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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ISulg(t);rmin Definicja

AEBP (ang. I_Eu!<a_r¥oti_g Transla'gi_on Initiation Factor 4E-Binding Protein) — biatko wiazace
czynnik inicjacji translacji 4E

AAV (ang. Adeno-associated virus) — wektory wirusowe towarzyszace adenowirusom

ACSF (ang. Artificial cerebrospinal fluid) — sztuczny ptyn mozgowo-rdzeniowy

AD (ang. Alzheimer’s disease) — choroba Alzheimera

AIM2 (ang. A_bsent in mglanoma 2) — gen kodujacy biatko nieobecne w czerniaku
sklasyfikowanym jako typ Il

AKT (ang. Protein kinase B) — kinaza biatkowa B

AMPA (ang. a-Amino-3-hydr_oxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) — kwas a-amino-3-
hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy

AMPAR (ang. AMPA receptor) — receptor AMPA

ANOVA (ang. Analysis of variance) — analiza wariancji

APA (ang. Active Place Avoidance) — aktywne unikanie miejsca

ArcN (ang. Arcuate nucleus) — jadro tukowate

ASD (ang. Autism Spectrum Disorder) — zaburzenia ze spektrum autyzmu

ATP (ang. Adenosine triphosphate) — adenozynotrojfosforan

ATPase (ang. Adenosine triphosphatase) — ATPaza

AUG (ang. Start codon AUG) — kodon startowy AUG

AUU (ang. Start codon AUU) — kodon startowy AUU

AVP (ang. Arginine vasopressin) — argininowa wazopresyna

AVPR (ang. Arginine vasopressin receptor) — receptor wazopresyny

BCA (ang. Bicinchoninic acid) — kwas bicyncholinowy

BL (ang. Baseline) — wartos¢ poczatkowa

BLA (ang. Basolateral Amygdala) — podstawno-boczny kompleks ciata migdatowatego

BP1 (ang. Binding protein 1) — biatko wigzace 1

C2 (ang. C2 domain) — domena C2

CA (ang. Cornu Ammonis) — r6g Amona

CCW (ang. Counter Clockwise) — kierunek przeciwny do ruchu wskazowek zegara w
odniesieniu do testu patrolowania w IntelliCage

c-FOS (ang. c-Fos proto-oncogene) — protoonkogen c-Fos

CaMKIla (ang. _Calcium/cal_modulin—d_ependent protein kinase Il) — kinaza biatkowa zalezna od
wapnia/kalmoduliny Il (podjednostka alfa)

CNS/OUN | (ang. Central Nervous System) — osrodkowy uktad nerwowy
(ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) —grupowane

CRISPR regularnie rozmieszczone krotkie powtorzenia palindromiczne (system
immunologiczny bakterii do edycji genomu)

CS (ang. Conditioned Stimulus) — bodziec warunkowy w klasycznym warunkowaniu

CTRL (ang. Control) — grupa kontrola




(ang. Clockwise) — kierunek zgodny z ruchem wskazowek zegara, w odniesieniu do

cw testu patrolowania w IntelliCage

DAB (ang. Diaminobenzidine) — diaminobenzydyna

DG (ang. Dentate gyrus) — zakret zebaty

dHCP (ang. Dorsal hippocampus) —hipokamp grzbietowy

DMEM (ang. Dulbt?cco’s Modiﬁed Eagle Medium) — zmodyfikowane Dulbecco pozywki
hodowlanej Eagle'a

dsDNA (ang. double-stranded DNA) — podwojna ni¢ DNA

DTW (ang. Dynamic Time Warping) — dynamiczne dopasowanie czasowe

EC (ang. Entorhinal Cortex) — kora srodwechowa

EDTA (ang. Ethylenediaminetetraacetic acid) — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EPM (ang. Elevated plus maze) — test podwyzszonego labiryntu krzyzowego

EPSC (ang. Excitatory postsynaptic current) — prad postsynaptyczny pobudzajacy

ER (ang. Estrogen receptor) - receptor estrogenowy

ERT2 (ang. Estrogen ligand-binding domain) - domena wigzaca ligand estrogenowy

EYFP (ang. Enhanced yellow fluorescent protein) - wzmocnione biatko zottej fluorescencji

FAHP (ang. East Afterhypqrpolarization) — szybka hiperpolaryzacja nast¢pujaca po
potencjale czynnosciowy

FBS (ang. Fetal bovine serum) - ptodowa surowica bydleca
(ang. Hilus) — obszar strukturalny w mézgu, szczegdlnie w zakrecie zebatym (czesé

H hipokampa), ktory lezy miedzy warstwa ziarnistg a korytem hipokampa i zawiera
roézne typy komorek, takie jak komorki ziarniste i interneurony

GFAP (ang. Glial fibrillary acidic protein) — kwasne wtdkienkowe biatko glejowe

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

HEK?293 (ang. Human Embryonic Kidney 293 Cells) - ludzkie embrionalne komorki nerki 293

HGH (ang. Human Growth Hormone) — ludzki hormon wzrostu

HRP (ang. Horseradish peroxidase) — peroksydaza chrzanowa

hGH (ang. Human growth hormone polyadenylation signal) — sygnat poliadenylacji

PolyA ludzkiego hormonu wzrostu

IHC (ang. Immunohistochemistry) — barwienie immuohistochemiczne

ITR (ang. Inverted terminal repeats) - odwrocone powtorzenia konicowe

LB (ang. Luria-Bertani) — podtoze hodowlane stosowane w mikrobiologii

LEC (Il, (ang. Lateral entorhinal cortex — Layer Il, Layer IIl) — boczna kora $rodwechowa

1)) (warstwa 11, 111)

loxP (ang. Loc_us of Cros_sing_—_over in P1) — specyficzna sekwencja DNA wykorzystywana
w systemie rekombinacji Cre-lox

LTD (ang. Long-term depression) — dlugotrwate ostabienie synaptyczne

LTP (ang. Long-term potentiation) — dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne

KO ga:lr][g Knock out) -grupa mutantow u ktorej nastapito usunigcie genu metoda ‘knock

KV11 (ang. Voltage-Gated Potassium C;hgnnel Subunit Kv1.1) — podjednostka kanatu
potasowego bramkowanego napigciem

MEC (ang. Medial entorhinal cortex) — przysrodkowa kora srodwechowa
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(ang. miniature excitatory postsynaptic current) — mianiaturowy postsynaptyczny

MEPSC prad pobudzajacy

mPFC (ang. medial prefrontal cortex) — przysrodkowa kora przedczotowa

MOE (ang. Main olfactory epithelium) — gléwny nabtonek wechowy

MRNA (ang. Messenger RNA) — matrycowy RNA

miRNA (ang. microRNA) - mikroRNA

mTOR (ang. Mechanistic target of rapamycin) — kinaza mTOR

NACc (ang. Nucleus Accumbens) — jadro potlezace

NES (ang. Nestin) — Nestyna — biatko markerowe komorek progenitorowych uktadu
nerwowego

NLS (ang. Nuclear localisation signal) — sygnat lokalizacji jadrowe;j
(ang. N-Methyl-D-Glucamine) — N-Metylo-D-glukamina, zwigzek stosowany jako

NMDG substytut jondéw sodu w roztworach buforowych (minimalizuje przewodnictwo
sodowe w elektrofizjologii)

NOR (ang. Novel Object Recognition) — test rozpoznawania nowych obiektow

NPA (ang. Nosepoke approach) — podejécie do detektora nosem

NSE (ang. Neuron Specific Enolase) — enolaza specyficzna dla neuronow

NSC (ang. Neural stem cells) — komoérki macierzyste uktadu nerwowego
(ang. neurona specific) — neuronowo specyficzny oznacza procesy, cechy lub

NS manipulacje eksperymentalne, ktore dotycza wytacznie neurondéw, bez udziatu innych
typoéw komorek, takich jak glej

OF (ang. Open Field test) — test otwartego pola

OXTR (ang. Oxytocin Receptor) — receptor oksytocyny

PAGE (ang. Polyacrylamide gel electrophoresis) — elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

PBD (ang. Phosphatidylinositol-binding domain) — domena wiazaca fosfatydyloinozytol

PBS (ang. Phosphate buffered saline) — buforowany roztwor soli fosforanowych
(potocznie zwana sol fizjologiczna)

PBST (ang. Phosphate buffered saline Triton-X-100) - buforowany roztwor soli
fosforanowych z dodatkiem Triton-X

PCR (ang. Polymerase chain reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy

PDZz (ang. PSD95, Dlgl, ZO-1 domain) — domena PDZ

PEI (ang. Polyethyleneimine) — polietylenoimina

PEST (ang. Proline, Glutamic acid, Serine, Threonine-rich sequence) — sekwencja bogata w
proling, kwas glutaminowy, seryng i treonine

PFA (ang. Paraformaldehyde) — paraformaldehyd
(ang. PTEN Hamartoma Tumor Syndrome) — zesp6t nowotworowy zwigzany z

PHTS - ;
mutacjami w genie PTEN

PI3K (ang. Phosphoinositide 3-kinase) — kinaza fosfatydyloinozytolu 3

PIP2 (ang. Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) — fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan

PIP3 (ang. Phosphatidylinositol 3,4,5-bisphosphate) — fosfatydyloinozytolo-3,4,5-
trisfosforan

PKD1 (ang. Protein kinase D1) — kinaza biatkowa D1

polyA (ang. Polyadenylation Signal) — sygnat poliadenylacji w mRNA
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pp (ang. Postpartum) — okres po porodzie

PRAS40 (ang. Proline-rich AKT substrate 40 kDa) — substrat biatka AKT o masie 40 kDa

PSD (ang. Postsynaptic density) — gestosé postsynaptyczna

PSDI5 (ang. Postsynaptic Density Protein 95) — biatko synaptyczne obecne w obszarze
postsynaptycznym

PTEN (ang. Phosphatase and tensin homolog located on chromosome 10)

PVDF (ang. Polyvinylidene fluoride) — polifluorek winylidenu

PVN (ang. Paraventricular nucleus) — jadro przykomorowe
(ang. Real time polymerase chain reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie

aPCR rzeczywistym

REID (ang. Radio-Frequency !dentificatiqn) - tec.hnologia iden_tyfikacji za pomocg fal
radiowych uzywana do identyfikacji osobnikéw w IntelliCage

RFP (ang. Red Fluorescent Protein) — biatko czerwonej fluorescencji

RT-PCR (ang. Re_al time polymerase chain reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie
rzeczywistym

S6K1 (ang. Ri_t_)osomal Protein S6 Kinase 1) — kinaza biatkowa uczestniczaca w regulacji
translacji

SEM (ang. Standard error of the mean) — btad standardowy $redniej

sSDNA (ang. single strand DNA) - pojedynczoniciowe DNA

SD (ang. Standard deviation) - odchylenie standardowe

SGZ (ang. Subgranular zone) — strefa granularna

SG (ang. Supragranular Layer) — warstwa nadziarnista kory mozgowej

SLM (ang. Stratum Lacunosum-Moleculare) — warstwa lacunosum-moleculare hipokampa

SM (ang. Stratum Moleculare) — warstwa molekularna kory mézgowej lub hipokampa

SO (ang. Stratum Oriens) — warstwa oriens hipokampa

SP (ang. Stratum Pyramidale) — warstwa piramidowa hipokampa

SPE (ang. Specific Path(?gen Free) — wolne od specyficznych patogenow (dotyczy
zwierzat laboratoryjnych)

SR (ang. Stratum Radigtu m) — warstwa r.’adia.tum, jedna Z warstw hipf)kampa, pgloZona
nad warstwa piramidowa, zawiera gtéwnie widkna apikalne komorek piramidowych

SuM (ang. Supramammillary nucleus) — jadro nadwzgorzowe

Svz (ang. Subventricular zone) — strefa podkomorowa

TEMED (ang. Tetramethylethylenediamine) — tetrametyloetylenodiamina

usv (ang. Ultrasonic vocalization) — wokalizacja ultradzwigkowa

US (ang. Unconditioneq Stimulus) — bodziec bezwarupkowy, bodziec wywotujacy
automatyczng reakcje w klasycznym warunkowaniu

UTR (ang. Untranslated Region) — region nieulegajacy translacji w mMRNA

vHCP (ang. ventral hippocampus) — brzuszna cz¢$¢ hipokampa

VNO (ang. Vomeronasal organ) — narzad lemieszowo-nosowy

V7 (ang.__\/gntriculgr ane) — strefa przykomorowa, region proliferacyjny w
rozwijajacym si¢ mozgu

WPRE (ang. Woodchuck hepatitis virus posttransriptional regulatory element)-

potranslacyjny elemet regulatorowy wirusa zapalenia watroby
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STRESZCZENIE

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) to gen supresorowy,
ktéry reguluje homeostaze komorki oraz jej integralno$¢ poprzez hamowanie kaskad
sygnalizacyjnych zwigzanych z proliferacjg i przezyciem. Kodowana przez PTEN fosfataza
réwnowazy aktywnos$¢ kinazy PI3K, utrzymujac prawidlowa aktywacje szlaku PI3K-AKT-
MTOR. W poczatkowych badaniach nad bialkiem PTEN podkreslano jego funkcje
W hamowaniu procesow nowotworowych i regulacji metabolizmu. W neuronach wykazano
zwigzek PTEN z zaburzeniami neurorozwojowymi, w tym spektrum autyzmu (ang. Autism
Spectrum Disorder [ASD]). Modele zwierzece z warunkowa inaktywacja genu PTEN
W rozwoju embrionalnym czy wczesnym etapie postnatalnym ujawnity zmiany morfologiczne
(hipertrofia) i funkcjonalne neuronéw (zaburzenia synaptyczne) prowadzace do deficytow
poznawczych, ataksji, epilepsji oraz zaburzen spotecznych przypominajacych ASD. Pomimo
licznych badan nad funkcjag PTEN w neuronach, nadal pozostaje pytanie, jaka jest rola tego

biatka w petni zréznicowanych neuronach u dorostych osobnikow.

Kluczowym zagadnieniem badawczym niniejszej pracy byto okreslenie, czy utrata
funkcjonalnego PTEN w zroéznicowanych neuronach pobudzajgcych hipokampa wptywa na
zdolnosci poznawcze, og6lng aktywno$¢ zwierzat, pamie¢ socjalng, zdolno$ci spoteczne
i zachowania komunikacyjne myszy. Badano takze ktore z tych cech fenotypowych wynikaja
z utraty PTEN w rozwoju, a ktore sg specyficzne dla dorostych neuronow oraz czy wystepujace

zmienno$ci wskazujg na fenotyp autystyczny.

W celu analizy funkcji PTEN w funkcjonalnych sieciach neuronalnych u dorostych
zwierzat zastosowano dwa indukowane modele zwierzece. W pierwszym etapie wykorzystano
model Pten, CaMKIla-CreERT2, w ktérym usuni¢cie genu Pten w neuronach pobudzajacych
przodomoézgowia indukowano tamoksyfenem (Pten-iCKO). Zaobserwowano wzmocniong
pamie¢ przestrzenng w testach IntelliCage, ale takze zwigkszong S$miertelno$¢ migdzy
7 a 13 tygodniem od indukcji mutacji. W drugim etapie zastosowano model Ptenfl/fl, gdzie
delecja Pten byta ograniczona tylko do hipokampa i indukowana wektorami AAV-CaMKIla-
Cre (Pten-AAV-KO). Migdzy 7 a 15 tygodniem od iniekcji wektoroéw AAV, dla modelu Pten-
AAV-KO przeprowadzono testy uczenia si¢ i pamieci przestrzennej w IntelliCage
oraz konwencjonalne testy behawioralne z analiza wokalizacji ultradzwickowej. Dodatkowo
w 7 tygodniu od indukcji mutacji przeprowadzono analizg elektrofizjologiczng i sprawdzono

pobudliwos¢ neuronow CA1 w hipokampie.

Myszy Pten-AAV-KO osiagnely lepsze wyniki w uczeniu przestrzennym i pamigci
w poréwnaniu do myszy kontrolnych az do momentu postepujacej neurodegeneracji.
Dodatkowo, mutanty Pten-AAV-KO wykazywaly zwigkszong aktywno§¢ ruchowa
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w IntelliCage i potwierdzong w tescie otwartego pola, obnizony poziom leku (zalezny od pfci)
we wzniesionym labiryncie krzyzowym, tagodne zaburzenia w te$cie socjalnosci i nowosci
spotecznej (zalezne od pici) oraz podwyzszona aktywnos$¢ eksploracyjng podczas
bezposrednich interakcji socjalnych. Wraz z uplywem czasu zaobserwowano postepujaca
heterogenicznos$¢ grupy Pten-AAV-KO, zwigzang takze z wystapieniem drgawek u niektorych
mutantow. Pomiedzy 7 a 15 tygodniem u czgSci mutantdw w ogole nie zaobserwowano
wokalizacji ultradzwigkowych. Analiza struktury wokalizacji u pozostatych mutantéw
w 15 tygodniu od indukcji mutacji wykazata roznice w jakosci emitowanych dzwickow
i liczbie epizodoéw. Zwierzgta kontrolne wykonywaty mniejszg liczbe nawolywan o podobnej
strukturze spektralnej, co sugeruje synchronizacj¢ mozgoéw osobnikéw wchodzacych
w interakcje spoteczne, podczas gdy myszy u Pten-AAV-KO zaobserwowano odmienny
fenotyp. W 15 tygodniu nie obserwowano juz znaczacych rdézniC W uczeniu si¢ pomigdzy
mutantami a grupg kontrolng, co mogto by¢ zwigzane z normalizacja aktywnos$ci kinazy
MTOR, obserwowang w tym czasie. Jednocze$nie obserwowano postepujagce procesy
neurodegeneracyjne w obrebie pol CA hipokampa 1 zakretu zgbatego. Mutacje potwierdzono
po 7 tygodniach, wykazujac obnizenie poziomu Pten i wzrost aktywno$ci kinazy mTOR
w hipokampie. Analiza aktywnosci elektrofizjologicznej neuronow CA1 hipokampa w modelu
Pten-AAV-KO, wykazata, ze przeciwstawne adaptacje blony komorkowej 1 plastycznosci
synaptycznej, mogace petnic role mechanizmu kompensacyjnego w utrzymywaniu homeostazy
w sieci neuronalnej. Obnizona pobudliwo$¢ neuronow, objawiajgca si¢ hiperpolaryzacja blony
oraz zmniejszong czgstotliwoscig potencjaldéw czynnosciowych, prawdopodobnie chroni
komorki przed ekscytotoksyczno$cia wynikajaca z nadmiernej aktywacji. Jednoczes$nie
zwigkszona amplituda 1 czestotliwo$¢ miniaturowych EPSC w tych neuronach sugeruje
wzmocniong transmisj¢ synaptyczng, co potencjalnie moze wptywaé za polepszong zdolnos¢

uczenia si¢, obserwowang w 7 tygodniu od transdukcji wektorami AAV.

Powyzsze obserwacje wskazuja na istotng funkcje bialka Pten w modulacji procesow
uczenia si¢ 1 zapamigtywania, poprzez udzial w zachowaniu réwnowagi w aktywacji szlaku
PI3K-AKT. Utrata wlasno$ci hamujacej prowadzi do zmian w zachowaniu zwierzat,
mozliwosci wystapienia stanéw drgawkowych, a w dluzszej perspektywie do procesow
neurodegeneracyjnych. Nie mozna natomiast jednoznacznie stwierdzi¢, ze zmiany wywotane
indukowana mutacja genu Pten w neuronach hipokampa moézgu myszy dorostych moga
stanowi¢ zwierzgcy model spektrum autyzmu. W czesci eksperymentalnej niniejszej rozprawy
wykazano odrgbne od neurorozwojowych funkcje genu Pten w zréznicowanych neuronach

osobnikow dorostych.
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ABSTRACT

PTEN (phospatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) belongs to a group
of tumor suppressor genes whose function is to maintain stable cell growth and integrity by
inhibiting the cascade of intracellular signals that activate the expression of genes responsible
for growth, survival and proliferation. The PTEN gene encodes a phosphatase enzyme with dual
activity, targeting both proteins and lipids. The key action of PTEN phosphatase is its opposing
activity to PI3K kinase, an interaction that maintains activation of this pathway at appropriate
levels. Early reports on PTEN's function indicated its important role in regulating the cell's
metabolic pathways and in inhibiting tumorigenesis. In the context of PTEN's function
in neurons, its association with Autism Spectrum Disorder (ASD), a neurodevelopmental
disorder, has been demonstrated. In order to precisely study the function of Pten in neurons,
a number of animal models were generated with conditional inactivation of the Pten gene
during embryonic development. Structural changes of neurons characterized by hypertrophy
of perikaryon and nerve cell protrusions were observed, which affected functional
abnormalities in synaptic transmission and excitability, contributing to impaired memory,
impaired social interaction, and finally ataxia and the development of epilepsy in transgenic
animals. In these models, it has been possible to obtain a phenotypic picture similar
to the features observed in ASD.

Despite many years of research into the function of the Pten gene in neurons, still little
is known about its importance in fully differentiated neurons in adults. This has largely been
due to the limited availability of genetic engineering tools to perform appropriate
manipulations.

The main objective of this dissertation was to verify the research hypothesis of whether
increased stimulation of the PI3K-AKT pathway due to loss of functional Pten protein
in differentiated excitatory neurons in the hippocampal area affects the cognitive abilities
of the animals studied. In addition, the effect of the introduced mutation on the animals'
locomotor activity, anxiety, social memory, social behavior and communication abilities was
examined. The aforementioned was aimed at determining whether the variation present could
be indicative of an autistic phenotype, and which traits depend on the absence of the Pten gene
during development, and which are unique to differentiated neurons.

The first stage ofthe study used a mouse model of Pten-CaMKIllo-CreER™
with conditional tamoxifen-inducible deletion of the Pten gene in differentiated forebrain
excitatory neurons in adult animals (Pten-iCKO). It was observed that the mutants showed
enhanced spatial memory in tests performed in IntelliCage cages. However, increased mortality
was observed in these animals between 7 and 13 weeks after mutation activation.
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For this reason, the next step used a Pten fl/fl animal model in which the Pten gene mutation,
induced with AAV-CaMKIlla-Cre vectors, was restricted to hippocampal neurons
(Pten-AAV-KO). Between 7 and 15 weeks after AAV vector injection, learning ability
and spatial memory tests were performed in IntelliCage and conventional behavioral tests
with analysis of ultrasound vocalizations at specific time points. The efficacy of the mutation
was confirmed after about 7 weeks by reduced levels of Pten protein in the hippocampus
and concomitant increased activity of mTOR kinase (as an effector to deregulate the PI3K-Pten
interaction). During this time, too, Pten-AAV-KO mice performed better in learning
and memory tests compared to the control group. In addition, Pten-AAV-KO mutants were
characterized by increased locomotor excitability in IntelliCage and the open field test, reduced
anxiety levels (sex-dependent) in the elevated plus maze, and increased exploratory activity
during social interactions. In the early stages after induction (between 2 and 7 weeks),
no significant differences were observed in the socialization and social novelty test, as well
as in the social interaction test. As time passed, a revealing heterogeneity of the Pten-AAV-KO
group was observed, due to occurred seizures in few individuals. Between 7 and 15 weeks,
ultrasonic vocalizations were not observed at all in some mutants. Analysis of the structure
of vocalizations in the remaining mutants revealed differences in the quality of the sounds
emitted and the number of episodes at 15 weeks after mutation induction. Control animals were
characterized by fewer vocalizations with similar spectral structure, suggesting synchronization
of the brains of individuals interacting socially. In Pten-AAV-KO mice, by contrast,
communication occurred in a chaotic manner. In addition, at week 15, significant differences
in learning were no longer observed between the mutants and the control group, which may
be related to the normalization of MTOR activity observed at that time. Moreover, progressive
neurodegenerative processes in the hippocampus were observed around this time.

The above observations point to an important function of the Pten protein in modulating
the efficiency of learning and memory, through its participation in maintaining a balance
in the activation of the PI3K-AKT pathway. Loss of this inhibitory property leads, at the level
of the organism, to changes in animal behavior, the possibility of convulsive states, and, in the
long-term, even the initiation of neurodegenerative processes. However, Pten-AAV-KO mice
cannot be clearly identified as a model of the autism spectrum, as indicated by the fact
that during the course of the studies carried out, functions of the Pten gene in the differentiated
neurons of adults were shown to be distinct from neurodevelopmental ones.
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1. WSTEP

1.1. ROLA HIPOKAMPA W KODOWANIU PAMIECI

W neurobiologii termin ,uczenie si¢” 1 ,pami¢¢” okresla dynamiczne procesy
zachodzace migdzy neuronami, zaangazowane w kodowanie, przechowywanie i ponowne
przetwarzanie (ang. recoding) informacji w systemie poznawczym: osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN). Procesy pamigciowe majg na celu przetwarzanie i modyfikowanie wiedzy
o otoczeniu, z uwzglednieniem doswiadczenia powstalego w wyniku przechowywania
uprzednio nabytych wspomnien, na temat réznych zdarzen-informacji stuzacej do adaptacji
i odpowiedzi na zmieniajagce si¢ $rodowisko. Neurobiolodzy glownie skupiajg si¢
na scharakteryzowaniu zachodzacych procesow fizjologicznych w obwodach neuronalnych
zlokalizowanych w danych strukturach moézgu oraz mechanizméw komorkowych
odpowiedzialnych za dane zjawiska i procesy pamigciowe (Zlotnik i Vansintjan, 2019).
W psychologii pamig¢ definiowana jest jako umiejetnos¢ kodowania, przechowywania
i pobierania informacji (Squire, 2009b). Pamie¢ zostala podzielona na 3 etapy (stany):
sensoryczna, krotkotrwata i dlugotrwata, bazujgc na dlugosci czasu, w ktorym informacja
pozostaje dostepna i nie ulega zapomnieniu (Atkinson, 1968; Baddeley, 1970; Milner, 2019).
Przetwarzanie informacji rozpoczyna si¢ w pami¢ci sensorycznej, gdzie informacja na temat
otoczenia zostaje odebrana przez receptory zmystow. Bodzce dochodzgce do poszczegdlnych
narzadow zmystow sa konwertowane oraz filtrowane. Pamie¢ sensoryczna jest buforem
pamigciowym, ktéra utrzymuje si¢ bardzo krotko i tylko niewielka cze$¢ zarejestrowanych
danych (na ktore zostala zwrdcona uwaga) jest zapamictywana i przekazywana dalej
do pamigci krotkotrwalej. W powstawaniu pamigci krotkotrwalej istotng rolg odgrywaja
impulsy elektryczne przewodzone przez neuron i impulsy chemiczne — neuroprzekazniki
aktywujace/hamujace przenoszenie sygnalu pomiedzy neuronami w synapsach. Pamigé
krotkotrwata ma ograniczong pojemno$¢ (ilo$¢ informacji, ktore moga by¢ przechowywane
i odzyskiwane) i krotkotrwaty rozktad czasowy, zwykle okreslany w przedziale od kilku sekund
do jednej minuty. Niektorzy badacze uzywajg terminu pamigé robocza (z ang. working
memory) 1 odrdézniaja go od pamigci krotkotrwatej, cho¢ te dwa elementy nakladajg si¢
na siebie. Pamig¢ robocza mozna zdefiniowaé jako zdolno$¢ moézgu do przechowywania
ograniczonej ilosci informacji na tyle dlugo, aby méc z niej korzystaé. Typowym przykladem
determinujgcym pamig¢ roboczg jest zapamigtanie informacji, w ktorym momencie
skonczyliSmy czyta¢ ksiazke chwile przed odebraniem telefonu, ktory wytracit nas z danej

czynno$ci. Pamig¢ robocza jest zwigzana z przetwarzaniem mysli i plandow, a takze pomaga
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w podjeciu decyzji i realizowania pomystow (Aben i wsp., 2012). Cze¢$¢ informacji chwilowo
przechowywanej w pamiegci krotkotrwatej moze zosta¢ przeniesiona do pamigci dlugotrwatej
poprzez proces zwany konsolidacja, natomiast informacje, ktore nie zostang poddane temu

procesowi ulegajg wygaszeniu z sieci neuronalnej (Dudai, 2004; Wang i Morris, 2010).

Pierwsze doniesienia 1 hipotezy opisujace zaangazowania hipokampa w uczenie si¢
I-tworzenie pamigci sigga lat 70-tych (np. ,,Teoria Mapy Poznawczej) (O’Keefe, 1978).
Nastepnie seri¢ eksperymentow na zwierzetach skupiajagcych si¢ na celowym badz
nie intencyjnym uszkodzeniu sieci komoérkowych w hipokampie (lezje hipokampalne),
doprowadzily do odkrycia zaburzeh w obrgbie pamigci roboczej (Stanton i wsp., 1984),
epizodycznej (Li i Chao, 2008), socjalnej (Kogan i wsp., 2000; Maaswinkel i wsp., 1996), zadan
pamieciowych (Scoville i Milner, 1957) i nawigacji w przestrzeni (Hollup i wsp., 2001).
Podobne wnioski wyciagnieto w wyniku obserwacji pacjentow pooperacyjnych
(po wykonanym zabiegu lobotomii) oraz z powypadkowymi uszkodzeniami hipokampa badz
w wyniku przebytych infekcji (Corkin i wsp., 1997; Squire, 2009a; Teng i Squire, 1999; Zola-
Morgan i wsp., 1986). Ponadto, nowe technologie 21-wieku wykorzystywane w inzynierii
genetycznej umozliwiajg precyzyjne badanie aktywnosci sieci neuronalnych, czy nawet
poszczegbdlnych neuronow. Kolejne lata doswiadczen pozwolity przyblizy¢ doktadniejsza role
hipokampa w procesach poznawczych oraz stawia¢ $mielsze hipotezy na temat budowy i roli
poszczegdlnych populacji neuronéw odpowiadajacych za konkretne etapy gromadzenia,
przetwarzaniu i kodowania nowej informacji czy odtwarzania i modyfikowania informacji
uprzednio zakodowanej. Za pomocg technologii optogenetycznej, czy modyfikacji
poszczegblnych sieci i populacji neurondéw przy uzyciu wektoréw wirusowych jeste§my coraz
blizej zrozumienia funkcji danych struktur moézgowych oraz ich wzajemnego zaangazowania
w procesy kognitywne (Kapur i Brooks, 1999; Nectow i Nestler, 2020; Roth i Ding, 2020).
W literaturze opisano trzy kluczowe funkcje hipokampa zwigzane z modulowaniem procesow
pamigciowych. Pierwsza z nich jest bezposrednie zaangazowanie w proces Konsolidacji sladow
pamigciowych. Jest to proces polegajacy na utrwaleniu danego/wybranego wspomnienia
w wyniku zachodzacych proceséw biochemicznych wewnatrz neurondéw, ktére umozliwiaja
kodowanie tej informacji w postaci engramu i przechowywana w pézniejszym czasie
w réznych strukturach korowych (Kapur i Brooks, 1999; Smith i Squire, 2009). Po drugie,
hipokamp otrzymujac informacje z roznych struktur mozgu jest zaangazowany w tworzenie
pamigci epizodycznej, w tym tworzenie pamigci socjalnej. Uczestniczy w kodowaniu nowosci

spolecznej i rozpoznawania poznanych osobnikow (Oliva, 2022). Hipokamp moduluje pamig¢
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epizodyczng poprzez nadpisywanie nowych wspomnien czy informacji na juz istniejgce
W pamigci, poprzez procesy ponownego kodowania i wygaszania poprzedniej nieaktualnej
informacji (Li i Chao, 2008). Po trzecie, badania dowodza, ze hipokamp odgrywa wazng
funkcj¢ podczas nawigacji przestrzennej i tworzenia mapy kognitywnej (O’Keefe, 1978).

1.1.1. Anatomia hipokampa (DG, CA3, CA1, CA2)

Hipokamp zwany rowniez rogiem Ammona (CA, z tac. Cornu Ammonis) jest struktura
filogenetycznie starsza nalezaca do kory moézgu i1 zroznicowang pod katem morfologicznym.
Ksztattem przypomina liter¢ C, ktora powstala poprzez uwypuklenie si¢ warstw korowych
do wnetrza komory bocznej mézgu w okolicy rogu skroniowego (Schultz i Engelhardt, 2014).
Pod wzgledem morfologicznym hipokamp mozna podzieli¢ na dwie czg¢sci: grzbietowa lezaca
blizej przegrody (z tac. Septum) oraz brzuszng zlokalizowang w bliskiej odlegtosci
od kory skroniowej (z tac. Cortex Temporalis). Analizujac dominujgcg populacje neuronéw
oraz specyfike polaczen neuronalnych 1 kierunek rozgalezien dendrytdéw, mozna wyrdznic¢
w hipokampie wilasciwym pie¢ warstw (z tac. stratum): lacunosum-moleculare, radialnna,

piramidowa, oriens oraz lucidum (Rycina 1) (Cappaert, 2015).

W  hipokampie dominuje warstwa piramidalna (z tac. stratum pyramidale),
w ktorej ulokowane neurony réznig si¢ pod wzgledem wielko$ci ciata komorki, diugosci
aksonow oraz ich kierunku. Dendryty szczytowe neuronow piramidalnych skierowane sg
ku wnetrzu hipokampa, a ich wtérne rozgatezienia wnikajg w warstwe radialng i lacunosum-
moleculare, a dendryty podstawowe rozciggajg si¢ do warstwy oriens. W warstwie piramidalne;j
wyroznia si¢ pola CA1, CA2, CA3 wyodrebnione pod katem réznic w organizacji neuronalne;j
i funkcji. Ponadto, podregiony CA1 i CA3 podzielono sa odpowiednio na trzy gtéwne domeny
molekularne: grzbietowg (dCA1, dCA3), posrednig (iCAl, i iCA3) oraz brzuszng (vCAl,
VCAB3) (Fanselow i Dong, 2010). Niektorzy badacze wyodrebniajg takze dodatkowy podregion
CA4 w hipokampie, ktory jest okreslany takze jako wnegka (z ang. hilus). Podregion CA4 jest
koncowa cze$cia hipokampa o polimorficznym charakterze neurondéw, bardziej
przypominajacych komorki ziarniste wystepujace w zakrecie zgbatym (DG, tac. Gyrus
Dentatus) niz piramidalne (Dalton i wsp., 2017). Kora zakretu zebatego sktada si¢ z trzech
warstw: ziarnistej, polimorficznej (wielopostaciowa) oraz molekularnej. W DG dominuje
warstwa ziarnista (z ang. granular layer) ztozona z gesto upakowanych drobnych neuronow,
ktorych dendryty wychodza w stron¢ powierzchni zakretu, tworzac warstwe drobinowg
(Amaral i wsp., 2007; Amaral i Witter, 1989). Ponadto, aksony neuronéw ziarnistych zwane

wloknami mszystymi (z ang. mossy fibers) tworza synapsy z dendrytami szczytowymi
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hipokampa. DG ma ksztatt potksigezyca, ktérego wypuktos¢ skierowana jest w strong warstwy
molekularnej (Amaral i wsp., 2007). Warstwa molekularna usytuowana jest po zewngtrznej
stronie warstwy granularnej stykajac si¢ z regionem parahipokampalnym oraz warstwag
lacunosum-moleculare hipokampa. W tej warstwie zlokalizowane sa dendryty komorek
ziarnistych, interneurony oraz wiokna $ciezki perforacyjnej. Natomiast warstwa polimorficzna
znajduje si¢ po wewngtrznej stronie warstwy granularnej, oddzielajac ja w ten sposéb od

podregionu CA hipokampa (Amaral i wsp., 2007).

CA1

Rycina 1. Strukturalny podzial hipokampa i zakretu ze¢batego

Hipokamp sktada si¢ z 3 glownych podregionéw, w ktorych zlokalizowane sg neurony, zwanych rogami
Ammona: CAl, CA2, CA3 oraz pieciu wyodrebnionych warstw: SLM-stratum laconusum-moleculare, SR-
warstwa radialna (fac. stratum radiatum), SP- warstwa piramidalna (fac. stratum piramidale), SO- stratum oriens,
SL-stratum lucidum. W zakrecie zgbatym wyodrebniono 3 warstwy: SM- warstwa molekularna (tac. stratum
moleculare), SG- warstwa granularna oraz warstwa polimorficzna (nie przedstawiona na schemacie), H-wneka
(fac: hilus) (Zzrodto: Noguchi, 2020).
1.1.2. Podzial grzbietowo-brzuszny hipokampa — zréznicowane funkcje
Hipokamp dzieli si¢ umownie na cze$¢ grzbietowa oraz brzuszng, pod katem
funkcjonalnym, na podstawie dowodow naukowych potwierdzajacych zaangazowanie réoznych
subpopulacji  hipokampa (opisanych powyzej), aktywowanych podczas procesOw
pamieciowych (Hock i Bunsey, 1998; Moser i Moser, 1998). Kodowanie informacji
przestrzennej oraz czasowej jest przetwarzane gtdwnie w czgsci grzbietowej hipokampa (z tac.
DH, dorsal hippocampus) u gryzoni (Fanselow i Dong, 2010; Jung i wsp., 1994; Moser i wsp.,
1993; Moser i wsp., 1995), a u ludzi i naczelnych w czgsci tylnej hipokampa (z tac. PH,
posterior hippocampus) (Colombo i wsp., 1998; Gabrieli i wsp., 1997). Projekcje wychodzace
z brzusznego hipokampa (z tac. VH, ventral hippocampus) u gryzoni (u ludzi i naczelnych
zZ przedniego hipokampa) uczestnicza w modulacji stanéw lgkowych w odpowiedzi na kontekst

(Adhikari 1 wsp., 2010), natomiast poszczegolne populacje neuronéw z czeéci grzbietowe;j
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moga wchodzi¢ w wzajemne interakcje z populacjami w czesci brzusznej hipokampa
I odpowiada¢ za modulacj¢ pamigci socjalnej rozpoznawczej (z ang. social recognition
memory) i zachowanie pamigci spolecznej (z ang. social memory retantion) (Meira 1 wsp.,

2018; Tsai i wsp., 2022).

1.1.3. Obwody neuronalne hipokampa i struktury towarzyszace
Hipokamp wlasciwy jest czescig formacji hipokampalnej obejmujacej istotne obszary
korowe takie jak zakret =zebaty, kompleks podktadki (Sub, z ‘tac. Subiculum)
oraz kory srodkechowej (EC, z tac. Cortex Entorhinali), ktore sa ze soba polaczone poprzez
funkcjonalne sieci neuronalne (Schultz i Engelhardt, 2014). Jednym z gléwnych obwodow
neuronalnych zaangazowanych w modulacj¢ pamigci jest kanoniczny obwod hipokampalno-
korowy. Przeptyw informacji w obiegu EC-hipokamp jest regulowany poprzez wzmocnienie
synaptyczne (plastyczno$¢ synaptyczng) prowadzace do pobudzenia lub hamowania
aktywnos$ci konkretnych populacji neuronow. Dotychczasowa wiedza na temat aktywnosci
sieci neuronalnych i ich roli w formacji hipokampa nie jest do konca poznana i wcigz w tym
obszarze prowadzone sg intensywne badania. Podczas tworzenia si¢ pamigci epizodycznej,
hipokamp przetwarza i faczy w catos¢ docierajace informacje sensoryczne, przestrzenne
I czasowe z obwodow lokalnych i dalekich (Basu i Siegelbaum, 2015). W formacji hipokampa

wyroznia si¢ trzy gldwne systemy potgczen neuronalnych (Rycina 2):

e Projekcje dalekie przychodzace do hipokampa z innych struktur korowych tj. kora
okotowegchowa,  $srodwechowa, zawechowa  (nazwane tez  regionem
parahipokampalnym), a takze ze struktur podkorowych mézgu (Basu i Siegelbaum,
2015; Burwell, 2000).

e Projekcje lokalne (wewngtrzne) pomigdzy strukturami w formacji hipokampa (mini
obwody) (Basu i Siegelbaum, 2015; Geiller i wsp., 2023; Senzai, 2019).

e Projekcje dalekie wychodzace z hipokampa do powyzej opisanych struktur
korowych i podkorowych moézgu (Basu i Siegelbaum, 2015; Butola i wsp., 2023).
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Rycina 2. Schemat przedstawiajacy obwody neuronalne pobudzajace i hamujace,
biegnace pomiedzy hipokampem a korg srodwechowa

Obwod  korowo-hipokampalny obejmuje glutaminergiczne wejécia z powierzchniowych warstw kory
srodwechowej (EC) (warstwa I1 i I1I) do neuronéw piramidowych w podregionie CAL, za posrednictwem $ciezek
trojsynaptycznej 1 monosynaptycznej a projekcje zwrotne hipokampa do glebokich warstw EC (warstwa V)
zamykaja obwod. Sygnaly sensoryczne napedzaja przeptyw informacji z $ciezki perforujacej (PP, fioletowa)
z neuronéw piramidowych warstwy LIII EC do dendrytow neurondéw piramidowych CAl (jasnoniebieskie).
Aktywowane neurony piramidowe warstwy LII EC wysylaja sygnaly do zakr¢tu zgbatego (DG, czarny), gdzie
aktywowane sg wiokna mszyste (ciemnozielony) przesytajace informacje do CA3, a nastepnie CA3 przekazuje
sygnaly do neuronéw CAl przez pobudzajace wejscia kolaterali Schaffera (SC, ciemnoczerwone). Istnieje
op6znienie czasowe wynoszace 15-20 ms w transmisji informacji z warstwy LIl EC do CAl przez Sciezke
trojsynaptyczng. W regionie CA1 znajduje si¢ kilka lokalnych interneuronow GABA-ergicznych (czerwone)
zlokalizowanych w okolicy somy, aksonoéw i dendrytow neuronéw piramidowych CA1, modulujac ich aktywnos¢
w sposOb specyficzny dla danego obszaru. Dhugozasiegowe projekcje hamujace (zielone) z EC zapewniaja
bezposrednie hamowanie, preferencyjnie kierowane do lokalnych interneuronéw w CAl. Opisano réwniez
dhugozasiggowe projekcje neuronow GABA-ergicznych ze stratum oriens (SO) hipokampa do warstw LII/LITI
kory srodwechowej (Zzrodto: Basu i Siegelbaum, 2015).

