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CaMKII (ang. Ca’*'Calmodulin-Dependent Protein Kinase II) — kinaza zalezna od wapnia i
kalmoduliny
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korepresor transkrypcji

CTCF (ang. CCCTC-Binding Factor) — czynnik wigzacy motyw CCCTC w sekwecji DNA

DIV (ang. Days In Vitro) — dzien hodowli in vitro
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GFP (ang. Green Fluorescence Protein) — bialko zielonej fluorescencji

HDAC (ang. Histone Deacetylase) — deacetylaza histonowa

IEGs (ang. Immediate Early Genes) — geny odpowiedzi wczesnej
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MAPKSs (ang. Mitogen-Activated Protein Kinases) — kinazy biatkowe MAP
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scr RNA (ang. Scrambled RNA) — wariant kontrolny interferujacego RNA zawierajacy proporcje
nukleotydow identyczne z sekwencjg RNA wyciszajgcego, ale utozone w przypadkowej kolejnosci.
shHDACT1 (ang. Short Hairspin RNA HDAC1) — wariant infererujagcego RNA o sekwecji
komplementarnej do RNA biatka HDAC1

shRNA (ang. Short Hairspin RNA) — spinka RNA specyficzna dla wybranego biatka

SEM (ang. Mean Standard Error) —blad standardowy $rednie;j

SIN3A (ang. SIN3 Transcription Regulator Family Member A) — bialko nalezace do rodziny Sin3,
regulator transkrypcji

TAD (ang. Topologically Associating Domains) — funkcjonalnie i strukturalnie spojna domena
chromatyny o zwigkszonej liczbie interakcji mi¢dzychromatynowych (odpowiada domenom CCD)
TEM (ang. Transmission Electron Microscopy) — transmisyjna mikroskopia elektronowa

TSA (ang. Trichostatin A) — trichostatyna A, inhibitor deacetylaz histonowych



Streszczenie

Funkcjonowanie organizméw zywych w nieustannie zmieniajacym si¢ srodowisku wymaga od
nich zdolno$ci zaréwno do szybkiej reakcji, jak i cigglego uczenia si¢ i formowania pamigci.
Predyspozycja do adaptacji u zwierzat wigze si¢ z zachodzeniem dlugotrwatych modyfikacji
funkcjonalnych w ich komorkach i tkankach. Wspotczesnie nie ma watpliwosci, ze dlugotrwate
zmiany obserwowane na poziomie komodrki wymagaja zmian w ekspresji gendw, co wplywa na

morfologi¢ 1 funkcjonowanie komoérek, w tym neuronow, i w koncowym efekcie na zachowanie.

Wezesniej uzyskane wyniki w Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej wykazaty,
ze indukcja dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego w szczurzych neuronach hipokampalnych
hodowanych in vitro skutkuje globalng kondensacjg chromatyny. Wspomnianej rearanzacji
towarzyszyl wzrost poziomu biatka c-FOS, kodowanego przez gen odpowiedzi wczesnej c-Fos.

Zmiany te byly odwracalne i nie byly zwigzane z programowang $miercig komorki.

W zwigzku z powyzszym, celem niniejszej rozprawy bylo wyjasnienie molekularnego
mechanizmu wywolujacego zmiany w przestrzennej organizacji chromatyny, zachodzace wskutek

pobudzenia komoérki nerwowe;.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze tempo i nasilenie zmian w organizacji chromatyny roznia si¢
w zaleznosci od typu badanych neurondéw. Kondensacji chromatyny towarzyszyly zmiany
w transkrypcji 931 genow, zmiany w lokalizacji potranslacyjnie modyfikowanych histonéw
i reorganizacja terytorium chromosomu 1. Co ciekawe, zmiany w organizacji chromatyny byty
niezalezne od zachodzacej na skutek pobudzenia transkrypcji gendéw, bo pomimo specyficznego
zahamowania aktywnosci polimerazy RNA II, chromatyna nadal ulegata kondesacji. Ponadto, wyniki
pokazaly, ze kondensacja chromatyny jest zalezna od naptywu jonow wapnia do wnetrza komorki.
Uzycie inhibitoréw deacetylaz histonowych o roznej specyficznosci pozwolito zidentyfikowac
deacetylazg HDACI1 jako bezposrednio zaangazowang w zmiany przestrzennej organizacji
chromatyny po pobudzeniu neurondéw. Wyciszenie ekspresji genu Hdacl za pomoca specyficznej
spinki RNA, spowodowato widoczne zahamowanie kondensacji chromatyny, ktora udato sie¢
przywroci¢  poprzez podanie ludzkiej wersji biatka HDACI, niewrazliwej na dziatanie

interferencyjnego RNA.

Podsumowujac, z uzyskanych wynikow i danych literaturowych wytania si¢ obraz podwdjnej
roli biatka HDACI. Z jednej strony jego oddysocjowanie od DNA konieczne jest do aktywacji
transkrypcji np. niektorych genéw odpowiedzi wczesnej. Z drugiej — jego obecno$é na chromatynie
jest kluczowa dla kondensacji chromatyny w celu wyciszenia transkrypcji genow, ktore w danej chwili
nie powinny ulega¢ ekspres;ji.

Kondensacja chromatyny powodowana pobudzeniem moze mieé¢ dhugotrwaly wplyw na
funkcje neurondéw, a tym samym odgrywaé znaczaca role w plastycznosci synaptycznej, obejmujac

procesy takie jak uczenie si¢ i formowanie pamigci.



Abstract

The functioning of living organisms in a constantly changing environment requires them
to possess the ability to react quickly and continuously adapt through learning and memory
formation. The predisposition for adaptation in animals is associated with long-term functional
modifications occurring in their cells and tissues. It is now widely accepted that long-term
changes observed at the cellular level require changes in gene expression, which affect the
morphology and functioning of cells, including neurons, ultimately resulting in behavioral
changes.

Previously obtained results in the Laboratory of Molecular and Systemic
Neuromorphology have shown that the induction of long-term potentiation in in vitro cultured rat
hippocampal neurons leads to a global condensation of the chromatin. This reorganisation of
chromatin is accompanied by an elevation in the level of c-FOS, an immediate-early gene.
Importantly, these changes are reversible and do not coincide with programmed cell death.

In light of these findings, the objective of this dissertation was to to explain the molecular
mechanism underlying the changes in the spatial organization of chromatin induced by neuronal
stimulation.

The experiments outlined in this study demonstrate that the intensity of changes in
chromatin organization varies depending on the neuron type. Chromatin condensation is
accompanied by alterations in the transcription of 931 genes, changes in the localization of
posttranslationally modified histones and reorganization of the chromosome 1 territory.
Interestingly, despite specific inhibition of RNA polymerase II activity, chromatin continues to
undergo rearrangement. Moreover, it has been demonstrated that chromatin condensation relies on
the influx of calcium ions into the cell. By employing histone deacetylase inhibitors with different
specificities, HDAC1 has been identified as a key player directly involved in the changes in
spatial organization of chromatin after neuronal stimulation.. Silencing HDACI1 using specific
RNA interference reveals visible disruptions in chromatin condensation and its reorganization
upon stimulation, which can be reversed by addback of the human HDACI1 protein, which was
not sensitive to RNAI.

In summary, based on the obtained results and existing literature, a dual role of the
HDACI1 protein emerges. On one hand, its dissociation from DNA enables transcriptional
activation, while on the other hand, it plays a crucial role in chromatin condensation following
cell activation to silence genes that are not currently being expressed.

The activity-driven condensation of chromatin can have a long-lasting impact on neuronal
function, thereby playing a significant role in synaptic plasticity, including processes such as

learning and memory formation.



1. Wstep

Zdolnos¢ organizméw zywych do funkcjonowania w zmieniajagcym si¢ dynamicznie
srodowisku wymaga zarowno mozliwosci szybkiej reakcji na bodzce, jak 1 umiejetnosci
adaptacyjnych opartych na uczeniu si¢ i1 formowaniu pamigci. Predyspozycja do
zapamietywania faktéw oraz minionych wydarzen wigze si¢ z zachodzeniem w organizmach
dhugotrwatych modyfikacji funkcjonalnych. U zwierzat, za przystosowanie si¢ do zmian
zachodzacych w otoczeniu, odpowiedzialny jest uktad nerwowy, zbudowany z neuronéw oraz
komoérek glejowych. Dynamiczny i1 zroéznicowany proces odpowiedzi poszczegdlnych
neurondéw na bodzce zewnetrzne nazwano pobudliwo$cig, natomiast utrzymujgce si¢

w konsekwencji zmiany — neuroplastyczno$cig (Konorski 1948, Kania i wsp. 2017).

1.1. Neuroplastyczno$¢ — podstawowy mechanizm lezacy u podstaw

funkcji poznawczych

Pierwsze wzmianki na temat plastycznosci, czyli procesu dlugotrwale modyfikujacego
komorki nerwowe w reakcji na czynniki §rodowiskowe, pojawily si¢ w pracy prof. Jerzego
Konorskiego (Konorski 1948), wybitnego polskiego neurofizjologa. Wczesniej uktad
nerwowy byt postrzegany jako niezmienny i niewykazujacy zdolno$ci regeneracji, stad nowe
doniesienie nie zostatlo z poczatku przyjete przychylnie przez srodowisko naukowe. Rok
pozniej udowodniono jednak, ze nabywanie nowych informacji wigze si¢ ze zmianami w sile
oraz liczbie potaczen migdzy neuronami, ktore sa rownoczes$nie i powtarzalnie pobudzane
(Hebb 1949). Obydwa odkrycia zainicjowaly szereg innych eksperymentow prowadzacych do
zglebiania zjawiska neuroplastycznosci. Wspodtczesna jej definicja obejmuje szeroki zakres
dlugotrwatych zmian w uktadzie nerwowym, zwigzanych z jego rozwojem, naprawg czy
stanem patologicznym, a takze uczeniem si¢ i pamiecig. Wszystkie wymienione procesy maja
jednak podstawowa cech¢ wspdlng — zmiany w sile polaczen miedzy neuronami (Kossut

2019).

Komoérki nerwowe tworzg sieé, lecz nie stykaja si¢ ze sobg bezposrednio. Pomiedzy nimi
wystepuje mata przerwa — synapsa, przez ktorag komoérki sig¢ komunikuja. Komunikacja ta
moze przybiera¢ forme¢ chemiczng, kiedy do szczeliny synaptycznej uwalniany jest
neuroprzekaznik lub fizyczna, polegajaca na przeniesieniu impulsu elektrycznego,
bezposrednio depolaryzujacego btong komorkowa. U ssakéw zdecydowana wigkszos¢ synaps

pobudzajacych jest chemiczna i zlokalizowana na wyspecjalizowanych wypustkach btony
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komorkowej, nazywanych kolcami dendrytycznymi (Harris 1 Kater 1994, Nimchinsky 1 wsp.
2002). Synapsy moga by¢ modyfikowane na rézne sposoby (opisane ponizej), co zmienia
wydajnos¢ przekazywania sygnatow. Kolejne badania dotyczace plastyczno$ci przyczynity
si¢ do poznania zjawiska dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP, ang. Long Term
Potentiation), czyli modyfikacji, w wyniku ktorej wzrasta efektywnos¢ przekazywania
sygnalu z jednej komorki do kolejnej, a reakcja w komorce postsynaptycznej staje si¢
silniejsza (Bliss i Lomo 1973). Im cze¢$ciej pobudzane sg dane komoérki, tym mocniejsze jest
potaczenie migdzy nimi. Istnieje rowniez zjawisko odwrotne, czyli dlugotrwale ostabienie
synaptyczne (LTD, ang. Long Term Depression), ktére prowadzi do wygaszania rzadziej
uzywanych pofaczen (Ito 2001). Obydwa procesy zmieniaja budoweg synaps zaréwno po
stronie postsynaptycznej, jak i presynaptycznej oraz leza u podstaw neuroplastycznosci,
a w konsekwencji rowniez uczenia si¢ 1 zapamigtywania (Morris 1 wsp. 1990, Nabavi 1 wsp.

2014).

1.1.1. Podstawy molekularne dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego

Proces tworzenia dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego opiera si¢ na wspolpracy
receptorow kwasow a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (AMPA) 1 N-
metylo-D-asparaginowego (NMDA), ktore sa zaangazowane w przewodzenie sygnaldéw
nerwowych miedzy neuronami (Nicoll i Malenka 1995, Baltaci i wsp. 2019). W stanie
spoczynku btona komérkowa neuronow charakteryzuje si¢ potencjatem ujemnym, co oznacza,
ze wnetrze komorki jest natadowane negatywnie w porownaniu do zewnetrznego srodowiska.
W wyniku dziatania bodzca, do szczeliny presynaptycznej moze naptynaé neurotransmiter
pobudzajacy (np. glutaminian), a nastgpnie zwigza¢ si¢ z receptorami AMPA na btlonie
postsynaptycznej (ryc. 1). Uzyskana w ten sposob aktywacja receptorow AMPA powoduje
naplyw jonow sodu do wnetrza komoérki, co powoduje depolaryzacje btony komorkowe;.
Pojedynczy receptor AMPA wptywa na depolaryzacje btony komorkowej w niewielkim
stopniu, dlatego do osiggnig¢cia odpowiedniego putapu i wzbudzenia impulsu niezbedna jest
wspotpraca kilku receptoréw naraz lub wielokrotnie powtarzany sygnal. Depolaryzacja btony
spowodowana naptywem kationow do wnetrza komorki powoduje elektrostatyczne
wypchnigcie jonu magnezu z receptora NMDA 1 przy obecno$ci glutaminianu, kanaty jonowe
otwieraja si¢, umozliwiajac naptyw jonow wapnia (Bliss i Collingridge 1993, Baltaci i wsp.
2019). Wzrost stezenia jondw wapnia w cytoplazmie komorki jest kluczowym wydarzeniem,

ktore inicjuje kaskade procesow molekularnych prowadzacych do wzmocnienia

11



synaptycznego. Najsilniejszej aktywacji ulega kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny
(CaMKII, ang. Ca’"’Calmodulin-Dependent Protein Kinase II), ktora z kolei pobudza cyklaze
adenylowa, co prowadzi do wzrostu cyklicznego AMP (ang. Cyclic Adenosine
Monophosphate, cAMP) w komorce. Czasteczki cAMP aktywujg kinaz¢ biatkowg A (PKA,
ang. Protein Kinase A) oraz kinazy MAP (ang. Mitogen-Activated Protein Kinases) (Bliss i
Collingridge 1993, Baltaci i wsp. 2019). Dzialanie kinaz ma wptyw na wzrost przewodnictwa
receptorow AMPA i wstawianie kolejnych receptorow do blony komorkowej, co prowadzi do
wzmocnienia sygnalu. Wstawianie nowych receptorow AMPA obejmuje réwniez tzw.
»ciche” synapsy (Isaac 1 wsp. 1995, Herring 1 Nicoll 2016), ktore nie wykazujg aktywnosci
elektrycznej w warunkach spoczynku, ale sa zdolne do przewodzenia sygnatow po
odpowiednim bodzcu i dodatkowo zwigkszaja efektywno$¢ przewodzenia sygnatow w sieci
neuronalnej. Kinaza PKA fosforyluje takze czynnik CREB, umozliwiajac ekspresje genow
odpowiedzi wczesnej (IEGs, ang. Immediate Early Genes, Dragunow 1996, Cohen

1 Greenberg 2008).
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Rycina 1. Uproszczony schemat przebiegu dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego. Depolaryzacja btony
komorkowej, wskutek napltywu jondéw sodowych przez receptory AMPA oraz pojawienie si¢ glutaminianu
w szczelinie synaptycznej prowadza do aktywacji receptorow NMDA i powoduja naptyw jonéw wapnia
do komorki. W neuronach wapn tworzy kompleks z kalmoduling, ktory aktywuje kinazy. Pobudzona przez
kinaz¢ zalezng od wapnia i kalmoduliny cyklaza adenylowa powoduje przeksztalcenie ATP w cAMP. Z kolei
cAMP prowadzi do aktywacji kinazy biatkowej A, ktora fosforyluje biatko CREB i prowadzi do aktywacji
transkrypcji. Powstajace w konsekwencji biatka powoduja dtugotrwate zmiany w sile przekazywania sygnatow.
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1.1.2. Geny odpowiedzi wczesnej w dlugotrwalym wzmocnieniu synaptycznym

Jak wspomniano na poczatku, komoérki nerwowe maja za zadanie szybko reagowac¢ na
zmiany w $rodowisku, ale jednoczesnie dtugo przechowywaé istotne informacje. Indukcja
genow odpowiedzi wczesne] jest wlasnie najszybsza reakcja prowadzaca do dtugotrwatych
zmian w odpowiedzi na bodzce (Kaczmarek 2018, Yap i Greenberg 2018). Charakteryzuje je
szybka 1 przejSciowa stymulacja, bez koniecznosci syntezy nowych czynnikéw
transkrypcyjnych. Cho¢ niektore geny odpowiedzi pdznej réwniez nie wymagaja syntezy
biatek de novo (Tullai 1 wsp. 2007), w mojej pracy zastosuj¢ uproszczenie, wykorzystujac
powyzsza ceche jako charakterystyczng jedynie dla gendw odpowiedzi wczesnej. Czynniki
transkrypcyjne aktywujace geny odpowiedzi wczesnej ulegajg przewaznie ciaglej ekspresji,
a po pobudzeniu zostaja aktywowane (Yap i Greenberg 2018). Geny odpowiedzi wczesnej
mozemy ponadto podzieli¢ na geny o natychmiastowej i opdznionej reakcji, zaleznie od
szybkosci ich ekspresji w odpowiedzi na bodzce. Szybka transkrypcja gendéw
natychmiastowej odpowiedzi wczesnej jest mozliwa dzigki aktywacji polimerazy RNA II,
ktora w stanie fosforylacji jest zwigzana w proksymalnych regionach promotoréw (Saha i wsp.
2011). W przypadku genow opdznionej odpowiedzi wczesnej takie zjawisko nie wystepuje
(Saha i wsp. 2011). Dotychczas poznano ponad 100 genéw odpowiedzi wczesnej, ale niewiele
z nich zidentyfikowano w neuronach (Gallo i wsp. 2018). Koduja one bardzo heterogenng
funkcjonalnie grupe biatek, w tym czynnikdéw transkrypcyjnych, bialek sygnatowych lub
strukturalnych. W wyniku aktywacji po pobudzeniu wiele z nich moze indukowa¢ drugg fale
transkrypcji genow (Benito 1 Barco 2014), kodujacych z kolei biatka dziatajace i lokalizujace
si¢ w synapsach (Okuno 2011, Yap i Greenberg 2018). Obecno$¢ produktéw genow
odpowiedzi wczesnej jest czgsto stosowana jako marker pobudzenia dla populacji neuronow,
ktore przechodza zmiany zwigzane z LTP, w tym uczeniem si¢ 1 zapamig¢tywaniem
(Minatohara 1 wsp. 2016, Gallo 1 wsp. 2018). Udowodniono, ze ekspresja gendw w
dhugotrwatym wzmocnieniu synaptycznym jest niezb¢dna do modyfikacji struktury synaps 1
utrzymania tych zmian (Bliss 1 Collingridge 1993, Kandel 2001).

Jednym z najlepiej poznanych genéw odpowiedzi wczesnej jest gen c-Fos, kodujacy
czynnik transkrypcyjny c-FOS, wchodzacy w sktad kompleksu AP-1 (ang. Activator Protein
1, Sheng 1 Greenberg 1990, Gallo 1 wsp. 2018). Kompleks ten bierze udzial w aktywacji
transkrypcji, lezacej m.in. u podstaw uczenia si¢ i pamigci (Barry 1 wsp. 2016). Ekspresja
genu c-Fos jest dynamicznie regulowana w odpowiedzi na réznorodne bodzce, takie jak

pobudzenie neuronalne, stres czy procesy zapalne. Dhugotrwale pobudzane LTP, jak np.
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trenowanie pamigci, prowadzi do szybkiej 1 trwatej akumulacji mRNA genu c-Fos w mdzgu
(Kaczmarek 1992). Z drugiej strony, zablokowanie jego ekspresji prowadzi do spadku
zdolno$ci uczenia si¢ 1 ostabienia pamieci zaleznej od hipokampu, cho¢ wyniki innych testow
behawioralnych pozostajg bez zmian w stosunku do grupy kontrolnej (Fleischmann i wsp.
2003). Ekspresja genu c-Fos moze by¢ takze wywotana poprzez pobudzanie receptorow

glutaminergicznych zardwno in vitro, jak i in vivo (Kaczmarek 1993).

1.2. Organizacja chromatyny w jadrze komorkowym

Z powyzszego rozdzialu wynika, Zze wzbudzanie dlugotrwatego wzmocnienia
synaptycznego zwiazane jest z ekspresja genoéw, ktorych produkty biatkowe wplywaja na
morfologi¢ 1 funkcjonowanie komodrek, a w koncu powodujg rowniez zmiany behawioralne.
Mimo tak istotnej funkcji transkryptomu w neuronach niewiele wiadomo o jego podstawach

epigenetycznych.

Konkretna definicja pojecia epigenetyki jest do dzi§ kontrowersyjna i niejasna (Dean
1 Maggert 2015). Termin ten zostat wprowadzony w potowie XX wieku przez Conrada Hala
Waddingtona, brytyjskiego genetyka i embriologa, i poczatkowo skupiat si¢ na relacjach
miedzy genotypem a fenotypem oraz mechanizmach, ktére je lacza (Waddington 1942a).
Jednakze, sposob wyjasniania tego zjawiska ewoluowal w miar¢ zdobywania nowych
informacji. Pozniejsze badania umozliwity rozumienie epigenetyki w konteks$cie badan
mechanizmoéw dziedziczenia pozagenowego (Holliday 1994). Obecnie pojgcie epigenetyki
mozna analizowa¢ na dwa sposoby. Z jednej strony, istnieje cigglo$¢ w tlumaczeniu tego
terminu, jako dziedzicznych zmian w ekspresji genow, ktore nie sg zwigzane z modyfikacjami
w samej sekwencji nukleotydow (Ktosin 1 wsp. 2017, Boskovi¢ i Rando 2018). Z drugie;j
strony, istnieje tendencja do stosowania innych okreslen dla dziedziczenia epigenetycznego,
oddzielajac slowo "epigenetyka" od warunku dziedziczenia i interpretujac je w bardziej
dostowny sposdb, jako szeroko pojete zmiany dotyczace organizacji genomu. Czynniki
srodowiskowe moga wplywac na sposob wykorzystania informacji zawartej w DNA na r6zne
sposoby. Ekspresja odpowiednich genow w danym momencie zalezy od organizacji DNA
w przestrzeni trojwymiarowej, w tym od jego dostgpnosci dla biatek regulatorowych

1 czynnikow transkrypcyjnych (Dean i Maggert 2015).
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1.2.1. Stopnie upakowania chromatyny w jadrze komorkowym

Podwojna helisa kwasu deoksyrybonukleinowego jest upakowana w ograniczonej
przestrzeni jadra komoérkowego w sposob nieprzypadkowy i1 umozliwiajacy poprawng
ekspresj¢ informacji zawartej w sekwencji nukleotydowej w odpowiedniej komorce
1 w odpowiednim czasie (Pombo i Dillon 2015, Misteli 2020). Ni¢ DNA o grubosci ok. 2 nm
jest nawini¢ta na oktamery utworzone z dwodch kopii czterech histonowych biatek
rdzeniowych (H2A, H2B, H3 i H4), tworzac nukleosomy, pomig¢dzy ktdorymi wystgpuje
facznikowe DNA (Felsenfeld i Groundine 2003). Wspdlnie tworza wtokno nukleosomowe
o grubosci 10-11 nm, czyli podstawowa jednostke upakowania chromatyny w jadrze.
Dotychczas jako kolejng forme¢ kompresji genomu wskazywano widkno solenoidowe,
powstajace poprzez przylaczenie histonu H1 do tacznikowego DNA i ustabilizowaniu
skreconego widkna 30 nm, obecnie jednak brakuje wskazan, ze taka struktura wystepuje in
vivo (Maeshima 1 wsp. 2014). Ostatnie badania, w oparciu o tomografi¢ mikroskopowo-
elektronowa nienaruszonych komorek sugeruja, ze chromatyna standardowo przyjmuje forme¢
wtokien o $rednicy 5 do 24 nm, zardéwno w chromosomach mitotycznych, jak rowniez
chromatynie interfazowej (Ou i wsp. 2017). Widkna chromatynowe moge fatdowac sig
W sposob nieregularny i tworzy¢ bardziej kompleksowe struktury nazywane petlami lub
domenami. Stopien upakowania chromatyny jest niezwykle dynamiczny i moze zmieniac si¢
w zaleznosci od potrzeb. Najbardziej upakowang forma chromatyny jest chromosom

metafazowy, przyjmujacy grubos¢ okoto 1400 nm (Ou 1 wsp. 2017).

1.2.2. Wplyw czynnikow epigenetycznych na organizacj¢ chromatyny

Jak wspomniano powyzej, gotowos¢ transkrypcyjna chromatyny zalezy od stopnia jej
upakowania 1 dostgpnosci dla czynnikow transkrypcyjnych. Najwazniejsze typy zmian
epigenetycznych to metylacja DNA (czyli dodawanie grup metylowych do nukleotydow
w DNA), wymiana wariantow histonéw rdzeniowych (m.in. H3.3, H2A.W, H2A.X, H2A.Z,
CENP-A), potranslacyjne modyfikacje histonow (takie jak acetylacja, metylacja, fosforylacja),
czy dziatanie czasteczek RNA, jak dlugie niekodujgce RNA (ang. Long Non-Coding RNA,
IncRNA) lub interferencja RNA (ang. RNA Interference, RNAi, Gallegos 1 wsp. 2018,
Yamazaki i wsp. 2019), ktore mogg regulowac ekspresje genow na poziomie transkrypcji czy
translacji. W biezacym rozdziale skupiono si¢ na niektérych z tych mechanizmow, ze

szczegblnym uwzglednieniem roli histondw.
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1.2.2.1. Metylacja DNA

Podstawowym mechanizmem odwracalnego wyciszania gendéw u eukariontow jest
metylacja wysp CpG, czyli regiondw o podwyzszonej frekwencji dinukleotydow cytozyny
1 guaniny potaczonych wigzaniem fosfodiestrowym (Bestor i wsp. 2015). Metylacja
przeprowadzana jest przez enzymy z rodziny metylotransferaz i prowadzi do dodania grupy
metylowej do cytozyny, co w konsekwencji uniemozliwia przylaczanie si¢ do DNA
czynnikom transkrypcyjnym i skutkuje wyciszeniem ekspresji genow. Metylacja wysp CpG
moze by¢ dziedziczona, co pozwala na odtworzenie jej wzoru w komoérkach potomnych.
U ssakow zdecydowana wigkszo$¢ dinukleotydow CpG jest zmetylowanych, co jest
charakterystyczne dla nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny, nazywanej heterochromatynag
(Law 1 Jacobsen 2010). Cho¢ wczes$niej metylacje wigzano przewaznie ze zmianami
dlugotrwatymi, to moze by¢ ona dynamicznie modyfikowana w wyniku czynnikéw
srodowiskowych, takich jak stres, ekspozycja na substancje chemiczne, czy depolaryzacja

btony komorkowej (Hshieh 1 Gage 2005, Gallegos 1 wsp. 2018).

1.2.2.2. Wymiana wariantow histonow

Wymiana histonéw rdzeniowych na inne warianty, rdznigce si¢ sekwencja
aminokwasow, moze zachodzi¢ w odpowiedzi na warunki srodowiskowe lub by¢ powigzana
z faza cyklu komodrkowego, a takze konkretnym etapem rozwoju organizmu (Herre i Korb
2019). Jest dynamicznym procesem przeprowadzanym przez wyspecjalizowane kompleksy
enzymatyczne 1 wplywa na struktur¢ chromatyny 1 jej dostgpnos¢ dla czynnikow
transkrypcyjnych. Dotad zidentyfikowano wiele wariantow histondw rdzeniowych, ktore
moga by¢ zwigzane z aktywacja lub wyciszaniem chromatyny. Na przyktad geny indukowane
pobudzeniem sg w komodrkach niestymulowanych wyciszane za pomocg wstawiania na ich
promotorach histonu H2A.Z przez kompleks NuRD (ang. Nucleosome Remodeling
Deacetylase, Yang i wsp. 2016), natomiast po pobudzeniu jest on szybko odlaczany,
umozliwiajac transkrypcje. Pokazano, ze usunigcie histonu H2A.Z wzmaga ekspresje genow
c-Fos 1 Npas4 (Gallegos 1 wsp. 2018). Z kolei histon H3.3 jest wstawiany przez kompleks
biatkowy HIRA/DAXX do chromatyny w obrebie genow odpowiedzi wczesnej w odpowiedzi

na wzrost aktywnosci neurondéw (Herre 1 Korb 2019).
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1.2.2.3.  Potranslacyjne modyfikacje histonow

Model kodu histonowego zaklada korelacje¢ odpowiednich kombinacji modyfikacji
histonowych ze stanami chromatyny, aktywacja czy wyciszaniem transkrypcji lub rekrutacja
bialek efektorowych (Jenuwein i Allis 2001, Zhang 1 wsp. 2015). Na tej podstawie mozemy
wyrozni¢ trzy stany chromatyny — euchromatyne, aktywnag transkrypcyjnie i bogata
w acetylacje lizyny 9 lub 56 histonu H3 (H3K9ac, H3K56ac), heterochromatyne fakultatywna
— wyciszong chromatyne w danym typie komoérek 1 oznaczong trimetylacja lizyny 27 histonu
H3 (H3K27me3) oraz heterochromatyn¢ konstytutywng — nieaktywna transkrypcyjnie, ciasno
upakowang i niezalezng od specjalizacji komorek, charakteryzujaca si¢ metylacja wysp CpG
1 trimetylacja lizyny 9 histonu H3 (H3K9me3, Medrano-Fernandez i Barco 2016). Markerami
zwigzanymi z heterochromatyng obydwu typow jest rowniez dimetylacja lizyny 9 na histonie
H3 (H3K9me2) lub di- oraz trimetylacja lizyny 20 na histonie H4 (H4K20me2/3). Acetylacja
lub fosforylacja bialek histonowych wiaze si¢ gtownie z rozluznianiem chromatyny i jej
dostgpnoscig dla czynnikéw transkrypcyjnych, natomiast ich metylacja powoduje przewaznie
jej gestsze upakowanie 1 nieaktywny stan. Jednakze istnieje wiele wyjatkow od tej reguty, jak
fosforylacja seryny 10 histonu H3 (H3S10p) zwigzana z kondensacja chromosoméw
w prometafazie lub trimetylacja lizyny 4 histonu H3 (H3K4me3) zwigzana z promotorami
aktywnych gendéw (Kouzarides 2007).

