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Wykaz stosowanych skrotow
BAC (ang. Bacterial Artificial Chromosome) - sztuczny chromosom bakteryjny
cDNA (ang. complementary DNA) - komplementarny DNA

ChIA-PET (ang. Chromatin Interaction Analysis by Paired-End Tag sequencing) —
metoda biochemiczna pozwalajgca na badanie oddziatywan migdzychromatynowych

ChIP (ang. Chromatin ImmunoPrecypitation) — immunoprecypitacja chromatyny
CRH (ang. Corticotropin-Releasing Hormone) - kortykoliberyna
CTCF (ang. CCCTC-binding factor) — czynnik wigzgcy CCCTC

DEX (ang. DEXamethasone) - deksametazon, syntetyczny hormon steroidowy, agonista
receptorow glukokortykoidowych,

FISH (ang. fluorescence in situ hybridization) - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ,
pozwala na wizualizacje specyficznych odcinkéw RNA lub DNA

FST (ang. Forced Swimming Test) — test wymuszonego plywania, test behawioralny
stuzacy do oceny poziomu bezsilno$ci u zwierzat

GFAP (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein) - kwasne biatko wiokienkowe, wystepujace
w komorkach glejowych

GR (ang. Glucocorticoid Receptor) — receptor glukokortykoidowy

GRE (ang. Glucocorticoid Response Element) — miejsce wigzania GR do sekwencji
regulowanego przez niego genu

Hi-C (ang. High-throughput Chromosome Conformation Capture) - metoda
biochemiczna pozwalajgca na badanie oddziatywan migedzychromatynowych

HPA axis (ang. Hypothalamic — Pituitary - Adrenal axis) - o$ podwzgorze — przysadka
—nadnercza

HPRT1 (ang. Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1) — fosforybotransferaza
hypoksantyny 1, gen stosowany jako wewnetrzna kontrola w reakcji

L/D box (ang. Light/ Dark box) — test jasnego/ ciemnego pola, test behawioralny stuzacy
do oceny poziomu lgku

MDD (ang. Major Depressive Disorder) — depresja

NeuN (ang. Neuronal Nuclear protein) — neuronalne biatko jadrowe, czesto stosowane
jako znacznik neuronéw

Nr3cl (ang. Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1) — gen kodujacy GR
PCR (ang. Polimerase Chain Reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy

PTSD (ang. Posttraumatic Stress Disorder) — zesp6t stresu pourazowego



pz — par zasad
RNA Pol Il (ang. RNA Polimerase 1) - polimeraza RNA 11

RNAseq (ang. RNA sequencing) — sekwencjonowanie RNA, metoda profilowania
transkryptomu

STED (ang. STimulated Emission Depletion) — mikroskopia wymuszonego wygaszania
emisji, rodzaj mikroskopii superrozdzielczej

TAD (ang. Topologically Associating Domain) — domena topologiczna
TSS (ang. Transcription Start Site) — miejsce startu stransrypcji

WHO (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia



Streszczenie

Depresja, zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia, jest wiodaca
przyczyna niepetnosprawnosci. Dotyka niemal 270 miliondw ludzi na catym $wiecie.
Patogeneza tej wieloczynnikowej choroby jest wcigz nieznana. Niestety wspotczesne
terapie z uzyciem lekow przeciwdepresyjnych nie sg wystarczajaco skuteczne, a ich efekt
terapeutyczny jest zwykle znacznie opozniony. To ostatnie sugeruje, iz ich dziatanie
terapeutyczne odbywa si¢ poprzez wptyw na plastycznos¢ mozgu, zwigzang ze zmianami

w ekspresji gendw i kodowanych przez nie bialek.