1.1.4. Polaczenia pobudzajace w obwodzie hipokampalno-korowym

W mozgu gryzoni, gtownym zrodtem wejs¢ pobudzajacych do hipokampa sg neurony
glutaminergiczne docierajace z kory srodwechowej (Rycina 2) (Basu i Siegelbaum, 2015).
Pamig¢ epizodyczna jak i przestrzenna bazuja na tej samej populacji neurondéw korowo-
hipokampalnych (majg wspdlne podtoze neuronalne) (Robin i wsp., 2015). Poczatkowo dane
percepcyjne przetwarzane sg przez obszary korowe takie jak region potyliczno-skroniowy (dla
informacji nie przestrzennej), z ktorego informacje sg dalej kierowane do kory okoto
oczodotowej oraz regiony tylno-ciemieniowe (dla informacji przestrzennej), z ktérych
informacja biegnie projekcjami do kory parahipokampalnej (w dolnym regionie ptata
skroniowego). Nastepnie informacje sa przekazywane do kory s$rédwechowej, bedacej
polimodalnym  obszarem  skojarzen  sensorycznych.  Informacja o charakterze
nie przestrzennym przetwarzana przez obszar boczny kory srodwechowej (LEC, z tac. lateral

enthorinal cortex) a informacja przestrzenna jest przetwarzana przez obszar przysrodkowy kory
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sroédwechowej (MEC, z tac. medial ethorinal cortex), a nastepnie docieraja do hipokampa gdzie
odbywa si¢ rzeczywiste kodowanie. Informacja jest przetwarzana w hipokampie poprzez kilka
réwnoleglych obwodow. Do tej pory dobrze scharakteryzowano dwa obwody zaangazowane
W przesytanie informacji do CA1 hipokampa. Szybszy obwod monosynaptyczny, w ktérym
informacje =z  pobudzonych  neurondéw  glutaminergicznych zlokalizowanych
w powierzchniowej warstwie Il EC dociera bezposrednio do CAl poprzez S$ciezke
perforacyjng (z ang. PP = perforant pathway) (Basu i Siegelbaum, 2015; Cappaert, 2015; Zemla
i Basu, 2017). Wolniejszy szlak posredni tzw. obwod trojsynaptyczny, w ktorym informacje
sensoryczne (wgchowe, wzrokowe, stuchowe) z kory przynosowej (z tac. perirhinal cortex) jak
i kory $rodwechowej (warstwy powierzchniowej II z LEC i MEC) przechodzg przez kilka
etapow przetwarzania. Poczatkowo aksony tych neurondw wedrujg $ciezka perforacyjng
I tworzg synapsy z dendrytami komorek ziarnistych w zakrecie zebatym (Basu 1 Siegelbaum,
2015; Lin i wsp., 2021; Zemla i Basu, 2017). Nastepnie, aksony komorek ziarnistych zwane
wildknami mszystymi tworzg synapsy z dendrytami komoérek piramidowych zlokalizowanych
w polu CA3, ktére z kolei pobudzaja komodrki piramidowe w polu CAl poprzez Sciezke
kolateralng Schaffera (EC LIl DG —CA3 —CA1). Nastepnie informacja przetworzona w polu
CALl opuszcza ostatecznie hipokamp droga bezposrednig lub posrednig przez podktadke.
Projekcje docierajg do warstwy glebokiej V potozonej w EC i z kolei dalej do docelowych
obszarow korowych i podkorowych (Basu i Siegelbaum, 2015; Butola i wsp., 2023; Senzali,
2019; van Strien i wsp., 2009). Synapsy pobudzajgce powstate pomigdzy neuronami z CA3
a CA1 zlokalizowane sa w warstwie promienistej (fac. stratum radiatum) a synapsy powstale
pomiedzy neuronami z EC a CAl w regionie dystalnym zwanym warstwg molekularna

dziurkowatg (z tac. stratum lacunosum-moleculare) (Basu i Siegelbaum, 2015).

1.1.5. Polaczenia hamujace w obwodzie hippokampalno-korowym
Istniejg takze synapsy hamujace, ktore utrzymujga homeostatyczng rownowage (balans)
pomigdzy pobudzeniem a hamowaniem aktywnosci obwodow neuronalnych w hipokampie.
Synapsy tworzone s3 pomiedzy zakonczeniami interneuronéw a neuronami piramidowymi
wpolu CAl (Rycina 2). Moga wystepowa¢ w rejonach w poblizu dendrytéw, ciat
komorkowych i aksonu neuronéw z pola CAl (Pelkey i wsp., 2017). Gtéwnym
neuroprzekaznikiem zaangazowanym w hamowaniu uktadow jest kwas GABA-
aminomastowy, uwalniany przez zakonczenia interneuronéw do przestrzeni synaptycznych.
Do tej pory zostalty dobrze opisane dwa obwody GABA-ergiczne rdznigce si¢ zasiggiem.

Obwod lokalny, czyli interneurony np. zlokalizowane pomigdzy polem CA2 i CA1 oraz obwod
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daleki, ktorego projekcie biegng np. do pola CAl z kory $rodwechowej oraz kory
przedczotowej (Basu i wsp., 2016). Projekcje hamujace GABA-ergiczne w obwodzie dalekim
wysytane sg zar6wno przez LEC jak i MEC do CA 1. Oddziatujg poprzez aktywizacje¢ lokalnego
obwodu interneuronéw hamujgcych neurony piramidowe pola CAl w regionie synaps
utworzonych z dendrytami, zlokalizowanych w odcinku dystalnym. Hamowanie zachodzi
w wyniku obnizenia pobudzenia synaptycznego i w wyniku zredukowanego uwalniana jonow

Ca?* z retikulum endoplazmatycznego do cytoplazmy neurondéw (Pelkey i wsp., 2017).

1.2. RODZAJE PAMIECI ZALEZNEJ OD AKTYWNOSCI HIPOKAMPA
Hipokamp umozliwia kodowanie zintegrowanej informacji-wspomnienia 0 poznanych
osobnikach podczas danego wydarzenia (pamie¢ socjalna), miejscu zdarzenia-kontekst (pamiec
przestrzenna) oraz oszacowaniu ram czasowych tego zarejestrowanego zdarzenia (pamigé
porzadku czasowego/kontekst przestrzenno-czasowy (ang. temporal order memory). Ponadto
funkcja hipokampa nie konczy si¢ na kodowaniu nowej informacji, ale takze uczestniczy
podczas odtwarzania/przypominania epizodycznych wspomnien bogatych w szczegoty

sensoryczne (Danieli i wsp., 2023; Squire i wsp., 1990).

1.2.1. Pamiec epizodyczna

Pamie¢¢ epizodyczna jest czescig pamigci deklaratywnej (jawnej). Tworzenie pamigci
deklaratywnej w decydujgcym stopniu zalezy od aktywno$ci hipokampa i szeregu potgczonych
ze sobg struktur zlokalizowanych w przysrodkowym placie skroniowym moézgu ssakow
(Bayley, 2003). Pamie¢¢ jawna u ludzi obejmuje $wiadome przypominanie faktow i zdarzen,
ktére zostaty uprzednio kodowane w przesziosci i przetrzymywane sg w strukturach mozgu
(Anderson, 2013; Squire i wsp., 1990). Natomiast, pami¢¢ epizodyczna odnosi si¢ do
zapamigtywania faktow 1zdarzen autobiograficznych, czyli osobistych doswiadczen
(Dickerson i Eichenbaum, 2010). Pamig¢¢ epizodyczna jest rozumiana w kategoriach dwoch
niezaleznych procesow takich jak wspominanie (z ang. recollection) oraz znajomosé/obeznanie
(z ang. familiarity) w odniesieniu do danego zakodowanego zdarzenia (Dickerson
I Eichenbaum, 2010). Powigzanie ze soba wszystkich komponentéw pamieci epizodycznej
takiej jak ‘Co?’ *Gdzie?’ i ‘Kiedy?’ jest domeng hipokampa, ze wzgledu na kluczowsg role

W taczeniu informacji pochodzacych z wielu strumieni korowych.

U gryzoni eksperymentalna ocena zintegrowanych komponentéw pamigci epizodycznej
w warunkach laboratoryjnych nie jest do konca mierzalna, ze wzgledu na brak komunikacji

werbalnej zwierzat, ktora bylaby zrozumiana przez eksperymentatora oraz mozliwos$ci
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zbadania subiektywnej $wiadomosci zwierzat. Mozna oszacowa¢ pami¢¢ epizodyczng
u gryzoni (z ang. episodic-like memory), badajac poszczegolne komponenty pamieci pod katem
zapamigtywania danego przedmiotu czy miejsca (co), jego potozenia (gdzie) i okazji (kiedy)
a nastepnie wyciagajac wnioski o zachodzacych procesach kognitywnych na podstawie
scharakteryzowanych typowych zachowan zwierzat (Bunsey i Eichenbaum, 1996; Ergorul
i Eichenbaum, 2004; Huston i Chao, 2023).

1.2.2. Pamieé przestrzenna i tworzenie map kognitywnych

Jak juz wspomniano, pamig¢¢ przestrzenna u ludzi jest cze$cig pamiegci deklaratywnej
i jest odpowiedzialna za kodowanie (ang. encoding) i pobieranie informacji (ang. retrieval)
dotyczacej otoczenia i orientacji w przestrzeni (Burgess i wsp., 2002; Cohen i Squire, 1980).
Ta forma pamiegci jest testowana u zwierzat laboratoryjnych na wiele sposobow,
w konwencjonalnych testach takich jak labirynt T (Wenk, 2001), czy promienisty (Kohler
i wsp., 2022), labirynt wodny Morrisa (Vorhees i Williams, 2006) oraz ich zautomatyzowanych
odpowiednikach (Balcerek i wsp., 2024; Kiryk i wsp., 2020; Kohler i wsp., 2022). Bezpieczne
manewrowanie 1 odnajdywanie si¢ w $rodowisku poprzez uczenie si¢ 1 zapamig¢tywanie
lokalizacji jest kluczowe dla przetrwania prawie wszystkich gatunkow. Uczenie si¢
przestrzenne jest ztozong forma uczenia si¢ asocjacyjnego, w ktorej zwierze¢ nabywa informacje
bazujac na dostepnych wskazéwkach w przestrzeni. Ssaki (w tym ludzie i gryzonie) w celu
odnalezienia wlasciwej drogi, wykorzystuja rdzne strategie nawigacyjne, ktére moga
aktywowa¢ zupetnie inne grupy neuronow oraz odmienne struktury i obszary mozgu,
w tym hipokamp, prazkowie i kore przedczotowg (Parrini i wsp., 2024). Jedng ze strategii
procesowania przestrzennego jest nawigacja ukierunkowana na cel: egocentryczna
i alocentryczna (Banta Lavenex i wsp., 2014; Parrini i wsp., 2024). W strategii egocentrycznej
(niezaleznej od aktywnos$ci hipokampa) sposdb przetwarzania informacji przestrzennej
zachodzi z perspektywy jednostki, gdzie obiekty sa umiejscowione wzgledem obserwatora
(orientacja wzglgdem osi ciata). Zwierz¢ koduje lokalizacj¢ celu (np. platformy lub nagrody)
w odniesieniu do swojej biezacej pozycji i kierunku (np. ,,na prawo ode mnie”) i wykorzystuje
charakterystyczne punkty Srodowiska, ktore sa widoczne z konkretnej perspektywy
(w kontekscie swojej aktualnej lokalizacji) (Banta Lavenex i wsp., 2014; Parrini i wsp., 2024;
Vorhees i Williams, 2014). Strategia alocentryczna zalezna od aktywnosci hipokampa, odnosi
si¢ do reprezentacji przestrzeni z perspektywy globalnej, gdzie obiekty sa kodowane wzgledem
siebie, niezaleznie od pozycji obserwatora. Hipokamp integruje informacje o punktach

orientacyjnych i relacjach przestrzennych tworzac mentalng mape srodowiska, co umozliwia
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skuteczne poruszanie si¢ nawet w przypadku zmiany punktu wyjscia (np. gdy mysz rozpocznie
test z innego miejsca). Zwierz¢ wykorzystuje stale punkty orientacyjne (np. Sciany labiryntu,
charakterystyczne wzory, lub zapachy) jako odniesienie, aby okresli¢ relacje przestrzenne.
(Banta Lavenex i wsp., 2014; Rinaldi i wsp., 2020). Zdolnos¢ hipokampa do generowania mapy
kognitywnej zachodzi w wyniku pobudzenia specjalnej grupy komorek o charakterystycznym
wzorze aktywacji. W 1971 odkryto jako pierwsze komoérki miejsca (z ang. place cells).
Sa to neurony piramidowe, ktore sg pobudzane podczas zadan przestrzennych np. gdy zwierze
Znajduje si¢ w roznych dwoch kontekstach (Srodowiskach), wowczas inny zestaw neuronow
moze by¢ aktywowany tworzgc unikalne reprezentacje kontekstowe (O'Keefe i Dostrovsky,
1971). Nastepnie w ciggu dekady odkryto kolejne typy neuronéow o unikalnej specyfikacii,
ktore razem z komodrkami miejsca s3 modulowane w zaleznosci od potozenia zwierzecia
na testowanej arenie. Wszystkie te typy komodrek (Tabela 1) wspomagajg tworzenie
poznawczej mapy przestrzennej na obwodzie EC-hipokamp i wspieraja system kodowania

przestrzennego (Moser i wsp., 2015).
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Tabela 1. Rodzaje neuronéw zaangazowanych w pamie¢ przestrzenna oraz tworzenie
mapy kognitywnej

Typ Komoérki Lokalizacja Funkcja

Miejsca CAl, CA3 Mapujg specyficzne lokalizacje przestrzenne, koduja
doswiadczenie w nowym $rodowisku (Dong i wsp., 2021;
Moser i wsp., 2015)

Siatki MEC LII Dostarczajg metryki przestrzenne tworzac siatkowa
reprezentacje (Bjerknes i wsp., 2014; Moser i wsp.,
2015)
Kierunku gtowy | MEC, Koduja kierunek wspomagajac orientacje (Bjerknes i
subiculum wsp., 2014; Bonnevie i wsp., 2013)
Graniczne MEC, Definiuja granice ksztaltujac ograniczenie przestrzenne
subiculum (Bjerknes i wsp., 2014; Lever i wsp., 2009)
Czasowe CAl Koduja sekwencje zdarzen wspierajac pamieé

epizodyczna (Eichenbaum, 2014)

CA1; CA3 = podregiony w hipokampie; MEC = przysrodkowa czes¢ kory srodwechowej

Zakret zebaty ma fundamentalne znaczenie dla pamigci przestrzennej poprzez
generowanie poznawczych map srodowisk. Jego potaczenia z komodrkami siatki, komérkami
granicznymi oraz komorkami kierunku gtowy (zlokalizowanych w MEC) wspierajg orientacje
przestrzenng i kodowanie lokalizacji w zlozonym s$rodowisku oraz aktualizacje stworzonej
mapy poznawczej (Zemla i Basu, 2017). Aktywowany jest takze podczas rozrdzniania
podobnych uktadow przestrzennych tzw. proces separacji/rozdzielania wzorcéw (z ang. pattern
separation) co ma kluczowe znaczenie w dokladnej nawigacji przestrzennej (Neunuebel
i Knierim, 2014; Yassa i Stark, 2011). DG uczestniczy takze w kodowaniu wspomnien
zwigzane z warunkowaniem strachu na kontekst (Bernier i wsp., 2017). Ponadto, uszkodzenia
DG podczas neurogenezy postnatalnej (w czasie, w ktorym dochodzi do dojrzewania i migracji
komorek ziarnistych) silnie oddziatlujg na zaburzenia pamigciowe. Z kolei lezje lub inaktywacj¢
dojrzatych neuronéw w DG wywotuja bardziej subtelne zmiany w procesach pamigciowych
niz zaburzenia w polu CA1 (Dong i wsp., 2009). W procesie odzyskiwania (ang. retrieval)
| przypominania (ang. recall) pamigci zaangazowany jest obwod DG-CA3. Informacja do CA3
dociera poprzez witdkna mszyste (Basu i Siegelbaum, 2015). Natomiast istniejg jeszcze
rekurencyjne sieci neuronowe w CA3 (lokalne) zaangazowane w proces uzupetniania wzorcow
(z ang, pattern completion), ktore charakteryzuja si¢ wykonaniem bardziej ztozonych obliczen
1 przywolania peilnej pamigci o zdarzeniu (np. przywotaniu wspomnien przestrzennych)

na podstawie otrzymanych czesciowych wskazowek ze §rodowiska. CA3 taczy informacje
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przestang otrzymang z DG z wlasnymi wej$ciami rekurencyjnymi, aby odzyskaé¢/ odnalez¢
uprzednio zapamigtane zapisane wspomnienie w procesie przypominania (Gold i Kesner, 2005;
Rolls, 2013). Informacje z CA3 do CA1 docierajg kolateralami Schaffera. Dowody naukowe
wskazuja, ze aktywnos¢ CAl jest niezb¢edna do powstawania hipokampo-zaleznych form
pamieci, szczegdlnie opisano przypadki pacjentow, u ktorych amnezja wsteczna
jak i przedwczesna skorelowana jest z uszkodzeniem pola CAl (Bartsch i wsp., 2011).
Jednakze, nie do konca poznana jest rola CAl podczas procesu przypominania zdarzen
(przywotywania pamigci). Istniejg przestanki wskazujgce na aktywacje hipokampa, szczegdlnie
CALl (Rugg i Vilberg, 2013) oraz dowody z eksperymentéw optogenetycznych wykazujace, ze
przejsciowa inaktywacja neuronow piramidowych z pola dCA1 znacznie uposledza proces
przypominania (Goshen, 2011). CA1l jest wazny w procesie nabywania i przypominania
nowych zdarzen, ktore zostaty zakodowane w ciggu 24 godzin, natomiast uszkodzenie CA1 nie
wplywa na zaburzenia odleglych wspomnien (Squire, 2004). Istniejg przestanki naukowe
pokazujace zaangazowanie dalekich projekcji hamujgcych z LEC do CAl w rozrdznianie

kontekstu (z ang. contextual discrimination) oraz detekcji nowosci (Zemla i Basu, 2017).

1.2.2.1. Metody behawioralnej analizy pamieci przestrzennej zaleznej
od hipokampa

W ciaggu ostatnich kilkudziesigciu lat zostato zaprojektowanych wiele testow dla gryzoni
W celu oszacowania uczenia si¢ 1 pami¢ci przestrzennej. Testy dzieli si¢ w zaleznosci od typu
stosowanego bodzca wplywajagcego na motywacje zwierzat. Doswiadczenia oparte
na wzmocnieniu pozytywnym skupiajg si¢ na nagrodzeniu zwierzecia za wykonanie zadania
czy znalezienie poprawnej drogi. Istniejg takze testy bazujagce na wzmocnieniu negatywnym
poprzez karanie zwierzgcia za zle wybory 1 warunkujagce zapamigtanie kontekstu
0 nieprzyjemnym zdarzeniu m.in. ekspozycja na napigcie eklektyczne, czy podmuch
sprezonego powietrza w pyszczek w testach unikania miejsca (Ali i wsp., 2024; Winslow
i wsp., 2021). Wigkszos¢ tekstow takze wymaga uprzedniego przygotowania zwierzecia
W postaci restrykcji pokarmowych majacych na celu zwigkszenie motywacji do wykonywania
zadan. Ponadto testy moga wykorzystywa¢ wskazowki wizualne w celu utatwienia nawigacji

zwierzat w przestrzeni (Hamilton i wsp., 2009).

Cze$¢ zmodyfikowanych myszy posiada wbudowane geny ludzkie w celu modelowania
chorob zwigzanych z zaburzeniami w mozgu (Baglietto-Vargas i wsp., 2021; Dash i wsp., 2021,
Yoo i wsp., 2019). W zwigzku z tym pojawilo si¢ zapotrzebowanie na wysokowydajne, dobrze

wystandaryzowane i walidowane metody badan behawioralnych. Poczatkowo zachowanie
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myszy bylo najczgéciej oceniane przy uzycCiu testow, ktore zostaly opracowane dla szczurow.
W przeciwienstwie do szczurow, myszy charakteryzuja si¢ cz¢sciowo odmiennym wzorcem
zachowan oraz wicksza trudno$cig w przyzwyczajaniu do eksperymentatora. Wprowadzanie
myszy do komor badawczych, do ktorych zostaty uprzednio habituowane (oswajane), wcigz
moze wywolywac znaczny stres, ktéry moze maskowac wtasciwe wyniki. Ponadto, dtugotrwata

izolacja takze jest potencjalnym stresorem wywolujagcym zmiang zachowania (Kiryk i wsp.,
2020).

IntelliCage jest zautomatyzowana, duza klatka potaczong ze stacjg monitorujgcg aktywnosé¢
swobodnie poruszajacych si¢ zwierzat, stworzong na potrzeby analizy zachowania
I optymalizacji testow dla mysich modeli zwierzgcych w $rodowisku mozliwie jak najlepiej
zblizonym do naturalnych warunkéw jakie mozna uzyska¢ w laboratorium. Glownym
konceptem klatki IntelliCage jest jednoczesna analiza grupy zwierzat (limit do 16 osobnikdéw)
z wyeliminowaniem stresora zewng¢trznego jakim jest obecnos¢ eksperymentatora, ekspozycja
na nieznane komory testowe, izolacja spoteczna, czy habituacja zwierzat przed testami
oraz przenoszenie ich w klatkach przed i po eksperymencie (Kiryk i wsp., 2020). Ponadto
przed konwencjonalnymi testami takimi jak labirynty o réznych ksztattach takich jak T, Y,
czy promienistym (ang. T-maze, Y-maze, radial maze), niezbedne jest przeprowadzenie
glodowki zwierzat, aby zmotywowac je do wykonywania zadan (Innis i Macgillivray, 1987;
Jang i wsp., 2013). Natomiast, podczas wodnego labiryntu Morrisa, ktory zostal glownie
opracowany dla szczuréw, myszy sa poddawane warunkom silnie stresogennym, poprzez
umieszczenie je w zimnej wodzie 1 zmuszanie do ptywania oraz odnalezienia ukrytej platformy
(Harrison i wsp., 2009). Istnieja niepodwazalne dowody na to, ze silny stres pogarsza racjonalne
myslenie 1 wydajnos¢ podczas uczenia si¢ zaleznego od aktywnos$ci hipokampa (Jung i wsp.,
2017; Kim i wsp., 2015). Dlugoletnie obserwacje zachowan myszy dzikiego typu, a takze
zwierzat z defektami genetycznymi umozliwito optymalizacje i przygotowanie protokotow
badawczych do analizy uczenia si¢ preferencyjnego i dyskryminacyjnego, pamigci
przestrzennej, czy warunkowania instrumentalnego (Jastrzebska i wsp., 2016; Knapska i wsp.,
2013; Konopka i wsp., 2010). IntelliCage zostalo wykorzystane do fenotypowania réznych
modeli myszy, co zostato opisane w wielu pracach badawczych. Migdzy innymi oprocz uczenia
si¢ 1 pamigci, przeprowadzono badania nad dhlugoterminowa aktywnoscia okotodobowa,
czy badania nad aspektami emocjonalnymi tj. reakcja na nowe srodowisko, preferencja nowego
obiektu, test reakcji na nowe zapachy, czy test reakcji na $wiatlo (Codita i wsp., 2010;

Kobayashi i wsp., 2013; Too i wsp., 2016; Ujita i wsp., 2018). IntelliCage zostata rowniez
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wykorzystana do oszacowania uzaleznien (np. od spozycia alkoholu), zaburzen w mozgu
(tj. ASD, schizofrenia, choroba Alzheimera), czy analizy aktywno$ci i zachowan myszy
pod wptywem roznych substancji farmakologicznych (Ajonijebu i wsp., 2018; Kiryk i wsp.,
2011; Peltola i wsp., 2016; Puscian i wsp., 2014; Radwanska i Kaczmarek, 2012).

System IntelliCage sktada si¢ z standardowej szczurzej klatki, w ktorej znajduja si¢ cztery
trojkatne komory zlokalizowane w rogach (Rycina 3). W kazdym rogu znajduja si¢ 2 butelki
z woda. Dostep do butelek umozliwia zewnetrzny korytarz prowadzacy do wewnetrznego
pomieszczenia, w ktorym znajdujg si¢ 2 pary automatycznych drzwi. Otwarte drzwi
umozliwiajg dostep do poidia, a zamknigte ograniczaja. Do kazdej komory prowadzi jedno
wejscie pozwalajace tylko jednej myszy przebywac¢ w rogu. Pokarm znajduje si¢ w specjalnym
karmniku, znajdujacym si¢ w gornej czesci klatki i dostep do jedzenia jest nieorganiczny.
Indywidualna analiza zachowan danego zwierzecia, Zyjacego w grupie, jest monitorowana przy
uzyciu mikroczipow wykorzystujacych fale radiowe (RFID, ang. radio-frequency
identification) wszczepionych podskoérnie na grzbiecie. Kazde zwierze posiada swoj unikalny
numer, a W monitorowanie aktywnosci zaangazowane s3 3 sensory wbudowane w klatke.
Unikalny numer myszy jest mozliwy do odczytania za pomoca podr¢cznego skanujgcego
czytnika (r¢cznie) oraz sensoroOw zamontowanych w rogach klatki, ktore przesytaja dane
do komputera w czasie rzeczywistym o zwierzetach aktualnie znajdujacych si¢ w rogu.
Aktywnosci wykonywane w rogach mierzone sg m.in. za pomocg sensora ciepla zliczajacego
liczbe wizyt i czas ich trwania od momentu wejscia do wyjscia. Pomiar czasu trwania picia
oraz ilosci lizni¢¢ (z ang. licks) mierzona jest za pomocg lickometru. Natomiast liczbe dotknie¢
drzwi przy uzyciu nosa (z ang. nosepoke) oraz czas trwania za pomocg sensora, ktérego obwod
zamyka si¢ w momencie wci$nigcia mysiego pyszczka w otwor. Dodatkowo w kazdej klatce
znajdujg si¢ diody LED o trzech dowolnych kolorach, ktére stuzg do przeprowadzenia testow

warunkowania instrumentalnego badz stuzg jako wskazoéwka podczas uczenia si¢ (Kiryk i wsp.,

2020).
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Rycina 3. Budowa poszczegolnych elementow automatycznej klatki Intellicage

Klatka potaczona jest z komputerem przez panel sterujacy (A); Pojedynczy rog klatki ze $ciang oddzielajaca
wewnetrzng cze$é od zewnetrznej oraz wejcie do rogu odczytujace numer transpondera u kazdej myszy (B);
Mechanizm zamykania (po lewej) i otwierania drzwi (po prawej) znajdujacy si¢ W kazdym rogu ograniczajacy
dostep do butelek z woda (C); Lokalizacja sensorow: lickometr, czujnik temperatury, obwod zamykajacy dostep
do $wiatla w wyniku przylozenia mysiego pyszczka oraz diody $wietlne wykorzystywane np. przy testach
warunkowania instrumentalnego (D) (zrodto: Kiryk i wsp., 2020).

1.2.3. Pamie¢ socjalna (rozpoznawanie osobnikow i interakcje
spoleczne)

Pamig¢ spoteczna obejmuje zdolno$¢ do $wiadomego rozpoznawania i przywotywania
informacji o konkretnych osobach lub interakcjach spotecznych, co wpisuje si¢ w cechy
pamigci deklaratywnej. U gryzoni sygnaly spoleczne sa odbierane gtéwnie przez uktad
wechowy. Sygnaty chemiczne 0 danym osobniku zbierane sa z nabtonka wechowego (MOE,
ang. main olfactory epithelium) i narzadu womeronowego (VNO, ang. vomeronasal organ)
i nastgpnie przekazywane do osrodkow korowych (Sanchez-Andrade i Kendrick, 2009).

Do tej pory wiadomo, ze w tworzenie si¢ pamieci socjalnej zaangazowane sg podregiony
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hipokampa grzbietowego CA2 (dCA2, z tac. dorsal CA2) (Tzakis i Holahan, 2019)
oraz brzusznego CA1 (vCAl, z tac. ventral CA1) (Okuyama i wsp., 2016). Ponadto, nie sg
jednoznacznie scharakteryzowane obwody neuronalne (drogi), z ktérych dociera bodziec
pobudzajacy do podregionu dCA2. Istniejg przestanki wskazujace na zaangazowanie LEC
(warstwa II), ktory wysyta bezposrednie projekcje pobudzajace do podregionu dCA2 (Lopez-
Rojas i wsp., 2022; Tzakis i Holahan, 2019). Z kolei istnieje takze prawdopodobienstwo
posredniego pobudzenia dCA2 poprzez aktywacje neurondw obwodu vCA3-dCA2. Wykazano,
ze wyciszenie aktywnos$ci neuronéw w podregionie vCA3 jak i utrata receptorow NMDA
wtym samym podregionie zaburza kodowanie pamigci socjalnej zaangazowanej
W rozpoznawanie danych osobnikOw, natomiast nie uczestniczy w przywolywaniu tej
informacji socjalnej (z ang. social recall) podczas rozpoznawania nowosci spotecznej (z ang.
social novelty) i identyfikacji poznanych osobnikéw (z ang. social discrimnation) (Chiang
i wsp., 2018). W badaniach na aspektem interakcji spotecznych, duzg uwage po$wigcono
receptorom wazopresynowym (AVPR) oraz oksytocynowym (OXTR) zlokalizowanych
w podregionie dCA2 hipokampa, do ktorych projekcie docierajg miedzy innymi z jadra
przykomorowego podwzgorza (PVN, z ang. PVN = paraventricular nucleus) (Oliva, 2022; Tsai
I wsp., 2022). Wykazano, ze catkowite selektywne usunigcie receptoréw AVP in vivo,
uposledza pamig¢ rozpoznawania spotecznego (rozrdézniania pomie¢dzy znanym a nowym
osobnikiem) i motywacji do interakcji spolecznych (Stevenson i Caldwell, 2011).
Udowaodniono, takze, ze optogenetyczna aktywacja neurondéw z ekspresja AVRP1b - projekcji
docierajacych do dCA2 z PVN, a takze domodzgowe podanie wazopresyny (AVP) pobudza
nabywanie/tworzenie/wzmocnienie pamigci socjalnej (Cymerblit-Sabba i wsp., 2023; Dantzer
i wsp., 1988; Oliva, 2022). Natomiast, eksperyment, w ktérym zastosowano farmakologiczng
inhibicj¢ podtypu receptora AVPR1b w hipokampie, rowniez wskazat istotne uposledzenie
pamigci socjalnej, jak i przestrzennej (Smith i wsp., 2016). Istnieje takze wiele badan
wskazujacych, ze dCA2 zaangazowany jest w rozpoznawanie spoteczne w wyniku kodowania
i konsolidacji informacji socjalnej, a takze skojarzenia i odtworzenia tej zakodowanej
informacji, w momencie powtornego napotkania osobnika. Pobudzone neurony z dCA2
przesytaja sygnal dalej do podregionu brzusznego vCAl, ktory prawdopodobnie
zaangazowany jest w przechowywanie wspomnien spotecznych, czy tworzeniu engramu
pamigci spotecznej (Meira i wsp., 2018). Dowody na obecno$¢ ,,engramu” pamieci spolecznej
w czesci brzusznej CAl pochodza z badan optogenetycznych na gryzoniach. Optogenetyczna
inhibicja neuronow piramidowych vCA1 oraz dCA1 wskazala, ze tylko inaktywowane neurony

z pola vCA1l uposledzatly pami¢é podczas testow socjalnych (Okuyama i wsp., 2016).
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Zaburzenie rozpoznawania 0sobnikow, zarowno podczas kodowania tej informacji
(zapamigtywanie konkretnego osobnika) jak i podczas procesoOw przypominania (rozrézniania
indywidualnego osobnika). Nastepnie projekcje z vCA1 wysylaja bezposrednig informacje
zwrotng z hipokampa do powloki NAc jadra potlezacego (Nac, z taciny nucleus acumbens),
ktory jest zaangazowany w obwod nagrody i wspiera integracj¢ wspomnien spolecznych
z zachowaniami motywacyjnymi, utatwiajac stymulacje odpowiednich zachowan pomig¢dzy
zwierzgtami w oparciu o kontekst spoteczny (Okuyama i wsp., 2016). Ponadto, odkryto,
ze takze polaczenia dCa2 z innymi strukturami tj. jadro nadsuteczkowe (SuM) zlokalizowane
w tylnym podwzgorzu, jest aktywowane podczas procesOw rozpoznawania nowosci spotecznej
(Chen i wsp., 2020). Dodatkowe struktury zaangazowane w tworzenie pamigci spotecznej
I rozpoznawania osobnikow to ciato migdatowate (integracja treSci emocjonalnych z pamigcia
spoleczng), przysrodkowa kora przedczotowa (podejmowanie decyzji na podstawie wspomnien
i kontekstu spotecznego) oraz podwzgoérzowy uktad okytocynowy (promowanie plastycznosci
synaptycznej w odpowiedzi na bodzce spoleczne w wyniku uwalniania oksytocyny)
(Shivakumar i wsp., 2024; Tzakis i Holahan, 2019). Mechanizmy molekularne, w tym geny
odgrywajace kluczowg rolg w ksztaltowaniu pamigci, takie jak PTEN, sg istotnym elementem

W zrozumieniu procesow neuronalnych regulujacych pamie¢ spoteczng a takze poznawcza.

1.3. ZNACZENIE | OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PTEN

Odpowiednie funkcjonowanie neuronéw tworzacych sie¢ neuronalng, kodujaca procesy
pamigciowe opisane w poprzednich rozdziatach jest elementem krytycznym z punktu widzenia
przezycia organizmu 1 adaptacji do zmieniajgcych si¢ warunkéw. Aby utrzymac
ich odpowiednig pobudliwos¢ i umozliwic ksztattowanie potagczen synaptycznych migdzy nimi,
uruchamiane sg wlasciwe zestawy gendw. Wyniki wieloletnich badan wskazuja, ze ekspresja
genoéw, takich jak kodujacych czynniki transkrypcyjne np. c-fos czy biatka szlakow
sygnalowych sg niezbedne, aby utrzymac aktywnos$¢ i responsywnos¢ neuronu podczas
kodowania engramu pamigciowego. Jednym z takich genow jest gen PTEN kodujacy

podstawowy element regulatorowy kluczowej Sciezki sygnatowej wielu komorek.

PTEN (z ang. phosphotase and tensin homolog deleted on chromosome 10) jest kluczowym
biatkiem regulujacym szlak sygnalizacyjny PI3K-AKT-mTOR. Szlak ten petni fundamentalng
role w wielu procesach komorkowych, takich jak wzrost, réznicowanie, przezycie, metabolizm
oraz synteza biatek (Brandmaier i wsp., 2017). W uktadzie nerwowym, szlak PI3K-AKT-
MTOR reguluje rozwdj neurondéw, funkcje synaptyczne oraz plastycznos$¢ neuronalna. Funkcja

biatka PTEN polega na negatywnej regulacji szlaku PI3K-AKT-mTOR. Biatko PTEN odgrywa
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kluczowa role¢ w utrzymaniu homeostazy komorkowej i zapobieganiu niekontrolowanemu

wzrostowi komorek.

W rozwijajacym si¢ mézgu PTEN jest wysoce ekspresjonowany w neuronach, a jego rola

w embriogenezie mozgu jest dobrze udokumentowana i obejmuje:

e Regulacje proliferacji progenitor6w neuronalnych,
e Kontrolg migracji neurondw, szczegolnie w korze mozgowej,
e Ustalanie polarnosci 1 wzrostu aksonéw oraz dendrytow,

e Stabilizacje cytoszkieletu.

Badania na modelach zwierzecych, w tym na myszach z delecjg Pten w rozwijajacym sie
mozgu, wykazaly, ze brak ekspres;ji tego biatka prowadzi do nieprawidlowej organizacji kory
mozgowe] 1 potagczen synaptycznych oraz nadmiernego wzrostu neurondéw. Sg to zmiany
zwigzane z nadmierng aktywacja szlaku PI3K-AKT-mTOR powodujaca niekontrolowang

synteze biatek 1 wzrost komorek.

1.3.1. Budowa i lokalizacja PTEN

Gen PTEN zlokalizowany jest w genomie myszy (Mus Musculus) na chromosomie 19,
aw genomie cztowieka (Homo Sapiens) na chromosomic 10. PTEN jest wysoce
konserwatywnym genem z dwiema opisanymi izoformami o i  (Taylor i Abdel-Wahab, 2019).
Gen PTEN zawiera 9 eksonow, a jego glowny (kanoniczny) transkrypt koduje peptyd o masie
okoto 50 kDa, sktadajacy si¢ z 403 reszt aminokwasowych. Gen PTEN koduje dwie
funkcjonalne domeny: pierwsza to zlokalizowana na koncu N (aminowym) w eksonie
5 domena katalityczna o aktywno$ci fosfatazy oraz druga to domena zlokalizowana na koncu
C (karboksylowym) w eksonie 7 (zwana C2) o powinowactwie do btony fosfolipidowe;j
(Rycina 4). Dodatkowo gen PTEN zawiera 4 domeny strukturalne, to jest PEST, PDZ i PBD,
z ktorych trzy zlokalizowane s3 na koficu karboksylowym. Dwie domeny PEST reguluja
stabilno$¢ biatka, a domena PDZ wiaze si¢ z biatkami (np. PSD-95) i1 odgrywa kluczowa role
podczas transdukcji sygnatu komorkowego. Zlokalizowana na koncu aminowym domena PBD
ma wiasciwosci wigzace fosfatydyloinozytol-4,5-bifosforanu (PIP2) (Hopkins i wsp., 2014;
Waite i Eng, 2002).
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Rycina 4. Schemat struktury kanonicznego genu PTEN (gérny panel) oraz struktury
bialka (dolny panel)

C2=domena C2; PBD=domena wigzaca fosfatydyloinozytol; PDZ=domena PDZ (ang. PSD95, Dlgl, ZO-1
domain); PEST=domena bogata w proling (P) glutaming(E), seryne(S) i treonine (T)

W warunkach fizjologicznych biatko PTEN znajduje si¢ w jadrze komérkowym i1 otoczce
a takze w cytoplazmie. W strukturze biatka wystepujg motywy NLS (z ang. nuclear signal
localisation) zwane sygnatem lokalizacji jadrowej oraz jadrowy sygnal eksportu NES
(z ang. nuclear export signal). W cytoplazmie, po syntezie biatka PTEN, motywy NLS
rozpoznawane s3 pPrzez specyficzne biatka transportujace PTEN do jadra komorkowego, z kolei
motywy NES zwigzane sg z procesem eksportu w przeciwng strong¢, z jadra do cytoplazmy
(Ho i wsp., 2020).

W przypadku izoformy alfa i beta translacja rozpoczyna si¢ od alternatywnych kodondéw
inicjacji procesu zlokalizowanych w regionie nieulegajagcym translacji 5’UTR (Rycina 5).
Powstate peptydy sa dluzsze o dodatkowe 146 1 173 reszty aminokwasowe odpowiednio
dla biatka PTEN alfa i beta. Istnieja przestanki, ze alternatywne izoformy biatka PTEN moga
pehic role onkogenu, ale jego doktadna funkcja nie zostata jeszcze poznana (Taylor i Abdel-
Wahab, 2019).
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Rycina 5. 1zoformy bialka PTEN

Roznice pomigdzy izoformami biatka PTEN o (A) oraz PTEN B (B) a formg kanoniczng biatka PTEN (C)
wynikajaca z odrgbnych kodondéw inicjacji translacji. Aa-reszty aminokwasowe (ang. amino acid), kodony
(AUG=metionina, AUU=izoleucyna, CUG=leucyna), NLS-sygnat lokalizacji jadrowej (ang. nuclear signal
localisation), PDB-domena wigzaca PIP2, PDZ-domena o funkcji wigzacej si¢ z biatkami (zrodto: Taylor i Abdel-
Wahab, 2019)

A
!
1
1

W warunkach fizjologicznych PTEN jest dynamicznym biatkiem o silnych interakcjach
wewnatrzczagsteczkowych 1 zmianach konformacyjnych, ktére wynikaja z modyfikacji
potranslacyjnych (Bassi i wsp., 2013; Song i wsp., 2012). Zmiany konformacyjne zachodza
takze podczas interakcji z substratami. W neuronach, biatko PTEN zlokalizowane jest w jadrze
komorkowym oraz w cytoplazmie kolcow dendrytycznych i zakonczeniach aksonu (Rycina 6).
Podczas neurogenezy prenatalnej funkcja PTEN w jadrze zwigzana jest z rdznicowaniem
I przezywalnos$cig rozwijajacych si¢ neuronow (Bassi i wsp., 2013; Kreis i wsp., 2014;
Lachyankar i wsp., 2000). Pokazano, ze w dojrzatych neuronach PTEN zaangazowany
jest w procesy neuroplastyczne (Kreis i wsp., 2014). Jego stezenie wzrasta w jadrze w czasie
urazowego uszkodzenia moézgu i podczas cytotoksycznosci aktywowane] przez receptory
NMDA (Goh i wsp., 2014; Lai i wsp., 2014). PTEN ma wiec zasadnicze znaczenie dla rozwoju
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), a w tym samym neuronéw hipokampalnych podczas
neurogenezy embrionalnej jak i postnatalnej (Amiri i wsp., 2012; Kwon i wsp., 2006;

Perandones i wsp., 2004).
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Rycina 6. Lokalizacja i rola PTEN w neuronach

Fizjologiczne i patologiczne mechanizmy komodrkowe zalezne od ekspresji PTEN w stozku wzrostu (A),
w dendrytach i kolcach dendrytycznych (B), w jadrze komoérkowym neuronu (C) (zrodto: Kreis i wsp., 2012).

1.3.2. Wewnatrzkomorkowa kaskada sygnalowa
Pten/PI3K-AKT-mTOR

Bialko PTEN (forma kanoniczna) jest fosfataza o dwojakiej aktywnos$ci: wchodzi
w interakcje zarowno z biatkowymi substratami poprzez defosforylacje reszt tyrozynowych
i serynowych, jak i z substratami fosfolipidowymi poprzez defosforylacje reszty fosforanowej
(Tu i wsp., 2020). Gtéwnym celem fosfatazy PTEN jest przekaznik drugorzedowy —
fosfatydyloinozytol-3,4,5-trifosforanu  (PIP3), ktory posredniczy w aktywacji $ciezki
sygnalizacyjnej PI3K-AKT-mTOR (Rycina 7).
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Rycina 7. Szlak sygnalowy PI3K-AKT-mTOR

PTEN jest negatywnym regulatorem szlaku PI3K/AKT poprzez defosforylacje PIP3. Inaktywacja PTEN prowadzi
do nadmiernej aktywacji AKT, co wptywa na wiele procesow komoérkowych w neuronach, w tym na wzrost
komorek, ich przezycie i migracje (zrodto: Zhou J. i Parada L.,2012).

