sercowo-naczyniowego [GISLASON i wspotaut. 2006].
Zaproponowana hipoteza, ktora wyjasniataby unikanie osobnikow z zachwiang homeostaza
narzadow wewnetrznych odnosi si¢ do zmiany sktadu gléwnych bialek moczu
(ang. major urinary proteins, MUPS). W zwigzku z tym, ze stosowanie inhibitorow COX
wpltywa na fizjologi¢ nerek i prawdopodobnie sktad produkowanego moczu, zwierzgta
kontrolne oraz te poddane procedurom eksperymentalnym moga charakteryzowac
si¢ odmiennym sktadem MUPs [KAVALIERS i wspotaut. 2019]. W efekcie tego, zmieniony
ilosciowo lub jakosciowo sktad MUPs mogt zosta¢ odebrany przez zwierzgta ,,zdrowe” jako
sygnat do izolacji.
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4.6. Wptyw dfugoterminowego podawania inhibitorow
cyklooksygenaz na aktywnos¢ aminokwasowych uktadow
neurotransmisyjnych w wybranych strukturach OUN

Podczas badania neurotransmisji aminokwasowej 0znaczano stgzenie: asparaginianu,
glutaminianu, glicyny, kwasu gamma-aminomastowego (GABA) oraz prekursoréw
neuroprzekaznikow tj. tyrozyny i tryptofanu. Struktury OUN, w ktorych badano zawarto$ci
powyzszych aminokwasow stanowity: cialo migdatowate, pien mozgu, hipokamp, podwzgorze
oraz istote szara okotowodociggowa. W prezentowanej cze$ci doswiadczenia wykorzystywano
materiat biologiczny pochodzacy od zwierzat: kontrolnych oraz otrzymujacych celekoksyb
lub SC560. Badane struktury OUN pobrano réwniez od zwierzat otrzymujacych jeden
z inhibitorow cyklooksygenazy, W warunkach septycznych oraz nieseptycznych.
Celem ulatwienia czytelnikowi odbioru pracy dane zawarte w tym rozdziale zostaty opisane
w sposOb odmienny niz, te ktore odnosily si¢ do monoaminergicznych uktadow
neurotransmisyjnych. Ze wzgledu na duzg liczbe analizowanych zmiennych, dane
przedstawiono jako zmiany zawartos$ci badanych aminokwasow w obrgbie okreslonych struktur
OUN.

4.6.1. Zmiany zawartosci aminokwasow w ciele migdatowatym
podczas blokowania aktywnosci cyklooksygenaz

Przeprowadzone analizy neurochemiczne wykazaly, iz blokowanie aktywnosci COX-1
u zwierzat ,,zdrowych” spowodowato wzrost zawarto$ci asparaginianu w cele migdatowatym.
Jednakowy efekt zostal wywotany przez hamowanie aktywnosci COX-2 i wystepowat
on niezaleznie od wywotania stanu zapalnego. Zwierzeta, u ktorych blokowano COX-2
charakteryzowaly si¢ wyzszym stezeniem asparaginianu w ciele migdalowatym
niz te, u ktorych hamowano aktywno$¢ COX-1. Iniekcja inhibitora COX-1 i LPS doprowadzita
do osiggniecia wyzszego st¢zenia asparaginianu w ciele migdalowatym zwierzat,
w porownaniu do podawania samego inhibitora. Jedyna roznica w aktywnos$ci uktadu
glutaminergicznego wystgpowala pomiedzy zwierzgtami otrzymujacymi odpowiednio
inhibitor COX-1 i COX-2 w warunkach nieseptycznych. W przypadku blokowania aktywnosci
COX-1 obserwowano wyzsze stezenie glutaminianu w obrebie ciata migdalowatego.

Cialo migdalowate jest rozbudowana, niejednorodng struktura, ktérej udziat
w przebiegu procesow emocjonalnych jest dobrze znany. Zazwyczaj jest ono kojarzone
z indukcja negatywnych emocji np. warunkowaniem strachu [SONG i wspoétaut. 2017].
Mimo to, jego rola w generowaniu emocji przeciwnych zostata zbadana i potwierdzona.
Ciato migdatowate uczestniczy w okreslaniu dziatania, ktore nalezy podja¢ w odpowiedzi
na oddzialujacy na organizm bodziec. Posredniczy ono réwniez w podejmowaniu decyzji
uwzgledniajgcych zysk lub strate dla organizmu. Jego aktywacja ma kluczowe znaczenie
podczas przetwarzania przez OUN stresujgcych wydarzen [RANGEL i wspoétaut. 2008,
SONG i wspoétaut. 2017, PESSOA 2021]. Ciato migdatowate otrzymuje sygnaly z wielu
korowych i podkorowych obszar6w moézgu. Ma to miejsce za posrednictwem wigzek wiokien
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m. in. prazka krancowego, szlaku brzusznego ciata migdalowatego lub bocznego peczka
wechowego [SIMIC i wspotaut. 2021]. Wzmozona aktywno$é ukladu glutaminergicznego
W podstawnej czegsci Ciata migdalowatego pelni istotng rolg w jego aktywacji podczas
sytuacji stresowych doswiadczanych przez organizm zwierzecy. Takie zjawisko
zostalo zaobserwowane u szczurow w odpowiedzi na oddzialywanie stresu ostrego
[SONG i wspoétaut. 2017]. Jednakze, w przeprowadzonym do$wiadczeniu, wptyw procedur
eksperymentalnych na aktywno$¢ ukladu glutaminergicznego w ciele migdatowatym
nie zostal odnotowany. Wykazano jednak istotny wplyw hamowania aktywnos$ci
cyklooksygenaz, szczegélnie COX-2, na zawarto$¢ asparaginianu. Warto zaznaczyc,
iz niektérzy autorzy uwazaja, ze asparaginian pelni rolg¢ regulacyjng wzgledem uktadu
glutaminergicznego [DALANGIN i wspotaut. 2020, USIELLO i wspoétaut. 2020].
Nalezy rowniez wspomnie¢ o fakcie, iz asparaginian jest strukturalnie podobny
do glutaminianu oraz posiada zdolno$¢ do aktywacji receptora N-metylo-asparaginianu
(ang. N-methyl-D-aspartate receptor, NMDA). Uzyskane dane pokazuja, iz bodZce stresowe
bedace odpowiedziag na wykonywane iniekcje, mogace prowadzi¢ do ,,wylaczenia” drogi
humoralnej oraz potencjalnego zaburzenia homeostazy narzadéw wewnetrznych aktywowaty
cialo migdatowate. Jednakze, we wspomnianej aktywacji nie posredniczyt typowy pobudzajacy
neuroprzekaznik aminokwasowy — glutaminian, lecz asparaginian, zwigzek ktorego nazywanie
neuroprzekaznikiem wcigz moze budzi¢ kontrowersje [DALANGIN i wspotaut. 2020].
Wynik ten sugerowaltby, ze w odpowiedzi na przewlekly stres dochodzi do odmiennej
aktywacji ciata migdatowatego niz w przypadku reakcji na stres ostry.

Wahania st¢zenia tyrozyny wsrod neurondw tworzacych cialo migdalowate moga
by¢ zwigzane z warunkowaniem strachu i odpowiedza organizmu na stres. Jak juz wspomniano,
podczas trwajacego na obwodzie organizmu stanu zapalnego moze dochodzi¢ do indukcji
sickness behaviour. Ponadto, dhlugotrwate blokowanie COX-1 moze przyczyni¢
si¢ do zaburzenia wlasciwego funkcjonowania narzagdow wewnetrznych. Kazde z tych zdarzen
moze prowadzi¢ do odczuwania stresu przez organizm ssaka. Natomiast w sytuacji, gdy
wystepuja one jednoczesnie stanowig silny bodziec stresowy odbierany przez cialo
migdalowate. Wiadomo, iz uwalnianie katecholamin (np. noradrenaliny) jest
tzw. ,,srodkiem zaradczym na stres”, co w tym przypadku mogloby by¢ zwigzane z naruszeniem
rezerw tyrozyny w obrgbie ciata migdatowatego [ANDOLINA i BORRECA 2017].
Z drugiej strony, w ciele migdatlowatym zwierzat otrzymujacych SC560 w warunkach
septycznych odnotowano efekt, ktory $wiadczytby o zmniejszonym odczuwaniu stresu.
Wedlug SKORZEWSKIEJ i wspotaut. 2015, hiperaktywnoéci ciata migdatowatego
rejestrowanej podczas stresu towarzyszy ostabienie otrzymywanej projekcji GABA-ergiczne;j.
Wskazuje to na kluczowa role uktadu GABA-ergicznego w utrzymaniu odpornosci organizmu
na bodzce stresowe [SKORZEWSKA i wspotaut. 2015, ZHANG i wspotaut. 2018].
W ciele migdalowatym zwierzat otrzymujacych SC560 w warunkach septycznych
I nieseptycznych odnotowano wzrost stezenia GABA. Niestety ze wzgledu na przeciwstawny
charakter otrzymanych wynikow (spadek stezenia tyrozyny — stres vs wzrost stezenia GABA
— ograniczenie odczuwania stresu), wptyw SC560 na procesy emocjonalne generowane
przez ciato migdalowate pozostaje dyskusyjny.
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4.6.2. Modyfikacja zawartosci aminokwasow w pniu mézgu
jako efekt dtugotrwatego podawania inhibitorow COX

Poczatkowo glicyna byla uznawana za neurotransmiter hamujacy wystepujacy
w gltownie interneuronach rdzenia krggowego i pnia moézgu. Funkcja glicyny odnosita
si¢ glownie do regulacji procesow zwigzanych z szeroko pojeta aktywnoscia lokomotoryczng
[WHEELER i wspotaut. 1999, DE BARTOLOMEIS i wspoétaut. 2020]. Jednakze wraz
Z postepujacym rozwojem nauki, ,,rzucono wigcej Swiatla” na strukture i fizjologie uktadu
glicynergicznego. Okazuje sig¢, ze glicyna nie wykazuje jedynie dziatania hamujacego lecz
moze stymulowa¢ neurony za posrednictwem ulatwiania aktywacji receptora NMDA przez
glutaminian [PARSONS i wspotaut. 1998, ZHURAVLEVA 1 wspotaut. 2015].
Zbadano, iz elementy tego uktadu sa zlokalizowane w strukturach biorgcych udziat
w procesie komunikacji nerwowo-odpornos$ciowej. Obecno$¢ neurondow glicynergicznych
potwierdzono w strukturach pnia mozgu, do ktorych zalicza si¢ m. in. pole najdalsze
(ang. area postrema, AP) oraz jadro dwuznaczne (ang. ambiguus nucleus, AMB)
[RAMPON i wspotaut. 1996, EZURE i wspotaut. 2003]. Wiadomo, iz AP nalezy
do narzadéw okolokomorowych, znanych ze swoich funkcji immunosensorycznych.
Jest ono dwukierunkowo potaczone z jadrem pasma samotnego oraz otrzymuje sygnaty trzewne
generowane przez nerw bledny. Posiada réwniez projekcje wstepujaca pochodzaca z jadra
przykomorowego podwzgorza — PVN [BENARROCH 2011]. W przypadku AMB nalezy
wspomnie¢ 0 jego przynalezno$ci do grupy jader nerwu blednego, a zatem do struktur OUN,
ktore sg doskonale znane ze swojego udzialu w procesach neuroimmunomodulacyjnych.
Pobudzenie neurondéw AMB moze prowadzi¢ do wzrostu impulsacji w obrebie wildkien
eferentnych nerwu btednego [MEI i wspoétaut. 2008]. Nastepnie wygenerowane pobudzenie
moze oddziatywaé na jeden z centralnych elementéw uktadu limfatycznego czyli grasice.
Efektem tego oddzialywania moze by¢ wzrost proliferacji limfocytow i produkcji cytokin
prozapalnych przez ten narzad [NIIJIMA 1995, MEI i wspotaut. 2008].

Nalezy rowniez wspomnie¢ o fakcie, iz w odpowiedzi na blokowanie cyklooksygenaz
doszto do zwigkszenia st¢zenia GABA w pniu mozgu zwierzat eksperymentalnych.
Powszechnie wiadomo, iz GABA jest gtownym neuroprzekaznikiem hamujagcym w OUN
[WU i wspotaut. 2017]. Oznacza to, ze W wWyniku wzrostu jego stezenia w obrebie pnia mézgu
moze dochodzi¢ do obnizenia aktywnos$ci neurondéw tej struktury. Z drugiej strony, zwiekszone
stezenie GABA w obrgbie pnia mézgu moze by¢ powigzane ze szczego6lng odpowiedziag
behawioralng zwierzat. Jak opisuja PARE i DUVARCI 2012 projekcja GABA-ergiczna
z centralnego jadra migdatowatego do pnia mozgu moze inicjowac reakcje strachu.

Podsumowujac, pieh mdézgu zawiera struktury mogace wptywac na aktywno$¢ nerwu
btednego, sa nimi AP oraz AMB. Z racji tego, wspomniane struktury mozna uznaé
za elementy neuronalnej drogi komunikacji nerwowo-odpornosciowej. W przeprowadzonym
doswiadczeniu zbadano, iz blokowanie aktywnos$ci COX-1 lub COX-2 prowadzi do wzrostu
stezenia glicyny oraz GABA w pniu moézgu. Zatozylismy, iz dlugoterminowe blokowanie
COX-1 lub COX-2 uruchomito mechanizmy kompensujace zaburzenia humoralnej drogi
komunikacji nerwowo-odpornosciowej. Uruchomione w ten sposoéb mechanizmy objawiatyby
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si¢ przejeciem przez droge neuronalng dominujacej roli w komunikacji pomi¢dzy ukladem
odpornosciowym a OUN. Wydaje si¢, ze w efekcie uruchomienia mechanizmow
kompensujacych doszio do aktywacji ukladu glicynergicznego w obrebie struktur OUN
modulujacych aktywno$¢ nerwu btednego. W zwiazku z tym, iz glicyna stymuluje aktywnos¢
neuronow za posrednictwem ulatwiania aktywacji receptorow NMDA przez glutaminian,
mozna przypuszcza¢, ze wywarta ona taki efekt w stosunku do neuronéw AP oraz AMB.
Jest to szczegdlnie wazne w sytuacji zaburzenia aktywnosci humoralnej drogi komunikacji
nerwowo-odpornosciowej. Zaktadamy, ze stymulacja struktur OUN wplywajacych
na aktywno$¢ nerwu btednego lub jego osrodkowych elementow spowodowata wzrost jego
aktywnos$ci, ktéra objawiata si¢ wzmozong impulsacja odsrodkowa oraz dosrodkowa.
Wydaje si¢, ze w wyniku uruchomionych mechanizméw kompensujacych, organizm
zwierzgcia w  dalszym ciggu mogt  wilasciwe kontrolowa¢ przebieg procesow
immunosensorycznych oraz immunomodulacyjnych.

Niezaleznie od zmian aktywnosci uktadu glicynergicznego, w obrebie pnia mozgu
doszto rowniez do zwigkszenia st¢zenia GABA. Prawdopodobnie opisywana zmiana
zawarto$ci neuroprzekaznika byla efektem wzmozonej transmisji GABA-ergicznej
z ciala migdatowatego. Jak wcze$niej wspomniano, wzrost zawartosci GABA w analizowane;
strukturze OUN jest zwigzany z odczuwaniem przez zwierzeta strachu [PARE i DUVARCI
2012]. Wiadomo, ze silna reakcja emocjonalna moze doprowadzi¢ do indukcji behawioralnych
reakcji obronnych tj. reakcja walki, ucieczki lub znieruchomienia. Przedstawione informacje
oraz wyniki badan, sugeruja, ze organizm zwierzecia z zaburzong aktywnoS$cia drogi
humoralnej nie ,,inwestuje” jedynie w petni sprawng droge neuronalng lecz rownolegle
aktywuje kolejne mechanizmy majace na celu jego ochroneg.

4.6.3. Profil aminokwasowy hipokampa i zaburzenie aktywnosci
szlaku COX-1 oraz COX-2/PGE?2

Hipokamp jest zlozona strukturg kresomoézgowia posiadajacg liczne projekcje wstepujace
1 zstepujace. Wraz z korg Srédwegchowa 1 zakretem  zgbatym  tworzy
tzw. ,,formacj¢ hipokampa”. Pelni on kluczowa rolg w: tworzeniu engraméw pamigciowych,
przebiegu procesdéw  poznawczych Oraz orientacji zwierzgcia W przestrzeni
[LISMAN i wspoétaut. 2017]. Jest waznym elementem uktadu limbicznego, a jego aktywnos¢
ma istotne znaczenie podczas przetwarzania emocji [ZHU i wspoétaut. 2019].
Analiza chromatograficzna profilu aminokwasowego hipokampa ujawnita istotne zmiany
neurochemiczne w tej strukturze w odpowiedzi na blokowanie aktywnosci COX-1 lub COX-2
w warunkach septycznych i nieseptycznych.

Podczas analizy chromatograficznej neurotransmiteréw zaobserwowano istotny spadek
zawartos$ci asparaginianu W odpowiedzi na podawanie celekoksybu, niezaleznie od stanu
zapalnego i SC560 u zwierzat z eksperymentalnie wywotanym stanem zapalnym.
Niezaleznie od stanu zapalnego, podawanie zwierz¢tom SC560 prowadzito do silniejszego
wzrostu stezenia asparaginianu w hipokampie, niz mialo to miejsce podczas podawania
celekoksybu. Jednocze$nie odnotowano spadek stezenia glutaminianu w odpowiedzi
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na iniekcje celekoksybu u zwierzat z wywotanym stanem zapalnym. Ponadto, podawanie
SC560 zwierzetom ze stanem zapalnym lub bez niego, prowadzito do obnizenia stg¢zenia
glutaminianu w hipokampie. Iniekcje celekoksybu z jednoczesnym wytworzeniem stanu
zapalnego, stanowily najsilniejszy bodziec obnizajacy stezenie glutaminianu w obrebie tego
obszaru OUN.

Dane literaturowe sugeruja, ze podczas dzialania na organizm zwierzecia stresorow
(np. infekcji), dochodzi do wzrostu st¢zenia PGE2 w mozgu [MINGHETTI i wspoétaut. 2000,
XIAO 1 wspoétaut. 2018]. Wspomniany wzrost PGE2 wystepujacy w obrebie hipokampa moze
uposledza¢ funkcje pamigciowe oraz poznawcze [XIAO i wspotaut. 2018]. Jednakze, badania
przeprowadzone przez RALL i wspoétaut. 2003 pokazujg, ze aktywnos¢ COX-2 w tym obszarze
moézgu gryzoni jest niezbedna dla wiasciwego przebiegu procesow pamigciowych.
Wiele dowodow wskazuje rowniez na to, ze glutaminian, za posrednictwem receptorow
NMDA, wykazuje niezwykle istotny wplyw na procesy zachodzace w hipokampie.
Okoto 90% komorek tej struktury to neurony glutaminergiczne [XIAO i wspotaut. 2018,
BRIEND i wspotaut. 2020]. Warto ponownie nadmieni¢, iz receptory NMDA moga
zosta¢ aktywowane roéwniez przez asparaginian i pobudza¢ neurony W  Sposob
podobny do glutaminianu [DALANGIN i wspotaut. 2020]. Wskazywatoby to na podobienstwo
co do roli odgrywanej przez oba zwigzki w obrebie hipokampa. Uzyskane dane sg zgodne
z tymi, ktore opublikowali RALL 1 wspotaut. 2003 oraz BRIEND i1 wspotaut. 2020.
W przeprowadzonym doswiadczeniu zaobserwowano, ze dtugoterminowe blokowanie COX-2
oddzialuje na fizjologi¢ hipokampa, skutkujac obnizeniem zawartosci glutaminianu
I asparaginianu. Z duzym prawdopodobienstwem mozna zatozy¢, iz obnizenie wartosci
badanych parametréw spowodowato pogorszenie zdolnosci poznawczych. Co wigcej, bodzcem
najsilniej obnizajacym stezenie tych aminokwaséw byta iniekcja LPS podczas dtugotrwatego
blokowania COX-2. Przedstawione wyniki sugeruja istotng rolg COX-2 w prawidlowym
funkcjonowaniu uktadu glutaminergicznego hipokampa oraz opisujg nieckorzystny wptyw stanu
zapalnego na zdolno$ci poznawcze ssakow. Warto nadmieni¢, iz dane literaturowe
potwierdzaja szczegélng relacje wystepujaca migdzy ukladem glutaminergicznym
I zdolnosciami poznawczymi zwierzat. Ponadto, niektorzy badawcze sugeruja,
iz zdolno$ci te moga by¢ w pewnym stopniu zalezne od st¢zenia asparaginianu
[RALL i wspétaut. 2003, BRIEND i wspoétaut. 2020].

Blokowanie aktywnosci COX-1 spowodowato wzrost stezenia glicyny oraz GABA
w hipokampie zwierzat, ktore nie otrzymywaty iniekcji LPS. Odnotowano, iz blokowanie
aktywnosci COX-1, w porownaniu do blokowania COX-2, prowadzi do uzyskania
przez zwierzgta ,zdrowe” wyzszego stezenia glicyny oraz GABA w hipokampie.
Zaobserwowano rowniez, ze indukowanie stanu zapalnego u zwierzat, ktérym
podawano SC560, stanowito bodziec obnizajacy stezenie glicyny w tym obszarze OUN.
Niezaleznie od stanu zapalnego, dlugotrwate podawanie celekoksybu powodowato istotne
obnizenie st¢zenia GABA w hipokampie. Czynnikiem najsilniej obnizajagcym zawarto$¢
GABA bylo podawanie celekoksybu wraz z wywotaniem u zwierzat eksperymentalnego stanu
zapalnego. Wykazano réwniez, ze indukcja eksperymentalnego stanu zapalnego podczas
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blokowania aktywno$ci COX-1 prowadzi do obnizenia st¢zenia GABA w badanej strukturze
mozgu.

Przedstawione wyniki sugeruja, ze hamowanie aktywno$ci COX-1 oraz COX-2 wplywa
odmiennie na aktywnos¢ uktadu GABA-ergicznego i glicynergicznego w hipokampie.
Liczne dane, uzyskane przez innych autoréw wskazuja na istotng rol¢ wspomnianych
uktadéow  neurotransmisyjnych w  przebiegu proces6w poznawczych hipokampa
[PONTES i wspotaut. 2013, LI i wspotaut. 2020]. Przyjecie stezen GABA i glicyny jako
umownych ,,wskaznikow efektywnos$ci procesow poznawczych” umozliwitoby sformutowanie
nastepujacych wnioskow:

— blokowanie aktywnosci COX-1 moze wywierac¢ potencjalnie pozytywny wptyw na procesy
poznawcze zachodzace w hipokampie poprzez zwickszanie zawartosci GABA oraz glicyny;

— hamowanie aktywnosci COX-2 prowadzi do obnizenia stezenia GABA 1 potencjalnych
ubytkéw poznawczych.

Wiadomo, ze aktywnos¢ COX-2, ale réwniez stres, to czynniki wplywajace
na funkcjonowanie hipokampa [KIM i DIAMOND 2002, RALL i wspotaut. 2003].
Wydaje sie, ze dtugotrwate blokowanie aktywnos$ci COX-2 oraz iniekcja LPS stanowily silne
bodzce stresowe dla badanych zwierzat. Stres moze oddziatywaé na hipokamp
za  poSrednictwem  glikokortykoidow i  specyficznych dla nich  receptorow.
Ponadto, podczas negatywnego oddziatywania stresu na ten obszar OUN obserwuje
sic wzmozona aktywacje ciata migdatowatego [SKORZEWSKA i wspotaut. 2015,
ZHANG i wspotaut. 2018]. W obecnym doswiadczeniu wykazano istotng aktywacje ciala
migdalowatego, wyrazong wzrostem st¢zenia asparaginianu, w odpowiedzi na blokowanie
COX-2 i iniekcje LPS. Uwazam, ze wyniki oraz zalozenia przedstawione w niniejszym
rozdziale ukazuja raczej kierunek dalszych badan (np. behawioralnych) niz szczegdtowo
okreslajg wptyw inhibitoréw COX na neurochemi¢ hipokampa oraz procesy zachodzace za jego
posrednictwem. Nie zmienia to jednak faktu, iz wplyw blokowania cyklooksygenaz
w warunkach septycznych i nieseptycznych na aktywno$¢ uktadéw neurotransmisyjnych tego
obszaru OUN zostat jednoznacznie potwierdzony.

Analiza  chromatograficzna  zawartosci  prekursoréw  neuroprzekaznikow
monoaminergicznych tj. tyrozyny oraz tryptofanu, w hipokampie wykazata istotne zmiany.
Zaobserwowano, ze indukcja stanu zapalnego 1 dlugotrwate podawanie SC560 spowodowato
spadek stgzenia tryptofanu. Stezenie tyrozyny i tryptofanu byto wyzsze U zwierzat ,,chorych”,
ktore byly poddane iniekcjom celekoksybu, niz u tych, ktore otrzymywaty SC560. Indukcja
stanu zapalnego podczas dlugoterminowego hamowania aktywnosci COX-1 powodowata
spadek stezenia tyrozyny W analizowanej strukturze.

Obserwowany spadek zawarto$ci tryptofanu w hipokampie zwierzat ,.chorych”
i otrzymujacych SC560 jest prawdopodobnym skutkiem aktywacji IDO. Enzym ten zostaje
aktywowany przez zwiazki prozapalne, uwalnianie w odpowiedzi na iniekcje¢ LPS.
Nastepnie w szeregu reakcji chemicznych (szlak kinureninowy) dochodzi do przeksztatcenia
tryptofanu w kinurening, a nastepniec w kwas chinolinowy lub kwas kinurenowy
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[FELTES i wspoétaut. 2017]. W zwiazku z uruchomieniem opisywanego szlaku moze dochodzi¢
do obnizenia zawartosci tryptofanu w hipokampie. Dane dotyczace monoaminergicznych
uktadow neurotransmisyjnych rowniez potwierdzajg to zalozenie. Odnotowano, iz u zwierzat
iniekcja LPS podczas dlugotrwatego podawania SC560, spowodowata spadek stezenia
serotoniny w tym obszarze OUN. Przedstawione dane pokazuja, ze dtugotrwate blokowanie
aktywnosci COX-1 nie jest w stanie zapobiec transmisji sygnatu prozapalnego, generowanego
w odpowiedzi na obwodowa infekcj¢. Z drugiej strony, w hipokampach zwierzat
otrzymujacych celekoksyb, u ktorych wywotano stan zapalny, obserwowano wyzsze stezenie
tryptofanu niz w przypadku tych, ktére otrzymywaty SC560. Wynik ten moze sugerowac, ze
hamowanie aktywnosci COX-2, podczas infekcji obwodowej, moze sprzyja¢ odpowiedniemu
funkcjonowaniu uktadu serotoninergicznego w hipokampie. Niestety, jak opisywano
we wcezesniejszych rozdzialach, hamowanie aktywnosci COX-2 moze wpltywaé rowniez
negatywnie na procesy zachodzgce w hipokampie.

4.6.4. Wptyw dtugoterminowego blokowania aktywnosci
cyklooksygenaz na zawartos¢ aminokwasow w podwzgdrzu

Podwzgorze stanowi  struktur¢ OUN, ktorej zlozono§¢ nie polega jedynie
na specyficznej morfologii, lecz rowniez na réznorodnosci procesow przez nig regulowanych.
Sktada si¢ ze zbioru jader zlokalizowanych w brzusznej czesci migdzymozgowia. Stanowi
osrodek regulujgcy: aktywno$¢ uktadu autonomicznego, prace gruczoldw hormonalnych,
gospodarke wodno-elektrolitows, rytm dobowy, temperatur¢ ciata, a nawet zachowanie
zwierzat [BEAR | wspotaut. 2018, SHAHID i wspotaut. 2022]. W prezentowanym
dos$wiadczeniu skupiono si¢ jednak na udziale podwzgdérza w przebiegu procesOw:
immunosensorycznych  (odbieranie  sygnatu  pirogennego), immunomodulacyjnych
(wptyw na o§ HPA) oraz tych, zwigzanych z indukcja zachowan towarzyszacych chorobie
(sickness behaviour).

Analiza stezenia glutaminianu w podwzgorzu wykazata, ze blokowanie aktywnos$ci
COX-1, niezaleznie od stanu zapalnego, oraz COX-2 w warunkach nieseptycznych, wywotuje
taki sam efekt, tj. spadek stezenia analizowanego aminokwasu. Jednakze, oczekiwany spadek
stezenia glutaminianu w odpowiedzi na iniekcje LPS byt blokowany przez dlugoterminowe
podawanie zwierzgtom celekoksybu.

Dane uzyskane i opisane przez innych autorow sugerujg, ze glutaminian, szczegolnie
W podstawno-przysrodkowej czgsci podwzgorza, odpowiada za regulacje bilansu
energetycznego poprzez kontrole przyjmowania pokarmu [GUYENET i wspotaut. 2013].
Dowiedziono roéwniez, ze hamowanie aktywnosci ukladu glutaminergicznego
za poSrednictwem antagonistow receptora NMDA hamuje pobieranie pokarmu
[DELGADO 2013]. Warto zwroci¢ uwagg na fakt, iz podczas infekcji lub choroby organizmu
dochodzi do zmniejszenia pobierania pokarmu czyli uruchomienia jednego z gléwnych
mechanizmow sktadajacych si¢ na sickness behaviour. W $wietle przedstawionych informacji,
obnizenie st¢zenia glutaminianu w podwzgorzu zwierzat, ktore otrzymaty iniekcje LPS
stanowito skutek przewidywalny. Jednakze, przyczyna obnizenia warto$ci badanego parametru
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u ,,zdrowych” zwierzat, otrzymujacych inhibitory COX-1 lub COX-2, pozostaje niejasna.
Zaktadam, ze dilugoterminowe podawanie inhibitorow spowodowato takie zaburzenie
homeostazy narzadow wewnetrznych, ktore zostato zdefiniowane przez organizm jako choroba
[BINDU i wspoétaut. 2020]. Warto rowniez zwroci¢ uwage na site z jaka oba inhibitory COX
obnizaly stezenie glutaminianu. Zwierzgta otrzymujgce inhibitor COX-1 wykazywaty nizsze
stezenie glutaminianu w podwzgorzu, niz te, ktore przyjmowaly inhibitor COX-2.
Wydaje si¢, ze zaburzenie homeostazy narzadow wewngtrznych spowodowane blokowaniem
aktywnosci COX-1 stanowito dla OUN zwierzat silniejszy bodziec. Na tym tle, iniekcja LPS
istotnie obnizata stezenie glutaminianu w podwzgoérzu, lecz podczas dlugotrwatego blokowania
COX-2 nie doprowadzala do gwattowniejszego spadku warto$ci badanego parametru.
Przedstawione wyniki moga potwierdza¢ dawny poglad zaktadajacy, ze COX-1 peni gtownie
funkcje ,,homeostatyczne” natomiast COX-2 raczej ,,patofizjologiczne”. Jednakze, na chwilg
obecng wiemy, ze popularne niegdys zatozenie nie jest do konca prawidtowe poniewaz obie
izoformy COX pehnig funkcje homeostatyczne w podobnym stopniu [ZIDAR i wspotaut. 2009].