Jedna z najlepiej poznanych zmian patogenetycznych w depresji sa zaburzenia osi
podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA) regulujacej uwalnianie kortyzolu. Kortyzol,
w warunkach fizjologicznych, wywiera efekt plejotropowy na roézne narzady, w tym
mozg, ktore dzigki temu przygotowuja organizm do ,,walki lub ucieczki” przed
zagrozeniem. Niemniej jednak silny, ostry stres lub dlugotrwaly stres powoduja
zaburzenia w dziataniu osi HPA, czego konsekwencja s3a nieprawidtowosci
morfologiczne i behawioralne. Uwaza si¢ obecnie, iz zaburzenia dziatania osi HPA
zwigzane s3 z nieprawidtowa funkcja receptora dla glukokortykoidéw (GR), ktory jako
czynnik transkrypcyjny reguluje ekspresj¢ wielu genow, w tym (negatywnie) genu Nr3cl,
kodujacego wilasnie GR. Prowadzone do tej pory badania, w tym zakresie, dotyczyty
glownie komorek proliferujagcych 1/ lub ulegajacych réznicowaniu. Niewiele natomiast
jest danych dotyczgcych komorek terminalnie zrdznicowanych, w tym neurondw
i komorek glejowych. Dlatego prezentowana rozprawa jest proba zbadania zmian
organizacji chromatyny wywotanych aktywacja GR w komorkach mézgu. Eksperymenty
przedstawione w pracy wskazaly na $cisty zwigzek miedzy zmianami ekspresji genu
Nr3cl a jego umiejscowieniem w jadrach komorkowych komorek mézgu, w warunkach
stresowych, w trzech strukturach mézgu zwigzanych z patogeneza depresji. Zastosowanie
mikroskopii superrozdzielczej STED potwierdzito, ze zmiany w lokalizacji genu Nr3cl
wynikajg z jego wigzania z aktywng lub nieaktywng chromatyna, a analiza ChIA-PET

wyraznie wykazata reorganizacje¢ architektury chromatyny spowodowang aktywacja GR.

Niniejsza praca po raz pierwszy pokazuje, iz masywna Stymulacja GR
w komdrkach mozgu prowadzi do zmian organizacji chromatyny nie tylko w obrebie tego
konkretnego genu, ale takze na poziomie globalnym. Dodatkowo, obserwowane zmiany

r6znity si¢ znaczaco pomiedzy neuronami i astrocytami.



Abstract

The depression, according to World Health Organization is a leading cause
of disability worldwide, affecting more than 270 million people. This is a multifactorial
disease of still unknown pathogenesis. Unfortunately, contemporary therapies using
antidepressants are not effective enough, and their therapeutic effect is usually
significantly delayed. The latter fact suggests that antidepressants work by affecting long-
term brain plasticity, probably associated with changes in gene activity orchestrated by

reorganization of the chromatin architecture.

One of the best-known pathogenic changes in depression are disturbances
of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis regulating the release of cortisol.
Cortisol, under physiological conditions, exerts a pleiotropic effect on various organs,
including brain, and prepares us to "fight or flight" from danger. Nevertheless, severe
stress causes disturbances in the HPA axis, which results in morphological and behavioral
abnormalities. It is believed that such disruption is associated with abnormal
glucocorticoid receptor (GR) function. GR regulates the activity of many genes, including
the negative-feedback autoregulation of Nr3cl gene encoding GR. Although structural
changes involved in GR autoregulation on DNA level, were studies in proliferating cell,
not much is known about its function in cells terminally differentiated, including neurons
and astrocytes. Therefore, the presented dissertation is an attempt to investigate
the architectural changes induced by GR activation in brains cells. Experiments presented
in this thesis have indicated, a close relationship between activity changes of the Nr3cl
gene and its location within the cell nuclei of brain cells, under stress conditions, in three
brain structures associated with the pathogenesis of depression. Application of STED
super-resolution microscopy confirmed that changes in the location of the Nr3cl gene
result from its binding to active or inactive chromatin and ChlA-PET analysis clearly

shown reorganization of the chromatin architecture caused by GR activation.

The presented data show for a first time, that GR stimulation in brain cells leads
to changes of the chromatin organization not only within this particular gene but also

at the global level. And that those changes differ between neurons and astrocytes.



1. Wstep

1.1.Depresja — charakterystyka problemu, diagnostyka, demografia

Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne w opublikowanym w 2013 roku
przewodniku leczenia depresji (ang. Major Depressive Disorder, MDD) okreslito
depresje jako chorobe czg¢sta i powazna, majgca negatywny wplyw na uczucia, sposob
myslenia i dziatania jednostki (American Psychiatric Association, 2013; A). Definicja ta,
cho¢ z pewnymi zmianami obowigzuj¢ do dnia dzisiejszego. Obecnie choroba,
a zwlaszcza jej negatywny wplyw jest rozwazany nie tylko w kategorii jednostki, ale

réwniez catych spoleczenstw.