PTEN hamuje dziatanie szlaku PI3K-AKT-mTOR poprzez defosforylacj¢ substratu PIP3
i powstanie PIP; (4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu) w cytoplazmie. PTEN jest antagonistg
dla dziatania kinazy lipidowej - 3-fosfatydyloinozytolu (ang. PI3K, phosphatidyl inositol
3-kinase), ktorej aktywna forma fosforyluje pier§cien inozytolowy fosfatydyloinozytolu
w pozycji 3-hydroksylowej substratu PIP> wchodzacego w sktad btony komorkowej (Stambolic
i wsp., 1998; Stocker i wsp., 2002). W wyniku tej reakcji powstaje produkt PIPs, ktory rekrutuje
do blony szerokg grupe innych biatek sygnatowych (Rycina 7). Zwigkszenie ilosci PIP3
w komorce wynikajace z aktywnosci PI3K, prowadzi do aktywacji bialek sygnatowych
zawierajacych domen¢ PH, odpowiedzialng za wigzanie PIP3 do blony. Jednym z gtéwnych
efektorow PI3K jest kinaza AKT inaczej zwana kinazg biatkowa B (z ang. PKB, protein kinase
B). Aktywacja kinazy AKT nastgpuje w wyniku jej rekrutacji do btony cytoplazmatycznej
i fosforylacji treoniny w pozycji 308 przez kinazg 1 zalezna od fosfatydyloinozytolu (PKD1)
oraz fosforylacje seryny w pozycji 473 przez kompleks mTORC2 (Manning i Toker, 2017,
Sarbassov 1 wsp., 2005). Nastepnie aktywowana kinaza AKT fosforyluje szereg innych biatek,

zaangazowanych kontek$cie komorek nerwowych w procesy takie jak wzrost neuronow,
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proliferacja, przezywalno$¢, a takze plastycznos$¢ synaptyczna bedaca molekularnym podtozem
uczenia si¢ (Graber i wsp., 2013; Saxton i Sabatini, 2017). Jednym z docelowych substratow
jest kinaza serynowo-treoninowa mTOR (z ang. mammalian target of rapamycin kinase).
mTOR jest biatkiem konserwowanym ewolucyjnie we wszystkich typach komoérek ssakow,
ale zajmuje unikalng nisz¢ w neuronach (Saxton i Sabatini, 2017). Kinaza mTOR dziata
w dwoch kompleksach biatkowych, charakteryzujacych sie inng wrazliwosciag na obecno$é
rapamycyny i jej pochodnych: mTORC1 oraz mTORC2 (Hay i Sonenberg, 2004; Wullschleger
I wsp., 2006). Biochemicznie, mTORC1 i mTORC2 réznig si¢ skladem biatkowym.
Wspdlnymi elementami kompleksu sa Deptor i mLSTS8, natomiast Raptor i PRAS40 s3
biatkami unikatowymi dla mTORCI, podczas gdy Rictor, Protor i Sinl wchodzag w sktad
MTORC2. Funkcja kompleksu mTORCT jest znacznie lepiej poznana niz mTORC2. Kompleks
mTORCI reguluje wzrost 1 proliferacj¢ neuronow poprzez fosforylacje dwoch substratow: S6
(S6Ks) oraz 4E-BPs (Hoeffer i Klann, 2010). Po aktywacji, mMTORC1 wysyta sygnaty hamujace
szlak poprzez petle ujemnego sprz¢zenia zwrotnego, w wyniku fosforylacji biatka IRS-1 przez
S6K1 (Rycina 7) (Shah i Hunter, 2006). Zarowno mTORCI jak i mTORC2 sg aktywowane
podczas formowania synaps oraz modulujg plastyczno$¢ synaptyczng poprzez regulacije
odpowiedzi neurondw postsynaptycznych i presynaptycznych na uwalniane do przestrzeni
synaptycznej typy neuroprzekaznikéw (Henry i wsp., 2012; Li i wsp., 2010; McCabe i wsp.,
2020; Seo iwsp., 2020; Sun i wsp., 2016; Weston i wsp., 2014). Badania wskazujg, ze mTORC1
jest bezposrednio zaangazowany w synteze biatek, ktére sg niezbedne do formowania si¢
polaczen synaptycznych i ich stabilizacji, szczegdlnie podczas procesu dlugotrwatego
wzmocnienia synaptycznego (z ang. LTP = long-term potentiation) (Fingar i wsp., 2004; Magri
i wsp., 2013). Kompleks biatkowy mTORC?2 jest zaangazowany w regulacj¢ cytoszkieletu
aktynowego (polimeryzacja aktyny i stabilizacja), ktory ma zasadnicze znaczenie dla
utrzymania struktury i plastycznos$ci kolcéw dendrytycznych niezbednej zarowno podczas LTP
jak i dlugotrwatego ostabienia synaptycznego (z ang. LTD = long-term depression) (Huang
I wsp., 2013; Lasarge i Danzer, 2014). Rola poszczegolnych kompleksow mTOR w transmisji
glutaminergicznej podczas uczenia si¢ jest wcigz obiektem badan osrodkow na catym $wiecie.
W oparciu o badania na hodowlach mysich neuronéw hipokampalnych, wysunigto hipotezg,
ze kompleks mTORC1 moduluje transmisj¢ synaptyczng w zakonczeniach postsynaptycznych,
a mTORC2 kontroluje uwalnianie pecherzykéw z neurotransmiterem w zakonczeniach
neurondw glutaminergicznych poprzez sygnaty wsteczne (ang. retrograde signals) modulujace
aktywno$¢ neuronu presynaptycznego (McCabe i wsp., 2020). Kompleksy mTORC1/mTORC2

majg przeciwstawny efekt na uwolnienie indukowane lub spontaniczne fuzje pecherzykow
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synaptycznych z btong komérkowa. Aktywny mTORC2 zwigksza uwolnienie do przestrzeni
synaptycznej, a aktywowany mTORC1 redukuje ilos¢ uwalnianych pecherzykow. mTOR
regulacja wielkos$ci komorki, wielkosci dendrytow prawdopodobnie przez oba kompleksy
(Urbanska 1 wsp., 2012). Podsumowujac, fosfataza PTEN pelni funkcje straznika
utrzymujgcego homeostaze komorkowa poprzez hamowanie szlaku PI3K-AKT-mTOR.

1.3.3. Rola PTEN w rozwoju i funkcjonowaniu mézgu

W wyniku mutacji w genie PTEN nastepuje rozregulowanie szlaku PI3K-AKT, a takze
pozostatych szlakow kontrolowanych przez kinaze AKT prowadzac do zmian na poziomie
molekularnym. Zmiany molekularne wplywaja takze na zmiany strukturalne w rozwijajacych
si¢ 1 dojrzatych neuronach, co prowadzi do zaburzen funkcjonalnych (Guo i wsp., 2024; Rashid
i wsp., 2018; Singh i Singh, 2020).

1.3.3.1. Neurogeneza pre- i postnatalna

Badania na gryzoniach wykazaty, ze Pten odgrywa kluczowa role zarowno w neurogenezie
prenatalnej (embrionalnej) jak i postnatalnej. Delecja genu Pten na obu allelach prowadzi
do $mierci myszy w dniu E7. Heterozygotyczne myszy pod wzgledem mutacji w genie Pten,
wykazujg zmieniong morfologie tkanki moézgowej, w tym przerost kory moézgowej
oraz hipokampa, wynikajagce ze wzmozone] proliferacji komoérek progenitorowych
oraz niekontrolowanej proliferacji 1 przeksztatcania komorek somatycznych w nowotworowe
(Clipperton-Allen i Page, 2014; Page i wsp., 2009). W rozwoju embrionalnym szczyt
neurogenezy mysiej w hipokampie myszy przypada na okres mi¢dzy 14 dniem okresu
embrionalnego (E14) a dniem 7 okresu postnatalnego (P7), w czasie, w ktoérym rozpoczyna si¢
ksztaltowanie mozgu i réznicowanie komorek macierzystych (NSC, ang.neural stem cells)
w lini¢ neuronalng. Obnizona aktywno$¢ jadrowego Pten, prawdopodobnie do dnia PO,
jest kluczowa do proliferacji NSC, natomiast wzmozona ekspresja Pten zostata skorelowana
z etapem dojrzewania mtodych neuronéw. Nastepnie Pten uczestniczy w prawidtowej laminacji
struktur korowych 1 hipokampa, a takze kieruje migracja neuroblastow i niedojrzatych
neuronow (Kang i wsp., 2020; Lachyankar i wsp., 2000; Li i wsp., 2024). Migracja neuronow
piramidowych i interneuronoéw zaczyna si¢ okoto E12 i konczy w dniu E18, natomiast jako
ostatnie, dniu E16 zaczynaja przemieszczaé si¢ progenitorowe komorki ziarniste do DG
I ostatecznie docierajg okoto dnia 14 po urodzeniu oseskow (dzien postnatalny, P14) (Bond
i wsp., 2022; Bond i wsp., 2020; Kitazawa i wsp., 2014). Natomiast, okoto 28 dnia
postnatalnego komorki sg morfologicznie i funkcjonalnie dojrzate (Cossart i Khazipov, 2022).

Neurony piramidowe wywodza si¢ ze strefy komorowej (ang. VZ, = ventricular zone)
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rozwijajacego si¢ mozgu, potozonej w poblizu komoér bocznych i wedruja szlakiem
migracyjnym promieniscie wzdluz wiokien glejowych, ktore dziataja jako rusztowanie
prowadzac je do podregionéw hipokampa, gdzie integruja si¢ w sieci neuronalne. Natomiast
prekursory komorek granularnych wedrujg poprzez fimbri¢ do DG, a interneurony GABA-
ergiczne charakteryzujg si¢ jeszcze inng drogg migracji (Galceran i wsp., 2000; Xu i wsp.,
2015). Tworza si¢ w przysrodkowej wyniostosci przodomézgowia i migrujg stycznie przez
rozwijajacg si¢ kore 1 nastepnie docierajac do hipokampa integruja si¢ z lokalnymi obwodami
(Pleasure i wsp., 2000). Wykazano, ze po osiedleniu si¢ neuronéw w formacji hipokampa, Pten
moduluje dynamike cytoszkieletu, zapewniajagc kontrolowany rozrost dendrytow
i ukierunkowanie aksonow. Neurony pozbawione eckspresji Pten wykazuja nadmierne
rozgatezienie dendrytow oraz blednie skierowane aksony co prowadzi do uposledzenia
tacznosci tkanki mozgowej (Kath i wsp., 2018; Kreis i wsp., 2014). Opisane wlasciwosci
zaobserwowano u wigkszo$ci mysich modeli z konstytutywnym usunigciem Pten na wczesnych
etapach neurogenezy badz w okresie postnatalnym, gdy nie jest jeszcze zakonczony proces
synaptogenezy umozliwiajacy tworzenie funkcjonalnych potaczen w sieci korowo-
hipokampalnej. Ponadto, w tych samych modelach mysich zaobserwowano podobny fenotyp
neuronow, charakteryzujacy si¢ hipertrofig, zwickszong gruboscig aksondéw z przero$nietymi
drzewami dendrytycznymi oraz makrocefalie. Zwierzeta wykazywaty epizody epileptyczne,
ataksje, uposledzone funkcje kognitywne oraz zachowania zblizone do spektrum zaburzen
autystycznych u ludzi (Backman i wsp., 2001; Kwon i wsp., 2006; Kwon i wsp., 2003; Luan
i wsp., 2023; Lugo i wsp., 2014).

Podczas neurogenezy w dojrzaltym moézgu, Pten utrzymuje prawidlowa proliferacje
komorek ziarnistych w strefie podkomorowej (ang. SVZ = subventricular zone), wplywajac
takze na powstawanie interneuronéw migrujacych do opuszki wechowej (Zhu i wsp., 2012).
W hipokampie PTEN kontroluje neurogeneze w strefie podziarnistej (z ang. SGZ = subgranular
zone) zakretu zgbatego zapewniajac integracje nowo powstalych komorek ziarnistych
z obwodami hipokampa (Latchney i wsp. 2023). Usunigcie Pten z komoérek macierzystych
lub progenitorowych w SVZ lub SGZ prowadzi do opoéznionego dojrzewania komorek
w niszach, hipertrofii neuronéw w warstwie SGZ, czy ektopowego rozmieszczenia wiokien
mszystych, co moze prowadzi¢ do zaburzen funkcjonalnosci sieci trojsynaptycznej (Amiri

i wsp., 2012; LaSarge i wsp., 2015).
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1.3.3.2. Wplyw PTEN na funkcjonalno$é neuronéw (plastyczno$¢ synaptyczna)

W osrodkowym uktadzie nerwowym aktywno$¢ przeciwdziatajagca PTEN/PI3K odgrywa
kluczowa role¢ w modulowaniu sity pobudzenia i plastycznosci synaptycznej (Barrows i wsp.,
2017). Plastyczno$¢ synaptyczna to zdolno$¢ moézgu do modyfikowania sity Synaptycznej
I efektywnos$ci potaczen synaptycznych migdzy neuronami w odpowiedzi na zmieniajace si¢
srodowisko. Kluczowymi mechanizmami molekularnymi lezacymi u podstaw uczenia si¢
I tworzenia pamiegci jest dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne (LTP) oraz dlugotrwate
ostabienie synaptyczne (LTD) (Stacho i Manahan-Vaughan, 2022). U ludzi i w modelach
zwierzecych mutacje PTEN na wczesnym etapie sg silnie zwigzane jest z modyfikacjami
w morfologii neuronow, ktorych konsekwencjg sg zmiany funkcjonalne majgce swoje
odzwierciedlenie w zachowaniu i funkcjach kognitywnych. Jednakze nie istniejg jednoznaczne
1 dobrze opisane dowody na to, ze PTEN jest zaangazowany w specyficzne formy plastycznos$ci
synaptycznej w dorostym mézgu (Knafo i wsp., 2016). Przeciwstawne aktywnos¢ PTEN/PI3K
prawdopodobnie odgrywa istotng rol¢ jako mediator mechanizmow plastycznosci
synaptycznej. Podczas farmakologicznego blokowania PTEN na skrawkach hipokampalnych,
wykazano zaburzenia LTD zaleznego od aktywnosci receptorow NMDA, podczas
gdy podstawowa transmisja synaptyczna, LTP i LTD zalezne od receptorow mMGIUR
byty na fizjologicznym poziomie (Jurado i wsp., 2010). Prawdopodobnie do wywotania LTD
niezbedna jest interakcja biatka PTEN (domeny PDZ znajdujacej si¢ na zakonczeniu
karboksylowym) z biatkiem PDS-95 o zdolnosciach do organizacji i grupowania kompleksow
w obszarze gestosci synaptycznej, zlokalizowanej w postsynaptycznych zakonczeniach
neuronow pobudzajacych. PDS-95 reguluje proces przemieszczania si¢ (cyrkulacji) receptorow
kwasu alfa-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (AMPA) pomiedzy
cytoplazmg a btong komodrkowa. W kontekscie doktadnej funkcji Pten, mechanizm dziatania
na LTD nie jest do konica poznany. Do tej pory ustalono, ze aktywacja receptoréw NMDA
umozliwia rekrutacje kompleksu PTEN-PDS-95 do membrany postsynaptycznej, a nastepnie
defosforylacja substratu PIP3 aktywuje badZz posredniczy w zainicjowaniu internalizacji
receptorow AMPA z btony postsynaptycznej co prowadzi do ostabienia transmisji Synaptycznej
(Knafo i Esteban, 2017). Zmiany synaptyczne oraz pobudliwo$¢ neuronéw zaobserwowana
w modelach myszy z delecja Pten roznity si¢ i zalezaly od czynnikow takich jak obszar,
W ktorym doszto do mutacji, populacja neurondéw oraz wiek zwierzat. W modelu z indukowang
mutacja Pten na niewielkim obszarze (w DG) przy uzyciu wektorow wirusowych,
zaobserwowano zwigkszong gestos¢ synaptyczng, powigkszone synapsy pobudzajace

oraz zwigkszong aktywnos$¢ receptorow AMPA, ktore sa kluczowe dla plastycznosci
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synaptycznej. Niestety nie przeprowadzono analizy behawioralnej w kontekscie uczenia si¢
I formowania pamigci (Williams i wsp., 2015). Ponadto, badania in vitro takze z indukowana
delecja Pten ograniczong do danej populacji neuronow, wykazuja zwigkszone prady
pobudzajace i czgstotliwo$¢ pobudzenia (miniaturowych i spontanicznych EPSC) (Luikart
i wsp., 2011). Z kolei w modelach z warunkowym usuni¢ciem Pten w linii CaMKIla-Cre,
usunigcie Pten nie wpltywa na architekture neuronow hipokampa lub synaps. Parametry
szerokosci, dlugosci, gestosci 1 grubosci dendrytow oraz aksondéw pozostawaly w normie.
Jednakze zauwazono obnizong wydajnos¢ w zadaniach wymagajacych wykorzystania pamigci
przestrzennej i w testach rozpoznawania obiektow. Ponadto, zaobserwowano zmniejszong
plastyczno$¢ synaptyczng (LTP 1 LTD) oraz uposledzone pamieci w paradygmatach
warunkowania strachu na kontekst oraz wskazoéwke (Sperow i wsp., 2012; Wang i wsp., 2017).
W warunkowych modelach z delecjg genu Pten typu ‘knock out’ w rdéznicujacych sie
neuronach (GFAP-Cre), zaobserwowano wystgpowanie napadow padaczkowych, postepujace;j
makrocefalii oraz skroconej dtugosci zycia (Backman i wsp., 2001; Kwon i wsp., 2003; Kwon
i wsp., 2001). Ponadto, myszy wykazywaly zachowanie hiperaktywne i uposledzone funkcje
poznawcze spowodowane deficytami strukturalnymi i funkcjonalnymi (Hodges i wsp., 2018;
Lugo i wsp., 2014).

1.3.3.3. Mutacje PTEN a zaburzenia neurologiczne i neurorozwojowe

Mutacje w genie PTEN sg powigzane z wieloma jednostkami chorobowymi u cztowieka,
takimi jak rozne warianty nowotwordw, czy zespoty guzow hamartomatycznych (z ang. PHTS
= PTEN-hartoma tumor syndrome) powstajacymi w wyniku dziedzicznej dominujgcej mutacji
genu PTEN (Steck i wsp., 1997). Zidentyfikowano takze mutacje w genie PTEN we frakcji
pacjentow z zaburzeniami neurorozwojowymi/ neurologicznymi takimi jak opdznienie
umystowe, epilepsja czy ASD z wspotwystepowaniem makrocefalii (Bubien i wsp., 2013;
Butler i wsp., 2005; Buxbaum i wsp., 2007; Yonan i wsp., 2024). Dodatkowo eksperymenty
na transgenicznych modelach zwierzecych z delecja Pten wykazaty, Ze rdéznorodnosé
funkcjonalna mutacji i podtoze genetyczne maja znaczacy wplyw na spektrum odmiennych
fenotypow (Kwon i wsp., 2006; Wang i wsp., 2010; Takeuchi i wsp., 2013; Erdmann i wsp,
2007). Badania nad mutacjami genu PTEN na wczesnym etapie rozwoju mozgu i ich wptywem
na zaburzenia neurologiczne 1 neurorozwojowe podkreslaja znaczenie wykorzystania
zaawansowanych metod inzynierii genetycznej w celu doktadnego zrozumienia funkcji tego

genu oraz mechanizmow lezacych u podstaw zaburzen poznawczych i behawioralnych,
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szczegdlnie w konteks$cie mutacji PTEN i wplywu na funkcjonalno$¢ dojrzatych neuronéw

w hipokampie.
1.4, METODY INZYNIERII GENETYCZNEJ W BADANIACH FUNKCJI GENOW
1.4.1. Modele zwierzece w badaniach neurobiologicznych

Modyfikacja gendéw jest procesem, w ktorym sekwencja DNA poddawana
jest zmodyfikowaniu badz usunigciu w celu uzyskania pozadanego efektu i poszerzenia wiedzy
na temat roli poszczegdlnego genu. Modele zwierzece umozliwiaja zrozumienie funkcji
badanych genoéw m.in. sposobu w jaki regulujg mechanizmy sygnalizacji komorkowej w OUN,
zarowno w fizjologicznych jak 1 patologicznych warunkach, w stanach takich jak zaburzenia
W uczeniu sie, choroby neurodegeneracyjne, neurorozwojowe, czy psychiczne. Modele
zwierzece umozliwiajg poglebianie wiedzy na temat mechanizmow tworzenia si¢ pamigci
na roznych poziomach, od ekspresji gendéw (na poziomie komérkowym) do obserwacji
zachowania zwierzat w wyniku przeprowadzonych modyfikacji genetycznych (na poziomie
fizjologicznym i behawioralnym). W ciggu ostatnich dziesi¢cioleci wygenerowano ogromng
liczbg genetycznie zmodyfikowanych zwierzat, gtownie wykorzystano do tego celu gryzonie.
Mysz domowa (Mus musculus) jest szeroko wykorzystywana w badaniach neurobiologicznych
ze wzgledu na swoje genetyczne podobienstwo do ludzi — okoto 90% gendw ma swoje
odpowiedniki u cztowieka (Breschi i wsp., 2017). To podobienstwo genetyczne umozliwia
tworzenie modeli transgenicznych do badania ludzkich choréb neurologicznych. Dodatkowo,
ich niewielki rozmiar, szybki cykl rozrodczy oraz dobrze zmapowany genom czynig
je efektywnymi kosztowo i praktycznymi obiektami badawczymi. W zalezno$ci od wybrane;j
metodologii, najczesciej przeprowadzonymi modyfikacjami w genomie myszy domowej
jest utrata funkcji danego genu (ang. loss of function) lub wzmocniona aktywno$¢ genu
docelowego (ang. gain of function). Modyfikacja genow umozliwia oszacowanie zaleznosci
aktywnoS$ci/inaktywacji danego gen na przekladajace si¢ zachowanie si¢ zwierzat takie
jak aktywnos$¢, lgk, agresja, komunikacja socjalna, czy uczenie si¢ i pamigé. W ciagu
kilkudziesigciu lat opracowano szereg precyzyjnych metod inzynierii genetycznej takich
jak delecja badz inaktywacja konkretnego genu tzw. ‘knockout’, dodanie wstawki z transgenu
do modyfikowanego organizmu tzw. ‘knock in’ w wybranym miejscu genomu, a takze mutacje
na mniejszg skale umozliwiajgce zmodyfikowanie pojedynczej pary zasad (mutacje punktowe)
badz zmodyfikowanie sekwencji nukleotydow (mutacje podstawienia, substytucje

czy usunigcia fragmentu).
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1.4.2. System Cre-loxP

Modele zwierzece mozna podzieli¢ ze wzgledu na uzyte systemy modyfikacji genetycznej
na: konstytutywne oraz indukowane. Sekwencja DNA moze zosta¢ zintegrowana z genomem
gospodarza w sposob przypadkowy badz w sposob celowany, w specyficzne wybranym locus
poprzez zastosowanie rekombinacji homologicznej. Proces rekombinacji homologicznej zostat
odkryty u bakteriofaga P1 i zostal opracowany pierwotnie do tworzenia warunkowych modeli
zwierzecych (z ang. conditional models), a nast¢pnie w pdzniejszym czasie do indukowanych
modeli zwierzecych (z ang. inducible models). Techniki modyfikacji genomu
z wykorzystaniem systemu Cre-loxP umozliwiaja modyfikacje w okreslonych tkankach lub
stadiach rozwoju. Do tego celu wykorzystywane jest biatko zwane rekombinazg Cre, ktora
rozpoznaje specyficzne sekwencje loxP, sktadajace si¢ z 34 pz (skltadajacych si¢ z dwoch
powtorzen odwroconych i palindromowych o 13 pz oraz sekwencji rdzeniowych o 8pz),
ktore wykorzystywane sg do oOflankowania celowanego genu badz fragmentu genu.
W zaleznosci od rozmieszczenia sekwencji loxP, rekombinaza Cre moze wycigé, wprowadzié
lub spowodowa¢ inwersje sekwencji DNA lezacej pomiedzy sekwencjami loxP (z ang. locus
of x-over, P1) (Bouabe i Okkenhaug, 2013; Kim i wsp., 2018). Do wytworzenia mysich modeli
z warunkowg delecjg genu (ang. conditional knockout) potrzebny jest szczep myszy
transgenicznej, ktora jest nosnikiem genu Cre, czyli zawiera w swoim genomie wbudowany
konstrukt z genem kodujagcym rekombinaze Cre, ktora ulega ekspresji pod wybranym
specyficznie-tkankowo promotorem oraz kolejne utworzone zwierz¢ transgeniczne,
ktore bedzie miato wprowadzony transgen z docelowym genem oflankowanym sekwencjami
loxP. Nastgpnie myszy s3a generowane poprzez skrzyzowanie szczepu promotor-Cre
ze szczepem Gen X-loxP. Powstate heterozygoty bedace nosicielem genu X-loxP sg ponownie
wsobnie krzyzowane z nosicielami zarowno genu loxP-X jak i Cre rekombinazy. Osobniki,
ktore odziedziczyly gen Cre i jednoczesnie oba allele zawieraja gen X-loxP sa nast¢pnie
wykorzystywane do badan. Specyfika i czas rekombinacji sg kontrolowane poprzez uzyty typ
promotora a mutacja zachodzi w okre§lonym czasie w trakcie rozwoju. U zwierzat
transgenicznych z indukowang delecja wybranego genu za pomoca zmodyfikowanego systemu
Cre-loxP, ekspresja rekombinazy Cre w wybranej tkance jest kontrolowana poprzez elementy
regulacyjne (promotor i wzmacniacz podczas transkrypcji). Natomiast indukcja mutacji
jest kontrolowana w wybranym czasie przy wykorzystaniu egzogennego induktora
tj. tetracyklina, czy tamoksyfen. Pierwotny konstrukt wbudowany do genomu zwierzat zawiera
zmodyfikowane bialko Cre zwigzane z receptorem estrogenowym zawierajagcym zmutowang

domeng¢ wigzaca ligand ER-LBD, ktora reaguje tylko na syntetyczne ligandy tj. tamoksyfen
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(selektywny modulator receptorow estrogenowych). Cre pozostaje nieaktywne i zwigzane
W cytoplazmie komorki do momentu podania ligandu, a nastepnie po przylaczeniu ligandu
do receptora, Cre oddysocjowuje i nastgpuje translokacja Cre do jadra komodrkowego.
Po wejsciu  do jadra, Cre moze katalizowa¢ rekombinacj¢ miedzy miejscami loxP
umozliwiajgcymi wycigcie wybranej sekwencji DNA (Kim i wsp., 2018; Kos, 2004). Techniki
modyfikacji genomu, takie jak system Cre-loxP, w polgczeniu z wektorami wirusowymi AAV,
stanowig zaawansowane narzedzia umozliwiajgce precyzyjne badania funkcji gendw np. genu
PTEN w okreslonych populacjach komorek nerwowych, co pozwala na lepsze zrozumienie

ich roli w regulacji procesow neuronalnych i zaburzen neurologicznych.

1.4.3. Rekombinowane wektory wirusowe AAV

Rekombinowane wektory wirusowe towarzyszace adenowirusom, w skrocie AAV
(z ang. adeno-associated viruses) to mate wirusy z rodziny Parvoviridae o $rednicy okoto
26 nm, uwazane za niepatogenne dla ludzi. Zbudowane s3 z jednoniciowego DNA o wielko$ci
okoto 4,7 kpz, ktory koduje geny rep (odpowiedzialne za replikacje) 1 cap (kodujace biatka
kapsydu), a), a takze z krotkich, odwroconych sekwencji powtorzeniowych ITR (z ang.
inverted terminal repeats), ktore s3a niezbedne do replikacji 1 pakowania wirusa.
AAV sa wykorzystywane gléwnie jako no$niki gendéw terapeutycznych, badz mogg by¢
wykorzystywane zastosowane do generowania zwierzat transgenicznych w potgczeniu
z systemem Cre-loxP lub CRISPR-Cas9 (Hanlon, 2019; Kaspar i wsp., 2002; Wang i wsp.,
2019). W celu przeprowadzenia infekcji komorek i indukcji mutacji, najpierw niezbedne
jest stworzenie konstruktu plazmidowego, ktory bedzie zawierat sklonowane, niezbedne geny
do sktadania wirusa oraz kaset¢ z wybranym genem wbudowang pomiedzy sekwencjami ITR.
Sekwencje ITR sa niezbedne do kierowania replikacja genomu i pakowania transgenu
wewnatrz kapsydu podczas produkcji wektoréw opisanych w rozdziale 3.4. Istotnym
czynnikiem warunkujagcym wydajno$¢ transdukcji jest wybdr serotypu z odpowiednim
tropizmem, czyli zdolno$cia do infekowania odpowiednich typow tkanek, i komorek. Serotyp
AAV?2 jest bardziej ograniczony i1 wybidrczy dla neurondéw, podczas gdy serotypy AAVI,
AAVS, AAVS, czy AAVY rowniez infekuja astrocyty 1 oligodendrocyty. Kolejnym krokiem
jest wybor drogi wprowadzenia wirusOw np. poprzez wstrzykniecie dozylne badz
stereotaktyczne podanie domoézgowe w przypadku modyfikacji populacji neurondw.
Dodatkowym istotnym aspektem jest wybdr promotora specyficznego dla danej populacji
neurondw, aby zmodyfikowany gen ulegal ekspresji badZ wyciszeniu w wybranym miejscu

(Haery i wsp., 2019; Wang i wsp., 2019).
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY

Wieloletnie badania, prowadzone w kilku laboratoriach europejskich, z wykorzystaniem
mysiego modelu Dicer®MKCrERT2 (Dijcer-iCKO), gdzie w neuronach przodomoézgowia
osobnikéw dorostych usunigto gen Dicerl, przyniosty szereg obserwacji dotyczacych
funkcjonowania neuroné6w w kontekscie ich pobudliwosci jak i plastycznos$ci synaptycznej
(Konopka i wsp., 2010; Vinnikov i wsp., 2014; Fiorenza i wsp., 2015; Mang i wsp. 2015).
Jako Ze, endonukleaza Dicer jest kluczowym enzymem w biogenezie mikroRNA wykazano
w ten sposob funkcje tych czasteczek RNA w neuronach. U mutantéw Dicer-iCKO
zdefiniowano kilkutygodniowe okno czasowe po indukcji mutacji (migdzy 9 a 14 tygodniem),
w ktorym obserwowano wzmocnienie kilku rodzajow pamigci: przestrzennej (warunkowanie
miejsca) czy emocjonalnej (warunkowanie strachu). Jednoczesnie mutacja genu Dicerl
powodowata indukcje hiperfagicznej otytosci, ktéra byla zalezna od neurondow
zlokalizowanych w jadrze tlukowatym (ArcN, ang. arcuate nucleus). Usunig¢cie mikroRNA
W tej strukturze spowodowalo wzrost aktywnosci $ciezki sygnatowej PI3K-AKT-mTOR.
Manipulacje aktywnoscig tej $ciezki z wykorzystaniem inhibitora mTOR — rapamycyny
oraz z wykorzystaniem modelu genetycznego Pten®MKCrERT2 \wyikazaty jej kluczowa role
W rozwoju fenotypu otylosci u myszy, w sposob zalezny od neurondw w jadrze tukowatym
podwzgorza. Genetyczny model z usunigciem genu Pten zastosowano ze wzgledu
na przeciwstawng aktywnos$¢ tej fosfatazy w stosunku do kinazy PI3K, ktorej usunigcie

przesuwa rownowage w kierunku nadaktywnosci $ciezki sygnatowej PI3K-AKT-mTOR.

Potaczenie tych dwodch obserwacji: zalezne od hipokampa wzmocnienie pamigci
u mutantow Dicer oraz rozwdj fenotypu otytosci z kluczowa rolg $ciezki PI3K-AKT-mTOR
w neuronach ArcN, sktonity do sformulowania podstawowego celu niniejszej rozprawy

doktorskiej:

1. Okreslenie czy wzmozona aktywacja szlaku PI3K-AKT-mTOR spowodowana
usuni¢gciem funkcjonalnego biatka Pten w neuronach pobudzajacych formacji

hipokampa ma wptyw na zdolnosci poznawcze myszy dorostych.

Ponadto, ze wzgledu na fakt, Zze jednym z genéw powiazanych z zespotem zaburzen
zwigzanych ze spektrum autyzmu (ASD) jest gen Pten (Winden i wsp, 2018; Zhou i Parada,
2012) okreslono dodatkowe cele prac badawczych polegajace na:
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2. Pordwnaniu fenotypu myszy mutantéw Pten w formacji hipokampa u osobnikoéw
dorostych z danymi uzyskanymi w pracach z modelami neurorozwojowymi

spektrum autyzmu.

3. Zdefiniowaniu funkcji genu Pten unikatowych dla dojrzatych, zréznicowanych

neuron6w hipokampa.



3. MATERIALY I METODY

3.1. WARUNKI UTRZYMYWANIA ZWIERZAT W EKSPERYMENCIE

Zwierzeta hodowane byly w strefie hodowlanej zwierzetarni Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN znajdujacej si¢ za barierg sanitarng o wysokim
standardzie czysto$ci mikrobiologicznej (SPF, ang. Specific Pathogen Free), a nastgpnie
w trakcie procedur doswiadczalnych przebywaly w dedykowanych pomieszczeniach
doswiadczalnych Pracowni Modeli Zwierzecych. W pokojach doswiadczalnych zwierzgtom
zapewniono standardowe warunki bytowania, z odwroconym 24-godzinnym cyklem dobowym
(Swiatto od 21.00 do 9.00) o temperaturze 21+£2°C, 10-15 wymian powietrza na godzing
oraz wilgotno$ci na poziomie 50-60%. Myszy przetrzymywane byly w Kklatkach
0 wzbogaconym $rodowisku z nieograniczonym dostepem do wody i paszy. W badaniach
wykorzystano doroste samice w wieku okoto 69 tygodni. Doswiadczenia wykonano w fazie
aktywnej cyklu okotodobowego zwierzat. Eksperymenty przeprowadzono za zgodg I Lokalnej
Komisji Etycznej ds. doswiadczen na zwierzetach w Warszawie (uchwata nr. 156/2016;

1133/2020).

3.2. LINIE MYSZY TRANSGENICZNYCH WYKORZYSTYWANE W
DOSWIADCZENIACH

Doswiadczenia wykonano na dorostych, myszach transgenicznych o tle genetycznym

C57BL/6J. Do do$wiadczen wykorzystano dwie linii myszy transgenicznych:

1) Linia Pten®fox otrzymana z The Jackson Laboratory, numer katalogowy #006440,
B6.129S4-Ptentm1Hwu/J, stanowi kongeniczng lini¢ zwierzat, u ktorej ekson 5 genu Pten
kodujacy funkcje¢ fosfatazy, jest oflankowany miejscami loxP. Konstrukcja ta zostata
wykorzystana w celu indukowanej, tkankowo specyficznej delecji genu Pten poprzez
zastosowanie rekombinazy Cre wprowadzonych za pomoca roéznych narz¢dzi inZynierii
genetycznej, opisanych ponize;j.

2) Linia Pten®MKCreERTZ 7ogtala wytworzona w grupie badawczej Profesora Gunthera
Schutza w German Cancer Research Center w Heidelbergu (Erdmann i wsp., 2007). Linia
ta zawiera gen indukowalnej rekombinazy CreER™. Aktywnoéé rekombinazy CreER'™
jest warunkowana dwoma czynnikami:

e Specyficzno$¢ neuronalna: Ekspresja Cre jest ograniczona do neurondéw
przodomozgowia, w ktorych aktywny jest promotor podjednostki a kinazy CaMKII

(ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase 11 alpha).
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e Indukcja farmakologiczna: Rekombinaza Cre jest sprzezona ze zmodyfikowang
domeng receptora estrogenowego, a jej aktywacja nastepuje po dootrzewnowym
podaniu tamoksyfenu (TAM), co umozliwia przestrzenng i czasowag kontrole
nad usuwaniem genu Pten. Mechanizm dzialania tego systemu opisano

w podrozdziale 1.4.2.

3.3. |ZOLACJA MATERIALU GENETYCZNEGO I GENOTYPOWANIE
ZWIERZAT

Genotypy zwierzat transgenicznych wykorzystanych w badaniu determinowaty
przynaleznos¢ do grupy (kontrolnej lub eksperymentalnej) podczas przeprowadzanych
eksperymentéw. Genotypowanie zwierzat byto przeprowadzane za pomoca reakcji PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction), zar6wno po narodzinach, jak i po zakonczeniu ostatecznych

procedur eksperymentalnych.

Proces genotypowania rozpoczynat si¢ izolacja materialu genetycznego, pobranego
z fragmentu ogona kazdej myszy, ktory nastepnie wykorzystywano jako matryce do reakcji
PCR. Izolacj¢ DNA przeprowadzano z uzyciem komercyjnego zestawu Genomic Mini (A&A
Biotechnology) zgodnie z protokolem dostarczonym przez producenta. Fragment ogona
umieszczano w proboéwce, gdzie zawieszano go w mieszaninie do homogenizacji (100 ul
roztworu Tris, 50 ul roztworu lizujacego, 20 ul proteinazy K) i inkubowano przez noc
w temperaturze 50°C. Nastepnego dnia probki mieszano na wirowce vortex przez kilka sekund,
a nastepnie odwirowywano (1 min, 1000 rpm, temperatura pokojowa), aby umozliwié
opadniecie niestrawionych fragmentéw siersci | tkanek na dno probowki. Uzyskany
supernatant, zawierajacy DNA, nanoszono na kolumng¢ wigzaca DNA. Izolacja DNA
obejmowata nastepnie szereg etapéw przeptukiwania 1 odwirowywania z uzZyciem
odpowiednich roztworow ptuczacych. Koncowym krokiem byta elucja DNA w roztworze Tris,
co pozwalalo na uzyskanie czystego materialu genetycznego. Do reakcji PCR stosowano
wczesniej zaprojektowane startery, wyprodukowane przez firm¢ Genomed S.A.,
ktorych szczegoty zamieszczono w tabeli ponizej (Tabela 2). Reakcj¢ PCR prowadzono
Z uzyciem zestawu Gold Taq DNA Polymerase Plus (Syngen), a warunki reakcji oraz sktad

mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli ponizej (Tabela 3).
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Tabela 2. Parametry uzytych par primerow do amplifikacji sekwencji genu Cre oraz genu
Pten z okalajacymi ekson 5 sekwencjami loxP

Nazwa Amp. Dtugosé Wielkosé
Sekwencji Sekwencja Startera (5'— 37) Startera  Produktu PCR
[Pz] [Pz]
Cre F: GGCTGGTGTGTCCATCCCTGAA 22 mutant: 405
WT: brak
R: GGTCAAATCCACAAAGCCTGGCA 23 bra
Pten-flox (egzon 5) F: CAAGCACTCTGCGAACTGAG 20 mutant: 715
R: GCATTGTGCTCTTCACTCCA 20 WT: 656

loxP/flox=sekwencje rozpoznawane przez rekombinaze Cre (ang.locus of crossing (X) over of P1); Pz=para zasad;
WT=sekwencja fragmentu amplifikowanego genu typu dzikiego (niezmieniona genetycznie); mutant=sekwencja

fragmentu amplifikowanego genu zmieniona genetycznie

Tabela 3. Warunki reakcji i skladniki mieszaniny reakcyjnej PCR

o War'ani Etap Tempoeratura Czas Trwar.wia Liczbg
eakcji PCR [°C] Etapu [mm:ss] Cykli
1.wstepna denaturacja 95 03:00 1
2.denaturacja 95 00:30
3.przylaczenie starterow 58 01:00 35
4.elongacja 72 01:30
5.elongacja koncowa 72 05:00 1
6.schtodzenie 4 oo 1
Sklad mieszaniny reakcyjnej Stezenie koncowe reakcji
Cre/Pten* Gold Taq Ly
10x Bufor Gold 1x
25 mM MgCI2 2,5 mM
10 uM mM dNTP 200 uM
10 puM starter F 0,3 uM
10 uM starter R 0,3 uM
Matrycowe DNA <10ng/ pl
Woda dejonizowana dopetié¢ do 20 ul
Objetos¢ koncowa reakeji 20 pl

*Zarowno amplifikacja genu Pten jak i Cre podlega tym samym warunkom reakcji.

Po amplifikacji produktow, przeprowadzono rozdzielenie mieszaniny poreakcyjnej
zapomocg elektroforezy w 1,5%-wym zelu agarozowym prowadzonej przez 30 minut
warunkach statego napigcia (100V). Do wizualizacji DNA uzyto bromku etydyny (Sigma
Aldrich), Kontrolg pozytywna reakcji byl material genetyczny od referencyjnego osobnika

homozygotycznego pod wzglgdem genu Pten i heterozygotycznego zatozyciela pod wzgledem
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genu Cre. Jako kontrola negatywna postuzyta probka zawierajaca DNA osobnika o genotypie
niezmienionym oraz dodatkowa probka (blank) pozbawiona matrycy DNA w mieszaninie
reakcyjnej. Do oceny wielkosci otrzymanych prazkéw wykorzystano marker wielkosci

(tzw. drabinka) GeneRuler 1KB DNA Ladder z Thermo Scientific.

3.4, PRZYGOTOWANIE REKOMBINOWANYCH WEKTOROW WIRUSOWYCH
AAV

3.4.1. System wykorzystany do produkcji wektorow rAAV

Do wyprodukowania rekombinowanych wektoréw towarzyszacym adenowirusom (rAAV,
ang. Adeno-assosiated virus) o mozaikowym serotypie 1/2 infekujacym neurony,
wykorzystano komercyjny zestaw AAV Helper-Free System (Agilent, nr kat. 240071). W sktad
zestawu wchodzi zmodyfikowana linia ludzkich, embrionalnych komorek nerki HEK-AAV-
293 (ang. Human Embrionic Kidney 293 Cells) z stabilng ekspresjg genu adenowirusa (E1)
oraz plazmidy pomocnicze: pRC oraz pDP1rs kodujace geny funkcjonalne i strukturalne AAV
(Rycina 8). Potrojna transfekcja komorek HEK293 zestawem plazmidow jest niezb¢dna
do efektywnej replikacji, sktadania wirusow oraz pakowania transgenu do kapsydu wirusa.
Inicjacje replikacji i integracje transgenu umozliwiajg zlokalizowane pomiedzy docelowa
sekwencja odwrocone sekwencje powtérzeniowe (ITR, ang. Inverted Terminal Repeats).
Przeniesiony materiat genetyczny z transgenu, zintegrowany z genomem gospodarza
jest przechowywany w powstatym wektorze AAV w formie pojedynczej nici DNA (ssDNA,
ang. single stranded DNA). Proces produkcji rekombinowanych wektorow AAV jest procesem
ztozonym, sktadajagcym si¢ z etapow opisanych w dalszych podrozdziatach. Do produkcji

wektorow AAV wykorzystano konstrukty przedstawione w ponizej (Tabela 4).

52



Tabela 4. Plazmidy wykorzystywane do produkcji wektorow wirusowych AAV

Nazwa Plazmidu

Wielkos$é
[PZ]

Opis

Plazmidy pAAV-RC
pomocnicze:

7300

Zawiera geny kodujace biatka funkcjonalne
Rep AAV-2 i biatka strukturalne Cap AAV-
2 (biatka kapsydu o serotypie 2) oraz gen
opornosci na ampicyline.

pAAV-DP1rs

23705

Zawiera geny adenowirusa (VA, E3, E4),
geny kodujace biatka strukturalne Cap
AAV-1 (serotyp 1) i funkcjonalne Rep
AAV-1, gen opornosci na ampicyling
oraz geny RSV-RFP kodujace ludzki
syncytialny wirus uktadu oddechowego

z biatkiem czerwonej fluorescencji

(ang. Human Respiratory Syncytial Virus
with red fluorescent protein).

Transgen*: pCaMIIKaCre

6533

Pomiedzy sekwencje ITR wbudowany

jest gen kodujacy rekombinaze Cre,
ktorego ekspresja jest zalezna od promotora
CaMKIlla (kinaza biatkowa Il zalezna

od Ca2+/kalmoduliny), podjednostki alfa
aktywnej w mézgu, a takze sekwencje
regulatorowe WPRE i hGH polyA
znajdujace si¢ za sekwencja Cre. Plazmid
przygotowany przez dr hab. Katarzyne
Kalite (IBD im. Nenckiego PAN).

pCaMKIla-EYFP

6078

Pomigdzy sekwencje ITR wbudowany

jest gen reporterowy kodujacy wzmocnione
biatko zottej fluorescencji (ang. enhanced
yellow fluorescent protein), ktérego
transkrypcja sterowana jest przez promotor
CaMKlla. Za biatkiem EYFP znajduja si¢
sekwencje regulatorowe WPRE i poly A.

*Transgeny sg to plazmidy, ktorych sekwencja znajdujaca si¢ pomig¢dzy elementami ITR (odwrdcone powtdrzenia
terminalne) bedzie wprowadzana do kapsydu powstajagcych wektorow wirusowych AAV i ekspresjonowana
w komorkach gospodarza po iniekcji domozgowej; AAV=wektory wirusowe towarzyszace adenowirusom;
hGH=ludzki hormon wzrostu; CamKIIo= kinaza biatkowa zalezna od wapnia/kalmoduliny Il (podjednostka alfa);
polyA=ogon poliadenylowy; pz=par zasad; WPRE= potranslacyjny elemet regulatorowy wirusa zapalenia

watroby.
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Rycina 8. Mapy plazmidow wykorzystanych do produkcji rekombinowanych wektorow

wirusowych AAV

Plazmid o wielkosci 6533 pz zawierajacy pomigdzy sekwencjami ITR transgen CaMKIIa-Cre, posttranslacyjny
element regulacyjny wzmacniajacy ekspresjc WPRE oraz sygnatl poly A, pochodzacy od ludzkiego hormonu
wzrostu, wazny dla stabilizacji i zapobiegajacy degradacji powstatego mRNA (A). Plazmid o wielkosci 6078 pz
zawierajacy pomiedzy sekwencjami ITR transgen: CaMKIla-eYFP (zielone/zotte biatko fluorescencji)
oraz WPRE (potranslacyjny elemet regulatorowy wirusa zapalenia watroby) i poly A (ogon poliadenylowy) (B).