Dalsza analiza st¢zenia aminokwasOw w podwzgdérzu ujawnita, ze dlugotrwate
stosowanie SC560 prowadzi do obnizenia st¢zenia glicyny oraz GABA niezaleznie od stanu
zapalnego. Wielokrotne podawanie celekoksybu rowniez obnizalo zawarto$¢ glicyny
niezaleznie od stanu zapalnego. Jednakze, do obnizenia st¢zenia GABA przez celekoksyb
dochodzito jedynie w warunkach nieseptycznych. Mimo to, osobniki otrzymujace celekoksyb
wykazywaty wyzsze stezenie GABA, niz te, ktorym podawano SC560, réwniez podczas stanu
zapalnego.

Badania morfologiczne potwierdzaja lokalizacj¢ neuronéw GABA-ergicznych glownie
w bocznej oraz grzbietowo-przysrodkowej czesci podwzgorza. Rola wskazanych neuronow
odnosi si¢ do kontrolowania bilansu energetycznego organizmu czyli dziatan zwigzanych
z pobieraniem pokarmu [SUYAMA i YADA 2018]. Warto nadmieni¢, iz egzogenne podawanie
GABA do tzw. ,,0érodka zywienia” w podwzgdrzu promuje przyjmowanie pokarmu u ssakow
[SUYAMA i YADA 2018]. W prezentowanym badaniu odnotowano spadek stezenia GABA,
ktory moze S$wiadczy¢ o indukcji sickness behaviour, objawiajacej si¢ obnizeniem
pobierania pokarmu. Opublikowane dane wskazuja rowniez na fakt, iz do elementow
sktadowych podwzgorza, w tym do pola przedwzrokowego, docierajg widkna glicynergiczne
[RAMPON i wspoétaut. 1996]. Eksperyment przeprowadzony przez ZHURAVLEVA
1 wspotaut. 2015 jednoznacznie wskazuje, 1z glicyna oddziatuje na pole przedwzrokowe
podwzgorza indukujac zachowania seksualne. Ponadto, badania prowadzone na gryzoniach
sugeruja, iz sickness behaviour rozwijajacy si¢ w odpowiedzi na iniekcje LPS oddziatuje
réwniez na aktywno$¢ seksualng zwierzat [MELLO i wspotaut. 2018]. Rozpatrujac spadek
stezenia glicyny jako przyczyne ograniczenia zachowan seksualnych mozna zaktadac,
iz stosowanie inhibitoréw COX uruchomito kolejny mechanizm chorobowy majacy na celu
ograniczenie wydatku energetycznego.

Na podstawie danych pochodzacych z analizy chromatograficznej zawartosci tyrozyny
1 tryptofanu w podwzgdrzu zwierzat zaobserwowano istotne zmiany bedace odpowiedza
na wykonane procedury eksperymentalne. Wielokrotne podawanie SC560, niezaleznie od stanu
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zapalnego, zwigkszato stgzenie tyrozyny w badanej strukturze. Ponadto, st¢zenie tyrozyny
u tych zwierzat bylo wyzsze niz u osobnikéw otrzymujacych celekoksyb w warunkach
septycznych i nieseptycznych. Z drugiej strony, dlugotrwate podawanie SC560 obnizato
stezenie tryptofanu w podwzgoérzu niezaleznie od stanu zapalnego. Celekoksyb podawany
w sposob dlugotrwaty w warunkach nieseptycznych rowniez powodowal obnizenie stezenia
tryptofanu. Mimo to, zwierz¢ta ,,chore”, ktore otrzymywaty celekoksyb, charakteryzowaty
si¢ wyzszym stgzeniem tryptofanu w podwzgorzu, niz zwierzeta ,,zdrowe™ otrzymujace ten sam
zwigzek.

Wyniki dotyczace zawartosci aminokwasowego prekursora katecholamin — tyrozyny,
sa komplementarne do tych, ktore wuzyskano podczas analizy stezenia dopaminy.
Warto nadmieni¢, iz dlugotrwate blokowanie aktywnosci cyklooksygenaz, niezaleznie
od stanu zapalnego, powodowalo obnizenie stezenia dopaminy w podwzgorzu.
Ponadto, zaobserwowano, iz w odpowiedzi na blokowanie aktywnosci cyklooksygenaz doszto
do intensyfikacji zewnatrz- oraz wewnatrzkomorkowego metabolizmu dopaminy w obrgbie
podwzgorza. Uzyskane dane jednoznacznie pokazuja, ze hamowanie aktywnosci
cyklooksygenaz, gtéwnie COX-1, skutkuje wzrostem aktywnosci uktadu dopaminergicznego
w  podwzgérzu oraz  formowaniem  wewnatrzneuronalnych  rezerw  tyrozyny.
Jak powszechnie wiadomo, dopamina hamuje produkcje prolaktyny, ktora wykazuje dzialanie
przeciwstresowe modulujgc aktywnos¢ o0si HPA [GUSTAFSON i wspotaut. 2017].
W zwigzku z tym, zablokowanie przez prolaktyn¢ wzrostu aktywnosci osi HPA, wydzielania
kortykosteronu, i w efekcie brak odpowiedzi na iniekcj¢ LPS, u zwierzat otrzymujacych SC560
stanowito efekt wielce prawdopodobny. Jednakze w zwiazku z tym, iz aktywno$¢ osi HPA
moze by¢ regulowana przez wiele czynnikéw nie ma mozliwos$ci jednoznacznego stwierdzenia
czy podwyzszona zawarto$¢ tego hormonu zapobiegta wzrostowi stezenia kortykosteronu
w osoczu krwi. Pomimo tego, iz COX-1 nie jest uwazana za gldwny enzym odpowiedzialny
za transmisj¢ sygnalu prozapalnego do OUN to jednak jego zablokowanie ostabito odpowiedz
osi HPA. Wydaje si¢, ze podczas blokowania aktywnosci COX-2 doszto do indukcji
potencjalnych mechanizméw kompensujacych zaburzenie humoralnej drogi komunikacji
nerwowo-odpornos$ciowej. Niezaleznie od faktu, iz blokowanie COX-2 obnizyto steZenie
dopaminy i1 prawdopodobnie zwigkszyto st¢zenie prolaktyny, to odpowiedz osi HPA
na iniekcj¢ LPS zostala odnotowana cho¢by przez wzrost stezenia kortykosteronu w osoczu
krwi zwierzat. Jednakze mechanizmy odpowiedzialne za aktywacj¢ osi HPA podczas
blokowania COX-2 pozostaja obecnie niejasne. Niemniej jednak mozna przypuszczac,
iz w tym przypadku mogg si¢ one odnosi¢ do szczegdlnej roli prolaktyny.
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Ryc. 1. SC560 i celekoksyb wywolujq odmienny efekt w stosunku do wydzielania kortykosteronu pomimo jednakowego wplywu
na uktad dopaminergiczny w podwzgorzu) — indukcja potencjalnych mechanizmow kompensujqcych zaburzenie humoralnej
drogi  komunikacji nerwowo-odpornosciowej podczas podawania zwierzetom — celekoksybu  (inhibitora COX-2).
Lista skrotow.: COX-1,2 — cyklooksygenaza 1 lub 2,, PAG — istota szara okolowodociggowa, HPT — podwzgdrze, DOPAC —
kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy, HVA — kwas homowanilinowy, DA — dopamina, LPS — lipopolisacharyd. * - potencjalny
wzrost stezenia prolaktyny w odpowiedzi na spadek stezenia dopaminy [na podstawie GUSTAFSON i wspotaut. 2017].
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Uzyskane dane, opisujace zawarto$¢ tryptofanu oraz aktywno$¢ uktadu
serotoninergicznego (stosunek 5-HIAA/5-HT) w podwzgoérzu sg w stosunku do siebie
komplementarne. Zaobserwowano, iz hamowanie obu izoform COX obniza stezenie tryptofanu
z jednoczesnym zwigkszeniem wartosci indeksu 5-HIAA/5-HT. Zaréwno dane
z pisSmiennictwa jak tez wyniki dotyczace stezenia cytokin prozapalnych w osoczu krwi
zwierzat pokazujg, ze podawanie inhibitorow COX skutkuje obnizeniem stezenia zwigzkow
prozapalnych [LISBOA i wspoétaut. 2017]. Jak wcze$niej wspomniano, metabolizm tryptofanu
w OUN podlega silnym wptywom procesow immunologicznych, jak cho¢by aktywacja
IDO przez cytokiny prozapalne. Warto nadmieni¢, iz efektem aktywacji 1IDO jest zmiana
metabolizmu tryptofanu w kierunku szlaku kynureninowego i tym samym spadek stezenia
serotoniny [HOGLUND i wspétaut. 2019]. Wydaje sie, ze U zwierzat otrzymujacych inhibitory
COX nie doszto do uszczuplenia rezerw tryptofanu w wyniku zmiany Kkierunku jego
metabolizmu. W zwigzku z ograniczeniem uwalniania cytokin prozapalnych przez inhibitory
COX, uwazamy, ze obnizenie zawarto$ci tryptofanu wynikato z intensywniejszej syntezy
serotoniny spowodowanej jej nadmiernym wydzielaniem. Ponadto, o zwigkszonej aktywnosci
uktadu serotoninergicznego $wiadczy zwigkszony stosunek 5-HIAA/S-HT. Na uwage
zastuguje rowniez fakt, iz zmiany aktywnos$ci uktadu serotoninergicznego moga by¢ kojarzone
ze zmienionym dziataniem osi HPA [POMPILI i wspoétaut. 2010]. Z drugiej strony, synteza
serotoniny moze by¢ hamowana przez glikokortykoidy uwalniane przez o§ HPA
[HASNI EBOU i wspotaut. 2016, SORGDRAGER i  wspotaut. 2017]
Odnoszgc si¢ do literatury, wzrost stezenia tryptofanu oraz stosunku 5-HIAA/5-HT
w odpowiedzi na podawanie inhibitorow COX moze cze$ciowo potwierdza¢ spadek
aktywnosci osi HPA. Jednakze, sugerowany spadek aktywnosci osi HPA, wyrazony
obnizeniem stgzenia kortykosteronu w osoczu Kkrwi, zostal zaobserwowany jedynie w
przypadku blokowania COX-1.

4.6.5. ,Aminokwasowa odpowiedz” istoty szarej
okotowodociggowej na dtugotrwate hamowanie aktywnosci
cyklooksygenaz

Istota szara okotowodociggowa jest strukturg $rédmoézgowia, znang przede wszystkim
z Kkluczowej roli w modulacji bolu. Jej aktywnos$¢ moze wyraza¢ si¢ hamowaniem
lub stymulacjg przetwarzania informacji boélowych [MOKHTAR i SINGH 2020].
Ponadto, istota szara okotowodociggowa uczestniczy w regulowaniu zachowan obronnych
i awersyjnych poprzez pobudzenie autonomiczne i emocjonalne [MOKHTAR i SINGH 2020].

Zawarto$¢ asparaginianu w istocie szarej okotowodociaggowej ulegta zmniejszeniu
u zwierzat, ktorym podawano inhibitor COX-1 w warunkach septycznych.
Jednakze, wspomniane zwierzeta w dalszym ciggu charakteryzowaly si¢ wyzszym stezeniem
badanego aminokwasu niz te, ktore otrzymywaly inhibitor COX-1 w warunkach
nieseptycznych.

Odnotowano, iz dlugotrwate podawanie zwierzetom inhibitora COX-1 obniza st¢zenie
glutaminianu w istocie szarej okotowodociggowej. Jednakze zwierzeta, u ktérych
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zaindukowano stan zapalny podczas hamowania COX-1, charakteryzowaly si¢ wyzszym
stezeniem glutaminianu niz te, ktore otrzymywaty sam inhibitor. Ponadto, zwierzgta ,,zdrowe”
otrzymujace celekoksyb wykazywaty nizsze stezenie glutaminianu niz osobniki przyjmujace
SC560.

Istota szara okotowodociggowa jest bogata w glutaminian oraz specyficzne dla niego
receptory. Aktywacja receptorow NMDA, szczeg6élnie w bocznej oraz grzbietowo-bocznej
czesci tego obszaru, moze prowadzi¢ do indukcji somatycznych zachowan obronnych
np. bezruchu lub ucieczki [BITTENCOURT i wspoétaut. 2004]. Badania LU i wspoétaut. 2007
sugeruja, iz aktywacja receptoréw EP3 dla PGE2 w istocie szarej okotowodociggowej zwigksza
odpowiedZz nocyceptywng wywolang przez modulowanie uwalniania glutaminianu.
Przytaczenie czasteczki PGE2 do receptora EP3 zlokalizowanego na zakonczeniach
presynaptycznych neuronow glutaminergicznych prowadzi do obnizenia uwalniania
glutaminianu [LU i wspotaut. 2007]. W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano efekt
odwrotny, polegajacy na spadku stezenia glutaminianu w odpowiedzi na dhlugotrwate
hamowanie aktywno$ci COX-1. W zwigzku z tym, ze glutaminian poprzez receptory NMDA
w istocie szarej okolowodociggowej moze indukowac reakcje obronne, spadek jego zawartosci
sugeruje, ze zwierzeta nie odczuwaly potencjalnego zagrozenia. Ponadto, jak wspomniano
wczesniej, asparaginian rowniez wykazuje zdolno$¢ do aktywacji receptorow NMDA
[DALANGIN i wspoétaut. 2020]. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze blokowanie
aktywnosci COX-1 podczas stanu zapalnego powoduje spadek zawartoSci asparaginianu w tej
strukturze OUN. Podsumowujac wydaje si¢, ze dlugotrwale blokowanie aktywnosci COX-1
moze ostabia¢ reakcje obronne oraz odpowiedZ nocyceptywna poprzez obnizanie stgzenia
asparaginianu i glutaminianu w obrgbie istoty szarej okotowodociagowej. Nalezy zauwazyc¢,
ze podczas podawania zwierzetom SC560, COX-2 byla wcigz aktywna. Oznacza to,
ze produkowana przez nig PGE2 mogla w dalszym ciggu aktywowac receptory EP3
na zakonczeniach presynaptycznych neuronow glutaminergicznych. Wyniki te moga
sugerowac, ze w efekcie obnizenia aktywnosci COX-1, doszto do wzrostu aktywnosci, drugiej
izoformy COX, ktora doprowadzita do obnizenia st¢zenia asparaginianu i glutaminianu
w istocie szarej okotowodociagowe;.

37



AA %

iyL PGE, < AA COX-2

GLU

Ryc. 2. Propozycja mechanizmu odpowiedzialnego za obnizenie wydzielania glutaminianu w obrebie istoty szarej
okofowodociggowej. Lista skrotow: AA — kwas arachidonowy, COX-1,2 — cyklooksygenaza 1 lub 2, PGE, — prostaglandyna E2,
GLU - glutaminian.

Zaobserwowano, ze dlugoterminowe hamowanie aktywno$ci COX-2 u zwierzat
»zdrowych” prowadzi do zwigkszenia stezenia glicyny oraz GABA w istocie szarej
okotowodociggowej. Ponadto, hamowanie aktywnos$ci COX-2 prowadzitlo do zwigkszenia
stezenia glicyny i GABA u zwierzat doswiadczalnych, niz miato to miejsce podczas stosowania
inhibitora COX-1. Ponadto zaobserwowano, ze indukcja stanu zapalnego podczas
dlugotrwatego przyjmowania przez zwierzgta celekoksybu, doprowadzita do obnizenia
zawarto$ci GABA w istocie szarej okotowodociggowe;.

Neurony GABA-ergiczne wystgpujace w istocie szarej okotowodociggowej to gldwnie
interneurony, ktore moga wptywac¢ na aktywno$¢ struktury poprzez wewnetrzne obwody
neuronalne. Wzrost stezenia GABA w analizowanej strukturze moze by¢ powiazany z reakcja
organizmu na bodzce szkodliwe [REICHLING 1991]. Nawigzujac do przedstawionych
informacji, wzrost zawartosci GABA begdacy skutkiem dlugotrwatego hamowania aktywnosci
COX-2, mozna interpretowa¢ jako odpowiedz OUN na dziatanie czynnika szkodliwego.
Ponadto, jak opisuja CHOI 1 wspotaut. 2013, glicyna w obrebie istoty szarej
okotowodociggowej moze wzmacnia¢ transmisj¢ GABA-ergiczng, za posrednictwem
mechanizmu wykorzystujacego glutaminian. Glicyna wykazuje powinowactwo nie tylko
w stosunku do obecnych w tej strukturze receptorow glicynowych wrazliwych
na strychnine lecz réwniez do receptorow NMDA [CHOI i wspoétaut. 2013]. Z tego powodu
nie jest mozliwe jednoznaczne okreslenie efektu jaki glicyna wywiera na istot¢ szara
okotowodociagowa. Wydaje sie¢, ze wzrost stezenia GABA oraz glicyny jest prawdopodobnie
zwigzany z przetwarzaniem w OUN sygnalu o dziataniu czynnika szkodliwego,
ktory potencjalnie moze prowadzi¢ do zaburzenia homeostazy narzadow wewnetrznych.
Na uwagg zastuguje rowniez wynik poréwnania zawartosci badanych aminokwasow miedzy
zwierzetami otrzymujacymi inhibitor COX-1 oraz COX-2. Odnotowano, iz zwierzgta
z zahamowang aktywnos$cig COX-2 wykazujg wyzsze stezenie glicyny oraz GABA w istocie
szarej okolowodociggowej. Interpretujac powyzszy wynik rodzi si¢ nastepujgce pytanie,
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czy silniejsze zmiany neurochemiczne istoty szarej okotowodociagowej sa zwigzane z faktem,
iz w mozgu ssakow COX-2 stanowi izoform¢ dominujaca? Czy jednak, tak silne zmiany
neurochemiczne sg wynikiem szczegdlnego zaburzenia homeostazy narzagdéw wewnetrznych?

Podczas analizy zawartos$ci tyrozyny w istocie szarej okotowodociggowej
zaobserwowano istotny wplyw przeprowadzonych procedur eksperymentalnych na zawartos¢
badanego aminokwasu. Dtugoterminowe hamowanie aktywnosci COX-1 w warunkach
septycznych zwigkszato jego stezenie. Z Kolei blokowanie aktywnosci COX-2, niezaleznie
od stanu zapalnego, powodowato wzrost stezenia tyrozyny w badanej strukturze.

Uwazamy, ze wzrost zawartosci tyrozyny w badanej strukturze, w odpowiedzi
na podawane inhibitory COX, jest $cisle zwigzany z ich wplywem na aktywno$¢ uktadu
dopaminergicznego. Jak wcze$niej wspomniano, do wzrostu stosunku DOPAC/DA dochodzi
w wyniku wzmozonego wydzielania dopaminy, a nastgpnie do jej wychwytu zwrotnego
i przeksztalcenia przez MAO do DOPAC wewnatrz neuronu. Istota szara okotowodociggowa
stanowi jedno z gtownych zrodet dopaminy dla kluczowej struktury osi HPA jakim jest PVN.
Wspomniana katecholamina jest syntetyzowana przez niejednorodng grupe neuronow
dopaminergicznych, zlokalizowanych w grzbietowo-ogonowej czesci istoty szarej
okotowodociggowej, a nastepnic jest wydzielana przez wiokna dopaminergiczne w obrgbie
PVN [LI et al. 2014]. Sugerowany wzrost aktywnosci uktadu dopaminergicznego w obrebie
istoty szarej okolowodociagowej moze w specyficzny sposob wptywac na organizm ssakow.
W zwigzku z tym, ze istota szara okotowodociggowa wydziela dopaming W podwzgorzu,
w tym w obrebie PVN, prowadzi to do istotnej aktywacji ukladu dopaminergicznego
w centralnej sktadowej osi HPA. Nastepnie, w konsekwencji wzmozonej aktywnos$ci uktadu
dopaminergicznego moze dochodzi¢ do spadku zawartoséci dopaminy, mobilizacji
wewnatrzneuronalnych rezerw tyrozyny oraz wspomnianego wczesniej mozliwego wzrostu
stezenia prolaktyny [FITZGERARD i DINAN 2008]. U ssakoéw dziatanie prolaktyny jest
zazwyczaj kojarzone z umozliwianiem produkcji mleka oraz behawioralnym aspektem
reprodukcji [SOBRINHO 1993]. Warto ponownie zaznaczy¢, iz rola prolaktyny odnosi
si¢ rowniez do modulacji odpowiedzi immunologicznej oraz dziatania antystresowego
[GUSTAFSON i wspotaut. 2017].

Uzyskane wyniki, $wiadczace o wzroScie stgzenia tyrozyny w istocie szarej
okotowodociagowej w duzym stopniu potwierdzaja aktywacje¢ ukladu dopaminergicznego
w odpowiedzi na dzialanie inhibitoréow COX w  warunkach septycznych.
Wydaje sie¢, ze organizm w sytuacji duzego zapotrzebowania na dopaming dostarcza do OUN
jej prekursor, a nastepnie dochodzi do jej magazynowania we wlasciwych dla niej miejscach
syntezy. Podsumowujac przedstawione informacje mozna przypuszczac, ze inhibitory COX
wywierajg korzystny efekt w stosunku do trwajgcego na obwodzie organizmu stanu zapalnego.
Wiadomym jest, iz na obwodzie organizmu ograniczaja one nieprzyjemne odczucia
towarzyszace stanowi zapalnemu, lecz warto réwniez zwrdci¢ uwage na ich dziatanie
osrodkowe. Wydaje si¢, ze wptyw NLPZ na istot¢ szarg okotowodociggowa moze prowadzic¢
do zwigkszenia stezenia prolaktyny w podwzgorzu, i w konsekwencji do obnizenia wydzielania
hormonoéw stresu z jednoczesnym wzmocnieniem odpowiedzi immunologicznej.
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Ponadto, mimo zaburzania homeostazy narzadow wewnetrznych, takie dziatanie inhibitorow
COX moze potencjalnie przeciwdziata¢ powstawaniu zachowan podobnych do depresji.
Okazuje si¢, ze do ich powstawania moze dochodzi¢ na skutek wysokiego stezenia
kortykosteronu [JOHANSON i wspotaut. 2006].

Badanie zawartosci tryptofanu w istocie szarej okotowodociggowej pozwolito okresli¢
warunki, w ktorych dochodzitlo do najistotniejszego obnizenia stezenia analizowanego
aminokwasu. Zaobserwowano, iz zwierzeta, ktorym wielokrotnie podawano celekoksyb,
w warunkach septycznych charakteryzowaty si¢ najnizszg zawartoscig tryptofanu.
Wszystkie wykonane poréwnania miedzygrupowe, w ktdrych uczestniczyta wspomniana grupa
zwierzat (CEL+LPS) potwierdzaty powyzsze informacje.

Serotonina w obrebie istoty szarej okolowodociagowej jest S$ciSle zwigzana
z odczuwaniem przez ssaki, w tym rowniez ludzi, strachu. Podczas dziatania bodzcow
indukujacych silng reakcje emocjonalng tj. strach, dochodzi do wzrostu aktywnosci uktadu
serotoninergicznego w grzbietowe] 1 brzusznej czesci istoty szarej okotowodociggowej
[GRAEFF 2003, WATSON i wspoétaut. 2016]. Wiadomo, iz podczas stanu zapalnego powstaje
szeroka gama zwigzkow prozapalnych, ktore po przeniknigciu do OUN zmieniajg zachowanie
zwierzecia poprzez indukcje sickness behaviour. Zazwyczaj strach nie jest opisywany jako
jedna ze sktadowych sickness behaviour, natomiast warto zwroci¢ uwage na fakt,
iz stan zapalny moze prowadzi¢ do zaburzenia nastroju lub nawet zaburzen lekowych
[FELGER 2018]. Wydaje si¢, ze odczuwanie strachu stanowi sygnal poprzedzajacy
wystapienie reakcji behawioralnej np. zamierania zwierzecia, majacej na celu przeciwdziatanie
zagrozeniu [WATSON i wspotaut. 2016]. Powolujac si¢ na dane opublikowane przez innych
autorow zaktadamy, ze natezenie strachu mozna wyrazi¢ zwickszong aktywnos$cig uktadu
serotoninergicznego w obrebie analizowanej struktury. Na podstawie tych danych uwazamy,
ze wykorzystanie wewnatrzneuronalnych rezerw tryptofanu, bedace skutkiem wzmozonego
wydzielania i syntezy serotoniny, moze by¢ zwigzane ze stopniem W jakim doszto do indukcji
sickness behaviour lub innego ochronnego mechanizmu behawioralnego.

5. Wnioski

Uzyskane dane upowazniajg nas do sformutowania nastg¢pujacych wnioskow:

— powodowany przez celekoksyb spadek aktywnosci ukladu noradrenergicznego,
w analizowanych strukturach OUN, pien mézgu i przysrodkowa kora przedczotowa, ogranicza,
lecz nie blokuje przekazywania sygnalu prozapalnego z obwodu organizmu do mozgu.
Wskazuje to, iz aktywowana zostata neuronalna droga komunikacji odporno$ciowo-nerwowej,
ktora w odpowiedzi na dootrzewnowe podanie LPS spowodowata wzrost uwalniania
noradrenaliny w obrebie przysrodkowej kory przedczotowe;j,
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— efektem dhugotrwatego blokowania aktywnosci cyklooksygenaz jest wystapienie ogolnego
wzrostu aktywno$ci uktadu dopaminergicznego w obrgbie kresomoézgowia, zaréwno
w hipokampie oraz przysrodkowej korze przedczotowej, a takze w podwzgoérzu i w pniu
mozgu,

— dtugotrwate hamowanie aktywnosci obu izoform cyklooksygenaz u zwierzat ,,zdrowych”,
powoduje wzrost aktywnosci transmisji serotoninergicznej z jader szwu do podwzgorza
oraz przysrodkowej kory przedczotowej,

—  dlugotrwale podawanie celekoksybu stymuluje  aktywno$¢ lokomotoryczng
u zwierzat badanych. Blokowanie aktywnosci COX-2 spowodowalo zwigkszenie wartoSci
wszystkich rejestrowanych parametrow, sktadajgcych sie¢ na aktywnos$¢ lokomotoryczna:
przebyty dystans [cm], predkos¢ poruszania si¢ [cm/s] oraz ogoélny czasu aktywnosci
lokomotorycznej zwierzat [s],

— osobniki ,,zdrowe”, unikajg zapachu zwierzat, u ktérych doszto do potencjalnego zaburzenia
homeostazy narzadéw wewnetrznych. Prawdopodobnie jest to efektem rozwinigtego narzadu
wechu u szczuréw oraz obecnosci specyficznych biatlek w moczu osobnikéw ,.chorych”, ktore
poprzez ich obecnos¢ nieswiadomie sygnalizujg zagrozenie,

— dhlugotrwate podawanie zwierzgtom celekoksybu aktywuje ciata migdalowate lecz nie w ten
sam sposOb w jaki dochodzi do ich pobudzenia w odpowiedzi na stres ostry. Wzrost stezenia
asparaginianu w obrgbie tych struktur moze by¢ zwigzany z oddzialywaniem na organizm
stresu przewlektego,

— blokowanie humoralnej drogi komunikacji nerwowo-odpornosciowej, przez zahamowanie
aktywnosci cyklooksygenaz, uruchamia potencjalne mechanizmy kompensujace to zaburzenie.
Do wspomnianych mechanizmow zalicza si¢ wzrost aktywnosci uktadu glicynergicznego
w strukturach pnia mozgu, ktore modulujg aktywnos¢ gtdownego reprezentanta neuronalnej
drogi komunikacji odporno$ciowo-nerwowej - nerwu btednego,

— zaburzenie homeostazy narzadéw wewnetrznych, spowodowane dtugotrwatym podawaniem
inhibitorow cyklooksygenaz lub wywolanie eksperymentalnego stanu zapalnego prowadzi
do rozwoju sickness behaviour. Objawia si¢ to spadkiem zawartosci glutaminianu
w podwzgorzu, co z kolei moze wptywaé na obnizenie pobierania pokarmu ze srodowiska,
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— Stosowanie inhibitorow cyklooksygenaz indukuje sickness behaviour przez obnizenie
zawartosci glicyny oraz GABA w podwzgorzu. Spadek zawartosci GABA jest odpowiedzialny
za obnizenie pobierania pokarmu przez zwierzgta. Natomiast spadek st¢zenia glicyny moze
powodowaé ograniczenie aktywnosci seksualnej zwierzat, co w konsekwencji prowadzi
do zwigkszenia rezerw energetycznych organizmu,

— Dblokowanie COX-1 Ilub COX-2 podczas stanu zapalnego wpltywa odmiennie
na kontrole aktywnosci ukladu odpornosciowego poprzez wydzielanie kortykosteronu.
Na uwage zastuguje fakt, iz zaobserwowane zjawisko zachodzi przy jednakowym
oddzialywaniu obu inhibitorow na podwzgoérzowy uktad dopaminergiczny. Prawdopodobnie
podczas hamowania aktywnosci COX-2 uruchomione zostaly alternatywne mechanizmy
umozliwiajgce aktywacj¢ osi HPA w odpowiedzi na obwodowy stan zapalny,

— hamowanie aktywnosci COX-1 prowadzi do obnizenia zawarto$ci asparaginianu
oraz glutaminianu w istocie szarej okotowodociggowej, czego efektem moze by¢ ostabienie
somatycznych reakcji obronnych oraz odpowiedzi nocyceptywnej organizmu.
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6. Streszczenie

Obecnie, wsrdd spoteczenstw krajow rozwinigtych oraz rozwijajacych si¢ mozna
zaobserwowa¢ tendencje do coraz czestszego stosowania niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (NLPZ). Jest to zwigzane przede wszystkich z: powszechnym dostepem
do tego typu specyfikow, brakiem wymogu recepty oraz wystgpowaniem choréb zwigzanych
z przewleklym stanem zapalnym, np. reumatoidalne zapalenie stawow. Wiadomo, ze NLPZ
poprzez hamowanie aktywnosci cyklooksygenazy 1 lub 2 (COX-1 lub COX-2), ograniczaja
synteze prostaglandyny E2 (PGE2) i tym samym niweluja nieprzyjemne doznania
towarzyszace stanowi zapalnemu. Cyklooksygenazy oraz PGE2 s3 niezwykle istotnymi
elementami wspottworzacymi humoralng droge komunikacji nerwowo-odpornosciowe;.
W zwigzku z tym, w wyniku dlugotrwatego dziatania NLPZ moze doj$s¢ do zaburzenia
komunikacji migdzy uktadem odpornosciowym a o$rodkowym uktadem nerwowym (OUN).
Warto nadmieni¢, iz podczas dlugotrwatego blokowania aktywnosci cyklooksygenaz,
neuronalna droga komunikacji nerwowo odpornosciowej, ktorej gtdbwnym reprezentantem jest
nerw btedny, pozostaje w pelni sprawna.

Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolity na okreslenie dlugotrwatego wpltywu NLPZ
na aktywnos$¢ wybranych struktur OUN. Uzyskane dane umozliwity zweryfikowanie hipotezy
zakladajacej wystepowanie potencjalnych mechanizméw kompensujacych zaburzenie
humoralnej  drogi  komunikacji  nerwowo-odpornosciowej.  Sprawdzono  roéwniez
czy dlugoterminowe blokowanie aktywnosci cyklooksygenaz wptywa na zachowanie zwierzat
eksperymentalnych. Ponadto, zbadano wptyw dlugoterminowego hamowania aktywnosci
cyklooksygenaz na st¢zenie cytokin prozapalnych oraz kortykosteronu w osoczu Krwi
badanych zwierzat.