Z punktu widzenia klinicznego, depresja klasyfikowana jest jako choroba
psychiczna, a jej przebieg charakteryzuje si¢ wspotwystepowaniem objawdw zaliczanych
do (i) zaburzen afektywno-poznawczych, (ii) zaburzen neurowegetatywnych, 1 (iii)
zaburzen behawioralnych. Do pierwszej kategorii zalicza si¢ wystepowanie tzw. nastroju
depresyjnego objawiajacego si¢ nadmiernym poczuciem winy i bezwartoSciowosci.
Osoby z zaburzeniami tego typu mogg przejawia¢ nawet mysli samobdjcze. Druga
kategoria to zaburzenia zwigzane z funkcjami wegetatywnymi, np. snem i wynikajacych
z nich m.in. brakiem energii czy ostabieniem koncentracji. Do ostatniej kategorii zalicza
si¢ poczucie braku celu, ch¢¢ odizolowania si¢ od spoteczenstwa lub nawet niezdolno$¢
do normalnego w nim funkcjonowania. Czgsto wigze si¢ to z wystepowaniem anhedonii,
definiowanej jako obnizona zdolno$¢/ niezdolno$¢ do odczuwania przyjemnosci
z czynno$ci uwazanych wczesniej za przyjemne Nalezy jednak zaznaczy¢, iz wszystkie
opisane powyzej objawy moga wystgpowaé ze zmiennym nasileniem i duza
réznorodnoscig pomiedzy poszczegdlnymi osobami, co stanowi znaczne utrudnienie dla

prawidtowej diagnozy depresji.

Obecnie podstawg diagnostyki depresji jest przeprowadzenie wywiadu
lekarskiego, ktorego doktadne kryteria zostaly okreslone przez Amerykanskie
Towarzystwo Psychiatryczne (American Psychiatric Association, 2013; B). Depresje
diagnozuje si¢ na podstawie wspolwystepowania, w ciggu minimum 2 tygodni, pigciu lub
wiecej objawow sposrod wymienionych powyzej. Istotne jest, aby wystepujace objawy
W znacznym stopniu wplywaly negatywnie na zycie pacjenta. Wséréd rozpoznanych
objawéw konieczne jest wystepowanie anhedonii lub nastroju depresyjnego. Nalezy
takze wykluczy¢ mozliwos¢, iz obserwowane objawy wynikajg z przyjmowanych przez
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pacjenta lekow lub sa powigzane z innymi zaburzeniami psychicznymi, np. schizofrenia,

lub zaburzeniami somatycznymi.

Postawienie prawidlowej diagnozy jest zatem trudne, niemniej jednak to leczenie
stanowi prawdziwe wyzwanie, gtownie ze wzgledu na wieloczynnikowos$¢ depresji, nie
do konca jasng patogenezg, a co najwazniejsze - brak skutecznego i uniwersalnego leku.
WYyhbor sposobu leczenia w przypadku konkretnego pacjenta, czesto jedynie na podstawie
obserwowanych u niego objawow, moze okaza¢ si¢ katastrofalne w skutkach. Leczenie,
przy zastosowaniu antydepresantdw wiaze si¢ z opo6zniong odpowiedzig kliniczna,
zwykle od 4 do 6 tygodni od wdrozenia leku. Dodatkowo, zwigkszona aktywno$¢
pacjenta obserwowana w pierwszej fazie leczenia, z jednoczesnym brakiem poprawy
przyczynia si¢ do podejmowania prob samobdjczych, z czego niemal 15% jest
skutecznych. Z tego wzgledu depresj¢ czesto rozwaza si¢ w kategoriach choroby
$miertelnej (Sobocki i wsp., 2006). Opdzniona odpowiedz na leczenie antydepresantami
moze by¢ zwigzana z ich posredniczeniem w dtugoterminowych procesach, takich jak
efekty epigenetyczne (Tsankova i wsp., 2007). Wykazano, iz mogg one dziata¢ poprzez
obnizenie poziomu metylacji DNA czy tez modyfikacje histonow (Menke i wsp., 2012).
Warto takze zaznaczy¢, iz wdrozone leki czesto okazuja si¢ nieskuteczne w przypadku
konkretnego pacjenta (Cipriani 1 wsp., 2018). Badania wykazaty, ze zaledwie u 1/3
pacjentow dochodzi do pelnej remisji choroby po jednej serii leczenia, a u blisko 30% nie

wykazano zadnej poprawy w wyniku zastosowanego leczenia (Rush i wsp., 2006).