54



3.4.2. Izolacja plazmidowego DNA metoda lizy alkalicznej

Plazmidy przechowywano w kulturach bakteryjnych E. Coli w temperaturze -80°C,
zawieszonych w 1-2 ml plynnej pozywki LB z dodatkiem glicerolu w celu zabezpieczenia
komorek przed uszkodzeniem. Nastepnie w sterylnych warunkach zaszczepiono kultury
bakteryjne do kolb hodowlanych zawierajacych 250 ml sterylnej, ptynnej pozywki LB (Miller)
z dodatkiem antybiotyku (ampicylina 100pg/ml) i hodowano przez ok. 12h w temp 37°C
przy 250 obr/min. Nastgpnie odwirowano hodowle przez 15min z sita 6000xg, w celu
oddzielenia osadu bakteryjnego od pozywki ptynnej. Komoérki bakteryjne zostaly poddane
procesowi lizy alkalicznej zgodnie z protokotem zataczonym do gotowego zestawu Syngen
Endofree Plasmid MAXI Kit (Syngen, nr kat. SY101032), ktory przeznaczony jest do izolacji
plazmidow w wysokim standardzie czystosci, wolnych od endotoksyn. Wykorzystanie metody
lizy alkalicznej umozliwia wyodrebnienie DNA plazmidowego od ,,DNA bakteryjnego”
z jednej hodowli bakteryjnej uzyskano od 150-300 pl plazmidowego DNA zawieszonego
w ultraczystej wodzie o st¢zeniu w granicach 1-5 pg/ul, zmierzonym na spektofotometrze UV-

Vis NanoDrop (Thermo Scientific).

3.4.3. Hodowla komoérkowa in vitro

Produkcja jednej porcji rekombinowanego wektora AAV (jednego rodzaju) zajmowata
okoto 2-3 tyg. od momentu rozpoczecia hodowli in vitro do momentu okres$lenia miana rAAV.
Komorki AAV-293 hodowano na butelkach w inkubatorze (Binder) utrzymujacym statg
temperature 37°C, 95% wilgotnos¢ powietrza oraz 5-%-owa zawartos¢ CO,. Do wzrostu
komorek wykorzystano medium hodowlane DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle's
Medium, Sigma Aldrich, nr kat. D6424) z wysoka zawartoscig glukozy (4500 mg/L),
z dodatkiem 10% (obj/obj) ptodowej surowicy bydlecej (FBS, ang. Fetal bovine serum,
Biowest, nr kat. S1810-50) oraz 2% (obj./obj.) roztworem 200mM L-glutaminy (Gibco, nr kat.
A29168-01. Zgodnie z protokotem pasazowania, komorki przesiewano w momencie
osiggnigcia konfluencji nie przekraczajacej 50% powierzchni butelki (w zaleznosci
od szybkosci wzrostu po uptywie ok. 2-3 dni). W poczatkowym etapie, po rozmrozenia,
komorki hodowano w mniejszej butelce o powierzchni 75cm?® (Cell Star, nr kat. 658175)
a nastepnie pasazowano do butelki o powierzchni 175cm® (Cell Star, nr kat. 660175)
po uprzednim potraktowaniu trypsyna (Tripsin-EDTA, Biowest, L0940) i odwirowaniu (5min,

1000rpm) zawieszonych komorek.
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3.4.4. Transfekcja komorek linii AAV-293

Do wyprodukowania okoto 50ul zawiesiny rekombinowanego AAV o mianie powyzej
108 gc/pl niezbgdne byto przesianie komorek na 10 ptytek o $rednicy 15cm (Falcon, nr kat.
353025). Komorki o konfluencji 70-80% powierzchni ptytki byly gotowe do potrdjnej
transfekcji mieszanka plazmidéw z dodatkiem polimeru kationowego — polietylenoiminy (PEI,
Img/ml, Sigma Aldrich, nr kat 919012) tworzacego stabilne kompleksy z DNA i powszechnie
wykorzystywanego do przenoszenia gendéw. Na podstawie wielkosci wprowadzanych
plazmidéw (pRC, pDPlrs oraz wybrany transgen oflankowany/otoczony sekwencjami ITR)
oraz ich stezenia, wyliczono w réwno molowym stosunku (1:1:1) ilo§¢ podania na jedng plytke
z uwzglednieniem zalozenia, ze maksymalne stezenie wprowadzanego DNA nie powinno
przekracza¢ 50pg. Nastepnie warto$¢ przemnozono na 10 szalek z uwzglednieniem 10%
zapasu. Do pozywki DMEM bez dodatkowej suplementacji dodano najpierw odpowiednig ilo§¢
plazmidéw i nastepnie powoli dodano kropelki PEI. Mieszaning inkubowano w temperaturze
37°C przez 20min. Przed transfekcja zmieniono pozywke 1 dodano do hodowli komoérkowej
nowa z obnizong zawartosciag FBS (DMEM, 2% (obj. obj.) FBS, 2% (obj. / obj.) 200mM L-
glutamina). Po zakonczonej inkubacji mieszaning plazmidéw zwigzanych z PEI rownomiernie
rozprowadzono dodajagc Iml na ptytke. Obnizona zawarto$§¢ surowicy jest czynnikiem
stresogennym dla komorek i jednoczes$nie idealnym $rodowiskiem do namnazania si¢ AAV
w komorkach. Po okoto 5-6 godzinach do hodowli dodawana jest kolejna pozywka w stosunku
1:1 (DMEM, 18% (obj. / obj.) FBS, 2% (obj. / obj.) L-glutamina) w celu uzupetnienia iloScCi
surowicy FBS do pierwotnej wartosci 10% (obj. / obj.). Po 72h weryfikowano wydajnos¢
transfekcji poprzez sprawdzenie zmiany morfologii komorek na kulistg. Nastepnie,
pod mikroskopem fluorescencyjnym sprawdzono intensywno$¢ S$wiecenia komorek,

w ktorych ulegto ekspresji biatko reporterowe RFP pochodzace z plazmidu pDP1rs.

3.4.5. Izolacja i oczyszczanie rekombinowanych wektorow AAV
Pierwszym etapem izolacji rAAV z komorek jest proces dezintegracji btony komorkowe;j
(liza). W tym celu komorki pozbawiono pozywki DMEM i zeskrobano sterylng szpatutka
Z szalek z dodatkiem cieptego 1x PBS, utrzymanego w temp. 37°C (ang. Phosphatase buffered
saline, BioShop, nr kat. L0615), a nastgpnie przeniesiono osad komoérkowy do falkonu
0 objetosci 50 ml (osad komoérkowy z 5 szalek/falkon) i odwirowano (8 min, 1000 rpm).
Nastepnie wyizolowany osad komoérkowy potraktowano buforem do lizy (25ml/falkon),
ktorego sktad przedstawiono w tabeli. Nastgpnie pipetowano do momentu uzyskania

homogenicznego roztworu i dodano do kazdego falkonu benzonazg (50U/ml, Sigma Aldrich,
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E1014-25KU) oraz 10% roztwoér deoksycholanu sodu (0,5% (obj./ obj), Sigma Aldrich, nr kat.
D6750). Uprzednio jednorodne lizaty poddano 30-minutowej inkubacji w tazni wodnej,
w temp. 37°C anastepnie odwirowano lizat komoérkowy od supernatantu zawierajacego
czasteczki rAAV (20 min, 3000 xg). Drugim etapem byt proces oczyszczania supernatantu
Z pozostatosci komorkowych poprzez manualng trojstopniowg filtracje roztworu przy uzyciu
strzykawki 50 ml i filtrow o zmniejszajacej si¢ $rednicy poréw (0,8 um, 0,45 um, 0,22 pm,
Roth, nr kat. P820.1, KH55.1, KH54.1). W trzecim etapie, oczyszczony roztwor wirusowy
przepuszczono przez uprzednio zneutralizowang buforem do lizy (10ml) kolumne
chromatograficzng ze zlozem skladajagcym si¢ z heparyny o zdolnos$ciach wigzacych si¢
z serotypem 2 czasteczek AAV (HiTrap Heparin HP 1ml, GE Healtcare, nr kat. 17-0406-01).
Przeplyw plynu przez kolumne byt napedzany przy uzyciu pompy perystaltyczne;j.
Po przeptynieciu  ok. 45-50 ml roztworu z czgsteczkami AAV przez kolumng
chromatograficzng i zwigzania biatka kapsydu z heparyna, nastepowal etap przeplukiwania
kolumny roztworami o rosngcym stezeniu soli (roztwory nr. 2-7 opisane w tabeli ponizej
[Tabela 5]). Roztwory od numeru 5 do 7 posiadaty odpowiednie stezenie do elucji czgsteczek
AAV. Ostatnim etapem bylo zaggszczenie eluatu przy uzyciu kolumn przeznaczonych do
filtracji membranowej (Amicon Ultra-4, Millipore, nr kat. UFC805024) i kilkukrotnym
odwirowaniu (2min, 3000 xg) momentu uzyskania 50ul. Eluat rozpipetowano po 3-4ul do mini
probowek PCR iprzechowywano w -80°C. W takiej formie odpowiednio rozcienczony

roztworem soli fizjologicznej byt wykorzystywany do iniekcji stereotaktycznych.

Tabela 5. Sklad roztworow przeznaczonych do izolacji AAV z kolumny heparynowe;j.

Numer roztworu Przeznaczenie
1 roztwor lizujacy: 150 mM NaCL, 20 mM TRIS
2 roztwor ptuczacy: 100 mM NaCL, 20 mM TRIS
3 roztwor ptuczacy: 200 mM NaCL, 20 mM TRIS
4 roztwor ptuczacy: 300 mM NaCL, 20 mM TRIS
5 roztwor do elucji: 400 mM NaCL, 20 mM TRIS
6 roztwor do elucji: 450 mM NaCL, 20 mM TRIS
7 roztwor do elucji: 500 mM NaCL, 20 mM TRIS
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3.4.6. Oznaczenie miana wektorow AAV za pomoc3 iloSciowej reakcji
PCR w czasie rzeczywistym

W koncowym etapie, pobrano 1ul eluatu wirusowego, ktory zostat wykorzystany do oceny
ilosciowej czasteczek AAV przy wykorzystaniu techniki PCR w czasie rzeczywistym (z
ang, real time PCR/ quantitive PCR) (Tabela 6). Oszacowanie miana AAV odbylo si¢ w oparciu
o krzywa standardowa sporzadzong poprzez kolejne rozcienczenia plazmidu referencyjnego
(wykorzystanego do produkcji) metodg kolejnych rozcienczen dziesigciokrotnych. Kazdy
punkt z krzywej reprezentowatl $cisle okreslong liczbe czasteczek, ktora zostala ustalona

w oparciu 0 wielko$¢ 1 stezenie plazmidowego DNA przy pomocy kalkulatora on-line:

http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html. W obliczeniach uwzgledniono, ze czasteczka wektora
wirusowego sktada si¢ z jednej nici DNA (ssDNA) w przeciwienstwie do dwuniciowego
plazmidu referencyjnego (dsDNA). Miano zostalo oszacowane w wyniku usrednienia
otrzymanych warto$ci przeliczonych z trzech przygotowanych rozcienczen eluatu wirusowego
(1:100, 1:1000, 1:10000). Reakcje kazdorazowo przygotowano na ptytce 96-dotkowej (Applied
Biosystems), ktorg wirowano (2 min, 2000rpm, 4°C) przed przystapieniem do umieszczenia
W aparacie StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems) 1 rozpoczecia reakceji
amplifikacji.

Tabela 6. Warunki reakcji qPCR oraz sklad mieszaniny reakcyjnej

Temperatura  Czas Trwania Liczba

Etap .
[°C] Etapu [mm:ss] Cykli
1.wstepna denaturacja 50 02:00
1
2. wstepna denaturacja 95 05:00
3.denaturacja 95 00:20
3.przytaczanie starteréw 60 00:40 40
3.elongacja 72 01:00
4.dysocjacja i generowanie
Y J ) - : 95 00:15 1
krzywej topnienia
4.dysocjacja i generowanie
Y J ) - : 60 01:00 1
krzywej topnienia
4.dysocjacja i generowanie
Y J ) L . 95 00:15 1
krzywej topnienia
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Skladniki mieszaniny
Lo Objetos¢ w reakcji

reakcyjnej

SYBRGreen Master Mix 10 pl

10 uM starter F WPRE 1ul

10 uM starter F WPRE 1l

Woda dejonizowana 7 ul

Matrycowe DNA 1ul

Objetos¢ koncowa 20 ul
3.5. METODY INDUKCJI MUTACJI BADANEGO GENU
3.5.1. Indukcja mutacji za pomocg srodka farmakologicznego

Tamoksyfen

Celem wywotania mutacji u zwierzat transgenicznych z indukowalnym systemem Cre/loxP
zwierzeta poddano 5-dniowemu schematowi dootrzewnowego podawania tamoksyfenu (Sigma
Aldrich, nr kat. T5648), w dawkach aplikowanych dwa razy dziennie w odstepach okoto 10
godzin. Roztwor tamoksyfenu (10 mg/ml) przygotowywano poprzez rozpuszczenie substancji
w 100 pl 99,8% etanolu (Polskie Odczynniki Chemiczne), a nast¢pnie dodanie 900 ul oleju
stonecznikowego (Sigma Aldrich). Mieszaning przechowywano w lodowce, w temperaturze

4°C, a przed kazdym uzyciem ogrzewano do temperatury pokojowe;.

3.5.2. Indukcja mutacji za pomoca wektorow wirusowych AAV

Wektory wirusowe AAV wprowadzano do mézgu zwierzat doswiadczalnych za pomocag
aparatu do podan stereotaktycznych (Stoelting) i szklanej kapilary (Blaubrand intraMark,
nr kat. 7087-07). Rekombinowane wektory wprowadzano w roztworze NaCl do obu potkul

hipokampa (Lowery i Majewska, 2010).

Przed rozpoczgciem procedury zwierzeta poddano anestezji poprzez dootrzewnowe
podanie mieszaniny ketaminy (Ketamidor, 65 mg/kg) i wodorotlenku medetomidyny (Cepetor,
0.9 mg/kg). Dodatkowo podano podskornie $rodek znieczulajacy butorfanol winianu,
(Butamidor, 3,3mg/kg) oraz $rodek przeciwzapalny kwas tolfenamowy (Tolfedine, 2.0 mg/kg)
I ostonowo antybiotyk enrofloksacyna (Baytril, 2,5 mg.kg). Po weryfikacji braku odruchow
I reakcji bolowych, siers¢ z okolicy glowy zostata ogolona a zwierze¢ umieszczono w aparacie

stereotaktycznym. Skore zdezynfekowano roztworem jodyny i miejscowo znieczulonO
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lidokaing (Polfa). Oczy zabezpieczono przed wyschnigciem mascig Vita-Pos (Ursapharm).
Po wykonaniu nacigcia skory gtowy i odstonigciu czaszki za pomoca wiertta dentystycznego
(JOTA AG, glowica 006) wywiercono sze$¢ otwordOw w czaszce (po trzy na kazda poétkule),
zgodnie z koordynatami ustalonymi na podstawie atlasu mozgu (Allen Brain Atlas)
oraz punktow odniesienia na czaszce (Bregma i Lambda). Srednica otworéw wynosita ok 1mm.
Przygotowang na wyciagarce do minipipet (Sutter P-87) szklang kapilar¢ wprowadzono
do hipokampa w dziesieciu miejscach (5 iniekcji na potkule). W kazdym miejscu wstrzyknieto
okoto 125 nl roztworu rAAV. Po kazdym podaniu kapilare pozostawiono na 10 minut w celu
uniknigcia cofnigcia roztworu, a nastgpnie ostroznie jg usuni¢to i kontynuowano procedure
dla kolejnych otworéow. Dokladne koordynaty wstrzyknig¢ zostaly ustalone na podstawie
pilotazowych badan przeprowadzonych na osobnej grupie zwierzat (Rycina 9) i zawarte
w tabeli ponizej (Tabela 7). Powyzsza procedura zapewnita precyzyjne i powtarzalne

dostarczenie wektoréw wirusowych do wyznaczonych struktur hipokampa.

Tabela 7. Koordynaty iniekcji stereotaktycznych do hipokampa i zakretu zebatego

Plaszczyzna (Mm)
Region Przod/Tyt (AP)* Lewo/Prawo Brzuszna/Grzbietowa (DV)
DG -1,46 +0,56 -1,90
CAl -1,46 +0,56 -1,54
dCAl/CA2 -2,06 +2,25 -1,59
posterior dCA1/vCA3 -2,80 +2.70 -1,60; -3,70

*mierzone od bregmy, AP- anterior/posterior, ML-medio lateral, DV- dorsal/ventral
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Rycina 9. Wybrane koordynaty na podstawie atlasu mézgu (Allen Brain Atlas)

Pilotazowa dwustronna iniekcja AAV-CaMKIlIa-Cre do hipokampa i DG (A) oraz jednostronna iniekcja
kontrolnego AAV-CaMKlla-eYFP do hipokampa i DG (B).

W trakcie zabiegu zwierzetom wstrzyknieto podskornie roztwér podgrzanej do 37°C soli
fizjologicznej, w celu uniknigcia odwodnienia i wychtodzenia zwierzat podczas operacji
stereotaktycznej. Po operacji zatlozono wchtanialne szwy chirurgiczne Safil 4/0 (B. Barun,
nr kat. C1048029) oraz ponownie podano na ran¢ lidokaing. Nastepnie, zwierzeta zostaly
wybudzone z uspienia poprzez dootrzewnowe podanie chlorowodorku atypamezolu (Revertor,
0,5-1 mg/kg), substancji znoszacej dziatanie wodorotlenku medetomidyny. Po zabiegu, klatki,

w ktorych wybudzaty si¢ pojedynczo trzymane myszy byty ustawione na plytce grzewcze;.

3.6. FENOTYPOWANIE BEHAWIORALNE ZWIERZAT

Wszystkie testy behawioralne (z wyjatkiem IntelliCage oraz analizy budowania gniazda)
byly rejestrowane przy uzyciu kamery (Basler AG) zawieszonej nad aparaturg w taki sposob,
aby byla niewidoczna dla zwierzat. Obserwator i sprz¢t do nagrywania znajdowali si¢
w osobnym pomieszczeniu, co minimalizowalo potencjalne czynniki zaktocajace wyniki

eksperymentow.
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3.6.1. Testy funkcji poznawczych — uczenie si¢ i pamie¢ w InteliCage
Przed wilasciwag seria doswiadczen zwierzeta laboratoryjne poddane zostaly testom
sensomotorycznym  majace na celu  wyselekcjonowanie  zwierzat  zdrowych
oraz wyeliminowanie z dos$wiadczenia myszy 2z wrodzonymi nieprawidlowosciami
zwigzanymi z brakiem wechu, wzroku lub zaburzeniami motorycznymi. Nastepnie, 2 tygodnie
przed rozpoczeciem serii testow w IntelliCage zwierzeta przyzwyczajono do odwroconego
cyklu dobowego panujacego w pokoju z klatkami IntelliCage. 3 dni przed rozpoczeciem, myszy
zostaly u$pione wziewnie za pomocg izOfluranu, a nastgpnie wprowadzono pod skore
na grzbiecie mikrotransponder (11.5 mm dlugos¢, 2.2 mm $rednica; Trovan, ID-100).
Wszczepiane podskornie transpondery RFID stuzyly indywidualnemu rozpoznaniu zwierzat
w grupie. Unikalny numer myszy jest mozliwy do odczytania za pomocg podrgcznego
skanujacego czytnika oraz sensorow zamontowanych w rogach klatki, przesytajacych dane
do komputera. Bez microchipéw nie jest mozliwa analiza podstawowych parametroéw, takich
jak pomiar ilo$ci pobranej wody, liczba wizyt w rogach oraz ilo§¢ dotkni¢¢ drzwi przy uzyciu

nosa (ang. nosepoke).

W projekcie wykorzystano proste i ztozone testy mierzace funkcje poznawcze u myszy.
Prosta adaptacja do klatki (ang. simple adaptation, w skrécie SA) oraz uczenia zwierzat
do otwierania drzwi za pomocg nosa (ang. nosepoke adaptation, w skrocie NPA) sa etapami
poprzedzajacymi, kazdy test kognitywny. Swobodna eksploracja klatki podczas SA (2-3 dni),
umozliwia zbieranie danych o aktywnosci kazdego zwierzecia, liczbie i1 czgstotliwosci
odwiedzanych rogéow z woda, do ktérych myszy majg swobodny dostep (wszystkie drzwi
wrogach sg otwarte). System pozwala takze okresli¢ poziom neofobii na nowe
srodowisko. Podczas fazy NPA (3-6 dni) mozna byto zaobserwowac¢ z jakg szybko$cig myszy
uczg si¢ schematu otwierania drzwi poprzez wilozenie nosa w detektor, by uzyska¢ dostep
do butelki z zwykta woda / 10% roztworem sacharozy. Gdy w butelkach umieszczonych
W rogach znajdowala si¢ roztwor sacharozy, to wowczas zwykla woda byla dostgpna
ad libitum, w gornej czesci klatki. Kluczowym kryterium byto nauczenie zwierzat schematu
picia w rezimie 7 sekundowego otwierania si¢ drzwi po wlozeniu nosa w detektor
oraz wychodzenia z rogdw w celu ponownego otworzenia drzwi i napicia si¢ w niezmiennym
schemacie. Nastepnie, myszy byly gotowe na wprowadzenie testow sprawdzajacych poziom
uczenia si¢ 1 pamigci przestrzennej, opartych na warunkowaniu instrumentalnym
Z pozytywnym wzmocnieniem jakim jest uprzednio uzyty w fazie NPA 10% roztwor

sacharozy.
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Do grupy prostych testow zaliczal si¢ takze test preferencji miejsca (ang. place learning
preference, w skrocie PL) oraz test odwroconej preferencji miejsca (ang. reversal place
preference learning, w skrocie revPL). W zadaniu PL myszy musialy znalez¢ i nauczy¢ si¢
pozycji jednego rogu, w ktorym picie byto mozliwe (4-5 dni). Kazda mysz miata indywidualnie
dobrany rég, na podstawie kryterium o najnizszym procencie odwiedzin w czasie ostatniej doby
NPA. W kolejnym tescie revPL (4-5 dni), prawidlowy rég ponownie ulegal zamianie
na najmniej preferowany przez dang mysz w ciggu ostatniej doby w tescie PL. Uczenie si¢
pozycji rogu definiowano jako zdolnos¢ do uczenia si¢ przestrzennego nowej lokalizacji
nagrody 1 wygaszania pami¢ci stare] lokalizacji. Krzywa uczenia si¢ przedstawiono
jako dzienny stosunek liczby wizyt zakonczonych dotknigciem drzwi za pomocg nosa
W zdefiniowanym rogu jako prawidlowy do wszystkich wizyt zakonczonych dotknigciem
drzwi za pomocg nosa, wykonanych w fazie aktywnej zwierzat. Schemat otwierania si¢ drzwi

na 7 sekund jest niezmienny dla kazdego testu przeprowadzonego w IntelliCage.

Aby zaobserwowaé kinetyke uczenia si¢ myszy w bardziej dynamicznym $rodowisku,
zaprojektowano ztozony test uczenia si¢ w oparciu o istniejacy test patrolowania. Podobnie jak
w przypadku PL i revPL, zwierzgta najpierw zaczynaly od etapéw adaptacji do Klatki - SA
i NPA. Podczas fazy NPA, 10% roztwor sacharozy zostat zastapiony zwykta wodg a dodatkowe
butelki znajdujace si¢ w gornej czesci klatki zostaty usunigte. W ten sposob jedynym zrodiem
wody byly butelki znajdujgce si¢ w naroznikach klatki, do ktérych dostep byt ograniczony
W czasie testow patrolowania. Analizowano szybkos$¢ uczenia si¢ poprzez zapamigtywanie
wzorca dostgpnosci poprawnych rogow, ktorych pozycja zmieniala si¢ zgodnie z ruchem
wskazowek zegara (ang. clockwise, w skrocie test CW), za kazdym razem po napiciu si¢ myszy
we wlasciwym rogu. Dostep do wody rozpoczyna si¢ dla wszystkich myszy od 1 naroznika
zgodnie ze schematem (1>2>3>4>1). Stopief przyswojenia wiedzy przez zwierzeta byt rézny
i po krotkim czasie kazda mysz odwiedza rogi wedlug witasnego schematu. Po 10 dniach
sekwencja rogéw zmienia si¢ na przeciwng do ruchu wskazoéwek zegara (ang. counter
clockwise, w skrocie test CCW), a myszy muszg zapomnie¢ o starym wzorcu i przyswoic¢ sobie
nowy w ciggu 7 dni. Test CCW mierzy elastyczno$é poznawcza (ang. cognitive flexibility)
i zdolno$¢ dostosowania zachowania do nowej sytuacji, w tym wypadku nowego wzorca.
Przez caly czas CW 1 CCW, gdy mysz wchodzi do naroznikow z dostgpem do wody (bodziec
bezwarunkowy, ang unconditioned stimulus, US), miejscu nagradzania towarzyszy za kazdym
razem przewodnik $wietlny (bodziec warunkowy, ang. conditioned stimulus, CS). W obu

testach policzono odpowiedzi prawidtowe, nieprawidtowe i neutralne. Prawidtowe odpowiedzi
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obejmuja wszystkie wizyty zakonczone wlozeniem nosa w sensor w prawidtowym narozniku
(z piciem lub bez), podczas gdy nieprawidlowe zachowania obejmuja wszystkie wizyty
zakonczone wlozeniem nosa w sensor w naroznikach innych niz aktualnie nagradzany
I poprzednio nagrodzony Z Kkolei odpowiedzi neutralne Kklasyfikuja pierwsza zakonczong
wizyte w narozniku poprzednio nagradzanym. Kolejne wizyty w poprzednio nagrodzonym
narozniku s3 liczone jako odpowiedzi nieprawidtowe. Neutralne wizyty nie sg liczone
jako zdarzenia powodujace straty, poniewaz myszy majg tendencj¢ do powrotu i sprawdzania,
czy nadal mozna pi¢ z ostatniego dostgpnego miejsca. Wynik uczenia si¢ zostal przedstawiony
jako stosunek frakcji poprawnych wizyt zakonczonych wtozeniem nosa w sensor do wszystkich
wizyt zakonczonych wtozeniem nosa w sensor (z wytaczeniem wizyt neutralnych), pokazany

jako procent dla kazdego dnia.

3.6.2. Badanie zachowan eksploracyjnych — test otwartego pola

Test otwartego pola jest standardowym testem behawioralnym mierzagcym aktywno$¢
lokomotoryczng oraz reakcje emocjonalne gryzonia w konfrontacji z otwartg przestrzenig
I oswietleniem. Z natury myszy majg tendencje do unikania otwartej przestrzeni i chowania si¢
w zacienionych miejscach. Kazda mysz byla umieszczona na S$rodkowej czesci szarej,
kwadratowej areny o wymiarach 40 x 40 cm i nagrywana przez 15 min (Rycina 10). Po kazdej
sesji podtoge aparatu czyszczono 70% roztworem etanolu. Kamere wraz z lampg o$wietlajaca
centralng cze$¢ pudetka umieszczono nad areng. Do analizy uwzgl¢dniono zmienne takie
jak predkos¢ poruszania si¢ zwierzecia, dystans przebyty w ciggu trwania testu, catkowity czas
spedzony w centralnej oraz peryferyjnej czesci pudta (strefa tigmotaksji). Nagrania
przeanalizowano przy uzyciu automatycznego systemu EthoVision (wersja XT14, Noldus)
do wideotrackingu. Aktywnos$¢ w otwartym i zamknigtym ramieniu liczona w jednostce czasu
(czas trwania liczony w sekundach) za pomocg automatycznego systemu $ledzenia EthoVision
(wersja XT14, Noldus). Zostala natozona manualna korekta w punktach czasowych

nie wychwytywana przez system i nie rozpoznajaca ruchu zwierzecia.
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40 cm

40 cm 40 cm

Rycina 10. Schemat aparatu testu otwartego pola

Wymiary aparatu uzytego w tescie (A). Widok z kamery zawieszonej nad sprzgtem oraz trajektoria przebytej trasy
przez przyktadowa mysz w czasie 15 minutowe;j sesji (B).

3.6.3. Badanie zachowan emocjonalnych zwigzanych z odczuciem leku
— test wzniesionego labiryntu krzyzowego

Test wzniesionego labiryntu krzyzowego (ang. Elevated Plus Maze, w skrocie EPM) zostat
zaprojektowany do neurobiologicznych badan leku u gryzoni w warunkach laboratoryjnych.
Podobnie jak test ,,otwartego pola” mierzy spontaniczne wzorce zachowan zwierzat w nowym
srodowisku 1 reakcje emocjonalne w odpowiedzi na konfrontacje z otwarta przestrzenig
znajdujaCych si¢ na podwyzszeniu. Szary labirynt umieszczono 50 cm nad podtoga. Sktada si¢
on ze skrzyzowanych ramion, w tym z dwoch przeciwlegtych otwartych ramion i dwdch
przeciwleglych ramion o tej samej wielkoSci ostonigtymi $cianami), rozpoznawanych
przez gryzonie jako bezpieczne schronienie (Rycina 11). Na poczatku kazdego testu, myszy
umieszczono pojedynczo w czgsci centralnej, pomigedzy ramionami i pozwolono na swobodna
eksploracje¢ areny w czasie 5 minut. Po kazdej sesji podloge aparatu czyszczono 70%
roztworem etanolu. Reakcje zwierzecia zarejestrowane przez kamer¢ umieszczong ponad
labiryntem. Do analizy uwzgledniono zmienne takie jak: catkowity czas spedzony w dwoch
réznych srodowiskach takich jak ramiona o$wietlone (strefa otwarta) oraz ramiona zacienione
(strefa zamknigta). Dodatkowo uwzgledniono parametry jak: czas eksploracji w strefie
centralnej oraz liczb¢ wychylen glowy poza strefe centralng oraz w strefie otwartych ramion.
Nagrania przeanalizowano przy uzyciu automatycznego systemu EthoVision (wersja XT14,

Noldus, Holandia) do wideo trackingu. Na podstawie czasu spedzonego w ramionach
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zamknigtych do czasu spedzonego w ramionach otwartych, okreslono stan zwierzecia, poziom
leku wywolany wysokoscig i otwarta przestrzenig. Podczas 5-minutowej sesji mierzono
stosunek czasu spgdzonego w otwartych ramionach do czasu spedzonego w zamknigtych

ramionach i obszarze centralnym i przedstawionego jako ich stosunek.

B

A

Rycina 11. Schemat aparatu testu wzniesionego labiryntu krzyzowego

Wymiary aparatu uzytego w tescie (A). Widok z kamery zawieszonej nad sprzetem oraz trajektoria trasy przebytej
przebytej przez przyktadowego osobnika w czasie 5 minutowej sesji (B).

3.6.4. Test budowania gniazda

Test budowania gniazda jest szeroko stosowanym testem behawioralnym, ktory mierzy
wrodzong lub wyuczong zdolno$¢ do budowania gniazda, co jest kluczowym zachowaniem
przetrwania u tych zwierzat. Test ten jest czgsto uzywany jako wskaznik: chorob
neurodegeneracyjnych, neurorozwojowych np. spektrum autyzmu ASD, zmian w zachowaniu
i aktywnosci oraz do szacowania stopnia zaburzen pracy mézgu u mutantow z modyfikacjami
genetycznymi. Eksperyment rozpoczynat si¢ od zmiany klatki z czystym nowym podlozem
przed rozpoczgciem fazy aktywnej. Kazda mysz otrzymala jednakowa ilo$¢ materiatu
do budowy (2 bawetniane bibulki i pocigte chusteczki o tacznej wadze 3g). Materiat zostaty
rozproszony po catej powierzchni podlogi klatki. Dodatkowo dla wzbogacenia Srodowiska,
kazdy osobnik otrzymata drewniang serpentyng¢ w ksztalcie cylindra. Ocen¢ wizualng
przeprowadzono po 6 i 24 godzinach (w 6 tygodniu) i dodatkowo po 48h (w 15 tygodniu),
za pomocg zdje¢ i 5-stopniowej skali opisujacej postep w budowaniu gniazda (Rycina 12)
(Deacon, 2006).

Skala pomiaru:
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Materiatl nietknigty >90%
Materiatl nietkniety w 50-90%
Material poszatkowany i skumulowany, natomiast brak zidentyfikowanego gniazda

Zidentyfikowane ptaskie gniazdo

o > w e

Zidentyfikowane wypukte gniazdo o ksztalcie krateru

Rycina 12. Test budowania gniazda

Przyktadowe zdjecia doswiadczenia przedstawiajace poziomy budowania gniazda w zastosowanej 5-stopniowej
skali, gdzie 1 oznacza 90% materiatu nietknigtego, a 5 gniazdo wypukte o ksztatcie krateru.

3.6.5. Test socjalny i nowosci spolecznej (pamie¢¢ spoleczna)

Test trojkomorowy (ang. three-chamber paradigm, social approach test) jest testem
stosowanym do oceny spotecznych funkcji poznawczych (ang. social cognition)
oraz wykrywania aspotecznych zachowan zwigzanych z roéznymi typami zaburzen
neurologicznych, w szczegdlnos$ci w oszacowaniu spektrum autystycznego u zwierzat (ASD).
Zadania preferencji spolecznych i rozpoznawania (ang. recognition memory) 0cCeniano
w trojkomorowym aparacie (Rycina 13) podczas trzech sesji: habituacji, testu socjalnego
(ang. sociability test) i testu nowosci spotecznej (ang. social novelty test, social recognition
test), przeprowadzanych w ciggu 3 kolejnych dni. Aparat podzielony jest na 3 réwne areny,
przedzielone przegroda, w ktorej znajduje si¢ wejsScie umozliwiajace zwierzeciu swobodne
przejscie z jednego pomieszczenia do drugiego. Dos§wiadczenie zostalo wykonane przy uzyciu
lamp na podczerwien. Kazda proba trwata 10 minut, w czasie ktérych mysz mogta swobodnie
eksplorowaé wszystkie strefy aparatu. W tym czasie zachowanie zwierzecia jest nagrywane
przez kamer¢ znajdujaca si¢ nad pudetkiem. Po kazdej sesji podloge areny oraz $ciany
czyszczono 70% roztworem etanolu. Na samym poczatku zwierzeta z grupy eksperymentalnej

i kontrolnej byly izolowane minimum 7 dni, pozostawione pojedynczo w klatce domowe;.
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Roéwnoczesnie, w ciggu 7 dni zwierzeta typu ‘dzikiego’ pelnigce funkcje demonstratorow
sg przyuczane do pozostawiania pod cylindrem ($rednica nie mniejsza niz 10 cm) na 20 min.
Przyzwyczajanie do cylindra mialo celu zminimalizowanie zachowania agresywnego
oraz redukownie stresu zwigzanego z przebywaniem w malym zamknigtym pomieszczeniu
W czasie wlasciwego eksperymentu. Cylinder sklada si¢ z siateczki pozwalajacej na kontakt
wechowy, stuchowy i wzrokowy z osobnikami bedacymi w eksperymencie. Po eksperymencie
zwierzeta - demonstratorzy wraclo do swoich klatek domowych 1 trzymane byly w grupie.
Dla kazdej grupy i ptci wykorzystano po 5 demonstratorow w trakcie trwania do$wiadczenia,
ktore byly wykorzystywane w sposob rotacyjny, aby pozwoli¢ im na odpoczynek pomiedzy
sesjami. Jeden demonstrator przypadal na dwie myszy badane (jedna kontrolng i1 jedna
ze zmodyfikowanym genotypem) tej samej pici. Jezeli demonstrator nr 1 byt wykorzystany
w trakcie trwania sesji dla myszy kontrolnej i nastepnie dla myszy eksperymentalnej
nr 1 to nastepnie zostat ponownie wprowadzony na aren¢ dla myszy kontrolnej jak i badanej nr
6. Podczas habituacji myszy z grup analizowanych, przyzwyczajalty si¢ do pustych
pomieszczen i cylindrow (faza aktywnej eksploracji). Nastepnie, podczas sesji socjalizacji,
badane osobniki byty poddawane dziataniu nowej myszy - demonstratora nr. 1 (dopasowanej
pod wzgledem pici, wagi i wieku) umieszczonej pod cylindrem w jednej komorze bocznej
W poréwnaniu z nowym obiektem umieszczonym w przeciwleglej komorze zewngtrzne.
Preferencje w te$cie socjalizacji zostaly zdefiniowane jako naturalne dla gryzoni
zainteresowanie interakcja spoteczng z innym zwierzeciem niz obiektem nieozywionym.
Podczas testu nowosci spotecznej, badane osobniki byty poddane dziataniu uprzednio poznane;j
myszy — demonstrator nr.1, ktora znajdowata si¢ w tej samej strefie pudetka, natomiast
uprzednio uzyty obiekt zastepowany byt nowa, nieznang myszg — demonstrator nr. 2. Naturalng
tendencja myszy w teScie nowosci spotecznej jest wykazanie wigkszego zainteresowania
do nowych osobnikéw pojawiajacych si¢ w znanym srodowisku niz do uprzednio poznanych.
W przypadku testu socjalizacji, analizowano catkowity czas bezposredniego kontaktu badanej
myszy z demonstratorem nr 1 oraz z obiektem (wachanie w bliskiej okolicy cylindra).
Natomiast w tescie nowosci spotecznej analizowano catkowity czas bezposredniego kontaktu
z osobnika badanego z demonstratorem nr 1 (znana mysz) oraz z demonstratorem nr 2
i wyrazony W sekundach. Dodatkowo przedstawiono wskaznik socjalnosci i nowosci

spotecznej wedtug wzoru:

Ts;u}leczne niespoleczne

Ts;nﬁeczn& + Eﬁm}x}lecznﬁ

Indeks socjalnosci —
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gdzie:
Tspoteczne=czas spgdzony na interakcji z bodZzcem spotecznym (np. innym zwierzeciem)

Thiespoteczne=czas spedzony na interakcji z bodzcem niespolecznym (np. obiektem

lub pustym obszarem)

T]:mwa ZIAJOTIE

Tm_'rwa + Tmajnma

Wskaznik nowosci spolecznej =

gdzie:

Thowa =czas spedzony na interakcji z nowym bodzcem spolecznym (np. nowym

zwierzeciem).

Tznajoma=czas spedzony na interakcji ze znajomym bodzcem spotecznym (np. znanym

zwierzeciem).

Nagrania przeanalizowano przy uzyciu funkcji manualnego wideotrackingu

w oprogramowaniu EthoVision (wersja XT14, Noldus, Holandia).

30 cm

-~

43cm 62cm

Rycina 13. Schemat aparatu do testu trojkomorowego

Wymiary aparatu uzytego w tescie (A). Widok z kamery zawieszonej nad sprzetem oraz trajektoria przebytej
przez przyktadowego osobnika podczas 10 minutowej sesji (B).
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3.6.6. Wokalizacji ultradzwi¢kowa (USV) indukowana interakcja
socjalna

Test interakcji spotecznych (ang. social interaction test, w skrocie SIT) i1 nagrania
wokalizacji ultradzwickowej przeprowadzono w przezroczystej klatce (21,5 cm x 16,5 cm),
ktora zostata umieszczona w wigkszym szarym pudetku (62 cm x 43 cm x 30 cm)
Z 4 mikrofonami (jeden na $cianke pudetka) umieszczonymi 21 cm nad podtoga (Rycina 14).
Zwierzeta nagrano w ich fazie aktywnej, w pomieszczeniu z wytaczonym oswietleniem (lampa
na podczerwien), aby zapewni¢ mozliwie naturalne warunki sprzyjajace wokalizacji w wyniku
minimalizacji lgku zwigzanego z nowymi os$wietlonymi przestrzeniami (arena pudetka).
Ze wzgledu na charakter eksperymentu i brak narzedzi umozliwiajacych lateralizacje dzwieku
1 przyporzadkowanie wzoru wokalizacji dla kazdego osobnika z pary, podjeto decyzje
0 modyfikacji protokolu. W eksperymencie nie uzyto zwierzat-demonstratoréw tak zwanych
intruzow, ani klatek domowych rezydentéw. Podczas jednego nagrania losowo sparowano dwie
myszy tej samej plci oraz identycznym genotypie (zestawienie mutant-mutant vs kontrola-
kontrola), aby tatwiej mozna byto odrozni¢ wzor wokalizacji pod wzgledem genotypu.
Przed eksperymentem myszy byly izolowane minimum 3 tygodnie. Dla kazdej pary zostata

uzyta nowa, czysta klatka przetarta 70% roztworem etanolu.
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Rycina 14. Schemat aparatu uzytego podczas testu SIT polaczonego z nagrywaniem USV

Przed wlasciwym testem kazda mysz z pary miata mozliwos¢ eksploracji nowej areny
przez 5 minut. Nast¢pnie, obie myszy z pary wlozono roéwnoczes$nie do pudetka w celu nagrania
zachowan socjalnych w neutralnym dla nich srodowisku. Przeanalizowano pierwsze 8§ minut
interakcji spotecznych dla kazdej myszy z pary za pomocg funkcji manualnego videotrakingu
w oprogramowaniu EthoVision (wersja XT14, Noldus, Holandia). Do analizy uwzgledniono
zmienne takie jak: catkowitg liczbe i czas trwania zachowan spotecznych oraz eksploracyjnych.
Interakcje spoteczne definiowano jako wszystkie zachowania afiliacyjne obserwowane
w bliskim kontakcie (interakcje nos-nos, nos-ciato, obwachiwanie obszaru anogenitalnego,
petzanie pod 1 nad osobnikiem, wzajemna pielggnacja), zachowania dominujace
takie jak $ledzenie (podazanie za osobnikiem z jednoczesnym obwachiwaniem obszaru
anogenitalnego, (ang fallowing), czy proba zdominowania drugiego osobnika poprzez skakanie
badz przytrzymywanie tulowia partnera i podgryzanie (ang. mounting behavior). Do zachowan
eksploracyjnych zaliczono kopanie w podtozu (ang. digging) oraz stojki definiowane jako
podnoszenie si¢ myszy na tylnych tapkach do pozycji pionowej z mozliwoscig podparcia
przednich tapek o $ciang klatki (ang. rearing). Sprawdzono takze ilo$¢ wystepujacych epizodow

czyszczenia futerka (ang. self-grooming).
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Myszy do komunikacji socjalnej postuguja si¢ ultradzwickami w zakresie czgstotliwosci
pomigdzy 30-110 kHz (Holy and Guo, 2005). W literaturze wokalizacje ultradzwickowe moga
by¢ klasyfikowane na ponad 10 r6znych kategorii. Najczesciej wybierane czynniki to podziat
wokalizacji ze wzgledu na czgstotliwosc i czas trwania dzwigkow oraz ksztalt spektrogramow
(Rycina 15 i Rycina 16). Wokalizacje ultradzwigkowe byly rejestrowane przez 20 min przy
uzyciu UltraSoundGate Condenser Microphone CM 16 (Avisoft Bioacoustics, Berlin, Niemcy).
Mikrofon byt czuty na 15 - 180 kHz z ptaska odpowiedzig czgstotliwosciows (6 dB) od 25
do 140 kHz. Podlagczono je do wykonanego na zamowienie wzmacniacza zgodnie
Z nastgpujgcymi parametrami technicznymi: wzmocnienie napigciowe 16 V/V (12 dB),
odpowiedz czestotliwosciowa +0,1 dB, zakres 30 Hz - 10 kHz, impedancja wejsciowa 600Q2.
Zmierzony sygnal byl przetwarzany za pomoca wykonanego na zamoOwienie filtra
antyaliasingowego o czgstotliwosci 120 kHz. Przefiltrowane dzwigki przesytane byty do plytki
akwizycji danych PCI-703-16A (Eagle Technology, USA). Plyta byta 14-bitowg ptyta wejsé
i wyj$¢ analogowych 400 kHz dla systemoéw opartych na PCI. Zarejestrowane dane

analizowano za pomocg wykonanego na zamdwienie oprogramowania Ratrec PRO 7.0.
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Rycina 15. Struktura wokalizacji ultradzwi¢kowych u myszy

Spektrogram przedstawiajacy przyktadowe 4 sekwencje wokalizacji ultradzwigkowych u 4-dniowych oseskow
(A). Obraz pokazujacy przyblizona sekwencj¢ i interwaly pomiedzy dzwigkami (B). Kategorie ultradzwigkow
zaobserwowanych u gryzoni (C). Na potrzeby naszej analizy na zielono zaznaczone typy dzwickow,
ktore sklasyfikowano do kategorii ‘krotkich’, na zotto epizody skategoryzowane jako ‘kompleksowe’
oraz epizody kompozytowe zaznaczone w fioletowej ramce. Zmienne akustyczne wykorzystywane do okreslenia
struktury akustycznej kazdego, zaobserwowanego epizodu tj. czas trwania, czgstotliwos¢ poczatkowa epizodu
(PF Start) i koncowa (PF End), maksymalny (PF Max) i minimalny (PF Min) zakres czestotliwosci dla jednego
epizodu (D) (na podstawie Elodie i wsp., 2013).