Konkretne modyfikacje lub ich brak czgsto stajg si¢ markerem specyficznych miejsc
w DNA, np. ciatko Barra, czyli wyciszony chromosom X w zefiskich komoérkach
charakteryzuje si¢ trimetylacja lizyny 27 histonu H3 (H3K27me3), wzmacniacze (ang.
Enhancer), czyli sekwencje nukleotydowe regulujace aktywno$¢ wybranych promotordw,
charakteryzuja si¢ acetylacjg lizyny 27 histonu H3 (H3K27ac, Beagan 1 wsp. 2020),
a chromocentra, czyli geste skupiska heterochromatyny pericentromerowej powstajace np.
podczas dojrzewania neurondéw, nie maja markeréw heterochromatyny fakultatywnej
(H3K27me3, H3K9me2), co sugeruje ich brak potencjalu do aktywnosci transkrypcyjnej
(Medrano-Fernandez i Barco 2016). Wiadomo rowniez, ze odpowiednie modyfikacje
histonow moga wptywac na siebie nawzajem, potggujac swoje dziatania lub przyczyniajac si¢
do kolejnych modyfikacji. W komorkach postmitotycznych fosforylacja seryny 10 histonu H3
(H3S10p) utatwia przeprowadzenie innych modyfikacji np. acetylacji, a wraz z acetylacja
lizyny 14 na histonie H3 (H3K14ac) wskazuje na otwieranie si¢ chromatyny (Crosio 1 wsp.
2003). Z kolei w neuronach, fosforylacja seryny 10, z rownoczesng acetylacjg lizyny 9

histonu H3 (H3K9acS10p) jest zwigzana z ich odpowiedzia na pobudzenie (Oey i wsp. 2015).
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Potranslacyjne modyfikacje histonow wymagaja maszynerii odpowiedzialnej za ich
odczytywanie, zapisywanie lub usuwanie. Obecnie dzielimy je na trzy grupy: (1) kompleksy
rozpoznajace modyfikacje DNA 1 histonéw (ang. Readers), w tym czynniki wigzace si¢ do
okreslonych sekwencji DNA 1 rekrutujace biatka efektorowe, (2) kompleksy wprowadzajace
modyfikacje (ang. Writers), w tym metylotransferazy lub acetylotransferazy, oraz (3)
kompleksy usuwajace modyfikacje (ang. Erasers), w tym demetylazy i1 deacetylazy (Herre

1 Korb 2019). W niniejszej pracy, istotng role odgrywa deacetylaza histonowa 1.

1.2.2.4. Rola deacetylazy histonowej 1

Deacetylazy histonowe to biatka enzymatyczne, ktore katalizujg usuwanie grup
acetylowych z reszt lizynowych i mimo nazwy wptywaja na wiele niehistonowych substratow
jak np. czynniki transkrypcyjne i modelujace chromatyn¢ czy podjednostki regulujace
polimeraz¢ RNA 1II (Penney i Tsai 2014). W odpowiedzi na inhibitory deacetylaz
histonowych stwierdzono hiperacetylacj¢ ponad 1700 biatek, w tym czynnikow
transkrypcyjnych, biatek uczestniczacych w rearanzacji chromatyny oraz kinaz biatkowych
(Choudhary 1 wsp. 2009). Wspomniane enzymy maja rowniez zdolno$¢ deacetylacji wolnych
histonéw, ale znacznie mniejsza niz znajdujacych si¢ w nukleosomach (Schmidt i Schreiber
1999). Deacetylazy sa podzielone na klasy (jak przedstawiono w tab. 1) w oparciu
o podobienstwo sekwencji. Klasyczna budowa deacetylaz histonowych, obejmujaca klasy I, II
i IV, zawiera w centrum katalitycznym dwuwarto$ciowy jon cynku (Zn*?). Natomiast klasa ITI
to tzw. rodzina sirtuin, ktéore do prawidtowego funkcjonowania wymagaja obecnosci
utlenionej postaci dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. Nicotinamide Adenine
Dinucleotide, NAD"). Mechanizm dziatania deacetylaz histonowych polega na usuwaniu
grupy acetylowej z nukleosomu. W wyniku tej reakcji przestrzen migdzy oktamerem
histonow a DNA maleje, co zmniejsza dostepnos¢ dla czynnikéw transkrypcyjnych.
Usunigcie grupy acetylowej zachodzi poprzez reakcje przekazania tadunku, a niezbednym
elementem tego systemu jest, w przypadku deacetylaz klasycznych, obecno$¢ jonu cynku.
Inhibitory deacetylaz, jak trichostatyna A (TSA), powoduje wyparcie jonu cynku, a tym
samym zablokowanie funkcji katalitycznej. TSA jest najsilniejszym odwracalnym inhibitorem
deacetylaz, dziatajagcym rowniez w niskim stezeniu. Uwaza si¢, ze wszystkie deacetylazy
histonowe klasy I, IT 1 IV sg wrazliwe na dzialanie tego inhibitora w podobnym stopniu (Seto

1 Yoshida 2014).
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Klasa Deacetylazy histonowe

I HDACI1, HDAC2, HDAC3, HDACS
Ila HDAC4, HDACS, HDAC7, HDAC9
IIb HDAC6, HDACI10

III (sirtuiny) | SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRT6, SIRT7

v HDACI11

Tabelal. Lista znanych deacetylaz histonowych z podziatem na klasy.

Deacetylaza histonowa 1 (HDACI) jest homologiem biatka drozdzowego Rpd3p
1 stata si¢ przedmiotem pierwszych badan dotyczacych aktywnosci deacetylaz (Rundlett i wsp.
1996). U ssakow stanowi ona podstawowg deacetylaze¢ w neuronach (Lagger 1 wsp. 2002,
Dovey 1 wsp. 2010). Badania wykazaly, ze uszkodzenie obydwu alleli biatka HDACI1
prowadzi do letalnosci mysich embrionéw z powodu defektu proliferacji komorek
1 zahamowania rozwoju (Dovey i wsp. 2010). Przy wyciszeniu biatka HDACI1, poziomy
HDAC2 1 HDAC3 s3 podwyzszone, ale nie sg w stanie zrekompensowac jego braku. Przez
dziatanie enzymatyczne, biatka HDAC1 i HADC2 wptywaja na kondensacje chromatyny
1 reguluja dostgpnos¢ DNA dla czynnikéw transkrypeyjnych, a w konsekwencji oddziatuja na
ekspresje genow (Yamada 1 wsp. 2005, Parker i wsp. 2007). Obydwa biatka wspottworza
wiele komplekséw biorgcych udziat w rearanzacji chromatyny, jak Sin3A (ang. SIN3
Transcription Regulator Family Member A), NuRD, CoREST (ang. REST Corepressor 1) czy
NODE (ang. Nanog and Oct4 Associated Deacetylase Complex, Yang i Seto 2008). Utrata
biatkka HDAC1 prowadzi do hiperacetylacji cze$ci histonéw H3 1 H4 (Lagger 2002),
a dodatkowo powoduje znaczacy spadek aktywnosci deacetylaz w kompleksach Sin3A,
NuRD, CoREST, co z kolei powoduje wzrost acetylacji histonu H3 na lizynie 56, jedynego,
poznanego dotychczas, specyficznego substratu dla deacetylazy 1 (Dovey i wsp. 2010).

Wykazano, ze deacetylazy histonowe petniag wazng role w ekspresji genow w moézgu
(Van Dyke 2014), za$ samo biatko HDACI jest istotne w procesach neuroplastycznosci, jak
konsolidacja czy wygaszanie pamigci (Siddiqui 1 wsp. 2019).

1.2.3. Funkcjonalna organizacja chromatyny

Wiele badan wskazuje, ze organizacja chromatyny w jadrze komorkowym jest bardzo

dynamiczna 1 zalezy od cyklu komorkowego, stopnia zrdéznicowania komorek, a takze
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aktualnej transkrypcji czy naprawy DNA (Cremer i wsp. 2020). W neuronach moze si¢ ona
zmienia¢ si¢ pod wplywem pobudzenia i dotyczy¢ kompleksowej rearanzacji chromatyny
(Tao-Cheng 2018) lub jej wybranych regionéw, jak w przypadku ciatka Barra — przesunigcia
go w stron¢ otoczki jadrowej (Barr 1 Bertram 1949) albo grupowania centromerowego
satelitarnego DNA w jadrach komérkowych w skrawkach mézgu szczura po pobudzeniu LTP
(Billia 1 wsp. 1992). Wykazano roOwniez, Zze naruszenie organizacji przestrzennej chromatyny
wiaze si¢ z defektami transkrypcyjnymi neuronéw, ktére moga w nastepstwie zaburzaé
zachowanie (Ito, Magalska 1 wsp. 2014). Istnieje réwniez szereg stanOw patologicznych
zwigzanych z zaburzeniami w organizacji jadra oraz struktury chromatyny, jak zespot Retta
lub epilepsja (Wilczynski 2014, Medrano-Fernandez 1 Barco 2016). Jasny jest wigc zwigzek
miedzy organizacja genomu a transkrypcja oraz funkcjonowaniem neuronéw, cho¢ doktadna
maszyneria molekularna stojgca za rearanzacja chromatyny wcigz pozostaje nieznana.

W ciggu ostatnich kilkunastu lat pojawito si¢ wiele publikacji traktujacych
o0 organizacji jadra komorkowego i1 przestrzennym rozlokowaniu chromatyny oraz potaczeniu
struktury DNA z jego funkcjonalno$ciag. Nowoczesne metody wywodzace si¢ z technik 3C
(ang. Chromosome Conformation Capture) umozliwity glebsze zrozumienie kompaktowego
1 rownoczesnie uzytkowego upakowania chromatyny w jadrze komorkowym. Odkryto,
ze podczas interfazy chromosomy zajmuja specjalne, okreslone przestrzenie, tzw. terytoria
chromosomowe (Cremer i Cremer 2010). Jednym z modeli funkcjonalnej organizacji
chromatyny jest podzial na aktywne (ANC, ang. Active Nuclear Compartments) 1 nieaktywne
(INC, ang. Inactive Nuclear Compartments) przedziaty jadrowe. Transkrypcyjnie aktywna
chromatyna znajduje si¢ na obrzezach domen chromatynowych (CD, ang. Chromatin
Domains), podczas gdy nieaktywna chromatyna znajduje si¢ wewnatrz nich (Cremer i wsp.
2015). Zgodnie z powyzszym modelem terytoria chromosomowe skladajg si¢
ze wspominanych domen chromatynowych, poprzedzielanych kanatami tworzgcymi sie¢
przestrzeni mi¢dzychromatynowej (IC, ang. Interchromatin Compartment).

Obserwuje si¢ zwigzek miedzy wielkoscig 1 aktywnoscig chromosomu a jego
lokalizacja w jadrze komdérkowym. Mniejsze chromosomy przewaznie znajdujg si¢ w centrum,
za$ wigksze — blizej otoczki jadrowej (Sun 1 wsp. 2000). W rozmieszczeniu chromosomow
istotna jest rowniez liczba znajdujacych si¢ w nich genow. Najlepiej widac to na przyktadzie
pary zblizonych wielko$cig chromosomow 18 1 19, z ktorych pierwszy zawiera malo genow
1 ustawiony jest peryferyjnie, a drugi posiada wiele genow 1 lokalizuje si¢ blizej centrum jadra
komorkowego (Croft 1 wsp. 1999). Ponadto chromosomy sg ustawione w sposob radialny, co

dodatkowo umozliwia odpowiednig segregacje i kompartmentalizacj¢ jadra komodrkowego
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(Bickmore 2013), w tym tworzenie domen zwigzanych z laminami jadrowymi (ang. Lamin
Associated Domains, LADs, Cremer 1 wsp. 2020, Crosetto i Bienko 2020). Sa to regiony
przewaznie heterochromatynowe, potozone na peryferiach jadrowych, ktore w réznej liczbie
wystepuja na kazdym z chromosoméw (Briand i Collas 2020). Laminopatie, czyli choroby
czegsto powodowane mutacjami lamin, mogg przyczyna¢ si¢ do utraty radialnej organizacji
chromosoméw (Meaburn 1 wsp. 2007). Wiadomo takze, ze cale terytoria chromosomowe
moga zmienia¢ swoje pozycje pod wplywem zmian fizjologicznych badz zaburzen
chorobotworczych (Borden 1 Manuelidis 1988, Martou i De Boni 2000).

W obrgbie terytoriow chromosomowych mozemy wyodrebni¢ dodatkowe jednostki
strukturalne, nazywane wedlug jednych Zrédet topologicznymi domenami chromatynowymi
(ang. Topologically Associating Domains, TADs, Dixon 1 wsp. 2012) lub wedtug innych —
kontaktowymi domenami chromatynowymi (ang. Chromatin Contact Domains, CCDs, Tang
1 wsp. 2015). Wszystkie zrodia sg zgodne, ze zawierajg one $rednio od kilkuset do miliona par
zasad 1 stanowig funkcjonalng jednostke chromatyny (Dixon i wspotaut. 2012, Tang i wsp.
2015). W obrgbie domen TAD/ CCD obserwuje si¢ wigcej interakcji migdzychromatynowych
zachodzacych gléwnie pomiedzy wzmacniaczami a promotorami genow, prowadzacych do
formowania petli chromatyny, niz pomiedzy nimi (Dekker 1 Mirny 2016). Z kolei na
granicach domen zidentyfikowano miejsca utrudniajace interakcje, czyli tzw. regiony

izolujace (ang. insulators, Sexton i Cavalli 2015).

Podobnie jak pozycje wigkszych struktur, rowniez lokalizacja poszczegolnych gendéw
w przestrzeni jadra komorkowego nie jest przypadkowa. Przewaznie aktywne geny sg
polozone centralnie, a wyciszone — peryferyjnie lub w poblizu jaderka (Croft i wsp. 1999,
Bickmore 2013). Czgsto aktywacja genu powoduje jego przemieszczanie w stron¢ srodka
jadra komorkowego (Meister 1 wsp. 2010, Walczak 1 wsp. 2013), cho¢ znanych jest wiele
wyjatkow od tego zjawiska (Dekker 1 Misteli 2015), zatem na podstawie samej lokalizacji nie
mozna wyrokowac¢ na temat ich aktywnosci (Kociucka i wsp. 2012). Geny o podobnej funkcji
czesto zblizaja si¢ do siebie przestrzennie, na skutek wzajemnych oddziatywan (Bickmore
2013, Tang 1 wsp. 2015), a istnienie domen TAD/CCD moze promowac tworzenie si¢ takich
interakcji (Dekker 1 Heard 2015, Dekker 1 wsp. 2013).

DNA zajmuje tylko okolo pigtnastu procent objetosci jadra komorkowego (Dekker
1 Mistelli 2015). W kanatach migdzychromatynowych wystepuja przestrzenie zawierajace
kompleksy biatkowe, niezbedne m.in. do procesow transkrypcji czy syntezy i skladania RNA.

Biatka czesto tworzg bezbtonowe domeny zwane ciatkami jadrowymi, jak jaderko, ciatka
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Cajala (ang. Cajal Bodies), ciatka PML (ang. Promyelocytic Leukemia Protein Bodies) czy
cetki jadrowe (ang. Nuclear/ Splicing Speckles), ktorych organizacja jest bardzo dynamiczna
(Misteli 2020, Grabowska, Sas-Nowosielska, Magalska i wsp. 2022,). Ciatka jadrowe czg¢sto
znajdujg si¢ niedaleko miejsc aktywnej transkrypcji.

Aktywno$¢ transkrypcyjng w komorce organizujg kondensaty transkrypcyjne —
zespoly bialek, tworzace si¢ w wyniku separacji faz i majace zdolno$¢ do koncentracji
biopolimeréw, takich jak biatka niezbedne do aktywacji ekspresji genéw (w tym kompleksy
mediatorowe lub biatka towarzyszace polimerazie RNA, Hnisz 1 wsp. 2017, Peng 1 wsp.
2020). Kondensaty transkrypcyjne moga wptywa¢ na tempo transkrypcji, kontrolowac
dostgpno$¢ DNA dla enzymoéw i innych czynnikow regulujacych oraz modulowaé ekspresje

wielu gendéw jednoczesnie.

1.2.3.1. Tworzenie petli DNA

Odkryto, ze kluczowym mechanizmem zaangazowanym w regulacj¢ aktywnosci
genow jest tworzenie si¢ petli (Rao 1 wsp. 2014), ktore zblizaja do siebie fizycznie dwa
regiony DNA lezace daleko od siebie w liniowej sekwencji genomu. Pg¢tle tworzone sg przy
pomocy biatek kohezyn i czynnika CTCF (ang. CCCTC-Binding Factor), ktory wigze si¢ do
specyficznego motywu DNA 1 tworzy dimer z drugg czasteczkg CTCF, rowniez zwigzang
z DNA, ale w pewnej odlegtosci linowej (Tang 1 wsp. 2015). Petle moga powstawaé, na
przyklad miedzy promotorami — sekwencja DNA inicjujaca transkrypcje genu
1 wzmacniaczami lub represorami — sekwencja zmniejszajaca efektywnos¢ ekspresji danego
genu (Rao 1 wsp. 2014, Pombo i1 Dillon 2015). Cho¢ elementy regulatorowe najczesciej
kontrolujg pobliskie geny, moga tez dotyczy¢ genow oddalonych, tworzac wigksze petle
(Dekker i Mistelli 2015). Badania nad genomami ssaczymi wykazaty, ze wzmacniaczy jest
znacznie wigcej niz promotorow, a ekspresja gendw jest regulowana przez interakcje jednego
lub wielu promotoréw z wieloma wzmacniaczami, np. gen c-Fos ma co najmniej 5 roznych
wzmacniaczy, aktywowanych zaleznie od drogi pobudzenia (Joo 1 wsp. 2015). Ponad 10%
badanych petli wokot genow odpowiedzi wcezesnej, pdznej oraz gendw synaptycznych
powstaje de novo po aktywacji komoérek. W przypadku gendéw odpowiedzi wczesnej petle
byty krétsze i mniejsze, zas$ pdznych — dtuzsze 1 bardziej kompleksowe (Beagan i wsp. 2020).

Jednak doktadny mechanizm powstawania petli i jego dynamika pozostajg niejasne.
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1.2.4. Heterogennos¢ organizacji chromatyny

Badania przeprowadzane na pojedynczych komodrkach sugeruja, ze struktura
chromatyny wykazuje si¢ niezwykla heterogennoscia obejmujacg nawet komorki po podziale
mitotycznym (Finn 1 Misteli 2019, Trzaskoma 1 wsp. 2020). Jedng z przyczyn takiego
zjawiska sg dyfuzyjne ruchy chromatyny w obrebie 1 um, niezalezne od genomu lub
wielkos$ci jadra 1 roznigce sie w trakcie cyklu komérkowego (Marshall i wsp. 1997, Shaban
1 Seeber 2020). Takie ruchy umozliwiaja zbudowanie interakcji np. migedzy promotorem
1 wzmacniaczem lub do utworzenia grup wspotregulowanych genow, niekoniecznie w jeden
mozliwy sposob (Shaban i1 Seeber 2020). Udowodniono, ze uklad domen TAD/CCD i
tworzenie petli sa rézne w komorkach po podziale mitotycznym, ale organizacja
euchromatyny, heterochromatyny, domen LAD czy aktywnych wzmacniaczy oraz
promotoréw pozostaje stata, co wskazuje, ze moga one wplywaé na faldowanie catego
genomu (Stevens 1 wsp. 2017).

Rowniez relacja chromatyny z biatkami jest niezwykle dynamiczna, np. $redni czas
przytaczenia danego histonu rdzeniowego do chromatyny trwa kilka godzin, ale histony
lacznikowe przylaczajg sie jedynie na kilka minut, za$ wiele biatek chromatynowych, jak HP1
(ang. Heterochromatin Protein 1) lub HMG (ang. High Mobility Group) na kilka sekund
(Misteli 2020). Dzigki dynamicznej strukturze chromatyna moze ulega¢ szybkiej rearanzacji

w odpowiedzi na bodzce.
W kontekscie powyzszego wstepu wyjatkowo ciekawym zagadnieniem wydajg si¢ by¢

zmiany w przestrzennej strukturze chromatyny pojedynczej komorki nerwowej, zachodzace

na skutek stymulacji LTP.
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2. Zalozenia i cele pracy

Badania opisane w niniejszej rozprawie stanowig kontynuacje doswiadczen
prowadzonych w Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej w ramach pracy
magisterskiej (Czechowska 2016). Uzyskane wowczas wyniki wykazaty, Zze chromatyna
stymulowanych szczurzych neuronow hipokampalnych ulegata globalnej kondensacii,
co sugeruje istotng rol¢ rearanzacji chromatyny w plastyczno$ci synaptycznej. Stad gtownym
celem niniejszej pracy doktorskiej bylo wyjasnienie molekularnego mechanizmu

wywotujacego te zmiany w odpowiedzi na pobudzenie neuronow.

Szczegolowymi celami badan niniejszej pracy doktorskiej byly:

1. Analiza jako$ciowa 1 ilo§ciowa zmian w przestrzennej organizacji chromatyny,

zachodzacych wskutek pobudzenia komodrki nerwowe;.

2. Weryfikacja hipotezy, mowigcej, ze tempo i stopien tych zmian zalezy od typu

pobudzanego neuronu.

3. Sprawdzenie, czy rearanzacji chromatyny towarzysza zmiany w potranslacyjnych

modyfikacjach histonow i aktywacji genow.

4. Identyfikacja biatka odpowiedzialnego za proces rearanzacji chromatyny po

pobudzeniu neurondéw hipokampalnych.
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3. Materialy i metody

3.1. Odczynniki

3.1.1. Odczynniki do hodowli i utrwalania szczurzych neuronéw

Nazwa odczynnika Producent Numer katalogowy
Alkohol etylowy bezwodny 99,8% POCH 396480111
Beta-merkaptoetanol Sigma Aldrich M6250
Boraks POCH 796080110
Bufor HEPES (1M) Sigma Aldrich HO0887
Chlorek magnezu (MgCl>) Sigma Aldrich M8266
Chlorek potasu (KCl) POCH 739740114
Chlorek sodu (NaCl) Bioshop 7647-14-5
Chlorek wapnia (CaCl,) POCH 874870116
Cysteina Lab Empire S.C. CYS555.10
Dwuwodorofosforan potasu (KH2PO4) Bioshop 7778-77-0
Inhibitor trypsyny z biatka jaja kurzego Sigma Aldrich T9253
Kwas 2-amino-5-fosfonowalerianowy (AP5) Sigma Aldrich A5282
Kwas azotowy 65% POCH BA9603115
Kwas borowy POCH 531360115
Kwas kynureninowy Sigma Aldrich K3375-5G
Kwas pirogronowy Sigma Aldrich 107360
Laminina Roche 11243217001
Lipofektamina 3000 Thermo Scientific L3000015
Odczynnik GlutaMAX Life Technologies 35050061
Cell Systems
Papaina Biotechnologie LS003126
Vertrieb GmbH
Paraformaldehyd (PFA) Sigma Aldrich P6148
Pirogronian sodu Life Technologies 11360070
Plodowa surowica bydleca (HI FBS) Life Technologies 16140071
Poli-D-lizyna Sigma Aldrich P7886
OptiMEM Gibco 11058021
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Pozywka Neurobasal A 1x Life Technologies 10888022
Pozywka minimalna MEM 1x Life Technologies 51200046
Roztwor czerwieni fenolowe;j Sigma Aldrich P0290

Roztwor D-(+)-glukozy 45% Sigma Aldrich G8769
Roztwdér MEM aminokwasow egzogennych

L00x Sigma Aldrich M7145
Roztwor penicylina/streptomycyna Life Technologies 15140148
Sacharoza Thermo Scientific 15503022
Siarczan potasu (K2SO4) POCH 7778805
Siarczan sodu (Na>SO4) POCH 7757826
Suplement B-27 Life Technologies 17504044
Szalki 24-dotkowe VWR VWR 734-2325
Szalki 6-dotkowe VWR VWR 734-2323
Szkietka nakrywkowe 13 mm VWR 6311578
Tetrodotoxin (TTX) Abcam ab120054
Wodorofosforan sodu (Na;HPO4) POCH 799230112
Wodorotlenek sodu (NaOH) POCH 1310732
Zestaw RNeasy Mini Kit QIAGEN 74104

Tabela 2. Lista odczynnikdéw uzytych do hodowli szczurzych neuronéw hipokampalnych.

3.1.2. Odczynniki do chemicznego pobudzenia dlugotrwalego wzmocnienia

synaptycznego
Nazwa odczynnika | Producent Numer Stezenie Czas dzialania
katalogowy

Forskolina Sigma Aldrich F6886 50 uM 10 minut, 30 minut,
60 minut, 2 godziny

Rolipram Sigma Aldrich R6520 50 uM 10 minut, 30 minut,
60 minut, 2 godziny

Pikrotoksyna Sigma Aldrich P1675 200 uM 10 minut, 30 minut,
60 minut, 2 godziny

DMSO Sigma Aldrich 276855 35.2 uM 10 minut, 30 minut,

(Dimetylosulfotlenek) 60 minut, 2 godziny

Tabela 3. Lista odczynnikéw uzytych do przeprowadzenia chemicznego LTP, z ostatecznymi stezeniami i czasem
oddziatywania na komorki.
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3.1.3. Inhibitory

Nazwa inhibitora Producent Numer Stezenie Czas
katalogowy dzialania
A-196 Cayman Chemical 18317 100 uM 2 godziny
Company
a-amanityna Sigma Aldrich A2263 10 pg/ml 12 godzin
Aktynomycyna D Sigma Aldrich A9415 32 pg/ml 1 godzina
BIX 01294 APExBIO A1909 2 uM 2 godziny
CI-994 Sigma Aldrich EPI009 10 uM 2 godziny
Cyklosporyna Millipore 239835 100 uM 2 godziny
DRB Abcam ab120939 200 uM 1 godzina
JQ1 APExBIO A1910 1 uM 24 godziny
FK506 Enzo ALX380008M001 | 10 uM 2 godziny
Kwas anakardowy APExBIO A4488 1 uM 24 godziny
MI-192 Cayman Chemical 18288 250 nM 2 godziny
Company
Panobinostat Sigma Aldrich EPI009 250 nM 2 godziny
Romidepsin Cayman Chemical 17130 250 nM 2 godziny
Company
Worinostat (SAHA) | Sigma Aldrich EPI009 10 uM 2 godziny
Skryptaid Sigma Aldrich EPI009 10 uM 2 godziny
Trichostatyna (TSA) | Sigma Aldrich EPI009 250 nM 2 godziny

Tabela 4. Lista zastosowanych inhibitorow, z ostatecznymi st¢zeniami i czasem oddzialywania na komorki.

3.1.4. Plazmidy do transfekcji i transdukcji

Nazwa plazmidu Producent Numer katalogowy
pGFP-C-shLenti_scrambled (kontrola) Origene TL702923
pGFP-C-shLenti shHDACI Origene TL702923

pSynHDACI1FlagRFP

Tabela 5. Lista zastosowanych plazmidow.

dzigki uprzejmosci dr Hanny Sas-Nowosielskiej
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*RC: reverse complement

Rycina 2. Mapa plazmidu pGFP-C-shLenti. Zrodto ryciny: https:/www.origene.com/.

pVir_SYN_HDAC1-FLAg_RFP v3 (9281 bp)

AhdI, Eam11851, Ec1HKI Alwd4I, Apall
Scal pBR3220ri-F,DrdI Af1III,Pcil,+1
Begl L4448, BspQI, Lgul, SapI
Alwdd T, Apal I, PdmI, XmnI CAP binding site,+1
Sspl lac operator
AmpR promoter M13/pUC Reverse,+2

CspCl, Sspl Bbul
Flori-F,Alol RSV promoter,+3
1 ori, Adel, +2 +4
KasI,SspDI, +4

HIV-1 Psi

+1 BspBBI, +1
M13 fwd PdmI,+1
+1 Accl
+5 Amil
+3
+1 BstZI
+2 Eagl
+2 +1
+1 +5
+1 +1
+6 pVir_SYN_HDAC1-FLAg_RFP v3
+1 9281 bp
+1
+2
+8
+1
CsiI, +4 KflI,+2
BspDI
Alol Bsul5I
PstI,+2 Clal,+3
DsRed1-N Begl
BstEIIL +4 FspAl
FspAl +3
+11 Cpol,CspI,+11
CMV-F PspXI
CMV promoter,+1 BamHI

Ecol®5I, SnaBl

CMV enhancer,Ndel AFLIII, Pcil, PscI,+2

Pstl Ball,M1sI,MscI,Pfol
bGH poly(A) signal,+d Bspl4@71,BsrGl, Cpol, Cspl, +15
Bsu3bI,Eco81I, Xbal,Bspl28I,+5 Bfual

BspMI,Bvel, Ndel,Bsu36I,Ecofll

Rycina 3. Mapa plazmidu pSynHDAC1FlagRFP. Projekt ryciny we wspotpracy z dr Hanng Sas-Nowosielska.
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3.1.5. Przeciwciala pierwszorze¢dowe do barwien immunocytochemicznych

Przeciwcialo Zastosowane rozcienczenie | Producent Numer katalogowy
CaMKII 1:200 (IF) Abcam ab22609
c-FOS 1:1000 (IF) Synaptic System 226004
H2Bac 1:1000 (IF), 1:1000 (WB) dzieki uprzejmosci | -

Angela Barco
H3K27me3 1:200 (IF), 1:1000 (WB) Sigma Aldrich 07-449
H3K56ac 1:1000 (IF), 1:1000 (WB) Abcam ab71956
H3K9ac 1:1000 (IF), 1:1000 (WB) Abcam ab12179
H3K9me2 1:500 (IF), 1:500 (WB) Abcam ab1220
H3K9me2/me3 | 1:100 (IF), 1:1000 (WB) Merck Millipore 07-442
H4K20me2/me3 | 1:500 (IF), 1:1000 (WB) Abcam ab78517
H4K20me3 1:500 (IF), 1:1000 (WB) Abcam Ab9053
HDACI1 1:1000 (IF), 1:1000 (WB) Abcam ab19845
NeuN 1:1000 (IF) Merck Millipore ABN91
Nukleolina 1:1000 (IF) Abcam ab22758
PROX1 1:1000 (IF) Abcam ab199359

Tabela 6. Lista zastosowanych przeciwcial pierwszorzedowych w barwieniach immunofluorsecencyjnych (IF)
i metodzie western blot (WB).

3.1.6. Przeciwciala drugorzedowe do barwien immunocytochemicznych

Specyficznos¢ Producent Numer Sprzezony fluorofor

przeciwciala katalogowy

Awidyna Sigma Aldrich F1269 FITC (ang. Fluorescein
Isothiocyanate)

Kawia domowa Jackson Immuno Research 706545148 488

Kurczak Jackson Immuno Research 703606155 647

Krolik Jackson Immuno Research 711166152 Cy3

Mysz Jackson Immuno Research 715165150 Cy3

Tabela 7. Lista zastosowanych przeciwcial drugorzedowych sprzezonych z fluoroforami.
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3.1.7. Odczynniki do barwien immunocytochemicznych

Nazwa odczynnika Producent Numer katalogowy
Hoechst 33342 Thermo Fischer H3570
Medium stuzace do zamykania Vector Laboratories H-1000

preparatow 1 zapobiegajace

wyswiecaniu fluorochromow

(Vectashield)
Odczynnik Triton X-100 (Tx100) Sigma Aldrich T8532
Surowica osla (NDS) Jackson Immuno Research | 017-000-121

Tabela 8. Lista odczynnikoéw do barwien immunofluorescencyjnych, niewymienionych w poprzednich tabelach.