Material biologiczny niezbgdny do przeprowadzenia doswiadczen stanowilo 0socze
Krwi oraz moézgowia szczuréw stada niekrewniaczego Wistar. Z mézgowia wyizolowano
nastepujace struktury: pien mozgu, podwzgorze, kora ciemieniowa, hipokamp, przysrodkowa
kora przedczolowa, cialo migdatowate oraz istota szara okotowodociggowa.
Techniki oraz metody wykorzystane w celu przeprowadzenia analiz biochemicznych
stanowity: wysokosprawna chromatografia cieczowa, metoda radioimmunologiczna oraz
metoda immunoenzymatyczna. Okreslenia wptywu NLPZ na zachowanie zwierzat dokonano
przy uzyciu testu uniesionego labiryntu krzyzowego.

Uzyskane wyniki pokazuja istotny wptyw dlugotrwatego hamowania aktywnosci
cyklooksygenaz na aktywno$¢ monoaminergicznych ukladoéw neurotransmisyjnych
tj. noradrenergicznego, dopaminergicznego oraz serotoninergicznego. Wykazano,
ze dlugotrwale podawanie zwierzetom inhibitoréw, odpowiednio COX-1 1 COX-2
doprowadzito do powstania istotnych zmian w zawarto$ci aminokwas6w neurotransmisyjnych:
asparaginianu, glutaminianu, glicyny, kwasu gamma-aminomastowego (GABA),
oraz aminokwasow bedacych prekursorami katecholamin 1 serotoniny, tj. tyrozyny oraz
tryptofanu. Zaobserwowano roéwniez, ze blokowanie aktywnos$ci COX-2 lecz nie COX-1
spowodowato wzrost wszystkich zmiennych sktadajacych si¢ na aktywno$¢ lokomotoryczng
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badanych zwierzat: przebyty dystans, predkos¢ poruszania si¢ oraz ogolny czas aktywnosci
lokomotorychnaj. Podsumowujac, uzyskane w doswiadczeniu wyniki biochemiczne
oraz behawioralne sugeruja, ze w odpowiedzi na zaburzenie aktywno$ci jednej z drog
komunikacji  nerwowo-odpornosciowej  dochodzi do uruchomienia potencjalnych
mechanizméw kompensujacych to zaburzenie. Swiadczy o tym choéby wzrost aktywnosci
uktadu glicynergicznego, indukowany przez blokowanie COX-1 lub COX-2, w strukturach
pnia mézgu, modulujacych aktywnos¢ gtownego reprezentanta drogi neuronalnej, tj. nerwu
blednego. Ponadto, zaobserwowano, iz blokowanie aktywnosci COX-1 lub COX-2 wplywa
odmiennie na wydzielanie kortykosteronu, w odpowiedzi na iniekcje¢ lipopolisacharydu,
przy jednakowym oddziatywaniu na podwzgérzowy uklad dopaminergiczny. Wydaje sie,
ze podczas hamowania aktywnosci COX-2 uruchamiane sg mechanizmy kompensujgce,
umozliwiajgce aktywacj¢ osi HPA w odpowiedzi na trwajacy na obwodzie organizmu
stan zapalny.

Zgromadzone dane eksperymentalne potwierdzaja hipoteze zaktadajaca, ze organizm
za posrednictwem szczeg6lnych mechanizméw kompensuje zaburzenia w sygnalizacji migdzy
uktadem odpornosciowym i OUN. Uzyskane wyniki pokazuja kierunek dalszych badan,
ktore doprowadza do precyzyjnego poznania mechanizmow plastyczno$ci organizmu.

6.1. Abstract

Currently, among the  developed  societies and  developing  countries,
there is a tendency to more frequently use of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs).
It is primarily related to universal access to drugs of this type, the lack of a prescription
requirement, and the occurrence of associated diseases with chronic inflammation
(e.g. rheumatoid arthritis). As it is known, NSAIDs, by inhibiting the activity
of cyclooxygenases, 1 or 2 (COX-1 or COX-2), limits the synthesis of prostaglandin E2 (PGE2)
and thus eliminates the unpleasant sensations associated with inflammation. As it is known,
cyclooxygenases and PGE2 are relevant elements co-creating the humoral pathway of neuro-
immune communication. Therefore, as a result of the long-lasting effect of NSAIDs,
communication between the immune system and the central nervous system (CNS) may be
impaired. It is worth mentioning that during long-term blocking of the activity
of cyclooxygenases, the neuronal pathway of neuroimmune communication, the main
representative of which is the vagus nerve, remains intact.

Through the conducted experiments, the influence of the long-lasting effect of NSAIDs
on the activity of selected CNS structures was determined. The obtained results allowed
to verify the hypothesis assuming the presence of potential compensating mechanisms
for the disturbance of the humoral pathway of neuro-immune communication. It was also
checked whether long-term blocking of cyclooxygenase activity affects the behaviour
of experimental animals. In addition, the effect of long-term inhibition of cyclooxygenases
activity on the concentration of pro-inflammatory cytokines and corticosterone in the plasma
of experimental animals was examined.
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The biological material necessary to perform the experiments was the plasma
and brains of outbred Wistar rats. From their brains, the specific structures were isolated, which
were: the brainstem, hypothalamus, cerebral cortex, hippocampus, medial prefrontal cortex,
amygdala, and periaqueductal gray matter. Techniques and methods used to carry out
biochemical analyzes were high-performance liquid chromatography, radioimmunoassay,
and enzyme immunoassay. The determination of the effect of NSAIDs on animal behaviour
was performed using the elevated plus maze test.

The obtained results show a significant effect of long-lasting inhibition of
cyclooxygenases activity on the activity of monoaminergic neurotransmission systems
i.e. noradrenergic, dopaminergic, and serotonergic. Moreover, chronic administration
of a COX-1 and COX-2 inhibitors to animals led to significant changes in the content
of neurotransmission amino acids: aspartate, glutamate, glycine, gamma-aminobutyric acid
(GABA), and also precursors of catecholamines and serotonin e.g. tyrosine, and tryptophan.
It was also observed that blocking the activity of COX-2 but not COX-1 increased all variables
that make up the locomotor activity of the tested animals: distance traveled, speed of movement,
and overall activity time. To sum up, the biochemical and behavioural results obtained
in the experiment suggest that in response to a disturbance in the activity of one of the neuro-
immune communication pathways, potential compensatory mechanisms are triggered.
An excellent example is an increase in the activity of the glycinergic system, induced
by blocking COX-1 or COX-2, in structures located in the brainstem, modulating the activity
of the main representative of the neuronal pathway - the vagus nerve. In addition, it has been
observed that blocking COX-1 or COX-2 activity affects corticosterone secretion differently
in response to the injection of lipopolysaccharide, with the same effect on the hypothalamic
dopaminergic system. When COX-2 is inhibited, compensatory mechanisms appear to trigger
activation of the HPA axis in response to ongoing peripheral inflammation.

The collected results support the hypothesis that the body compensates for disorders
in signaling between the immune system and the CNS through specific mechanisms.
| also believe that the obtained results show the direction of further research, which would
enable a more detailed understanding of the mechanisms of CNS plasticity or even the whole
organism.
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PROSTAGLANDYNA E2 JAKO CZASTECZKA KOMUNIKACJI POMIEDZY
UKELADEM NERWOWYM I ODPORNOSCIOWYM

HUMORALNA DROGA KOMUNIKACJI
UKELADU NERWOWEGO Z
ODPORNOSCIOWYM

Inwazja patogenow prowadzi do zabu-
rzenia zaréwno lokalnej, jak i ogélnej ho-
meostazy organizmu. Stan taki skutkuje
aktywacja ukladu odpornosciowego i uru-
chomieniem kaskady reakcji okreslanych
mianem odpowiedzi zapalnej. Odpowiedz ta
ma na celu ograniczenie rozwoju patogenu,
jego unieszkodliwienie i usuniecie z organi-
zmu. Procesy prozapalne obejmuja miedzy
innymi synteze szeregu substancji sygna-
lowych, ktore docierajac do OUN pozwalajg
na uruchomienie centralnie kontrolowanych
procesow przeciwzapalnych, zapobiegajacych
nadmiernej aktywacji ukladu odpornosciowe-
go, prowadzacej potencjalnie do alergii lub
choréb autoimmunologicznych (UFNAL i Wo-
LYNCZYK-GMAJ 2011).

Kluczowa role w utrzymaniu réwnowagi
pomiedzy procesami pro- i przeciwzapalny-
mi pelni efektywna wymiana informacji po-
miedzy ukladem odpornosciowym i nerwo-
wym. W toku ewolucji organizmy zwierzat
wyksztalcity specyficzne mechanizmy, za po-
Srednictwem ktoérych OUN jest informowany
o stanie wzbudzenia ukladu odpornosciowe-
g0 (SKOWRON-CENDRZAK 1993). Literatura na-
ukowa klasyfikuje je jako mechanizmy ko-
morkowe i humoralne (REARDON i wspélaut.
2018). Tak zgrupowane mechanizmy wspol-
tworza dwie odmienne drogi komunikacji
miedzy omawianymi ukladami: nerwowa i

humoralng. Droga nerwowa, funkcjonuja-
ca za posrednictwem nerwow obwodowych,
reprezentowana jest m.in. przez wstepuja-
ce wloékna czuciowe nerwu blednego (Ko-
BRZYCKA i wspotaut. 2017). Droge humoral-
na stanowia mediatory uwalniane do ptynow
ustrojowych podczas wszystkich faz stanu
zapalnego przez komorki immunokompetent-
ne lub inne komoérki zaangazowane w re-
akcje odpornosciowe (monocyty, makrofagi,
Srodblonek, komorki gleju oraz keranocyty)
(CALKOSINSKI i wspotaut. 2009). Mediatora-
mi informujacymi OUN o stanie wzbudzenia
ukladu odpornosciowego sa miedzy innymi:
cytokiny i prostaglandyny (BANKS 2015). Cy-
tokiny stanowia réznorodna rodzine gliko-
protein o charakterze regulatorowym oraz
pro- lub przeciwzapalnym. Posiadaja stosun-
kowo duza mase czasteczkowa, ktora moze
dochodzi¢ nawet do okoto 70 kDa. Wykazu-
ja rowniez wilasciwosci hydrofilowe, co wraz
z ich duza masag uniemozliwia im swobodne
przenikanie przez bariere krew-mozg (ang.
blood-brain barrier, BBB) (DINARELLO 1999,
STENKEN i POSCHENRIEDER 2015). Mimo tego
wedlug niektorych autoréow cytokiny takie
jak: IL-1pB, IL-6, TNF-a przekazuja do OUN
za posrednictwem kilku mechanizméw infor-
macje o wzbudzeniu komoérek odpornoscio-
wych. Pierwszym z nich jest oddzialywanie
cytokin na neurony, ktérych zakonczenia
dendrytyczne znajduja sie w obrebie narza-
doéw okotokomorowych (ang. cricumventri-
cular organs, CVO), gdzie BBB nie funkcjo-
nuje (RIVEST 2010, BIANCARDI i STERN 2016).

Stowa kluczowe: cyklooksygenazy, neuroimmunomodulacja, prostaglandyna E2, uktad nerwowy, uklad odpornosciowy
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Drugim jest transport cytokin do OUN przez
biatkowe transportery blonowe zlokalizowane
w BBB (BANKS 2015). Trzecim jest wydzie-
lanie cytokin bezposrednio do parenchymy
mozgu przez wzbudzone komoérki mikrogle-
ju (HANSSON 2010). Czwarty mechanizm nie
polega bezposrednio na przenikaniu cytokin
do OUN, lecz na wytworzeniu w jego obrebie
drugorzedowego mediatora stanu zapalne-
go - prostaglandyny E2 (PGE,) (ANDREASSON
2010).

Przedstawione mechanizmy podkreslaja
znaczacg role cytokin. Warto jednak zauwa-
zyC, ze podczas rozwoju stanu zapalnego, w
humoralnej drodze przekazywania informa-
cji do OUN uczestniczy takze szereg innych
substancji takich jak: histamina, tlenek azo-
tu i prostaglandyny (CALKOSINSKI i wspoélaut.
2009). W niniejszym opracowaniu chcieliby-
Smy przyblizy¢ role PGE, w komunikacji po-
miedzy ukladem nerwowym i immunologicz-
nym.

PROSTAGLANDYNY

Prostaglandyny naleza do jednej z naj-
wazniejszych klas mediatorow lipidowych,
eikozanoidow, ktore sa syntetyzowane przy
udziale cyklooksygenaz, enzymow zwigza-
nych z prawidlowym funkcjonowaniem np.
zotadka, nerek, ukladu sercowo-naczynio-
wego, a takze immunologicznego (KOEBERLE
i WERz 20195). Zwiazki te zaangazowane sa
rowniez w przebieg wielu proceséw patofizjo-
logicznych, do ktorych zalicza sie: uszkodze-
nia tkanek, stany zapalne i procesy nowo-
tworzenia (SEO i OH 2017). Synteza prosta-
glandyn, moze zachodzi¢ w kazdej komorce
organizmu ssakoéw (FUNK 2001) i jest zalez-
na od aktywnosci kompleksu enzymatycz-
nego tworzonego przez: fosfolipaze A (PLA),
syntaze cyklicznego nadtlenku prostaglandy-
ny H (cyklooksygenazy, COX) oraz syntaze
prostaglandyn (mikrosomalnej badz cytozolo-
wej, PGES). W kontekscie komunikacji mie-
dzy ukladem nerwowym i odpornosciowym
szczegblna uwage zwraca sie w kierunku cy-

klooksygenaz. Jest to grupa enzymow szero-
ko rozpowszechnionych w tkankach ssakéw
(ROUZER i MARNETT 2009). Wyro6znia sie dwie
podstawowe izoformy COX: konstytutywna
(COX-1), ktora jest odpowiedzialna za pod-
stawowg synteze prostaglandyn, oraz indu-
kowana (COX-2), ktoérej aktywnos¢ jest spe-
cyficzna dla procesoéw patofizjologicznych m.
in. stanoéw zapalnych (FUNK 2001).

OUN charakteryzuje sie konstytutywnym
wystepowaniem obu wspomnianych izoform
cyklooksygenaz (CHANDRASEKHARAN i wspol-
aut. 2002, MEDEIROS i wspoétaut. 2012).
Eksperymenty przeprowadzone na myszach,
u ktorych inaktywowano gen odpowiedzialny
za synteze COX-2 wskazuja, ze enzym ten
pelni odmienna funkcje w obrebie OUN niz
w tkankach obwodowych (VARDEH i wspoél-
aut. 2009). W centralnej czesci uktadu ner-
wowego odpowiada gléwnie za rozwdj me-
chanizmoéow zwiazanych 2z nadwrazliwoscig
na bol odczuwany podczas stanu zapalnego
(Funk 2001, VARDEH i wspoétaut. 2009), na-
tomiast obwodowa aktywnos¢ COX-2 odno-
si sie do generowania mechanizméw zwia-
zanych z faza ostra infekcji: indukcji zmian
zachowania towarzyszacych chorobie (ang.
sickness behawior) oraz goraczki (DANTZER
2009, VARDEH i wspélaut. 2009). Tym sa-
mym, wedlug niektérych autoréow COX-2
syntetyzuje tzw. ,zle” prostaglandyny odpo-
wiedzialne za wystapienie objawow stanu za-
palnego i wzmozone odczuwanie boélu. Prze-
ciwne wlasciwosci wykazuje COX-1 syntety-
zujaca tzw. ,dobre” prostaglandyny, ktorych
glowna funkcja jest utrzymywanie home-
ostazy organizmu (Tabela 1). Doswiadczenia
wykonane na myszach pozbawionych genu
odpowiedzialnego za synteze COX-1 potwier-
dzaja takze zaangazowanie tego enzymu w
przebieg stanu zapalnego (FUNK 2001, PAR-
ENTE i PERRETTI 2003, VARDEH i wspotaut.
2009). Funkcje jakie pelni charakterystyczna
dla stanow zapalnych PGE, sa zatem zalezne
nie tylko od syntetyzujacej ja formy COX,
ale i okreslonej lokalizacji w organizmie.

Tabela 1. Wybrane procesy zalezne od aktywnosci COX-1/2. “+” istotny wplyw, “+/-“ czeSciowy wplyw,
““ brak wptywu (PARENTE i PERRETTI 2003, RICCIOTTI i FITZGERALD 2011).

Proces COX-1 COX-2
Progresja stanu zapalnego +/- +
Odczuwanie bolu (nocycepcja) +/- +
Integralnos¢ sluzowki zotadkowo-jelitowej + -
Filtracja w klebuszkach nerkowych + -
Synteza PGE, przez komorki srédblonka +/- +
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Synteza PGE, rozpoczyna sie¢ od uwol-
nienia z blony komorkowej kwasu arachido-
nowego (AA). Proces ten zachodzi pod wpty-
wem: uszkodzenia komorki, oddzialywania
specyficznej cytokiny, czynnika wzrostu lub
innego bodzca, np. obecnosci bradykini-
ny i trombiny w poblizu srédblonka (FUNK
2001). Kluczowym enzymem odpowiedzial-
nym za uwolnienie AA z blony komorkowej
jest cytozolowa fosfolipaza A, podtypu IV
(cPLA,) (Funk 2001, SEO i OH 2017). Uwol-
niony podczas stanu zapalnego AA jest wy-
korzystywany przez syntaze prostaglandyny
H (PGHS-2, nazywanej rowniez cyklooksy-
genaza 2, COX-2) (FUNK 2001, ALEXANIAN i
SOROKIN 2017). Powstajaca tam PGH, zostaje
przeksztalcona przez mikrosomalna synta-
ze prostaglandyny E2 (mPGES) do ostatecz-
nej formy — PGE, (SEO i OH 2017). Mimo ze
jest to szlak wiodacy i charakterystyczny dla
procesow zapalnych, nie jest on jedynym
prowadzacym do powstania czasteczki PGE,.
Synteza omawianego mediatora moze odby-
wacé sie rowniez z udzialem COX-1 i cyto-
zolowej syntazy prostaglandyny E2 (cPGES)
np. w zoladku (PARK i wspétaut. 2006). Wy-
niki doswiadczen WU i NAKANISHI (2011) do-
starczaja danych $wiadczacych o zaleznym
od COX-1/mPGES wzroscie metabolizmu i
sekrecji PGE, w OUN. Mechanizm ten in-
dukowany jest w komorkach mikrogleju w
odpowiedzi na obecnosc¢ liposomow zawiera-
jacych fosfatydyloseryne, ktora stanowi ele-
ment strukturalny wewnetrznej czesci blony
komoérkowej (WU i NAKANISHI 2011). Uwol-
niona poza komoérke, moze indukowac roz-
poznawanie i wychwytywanie komoérek apop-
totycznych przez makrofagi, co swiadczy o
potencjalnym wplywie zwiazkow proapopto-
tycznych na aktywnos¢ cyklooksygenaz (WU
i NAKANISHI 2011).

Jak juz wspomniano, PGE, jest syntety-
zowana z AA uwolnionego podczas uszkodze-
nia tkanek, np. w skutek aktywnosci pato-
genow. Ze wzgledu na swoje lipidowe pocho-
dzenie, a co za tym idzie, silnie hydrofobowy
charakter, prostaglandyny moga swobodnie
przenika¢ przez blony komérkowe (YANG i
CHEN 2008), co czyni je istotnymi no$nikami
niespecyficznej informacji o uszkodzeniu ko-
morek. Ponadto, czasteczki PGE, moga prze-
kracza¢ blone komoérkowa na drodze trans-
portu aktywnego, przy udziale specyficznych
dla prostaglandyn transporteréw biatkowych
(FuNk 2001, NAKANISHI i TAMAI 2017). Kiedy
PGE, zostanie wydzielona z produkujacej ja
komorki, moze wplywac na aktywnos$¢ ko-
morek uktadu odpornosciowego. W konse-
kwencji wydzielaja one szereg zwiazkéw nie-
zbednych do zainicjowania proceséw proza-
palnych w miejscu infekcji, m.in. chemokin,
cytokin, ale rowniez kolejnych porcji PGE,,

wydzielanej zwlaszcza przez  makrofagi.
Zwigzki te trafiaja do plynow ustrojowych, w
tym do krwiobiegu, gdzie PGE, jako element
drogi humoralnej bierze udzial w przekazy-
waniu do OUN sygnalu o wzbudzeniu ukta-
du odpornosciowego (ABDULKHALEQ i wspol-
aut. 2018). Czasteczki PGE, transportowane
za posrednictwem ukltadu krwionosnego do-
cieraja do BBB, a nastepnie przekraczaja ja
i wnikaja do parenchymy moézgu (AKANUMA i
wspotaut. 2011, SAPER i wspoétaut. 2012).

Warto ponownie zwréocic uwage na wia-
sciwosci fizykochemiczne PGE,, poniewaz z
racji maltego rozmiaru czasteczki oraz wtasci-
wosci hydrofobowych, PGE, moze swobodnie
przenika¢ nie tylko przez blony komoérko-
we, ale i takie bariery organizmu, jak BBB
(DANTZER i wspoétaut. 2000). O roli PGE, w
wymianie informacji miedzy ukladem nerwo-
wym i immunologicznym swiadczy fakt, iz w
obrebie BBB wystepuja rowniez specyficzne
transportery bialkowe umozliwiajace jej bez-
posredni kontakt z tkanka nerwowa (KIS i
wspotaut. 2006). Ponadto, podobnie do cy-
tokin, PGE, moze oddziatywac na OUN po-
przez CVO. Dowodem potwierdzajacym to
zalozenie jest wynik eksperymentu OOTSUKA
i wspoétaut. (2008). Wykluczyli oni mozliwos¢
przekazywania sygnalu zapalnego z obwodu
organizmu do OUN przez nerw bledny przez
jego chirurgiczne przeciecie w odcinku szyj-
nym (wagotomia szyjna). Zarejestrowali, ze
dozylna iniekcja PGE, indukuje goraczke,
oddzialujac na osrodek termogenezy w OUN,
ktory znajduje sie w obrebie pola przedwzro-
kowego (tac. area preoptica, POA) podwzgo-
rza (OOTSUKA i wspélaut. 2008, SHINPO i
wspotaut. 2012, KIECKER 2017).

W ramach komunikacji odpornosciowo-
-Nerwowej, PGE2 pelni réwniez role media-
tora drugorzedowego. Cytokiny uwolnione
do krwiobiegu podczas wczesnych etapow
rozwoju stanu zapalnego oddzialuja bowiem
na komoérki BBB, indukujac w s$rodbtonku
naczyn wlosowatych mozgu aktywnos¢ COX-
2. Skutkuje to wzmozona synteza i uwalnia-
niem tego zwiazku do parenchymy moézgu
(RivesT 2010, MEDEIROS i wspétaut. 2012).
Ponadto, cytokiny prozapalne (np. IL-1()
maja zdolnos¢ do stymulowania aktywno-
Sci cyklooksygenazy nie tylko w Srodblonku,
lecz takze w samym OUN (DINARELLO 2002,
MEDEIROS i wspoélaut. 2012, WANG i wspol-
aut. 2014).

Jak juz wspomniano, praktycznie wszyst-
kie narzady zawieraja komorki wyposazone
w specyficzne biatka enzymatyczne odpowie-
dzialne za synteze PGE, (MEDEIROS i wspoti-
aut. 2012, LoYNES i wspétaut. 2018). Na
uwage zashuguje jednak fakt, iz w OUN sta-
le utrzymywane jest niewielkie stezenie pro-
staglandyn takich jak: PGE,, PGD, i PGF,,
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co prawdopodobnie odpowiada za efektyw-
niejszg reaktywnos¢ OUN w stosunku do
czynnikow zaburzajacych stan homeostazy
organizmu (VARDEH 1 wspotaut. 2009,
MEDEIROS 1 Wspotaut. 2012).

RECEPTORY SPECYFICZNE DLA PGE,

Po przejsciu przez BBB, PGE, funkcjo-
nuje jako neuromodulator i tym samym
wplywa na odpowiedz OUN na zagrozenia
panujace na obwodzie (DANTZER i wspoétaut.
2000). Jest to mozliwe dzieki oddzialywaniu
tej czasteczki ze specyficznymi receptora-
mi rozmieszczonymi w okreslonych regio-
nach OUN (ANDREASSON 2010). Poszczegodlne
struktury OUN charakteryzuja sie wystepo-
waniem odmiennych podtypéw receptorow
dla PGE,, a dodatkowo, gestosc ich wyste-
powania jest niejednorodna (ZHU i wspol-
aut. 2005, ANDREASSON 2010). Potwierdzono
istnienie czterech podtypéw receptorow, z
ktorymi PGE, laczy sie specyficznie (EP1-
-EP4). Zaliczane sa one do rodziny prze-
zblonowych receptoréw metabotropowych
sprzezonych z bialkami G. Po polaczeniu
z ligandem wplywaja na szlaki przekazy-
wania sygnalu w komorce (YANG i CHEN
2008). Receptory EP za posrednictwem bia-
tek G wplywaja glownie na aktywnosé cy-
klazy adenylanowej i kanatéw wapniowych
(SuciIMOTO i NARUMIYA 2007). Ze wzgledu na
sposob transdukcji sygnalu podzielono je
na 3 grupy. Do pierwszej z nich zaliczany
jest receptor EP1, ktorego aktywnosS¢ wptly-
wa na wzrost wewnatrzkomorkowego ste-
zenia jonow Ca?'. Druga grupe stanowia
receptory EP2 i EP4, ktére po aktywacji
ligandem powoduja wzrost wewnatrzkomor-
kowego stezenia cAMP. Wszystkie te recep-
tory zostaly wykryte w zakonczeniach sy-
naptycznych (ZHU i wspoétaut. 2005, YANG i
CHEN 2008), co sugeruje ich zaangazowanie
W synaptyczne procesy zwiazane z neuro-
transmisja (YANG i CHEN 2008). Ostatnia
grupa reprezentowana jest przez receptor
EP3, ktorego aktywacja prowadzi do spad-
ku wewnatrzkomoérkowego stezenia cAMP,
a w konsekwencji hamowania aktywnos$ci
komoérki (RIVEST 2010). Wysoka ekspresje
tego podtypu receptora EP odnotowano w
odpowiedzialnym za geneze goraczki polu
przedwzrokowym (LAZARUS 2006). Wykaza-
no, ze PGE, indukuje goraczke zwiazana
ze stanem zapalnym wlasnie za posrednic-
twem receptorow EP3 zlokalizowanych w
tym obszarze OUN. Warto nadmienic¢, ze
do indukcji goraczki dochodzi w momencie
zmiany charakteru stanu zapalnego, z lo-
kalnego na ogélnoustrojowy (BLATTEIS 2007,
TSUCHIYA i wspétaut. 2008, KIECKER 2017).
Doswiadczenie przeprowadzone przez TsSU-

CHIYA i wspoétau. (2008) wykazalo, ze u my-
szy pozbawionych receptorow EP3 goraczka
nie rozwija sie ani po obwodowym podaniu
IL-1B lub lipopolisacharydu (LPS), elemen-
tu Sciany komorkowej bakterii Gram-ujem-
nych, ani po osrodkowym podaniu IL-1f
lub PGE, (TSUCHIYA i wspotaut. 2008, RAJA-
GOPALAN 1 wspotaut. 2009).

Receptory EP3 i EP4 maja wyzsze powi-
nowactwo do PGEQ, CO oznacza, ze wyma-
gaja znacznie nizszego stezenia ligandu niz
EP1 i EP2, aby uruchomiona zostala spe-
cyficzna dla nich kaskada sygnalizacyjna
(LAzARUS 2006, SANDER i wspotaut. 2017).
Dane eksperymentalne uzyskane przez OKA
i wspotaut. (2003) dostarczyly dowodéw na
wystepowanie wzajemnego antagonizmu po-
miedzy receptorami EP3 i EP4. Autorzy ba-
dali wplyw dokomorowych iniekcji wysoko
specyficznych agonistow badanych recep-
torow na zmiany temperatury organizmu.
Zaobserwowali, ze aktywacja receptora EP3
spowodowala wzrost temperatury organizmu
o 1,0-1,5°C, podczas 1§dy aktywacja
receptora EP4 spadek temperatury
o0 0,5°C. Badania funkcji receptorow EP3 i
EP4 potwierdzaja ich antagonistyczny cha-
rakter oraz pokazuja, ze temperatura orga-
nizmu stanowi wypadkowa ich aktywnosci
(OKA i wspétaut. 2003, LazaRus 2006).

ODPOWIEDZ OUN NA OBWODOWY
STAN ZAPALNY

Osrodkowy uklad nerwowy pelni niezwy-
kle istotna role podczas infekcji obwodowej,
koordynujac prace wszystkich systemoéw za-
angazowanych w efektywna odpowiedz ukta-
du odpornosciowego (SKOWRON-CENDRZAK
1993). W pierwszych etapach infekcji docho-
dzi do aktywacji komoérek uktadu odporno-
Sciowego. Wydzielaja one do krwiobiegu me-
diatory stanu zapalnego, sa to np. cytokiny
lub PGE,. Gdy OUN otrzyma sygnal o to-
czacym sie na obwodzie procesie zapalnym,
uruchamia mechanizmy przeciwzapalne ta-
kie jak odruch zapalny (ang. inflammatory
reflex), ktérego elementem jest cholinergicz-
na Sciezka przeciwzapalna (TRACEY 2007), a
takze aktywacja osi podwzgoérze-przysadka-
-kora nadnerczy (ang. hypothalamus-pituita-
ry-adrenal axis, HPA) (DuNN 2006). Mediato-
ry prozapalne, takie jak cytokiny pro-zapal-
ne oraz prostaglandyny (z wyjatkiem PGD,),
uwalniane do plynéw ustrojowych podczas
infekcji wplywaja réwniez na funkcjonowanie
samego OUN (RIVEST 2010). Zdaniem niekto-
rych autoréow PGE, oddzialuje na aktywnosc
uktadéw neurotransmisyjnych (YANG i CHEN
2008). Badania Dunna dowodza, ze do-
otrzewnowa iniekcja IL-1 powoduje w OUN
wzrost stezenia gléwnego katabolitu nora-



Prostaglandyna E2

291

4 \

Neurony adrenergiczne

( Jgdro i Neurony
przykomorowe - GABAergiczne £ C1, C2 rdzenia
. podwzgodrza BNST, POA, HPT przedtuzonego
CRH E ;
+
Przedni ptat a
orzysadki bGE Uszkodzone tkanki
mozgowej £ i komorki
ACTH
+ - iCOXs
' Kora nadnerczy _ )
. i Komérki uktadu |
Gces l LPS

odpornosciowego

Ryc. 1. Udziat inhibitorow COX w hamowaniu procesu posredniej aktywacji osi podwzgoérze-przysadka-

-kora nadnerczy przez prostaglandyne E2.