Zmierzono typ 1 liczbe dzwigkow, dtugos¢ trwania, czgstotliwos$¢ oraz amplituda dzwigku.
Wszystkie sygnaly dzwigkowe poddawano transformacji Fouriera w 1024-probkowym
ruchomym oknie Hamminga i wys$wietlano w postaci spektrogramow (Rycina 16).
Kazdy sygnal zostal recznie oznaczony 1 nastgpnie przeprowadzono analiz¢ danych
w oprogramowaniu R (w. 4.1.2) oraz RatRec Pro (w. 7.5). Do analizy uwzgledniono zmienne
takie jak: liczba wokalizacji ultradzwigkowych, typy epizodow sklasyfikowane wedlug

struktury na trzy kategorie: epizody krotkie (ang. short, jednosktadnikowe o czasie trwania
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<100ms), epizody ztozone (ang. complex, dtugie pojedyncze dzwigki o czasie trwania >100ms,
przypominajace w ksztalcie liter¢ U lub odwrocong litere U i epizody kompozytowe
(ang. composite, krotkie i dlugie dzwigki ukladajace si¢ w zlozone wzory, o roznej
czestotliwoscei powyzej 20kHz). Dodatkowo zmierzono parametry takie jak: entropia spektralna
dzwiekow (stopien nieuporzadkowania dzwickow) i DTW mierzacy podobienstwo dzwickow

znajdujacych si¢ w bliskiej odlegtosci od siebie.
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Rycina 16. Przykladowy fragment spektrogramu z zaznaczonymi epizodami USV

Dzwigki krotkie, nagrane podczas socjalnej interakcji pomigdzy kontrolami (gorny spektrogram) oraz dzwigki
ztozone nagrane podczas wokalizacji mutantow (dolny spektrogram). W kwadratach zaznaczony pojedyncze
epizody.

3.7. POMIAR AKTYWNOSCI ELEKTROFIZJOLOGICZNEJ NEURONOW
HIPOKAMPA

Skrawki hipokampa przygotowano zgodnie z wczesniej opisanym protokotem (Koza i wsp.,
2019; Ting i wsp., 2014). Zwierzgta zostaly znieczulone izofluranem i poddane perfuzji
wewnatrzsercowej przy uzyciu sztucznego ptynu moézgowo-rdzeniowego ACSF (sktad: 92 mM
NaCl; 2,5 mM KCI; 1 mM NaH2PO4; 1,3 mM MgCI2; 26 mM NaHCO3; 2,5 mM glukozy;
0,5 mM CacCl2) w temperaturze 6 °C, wzbogaconego o 3 mM kwasu kynureninowego i 5 mM
askorbinianu sodu (zmodyfikowany protokot z Ting 1 wsp., 2014) przez 3 minuty. Myszy
zostaly poddane dekapitacji, a mozgi ekstrahowano i1 pocigto w plaszczyznie czotowej
na skrawki o grubosci 250 pm za pomocg wibratomu Leica VT 1200S. Podczas cigcia skrawki

znajdowaly si¢ w specjalistycznej wanience wypetnionej lodowatym roztworem NMDG (135
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mM N-metylo-D-glukamina; 1,2 mM; KH2PO4; 1 mM KCI; 1,5 mM MgCI2; 0,5 mM CaCl2,
20 mM wodoroweglanu choliny; 10 mM D-glukozy) i nadtlenowanego karbogenem
(mieszanina 95% 02 i 5% CO2). Kolejnym etapem byto przeniesienie pocig¢tych skrawkow
mozgu do komory inkubacyjnej wypelnionej roztworem sztucznego pltynu moézgowo-
rdzeniowego ACSF (sktad: 119 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 1 mM NaH2PO4, 1,3 mM MgCI2,
26 mM NaHCO3, 20 mM glukozy, 2,5 mM CaCl2) i inkubowanie przez 12 minut w 31°C,
a nastgpnie przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, skrawki umieszczono
pod mikroskopem w komorze rejestracyjnej ze statym przeptywem roztworu ACSF ogrzanym
do 31°C i wzbogaconym o 50 uM pikrotoksyny (Abcam). Za pomoca harfy do elektrofizjologii
unieruchomiono skrawki i nastepnie zidentyfikowano docelowy obszar CA1 w hipokampie.
Do rejestracji aktywnosci komoérek wykorzystano technike patch-clamp przy uzyciu elektrody
szklanej z borokrzemianu (opor 4-6 MQ) uzywane do rejestracji calokomorkowej. Elektrody
wypetiono roztworem elektrodowym potasowym (120 mM glukonian potasu, 10 mM;
HEPES; 0,4 mM EGTA; 2 mM TEA-CI; 2,5 mM; Na2-ATP; 0,25 mM Na3-GTP; 0,1 mM
CaCl2; osmolarno$¢: 285-290 mOsm, pH = 7,0-7,1). W trakcie procesu monitorowano opor
wejsciowy (z ang. input resistance) i szeregowy (z ang. series resistance). Prady zarejestrowano
przy uzyciu systemu Wavemetrics z wzmacniaczem (ELC-03XS npi) i przy wykorzystaniu
przetwornika anologowo-cyfrowego (InstruTECH/HEKA), przetwarzajac sygnat w 10 kHz
i zastosowanym filtrowaniu przy 2 kHz. Rejestracje prowadzono w trybie ustalonego napigcia
(z ang. current-clamp) przy potencje btonowym ustawianym na -60 mV. Pobudliwos¢
neurondw zostala zarejestrowana z wykorzystaniem potasowego ptynu elektrodowego.
Potencjaty czynno$ciowe zalezne od aktywacji AMPAR wywotywano przez depolaryzacyjne
prady o rosngcych amplitudach (0-600 pA, ze skokiem co 50 pA). Interwal miedzy-
zdarzeniowy potencjalow czynnosciowych (z ang. inter-event interval of action potentials),
amplitude szczytowa, czas trwania potencjatu czynnosciowego przy potowie jego maksymalne;j
amplitudy (half-width), parametr szybkiej hiperpolaryzacji (fAHP, z ang. fast
afterhyperpolarization) drugiego potencjatu czynnosciowego, wywotanego pradem 200 pA
analizowano za pomocg oprogramowania Clampfit. Do pomiaru miniaturowych
postsynaptycznych pradow pobudzajacych (mEPSCs) do roztworu ACSF dodano
tetrodotoksyne w stezeniu 0,5 uM. Nagrania trwajace od 10 do 25 minut zbierano w trybie
ustalonego napigcia (z ang. voltage-clamp), aby zarejestrowaé co najmniej 200 zdarzen
mEPSCs. Amplitude 1 czgstotliwos¢ miniaturowych zdarzen analizowano za pomoca
oprogramowania  Clampfit.  Pomiary elektrofizjologiczne zebrano do  analizy

z fluorescencyjnych neuronéw piramidowych z ekspresja eYFP. Badania elektrofizjologiczne
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powstaty we wspdlpracy z Pracownig Plastycznosci Neuronalnej (Instytut Biologii

Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN).

3.8. BARWIENIE IMMUNOHISTOCHEMICZNE SKRAWKOW MOZGU

Myszy wprowadzono w stan glebokiej narkozy po dootrzewnowym podaniu mieszanki
substancji takich jak ketamina i wodorotlenek medetomidyny. Nastepnie wprowadzono
Morbital (Pentobarbital sodowy 133,3 mg/ml, Pentobarbital 26,7 mg/ml, 1-2 mil/kg)
poprzez dootrzewnows iniekcje. Po sprawdzeniu braku reakcji odruchowych i zatrzymaniu
akcji oddechowej, zwierzeta poddano procedurze utrwalenia tkanek do pdzniejszych barwien
immunohistochemicznych i analiz mikroskopowych. Nacigto klatke piersiowg, w sposob
utatwiajacy tatwy dostep do serca. Do lewej komory serca wprowadzono igle, podiaczong
do systemu wezykéw wypelionych roztworem 1 x PBS (tabletki PBS, BioShop,
nr kat. PBS404.100). Nastepnie przecigto prawy przedsionek serca i wttoczono do krwioobiegu
1 x PBS przy uzyciu pompy perystaltycznej, w celu wyplukania z naczyn krwiono$nych
ptynow ustrojowych. Nastepnie do krwiobiegu wprowadzono 4% roztwor paraformaldehydu
0 pH 7,4 (PFA, Chempur, 114321729). Wyizolowane mozgi przechowywano przez 24h w 4%
paraformaldehydzie. Nastgpnego dnia mozgi zanurzono w 0,04% roztworze paraformaldehydu
i przechowywano w temperaturze 4°C, az do momentu krojenia tkanki mézgowej. Mozgi
pocigto na skrawki poprzeczne o grubosci 50 um na wibratomie Leica VT1000S
W temperaturze pokojowej. Zebrane skrawki mozgu przechowywano w 1 x PBS z dodatkiem

azydku sodu (0,001%, Sigma Aldrich, nr kat. 71289), w temperaturze 4°C.

3.8.1. Znakowanie immunohistochemiczne z uzyciem DAB

Protokét barwienia przy uzyciu 3’3- Diaminobenzydyny DAB (Sigma Aldrich,
nr kat. D4293-50SET) obejmowat dwudniowe czynnosci wykonywane w temperaturze
pokojowej (z wyjatkiem inkubacji z przeciwciatem I-rzgdowym). Pierwszego dnia inkubowano
przez 15 minut wybrane skrawki mozgu w mieszaninie 1xPBS/Metanol/30% H20-, w stosunku
1:1:0,01, w celu zablokowania aktywno$ci endogennych peroksydaz. Nastgpnie skrawki
przeptukano (po 2 x 5 min) w roztworze 1x PBS z dodatkiem 0,1% detergentu — Triton-X-100
(obj./obj.). Na etapie blokowania niespecyficznych miejsc wigzania si¢ przeciwciat, uzyto 5%
surowicy $winskiej NSS/1xTBST (ang. normal swine serum, Vector Laboratories,
nr kat. S4000), w ktorej zanurzono skrawki na 30 minut. Do wykrycia biatka Cre uzyto
I-rzgdowe przeciwciato krolicze (wyprodukowane w Zakltadzie Biologii Molekularnej

Komorki I, DKFZ, Heidelberg), ktore rozcienczono (1:3000) w roztworze 1 x PBST
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z dodatkiem 5% NSS i pozostawiono na kotysce, na nocng inkubacj¢ w 4°C. Do oznakowania
ufosforylowanej pozycji S235/236 kinazy rybosomalnej S6 w uzyto I-rzgdowe przeciwcialo
krolicze (nr kat. #2211; Cell Signaling Technology), ktére rozcienczono w stosunku 1:1000
w 1x PBST z dodatkiem 5% NSS i takze pozostawione na nocng inkubacj¢ w 4°C. Drugiego
dnia ptytki zskrawkami plukano w 1 x PBST (3 x 15min), a nastgpnie inkubowano
Z ll-rzgdowym biotynylowanym przeciwcialem, skierowanym przeciwko antygenom
kroliczym (nr kat. BA-1000, Vector Laboratories), ktore rozcienczono w stosunku 1:400
i inkubowano przez 30 min. Po etapie ptukania w 1 x PBST (3 x Smin), skrawki moézgu
inkubowano przez 30 min w roztworze ABC przygotowanym zgodnie z zaleceniami
producenta (nr kat. PK-4000, Vector Laboratories). Po kolejnym etapie ptukania w roztworze
Ix PBST (1 x5min) i 1X PBS (2 x 5 min) skrawki m6zgu byty gotowe do barwienia przy uzyciu
roztworu DAB. Czas inkubacji dobrano indywidualnie do szybkosci zachodzacej reakcji
barwnej. Reakcje zablokowano poprzez dodanie wody z kranu, a nastgpnie szybkim
Sciggnigciem catego roztworu z dotkdw 1 powtdrnego zalania woda z kranu. Skrawki mozgu
naktadano na szkietka podstawowe (nr kat. 631-0848, SuperFrost Plus, Thermo Scientific)
i pozostawiono do wyschniecia. Po kilku godzinach zatopiono skrawki w Entellan
(nr kat. 107960, Sigma Aldrich) zakrywajac je szkielkiem nakrywkowym (nr kat. B-1220,
Menzel Glaser, Thermo Scientific). Preparaty przechowywano w nieprzepuszczalnym

dla promieni stonecznych pudetku w temperaturze pokojowe;j.

3.9. ANALIZA POZIOMU BIALEK METODA WESTERN BLOT

Myszy wprowadzono w stan glebokiej narkozy po dootrzewnowym podaniu mieszanki
substancji takich jak ketamina i wodorotlenek medetomidyny (zgodnie z opisem
w podrozdziale 3.5.2). Nastepnie zaaplikowano Morbital (Pentobarbital sodowy 133,3 mg/ml,
Pentobarbital 26,7 mg/ml, 1-2 ml/kg) dootrzewnowo. Po potwierdzeniu braku reakcji
odruchowych oraz zatrzymaniu akcji oddechowej, izolowano modzg, ktéry nastgpnie
przeplukano zimnym roztworem PBS. Kazdy wyizolowany moézg zostal re¢cznie
homogenizowany za pomocg homogenizatora w 1 ml buforu RIPA, zawierajacego inhibitory
proteaz w stosunku 1:100 (zgodnie z zaleceniami producenta). Po homogenizacji probki
inkubowano na lodzie przez 15 minut, a nastgpnie wirowano przez 20 minut przy 12 000 rpm
w temperaturze 4°C. Otrzymany nadsacz z natywnymi biatkami przeniesiono do $wiezych
probéwek i zamrozono w -80°C. Przed przystapieniem do analizy, stezenie catkowitego biatka
zostalo zmierzone metoda BCA (kwas bicynchoninowy i siarczan miedzi) z uzyciem

urzadzenia Qubit. Przed przystgpieniem do analizy metoda Western Blot, probki rozmrozono
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I biatka poddano procedurze denaturacji poprzez dodanie 4-krotnie st¢zonego buforu Laemmeli
(240mM Tris-HCL pH 6,8, 6% SDS, 30% glicerol, 0,04% blekit bromofenolowy,
16% B-merkaptoetanol) a nastepnie mieszano przy uzyciu vVortexu i podgrzano przez 5 min w
temp 98°C.

Przygotowane homogenizaty biatkowe o stezeniu 10 ug natozono do kazdej studzienki
w aparacie przeznaczonym do elektroforezy. Do rozdziatu biatlek wykorzystano protokot
i zestaw odczynnikdw od Mini-PROTEAN Tetra Cell. Poczatkowy etap migracji lizatow
nastepuje na 8% zelu akrylamidowym zaggszczajacym (0,1M Tris-HCl pH 6,8, 30%
Akrylamid/Bis-akrylamid, 0,2% TEMED, 0,06% APS) prowadzony przy 80V, okoto 15 min,
a w momencie wejscia lizatow w 12,5% zel akrylamidowy rozdzielajcy (0,5 M Tris-HCL,
ph 8,8, 12,5%, 30% akrylamid/Bis, 0,2% TEMED, 0,06% APS) zwi¢kszono napiecie do 150V.
Rozdziat prowadzono w temperaturze pokojowej przez okoto 1,5h, w buforze do elektroforezy

biatek (25mM Tris, 192 mM glicyny, 01, % SDS).

Poczatkowo przygotowano membrang PVDF (0,45 um, Milipor) i aktywowano
ja w metanolu (100% metanol przez 15s i nastgpnie ptukanie w ultraczystej wodzie
przez 2 min), a nastepnie przed transferem inkubowano na szejkerze w 1x buforze do transferu
(48mM Tris, 39mM glicyna, 0,0375 % SDS, 20% metanol) na 5 minut. Zel SDS-PAGE
Z rozdzielonymi biatkami przytozono do membrany i odseparowano od elektrod warstwami
bibuly filtracyjnej. Przeniesienie frakcji bialek z zelu na membrang PVDF nastgpilo metoda
transferu potsuchego w aparacie Trans-Blot SD (Bio-Rad) i prowadzono przez 1h przy statym

napieciu 20V

Membrany blokowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej w buforze blokujacym
(10% odttuszczone mleko w TBS z 0,1% Tween-20), a nastgpnie inkubowano z przeciwciatem
pierwszorzedowym anty-Pten (Cell Signaling, nr kat. #9188) w buforze blokujacym, przez noc
w temperaturze 4°C na kotysce laboratoryjnej. Przeciwciato rozcienczone w stosunku 1:1000.
Kolejnego dnia membrany przeptukiwano 3 x 10min w buforze TBS z dodatkiem 0,1% Tween-
20. Po tym czasie membrany inkubowano w roztworze odpowiednich drugorzedowych
przeciwcial anty-krolicze skoniugowane z peroksydaza chrzanowa (HRP, ang. horseradish
peroxidase, Cell Signaling, nr kat. 7076S) rozpuszczonych w buforze blokujagcym w stosunku
1:10000 (10% odtluszczone mleko w TBS z 0,1% Tween-20). Niezwigzane przeciwciata
przeplukano 3-krotnie (po 10 min) w buforze TBS+0,1% Tween-20 (TBST).
Chemiluminescentna detekcja sygnalu byla przeprowadzana po 2 minutowej inkubacji

z wymieszanymi substratami HRP Immobilon Western (Sigma Aldrich, nr kat. WBKLS0100)
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w stosunku 1:1, zobrazowana przy pomocy systemu ChemiDoc (Bio-Rad) w aparacie Syngene
G:box F3 Fluorescence Imaging System. Nastepnie membrany poddano chemicznemu
oderwaniu zwigzanych przeciwcial (ang. stripping) poprzez 2-krotne wyptukanie w buforze
do strippingu (0,2M glicyna, 0,1% SDS, 1% Tween 20, ph 2,2) przez 10 minuta nast¢pnie
poddane 2-krotnej 10 min inkubacji w PBS i 2-krotnej 5 minutowej inkubacji w buforze TBST.
Po tym etapie membrany byly gotowe do ponownego blokowania (przez 1h) a nast¢pnie
inkubowano z przeciwcialem pierwszorzedowym monoklonalnym anty-alfa Tubulina (DSHB,
nr kat 12G10) rozcienczonym w stosunku 1:1000. Wykrywanie i wizualizacje alfa Tubuliny

przeprowadzono analogicznie do powyzej opisanych procedur.

Analiza densytometryczna byla przeprowadzana z uzyciem oprogramowania ImageLab.
Poréwnano warto$ci densytometrycznej danego prazka do odpowiadajacej mu kontroli

ilosciowej wedtug wzoru:

Wbudumz

We —
Wk ontrola

gdzie Wg to Srednia warto$¢ densytometryczna, Whyadane Warto$¢ densytometryczna

badanego biatka, a Wiontrola Warto$¢ densytometryczna kontroli.

W przypadku biatek fosforylowanych, najpierw wartos¢ densytometryczna formy
fosforylowanej jak i1 catkowitej zostaly przyrownane do odpowiedniej kontroli iloSciowe;,
a nastgpnie uzyskane $rednie wartosci densytometryczne formy fosforylowanej do formy

catkowitej wedtug wzoru:

lﬂ;}'u.\ forylowane
W kontrola

I"V(:alkun‘:fh'
W kontrola

3.10. ANALIZA STATYSTYCZNA DANYCH

Wé-p- -

Parametry behawioralne poddano analizie statystycznej przy uzyciu oprogramowania
GraphPad Prism 9 (wersja 9.3.1). Badane grupy eksperymentalne (samice i samce)
byty analizowane oddzielnie i poréwnane do swoich grup kontrolnych. Analiza wariancji
(ANOVA) dla powtarzanych pomiaréw zostata uzyta do porownania wydajnosci uczenia si¢
W czasie (czynnik zalezny) pomig¢dzy dwoma niezaleznymi grupami (CTRL vs. KO)
w IntelliCage. Dwuczynnikowa ANOVA zostata uzyta do poroéwnania interakcji socjalnych

I sprawdzono parametr genotyp i czas spedzony z analizowanym obiektem lub partnerem/ami
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socjalnym/i (socjalno$ci i nowosci spotecznej przy zalozeniu, ze dane miaty rozktad normalny).
mierzonych w 3 pomiarach czasowych (oszacowania wptywu mutacji postgpujacy w czasie
na aktywno$¢ neuronéw hipokampa) i komunikacji socjalnej mierzonej na podstawie ilosci
zarejestrowanych ultradzwigkow, jak rowniez pozostale parametry spoleczne i eksploracyjne
w grupach niezaleznych (samice CTRL vs. KO). Niesparowany dwuogonowy test t zostat uzyty
do poréwnania $rednich dwoch niezaleznych grup w celu okreslenia istotnych roznic pomiedzy
parametrami uzyskanymi w tescie otwartego pola, w tescie wzniesionego labiryntu
krzyzowego, w tescie bezposrednich interakcji socjalnych (uwzglednione odrebnie dla kazdego
punktu czasowego). Dla zmiennych, ktére nie charakteryzuja si¢ rozkladem normalnym
zastosowano testy nieparametryczne, takie jak test sumy rang Manna-Whitneya (odpowiednik
dla testu t Studenta) lub test Kruskala-Wallisa (odpowiednik dla ANOVA). Jezeli jedna
z analizowanych grup nie spelnia zalozen roéwnosci wariancji, zastosowano testy
nieparametryczne takie jak niesparowany test t Studenta z poprawka Welcha lub testy Welch
ANOVA. Dodatkowo zastosowano testy typu post-hoc do poréwnan wielokrotnych z korekta
Bonferroniego, najmniejszg istotng roéznice Fishera lub nieparametryczny test Dunna. Poziom

istotnosci ustalono na p < 0,05 (95% przedziat ufnosci).
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4. WYNIKI

4.1. UZYSKANIE MODELI UTRATY AKTYWNOSCI GENU PTEN
W NEURONACH POBUDZAJACYCH U DOROSLEJ MYSZY

Pierwszy model mysi wykorzystany na potrzeby tego projektu jest linia Pten-flox/flox,
CaMKIIa-CreER™ (opisany jako Pten-iCKO). Grupe doswiadczalng (n=8) stanowity
homozygotyczne samice pod wzglegdem zmodyfikowanego genu Pten (ekson 5)
oraz heterozygotyczne pod wzgledem genu CreER'™. Delecja genu Pten ograniczona
byta do neuronéw pobudzajgcych przodomoézgowia (Erdmann i wsp., 2007). Grupe kontrolng
(n=8) tworzyly samice homozygotyczne pod wzglgdem zmodyfikowanego genu Pten-flox/flox,
ktore nie posiadaly w swoim genomie allelu z wariantem CreER™. Dwudziestego dnia
po zakonczeniu cyklu podawania tamoksyfenu zwierzeta uspiono za pomoca izofluranu,
a nastepnie podskornie wszczepiono transpondery w okolicy gornej czgsci grzbietu (Rycina
17). Transpondery umozliwialy identyfikacj¢ zwierzat w systemie IntelliCage.
Po zakonczonym zabiegu, klatki domowe ze zwierzgtami umieszczono w pokoju z systemem
IntelliCage, gdzie myszy przyzwyczajano do odwroconego cyklu dobowego. Eksperyment

w IntelliCage przeprowadzono zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale 3.6.1.

Grupa eksperymentalna

Tamoksyfen
- Testowanie
iy funkdji
Koniec cyklu poznawczych w
- dootrzewnowego PL oraz revPL

/ \ podawania TAM Wprowadzenie *
(1 mg dwa razy zwierzat do |
dziennie przez 5 dni) 2

IntelliCage

Grupa kontrolna

Tamoksyfen Dzien

N Implantacja

transponderdw
\ RIFD
p PTEN b,» (kodowanie

i zaslepianie)

Wynik
statystyczny

______ > Analiza
danych
¥

¥\

Szczep C5TBIB o identycznymtle
genetycznym, waga:19-25g, wiek: 8-9 tygodni
(samice), przydzielone do grup na
podstawie dziedziczonego genotypu

Rycina 17. Schemat eksperymentu przeprowadzony na transgenicznej linii Pten-iCKO
PL-test preferencji miejsca, revPL- odwrocony test preferencji miejsce (przyuczania do nowego rogu)
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Natomiast w celu stworzenia modelu z usunigciem genu Pten w neuronach pobudzajacych
wylacznie w strukturze hipokampa i DG, u dorostych myszy, wykorzystano rAAV. Grupg
badang i kontrolng stanowita homozygotyczna linia Pten-flox/flox. Zaréwno samicom
I samcom podano domoézgowo odpowiednie rekombinowane wektory wirusowe. Do generacji
mutacji w genie Pten zastosowano plazmid wykorzystywany do produkcji rAAV, zawierajacy
gen Cre, ulegajacy transkrypcji pod promotorem CaMKIla (mutanty Pten-AAV-KO).
W grupie kontrolnej wykorzystano plazmid zawierajacy gen reporterowy — biatko zottej
fluorescencji, ktore takze ulega transkrypcji pod promotorem CaMKIIa (Pten-AAV-CTRL)
opisane w podrozdziale 3.4. Wszystkie testy przeprowadzone na tym modelu zostaly
przedstawione ponizej (Rycina 18) i (Rycina 19).

wylgczone z

KO | i
Testowanie Myszy
behawioralne
CTRL [ poszczegbinych
TR R ™ testow

e i Analiza
N -y Rl danych
?f _“fo“\é\\ .
{ Kontrole znormaing | +87e® . toer
= ¥ ekspresja genu Pten ._\l_'j\,lp / T ICH
- Kapsyd AAV e L e +
. -

™ Ekstrakcja
Losowe przydzielcliy sler(;g?ar?d%zzna . 3 hipokampa slamt?é:ny
(funkcja RAND) A A (7 tydzien rAAV)

Detekcja biatka

) e Pien (analiza
/ \ = Mutanty zdelecjia |- Westem Blot)
b‘, PTEN Hesb> genu Pten (ekson §) | . . \

Linia Ptenlox/flox, waga: 19-25g -
(samice); 27-33g (samce), grupy 4 elektrofizjologicz nej

testow ane w jednakowym wieku: 2-3 (?’_ tyd_F_i\Eﬁ od
miesigczne iniekc]i rAAV) Analiza

danych

Pomiar aktywnosci

Rycina 18. Schemat eksperymentu przeprowadzony na transgenicznej linii Pten-flox/flox
CTRL=grupa kontrolna; ICH=barwienie immunohistochemiczne; KO=grupa eksperymentalna z delecja genu Pten

Funkcje poznawcze przeanalizowano w IntelliCage na trzech kohortach samic linii Pten
fl/fl po iniekcji domoédzgowej. W pierwszej kohorcie (CTRL n=7, KO n=7) samic
przeprowadzono test preferencji miejsca (PL) oraz ponowne uczenie do nowego miejsca
(revPL) w 7 i 13 tygodniu po indukcji mutacji. Druga kohorta (CTRL n=15, KO n=) zostata
poddana analizie budowania gniazda pod katem zachowan autystycznych na poczatku
6 tygodnia (na dwa dni przed umieszczeniem w IntelliCage) oraz ponownie w 15 tygodniu.
W IntelliCage przeprowadzono na tych samicach test patrolowania (CW i CCW) w 7 tygodniu
po iniekcji rAAV. Trzecia kohorta samic (CTRL n=9, KO n=12) byta analizowana pod katem
patrolowania (CW i CCW) w 15. tygodniu po iniekcji (Rycina 19).
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Zarowno samice, jak i samce Pten-AAV-KO oraz ich grupy kontrolne byly poddane
standardowym paradygmatom behawioralnym, obejmujagcym oceng ogolnej aktywnosci,
poziomu lgku, pamigci spotecznej i interakcji spotecznych. Testy przeprowadzono migdzy
5 a 10 tygodniem po iniekcji rAAV w nastgpujacej kolejnosci: testy sensomotoryczne, test
otwartego pola (OF), test poziomu Igku w podwyzszonym labiryncie krzyzowym (EPM)
oraz badanie interakcji spotecznych i nowosci spotecznej w aparacie tréjkomorowym (Rycina
19). W przypadku trzeciej kohorty test OF i EPM przeprowadzono na koncu serii. Zwierzeta
podzielono na osobne kohorty (samice CTRL n=34, KO n=32; samce CTRL n=31, KO n=27).
Jedna grupa samcow (CTRL n=9, KO n=12) zostala wykluczona z analizy interakcji
spotecznych i nowosci spotecznej z powodu agresywnego zachowania myszy petnigcych
funkcje demonstratoréw, co odnotowano podczas analizy nagran. Ponadto, tylko dwie kohorty
samic byly poddane testowi EPM (CTRL n=23, KO n=23) z powodu remontu pokoju
behawioralnego 1 zamknigcia laboratorium. Dodatkowo, kilka osobnikéw wykluczono z

analizy behawioralnej ze wzgledu na wystapienie epileps;ji.

Analiza interakcji spotecznych (SIT) z jednoczesna rejestracja wokalizacji ultradzwigkowe;j
zostala przeprowadzona zar6wno na samicach, jak i samcach. Jednakze samce nie wykazywaty
wokalizacji i nie zostaly uwzglednione w tej czgsdci analizy. Samice (CTRL n=16, KO n=16)
byty testowane w trzech punktach czasowych: 2, 6 i 15 tygodniu od iniekcji rAAV. Przed
rozpoczeciem serii testow behawioralnych myszy poddano tygodniowemu oswajaniu
(ang. handling), co pozwolito na zmniejszenie poziomu leku u zwierzagt, minimalizujgc

jego negatywny wptyw na wyniki behawioralne.

83



IntelliCage —Grupa 1 \ :
Poew P i cw
) PL IniekcjarAAV | CCW @ ioccw
iniekcja rAAV revPL revPL H H >

SRR RN

1 1 1+ PEENE @ L1 1
T T T o L ) I 1 1 1 1 H
. $ 7 8 e 0 6 7-9 14 1547 :tygodnie
SA NPA SIA SA
NPA PL NPA : NPA
Grupa 2 Grupa 3
B
SIT + SIT +
L nagranie nagranie
Iniekcja AAV usv usv
Ll I N I |
T T T I L) I T )
0 2 5 6 7.8 9 15 tygodnie
‘ I
®
SIT + OF Test socjalnosci
nagranie EPM Test nowosci spolecznej
usv

Rycina 19. Schemat doswiadczen behawioralnych, przedstawionych na osi czasu

Trzy kohorty samic Pten-AAV-KO i kontrole zostaty poddane testowaniu w automatycznych IntelliCage (A).
Samice i samce przetestowano w konwencjonalnych testach w okre§lonym czasie od iniekcji rAAV (B).

4.2. OCENA ZDOLNOSCI POZNAWCZYCH MUTANTOW Z USUNIETYM
GENEM PTEN

Na podstawie poznanej wiedzy na temat modulatorébw  mechanizmow
wewnatrzkomorkowych regulujacych aktywno$¢ Sciezki sygnalizacyjnej PI3K-AKT-mTOR
wybrano na cel mutacji gen Pten. Jednym z gtownych celéw niniejszej pracy doktorskiej
byto okreslenie, w jaki sposob delecja genu Pten w dojrzatych neuronach przodomézgowia
wplywa na procesy uczenia si¢ 1 pamigci. Wczesniejsze doniesienia sugerowaty,
ze podwyzszona  aktywno$§¢ szlaku PI3K-AKT-mTOR moze by¢ skorelowana
z efektywniejszym uczeniem si¢ (Konopka i wsp., 2010). Aby zweryfikowac te hipoteze,
wykorzystano transgeniczng lini¢ mysig Pten™", CaMKIToCre-ER™ (w skrécie Pten-iCKO,
opisana w podrozdziale 3.2, 3.5.1 i 4.1), na ktorej wykonano szereg testow kognitywnych

w klatkach IntelliCage.
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4.2.1. Wplyw usuni¢cia genu Pten na uczenie si¢ i pami¢¢ u samic Pten-
ICKO

Mutacj¢  aktywowano poprzez dootrzewnowe podanie tamoksyfenu (TAM)

8-9-tygodniowym samicom szczepu C57BI/6. Grupa badana (Pten™ CaMKIlaCre-ER™;

n=8) oraz grupa kontrolna (Pten™; n=8) zostaly nastepnie poddane analizie w klatkach

IntelliCage w 5 tygodniu po podaniu TAM.

4.2.1.1. Test preferencji miejsca (PL)

Podczas adaptacji do klatki IntelliCage (materiaty i metody 3.6.1.) zastosowano 10%
roztwor sacharozy jako bodziec apetytywny. Nastepnie wykonano test preferencji miejsca
(PL, ang. place learning preference), stuzacy ocenie pamigci przestrzennej zaleznej
od hipokampa (Konopka i wsp., 2010). W ramach tego testu zwierzgta uczyty si¢ lokalizacji
»poprawnego” rogu, jednego z czterech w klatce IntelliCage, kojarzonej z mozliwos$cig picia
stodkiej wody. Kazda mysz miata przypisany ,,poprawny” rég (z dostgpem do stodzonej wody),
wybrany tak, by wyeliminowa¢ efekt grupowego uczenia si¢ (Kiryk i wsp., 2011). Podczas
ostatniej doby testu w NPA zidentyfikowano r6g o minimalnej liczbie wizyt (co wskazywato,
ze dana mysz nie preferuje tego rogu) 1 ustalono go jako ,,poprawny”. Dodatkowo
wprowadzono zasade, aby co najmniej dwoém zwierzgtom przypisa¢ ten sam rog w celu

wyeliminowania efektu ,,pod3zania” za innymi osobnikami (Kiryk i wsp., 2011).

Nastegpnie analizowano wyniki testu PL (4 kolejne dni). Dla kazdego osobnika obliczono
stosunek wizyt zakonczonych wlozeniem nosa w sensor (ang. nosepoke) w ,,poprawnym’” rogu
do 1gcznej liczby wizyt w ciggu 12-godzinnej fazy aktywnej (9:30-21:30). Poniewaz myszy
maja naturalng tendencje do eksploracji ciasnych przestrzeni takich jak rogi w Kklatce,
do obliczen wiaczono tylko te wizyty, ktore byly zakonczone wilozeniem nosa w sensor,
sygnalizujac che¢ napicia si¢ w danym rogu. Liczbe poprawnych odpowiedzi wyrazono
w procentach dla kazdego zwierzgcia, a nastgpnie obliczono $rednig wartos¢ dla grupy wraz

z SEM (Rycina 20).

Zardéwno osobniki kontrolne, jak i mutanty Pten-iCKO nauczyly si¢ pozycji prawidtowego
naroznika, przekraczajac prog losowosci, ktory wynosit 25%. Analiza wariancji w ukladzie
powtarzalnych pomiaréw (ANOVA) ujawnila statystycznie zmienne rdéznice w uczeniu si¢
zwierzat migdzy badanymi grupami w tescie PL [F (1, 14) = 4,976, p = 0,04]. Analiza post-hoc
Fishera NIR wykazata statystycznie znamienne rdéznice pomiedzy genotypami

W zapamietywaniu pozycji poprawnego rogu. W poroéwnaniu z kontrola, Pten-iICKO miaty
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lepsze wyniki o okoto 15,5% podczas drugiego (p = 0.02), 17,3% podczas trzeciego (p = 0.03)

121,4% podczas czwartego (p = 0.001) dnia uczenia si¢ w tescie PL.

Wyniki wskazuja, ze usunie¢cie genu Pten w dojrzalych neuronach hipokampa moze
przektada¢ si¢ na poprawg pamigci przestrzennej. Obserwowany fenotyp byl wyrazny juz
od drugiego dnia testu, co sugeruje szybsze tempo uczenia si¢ u Pten-iCKO w poréwnaniu

do grupy kontrolne;j.

PL

100 -

90 - faza aktywna faza nieaktywna faza aktywna

80 -

70 - % * % %
60 -

o , ecmR

——————————————————————————————————————————————————————— —0O—Pten-iCKO
losowy wybér rogow

Wizyta w prawidtowym rogu (%)

24 h przed 0-6h I 6-12h }

Dzien 1 Dzien 2 Dzien 3 Dzien 4

Rycina 20. Dynamika uczenia si¢ i rozwoju pamieci zaleznej od hipokampa w tescie
preferencji miejsca (PL) w IntelliCage

Samice Pten-iCKO (n=8) wykazywaty ~15-21% lepsza pami¢¢ przestrzenng niz kontrolne (n=8) od drugiego do
czwartego dnia testu (p<0,05). Wykres przedstawia srednig £ SEM (* p < 0.05; ** p < 0.01).
CTRL = grupa kontrolna Pten™™: Pten-iCKO = Pten, CaMKIlaCre-ER"?

4.2.1.2. Test preferencji nowego miejsca (revPL)
W celu oceny zdolnosci przeuczania si¢ przeprowadzono test preferencji nowego miejsca

(revPL, ang. reversal place learning preference). Dotychczas ,,poprawny” rdg zastgpiono

,»najmniej preferowanym” z fazy PL.

Test revPL miat na celu oceng dynamiki kodowania informacji o nowym potozeniu nagrody
(ang. memory recoding) oraz zdolno$ci myszy do wygaszenia pamigci o poprzednim potozeniu
nagrody (ang. memory extinction). Zarowno w badaniach pilotazowych, jak 1 w trakcie
wlasciwego etapu eksperymentu revPL, zaobserwowano przedwczesng $mieré myszy Pten-
iCKO migdzy 7 a 13 tygodniem po indukcji mutacji. Wymusito to wprowadzenie modyfikacji
protokotu, polegajacych na wydluzeniu czasu trwania testu do 20 dni, aby umozliwi¢

obserwacj¢ zachowan tych mutantdow mimo ich pogarszajacej si¢ kondycji fizycznej.
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U zwierzat stwierdzono utrat¢ masy ciata, co najprawdopodobniej wynikalo z niecheci do
przyjmowania pokarmu. Fenotyp ten mogt by¢ zwigzany z usuni¢ciem genu Pten w strukturach
odpowiedzialnych za regulacj¢ glodu i sytosci. Dalsza analiza tego zjawiska nie byta jednak
przedmiotem badan w ramach niniejszej rozprawy. Z uwagi na przedwczesng smier¢ zwierzat
nie byto mozliwe przeprowadzenie petnej analizy statystycznej wynikéw eksperymentu revPL;

uzyskane dane majg zatem wylacznie charakter opisowy.

W ramach testu revPL, u pigciu z szesciu myszy Pten-iCKO, ktore padly w trakcie trwania
testu, zaobserwowano poprawg pamigci przestrzennej w ciggu 24—48 godzin poprzedzajacych
$mier¢. Z kolei jedna samica Pten-iCKO, ktora przezyta, uzyskata jeden z najlepszych wynikoéw
w zapamigtywaniu nowej poprawnej lokalizacji rogu, osiggajac ponad 76% prawidlowych
wizyt. Dla poréwnania, zadna z myszy kontrolnych monitorowanych przez 20 dni trwania testu

nie przekroczyta progu 60% poprawnych wizyt (Rycina 21).
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Rycina 21. Dwudziestodniowy test preferencji nowego miejsca (revPL) w IntelliCage
U samic Pten-iCKO zaobserwowano wyrazny wzrost skuteczno$ci w rozpoznawaniu lokalizacji nowego rogu

slzls[sl5/5/5/z[5]5]5]5]

B

(do ~84%) tuz przed zgonem (oznaczonym krzyzykiem ). G- genotyp, D-dzien, WT — typ dziki Ptenfl/fl
bez modyfikacji, KO- Pten-iCKO injected with TAM.

Dane opisowe wskazuja, ze Pten-iCKO mogg wykazywaé bardzo dobrg umiejetnosé
rekodowania informacji przestrzennej nawet w pogarszajacym si¢ stanie fizycznym.
Jednocze$nie wysoka S$miertelno$¢ ogranicza mozliwos¢ petlnej analizy zdolnosci

kognitywnych.
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4.2.2. Oszacowanie wplywu mutacji Pten na przezywalnos¢ zwierzat
Jak wykazano w pierwszych etapie prac eksperymentalnych, inaktywacja genu Pten
w dojrzatych neuronach przodomoézgowia z ekspresja CaMKlla istotnie skraca czas przezycia
transgenicznych myszy Pten-iCKO. W kolejnym kroku zawgzono zakres mutacji wylacznie
do hipokampa oraz zakretu zebatego (DG) za pomocg wektorow wirusowych AAV (opisanych
w podrozdziale 3.4). W ten sposob rekombinacja genu Pten zostala ograniczona do dojrzatych
i w pelni zréznicowanych neuronéw pobudzajacych. Diugo$é zycia myszy Pten-AAV-KO

poréwnano z modelem Pten-iCKO (Rycina 22).

Ogolny wskaznik przezycia okreslano osobno dla kazdej grupy. W przypadku samic Pten-
1CKO czas obserwacji rozpoczynal si¢ w dniu 0 (po zakonczeniu cyklu podawania TAM) i
trwal do momentu $§mierci zwierzat, przypadajacej zwykle okoto 13 tygodnia. Natomiast w
grupie Pten-AAV-KO czas liczono od dnia 0 (podania wektoréw wirusowych) do 24 tygodnia
od indukcji mutacji.

W poréwnaniu z grupg kontrolng, u osobnikow Pten-iCKO zaobserwowano logarytmiczny
spadek przezywalnosci od 7 tygodnia (po podaniu TAM) do 13. tygodnia przezyla jedynie

jedna samica, ktora osiggata wysokie wyniki w tescie revPL.

W przypadku myszy Pten-AAV-KO wskaznik przezycia byt znacznie wyzszy niz u Pten-
iCKO: w porownaniu z grupa kontrolng utrzymywal si¢ na poziomie powyzej 50%

po 24 tygodniach (w momencie pobierania mézgoéw do analizy).

Krzywe przezywalnosci wykazaty, ze linie mysie Pten KO indukowane za pomocg AAV
zyty dtuzej niz Pten-iCKO. Jednak u osobnikéw Pten-AAV-KO zaobserwowano ubytek tkanki
nerwowej (neurodegeneracje) w obrebie hipokampa w 24 tygodniu od indukcji mutacji (Rycina
23).
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Rycina 22. Dlugosé zycia samic Pten-iCKO i Pten-AAV-KO w poréwnaniu do grup
kontrolnych

W analizie uwzgledniono pierwsza grupe samic Pten-iCKO (n=8) wraz z grupg kontrolng (n=8) oraz Pten-AAV-
KO (n=7) wraz z grupa kontrolng (n=7), ktére byly testowane w systemie IntelliCage. CTRL = grupa kontrolna
dla Pten-iCKO; Pten-iCKO = mutanty genu Pten w neuronach przodomoézgowia; Pten-AAV-CTRL = grupa
kontrolna dla Pten-AAV-KO, ktorej podano AAV-CaMKIlo-eYFP; Pten-AAV-KO = mutanty genu Pten
w neuronach hipokampa w wyniku podania AAV—CaMKIIa-Cre.

Rycina 23. Mikroskopowy obraz niewybarwionych skrawkéw mozgow Pten-AAV-
CTRL (po lewej) i Pten-AAV-KO (po prawej) z widocznym ubytkiem hipokampa w 24
tygodniu od indukcji mutacji.

Powigkszenie 10x, skala 1mm.