Depresja czesto traktowana jest jako choroba dotykajaca pojedyncze jednostki,
jednak nic bardziej mylnego - depresja to choroba wptywajaca na zycie catych
spoteczenstw. Dane Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization,
WHO) moéwia juz o prawdziwej ,,epidemii”, jesli chodzi o zachorowalnos$¢ na depresjg.
Obecnie, liczba potwierdzonych zachorowan wynosi blisko 270 milionow (Institute of
Health Metrics and Evaluation, 2022) w skali catego globu (w tym ponad pottora miliona
ludzi w Polsce), a wedtug szacunkow co trzecia osoba na §wiecie doswiadczy co najmnie;j
jednego epizodu depresji w ciagu zycia. Czyni to depresje jedng z wiodgcych przyczyn
niepelnosprawnosci (Friedrich, 2017). Ze wzgledu na to, iz depresja wplywa negatywnie
na funkcjonowanie chorego, bardzo czesto uniemozliwia to wykonywanie przez niego
pracy zawodowej. Bioragc pod uwage przewidywania WHO, iz depresja do roku 2030
stanowi¢ bedzie gtowng przyczyne niepelnosprawnosci na §wiecie, nietrudno wyobrazi¢

sobie jak olbrzymie obcigzenie dla rozwoju ekonomicznego panstw stanowi¢ bedzie tak
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duza liczba 0séb niezdolnych do pracy. Juz teraz szacunkowe dane w skali §wiata mowig
o ponad trzech trylionach dolaréw rocznego obcigzenia budzetu panstw, wynikajacych
z kosztéw leczenia depresji, a takze strat zwigzanych z niezdolnos$cig do pracy oséb

chorych (Sobocki i wsp., 2006).

1.2.Zmiany molekularne oraz morfologiczne makroskopowej i mikroskopowej

struktury mozgu w depresji.

Depresja objawia si¢ nie tylko zmianami w zachowaniu, jak np. wystepowaniem
nastroju depresyjnego, czy anhedonii (Naranjo i wsp., 2001), ale takze zmianami
molekularnymi i morfologicznymi zachodzacymi w obrebie struktur mézgu. W Kkorze
przedczotowej i hipokampie obserwowane sa nieprawidtowosci w ksztalcie drzew
dendrytycznych i synaps neuronow (Harrison, 2002), stanowigce jedng z przyczyn
zmniejszenia objgtosci tych obszarOw moézgu Innym efektem jest niezdolno$¢ do
odczuwania przyjemnosci, wynikajaca z zaburzen w obrgbie jadra potlezacego (fac.

nucleus accumbens) wchodzacego w sktad uktadu nagrody (Naranjo i wsp., 2001).

Dodatkowo, coraz wigcej badan podkresla role astrocytow w  depresji.
Obserwowana w korze przedczotowej 1 hipokampie atrofia morfologiczna i1 funkcjonalna
tych komorek oraz zmniejszenie ilosci markerow astrocytarnych (np. GFAP) sg silnie
powigzane z zaburzeniami depresyjnymi (Rajkowska i Stockmeier, 2013; Skupio i wsp.,
2015).

Wiedza na temat zaburzen budowy moézgu zwigzanych z depresja pochodzi
z badan tkanek ludzkich: autopsyjnych (wykonywanych metodami makro-
1 mikroanatomicznymi) i przyzyciowych (metodami obrazowymi), a takze z badan na
modelach zwierzecych. W materiale pobranym po $mieci pacjenta mozna dokladnie
zmierzy¢ 1 zwazyC¢ poszczegdlne czesci mozgu oraz precyzyjnie zdiagnozowac
ewentualne nieprawidlowosci ich potaczen. Ponadto, dzieki zastosowaniu barwienia
histologicznego czy reakcji immunohistochemicznych odpowiednich dla metod
mikroskopowych, mozliwe jest okreslenie wielkosci poszczegdlnych neurondw
1 komorek glejowych oraz ich zageszczenia. Niestety praca z tkankami ludzkimi jest
trudna, gtownie ze wzgledu na degradacje subtelnych elementdéw ultrastrukturalnych post
mortem, co znacznie utrudnia lub wregcz uniemozliwia prawidlowa interpretacje
wynikow.
12