CRH - kortykoliberyna, ACTH - kortykotropina, Gecs — glikokortykoidy, PGE2 — prostaglandyna E2, iCOX - inhibi-
tory cyklooksygenaz, LPS - lipopolisacharyd, BNST — neurony GABAergiczne jadra lozyskowego prazka krancowego
(fac. nucleus striae terminalis, BNST), POA - neurony GABAergiczne pola przedwzrokowego (lac. area preoptica,
POA), HPT — neurony GABAergiczne podwzgoérza (tac. hypothalamus).

drenaliny, ktorym jest 3-metoksy-4-hydrok-
syfenyloglikol (MHPG), przy czym najwiekszy
wzrost stezenia MHPG zaobserwowany zo-
stal w podwzgoérzu (lac. hypothalamus, HPT).
Wskazuje to, ze wlasciwosci IL-1 pozwalaja
na wzbudzenie ukladu noradrenergicznego
w podwzgorzu, co bezposrednio wigze sie z
aktywacja osi HPA (DuNN 1988, 2006). Oka-
zuje sie jednak, ze oS HPA moze zostac ak-
tywowana roéwniez za posrednictwem PGE,
(RivesT 2010). PGE, jako jeden z mediato-
réow stanu zapalnego, oddzialuje z recep-
torami EP3 zlokalizowanymi na neuronach
GABA-ergicznych: jadra ltozyskowego prazka
krancowego (lac. nucleus striae terminalis,
BNST), pola przedwzrokowego i podwzgorza,
wywierajacych hamujacy wplyw na poczat-
kowy element osi HPA, czyli jadro przyko-
morowe podwzgorza (lac. nucleus paraventri-
cularis, PVN). PGE, laczy sie rowniez z re-
ceptorami EP3 zwiazanymi z grupami neu-
ron6éw adrenergicznych C1 jadra pasma sa-
motnego (lac. nucleus tractus solitarii, NTS)
oraz C2 rdzenia przedluzonego (tac. medulla
oblongata), stymulujacych aktywnos¢é wspo-
mnianych wczesniej neuronow GABA-ergicz-
nych. Efektem tych oddzialywan jest od-
hamowanie aktywnosci PVN, ktore zaczyna
uwalnia¢ kortykoliberyne (CRH), hormon ini-
cjujacy przeciwzapalna aktywnosé osi HPA

(HERMAN i wspoétaut. 2004, RIVEST 2010). W
konsekwencji PGE, posrednio reguluje se-
krecje glikokortykoidéw z kory nadnerczy, co
istotnie moduluje aktywnos$¢ komorek ukla-
du odpornosciowego, np. podczas trwajacego
stanu zapalnego (Ryc. 1). Dziatanie PGE, nie
ogranicza sie jedynie do oddzialywania na
uklad noradrenergiczny w obrebie osi HPA.
MARTY i wspotaut. (2008) wykazali, ze PGE,
stymuluje aktywnos¢ ukladu glutaminergicz-
nego w NTS, struktury, ktéra uczestniczy
w przekazywaniu znacznej liczby sygnatéow
czuciowych, m.in. z nerwu blednego, ktore
nastepnie docieraja do wyzszych pieter OUN.
Na uwage zastuguje réwniez fakt wystepowa-
nia interakcji pomiedzy ukladem dopaminer-
gicznym i PGE,. KITAOKA i wspoétaut. (2007)
w badaniach in vitro wykazali, ze aktywacja
receptoréw D1-2 zlokalizowanych na neu-
ronach dopaminergicznych skutkuje wzmo-
zona synteza PGE,. Z drugiej strony, PGE,
przez oddzialywanie z receptorem EP1 na
powierzchni neuronéw dopaminergicznych
wplywa na wzmocnienie transmisji dopami-
nergicznej. Dane te uzyskano analizujac za-
leznosci miedzy ukladem dopaminergicznym
i prostaglandyna E2 w skrawkach prazkowia
(tac. striatum), struktury OUN regulujacej
funkcje ruchowe, poznawcze i emocjonalne
(KrTAoKA i wspotaut. 2007). Ciekawe obser-
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wacje odnosnie PGE, i ukladu dopaminer-
gicznego przedstawili KOBRZYCKA i wspotaut.
(2019). Autorzy zaobserwowali, ze przecie-
cie nerwu blednego, elementu neuronalnej
drogi komunikacji uktadu odpornosciowego
z OUN, skutkuje wzrostem metabolizmu w
wielu strukturach mozgowia, rowniez tych
nalezacych do uktadu limbicznego. Warto
nadmieni¢, ze podczas rozwijajacej sie in-
fekcji u zwierzat poddanych wspomnianemu
zabiegowi, poziom PGE, w osoczu byl zna-
miennie wyzszy niz u zwierzat kontrolnych,
a podniesiony wczesniej metabolizm dopa-
miny ulegl normalizacji (KOBRZYCKA i wspol-
aut. 2019). Autorzy zasugerowali rowniez,
ze zwiekszony poziom PGE, podczas infekcji
moze by¢ swoistym mechanizmem kompen-
sujacym brak mozliwosci detekcji patogenow
i molekut z nimi zwiazanych. Jednoczesnie
moze on kompensowac brak regulacyjnych,
wzgledem uktadu odpornosciowego, funkcji
nerwu blednego, ktéry moze pojawiaé sie w
takich sytuacjach jak neuropatie cukrzycowe
(KOBRzYCKA i1 wspoétaut. 2019).

Wplyw PGE, na dzialanie uktadu neu-
roendokrynnego i szlakéw neurotransmisyj-
nych, zwlaszcza w obrebie struktur uktadu
limbicznego zwigzanych z kontrola stanéw
emocjonalnych, znajduje potwierdzenie réw-
niez w zachowaniu chorych zwierzat. Wyste-
pujacy podczas choroby zespél specyficznych
zachowan i objawow takich jak: obnizenie
aktywnosci lokomotorycznej, zmniejszenie
iloSci pobieranych plynéw i pokarmu, nad-
wrazliwo§¢ na bol, brak odczuwania przy-
jemnosci, okreslone wspélnym mianem sick-
ness behavior (zachowania chorobowe), kore-
luje ze zwiekszonym stezeniem PGE, w OUN
(SoszyNskl 2004, KITAOKA i wspotaut. 2007,
PECCHI i wspoétaut. 2009). Zaangazowanie
COX oraz jej produktéw w geneze sickness
behavior potwierdzaja réowniez dane uzyska-
ne przez DE PAIVA i wspoétaut. (2010). Ba-
dacze ci zaobserwowali, ze dootrzewnowa in-
iekcja nieselektywnego (indometacyna) i se-
lektywnego (nimesulid) inhibitora COX-2 za-
pobiega wystapieniu sickness behavior spo-
wodowanego podaniem LPS. Wsrod zwierzat,
ktore otrzymywaly inhibitory COX podanie
LPS nie spowodowalo: obnizenia aktywnosci
lokomotorycznej, zmniejszenia iloSci pobiera-
nego pokarmu i obnizenia masy ciala.

Wzrost stezenia PGE, podczas rozwoju
stanu zapalnego jest Scisle zwiazany nie tyl-
ko z lokalnym uszkodzeniem komoérek i ak-
tywacja komorek odpornosciowych, ale tez
ze wspomniana juz osrodkowa indukcja go-
raczki i pogorszeniem samopoczucia. PGE,,
syntetyzowana w odpowiedzi na czynniki
prozapalne, nalezy bowiem wigza¢ rowniez z
odczuwaniem bolu (nocycepcja). Nocycepcja i
stan zapalny to procesy Scisle zwiazane ze

wzmozong aktywnoscia cyklooksygenaz, za-
rowno formy konstytutywnej (COX-1), jak i
indukowanej (COX-2) (GROSCH i wspotaut.
2017). PGE, jest dobrze poznanym media-
torem bodzcoéw nocyceptywnych, co wiecej,
pelni kluczowa role w powstawaniu stanow
przewleklego bolu. Powodowane przez PGE,
przedtuzajace sie uwrazliwienie neuronéw
znajdujacych sie w nocyceptywnym zwoju
korzeni grzbietowych (ang. dorsal root gan-
glion, DRG) moze przyczyni¢ sie do przejscia
formy ostrej bélu w forme przewlekla. Do-
datkowo, dtugotrwale oddzialywanie PGE, na
DRG moze doprowadzi¢ do wystapienia zja-
wiska allodynii, czyli stanu, w ktéorym orga-
nizm odczuwa bél w odpowiedzi na bodzce
z nim nie zwigzane (ST-JACQUES i MA 2014).
Badania ST-JACQUES i MA (2014) wskazuja
istotne zaangazowanie PGE, w procesy zwia-
zane z uwrazliwieniem organizmu na bodzce
bolowe. W swoim doswiadczeniu wykazali, ze
po podaniu stabilnej formy PGE, (16,16-di-
metylo-PGE,, dmPGE,) u szczuréw rozwi-
ja sie allodynia, trwajaca 24h. Natomiast w
przypadku premedykacji dmPGE, i kolejnym
podaniu dawki wywotujacej allodynie, efekt
zjawiska utrzymywal sie 4 dni.

REGULACJA AKTYWNOSCI
ENZYMATYCZNEJ CYKLOOKSYGENAZ

Glownym zrodlem prostanoidow w OUN
jest tkanka glejowa. Poczatkowo uwazano,
ze niemal wszystkie prostanoidy w OUN sa
syntetyzowane i uwalniane przez astrocyty,
jednak poézniejsze badania wykazaly, ze to
mikroglej odpowiada za uwalnianie do pa-
renchymy mozgu wiekszej ilosci tych zwiaz-
kéw (MEDEIROS i wspoétaut. 2012). Dominu-
jacy udzial mikrogleju w osrodkowej syntezie
PGE, potwierdza fakt, iz w aktywowanym
dootrzewnowym podaniem LPS mikrogle-
ju zaobserwowano szczegblnie zwiekszona
ilos¢ enzymu COX-2 (MINGHETTI i LEVI 1998,
MINGHETTI i POCCHIARI 2007). LPS nie jest
jednak jedynym czynnikiem regulujacym po-
ziom syntetyzowanej PGE,. Istnieje bowiem
szereg endogennych substancji, ktére wpty-
waja na aktywno$é enzymoéw zwiazanych z
synteza PGE,. W obrebie OUN potwierdzono
obecnos¢ czynnikow wywierajacych wplyw
na aktywnos¢ COX-2. Sa to miedzy inny-
mi hormony stresu, glikokortykoidy (LEVI i
wspotaut. 1998, MASON i wspotaut. 2010),
oraz mediatory o charakterze przeciwzapal-
nym, ktorych przykladem jest IL-10 (LEVI i
wspotaut. 1998, STRLE i wspoétaut. 2001).
Dodatkowo, do czynnikéw regulujacych ak-
tywnos¢ COX-2 zalicza sie lipokortyne, bial-
ko, ktore hamuje synteze PGE, przez blo-
kowanie aktywnosci fosfolipazy A, enzymu
limitujacego liczbe czasteczek kwasu arachi-
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donowego uwalnianych z blony komorkowej
(LEvi i wspoétaut. 1998, MINGHETTI i wspot-
aut. 1999). Wszystkie wymienione zwiazki
wplywaja negatywnie na aktywnos¢ COX-
2. Drziatanie przeciwne wykazuja -cytokiny
prozapalne: TNF-a i IL-1f (LEvi i wspol-
aut. 1998, NaAM i wspélaut. 2003, BLATTEIS
i wspoétaut. 2005), oraz neuroprzekazniki:
noradrenalina i glutaminian (STRAUSS 2008,
SCHLACHETZKI i wspétaut. 2010). Ciekawa in-
terakcja zachodzi réwniez miedzy jednym z
koncowych produktéw aktywnosci COX-2 a
nig sama. Okazuje si¢ bowiem, ze PGE, pel-
ni role pozytywnego regulatora aktywnosci
COX-2 (MINGHETTI i wspotaut. 1997).

Wiadomo rowniez, ze w Srodowisku ze-
wnetrznym organizmu wystepuja substan-
cje stymulujace aktywnosé cyklooksygenaz i
tym samym wplywajace na zwieckszenie pro-
dukcji PGE,. Dobrze poznanym egzogennym
zwiazkiem wykazujacym takie dzialanie jest
LPS. Warto nadmieni¢, iz jego oddziatywa-
nie nie ogranicza sie jedynie do indukowa-
nia aktywnosci COX-2, lecz dodatkowo pro-
wadzi do podniesienia jej ekspresji, np. w
komorkach nabtonkowych zaangazowanych
w procesy odpornosciowe (BRITT i wspotaut.
2012). Kolejnym egzogennym zwiazkiem od-
dzialujacym na ekspresje genéw dla COX-2
jest enterotoksyna gronkowca B (ang. sta-
phylococcal enterotoxin B, SEB). Zwiazek
ten jest syntetyzowany przez niektore bakte-
rie Gram-dodatnie i zaliczany do superanty-
genow. Powoduje on wzrost ekspresji genow
odpowiedzialnych za synteze COX-2 w my-
sich limfocytach T (RAJAGOPALAN i wspélaut.
2009).

Oprocz wspomnianych juz regulatorow
aktywnosci cyklooksygenaz, zarowno endo-,
jak i egzogennych, istnieje szereg substancji
zaliczanych do grupy tzw. niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych (NLPZ). Substancje
te stanowia grupe egzogennych zwiazkéw
hamujacych synteze PGE, przez ogranicze-
nie aktywnosci COX. W konsekwencji, NLPZ
wykazuja dziatanie nie tylko przeciwzapalne,
ale tez przeciwbélowe i przeciwgoraczkowe.
Klasyfikacji NLPZ mozna dokona¢ w oparciu
o powinowactwo do okreslonych form cyklo-
oksygenaz. Na tej podstawie wyroznia sie
nieselektywne i selektywne inhibitory COX
(Tabela 2). Zwiazki nalezace do pierwszej
grupy hamuja aktywnos¢ zaréwno COX-1,
jak i COX-2. Zwiazki zaliczane do drugiej
grupy charakteryzuja sie natomiast selek-
tywnym hamowaniem aktywnosci COX-2 lub
czeSciowo selektywnym hamowaniem COX-1
(BorTing 2010, CARULLO i wspétaut. 2017).
NLPZ sa szczegélnie wazne, poniewaz, ze
wzgledu na ich szerokie rozpowszechnie-
nie oraz brak wymogu posiadania recepty,
stanowia grupe lekéw najczesciej stosowa-

nych obecnie w medycynie. W wyniku tego,
wsrod ludnosci krajow rozwinietych, ob-
serwuje sie zjawisko epidemii naduzywania
NLPZ. Blisko 35 milioné6w ludzi na calym
Swiecie codziennie stosuje te leki, co stano-
wi powazne zagrozenie; u wielu os6b NLPZ
moga one wywoltywac reakcje nadwrazliwo-
Sci, a ponadto moga wchodzi¢ w reakcje z
innymi lekami (KOWALSKI i wspotaut. 2011,
REGUEA i wspoétaut. 2011). Naduzywanie, w
szczeg6lnosci  nieselektywnych  inhibitoréw
COX, prowadzi¢ moze do wystapienia obja-
wow niepozadanych, a nastepnie do rozwo-
ju licznych choréb (ABBOTT i FRASER 1998,
FOKUNANG i wspétaut. 2018). Jak sie oka-
zuje, dlugotrwate hamowanie aktywnosci
COX-1 powoduje uszkodzenie blony sluzo-
wej zoladka, co z kolei stanowi korzystne
srodowisko dla rozwoju choroby wrzodowe;j.
W przypadku nerek, przewlekle stosowanie
inhibitorow COX-1 wywoluje zmiany he-
modynamiczne, ktére moga wywolywac ich
niewydolnos¢é. W ukladzie sercowo-naczynio-
wym przewlekla inhibicja aktywnosci COX-1
prowadzi do powstania zmian naczyniowych
skutkujacych nadciSnieniem, obrzekiem, a
nawet niewydolnoScia serca (WALLACE 2000,
FOKUNANG i wspoétaut. 2018). Przewlekle ha-
mowanie aktywnosci COX-2 przez selek-
tywne formy inhibitoréw moze réwniez pro-
wadzi¢ do wystapienia efektéw niepozada-
nych, a nawet choréb. Wynika to z faktu, iz
zwiazki te hamuja aktywnos¢ COX-2, ktorej
obecnos¢ potwierdzono w niektérych narza-
dach wewnetrznych (np. w nerkach). Zatem
objawy niepozadane wystepujace podczas
stosowania selektywnych inhibitorow COX-
2 sg prawdopodobnie wynikiem hamowa-
nia syntezy PGE, w obszarach organizmu, w
ktorych pelni ona funkcje homeostatyczne.
Oczywiscie ryzyko wystapienia takich efek-
tow jest znacznie mniejsze niz w przypadku
przewleklego stosowania form nieselektyw-
nych (HARRIS 2000, WRIGHT 2002, SHAHRASBI
i wspotaut. 2018).

Badania przeprowadzone przez WOOD-
LING i wspétaut. (2016) dostarczaja danych
potwierdzajacych wplyw stosowania nieselek-
tywnych inhibitorow COX na uklady neuro-
transmisyjne w OUN. Wykorzystujac chro-
matografie cieczowa wykazali, ze dlugotrwa-
le podawanie ibuprofenu powoduje istotny
wzrost stezenia dopaminy w formacji hipo-
kampa myszy. Dodatkowo, przeprowadza-
jac analizy z wykorzystaniem mikromacierzy
cDNA i metody real-time qPCR potwierdzili,
ze dlugotrwale stosowanie ibuprofenu skut-
kuje wzrostem ekspresji genéow kodujacych
receptor dopaminowy D1 oraz peptyd pre-
kursorowy met-enkefaliny — pre proenkefa-
line. Analiza danych pozyskanych przez LIN
i wspotaut. (2014) takze potwierdza istnie-
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Tabela 2. Wplyw wybranych inhibitoréw cyklooksygenaz na aktywnos¢ COX-1/2 (wg PERRONE i wspol-
aut. 2010, RIMON i wspoétaut. 2010, WORON i wspoétaut. 2011, SAMBORSKI i wspétaut. 2017).

Inhibitory Opis

Substancja

CzesSciowo selektywne inhibi-
tory COX-1

Charakteryzujace sie

Nieselektywne inhibitory Wykazujace wyzsze

COX-1 COX-1 niz do COX-2.
Preferencyjne inhibitory Wykazujace wyzsze
COX-2 COX-2 niz do COX-1.

Selektywne inhibitory COX-2

istotnie
powinowactwem do COX-1 niz do COX-2.
powinowactwo do

powinowactwo do

Charakteryzujace sie okoto 200 razy wyz-

SC-560, FR122047, kwas acetylosalicy-
lowy (w malych dawkach)

Wyzszym
ibuprofen, ketaprofen, naproksen, in-
dometacyna

meloksykam, nimesulid

celekoksyb, parekoksyb, etorykoksyb

szym powinowactwem do COX-2 niz do

COX-1.

nie zaleznosSci pomiedzy stosowaniem inhi-
bitorow COX a zmiana aktywnosci ukladow
neurotransmisyjnych. Autorzy opisali hamu-
jacy wplyw selektywnego inhibitora COX-2
(celekoksybu) na wuwalnianie glutaminianu
przez zakonczenia nerwowe w korze mozgu
szczura. Wyniki uzyskane przez WOODLING i
wspoétaut. (2016) oraz LIN i wspétaut. (2014)
wskazuja na zaleznoS¢ miedzy zablokowa-
niem syntezy PGE, a zmiana aktywnosci
ukladéw neurotransmisyjnych, dopaminer-
gicznego i glutaminergicznego. Pozwala to
przypuszczaé, iz inaktywacja szlaku sygna-
towego drogi humoralnej (szlak PGE,/COX)
moze prawdopodobnie indukowaé¢ zmiany
funkcjonalne w drodze alternatywnej — neu-
ronalnej. Przypuszczenie to potwierdzaja
dane dotyczace wplywu inhibitorow COX na
NTS. Zahamowanie aktywnosci COX-2 pod-
czas trwajacego na obwodzie stanu zapalne-
go nie zapobiega bowiem wzrostowi ekspresji
biatka c-Fos, markera aktywnosci neuronéw,
w NTS, jadrze czuciowym nerwu blednego.
Okazuje sie jednak, ze inhibicja aktywnosci
COX-1 w tej samej sytuacji powoduje za-
blokowanie wzrostu ekspresji biatka c-Fos
w NTS (ZHANG i wspétaut. 2003). Swiadczy
to o zaangazowaniu PGE, w regulacje pro-
cesow zwiazanych z detekcja patogenow za-
chodzacych za posrednictwem wstepujacych
wilokien czuciowych nerwu blednego. Dodat-
kowo wyniki eksperymentu ZHANG i wspol-
aut. (2003) potwierdzaja wplyw PGE, na ak-
tywnos¢ neuronéw zwiazana bezposrednio z
aktywnoscia ukladéow neurotransmisyjnych
(FLAVELL i GREENBERG 2008). W celu popar-
cia tego zalozenia poréwnano dane pocho-
dzace z doswiadczenia ZHANG i wspoétaut.
(2003), WOODLING i wspoétaut. (2016) oraz
LiIN wspotaut. (2014). Dane te koreluja ze
soba i pokazuja, ze PGE, wplywa zarowno
na ekspresje biatka c-Fos, jak i aktywnos¢

uktadu dopaminergicznego i glutaminergicz-
nego.

Mozliwos¢ wystepowania interakcji po-
miedzy droga neuronalng i humoralnag suge-
ruje prawdopodobne istnienie swoistych me-
chanizméw odpowiedzialnych za przejmowa-
nie funkcji uszkodzonej drogi przez te, ktéra
jest w pelni sprawna (WOODLING i wspoétaut.
2016, KOBRzYCKA 2017).

COX-2 1 CHOROBY O PODLOZU
NEURODEGENERACYJNYM

Wspblczesne badania coraz czesciej wska-
zuja na istotna role COX-2 i jej produktow
w patogenezie wielu chorob zwierzat (FITz-
GERALD 2003, MAINGRET i wspotaut. 2017,
IKEDA-MATSUO 2019). Patologiczne zmiany
ekspresji tego enzymu sg obserwowane w
przypadku choréb zlokalizowanych zaréwno
na obwodzie, jak i w centralnej czesci ukla-
du nerwowego (FITZGERALD 2003, MINGHETTI
i PoccHIARI 2007). Okazuje sie, ze zwiek-
szony poziom bialka COX-2 oraz zwiekszo-
na synteza PGE, w OUN zostaly opisane w
chorobach: Alzheimera (AD), Parkinsona (PD)
i stwardnieniu rozsianym (SM) (TEISMANN
i wspotaut. 2003, MAINGRET i wspdlaut.
2017, PALUMBO 2017). Badania JOHANSSON
i wspotaut. (2015) wskazuja, ze szlak COX-
2/PGE2, wraz z aktywacja receptorow EP4,
odgrywa istotna role w rozwoju AD. Stan
zapalny indukowany przez PGE, stymuluje
powstawanie biatkowych zlogow B-amyloidu,
stanowiacych czynnik toksyczny dla OUN w
przebiegu tej choroby (HOSHINO i wspotaut.
2009, JOHANSSON i wspoétaut. 2015). W przy-
padku PD zwickszona ilos¢ COX-2 koreluje
z charakterystycznymi obszarami objetymi
procesami neurodegeneracyjnymi. Prawdopo-
dobnie, zwiekszona synteza PGE, w obrebie
struktur szlaku czarno-prazkowiowego nasila
ich uszkodzenia bedace wynikiem postepuja-
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cych proceséow neurodegeneracyjnych w PD
(TEISMANN i wspoétaut. 2003, IKEDA-MATSUO
2019). Rowniez podczas poSmiertnych badan
mozgu pacjentow z SM stwierdzono zmiany
dotyczace aktywnosci szlaku COX-2/PGE2;
zwiekszona aktywnosé COX-2 zostala opi-
sana w czeSciach OUN objetych aktywnym
procesem demielinizacyjnym i w umieraja-
cych oligodendrocytach (CARLSON i wspoétaut.
2010, PALUMBO 2017). Opisane mechanizmy
wskazuja, ze zwickszona aktywnos¢ COX-
2 jest elementem wspéolnym dla AD, PD,
SM, co uzasadnia fakt stosowania NLPZ w
terapii przedstawionych choréb neurodege-
neracyjnych moézgu (JOHANSSON i wspotaut.
2015, PALuMBO 2017, REN i wspétaut. 2018).
Zwiekszona ilos¢ COX-2 i wzmozona synteza
PGE, stanowia potencjalne czynniki wspot-
odpowiedzialne za rozwd6j i progresje cho-
rob neurodegeneracyjnych. Zidentyfikowanie
czynnikow wplywajacych na wzrost syntezy
PGE, umozliwi prawdopodobnie skuteczniej-
sza terapie wyzej wymienionych chordéb.

PODSUMOWANIE

Przedstawione informacje i wyniki badan
pozwalaja na sformulowanie hipotezy do-
tyczacej komunikowania sie ukladu odpor-
nosciowego z OUN. Wspoéldziatanie ukladu
odpornosciowego z OUN wymaga istnienia
wyspecjalizowanych mechanizméw zapewnia-
jacych skuteczng wymiane informacji pomie-
dzy nimi. Dlatego organizm zwierzat, w tym
czlowieka, jest zdolny do syntezy i wydzie-
lania do plynéw ustrojowych szeregu zwiaz-
kow sygnatowych. Do ich detekcji dochodzi
za posrednictwem specyficznych dla nich re-
ceptorow obecnych na komorkach obu ukta-
dow. Niezwykle istotnymi dla procesu ko-
munikacji miedzy omawianymi ukladami sg
produkty aktywnosci enzymatycznej COX-2,
w szczegolnosci PGE, (DANTZER i wspoétaut.
2000). Powszechne wystepowanie COX-2 za-
pewnia mozliwos¢ syntezy PGE, w kazdej
tkance organizmu objetej dziataniem czyn-
nika szkodliwego. Wskazuje to na uniwer-
salng role PGE, w generowaniu informacji o
zagrozeniu homeostazy organizmu (MEDEIROS
i wspoétaut. 2012, LOYNES i wspotaut. 2018).
Hydrofobowy charakter oraz obecnos¢ trans-
porteréw biatkowych w blonach komorko-
wych powoduja, ze czasteczka PGE, charak-
teryzuje sie silna penetracja wszelkich ba-
rier organizmu (KIS i wspoélaut. 2006, BANKS
2015). Ponadto, w celu przekazania informa-
cji do OUN wykorzystuje réwniez posrednie
mechanizmy przenikania przez BBB. Jest to
miedzy innymi indukcja aktywnosci COX-2
w Srodbtonku, czego nastepstwem jest syn-
teza i uwolnienie kolejnych porcji PGE, do
parenchymy mozgu (MINGHETTI i wspoétaut.

1997). Kolejnym posrednim mechanizmem
pokonywania BBB jest oddzialywanie na
komorki nerwowe w obrebie narzadow oko-
lokomorowych (BLATTEIS i wspoétaut. 2005).
Nastepstwem kontaktu czasteczki PGE, z
neuronami jest przekazanie informacji o
dziataniu czynnika szkodliwego. Odbywa sie
to za posrednictwem specyficznych dla PGE,
receptorow EP zlokalizowanych na komor-
kach nerwowych (LAzARUS 2006, SANDER i
wspoétaut. 2017). Ich obecnos¢ potwierdzo-
no w wielu strukturach OUN zwigzanych
z wykrywaniem obecnosci patogenéw lub
wplywajacych na prace ukladu odporno-
Sciowego: POA, PVN, CVO i centralnym ja-
drze ciala migdatowatego (PECCHI i wspoétaut.
2009, ANDREASSON 2010). Zaleznie od typu
aktywowanego receptora EP, efekt dzialania
PGE, moze obejmowacC spadek lub wzrost
aktywnosci komorki nerwowej (RIVEST 2010).
Konsekwencja hamowania aktywnosci komo-
rek nerwowych za posrednictwem recepto-
row EP3 w POA jest geneza goraczki (BLAT-
TEIS 2007, KIECKER 2017). Jest to skuteczny
mechanizm walki z infekcja, ktory nie tylko
ogranicza wzrost i rozwo6j patogenow, ale i
stymuluje proliferacje komoérek odpornoscio-
wych (PEccHI i wspoétaut. 2009). W odpo-
wiedzi na stan zapalny, dochodzi do wzro-
stu stezenia PGE, w obrebie OUN. Sygnatl
ten indukuje zmniejszenie ilosci pobierane-
go pokarmu i depresje behawioralna, jed-
ne z glownych elementéw sickness behavior
(DANTZER 2009, PECCHI i wspoétaut. 2009).
Dowodem na zaangazowanie PGE, w induk-
cje wspomnianych mechanizméw obronnych
jest fakt, iz stosowanie selektywnych inhi-
bitorow COX-2 oslabia ich przebieg lub na-
wet zapobiega ich uruchomieniu (BLATTEIS i
wspotaut. 2005, PEcCHI i wspoétaut. 2009).
Ponadto, badania ZHANG i wspoétaut. (2003)
wskazuja na odmienna role 1 i 2 izoformy
cyklooksygenazy w przekazywaniu sygnalu
o stanie zapalnym do OUN i indukcji c-Fos
w obrebie NTS. Reasumujac, PGE, jest nie-
zwykle waznym no$nikiem informacji miedzy
wzbudzonym ukladem odpornosciowym a
OUN. Wykazuje wiele wiasciwosci pozwalaja-
cych jej na skuteczne przekazywanie infor-
macji o zaburzeniu homeostazy organizmu.
OUN posiada specyficzne receptory w struk-
turach odpowiedzialnych za procesy zwia-
zane z wykrywaniem obecnosci patogenéw
oraz regulujacych aktywnos¢ ukladu odpor-
nosciowego, co wskazuje, ze PGE, posiada
zdolnos¢ do modulowania aktywnosci tych
obszarow. Co wiecej, wykazuje ona rowniez
wplyw na aktywnosé¢ catych ukladéw neuro-
transmisyjnych, czego efektem moze by¢ in-
dukcja zmian dotyczacych innych obszarow
zycia osobnika, np. zachowania, motoryki
lub odczuwania przyjemnosci.
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PAWEL NAPORA i wspétaut.

Niezwykle istotna dla utrzymania stanu
homeostazy organizmu jest wlasciwa ekspre-
sja genow dla COXs oraz kontrola ich opty-
malnego poziomu translacji, a takze aktyw-
nosci enzymatycznej bialek. Zaburzenia me-
chanizméw regulujacych aktywnosé¢ COX-1
i 2 moga prowadzi¢ do wystapienia chorob
zlokalizowanych zaré6wno na obwodzie, jak i
w OUN (MINGHETTI 2004, HUSBAND i MEHTA
2013). Wzmozona ekspresja COX-2 obserwo-
wana jest podczas wielu schorzen obwodo-
wych, wsrod ktérych wyréznia sie np. zabu-
rzenia naczyniowe (zakrzepice miazdzycowa)
lub schorzenia stawéw (artretyzm) (CIPOLLONE
i Fazia 2006, KiMm i wspétaut. 2016). W ob-
rebie OUN wyzszy poziom COX-2 zwiazany
jest z wystepowaniem schorzen neurodegene-
racyjnych takich jak: stwardnienie rozsiane,
choroba Alzheimera lub Parkinsona. W celu
zwalczania objawow wymienionych choréb
stosowane sa zwiazki z szerokiej grupy inhi-
bitoréw cyklooksygenaz, przy czym skutecz-
niejsze sa specyficzne inhibitory COX-2, ha-
mujace aktywnos¢ indukowanej formy COX.
Niestety wciaz wiele os6b w sposob niekon-
trolowany korzysta z przeciwzapalnych i prze-
ciwbolowych  wlasciwosci  nieselektywnych
inhibitorow COX, hamujacych nie tylko ak-
tywnos¢ formy indukowanej, ale i konstytu-
tywnej (TEISMANN i wspétaut. 2003, MAINGRET
i wspoélaut. 2017, PALUMBO 2017). Zwiazki te
skutecznie niwelujg stany zapalne i zwigzany
z nimi bodl, lecz oddziatuja réwniez negatyw-
nie na homeostaze wielu narzadow wewnetrz-
nych. Co wiecej, ich dlugotrwale stosowanie,
np. w przypadku przewleklego bélu, moze
doprowadzi¢ do wystgpienia objawéw niepo-
zadanych, tj. wrzodow zoladka, niewydolnosci
nerek, a nawet chorob sercowo-naczyniowych
(WALLACE 2000, FOKUNANG i wspotaut. 2018,
SHAHRASBI i wspoétaut. 2018). Z perspektywy
komunikacji uktadu odpornosciowego i OUN
dhugotrwale stosowanie inhibitorow COX
jest niekorzystne, poniewaz PGE, wydzielana
przez komorki ukladu odpornosciowego peini
role waznego mediatora stanu zapalnego. In-
dukuje ona szereg mechanizméw obronnych,
takich jak goraczka i sickness behavior, kto-
re maja na celu unieszkodliwienie obecnych
w organizmie patogenéw. W sytuacji, gdy
aktywnos¢ COX jest stale hamowana, uktad
odpornosciowy nie moze skutecznie przekazy-
waé¢ do OUN informacji o zagrozeniu i tym
samym nie dochodzi do prawidlowej indukcji
wspomnianych mechanizméw obronnych (LI i
wspotaut. 2001, DE PAIvA i wspoétaut. 2010).
W konsekwencji moze to prowadzi¢ do pro-
gresji istniejacych choréb w wyniku masko-
wania ich objawéw.