Eliminacja genu Pten w szerokim obszarze przodomoézgowia (Pten-iCKO) powoduje
gwaltowna $miertelno$¢ zwierzat. Ograniczenie mutacji do hipokampa (Pten-AAV-KO)

wydtuza zycie, ale skutkuje degeneracja tego regionu w dtuzszej perspektywie.
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4.2.3. Analiza immunohistochemiczna rekombinazy Cre
I ufosforylowanego rybosomalnego S6

Aby okresli¢ moment rozpoczecia neurodegeneracji, w nastgpnym etapie badan
przeprowadzono analiz¢ immunohistochemiczng zmian morfologicznych pojawiajacych si¢
umyszy Pten-AAV-KO. Zbadano takze stopien rekombinacji homologicznej
w zmodyfikowanych neuronach hipokampa i zakretu zgbatego (DG) oraz poziom ekspresji
fosforylowanego biatka rybosomalnego S6 (phospho-S6, fRS6), stanowigcego marker
aktywnosci szlaku mTOR.

W tym celu z nowej kohorty zmodyfikowanych zwierzat, u ktorych podano
stereotaktycznie wektory rAAV, pobrano moézgi w 5, 7, 9, 17 i 19 tygodniu po iniekcji.
Nastepnie przygotowano preparaty histologiczne (zgodnie z procedurg opisang w rozdziale

3.7). Skrawki mozgoéw inkubowano z przeciwciatami anty-Cre oraz anty-fRS6.

Stwierdzono podwyzszong aktywnos$¢ szlaku PI3K-AKT-mTOR, oceniong na podstawie
poziomu ekspresji fosforylowanego biatka rybosomalnego S6 (fRS6). Zwigkszona aktywnos¢
mTOR utrzymywatla si¢ do 15 tygodnia po iniekcji TAAV. Obecnos¢ rekombinazy Cre,
swiadczaca o skutecznosci rekombinacji homologicznej, byta wykrywalna w neuronach nawet

w 19 tygodniu od indukcji mutacji.

Ponadto odnotowano wyrazne zmiany morfologiczne, przejawiajace si¢ zmniejszeniem
obj¢tosci hipokampa i zaburzeniem organizacji komorek w jego poszczegolnych warstwach,
W tym w obrebie zakretu zebatego (DG). Szczegdlnie widoczna byta dyspersja komorek
ziarnistych w DG. Zaobserwowane zmiany sugeruja powoli post¢pujaca degeneracje
neuronow, ktéra ostatecznie doprowadzita do niemal calkowitego zaniku znacznej czgsci

przedniego hipokampa w 24 tygodniu po iniekcji stereotaktycznej (Rycina 24).
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CaMKlla-Cre RpS6

9 tydzien 7 tydzien 5 tydzien

17 tydzien

19 tydzien

Rycina 24. Barwienie immunohistochemiczne w hipokampie wykonane w 5, 7, 9, 17
i 19 tygodniu od indukcji mutacji u Pten-AAV-KO w celu wizualizacji ekspresji
rekombinazy Cre oraz fRS6

CaMKIla-Cre=rekombinaza Cre, ktoéra ulega ekspresji pod promotorem kinazy biatkowej zaleznej
od wapnia/kalmoduliny 11 (podjednostka alfa); RpS6=fosforylowane rybosomalne biatko S6 (marker aktywnosci
TOR)
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Wysoki poziom Cre i fRS6 wskazuje na skuteczng rekombinacje genu Pten oraz
zwigkszong aktywno$¢ mTOR, czemu towarzysza narastajace w czasie zmiany morfologiczne
w hipokampie — zwlaszcza w zakrecie zebatym. Wyniki te sugeruja dlugotrwaly proces

degeneracyjny, ktory znaczaco wplywa na strukture oraz funkcje tego regionu mozgu.

4.2.4. Wplyw usuni¢cia genu Pten na uczenie si¢ i pamie¢ myszy
Pten-AAV-KO

Na podstawie wczesniejszych obserwacji dotyczacych wysokiej $miertelnosci w modelu
Pten-iCKO, wybrano dwa punkty czasowe — 7 i 13 tydzien po wstrzyknieciu
zrekombinowanych wektorow AAV (rAAV) — w ktorych oceniano zdolno$ci kognitywne.
Pierwsza grupa samic Pten-AAV-KO (n=7) oraz grupa kontrolna (n=7) zostaly poddane
podobnym testom do zastosowanych w modelu Pten-iCKO, to jest motywacji do picia (faza

SA, NPA), a nastepnie testowi preferencji miejsca (PL) i preferencji nowego miejsca (revPL).

4.24.1. Etapy adaptacji (SA i NPA)

e SA: W trakcie dwudniowej adaptacji do Klatki, parametryczny test t Studenta dla prob
niezaleznych nie wykazal statystycznie istotnych réznic w zachowaniu zwierzat
miedzy badanymi grupami. Analizowane parametry — érednia liczba liznie¢ wody
[t=0,9080; p=0,382] oraz catkowita czestotliwos¢ picia [t=0,355; p=0,729] —
pozostawaty na zblizonym poziomie w obu grupach.

e NPA: W trakcie trzydniowej adaptacji do 10% roztworu sacharozy, parametryczny
test t Studenta dla prob niezaleznych nie wykazal statystycznie istotnych roznic
W zachowaniu pomig¢dzy grupami. Analizie poddano te same parametry: §rednig liczbe
liznig¢ wody [t=0,515; p=0,959] oraz catkowita czestotliwo$¢ picia [t=0,217;
p=0,831], ktore w obu grupach przyjmowaly zblizone wartosci.

Zaréwno mutanty, jak 1 zwierzeta kontrolne wykazywaly podobny poziom motywacii,
a W zadnej z grup nie stwierdzono tendencji do uzaleznienia od sacharozy. Zaréwno w grupie

badanej, jak i kontrolnej odnotowano natomiast wyrazny wzrost ilosci i dlugosci picia

pomiedzy fazg podstawowej adaptacji SA oraz NPA (Rycina 25).
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Rycina 25. Poréwnanie motywacji zwierzat w fazie adaptacji do picia w zwyklej wody

(SA) oraz do 10-procentowego roztworu sacharozy (NPA)

Pten-AAV-KO (n=7) i grupa kontrolna (n=7) wykazatly podobng preferencj¢ picia wody zwyktej podczas fazy
adaptacji do klatki (SA) oraz podobny poziom motywacji i preferencje¢ picia wody stodzonej (10% roztworem
sacharozy) podczas fazy adaptacji do otwierania drzwi nosem (NPA). Pten-AAV-CTRL = grupa kontrolna,
ktorej podano AAV-CaMKIla-eYFP; Pten-AAV-KO = mutanty genu Pten w neuronach hipokampa w wyniku
podania AAV.

4.2.4.2. Etapy uczenia i przeuczania (PL i revPL)
Testy uczenia si¢ i przeuczania zostaty wykonane dwukrotnie od indukcji mutacji:

a) PLirevPL w 7. tygodniu od indukcji mutacji
Po ustaleniu poziomu motywacji przystapiono do czterodniowego testu PL, a nastgpnie do testu
revPL. Zaré6wno w tes$cie PL, jak i revPL obie grupy przekroczyly prog 25% poprawnych wizyt,
swiadczacy o rozwoju preferencji rogu ze stodzona woda. Réznice statystyczne pomiedzy

grupami ujawnity si¢ w 7 tygodniu od podania rAAV.

W obu zadaniach (PL i revPL) Pten-AAV-KO wykazywaly lepsze uczenie si¢ i pami¢¢ zalezng
od hipokampa niz myszy kontrolne (Rycina 26 A, B). ANOVA dla pomiaré6w powtarzanych w

93



PL [F(1,12)=5,823; p=0,03] wykazala istotnie wyzszy procent poprawnych wizyt w grupie
Pten-AAV-KO niz w grupie kontrolnej. Post-hoc Fishera ujawnit réznice migdzy grupami juz
podczas pierwszego dnia: po 12h (p = 0.01) oraz drugiego dnia: po 9h (p = 0.006) i 12h (p =
0.0002). Podobny efekt zaobserwowano w revPL [F(1,12)=12,09; p=0,004], gdzie samice Pten-
AAV-KO szybciej kodowaty nowa pozycj¢ rogu juz podczas pierwszego dnia: po 6h testu (p =
0.008); 9h (p=0.008); 12h (p = 0.0005); a takze drugiego dnia: po 3h (p=0.001); 6h (p =0,001);
9h (p =0.01) oraz 12h (p = 0.0001).

b) PLirevPL PL irevPL w 13. tygodniu od indukcji mutacji
W drugim punkcie czasowym, przypadajacym na okoto 13 tydzien od indukcji mutacji,
ponownie przeprowadzono PL i revPL z nowo wybranymi rogami. Na tym etapie
nie stwierdzono juz statystycznie istotnych réznic w dynamice uczenia si¢ miedzy badanymi
mutantami Pten-AAV-KO a myszami kontrolnymi.
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Rycina 26. Dynamika uczenia si¢ myszy Pten-AAV-KO w tescie preferencji miejsca (PL)
i preferencji nowego miejsca (revPL) w automatycznej klatce IntelliCage

Pten-AAV-KO w 7 tygodniu od podania rAAV osiggaty wyzsze wyniki (p<0,05) w poréwnaniu do kontroli,
natomiast w 13. tygodniu réznice nie byty znamienne statystycznie. Dane zostaty zebrane w 12-godzinnej fazie
aktywnej zwierzat. Wykresy przedstawiajg $rednig £ SEM (* p < 0.05; ** p < 0.01). Pten-AAV-CTRL = grupa
kontrolna, ktorej podano AAV-CaMKlla-eYFP; Pten-AAV-KO = mutanty genu Pten w neuronach hipokampa
w wyniku podania AAV—CaMKIlla-Cre.Wyniki sugeruja, ze mutacja Pten wywotana przez iniekcje wirusow
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w obrebie hipokampa moze przejsciowo nasila¢ zdolnoéci uczenia przestrzennego (7 tydzien), jednak
w 13. tygodniu, wraz z postgpujacg degeneracja, efekt ten zanika.

Wyniki sugeruja, ze mutacja Pten wywotana przez iniekcj¢ wirusow w obrgbie hipokampa
moze przejsciowo nasila¢ zdolnosci uczenia przestrzennego (7 tydzien), jednak w 13 tygodniu,

wraz z postgpujaca degeneracja, efekt ten zanika.

4.2.4.3. Ocena pamigci przestrzennej, proceduralnej i operacyjnej w zlozonym
teScie uczenia si¢ w IntelliCage

Aby rozszerzy¢ analize kognitywng modelu Pten-AAV-KO o pamigé robocza,
proceduralng 1 przestrzenng, przeprowadzono ztozone testy uczenia si¢ w IntelliCage na dwoch

kolejnych grupach samic w dwoch punktach czasowych od iniekcji wektorow rAAV:

e 7 tygodniu: Pten—AAV—KO (n=12), Pten—-AAV—CTRL (n=10);
e 15 tygodniu (na podstawie wynikow immunohistochemicznych): Pten—AAV—-KO
(n=12), Pten—AAV—CTRL (n=9).

Myszy poddano analizie uczenia si¢ i zapamigtywania w zmodyfikowanej wersji testu
patrolowania (Kobayashi i wsp., 2013; Fischer i wsp., 2017). Sprawdzano, czy myszy
zapamietajg sekwencje ,,poprawnych” rogow, ktore zmienialy si¢ zgodnie z ruchem
wskazowek zegara (CW, ang. clockwise) lub w kierunku przeciwnym (CCW, ang. counter

clockwise).

Pojedynczy cykl testowy trwal okoto trzy tygodnie i zaktadat catodobowe zbieranie danych.
Wyniki przedstawiano jako dzienny stosunek liczby poprawnych wizyt (zakonczonych
dotknigciem nosa w drzwi) do tacznej liczby wszystkich wizyt (btednych i1 poprawnych,

Z wylaczeniem wizyt neutralnych opisanych w rozdziale 3.6.1).

W 7 tygodniu od iniekcji rAAV analiza wariancji dla pomiaréw powtarzanych (ANOVA)
ujawnila istotne rdéznice w uczeniu si¢ zwierzat, zarowno w tescie CW (genotyp: F [1, 20]
=4,64, p=0,04), jak i CCW (genotyp: F[1, 20]=9,660, p=0,005). W analizie post-hoc
(wielokrotnych poréwnan Bonferroniego) wykazano, ze w porownaniu do grupy kontrolne;j,
myszy Pten-AAV-KO osiaggaty lepsze wyniki w 9 i 10 dniu nauki w tescie CW (dzien 9: p=0,01;
dzien 10: p=0,0001), a takze w 4 i 7 dniu nauki w tescie CCW (dzien 4: p=0,01; dzien 7:
p=0,007).

W grupie testowanej w 15 tygodniu (trzecia grupa eksperymentalna) nie odnotowano

statystycznie istotnych réznic miedzy genotypami. Ogoélem jednak Pten-AAV-KO
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prezentowaly wyzsze zdolnosci w zapominaniu poprzedniego potozenia nagrody i uczeniu si¢

nowego wzorca w poréwnaniu z kontrolami (Rycina 27).
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Rycina 27. Dynamika uczenia si¢ i przeuczania si¢ myszy Pten-AAV-KO w zlozonym
tescie patrolowania

W 7 tygodniu (A, B) samice Pten-AAV-KO (n=12) wykazywaly wyzsze zdolno$ci uczenia w testach CW i CCW
(p<0,05), podczas gdy w 15 tygodniu (C, D) réznice nie byly znamienne. CW = test patrolowania, w ktorym
sekwencja poprawnych rogdw zmienia si¢ zgodnie z kierunkiem wskazdwek zegara; CCW = test patrolowania, w
ktorym poprawne rogi zmieniaja si¢ w odwrotnym kierunku do wskazowek zegara. Dane przedstawiono
jako érednig + odchylenie standardowe (SD) (*P < 0.05; **P < 0.01; p*** < 0.001) Pten-AAV-CTRL = grupa
kontrolna, ktorej podano AAV-CaMKIla-eYFP; Pten-AAV-KO = mutanty genu Pten w neuronach hipokampa w
wyniku podania AAV-CaMKIIo-Cre; rAAV = rekombinowane wektory wirusowe towarzyszgce adenowirusom.

Potwierdzono, ze Pten-AAV-KO w 7 tygodniu charakteryzuja si¢ lepsza niz myszy
kontrolne pamigcig proceduralng, operacyjng 1 przestrzenng, co w 15 tygodniu

nie jest juz obserwowane prawdopodobnie na skutek progresji uszkodzen hipokampa.
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4.3. ANALIZA OGOLNEJ AKTYWNOSCI I POZIOMU LEKU U MYSZY
PTEN-AAV-KO

Badania w klatkach IntelliCage dostarczyly informacji nie tylko o funkcjach poznawczych,
lecz rowniez o dobowej aktywnosci myszy, rozumianej jako czas i liczba wizyt w rogach klatki.
Na tej podstawie zaobserwowano, ze samice Pten-AAV-KO podczas testow PL i revPL
przejawiaja wzmozong aktywnos$¢ (reaktywnos$¢ eksploracyjng), wyrazong intensywniejsza
eksploracjg rogéw oraz wigksza liczbg wizyt niezakonczonych wlozeniem nosa w sensor.
Aby zweryfikowac te spostrzezenia przeprowadzono dwa standardowe testy behawioralne: test
otwartego pola (OF) oraz podwyzszony labirynt krzyzowy (EPM). Oba eksperymenty miaty na
celu oceng spontanicznej aktywnosci, tendencji lekowych oraz zachowan eksploracyjnych w

nowym, nieznanym Srodowisku.

4.3.1. Test otwartego pola (OF)

W tescie OF przeanalizowano trzy kohorty samic i samcow (Pten-AAV-KO vs. kontrola),
oceniajac parametry lokomotoryczne, takie jak predko$¢ poruszania si¢ myszy, catkowity
dystans pokonany w ciggu 15 minut, a takze czas spedzony w strefie centralnej i peryferyjnej

aparatu.

4.3.1.1. Czas spedzony w centrum i strefie peryferyjnej

Nieparametryczny test Kruskala-Wallisa (zastosowany z powodu braku normalnego
rozktadu danych) wykazatl istotne réznice w usrednionym czasie przebywania w centrum
i w strefie peryferyjnej pomig¢dzy grupami (p<0,0001) (Rycina 28A B). Test Dunna
z wielokrotnymi porownaniami wskazat, ze myszy Pten-AAV-KO (zaréwno samce, jak i
samice) spedzily mniej czasu w centrum aparatu niz grupy kontrolne (samice CTRL vs KO:
p<0,0001; samce: CTRL vs KO p<0,0001), a wigcej w strefie peryferyjnej (samice CTRL vs
KO: p<0,0001; samce: CTRL vs KO p=0,0012).

4.3.1.2. Pre¢dkos¢ poruszania si¢ i dystans
Dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazala znamienne roznice pomig¢dzy

genotypami 1 plcig, zarowno dla predkosci poruszania sig, jak 1 przebytego dystansu:
— efekt genotypu: dla predkosci: F (1, 120) = 102,4, p<0,0001; dla przebytego
dystansu: F (1, 120) = 100,1, p<0,0001
— efekt pici: dla predkosci: F (1, 120) = 7,560, p=0,0069; dla przebytego dystansu:
F (1, 120) = 7,155, p=0,0085 (Rycina 28C D).
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Analiza post-hoc z poprawka Bonferroniego wykazata, ze:

Sredni czas (s)

Srednia predkosé (cm/s)

98

Samice Pten-AAV-KO poruszaly si¢ najszybciej sposrod wszystkich badanych
grup; w poroOwnaniu z samicami kontrolnymi réznica wyniosta 3,2 cm/s (p<0,0001).
Migdzy samicami a samcami Pten-AAV-KO réwniez odnotowano znamienng
roznicg, to jest samice Pten-AAV-KO poruszaty si¢ o 1,5 cm/s szybciej niz samce
Pten-AAV-KO (p<0,0001).

Samce Pten-AAV-KO byly szybsze od samcow kontrolnych $rednio o 1,4 cm/s
(p=0,0004).

Analogiczne zalezno$ci dotyczyty catkowitego dystansu przebytego podczas 15-
minutowego testu; samice Pten-AAV-KO przebywatly az 0 29,6 m wigcej niz samice
kontrolne (p<0,0001) i o 14,5 m wiecej niz samce Pten-AAV-KO (p<0,0001).
Samce Pten-AAV-KO réwniez pokonaty dystans wigkszy o 11,6 m w poréwnaniu
z samcami kontrolnymi (p=0,0011).
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Rycina 28. Analiza aktywnosci lokomotorycznej samcow i samic Pten-AAV-KO i
kontroli mierzonej w tescie otwartego pola (OF).

Czas spgdzony w czgsci centralnej i rogach aparaty (A i B); predkos$¢ poruszania si¢ (C); dystans w ciggu 15-
minutowego testu (D). Shupki blgdéw oznaczaja odchylenie standardowe (SD). Kolorem bordowym zaznaczono
istotne r6znice pomig¢dzy ptciami, kolorem czarnym — pomiedzy genotypami (*p < 0.05; **p <0.01; p*** < 0.001;
p**** < 0.0001). Pten-AAV-CTRL = grupa kontrolna, ktorej podano AAV-CaMKIla-eYFP; Pten-AAV-KO =
mutanty genu Pten w neuronach hipokampa w wyniku podania AAV—CaMKIIa-Cre

Uzyskane dane wskazuja, ze myszy Pten-AAV-KO przejawiaja wyraznie wyzszy poziom
aktywnosci lokomotorycznej niz myszy kontrolne. Efekt ten jest najbardziej widoczny u samic,
co koresponduje z wczesniejszymi obserwacjami (nadpobudliwos¢ 1 wzmozona eksploracja
w IntelliCage). Sugeruje to, ze mutacja w genie Pten moze w istotny sposoéb wplywaé na uktady

neuronalne odpowiedzialne za zachowania eksploracyjne i ruchowe.

4.3.2. Test podwyzszonego labiryntu krzyzowego (EPM)

Aby bardziej precyzyjnie okresli¢ sposob reakcji na awersyjng (otwartg 1 podniesiong)
przestrzen, przeprowadzono testy EPM na samcach (3 kohorty) i samicach (2 kohorty)
(Pten-AAV-KO vs. kontrola). Pomiar uwzgledniat catkowity czas spedzony w czesci
centralnej, otwartych i zamknigtych ramionach labiryntu, a takze liczbe wychylen glowy (ang.

head-dips) poza krawedzie strefy centralnej i otwartych ramion podczas 5 minut testu.

4.3.2.1. Czas spedzony w otwartych i zamknietych ramionach oraz strefie
centralnej aparatu

W grupie samic test t Studenta dla prob niezaleznych wykazat istotne roznice w czasie
przebywania w ramionach otwartych [t=3.079, p=0.0036] i zamknigtych [t=2.472, p=0,0175].
Samice Pten-AAV-KO spedzaty wiecej czasu w ramionach otwartych niz samice kontrolne.
Natomiast w grupie samcoOw test T studenta nie wykazala znamienne rdznice w czasie

spedzonym w otwartym [t=0.0814, p=0,3306] ani zamknigtym ramieniu [t=1.273, p=0.2082].

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata wptyw pici [F (1, 99) = 50,81, p<0,0001] i genotypu
[F (1, 99) = 12,00, p=P=0,0008] oraz ich interakcji [F (1, 99) = 6,750, p=0,0108] na czas
spedzony w ramionach otwartych. Dla ramion zamknigtych ANOVA réwniez ujawnila istotny
efekt ptci [F (1, 99) = 37,83, p<0,0001] i genotypu [F (1, 99) = 8,029, p=0,0056].
Nie zaobserwowano istotnych réznic dla $redniego czasu spgdzonego w centralnej czgsci

aparatu zar6wno u samic, jak i u samcow.

Post-hoc Bonferroniego pokazat, ze samice Pten-AAV-KO przebywaly w ramionach
otwartych $rednio o 65 s dluzej niz samice kontroli (p=0,0045) oraz o 105 s dtuzej niz samce

Pten-AAV-KO (p<0,0001). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w czasie spedzonym
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w ramionach zamknietych: samice z obu genotypdw pozostawaly tam krocej niz samce

kontrolne (p<0,01).

4.3.2.2. Liczba wychylen glowy

Analiza t Studenta dla prob niezaleznych wykazata istotne roznice w aktywnoS$ci
eksploracyjnej samic, takiego jak liczba wychylen glowy w czesci centralnej 1 poza krawedzie
otwartych ramion (r6znica migdzy genotypami: t=4.894, p<0,0001). R6znicg te potwierdzit test
post-hoc wielokrotnego porownania Dunna, ktory wskazal, ze samice Pten-AAV-KO
W poréwnaniu samic kontrolnych [p=0,0002] oraz samcoéw Pten-AAV-KO [p=0,0127], miaty
najwyzszg liczbe wychylen (KOsamice 0K 67 razy vS CTRLsamice 37 razy; KOsamce 47 razy
VS CTRLsamce 33 razy) (Rycina 29).

Analiza nieparametryczna Mann-Witney wykazata statystycznie istotne réznice w liczbie
wychylen glowy pomiedzy genotypami w grupie samcow [p=0,0122]. Analiza
nieparametryczna Kruskal-Wallis wykazata statystycznie istotne réznice w liczbie wychylen
glowy pomiedzy grupami [p<0,0001]. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic

pomiedzy picig u osobnikow kontrolnych [p>0.999].
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Rycina 29. Analiza poziomu l¢ku u mutantow Pten-AAV-KO w tescie podwyzszonego
labiryntu krzyzowego (EPM)

Sredni czas spedzony w centrum, ramionach zamknigtych i otwartych (A); liczba wychylen gtowy (B). Stupki
bledow oznaczaja odchylenie standardowe (SD). Kolorem bordowym zaznaczono istotne réznice pomig¢dzy
ptciami, kolorem czarnym — pomiedzy genotypami (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001). Pten-
AAV-CTRL = grupa kontrolna, ktorej podano AAV-CaMKIla-eYFP; Pten-AAV-KO = mutanty genu Pten w
neuronach hipokampa w wyniku podania AAV—CaMKIIa-Cre.

Podsumowujac, samice Pten-AAV-KO cechowaly si¢ statystycznie istotnie nizszym
poziomem zachowan Igkowych w poréwnaniu zaré6wno z samicami kontrolnymi,
jak i z samcami Pten-AAV-KO. W teécie podwyzszonego labiryntu krzyzowego odnotowano
ponadto wyrazne roéznice zalezne od plci — samce, niezaleznie od genotypu, przejawiaty wyzszy
poziom lgku niz samice. Nie zaobserwowano jednak istotnych odchylen w zachowaniu

pomiedzy samcami Pten-AAV-KO a samcami kontrolnymi. Wyniki te sg spojne
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Z wezesniejszymi obserwacjami zebranymi w IntelliCage (dotyczacymi samic) oraz w tescie
otwartego pola (dotyczacym obu pici). Wydaje si¢, ze mutacja w genie Pten w ré6znym stopniu

wptywa na regulacj¢ zachowan eksploracyjnych i lekowych w zaleznosci od pici.

4.4, WPLYW MUTACJI PTEN U MYSZY PTEN-AAV-KO NA PAMIEC
ROZPOZNAWCZA, INTERAKCJE SOCJALNE | ZACHOWANIA
POWIAZANE Z ASD

4.4.1. Test budowania gniazda u myszy Pten-AAV-KO

Test budowania gniazda jest szeroko stosowanym narzedziem behawioralnym,
umozliwiajagcym oceng¢ wrodzonej lub wyuczonej zdolno$ci myszy do tworzenia gniazd,
co stanowi istotny element przetrwania i dbalosci o potomstwo. Test ten bywa takze
wykorzystywany w badaniach nad chorobami neurodegeneracyjnymi, urazami mozgu
lub mutacjami genetycznymi, jak réwniez do oceny zachowan spotecznych i preferencji
srodowiskowych. W niniejszym eksperymencie zastosowano 5-stopniowg skale oceny
(rozdziat 3.6.4).

Zmierzono stan i utozenie gniazda u samic Pten-AAV-KO jak i kontroli w nastepujacych
punktach czasowych:

— 6 tygodni od indukcji mutacji (dzien przed testowaniem w IntelliCage), pomiar po 8
i 24 godzinach od zmiany na czystg klatke¢ z materiatami do budowy gniazda,
— 15 tygodni od iniekcji wektoréw wirusowych pomiar po 8, 24 i 48 godzinach od zmiany

na czystg klatk¢ z materiatami do budowy gniazda (Rycina 30).

W 7. tygodniu od indukcji mutacji myszy Pten-AAV-KO przejawialy wyraznie nizsze
zaangazowanie w budowanie gniazda w poréwnaniu z grupg kontrolng — zaréwno
po 6 godzinach (p<0,0001), jak i po 24 godzinach (p=0,003). Podobne wyniki uzyskano
w 15. tygodniu od mutacji: Pten-AAV-KO wykazywaty mniejsze zainteresowanie budowaniem
gniazda po 6 (p=0,039), 24 (p=0,025) oraz 48 godzinach (p=0,0086) niz zwierzgta kontrolne
jak wykazata analiza testem Manna-Whitneya. W obu grupach zaobserwowano jednak

tendencj¢ do ulepszania gniazd wraz z upltywem czasu.

W  grupie kontrolnej odnotowano wyrazng zmian¢ W poziomie zaangazowania
w budowanie gniazda na przestrzeni czasu, co potwierdzit test Friedmana (p=0,0026). Analiza
post-hoc Dunna wskazata, ze najbardziej istotne réznice dotyczyly poréwnania 8 i 24 godziny

w 15 tygodniu (p=0,0049). U myszy Pten-AAV-KO rowniez zaobserwowano ogolng tendencje
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do zmiany (test Friedmana: p=0,0089), jednak w analizie post-hoc nie osiagnigto istotnosci

w konkretnych punktach czasowych.

Brak istotnosci w analizie post-hoc moze wynika¢ z duzej zmienno$ci wewnatrzgrupowe;j,
matej liczby prob lub konserwatywnego charakteru korekcji wielokrotnych pordéwnan.
Na wynik analizy mogla wptynaé takze heterogenicznos¢ w zachowaniu mutantow, poniewaz
zaobserwowano u mniejszosci mozliwo$¢ wystepowania drgawek, badz zmienione zachowanie
mogace sugerowac, ze myszy mogly mie¢ drgawki, lecz nie udato si¢ ich zaobserwowac.
U tych podejrzanych osobnikéw jakos¢ budowania gniazda byta na bardzo niskim poziomie

lub w ogole nie podejmowaty si¢ budowania.
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Rycina 30. Test budowania gniazda przeprowadzony dla samic Pten-AAV-KO w 7
I 15 tygodniu od indukcji mutacji

Pten-AAV-CTRL = grupa kontrolna, ktérej podano AAV-CaMKlla-eYFP (n=15 w 7 tygodniu; n=15 w 15
tygodniu); Pten-AAV-KO = mutanty genu Pten w neuronach hipokampa w wyniku podania AAV—CaMKlIa-
Cre. (n=17 w 7 tygodniu; n=13 w 15 tygodniu).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze myszy Pten-AAV-KO przejawiaja stabsze zaangazowanie
w budowanie gniazda niz myszy kontrolne — zaréwno w 6, jak i w 15 tygodniu od indukcji
mutacji. Istotng trudnos$cia w interpretacji wynikéw grupy Pten-AAV-KO jest duza zmienno$¢
indywidualna, potencjalnie zwiagzana z epizodami drgawkowymi, ktoére mogly obnizaé
zdolnos$¢ lub che¢ do budowania gniazda. Z kolei w grupie kontrolnej zauwazono poprawe
jakosci gniazd w diluzszej perspektywie czasowej, co moze wskazywa¢ na prawidlowa

adaptacje 1 proces uczenia si¢ zwigzanego z ksztattowaniem zachowan gniazdotworczych.
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4.4.2. Analiza zachowan socjalnych i pamieci socjalnej

W tescie tréjkomorowym oceniano zachowania socjalne myszy, mierzac czas poswigcony
na obwachiwanie osobnika vs. obiektu nicozywionego (test socjalnosci) oraz na poréwnaniu
myszy znanej z NnOWO poznang (test nowosci spotecznej). Kazda sesje prowadzono w ciggu

10 minut, a uzyskane warto$ci wyrazano w sekundach.

4.4.2.1. Test socjalnosci

Samice kontrolne Pten-AAV-CTRL spedzily znacznie dtuzszy czas na obwachiwaniu
myszy niz obiektu (t=8,352, df=31, p<0,0001), jak wykazano testem T studenta dla grup
sparowanych (analiza wewnatrzgrupowa). Samice kontrolne wyraznie preferowaty kontakt
z zywym osobnikiem, natomiast samice Pten-AAV-KO nie wykazaly istotnych réznic
w dhugosci trwania obwachiwania myszy w poréwnaniu z obiektem. Analiza nieparametryczna
przy uzyciu testu Wilcoxon dla grup sparowanych wykazata brak istotnych réznic pomiedzy
czasem spedzonym na obwachiwaniu myszy w poréwnaniu z obiektem (p=0,0579) u samic
Pten-AAV-KO, co moze sugerowaé nieznacznie stabszg preferencje¢ interakcji spoteczne;.
W przypadku samcow Pten-AAV-KO analiza nieparametryczna przy uzyciu testu Wilcoxon
dla grup sparowanych wykazata statystyczne istotne roznice migdzy czasem obwachiwania
myszy a obiektu (p=0,0001). Podobnie test t Studenta (dla czesci wynikéw w obrebie tej grupy)
potwierdzit znamienng roznice (t=2,795, df=18, p=0,0120), co sugeruje, ze samce mutantow
przejawialy wyrazng preferencje interakcji spolecznej. Analiza wskaznika socjalnosci przy
uzyciu testu t studenta dla prob niezaleznych, wykazata r6znice pomiedzy samicami Pten-
AAV-KO vs mioty kontrolne (t=2,014, df=65, p=0,048) wskazujac na istotng preferencje w
stron¢ bodzca niespotecznego. Dla grupy samcow Pten-AAV-KO vs kontrole nie wykazano
istotnych roznic (t=1,882, df=35, p=0,068), co $wiadczy, ze obie grupy maja tendencj¢ do

czestrzego przebywania z bodzcem spotecznym. (Rycina 31).

4.4.2.2. Test nowosci spolecznej

Zwierzgta kontrolne wyraznie odr6zniaty nowa mysz od osobnika juz znanego i poswigcaly
wigcej czasu na kontakt z nowa mysza. Zastosowano test t Studenta dla prob sparowanych,
ktory wykazal znacznie dluzszy czas obwachiwania nowej myszy niz osobnika juz znanego
u samic kontrolnych (t=6.603, df=31, p<0,0001) oraz samcow kontrolnych (t=3.640, df=17,
p=0,002).

W grupie Pten-AAV-KO réwniez wystapita istotna réznica miedzy czasem obwachiwania

nowej i znanej myszy u samic (test t Studenta: t=2,653, df=34, p=0,0120). W przypadku grupy
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samcow Pten-AAV-KO nieparametryczna analiza Wilcoxon dla grup sparowanych
nie wykazata statystycznie istotnych roznic (p=0,156). Moze to sugerowaé ograniczong
zdolnos$¢ lub motywacje do rozrozniania nowej myszy od juz znanej, w porownaniu do innych
badanych grup. Analiza wskaznika nowosci spotecznej przy uzyciu testu t studenta dla prob
niezaleznych, wykazata rdéznice pomiedzy samicami Pten-AAV-KO vs mioty kontrolne
(t=2,073, df=65, p=0,042) wskazujac, ze pomimo statystycznie istotnej preferencji do nowego
partnera socjalnego, myszy kontrolne wykazuja wyzszy indeks niz mutanty Pten-AAV-KO. W
przypadku grupy samcow Pten-AAV-KO vs kontrole nie wykazano istotnych roznic (t=0,2655,
df=35, p=0,79), co moze $swiadczy¢ o tym, ze znalazto si¢ kilka osobnikéw w grupie kontrolne;j,
ktorzy zanizyli indeks w wyniku silniej preferencji do znanego partnera socjalnego. (Rycina
32).
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Rycina 31. Analiza socjalno$ci w aparacie tréjkomorowym u myszy Pten-AAV-KO

Test socjalnosci (A) ocenia czas obwachiwania osobnika i obiektu nieozywionego a indeks preferencji socjalnej
(B) zostat wyliczony na podstawie czasu, jaki badany osobnik spedza na interakcjach z partnerem spotecznym
W poréwnaniu z czasem spedzonym na interakcjach z bodZzcem niespoltecznym. Wskaznik ten dostarcza
znormalizowanej warto$ci mieszczacej si¢ w przedziale od -1 do +1, gdzie: wartosci dodatnie (>0) wskazujg
na preferencje interakcji spotecznych, wartosci ujemne (<0) wskazuja na preferencje bodzca niespotecznego.
A warto$¢ 0 oznacza brak preferencji migdzy obiema opcjami. Dane przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe (SD) (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ***p < 0,0001). N = liczba myszy w grupie; Pten-AAV-
CTRL grupa kontrolna, ktorej podano AAV-CaMKIla-eYFP (samice: n=32, samce: n= 18); Pten-AAV-KO
= mutanty genu Pten w neuronach hipokampa w wyniku podania AAV—CaMKIIa-Cre (samice: n=35, samce:
n= 18); s = sekunda.
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Rycina 32. Analiza nowosci spolecznej w aparacie tréjkomorowym u myszy
Pten-AAV-KO

Test nowosci spolecznej (A) poréwnuje czas obwachiwania znanej myszy i myszy nowo poznanej a wskaznik
preferencji do nowosci spotecznej (B) obliczany jest na podstawie czasu, jaki badany osobnik spgdza
na interakcjach z nowym osobnikiem spotecznym w pordéwnaniu z czasem interakcji z osobnikiem juz znanym.
Wskaznik ten dostarcza znormalizowanej warto$ci mieszczacej si¢ w przedziale od -1 do +1, gdzie: wartosci
dodatnie (>0) wskazuja na preferencj¢ wobec nowego partnera spotecznego, wartosci ujemne (<0) wskazuja
na preferencje wobec znanego partnera spotecznego. A warto$¢ 0 oznacza brak preferencji migdzy nowym
a znanym osobnikiem spolecznym. Dane przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe (SD) (*p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001; ***p < 0,0001). N = liczba myszy w grupie; Pten-AAV-CTRL grupa kontrolna,
ktorej podano AAV-CaMKIla-eYFP (samice: n=32, samce: n= 18); Pten-AAV-KO = mutanty genu Pten
w neuronach hipokampa w wyniku podania AAV—CaMKIIa-Cre (samice: n=35, samce: n= 18); s = sekunda

Test trojkomorowy wykazal tendencje do interakcji spotecznych u samic I samcow
kontrolnych oraz umiejg¢tno$¢ rozroézniania nowo napotkanych osobnikéw od juz znanych.
Wigksza zmienno$¢ W zakresie zachowan socjalnych wystgpita u myszy Pten-AAV-KO.
U samic Pten-AAV-KO nie zaobserwowano jednoznacznej preferencji kontaktu z inng mysza,
co moze wskazywac na obnizong motywacje lub trudno$ci w inicjowaniu interakcji. Natomiast
samce Pten-AAV-KO nie wykazywaly zdolno$ci rozrdézniania nowego osobnika od znanego.
Taki wzorzec zachowan moze wskazywa¢ na pewne deficyty w obszarze interakcji

spotecznych badZz motywacji do kontaktow socjalnych powigzanych z mutacja genu Pten.

4.4.3. Analiza bezposrednich interakcji spolecznych i parametréw
wokalizacji myszy Pten-AAV-KO

W badaniach wykorzystano zmodyfikowany test bezposrednich interakcji socjalnych (SIT),
w ktorym — zamiast ,demonstratora” z populacji dzikiej — zestawiano pary zwierzat
o tym samym genotypie (Pten-AAV-KO lub kontrola) wedtug protokotu opisanego w rozdziale
3.6.5.
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4.4.3.1. Interakcje socjalne i zachowania eksploracyjne

Catkowita liczba i dlugo$¢ interakcji socjalnych oraz zachowan eksploracyjnych
W poszczegdlnych punktach czasowych (2,7 1 15 tygodniu) zostata przeanalizowana w czasie
pierwszych 8 minut od wprowadzenia osobnikow na areng. Interakcje socjalne i zachowania

eksploracyjne analizowano osobno dla kazdej myszy w grupie (n=1 osobnik).

Liczba zaobserwowanych stojek (zachowania eksploracyjne): analiza przy wykorzystaniu

testu t studenta mierzona pomiedzy genotypami dla poszczegdlnych punktéw czasowych,
wykazala statystycznie istotne rdznice pomiedzy samicami Pten-AAV-KO a miotami
kontrolnymi w 2 (t=3,765, df=32; p=0,0007), w 7 (t=4,024, df=33; p=0,0003)
oraz w 15(t=2,998, df=25; p=0,0061) tygodniu od indukcji mutacji (Rycina 33).

Catkowity czas trwania wszystkich zaobserwowanych stojek: test t studenta mierzony

pomiedzy genotypami dla poszczegdlnych punktow czasowych nie wykazat statystycznie
istotnych réznic pomiedzy grupami (Rycina 33).

Liczba socjalnych podejs¢ (kontaktow z drugg myszg z pary) mierzona w trzech réznych
punktach czasowych (2, 7 i 15 tydzien od indukcji mutacji) nie wykazata statystycznie istotnych
roéznic pomigdzy grupami, natomiast analiza Kruskal-Wallisa wykazata statystycznie istotne
roznice w grupie Pten-AAV-KO (p=0,0029). Analiza post-hoc Dunna wykazata te roznice
pomiedzy 2 vs 15 (p=0,02) tygodniem od indukcji mutacji (Rycina 33).
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Rycina 33 Zachowania eksploracyjne i interakcje socjalne zaobserwowane w grupie
kontrolnej i Pten-AAV-KO w poszczegélnych punktach czasowych, bez uwzglednienia
stratyfikacji na i grupe wokalizujacg | niewokalizujaca.

Liczba (A) i catkowity czas trwania stojek (B) oraz ilo$¢ zaobserwowanych interakcji socjalnych (C) i catkowity
czas trwania(D) zaobserwowany w 2,7 i 15 tygodniu od indukcji mutacji. Dane przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe (SD) (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ***p < 0,0001). N = liczba myszy w grupie;
Pten-AAV-CTRL (samice: n=16); Pten-AAV-KO (samice: n=16)

Nastepnie podzielono nagrania odpowiednio na genotyp i wystgpowanie wokalizacji
i jeszcze raz przedstawiono liczbe interakcji socjalnych i zachowan eksploracyjnych (Rycina
34). Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazata istotne roznice w liczbie

wystepowania _interakcji socjalnych, pomigdzy mierzonymi 3 grupami samic: CTRL

wokalizujace vs KO wokalizujace vs KO niewokalizujace w 2 tygodniu od indukcji mutacji (F
(2, 31) = 4,578, p=0,018). Analiza post hoc Bonfferoniego wykazata, ze statystyczna istotnos¢
wystepuje pomigdzy mutantami Pten-AAV-KO wokalizujgcymi vs niewokalizujgcymi
(p=0,029). W 7 tygodniu nie zaobserwowano zmian pomiedzy grupami. Nastgpnie w

15 tygodniu, analiza Kruskala-Wallisa wykazata statystycznie istotne réznice pomiedzy
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wymienionymi powyzej grupami (p=0,035). Analiza post hoc Dunna wykazata istotno$¢
statystyczng pomigedzy CTRL wokalizujacymi vs Ko niewokalizujacymi (p=0,018),
oraz pomigdzy KO wokalizujacymi vs KO niewokalizujagcymi (p=0,035).

W przypadku liczb stojek, jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazata istotne
roéznice w 2 tygodniu (F (2, 31) = 12,81, p<0,0001) od indukcji mutacji pomiedzy 3 grupami
samic: CTRL wokalizujace vs KO wokalizujace vs KO niewokalizujace (Rycina 34). Analiza
post hoc Bonfferoniego wykazata, ze statystyczna istotno§¢ wystepuje pomiedzy CTRL
wokalizujagcymi vs KO wokalizujgcymi (p=0,019), pomigdzy CTRL wokalizujagcymi vs KO
niewokalizujagcymi (p=0,0001) oraz pomiedzy KO wokalizujgcymi vs KO niewokalizujagcymi
(p=0,022). W 7 tygodniu, jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazata istotno$¢
statystyczng w liczbie zrobionych stéjek pomiedzy grupami (F (2, 30) = 12,10, p=0,0001).
Analiza post hoc Bonfferoniego wykazata, ze rdznice wystepujg pomiedzy CTRL wokalizujace
vs KO niewokalizujace (p<0,0001) grupami oraz pomig¢dzy KO wokalizujace vs KO
niewokalizujace (p=0,036). Nastgpnie w 15 tygodniu, analiza Kruskala-Wallisa wykazata
statystycznie istotne roznice w ilosci zaobserwowanych stojek pomigdzy grupami (p=0,0025).
Analiza post hoc Dunna wykazala istotno$¢ statystyczng pomigdzy CTRL wokalizujacymi
vs KO niewokalizujacymi (p=0,0042), oraz pomigdzy KO wokalizujacymi vs KO
niewokalizujacymi (p=0,018).

Podsumowujgc, zar6wno w grupie mutantow Pten-AAV-KO z uwzglednieniem jak i bez
stratyfikacji danych, zaobserwowano znaczacg ilos¢ zachowan eksploracyjnych — stojek
W poréwnaniu do grupy kontrolnej. W analizie suplowanej nie zaobserwowano roznic
pomiedzy genotypami w ilosci interakcji socjalnych, jednak zaobserwowano tendencje
spadkowej do czasu trwania tych kontaktow w grupie mutantéw, wraz z uptywem czasu
od indukcji mutacji i prawdopodobnie, zmiany w zachowaniu moga by¢ powigzane
Z postepujaca neurodegeneracacja. W analizie uwzglgdniajacej stratyfikacje na obecnosc
wokalizacji, zaobserwowano wzrastajaca liczbe osobnikow niewokalizujacych skorelowang
wraz z uptywem czasu od usunigcia genu Pten. Ponadto widoczna jest korelacja, ze osobniki
niewokalizujace wykonuja wigcej stojek i mniej kontaktow socjalnych w pordéwnaniu

do osobnikow wokalizujacych.
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Rycina 34. Liczba interakcji socjalnych (A) i stojek (B) zaobserwowana w grupie
kontrolnej i Pten-AAV-KO ze stratyfikacja na myszy wokalizujace i niewokalizujace.