3.1.8. Odczynniki do fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ

Nazwa odczynnika Producent Numer katalogowy
Albumina surowicy bydlecej (BSA) Sigma Aldrich A7030
Biotynylowana sonda na chromosom 1 | Chrombios -

Bufor 20x SSC Invitrogen 15557044
Formamid Merck Millipore 344206

Glicerol POCH 443320113

Kwas solny 37% (HCI) Fluka 258148

Klej kauczukowy (Fixogum) Marabu 2901 17 000
Odczynnik Tween 20 Merck Millipore 655204

Tabela 9. Lista odczynnikéw do przeprowadzenia fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, niewymienionych
w poprzednich tabelach.

3.1.9. Odczynniki do metody western blot

Nazwa odczynnika Producent Numer katalogowy
30% roztwor akrylamidow Sigma Aldrich A3699

Bl¢kit bromofenolowy Carl Roth AS512.1

Bufor RIPA Sigma Aldrich R0278

Ditiotreitol (DTT) Sigma Aldrich 43815

Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) Sigma Aldrich P7626

Fluorek sodu (NaF) Sigma Aldrich S7920

Glicyna Lab Empire GLNOO01.1

Marker biatkowy do elektroforezy Thermo Scientific | 26617

31



Metanol Sigma Aldrich 322415
Mieszanina inhibitoréw proteaz Roche 11697498001
Mileko w proszku Miekpol -
Nadsiarczan amonu (APS) Sigma Aldrich A3678
N,N,N',N'-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED) | Bio-Rad 161-0800
Odczynnik Tris Bioshop TRS001
Odczynnik wykrywajacy do metody Western blot | GE Healthcare RPN2232
(Amersham™ ECL™ Prime)

Przeciwciato antiRabbit (1:5000) Abcam ab205722
Przeciwciato anti-Mouse (1:5000) Abcam ab97040
Siarczan dodecylu sodu (SDS) Sigma Aldrich 436143

Tabela 10. Lista odczynnikéw do przeprowadzenia metody western blot, niewymienionych w poprzednich

tabelach.

3.1.10. Odczynniki do mikroskopii elektronowej

Nazwa odczynnika Producent Numer katalogowy
2,4,6-Tris(dimetylolaminometyl)fenol (DMP 30) Sigma Aldrich T58203
Aldehyd glutarowy POCH 461025424
Azotan otowiu POCH 701040111
Cyjanozelaziany (KFeCN) Sigma Aldrich P3289
Dwuwodorofosforan sodu (NaH2PO4) POCH 799180111
Kwas asparaginowy POCH 529230118
Miedziana siatka z pokryciem Formvar Agar Scientific | AGS138-1
Octan uranylu POCH 6159-44-0
Probowki BEEM Agar Scientific | AGG362-1
Tiokarbohydrazyd Sigma Aldrich 88535
Tlenek osmu (OsO4) Agar Scientific | AGR1023
Zywica epoksydowa (Durcupan A/M) Sigma Aldrich 44611
Zywica epoksydowa (Durcupan B) Sigma Aldrich 44612
Zywica epoksydowa (Durcupan D) Sigma Aldrich 44614

Tabela 11. Lista odczynnikdéw, przygotowujacych probki do

w poprzednich tabelach.
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3.2. Roztwory i bufory

3.2.1. Bufory do hodowli szczurzych neuronéw i przeprowadzonych

doswiadczen
Bufor/roztwor Sklad i stezenie koncowe substratow
Bufor boranowy 0,1M 77 mM kwas borowy
pH 8,5 6,7 mM boraks

ddH»0

Bufor do pokrywania szkietek | Img/ml poli-D-lizyny
5 pg/ml lamininy
0,1M bufor boranowy

Niepelny bufor do dysocjacji 20,45 ml 1 M siarczanu sodu (Na>SOs)

pH 7,4 15 ml 0,5 M siarczanu potasu (K>SO4)

1,45 ml 1 M chlorku magnezu (MgCl>)

0,63 ml 100 mM chlorku wapnia (CaCl,)

0,25 ml 1 M buforu HEPES

2 ml 45% roztworu glukozy

0,5 ml 0,5% roztworu czerwieni fenolowej

0,1 M wodorotlenek sodu (NaOH) do ustalenia pH

ddH20 do 250 ml
filtrowanie
Bufor Ky/Mg 10x stgzony 757 mg kwasu kynureninowego
pH 7,4 2 ml 0,5% roztworu czerwieni fenolowe;j

2 ml 1 M buforu HEPES

40 ml 1 M chlorku magnezu (MgCl,)

1 M wodorotlenek sodu (NaOH) do ustalenia pH
ddH>0 do 400 ml

filtrowanie

Bufor do dysocjacji (DM) 1x stezony bufor Ky/Mg
niepelny bufor do dysocjacji

Bufor z papaing 4,5 mg cysteiny

pH 7,4 100 jednostek papainy

1 M wodorotlenek sodu (NaOH) do ustalenia pH
pozywka do dysocjacji

filtrowanie

Bufor z inhibitorem trypsyny 50 mg inhibitora trypsyny

pH 7,4 1 M wodorotlenek sodu (NaOH) do ustalenia pH
pozywka do dysocjacji

filtrowanie

Pozywka MEM+ 85,3 ml pozywki minimalnej MEM 1x

10 ml ptodowej surowicy bydlecej (HI FBS)

1 ml roztworu MEM aminokwasow egzogennych
1 ml roztworu Penicyliny/Streptomycyny

1 ml odczynnika GlutaMAX

1 ml pirogronianu sodu

0,7 ml 45% roztworu glukozy

Pozywka Neurobasal+ 48,4 ml pozywki Neurobasal A 1x
1 ml suplementu B-27
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0,5 ml roztworu Penicylina/Streptomycyna
0,5 ml odczynnika GlutaMAX

Bufor depolaryzacyjny do 170mM KCl
pobudzania komoérek 2mM CaCl,
mieszaning z KC1 ImM MgCl,
10mM HEPES
ddH»0

Bufor do utrwalania komoérek | 4% paraformaldehyd (PFA)
ddH»0

Pozywka do transfekcji 2% suplement B-27

1 mM kwas pirogronowy

0.5 mM odczynnk GlutaMAX
25 uM beta-merkaptoetanol
pozywka OptiMEM

Bufor do zbierania RNA 1% beta-merkaptoetanol
bufor RTL (sktadnik RNeasy Mini Kit)

Tabela 12. Lista i sktad buforow uzytych do hodowli i utrwalania szczurzych neuronéw hipokampalnych.

3.2.2. Bufory do barwien immunocytochemicznych

Bufor/roztwor Sklad i stezenie koncowe substratow
Roztwor zbuforowanej soli 1,8 mM dwuwodorofosforan potasu (KH2PO4)
fizjologicznej (1x PBS) 10 mM wodorofosforan sodu (Na2HPO4)
pH 7,4 137 mM chlorek sodu (NaCl)
2,7 mM chlorek potasu (KCl)
dd H»0
Bufor do ptukania 0,1% odczynnik Triton X-100 (Tx100)
1x PBS
Bufor do blokowania i przeciwciat 5% surowica o$la (NDS)
0,1% odczynnik Triton X-100 (Tx100)
1x PBS

Tabela 13. Lista i sktad buforow uzytych do barwien immunofluorescencyjnych.

3.2.3. Bufory do fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ

Bufor/Roztwor Sklad i stezenie koncowe substratow:
0,5% Tx100 0,5% odczynnik Triton X-100 (Tx100)
1x PBS
20% glicerol 20% glicerol
1x PBS
2x SSC 10% bufor 20x SSC
pH 7,0 ddH»0
5x SSC 25% bufor 20x SSC
pH 7,0 ddH»0
50% formamid 50% formamid
pH 7,0 10% bufor 20x SSC
kwas solny (HCI) do ustalenia pH
0,1x SSC 0,5% bufor 20x SSC
pH 7,0 ddH20
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4x SSCT

20% bufor 20x SSC
0,2% odczynnik Tween 20
ddH»0

Bufor do przygotowania sondy (HybMix)

50% formamid
0, 1% odczynnik Tween 20
bufor 5x SSC

Bufor blokujacy

4% albumina surowicy bydlecej (BSA)
bufor 4x SSCT
ddH»0

Bufor dla przeciwciat

1% albumina surowicy bydlecej (BSA)
bufor 4x SSCT
ddH20

Tabela 14. Lista i sktad buforow uzytych do przeprowadzenia fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.

3.2.4. Bufory do metody western blot

Bufor/roztwor

Sklad i stezenie koncowe substratow

Bufor lizujacy

1x mieszanina inhibitoro6w proteaz

1uM fluorek sodu (NaF)

ImM fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF)
bufor RIPA

Bufor 1M Tris
pH 6,8

121,14g odczynnika Tris
11 ddH»0
kwas solny (HCI) do ustalenia pH

Bufor 1,5M Tris
pH 8.8

181,71g odczynnika Tris
11 ddH»0
kwas solny (HCI) do ustalenia pH

2x bufor Laemliego

4% siarczan dodecylu sodu (SDS)
20% glicerol

0,125 M bufor Tris (pH 6,8)
0,004% blekit bromofenolowy

50 mM ditiotreitol (DTT)

ddH»0

1x bufor Laemliego 50% 2x bufor Laemliego
ddH20

Bufor do ptukania (TBST) 0,01% odczynnik Tween 20
1x PBS

Zel akrylamidowy (zageszczajacy)

0,67 ml 30% roztworu akrylamidow

0,5 ml 1,0M buforu Tris (pH 6.8)

0,04 ml 10% siarczanu dodecylu sodu (SDS)
0,04 ml 10% nadsiarczanu amonu

0,004 ml N,N,N’,N'"-Tetrametyloetylenodiamina
(TEMED)

2,7 ml ddH»0

Zel akrylamidowy (rozdzielajacy)
(proporcje podane dla Zelu 12%)

4 ml 30% roztworu akrylamidow

2,5 ml 1,5 M buforu Tris (pH 8.8)

0,1 ml 10% siarczanu dodecylu sodu (SDS)

0,1 ml 10% nadsiarczanu amonu

0,004 ml N,N,N’,N'-Tetrametyloetylenodiaminy
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(TEMED)
3,3 ml ddH,0

Bufor do elektroforezy 30,3g odczynnika Tris

144g glicyny

10g siarczanu dodecylu sodu (SDS)
ddH»0

Bufor do transferu 3,03g odczynnika Tris

14,4g glicyny
200 ml metanolu
ddH»0

Bufor do blokowania membrany 5% mleko w proszku
bufor TBST

Bufor dla przeciwciat 1% mleko w proszku
bufor TBST

Tabela 15. Lista i sktad buforéw uzytych do przeprowadzenia metody western blot.

3.2.5. Bufory do mikroskopii elektronowej

Bufor/roztwor Sklad i stezenie koncowe substratow

Bufor do utrwalania komoérek | 2% paraformaldehyd (PFA)
1% aldehyd glutarowy
0,2M bufor HEPES

Bufor TCH 0.1g tiokarbohydrazyd
ddH»0

Bufor fosforanowy 0,1M dwuwodorofosforan monosodowy
ddH»0

Bufor RedOs 3% cyjanozelaziany (kFeCN)
4% tlenek osmu (OsO4)
ddH»0

4% 0Os0g4 4% tlenek osmu (OsO4)
ddH»0

2% 0sO04 2% tlenek osmu (OsO4)
ddH»0

1% octan uranylu 1% octan uranylu
ddH»0

Asparaginian otowiu 0,040g kwasu asparaginowego
pH 5.5 0,066g azotanu otowiu

1M NaOH do ustalenia pH
ddH»0

Zywica epoksydowa 8.33 g zywicy A/M

8.33 g zywicy B

0,33g zywicy D

4 krople 2,4,6-Tris(dimetylolaminometyl)fenol (DMP 30)
Tabela 16. Lista i sktad buforéw, przygotowujacych probki do mikroskopii elektronowe;.
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3.3. Hodowla szczurzych neuronow hipokampalnych

Zwierzeta laboratoryjne zostaly zakupione w Instytucie Medycyny Dos$wiadczalnej
1 Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN. Hodowle szczurzych neuronéw hipokampalnych
byly zakladane i utrzymywane zgodnie z protokotem Beaudoin i wsp. (2012) z nielicznymi

zmianami, przy zastosowaniu odczynnikéw wymienionych w tabelach 2 1 12.

3.3.1. Przygotowanie szkielek

Szkietka nakrywkowe 13 mm do hodowli neuronéw =zostaly przygotowane
W nastgpujacy sposob: po ulozeniu szkietek w ceramicznych raczkach, zostaly one
jednorazowo przeptukane w wodzie destylowanej, a nast¢pnie zanurzone w stezonym kwasie
azotowym na 48 godzin. Po tym czasie szkietka byly plukane z wytrzgsaniem w wodzie
destylowanej 8 razy, przy czym ostatnie ptukanie odbywato si¢ przez noc. Na koniec szkietka
byly zanurzane w 96% etanolu, suszone w sterylnych warunkach i sterylizowane w piecu

w 180°C przez 3 godziny.

Dzien przed planowanym zatozeniem hodowli, szkietka byly wkiadane pojedynczo do
dotkow szalek 24-dotkowych, a nastgpnie pokrywane buforem zawierajagcym: kwas borowy,
boraks, poli-D-lizyn¢ oraz lamining. Inkubacja z buforem pokrywajacym odbywata si¢
w ciemnosci 1 w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Taka sama procedura zostata
zastosowana w przypadku plastiku w szalkach 6-dotkowych (z wyjatkiem dodania lamininy
do buforu pokrywajacego). W dniu hodowli, szkietka i plastik byly ptukane 3 razy sterylna

woda 1 pozostawione do catkowitego wyschnigcia w komorze laminarne;.

3.3.2. Warunki hodowli

Neurony hipokampalne izolowane byly z mézgdéw nowonarodzonych szczurzych
oseskow rasy Wistar w dniu PO (ang. Postnatal Day (). Po humanitarnym u$mierceniu
zwierzat, hipokampy byly pobierane na lodzie. Uzyskana tkanka byta ptukana na lodzie
zimnym buforem do dysocjacji (DM) 3 razy i poddawana dzialaniu papainy, podgrzanej
wczesniej do 37°C. Po 30 minutach trawienia w 37°C, hipokampy byly plukane cieptym
buforem do dysocjacji, po czym dziatanie enzymu zahamowywano inhibitorem trypsyny
2 razy po 3 minuty w 37°C. Nadtrawiong tkank¢ przenoszono do cieplej pozywki MEM+,

w ktorej byta rozbijana za pomocg wielokrotnego pipetowania. W kolejnym kroku komorki
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byty rozcienczane w 20 ml pozywki MEM+ i odwirowywane przez 10 minut przy predkosci
208,5 x g w temperaturze pokojowej. Osad z komodrek byt zawieszany w $§wiezej pozywce
MEM-+, a komorki liczono w komorze Biirkera. Komoérki byly umieszczane w gestosci
75 000 na pokryte wczesniej szkietka w szalkach 24-dotkowych lub 300 000 na szalkach 6-
dotkowych. Po okoto 2 godzinach, po przyklejeniu si¢ komorek do podtoza, pozywka MEM+
byta zmieniana na Neurobasal+. Komoérki byly przechowywane w inkubatorze przy 37°C
1 5% zawarto$ci CO, a nastgpnie wykorzystywane do dalszych eksperymentéw. Zgodnie
z publikacjg Michaluk 1 wsp. (2011) komorki z hodowli hipokampalnej 12-ego dnia hodowli
in vitro (ang. Days In Vitro, DIV12) wykazuja profil ekspresji genow charakterystyczny dla
dojrzatych neurondéw ziarnistych, stad wszystkie eksperymenty byly przeprowadzane

w DIV13 - DIV14.

3.3.3. Stymulacja komoérek mieszaning do wywolywania dlugotrwalego

wzmocnienia synaptycznego

Dhugotrwale wzmocnienie synaptyczne (LTP) bylo wywolywane zgodnie
z protokotem Szepesi 1 wsp. (2013) za pomocg mieszaniny zawierajgcej: forskoline, rolipram
1 pikrotoksyne (tab. 3) w DIV13 — DIV 14. Poniewaz wszystkie odczynniki byly rozpuszczone

w DMSO, odpowiednia objgtos¢ rozpuszczalnika stanowita kontrole do eksperymentdw.

Komorki byly inkubowane z mieszaning indukujaca chemiczny model LTP (cLTP)
w odpowiednich czasach, zaleznie od eksperymentu, a nast¢pnie utrwalane w 4% PFA przez
10 minut w temperaturze pokojowej. Na koniec PFA bylo wyplukiwane trzykrotnie przez
roztwor zbuforowanej soli fizjologicznej (1x PBS), a komorki byly przechowywane w 4°C

do p6zniejszego uzycia.

3.3.4. Stymulacja komoérek buforem depolaryzujacym z uzyciem cyklosporyny

i FK506

W celu zablokowania potencjatu czynnosciowego neurondow, do pozywki hodowlanej
podawano mieszanine odczynnikow: TTX (inhibitor kanaléw sodowych) w stezeniu 1 pM
1 AP5 (antagonista receptorow NMDA) w stezeniu 100 uM na 16 godzin. Po inkubacji
dodawano inhibitory: cyklosporyne lub FK506 na 2 godziny, w stezeniach podanych w tabeli
4. Na koniec podawano bufor depolaryzacyjny, tak by st¢zenie koncowe KCl w pozywce
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wynosito 55 mM. Po kolejnych 2 godzinach neurony utrwalano zgodnie z powyzszym

protokotem.

3.3.5. Uzycie pozostalych inhibitorow

Inhibitory byly dodawane w odpowiednich stgezeniach i czasach (podanych w tab. 4)
przed indukcja cLTP.

3.3.6. Wyciszanie ekspresji genu Hdacl

Lentiwirusy zawierajace plazmidy (tab. 5, ryc. 2): pGFP-C-shLenti scrambled
(niosacy kontrolng sekwencje spinki RNA) lub pGFP-C-shLenti HDACI1 (wyciszajacy
ekspresje szczurzego genu Hdacl za pomoca specyficznej spinki RNA) zostaty wykonane na
zamoOwienie w Pracowni Modeli Zwierzecych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN w Warszawie. W dalszej cze$ci pracy wariant z uzyciem plazmidu

kontrolnego bedzie nazywany skrétowo scr (ang. Scrambled), a wyciszajacego — shHDACI.

Wirusy byly podawane do pozywki hodowlanej w DIV3, w liczbie odpowiadajacej
100 czasteczkom wirusa na jedng komorke badang. W DIV13 — DIV14 hodowle byty
wykorzystywane do dalszych eksperymentow.

3.3.7. Przywrdcenie funkcji biatka HDAC1

Dzien po transdukcji hodowle byty transfekowane zgodnie z protokotem od producenta
za pomocg lipofektaminy 3000. Uzyto plazmidu pSynHDAC1FlagRFP (ryc. 3) zawierajacego
sekwencj¢ ludzkiego biatka HDACI, niewrazliwego na zastosowang do wyciszenia spinke
RNA. W pozywce do transfekcji rozpuszczano osobno lipofektaming i wybrane DNA
(w stezeniu 500 pg na 75 000 komorek). Nastepnie tagczono obie mieszaniny i inkubowano
razem przez 5 minut, w celu utworzenia komplekséw lipofektaminy z DNA. Po tym czasie
mieszaning podawano w pojedynczych kroplach do pozywki hodowlanej. Szalki umieszczano
w inkubatorze (37°C, 5% COz). Po 45 minutach zmieniano pozywke z lipofektaming na
kondycjonowang pozywke hodowlang (Neurobasal+).
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3.4. Izolacja i sekwencjonowanie RNA

RNA zostalo wyizolowane z komoérek za pomoca zestawu RNeasy Mini Kit zgodnie
z instrukcjg od producenta, obejmujac opcjonalny wariant podania DNAzy. Komérki do
izolacji RNA zostaly zebrane w nastgpujacy sposob: dotki szalki 6-dotkowej zostaly
wyptukane buforem 1x PBS, a nast¢pnie zalane roztworem RTL z beta-merkaptoetanolem
1 zdrapane na lodzie. Cata mieszanina byla zbierana do probowek po trzy dotki na badany
wariant cLTP lub DMSO. Elucja zwigzanego z kolumng do izolacji RNA odbywata si¢
w 30 pl wody. Stezenie i czysto$¢ uzyskanego RNA zostalo zmierzone za pomoca urzadzenia

NanoDrop One (Thermo Scientific).

Sekwencjonowanie RNA (metoda RNAseq) zostalo wykonane i przeanalizowane przez
dr. hab. Bartosza Wojtasa i dr. Bartlomieja Gielniewskiego w Pracowni Sekwencjonowania
Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Biblioteki RNAseq
zostaly przygotowane za pomoca zestawu KAPA Stranded mRNA Sample Preparation Kit
(Kapa Biosystems, KK8420), zgodnie z zaleceniami od producenta 1 modyfikacjami
zawartymi w pracy Rajan 1 wsp. (Rajan 1 wsp. 2020). Analiza danych transkryptomicznych
zostala przeprowadzona w nastepujacy sposob: pliki fastq zostaly zmapowane na referencyjny
genom szczura 6 przy uzyciu programu STAR (Dobin i wsp. 2013), odczyty zostaty
zliczone dla genow przy uzyciu algorytmu feature Counts (Liao i wsp. 2014). Liczby genow
zostaly znormalizowane metodga FPKM, a analiza réznicowa zostala przeprowadzona za
pomocg DESeq2 (Love i wsp. 2014). Roéznice w ekspresji gendow zostaly uznane przy
skorygowanej wartosci p < 0,05. Analiza szlakow KEGG dla genéw, ktorych réznica w
ekspresji byla istotna statystycznie, zostata wykonana w R przy uzyciu pakietu clusterProfiler

(Yuiwsp. 2012).

3.5. Western blot

Metoda western blot zostata przeprowadzona zgodnie z ponizszym protokotem
1 odczynnikami wymienionymi w tabelach 10 i 15. Metod¢ western blot wykonano we

wspotpracy z dr Hanng Sas-Nowosielska.
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3.5.1. Zbieranie komorek i przygotowanie lizatow bialkowych

Komorki do izolacji biatek zostaty zebrane z hodowli neurondéw po przeprowadzeniu
stosownych eksperymentow. Dotki szalek 6-dotkowych zostaly wyptukane zimnym buforem
Ix PBS i1 inkubowane z buforem lizujgcym przez 30 minut na lodzie. Nastgpnie komorki
zostaly zdrapane w buforze do lizy, przeniesione do probowek i rozbite za pomoca cienkiej
igly (0,5 mm $rednicy). Mieszanina byta odwirowana przy predkosci 16 000 g przez 20 minut,
w temperaturze 4°C. Stgzenie bialka w nadsaczu zostato oznaczone za pomoca urzadzenia
NanoDrop One (Thermo Scientific). Po dodaniu 2x stgzonego buforu Laemliego, probki
zostaly podgrzane przez 5 minut w 95°C i schowane do -20°C, w celu podzniejszego

wykorzystania.

3.5.2. Rozdzial i detekcja bialek

Probki zawierajace 15 pg biatka wyizolowanego z neurondéw hipokampalnych oraz
marker biatkowy uwidoczniajacy biatka o znanym ci¢zarze zostaly natozone na zel
poliakrylamidowy o procentowosci 12 — 15% (zaleznie od wielkosci biatka). Elektroforeza
odbywata si¢ przy potencjale 90 V dla zelu zageszczajacego 1 110 V dla zelu rozdzielajacego
w dedykowanym buforze. Nast¢pnie biatka byly przenoszone na membran¢ w buforze do
transferu 1 warunkach 100 V przez 1 godzing w temperaturze 4°C. Kolejnym krokiem bylo
zablokowanie biatek na membranie za pomoca 5% odthuszczonego mleka rozpuszczonego
w buforze TBST przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. W celu zastosowania
immunodetekcji, najpierw podano przeciwciala pierwszorzedowe rozpuszczone w 1% mleku
w TBST (4°C, przez noc), nastgpnie membran¢ ptukano 3 x 5 minut buforem TBST
1 naniesiono odpowiednie przeciwciala drugorzedowe w rozcienczeniu 1:5000 (temperatura
pokojowa, 1 godzina). Po tym czasie membrany byly ptukane buforem TBST 5 x 10 minut,
a nastepnie wizualizowane za pomocg odczynnika Amersham ECL Prime w urzadzeniu G-
Box (firmy Syngen). Analize densytometryczng prazkow wykonano za pomocg programu

Imagel.

3.6. Barwienie immunocytochemiczne

Barwienia immunofluorsecencyjne byly robione zgodnie z ogoélnym protokotem

Michaluk 1 wsp. (2011) z drobnymi odstgpstwami 1 odczynnikami wymienionymi w tabelach
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8 1 13. Utrwalone za pomoca PFA neurony byly permabilizowane w buforze do ptukania
przez 3 x 5 minut. Nastepnie preparaty blokowano w 5% NDS w 0,1% Tx100 w PBS przez 1
godzing. Po tym czasie neurony inkubowano z przeciwcialem pierwszorzedowym (tab. 6)
rozpuszczonym w roztworze do blokowania przez kolejng godzing. Preparaty ptukano 3 x
5 minut w roztworze PBS z 0,1% Tx100 i1 inkubowano kolejng godzing z przeciwciatem
drugorzedowym, skoniugowanym z odpowiednim fluoroforem (tab. 7). Po tym czasie probki
ptukano 5 x 5 minut w roztworze PBS z 0,1% Tx100 i barwiono DNA za pomoca Hoechst
rozpuszczonym w PBS z 0,1% Tx100 w proporcji 1:1000. Preparaty zndéw ptukano 3 x
5 minut. Na koniec probki byly zamykane na szkietku podstawowym w odczynniku
Vectashield. Catg procedurg przeprowadzano w temperaturze pokojowej. Otrzymane w ten

sposob preparaty byly przechowywane w -20°C do analiz mikroskopowych.

3.7. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) z sondg malujacg na chromosom 1 zostata
wykonana zgodnie z protokotem z publikacji Cremer i1 wsp. (2008), z pewnymi
modyfikacjami i odczynnikami wymienionymi w tabelach 9 i 14. Po utrwaleniu komorki
zostaly wyplukane roztworem PBS z 0,5% Tx100 w celu permabilizacji btony. Nast¢pnie
byly inkubowane w 20% glicerolu przez godzing w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
szkietka byly zanurzane na kilka sekund w cieklym azocie 4 razy, po kazdym zamrozeniu
szkietka byly zalewane na kilka sekund 20% glicerolem, aby unikna¢ ich pgknigc.
W kolejnym kroku szkietka ptukano roztworem PBS z 0,5% Tx100, a nastgpnie inkubowano
w 0,1 M kwasie solnym przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Potem preparaty byly
plukane buforem 2 x SSC przez 5 minut w 37°C i inkubowane 20 minut w temperaturze
pokojowej w 50% formamidzie, podgrzanym uprzednio do 37°C i tak pozostawione w 4°C na
kolejne 12 godzin. Nastepnego dnia biotynylowana sonda na chromosom 1 (uzyskana na
zamoOwienie z firmy ChromBios) zostata rozpuszczona w stosunku 1:4 w roztworze Hybmix
1 inkubowana 15 minut w 37°C z wytrzasaniem 250 rpm. Denaturacja probki nastepowata w
85°C przez 7 minut, a nastgpnie sonda naktadana byta na szkietka i zamykana za pomoca
kleju kauczukowego. Hybrydyzacja probki z sonda odbywatla si¢ w uprzednio przygotowanej
komorze, wytozonej nasagczonym w buforze 2 x SSC papierem r¢cznikowym i trwata
48 godzin w 37°C. Po tym czasie, niespecyficzne wigzania byly usuwane przez seri¢ ptukan —
najpierw w buforze 2 x SSC z 50% formamidem w 37°C, nastgpnie w buforze 0,1 x SSC

w 60°C i w koncu w buforze 4 x SSC z 0,2% Tweenem w temperaturze pokojowe;.
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Dodatkowo, na preparatach przeprowadzono barwienie immunocytochemiczne, zgodnie
z procedurg opisang w poprzednim podrozdziale (zastgpiono jedynie bufor do blokowania na
4% BSA w 4 x SSC z 0,2% odczynnikiem Tween, i roztwor dla przeciwcial na 1% BSA
w 4 x SSC z 0,2% odczynnikiem Tween). Probki byly uwidaczniane dzigki uzyciu awidyny
sprzezonej z fluoroforem FITC w stgzeniu 1:1000. Sygnal byt dodatkowo wzmacniany za
pomocg przeciwciala anty-awidyna z fluoroforem 488. Na koncu wybarwiono DNA
odczynnikiem Hoechst przez 10 minut inkubacji w temperaturze pokojowej. Na koniec
preparaty zostaly zamknigte w odczynniku Vectashield i obrazowane w mikroskopie

konfokalnym ZEISS LSM 780.

3.8. Mikroskopia konfokalna

Obrazy zostaty uzyskane za pomoca mikroskopu ZEISS LSM780 i ZEISS LSMS800
w Pracowni Obrazowania Struktury i Funkcji Tkankowych Instytutu Biologii Do$wiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Zdj¢cia byly zbierane przy obiektywie immersyjnym
63x NA 1.4 1 wielkosci pikseli 70 nm w osiach x-y 1 210 nm w osi z. Fluorescencja
fluoroforow byta wzbudzana odpowiednimi laserami: diodowymi 405 nm lub 561 nm,
argonowym 488 nm i helowo-neonowym 633 nm. Obrazy byly uzyskiwane w programie Zen.
W celu ustandaryzowania danych, kazdy obraz zostal znormalizowany przez odniesienie do

wzorcowych kulek pomiarowych o §rednicy 0,5 um.

3.8.1. Analiza iloSciowa obrazow uzyskanych z mikroskopu konfokalnego

Analize iloSciowg obrazdéw uzyskanych z mikroskopu konfokalnego przeprowadzono
dzigki zastosowaniu innowacyjnego oprogramowania Partseg (Bokota 1 wsp. 2020). Jadra
neuronéw byly segmentowane w trojwymiarze, w oparciu o warto§ci graniczne, ustalone
recznie na podstawie calkowitego sygnatu pochodzacego z barwienia DNA. W tym celu
wybrane zostalty jedynie komorki wykazujace ekspresje genow kodujacych markery
neuronalne: PROX1, CaMKII lub NeuN. Chromatyna w cato$ci zostala wysegmentowana w
tym samym programie za pomocg automatycznego algorytmu Huang (Huang i Wang 1995),
charakteryzujacego si¢ minimalizacja miary rozmycia obrazu i jednocze$nie na tej podstawie
definiujacego zakres rozmyty w celu identyfikacji odpowiedniej wartosci progowej. W celu
wysegmentowania chromocentrow 1 najmocniej §wiecacych miejsc zastosowany zostat

algorytm Maximum Entropy, znajdujacy najjasniejsze piksele (Kapur i in. 1985). Terytoria
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chromosomow zostalty wysegmentowane za pomoca algorytmu Multiscale Opening, ktory
rozdziela dwa potaczone obiekty rozmyte o réznych wlasciwos$ciach intensywnos$ci §wiecenia
(Saha 1 in. 2016). Na rycinie 4 przedstawiono przykladowa segmentacje chromatyny,
wykonang za pomocg programu Partseg (ryc. 4).