Streszczenie

Wymiana informacji pomiedzy wzbudzonym ukladem
odpornosciowym a osrodkowym ukladem nerwowym

(OUN) zapewnia utrzymanie stanu homeostazy organi-
zmu. Jedna z gltownych drég odpowiedzialnych za wspo-
mniana komunikacje jest droga humoralna. Reprezentu-
ja ja zwiazki uwalniane przez komorki odpornosciowe i
uszkodzone tkanki. Czasteczkami istotnie zaangazowa-
nymi we wspomniany proces komunikacji sa prostaglan-
dyny, szczegblnie prostaglandyna E2 (PGE,), powstajaca
w wyniku aktywnosci cyklooksygenaz. PGE, penetruje
wszelkie bariery organizmu , w tym bariere krew-mozg,
a co wiecej, w OUN potwierdzono obecnos¢ specyficz-
nych dla niej receptorow. Za ich posrednictwem PGE,
moduluje aktywnos§é¢ ukladéw neurotransmisyjnych w
OUN, co w konsekwencji indukuje ztozone mechanizmy
odpornosciowe. Ostatecznie dochodzi do skutecznej neu-
tralizacji infekcji, przy jednoczesnym hamowaniu aktyw-
nosci nadmiernie wzbudzonego ukladu odpornosciowego.
Efekty wywolywane przez PGE, ulegaja oslabieniu lub
catkowitemu zniesieniu przez zastosowanie okreslonych
inhibitorow cyklooksygenaz. Niniejsza praca stanowi
podsumowanie obecnych wiadomosci dotyczacych proce-
s6w wymiany informacji pomiedzy wzbudzonym uktadem
odpornosciowym a OUN za posrednictwem PGE,.
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PROSTAGLANDIN E2 AS A COMMUNICATION MOLECULE BETWEEN NERVOUS AND IMMUNE SYSTEM

Summary

The exchange of information between an excited immune system and the central nervous system (CNS) ensures
that the homeostasis of the body is maintained. One of the main paths responsible for this communication is the
humoral one. It is represented by compounds released by immune cells and damaged tissues. The molecules signifi-
cantly involved in the aforementioned communication process are prostaglandins, especially prostaglandin E2 (PGE,),
resulting from the activity of cyclooxygenases. PGE, penetrates all body barriers, including the blood-brain barrier,
and what is more, CNS-specific receptors have been confirmed in the CNS. Through them, PGE, modulates the
activity of neurotransmission systems in the CNS, which consequently induces the body’s complex immune mech-
anisms. Ultimately, the infection is effectively neutralized while inhibiting the activity of the over-excited immune
system. The effects caused by PGE, are weakened or completely eliminated by the use of certain cyclooxygenase
inhibitors. This work is a summary of current information on information exchange processes between an induced
immune system and the CNS via PGE,.

Key words: cyclooxygenases, immune system, nervous system, neuroimmunomodulation, prostaglandin E2
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The long-term effects of cyclooxygenase 1 and 2 (COX-1/2) inhibitors are usually tested in terms of the periphery of
Cyclooxygenase the organism. Therefore, we studied the effects of SC560 (selective COX-1 inhibitor) and celecoxib (selective COX-2
Prostaglandin E2 inhibitor) on the activity of brain monoaminergic systems and animal behaviour. Additionally, we tested the effect
f,::,?:;?;?feraphy of these inhibitors during inflammation. We have observed that long-term administration of celecoxib reduces the
Behaviour activity of the noradrenergic system, increases the activity of dopaminergic and serotonergic systems, increases

locomotor activity, and enhances the exploratory behaviour of rats. Administration of SC560 also increases the
activity of dopaminergic and serotonergic systems but reduces locomotor activity and impairs the exploratory
behaviour of rats. The mechanism responsible for decreased activity of the noradrenergic system may be related to
the weakening of activity of the positive feedback loop between the paraventricular nucleus and coeruleus locus. We
suggest that the effect of used inhibitors on the dopaminergic system is associated with a possible increase in
anandamide concentration and its effect on dopamine reuptake in synaptic clefts. It also appears that
cyclooxygenase peroxidase activity may play arole in this process. In turn, changes in the activity of the serotonergic
system may be related to the activity of indoleamine-2,3-dioxygenase, which decreases because of the decreased
concentration of pro-inflammatory compounds. We believe that behavioural changes induced by COX inhibitors are
the result of the modified activity of monoaminergic CNS systems in the brainstem, hypothalamus, and medial
prefrontal cortex.

gastrointestinal tract, it is responsible for the blood flow through the
mucous membranes and the secretion of protective substances, e.g.,
mucus and bicarbonates [35,19]. In the cardiovascular system prosta-
cyclin (PGI) - another product of cyclooxygenase’s activity plays the

1. Introduction

Enzymatic activity of cyclooxygenases (COX-1 and COX-2) - en-
zymes involved in prostaglandin E2 (PGE2) synthesis, is an extremely

important factor regulating many processes related to maintaining the
homeostasis of the organism. Many studies confirming the homeostatic
functions of cyclooxygenases in the gastrointestinal tract, cardiovascular
system, kidneys, and even central nervous system (CNS). In the

most important role. It is involved in many physiological processes,
including vascular smooth muscle proliferation, inhibition of platelet
aggregation, and leukocyte adhesion [19]. Also in the kidneys, both
forms of COX play important role in their functioning. PGE2 produced

Abbreviations: COX-1, cyclooxygenase 1; COX-2, cyclooxygenase 2; PGE2, prostaglandin E2; CNS, central nervous system; PGI, prostacyclin; HPA, hypothal-
amic-pituitary—adrenal; NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory drugs; CNT, control group; CEL, 4-[5-(4-methylphenyl)— 3-(trifluoromethyl)pyrazol-1-yl]benze-
nesulfonamide, celecoxib, selective COX-2 inhibitor; SC560, 5-(4-chlorophenyl)— 1-(4-methoxyphenyl)— 3-(trifluoromethyl)pyrazole,SC-560, selective COX-1
inhibitor; s.c, subcutaneous injection; i.p., Intraperitoneal injection; LPS, lipopolysaccharide (Escherichia coli 026:B6); BS, brainstem; HPT, hypothalamus; HI, hip-
pocampus; PFM, medial prefrontal cortex; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; EPM, elevated plus-maze; IL-6, interleukin 6; RP-HPLC-ED, reversed-phase high-
performance liquid chromatography with electrochemical detection; NE, noradrenaline; DA, dopamine; 5-HT, serotonin; MHPG, 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol;
DOPAC, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid; HVA, Homovanillic acid; 5-HIAA, 5-hydroxyindoleacetic acid; MANOVA, the multivariate analysis of variance test; PVN,
paraventricular nucleus; CRF, corticotropin-releasing factor; LC, locus coeruleus; IDO, indoleamine-2,3-dioxygenase; SERT, serotonin transporters; MUPs, major
urinary proteins.
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by COX-1 is involved in the regulation of renin secretion and modulation
of glomerular hemodynamics, while PGE2 produced by COX-2 is mainly
responsible for regulating the excretion of sodium and water [19]. Both
forms of COX have been also repeatedly shown to be found within the
CNS. The presence of COX-1 was confirmed in microglia and peri-
vascular cells, while COX-2 is present in postsynaptic dendrites and
excitatory synaptic endings. Interestingly, COX-2 may affect neuro-
transmission systems through cannabinoid oxygenation and regulation
of excitatory synaptic transmission [17,2,19].

Besides its homeostatic function, PGE2 is one of the crucial mediators
of inflammatory response — a series of coordinated processes involving
extra- and intracellular metabolic pathways, which in consequence
provide to synthesis or response to pro- or anti-inflammatory mediators
[67,51]. It is well known that PGE2 molecule, apart from its regulating
effect on circulating immune cells [31], is also involved in transmitting
information about inflammation and tissue damage from periphery of
the body to CNS [51]. This statement is confirmed by the specific
involvement of peripheral PGE2 molecule in induction of a CNS
controlled fever response [57,15] and ability of PGE2 to activate the
anti-inflammatory hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) [64,38].

Unfortunately, hyperactivity of cyclooxygenases may lead to the
disturbance of the organism homeostasis associated with the develop-
ment of specific diseases: rheumatoid arthritis [40], tumors, e. g. colon
and prostate cancer [7] or chronic obstructive pulmonary disease [14].
[58] suggest that diseases caused by excessive COX-2 activity do not
only concern the periphery of the body but may be related to the
functioning of the CNS and inflammation within it. Therefore, disorders
such as depression (also bipolar depression), schizophrenia and
obsessive-compulsive disorder syndrome may develop. Additionally,
COX-2 hyperactivity plays an important role in the pathogenesis of
neurodegenerative diseases including Parkinson’s disease, Alzheimer’s
disease, and multiple sclerosis [58]. Particularly noteworthy is the fact
that, according to some researchers, inhibition of COX-2 or its genetic
deletion does not inhibit CNS inflammation. In contrast, CNS inflam-
mation is suppressed when COX-1 activity is inhibited or it is genetically
removed [3,13]. These reports suggest a different role of cyclo-
oxygenases and their products within the CNS.

One of the main and most available methods for the reduction of
inflammatory response strength is the blockade of PGE2 synthesis. For a
long time, people have used substances aimed at reducing the activity of
cyclooxygenases. Initially, substances of plant origin were used,
including coumarins, alkaloids, flavonoids, cinnamates, stilbenes, and
xanthines [11]. Then, with the development of technology and phar-
maceutical sciences, safer and more selective cyclooxygenase inhibitors
appeared — non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) [4]. How-
ever, using of COXs inhibitors is not cost-free because of the side effects
of NSAIDs [63]. Many authors have already described disturbances
caused by inhibition of cyclooxygenase activity in the internal organs
[35,19]. In the case of the gastrointestinal tract, long-term treatment
with classic, non-selective COX inhibitors may lead to bleeding, perfo-
ration, and ulceration which is especially related to the inhibition of
COX-1. In parallel, the inhibited activity of COX-2 affects the prolifer-
ation of the epithelium and the adhesion of leukocytes to it [35,19].
Long-term use of cyclooxygenase inhibitors causes an increase in blood
pressure in both; people with hypertension and healthy ones [50].
Chronic inhibition of cyclooxygenases leads to a disturbance of the
above-mentioned kidney functions, and even to the development of
diseases, e.g., acute renal failure, especially in elderly age [61,34,23].
Currently, we can observe a global “epidemic” of poorly controlled
overusing of NSAIDs, i.e., selective, and non-selective cyclooxygenase
inhibitors, which applies to both; developed and developing countries
[68,42]. Abuse of NSAIDs is related to their effectiveness in eliminating
unpleasant inflammation symptoms, easy availability, and poor
knowledge about side effects. This is an obvious problem mainly because
of the peripheral side effects of NSAIDs [63]. As we presented here,
peripheral side effects of long-term use of NSAIDs are well established.
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Regarding CNS literature data poorly describes such side effects. COX
inhibitors are known to affect the activity of some monoaminergic sys-
tems (e.g., dopaminergic, serotonergic) in the striatum [43] and may
alleviate depression-like conditions in rats [27]. On the other hand, their
long-term influence on sickness behaviour and activity of mono-
aminergic systems in other structures of the rat limbic system has not
been thoroughly investigated. Therefore, the aim of this study was to
investigate the effects of NSAIDs on animal behavior and the mono-
aminergic neurotransmission systems of the CNS. Due to the poor
literature data, we decided to focus on the influence of NSAIDs on the
areas of the brain involved in generating emotions and sickness
behavior.

2. Results
2.1. Results of plasma measurement

The results of intergroup comparisons using the U Mann-Whitney
test (with Bonferroni’s correction) for the plasma results are presented
in Supplementary Table 1. A graphical representation of the IL-6 and
corticosterone concentration for the studied groups is shown in Fig. 8.

2.1.1. Analysis of IL-6 concentration in rats plasma

Essential changes in plasma IL-6 levels have been observed. Intra-
peritoneal injection of LPS caused a significant increase in IL-6 levels in
control animals independently of long-term use of COX inhibitors and
with their use (CNT+NacCl vs CNT+LPS: U=0, p = 0.002, CEL+NaCl vs
CEL+LPS: U=4, p = 0.001, and SC560 +NaCl vs SC560 +LPS: U=0,
p < 0.001). Such results confirm the development of inflammatory
response in all tested groups after single LPS administration.

2.1.2. Analysis of corticosterone concentration in rats plasma

During the statistical analysis of the corticosterone concentration, we
did not observe the significant impact of LPS injection on the value of the
examined variable (CNT+NaCl vs CNT+LPS: U=3, p = 0.067). In
addition, the effect of long-term injections of both COX inhibitors on the
value of corticosterone concentration was not observed (CNT+NaCl vs
CEL+NaCl: U=25, p =0.798, CNT+NaCl vs SC560 + NaCl: U=4,
p = 0.629). A statistically significant increase in plasma corticosterone
level in response to a single LPS injection was noticed only in the group
receiving long-term celecoxib injections (CEL+NaCl vs CEL+LPS: U=26,
p = 0.001, SC560 +NaCl vs SC560 +LPS: U=9, p = 0.130).

2.2. Behavioural analysis results

The results of the intergroup comparisons for animal behaviour
performed with the MANOVA test are presented in supplementary Table
2. Graphically presented comparisons of selected animal behaviour
variables are shown in Fig. 10.

2.2.1. Locomotor activity

MANOVA test has shown that natural sickness behaviour — an LPS-
induced decrease in locomotor activity was observed (INJECTION EF-
FECT): distance moved (df=1, F=7.328, p =0.008, NaCl vs LPS
p = 0.004), velocity (df=1, F=7.331, p = 0.008, NaCl vs LPS p = 0.04),
moving (df=1, F=7.720, p = 0.007, NaCl vs LPS p = 0.03). Animals that
chronically received celecoxib exhibited higher locomotor activity than
other groups while in the SC560 group such effect was absent (GROUP
EFFECT): distance moved (df=2, F=16.567, p < 0.001, CNT vs CEL
p = 0.01; CNT vs SC560 p = 0.263; SC560 vs CEL p < 0.001), velocity
(df=2, F=16.568, p < 0.001, CNT vs CEL p = 0.01; CNT vs SC560
p = 0.263; SC560 vs CEL p < 0.001), and moving (df=2, F=10.923,
p < 0.001, CNT vs CEL p = 0.060; CNT vs SC560 p = 0.419; SC560 vs
CEL p < 0.001). However, lack of cross effect (GROUP*INJECTION
EFFECT) confirms that long-term administration of COX inhibitors did
not affect locomotor activity changes during inflammation episode;
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Fig. 1. Heat map. The dark red color shows the place where animals spend the most time. NaCl ip. (intraperitoneal injection of 0.9% NaCl solution), LPS ip.
(intraperitoneal injection of lipopolysaccharide), CEL sc. (subcutaneous injection of celecoxib), NaCl sc. (subcutaneous injection of 0.9% NacCl solution), SC560 sc.

(subcutaneous injection of SC560).

distance moved (df=2, F=0.534, p = 0.588, CNT+NaCl vs CEL+NaCl
p—; CNT+LPS vs CEL+LPS p—; CEL+NaCl vs CEL+LPS p—; CNT+LPS vs
SC560 +LPS p—; SC560 +LPS vs CEL+LPS p— SC560 +NaCl vs
SC560 +LPS p-; CEL+NaCl vs SC560 +NaCl p-; CEL+LPS vs
SC560 +LPS p-), velocity (df=2, F=0.534, p = 0.588, same group
comparisons), and moving (df=2, F=1.707, p = 0.189, same group
comparisons).

2.2.2. Anxiety and risk assessment

The MANOVA test did not show a significant effect of experimental
inflammation (INJECTION EFFECT) on the values of variables that
define anxiety and risk assessment: in open arms [freq] (df=1, F=2.091,
p =0.153, NaCl vs LPS p-), in open arms [s] (df=1, F=0.0086,
p = 0.926, NaCl vs LPS p — ). During the analysis, we noticed a signif-
icant difference in GROUP EFFECTS. The mentioned difference was that
animals receiving long-term celecoxib, but not SC560, were more likely
to enter the open arms of the maze; in open arms [freq] (df=2,
F=11.215, p < 0.001, CNT vs CEL p = 0.031; CNT vs SC560 p = 0.633;
SC560 vs CEL p < 0.001), in open arms [s] (df=2, F=2.514, p = 0.088,
CNT vs CEL p—; CNT vs SC560 p—; SC560 vs CEL p-). We did not observe
a cross-effect (GROUP*INJECTION EFFECT) in animals receiving COX
inhibitors during inflammation; in open arms [freq] (df=2, F=0.314,
p = 0.732, CNT+NaCl vs CEL+NaCl p—; CNT+LPS vs CEL+LPS p-;
CEL+NaCl vs CEL+LPS p—; CNT+LPS vs SC560 +LPS p—; SC560 +LPS vs
CEL+LPS p-; SC560 +NaCl vs SC560 +LPS p-; CEL+NaCl vs
SC560 +NaCl p—; CEL+LPS vs SC560 +LPS p-), in open arms [s] (df=2,
F=0.368, p = 0.694, same group comparisons).

2.2.3. Heat map analysis

Observation of the heat maps generated by the EthoVision software
(see Fig. 1) revealed the animal’s preference to choose the right or left
arm of the closed labyrinth. Based on the records obtained, we found
that it is worth shedding more light on the frequency of entering the
closed arms, time spent in them, and the delay associated with moving
between both closed arms.

There was no effect of inflammation on the frequency of entering the

right and left closed arm (CNT+LPS, T = 6.5, p = 0.205). During the
study of the effect of long-term administration of COX inhibitors, we also
did not observe a significant effect on the value of the variable
(CEL+NaCl: T = 22.5, p = 0.060, SC560 +NaCl: T = 29.5, p = 0.149).
Only in the case of chronic administration of SC560 with the experi-
mentally generated inflammation, we observed the influence of the
cross-effect on the value of the parameter studied. In the remaining
animals, we did not observe similar changes: (CEL+LPS: T = 20.5,
p = 0.147, SC560 +LPS: T = 0.0, p = 0.005). We observed that animals
with chronically inhibited COX-1 activity and exhibiting inflammation
were more likely to choose the right closed arm of the maze.

Analysis of the time spent by animals in the maze showed no sig-
nificant effect of inflammation on the preferences of the right or left
closed arm (CNT+LPS: T = 9.0, p = 0.208). We observed an effect of
SC560 but not celecoxib on the value of the studied variable (CEL+NacCl:
T =27.0,p = 0.061, SC560 +NaCl: T = 16.0, p = 0.013). Moreover, we
found that administering SC-560 but not celecoxib along with experi-
mentally induced inflammation also influenced the time spent in a
specific part of the maze (CEL+NaCl: T = 27.0, p = 0.109, SC560 +LPS:
T =11.5, p =0.006). Inflamed and COX-1 inhibited animals stayed
longer in the closed right arm of the maze.

The analysis of latencies occurring before entering the selected arms
of the maze did not show any influence of inflammation (CNT+LPS:
T = 14.0, p = 0.575). All groups of animals receiving COX inhibitors,
during and regardless of inflammation, showed significant latency
before entering the left closed arm of the maze (CEL+NaCl: T = 12.0,
p=0.011, CEL+LPS: T =18.0, p=0.017, SC560 +NaCl: T = 3.0,
p = 0.003,SC560 +LPS: T = 0.0, p = 0.002). Animal preferences for the
right or left arm of the maze obtained in the Wilcoxon test for paired
trials are shown in supplementary Table 3. A graphical representation of
the results is shown in Fig. 9.

2.3. Neurochemical analysis of selected structures of the rat brain

2.3.1. MHPG/NE results
We did not observe any statistically significant influence of
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Fig. 2. Graphically presented mechanisms that may be responsible for the observed changes within selected monoaminergic CNS systems. LPS (lipopolysaccharide),
COXs (cyclooxygenases), iCOXs (cyclooxygenases inhibitors), TNF-a (tumor necrotic factor ), IL-6 (interleukin 6), AA (anandamide), PGE2 (prostaglandin E2), EP3
(prostaglandin E receptor 3), PVN (paraventricular nucleus), CRF (corticotropin-releasing factor), NE (noradrenaline), MHPG (3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol),
DA (dopamine), DOPAC (3,4-dihydroxyphenylacetic acid), HVA (homovanillic acid), 5-HT (serotonin), 5-HIAA (5-hydroxyindoleacetic acid), LC (locus coeruleus),
BS (brainstem), HPT (hypothalamus), HI (hippocampus), PFM (medial prefrontal cortex), MHPG/NE (noradrenaline metabolism), DOPAC/DA (intracellular dopa-
mine metabolism), HVA/DA (extracellular dopamine metabolism), SHIAA/5HT (serotonin metabolism), QN (quinones), SQN (semiquinones), IDO (Indoleamine 2,3-

dioxygenase), QA (quinolinic acid), KA (kynurenic acid), 1 (increase).
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Fig. 3. Experimental procedures shown in the timeline.

peripheral inflammation on the MHPG/NE ratio in any of the tested
brain area (CNT+NaCl vs CNT+LPS: BS U=19, p =0.388, HPT
t=-0.072, p=0.944, HI U=6, p =0.126, PFM U=5, p = 0.041).
Long-term administration of both COX inhibitors did not affect MHGP/
NE ratio in all brain regions of non-inflammatory animals (CNT+NaCl vs
CEL+NaCl: BS U=14, p = 0.019, HPT t = —0.638, p = 0.532, HI U=19,
p = 0.388, PFM U=7, p = 0.018, CNT+NaCl vs SC560 +NaCl: BS U=21,
p=0.299, HPT t=-0.972, p=0.366, HI U=17, p =0.180, PFM
U=19, p=0.573). On the other hand, we noticed that long-term
administration of celecoxib (CEL) but not SC560 significantly
decreased MHPG/NE ratio in BS and PFM during inflammation
(CEL+LPS vs CNT+LPS: BS U=2, p < 0.001, PFM U=0, p < 0.001). We
did not observe differences in MHPG/NE ratios between groups
receiving one of the COX inhibitors without (CEL+NaCl vs
SC560 +NaCl: BS U=16, p =0.114, HPT t = —0.650, p = 0.524, HI
U=38, p=0.603, PFM U=25, p=0.321) or with inflammation

(CEL+LPS vs SC560 +LPS: BS U=14, p = 0.021, HPT t= —0.491,
p = 0.629, HI U=33, p = 0.356, PFM U=19, p = 0.114). The results of
intergroup comparisons using the U Mann-Whitney test (with Bonfer-
roni’s correction) for the MHPG/NE ratio are presented in supplemen-
tary Table 4. Graphically presented values of the discussed variable are
presented in Fig. 4.

2.3.2. DOPAC/DA results

It has been shown that the induction of experimental inflammation
does not affect the value of the DOPAC/DA ratio in any of the analyzed
brain structures (CNT+NaCl vs CNT+LPS: BS U=14, p = 0.145, HPT
t=-1.139, p = 0.283, HI U=2, p = 0.018, PFM U=6, p = 0.035). We
noticed that long-term administration of celecoxib significantly
increased DOPAC/DA ratio in selected CNS structures of animals
without (CEL+NaCl vs CNT+NaCl: BS U=0. p = <0.001, HPT U=3.684,
p=0.003, HI U=2, p=0.002, PFM U=1, p=0.001) and with
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Fig. 4. The concentration of norepinephrine and its metabolite and the values of utilization ratios. NE — norepinephrine, MHPG — 3-methoxy-4-hydrox-
yphenylglycol, MHPG/NE — MHPG to norepinephrine utilization index, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% NaCl solution, LPS — single intraperitoneal
LPS injection, CNT — control group, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcu-
taneously SC560.

inflammation (CEL+LPS vs CNT+LPS: PFM U=1, p < 0.001). We p = 0.002, HI U=4, p = 0.003, PFM U=3, p = 0.002) and with inflam-
observed that long-term administration of SC560 also significantly mation (SC560 +LPS vs CNT+LPS: HPT t = 3.262, p = 0.003, PFM
increased DOPAC/DA ratio in studied CNS structures of animals without U=6, p = 0.003). Again, we did not observe differences in DOPAC/DA
(SC560 +NaCl vs CNT+NaCl: BS U=0, p =0.001, HPT t= 3.314, ratios between groups receiving one of the COX inhibitors without
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Fig. 5. The concentration of dopamine and its intracellular metabolite and the values of utilization ratios. DA — dopamine, DOPAC — 3,4-dihydroxyphenylacetic
acid, DOPAC/DA — DOPAC to dopamine utilization index, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% NacCl solution, LPS — single intraperitoneal LPS injection,
CNT — control group, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.

(CEL+NacCl vs SC560 +NaCl: BS U=32, p = 0.315, HPT t = —0.942,
p=0.361, HI U=33, p=0.356, PFM U=29, p = 0.360) or with
inflammation (CEL-+LPS vs SC560 +LPS: BS U=49, p = 0.971, HPT

t=—2.831, p =0.025, HI U=21, p = 0.279, PFM U=30, p = 0.243).
The results of intergroup comparisons using the U Mann-Whitney test

(with Bonferroni’s correction) for the DOPAC/DA ratio are presented in
supplementary Table 5. Graphically presented values of the discussed
variable are presented in Fig. 5.
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Fig. 6. The concentration of dopamine and its extracellular metabolite and the values of utilization ratios. DA — dopamine, HVA — homovanillic acid, HVA/DA
— HVA to dopamine utilization index, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% NaCl solution, LPS — single intraperitoneal LPS injection, CNT — control group,
CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 - group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.

2.3.3. HVA/DA results

The analysis showed that intraperitoneal administration of LPS does
not affect the value of the HVA/DA ratio in any of the studied CNS
structures (CNT+NaCl vs CNT-+LPS: BS U=12, p=0.190, HPT
t = —0.944, p = 0.367, HI U=0, p = 0.008, PFM U=20, p = 0.945). We

noticed that long-term administration of celecoxib significantly

(CEL+NaCl vs CNT-+NaCl:

increased HVA/DA ratio in BS and HPT of not-inflammatory animals
BS U=1, p<0.001, HPT t=3.489,
p = 0.003). Animals with experimentally induced inflammation, which
chronically received celecoxib, did not show changes in the value of the
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Fig. 7. The concentration of serotonin and its extracellular metabolite and the values of utilization ratios. 5-HT — serotonin, 5-HIAA — 5-hydroxyindoleacetic acid, 5-
HT/5-HIAA — 5-HIAA to serotonin utilization index, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% NaCl solution, LPS — single intraperitoneal LPS injection, CNT
— control group, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.

examined variable in any of the CNS structures (CEL+LPS vs CNT+LPS:
BS U=15, p = 0.363, HPT t = —1.962, p = 0.107, HI U=21, p = 0.898,
PFM U=1, p = 0.054). We observed that long-term administration of
SC560 also significantly increased the HVA/DA ratio in BS, HPT, and HI,
without inflammation (SC560 +NaCl vs CNT+NaCl: BS U=0, p < 0.001,

HPT t = 3.905, p < 0.001, HI U=3, p = 0.005) or regardless of inflam-
mation (SC560 +LPS vs CNT+LPS: HPT t = 3.806, p < 0.001). More-
over, we observed that the production of experimental inflammation
during long-term SC560 administration causes a greater increase in
HVA/DA ratio in HPT (CEL+LPS vs SC560 +LPS: HPT t = 4.014,
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Fig. 8. The concentration of selected plasma compounds. NaCl — single
intraperitoneal injection of 0.9% NaCl solution, LPS — single intraperitoneal
LPS injection, CNT — control group, CEL — group of animals receiving long-
term subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term
subcutaneously SC560.

p = 0.003) than the production of experimental inflammation during
long-term use of celecoxib. The results of intergroup comparisons using
the U Mann-Whitney test (with Bonferroni’s correction) for the HVA/DA
ratio are presented in supplementary Table 6. Graphically presented
values of the discussed variable are presented in Fig. 6.

2.3.4. 5-HIAA/5-HT results

We observed a statistically significant increase in the 5-HIAA/5-HT
ratio in response to peripheral inflammation only in BS (CNT+NaCl vs
CNT-+LPS: BS U=6, p = 0.005). We noticed that long-term administra-
tion of celecoxib significantly increased 5-HIAA/5-HT ratio in BS, HPT
and PFM of animals without (CEL+NaCl vs CNT+NaCl: BS U=5,
p < 0.001, HPT t = 3.110, p = 0.003, PFM U=0, p < 0.001,) and with
inflammation (CEL+LPS vs CNT+LPS: PFM U=0, p < 0.001). We
observed that long-term administration of SC560 also significantly
increased 5-HIAA/5-HT ratio in BS, HPT, HI and PFM of animals without
(SC560 +NaCl vs CNT+NaCl: BS U=6, p = 0.001, HPT t= 3.104,
p = 0.005, HI U=0, p = 0.002, PFM U=0, p = 0.002) and with inflam-
mation (SC560 +LPS vs CNT+LPS: PFM U=0, p < 0.001). During the
analysis of serotonin metabolism, we did not observe significant dif-
ferences in the 5-HIAA/5-HT ratio between animals receiving one of the
COX inhibitors without (CEL+NaCl vs SC560 +NaCl: BS U=16,
p=0.031, HPT t=—2.663, p=0.031, HI U=25, p=0.321, PFM
U=20, p=0.139) or with induced inflammation (CEL+LPS vs
SC560 +LPS: BS U=24, p =0.095, HPT t= —-3.123, p =0.018, HI
U=15, p = 0.027, PFM U=19, p = 0.114). The results of intergroup
comparisons using the U Mann-Whitney test (with Bonferroni’s correc-
tion) for the 5-HIAA/5-HT ratio are presented in supplementary Table 7.
Graphically presented values of the discussed variable are presented in
Fig. 7.
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Fig. 9. The results of the analysis of animal behaviour. NaCl — single intra-
peritoneal injection of 0.9% NaCl solution, LPS — single intraperitoneal LPS
injection, CNT — control group, CEL — group of animals receiving long-term
subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term sub-
cutaneously SC560.
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Fig. 10. The results of the analysis of selected animal behavioural variables. NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% NaCl solution, LPS — single intra-
peritoneal LPS injection, CNT — control group, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term

subcutaneously SC560.
3. Discussion

Many scientific reports are describing the role of the COX-1,2/PGE2
pathway in the processes related to the functioning of the body in health
and disease. Due to the "epidemic" of NSAIDs abuse, we believe that the
state of the body in which one or both forms of COX have been chron-
ically inhibited deserves special attention [19,63]. Unfortunately,
research on this pathway and its inhibition relate mainly to the pe-
riphery of a body and internal organs rather than to CNS. Therefore, we
experimented to determine the effects of chronic COX-1 or COX-2 in-
hibition on the behavior of rats and the activity of their monoaminergic
neurotransmission systems in the CNS.