Dane przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe (SD) (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ***p <
0,0001). Pten-AAV-CTRL (2 tydzien: samice wokalizujace: n=16; 7 tydzien: samice wokalizujace n=14; samice
niewokalizujace: n=2; 15 tydzien: samice wokalizujace: n=16); Pten-AAV-KO (2 tydzien: samice wokalizujace:
n=14, samice niewokalizujace: n=4; 7 tydzien: samice wokalizujgce n=12; samice niewokalizujace: n=4; 15
tydzief: samice wokalizujace: n=8, samice niewokalizujace n=38).
4.4.3.2. Wokalizacje ultradzwi¢kowe

Wokalizacje ultradzwigkowe (USV) mierzono w trzech przedziatach czasowych (2, 71 15
tydzien od indukcji mutacji), za kazdym razem stosujac inne pary osobnikow, ktore
nie wchodzity w interakcje wezesniej, aby utrzymac paradygmat nowosci spolecznej i wigksze
szanse na wokalizacje zwierzat. Jednostka analizy byl jeden 20-minutowy zapis (n=1)

pochodzacy od konkretnej pary zwierzat o tym samym genotypie. Analizowano nastepujace

parametry: catkowitg liczbe epizodow; ilos$¢ 1 typ emitowanych epizodéow (z podziatem na
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krétkie, ztozone 1 kompleksowe); catkowity czas trwania epizodow, czestotliwos¢ i amplituda
dzwigku ($rednia czgstotliwosé, usredniona szeroko$¢ pasma czgstotliwosci, czestotliwose
maksymalna i minimalna) oraz entropia spektralna dzwigckéw i DTW. Samce Pten-AAV-KO
nie zostaly uwzglednione do analizy z powodu braku uchwyconych wokalizacji pomigdzy
zestawieniem samiec-samiec oraz samiec-zapach $ciotki pobrany od samicy stymulowanej do
fazy estrus. Wokalizacj¢ jedynie udato si¢ zaobserwowa¢ w przypadku pilotazowego
zestawienia samic 1 samcow, w celu sprawdzenia czy mutanty samcow w ogole wokalizujg 1
udato si¢ zaobserwowac duzg liczbe epizodéw podczas nawolywania do kopulacji, jednakze

nie przeprowadzono eksperymentu w tym zakresie.

Catkowita liczba epizodéw mierzona w trzech réznych punktach czasowych (2, 7 i 15

tydzien od indukcji mutacji) utrzymywata si¢ na wyzszym poziomie u wokalizujacych
Pten-AAV-KO w poréwnaniu do wokalizujacych kontroli, co byto szczegdlnie widoczne w 15

tygodniu (Rycina 35).

Dwuczynnikowa ANOVA (genotyp X czas) wykazala istotng roznice miedzy grupami
(F[1, 33] = 13,06, p=0,0010). Analiza post-hoc Bonferroniego potwierdzita znamienne
odmiennosci w 15 tygodniu (p=0,0064), gdzie myszy Pten-AAV-KO wykazywaly wigksza

liczbg epizodow w poroOwnaniu z myszami kontrolnymi.

Czas trwania epizodéw byt réwniez dtuzszy u mutantow w poréwnaniu z grupg kontrolna,

zwlaszcza w 15 tygodniu (Rycina 35). Dwuczynnikowa ANOVA réwniez ujawnita znaczaca
rdéznice miedzy genotypami (F [1, 33] = 14,88, p= 0,0005). Post-hoc Bonferroniego wskazat,
ze w 15 tygodniu (p=0,0017) myszy Pten-AAV-KO mialy taczny czas wokalizacji wyzszy

niz grupa kontrolna.

Dla grupy Pten-AAV-CTRL widoczna byta tendencja spadkowa w zarowno w liczbie
zarejestrowanych epizodéw jak 1 calkowitym czasie trwania wokalizacji ultradzwigkowe;j

W poréwnaniu do grupy Pten-AAV-KO.
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Rycina 35. Wokalizacje ultradzwiekowe myszy Pten-AAV-KO mierzone w 3 punktach
czasowych od indukcji mutacji

Rozktad epizodow w 20-minutowym tescie (A); catkowita liczba epizodow (B); C: czas trwania epizodow (C).
Pten-AAV-CTRL grupa kontrolna, ktérej podano AAV-CaMKIla-eYFP; Pten-AAV-KO = mutanty genu Pten w
neuronach hipokampa w wyniku podania AAV—CaMKIla-Cre. Liczba nagran z wokalizacja: tydzien 2: CTRL
n=8, KO n=7; tydzien 7: CTRL n=7, KO n=6; tydzien 15: CTRL n=7, KO n=4. Dane przedstawiono jako $rednig
+ odchylenie standardowe (SD) (*p < 0.05; **p < 0.01).

44321 Typy epizodow
Wokalizacje zaklasyfikowano jako ztozone, krotkie lub kompozytowe zgodnie z opisem

w rozdziale 3.6.5:

e Epizody zlozone byly czesciej emitowane przez myszy Pten-AAV-KO niz myszy
kontrolne. Dwuczynnikowa ANOVA wykazata statystycznie istotne réznice pomigdzy
genotypami (F [1, 33] = 15,59, p=0,0004). Analiza post-hoc Bonferroniego wykazata
statystycznie istotne réznice pomigdzy grupami w 15. tygodniu (p=0,0015) (Rycina
36A).
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e Epizody krotkie: Pten-AAV-KO rowniez emitowaly je czgsciej w 15. tygodniu
niz kontrola. Dwuczynnikowa ANOVA wykazata statystycznie istotne rdznice
pomiedzy genotypami (F[1, 33] = 7,135, p=0,0116) oraz pomigdzy punktami
czasowymi (F [2, 33] = 4,847, p=0,0143). Analiza post-hoc Bonferroniego wykazata
statystycznie istotne roéznice pomiedzy grupami w 15 tygodniu (p=0,0447), podobnie
jak w przypadku epizodow ztozonych oraz statystycznie istotne roznice
wewnatrzgrupowo dla samic Pten-AAV-CTRLL, pomigdzy 2 i 7 (p=0,0306) tygodniem
oraz pomigdzy 2 i 15 tygodniem (p=0,0024) (Rycina 36B).

e Epizody kompozytowe: Pten-AAV-KO mialy wyzsza liczebno$¢ epizodow w 15.
Tygodniu w porownaniu do myszy kontrolnych. Dwuczynnikowa ANOVA wykazata
statystycznie istotne rdznice pomigdzy genotypami [F (1, 33) = 13,70, p=0,0008].
Analiza post-hoc Bonferroniego wykazata statystycznie istotne rdznice pomie¢dzy
grupami w 15 tygodniu [p=0,0004], podobnie jak w przypadku epizodéw krotkich i
ztozonych (Rycina 36C).

4.4.3.3. Parametr DTW

DTW odzwierciedla podobienstwo i przewidywalnos¢ wzorcow dzwickowych. Obnizony
DTW wskazuje na bardziej spojne, przewidywalne i podobne wokalizacje, czesto zwigzane
z normalnymi lub stabilnymi stanami. Wyzszy DTW odzwierciedla wigkszg zmienno$¢
lub rozbiezno$¢ w wokalizacjach, potencjalnie zwigzane ze stresem, chorobg lub zmienionymi

stanami emocjonalnymi/behawioralnymi.

W 15. tygodniu kontrolne myszy obnizyty DTW, podczas gdy u Pten-AAV-KO
wspotczynnik ten pozostat na wyzszym, bardziej statym poziomie. Dwuczynnikowa ANOVA
przeprowadzona dla DTW odlegtosci pomiedzy dzwigkami wykazata statystycznie istotne
roznice pomigdzy genotypami [F (1, 33) =5,032, p=0,0317], punktami czasowymi [F (2, 33) =
4,599, p=0,0173] oraz pomiedzy interakcja czas vs genotyp [F (2, 33) = 5,923, p= 0,0063].
Analiza post-hoc Bonferroniego wykazata statystycznie istotne réznice pomiedzy grupami w
tygodniu 15 [p=0,0040] oraz statystycznie istotne roznice wewngtrzgrupowo dla samic
Pten-AAV-CTRLL, pomigdzy 2 i 15 [p=0,0017] tygodniem oraz pomiedzy 7 i 15 tygodniem
[p=0,0004] (Rycina 36D).

4.4.34. Entropia widmowa dzwiekow
Nastepnie  sprawdzono  entropi¢  spektralna  (widmowa) dzwigkow  (stopien

nieuporzadkowania dzwigkéw) dla obu grup. Entropia spektralna w kontekscie USV
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jest parametrem oceniajagcym, jak rownomiernie energia jest rozlozona w widmie
czestotliwosci USV. Wyzsze warto$ci mogg wskazywa¢ na wigksza nieuporzadkowanag

wokalizacje, nizsze — na bardziej jednolity i przewidywalny sygnat.

W 15. tygodniu mutanty wykazywaly obnizong entropi¢ w poréwnaniu do kontroli,
co moze wskazywac na spadek zréznicowania wokalizacji u Pten-AAV-KO. Dwuczynnikowa
ANOVA wykazata statystycznie istotne roznice pomigdzy genotypem [F (1, 33) = 5,593,
p=0,0241] oraz pomiegdzy interakcjg czas vs genotyp [F (2, 33) = 5,334, p=0,0098]. Analiza
post-hoc Bonferroniego wykazala statystycznie istotne roznice pomiedzy grupami w dniu 15
[p=0,0019] oraz wewnatrzgrupowo dla samic Pten-AAV-KO pomiedzy 2 a 15 tygodniem
od indukcji mutacji (0,0197).

Podsumowujac, u myszy Pten-AAV-CTRL zaobserwowano stopniowe obnizenie zardwno
liczby, jak i dlugosci epizodow USV w kolejnych punktach czasowych, przy czym w 15.
tygodniu spadek tych parametréw byt istotny statystycznie. U Pten-AAV-KO intensywnos¢

wokalizacji utrzymywata si¢ na podobnym poziomie, co w 2. i 7. tygodniu od indukcji mutacji.

W zakresie typoéw dzwickow myszy kontrolne zredukowaly liczbe krotkich epizodow,
podczas gdy mutanty konsekwentnie emitowaty ten sam zestaw form wokalizacji. U kontroli
dodatkowo zaobserwowano istotny trend do obnizenia DTW w czasie, szczegdlnie wyrazny w
15. tygodniu i potwierdzajacy istotne roznice migdzy grupami. U Pten-AAV-KO DTW
utrzymywalo si¢ na stalym poziomie, natomiast w przypadku entropii spektralnej u mutantow
wystepowat znaczacy spadek pomiedzy 2. a 15. tygodniem, osiggajac wartosci nizsze niz w

grupie kontrolne;.

W 15. tygodniu réznice migdzy genotypami byly najbardziej wyrazne, wskazujac

na odmienne wzorce wokalizacji u Pten-AAV-KO w poréwnaniu do kontroli.
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Rycina 36. Parametry USV myszy Pten-AAV-KO mierzone w 3 punktach czasowych od
indukcji mutacji.

Parametry USV: typy epizodow (A, B, C), DTW (D) i entropia widmowa (E). Dane przedstawiono jako $rednig =
odchylenie standardowe (SD). Kolorem bordowym zaznaczono istotne réznice pomiedzy ptciami, kolorem
czarnym — pomigdzy genotypami; (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). Liczba nagran z wokalizacja: tydzien 2:
CTRL n=8, KO n=7; tydzien 7: CTRL n=7, KO n=6; tydzien 15: CTRL n=7, KO n=4. Pten-AAV-CTRL grupa
kontrolna, ktérej podano AAV-CaMKlla-eYFP; Pten-AAV-KO = mutanty genu Pten w neuronach hipokampa w
wyniku podania AAV—CaMKIlIo-Cre.

4.5. ANALIZA AKTYWNOSCI ELEKTROFIZOLOGICZNEJ NEURONOW
HIPOKAMPA W PODREGIONIE CA1l

4.5.1. Pobudliwo$¢ neuronow

Oddzielna grupa zwierzat zostata przygotowana do eksperymentow elektrofizjologicznych.
Homozygotyczne myszy Pten™ (samice: n = 5, samce: n =5) zostaty wstrzykniete mieszaning
rAAV-CaMKII-Cre /rAAV-CaMKII-eYFP w stosunku 3:1, w celu zapewnienia odpowiednigj
wizualizacji komodrek podczas rejestracji aktywnosci. Rekombinowany AAV-CaMKII-Cre
rozcieficzono 5-krotnie przy finalnym stezeniu 1,1*10'° kopii wirusowych (ang. viral copies)
na 1 pl (vc/ul), natomiast rAAV-CaMKII-eYFP rozcienczono 2-krotnie przy koncowym

fl/fl

stezeniu 5*%10° ve/ul. W grupie kontrolnej myszy Pten™ wstrzyknieto jedynie wektor rAAV-
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CaMKII-eYFP (samice: n = 5; samce: n = 2). Nast¢pnie po 7 tygodniach od indukcji mutacji
przeprowadzono analizg opisang w rozdziale 3.7. Zmierzono parametry pobudliwosci komorek

i miniaturowe postsynaptyczne prady pobudzajace (mEPSC) w neuronach piramidowych CAL.

45.1.1. Potencjal spoczynkowy komorek

Na poczatku zmierzono i poréwnano potencjat spoczynkowy btony komoérkowej z komorek
fluorescencyjnych zebranych od mutantow (n=23) i kontroli (n=33) jak i1 komorek
nie§wiecacych. Zaobserwowano, ze neurony dzikiego typu (bez ekspresji eYFP, n=25),
neurony fluorescencyjne (z ekspresja eYFP) u kontroli jak i neurony nie-fluorescencyjne
(bez ekspresji eYFP, n=5) majg podobny potencjal spoczynkowy btony (w granicach -60/-62
mV). Natomiast fluorescencyjne neurony pochodzace od Pten-AAV-KO (z eYFP i Cre)
wykazywaty obnizony potencjat (~-70 mV).

Analiza nieparametryczna Kruskal-Wallis dla grup niesparowanych, dla parametru
spoczynkowego potencjatu blonowego wykazala statystycznie istotne roznice pomigdzy
badanymi grupami [p<0,0001]. Test wielokrotnych poréwnan Dunna wykazal,
ze fluorescencyjne komorki pochodzgce od mutantow (z ekspresja eYFP i Cre) majg
statystycznie znamienny obnizony potencjat blonowy do okoto -70 mV w poréwnaniu do: a)
komorek nie-fluorescencyjnych pobranych od mutantow [p= 0,0098], b) komoérek dzikiego
typu [p=0,0016], ¢) komorek fluorescencyjnych kontroli [p<0,0001] (Rycina 37).

Neurony Pten-AAV-KO z ekspresja eYFP 1 Cre majg bardziej ujemny potencjal
spoczynkowy niz wszystkie pozostale typy komorek, co moze wskazywaé na zmiany

W podstawowej aktywnosci btonowej wywotane mutacjag Pten (Rycina 37).

116



Potencjat spoczynkowy

-40 *k
% 3k 3k Kk

-45 1

-50 ’ *ok :
— -55 - \ P
E . @ Pten-AAV-CTRL
=% & : ©° @& oNF
_TZ’ 65 , , 3 @ Pten-AAV-KO
= " oWT
= 70 ., O .

-75 3

_80 »

-85

Rycina 37. Spoczynkowy potencjal blonowy nagrany w 4 typach komorek.

NF- komorki bez ekspresji eYFP (niefluorescencyjne) pochodzace od mutantow, WT — komorki dzikiego typu
bez ekspresji eYFP (niefluorescencyjne) pochodzace od kontroli. Dane przedstawiajg $rednig = SEM (*p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001; ***p < 0,0001).

4.5.1.2. Wiasciwosci potencjaléw czynnosciowych

Jedng z form neuroplastycznosci jakiej podlegaja neurony jest zmiana ich pobudliwosci,
ktora wynika z modyfikacji napigciowo-zaleznych kanatow na powierzchni btony komoérkowe;.
Przeprowadzono pomiar pobudliwo$¢ komorek (ang. excitability), a takze zmierzono amplitude
i Czgstotliwo$¢ wystgpowania miniaturowych EPSC w komorkach fluorescencyjnych

nalezacych do Pten-AAV-KO (z ekspresja eYFP i Cre) jak i1 kontroli (z ekspresja eYFP).

Komorki Pten-AAV-KO charakteryzowaly si¢ mniejsza liczba ciagu potencjatow
czynno$ciowych wywotanych przez prady depolaryzacyjne o nat¢zeniu w zakresie 100-600 pA
w porownaniu z kontrola. Na przyklad, przy pradzie 200 pA liczba potencjalow
czynno$ciowych spadta ok. 1,4-krotnie. Na przyktadzie potencjalow czynnosciowych
wywotanych przez prad o nat¢zeniu 200 pA, zaobserwowano istotnie zmniejszona o okoto

1,4 krotnie w komorkach Pten-AAV-KO (n = 24) w poroéwnaniu z kontrolami (n = 29).

Dwuczynnikowa ANOVA dla powtarzanych pomiaréw dla czg¢stotliwos$ci wystgpowania
potencjalow czynnos$ciowych w komorkach, wykazata statystycznie istotng réznice pomiedzy

genotypami [F(1, 51) = 10,29, p=0,0023] (Rycina 38).
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Rycina 38. Pobudliwo$¢é neuronow postsynaptycznych CA1l wyrazona w iloSci
powstalych potencjalow czynnosciowych przy stymulacji pradem w zakresie 50-600 pA.

AP = potencjat czynnosciowy. Skala: 15 pA i 20 ms. Dane przedstawiaja $redniag = SEM (*p < 0.05; **p < 0.01)

45.1.3. Dodatkowe parametry potencjaléw czynnosciowych:

Podczas analizy pobudliwo$ci komorek uwzgledniono dodatkowe parametry tj.: minimalny
potencjat blonowy (prog pobudliwosci), ktory musi zosta¢ osiggniety, aby wywota¢ potencjat
czynno$ciowy; interwatl miedzy zdarzeniowy potencjatow czynnosciowych (z ang. inter-event
interval of action potentials), amplitud¢ szczytowa, czas trwania potencjatu czynno$ciowego
przy potowie jego maksymalnej amplitudy (z ang. half-width), parametr szybkiej
hiperpolaryzacji (fAHP, z ang. fast afterhyperpolarization) zarejestrowany dla drugiego

potencjatu czynno$ciowego, wywotanego pradem o natezeniu 200 pA.

e Minimalny potencjal blonowy (prog pobudliwosci) i interwal miedzy zdarzeniami AP

nie roznity si¢ znamiennie migdzy mutantami a kontrolg. Test t studenta dla prob
niezaleznych nie wykazal znamiennych réznic w progu pobudliwo$ci (CTRL: n=37,
KO: n=23) komorki pomigdzy genotypami, dodatkowo analiza parametryczna Mann-
Whitney rowniez nie wykazata istotnych roznic dla interwatu migdzy zdarzeniowego
potencjatow czynnosciowych (CTRL: n=35, KO: n=21), co $§wiadczy o tym, ze zar6wno
mutanty jak 1 kontrole mialy jednakowy prég pobudzeniowy potencjatow
czynnosciowych o podobnych 30+1 mili sekundowych interwatach czasowych

pomiedzy kolejng depolaryzacja btony (Rycina 39A i B).
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o Amplituda szczytowa: Mutanty charakteryzowaly si¢ obnizonym maksymalnym

poziomem depolaryzacji potencjalu blony podczas potencjatu czynno$ciowego srednio
okoto 7,6 mV w poréwnaniu do kontroli. Test t studenta dla prob niezaleznych wykazat
statystycznie istotne roznice pomiedzy genotypami [CTRL: n=37, KO: n=27, t=2,027,
df=59, p=0,047] dla amplitudy szczytowej (Rycina 39C).

e Czas trwania potencjatu czynno$ciowego (half-width) byt krotszy u Pten-AAV-KO

0 ~0,38 ms w poréwnaniu do kontroli. Analiza testu t z korekta Welcha wykazala
statystycznie istotne roznice pomiedzy grupami [CTRL: n37, KO: n=23; t=3,172,
df=48,62, p=0,0026] (Rycina 39D).

e Parametr  szybkiej polaryzacji: Mutanty charakteryzuja si¢  podwyzszong

hiperpolaryzacja do -5,14 mV w porownaniu do -3,1 mV u kontroli. Analiza
nieparametryczna Mann-Whitney wykazuje statystycznie istotne roznice pomigdzy
grupami dla szybkiej hyperpolaryzacji [CTRL: n=27, KO: n=21, p=0,0117] (Rycina
39E).

Zmniejszony czas trwania potencjalu czynnosciowego przy potowie jego maksymalnej
amplitudy oraz podwyzszony fAHP u mutantow, sugeruje szybka repolaryzacje i silniejsza
hiperpolaryzacje nastepczg, prawdopodobnie zwigzang z zwigkszong aktywnoscig kanatow
potasowych (K*). Ta kombinacja moze ograniczy¢ zdolno$¢ neuronu do wielokrotnego
wytadowania poprzez wydluzenie okresu refrakcji pomimo szybszego resetowania potencjatu

btonowego 1 wskazuje za zmniejszong wewnetrzng pobudliwos¢ u mutantow.
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Rycina 39. Parametry elektrofizjologiczne komérek zebrane podczas analizy
pobudliwosci komorek w CALl.

Prog pobudliwosci btony (A), interwal miedzy zdarzeniowy potencjalow czynnosciowych (B), amplitude
szczytowg (C), czas trwania potencjatu czynnosciowego przy potowie jego maksymalnej amplitudy (D), parametr
szybkiej hyperpolaryzacji (fAHP, D) zarejestrowany dla drugiego potencjalu czynno$ciowego wywotanego
pradem 0 200 pA oraz przebieg pojedynczego potencjatu czynno$ciowego i jego poszczegdlnych faz (F). Dane
przedstawiaja $rednig = SD (*p < 0.05; **p < 0.01).

4.5.2. Miniaturowe EPSC (mEPSC)

Skumulowane prawdopodobienstwo (z ang. cumulative probability) jest parametrem
umozliwiajacym oszacowanie miniaturowych pobudzajacych potencjatéw czynnosciowych
(mEPSC, z ang. miniature excitatory postsynaptic currents), ktore sa wynikiem spontanicznego
uwalniania pojedynczych pecherzykow z neurotransmiterem w synapsie. W wyniku
sumowania prawdopodobienstwa wystapienia zdarzen w okre§lonym przedziale czasu
I amplitudzie zdarzen (maksymalna warto$¢ pradu postsynaptycznegO generowanego przez
aktywacje receptoroéw/maksymalna amplituda zdarzen) umozliwiaja okreslenie zmian

w dynamice neurotransmisji. Wykres kumulatywnego prawdopodobienstwa jest to krzywa,
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ktora przedstawia dane w formie frakcji (lub w procentach) od warto$ci 0 do 1, gdzie 0 oznacza

brak zdarzen a 1 oznacza wszystkie zdarzenia. Zmierzone zostaly dwa gltéwne parametry:

amplituda oraz czgstotliwos¢ wystepowania zdarzen (mEPSC). Czestotliwo$¢ zostata

obliczona na podstawie analizy przerwy migdzy zdarzeniami - czasu uplywajacego miedzy

koncem jednego mini EPSC a poczatkiem kolejnego.

o Czestotliwo$¢ zdarzen: Czestotliwos¢ zdarzen byla wigksza (spontaniczna aktywnos$é

komorek) u Pten-AAV-KO 1 dla 100% prawdopodobienstwa wynosito 3,4 sekund,
w poréownaniu do 14,7 sekund u kontroli. Odstepy czasowe migdzy kolejnymi
spontanicznymi zdarzeniami byly ponad 4-krotnie krotsze u mutantow w poréwnaniu
do kontroli, co $wiadczy o podwyzszonej aktywnosci synapsy u Pten-AAV-KO
i uwalniania wigkszej ilosci uwalnianego neurotransmitera (Rycina 40A). Analiza
Kolmogorov-Smirnov dla czestotliwosci zdarzen mEPSC wykazata statystycznie

istotne roznice pomiedzy genotypami [CTRL: n =19, KO: n =10, p = 0.0001].

e Amplituda mEPSC: W poréwnaniu do kontroli, amplituda — wielko$¢ pradu mierzonego
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w odpowiedzi na spontaniczne uwolnienie jednego pecherzyka byta znaczaco wyzsza
U mutantow. Przy prawdopodobienstwie na poziomie 100% zdarzen $wiadczy o tym,
ze mutanty mialy amplitudy mniejsze badz réwne 23.6 pA, podczas gdy u kontroli
zaobserwowano na tym samym poziomie zdarzen wicksze badz réwne 20,6 pA.
Mutanty charakteryzowaly si¢ amplituda wyzsza o 3 pA, co moze s$wiadczyé
0 wzmocnieniu funkcji synapsy poprzez wiekszg ilos¢ aktywnych receptorow w blonie
postsynaptycznych przez neurotransmiter uwalniany z jednego pecherzyka
synaptycznego i wickszej liczbie receptorow AMPA zintegrowanych z btong (Rycina
40). Analiza Kolmogorov-Smirnov dla amplitudy miniaturowych EPSC wykazata
statystycznie istotne rdéznice pomiedzy genotypami [CTRL: n = 19, KO:
n =10, p <0.0001].
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Rycina 40. Miniaturowe EPSC

Czgstotliwosci (A) i maksymalnej amplitudy zdarzen (B) w fluorescencyjnych neuronach piramidowych CAl,
pobranych od mutantéw Pten-AAV-KO i kontroli w 7 tygodniu od indukcji mutacji.

s-sekundy, pA-pikoamper. Dane przedstawiajg $rednig = SEM (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p <
0.0001).

Zwigkszona czestotliwos¢ 1 wigksza amplituda mEPSC u mutantéw sugeruja bardziej
aktywna synaptycznie populacje neuronéw, co moze wynika¢ z silniejszej odpowiedzi

postsynaptycznej badz wigkszej liczby receptorow AMPA w blonie neuronow Pten-AAV-KO.
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4.6. ANALIZA POZIOMU BIALKA PTEN Z HOMOGENIZATACH HIPOKAMPA
W 7 tygodniu od indukcji mutacji w hipokampie stwierdzono obnizong zawarto$¢ biatka
Pten w probkach lizatu komorkowego myszy Pten-AAV-KO w poréwnaniu z kontrola,

przy uzyciu Tubuliny a jako biatka referencyjnego (Rycina 41).
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Rycina 41. Ocena ilosciowa bialka Pten w poréwnaniu do bialka kontrolnego
wszechobecnie wystepujacego w komorkach biatka Tubuliny alfa technika Western
Blot.

Naniesiono do dotkoéw po 10pg lizatu biatkowego pochodzacego z hipokampa Pten-AAV-
KO (n=3) i Pten-AAV-CTRL (n=2) wyizolowanego w 7 tygodniu po indukcji mutacji.
Analiza Western Blot potwierdza dziatanie systemu AAV-Cre-loxP w modelu Pten-AAV-KO
na podstawie zaobserwowanego obnizonego poziomu biatka Pten w porownaniu do ekspresji
biatka referencyjnego alfa Tubuliny — zaliczanego do grupy biatek kodowanych przez geny

metabolizmu podstawowego w komorkach (ang. housekeeping genes).

Badania elektrofizjologiczne oraz analiza Western Blot w 7 tygodniu od indukcji mutacji
wskazuja na wielokierunkowe zmiany w homeostazie neuronalnej, mogace thumaczy¢ fenotyp

obserwowany w zachowaniu myszy z delecja genu Pten.
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S. DYSKUSJA

5.1. ZNACZENIE GENU PTEN W UCZENIU SIE I PAMIECI ZALEZNEJ
OD HIPOKAMPA

Fenotyp modeli zwierzecych z delecja genu Pten w duzej mierze zalezy od uzytych
genetycznych konstruktow do ich wytworzenia. Szczegdlnie istotny jest wybor promotora,
ktory inicjuje i kKieruje ekspresja rekombinazy Cre w wybranych strukturach mézgu. Pierwsze
doniesienia zwigzane z uczeniem si¢ 1 formowaniem pamigci zaleznej od hipokampa, pochodza
z analizy mysich modeli PtenGFAP-Cre z warunkowa delecjg Pten w neuronach korowych,
hipokampa oraz mézdzku (Bajenaru i wsp., 2002; Kwon i wsp., 2001; Marino i wsp., 2000).
U dorostych myszy aktywnos$¢ promotora GFAP jest ograniczona gtownie do astrocytow,
podczas gdy w okresie embrionalnym ekspresja obejmuje komorki prekursorowe uktadu
nerwowego w strefie komorowej oraz w rdzeniu kregowym (Fraser i wsp., 2004). Dodatkowo,
wykazano, ze ekspresja GFAP zachodzi w podzbiorze komorek glejowych zlokalizowanych
w strefie podkomorowej (SVZ) mozgu oraz w komorkach macierzystych uktadu nerwowego,
zdolnych do réznicowania w astrocyty, oligodendrocyty i neurony (Casper i McCarthy, 2006;
Chow i wsp., 2008; Doetsch, 1997). W zwigzku z tym, w modelach zwierzecych PtenGFAP-
Cre, delecja genu Pten wywotuje znaczgce zmiany strukturalne i funkcjonalne w
dojrzewajacych neuronach, prowadzac do deficytow w procesach uczenia si¢, zmian w
zachowaniu oraz do skroconego zycia zwierzat. Wedlug Lugo i wsp., 2013 utrata Pten w
modelu neurorozwojowym PtenGFAP-Cre zwigzana jest z deficytem w pamieci konteksowej
(pamig¢ strachu), poniewaz mutanty spedzity statystycznie istotnie mniej czasu w bezruchu
W poréwnaniu do osobnikéw kontrolnych i heterozygotycznych odpowiednikéw. Ponadto,
w badaniu przeprowadzonym przez Hodges i wsp.,2018 zbadano wptyw delecji genu Pten
na funkcjonowanie poznawcze myszy. Aby oceni¢ pami¢¢ rozpoznawczg obiektow,
zastosowano test nowosci obiektu (NOR, ang. Novel Object Recognition), a do oceny pamigci
przestrzennej wykorzystano labirynt Lashleya. W tescie NOR myszy z delecja Pten wykazaty
uposledzong zdolno$¢ do rozrézniania nowego obiektu od znanego, co sugeruje deficyty
W pamigci rozpoznawczej. W labiryncie Lashleya mutanty potrzebowaty znaczaco wigcej
czasu na ukonczenie zadania w porownaniu z grupa kontrolng, wskazujac na ostabienie pamigci
przestrzennej. W podobnym modelu PtenNse-Cre, wykorzystano transgeniczng linig¢, gdzie
rokombinaza Cre byta pod kontrolg promotora specyficznego dla enolazy neuronowej (ang.
Neuron specific enolase-Cre), co prowadzito do delecji genu Pten w obszarze CA3, warstwie

polimorficznej hipokampa oraz w zakrecie zgbatym. Delecja obejmowata warstwy I11-V kory
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moézgowej, warstwe ziarnistg zakretu zebatego (GL) oraz warstwe polimorficzng (PML)
formacji hipokampa. U mutantow w P14 zaobserwowano komorki pozbawione ekspresji Pten
w PML oraz zewngtrznej warstwie ziarnistej (GL) zakretu zebatego. Autorzy wskazali, ze u
mutantéw zaobserwowano deficyt w uczeniu si¢ w labiryncie wodnym Morrisa (MWM, ang.
Morris Water Maze). Jednakze zaobserwowano takze u tych zwierzat nadmierny lgk podczas
habituacji w basenie, co skutkowato wydtuzeniem przyuczania z widoczng platforma do 4 dni
(Kwon i wsp., 2006). Nalezy jednak pamigtaé, ze silny stres i lgk moze znaczgco wptywac na
wyniki w tescie MWM, szeroko stosowanym do oceny uczenia si¢ przestrzennego i pamieci U
gryzoni. Podwyzszony poziom leku (skorelowany z podwyzszonym poziomem kortykosteronu
w MWM) moze prowadzi¢ do zachowan takich jak tigmotaksja, czyli ptywania glownie wzdhuz
krawedzi labiryntu, co zaobserwowano w modelu Kwon i wsp., 2006. Moze to potencjalnie
zaburza¢ wyniki i oceng funkcji poznawczych w hipokampie (Harrison i wsp., 2009; Higaki i
wsp., 2018; Jung i wsp., 2017; Kim i wsp., 2015).

W kontrascie, usunigcie genu Pten w modelach, gdzie promotor CaMKlIla warunkuje
rekombinacje Cre ograniczong do neurondéw pobudzajacych daje zupelnie inny fenotyp,
cechujacy si¢ niezmieniong morfologig neuronow w hipokampie. Jednakze do tej pory uczenie
si¢ 1 pami¢¢ zbadano w globalnym modelu Iub gdy usuniecie Pten zachodzi w okresie
postnatalnym, gdy neurony nie tworzg jeszcze funkcjonalnych hipokampalno-korowych
potaczen. Pod kontrolg promotora CaMKIla, indukowanie mutacji punktowych w sekwencji
kodujacej izoformg alfa biatka Pten (w modelach konstytutywnych) oraz mutacji w eksonie 5
na wczesnym etapie postnatalnym (w modelach warunkowej delecji) wykazano wptyw
na deficyty w nabywaniu pamigci przestrzennej, mierzonej w tescie labiryntu wodnego
Morrisa, oraz zaburzenia w przypominaniu nieprzyjemnych zdarzen w warunkowaniu strachu

na kontekst (CFC, ang contextual fear conditioning) (Sperow i wsp., 2012; Wang i wsp., 2017).

Dotychczas brakowato szczegdtowych danych dotyczacych wptywu delecji genu Pten
na dojrzate 1 w pelni zréznicowane neurony pobudzajace. W niniejszej rozprawie doktorskiej
wykorzystano dwa modele mysie, celujace w tego typu zréznicowane neurony. W modelu
z indukowang za pomoca tamoksyfenu (TAM) delecja genu Pten w dorostych neuronach
pobudzajacych, ograniczong do struktur przodomoézgowia (linia Pten-iCKO), wykazano
podwyzszong zdolno$¢ uczenia przestrzennego oraz efektywno$¢ ponownego kodowania
informacji w testach uczenia si¢ miejsca (PL, ang. place learning), przeprowadzonych
w systemie poznawczym IntelliCage. Pomimo tych poznawczych korzysSci, zaobserwowano

przedwczesng $mier¢ zwierzat w okresie od 7 do 13 tygodni po indukcji mutacji.
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Co zaskakujace, nawet 24-48 godzin przed $miercia myszy wciagz wykazywaly wyrazne
preferencje wzgledem poprawnego rogu w tescie revPL. Podobng przedwczesng $miertelno$¢
odnotowano w innych modelach, takich jak PtenGFAP-Cre; PtenCaMKIIa-Cre oraz PtenNse-
Cre, gdzie delecja Pten obejmowata wigksze obszary i struktury mézgu, w tym kluczowe
obszary zaangazowane w regulacje proceséw neurofizjologicznych (Backman i wsp., 2001;
Fraser i wsp., 2004; Kwon i wsp., 2006; Kwon i wsp., 2003; Sperow i wsp., 2012). Zgodnie z
dotychczasowg wiedza, szlak mTOR, na ktory ma wptyw mutacja Pten, reguluje rownowage
energetyczng i kontrole apetytu w podwzgorzu. Postawiono hipotezg, ze dtugotrwata aktywacja
tego szlaku w kluczowych regionach moézgu moze prowadzi¢ do zmniejszenia uczucia
faknienia, co w konsekwencji skutkuje znaczng utrata masy ciala 1 $Smiercig z powodu
niedozywienia (Cota i wsp., 2006). Niemniej jednak zmiany metaboliczne w tym modelu nie
bytly bezposrednio badane 1 wymagaja dalszej, pogtebionej analizy. W dalszej kolejnosci
zastosowano bardziej specyficzny i precyzyjny model (Pten-AAV-KO), w ktoérym delecja genu
Pten byla generowana za pomocg stereotaktycznego wstrzyknigcia rekombinowanych
wektorow AAYV i ograniczona do dojrzatych neuronéw pobudzajacych w hipokampie. Podczas
analizy typu ‘Western blot’ wykazano 68% spadek ilosci biatka Pten w porownaniu do kontroli
oraz wzrost ekspresji markera mTOR — biatka pS6 podczas analizy ICH, potwierdzajac, ze
usuni¢cie genu Pten zwigksza aktywacje szlaku PISK-AKT-mTOR, w sposob opisywany
wczesniej w literaturze (Domanskyi i wsp., 2011; Pun i wsp., 2012; Shi i wsp., 2011). Zwierzeta
przetestowano w prostych testach preferencji miejsca oraz w ztozonych tekstach patrolowania
i zaobserwowano podobny efekt na funkcje poznawcze jak w przypadku modelu Pten-iCKO.
W poréwnaniu do grupy zwierzat kontrolnych, samice Pten-AAV-KO osiggaty lepsze wyniki
W uczeniu si¢ w 7 tygodniu po indukcji mutacji, az do momentu pojawienia si¢ postgpujacej

neurodegeneracji.

Inni badacze zaobserwowali podobny efekt na zdolno$¢ uczenia si¢ w modelu myszy
Z delecja genu AIM2. Wykazano, ze wprowadzona mutacja promuje neuroplastyczno$é
| poprawia pamig¢ przestrzenng myszy mierzong w labiryncie wodnym Morrisa. Biatko AIM2
prawdopodobnie promuje ekspresje¢ Pten, a tym samym negatywnie reguluje szlak PISK/AKT.
Delecja AIM2 obniza poziom mRNA Pten i zwigksza ekspresj¢ AKT oraz Homerla (Chen i
wsp., 2019). Gen Homerla nalezy do rodziny biatek obecnych w gestosci postsynaptycznej i
odgrywa wazna role w plastycznos$ci synaptycznej i tworzeniu §ladu pamigciowego (Brakeman
i wsp., 1997; Chen i wsp., 2019; Thomas, 2002). Badania te wykazaty, ze inhibicja aktywnos$ci

Pten wspiera uczenie si¢ 1 pamigc.
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Ponadto, badanie mechanizmu przeciwstawnego (hamujacego aktywno$¢ neurondéw
pobudzajacych) wykazaly, ze inhibicja uktadu GABA-ergicznego w hipokampie wspiera
promuje uczenie si¢ przestrzenne i polepsza pami¢¢ myszy w modelu z delecja genu Gabra4.
Zwigkszong pamig¢é zaobserwowano w klasycznych testach tj. test aktywnego unikania
(z ang. active avoidance tasks), labirynt wodny Morrisa, labirynt Y i warunkowanie strachu
na kontekst (Fan i wsp., 2020; Moore i wsp., 2010; Shen i wsp., 2010; Shen i wsp., 2017). Gen
Gabra4 koduje podjednostke alfa4, ktora wraz z podjednostkg delta wspdlnie ulega ekspresji, a
ich produkty biatkowe znajdowane sg w miejscach okolosynaptycznych 1 poza synapsami.
Receptory GABA(A) ztozone z podjednostek a4Pd sa czesto obecne w interneuronach
w warstwie molekularnej zakretu zgbatego hipokampa oraz w dendrytach i kolcach neuronow
piramidowych w obszarze CA1 (Sabaliauskas i wsp., 2012; Shen i wsp., 2010). Ekspresja
podjednostki Alfa4 i jej wlgczenie do pentameru aktywuje receptor GABA(A) i generuje
toniczny prad hamujacy, ktory ostabia aktywno$¢ napigciowo zalezng NMDAR
i w konsekwencji hamuje transmisje synaptyczng mi¢dzy neuronami (Herron i wsp., 1986).
Wplyw podwyzszonej aktywnosci $ciezki sygnalowej na wilasciwosci elektrofizjologiczne

komorek pozbawionych ekspresji Pten

W Wyniki analizy elektrofizjologicznej, zarejestrowanej w 7 tygodniu po indukcji mutacji,
podkreslity istotne zmiany w pobudliwo$ci komorek Pten-AAV-KO, jak 1 transmisji
synaptycznej w wyniku uwalnianego pojedynczego, pobudzajagcego neurotransmitera do
przestrzeni synaptycznej. Podczas analizy wewnetrznej pobudliwosci neuronow piramidowych
CAl zaobserwowano u mutantdéw znaczacy spadek pobudliwosci w postaci zmniejszonej
liczby potencjaléw czynnosSciowych w poroéwnaniu do neuronéw myszy kontrolnych.
Poczatkowy etap wywolywania potencjatu synaptycznego nie byt zaburzony (prog
pobudliwosci), a takze interwaly migdzy poszczegdlnymi potencjalami czynnosciowymi
wydaja si¢ by¢ takie same pomig¢dzy grupami. Po tych parametrach mozna wywnioskowac, ze
poczatkowa aktywacja kanaléw sodowych bramkowanych napigciem nie jest zaburzona.
Jednakze komorki analizowane u mutantéw Pten-AAV-KO charakteryzowaty si¢ obnizonym
potencjatem spoczynkowym btony, ktory wskazuje na bardziej hiperpolaryzowany potencjal
btonowy (ujemny), prawdopodobnie wynikajacy ze zwigkszonej aktywnos$ci kanatow
potasowych badz zaburzeniach w funkcji pompy ATPazy Na+/K+ (Aggarwal i wsp., 2021,
Proskurina, 2023). Zwigkszona warto$¢ szybkiej hyperpolaryzacji nastepczej u mutantow
wplywa na zmniejszenie pobudliwo$ci neuronéw poprzez wydtuzenie okresu refrakcji i

ograniczenie zdolnosci do wielokrotnego wytadowania co jest odzwierciedlone w liczbie
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potencjalow czynnosciowych stymulowanych w zakresie 100-600 pA. Dodatkowo u mutantow
zaobserwowano zmniejszong amplitud¢ szczytowa 1 szeroko$¢ potowiczng potencjatu
czynnosciowego, co prawdopodobnie wskazuje na zwigkszong i zaobserwowang repolaryzacje
btony. Zmniejszona amplituda szczytowa moze by¢é zwigzana z prawdopodobienstwem
obnizonego przewodnictwa kanatow Na+ lub ich szybsza inaktywacja i internalizacja do
wnetrza komorki. Obnizony czas trwania potencjalu czynno$ciowego przy polowie jego
maksymalnej amplitudy oraz podwyzszona fAHP moze $wiadczy¢ o prawdopodobienstwie
zwigkszonej aktywnosci kanatow jonowych K+ co prowadzi do szybszej repolaryzacji
(zaburzenia pomiedzy stosunkiem fazy depolaryzacji do repolaryzacji). W literaturze opisano
funkcje mTOR jako regulatora progéw potencjatow czynnosciowych 1 czestotliwosci
wyladowan poprzez syntez¢ odpowiednich biatek zaangazowanych w proces. Inhibicja
aktywnosci mTOR wptywa na proces syntezy podjednostki Kvl.1 napigeciowo zaleznych
kanaléw potasowych w dendrytach. Aktywnos¢ tej podjednostki obniza potencjal btonowy. Ta
informacja sugeruje, ze zaobserwowano u mutantow Pten-AAV-KO pewien mechanizm
kompensacyjny, ktory pomimo aktywnosci szlaku PI3K-AKT-mTOR znalazt sposob na
obnizenie pobudliwo$ci komorek, aby chroni¢ przed ciagla aktywacja w wyniku pobudzenia
pochodzacego z nadmiernej aktywacji transmisji synaptycznej (Nguyen i Anderson, 2018;

Pernice i wsp., 2016; Raab-Graham i wsp., 2006).