CcLTP 10 min CLTP 30 min CLTP 60 min CcLTP 120 min

segmentacja
catej
chromatyny
Zza pomoca
algorytmu
Huang

segmentacja
najmocniej
Swiecacych
miejsc za
pomoca
algorytmu
Maximum
Entropy

Rycina 4. Przyktadowa segmentacja chromatyny uzyskana za pomoca programu Partseg. Na goérnym panelu przedstawiono
segmentacj¢ za pomoca algorytmu Huang dla calkowitej chromatyny, na dolnym — algorytmu Maximum Entropy dla
najsilniej skondensowanych miejsc chromatyny. W kolumnach zaprezentowano wybrane punkty czasowe eksperymentu po
pobudzeniu (cLTP) i komérek kontrolnych (DMSO). Na fioletowo zaznaczono DNA wyznakowane barwnikiem Hoechst, na
zielono — automatyczng segmentacj¢ za pomocg programu.

3.9. Mikroskopia elektronowa

Cata procedura mikroskopii elektronowej zostata wykonana przez Matgorzate Sliwinska.
Probki stuzace uzyskaniu preparatow do mikroskopu elektronowego zostaty przygotowane
zgodnie z protokolem Deerinck 1 wsp. (2010), z drobnymi zmianami opisanymi ponizej
1 odczynnikami wymienionymi w tabelach 11 1 16. Hodowle utrwalano przez 5 minut w 2%
PFA z 1% glutaraldehydem w 0,2 molarnym buforze HEPES, po czym ptukano 6 x 5 minut
w PBS. Nastepnie zmieniono roztwor na zimny bufor fosforanowy i ponownie ptukano 3 x
5 minut. Dotrwalenie komorek zostalo uzyskane dzigki zastosowaniu roztworu 1,5%
zelazocyjanku potasu z 1% uwodnionym tlenkiem osmu przez 30 minut na lodzie, po czym
preparaty wyptukano woda 5 x 3 minuty. W kolejnym kroku komorki zanurzano w buforze
TCH na 20 minut w temperaturze pokojowej i ponownie plukano 5 x 3 minuty w wodzie.
Drugie dotrwalenie komorek odbywato si¢ w 2% tlenku osmu przez 20 minut w temperaturze
pokojowej, po ktorym nastgpowato ptukanie 5 x 3 minut w wodzie w temperaturze pokojowe;.
Po tym czasie probki umieszczono w 1% octanie uranylu na 12 godzin. Nast¢pnego dnia
probki wyptukano 5 x 3 minuty w wodzie 1 wystawiono na dziatanie 0,66% asparaginianu

otowiu przez 30 minut w 60°C. Wyplukano 5 x 3 minuty w wodzie i zastosowano szereg



rozcienczen etanolu po 5 minut w celu odwodnienia prébek (20%, 50%, 70%, 90%, 100%,
100%) w temperaturze pokojowej. Na koniec probki w specjalnych probowkach BEEM
zalano 50% zywica w 50% etanolu na 30 minut, potem 100% zywica na godzine, 100%
zywicg na 12 godzin i ponownie 100% $wiezg zywicg na godzing. Po tym czasie probki byty
osadzone na specjalnych miedzianych siatkach i1 umieszczone w piecu o temperaturze 65-
70°C na co najmniej 48 godzin. Na koniec bloki zywicy zostaly przycigte za pomoca

ultramikrotomu (ultracut R, Leica) na ultracienkie skrawki o grubos$ci 65 nm.

3.9.1. Obrazowanie w mikroskopie elektronowym transmisyjnym

Obrazy z mikroskopu elektronowego zostaly uzyskane dzigki transmisyjnemu
mikroskopowi elektronowemu JEM 1400 (JEOL), wyposazonemu w kamer¢ 11 Megapixel
TEM Morada G2 (EMSIS GmbH) w Pracowni Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii

Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie.

Podsumowanie =~ wszystkich ~ wykonanych  eksperymentow  laboratoryjnych

przedstawiono na rycinie 5 (ryc. 5).

@ — cLTP/DMSO — metoda RNAseq
@ — cLTP/DMSO — metoda western blot

=% — cLTP/DMSO — metoda immuno-FISH

52> — cLTP/DMSO — mikroskopia elektronowa

barwienie

2> cLTP/DMSO — .
immunocytochemiczne

zastosowanie ieni
cLTP/DMSO barwienie

inhibitorow immunocytochemiczne
DIV3 DIV4 iy
= — transfekcja ——transdukcja — cLTP/DMSO — BArWICNic

scr/shHDAC1 pSynHDAC1FlagRFP ERIDE TR B M S

Rycina 5. Schemat eksperymentéw przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej. Komorki pobrane ze
szczurzych hipokampow byly umieszczane na szalkach 6-dotkowych lub 24-dotkowych, a nastepnie
wykorzystane do badan w czternastym dniu hodowli in vitro (z wyjatkiem transfekcji i transdukcji).
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3.10.  Testy statystyczne

Wszystkie analizy ilo$ciowe obrazow z mikroskopu konfokalnego zostaly oparte na
trzech niezaleznych eksperymentach. Najpierw wykonano testy Kolmogorowa-Smirnowa
oraz Shapiro-Wilka w celu sprawdzenia, czy wyniki odpowiadaja rozkladowi normalnemu.
Ze wzgledu na brak spelnienia warunkéw normalno$ci rozkladu, zastosowano
nieparametryczny test Kruskala-Wallisa. Aby sprawdzi¢, pomigdzy ktérymi grupami rdznice
sg istotne statystycznie, przeprowadzano testy post hoc Dunna. Gwiazdki byly nadawane przy
odpowiedniej istotno$ci statystycznej (p): jedna gwiazdka dla wartosci p < 0.05, dwie
gwiazdki przy p < 0.01 i trzy gwiazdki przy p < 0.001. Oznaczenie ,,ns” wskazuje na rdznice
nieistotne statystycznie. Shupki btedow przedstawiajg standardowy btad s$redniej (SEM, wg
wzoru: SD/Nn, gdzie SD oznacza odchylenie standardowe, a n — liczebnos¢ probki). Wszystkie
obliczenia zostaly wykonane za pomoca programu GraphPad Prism (numer seryjny: GPS-

1975744-TLR4-E2FDg).

W celu porownania intensywnosci sygnatu pochodzacego z detekcji metody western blot

zastosowano test #-Studenta dla par niezaleznych.
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4. Wyniki

W celu wyjasnienia molekularnego mechanizmu wywotujagcego zmiany zachodzace
w architekturze chromatyny w neuronach w odpowiedzi na pobudzenie, zastosowano model
chemicznej indukcji LTP, wykorzystujac mieszaning forskoliny, rolipramu i pikrotoksyny.
Forskolina bezposrednio stymuluje cyklaze adenylowa, przez co zwigksza si¢ endogenny
poziom cAMP w komorce, rolipram za§ wspiera to dziatanie poprzez zahamowanie
fosfodiesterazy-4 (ang. Phosphodiesterase 4, PDE4), ktora w fizjologicznych warunkach
rozktada cAMP (Otmakhov i wsp. 2004). Pikrotoksyna natomiast blokuje receptory
neurotransmitera hamujacego GABA, uniemozliwiajgc naptyw jonow chlorkowych do
komorki 1 wyciszenie sygnatu. Jak wspomniano we Wstepie, wysoki poziom cAMP indukuje
szereg molekularnych szlakéw, w tym aktywacje kinazy A i kinaz MAP oraz ekspresje genéw

odpowiedzi wczesnej.

4.1. Rearanzacji chromatyny towarzysza zmiany w aktywnosci

transkrypcyjnej genow

Wiadomym jest, ze po indukcji LTP w neuronach nastepuje transkrypcja gendéw
kluczowych dla ich funkcjonalnos$ci (Kaczmarek 2018, Yap i Greenberg 2018, Benito i Barco
2014). Przeprowadzone badanie wysokowydajnego sekwencjonowania mRNA (RNA-Seq)
na naszym modelu wykazato wzrost ekspresji 708 gendw 1 zmniejszenie ekspresji 223 genow
w neuronach stymulowanych w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (wyk. 1). Najwieksze
réznice w ekspresji zanotowano dla genéw Fosb, Nr4a2 i Npas4 (ponad pieciokrotny wzrost
ekspresji), kodujacych biatka zwigzane z aktywno$cig neuronalng 1 procesami pamigciowymi
(wyk. 2). Z drugiej strony wyniki wykazaly prawie dwukrotny spadek w ekspresji genow Irf1
lub Txnip, ktore koduja biatka zaangazowane w regulacje odpowiedzi immunologicznej, czy

réwnowagg redoks (wyk. 3).
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Wykres 1. Analiza zmian ilo$ciowych dla wybranych gendéw natychmiastowej (przedstawione na niebiesko) lub
opoznionej (przedstawione na czerwono) odpowiedzi wczesnej, ktorych ekspresja wzrastala lub malata po
indukcji LTP w porownaniu do kontroli DMSO. Na kolorowo przedstawiono geny zaprezentowane w publikacji
Saha i wsp. 2011, na szaro — wybrane geny nieujete we wspomnianej publikacji. Analiza zostata oparta na
wynikach z wysokowydajnego sekwencjonowania mRNA z 3 niezaleznych eksperymentéw. Kazda kropka
reprezentuje inny gen. Na osi x zaznaczono warto$ci funkcji logarytmicznej o podstawie 2 z krotnosci zmian w
ekspresji genéw. Na osi y przedstawiono wartosci funkcji logarytmicznej o podstawie 10 z modyfikowanej
warto$ci istotnosci statystycznej (p). Stad geny, osiagajace wartosci najbardziej istotne znajduja si¢ najwyzej, a
geny ulegajace najwyzszym zmianom s3 najbardziej oddalone od warto$ci 0 na osi x.
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Wybrane geny odpowiedzi wczesnej, ktérych ekspresja
najbardziej wzrasta po pobudzeniu cLTP
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Wykres 2. Analiza zmian ilosciowych dla wybranych gen6w natychmiastowej (przedstawione na niebiesko) lub
opdznionej (przedstawione na czerwono) odpowiedzi wczesnej, ktorych ekspresja wzrastata po indukcji LTP w
poréwnaniu do kontroli DMSO. Na kolorowo przedstawiono geny zaprezentowane w publikacji Saha i wsp.
2011, na szaro — geny nieuj¢te we wspomnianej publikacji. Analiza zostala oparta na wynikach z
wysokowydajnego sekwencjonowania mRNA z 3 niezaleznych eksperymentow. Na osi x podpisano
odpowiednie geny. OS$ y prezentuje wartosci funkcji logarytmicznej o podstawie 2, oznaczajacej krotno§¢ zmian

w ekspresji genow.
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Wykres 3. Analiza zmian ilo§ciowych dla wybranych gendw odpowiedzi wczesnej, ktorych ekspresja malata po
indukcji LTP w poréwnaniu do kontroli DMSO. Analiza zostala oparta na wynikach z wysokowydajnego
sekwencjonowania mRNA z 3 niezaleznych eksperymentéw. Na osi x podpisano odpowiednie geny. O$ y
prezentuje warto$ci funkcji logarytmicznej o podstawie 2, oznaczajacej krotnos¢ zmian w ekspresji genow.
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Geny, ktorych ekspresja wzrasta po
indukcji LTP

sciezka sygnatowa kinazy PI3K (ang. phosphatidyl inositol 3-kinase) -

rybosomy =

przetwarzanie biatek w retikulum endoplazmatycznym =
Sciezka sygnatowa kinaz aktywowanych mitogenami (MAP) =
zaburzenia transkrypcyjne przy nowotworzeniu -

infekcja bakterig Salmonella =

Sciezka sygnatowa cyklicznego AMP (cAMP) - izor;gggv;ana
proteoglikany w nowotworzeniu
wirusy onkogenne = ' 10
$ciezka syghatowa receptora NLR (ang. NOD-like receptor) A
sciezka sygnatowa czynnika transkrypcyjnego FoxO (ang. forkhead box O) = 8
alkoholizm + 6
sciezka sygnatowa interleukiny 17 (IL-17) <
apoptoza - 4
$ciezka sygnatowa czynnika TNF (ang. tumor necrosis factor) -
Sciezka sygnatowa regulujaca pluripotencje komdrek macierzystych -
sciezka sygnatowa czynnika transkrypcyjnego HIF-1 (ang. hypoxia-inducible factor 1) Uiczebriote
sciezka sygnatowa czynnika wzrostu TGF- B (ang. transforming growth factor beta -
drobnokomdrkowy rak ptuc - ‘ 18
synteza, sekrecja i dziatanie parathormonu (hormonu PTH) - . 20
legionelloza 4 . 30
synteza aminokwasow -
mitofagia u zwierzat - . 40

metabolizm wegla w nowotworzeniu -

uzaleznienie od kokainy -

zaprogramowana smieré¢ komérkowa zalezna od zelaza -
rytm dobowy =

synhteza terpenoidéw -

synteza steroidow -

0.020.040.06

Wspétczynnik dla poszczegdlnych grup genéw

Rycina 6. Porownanie réznych grup funkcjonalnych genow, ktorych ekspresja wzrastata po indukcji LTP w
poréwnaniu do kontroli DMSO. Badanie zostato oparte na wynikach z wysokowydajnego sekwencjonowania
mRNA z 3 niezaleznych eksperymentéw oraz analizie ontologicznej genéw (ang. Gene Ontology, GO). Kazda
kropka reprezentuje inng grupe genoéw, podzielonych ze wzgledu na udzial w danym szlaku biochemicznym.
Wielko$¢ kropki odpowiada liczbie gendéw, nalezacej do danej grupy, a jej kolor — odpowiedniej skorygowane;j
wartos$ci istotnos$ci statystycznej p. Na osi x zaznaczono uzyskane z analizy wspotczynniki, bazujace na liczbie
zidentyfikowanych gendéw oraz liczbie gendw, nalezacych do danej grupy funkcjonalnej. O$ y prezentuje
podpisy poszczegdlnych grup funkcjonalnych.

Dalsza analiza w oparciu o uzyskane dane, literatur¢ (Saha i wsp. 2011, Okuno 2011)
oraz dostepng bazg KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) wykazata
wzrost ekspresji wickszej liczby gendéw kluczowych dla uczenia si¢, pamieci 1 innych funkcji
poznawczych, jak np. $ciezki sygnatowe kinaz PI3K/AKT lub cAMP (ryc. 6). Natomiast geny,
ktorych ekspresja spadata byly zaangazowane m.in. w kierowanie aksonami, rytm dobowy,

czy utrzymanie populacji komorek macierzystych i regulacje metabolizmu komérek (ryc. 7).
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Geny, ktorych ekspresja maleje po
indukcji LTP

zakazenie wirusem opryszczki pospolitej HSV-1 | .|
(ang. herpes simplex virus 1)

Skorygowana
wartosé p

| b
-

prowadzenie aksonu - 7

6

5

4

3

synchronizacja rytmu dobowego =
Liczebnosé
@® 10
@ 15
@ 2
degradacja aminokwasu lizyna - .

25

@
@ s

rytm dobowy -

0.04 0.08 0.12

Wspdlczynnik dla poszczegdlnych grup gendw

Rycina 7. Poréwnanie réznych grup funkcjonalnych gendw, ktorych ekspresja malala po indukcji LTP w
poréwnaniu do kontroli DMSO. Badanie zostato oparte na wynikach z wysokowydajnego sekwencjonowania
mRNA z 3 niezaleznych eksperymentow oraz analizie ontologicznej genow (GO). Kazda kropka reprezentuje
inng grup¢ genow, podzielonych ze wzgledu na udziat w danym szlaku biochemicznym. Wielkos¢ kropki
odpowiada liczbie genoéw, nalezacej do danej grupy, a jej kolor — odpowiedniej skorygowanej wartosci istotnosci
statystycznej p. Na osi X zaznaczono uzyskane z analizy wspotczynniki, bazujace na liczbie zidentyfikowanych
genow oraz liczbie genow, nalezacych do danej grupy funkcjonalnej. O$ y prezentuje podpisy poszczegdlnych
grup funkcjonalnych.

4.2. Na skutek indukcji LTP chromatyna ulega rearanzacji

Dostepne w literaturze dane wskazuja, ze w hipokampalnej hodowli komodrkowej
wystepuje wiele typow neurondw rozniacych sie funkcja w przebiegu LTP. Zeby sprawdzié,
czy rézne typy neuronow sg tak samo podatne na zmiany strukturalne chromatyny po
pobudzeniu, wykonano barwienia immunofluorescencyjne pozwalajagce na rozrdznienie
komorek ziarnistych, wykazujacych ekspresje genow kodujacych markery PROX1 i CaMKII
oraz komérek piramidowych, wykazujacych tylko ekspresje genu kodujacego biatko CaMKII
(Williams 1 wsp. 2011, Iwano 1 wsp. 2012).
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W obydwu typach neurondow juz w pierwszych minutach indukcji LTP widaé¢ wyraZzne
zmiany w organizacji chromatyny nasilajace si¢ z czasem (ryc. 8 i ryc. 9). Najpierw sa one
widoczne w postaci pojedynczych, coraz mocniej $wiecacych foci w barwieniu DNA, ktore
powigkszaja swojg objetos¢, by po dwodch godzinach inkubacji przybra¢ najbardziej
skondensowang forme. Jednoczesnie pojawiajg si¢ coraz wigksze przestrzenie jadrowe bez
widocznego barwienia, wskazujace na brak DNA w tych miejscach. Jak wida¢ na rycinach
6smej i dziewiatej kondensacja chromatyny komorek ziarnistych po pobudzeniu cLTP jest

szybsza 1 intensywniejsza.

Uzyskane dane jako$ciowe poparto analiza ilosciowg. Obrazy, uzyskane za pomocg
mikroskopu konfokalnego, zostaly zamienione na warto$ci liczbowe za pomoca programu
Partseg 1 przeanalizowane statystycznie jak opisano w rozdziale Materialty i Metody. Na
wykresie czwartym (wyk. 4) wida¢ zmniejszenie catkowitej objetosci DNA w jadrze komorki
ziarnistej o 3 punkty procentowe (pp.) w stosunku do kontroli juz po pierwszych 10 minutach.
Nastepnie roéznica ta poglebia si¢ kolejno o 8 pp., 11 pp. 1 15 pp., osiggajac w ostatnim
punkcie czasowym spadek objetosci chromatyny do 45% w stosunku do catego jadra. Srednia
objetos¢ chromatyny w jadrze komorek kontrolnych (wariant z DMSO) to 60%, przy
najwiekszej rdznicy 2 pp. pomiedzy kontrolami — zgodnie z wynikiem testu Kruskala-Wallisa

jest to rdznica nieistotna statystycznie (wyk. 4).

Rearanzacja chromatyny neurondéw piramidowych jest wolniejsza i mniej spektakularna,
a same jadra tego typu komorek sg wigksze (ryc. 9). W porownaniu do komorek ziarnistych,
zmiany w komorkach piramidowych sg mniejsze 1 zachodzg bardziej stopniowo — kolejno
0 4 pp., 6 pp., 6 pp. i 10 pp., co ostatecznie daje wynik 50% objetosci DNA w stosunku do
catego jadra komérkowego po 2 godzinach trwania eksperymentu. Srednia objetosé DNA dla
wariantu DMSO w komorkach piramidowych wynosi 59%, a najwigksza réznica miedzy
kontrolami réwniez dochodzi do 2 pp., co ponownie daje rdéznice nieistotng statystycznie

(wyk. 5).

Najsilniej skondensowanymi obszarami chromatyny s3a chromocentra zawierajace
chromatyne pericentromerowg dwoéch lub wiecej chromosomow, zagregowang w postaci
kilku heterochromatynowych foci (Lee 1 wsp. 2020). Obliczone zostaly rowniez zmiany
w objetosci chromocentréw 1 innych najsilniej skondensowanych obszarow chromatyny.
W przypadku komorek ziarnistych jest to wzrost ich objetosci najpierw o 0,7 pp., a potem
kolejno o 2,4 pp., 3,8 pp. oraz 5,5 pp., co w wartosciach procentowych daje zmiang wyniku

z 3,9% objetosci jadra do 8%. Dla kontroli DMSO $rednia objetos¢ najbardziej

52



skondensowanej chromatyny, ktéra ograniczata si¢ gtownie do chromocentréw wynosita 3%,
a najwigksza rdéznica migdzy kontrolami siggata 0,8 pp. (wyk. 6). W przypadku komorek
piramidowych wzrost wynosit kolejno 0,4 pp., 1,2 pp., 1,4 pp., oraz ponownie 1,2 pp.
W warto$ciach bezwzglednych réznice te wahaty si¢ od 1,2% objetosci jadra do 2%,
najwyzszg wartos¢ (3,1%) przyjmujac dla trzeciego punktu czasowego (60 min). Dla kontroli
chromocentra zajmowaty 1,1% obj¢tosci jadra, a najwicksza réznica migdzy nimi stanowila
0,5 pp. (wyk. 7). Aby dopetni¢ analiz¢ obliczono rowniez liczbe silnie skondensownaych
obszarow chromatyny. Dla komorek ziarnistych rdznice w liczebno$ci miedzy kontrolg
a wariantem eksperymentalnym wynosily kolejno -4, -12, -1 1 2, jednocze$nie przy
najwigkszej roéznicy miedzy kontrolami rownej 5 (wyk. 8). Dla komorek piramidowych
zmiany wygladaly nastepujaco: -11, -24, -11 oraz -13, a najwigksza rdéznica migdzy

kontrolami to 10 (wyk. 9).
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10 min 30 min 60 min 120 min

DNA/PROX1/CaMKII
DMSO

CLTP

DNA
DMSO

CcLTP

PROX1
DMSO

cLTP

CaMKli
DMSO

cLTP

Rycina 8. Obraz zmian organizacji chromatyny neuronéw ziarnistych po pobudzeniu (cLTP) i komorek
kontrolnych (DMSO). Kolumny prezentuja wybrane punkty czasowe eksperymentu. Na gornym panelu
przedstawiono zltozenie 5-ciu ptaszczyzn konfokalnych, z natozonymi na siebie kanalami: DNA znakowanym
barwnikiem Hoechst (przedstawiony na niebiesko), markera neuronéw ziarnistych PROX1 (przedstawiony na
zielono) i markera neuronéw pobudzajacych CaMKII (przedstawiony na czerwono). Na nizszych panelach
przedstawiono kolejno: barwienie DNA, barwienie immunofluorescencyjne na marker PROX1 i CaMKII. Skala,
5 pm.
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Rycina 9. Obraz zmian organizacji chromatyny neurondéw piramidowych po pobudzeniu (cLTP) i komorek
kontrolnych (DMSO). Kolumny prezentuja wybrane punkty czasowe eksperymentu. Na gornym panelu
przedstawiono zlozenie 5-ciu ptaszczyzn konfokalnych, z natozonymi na siebie kanalami: DNA znakowanym
barwnikiem Hoechst (przedstawiony na niebiesko), markera neuronéw ziarnistych PROX1 (przedstawiony na
zielono) i markera neurondéw pobudzajacych CaMKII (przedstawiony na czerwono). Na nizszych panelach
przedstawiono kolejno: barwienie DNA, barwienie immunofluorescencyjne na marker PROX1 i CaMKII. Skala,
5 pm.
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Wykres 4. Analiza iloSciowa calkowitej objetosci DNA w jadrze komdérkowym neurondw ziarnistych po
pobudzeniu (cLTP) i komoérek kontrolnych (DMSO). Wyniki zostaly przedstawione jako procentowy udzial
chromatyny w stosunku do objetosci catego jadra. Na osi x zaznaczono kolejne punkty czasowe dla
eksperymentu. Na osi y przedstawiono warto$¢ procentowa. Stupki btedow wyrazaja wartos¢ SEM (standardowy
btad $redniej) dla 3 niezaleznych powtdrzen doswiadczen, gwiazdki reprezentuja test Kruskala-Wallisa, w
ktoérym warto$¢ istotnosci statystycznej p < 0,01 jest pokazana jako **, natomiast p < 0,001 jest pokazana jako
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Wykres 5. Analiza iloSciowa calkowitej objetosci DNA w jadrze komoérkowym neurondw piramidowych po
pobudzeniu (cLTP) i komoérek kontrolnych (DMSO). Wyniki zostaly przedstawione jako procentowy udziat
chromatyny w stosunku do objetosci catego jadra. Na osi x zaznaczono kolejne punkty czasowe dla
eksperymentu. Na osi y przedstawiono warto$¢ procentowa. Stupki bledow wyrazaja wartos¢ SEM dla
3 niezaleznych powtérzen doswiadczen, gwiazdki reprezentujg test Kruskala-Wallisa, w ktérym wartos¢
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istotnosci statystycznej p < 0,05 jest pokazana jako *, natomiast p < 0,001 jest pokazana jako ***.
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Wykres 6. Analiza iloSciowa wzglednej objetosci najbardziej skondensowanej chromatyny w jadrze
komoérkowym neurondéw ziarnistych po pobudzeniu (cLTP) i komodrek kontrolnych (DMSO). Wyniki zostaly
przedstawione jako procentowy udziat skondensowanej chromatyny w stosunku do objetosci catego jadra. Na
osi x zaznaczono kolejne punkty czasowe dla eksperymentu. Na osi y przedstawiono warto$¢ procentowa. Stupki
btgdow wyrazaja warto§¢ SEM dla 3 niezaleznych powtorzen doswiadczen, gwiazdki reprezentujg test Kruskala-
Wallisa, w ktorym wartos$¢ istotnos$ci statystycznej p < 0,001 jest pokazana jako ***, Skrot ,,ns” oznacza réznice
nieistotne statystycznie.
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Wykres 7. Analiza iloSciowa wzglednej objetosci najbardziej skondensowanej chromatyny w jadrze
komorkowym neuronéw piramidowych po pobudzeniu (cLTP) i komoérek kontrolnych (DMSO). Wyniki zostaty
przedstawione jako procentowy udziat skondensowanej chromatyny w stosunku do objetosci catego jadra. Na
osi x zaznaczono kolejne punkty czasowe dla eksperymentu. Na osi y przedstawiono wartos¢ procentowa. Stupki
btedow wyrazaja wartos¢ SEM dla 3 niezaleznych powtdrzen doswiadczen, gwiazdki reprezentujg test Kruskala-
Wallisa, w ktorym warto$¢ istotno$ci statystycznej p < 0,01 jest pokazana jako **, natomiast p < 0,001 jest
pokazana jako ***. Skrot ,,ns” oznacza roéznice nieistotne statystycznie.

57



- = - -
Cradnia lirzh
-t Al I L bS
[P DN P
W Id0rn 72 KL
W 1aarzse |
35
-
an
30
——
-~ I=—
25 _ I—
+ I—
[
0 [
bt [
[
- [
15 [
[
[
an [
1y [
[
_ [
5 [
[
[
n I
u
10min

V)]
N

)

-3
O
¢

-
—
=
=
=
-
g

E

I.* |

H

(7Y
=
8.
=

1]
12

)
J

M

3
wl

HH

kH

o 111111111111111]1]
1111111111111}

s}
=
ot
[
[l
I'\-FI

cLTP

Wykres 8. Analiza $redniej liczby foci silnie skondensowanej chromatyny w jadrze komoérkowym neuronow
ziarnistych po pobudzeniu (cLTP) i komérek kontrolnych (DMSO). Na osi x zaznaczono kolejne punkty
czasowe dla eksperymentu. Na osi y przedstawiono warto$¢ liczbowa. Stupki bledéw wyrazaja wartos¢ SEM dla
3 niezaleznych powtérzen doswiadczen, gwiazdki reprezentujg test Kruskala-Wallisa, w ktérym wartos¢
istotnosci statystycznej p < 0,05 jest pokazana jako *, natomiast p < 0,001 jest pokazana jako ***. Skrét ,ns”

oznacza roznice nieistotne statystycznie.
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Wykres 9. Analiza $redniej liczby foci silnie skondensowanej chromatyny w jadrze komoérkowym neuronow
piramidowych po pobudzeniu (cLTP) i komdrek kontrolnych (DMSO). Na osi x zaznaczono kolejne punkty
czasowe dla eksperymentu. Na osi y przedstawiono wartos¢ liczbowa. Stupki bledow wyrazaja wartos¢ SEM dla
3 niezaleznych powtérzen doswiadczen, gwiazdki reprezentujg test Kruskala-Wallisa, w ktérym wartos¢
istotnosci statystycznej p < 0,05 jest pokazana jako *, p < 0,01 jest pokazana jako **, natomiast p < 0,001 jest

pokazana jako ***,
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Ciagly wzrost objetosci foci silnie skondensowanej chromatyny, przy jednoczesnej
relatywnie najwickszej ich liczbie w drugim punkcie czasowym (30 minut), sugeruje
powstawanie nowych skupisk skondensowanej chromatyny na poczatku trwania
eksperymentu i 1aczenie si¢ istniejgcych juz skondensowanych obszarow DNA w dalszej

czesci przeprowadzanego badania.

Aby potwierdzi¢ wyniki uzyskane za pomoca mikroskopii konfokalnej, pobudzone
neurony obrazowano, stosujac transmisyjng mikroskopie elektronowa (ang. Transmission
Electron Microscope, TEM). W odroznieniu do kontroli, w neuronach aktywowanych
zauwazono zageszczenie chromatyny, widoczne szczegolnie pod btong jadrowa (zaznaczono

strzatkami na ryc. 10) i zwigkszenie przestrzeni interchromatynowych.

Podsumowujac t¢ czgs¢ wynikéw, chromatyna neurondéw hipokampalnych
indukowanych do LTP ulega globalnej kondensacji, przy czym stopien i tempo jej rearanzacji

zalezg od rodzaju komorki.