3.1. COX-1 and COX-2 inhibitors have opposite effects on animal
behaviour

The observed changes of monoaminergic neurotransmission activity
within BS, HPT and PFM after the use of COX inhibitors may result in
behaviour of experimental animals. The most important change that
affect locomotor activity is the increase in activity of dopaminergic
system in BS [53]. It was confirmed that mesencephalic locomotor re-
gion located within BS receives a descending dopaminergic projection
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from substantia nigra pars compacta, which activates it cells [53]. As
mentioned, an increased activity of dopaminergic system within BS was
observed, which was expressed by an increase in values of DOPAC/DA
and HVA/DA ratio. In addition, a higher concentration of both dopa-
mine metabolites was observed in BS after blocking COX-1. However,
once COX-2 was blocked, only an increase in DOPAC concentration was
observed. Our research is consistent with those presented by [54] and
[53] — in their work, the increase in dopaminergic transmission within
BS increased the locomotor activity of the tested animals.

Another structure that significantly influences motor behaviour is
hypothalamus [62]. In our experiment, in which we blocked activity of
COX-1 and COX-2 in rats, we observed a decrease in dopamine con-
centration within the HPT. Moreover, we did not observe any significant
changes in the concentration of dopamine metabolites, which may
indicate a weakening of its release within HPT cells. According to [48],
dopamine in the lateral hypothalamus reduces exploratory behaviour
and locomotor activity associated with seeking food and drink.

The medial prefrontal cortex is an important element in modulating
animal behaviour and the role it plays in controlling social behaviour is
well known [21]. It has also been observed that blocking dopaminergic
transmission to the medial prefrontal cortex by blocking dopamine re-
ceptors may facilitate locomotor activity or even cause hyperactivity in
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animals [9]. During our experiment, blocking COX-2 but not COX-1
activity led to a reduction in dopaminergic transmission in PFM. This
is evidenced by a significant decrease in dopamine concentration in
discussed structure after long-term use of celecoxib.

Numerous scientific reports have shown that intraperitoneal
administration of bacterial LPS leads to development of sickness
behaviour [10,39]. It affects many aspects of mammalian life, but in our
work, we focused on the motor aspect, including, decreased locomotor
activity and inhibition of exploratory behaviour. As expected, induction
of experimental inflammation in animals resulted in a reduction in lo-
comotor activity. This was manifested by a significant reduction in total
active time, distance traveled, and lower speed of movement compared
to "healthy" animals. We observed that animals with inflammation
showed less exploratory behaviour. These animals made far fewer at-
tempts to explore both the closed and the central parts of the maze.

Interestingly, animals receiving celecoxib showed significantly
greater locomotor activity than control animals and those receiving
SC560. For total activity time only, no difference was observed between
the control group and celecoxib-treated animals. We tested that
celecoxib-treated animals showed greater exploration of all parts of the
maze compared to the rest of the groups. It appears that celecoxib-
treated animals were more likely to enter the open arms of the maze
not because of its anxiolytic properties but because of its stimulant
effect.

The analysis of the heat map and the parameters tested in it brought
interesting results. After each test, the arena was cleaned to remove
animal odors before the next test. Rats have a very sensitive sense of
smell, therefore the preference for occupying a certain place in the maze
may be related to social relationships or anxiety [45]. For animals, odors
are an important source of information related to the risk of potential
infection. Through the sense of smell, animals can recognize and avoid
potentially infected co-species [33]. Such assumptions made it possible
to record the results of social behaviour between the tested animals.

We observed that animals that were inflamed or whose COX activity
was inhibited for a long time occupied the right, closed arm of the maze.
Control animals were the only group occupying the left closed arm of the
maze. This suggests that fully "healthy" animals isolated themselves
from odors left by animals exhibiting inflammation or disruption of in-
ternal organ homeostasis caused by COX inhibitors. Regarding the
avoidance of the smell of inflamed animals, it is likely related to the
so-called "pathogenic disgust" which plays a key role in avoiding path-
ogens, pollutants, and toxins [32]. However, in the case of avoiding the
smell of animals with disturbed internal organ homeostasis, it may be
related to the production of urine by the kidneys. The use of COX in-
hibitors affects the physiology of the kidneys, and then the composition
of urine excreted by animals [46]. Our proposed hypothesis concerns a
change in the composition of the major urinary proteins (MUPs), com-
pounds related to the diagnosis of the animal’s condition, through the
long-term use of COX-1/2 inhibitors [32]. Then, the changed content of
MUPs in urine was perceived by healthy animals as a signal to start
isolation. Unfortunately, now we do not have detailed information on
the mechanisms responsible for the presented phenomenon.

3.2. Inhibition of COX-2, but not COX-1, causes a decrease in the activity
of noradrenergic system in the brainstem and medial prefrontal cortex

Neurochemical analysis revealed a decrease in value of MHPG/NE
ratio in animals receiving celecoxib during inflammation in structures
related to the limbic system, i. e. BS and PFM. Likely, the inflammatory
response was initially reduced by chronic COX-2 blocking. As a result,
the activity of the noradrenergic system in BS and PFM could be
reduced. Both structures are known to be involved in inducing adaptive
mechanisms in the face of physical or mental stressors by regulating the
activity of HPA [29,5,6,8]. It seems that due to the limited influence of
PGE2 on these structures, the storage of NE took place within them.
However, the reaction of the noradrenergic system to experimental
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inflammation was still possible, as evidenced by the increase in MHPG
concentration within the PFM (Fig. 4). This suggests that when the
COX-1,2/PGE2 pathway has limited activity, the transmission of
proinflammatory information to CNS may work via an alternative hu-
moral (e. g. cytokines) or neuronal (e. g. vagus nerve) route and activate
the noradrenergic system [15,41].

Regarding the blocking of COX-1, administration of SC560 did not
affect the value of MHPG/NE ratio, the only change caused was a
decrease in NE concentration in BS of animals without inflammation. It
is also worth mentioning that inhibition of COX-1 causes a weaker in-
crease in norepinephrine concentration in BS and PFM compared to
blocking COX-2 during ongoing inflammation.

One mechanism that may partially explain the decline in noradren-
ergic activity may be the effect of PGE2 on the hypothalamus, especially
the paraventricular nucleus (PVN). It is well known that there is a pos-
itive feedback loop between PVN, which releases corticotropin-releasing
factor (CRF), and locus coeruleus (LC), which releases norepinephrine
(see Fig. 2.b) [8]. Inhibition of PGE2 synthesis results in lack of EP3
receptors activation in PVN and no CRF secretion [59,8,37]. As a result,
the activity of LC also decreases, and its stimulating noradrenergic
transmission may not reach other regions innervated by it, such as the
cerebral cortex, cerebellum, diencephalon, midbrain, hippocampus, or
even preganglionic parasympathetic and sympathetic neurons. It ap-
pears that this mechanism may be partly responsible for the deposition
of norepinephrine within the BS [65,55].

3.3. Stimulation of dopaminergic neurotransmission within the
mesolimbic pathway as a result of blocking COX-1 and COX-2 activity

We observed a significant increase in intracellular (DOPAC/DA) and
extracellular (HVA/DA) dopamine metabolism after long-term admin-
istration of COX inhibitors mainly in non-inflammatory rats. Blocking
the activity of both COX isoforms increased intracellular dopamine
metabolism in BS, HPT, HI, and PFM. It also increased extracellular
metabolism in BS and HPT.

The observed increase in dopaminergic activity in BS caused by COX
inhibitors may be also associated with the alteration of motor behaviour
(due to the location of substantia nigra). It is worth mentioning that
substantia nigra is characterized by a particularly high density of type 1
cannabinoid receptors, for which the ligand is anandamide (AEA) [60].
It can therefore be concluded that there is a relationship between the
endocannabinoid system and the dopaminergic system within the sub-
stantia nigra, which is responsible for the regulation of movement [18].
It is known that COX-2 can metabolize endocannabinoids in vivo.
Moreover, it can also metabolize AEA to prostamides and prostaglandin
glycerol esters [22]. Therefore, inhibition of COX-2 activity may lead to
an increase in the concentration of anandamide in the CNS [22]. From
the research of Oz et. al,, 2010 we know that anandamide inhibits
dopamine reuptake in synaptic clefts. We believe that this may be one of
the mechanisms by which the value of the HVA/DA ratio has increased
[47]. It is worth noting that cyclooxygenases also exhibit peroxidase
activity and can oxidize dopamine to quinones and semiquinones [24].
It has been found that cyclooxygenase inhibitors can reduce this reaction
(see Fig. 2.a). It appears that this may be another or parallel mechanism
responsible for the increase in dopaminergic signaling [24,52].

3.4. Activation of serotonergic system as an effect of cyclooxygenase
inhibition

An increase in the activity of the serotonergic system was observed
within BS, HPT, and PFM after long-term administration of both in-
hibitors, mainly in non-inflammatory rats. In the case of HI, only long-
term inhibition of COX-1 activity increased the activity of a seroto-
nergic system.

In the CNS, pericaryons of serotonergic neurons are located mainly in
raphe nuclei [12]. Due to the morphology, location, and innervated
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areas of the brain, they can be divided into rostral and caudal groups of
raphe nuclei [25]. Both groups send serotonergic projection to the BS,
but the caudal group is more closely related to this structure [25]. The
main serotonergic projections made by the rostral group include the
forebrain, i.e. PFM, HI, and HPT [25]. We have observed that during the
long-term administration of COX inhibitors to animals, the activity of
the serotonergic system (5-HIAA/5-HT ratio) increases in all analyzed
CNS structures. Within BS and PFM, we observed an increase in the
concentration of serotonin metabolite — 5-HIAA. Based on these obser-
vations, we assume that the above-mentioned groups of raphe nuclei are
more active as a result of the long-term action of COX inhibitors.
Interestingly, research by [30] indicates that COX inhibitors (especially
celecoxib) may enhance 5-HT release in the brain. Of course, additional
experiments will allow us to determine what is responsible for the
increased activity of the serotonergic system in raphe nuclei. Is it
directly related to the enhancement of 5-HT release by COX inhibitors in
the brain, or is it related to a different mechanism?

In our experiment, we administered COX inhibitors to rats, which
probably influenced the levels of pro-inflammatory compounds also in
the CNS. The presence of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 or
tumor necrosis factor, activates indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO),
which converts tryptophan into quinolinic and kynurenic acid, thus
lowering the level of serotonin in the brain [20]. We suppose that when
IDO is inactive, the degradation of tryptophan is reduced, and it is
mainly used for 5-HT synthesis (see Fig. 2.c). Subsequently, the neuro-
transmitter may be stored in the presynaptic elements of synapses,
which may explain the increase in 5-HT concentration within BS and
PFM [1,69].

Only in the case of PFM, does the intraperitoneal injection of LPS
during long-term use of COX inhibitors result in increased activity of the
serotonergic system. It is known that LPS administered into the perito-
neum can result in increased pain sensitivity, even hyperalgesia or
allodynia [26,49]. Moreover, it enhances the synthesis of PGE2 on the
periphery of the body and in the spinal cord, which also may result in
increased pain sensation [26,28]. It is also known that PFM is a structure
involved in pain processing [44].

Our results are similar with those presented by the [16], because we
also observed changes in the activity of serotonergic system within PFM
induced by administration of a pro-inflammatory compound during the
inhibition of cyclooxygenases activity. Even though we administered
COX-2 inhibitors to the animals, information about the peripheral
inflammation caused by LPS reached the CNS and probably influenced
the activity of serotonergic system. This is also confirmed by the increase
in the concentration of 5-HT within the above-mentioned structure after
inhibiting COX-2 activity and induction of experimental inflammation.
The mechanism responsible for this phenomenon is probably the change
in the activity of serotonin transporters (SERT) in response to the acti-
vation of the peripheral immune system. Unfortunately, this is a com-
plex mechanism that is not yet fully understood [56,36].

4. Conclusions

The conducted research allowed us to obtain several conclusions. We
observed that chronic COX-2 blocking along with experimentally
induced inflammation reduced the activity of the noradrenergic system
in BS and PFM. We have shown that blocking both COX isoforms leads to
an increase in the activity of the dopaminergic system within BS, HPT,
HI, and PFM. This fact was confirmed by an increase in the value of the
DOPAC/DA ratio in the above-mentioned brain structures. On the other
hand, we also observed an increase in the value of the HVA/DA ratio
within BS and HPT. In the case of the serotonergic system, we noted
changes in the 5-HIAA/5-HT ratio as a result of inhibition of both COX
isoforms with (in HI) or without inflammation (in BS, HPT, and PFM).
The most prominent change in the behaviour of the animals was the
increase in locomotor activity after prolonged inhibition of COX-2 ac-
tivity. We believe that such a behavioral change may be associated with
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an increase in the activity of the dopaminergic system in BS, as this is
where the mesencephalic locomotor region and substantia nigra is
located. Unfortunately, we do not know the mechanism that would be
responsible for this "stimulating" effect of the COX-2 inhibitor. As of
today, we may venture to assume that it may be related to an increase in
anandamide concentration.

5. Experimental procedure

3-months old male Wistar rats (Medical University of Bialystok,
Poland), weighing 250 g + 10 g (N = 90), were individually housed in
breeding cages. They had free access to food (Purina granules) and
water. 12-hour day-night cycle was set, with light up at 7.00. The
temperature of the animal facility room was set at 21-22 °C and hu-
midity at 60-65%. Animals were habituated to the prevailing conditions
for 7 days.

5.1. Experimental groups and samples collecting

For 10 days each animal received daily subcutaneous injections (s.c)
from one of compounds: 0.9% sodium chloride solution, celecoxib
(10 mg/kg body weight) and SC560 (3 mg/kg body weight) dissolved in
100 pl 0.9% NaCl. On this basis, three main experimental groups were
created: CNT, CEL, and SC560. Then, on the 11th day of the experiment,
randomly selected half of the animals from each group received a single
intraperitoneal injection (i.p.) of 10 pg lipopolysaccharide (LPS,
Escherichia coli 026:B6, CNT+LPS, n=15; CEL+LPS, n=15;
SC560 +LPS, n = 15) dissolved in 100 pl 0.9% NaCl. The rest of animals
received only saline in the same volume (CNT+NaCl, n=15;
CEL+NaCl, n = 15; SC560 +NaCl, n = 15) (explanations of the experi-
mental procedure and group comparisons that allow the testing of spe-
cific effects are provided in Fig. 3 and supplementary Table 12,
respectively).

For biochemical analysis, animals were euthanized by decapitation
125 min after intraperitoneal injection. Immediately after decapitation,
trunk blood and the following brain structures were collected from each
animal: brainstem (BS), hypothalamus (HPT), hippocampus (HI), and
medial prefrontal cortex (PFM). Each of the collected brain structures
was weighed and homogenized using an ultrasonic homogenizer (Bio-
Block Scientific) for 15 s in 150 pl (200 pl for BS) and homogenization
solution (0.4 mM NayS20s, 0.6 mM HCIO4). The homogenate was
centrifuged at 12.000 rpm, for 15 min, at 4 °C. After centrifugation, at
least 100 pl of the supernatant was collected from each sample, trans-
ferred to chromatographic tubes, and frozen at — 72 °C until chro-
matographic analysis. Plasma was obtained by centrifuging the trunk
blood collected on ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (1 ml/
100 pl of NagEDTA); at 4000 rpm for 10 min at 4 °C. Obtained plasma
was frozen and stored at — 72 °C until future analysis.

For behavioural studies, part of animals from each group was
randomly tested with an elevated plus-maze test (EPM) for 5 min,
120 min after intraperitoneal injection of LPS. Such time is required for
developing molecular and behavioural signs of inflammation [66]. To
avoid the effects of circadian corticosterone fluctuations, EPM tests and
euthanasia were performed between 10:00 AM and 12:00 AM. At the
beginning of the test, each animal was placed in the central part of the
maze. Then their behaviour was recorded for 5 min. Euthanasia of an-
imals was performed immediately after EPM. All procedures were per-
formed with the consent of the Local Ethics Committee 73/£.B582/2012.

5.2. Biochemical analysis of plasma

Plasma interleukin 6 (IL-6) was determined using the Human IL-6
ELISA Kit, from Invitrogen, according to the manufacturer’s in-
structions. The concentration of corticosterone in the plasma of the
tested animals was determined using radioimmunoassay (Corticoste-
rone Rat/Mouse kit, DRG International), according to the
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manufacturer’s instructions.
5.3. Chromatographic analysis of monoamines and their metabolites

The use of reversed-phase high-performance liquid chromatography
with electrochemical detection (RP-HPLC-ED) method allowed us to
examine the brain fragments in terms of concentration of main mono-
amines: noradrenaline (NE), dopamine (DA), serotonin (5-HT). Addi-
tionally, we determined the concentration of their metabolites: 3-
methoxy-4-hydroxyphenylglycol (MHPG), 3,4-dihydroxyphenylacetic
acid (DOPAC), homovanillic acid (HVA), and 5-hydroxyindoleacetic
acid (5-HIAA). The chromatographic system which we used consisted
of a Waters Spherisorb ODS-1 RP C-18 chromatography column
(4.6 x250 mm) and Zorbax SB-C18 pre-column (4.6 x12.5 mm) and
their temperature was set to 35 °C. Mobile phase consisted of phosphate
buffer (pH 3.4) containing 0.15 M NaH2P0O4 x H20, 0.5 mM Na20SA,
0.5mM LiCl, 0.1 M Na2EDTA and methanol (10%). The flow of the
mobile phase was set to 1 ml/min. The Carbon working electrode was
set relative to Ag/AgCl reference electrode at + 65 mV. During the
analysis of chromatographic data, the CHEMSTATION, REVISION-
B.03.02, Agilent software was used.

5.4. Elevated Plus-magze

The Arena for the EMP test was constructed of four black painted
wooden arms. Their length was 50 cm and width was 20 cm. Two of
them were closed (limited by 40 cm high walls) and the other two were
open (unrestricted by walls). The centerpiece of the arena was a
20 x 20 cm square. The entire area was placed 50 cm above the floor.
Behaviour of the animals was studied in diffused red light. After each
test, we used 70% ethanol to clean the area. The recorded animal
behaviour was analyzed using EthoVision XT software. 11.5 by Noldus,
The Netherlands.

5.5. Statistical analysis of the data

Our experiment was constructed for multivariate analysis of variance
test (MANOVA). We used this test for the analysis of behavioural data
with the Bonferroni post-hoc test with a p-value of 0.05 as statistically
significant. However, we obtained that some biochemical data did not
meet the criteria for applying parametric tests. We tried to use trans-
formations leading to the normal distribution (Box-Cox transformation,
natural logarithm, decimal logarithm, and square root) but it was still
not possible to analyze the data using parametric tests. Only in the case
of HPT, the transformations led to the normal distribution, which made
it possible to use the student’s T-test. Therefore, we used the U Mann-
Whitney test with the Bonferroni correction (comparisons are detailed
in the appendix entitled “Supplementary Tables”) and for biochemical
data, we established 0.005 as a statistically significant (p-value =
0.05-9 ~0.005).
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Abstract: In mammals, both isoforms of cyclooxygenase 1 and 2 (COX-1,2) play an important
role in maintaining the homeostasis of peripheral organs. It is also known that both
isoforms are involved in the regulation of the immune response and processes related
to neuroimmune communication. A particularly interesting compound formed as a
result of COX-1,2 activity is prostaglandin E2 (PGE2). As reported in the scientific
literature, the role of PGE2 in immune processes does not only refer to the induction of
peripheral but also central effects. Therefore, in our work, we investigated the effects of
chronic and selective inhibition of COX-1 (SC560 administration) and COX-2 (celecoxib
administration) on amino acid neurotransmission systems in selected brain structures.
Long-term administration of COX inhibitors affected the concentration of 1) aspartate,
glycine, and tyrosine in the amygdala, 2) glycine and GABA in the brainstem, 3)
glutamate, aspartate, glycine, tyrosine, GABA, and tryptophan in the hippocampus, 4)
glutamate, glycine, tyrosine, GABA, and tryptophan within the hypothalamus, 5)
aspartate, glutamate, tyrosine, and GABA within the periaqueductal gray matter. We
suggest that the effect of the inhibitors on the concentration of the tested amino acids
is not only related to the side effects they cause on the body's periphery. It has been
observed that long-term inhibition of the activity of one of the COX isoforms may cause
different central effects despite catalyzing the same chemical reaction by these
enzymes.
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Dear Dr. C. P. Miller

We hereby enclose a manuscript entitled "Effect of selective cyclooxygenase inhibitors
on amino acid neurotransmitters of the rat brain” submitted to Behavioral Brain Research.
We report data defining neurochemical changes in the activity of the amygdala, brainstem,
hypothalamus, hippocampus, and periaqueductal gray matter in response to chronic inhibition
of cyclooxygenase 1 and 2 (COX-1,2) activity. In addition, we present the influence
of experimentally induced inflammation on the activity of the structures of the central nervous
system (CNS). We believe that the submitted manuscript complements an earlier paper approved
by your journal entitled "Effects of selective cyclooxygenase inhibitors on animal behavior
and the monoaminergic systems of the rat brain".

The currently submitted manuscript relates to topics related to behavioral neuroscience.
In the work, we repeatedly refer to the relationships between neurochemical changes in specific
CNS structures and the behavioral consequences that may accompany these changes.
Our research included a neurochemical analysis of amino acids present in the CNS, which,
combined with previous work, will 'shed more light' on the relationship between the brain
and behaviour.

We believe that the data presented in the next paper are valuable because they show that
chronic use of cyclooxygenase inhibitors affects not only the body's circuit, but also the amino
acid neurotransmission systems and the content of other amino acids such as tyrosine, tryptophan
or aspartate. Once again, we also raise issues related to the mechanisms of compensation
for humoral disorders of the neuromuscular communication pathway, which are still debatable.
In the submitted manuscript, we describe the effect of chronic blocking of COX-1 or COX-2
activity on the content of aspartate, glutamate, glycine, tyrosine, gamma-aminobutyric acid,
and tryptophan. The results obtained by us are the basis for further research related
to understanding the mechanisms of neuro-immune communication and indicate the important
role of prostaglandins, in particular prostaglandin E2 (PGE2), in the activity of CNS structures
and animal behavior.

The submitted manuscript seems well suited to the field of brain research as the COX-
1,2/PGE2 pathway plays a key role in relaying information from the activated immune system
to the CNS. Inhibition of this pathway significantly affects the activity of amino acid systems
of neurotransmission systems, and the content of other amino acids in the CNS. We believe that
this phenomenon is one of the elements causing the changes in animal behavior observed
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in an earlier scientific paper. We are convinced that the presented data describing the inhibition
of the COX-1,2/PGE2 pathway touch on a very current population problem, which is the so-
called "epidemic™ of abuse of non-steroidal anti-inflammatory drugs.

We consider the experiment designed by us to be innovative and show that chronic
inhibition of the activity of the COX-1,2-PGE2 pathway leads to the formation of serious
changes that also affect the central part of the body — the CNS. We inform the editors that each
of the co-authors has approved the final version of this manuscript and has no conflicting
interests.

We also kindly inform the Editors that after the manuscript is approved, it is possible to present
detailed experimental data. This manuscript has never been submitted to other journals before.

Thank you for your time and consideration.

Yours faithfully,

Marek Wieczorek and Pawel Napora
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36 18 In mammals, both isoforms of cyclooxygenase 1 and 2 (COX-1,2) play an important role in
38 19 maintaining the homeostasis of peripheral organs. It is also known that both isoforms are
40 20 involved in the regulation of the immune response and processes related to neuroimmune
42 21 communication. A particularly interesting compound formed as a result of COX-1,2 activity is
44 22 prostaglandin E2 (PGE2). As reported in the scientific literature, the role of PGE2 in immune
23 processes does not only refer to the induction of peripheral but also central effects. Therefore,
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Abbreviations

COX-1,2 — cyclooxygenases 1,2

CNS — central nervous system

PGE2 — prostaglandin E2

LPS — lipopolysaccharide (Escherichia coli 026:B6)
IL-1p — interleukin 13

SB — sickness behaviour

PVN — paraventricular nucleus

CRF — corticotropin-releasing factor
ACTH — adrenocorticotropic hormone
CVOs — circumventricular organs

BBB — blood-brain barrier

HPA — hypothalamic-pituitary-adrenal axis
NTS — nucleus tractus solitarii

AMb — ambiguous nucleus

NSAIDs — non-steroidal anti-inflammatory drugs

SC560 — (5-(4-chlorophenyl)-1-(4-methoxyphenyl)-3-(trifluoromethyl)-1H-pyrazole)

CEL — 4-[5-(4-Methylphenyl)-3-(trifluoromethyl)pyrazol-1-yl]benzenesulfonamide

ASP — aspartate
GLU — glutamate

GLY — glycine
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TYR — tyrosine

GABA — gamma-aminobutyric acid
TRP — tryptophan

TNF-0 —tumor necrosis factor o
AM — amygdala

BS — Dbrainstem

HI — hippocampus

IDO — indolamine 2,3-dioxygenase
HPT — hypothalamus

PAG — periaqueductal gray matter
1. Introduction

In mammals, both isoforms of cyclooxygenases 1 and 2 (COX-1,2) are responsible for
the conversion of arachidonic acid to prostaglandins. They are well known for their role in
regulating the homeostasis of many internal organs, such as the kidneys, stomach and also the
central nervous system (CNS) [ZIDAR et al. 2009, GRAHAM and HICKEY, 2003]. Moreover,
both isoforms are involved in the regulation of the body's immune response and in the processes
related to neuroimmune communication [MEDEIROS et al. 2012]. A particularly important
compound that arises as a result of their activity is prostaglandin E2 (PGE2). Its production
increases significantly in response to pro-inflammatory factors, such as lipopolysaccharide
(LPS) or pro-inflammatory cytokines e.g. interleukin 1 (IL-1p). It is one of the key compounds
regulating the activity of the immune system. The influence of PGE2 consists in stimulating the
secretion of cytokines, accelerating migration and promoting maturation of immune cells. In
addition, it has a chemotactic effect at its place of occurrence [KALINSKI 2012, AGARD et
al. 2013]. It also has the ability to induce unpleasant sensory experiences signaling the threat to
the body — inflammatory pain [KAWABATA 2011].

It has long been known that inflammation, which arises on the periphery of the body,
affects the CNS inducing a characteristic set of behaviours known as a sickness behaviour (SB)
[DANTZER et al. 2008]. Neuromodulatory compounds, such as cytokines and prostaglandins,
are mediated in the genesis of the disease, in particular the aforementioned PGE2. Its
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characteristic symptoms are weight loss, anorexia, anhedonia, hyperalgesia, decreased
locomotor activity, and fever [PECCHI et al. 2009, MAES et al. 2012]. Interestingly, PGE2
plays a key role in causing inflammation-related fever. Results of many studies shows that
PGE2-induced fever is independent of the sensory part of the vagus nerve [OOTSUKA et al.
2008]. Several possibilities may lead to an increase in the concentration of PGE2 in the CNS
and induction of fever: 1) due to the highly lipophilic properties of PGEZ2, it can penetrate the
blood-brain barrier, 2) migration of PGE2 to the CNS within the circumventricular organs, 3)
synthesis and release of PGE2 at the level of CNS by brain endothelial cells [BLOMQVIST
and ENGBLOM 2018]. The PGE2 molecules then bind to EP3 receptors in the preoptic area of
the hypothalamus (HPT). There are thermoregulatory neurons that, as a result of the activation
of EP3 receptors, lead to an increase in the animal's body temperature [BLOMQVIST and
ENGBLOM 2018]. Moreover, PGE2, when diffused into the CNS, can also stimulate the
activity of the HPA axis. It is associated with the presence of EP3 receptors in the initial part
of the HPA axis - paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus [LV et al. 2021].
Activation of these receptors by PGE2 causes the secretion of corticotropin-releasing factor
(CRF) from specialized neurons located in PVN. The CRF then acts on the anterior pituitary
gland, which secretes the adrenocorticotropic hormone (ACTH), which in turn stimulates the

adrenal cortex to secrete glucocorticoids [ELANDER et al. 2009].

The role of PGE2 does not end with the transmission of a pro-inflammatory signal to
the CNS through the blood-brain barrier (BBB). It is also produced in the CNS by microglia,
astrocytes, and endothelial cells [PECCHI et al. 2009, ANDREASSON et al. 2010].
Interestingly, astrocytes present in the hypothalamus can release PGE2 initiated by neurons.
Subsequently, after the release of PGE2 by the glia, the release of gonadotropin-releasing
hormone may be stimulated. It is a hormone released from hypothalamic neuroendocrine
neurons that control mammalian reproduction [CLASADONTE et al. 2011].

For this reason, the synthesis of PGE2 is crucial not only for normal peripheral
inflammatory mechanisms but can also significantly influence mammalian behaviour
CLASADONTE et al. 2011, NAPORA et al. 2023]. Therefore, it is worth considering the
relationship between the PGE2 molecule and the activity of neurotransmission systems and the
behaviour of animals. Research performed by HUANG et al. 2019 describes the relationship
between the peripheral inhibition of the activity of both COXs and the formation of changes in
the activity of monoaminergic neurotransmission systems (e.g. noradrenergic and

serotonergic). This research also claims that the use of such anti-inflammatory therapy can

4
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improve behaviour during depression [HUANG et al. 2019]. Scientific literature also provides
evidence of interactions between the COX-1-PGE2-EP1 receptors pathway and the
dopaminergic system. It turns out that rats with a genetic deletion of COX-1 or EP1 receptors,
especially in the prefrontal cortex, do not show normally occurring behaviour in response to
social stress (repeated social failure) - abolishing social avoidance [TANAKA et al. 2012]. The
reduction in the number of EP1 receptors also resulted in a reduced anxiety effect in response
to social stress. The authors of this study report that it is related to the mesocortical
dopaminergic pathway, in which, as a result of social stress, the dopaminergic transmission
dependent on EP1 and PGE2 receptors decreases. But when the density of EP1 receptors is
reduced or the COX-1—PGE2—EP1 pathway is otherwise disturbed, the dopaminergic
transmission will not be impaired, and thus anxiety or avoidance behaviour will not occur
[TANAKA et al. 2012].

The literature review indicates that the PGE2 molecule has a significant impact on the
activity of neurotransmission systems, including noradrenergic, dopaminergic, and serotonergic
[HILLIER and TEMPLETON 1980, KITAOKA et al. 2007, WOODLING et al. 2016, SINGH
et al. 2017]. Unfortunately, the influence of PGE2 on the activity of aminoacidergic
neurotransmission systems is still not well understood and requires closer examination. As
mentioned before, interfering with the COX-1/2-dependent PGE2 synthesis pathway makes it
possible to study the effects of this molecule. In our research, we decided to use inhibitors of
COX-1(SC560) and COX-2 (celecoxib) activity. Moreover, we focused on their chronic effects
on the body, especially the CNS, rather than on the more commonly studied acute effects. We
consider the long-lasting impact of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) to be of
particular interest as there is an increasing use of this class of drugs each year (some call it "the
NSAIDs use epidemic"”). This situation is associated with their easy availability and no
prescription requirement, but also with the occurrence of diseases accompanied by chronic pain
and inflammation [CRYER et al. 2016].