Modele mysie z warunkowg delecja genu Pten na wczesnym etapie rozwoju
lub w komorkach progenitorowych, opisane w rozdziale 5.1, wykazaty r6zne cechy wynikajace
z mutacji genu Pten na pobudliwo$¢ komorkowa i podstawowsg transmisj¢ pobudzajgca
w neuronach (Fraser i wsp., 2008; Sperow i wsp., 2012; Takeuchi i wsp., 2013; Wang i wsp.,
2017). Bardziej spojne wyniki uzyskano w modelach z indukowang delecja genu Pten.
Generalnie, w neuronach usuni¢cie genu Pten za pomoca wektorow lentiwirusowych w
hodowli komorkowej, zakrecie zgbatym (P7), korze stuchowej (P18-21) oraz w ciele
migdatowatym (doroste osobniki) zaobserwowano zwigkszong pobudliwos¢ lub czgstotliwosc,
badz oba parametry jednoczesnie (amplituda i czgstotliwo$¢) miniaturowych EPSC (Haws i
wsp., 2014; Luikart i wsp., 2011; Weston i wsp., 2014; Williams i wsp., 2015; Xiong i wsp.,
2012). Co istotne, zwigkszone parametry mEPSC u noworodkow i dorostych myszy byly
skorelowane ze zwigkszonym rozgalezieniem dendrytdow oraz ggstoscig  kolcow
dendrytycznych w odlegtych obszarach mézgu myszy (Luikart i wsp., 2011; Williams i wsp.,
2015; Xiong i wsp., 2012). Zgodnie z wczesniejszymi badaniami dotyczacymi indukowanego

usuni¢cia genu Pten, takze w naszych badaniach zaobserwowaliSmy wzrost parametrow
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mEPSC w neuronach CA1 w hipokampie u myszy Pten-AAV-KO. Zaréwno czestotliwosé, jak
i amplituda byly podwyzszone, co wskazuje na wzmocniony sygnat pobudzajacy (zwickszenie
transmisji synaptycznej lub liczby synaps na ztaczu) do tych neurondéw w 7 tygodniu po
transdukcji AAV. Przeciwstawne adaptacje btony komoérkowej i plastycznosci synaptycznej
moga wynika¢ z mechanizméw specyficznych dla utrzymania homeostazy w sieci neuronalne;.
Jedna z mozliwych hipotez zaktada, ze zmniejszona pobudliwos¢ wystepuje w nadmiernie
pobudzonych neuronach, co potencjalnie zapobiega ekscytotoksycznosci (Armada-Moreira i
wsp., 2020). Inne wyjasnienie sugeruje, ze zmniejszona pobudliwo$¢ komorek jest pierwotnym
czynnikiem odpowiedzialnym za pozniejsze zwigkszenie parametrow mEPSC.
W tym scenariuszu mniej pobudliwe komorki Pten-AAV-KO wymagalyby silniejszego
sygnatu wejsciowego, aby przekroczy¢ prog wyzwolenia potencjatu czynnosciowego, przez co
bylyby bardziej podatne na zmiany plastyczne. Hipoteza ta znajduje poparcie w danych
wskazujacych, ze wraz z uptywem czasu po mutacji wzrasta pojemnos$¢ blony, a opor
wejsciowy maleje. W zwigzku z tym neurony z deficytem Pten wykazuja zmieniong
czestotliwos$¢ wytadowan, wymagajaca wyzszej dawki pradu, aby przekroczy¢ prog potencjatu
czynno$ciowego (Williams i wsp., 2015). Kompleks mTORC1 wykazuje podwojng funkcje w
kontrolowaniu zarowno plastycznosci synaptycznej, jak i wewngtrznej, regulujac ekspresje
podjednostki alfa kanatu potasowego zaleznego od napiecia oraz podjednostki 1 receptora
glutaminowego typu NMDA (Raab-Graham i wsp., 2006). Niemniej jednak mEPSC pozostaje
kluczowym parametrem w utrzymaniu funkcjonalnych potgczen neuronalnych i skutecznos$ci
synaps. Zwigkszona amplituda i/lub czgstotliwo$s¢ mEPSC opisuje postsynaptyczng odpowiedz
na spontaniczng egzocytoze pojedynczego pecherzyka presynaptycznego i uwalnianie
neuroprzekaznika do szczeliny synaptycznej. Biorac to pod uwagg, wydaje si¢ prawdopodobne,
ze zwigkszone parametry mEPSC moga odpowiada¢ za obserwowany fenotyp poprawionej
zdolnosci uczenia si¢ i pamigci w modelu Pten-AAV-KO zaobserwowanym w 7 tygodniu od
transdukcji rAAV.

5.2. WPLYW DELECJI GENU PTEN NA OGOLNA AKTYWNOSC
| KOMUNIKACJE ORAZ INTERAKCJE SOCJALNE ZWIERZAT

5.2.1. Heterogeniczny i zalezny od plci fenotyp mutantow Pten
W badanym modelu zwierzgcym Pten-AAV-KO z delecja genu Pten w dojrzatych
neuronach pobudzajacych hipokampa, zaobserwowano podwyzszong aktywno$¢ eksploracyjng

I lokomotoryczng mierzong w tescie OF i przejawiajaca si¢ pokonaniem znacznie wiekszego

dystansu w aparacie z istotnie wyzsza $rednig predkosciag niz mioty kontrolne. W naszym
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modelu hiperaktywno$¢ lokomotoryczna jest zalezna od plci, istotnie statystycznie zwigkszona
u samic. Ponadto, wyniki testu otwartego pola sag zgodne z nadaktywno$cig obserwowang
podczas PL w IntelliCage. Jednakze czas spgedzony w obszarze centralnym byl znaczaco
zmniejszony, a czas spedzony w naroznikach byt odpowiednio zwigkszony dla zmutowanych
samic i samcow w porownaniu do grup kontrolnych. Obnizona eksploracja w centralnej czgsci
aparatu prawdopodobnie nie jest skorelowana z podwyzszonym lgkiem w przypadku samic
mutantéw Pten, poniewaz wykazaly one w tescie EPM obnizony poziom lgku na podstawie
dluzszej eksploracji otwartych ramion w stosunku do zamknietych oraz zwigkszong liczbg
wychylen glowy poza aparat. W przypadku samcoOw kontrolnych jak 1 mutantow
zaobserwowano minimalng tendencje¢ do eksploracji otwartych ramion w poréwnaniu do grupy
samic kontrolnej Pten-AAV-CTRL, jak i eksperymentalnej Pten-AAV. Pomimo krotszego
czasu przebywania w otwartych ramionach, samce Pten-AAV-KO podobnie jak samice
wykazywaty zwigkszong liczbe wychylen gtowy poza aparat z pozycji centralnej w pordwnaniu
z grupa kontrolng. Fenotyp zaobserwowany u samic, i czgsciowo u samcoéw, Pten-AAV-KO
jest bardzo zblizony do wynikow uzyskanych w OF jak i EPM przez Kwon i wsp.,2006 oraz
Lugo i wsp., 2014 na myszach PtenloxP/loxP, Nse-Cre oraz PtenloxP/loxP, GFAP-Cre.
Dodatkowo hiperaktywno$¢ lokomotoryczna byta raportowana takze w modelu Pten-Nestyna-
CreERT2, w ktorych Pten zostal usunigty z komorek macierzystych i progenitorowych
proliferujgcych do linii neuronalnej w SGZ (Amiri i wsp., 2012). Badania pokazuja, ze
hiperaktywnos¢ lokomotoryczna u zwierzat jest prawdopodobnie skorelowana z podwyzszong
aktywnoscig szlaku PI3K-AKT-mTOR. Neurony z delecja Pten charakteryzujg sie
podwyzszonymi poziomami fosforylowanego P-S6 (tak jak w naszym modelu) oraz
pozostatych kinaz P-AKT i P-GSK3p, b¢dacych markerami odpowiednio aktywacji szlakow
sygnalowych AKT i mTOR, oraz inaktywacji szlaku sygnatlowego GSK3 (Amiri i wsp., 2012;
Kwon i wsp., 2003, Lugo i wsp., 2014). Natomiast nie istniejg dostateczne dowody wskazujace
na mozliwo$¢ catkowitego odwrocenia zaobserwowanych fenotypdw poprzez inhibicj¢ kinazy
MTOR za pomocg rapamycyny (Narvaiz i wsp., 2023). Badania wskazuja, podobnie
do naszych wynikow, ze bez wzgledu na czas mutacji Pten, podwyzszona aktywno$¢ mTOR
prawdopodobnie uruchamia inne szlaki sygnalizacyjne odpowiedzialne za wzmozong
lokomotoryczno$¢ zwierzat. Mozliwe, Ze w proces ten zaangazowane sg takze inne struktury
zwigzane z regulacjg funkcji motorycznych tj. cialo migdalowate, kora przedczotowa czy jadro
pollezace. Istnieja dowody wskazujace, ze infuzja NMDA do brzusznej czgsci hipokampa
(vHPC, ang. ventral hippocampus) ma przeciwstawny efekt i wpltywa na aktywnosc¢

lomotoryczng u szczurow. Wzmozona aktywno§¢ vHPC stymuluje wyrzut dopaminy przez
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jadro potlezace 1 zwigkszenie aktywnos$ci lokomotorycznej w tescie OF, podczas gdy infuzja
NMDA do dHPC nie zaburzyta aktywnosci lokomotorycznej (Zhang i wsp., 2002). Poniewaz
w naszym modelu stymulowano usunig¢cie genu Pten takze w czeSci brzusznej hipokampa,
hipotetycznie nadmierna aktywno$¢ tych neuronéw pobudzajacych mogtaby byé powigzana
z zaobserwowanym fenotypem u mutantéw. Ponadto Mei L. i wsp., 2020 wykazatl, Ze region
vHPC zaangazowany jest takze w regulacj¢ leku. Z drugiej strony istniejg badania
na gryzoniach wskazujace, ze zachowania legkowe angazuja brzuszng czes$¢ hipokampa (VHPC),
przysrodkows kore przedczotowa (mPFC) oraz ciato migdatowate w czgsci podstawno-bocznej
(BLA) (Maren i wsp., 2004; Shah i wsp., 2003; Sierra-Mercado i wsp., 2011; Tye i wsp., 2011).
Optogenetyczne zahamowanie projekcji z BLA do vHPC dziata przeciwlgkowo (Felix-Ortiz i
wsp., 2016) natomiast optogenetyczne hamowanie zakonczen synaptycznych z vHPC do mPFC
za pomocg AAV- CamKlIla-eArch3.0-eYFP, bezposrednio wptywa na zmniejszenie stanow
lekowych i wigksza eksploracje otwartych ramion w EPM. Co wigcej, obustronne, ale nie
jednostronne hamowanie, zmieniato fizjologiczne korelaty lgku w BLA, imitujgc stan podobny
do odczucia bezpieczenstwa (Padilla-Coreano i wsp., 2016). Aby okresli¢ doktadne podtoze
fizjologiczne (mechanizm dziatania) zaobserwowanej wzmozonej aktywnosci i obnizonego

leku u samic Pten-AAV-KO niezbedne sg dalsze badania w tym kierunku.

Jednym z dodatkowych cech fenotypu zaobserwowanych u mutantow Pten-AAV-KO
byta obecno$¢ spontanicznych drgawek, ktore pojawiaty si¢ w miar¢ uptywu czasu od indukcji
mutacji za pomocg wektorow wirusowych AAV. Nalezy podkresli¢, ze w ramach badan
nie przeprowadzano analiz elektroencefalograficznych (EEG). Najwczesniejszy epizod
drgawkowy zaobserwowano w okoto szostym tygodniu po indukcji mutacji (n=1). Fenotyp
ten ujawniat si¢ jednak w réznych ramach czasowych od operacji stereotaktycznych i dotyczyt
stosunkowo niewielkiej grupy zwierzat obu plci (~20-30%). Spontaniczne drgawki
obserwowano w rdéznych sytuacjach, takich jak stresujace testy behawioralne, zmiany faz
aktywnosci dobowej (np. zapalenie $wiatta w pokoju hodowlanym) czy podanie ketaminy
przed wykonaniem perfuzji dosercowej. Dodatkowo analiza w tescie budowania gniazda
pozwolila na zidentyfikowanie heterogenicznosci behawioralnej w grupie eksperymentalne;j,
umozliwiajagc wytypowanie samic, ktére nie budowaly gniazd. Na poczatku zwierzeta
te nie wykazywaty zmienionego profilu behawioralnego, nastgpnie w tescie zaobserwowano
podwyzszony poziom lgku w stosunku do reki eksperymentatora oraz zastyganie w bezruchu,
takze mozna przypuszczaé, ze gwaltowna zmiana w zachowaniu zwierzat mogla by¢

skorelowana z momentem wystgpienia drgawek.  Podobne obserwacje raportowano
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u dorostych i mlodych samcow myszy nalezacych do linii Nestin-CreERT2;Ptenloxp/loxp
(indukowanej TAM) u ktérych usuniecie Pten nastapilo w neuronalnych komorkach
macierzystych (NSCs) w okresie postnatalnym/wczesnej dorostosci. Stwierdzono, ze myszy
rozwijaja makrocefali¢c z powigkszonym zakretem zgbatym i zdezorganizowana warstwa
komorek ziarnistych. Dodatkowo u tych myszy zaobserwowano zmieniong neurogenezg
I wystapienie hiperaktywnosci lokomotorycznej oraz drgawek po okresie okoto 4-5 miesigca
zycia z trudno$ciami w oswajaniu zwierzat do eksperymentow. Czesto$¢ spontanicznych
drgawek u samcoéw Nestin-CreERT2/Ptenloxp/loxp byta bardzo niska, a wielokrotne proby
wywotania drgawek za pomocg egzogennych bodzcow dzwickowych lub wizualnych
zakonczyty si¢ niepowodzeniem (Amiri i wsp., 2012). Dalsza obserwacja samic Pten-AAV-
KO wykazujacych nietypowe zachowania w teScie budowania gniazda umozliwita
zidentyfikowanie trzech osobnikow z epizodami drgawkowymi (n=2 w 6 tygodniu i n=1 w ~15
tygodniu). Co ciekawe u jednej samicy z grupy testowanej w IntelliCage, w pdzniejszym
okresie zaobserwowano drgawki okoto 15 tygodnia od indukcji mutacji. Mysz ta zostala
wczesniej poddana testom patrolowania (zaczynajac w 7 tygodniu test CW 1 nast¢gpnie CCW)
w systemie IntelliCage. Dziesigtego dnia testu CW zakonczyta doswiadczenie, osiggajac 83,5%
wizyt w poprawnych rogach, podczas gdy $rednia dla grupy eksperymentalnej wynosita 70,5%
poprawnych wizyt. Natomiast w pierwszym dniu fazy przyuczania w tescie CCW odnotowano
53% wizyt w poprawnych rogach. Ostatecznie, test zakonczono wynikiem 62,7% poprawnych
wizyt, przy Sredniej grupowej wynoszacej 70,8% siddmego dnia testu CCW. Fenomen
ten stanowi interesujacy obszar badawczy, ktéry warto eksplorowa¢ w przysztych pracach
badawczych. Fenotyp padaczkowy byl czesto obserwowany w kilku modelach mysich
z usunigciem genu Pten, szczegolnie w przypadkach, gdy mutacja Pten jest obecna w obszarze
zakretu zebatego (Pun i wsp., 2012; Nicole i wsp., 2011). Ponadto, w modelu Pten-AAV-KO
zaobserwowano zmiany morfologiczne (barwienie ICH), przejawiajace si¢ zmniejszeniem
objetoscig hipokampa, a szczegblnie zmianami w organizacji warstw w obszarze zakretu
zgbatego, ktore moga mie¢ wptyw na powstajace w pozniejszym czasie epizody drgawkowe.
W literaturze wykazano, ze usuniecie genu Pten przy uzyciu promotoréw aktywnych w okresie
embrionalnym i wczesnoporodowym prowadzi do hipertrofii neurondéw, nadpobudliwej
aktywnosci sieci neuronowych oraz rozwoju spontanicznych drgawek w wieku dorostym. Na
przyktad, gdy usunigcie Pten jest kierowane przez promotor GFAP w astrocytach i neuronach
w wielu obszarach mozgu podczas rozwoju embrionalnego. W takich przypadkach obserwuje
si¢ znaczacg hipertrofi¢ mozgu, ktorej towarzyszy postepujacy rozwoj spontanicznych drgawek

I wezesna $miertelnos$¢ (Backman i wsp., 2001; Fraser i wsp., 2008; Fraser i wsp., 2004; Kwon
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I wsp., 2003; Kwon i wsp., 2001). Kolejne badania ocenialy konsekwencje usuni¢cia PTEN
w okresie wczesnoporodowym selektywnie w nowopowstatych komorkach ziarnistych zakretu
zgbatego poprzez wywotanie ekspresji Cre pod kontrolg promotora Glil lub poprzez iniekcje
retrowirusowa do zakretu zebatego. Te badania réwniez wykazaly znaczng hipertrofie
neurondw w zakrecie zebatym, w tym powickszone ciata komorek ziarnistych, zwigkszong
ztozonos$¢ dendrytdw oraz nieprawidtowe rozszerzenie potgczen aksonow i widkien mszystych
(Arafa i wsp., 2019; LaSarge i wsp., 2015; Pun i wsp., 2012; Williams i wsp., 2015).
Fizjologiczne konsekwencje tych zmian morfologicznych obejmowaty rozwdj spontanicznych
drgawek oraz powstawanie nadpobudliwych, proepileptycznych sieci neuronowych
w hipokampie (LaSarge i wsp., 2016; Pun i wsp., 2012; Santos i wsp., 2017; Williams i wsp.,
2015). W kolejnym modelu spontaniczne drgawki pojawily si¢ po ogniskowym usuni¢ciu
PTEN w komodrkach ziarnistych zakretu zebatego u dorostych myszy po okoto dwoch
miesigcach. Wskazuje to na istnienie okresu utajonego, w ktorym dochodzi do progresywnych
zmian w sieciach neuronalnych. Ponadto, drgawki wystepowaly u wiekszo$ci myszy z
jednostronnym lub obustronnym usuni¢ciem PTEN i1 w kilku przypadkach prowadzity do

$mierci (Yonan i wsp., 2024).

5.2.2. Komunikacja, interakcje socjalne oraz zachowania
eksploracyjne

Mutacje i delecje genu Pten bedacego jednym z istotnych regulatorow szlaku PI3K-AKT-
mTOR zostaly powigzane z ASD oraz wystgpieniem makrocefalii u ludzi. (Butler i wsp., 2005;
Varga i wsp., 2009). Aby wyjaséni¢ zwigzek pomiedzy rolg Pten a rozwijajacym si¢ uktadem
nerwowym i wystgpowaniem spektrum autystycznego, naukowcy stworzyli kilka mysich
modeli neurorozwojowych z konstytutywnym lub warunkowym usunigciem genu Pten.
Ponadto, w wigkszosci modeli zwierzgcych zwigzanych z usunigciem gendéw, ktorych
aktywno$¢ powigzana jest z gestos$cig postsynaptyczng np. Shank 2 i 3, (Choi i wsp., 2022;
Garrido i wsp., 2022; Won i wsp., 2012) czy Cntnap2 (Penagarikano i wsp., 2015)
scharakteryzowano zespot zachowan zblizonych do spektrum autyzmu. Dodatkowo do modeli
powstatych metodami inzynierii genetycznej, stosunkowo dobrze opisano autystyczny szczep
myszy wsobnej BTBR o0 charakterze idiopatycznym, ktoéra wykazuje podstawowe cechy
autystyczne analogiczne do obserwowanych u ludzi (McFarlane i wsp., 2008). Na podstawie
poréwnania do myszy typu dzikiego, linia BTBR pozwolita na ustanowienie wzorcow-
odniesienia (ang. baseline) do profilowania behawioralnego innych modeli zwierzecych z

podejrzeniami zaburzen autystycznych, ktore powstaly w wyniku modyfikacji genetycznych
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nasladujacych mutacje odkryte u ludzi (Delorme i wsp., 2013). Okreslanie zachowan
przypominajacych zaburzenia ze spektrum autyzmu u gryzoni obejmuje ocen¢ roéznych
aspektow behawioralnych (wptyw mutacji genetycznych na zachowanie), neurochemicznych
oraz neurobiologicznych (zmiany w uktadach neuroprzekaznikow oraz w synapsach i tacznosci
neuronalnej), fizjologicznych (wzorce aktywno$ci mozgu) oraz wpltyw srodowiska (ekspozycje
prenatalne lub na wczesnym etapie zycia). Gtoéwna uwaga kierowana jest na cechy
odzwierciedlajace kluczowe objawy ASD u ludzi, takie jak deficyty spoteczne, deficyty
poznawcze, zachowania repetetywne (powtarzajace si¢) oraz ograniczone zainteresowanie
interakcjg socjalng, ktore sa stosunkowo tatwe do zmierzenia w modelach zwierzecych (Chang
I wsp., 2017). Wzorujac si¢ na linii mysiej BTBR charakteryzujacej si¢ deficytem socjalnym,
objawiajagcym si¢ zmniejszong sklonnoscia do nawigzywania interakcji spotecznych, w
poréwnaniu do innych szczepow, brakiem preferencji do nowos$ci spotecznej co oznacza brak
zainteresowania nowa myszg w porownaniu do znanej (McFarlane i wsp., 2008). Dodatkowo,
myszy te cechuja si¢ ograniczonym zaangazowaniem w wzajemne zachowania spoleczne
typowe dla gatunku myszy domowej tj. wachanie czy podazanie za osobnikiem (ang.
following). Myszy BTBR wykazuja wzmozone zachowania repetetywne tj. nadmierne
pielegnowanie futerka, czg¢sto prowadzace do samookaleczen, zwigkszong eksploracje i
kopanie w $cidlce czy stereotypowe ruchy motoryczne (Amodeo i wsp., 2012; McFarlane i
wsp., 2008). Ponadto zaobserwowano w tym szczepie zmiany w wzorze wokalizacji
ultradzwigckowej u oseskow, charakteryzujace si¢ czestszg liczbg nawotywan oraz glosniejsza
wokalizacja w porownaniu do powszechnie uzywanego szczepu C57BL/6J. Wokalizacja
oseskow BTBR charakteryzowata si¢ wysokim poziomem harmonicznych, dwusylabowych i
ztozonych epizodow oraz minimalng liczba epizodéw krotkich (Scattoni i wsp., 2008). U
dorostych myszy wokalizacja BTBR zostala zmierzona podczas rdéznych interakcji
spotecznych, w tym samiec-samica, samiec-samiec (rezydent-intruz) oraz samica-samica.
Badanie wykazalo, ze doroste myszy BTBR wykazywaty nizszy poziom wokalizacji i mniejsza
aktywno$¢ spoteczng we wszystkich kontekstach spotecznych w poréwnaniu do szczepu myszy
BI6 (Scattoni i wsp., 2008). Zaobserwowano takze deficyty poznawcze, a w szczegolnosci
zmniejszong elastycznos¢ w uczeniu si¢ (Amodeo i wsp., 2012), ktoéra moze wynikac¢ ze zmian
neurobiologicznych w mézgu (zmiany w tacznosci synaptycznej i plastycznosci w hipokampie
oraz zaburzenia rownowagi w neuroprzekaznictwie glutaminianu, GABA, serotoniny i
dopaminy w korze mozgowej) (Bove i wsp., 2024; McTighe 1 wsp., 2013; Squillace i wsp.,
2014; Stephenson i wsp., 2011; Wei i wsp., 2016).
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W poréwnaniu do autystycznych myszy BTBR, w modelu neurorozwojowym PtenGFAP-
Cre, w ktorym usuniecie Pten nastgpito w 5 dniu postnatalnym, takze widoczny jest deficyt
W zachowaniach spotecznych, natomiast obserwuje si¢ zmniejszong liczbe zachowan
repetytywnych. W testach oceniajacych interakcje spoteczne, takich jak test trojkomorowy i
test oddzielenia spotecznego (ang. social partition assay), myszy PtenGFAP-Cre/Pten
wykazywatly ograniczone interakcje spoteczne oraz preferencje wobec obiektéw w porownaniu
do partneréw spotecznych. W przeciwienstwie do myszy typu dzikiego, ktore preferowaty
spedzanie czasu w poblizu nieznanych osobnikow, myszy z delecja Pten nie wykazywaty takiej
preferencji, co wskazuje na uposledzong zdolno$¢ do rozpoznawania nowos$ci spotecznej.
Ponadto, charakteryzowaly si¢ one zmniejszonym nasileniem zachowan repetytywnych,
w tym rzadszym zakopywaniem kulek w tescie zakopywania (ang. murble burying). Wyniki
te sugerujg nietypowy wzorzec zachowan repetytywnych, potencjalnie rézny od
stereotypowych zachowan tradycyjnie zwigzanych z ASD. Niemniej jednak, w tescie otwartego
pola zaobserwowano zwigkszong lokomocje, obejmujaca czestsze zachowania rotacyjne
I wspinanie si¢ (zwickszong liczbe stojek) swiadczaca o wzmozonej eksploracji srodowiska

(Lugo i wsp., 2014).

W przypadku modelu PtenNse-Cre, badania przeprowadzone na miodych osobnikach
wykazaty istotne zaburzenia interakcji spotecznych w tescie trojkomorowym — myszy mutanty
wykazywaly obnizony poziom interakcji spotecznych, przy jednoczesnym braku zmian
w eksploracji nowych obiektow oraz preferencji wobec nowo$ci spolecznej. W tescie
budowania gniazda zaobserwowano zmniejszong aktywno$¢ u mutantéw, przy czym analiza
obejmowala jedynie pierwsze 90 minut od rozpoczgcia testu. Ponadto zaobserwowano
zwigkszong $miertelno$¢ oseskow w 5 dniu postnatalnym, co prawdopodobnie wynikato

Z ograniczonych interakcji matki z mtodymi (Kwon i wsp., 2006).

W naszym modelu zaobserwowano subtelne zmiany w tescie trojkomorowym, wskazujace
na tendencj¢ do obnizonej socjalnosci u mutantéw, jednak zmiany te nie sa tak wyrazne jak
w modelach neurorozwojowych z delecja genu Pten. W tescie socjalno$ci odnotowano réznice
zalezne od plci w grupie mutantow. Samice Pten-AAV-KO wykazaly zmniejszong preferencje
wobec bodzca spotecznego, a wskaznik preferencji wykazat istotng statystycznie réznice
miedzy samicami mutantow a grupa kontrolng. Samce Pten-AAV-KO, podobnie jak grupa
kontrolna, wykazywaly preferencj¢ wobec myszy, przy czym wskaznik preferencji nie r6znit
si¢ istotnie miedzy grupami. W tescie nowosci spolecznej rowniez zaobserwowano roznice

zalezne od pici u mutantow Pten-AAV-KO. W poréwnaniu z grupa kontrolng, samice
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mutantow wykazywaly istotnie wigksza preferencje wobec nowego osobnika, cho¢ wskaznik
preferencji wskazywal na silniejszg preferencje u grupy kontrolnej. Samce mutantow Pten-
AAV-KO nie wykazaly istotnej statystycznie preferencji wobec nowego partnera socjalnego, a
wskaznik preferencji do nowosci socjalnej nie roznit si¢ znaczaco pomiedzy mutantami a grupa
kontrolna, co moze sugerowac, ze grupa kontrolna samcow wykazuje nieznacznie wigksze

zainteresowanie nowym osobnikiem.

Aby lepiej zrozumie¢ otrzymane wyniki, przeprowadzono zmodyfikowany, bezposredni
test interakcji spotecznych w neutralnym srodowisku dla par zwierzat z tego samego genotypu.
Test wykonano w trzech punktach czasowych: 2, 7 i 15 tygodni od indukcji mutacji. Myszom
pozwolono na 5-minutowg eksploracje nowego srodowiska przed wiasciwym testem,
a nastgpnie wprowadzono zwierzeta w tym samym czasie do nowego srodowiska, jednoczes$nie
rejestrujgc wokalizacje ultradzwigkowe (USV). Analizowano liczbe¢ 1 skumulowany czas
trwania roznych interakcji spotecznych (np. obwachiwanie w roéznych pozycjach ciala,
podazanie, podgryzanie, wspinanie si¢ na drugiego osobnika, turlanie si¢). Dodatkowo
oceniano zachowania eksploracyjne 1 repetytywne, w tym liczb¢ 1 czas trwania stojek,
czyszczenia futerka (ang. self-grooming) oraz kopania w podtozu. W miare uptywu czasu
od indukcji mutacji zaobserwowano heterogeniczno$¢ zachowan u samic Pten-AAV-KO
oraz korelacje pomiedzy wystepowaniem USV a wyzszg sktonnoscig do interakcji spotecznych
I zmniejszong aktywnoscig eksploracyjng zalezng od czasu mutacji. W poréwnaniu z grupa
kontrolng, mutanty samic nie wykazywaly réznic w liczbie interakcji spotecznych,
ale odnotowano istotne statystycznie rdéznice w dtugo$ci trwania interakcji, ktore zmniejszyty
sie w 7 i 15 tygodniu w poroéwnaniu do drugiego tygodnia od indukcji mutacji. W przypadku
stojek zaobserwowano odwrotng korelacje — liczba stdjek byla znaczaco wyzsza u mutantow
niz w grupie kontrolnej, szczegélnie w 2 1 7 tygodniu od indukcji mutacji, osiagajac szczyt
W 7 tygodniu. Wzmozona liczba stdjek byta prawdopodobnie skorelowana z hiperaktywnos$cia
lokomotoryczng samic mutantéw. Stratyfikacja mutantéw na grupy wokalizujace
i niewokalizujace wykazata, ze wokalizujace osobniki charakteryzowaly si¢ wyzsza liczba
interakcji spotecznych w 2 1 15 tygodniu od indukcji mutacji, z istotnymi roznicami
wewnatrzgrupowymi. W 7 tygodniu réznice nie bylty statystycznie wyrazne. Pod wzgledem
liczby stdjek, zaobserwowano roznice wewnatrzgrupowe w kazdym punkcie czasowym.
Zaroéwno wokalizujace, jak 1 niewokalizujace samice mutantow wykazywaty zwigkszong liczbg
stojek w 2 1 7 tygodniu, ale w 15 tygodniu réznice dotyczyly jedynie niewokalizujacych

mutantow wzgledem grupy kontrolnej. Zaobserwowane zmiany u mutantow prawdopodobnie
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wynikaja z postgpujacej neurodegeneracji, co potwierdzaja dane z 15 tygodnia, gdzie
zmniejszona dtugos¢ interakcji spotecznych korelowata z brakiem poprawy w testach uczenia
sic. Wyniki behawioralne sugeruja istotne zmiany molekularne oraz na poziomie sieCi

neuronalnych, ktére wymagaja dalszych badan.

Wyniki behawioralne uzyskane w modelu Pten-AAV-KO wskazujg na istotne zmiany
w zachowaniach spolecznych oraz eksploracyjnych, ktére moga by¢ zwigzane z zaburzeniami
badz kompensacjg funkcji sieci neuronalnych 1 informacji wychodzacych ze zmodyfikowanego
hipokampa do innych struktur zaangazowanych w przetwarzanie aspektow socjalnych
I eksploracyjnych, badz mie¢ podtoze w neurodegeneracji w tym obszarze. Jednym z istotnych
potaczen, ktére moga by¢ zaburzone w wyniku usunigcia genu Pten, sg projekcje migdzy cialem
migdatowatym a hipokampem. Istotnym kontekstem dla tych wynikow jest badanie
przeprowadzone przez Felix-Ortiz i wsp., 2014, ktore wykazato kluczowa role projekcji
z kompleksu podstawno-bocznego ciata migdatowatego (BLA) do brzusznego hipokampa
(VHPC) w modulacji zachowan spotecznych. W badaniu tym, za pomocg metod
optogenetycznych oraz farmakologicznych, analizowano aktywno$¢ projekcji wysytanych
Z BLA do vHPC oraz ich wplyw na interakcje spoteczne mierzone w tescie trojkomorowym
I bezposrednich interakcjach w klatce domowej pomiedzy rezydentem a intruzem.
Do optogenetycznej aktywacji uzyto rodopsyne (ChR2), a do inhibicji halorodopsyne
(eNpHR), ktore eksprymowano pod kontrola promotora CaMKlIla. Wyniki eksperymentow
wykazaty, ze inhibicja projekcji z BLA do vHPC zwigkszata interakcje spoteczne oraz
aktywno$¢ eksploracyjng, podczas gdy stymulacja tych projekcji prowadzita do ich obnizenia.
Co istotne, inhibicja nie wplywala na nasilenie zachowan repetetywnych, takich jak
czyszczenie futerka (ang. self-grooming), natomiast optogenetyczna aktywacja z uzyciem
ChR2 powodowata zmniejszenie interakcji spotecznych zarowno w te$cie rezydent-intruder,
jak i w tescie trojkomorowym, jednoczes$nie zwigkszajac zachowania repetetywne, takie jak
czyszczenie futerka (ang. self-grooming). Te wyniki podkreslaja kluczowa role sieci
neuronalnych obejmujacych BLA i vHPC w regulacji zachowan spotecznych oraz zachowan
eksploracyjnych. W kontekscie modelu Pten-AAV-KO sugeruja one, ze obserwowane deficyty
w interakcjach spotecznych i zmiany w eksploracji moga wynika¢ z dysfunkcji podobnych
obwodow neuronalnych. Dalsze badania w tym kierunku, z wykorzystaniem technik
optogenetycznych w modelu Pten-AAV-KO, mogtyby dostarczy¢ dodatkowych informacji na
temat mechanizméw molekularnych i neuronalnych lezacych u podstaw zaobserwowanych

zmian behawioralnych.
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Wigkszo$¢ jakosciowych i ilo$ciowych analiz wokalizacji ultradzwigkowych (USV)
uUmyszy z warunkowa delecja genu Pten (PtenGFAP-Cre) przeprowadzono na oseskach
(Binder i wsp., 2017). Wykazano, ze emituja one krotsze dzwigki o nizszej maksymalnej
amplitudzie oraz wyzszej cz¢stotliwosci podstawowej i maksymalnej w modelu separacji od
matki. W tym samym modelu odpowiedz wokalizacji ultradzwigckowych na zapach moczu
samicy nie wykazala réznic w liczbie epizodéw wokalizacji, lecz w ich charakterystykach
spektralnych. Myszy mutanty emitowaly USV o nizszej maksymalnej czestotliwosci, krotszym
czasie trwania i wyzszej maksymalnej amplitudzie w poréwnaniu do myszy typu dzikiego
(Binder i wsp., 2017). Jednoczes$nie samce z delecjg genu Pten generowaly bardziej ztozone i
krotkie dzwigki, emitujagc mniej innych typoéw dzwiekéw w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Badanie to okreslato prospoleczng/motywacyjng odpowiedz na zapach moczu. Emitowanie
USV u dorostych myszy z mutacjg Pten w trakcie interakcji spotecznych nie zostato dotychczas
opisane w literaturze. W naszym badaniu analizowali$my emisje USV podczas interakcji
spotecznych samic. WykazaliSmy roznice miedzy grupa Pten-AAV-KO a grupg kontrolng w
jakosci emitowanych dzwickow, szczegdlnie w zwiekszonej liczbie krotkich, ztozonych i
ztozono-kompozytowych epizodow USV w 15 tygodniu po indukcji mutacji. Wokalizacja
ultradzwickowa jest forma komunikacji u gryzoni (Fischer i wsp., 2011). W kontekscie
rozwijajacej si¢ teorii synchronizacji mézgu podczas interakcji spotecznych (Kinreich i wsp.,
2017) oraz faktu, ze sygnaly spoteczne sa przekazywane réwniez za pomocg USV,
postulujemy, ze obecnos$¢ bardziej ztozonych dzwigkéw u samic Pten-AAV-KO jest probg
inicjacji interakcji spotecznych oraz sposobem synchronizacji aktywnosci mézgowej podczas
takich interakcji. Aby ilosciowo okresli¢ zjawisko synchronizacji wokalizacji w serie
wybuchoéw dzwiekow o podobnej strukturze spektralnej, przeanalizowalismy mediang rdznic
miedzy kolejnymi dzwigkami, stosujac metod¢ dynamicznego dopasowania czasowego (DTW,
ang. Dynamic Time Warping) do czasowego przebiegu dominujacej czestotliwoscei dzwieku.
Synchronizacja wzrasta po 15 tygodniach, ale tylko w grupie kontrolnej, podczas gdy myszy
mutanty zachowujg taki sam poziom rdéznic wewngtrznych przez caly czas trwania
doswiadczenia. Z kolei zlozono$¢ spektralna dzwigkdéw, mierzona za pomoca entropii
spektralnej, wykazuje istotng rdznicg dopiero po 15 tygodniach, kiedy to myszy kontrolne
zaczynaja emitowac bardziej ztozone dzwigki spektralnie. Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze po 15
tygodniach wokalizacje myszy kontrolnych stajg si¢ mniej liczne, ale bardziej ztozone
spektralnie i zorganizowane w zsynchronizowane wybuchy, podczas gdy ten trend nie
wystepuje u myszy mutantow Pten-AAV-KO. Przeciwnie, w tej grupie zaobserwowano

wigksza heterogeniczno$¢ migdzy osobnikami oraz tendencje do emitowania mniej ztozonych
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dzwigkow. Wszystkie te obserwacje sg zgodne z wezesniej wspomniang hipoteza mechanizmu

"synchronizacji umystéw", ktory wydaje si¢ by¢ zaburzony u myszy z delecja Pten.

Postuluje si¢, ze zwierzeta z delecja Pten w dojrzewajacych neuronach, charakteryzuja si¢
fenotypem przypominajagcym autyzm, opartym na deficytach spolecznych obserwowanych
w ograniczonych kontaktach spotecznych z osobnikami tego samego gatunku w testach
socjalnosci i nowosci spotecznej (paradygmat trojkomorowy) (Lugo i wsp., 2014). W dobrze
scharakteryzowanych modelach mysich przypominajacych ASD, takich jak linia BTBR,
wykazano brak motywacji spotecznej, zarowno w paradygmacie trojkomorowym, jak 1 w
bezposrednich testach interakcji spotecznych, takich jak zadanie rezydent-intruz. Co wigcej, w
tych modelach deficyt spoteczny towarzyszyt redukcji wokalizacji ultradzwigkowych zar6wno
w aspekcie ilosciowym, jak i jakosciowym (Jamain i wsp., 2008). W badanym modelu Pten-
AAV-KO, bezposrednie kontakty miedzy osobnikami o identycznym genotypie w 7 tygodniu
od indukcji mutacji nie wskazuja na obecnos¢ zaburzen spotecznych zwigzanych z ASD.
Jednak z czasem obserwuje si¢ narastajaca heterogeniczno$¢ w grupie, obejmujgca
zmniejszajaca si¢ liczbe wokalizujgcych mutantdw oraz zmieniajacg si¢ czestotliwose
interakcji socjalnych. Zjawiska te moga by¢ powigzane z postepujaca neurodegeneracja oraz
zaburzeniem stosunku E/I w sieci neuronalnej hipokampa, co potencjalnie wplywa na

pojawienie si¢ zaburzen behawioralnych w pozniejszym czasie po usunigciu genu Pten.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono wyniki do§wiadczen majacych na celu
zbadanie funkcji genu Pten w zrdéznicowanych neuronach hipokampa dorostych myszy.
Inaktywacja Pten prowadzi do krotkotrwatej poprawy uczenia si¢ i pamigci, co zwigzane jest z
nasilong aktywacja szlaku PISBK-AKT-mTOR. Efekt ten jest jednak przejsciowy i w dluzszej
perspektywie inicjuje procesy neurodegeneracyjne, co wskazuje na kluczowa rolg Pten w
utrzymaniu dlugoterminowej homeostazy neuronalnej. Elektrofizjologiczne konsekwencje
mutacji Pten obejmuja modyfikacj¢ pobudliwo$ci neurondéw i parametréw transmisji
synaptycznej, co moze stanowi¢ mechanizm kompensacyjny. Obserwowane zmiany
behawioralne i komunikacyjne u mutantow Pten nie koreluja bezposrednio z fenotypem ASD,
lecz odzwierciedlajg postepujaca neurodegeneracje, kwestionujgc tym samym uproszczone

interpretacje roli genow w funkcjonowaniu mozgu.

Uzyskano podobne wyniki wptywu na uczenie si¢ i pamig¢¢ niezaleznie od zastosowanego
modelu: 1) Pten-iCKO — mutacja w wielu populacjach neuronow przodomozgowia oraz 2)
Pten-AAV-KO — mutacja ograniczona do neurondéw hipokampa za pomoca wektorow AAV.
Glownym osiggnigciem tej pracy byto wykazanie nieintuicyjnej roli genu i biatka Pten,
polegajacej na hamowaniu zmian plastycznych, ktore daza do bardziej efektywnego procesu
tworzenia engramu pamigciowego. Nieoczywistos¢ tej funkcji wynika z faktu, ze
dotychczasowe dane literaturowe, uzyskane gtéwnie z uzyciem mutantow genu Pten na etapie
embriogenezy lub formowania si¢ niedojrzatych neuronéw, wskazywaty na zaburzenia funkcji
poznawczych. Ponadto istnieje, czesto btedne, przekonanie wsrdod badaczy, ze utrata genu
prowadzi do zaburzen funkcjonowania organizmu, a nie polepszenia jego funkcji. Poprzez
uzycie mutantow Pten wykazano zwigzek przyczynowo skutkowy pomiedzy Sciezka
sygnatowa PI3K-AKT-mTOR a rolg mikroRNA ja regulujaca, wykazang wczesniej (Konopka
I wsp., 2010; Vinnikov i wsp., 2014) w kontroli procesow poznawczych. Powyzsze,

zaprezentowane dane pozwalaja na wyciagnigcie kilku wnioskoéw szczegdtowych:

1. Utrata funkcji genu Pten w neuronach pobudzajacych hipokampa polepsza uczenie si¢
i pamig¢ myszy. Zjawisko to koreluje czasowo (okoto 9 tygodni po mutacji)
z podwyzszeniem fosforylacji biatka S6 (potwierdzenie skuteczno$ci mutacji Pten).

2. Zjawisko to jest krotkotrwale, gdyz w jego nastgpstwie indukowane sg procesy
neurodegeneracyjne.

3. Dwie powyzsze obserwacje wskazuja na istotno$¢ obecnosci czynnika hamujacego takiego

jak Pten w diugotrwatej (czesto kilkuletniej) aktywnosci neuronow.
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4. Potwierdzono, ze mutanty Pten w 7. tygodniu charakteryzuja si¢ lepsza niz myszy
kontrolne pamigcig proceduralna, operacyjng i przestrzenna.
Eliminacja genu Pten w wielu regionach przodomozgowia (iCKO) powoduje gwattowng
$miertelnos$¢ zwierzat. Ograniczenie mutacji do hipokampa (AAV-KO) wydhuza zycie, ale
skutkuje degeneracja tego regionu w dtuzszej perspektywie.
Podwyzszona aktywacja szlaku sygnatowego PI3K-AKT-mTOR w wyniku mutacji genu
Pten prowadzi do obnizenia pobudliwosci wewnetrznej neuronéw oraz podwyzszenia
amplitudy 1 czgstotliwosci generowanych miniaturowych EPSC. Mogg to by¢ mechanizmy
kompensacyjne lub obronne indukowane przez zmutowane neurony.
W modelu mysim z indukowang, warunkowa delecja genu Pten mozna zaobserwowac
zmiany w ogolnej aktywnosci zwierzat oraz lekkie zmiany w zachowaniu i interakcji
socjalnych, ktore nie sg bezposrednio skorelowane z typowymi cechami zauwazalnymi u
zwierzat z ASD, lecz prawdopodobnie z postepujaca neurodegeneracyjng
i zaobserwowang u nielicznych epilepsja (pojawiajacg si¢ w pdzniejszym czasie
od indukcji mutaciji).
Pomiary komunikacji (wokalizacja) pomiedzy mutantami wskazujg na to, ze obserwowane
skutki mutacji genu Pten, uniemozliwiajg ‘porozumienie’ czyli uzyskanie z czasem
synchronicznej komunikacji. Stoi to w kontrascie do komunikacji dwoch osobnikéw

kontrolnych.
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