4.3.Po indukcji LTP terytorium chromosomu 1 staje si¢ mniejsze i ma

bardziej zlozona budowe

Aby dodatkowo scharakteryzowal zaprezentowane zmiany, wybrano 1 zbadano
konkretny obszar chromatyny - terytorium chromosomu 1, przy uzyciu metody immuno-FISH.
Na rycinie jedenastej (ryc. 11) wida¢ wyznakowane specyficzng sondg terytorium
chromosomu 1. Po indukcji LTP w komorkach wida¢, jak kondensacji chromatyny
towarzyszy zmniejszenie terytorium chromosomu 1 w stosunku do kontroli (ryc. 11). Analiza
ilosciowa sygnatow FISH wykazata, ze po stymulacji terytorium chromosomu 1 zajmuje
mniejszg czg$¢ objetosci jadra komorkowego o 2 pp. (wyk. 10), jednoczesnie zwiekszajac
swoja powierzchnie w warto$ciach bezwzglednych — $rednio o 29 pm? (wyk. 11). Wskazuje

to na wigksze rozgatezienie jego struktury w poréwnaniu z neuronami kontrolnymi.
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Rycina 10. Obraz zmian organizacji chromatyny neuronéw hipokampalnych po cLTP lub DMSO
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym TEM. Lewy panel pokazuje cate jadro komérkowe, natomiast
prawy panel — jego wyciety fragment. Strzatki wskazuja skondensowang chromatyne. Skala — 5 pm dla lewego
panelu i 0,5 pm dla prawego panelu.
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Rycina 11. Obraz jader komoérkowych neuronéw hipokampalnych z mikroskopu konfokalnego LSM 780 po
zastosowaniu metody DNA-FISH. Na gorze przedstawiono wariant z DMSO, na dole — z cLTP. Na wyzszych
panelach dla kazdego wariantu przedstawiono zlozenie 5-ciu ptaszczyzn w osi z, z nalozonymi na siebie DNA
znakowanym barwieniem Hoechst (przedstawiony w skali szaroséci) 1 wyznakowanego terytorium chromosomu 1
(przedstawiony na kolorowo). Na nizszych panelach pokazano dla kazdego wariantu trojwymiarows
rekonstrukcje segmentacji terytoriow chromosomu 1 (uwidocznione na turkusowo i granatowo) oraz barwienie
DNA (przedstawione w skali szaro$ci). Skala, 5 um.
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Wykres 10. Analiza iloSciowa objetosci terytorium chromosomu 1. Analiza zostala oparta na sygnale z
barwienia DNA oraz znakowania terytorium chromosomu 1 za pomocg metody DNA-FISH i przeprowadzona na
jadrach komoérkowych wysegmentowanych z trojwymiarowych obrazoéw z mikroskopu konfokalnego. Wyniki
zostaly przedstawione jako procentowa zmiana objetosci terytorium chromosomowego w stosunku do objegtosci
calego jadra. Na osi x zaznaczono warianty eksperymentu - komorki kontrolne (DMSO) lub stymulowane
(cLTP). Na osi y przedstawiono warto$¢ procentowa objetosci jadra komoérkowego. Stupki bledow wyrazaja
warto$¢ SEM, gwiazdki reprezentuja test Kruskala-Wallisa, w ktorym wartos$¢ istotnosci statystycznej p < 0,001
jest pokazana jako ***,
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Wykres 11. Analiza ilosciowa powierzchni terytorium chromosomu 1. Analiza zostata oparta na sygnale z
barwienia DNA oraz znakowania terytorium chromosomu 1 za pomocg metody DNA-FISH i przeprowadzona na
jadrach komorkowych wysegmentowanych z tréjwymiarowych obrazéw z mikroskopu konfokalnego. Na osi x
zaznaczono warianty eksperymentu - komoérki kontrolne (DMSO) lub stymulowane (cLTP). Na osi y
przedstawiono warto$ci wyrazone w um?®. Stupki bledéw wyrazajg warto$¢ SEM, gwiazdki reprezentujg test
Kruskala-Wallisa, w ktérym warto$¢ istotnosci statystycznej p < 0,001 jest pokazana jako ***.
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4.4. Rearanzacja chromatyny jest niezalezna od transkrypcji

Ze wzgledu na fakt, ze stymulacja neurondw jest zwigzana z masowa aktywacja genow
(Yap 1 Greenberg 2018, Benito 1 Barco 2014), a aktywacja genow z rearanzacja chromatyny
(Tao Cheng 2018, Walczak 1 wsp. 2013) postanowiono sprawdzi¢, czy globalna kondensacja
chromatyny zalezy od aktywnej transkrypcji. Wybrano trzy ro6zne inhibitory: DRB, ktory
blokuje kinaze CDK9, przez co hamuje elongacje¢ transkrypcji, aktynomycyne¢ D, ktora
interkaluje do DNA, w wyniku czego rowniez blokuje elongacj¢ transkrypcji oraz o-
amanityne, ktéra bezposrednio blokuje polimeraz¢ RNA II (Bensaude 2011). Zgodnie
z oczekiwaniami w przypadku wszystkich inhibitoréw zaobserwowano brak ekspresji genu c-
Fos po stymulacji neuronow (ryc. 12). Uzyty marker jaderkowy (biatko nukleolina) ukazat
rowniez charakterystyczny rozpad jaderka po zastosowaniu powyzszych odczynnikow.
Co ciekawe, zaden z uzytych inhibitorow nie zablokowat zaleznej od aktywnos$ci kondensacji
chromatyny. Jednakze, jak wida¢ na przyktadzie kontroli z DMSO, juz samo zastosowanie
powyzszych odczynnikéw skutkowato niewielkimi zmianami w organizacji chromatyny (ryc.
12). Te wyniki sugeruja, ze reorganizacja chromatyny po pobudzeniu neurondéw jest

niezalezna od transkrypcji i transkrybowanych de novo genow.
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Rycina 12. Obraz jader neuronéw hipokampalnych z mikroskopu konfokalnego LSM 780 po zastosowaniu
wybranych inhibitorow transkrypcji. Pierwszy panel przedstawia zastosowanie DRB, drugi — aktynomycyny D,
trzeci — o-amanityny. Wyzsze wiersze przedstawiaja wariant kontrolny (DMSO), nizsze — komorki
po pobudzeniu (cLTP). Goérny panel przedstawia ztozenie 5-ciu plaszczyzn w osi z, z natozonymi na siebie
kanatami: DNA znakowanym barwnikiem Hoechst (przedstawiony na niebiesko), markera pobudzenia
neurondw — biatka c-FOS (przedstawiony na zielono) i markera jaderkowego — biatka nukleoliny (przedstawiony
na czerwono). Nizsze panele przedstawiajg kolejno: barwienie DNA i barwienia immunofluorescencyjne na
wybrane biatka. Skala, 5 um.
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4.5. Rearanzacji chromatyny towarzysza zmiany w lokalizacji

potranslacyjnie modyfikowanych histonow

Lokalna organizacja chromatyny w komoérkach postmitotycznych regulowana jest przez
potranslacyjne modyfikacje histonow, ktore powodujac odpychanie lub przyciaganie si¢ reszt
histonowych, wptywaja na otwieranie i zamykanie si¢ struktury chromatyny, a tym samym na
aktywnos$¢ transkrypcyjng danego regionu DNA (Kouzarides 2007). Ze wzgledu na zmiany
zachodzace w aktywno$ci gendéw oraz lokalnej kondensacji chromatyny indukowanych
pobudzeniem neurondéw, postanowiono sprawdzi¢ rozlokowanie markeréw chromatyny
wyciszonej (heterochromatyny) i chromatyny aktywnej (euchromatyny) w komorkach

kontrolnych 1 poddanych stymulacji.

Wyniki wskazuja, ze obserwowanej przebudowie strukturalnej chromatyny towarzyszyty
zmiany w lokalizacji potranslacyjnie modyfikowanych histonow. W komorkach kontrolnych
markery heterochromatyny, jak dimetylacja lizyny 9 na histonie H3 (H3K9me2) lub di- oraz
trimetylacja lizyny 20 na histonie H4 (H4K20me2/3) s3 zlokalizowane gloéwnie
w chromocentrach (ryc. 13 A/B i ryc. 14 A/B). Po pobudzeniu neuronéw wzor rozlokowania
markeréw odpowiadat chromocentrom i skondensowanym ogniskom chromatyny. Jednakze
poziom modyfikacji pozostaje staty (ryc. 13 C/D i1 ryc. 14 C/D), a zmienia si¢ tylko ich
umiejscowienie. Aby sprawdzi¢, czy pobudzenie neuronéw wpltywa na organizacj¢ cialka
Barra, zbadano trimetylacj¢ histonu H3 na lizynie 27 (H3K27me3) — modyfikacje
charakterystyczng dla nieaktywnego chromosomu X w zenskich komodrkach. Wyniki po
pobudzeniu komorek nie wykazaly zmian w lokalizacji ani w poziomie tej modyfikacji

wzgledem kontroli (ryc. 15).

Markery euchromatyny, jak acetylacja lizyny 9 na histonie H3 (H3K9ac) lub lizyny 56 na
histonie H3 (H3K56ac) byty réwnomiernie rozmieszczone w jadrach komorek kontrolnych
z wylaczeniem silnie skondensowanych chromocentréw. Po pobudzeniu gromadzity si¢
blisko granic skondensowanej chromatyny, (ryc. 16 A/B i ryc. 17 A/B). Nie zauwazono
jednak istotnych réznic migdzy poziomami tych modyfikacji dla wariantu kontrolnego oraz

eksperymentalnego (ryc. 16 C/D iryc. 17 C/D).

Powyzsze wyniki sugeruja, ze po stymulacji aktywna chromatyna jest przesuwana
w strong¢ wolnej przestrzeni migdzychromatynowej i1 otacza wyciszone transkrypcyjnie,

skondensowane cze$ci genomu.
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Rycina 13. (A) Immunodetekcja dimetylacji lizyny 9 histonu H3 (H3K9me2) w kontrolnych (DMSO) lub
stymulowanych (cLTP) neuronach hipokampalnych. Pierwszy wiersz przedstawia ztozenie 5-ciu plaszczyzn w
osi z, z natlozonymi na siebie sygnalami pochodzacymi z DNA (przedstawione na niebiesko) oraz H3K9me?2
(przedstawione na czerwono). Ponizsze wiersze przedstawiajg osobno: barwienie DNA, barwienie
immunofluorescencyjne na H3K9me?2. Skala, 5 pm.

(B) Intensywno$¢ sygnatu fluorescencyjnego w 8-bitowej skali szarosci (0-255), pochodzacego z barwienia
DNA (uwidocznione na niebiesko) i barwienia H3K9me2 (uwidocznione na czerwono). Na gérnym wykresie
przedstawiono warto$ci dla wariantu DMSO, na dolnym — dla cLTP. Osie x reprezentuja przekroje jader, zgodne
z zaznaczeniem strzatki.

(C) Wynik metody western blot z przeciwciatem rozpoznajacym modyfikacje H3K9me?2 (z lewej, oznaczono
czarnym prostokatem) oraz barwienie catkowitego biatka przeprowadzone na tej samej membranie przy pomocy
odczynnika Ponceau (po prawej stronie). Do pierwszej kolumny podano lizat biatkowy z wariantu DMSO, do
drugiej — cLTP.

(D) Densytometryczna analiza intensywnos$ci sygnatu, pochodzacego z detekcji H3K9me?2. Lewa cze$¢ wykresu
odnosi si¢ do wariantu DMSO, prawa — cLTP. Porownywane liczby przedstawiaja obliczone pole powierzchni
dla danych czgsci wykresu. Przeprowadzony test 7-Studenta dla prob niezaleznych wykazat wynik nieistotny
statystycznie.
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Rycina 14. (A) Immunodetekcja di- i trimetylacji lizyny 20 histonu H4 (H4K20me2me3) w kontrolnych (DMSO)
lub stymulowanych (cLTP) neuronach hipokampalnych. Pierwszy wiersz przedstawia ztozenie 5-ciu plaszczyzn
w osi z, z nalozonymi na siebie sygnalami pochodzacymi z DNA (przedstawione na niebiesko) oraz
H4K20me2me3 (przedstawione na czerwono). Ponizsze wiersze przedstawiajg osobno: barwienie DNA,
barwienie immunofluorescencyjne na H4K20me2me3. Skala, 5 pm.

(B) Intensywno$¢ sygnatu fluorescencyjnego w 8-bitowej skali szarosci (0-255), pochodzacego z barwienia
DNA (uwidocznione na niebiesko) i barwienia H4K20me2me3 (uwidocznione na czerwono). Na goérnym
wykresie przedstawiono wartosci dla wariantu DMSO, na dolnym — dla cLTP. Osie x reprezentuja przekroje
jader, zgodne z zaznaczeniem strzalki.

(C) Wynik metody western blot z przeciwcialem rozpoznajacym modyfikacje H4K20me2me3 (z lewej,
oznaczono czarnym prostokgtem) oraz barwienie calkowitego bialka przeprowadzone na tej samej membranie
przy pomocy odczynnika Ponceau (po prawej stronie). Do pierwszej kolumny podano lizat biatkowy z wariantu
DMSO, do drugiej — cLTP.

(D) Densytometryczna analiza intensywnos$ci sygnatu, pochodzacego z detekcji H4K20me2me3. Lewa czeg$é
wykresu odnosi si¢ do wariantu DMSO, prawa — cLTP. Porownywane liczby przedstawiaja obliczone pole
powierzchni dla danych cze$ci wykresu. Przeprowadzony test #-Studenta dla prob niezaleznych wykazat wynik
nieistotny statystycznie.
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Rycina 15. (A) Immunodetekcja trimetylacji lizyny 27 histonu H3 (H3K27me3) w kontrolnych (DMSO) lub
stymulowanych (cLTP) neuronach hipokampalnych. Pierwszy wiersz przedstawia zlozenie 5-ciu ptaszczyzn w
osi z, z natozonymi na siebie sygnatami pochodzacymi z DNA (przedstawione na niebiesko) oraz H3K27me3
(przedstawione na czerwono). Ponizsze wiersze przedstawiaja osobno: barwienie DNA, barwienie
immunofluorescencyjne na H3K27me3. Skala, 5 um.

(B) Intensywno$¢ sygnatu fluorescencyjnego w 8-bitowej skali szarosci (0-255), pochodzacego z barwienia
DNA (uwidocznione na niebiesko) i barwienia H3K27me3 (uwidocznione na czerwono). Na géornym wykresie
przedstawiono wartosci dla wariantu DMSO, na dolnym — dla cLTP. Osie x reprezentujg przekroje jader, zgodne
z zaznaczeniem strzatki.

(C) Wynik metody western blot z przeciwcialem rozpoznajacym modyfikacj¢ H3K27me3 (z lewej, oznaczono
czarnym prostokatem) oraz barwienie catkowitego bialka przeprowadzone na tej samej membranie przy pomocy
odczynnika Ponceau (po prawej stronie). Do pierwszej kolumny podano lizat biatkowy z wariantu DMSO, do
drugiej — cLTP.

(D) Densytometryczna analiza intensywnosci sygnatu, pochodzacego z detekcji H3K27me3. Lewa czgéc
wykresu odnosi si¢ do wariantu DMSO, prawa — cLTP. Porownywane liczby przedstawiaja obliczone pole
powierzchni dla danych czesci wykresu. Przeprowadzony test #-Studenta dla préb niezaleznych wykazat wynik
nieistotny statystycznie.
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Rycina 16. (A) Immunodetekcja acetylacji lizyny 9 histonu H3 (H3K9ac) w kontrolnych (DMSO) lub
stymulowanych (cLTP) neuronach hipokampalnych. Pierwszy wiersz przedstawia ztozenie 5-ciu plaszczyzn w
osi z, z natozonymi na siebie sygnalami pochodzacymi z DNA (przedstawione na niebiesko) oraz H3K9ac
(przedstawione na czerwono). Ponizsze wiersze przedstawiajg osobno: barwienie DNA, barwienie
immunofluorescencyjne na H3K9ac. Skala, 5 um.

(B Intensywnos$¢ sygnatu fluorescencyjnego w 8-bitowej skali szarosci (0-255), pochodzacego z barwienia DNA
(uwidocznione na niebiesko) i barwienia H3K9ac (uwidocznione na czerwono). Na gornym wykresie
przedstawiono warto$ci dla wariantu DMSO, na dolnym — dla cLTP. Osie x reprezentuja przekroje jader, zgodne
z zaznaczeniem strzatki.

(C) Wynik metody western blot z przeciwcialem rozpoznajacym modyfikacje H3K9ac (z lewej, oznaczono
czarnym prostokatem) oraz barwienie catkowitego biatka przeprowadzone na tej samej membranie przy pomocy
odczynnika Ponceau (po prawej stronie). Do pierwszej kolumny podano lizat biatkowy z wariantu DMSO, do
drugiej — cLTP.

(D) Densytometryczna analiza intensywnosci sygnalu, pochodzacego z detekcji H3K9ac. Lewa cz¢§¢ wykresu
odnosi si¢ do wariantu DMSO, prawa — cLTP. Porownywane liczby przedstawiaja obliczone pole powierzchni
dla danych czgsci wykresu. Przeprowadzony test 7-Studenta dla prob niezaleznych wykazat wynik nieistotny
statystycznie.
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Rycina 17. (A) Immunodetekcja acetylacji lizyny 56 histonu H3 (H3KS56ac) w kontrolnych (DMSO) lub
stymulowanych (cLTP) neuronach hipokampalnych. Pierwszy wiersz przedstawia zlozenie 5-ciu ptaszczyzn w
osi z, z natozonymi na siebie sygnalami pochodzacymi z DNA (przedstawione na niebiesko) oraz H3KS56ac
(przedstawione na czerwono). Ponizsze wiersze przedstawiaja osobno: barwienie DNA, barwienie
immunofluorescencyjne na H3K56ac. Skala, 5 pm.

(B) Intensywno$¢ sygnatu fluorescencyjnego w 8-bitowej skali szarosci (0-255), pochodzacego z barwienia
DNA (uwidocznione na niebiesko) i barwienia H3K56ac (uwidocznione na czerwono). Na gornym wykresie
przedstawiono warto$ci dla wariantu DMSO, na dolnym — dla cLTP. Osie x reprezentuja przekroje jader, zgodne
z zaznaczeniem strzatki.

(C) Wynik metody western blot z przeciwcialem rozpoznajacym modyfikacje H3K56ac (z lewej, oznaczono
czarnym prostokatem) oraz barwienie catkowitego biatka przeprowadzone na tej samej membranie przy pomocy
odczynnika Ponceau (po prawej stronie). Do pierwszej kolumny podano lizat biatkowy z wariantu DMSO, do
drugiej — cLTP.

(D) Densytometryczna analize intensywnosci sygnatlu, pochodzacego z detekcji H3K56ac. Lewa czgs$¢ wykresu
odnosi si¢ do wariantu DMSO, prawa — cLTP. Poréwnywane liczby przedstawiaja obliczone pole powierzchni
dla danych czgsci wykresu. Przeprowadzony test z-Studenta dla prob niezaleznych wykazat wynik nieistotny
statystycznie.
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4.6. Zahamowanie dzialania enzymow przeprowadzajacych
potranslacyjne modyfikacje histonow nie blokuje rearanzacji

chromatyny

Bazujac na powyzszych wynikach podjeto probe wyjasnienia mechanizmu,
odpowiedzialnego za globalng rearanzacj¢ chromatyny po pobudzeniu. Zaczg¢to od
sprawdzenia inhibitorow blokujacych enzymy odpowiedzialne za odczytywanie, zapisywanie
lub usuwanie potranslacyjnych modyfikacji histonow. Wybrano nast¢pujace odczynniki: kwas
anakardowy (inhibitor acetylotransferazy histonowej p300/CBP), JQI (inhibitor wigzania
bromodomen z acetylowanymi histonami), a takze BIX 01294 (inhibitor metylotransferazy
G9a) i A196 (inhibitor metylotransferaz SUV420H1 i SUV420H2). Jednak Zaden z uzytych
inhibitorow nie zablokowal kondensacji chromatyny po pobudzeniu cLTP (ryc. 18 i 19).
Nie zaobserwowano réwniez zmian w lokalizacji okre§lonych modyfikacji histonow (ryc. 18
i 19). Dane literaturowe wskazuja ponadto, ze inhibitor JQ1 zaktoca dziatanie super-
wzmacniaczy (ang. Super-Enhancer, SE) — skupisko wzmacniaczy zaangazowanych
w regulacje wielu kluczowych gendéw w neuronach, w tym genu wczesnej odpowiedzi c-Fos.
(Joo 1 wsp. 2015). Jednak po traktowaniu hodowli odczynnikiem JQ1 ani globalna
kondensacja chromatyny, ani ekspresja genu c-Fos nie ulegta zmianie (ryc. 18). Sugeruje to,
Ze obserwowana rearanzacja chromatyny wywotana aktywacja neurondéw nie jest zalezna od

regulacji potranslacyjnych modyfikacji histonow ani aktywacji super-wzmacniaczy.
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Rycina 18. Immunodetekcja acetylacji lizyny 9 histonu H3 (H3K9ac) oraz markera aktywacji biatka c-FOS w
kontrolnych (DMSO) lub stymulowanych (cLTP) neuronach hipokampalnych. Z lewej strony pokazano komorki
preinkubowane z kwasem anakardowym (kolumna po prawej) lub buforem stuzacym do jego rozpuszczenia
(KONTROLA). Z prawej pokazano komorki preinkubowane z inhibitorem JQ1 (kolumna po prawej) lub
buforem shuzacym do jego rozpuszczenia (KONTROLA). Gorne wiersze przedstawiajg wariant inhibitora z
DMSO, dolne — z cLTP. Gorny panel przedstawia ztozenie 5-ciu plaszczyzn w osi z, z natozonymi na siebie
kanatami: DNA znakowanym Hoechst (przedstawiony na niebiesko), markera pobudzenia neuronéw - biatka c-
FOS (przedstawiony na zielono) i acetylacji histonu H3 na lizynie 9 (przedstawiony na czerwono). Nizsze panele
przedstawiaja kolejno: barwienie DNA, barwienie immunofluorescencyjne na biatko ¢-FOS i H3K9ac. Skala, 5
pm.
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Rycina 19. Immunodetekcja di- i trimetylacji lizyny 20 histonu H4 lub dimetylacji lizyny 9 histonu H3 oraz
trimetylacji lizyny 20 histonu H4 lub acetylacji lizyny 9 histonu H3 w kontrolnych (DMSO) lub stymulowanych
(cLTP) neuronach hipokampalnych. Z lewej pokazano komorki preinkubowane z inhibitorem A196 (kolumna po
prawej) lub buforem shluzacym do jego rozpuszczenia (KONTROLA). Z prawej pokazano komorki
preinkubowane z inhibitorem BIX1294 (kolumna po prawej) lub buforem stuzacym do jego rozpuszczenia
(KONTROLA). Goérne wiersze przedstawiaja wariant inhibitora z DMSO, dolne — z cLTP. Gorny panel
przedstawia zlozenie 5-ciu ptaszczyzn w osi z, z nalozonymi na siebie kanatami: DNA znakowanym Hoechst
(przedstawiony na niebiesko), markera di- i trimetylacji histonu H4 na lizynie 20 lub dimetylacji histonu H3 na
lizynie 9 (przedstawione na zielono) i markera trimetylacji histonu H4 na lizynie 20 lub acetylacji histonu H3 na
lizynie 9 (przedstawione na czerwono). Nizsze panele przedstawiaja kolejno: barwienie DNA, barwienie
immunofluorescencyjne na biatko c-FOS i H4K20me?2/3, H4K20me3, H3K9me2 lub H3K9ac. Skala, 5 pm.
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4.7. Kondensacja chromatyny jest zalezna od naplywu jonéw wapnia

Aby rozwazy¢ mozliwe $ciezki sygnalowe lezace u podstaw kondensacji chromatyny
po pobudzeniu, zdecydowano si¢ dodatkowo na zastosowanie dwodch réznych inhibitorow
kalcyneuryny (FK506 oraz cyklosporyny). Kalcyneuryna jest zalezng od kalmoduliny
fosfataza biatkowa serynowo-treoninowa, aktywowang przez jony wapnia. Uczestniczy
w przekazywaniu sygnatow wewnatrzkomorkowych 1 moduluje aktywnos$¢ innych biatek,
a takze reguluje ekspresje genow odpowiedzi wczesnej (Qiu i Ghosh, 2008). W uzytym
wczesniej modelu aktywacji neurondw, zastosowane odczynniki bezposrednio powodowaty
wzrost poziomu wewnatrzkomorkowego cAMP z pominigciem pierwotne] aktywacji
kalcyneuryny. Z tego powodu zdecydowano si¢ na wykorzystanie bardziej fizjologicznej
sciezki pobudzania neurondéw 1 zastosowano stymulacje komorek poprzez podanie jondéw
potasu, ktore w nastgpstwie aktywuja receptory NMDA 1 umozliwiaja naplyw jonow

wapniowych do komorki, a w konsekwencji dalszg kaskad¢ sygnatowa.

Zgodnie z intencja, zahamowanie kalcyneuryny przez inhibitor FK506 blokowato
ekspresje genu c-Fos, a co ciekawe takze calkowicie blokowato zalezng od aktywacji
reorganizacj¢ chromatyny (ryc. 20). W przypadku cyklosporyny, rearanzacja chromatyny
réwniez byla zahamowana, cho¢ w mniejszym stopniu, a biatko c-FOS wcigz bylo
produkowane. Nie zaobserwowano natomiast istotnych zmian w poziomie ani lokalizacji
acetylacji lizyny 9 histonu H3 (H3K9ac). Uzyskane wyniki wskazujg na kluczowa role jonow

wapnia w kondensacji chromatyny po stymulacji komorek.
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Rycina 20. Immunodetekcja acetylacji lizyny 9 histonu 3 (H3K9ac) oraz markera aktywacji biatka c-FOS w
kontrolnych (DMSO) Iub stymulowanych (KCIl) neuronach hipokampalnych. Z lewej pokazano komorki
preinkubowane z inhibitorem FK506 (kolumna po prawej) lub buforem shuzacym do jego rozpuszczenia
(KONTROLA). Z prawej pokazano komorki preinkubowane z inhibitorem cyklosporyna (kolumna po prawej)
lub buforem stuzacym do jego rozpuszczenia (KONTROLA). Gorne wiersze przedstawiaja wariant inhibitora z
DMSO, dolne — z cLTP. Gorny panel przedstawia ztozenie 5-ciu plaszczyzn w osi z, z natozonymi na siebie
kanatami: DNA znakowanym Hoechst (przedstawiony na niebiesko), markera pobudzenia neuronow - biatka c-
FOS (przedstawiony na zielono) i acetylacji lizyny 9 histonu H3 (przedstawiony na czerwono). Nizsze panele
przedstawiaja kolejno: barwienie DNA, barwienie immunofluorescencyjne biatka c-FOS i H3K9ac. Skala, 5 um.
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4.8. Zablokowanie aktywnosci deacetylaz histonowych hamuje

kondensacj¢ chromatyny

W nastepnym kroku zastosowano inhibitory deacetylaz histonowych (ang. Histone
Deacetylase, HDAC) o szerokim spektrum— skriptaid i TSA, ktore catkowicie zahamowatly
kondensacj¢ chromatyny po pobudzeniu, nie blokujac jednak ekspresji genu c-Fos (ryc. 21).
W celu sprawdzenia wplywu podanych odczynnikow na poziom acetylacji zastosowano
barwienie immunofluorescencyjne na acetylacje histonu H2B. Zauwazono niewielki wzrost
w poziomie tej modyfikacji po zastosowaniu powyzszych substancji (ryc. 21). Nastepnie,
zdecydowano si¢ zastosowac inne, bardziej specyficzne inhibitory deacetylaz histonowych,
jak panobinostat (inhibitor klasy I, ITa 1 IIb), SAHA (inhibitor klasy I i IIb), CI-994 (inhibitor
klasy 1), Mi-192 (inhibitor HDAC2 i HDAC3) oraz romidepsin (inhibitor HDAC1 i HDAC2).
Wigkszo§¢ zastosowanych inhibitorow zwigkszata zardwno ekspresj¢ genu c-Fos, jak
1 poziom acetylacji histonu H2B (ryc. 22 i 23). Ponadto zaobserwowano, ze wszystkie
odczynniki z wyjatkiem Mi-192 zahamowaty zmiany strukturalne chromatyny
w stymulowanych neuronach. Zastosowanie blokeréw o roznej specyficznosci umozliwito
zidentyfikowanie biatka HDACI1, jako kluczowego elementu zaangazowanego

W obserwowang reorganizacj¢ chromatyny, dlatego zostato ono wybrane do dalszych badan.
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Rycina 21. Immunodetekcja acetylacji histonu H2B (H2Bac) oraz markera aktywacji biatka c-FOS w
kontrolnych (DMSO) lub stymulowanych (cLTP) neuronach hipokampalnych. Z lewej pokazano komorki
preinkubowane z inhibitorem skriptaid (kolumna po prawej) lub buforem shuzacym do jego rozpuszczenia
(KONTROLA). Z prawej pokazano komorki preinkubowane z inhibitorem TSA (kolumna po prawej) lub
buforem shizacym do jego rozpuszczenia (KONTROLA). Gérne wiersze przedstawiajg wariant inhibitora z
DMSO, dolne — z cLTP. Gérny panel przedstawia ztozenie 5-ciu ptaszczyzn w osi z, z natozonymi na siebie
kanatami: DNA znakowanym Hoechst (przedstawiony na niebiesko), markera pobudzenia neuronoéw - biatka c-
FOS (przedstawiony na zielono) i acetylacji histonu H2B (przedstawiony na czerwono). Nizsze panele
przedstawiaja kolejno: barwienie DNA, barwienie immunofluorescencyjne na biatko c¢-FOS i H2Bac. Skala, 5
pum.
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Rycina 22. Immunodetekcja acetylacji histonu H2B (H2Bac) oraz markera aktywacji biatka c-FOS w
kontrolnych (DMSO) lub stymulowanych (cLTP) neuronach hipokampalnych. Z lewej pokazano komorki
preinkubowane z inhibitorem panobinostat (kolumna po prawej) lub buforem stuzacym do jego rozpuszczenia
(KONTROLA). Z prawej pokazano komorki preinkubowane z inhibitorem SAHA (kolumna po prawej) lub
buforem shizacym do jego rozpuszczenia (KONTROLA). Gérne wiersze przedstawiajg wariant inhibitora z
DMSO, dolne — z cLTP. Gérny panel przedstawia ztozenie 5-ciu plaszczyzn w osi z, z natlozonymi na siebie
kanatami: DNA znakowanym Hoechst (przedstawiony na niebiesko), markera pobudzenia neuronow - biatka c-
FOS (przedstawiony na zielono) i acetylacji histonu H2B (przedstawiony na czerwono). Nizsze panele
przedstawiajg kolejno: barwienie DNA, barwienie immunofluorescencyjne na biatko c¢-FOS i H2Bac. Skala, 5
pum.
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Rycina 23. Immunodetekcja acetylacji histonu H2B (H2Bac) oraz markera aktywacji biatka c-FOS w
kontrolnych (DMSO) lub stymulowanych (cLTP) neuronach hipokampalnych. Z lewej pokazano komorki
preinkubowane z inhibitorem CI-994 (kolumna po prawej) lub buforem stluzacym do jego rozpuszczenia
(KONTROLA). W $rodkowym panelu pokazano komoérki preinkubowane z inhibitorem Mi-192 (kolumna po
prawej) lub buforem shuzacym do jego rozpuszczenia (KONTROLA). Z prawej pokazano komorki
preinkubowane z inhibitorem romidepsin (kolumna po prawej) lub buforem stuzacym do jego rozpuszczenia
(KONTROLA). Goérne wiersze przedstawiaja wariant inhibitora z DMSO, dolne — z cLTP. Gorny panel
przedstawia zlozenie 5-ciu plaszczyzn w osi z, z nalozonymi na siebie kanatami: DNA znakowanym Hoechst
(przedstawiony na niebiesko), markera pobudzenia neurondéw - biatka c-FOS (przedstawiony na zielono)
i acetylacji histonu H2B (przedstawiony na czerwono). Nizsze panele przedstawiaja kolejno: barwienie DNA,
barwienie immunofluorescencyjne na biatko c-FOS i H2Bac. Skala, 5 pm.
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4.9. W rearanzacji chromatyny kluczowq rol¢ odgrywa bialko HDAC1

Za pomocg wektora lentiwirusowego, niosgcego sekwencje spinki RNA (shRNA, ang.
Short Hairspin RNA) specyficznej dla szczurzego biatka HDACI 1 jednoczes$nie sekwencje
biatka zielonej fluorescencji (GFP, ang. Green Fluorescence Protein), udato si¢ wyciszy¢
deacetylazg HDACI na poziomie zaréwno transkryptu, jak i biatka (ryc. 24, ryc. 25). Wynik
ten ma potwierdzenie w podwyzszonym poziomie acetylacji lizyny 56 histonu H3, ktora jest

specyficznym substratem dla enzymu HDACI1 (Dovey 1 wsp. 2010).