Therefore, in this study, we would like to focus on the contribution of COX-1/2 to the
development of inflammation and its effects on amino acid neurotransmission in the CNS. To
this end, we chronically inhibited the activity of COX-1 (SC560 subcutaneous injection) and
COX-2 (celecoxib subcutaneous injection) in rats with or without experimentally induced
inflammation (intraperitoneal injection of LPS). The CNS structures we chose were associated
with immunomodulatory and immunosensory processes or induction of defensive behaviours

in the course of the disease, in particular sickness behaviour.
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We expected that as a result of long-lasting administration of NSAIDs to rats, and thus
disruption of the humoral neuroimmune communication pathway, we will observe an induction
of compensatory mechanisms for this disorder. It seems to us that by weakening one of the
pathways that transmits threat information to the CNS, the body will improve the functioning
of other pathways that perform the same or similar role. Such compensation may relate to the
improvement of the neuronal pathway of neuroimmune communication, which may be
manifested by increased activity of amino acid neurotransmission systems within specific CNS

structures.

2. Results

2.1. Aspartate

We did not observe the influence of experimentally induced inflammation on aspartate (ASP)
concentration in any of the analyzed CNS structures (CNT+NaCl vs CNT+LPS). Long-lasting
administration of celecoxib affected the concentration of ASP, caused an increase in AM and
its decrease in HI, regardless of inflammation (CNT+LPS vs CEL+LPS: AM U=0, p<0.001, HI
U=0, p<0.001) or not-inflammatory (CNT+NaCl vs CEL+NaCl: AM U=0, p<0.001, HI U=0,
p<0.001) conditions compared to control saline-injected group. Long-lasting administration of
SC560 increased the concentration of ASP in AM and PAG and caused its decrease in HI
(CNT+LPS vs SC560+LPS: AM U=4, p<0.001, PAG U=6, p<0.001, HI U=10, p<0.001) only
in animals with inflammation. Chronic administration of SC560 to animals without
inflammation decreased the concentration of ASP in AM (CEL+NaCl vs SC560+NaCl: AM
U=4, p<0.001) and increased it in HI (CEL+NaCl vs SC560+NaCl: HI U=38, p=0.003)
compared to celecoxib. It has been observed that long-lasting administration of SC560 alone
has no effect, while its administration to inflammatory animals increases the concentration of
ASP in AM and PAG (SC560+NaCl vs SC560+LPS: AM U=10, p<0.001, PAG U=23,
p<0.001). It was also observed that animals receiving SC560 during inflammation had a higher
concentration of ASP in HI than those receiving celecoxib (CEL+LPS vs SC560+LPS: HI U=0,
p=0). The results of intergroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni
correction) for the ASP concentration are presented in Tables 2-6. Graphically presented values

of the discussed variable are shown in Figure 3.

2.2. Glutamate
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We observed that experimentally induced inflammation causes a decrease in glutamate (GLU)
concentration in HPT (CNT+NaCl vs CNT+LPS: HPT U=4, p<0.001). We observed that
chronic administration of celecoxib reduced the GLU concentration in the HPT in non-inflamed
animals (CNT+NaCl vs CEL+NaCl: HPT U=2, p<0.001) and produced the same effect in HPT
and HI in inflamed animals (CNT+LPS vs CEL+LPS: HPT U=0, p<0.001, HI U=3, p<0.001).
Long-lasting administration of SC560 lowered GLU concentration in HPT and PAG in non-
inflamed animals (CNT+NaCl vs SC560+NaCl: HPT U=0, p<0.001, PAG U=7, p<0.001) and
in HI and HPT in inflamed animals (CNT+LPS vs SC560+LPS: HI U= 14, p=0.002, HPT U=0,
p=0). We observed that in AM celecoxib decreased the concentration of GLU more strongly
(CEL+NacCl vs SC560+NaCl: AM U=10, p<0.001), while in HPT and PAG, administration of
SC560 resulted in a stronger reduction of the examined parameter (CEL+NaCl vs
SC560+NaCl: HPT U=29, p<0.001, PAG U=6, p=0). Statistical analysis also showed that the
induction of experimental inflammation with long-term exposure to celecoxib reduces the GLU
concentration in HI more than during exposure to SC560 (CEL+LPS vs SC560+LPS: HI U=37,
p=0.001). In contrast, the induction of experimental inflammation during chronic
administration of SC560 reduces the GLU concentration in the HPT more than during the
administration of celecoxib (CEL+LPS vs SC560+LPS: HPT U=0, p=0). It is noteworthy that
in HI, the induction of experimental inflammation during long-term administration of celecoxib
resulted in a decrease in GLU concentration (CEL+NaCl vs CEL+LPS: HI U=23, p<0.001).
Statistical analysis also showed that animals receiving SC560 without inflammation showed
lower GLU concentration in PAG than those who developed inflammation during long-lasting
treatment with this inhibitor (SC560+NaCl vs SC560+LPS: PAG U=41, p=0.002). The results
of intergroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for the
GLU concentration are presented in Tables 2-6. Graphically presented values of the discussed

variable are shown in Figure 4.
2.3. Glycine

We did not observe the influence of experimental inflammation on glycine (GLY) concentration
in any of the analyzed CNS structures (CNT + NaCl vs CNT + LPS). We observed that long-
lasting administration of celecoxib increased the GLY concentration within BS in animals
without (CNT+NaCl vs CEL+NaCl: BS U=0, p<0.001) and with experimentally induced
inflammation (CNT+LPS vs CEL+LPS: BS U=1, p<0.001). Chronic administration of SC560
increased the concentration of GLY in AM, BS, and HI in non-inflammatory animals
(CNT+NaCl vs SC560+NaCl: AM U=24, p=0.002, BS U=16, p=0.003, HI U=8, p<0.001) and

7
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in AM and BS of animals with experimentally induced inflammation (CNT+LPS vs
SC560+LPS: AM U=7, p<0.001, BS U=8, p<0.001). Interestingly, in the case of HPT, chronic
administration of SC560 causes a decrease in GLY concentration in animals without
(CNT+NaCl vs SC560+NaCl: HPT U=0, p<0.001) and with inflammation (CNT+LPS vs
SC560+LPS: HPT U=0, p<0.001). Long-lasting administration of SC560 compared to
celecoxib decreased GLY concentration in HPT of inflamed animals (CEL+LPS vs
SC560+LPS: HPT U=0, p=0). Administration of SC560 to animals without inflammation
resulted in higher GLY concentrations in HI than after administration of celecoxib (CEL+NacCl
vs SC560+NaCl: HI U=45, p=0.003). The results of intergroup comparisons using the Mann-
Whitney U test (with Bonferroni correction) for the GLY concentration are presented in Tables
2-6. Graphically presented values of the discussed variable are shown in Figure 5.

2.4. Tyrosine

The experimentally induced inflammation did no effect on the concentration of tyrosine (TYR)
in any of the examined CNS structures (CNT+NaCl vs CNT+LPS). We observed that long-
term administration of SC560 reduced the concentration of TYR in AM of non-inflamed
animals (CNT+NaCl vs SC560+NaCl: AM U=9, p<0.001) and in AM and HI in animals with
experimentally induced inflammation (CNT+LPS vs SC560+LPS: AM U=0, p<0.001, HI
U=17, p=0.004). We also observed the opposite effect, long-term administration of SC560
increased the concentration of TYR in HPT in non-inflamed animals (CNT+NaCl vs
SC560+NaCl: HPT U=6, p<0.001) and PAG in inflamed animals (CNT+LPS vs SC560+LPS:
PAG U=4, p<0.001). Comparing the effects of both inhibitors, we observed that administration
of SC560 led to a higher concentration of TYR in selected CNS structures. Higher
concentrations of TYR were observed in HPT in non-inflamed animals (CEL+NaCl vs
SC560+NaCl: HPT U=42, p=0.003) and in HI, HPT, and PAG in inflamed animals (CEL+LPS
vs SC560+LPS: HI U=30, p<0.001, HPT U=27, p<0.001, PAG U=39, p=0.003). The results of
intergroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for the
TYR concentration are presented in Tables 2-6. Graphically presented values of the discussed

variable are shown in Figure 6.
2.5. GABA

The performed statistical analysis showed no influence of the experimentally induced
inflammation on the concentration of gamma-aminobutyric acid (GABA) in any of the

examined CNS structures (CNT+NaCl vs CNT+LP). Chronic administration of celecoxib

8
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increased GABA concentration in BS and PAG in animals without inflammation (CNT+NaCl
vs CEL+NaCl: BS U=6, p=0.005, PAG U=16, p=0.001) and in BS in animals with
experimentally induced inflammation (CNT+LPS vs CEL+LPS: BS U=17, p=0.004). We also
observed the opposite effect, in HPT of non-inflamed (CNT+NaCl vs CEL+NaCl: HPT U=186,
p<0.001) and in HI of inflamed animals (CNT+LPS vs CEL+LPS: HI U=1, p<0.001), chronic
administration of celecoxib lowered GABA concentration. In the case of SC560, statistical
analysis showed that its long-lasting administration increased GABA concentration in BS and
H1 of non-inflamed animals (CNT+NaCl vs SC560+NaCl: BS U=8, p<0.001, HI U=0, p<0.001)
and AM of inflamed animals (CNT+LPS vs SC560+LPS: U=27, p<0.001). However, in HPT
in animals without (CNT+NaCl vs SC560+NaCl: HPT U=0, p<0.001) and with inflammation
(CNT+LPS vs SC560+LPS: HPT U=1, p<0.001), chronic administration of SC560 lowered
GABA concentration. Comparing the effects of celecoxib and SC560, we observed that long-
lasting administration of the second inhibitor resulted in a higher concentration of GABA in HI
of non-inflammatory (CEL+NaCl vs SC560+NaCl: HI U=0, p=0) and in AM and HI of
inflammatory animals (CEL+LPS vs SC560+LPS: AM U=27, p<0.001, HI U=18, p<0.001).
On the other hand, chronic administration of celecoxib led to higher GABA concentration in
PAG of non-inflamed animals (CEL+NaCl vs SC560+NaCl: PAG U=38, p=0.001) and in the
HPT of inflamed animals (CEL+LPS vs SC560+LPS: HPT U=14, p<0.001). Statistical analysis
also showed that induction of experimental inflammation in animals chronically administered
celecoxib led to a decrease in GABA concentration in HI (CEL+NaCl vs CEL+LPS: HI U=29,
p<0.001). The results of intergroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with
Bonferroni correction) for the GABA concentration are presented in Tables 2-6. Graphically
presented values of the discussed variable are shown in Figure 7.

2.6. Tryptophan

We did not observe the influence of experimental inflammation on tryptophan (TRP)
concentration in any examined CNT structures (CNT + NaCl vs CNT + LPS). We observed
that long-term administration of celecoxib reduced the concentration of TRP in the HPT of
animals without inflammation (CNT+NaCl vs CEL+NaCl: HPT U=12, p<0.001). The
statistical analysis showed that chronic administration of SC560 reduced the concentration of
TRP in the HPT of animals without inflammation (CNT+NaCl vs SC560+NaCl: HPT U=0,
p<0.001) and in the HI and HPT of animals with inflammation (CNT+LPS vs SC560+LPS: HI
U=16, p=0.003, HPT U=0, p<0.001). Comparing the effects of celecoxib and SC560, we
observed that long-lasting administration of the first inhibitor resulted in a higher concentration
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of TRP in HI and HPT of inflamed animals (CEL+LPS vs SC560+LPS: HI U=31, p<0.001,
HPT U=0, p=0). Interestingly, induction of experimental inflammation in HPT in animals
chronically receiving celecoxib increased TRP levels (CEL+NaCl vs CEL+LPS: HPT U=39,
p=0.002). On the other hand, the use of the same experimental procedures resulted in a decrease
in the concentration of TRP in PAG (CEL+NaCl vs CEL+LPS: PAG U=12, p<0.001). LPS
injection during chronic inhibition of COX-1 activity led to a higher concentration of TRP in
the PAG of test animals than in the case of inhibition of COX-2 activity (CEL+LPS vs
SC560+LPS: PAG U=31, p<0.001). The results of intergroup comparisons using the Mann-
Whitney U test (with Bonferroni correction) for the TRP concentration are presented in Tables

2-6. Graphically presented values of the discussed variable are shown in Figure 8.
2.7. Results of plasma measurement

The effect of experimentally induced inflammation on the concentration of IL-1f in the plasma
of animals was not observed (CNT+NaCl vs CNT+LPS: U=3, p=0.400). However, we noticed
that i.p.. injection of LPS during chronic administration of SCS560 increased the concentration
of IL-1 in the plasma of the animals (SC560+NaCl vs SC560+LPS: U=5, p<0.001).

We observed a significant effect of experimental inflammation on tumor necrosis factor a
(TNF-a) concentration in control animals (CNT+NaCl vs CNT+LPS: U=0, p<0.005). Long-
lasting administration of SC560 lowered basal TNF-a levels in non-inflammatory animals
(CNT+NaCl vs SC560+NaCl: U=0, p<0.001). Comparing the effects of the tested inhibitors,
we observed that in non-inflammatory (CEL+NaCl vs SC560+NaCl: U=0, p=0) and inflamed
animals (CEL+LPS vs SC560+LPS: U=18, p<0.001), SC560 lowered TNF-a concentration
with greater potency. Interestingly, chronic administration of either celecoxib (CEL+NaCl vs
CEL+LPS: U=0, p=0) or SC560 (SC560+NaCl vs SC560+LPS: U=1, p=0) did not inhibit the

increase in plasma TNF-a concentration after i.p.. LPS injection.

The results of intergroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with the Bonferroni
correction) for IL-1B and TNF-a concentrations are presented in Table 7, while graphically

presented values of the discussed variables are presented in Figure 9.
3. Discussion

Many authors have discussed the effects of cyclooxygenase inhibitors on the
mammalian organism, but these studies have focused more on the periphery than the CNS. It is

known that ongoing inflammation affects the activity of neurotransmission systems mediated
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by pro-inflammatory compounds, which include cytokines or prostaglandins, and in particular
PGE2 [LU et al. 2007]. During long-lasting therapy with cyclooxygenase inhibitors, the
inflammation is extinguished, but information about the action of these inhibitors on the CNS
does are still poor. We believe that due to the physiological role of cyclooxygenases in the CNS,
especially COX-2, the influence of such inhibitors may influence the homeostasis of
neurotransmitters [LOPEZ and BALLAZ 2020]. Therefore, we performed a series of
experiments that allowed us to verify the assumption.

3.1. Amygdala

The amygdala (AM) is a complex, heterogeneous structure whose involvement in the
course of emotional processes is well known [PESSOA 2021]. It is responsible for identifying
the stimulus and determining the action that should be taken in response to its occurrence. It is
usually associated with negative emotions, e.g. fear conditioning, but it turns out that its activity
also affects positive emotions. Moreover, it mediates in making choices based on profit or loss
[RANGEL et al. 2008]. There is also evidence that AM plays a key role in focusing attention
[PESSOA 2021]. To sum up, coding the meaning or value of stimuli is crucial for the body to
undertake an appropriate physiological, behavioural, or emotional response [MORRISON and
SALZMAN 2010].

The amygdala receives projections from many cortical and subcortical areas. These
projections reach AM through various fiber bundles, including stria terminalis, ventral
amygdalofugal pathway, and the lateral olfactory bundle [SIMIC et al. 2021]. Glutamatergic
projections from various regions of the brain are initially directed to the lateral nucleus of the
amygdala. Then, NMDA and AMPA receptors are activated, which then affects the activity of
subsequent AM nuclei [SIMIC et al. 2021, SONG et al. 2017]. In our study, we did not observe
the effect of inhibition of COX-1 and COX-2 activity on the increase in the activity of the
glutamatergic system within AM. We observed, however, that inhibition of COX-2 activity, in
particular, increases the concentration of ASP within AM. Although the scientific literature
provides sufficient evidence that ASP is involved in the process of transmitting information
between neurons, calling it a neurotransmitter may still be controversial. Interestingly, ASP is
structurally similar to GLU and can selectively activate the NMDA receptor [DALANGIN et
al. 2020]. Some authors attribute a regulatory role to ASP over the glutamatergic system
[USIELLO et al. 2020]. Our data suggest that ASP rather than the classic excitatory
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neurotransmitter GLU is responsible for the stimulation of AM activity in response to the
disruption of the COX-2-PGE2 pathway.

Interestingly, long-lasting blocking of COX-1 activity, also during inflammation,
decreased the concentration of TYR within AM. We suggest that this may be related to the
peripheral homeostatic function of COX-1 that has been inhibited by such administration of
SC560. As a result of the chronic use of SC560, internal organs may malfunction or even be
damaged. As a consequence, AM can induce a fear response for which monoamine resources
(adrenaline, norepinephrine, and dopamine) will be used. They are known to be responsible for
many emotional aspects in the mammalian CNS, so they can also be used for other purposes,
thereby depleting TYR resources [SMITH and PORRINO 2008]. We are aware that the
presented information requires additional research, therefore we propose to consider it as a kind

of hypothesis.

The experimental data on GABA concentration may appear to contradict the data on the
concentration of TYR (intensity of monoamine synthesis). We have shown that in response to
chronic inhibition of COX-1 activity, also during inflammation, the activity of the GABAergic
system in AM increases. We know that GABA is secreted by interneurons that mediate the
central part of the AM to attenuate the fear response. Moreover, such intra-structural
GABAergic activity influences the intensity of signaling in efferent pathways [SIMIC et al.
2021]. We suggest that the increased activity of the GABAergic system observed in this case
may constitute a defense mechanism. It seems that through it, the CNS could tone down the
excessive behavioural or emotional reaction that would arise in response to disturbance of the

homeostasis of internal organs or the humoral pathway of neuroimmune communication.
3.2. Brainstem

Brainstem (BS) is involved in the course of many essential life processes, which include:
the regulation of autonomic functions, regulation of sleep and consciousness, somatosensory
integration, and motor control [ROTHWELL and KOFLER 2012]. Our neurochemical analyzes
showed interesting relationships between the chronic inhibition of the COX-1/2-PGE2 pathway

and the increase in GLY concentration in BS under normal conditions and during inflammation.

Years ago, GLY was proven to act as a major neurotransmitter for inhibitory
interneurons in the spinal cord and BS. GLY was best known for regulating locomotor
behaviour, participating in the processing of motor information, and coordinating spinal

reflexes [WHEELER et al. 1999, DE BARTOLOMEIS et al. 2020]. However, with advances
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in technology, it has been discovered that the bodies of glycinergic neurons (GLY
immunoreactive neurons) are located in circumventricular organs (CVOs) such as the area
postrema [RAMPON et al. 1996]. It is well known that CVOs are crucial for an efficient
neuroimmune communication process. These structures express receptors specific for pro-
inflammatory compounds, such as IL-1p, and TNF-a, through which the signal is received and
then transmitted from the periphery to the CNS. [GANONG 2000, AKROUT et al. 2009]. Since
the blood-brain barrier (BBB) is disrupted within them, various compounds can enter or affect
the brain. Due to this feature, it is possible to control the feedback of secretion-releasing
hormone within the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) [GANONG 2000].
Interestingly, the area postrema receives direct visceral signals from the vagus nerve and is
bidirectionally linked to the nucleus tractus solitarii (NTS). Moreover, area postrema receives
the projection descending from HYP, more specifically from PVN [BENARROCH 2011].

In addition, neurons and glycinergic fibers were also located in the ambiguous nucleus
(AMb), which belongs to the nuclei of the vagus nerve, which is well known for its
immunomodulatory role [ZARBIN et al. 1981, RAMPON et al. 1996, EZURE 2003]. It is worth
noting that the activity of AMb neurons can activate the vagus nerve [MEI et al. 2008].
Subsequently, the excitation may be transferred to the body's periphery and the elements of the
lymphatic system may be affected [MEI et al. 2008]. An example of such a lymphoid organ is
the thymus, in which, as a result of electrical stimulation of AMb, there is an increase in
lymphocyte proliferation and the production of pro-inflammatory cytokines in response to
mitogen activation [NIIJIMA 1995, MEI et al. 2008].

It has been observed that neurochemical changes also affect the main inhibitory
neurotransmitter - GABA. Long-lasting inhibition of the activity of both COX isoforms (COX-
2 also during inflammation) enhanced the activity of the GABAergic system within the BS. It
is commonly known, that the central nucleus of the amygdala sends a GABAergic projection
to the brainstem. Increasing GABAergic transmission in this pathway may be associated with
the initiation of the fear response [URRUTIA-PINONES et al. 2022]. It seems that injections
of the compounds used caused the animals to experience stress, which could potentially respond

to it with a fear response.

At this point, it is worth mentioning the elements of neurophysiological puzzles, which
include: 1) chronic administration of COX-1/2 inhibitors increased GLY and GABA

concentration in BS; 2) there are glycinergic neurons in the area postrema and AMb; 3) both
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the area postrema and AMDb are structures involved in immunosensory or immunomodulatory
processes. Taking this into account, it can be assumed that in response to the disruption of one
of the neuroimmune communication pathways (humoral or neural), its function is taken over
by the efficient one that has remained functional. In this case, in response to the inhibition of
the COX-1/2-PGE2 pathway, we observed neurochemical changes within the structures
associated with vagal nerve activity. We assume that such a substantial disturbance of the
humoral pathway resulted in a particular increase in the activity of the neuronal pathway of
neuroimmune communication. Consequently, the body triggered the mechanisms responsible
for inhibiting the excessive activity of the neural pathway. This is confirmed by the increase in

GLY and GABA concentrations in the structures involved in the vagus nerve activity.
3.3. Hippocampus

The hippocampus (HI) is a complex structure located under the cerebral cortex. It plays
a key role in processes related to learning and the creation of memory engrams. As an element
of the limbic system, it can regulate the emotional behaviour of the animal [ORSINI et al. 2011].
It is possible due to its two-way connection with AM, which has a significant impact on this
process [ORSINI etal. 2011, YANG and WANG 2017]. Moreover, HI may indirectly influence
the activity of the peripheral immune system via the neuronal connections to HYP
[JACOBSON and SAPOLSKY 1991, ANAND and DHIKAYV 2012]. It has been observed that
as a result of hippocampal atrophy and thus the abolition of its inhibitory function, the
concentration of plasma cortisol increases [ANAND and DHIKAYV 2012].

The results of our experiment showed that long-lasting inhibition of COX-2 activity,
also during peripheral inflammation, increased in the concentration of ASP in the HI of the
animals. The same effect was also seen for the inhibition of COX-1 activity during peripheral

inflammation.

Disruption of the COX-1/2 pathway during peripheral inflammation resulted in
decreased activity of the glutamatergic system in HI. It is known that the analyzed structure
receives an ascending glutamatergic projection from entorhinal cortex [KHAKPAI et al. 2013].
Activation of the NMDA receptor or the metabotropic glutamate receptor from group 1 (mGlur)
in HI is responsible for many processes related to synaptic plasticity. They are: the formation
of short-term and long-term memory, aversive memory, memory enabling recognition of
objects, the phenomenon of long-term synaptic enhancement [MENARD and QUIRION 2012,
KHAKPALI et al. 2013]. Scientific literature reports that PGE2, via the EP3 receptor, has a

14



©CO~NOOOIA~AWNPE

439
440
441

442
443
444
445
446
447

448
449
450
451
452
453
454
455
456
457

458
459
460
461
462
463

464
465
466
467
468
469
470

negative effect on HI-dependent memory processes [XIAO et al. 2018]. Moreover,
antagonizing the EP1 receptor for PGE2 in Huntington's disease has a positive effect on
memory processes [ANGLADA-HUGUET et al. 2014].

Our results show that chronic COX-1/2 inhibition is not able to completely block the
negative influence that PGE2 has on HI-dependent memory processes. In our experiment, we
presents evidence for this - a decrease in GLU concentration within HI. It is likely that the
decrease in GLU levels and the potentially associated disturbances may not be the sole effect
of PGE2. Of course, during peripheral inflammation, other molecules are also formed that

interact with HI.

We observed that inhibition of COX-1 activity increased the concentration of GLY
within HI. As we mentioned earlier that GLY acts rather as one of the major inhibitory
neurotransmitters, but within HI it may have the opposite effect [XU and GONG 2010, CHEN
et al. 2011]. Interestingly, the results of studies on the distribution of extrasynaptic receptors
for GLY provide information confirming the fact that they are present in all HI regions [XU
and GONG 2010, CHEN et al. 2011]. Moreover, they play an important role in cell excitability
and processes related to synaptic plasticity. Such an interaction may take place because GLY
may potentiate the effects induced by activation of NMDA receptors and thus affect LTP
[CHEN et al. 2011]. In addition, GLY can also indirectly stimulate the activity of HI neurons
by inhibiting the activity of the GABAergic system within them [XU and GONG 2010].

The experiment of SHANG et al. 2014 shows that COX-1 plays an important role in
reducing the cognitive deficits caused by damage to HI. In fact, they investigated the acute
effect of inhibition of COX-1 activity, but this resulted in an increase in the efficiency of
learning and memory [SHANG et al. 2014]. It is worth asking at this point whether the increase
in GLY concentration is responsible for the increased efficiency of the processes taking place

in HI?

Results of our study show that inhibition of COX-1 or COX-2 activity did not equally
affect the activity of the GABAergic system in HI. As is well known, HI involves processes
related to synaptic plasticity or the formation of neural circuits. Very many studies indicate a
significant influence of the GABAergic system on the development of connections between
neurons or even neurogenesis [PONTES et al. 2013, LI et al. 2020]. One of the factors
associated with cognitive decline is the impairment of the GABAergic system in HI. Higher

concentrations of GABA in HI are also manifested by better efficiency of processes related to
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associative learning [YE et al. 2020]. Interestingly, ascribed in many publications also contain
information about influence of both COX isoforms on the functioning of HI. It has been shown
that inhibition or deficiency of COX-1 has a positive effect on neurogenesis, especially during
inflammation, which shows a negative effect [RUSSO et al. 2011]. On the other hand, inhibition
of COX-2 activity prevents synaptic reorganization and suppresses neurogenesis [ZHANG et
al. 2008].

In our study, we observed that long-term administration of SC560 causes an increase in
GABA levels within HI. In contrast, LPS challenge during long-lasting COX-1 inhibition led
to a significant reduction in GABA levels. Therefore, it can be assumed that the fluctuations in
GABA concentration will, to some extent, reflect the intensity of processes related to synaptic
plasticity, neurogenesis or cognitive processes. If we take GABA concentration as a partial
determinant of these processes, it shows us that chronic inhibition of COX-1 activity may have
a beneficial effect on the animal's HI function. However, peripheral inhibition of COX-1
activity is unable to block the adverse effects of inflammation on the GABAergic system within
HI.

In the case of inhibition of COX-2 activity under normal conditions and during
inflammation, we observed that the level of GABA within HI decreased. We believe that our
results can be considered as consistent with those reported by ZHANG et al. 2008. They showed
that administration of celecoxib negatively affects neurogenesis and reported that it also causes
an increase in the density of GABA-A receptors. Once again, it can be assumed that lowering
the GABA level in HI may constitute a potential neurochemical basis related to the disturbance
of this structure. On the other hand, a decrease in GABA concentration may be associated with
an increase in the density of GABA-A receptors, which could prevent their over-activation.
Obviously, additional experiments are necessary to solve this mystery, as the relationship
between the GABAergic system and the processes taking place in HI still requires a more

detailed understanding.

The present study showed that inhibition of COX-1 activity during peripheral
inflammation lowered the concentration of TRP in HI. This is probably related to the
indolamine 2,3-dioxygenase (IDO), which becomes activated by pro-inflammatory compounds
resulting from LPS injection [HOGLUND et al. 2019]. Subsequently, the metabolism of TRP
enters the kinurein pathway, which may lead to a reduction in the concentration of 5-HT.
Moreover, low levels of 5-HT impair memory performance, the center of which is HI [HAIDER
etal. 2006, HOGLUND et al. 2019]. This assumption is supported by the results of our previous
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study on monoamine concentration during long-lasting inhibition of COX-1 activity. We have
observed that induction of experimental inflammation during such inhibition of COX-1 activity
reduces the level of 5-HT within HI [NAPORA et al. 2023].

3.4. Hypothalamus

The hypothalamus is a structure consisting of a group of nuclei located in the
diencephalon. It is a center that regulates: body temperature, activity of the autonomic nervous
system, appetite and body water management, interpersonal behaviour, circadian rhythm, the
work of hormonal glands and emotional behaviour [BEAR et al. 2018, SHAHID et al. 2018].
In this paper, however, we will focus on the participation of HPT in the course of
immunosensory processes (perception of a pyrogenic signal), immunomodulatory processes
(HPA axis) and those related to the induction of specific behaviours in the course of the disease
(induction of SB).

We observed that long-lasting inhibition of COX-1 or 2 activity, with and without
induction of experimental inflammation, decreased GLU levels in the HPT. It is believed that
the investigated neurotransmitter in the mediobasal part of HPT is responsible for the regulation
of the energy balance, which is directly related to food intake [GUYENET et al. 2013].
Experimental data presented by other authors confirms that inhibiting the activity of the
glutamatergic system through the use of NMDA receptor antagonists inhibits food intake
[DELGADO 2013]. Interestingly, during the course of the disease, SB induction may occur,
one of the characteristic components of which is a reduction in food intake [MAES et al. 2012].
It seems obvious that we could predict this effect after injecting LPS, but what about the
inhibition of COX-1 or 2 activity? We assume that long-lasting inhibition of the activity of both
COXs led to such disturbance of the homeostasis of internal organs (gastrointestinal tract, liver,
kidneys) that could be interpreted as a disease [BINDU et al. 2020]. Subsequently, some kind
of protective behaviour (SB-like behaviour) could be induced in the CNS of the animals, the
function of which could be to save energy and use it to fight the disease. Our attention was also
drawn to the fact that long-lasting use of SC560 decreased GLU concentration in HPT more
than celecoxib use, regardless of inflammation. For some time it was thought that COX-1, the
constitutive form, was responsible for maintaining the body's homeostasis. In contrast, the
induced form of COX-2 is active only during processes related to inflammation or
pathophysiological processes. It turns out, however, that both of them are responsible for

maintaining the state of internal equilibrium to a similar extent [ZIDAR et al. 2009]. These
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results indicate that disrupted homeostasis due to chronic COX-1 inhibition is a stronger signal
for HPT than is the case with COX-2 inhibition.

Our results show that long-lasting disruption of COX-1 activity, regardless of
inflammation, leads to a reduction in GLY levels in HPT. The experiment of KROWICKI and
KAPUSTA 2011 shows that GLY (strychnine-sensitive glycine) receptors are found within
PVN, which would indicate a possible influence of the discussed molecule on HPT activity.
Nevertheless, glycine may attenuate hypothalamic vasopressin synthesis, which acts
synergistically with CRF at the level of pituitary. Therefore, the secretion of ACTH by the
pituitary gland may be weakened [HUSSY et al. 2001, CHOE et al. 2016].

The GLY level within HPT may also be related to circadian rhythm, specifically sleep
[KAWAI et al. 2015]. Data presented by others authors, shows that exogenously administered
GLY has a positive effect on sleep by lowering body temperature and vasodilating blood vessels
[BANNAI et al. 2012, KAWAI et al. 2015]. This is possible by acting on NMDA receptors in
the suprachiasmatic nucleus located in the HPT [BANNAI et al. 2012]. Once again, we would
like to refer to SB, another discussed component of which is sleepiness [MAES et al. 2012]. It
seems to us that long-term inhibition of COX-1 activity induced SB or SB-like behaviour with
the potential effect of reducing GLY levels within HPT. Then, as indicated in the literature,
sleepiness could occur as a consequence of such neurochemical change [YAMADERA et al.
2007, BANNAI et al. 2012, KAWAI et al. 2015].