Przedstawione na rycinie dwudziestej czwartej (ryc. 24) dane pokazuja, ze po wyciszeniu
ekspresji genu Hdacl w barwieniu chromatyny neuronéw widaé¢ znaczng redukcje liczby
skondensowanych foci DNA — zarowno w kontroli (AHDACI1, DMSO), jak i wariancie
eksperymentalnym (AHDACI, cLTP). Struktura chromatyny nie ulega rearanzacji po
stymulacji neuronéw. Przeprowadzona analiza iloSciowa wskazuje na spadek objetosci
catkowitej chromatyny w jadrach komorek traktowanych wektorem kontrolnym na skutek
indukcji LTP (scr, cLTP) o 14 pp., przy jednoczesnym braku takiej roznicy w przypadku
komorek pozbawionych biatka HDAC1 (AHDACI, cLTP, wyk. 12). Dodatkowo, jadra
komorek pozbawionych HDACI stawaly si¢ wigksze, a granice wybarwionego DNA mocno
zatarte w porownaniu do wariantu transdukowanego wektorem kontrolnym (ryc. 24).
Komoérki z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko HDAC1 (AHDAC1) wykazywaty
wiekszg $rednice jader (Srednio 16 um) w poréwnaniu do wariantu kontrolnego (13 um, wyk.
13). Przeanalizowano réwniez liczbe i procentowy udziat silnie skondensowanych ognisk
chromatyny i chromocentrow — komorki pozbawione biatka HDACI1 zawieraly wyj$ciowo
mniej chromocentrow ($rednio 5 na jadro komdrkowe), ktore zajmowaty mniejsza objetosé
(1,1% objetosci w stosunku do catego jadra) w poréwnaniu do wariantu kontrolnego ($rednio
21 chromocentrow oraz 2,6% objetosci, wyk. 14 1 wyk. 15). Po indukcji LTP liczba silnie
skondensowanych ognisk chromatyny 1 calkowita obj¢tos¢ rowniez wzrastata, choé
w mniejszym stopniu — w przypadku plazmidu niosgcego wyciszajace shRNA ich objetosé
wzrastata o 1,2 pp., a ich liczba zmieniata si¢ $rednio o 3 dodatkowe foci (w przypadku
wariantu scr wzrost objetosci wynosit 3,3 pp., a liczba $rednio rosta o 17 skondensowanych

foci, wyk. 14 1 wyk. 15).

Aby udowodni¢, ze biatkko HDACI jest niezbedne do kondensacji chromatyny,
przeprowadzono eksperyment z przywracaniem funckji biatka. W tym celu uzyto plazmidu,
zawierajacego ludzka wersje biatka HDACI1, wyznakowang czerwonym biatkiem

fluorescencyjnym (ang. Red Fluorescent Protein, RFP). Sekwencja ludzkiego biatka nie jest
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podatna na dziatanie zastosowanej spinki RNA specyficznej dla szczurzej sekwencji HDACI,
dlatego udalo si¢ z powodzeniem przywroci¢ funkcje biatka HDAC1 w komdrkach
traktowanych shRNA dla HDACI, jak rowniez kondensacj¢ chromatyny po stymulacji
neurondéw (ryc. 26). Komorki z przywrdcong funkcjg biatka HDAC1 wykazaty podobny
spadek catkowitej objetosci chromatyny po pobudzeniu — 16 pp. w przypadku wariantu
kontrolnego oraz 10 pp. dla komoérek z wezesniejszym wyciszeniem biatka HDAC1 (wyk. 16).
Dodatkowo, nie wykazywaty istotnych réznic miedzy S$rednicami jader (wyk. 17). Po
przywrdceniu funkcji biatka HDACI1 1 stymulacji cLTP, zarowno w wariancie kontrolnym,
jak 1 wyciszajacym nastgpowal wzrost obje¢tosci chromocentrow 1 silnie skondensowanych
ognisk chromatyny o 2,7 pp. (wyk. 18) oraz ich liczby o 31 nowych chromocentréow dla
wariantu kontrolnego i1 22 — dla wariantu AHDACI (wyk 19). Wszystkie te wyniki pokazuja
istotng role deacetylazy histonowej HDAC1 w regulacji organizacji chromatyny

stymulowanej pobudzeniem neuronow.
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Rycina 24. Obraz jader neuronéw hipokampalnych z mikroskopu konfokalnego LSM 780 po zastosowaniu
transdukcji wyciszajacej biatko HDAC1. Lewy panel przedstawia komorki niestymulowane po zastosowaniu
wirusa kontrolnego (scr DMSO) i wyciszajacego ekspresj¢ genu Hdacl (AHDAC1 DMSO), prawy — komorki
stymulowane po zastosowaniu wirusa kontrolnego (scr cLTP) i wyciszajacego ekspresj¢ genu Hdac! (AHDAC1
cLTP). Najwyzszy wiersz przedstawia ztozenie 5-ciu ptaszczyzn w osi z, z natozonymi na siebie kanatami: DNA
znakowanym Hoechst (przedstawiony na niebiesko), markera transdukcji - biatka GFP (przedstawiony na
zielono) i wybarwionego biatka HDACI1 (przedstawionym na czerwono). Nizsze panele przedstawiaja kolejno:
barwienie DNA, detekcje biatka GFP oraz barwienie immunofluorescencyjne na biatko HDACI1. Skala, 5 um.
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Rycina 25. (A) Wynik metody western blot z przeciwcialem rozpoznajacym biatko HDACI1 (z lewej strony)
oraz barwienie calkowitego biatka przeprowadzone na tej samej membranie przy pomocy odczynnika Ponceau
(po prawej stronie). Do pierwszej kolumny podano lizat biatkowy z wariantu scr, do drugiej - AHDACI.

(B) Densytometryczna analiza intensywnos$ci sygnatu, pochodzacego z detekcji biatka HDACI. Lewa cze$é
wykresu odnosi si¢ do wariantu scr, prawa — AHDACI1. Porownywane liczby przedstawiaja obliczone pole
powierzchni dla danych czgéci wykresu. Przeprowadzony test -Studenta dla prob niezaleznych wykazat wynik o
istotnosci statystycznej p < 0,001 (***).

(C) Wynik metody western blot z przeciwcialem rozpoznajacym modyfikacje H3KS56ac (z lewej strony) oraz
barwienie catkowitego biatka przeprowadzone na tej samej membranie przy pomocy odczynnika Ponceau (po
prawej stronie). Do pierwszej kolumny podano lizat biatkowy z wariantu scr, do drugiej — AHDACI.

(D) Densytometryczna analiza intensywnosci sygnalu, pochodzacego z detekcji H3K56ac. Lewa czgs$¢ wykresu
odnosi si¢ do wariantu scr, prawa — AHDACI. Poréwnywane liczby przedstawiaja obliczone pole powierzchni
dla danych czesci wykresu. Przeprowadzony test ¢-Studenta dla prob niezaleznych wykazat wynik o istotnosci
statystycznej p < 0,01 (**).
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Wykres 12. Analiza ilo§ciowa calkowitej objetosci DNA w jadrze komoérkowym neuronéw kontrolnych (DMSO)
i stymulowanych (cLTP) transdukowanych plazmidem kontrolnym (scr) lub wyciszajacym biatko HDACI

(AHDACI). Analiza zostala oparta na sygnale z barwienia Hoechst i przeprowadzona na wysegmentowanych

jadrach z 3 niezaleznych eksperymentow. Wyniki zostaty przedstawione, jako procentowy udziat chromatyny w

stosunku do objetosci catego jadra. Na osi x zaznaczono wariant plazmidu kontrolnego (scr) lub wyciszajacego

(AHDACI). Na osi y przedstawiono warto$¢ procentowa objetosci jadra komorkowego. Stupki bledéw wyrazaja
warto$¢ SEM, gwiazdki reprezentujg test Kruskala-Wallisa, w ktorym warto$¢ istotnosci statystycznej p < 0,001

jest pokazana jako ***. Skrot ,,ns” oznacza rdznice nieistotne statystycznie.

—- 1 . 1

Sradnlira l1acear

2HEUhlg jguati
Ilﬂmnrl.’nllf\lﬁi'\ | Tl
RUTTIUT RUVW Y LI IO

_s 11 A ™A
WVycCisZzeniu | 4 DJALL
20 —
18 =
- —
i6 . ——
11
— 1
e 12
=4 a4
=il
B
5
a
4
i
0
sCr AHDAC1

ODMSO m@mclTr

Wykres 13. Analiza iloSciowa $rednicy jader komoérkowych neurondéw kontrolnych (DMSO) i stymulowanych
(cLTP) transdukowanych plazmidem kontrolnym (scr) lub wyciszajacym biatko HDAC1 (AHDACI). Analiza
zostala oparta na sygnale z barwienia Hoechst i przeprowadzona na wysegmentowanych jadrach z 3
niezaleznych eksperymentéow. Na osi x zaznaczono wariant plazmidu kontrolnego (scr) lub wyciszajacego
(AHDACI). Na osi y przedstawiono wartos¢ liczbowa wyrazong w pm. Stupki bledow wyrazaja warto§¢ SEM,
gwiazdki reprezentuja test Kruskala-Wallisa, w ktorym wartos$¢ istotnosci statystycznej p < 0,05 jest pokazana
jako *, p <0,01 jako ** i p < 0,001 jako ***.
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Wykres 14. Analiza iloSciowa catkowitej objeto$ci chromocentréw i silnie skondensowanych ognisk
chromatyny w jadrze komoérkowym neuronéw kontrolnych (DMSO) i stymulowanych (cLTP) transdukowanych
plazmidem kontrolnym (scr) lub wyciszajacym bialko HDAC1 (AHDACI). Analiza zostata oparta na sygnale z
barwienia Hoechst i przeprowadzona na wysegmentowanych jadrach z 3 niezaleznych eksperymentow. Wyniki
zostaly przedstawione, jako procentowy udzial chromocentréw i silnie skondensowanych ognisk chromatyny w
stosunku do objetosci calego jadra. Na osi x zaznaczono wariant plazmidu kontrolnego (scr) lub wyciszajacego
(AHDACT). Na osi y przedstawiono warto$¢ procentowa objetosci jadra komorkowego. Stupki btedow wyrazaja
warto$¢ SEM, gwiazdki reprezentuja test Kruskala-Wallisa, w ktorym wartos$¢ istotnosci statystycznej p < 0,001

jest pokazana jako ***,
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Wykres 15. Analiza iloSciowa $redniej liczby chromocentrow i silnie skondensowanych ognisk chromatyny w
jadrze komérkowym neurondéw kontrolnych (DMSO) i stymulowanych (cLTP) transdukowanych plazmidem
kontrolnym (scr) lub wyciszajacym biatkko HDAC1 (AHDACI). Analiza zostata oparta na sygnale z barwienia
Hoechst i przeprowadzona na wysegmentowanych jadrach z 3 niezaleznych eksperymentéw. Na osi x
zaznaczono wariant plazmidu kontrolnego (scr) lub wyciszajacego (AHDAC1). Na osi y przedstawiono warto$¢
liczbowg. Stupki bledow wyrazaja wartos¢ SEM, gwiazdki reprezentuja test Kruskala-Wallisa, w ktorym
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warto$¢ istotnosci statystycznej p < 0,001 jest pokazana jako ***.
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scr + DMSO AHDAC1+DMSO scr + cLTP AHDAC1 + cLTP
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HDAC1
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Rycina 26. Obraz jader neuronéw hipokampalnych z mikroskopu konfokalnego LSM 780 po zastosowaniu
transdukcji wyciszajacej biatko HDACI, a nastgpnie podaniu plazmidu zawierajacego ludzkie biatko HDACI.
Lewy panel przedstawia komorki niestymulowane po zastosowaniu wirusa kontrolnego (scr DMSO)
i wyciszajacego ekspresj¢ genu Hdac! (AHDAC1 DMSO). Do obydwu wariantéw podano plazmid zawierajacy
ludzkie biatko HDACI. Prawy panel przedstawia komorki stymulowane po zastosowaniu wirusa kontrolnego
(scr cLTP) i wyciszajacego ekspresje genu Hdacl (AHDACI cLTP). Do obydwu wariantéw rowniez podano
plazmid zawierajacy ludzkie biatko HDAC1. Najwyzszy wiersz przedstawia ztozenie 5-ciu ptaszczyzn w osi z, z
nalozonymi na siebie kanatami: DNA znakowanym Hoechst (przedstawiony na niebiesko), markera transdukc;ji -
biatka GFP (przedstawiony na zielono), markera udanej transfekcji — bialka RFP (przedstawiony na czerwono) i
wybarwionego biatka HDACI (przedstawionym na szaro). Nizsze panele przedstawiaja kolejno: barwienie DNA,
detekcje biatka GFP, detekcje bialka RFP oraz barwienie immunofluorescencyjne na biatko HDACI. Skala, 5
pm.
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Wykres 16. Analiza iloSciowa catkowitej objetosci chromatyny w jadrze komoérkowym neuronéw kontrolnych
(DMSO) i stymulowanych (cLTP) transdukowanych plazmidem kontrolnym (scr) lub wyciszajacym biatko
HDACI1 (AHDACI) oraz po zastosowaniu transfekcji przywracajacej funkcje biatka HDACI1. Analiza zostata
oparta na sygnale z barwienia Hoechst i przeprowadzona na wysegmentowanych jadrach z 3 niezaleznych
eksperymentow. Wyniki zostaty przedstawione, jako procentowy udziat chromatyny w stosunku do objetosci
catego jadra. Na osi x zaznaczono wariant plazmidu kontrolnego (scr) lub wyciszajacego (AHDAC1), po ktoérych
podano wektor przywracajacy funkcje biatka HDACI. Na osi y przedstawiono warto$¢ procentowa objetosci
jadra komorkowego. Stupki bledéw wyrazaja wartos¢ SEM, gwiazdki reprezentuja test Kruskala-Wallisa, w
ktérym warto$¢ istotnosci statystycznej p < 0,001 jest pokazana jako ***.
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Wykres 17. Analiza ilosciowa $rednicy jader komorkowych neuronéw kontrolnych (DMSO) i stymulowanych
(cLTP) transdukowanych plazmidem kontrolnym (scr) lub wyciszajacym biatko HDAC1 (AHDAC1) oraz po
zastosowaniu transfekcji przywracajacej funkcje¢ biatka HDACI. Analiza zostata oparta na sygnale z barwienia
Hoechst i przeprowadzona na wysegmentowanych jadrach z 3 niezaleznych eksperymentéow. Na osi x
zaznaczono wariant plazmidu kontrolnego (scr) lub wyciszajacego (AHDACI1), po ktérych podano wektor
przywracajacy funkcje biatka HDACI. Na osi y przedstawiono warto$¢ liczbowa wyrazong w pm. Stupki
btedow wyrazaja warto§¢ SEM, gwiazdki reprezentuja test Kruskala-Wallisa. Skrét ,,ns” oznacza rdznice
nieistotne statystycznie.
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Wykres 18. Analiza ilo§ciowa calkowitej objetosci chromocentrow silnie skondensowanych ognisk chromatyny
w jadrze komorkowym neuronow kontrolnych (DMSO) i stymulowanych (cLTP) transdukowanych plazmidem
kontrolnym (scr) lub wyciszajagcym biatko HDAC1 (AHDACI1) oraz po zastosowaniu transfekcji przywracajace;j
funkcje¢ biatka HDACI. Analiza zostala oparta na sygnale z barwienia Hoechst i przeprowadzona na
wysegmentowanych jadrach z 3 niezaleznych eksperymentéw. Wyniki zostaly przedstawione, jako procentowy
udziat chromocentréw w stosunku do objetosci catego jadra. Na osi x zaznaczono wariant plazmidu kontrolnego
(scr) lub wyciszajacego (AHDACI), po ktérych podano wektor przywracajacy funkcje biatka HDACI. Na osi y
przedstawiono warto§¢ procentowa objetosci jadra komodrkowego. Stupki bledéw wyrazaja wartos¢ SEM,
gwiazdki reprezentuja test Kruskala-Wallisa, w ktorym warto$¢ istotnosci statystycznej p < 0,001 jest pokazana
jako ***,
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Wykres 19. Analiza iloSciowa $redniej liczby chromocentrow i silnie skondensowanych ognisk chromatyny w
jadrach komdrkowych neuronow kontrolnych (DMSO) i stymulowanych (cLTP) transdukowanych plazmidem
kontrolnym (scr) lub wyciszajacym biatko HDAC1 (AHDAC1) oraz po zastosowaniu transfekcji przywracajacej
funkcj¢ biatka HDACI1. Analiza zostata oparta na sygnale z barwienia Hoechst i przeprowadzona na
wysegmentowanych jadrach z 3 niezaleznych eksperymentow. Na osi X zaznaczono wariant plazmidu
kontrolnego (scr) lub wyciszajacego (AHDACI), po ktérych podano wektor przywracajacy funkcje biatka
HDACI1. Na osi y przedstawiono wartos¢ liczbowa. Shupki bledow wyrazaja wartos¢ SEM, gwiazdki
reprezentuja test Kruskala-Wallisa, w ktorym warto$¢ istotnosci statystycznej p < 0,001 jest pokazana jako ***,
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5. Dyskusja

Postawiona w niniejszej pracy hipoteza zaklada, ze reorganizacja struktury chromatyny
neuronéw indukowana pobudzeniem odgrywa istotng role w ksztattowaniu plastycznosci
synaptycznej. Glownym celem pracy bylo wyjasnienie molekularnego mechanizmu
wywolujacego zmiany w przestrzennej organizacji chromatyny, zachodzacego wskutek
pobudzenia komorki nerwowej. Doswiadczenia byly przeprowadzane na hodowlach
szczurzych neurondéw hipokampalnych, stymulowanych mieszaning forskoliny, rolipramu
1 pikrotoksyny, wywotujacej chemiczne LTP. Uzyskane wyniki wykazaly, Ze struktura
chromatyny neuronow ziarnistych byta poddawana wigkszym 1 szybszym zmianom, niz
w przypadku neuronow piramidowych. Rearanzacji chromatyny towarzyszyly zmiany
w transkrypcji gendéw, lokalizacji potranslacyjnie modyfikowanych histondw 1 reorganizacja
terytorium chromosomu 1. Ponadto, zmiany w organizacji chromatyny byly zalezne od
naptywu jondw wapnia do wnetrza komoérki. Co wigcej, w zmiang przestrzennej organizacji

chromatyny okazato si¢ by¢ zaangazowane biatko HDACI.

5.1. Wady i zalety wybranego modelu doswiadczalnego

Modelem stuzacym do przeprowadzenia badan do$§wiadczalnych w tej pracy doktorskiej
byta hodowla pierwotna szczurzych neuronéw hipokampalnych (Beaudoin i wsp. 2012).
Hipokamp jest kluczowa struktura w moézgu dla uczenia si¢ i1 konsolidacji pamigci, dlatego
LTP bada si¢ gtownie w tym regionie (Sprick 1995, Kaczmarek 2018). Ze wzgledu na
wygode 1 tatwos¢ uzyskiwania hodowla pierwotna komoérek nerwowych z hipokampa szczura
jest powszechnie uzywanym modelem badan procesow zachodzacych in vivo (Banker
i Cowan 1977, Beaudoin i wsp. 2012, Michaluk i wsp. 2011). Jej jednowarstwowos¢
umozliwia badanie pojedynczych jader komoérkowych oraz wygodny dostep do synaps,
w celu przeprowadzenia analiz cytochemicznych, natomiast wyniki eksperymentow sa tatwe
w  obrazowaniu mikroskopowym po  zastosowaniu technik  fluorescencyjnych.
W przeciwienstwie do eksperymentow przeprowadzanych na zwierzgtach, prosta struktura
hodowli pozwala na skupienie si¢ na konkretnych mechanizmach ze znacznie mniejszg liczbg
zmiennych. Mozna réwniez zalozy¢, ze wszystkie badane komorki znajdujg si¢ w tej same;j
fazie cyklu komorkowego 1 sa koncowo zréznicowane, poniewaz wykazuja ekspresje genu

kodujacego biatko NeuN.
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Istnieje wiele modeli pobudzania hodowli komoérek nerwowych, w tym samego
wywolywania chemicznego LTP (Molnar 2011). Roé6znig si¢ one zastosowanymi
odczynnikami i poruszonymi szlakami metabolicznymi, jednakze dane literaturowe wskazuja
na istotng role aktywacji receptorow NMDA 1 wzrostu wewnatrzkomérkowego poziomu
wapnia w kazdym z nich (Molnar 2011). W niniejszej pracy zdecydowano si¢ na pobudzanie
komoérek mieszaning forskoliny, rolipramu i pikrotoksyny poprzez dodanie jej wprost do
pozywki hodowlanej, zgodnie z opublikowanym protokotem (Szepesi i wsp. 2013). Takie
postepowanie ma wyzszos$¢ nad technikami elektrofizjologicznymi, ze wzgledu na mozliwos¢
pobudzania cigglym sygnalem wielu komorek jednoczesnie, w przeciwienstwie do
jednorazowej aktywacji poszczegolnych synaps. Przyjeta taktyka daje sposobno$¢ do badania
calej sieci rownocze$nie, a dodatkowo pomija si¢ etap ucigzliwego poszukiwania
pojedynczych, pobudzonych komorek. Niebagatelne znaczenie ma rowniez fakt,
ze w porownaniu do stymulacji glutaminianem, jonoforami wapniowymi, glicyna, czy
antagonistami NMDA wybrany model wyrdznia si¢ minimalng interwencja w ustalong
hodowlg¢ komorkowa, bez koniecznosci odptukiwania odczynnikéw lub wymiany pozywki na
bardziej specyficzny roztwor, np. pozbawiony jonéw magnezu (Molnar 2011). Ponadto
podawanie substancji wprost do pozywki utatwia zastosowanie dodatkowych odczynnikéw,

jak np. wybranych inhibitorow, przy statych warunkach hodowli.

Pobudzanie neuronéw mieszaning forskoliny, rolipramu i pikrotoksyny powoduje
bezposrednio wzrost wewnatrzkomérkowego cAMP, ktory aktywuje kinaze¢ biatkowg A
1 szlaki sygnalizacyjne lezace u podstaw plastycznosci synaptycznej. Wskazany dobor
odczynnikow umozliwia jednak pominigcie fizjologicznego etapu LTP, ktorym jest naptyw
jonéw wapniowych do wnetrza komoérki. Stad, obok podstawowego modelu pobudzania
komorek, w niniejszej rozprawie zastosowano réwniez stymulacje jonami potasu, ktoére
aktywuja receptory NMDA, a w nastepstwie powodujg naptyw jonéw wapniowych do
komorek i1 aktywacje kinaz bialtkowych. Eksperyment ten wykazat podobng rearanzacje
chromatyny po pobudzeniu. Podobna kondensacje chromatyny zalezng od wapnia
w neuronach hipokampalnych zauwazono takze w pracy Tao-Cheng i wsp. (2018) po

stymulacji komorek jonami potasu lub receptorami NMDA.

W celu dodatkowej walidacji uzytego modelu zastosowano wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie mRNA (RNAseq), co umozliwito zidentyfikowanie 708 gendw, ktorych
ekspresja wzrastala po stymulacji komoérek. Wiele z nich nalezalo do grupy genéw

odpowiedzi wczesnej, istotnych dla uczenia si¢, pamieci 1 innych funkcji poznawczych.
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Warto zwrdci¢ rowniez uwage na ekspresje genu c-Fos, czyli ekspresje genu natychmiastowej
odpowiedzi wczesne] — kluczowego dla pamigci 1 uczenia (Fleischmann i wsp. 2003,
Kaczmarek 2018). Publikacje opierajace si¢ na tym samym modelu wykazaly ponadto zmiang
struktury kolcéw dendrytycznych (Szepesi 1 wsp. 2013), aktywacje 1 fosforylacje kinazy
CaMKII (Molnar 2011) oraz wzrost liczby receptorow AMPA w btonie postsynaptycznej
(Molnar 2011), co razem sugeruje plastyczno$¢ neuronalng. Reasumujac, sktad zastosowanej
W niniejsze] pracy mieszaniny 1 badanie reakcji komodrek sugeruje, ze udalo nam si¢
aktywowac¢ bezposrednio procesy biochemiczne odpowiadajace za przeprowadzanie LTP w

neuronach in vitro.

Oczywiscie, jak kazdy model doswiadczalny wigze si¢ on z wieloma wadami (Molnar
2011). Podstawowym zarzutem jest tutaj konieczno$¢ pozyskiwania tkanki, pociagajaca za
sobg u$miercanie szczurzych oseskow. Innym mankamentem jest wysoka heterogennos¢
poszczegdlnych hodowli — za kazdym razem sie¢ neuronalna powstaje na nowo, roézni si¢
gestoscia, zawartoscig gleju i samg tkanka, co podwaza w pewnym stopniu powtarzalno$¢
eksperymentalng. Udowodniono, ze ggstos¢ hodowli moze wplywaé na réznicowanie
1 dojrzewanie sieci neuronalnej (Dabrowski 1 wsp. 2003), a zawarto$¢ gleju pelni istotne
funkcje w przezywalnosci komoérek (Moutin i wsp. 2020). W trakcie przeprowadzonych
badan zauwazono rowniez, ze sam fakt niewielkiej ingerencji w hodowle komodrkowa, jak np.
zmiana pozywki czy przenoszenie szalek, moze mie¢ wplyw na pobudliwo$¢ neuronow.
Niemniej, analiza uzyskanych w pracy wynikow wykazala ich wysoka powtarzalnosc.
Ostatecznie nie jest rowniez jasne, jak utrata skomplikowanych interakcji w mozgu wptywa
na proces samego LTP. W publikacji Grabowska, Sas-Nowosielska, Magalska i wsp. (2022)
wykazano, ze podobna rearanzacja chromatyny wyst¢gpuje w modelach in vivo, m.in.
w neuronach piramidowych ciata migdatowatego szczuréw poddanych warunkowaniu strachu,
w neuronach ziarnistych szczurOw po napadach drgawkowych indukowanych kwasem
kainianowym lub po stymulacji LTP in vivo. Niewatpliwie warto$ciowe byloby
przeprowadzenie dalszych badan na modelach zwierzecych i odniesienie wynikéw z obydwu

strategii do ewentualnych zmian behawioralnych.

Podsumowujac wszystkie przedstawione argumenty, mimo istniejacych niedoskonatosci,
wskazujg one na zasadno$¢ zastosowania wybranego modelu, w celu badania zmian

w organizacji chromatyny po stymulacji neurondw.
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5.2. Podzial neuronow

W hipokampie znajduje si¢ ponad 100 rdéznych typéw neurondw, roznigcych sig
morfologig, rodzajami  produkowanych  neurotransmiterow, ksztaltem  drzewek
dendrytycznych i aksonalnych oraz specyficzno$cig przenoszenia sygnatow (Wheeler i wsp.
2015). Mozemy podzieli¢ je funkcjonalnie na neurony pobudzajace i hamujace, ktore r6znig
si¢ rolg w przebiegu LTP (Wheeler i wsp. 2015). Zadaniem neuronéw pobudzajacych jest
przekazywanie 1 wzmacnianie sygnatu, natomiast neurondéw hamujacych — zmniejszanie
pobudliwosci kolejnych komoérek i w konsekwencji wyciszanie sygnatu. Na uwage zastuguje
fakt, ze cho¢ po godzinie od stymulacji transkrypcja gendéw odpowiedzi wczesnej
w komorkach pobudzajacych 1 hamujacych jest bardzo zblizona, to po dwdch godzinach wzor
transkryptomu moze okaza¢ si¢ catkiem odmienny (Yap i Greenberg 2018). Komorki
piramidowe z regionu CA (tac. cornu ammonis) i ziarniste z regionu zakretu zebatego (ang.
Dentate Gyrus) sa podstawowymi typami neurondw pobudzajacych w hipokampie (Digilio

1 wsp. 2015).

Neurony piramidowe wykazuja charakterystyczng budowe ciala komorkowego
w ksztalcie trojkata, ktory daje poczatek dtugiemu i grubemu dendrytowi wierzchotkowemu
1 kilku mniejszym dendrytom podstawowym. W ten sposob komorki piramidowe przyjmuja
ksztalt dwustozkowy, a ich dendryty zorientowane w przeciwnych kierunkach moga zbiera¢
sygnaty z szerokiego obszaru mézgu (Wheeler 1 wsp. 2015). Neurony piramidowe wystepuja
we wszystkich czeéciach hipokampa i1 sg zaangazowane w wiele mechanizméw, zwigzanych
z integracja 1 przetwarzaniem informacji, regulowaniem aktywno$ci hipokampa oraz
przetwarzaniem emocji i procesow pamigciowych. Z kolei komorki ziarniste charakteryzujg
si¢ jednostozkowym ciatem z wierzchotkowymi dendrytami skierowanymi w jedng strone.
Formuja one geste sieci synaptyczne i reguluja przeplyw informacji wewnatrz hipokampa.
Komorki ziarniste wystepuja gltownie w zakrecie zebatym hipokampa. Z danych
literaturowych wynika jednak, ze w hodowli obydwa typy neuronéw moga wykazywac
podobne wzory morfologiczne z pojedynczym dendrytem i1 kilkoma mniejszymi, ktore

w komorkach ziarnistych in vivo zostatyby zdegradowane (Wu i wsp. 2015).

Aby sprawdzi¢, czy powyzsze typy neuronow roznig si¢ reakcja na pobudzenie
chemicznego LTP, zmiany w chromatynie neurondw obydwu grup zbadano osobno.
We wstepnych badaniach zauwazono, ze mniejsze jadra komorkowe, nalezace do neuronow
ziarnistych podlegajg wigkszym zmianom po pobudzeniu niz wigksze jadra komorkowe

neurondéw piramidowych. Ten wniosek potwierdzono za pomocg analizy liczbowej. Okazato
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si¢, ze rdzne rodzaje neurondow odpowiadaja w réznym stopniu i tempie na pobudzenie
mieszaning LTP. Ze wzgledu na predyspozycje neurondéw ziarnistych do tworzenia gestych
siatek synaptycznych pomigdzy soba, moga by¢ one silniej pobudzane z powodu
zwielokrotniania przekazywanego sygnalu. Z drugiej strony, dane literaturowe wskazuja,
ze neurony piramidowe wykazujg przewaznie nizszy prog pobudzenia niz komorki ziarniste
(Scharfman 1995). Inng przyczyna silniejszych zmian w chromatynie komorek ziarnistych
moze by¢ zastosowany model LTP. Dane publikacyjne sugeruja, ze w niektoérych neuronach
ziarnistych stymulacja LTP moze by¢ niezalezna od receptorow NMDA (Harris i Cotman
1986). By¢ moze wybrane odczynniki, dzialajace bezposrednio przez wzrost
wewnatrzkomorkowego cAMP 1 omijajace receptory NMDA powodowaty pobudzenie
najpierw komorek ziarnistych, a dopiero w drugiej kolejnosci neurondéw piramidowych.
Ponadto, komorki ziarniste wykazujg wyzszy poziom biatka jadrowej kalmoduliny w stanie
spoczynku, ktora jest niezbedna do aktywacji CaMKII. Z kolei w neuronach piramidowych
nastepuje wiekszy naptyw kalmoduliny do jadra komoérkowego po stymulacji (Mermelstein
1 wsp. 2001), co moze sugerowaé ich opozniong reakcje wzgledem komorek ziarnistych.
Ostatecznie, wydaje si¢, ze ciasniejsze upakowanie tego samego materialu genetycznego
w mniejszych jadrach komorek ziarnistych powinno lepiej uwidacznia¢ roéwniez jego
reorganizacj¢. Wiadomym jest wiec, ze analizowane komorki roznig si¢ ksztaltem,
pobudliwoscia, eksprymowanymi receptorami lub neurotransmiterami (Wheeler i wsp. 2015),
a nawet wydajnoscig i tempem transkrypcji (Digilio 1 wsp. 2015). Wcigz nie jest jednak jasne,
jaki mechanizm molekularny jest odpowiedzialny za wyzej wymienione rdznice

w reorganizacji chromatyny po pobudzeniu neurondw.