Our results shows that long-lasting use of SC560 increases the level of TYR in HPT
regardless of inflammation. It has long been known that TYR is a precursor to catecholamines
in the CNS, including HPT. The effect of increasing TYR levels may be related to increased
synthesis and release of catecholamines [LIEBERMAN et al. 2015]. There is a group of neurons
in HPT that show the presence of tyrosine hydroxylase (TH), the enzyme responsible for
converting TYR to dihydroxyphenylalanine — dopamine precursor. TH-positive neurons belong
to the arcuate nucleus (ARC), which has connections with PVN. As a result of ARC stimulation,
PVN activity may be inhibited [ZHANG and VAN DEN POL 2016]. It seems that the
disturbance of the body's homeostasis caused by long-lasting inhibition of COX-1 activity has
left its mark on the initial element of the HPA axis. Since ARC inhibits PVN, potential changes
in ARC activity may result in changes in the HPA axis function. This information is rather
conjecture because the described relationship between catecholamines in ARC and PVN
activity has not yet been well studied.
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The results of the neurochemical analysis showed that chronic inhibition of both COX
isoforms decreased GABA concentration in HPT. Results presented by others authors confirm
the fact that GABAergic neurons are found mainly in the lateral and dorsomedial HPT.
Moreover, they are also found in the previously described structure — ARC [SUYAMA and
YADA 2018]. The role of these GABAergic neurons is to regulate food intake. Exogenous
administration of GABA or its receptor agonists promotes food intake in animals [SUYAMA
and YADA 2018]. Because COX-1 and COX-2 inhibitors reduced the level of GABA in HPT,
we believe that with their chronic effect, the appetite decreases. We suppose that again we are
dealing with SB or SB-like symptoms that were induced by chronic use of COX inhibitors and
thus a violation of the peripheral homeostasis of the organism. Additionally, we have observed
that inhibiting COX-1 causes a greater reduction in GABA levels than inhibiting COX-2. So
again, we believe that chronic inhibition of COX-1 activity results in a more severe disruption
of the body's homeostasis.

On the other hand, fluctuations recorded in the GABA level may be associated with the
perception of stress by the body [VERKUYL et al. 2005]. According to some researchers, stress
and the accompanying increase in glucocorticoid levels may inhibit GABAergic activity in
parvocellular PVN neurons. This would mean that the stress related to the disturbance of the
organism's homeostasis induced by the chronic administration of COX-1 or COX-2 indirectly
stimulates the HPA axis. Unfortunately, little is currently known about the mechanism that
could be responsible for this process [VERKUYL et al. 2005].

In response to long-lasting inhibition of both COX isoforms, TRP levels in the animals'
HPTs decreased. According to some authors, TRP metabolism in the CNS is significantly
related to the regulation of immunological processes [GOSTNER et al. 2020]. From our point
of view, changes in the level of TRP in the HPT are particularly important due to the influence
of the serotonergic system on the functioning of the HPA axis [SORGDRAGER et al. 2017].
As already mentioned, infections and the pro-inflammatory compounds formed during them
activate indoleamine 2,3-dioxygenase and change TRP metabolism towards the kynurenic
pathway [HOGLUND et al. 2019]. However, we believe that IDO activity was attenuated (by
limiting the release of pro-inflammatory compounds by COX inhibitors), and we should rather
associate the decrease in TRP concentration with increased serotonin synthesis. Interestingly,
some researchers links abnormalities in the functioning of the HPA axis with dysregulation of
the serotonergic system [POMPILI et al. 2010].
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The result that indicates the physiological role of both COX isoforms is noteworthy. It
has been observed that induction of experimental inflammation during chronic COX-1
inhibition reduces the level of TRP in HPT. However, the use of the same procedure during
chronic inhibition of COX-2 activity did not produce such an effect. This is confirmed by the
fact that COX-2 is rather an inducible isoform, which reaches its main peak of activity as a
result of unfavorable factors acting on the organism (e.g. tissue damage, pathogen invasion).
Probably, as a result of its chronic inhibition, there is not enough PGE2 and the accompanying
pro-inflammatory compounds to activate IDO and significantly affect the metabolism of TRP
in HPT. Of course, as we wrote earlier, COX-2 is also involved in the regulation of the proper

course of processes taking place in internal organs.
3.5. Periaqueductal gray matter

Periaqueductal gray matter (PAG) is a structure in the midbrain that is primarily known
to play a key role in the modulation of pain. Interestingly, PAG activity can lead to two
contradictory responses to pain - analgesic or nociceptive effects. Moreover, it also plays a
paramount role in regulating defensive and aversive behaviours by inducing autonomic and
emotional arousal. Therefore, it participates in the assessment of the risk that the body takes
when performing a specific activity [MOKHTAR and SINGH 2020].

It was observed that long-lasting administration of SC560 and induction of experimental
inflammation increased the concentration of ASP in PAG. As is known, PAG is rich in NMDA
receptors that can be activated by ASP [HU et al. 2009, DALANGIN et al. 2020].
Unfortunately, we still do not know enough facts that would allow us to precisely define the
role of the ASP within the PAG. Some authors attribute a regulatory role to this molecule with
the glutamatergic system [USIELLO et al. 2020].

The neurochemical analysis of the GLU level in PAG showed that long-lasting
inhibition of COX-1 activity decreased the value of the parameter studied. However,
performing the same procedure with the induction of experimental inflammation led to an
increase in the GLU level in the PAG. Interestingly, such inhibition of COX-2 leads to an
increase in GLU concentration in PAG compared to inhibition of COX-1. Because GLU within
PAG has different receptor subtypes, we are not able to clearly state whether the procedures
performed resulted in the strengthening or weakening of the pain transmission pathways. There

are several subtypes of metabotropic receptors for GLU (mGIuRs) in PAG. Activation of its

20



©CO~NOOOIA~AWNPE

631
632

633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645

646
647
648

649
650
651
652
653

654
655
656
657
658
659
660

661
662

subtypes 1 and 2 causes activation of the downstream antinociceptive pathways of PAG.

However, activation of subtype 3 receptors triggers the opposite effect [MAIONE et al. 2000].

Interestingly, an activation of mGIluRs modulates social behaviour towards social
interaction and reduces aggression [ZOICAS and KORNHUBER 2019]. Referring to these
literature data, we can conclude that inhibition of COX-1 activity could weaken social
behaviour and increase aggression in animals, which would probably have a defensive function.
Based on this, we believe that inhibition of COX-2 activity should produce the opposite effects.
This is consistent with our previous study results in which we observed that inhibition of COX-
1 decreased locomotor activity, risk assessment, and increased anxiety. In contrast, inhibition
of COX-2 results in the opposite behaviour in rats [NAPORA et al. 2023]. Of course, we are
not saying that the whole of the observed behaviours is the result of changes in the
neurochemical activity of PAG only. We also showed that inhibition of the COX-1 isoform and
induction of experimental inflammation led to a higher GLU level in PAG. We combine this
with the fact that GLU-mediated descending pain-modulating pathways were activated in
response to inflammatory pain [LOYD and MURPHY 2009, MOKHTAR and SINGH 2020].

We observed that during long-lasting inhibition of COX-1 or COX-2 activity, the level
of TYR in PAG increases, in the case of isoform 2, even independently of inflammation. It is
noteworthy that inhibition of COX-1 leads to a higher increase in the level of TYR in PAG.

The site that is likely to be responsible for the changes in TYR levels is the ventrolateral
part of the PAG. There is a subpopulation of dopaminergic neurons that project, inter alia, to
AM, bed nucleus of stria terminalis (BNST) and locally within the PAG [MEYER et al. 2009].
Some researchers argue that this particular group of dopaminergic neurons is associated with
the regulation of pain behaviour [YU et al. 2021].

We believe that changes in TYR levels may be related to the effects of COX inhibitors
on catecholaminergic neurotransmission systems. In an earlier study, we showed that long-
lasting use of COX inhibitors affects the dopaminergic and noradrenergic systems, but in other
structures of the CNS [NAPORA et al. 2023]. Increasing the level of TRP indicates the
influence of the drugs used on the metabolism of catecholamines. Unfortunately, at this point,
we can only assume that the observed changes in TRP levels may affect the activity of PAG
and affect the behaviour of the animal.

We observed a higher level of GABA in PAG in response to long-lasting inhibition of
COX-2 activity. Interestingly, the use of the same procedure together with the induction of
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experimental inflammation resulted in a decrease in GABA levels in PAG. Additionally, we
observed that the GABA level in PAG following chronic COX-2 inhibition was also higher
than that of COX-1 inhibition.

The levels of GABA and its metabolites throughout the PAG region are unevenly
distributed. The GABAergic neurons found in PAGs are mainly interneurons, which exert their
influence on the activity of the structure through internal neural circuits. GABA levels may
increase in this structure in response to stimuli harmful to the animal's organism [REICHLING
1991]. Interestingly, this increase in GABA levels affects the neurons that mediate
antinociception. The increase in GABAergic transmission in PAG after long-lasting inhibition
of COX-2 activity could be read as the CNS response to a noxious stimulus or disturbance of
the organism's homeostasis. On the other hand, it shows that chronic COX-2 inhibition in
addition to the peripheral analgesic effect can induce a compensatory mechanism for the

disruption of the "alarm system" of pain sensation.

We showed that in animals that were chronically treated with celecoxib and had
inflammation, we observed a decrease in PAG TRP levels. In contrast, chronic administration
of SC560 and induction of experimental inflammation lead to higher levels of TRP in PAG.
Interestingly, the lack of induction of experimental inflammation during long-term

administration of celecoxib increased PAG TRP levels.
4. Experimental procedure

Three-month-old male Wistar (Medical University of Bialystok, Poland) rats weighing
250 g + 10 g (N = 78) were used for the experiment. The animals were individually housed in
rearing cages with food and water ad libitum. A 12-hour day/night cycle was set, and the light
was on from 7:00 am. The temperature range in the place of keeping the animals was from 21
to 22°C. Humidity in the place where the animals were kept was 60-65%. The animals were
habituated to the prevailing conditions for 7 days.

4.1. Experimental groups and samples collecting

For the purposes of the experiment, three main groups of animals were distinguished:
CNT, SC560 and CEL. For 10 days, each animal received daily subcutaneous (s.c.) injections
of 0.9% sodium chloride solution, celecoxib (10 mg/kg body weight) or SC560 (3 mg/kg body
weight) dissolved in 100 ul 0.9% NaCl. Then, on the 11th day of the experiment, half of the

randomly selected animals received a single intraperitoneal injection with 10 pg of
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lipopolysaccharide (LPS, Escherichia coli 026:B6) dissolved in 100 pl of 0.9% NacCl
(CNT+LPS, CEL+ LPS, SC560+LPS). The remaining experimental animals received only
0.9% NaCl solution in the same volume (CNT+NaCl; CEL+NaCl; SC560+NaCl). The effects

of intergroup comparisons and the effects studied on their basis are presented in Table 1.

The animals used for the biochemical analysis were decapitated 125 minutes after the
intraperitoneal injection. After the animals were euthanized, blood was collected from the torso.
The amygdala, brainstem, hippocampus, hypothalamus, and periaqueductal gray matter were
also collected from each of the animals. The experimental procedures to which the animals
were subjected are shown in Figure 2. Each collected structure was weighed and then
homogenized using an ultrasonic homogenizer (BioBlock Scientific) for 15 seconds in 150 pl
in a homogenization solution (0.4 mM NazS,0s, 0.6 mM HCIO4). 200 pl of homogenization
solution was used to homogenize BS. The homogenate was centrifuged at 12.000 rpm for 15
min at 4°C. After performing the above-mentioned procedures, at least 100 pl of homogenates
of each structure were taken and then placed in chromatography tubes and stored at -72°C.
Plasma was obtained by centrifugation of previously drawn blood in ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) (1 ml/100 pl Na2EDTA); at 4000 rpm for 10 minutes at 4°C. The obtained plasma
was stored under the same conditions as the homogenates of the CNS structures.

4.2. Biochemical analysis of plasma

Plasma compounds interleukin 1 (IL-1f) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) were
determined using the HUMAN IL-1p ELISA kit and the HUMAN TNF-a ELISA kit according

to the manufacturer's instructions (Invitrogen).
4.3. Chromatographic analysis of amino acids

The RP-HPLC-ED gradient method with pre-column derivatization using the OPT-thiol
reagent (0.1 M borax, 0.5% OPT, 0.9% mercaptoethanol) was used to determine the
concentration of amino acids: aspartate (ASP), glutamate (GLU), glycine (GLY), tyrosine
(TYR), gamma-aminobutyric acid (GABA) and tryptophan (TRP). An Agilent 110
chromatography system with a Waters, AccQ-Tag chromatography column was used to analyze
the amino acid concentration. The column temperature was set to 37°C and the mobile phase
flow to 0.4 ml/min. The carbon working electrode was set to + 0.5 V relative to the AG/AgClI
reference electrode. Gradient elution was carried out using a phosphate buffer (pH 5.5)
containing 0.05 M NaH2PO4 x H20, with the addition of methanol; in buffers A (20%) and B
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(80%). Initially, the mobile phase contained 100% of buffer A. Subsequently, within 10
minutes, the concentration of buffer B increased to 10%, so the mobile phase consisted of 90%
A and 10% B. Then, over the next 30 minutes, it increased to 85%, so the mobile phase
consisted of 15% A and 85% B. Finally, the content of buffer B was reduced to 0%, so the
mobile phase consisted only of buffer A. After analysis, the system was equilibrated for 10
minutes for each sample. The obtained chromatographic data were analyzed using the
ChemStation, Revision-B.03.02, Agilent software.

4.4. Statistical analysis of data

When planning the experiment, we assumed that the multivariate analysis of variance
test (MANOVA) would be used for the statistical analysis. However, the Shaphiro-Wilk test
showed that not all biochemical data meet the criteria for applying the parametric test (the data
was not normally distributed). The applied transformations aimed at obtaining a normal
distribution (Box-Cox transformation, natural logarithm, decimal logarithm, and square root)
did not allow for the application of the parametric test. Therefore, the Mann-Whitney U test
with the Bonferroni correction was used, and the p value for the analyzed data was set at 0.006
(0.05 +9~0.006).

5. Figures and tables description

5.1. Figures

Figure 1. Graphical abstract. sc. — subcutaneous, ip. Intraperitoneal, LPS — lipopolysaccharide, CEL — celecoxib,
HI — hippocampus, AM — amygdala, HPT — hypothalamus, PAG — periaqueductal gray matter, BS — brainstem,
ASP — aspartate, GLU — glutamate, GLY - glycine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TYR — tyrosine, TRP —

tryptophan, 1 — concentration increase, | — concentration decrease.

Figure 2. Experimental procedures shown in the timeline. s.c. — subcutaneous, i.p. Intraperitoneal, LPS —

lipopolysaccharide, COX — cyclooxygenase, NaCl — 0.9% saline solution.

Figure 3. The concentration of aspartate in selected brain structures. CNT — group of animals receiving long-term
subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS — single
intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL - group of animals receiving long-term subcutaneously

celecoxib, SC560 - group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib.

Figure 4. The concentration of glutamate in selected brain structures. CNT — group of animals receiving long-term
subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS —single
intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL - group of animals receiving long-term subcutaneously

celecoxib, SC560 - group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib.
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Figure 5. The concentration of glycine in selected brain structures. CNT — group of animals receiving long-term
subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS —single
intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously

celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib.

Figure 6. The concentration of tyrosine in selected brain structures. CNT — group of animals receiving long-term
subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS —single
intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously

celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib.

Figure 7. The concentration of GABA in selected brain structures. CNT — group of animals receiving long-term
subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS — single
intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously

celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib.

Figure 8. The concentration of tryptophan in selected brain structures. CNT — group of animals receiving long-
term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS —
single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously

celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib.

Figure 9. The concentration of selected cytokines in rat plasma. 1l-1p — interleukin 1B, TNF-o — tumor necrosis
factor a, CNT — group of animals receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single
intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS — single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL —
group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term

subcutaneously celecoxib.
5.2. Tables

Table 1. Table 1. Description of the comparisons and the effects studied on their basis. CNT — group of animals
receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline
solution, LPS — single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term

subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib.

Table 2. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for
the concentration of selected amino acids [ng/g] in the amygdala. ASP — aspartate, GLU — glutamate, GLY —
glycine, TYR — tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group of animals
receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline
solution, LPS — single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term

subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.

Table 3. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for
the concentration of selected amino acids [ng/g] in the brainstem. ASP — aspartate, GLU — glutamate, GLY —
glycine, TYR — tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group of animals

receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline
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solution, LPS — single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term

subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.

Table 4. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for
the concentration of selected amino acids [ng/g] in the hippocampus. ASP — aspartate, GLU — glutamate, GLY —
glycine, TYR — tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group of animals
receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline
solution, LPS — single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term

subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.

Table 5. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for
the concentration of selected amino acids [ng/g] in the hypothalamus. ASP — aspartate, GLU — glutamate, GLY —
glycine, TYR — tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group of animals
receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline
solution, LPS — single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term

subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.

Table 6. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for
the concentration of selected amino acids [ng/g] in the periaqueductal gray matter. ASP — aspartate, GLU —
glutamate, GLY —glycine, TYR —tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group
of animals receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of
0.9% saline solution, LPS — single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving

long-term subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.

Table 7. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for
the concentration of selected compounds [pg/ml] in animal plasma. 1I-1p — interleukin 1B, TNF-o — tumor necrosis
factor a, CNT — group of animals receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single
intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS — single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL —
group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term

subcutaneously SC560.
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1 1 CNTJSNaCI Does the LPS.injection affect the valug_of the
g CNT + LPS analyzed variable under control conditions?
4 CNT + NaCl Does the injection of celecoxib affect the value of
= 2 v the analyzed variable?
6 CEL + NacCl '
~
8 3 CNTVJ; LPS Is the response to LPS ir_ljection similar_in animals
18 CEL + LPS that received saline and celecoxib?
E 4 CEL \J;SNaCI Does the I__PS injectic_)n affect the.value of tht_a
13 CEL + LPS analyzed variable in animals receiving celecoxib?
14 i
15 5 CNT + NaC Does the SC560 injection affect the value of the
is SC560Vi NaCl analyzed variable?
18
;g 5 CNTVJ; LPS Is the response to .LPS inj_ection similar in animals
o~ SC560 + LPS that received saline and SC5607?
22 SC560 + NaCl Does the LPS injection affect the value of the
gi 7 VS analyzed variable in animals that received
o5 SC560 + LPS SC560?
26 CEL + NaCl Do celecoxib or SC560 injections have the same
27 8 vs effect on the value of the analyzed variable?
28 SC560 + NaCl y '
gg CEL + LPS Does the LPS injection affect the value of the
31 9 VS analyzed variable in animals that received
32 SC560 + LPS celecoxib or SC5607?
331171 Table 1. Description of the comparisons and the effects studied on their basis. CNT — group of animals receiving long-term
341172 subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS — single
351173 intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL -group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 -
361174 group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib.
37
381175
391176
221177
41178
431179
441180
451181
4?1182
481183
491184
501185
511186
251187
541188
551189
56 | Comparisons between
57 ASP GLU GLY TYR GABA TRP
58 groups
59
60
61
62
03 35
64

65




CNT+NacCl
1 U=35, U=35, U=33, U=10, U=32, U=33,
2 VS
=0.791 =0.791 =0.659 =0.008 =0.596 =0.659
?1 CNT+LPS P P P P P P
> CNT+NaCl
s U=0, U=19, U=34, U=53, u=19, U=28,
VS
8 p<0.001 =0.010 =0.152 =0.918 =0.010 =0.061
9 CEL+NaCl P P P P P
10
12 U=33, U=63, U=24, U=9, U=38, U=42,
VS
13 =0.009 =0.330 p=0.002 p<0.001 =0.020 =0.036
14 SC560+NaCl P P P P
15
16 CNT+LPS
17 U=0, U=29, U=28, U=36, U=37, U=24,
18 VS
<0.001 =0.211 =0.261 =0.650 =0.536 =0.142
19 CEL+LPS == P P P P P
20
21 CNT+LPS
33 u=0, U=38, u=7, U=0, U=16, U=36,
VS
24 p<0.001 p=0.332 p<0.001 p<0.001 p=0.009 p=0.267
o5 SC560+LPS
26
27 CEL+NaCl
o8 U=4, U=10, U=57, U=48, U=10, U=45,
VS
29 p<0.001 p<0.001 p=0.338 p=0.115 p<0.001 p=0.103
30 SC560+NacCl
31
32 CEL+LPS
33 U=86, U=62, U=61, U=71, U=27, U=60,
34 VS
=0.618 =0.108 =0.167 =0.373 p<0.001 =0.152
> SC560+LPS P P P P P
37 CEL+NaCl
38 U=57, U=33, U=56, U=58, u=3s, U=58,
39 VS
40 =0.648 =0.049 =0.821 =0.923 =0.101 =0.923
a1 CEL+LPS P P P P P P
42
43 SC560+NacCl
44 Vs U=10, U=109, U=103, U=67, U=90, U=64,
45 <0.001 =0.902 =0.713 =0.613 =0.367 =0.453
46 SC560+LPS pats p=v- p= p= p= p=
47
481190 Table 2. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for the
491191 concentration of selected amino acid neurotransmitters [ng/q] in the amygdala. ASP — aspartate, GLU — glutamate, GLY —
501192 glycine, TYR — tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group of animals receiving long-term
511193 subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS — single
521194 intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 —
531195 group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.
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Comparisons between
ASP GLU GLY TYR GABA TRP
groups
CNT+NacCl
U=11, U=22, U=33, U=21, U=22, U=24,
VS
=0.310 =0.200 =0.815 =0.279 =0.200 =0.277
CNT+LPS P P P P P P
CNT+NacCl
U=13, U=14, u=0, U=35, U=6, U=§,
VS
=0.295 =0.121 p<0.001 =0.963 =0.005 =0.010
CEL+NaCl P P P P P
CNT+NaCl
U=30, U=35, U=16, U=38, U=8, U=21,
VS
=0.267 =0.115 p=0.003 =0.169 p<0.001 =0.011
SC560+NaCl P P P P
CNT+LPS
U=18, U=50, U=1, U=44, U=17, U=46,
VS
=0.072 =0.601 <0.001 =0.325 =0.004 =0.305
CEL+LPS P P R P == P
CNT+LPS
U=19, U=45, U=8, U=60, U=25, U=44,
VS
=0.033 =0.393 p<0.001 =0.834 =0.007 =0.121
SC560+LPS P P P P P
CEL+NaCl
U=52, U=37, U=53, U=31, U=36, U=58,
VS
=1 =0.298 =0.681 =0.030 =0.132 =0.925
SC560+NaCl P P P P P P
CEL+LPS
U=90, U=67, U=59, U=58, U=89, U=91,
VS
=0.556 =0.390 =0.204 =0.014 =0.531 =0.400
SC560+LPS P P P P P P
CEL+NacCl
U=41, U=41, U=42, U=56, U=35, U=50,
VS
=0.757 =0.757 =0.500 =0.520 =0.238 =0.714
CEL+LPS P P P P P P
SC560+NaCl
U=115, U=58, U=57, U=118§, U=106, U=107,
VS
=0.861 =0.072 =0.065 =0.953 =0.599 =0.626
SC560+LPS P P P P P P
1198 Table 3. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for the
1199 concentration of selected amino acid neurotransmitters [ng/g] in the brainstem. ASP — aspartate, GLU — glutamate, GLY —
1200 glycine, TYR — tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group of animals receiving long-term
1201 subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS — single
1202 intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 —
1203 group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.
1204
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1207

Comparisons between
ASP GLU GLY TYR GABA TRP
groups
CNT+NaCl
U=35, U=26, U=31, U=34, U=26, U=20,
VS
=0.963 =0.370 =0.673 =0.888 =0.370 =0.139
CNT+LPS P P P P P P
CNT+NaCl
U=0, U=38, U=30, U=45, U=27, U=36,
VS
p<0.001 =0.084 =0.025 =0.194 =0.015 =0.096
CEL+NaCl P P P P P
CNT+NacCl
U=53, U=51, U=8, U=49, U=0, U=62,
VS
=0.557 =0.347 p<0.001 =0.290 p<0.001 =0.770
SC560+NaCl P P P P
CNT+LPS
U=0, U=3, U=26, u=27, u=1, U=26,
VS
p<0.001 p<0.001 p=0.042 p=0.501 p<0.001 p=0.042
CEL+LPS
CNT+LPS
U=10, u=14, U=39, u=17, U=58, U=16,
VS
p<0.001 p=0.002 =0.190 p=0.004 =0.925 p=0.003
SC560+LPS P P
CEL+NaCl
U=38, U=103, U=45, U=79, U=0, U=61,
VS
p=0.003 =0.713 p=0.003 =0.174 =0 =0.568
SC560+NaCl P P = P
CEL+LPS
U=0, U=37, U=83, U=30, U=18, U=31,
VS
p=0 p=0.001 p=0.354 p<0.001 p<0.001 p<0.001
SC560+LPS
CEL+NacCl
U=61, U=23, U=73, U=66, U=29, U=61,
VS
=0.033 <0.001 =0.172 =0.093 <0.001 =0.094
CEL+LPS P === P P === P
SC560+NaCl
U=70, U=102, U=48, U=48, uU=47, uU=70,
VS
=0.134 =0.683 p=0.007 p=0.007 =0.011 =0.081
SC560+LPS P P P P
1208 Table 4. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for the
1209 concentration of selected amino acid neurotransmitters [ng/g] in the hippocampus. ASP — aspartate, GLU — glutamate, GLY
1210 —glycine, TYR — tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group of animals receiving long-term
1211 subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS — single
1212 intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 —
1213 group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.
1214
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Comparisons between
1 ASP GLU GLY TYR GABA TRP
2 groups
3 CNT+NaCl
4 U=31, U=4, U=20, U=40, U=31, U=25,
5 VS
6 CNTALPS p=0.460 p<0.001 p=0.083 p=1 p=0.460 p=0.203
7
8 CNT+NaCl
18 U=63, U=2, U=50, U=48, U=16, U=12,
VS
11 p=0.531 p<0.001 p=0.177 p=0.144 p<0.001 p<0.001
12 CEL+NaCl
13 CNT+NaCl
1;1 U=62, U=0, U=0, U=6, U=0, U=0,
VS
16 p=0.495 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
17 SC560+NacCl
18 CNT+LPS
;g U=55, u=41, u=52, U=44, U=50, U=58,
VS
21 =0.776 =0.238 =0.815 =0.441 =0.548 =0.925
22 CEL+LPS P P P P P P
23
Y CNT+LPS : a
U=60, U=0, U=0, U=19, U=1, U=0,
25 VS
26 p=1 p<0.001 p<0.001 p=0.007 p<0.001 p<0.001
27 SC560+LPS
o CEL+NaCl
30 U=78, U=29, U=62, U=42, U=54, U=101,
VS
31 =0.161 p<0.001 =0.037 p=0.003 =0.015 =0.653
32 SC560+NaCl P P P P
33
34 CEL+LPS
35 U=99, U=0, U=0, U=27, U=14, U=0,
VS
36 =0.595 =0 =0 p<0.001 p<0.001 =0
37 SC560+LPS P = = =
38
39 CEL+NaCl
40 U=71, U=50, U=71, U=97, U=58§, U=39,
VS
41 =0.089 =0.009 =0.146 =0.747 =0.024 p=0.002
42 CEL+LPS P P P P P
43
44 SC560+NaCl
45 U=95, U=67, U=111, U=99, U=93, U=112,
VS
46 =0.486 =0.061 =0.967 =0.595 =0.436 =1
47 SC560+LPS P P P P P P
48
49 1216 Table 5. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for the
012 17 concentration of selected amino acid neurotransmitters [ng/g] in the hypothalamus. ASP — aspartate, GLU — glutamate, GLY
51 1218 —glycine, TYR —tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group of animals receiving long-term
52 1219 subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS — single
53 1220 intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib, SC560 —
541221 group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.
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Comparisons between
ASP GLU GLY TYR GABA TRP
groups
CNT+NacCl
U=31, U=25, U=26, U=16, U=30, U=25,
VS
=1 =0.779 =0.606 =0.070 =0.918 =0.536
CNT+LPS P P P P P P
CNT+NacCl
U=32, U=25, U=30, U=34, U=16, U=51,
VS
=0.035 =0.024 =0.025 =0.023 p=0.001 =0.109
CEL+NaCl P P P P P
CNT+NaCl
U=61, U=7, U=>54, U=58, U=55, U=40,
VS
=0.726 p<0.001 =0.446 =0.367 =0.482 =0.027
SC560+NaCl P P P P P
CNT+LPS
U=17, U=52, U=43, U=20, U=48, U=14,
VS
=0.011 =1 =0.877 =0.021 =0.783 =0.0051!
CEL+LPS P P P P P P
CNT+LPS
U=6, U=38, U=35, U=4, U=47, U=50,
VS
p<0.001 =0.332 =0.322 p<0.001 =0.913 =0.891
SC560+LPS P P P P
CEL+NaCl
U=51, U=6, U=53, U=77, U=38, U=72,
VS
=0.010 =0 =0.013 =0.149 p=0.001 =0.100
SC560+NaCl P = P P P
CEL+LPS
U=59, U=92, U=68, U=39, U=95, U=31,
VS
=0.046 =0.412 =0.280 p=0.003 =0.683 p<0.001
SC560+LPS P P P P
CEL+NacCl
U=104, U=51, U=42, U=34, U=49, U=12,
VS
=0.744 =0.010 =0.010 <0.001 =0.008 <0.001
CEL+LPS P P P P P b=
SC560+NaCl
U=23, U=41, U=75, U=102, U=69, U=85,
VS
p<0.001 p=0.002 =0.201 =0.915 =0.123 =0.267
SC560+LPS P P P P
1224 Table 6. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for the
1225 concentration of selected amino acid neurotransmitters [ng/g] in the periaqueductal gray matter. ASP — aspartate, GLU —
1226 glutamate, GLY — glycine, TYR — tyrosine, GABA — gamma-aminobutyric acid, TRP — tryptophane, CNT — group of animals
1227 receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9% saline solution, LPS —
1228 single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term subcutaneously celecoxib,
1229 SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.
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Comparisons between groups -1 TNF-a
u=3, uU=0,
CNT+NaCl vs CNT+LPS p=0.400 p<0.005
U=6, U=35,
CNT+NaCl vs CEL+NaCl p=1 p=0.322
U=10, U=0,
CNT+NaCl vs SC560+NaCl p=0.469 p<0.001
U=S8, uU=39,
CNT+LPS vs CEL+LPS p=0.058 p=0.841
u=7, u=9,
CNT+LPS vs SC560+LPS p=0.025 p=0.007
u=19, U=0,
CEL+NaCl vs SC560+NacCl p=0.945 p=0
u=81, U=18,
CEL+LPS vs SC560+LPS p=0.900 p<0.001
CEL+NaCl vs CEL+LPS u=4, u=0,
p=0.013 p=0
SC560+NaCl vs SC560+LPS U=5, u=1,
p<0.001 p=0

Table 7. The results of intragroup comparisons using the Mann-Whitney U test (with Bonferroni correction) for the
concentration of plasma compounds [pg/ml] in animal plasma. II-18 — interleukin 16, TNF-a — tumor necrosis factor a, CNT —

group of animals receiving long-term subcutaneously 0.9% saline solution, NaCl — single intraperitoneal injection of 0.9%

saline solution, LPS — single intraperitoneal lipopolysaccharide injection, CEL — group of animals receiving long-term

subcutaneously celecoxib, SC560 — group of animals receiving long-term subcutaneously SC560.
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