Mozna zauwazyC, ze dane iloSciowe zamieszczone w niniejszej pracy doktorskiej
odbiegaja od publikacyjnych (Grabowska, Sas-Nowosielska, Magalska 1 wsp. 2022).
Wyjasnieniem zaistniatej sytuacji jest wybiorczo$¢ analizowanych neuronow — w publikacji
brano pod uwage wszystkie komorki, a w mojej pracy tylko ziarniste i piramidowe, ktore
facznie nie pokrywaja wszystkich komoérek w hodowli. Niewatpliwie w dopetnieniu pracy
przydataby si¢ réwniez analiza neuronéw hamujacych, jednakze byta ona utrudniona ze
wzgledu na mata liczebno$¢ interneuronéw w hodowli lub wigkszg ich $miertelno$¢ po
traktowaniu mieszaning pobudzajaca czy wyciszeniem biatka HDACI1. Ze wzgledu na brak
istotnosci statystycznej wynikajacy z ograniczonej liczby danych dotyczacych interneuronow,

nie zdecydowano si¢ na ich analizg.
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Dodatkowo, nie wszystkie eksperymenty zostaly przeprowadzone z podzialem na
neurony ziarniste i piramidowe. W celu odréznienia typoéw neurondw od siebie zastosowano
barwienie immunocytochemiczne z przeciwcialami dla bialek PROX1 i CaMKII. Niektore
eksperymenty wymagaty jednak réwnoczesnego barwienia réznych biatek i chromatyny
w celach porownawczych, np. potranslacyjnych modyfikacji histonow, wraz z DNA
1 biatkiem c-FOS, jako markerem pobudzenia komorek. Ze wzgledu na ograniczong liczbg
kanatow podczas uzytkowania mikroskopu konfokalnego, wynikajacego z dostepnosci
laserow 1 wzbudzanych widm, czasem barwienie odrdzniajace typy neurondow nie byto
mozliwe. Wtedy stosowano pojedyncze barwienie na biatko NeuN, pozwalajace odréznié
neurony od komorek glejowych. Ponadto, transfekcji i transdukcji tatwiej ulegaty neurony
ziarniste, neurony piramidowe wykazywaly nizsza przezywalno$¢ i wydajnos$¢ zastosowane;j
metody. Z tych wzgledow nie zdecydowano si¢ na analiz¢ poréwnawczg obydwu typow

neurondéw w kazdym z przeprowadzonych badan.

Analizujac wyniki, nalezy mie¢ rowniez na uwadze istnienie ogromnej heterogennos$ci
transkryptomow 1 organizacji chromatyny mi¢dzy komorkami (Finn i Misteli 2019). Fakt,
ze uzyskane dane liczbowe sg warto$ciami usrednionymi, dodatkowo podkresla istotnos¢

réznic miedzy kontrolg a wariantami badanymi.

5.3. Kondensacja chromatyny

Zauwazono, ze z kondensacja chromatyny wiaza si¢ rdzne stany fizjologiczne
1 patologiczne komorek, np. zmiany faz cyklu komodrkowego, czy apoptoza (Illner i wsp.
2010). W neuronach rearanzacja chromatyny moze wigza¢ si¢ z ich pobudliwoscig (Benito
1 Barco 2014, Tao-Cheng 2018, Yap 1 Greenberg 2018). Jak wspomniano powyzej, w pracy
magisterskiej potwierdzono, ze zastosowany model nie powoduje zaprogramowanej §mierci
komorki (Czechowska 2016). Zastosowanie opracowanego modelu wskazuje, ze nie wigze si¢
on rowniez ze zmianami cyklu komoérkowego, poniewaz dojrzate neurony sg komoérkami
niedzielagcymi si¢. Badana kondensacja wizualnie przypomina za to zmiany zachodzace
w jadrach komoérkowych fibroblastéw po zastosowaniu chaetocyny (Illner i wsp. 2010). Jest
ona inhibitorem metylotransferazy histonowej SUV39, ktéra posredniczy w trimetylacji
lizyny 9 na histonie H3 (H3K9me3), jest wigc czesto badana w modelach, obejmujacych
wyciszenie genow wskutek tworzenia si¢ heterochromatyny. Po zastosowaniu chaetocyny

chromosomy zachowuja swoje terytoria, jednakze zaburzona zostaje radialna organizacja
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chromatyny, zaktadajaca duzg liczbe gendéw w $srodku jadra w stosunku do ich malej liczby na
jego peryferiach. Zamiast tego geny aktywne transkrypcyjnie sg przesuwane na powierzchnie¢
najbardziej skondensowanych miejsc, mocno wzbogaconych w RNA (Illner i wsp. 2011).
Jednakze w naszych badaniach inhibitory metylotransferaz nie powodowaty, ani nie

hamowaly globalnej reorganizacji chromatyny po pobudzeniu neuronow.

5.3.1. Kondensacja chromatyny a ekspresja genow

Badania wskazuja, ze w neuronach czasowa 1 dokladna ekspresja gendéw
indukowanych pobudzeniem jest regulowana przez zmiany w potranslacyjnych
modyfikacjach histonow, przytaczanie odpowiednich biatek do chromatyny i zmiany jadrowej
architektury (Bartovd i wsp. 2008). Wykazano, Ze zmiana architektury chromatyny
w neuronach poprzez wprowadzenie histonow znakowanych GFP moze wplywac¢ nie tylko na
transkrypcje gendw, ale takze ma wptyw na zachowanie zwierzat (Ito, Magalska 1 wsp. 2014).
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki pokazuja, ze w zastosowanym modelu globalnej
reorganizacji chromatyny po pobudzeniu LTP towarzysza zmiany w transkryptomie. Nie jest
jednak jasne, w jaki sposob te dwa procesy sg ze sobg powigzane.

W publikacji Grabowska, Sas-Nowosielska, Magalska 1 wsp. (2022), oprocz zbadania
terytorium chromosomu 1, zamieszczono analize zmian zachodzacych w terytorium
chromosomu 16. Chromosomy zostaty wybrane ze wzgledu na wystepujace miedzy nimi
roznice - chromosom 1 jest wigkszy i1 zawiera wigcej heterochromatyny niz chromosom 16
(Vernole 1 wsp. 1984). Po stymulacji obydwa terytoria zachowuja si¢ w odmienny sposob —
chromosom 1 staje si¢ bardziej rozgaleziony, jego obje¢to$¢ zmniejsza si¢, ale powierzchnia
ro$nie. Natomiast terytorium chromosomu 16 stawato si¢ wicksze i1 bardziej sferyczne.
Analiza transkryptomiczna wykazata, ze geny odpowiedzi wczesnej sa zlokalizowane na
chromosomie 1 w skupiskach, co mogtoby wyjasnia¢ lokalng dekondensacj¢ chromatyny,
podczas gdy na chromosomie 16 s3a one zlokalizowane réwnomiernie, co z kolei
thumaczytoby globalng dekondensacj¢ tego regionu chromatyny.

Kondensacja chromatyny prowadzi do zwickszenia objgtosci przestrzeni
migdzychromatynowej. Przypuszczalnie przedstawiona reorganizacja chromatyny wigze si¢
ze zmiang lokalizacji silnie aktywowanych gendéw do wolnych przestrzeni pozbawionych
DNA, wraz z przenoszeniem wyciszonych genéw do $rodka skondensowanych miejsc
genomu, podobnie jak w modelu z chaetocyng (Illner i wsp. 2011) i przedstawionym we

wstepie funkcjonalnym modelu organizacji chromatyny (Cremer i wsp. 2015). Obserwacja
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markeré6w nieaktywnej chromatyny w $rodku i markeréw aktywnej chromatyny na
peryferiach genomu potwierdzaja takie stanowisko, co sugerowaloby tworzenie si¢
kondensatow transkrypcyjnych, w celu skutecznej transkrypcji gendéw zaangazowanych
w plastyczno$¢ neurondow. Z drugiej strony, zamieszczony w publikacji Grabowska, Sas-
Nowosielska, Magalska 1 wsp. (2022) eksperyment z odczynnikiem 1,6-heksanodiol, ktory
famie wigzania hydrofobowe niezbedne do tworzenia separacji faz, wykazal, ze omawiana
reorganizacja chromatyny jest niezalezna od separacji faz, a tym samym poddaje
w watpliwos¢ tworzenie kondensatow transkrypcyjnych. Z kolei przedstawione w tej samej
pracy barwienie z markerem cetek jadrowych wskazuje, ze cho¢ catoSciowa objetos¢ cetek po
pobudzeniu si¢ nie zmienia, to wzrasta ich liczba 1 powierzchnia, czyli miejsce interakcji
biatek zaangazowanych w sktadanie RNA i genomu (Grabowska, Sas-Nowosielska, Magalska
1 wsp. 2022). Ten wynik, wraz z potwierdzeniem zwigkszonej transkrypcji wielu genow,
dodatkowo potwierdzaja poglad, ze po stymulacji neurondéw euchromatyna zostaje
wyeksponowana w stron¢ przestrzeni mi¢dzychromatynowej, w ktorej odbywa si¢
transkrypcja 1 otacza transkrypcyjnie wyciszone cz¢$ci genomu, cho¢ niekoniecznie wigze si¢
z powstawaniem kondensatow transkrypcyjnych.

Ponadto, wyniki uzyskane za pomoca metody RNAseq wykazaly spadek wielu
transkryptow zaangazowanych w podstawowy metabolizm 1 regulacje transkrypcji.
Analogiczne obserwacje poczyniono po stymulacji neuronéw kwasem kainianowym, ktory
jest agonista receptora glutaminianu. Zasugerowano, ze aktywacja neurondw ogranicza
podstawowg transkrypcje do niezbednego minimum, jednocze$nie umozliwiajac transkrypcje
genow indukowanych pobudzeniem (Fernandez-Albert i wsp. 2019). W publikacji Su i wsp.
(2017) zaobserwowano, ze chromatyna otwierala si¢ przy genach indukowanych po
pobudzeniu, a proces ten zalezal od wigzania biatka c-FOS, co prowadzito do dalszej
ekspresji powigzanych genow. Jednoczes$nie geny wyciszane zwigzane byly z jej zamykaniem
1 nie znaleziono tam dominujacych motywoéw wigzacych ten czynnik transkrypcyjny (Su
1 wsp. 2017). Biatko c-FOS moze oddziatywa¢ z innymi czynnikami transkrypcyjnymi w celu
zrekrutowania kompleksu remodelujacego chromatyng SWI/SNF i utrzymania dost¢gpu do
wzmacniaczy dla innych biatek (Gallegos 1 wsp. 2018). Mozliwe wigc, ze kondensacja
chromatyny w pobudzanych komorkach nerwowych jest kolejnym poziomem regulujacym
transkrypcje, opréocz hierarchicznej ekspresji genow czynnikéw transkrypcyjnych,
potranslacyjnych modyfikacji histondw czy tworzenia petli DNA. Wykazano, ze kondensacja
chromatyny prowadzi do wyciszenia genow, za$ dekondensacja moze wigzac si¢ ze skokiem

transkrypcji (Vankova Hausnerova i Lanctot 2016). Moze wynika¢ on z akumulowania
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polimerazy RNA 1II, ktéora w warunkach skondensowanej chromatyny, nie moze

przeprowadza¢ wydajnej elongacji.

W przedstawionym modelu inhibitory deacetylaz histonowych hamuja rearanzacje
chromatyny, ale nie ekspresj¢ genu c-Fos, natomiast inhibitory transkrypcji, mimo braku
biatek powstajacych de novo, nie hamuja kondensacji DNA. Przeprowadzone eksperymenty
nie pozostawiajg rowniez watpliwosci, ze biatko HDAC1 odgrywa istotng rol¢ w rearanzacji
chromatyny po pobudzeniu, cho¢ nie jest to jednoznaczne z zaburzeniem transkrypcji. Stad
wydaje si¢, ze zmiany strukturalne chromatyny zachodza przed aktywacjg transkrypcji
1 syntezg bialek de novo 1 mogg zachodzi¢ niezaleznie od siebie.

Intrygujace wyniki ujawnia rowniez eksperyment z wyciszeniem transkrypcji, za
pomoca inhibitorow: DRB, aktynomycyny D i a-amanityny. Cho¢ integralno$¢ jaderka jest
niezbedna do przeprowadzenia LTP (Medrano-Fernandez i Barco 2016), w wynikach wida¢
jego rozpad réwnoczesnie jednak z pobudzeniem ekspresji genu c-Fos 1 kondensacja
chromatyny. Nie zbadano jednak, czy w badanym modelu zachodza dalsze zmiany
charakterystyczne dla dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego, jak tworzenie kolcow
dendrytycznych czy wstawianie nowych receptorow do btony komoérkowej w obregbie synaps.

Ciekawym zagadnieniem wydaje si¢ by¢ rowniez badanie fosforylacji biatka CREB
i CREB-zaleznej transkrypcji w zaprezentowanym modelu. Wiadomo, ze deacetylazy
histonowe moga hamowa¢ CREB-zalezng transkrypcje ze wzgledu na udziat biatka HDACI
w wyciszaniu bialka CREB, porzez jego defosforylacje (Fass i wsp. 2012). Odczynnik
crebinostat, powodujagcy mocng aktywacje transkrypcji CREB-zaleznej, wywotuje silne
zahamowanie dzialania deacetylaz histonowych klasy I oraz silng indukcje acetylacji
w neuronach (Fass i1 wsp. 2012). Wsérod gendéw pobudzanych przez CREB-zalezng
transkrypcje znajduje si¢ badany powyzej gen odpowiedzi wczesnej c-Fos (Joo 1 wsp. 2015).
Po wyciszeniu biatka HDACI nie zauwazono jednak jego wzmocnionej ekspresji. Natomiast
wartym uwagi, wydaje si¢ by¢ kierunek badan, majagcy na celu zbadanie zmian

w transkryptomie komoérek z wyciszonym biatkiem HDAC1 w poréwnaniu do kontroli.

5.3.2. Kondensacja chromatyny a tworzenie petli

Techniki 4C (ang. Chromosome Conformation Capture), nazywane tak ze wzgledu na
badania interakcji chromatynowych w czasie, ujawnily wiele petli powstajacych de novo

miedzy promotorami i wzmacniaczami, a takze laczacych miejsca startu lub zakonczenia
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transkrypcji po pobudzeniu, zaréwno in vivo, jak 1 in vitro. Wykazano jednak, ze w
indukowanych neuronach, niewielki procent pe¢tli powstajacych de novo, obejmuje geny
natychmiastowej i opdznionej odpowiedzi wczesnej (Beagan i wsp. 2020). Wigkszo$¢
interakcji promotor-wzmacniacz powstaje podczas neurogenezy i nie powoduje aktywacji
genow (Lu 1 wsp. 2020). Dlatego wydaje si¢ nieprawdopodobne, zeby kompleksowa
kondensacja chromatyny w przyjetym tutaj modelu odzwierciedlata tworzenie si¢ petli po

aktywacji.

Najnowsze badanie wspierajg za to stanowisko, ze tworzenie pami¢ci moze prowadzié
do rearanzacji chromatyny na duzg skale. Wykazano przesuwanie si¢ catych regionow DNA
o $redniej wielkosci 436 kb miedzy wyciszonymi i aktywnymi przedzialami chromatyny
(Marco i wsp. 2020). Réwniez wyniki uzyskane za pomoca metody DNA-FISH dotyczace
catego chromosomu 1 sugeruja raczej zmiany wigkszych regionow DNA. Ze wzgledu na
kompleksowa kondensacje¢ chromatyny w badanym modelu, wydaje si¢, ze mechanizm
obejmujacy przemieszczanie wigkszych obszar6w DNA lepiej wyjasnia prezentowang

W niniejszej pracy reorganizacj¢ niz powstawanie poszczegolnych petli.

5.3.3. Kondensacja chromatyny a acetylacja histonow

Acetylacja reszt histonowych jest modyfikacja zwigzang przewaznie z aktywnymi
regionami chromatyny (Kouzarides 2007). Badania wskazuja na silng korelacje acetylacji
1 transkrypcji genéw indukowanych pobudzeniem. Wciaz nie jest jednak jasne, czy acetylacja
jest przyczyna czy raczej konsekwencja takiej transkrypcji (Lopez-Atalaya i1 Barco 2014).
Panowatl poglad, ze acetylacja powoduje rozluznianie chromatyny, ktéora umozliwiataby
biatkom przylaczanie si¢ do DNA, ale jest rOwniez jasne, ze same czynniki transkrypcyjne
moga przyczynia¢ si¢ do acetylacji reszt histonowych. Ponadto acetylacja nie powodowata
ostabienia interakcji DNA z histonami w modelu zrekonstruowanym in vitro. Dodatkowo
wykazano, ze aktywacja transkrypcji moze wydarza¢ si¢ roOwniez bez acetylacji histonow
(Lopez-Atalaya i Barco 2014). W badanym tutaj modelu nie zauwazono istotnego wzrostu
poziomu acetylacji 1 innych potranslacyjnych modyfikacji histonow po pobudzeniu komorek,
przy jednoczesnej duzej zmianie w transkryptomie neurondw. Zmiana lokalizacji
acetylowanych 1 metylowanych reszt histondw sugeruje jedynie zmian¢ dystrybucji grup
acetylowych do innych obszaréw DNA, ktore w danej chwili bardziej tego wymagaja.
Rowniez wyciszenie podstawowej deacetylazy w histonach, cho¢ nie spowodowato istotnego

zwigkszenia ogdlnego poziomu acetylacji histonow poza acetylacjg histonu H3 na lizynie 56,
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zablokowalo zmiany w chromatynie i powodowalo zaburzenia w jej strukturze. Z kolei
inhibitory acetylacji, jak kwas anakardowy (inhibitor acetylotransferazy histonowej
p300/CBP), czy JQ1 (inhibitor wigzania bromodomen z acetylowanymi histonami) nie miaty

wpltywu na zmiany w strukturze chromatyny, ani na poziom biatka c-FOS.

Dane literaturowe wspieraja wniosek, ze deacetylazy histonowe petnig istotng rolg
w regulacji kondensacji chromatyny (Ji1i wsp. 2010, Yamada i wsp. 2005, Parker i wsp. 2007),
mimo ze nie wplywaja na lokalizacj¢ domen centromerowych (Gilchrist i wsp. 2004).
Mogloby to oznaczaé, ze czgSciowe zahamowanie mozliwosci usuwania grup acetylowych
z histonbw ma znaczenie dla reorganizacji chromatyny, jednakze potwierdzenie takiego

wniosku wymaga dalszych badan.

5.4. Acetylacja w plastycznosci synaptycznej

Istnieje wiele przestanek sugerujacych, ze acetylacja pelni wazna role w plastycznos$ci
komorek nerwowych 1 tworzeniu pamig¢ci (Kazantsev 1 Thompson 2008, Volmar 1 Wahlestedt
2015, Lopez-Atalaya 1 Barco 2014). Wskazuje na to m.in. dynamiczna regulacja acetylacji
histonéw podczas formowania pami¢ci (Lopez-Atalaya i Barco 2014) lub wzrost poziomu
acetylacji histonu H3 w hipokampie po indukcji LTP (Penney i Tsai 2014). Sam przebieg
acetylacji jest bardzo szybkim zjawiskiem (okres jego pottrwania wynosi kilka minut) i raczej
nie wpltywa na utrzymywanie pamigci, ale reguluje procesy z nig zwigzane (Lopez-Atalaya
i Barco 2014). Wiadomo réwniez, ze redukcja acetylotransferazy lizyn w neuronach skutkuje
zmniejszeniem zdolno$ci intelektualnych ludzi 1 myszy, natomiast spadek deacetylaz
histonowych jest zwigzany z ich wspomaganiem. Z kolei podanie inhibitorow deacetylaz
powodowato wzmocnienie acetylacji, polepszenie pamigci i plastycznos$ci, a nawet czgsciowe
odwrécenie deficytow pamigci (Graff 1 Tsai 2013, Peixoto i Abel 2013). Ponadto znany jest
fakt, ze geny zwigzane z otoczka jadrowa sa zwykle hipoacetylowane, a traktowanie ich
inhibitorami deacetylaz histonowych odwraca wyciszenie tych genow (Finlan 1 wsp. 2008).
Udowodniono réwniez, ze zaburzenia w homeostazie acetylacji, moga prowadzi¢ do zaburzen

poznawczych, np. starzenia si¢, choroby Alzheimera lub Huntingtona (Gréff i Tsai 2013).

Z przeprowadzonych badan wynika, Ze podanie inhibitorow deacetylaz powoduje
zahamowanie kondensacji chromatyny po pobudzeniu LTP. Kuszacym kierunkiem badan
bytoby wykonanie testow behawioralnych, majacych na celu sprawdzenie, czy sam brak

kondensacji chromatyny skutkowatby ostabieniem pamigci lub zdolnosci intelektualnych
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u szczuréw. Co wazne, udowodniono, ze samo biatko HDAC1 odgrywa rol¢ w utrwalaniu
1 wygaszaniu pami¢ci (Siddiqui 1 wsp. 2019). Ponadto, pokazano, ze obnizony poziom biatka
HDACI na promotorach ré6znych genéw zwigzanych z plastycznos$cia zwigksza ich ekspresje
1 wywotuje deficyty poznawcze, wywolane stresem we wczesnym okresie zycia (Adler
1 Schmauss 2016). Przedstawione wyniki réwniez wskazuja na istotng role HDACI

w przebiegu LTP.

5.5. Proponowany mechanizm kondensacji chromatyny

z uwzglednieniem roli biatkka HDAC1

Zwazywszy na kluczowa role biatka HDAC1 w rearanzacji chromatyny po pobudzeniu,
zdecydowano si¢ na probe wyjasnienia tego mechanizmu w oparciu o analiz¢ wynikéw i dane
literaturowe. Wykazano, ze w stanie spoczynku komorki nerwowej biatko HDAC1 wiaze si¢
z kompleksem CREST-BRGI, ktory odpowiada za wyciszanie transkrypcji (Qiu i Ghosh
2008, ryc. 27). Kompleks ten wigze si¢ z promotorem genu c-Fos przez interakcje z biatkiem
Spl (ang. Specificity Protein I). W niepobudzonej komorce biatko BRG1 (ang. Brahma-
Related Gene 1) rekrutuje biatko Rb (ang. Retinoblastoma Protein), ktory z kolei wigze biatka
HDACI i mSIN3A (ang. Mammalian Switch-Independent 34) do promotora genu c-Fos
w celu zahamowania jego ekspresji. Po pobudzeniu w sposob zalezny od wapnia
kalcyneuryna defosforyluje biatko Rb 1 uwalnia deacetylazg¢ HDAC1 z kompleksu,
a jednoczesnie prowadzi do rekrutacji acetylotransferazy CBP (ang. CREB-Binding Protein),
ktora aktywuje transkrypcje. Oddysocjowanie biatkka HDAC1 od promotorow genow
odpowiedzi wczesnej jest niezbedne do aktywacji ich ekspresji (Qiu i Ghosh 2008).

Opisane w niniejszej pracy eksperymenty udowodnity, ze zahamowanie kalcyneuryny,
ktéra reguluje dysocjacjc HDAC1 od chromatyny, catkowicie zablokowato kondensacj¢
chromatyny. Oznacza to, ze biatlko HDACI moze w jaki§ sposdb uczestniczyc
w reorganizacji chromatyny per se lub w kompleksie biatkowym. W przedstawionym modelu
cLTP, podwyzszony poziom cAMP spowodowany podawanymi odczynnikami, umozliwiat
pominigcie fizjologicznego szlaku indukcji komorek, ktéry obejmuje wczesniejszy naplyw
wapnia. Z tego powodu zdecydowano si¢ na przeprowadzenie eksperymentu ze stymulacjg
neuronéw jonami potasu, ktory uwzglednia naturalny przebieg pobudzenia neurondow
1 blokowaniem kalcyneuryny specyficznym inhibitorem FK506, ktory nie tylko blokowat
transkrypcje genu kodujacego biatko c-FOS, ale takze catkowicie utrudnial zalezng od
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aktywno$ci reorganizacj¢ chromatyny. Z kolei zastosowanie cyklosporyny, mimo
zahamowania zmian w chromatynie, nie spowodowalo wyciszenia transkrypcji. Mozliwym
wyjasnieniem tej niezgodnosci jest tworzenie przez inhibitory wyciszajacych kompleksow
z r6znymi biatkami (Almawi 1 Melemedjian 2000), cho¢ molekularny mechanizm takiego
dziatania i jego nastgpstwa dla dalszych szlakéw sygnatowych nie jest do konca poznany.
Opisane wyniki sugeruja podwojng role biatka HDACI — z jednej strony jego
oddysocjowanie od DNA w celu umozliwienia transkrypcji (Qiu i Ghosh 2008), z drugiej —
umozliwienie kondensacji chromatyny po aktywacji komorek w celu wyciszenia genow, ktore

w danej chwili nie ulegajg ekspres;ji. (ryc. 27).
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Rycina 27. Proponowany mechanizm regulacji kondensacji chromatyny w neuronach po indukcji chemicznego
LTP z uwzglednieniem roli biatka HDAC1. W neuronach w stanie spoczynku biatko HDACI przytaczone jest
do kompleksu biatkowego remodelujacego chromatyne. Po pobudzeniu, naptyw wapnia aktywuje kalcyneuryne,
ktora powoduje odlaczenie si¢ biatka HDACI, co umozliwia reorganizacj¢ chromatyny i aktywacje¢ transkrypcji.
W przypadku zahamowania kalcyneuryny nie zauwazono zmian w chromatynie, ani ekspresji genu c-Fos. W
regionach, ktore w trakcie pobudzenia nie powinny ulega¢ aktywacji deacetylaza HDACI jest przytaczona do
chromatyny i umozliwia jej wyciszenie. Obraz sporzadzono na podstawie opisanych wynikow i danych
literaturowych (Qiu i Ghosh 2008). Wyjasnienie nieuzywanych dotad skrotoéw: CREST - ang. Calcium
RESponsive Transactivator, CRE - cAMP Response Element, P — reszta fosforanowa.

102



6. Podsumowanie i wnioski

Uzyskane dane zaprezentowane w niniejszej rozprawie mozna podsumowacé

w nastepujacy sposob:

e Po indukcji LTP w szczurzych neuronach hipokampalnych chromatyna ulega
kondensacji, a proces ten rozni si¢ tempem oraz stopniem nasilenia w neuronach

ziarnistych i piramidowych.

e Rearanzacji chromatyny po pobudzeniu neuronéw towarzyszg zmiany w ekspresji
ponad 900 genow oraz zmiany w lokalizacji potranslacyjnie modyfikowanych

histonow.

e Zmianom zachodzacym w chromatynie towarzyszy réwniez reorganizacja terytorium

chromosomu 1.

e Indukowana pobudzeniem kondesacja chromatyny jest niezalezna od aktywnej

transkrypcji 1 de novo powstajacych biatek.

e Indukowana pobudzeniem kondesacja chromatyny jest zalezna od naptywu jonéw

wapnia do wnetrza neurondw 1 propagacji sygnalu wapniowego.

e Biatko HDACI jest bezposrednio zaangazowane w proces kondensacji chromatyny

indukowany pobudzeniem.

Powyzsze wyniki sugerujq, ze zalezna od bialka HDAC1 reorganizacja chromatyny
moze stanowi¢ dodatkowy i istotny poziom regulacji indukowanej transkrypcji genow,
ktorych produkty bialkowe uczestnicza w tworzeniu nowych polaczen miedzy
komorkami nerwowymi, a co za tym idzie, rowniez w formowaniu pamigci i procesach

poznawczych.

103



7. Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Adler S.M., Schmauss C. 2016. Cognitive deficits triggered by early life stress: The role of histone
deacetylase 1. Neurobiol. Dis. 94: 1-9.

Almawi W.Y., Melemedjian O.K. 2000. Clinical and mechanistic differences between FK506
(tacrolimus) and cyclosporin A. Nephrol. Dial Transplant. 15(12): 1916-8.

Banker G.A., Cowan W.M. 1977. Rat hippocampal neurons in dispersed cell culture. Brain Res.
126(3): 397-42.

Baltaci S.B., Mogulkoc R., Baltaci A.K. 2019. Molecular Mechanisms of Early and Late LTP.
Neurochem. Res. 44(2): 281-296.

Barr M.L., Bertram E.G. 1949. A morphological distinction between neurones of the male and female,
and the behaviour of the nucleolar satellite during accelerated nucleoprotein synthesis. Nature.

163(4148): 676.

Barry D.N., Coogan A.N., Commins S. 2016. The time course of systems consolidation of spatial
memory from recent to remote retention: A comparison of the Immediate Early Genes Zif268, c-Fos

and Arc. Neurobiol. Learn. Mem. 128: 46-55.

Bartova E., Krejci J., Harni¢arova A., Galiova G., Kozubek S. 2008. Histone modifications and

nuclear architecture: A review. J. Histochem. Cytochem. 56, 711-721.

Beagan J.A., Pastuzyn E.D., Fernandez L.R., Guo M.H., Feng K., Titus K.R., Chandrashekar H.,
Shepherd J.D., Phillips-Cremins J.E. 2020. Three-dimensional genome restructuring across

timescales of activity-induced neuronal gene expression. Nat. Neurosci. 23(6): 707-717.

Beaudoin G.M. 3rd, Lee S.H., Singh D., Yuan Y., Ng Y.G., Reichardt L.F., Arikkath J. 2012.
Culturing pyramidal neurons from the early postnatal mouse hippocampus and cortex. Nat. Protoc. 7(9):

1741-54.

Benito E., Barco A. 2014. The Neuronal Activity-Driven Transcriptome. Mol. Neurobiol. 51, 1071-
1088.

Bensaude O. 2011. Inhibiting eukaryotic transcription: Which compound to choose? How to evaluate

its activity? Transcription. 2(3): 103-108.

Bestor T.H., Edwards J.R., Boulard M. 2015. Notes on the role of dynamic DNA methylation in
mammalian development. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 112(22): 6796-9.

Bickmore W A. 2013. The spatial organization of the human genome. Annu. Rev. Genomics. Hum.

Genet. 14: 67-84.

Billia F., Baskys A., Carlen P. L., De Boni U. 1992. Rearrangement of centromeric satellite DNA in

hippocampal neurons exhibiting long-term potentiation. Mol. Brain Res. 14, 101-108.

Bliss T.V., Collingridge G.L. 1993. A synaptic model of memory: long-term potentiation in the
hippocampus. Nature. 361(6407): 31-9.

104



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Bliss T.V., Lomo T. 1973. Long-lasting potentiation of synaptic transmission in the dentate area of the

anaesthetized rabbit following stimulation of the perforant path. J. Physiol. 232(2): 331-56.

Bokota G., Sroka J., Basu S., Das N., Trzaskoma P., Yushkevich Y., Grabowska A., Magalska A.,
Plewczynski D. 2021. PartSeg: a tool for quantitative feature extraction from 3D microscopy images

for dummies. BMC Bioinformatics. 22(1): 72.

Borden J., Manuelidis L. 1988. Movement of the X chromosome in epilepsy. Science. 242(4886):
1687-91.

Boskovié¢ A., Rando O.J. 2018. Transgenerational Epigenetic Inheritance. Annu Rev Genet. 52: 21-41.

Briand N., Collas P. 2020. Lamina-associated domains: peripheral matters and internal affairs.

Genome Biol. 21(1): 85.

Choudhary C., Kumar C., Gnad F., Nielsen M.L., Rehman M., Walther T.C., Olsen J.V., Mann
M. 2009. Lysine acetylation targets protein complexes and co-regulates major cellular functions.

Science. 325(5942): 834-40.

Cohen S., Greenberg M.E. 2008. Communication between the synapse and the nucleus in neuronal

development, plasticity, and disease. Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 24: 183-209.

Cremer M., Grasser F., Lanctot C., Miiller S., Neusser M., Zinner R., Solovei I., Cremer T. 2008.
Multicolor 3D fluorescence in situ hybridization for imaging interphase chromosomes. Methods Mol.

Biol. 463: 205-39.

Cremer T., Cremer M. 2010. Chromosome territories. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2(3):
a003889.

Cremer T., Cremer M., Hiibner B., Silahtaroglu A., Hendzel M., Lanctot C., Strickfaden H.,
Cremer C. 2020. The Interchromatin Compartment Participates in the Structural and Functional

Organization of the Cell Nucleus Bioessays. 42(2): €1900132.

Croft J.A., Bridger J.M., Boyle S., Perry P., Teague P., Bickmore W.A. 1999. Differences in the

localization and morphology of chromosomes in the human nucleus. J. Cell Biol. 145(6): 1119-31.

Crosio C., Heitz E., Allis C.D., Borrelli E., Sassone-Corsi P. 2003. Chromatin remodeling and
neuronal response: multiple signaling pathways induce specific histone H3 modifications and early

gene expression in hippocampal neurons. Journal of Cell Science. 116: 4905-4914.
Crosetto N., Bienko M. 2020. Radial Organization in the Mammalian Nucleus. Front. Genet. 11:33.

Czechowska A. 2016. Zmiany architektury chromatyny neuronéw hipokampalnych szczura
indukowane pobudzeniem [Nieopublikowana praca magisterska]. Uniwersytet Warszawski. Wydziat
Biologii.

Dabrowski M., Aerts S., Van Hummelen P., Craessaerts K., De Moor B., Annaert W., Moreau Y.,

De Strooper B. 2003. Gene profiling of hippocampal neuronal culture. J. Neurochem. 85(5): 1279-88.

105



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

Deerinck T., Bushong E., Lev-Ram V., Shu X., Tsien R., Ellisman M. 2010. Enhancing Serial
Block-Face Scanning Electron Microscopy to Enable High Resolution 3-D Nanohistology of Cells and
Tissues. Microscopy and Microanalysis. 16(S2), 1138-1139.

Dekker J., Rippe K., Dekker M., Kleckner N. 2002. Capturing Chromosome Conformation. Science.
295:1306-1311.

Dekker J., Marti-Renom M.A., Mirny L.A. 2013. Exploring the three-dimensional organization of

genomes: interpreting chromatin interaction data. Nat. Rev. Genet. 14(6): 390-403.

Dekker J., Misteli T. 2015. Long-Range Chromatin Interactions. Cold Spring Harb. Perspect. Biol.
7(10): a019356.

Dekker J., Heard E. 2015. Structural and functional diversity of Topologically Associating Domains.
FEBS Lett. 589: 2877-84.

Dekker J., Mirny L. 2016. The 3D Genome as Moderator of Chromosomal Communication. Cell.
164(6): 1110-1121.

Deans C., Maggert K.A. 2015. What do you mean, "epigenetic"? Genetics. 199(4): 887-96.

Digilio L., Yap C.C., Winckler B. 2015. Ctip2-, Satb2-, Prox1-, and GAD65-Expressing Neurons in
Rat Cultures: Preponderance of Single- and Double-Positive Cells, and Cell Type-Specific Expression
of Neuron-Specific Gene Family Members, Nsg-1 (NEEP21) and Nsg-2 (P19). PLoS One. 10(10):
€0140010.

Dixon J.R., Selvaraj S., Yue F., Kim A., Li Y., Shen Y., Hu M., Liu J.S., Ren B. 2012. Topological
domains in mammalian genomes identified by analysis of chromatin interactions. Nature. 485(7398):

376-80.

Dobin A., Davis C.A., Schlesinger F., Drenkow J., Zaleski C., Jha S., Batut P., Chaisson M. and
Gingeras T.R. 2013. STAR: ultrafast universal RNA-seq aligner. Bioinformatics 29, 15-21.

Dovey O. M., Foster C. T., Cowley S. M. 2010. Histone deacetylase 1 (HDAC1), but not HDAC2,
controls embryonic stem cell differentiation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 107, 8242-8247.

Dragunow M. 1996. A role for immediate-early transcription factors in learning and memory. Behav.
Genet. 26(3): 293-9.

Fass D.M., Reis S.A., Ghosh B., Hennig K.M., Joseph N.F., Zhao W.N., Nieland T.J., Guan J.S.,
Kuhnle C.E., Tang W., Barker D.D., Mazitschek R., Schreiber S.L., Tsai L.H., Haggarty S.J. 2013.
Crebinostat: a novel cognitive enhancer that inhibits histone deacetylase activity and modulates

chromatin-mediated neuroplasticity. Neuropharmacology. 64: 81-96.
Felsenfeld G., Groudine M. 2003. Controlling the double helix. Nature. 421, 448—-453.

Fernandez-Albert J., Lipinski M., Lopez-Cascales M.T., Rowley M.J., Martin-Gonzalez A.M., Del
Blanco B., Corces V.G., Barco A. 2019. Immediate and deferred epigenomic signatures of in vivo

neuronal activation in mouse hippocampus. Nat. Neurosci. 22(10): 1718-1730.

106



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Finlan L.E., Sproul D., Thomson 1., Boyle S., Kerr E., Perry P., Ylstra B., Chubb J.R., Bickmore
W.A. 2008. Recruitment to the nuclear periphery can alter expression of genes in human cells. PLoS

Genet. 4(3): €1000039.

Finn E.H., Misteli T. 2019. Molecular basis and biological function of variability in spatial genome
organization. Science. 365(6457): eaaw9498.

Fleischmann A., Hvalby O., Jensen V., Strekalova T., Zacher C., Layer L.E., Kvello A., Reschke
M., Spanagel R., Sprengel R., Wagner E.F., Gass P. 2003. Impaired Long-Term Memory and NR2A-
Type NMDA Receptor-Dependent Synaptic Plasticity in Mice Lackingc-Fos in the CNS. The Journal of
Neuroscience 23(27): 9116-9122.

Gallegos D.A., Chan U., Chen L.F., West A.E. 2018. Chromatin Regulation of Neuronal Maturation
and Plasticity. Trends Neurosci. 41(5): 311-324.

Gilchrist S., Gilbert N., Perry P., Bickmore W.A. 2004. Nuclear organization of centromeric domains

is not perturbed by inhibition of histone deacetylases. Chromosome Res. 12(5): 505-16.

Grabowska A., Sas-Nowosielska H., Wojtas B., Holm-Kaczmarek D., Januszewicz E., Yushkevich
Y., Czaban 1., Trzaskoma P., Krawczyk K., Gielniewski B., Martin-Gonzalez A., Filipkowski R.K.,
Olszynski K.H., Bernas T., Szczepankiewicz A.A., Sliwinska M.A., Kanhema T., Bramham C.R.,
Bokota G., Plewczynski D., Wilczynski G.M., Magalska A. 2022. Activation-induced chromatin
reorganization in neurons depends on HDACI activity. Cell Rep. 38(7): 110352.

Griff J., Tsai L.H. 2013. Histone acetylation: molecular mnemonics on the chromatin. Nat. Rev.

Neurosci. 14(2): 97-111.

Harris E.W., Cotman C.W. 1986. Long-term potentiation of guinea pig mossy fiber responses is not

blocked by N-methyl D-aspartate antagonists. Neurosci Lett. 70(1): 132-7.

Harris K.M., Kater S.B. 1994. Dendritic spines: cellular specializations imparting both stability and

flexibility to synaptic function. Annu. Rev. Neurosci. 17: 341-71.
Hebb D.O. 1949. The Organization of Behavior. Willey. New York.

Herre M., Korb E. 2019. The chromatin landscape of neuronal plasticity. Curr. Opin. Neurobiol.
59:79-86.

Herring B.E., Nicoll R.A. 2016. Long-Term Potentiation: From CaMKII to AMPA Receptor
Trafficking. Annu. Rev. Physiol. 78: 351-65.

Hnisz D., Shrinivas K., Young R.A., Chakraborty A.K., Sharp P.A. 2017. A Phase Separation
Model for Transcriptional Control. Cell. 169(1): 13-23.

Holliday R. 1994. Epigenetics: an overview. Dev. Genet. 15: 453-457.

Hsieh J., Gage F.H. 2005. Chromatin remodeling in neural development and plasticity. Curr. Opin.
Cell Biol. 17(6): 664-71.

107



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Huang L.K., Wang M.J.J. 1995. Image thresholding by minimizing the measures of fuzziness. Pattern
Recognition. 28(1): 41-51.

Illner D., Zinner R., Handtke V., Rouquette J., Strickfaden H., Lanctot C., Conrad M., Seiler A.,
Imhof A., Cremer T., Cremer M. 2010. Remodeling of nuclear architecture by the
thiodioxoxpiperazine metabolite chaetocin. Exp. Cell Res. 316(10): 1662-80.

Isaac J.T., Nicoll R.A., Malenka R.C. 1995. Evidence for silent synapses: implications for the
expression of LTP. Neuron. 15(2): 427-34.

Ito M. 2001. Cerebellar long-term depression: characterization, signal transduction, and functional roles.

Physiol. Rev. 81: 1143-95.

Ito S., Magalska A., Alcaraz-Iborra M., Lopez-Atalaya J.P., Rovira V., Contreras-Moreira B.,
Lipinski M., Olivares R., Martinez-Hernandez J., Ruszczycki B., Lujan R., Geijo-Barrientos E.,
Wilczynski G.M., Barco A. 2014. Loss of neuronal 3D chromatin organization causes transcriptional

and behavioural deficits related to serotonergic dysfunction. Nat Commun. 18; 5: 4450.

Iwano T., Masuda A., Kiyonari H., Enomoto H., Matsuzaki F. 2012. Prox1 postmitotically defines
dentate gyrus cells by specifying granule cell identity over CA3 pyramidal cell fate in the hippocampus.
Development. 139(16): 3051-62.

Jenuwein T., Allis C.D. 2001. Translating the histone code. Science. 293(5532): 1074-80.

JiP., Yeh V., Ramirez T., Murata-Hori M., Lodish H. F. 2010. Histone deacetylase 2 is required for
chromatin condensation and subsequent enucleation of cultured mouse fetal erythroblasts.

Haematologica. 95,2013-2021.

Joo J. Y., Schaukowitch K., Farbiak L., Kilaru G., Kim T. K. 2015. Stimulus-specific combinatorial

functionality of neuronal c-fos enhancers. Nat. Neurosci. 19, 75-83.

Kaczmarek L. 1992. Expression of c-fos and other genes encoding transcription factors in long-term

potentiation. Behav. Neural. Biol. 57(3): 263-6.

Kaczmarek L. 1993. Molecular biology of vertebrate learning: is c-fos a new beginning? J. Neurosci.

Res. 34(4): 377-81.

Kaczmarek L. 2018. From c-Fos to MMP-9: In control of synaptic plasticity to produce healthy and
diseased mind, a personal view. Postepy Biochem. 64(2): 101-109.

Kandel E.R. 2001. The molecular biology of memory storage: a dialogue between genes and synapses.
Science. 294(5544): 1030-8.

Kania B., Wronska D., Zieba D. 2017. Introduction to Neural Plasticity Mechanism. Journal of

Behavioral and Brain Science. 7: 41-49.

Kapur J.N., Sahoo P.K., Wong A.K.C. 1985. A new method for gray-level picture thresholding using
the entropy of the histogram. Computer Vision, Graphics, and Image Processing. 29(3): 273-285.

108



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

&3.

&4.

85.

86.

&7.

88.

&9.

90.

Kazantsev A.G., Thompson L.M. 2008. Therapeutic application of histone deacetylase inhibitors for
central nervous system disorders. Nat. Rev. Drug Discov. 7(10): 854-68.

Klosin A., Casas E., Hidalgo-Carcedo C., Vavouri T., Lehner B. 2017. Transgenerational

transmission of environmental information in C. elegans. Science. 356(6335): 320-323.

Kociucka B., Cieslak J., Szczerbal 1. 2012. Three-dimensional arrangement of genes involved in lipid
metabolism in nuclei of porcine adipocytes and fibroblasts in relation to their transcription level.

Cytogenet. Genome Res. 136(4): 295-302.

Konorski J. 1948. Conditioned Reflexes and Neuron Organization. Cambridge University Press.

Cambridge.

Kossut M. 2019. Basic mechanism of  neuroplasticity. Neuropsychiatria i

Neuropsychologia/Neuropsychiatry and Neuropsychology. 14(1): 1-8.
Kouzarides T. 2007. Chromatin modifications and their function. Cell. 128(4): 693-705.

Lagger G., O'Carroll D., Rembold M., Khier H., Tischler J., Weitzer G., Schuettengruber B.,
Hauser C., Brunmeir R., Jenuwein T., Seiser C. 2002. Essential function of histone deacetylase 1 in

proliferation control and CDK inhibitor repression. EMBO J. 21(11): 2672-81.

Law J.A., Jacobsen S.E. 2010. Establishing, maintaining and modifying DNA methylation patterns in
plants and animals. Nat. Rev. Genet. 11(3): 204-20.

Liao Y., Smyth G.K., and Shi W. 2014. Featurecounts: an efficient general purpose program for

assigning sequence reads to genomic features. Bioinformatics 30, 923-930.

Lopez-Atalaya J.P., Barco A. 2014. Can changes in histone acetylation contribute to memory

formation? Trends Genet. 30(12): 529-39.

Lu L., Liu X., Huang W.K., Giusti-Rodriguez P., Cui J., Zhang S., Xu W., Wen Z., Ma S., Rosen
J.D., Xu Z., Bartels C.F., Kawaguchi R., Hu M., Scacheri P.C., Rong Z., Li Y., Sullivan P.F., Song
H., Ming G.L., Li Y., Jin F. 2020. Robust Hi-C Maps of Enhancer-Promoter Interactions Reveal the
Function of Non-coding Genome in Neural Development and Diseases. Mol. Cell. 79(3): 521-534.¢15.

Maeshima K., Imai R., Tamura S., Nozaki T. 2014. Chromatin as dynamic 10-nm fibers.
Chromosoma. 123(3): 225-37.

Marco A., Meharena H.S., Dileep V., Raju R.M., Davila-Velderrain J., Zhang A.L., Adaikkan C.,
Young J.Z., Gao F., Kellis M., Tsai L.H. 2020. Mapping the epigenomic and transcriptomic interplay
during memory formation and recall in the hippocampal engram ensemble. Nat. Neurosci. 23(12):

1606-1617.

Marshall W.F., Straight A., Marko J.F., Swedlow J., Dernburg A., Belmont A., Murray A.W.,
Agard D.A., Sedat J.W. 1997. Interphase chromosomes undergo constrained diffusional motion in

living cells. Curr. Biol. 7(12): 930-9.

Martou G., De Boni U. 2000. Nuclear topology of murine, cerebellar Purkinje neurons: changes as a

function of development. Exp. Cell Res. 256(1): 131-9.

109



91. Meaburn K.J., Cabuy E., Bonne G., Levy N., Morris G.E., Novelli G., Kill I.R., Bridger J.M. 2007.
Primary laminopathy fibroblasts display altered genome organization and apoptosis. Aging Cell. 6(2):
139-53.

92. Medrano-Ferniandez A, Barco A. 2016. Nuclear organization and 3D chromatin architecture in

cognition and neuropsychiatric disorders. Mol. Brain. 9(1): 83.

93. Meister P., Towbin B.D., Pike B.L., Ponti A., Gasser S.M. 2010. The spatial dynamics of tissue-
specific promoters during C. elegans development. Genes Dev. 24(8): 766-82.

94. Mermelstein P.G., Deisseroth K., Dasgupta N., Isaksen A.L., Tsien R.W. 2001. Calmodulin priming:
nuclear translocation of a calmodulin complex and the memory of prior neuronal activity. Proc. Natl.

Acad. Sci. U S A. 98(26): 15342-7.

95. Michaluk P., Wawrzyniak M., Alot P., Szczot M., Wyrembek P., Mercik K., Medvedev N.,
Wilczek E., De Roo M., Zuschratter W., Muller D., Wilczynski G.M., Mozrzymas J.W., Stewart
M.G., Kaczmarek L., Wlodarczyk J. 2011. Influence of matrix metalloproteinase MMP-9 on
dendritic spine morphology. J. Cell Sci. 124(Pt 19): 3369-80.

96. Minatohara K., Akiyoshi M., Okuno H. 2016. Role of Immediate-Early Genes in Synaptic Plasticity

and Neuronal Ensembles Underlying the Memory Trace. Front. Mol. Neurosci. 8: 78

97. Misteli T. 2020. The Self-Organizing Genome: Principles of Genome Architecture and Function. Cell
183, 28-45.

98. Molnar E. 2011. Long-term potentiation in cultured hippocampal neurons. Semin. Cell Dev. Biol.

22(5): 506-13.

99. Moutin E., Hemonnot A.L., Seube V., Linck N., Rassendren F., Perroy J., Compan V. 2020.
Procedures for Culturing and Genetically Manipulating Murine Hippocampal Postnatal Neurons. Front.

Synaptic Neurosci. 12: 19.

100.Morris R.G, Davis S., Butcher S.P. 1990. Hippocampal synaptic plasticity and NMDA receptors: a
role in information storage? Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol Sci. 329(1253): 187-204.

101.Nabavi S., Fox R., Proulx C.D., Lin J.Y., Tsien R.Y., Malinow R. 2014. Engineering a memory with
LTD and LTP. Nature 511(7509): 348-35.

102.Nicoll R.A., Malenka R.C. 1995. Contrasting properties of two forms of long-term potentiation in the
hippocampus. Nature. 377(6545): 115-8.

103.Nimchinsky E.A., Sabatini B.L., Svoboda K. 2002. Structure and Function of Dendritic Spines.
Annual Review of Physiology. 64(1): 313-353.

104.Lee Y.C.G., Ogiyama Y., Martins N.M.C., Beliveau B.J., Acevedo D., Wu C.T., Cavalli G.,
Karpen G.H. 2020. Pericentromeric heterochromatin is hierarchically organized and spatially contacts

H3K9me?2 islands in euchromatin. PLoS Genet. 16(3): ¢1008673.

105.Love M.I., Huber W., and Anders S. 2014. Moderated estimation of fold change and dispersion for
RNA-seq data with DESeq2. Genome Biol. 15, 1-21.

110



106.0ey N.E., Leung H.W., Ezhilarasan R., Zhou L., Beuerman R.W., VanDongen H.M., VanDongen
A.M. 2015. A Neuronal Activity-Dependent Dual Function Chromatin-Modifying Complex Regulates
Arc Expression. eNeuro. 2(1): ENEURO.0020-14.2015.

107.0kuno H. 2011. Regulation and function of immediate-early genes in the brain: Beyond neuronal

activity markers. Neuroscience Research. 69, 175-186.

108.0u H.D., Phan S., Deerinck T.J., Thor A., Ellisman M.H., O’Shea C.C. 2017. ChromEMT:
Visualizing 3D chromatin structure and compaction in interphase and mitotic cells. Science 357(6349):

eaag0025.

109.0tmakhov N., Khibnik L., Otmakhova N., Carpenter S., Riahi S., Asrican B., Lisman J. 2004.
Forskolin-induced LTP in the CA1 hippocampal region is NMDA receptor dependent. J. Neurophysiol.
91(5):1955-62.

110.Parker K., Maxson J., Mooney A., Wiley E. A. 2007. Class I histone deacetylase Thd1p promotes
global chromatin condensation in Tetrahymena thermophila. Eukaryot. Cell. 6, 1913—-1924.

111.Penney J., Tsai L.H. 2014. Histone deacetylases in memory and cognition. Sci. Signal. 7(355): rel2.

112.Peixoto L., Abel T. 2013. The Role of Histone Acetylation in Memory Formation and Cognitive
Impairments. Neuropsychopharmacol. 38: 62-76.

113.Pombo A., Dillon N. 2015. Three-dimensional genome architecture: players and mechanisms. Nat. Rev.

Mol. Cell Biol. 16(4): 245-57.

114.Qiu Z., Ghosh A. 2008. A calcium-dependent switch in a CREST-BRG1 complex regulates activity-
dependent gene expression. Neuron. 60(5): 775-87.

115. Rajan W.D., Wojtas B., Gielniewski B., Miro-Mur F., Pedragosa J., Zawadzka M., Pilanc P.,
Planas A.M., and Kaminska B. 2020. Defining molecular identity and fates of CNS-border associated

macrophages after ischemic stroke in rodents and humans. Neurobiol. Dis. 137, 104722.

116.Rao S.S., Huntley M.H., Durand N.C., Stamenova E.K., Bochkov 1.D., Robinson J.T., Sanborn
A.L., Machol 1., Omer A.D., Lander E.S., Aiden E.L. 2014. A 3D map of the human genome at

kilobase resolution reveals principles of chromatin looping. Cell. 159(7): 1665-80.

117.Rundlett S.E., Carmen A.A., Kobayashi R., Bavykin S., Turner B.M., Grunstein M. 1996. HDA1
and RPD3 are members of distinct yeast histone deacetylase complexes. Proc. Natl. Acad. Sci. 93:

14503—-14508.

118.Saha P.K., Basu S., Hoffman E.A. 2016. Multiscale Opening of Conjoined Fuzzy Objects: Theory and
Applications. IEEE Trans Fuzzy Syst. 24(5): 1121-1133.

119.Saha R.N., Wissink E.M., Bailey E.R., Zhao M., Fargo D.C., Hwang J.Y., Daigle K.R., Fenn J.D.,
Adelman K., Dudek S.M. 2011. Rapid activity-induced transcription of Arc and other IEGs relies on
poised RNA polymerase II. Nat. Neurosci. 14(7): 848-56.

120.Scharfman H.E. 1995. Electrophysiological diversity of pyramidal-shaped neurons at the granule cell
layer/hilus border of the rat dentate gyrus recorded in vitro. Hippocampus. 5(4): 287-305.

111



121.Schmidt D.R., Schreiber S.L. 1999. Molecular association between ATR and two components of the
nucleosome remodeling and deacetylating complex, HDAC2 and CHD4. Biochemistry. 38(44): 14711-
7.

122.Seto E., Yoshida M. 2014. Erasers of histone acetylation: the histone deacetylase enzymes. Cold
Spring Harb Perspect Biol. 6(4): a018713.

123.Sexton T., Cavalli G. 2015. The role of chromosome domains in shaping the functional genome. Cell.

160(6):1049-59.

124.Shaban H.A., Seeber A. 2020. Monitoring the spatio-temporal organization and dynamics of the
genome. Nucleic Acids Res. 48(7): 3423-3434.

125.Sheng M., Greenberg M.E. 1990. The regulation and function of c-fos and other immediate early

genes in the nervous system. Neuron. 4(4): 477-85.

126.Siddiqui S.A., Singh S., Ugale R., Ranjan V., Kanojia R., Saha S., Tripathy S., Kumar S.,
Mehrotra S., Modi D.R., Prakash A. 2019. Regulation of HDAC1 and HDAC2 during consolidation
and extinction of fear memory. Brain Res. Bull. 150: 86-101.

127.Sprick U. 1995. Functional aspects of the involvement of the hippocampus in behavior and memory

functions. Behav. Brain Res. 66(1-2): 61-4.

128.Stevens T.J., Lando D., Basu S., Atkinson L.P., Cao Y., Lee S.F., Leeb M., Wohlfahrt K.J.,
Boucher W., O'Shaughnessy-Kirwan A., Cramard J., Faure A.J., Ralser M., Blanco E., Morey L.,
Sansé M., Palayret M.G.S., Lehner B., Di Croce L., Wutz A., Hendrich B., Klenerman D., Laue
E.D. 2017. 3D structures of individual mammalian genomes studied by single-cell Hi-C. Nature.

544(7648): 59-64.

129.Su Y., Shin J., Zhong C., Wang S., Roychowdhury P., Lim J., Kim D., Ming G.L., Song H. 2017.
Neuronal activity modifies the chromatin accessibility landscape in the adult brain. Nat. Neurosci. 20(3):

476-483.

130.Sun H.B., Shen J., Yokota H. 2000. Size-dependent positioning of human chromosomes in interphase
nuclei. Biophys. J. 79(1): 184-90.

131.Szepesi Z., Bijata M., Ruszczycki B., Kaczmarek L., Wlodarczyk J. 2013. Matrix
metalloproteinases regulate the formation of dendritic spine head protrusions during chemically induced

long-term potentiation. PLoS One. 8(5): ¢63314.

132.Tang Z., Luo 0O.J., Li X., Zheng M., Zhu J.J., Szalaj P., Trzaskoma P., Magalska A., Wlodarczyk
J., Ruszczycki B., Michalski P., Piecuch E., Wang P., Wang D., Tian S.Z., Penrad-Mobayed M.,
Sachs L.M., Ruan X., Wei C.L., Liu E.T., Wilczynski G.M., Plewczynski D., Li G., Ruan Y. 2015.
CTCF-Mediated Human 3D Genome Architecture Reveals Chromatin Topology for Transcription. Cell.
163(7): 1611-27.

133.Tao-Cheng J. H. 2018. Stimulation-induced structural changes at the nucleus, endoplasmic reticulum

and mitochondria of hippocampal neurons. Mol. Brain 11: 1-14.

112



134.Trzaskoma P., Ruszczycki B., Lee B., Pels K.K., Krawczyk K., Bokota G., Szczepankiewicz A.A.,
Aaron J., Walczak A., Sliwinska M.A., Magalska A., Kadlof M., Wolny A., Parteka Z., Arabasz S.,
Kiss-Arabasz M., Plewczynski D., Ruan Y., Wilczynski G.M. 2020. Ultrastructural visualization of
3D chromatin folding using volume electron microscopy and DNA in situ hybridization. Nat. Commun.

11(1): 2120.

135.Tullai J.W., Schaffer M.E., Mullenbrock S., Sholder G., Kasif S., Cooper G.M. 2007. Immediate-
early and delayed primary response genes are distinct in function and genomic architecture. J. Biol.

Chem. 282(33): 23981-95.

136.Van Dyke M.W. 2014. Lysine deacetylase (KDAC) regulatory pathways: an alternative approach to
selective modulation. Chem. Med. Chem. 9(3): 511-22.

137.Vaiikova Hausnerova V., Lanctét C. 2017. Chromatin decondensation is accompanied by a transient

increase in transcriptional output. Biol. Cell. 109(1): 65-79.

138.Vernole, P., Neri, G., and Serra, A. 1984. A new banding technique of rat Rattus norvegicus
chromosomes. Hereditas 101, 199 -204.

139.Volmar C. H., Wahlestedt C. 2015. Histone deacetylases (HDACs) and brain function.
Neuroepigenetics 1, 20-27.

140.Walczak A., Szczepankiewicz A.A., Ruszczycki B., Magalska A., Zamlynska K., Dzwonek J.,
Wilczek E., Zybura-Broda K., Rylski M., Malinowska M., Dabrowski M., Szczepinska T.,
Pawlowski K., Pyskaty M., Wlodarczyk J., Szczerbal 1., Switonski M., Cremer M., Wilczynski
G.M. 2013. Novel higher-order epigenetic regulation of the Bdnf gene upon seizures. J. Neurosci. 33(6):
2507-11.

141.Waddington C. H. 1942a. The epigenotype. Endeavour 1: 18.

142. Wheeler D.W., White C.M., Rees C.L., Komendantov A.O., Hamilton D.J., Ascoli G.A. 2015.
Hippocampome.org: a knowledge base of neuron types in the rodent hippocampus. Elife. 4: €09960.

143.Wilczynski G.M. 2014. Significance of higher-order chromatin architecture for neuronal function and

dysfunction. Neuropharmacology. 80: 28-33.

144. Williams M.E., Wilke S.A., Daggett A., Davis E., Otto S., Ravi D., Ripley B., Bushong E.A.,
Ellisman M.H., Klein G., Ghosh A. 2011. Cadherin-9 regulates synapse-specific differentiation in the
developing hippocampus. Neuron. 71(4): 640-55.

145.Wu Y.K., Fujishima K., Kengaku M. 2015. Differentiation of apical and basal dendrites in pyramidal
cells and granule cells in dissociated hippocampal cultures. PLoS One. 10(2): e0118482.

146.Yamada T., Fischle W., Sugiyama T., Allis C. D., Grewal S. L. S. 2005. The nucleation and

maintenance of heterochromatin by a histone deacetylase in fission yeast. Mol. Cell. 20, 173—185.

147.Yamazaki T., Nakagawa S., Hirose T. 2019. Architectural RNAs for Membraneless Nuclear Body
Formation. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 84: 227-237.

113



148.Yang X.J., Seto E. 2008. The Rpd3/Hdal family of lysine deacetylases: from bacteria and yeast to
mice and men. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 9(3): 206-18.

149.Yang Y., Yamada T., Hill K.K., Hemberg M., Reddy N.C., Cho H.Y., Guthrie A.N., Oldenborg A.,
Heiney S.A., Ohmae S., Medina J.F., Holy T.E., Bonni A. 2016. Chromatin remodeling inactivates
activity genes and regulates neural coding. Science. 353(6296): 300-305.

150.Yap E.L., Greenberg M.E. 2018. Activity-Regulated Transcription: Bridging the Gap between Neural
Activity and Behavior. Neuron. 100(2): 330-348.

151. Yu G., Wang L.G., Han Y., and He Q.Y. 2012. ClusterProfiler: an R package for comparing
biological themes among gene clusters. Omi. A. J. Integr. Biol. 16, 284-287.

152.Zhang T., Cooper S., Brockdorff N. 2015. The interplay of histone modifications - writers that read.
EMBO Rep. 16(11): 1467-81.

114



Publikacje doktorantki

1. Bokota G., Sroka J., Basu S., Das N., Trzaskoma P., Yushkevich Y., Grabowska A.,
Magalska A., Plewczynski D. 2021. PartSeg: a tool for quantitative feature extraction from 3D

microscopy images for dummies. BMC Bioinformatics. 22(1): 72.

2. Grabowska A., Sas-Nowosielska H., Wojtas B., Holm-Kaczmarek D., Januszewicz E.,
Yushkevich Y., Czaban I., Trzaskoma P., Krawczyk K., Gielniewski B., Martin-Gonzalez A.,
Filipkowski R.K., Olszynski K.H., Bernas T., Szczepankiewicz A.A., Sliwinska M.A.,
Kanhema T., Bramham C.R., Bokota G., Plewczynski D., Wilczynski G.M., Magalska A.
2022. Activation-induced chromatin reorganization in neurons depends on HDACI activity.
Cell Rep. 38(7): 110352.

115