Nieliczne badania wykonane w krotkim czasie po $mierci pacjenta ujawnity
pewne zaburzenia struktury komodrek nerwowych, np. dlugosci i stopnia rozgalezienia
dendrytow, a takze gestosci tzw. kolcow dendrytycznych, czyli drobnych wypustek pnia
dendrytu o dtugosci do 2 pm (Peters i wsp. 1991; MANJI i wsp., 2001; Nimchinsky
I wsp., 2002). U czeSci pacjentdow zaobserwowano zmniejszenie objetosci hipokampa
1 kory przedczolowej. Wymienione struktury uwazane sg za istotne z punktu widzenia
patogenezy depresji. Hipokamp (fac. hippocampus) odgrywa wazng role w przenoszeniu
(konsolidacji) informacji z pamieci krotkotrwalej do pamieci  dlugotrwalej
oraz w orientacji przestrzennej. Kora przedczotowa (lac. cortex praefrontalis) pehi
funkcje w dziataniu pamigci roboczej, planowaniu ruchéw i dziatan oraz rozwazaniu ich
konsekwencji, a takze hamuje spontaniczne i czg¢sto gwattowne reakcje emocjonalne.
Uwaza si¢, ze ta struktura jest najbardziej narazong na skutki stresu, poprzez dziatanie
glukokortykoidéw (Cerqueira i wsp., 2007). Ponadto obserwowane zaburzenia
strukturalne i funkcjonalne w obrebie kory przedczotowej sg skorelowane z zaburzeniami
emocjonalnymi obserwowanymi, zarowno u ludzi (Drevets, 2007)), jak i gryzoni (Liston
1 wsp., 2006). W szczeg6lnosci atrofia dendrytéw 1 kolcow dendrytycznych,
a w rezultacie rowniez synaps, w hipokampie i1 korze przedczotowej, koreluje
z pseudootepieniem wystepujacym u osob cierpigcych na depresje. Zmiany atroficzne
dendrytow 1 kolcow dendrytycznych wystepowaty gléwnie w polach rogu Amona
(regiony CAl i CAS3; lac. cornu ammonis 1 i cornu amonnis 3), W zakrecie zgbatym
hipokampa (fac. gyrus dentatus) oraz w warstwach II/III kory przedczotowej (Drevets
I Furey 2009). Interesujacym jest, iz u cze$ci 0sob chorych poddanych leczeniu,
dochodzito do odwrocenia (czeSciowego lub calkowitego) zmian zachodzacych
w hipokampie, w tym zwigkszenia jego objetosci do rozmiardw fizjologicznych
(Sapolsky 2000). Sugeruje to zaangazowanie procesOw plastycznych w patogenezg
depres;ji.

Zmniejszenie objetosci w wyniku depresji obserwuje si¢ takze w przypadku jadra
potlezacego (Francis i Lobo, 2017). Struktura ta zlokalizowana jest w prazkowiu,
a co istotne wchodzi w sktad uktadu nagrody. Uktad ten odpowiada za skojarzenie
ze sobg zachowan nagradzajacych, jak np. poczucie szczescia (hedonia) czy motywacja,
z czynnos$ciami, ktore z reguty sg korzystne, zar6wno z punktu widzenia jednostki, np. te
zwigzane z jej przetrwaniem (apetyt), ale rowniez z punktu widzenia gatunku (funkcja

rozrodcza). Uwaza si¢, iz to wtasnie uktad nagrody petni kluczowa role w ksztattowaniu

13


https://pl.wikipedia.org/wiki/Konsolidacja_(psychologia)
https://pl.wikipedia.org/wiki/Pami%C4%99%C4%87_kr%C3%B3tkotrwa%C5%82a
https://pl.wikipedia.org/wiki/Pami%C4%99%C4%87_d%C5%82ugotrwa%C5%82a
https://pl.wikipedia.org/wiki/Orientacja_przestrzenna

zachowan, w tym takze odpowiada za zachowania okre$lane jako depresyjne (Francis
1 wsp., 2015). Samo jadro potlezace petni role centralng, odbierajac i przesytajac bodzce
pomiedzy wieloma strukturami mozgu, m.in. hipokampem, ciatem migdatowatym czy
korg przedczotowa. Badania wykazaty, iz w modelu stresu pourazowego
(ang. Posttraumatic Stress Disorder, PTSD), w wyniku zadziatania pojedynczego
stresora o przedluzonym dziataniu, dochodzi do nadaktywnosci kory przedczotowe;j
1 zwigzanych z nig zaburzen w obrebie czesci rdzenia ,,core” jadra potlezacego, podczas

gdy w czgsci ,,shell” nie obserwowano zadnych zmian (Piao 1 wsp., 2017).

Przyczyny zrdéznicowania zmian w roéznych regionach moézgu nie sg jeszcze
poznane. Ze wzgledu na trudnos$ci w stosowaniu mikroskopii elektronowej w tkance
mozgu ludzkiego post-mortem znaczna czg$¢ wiedzy na temat wyzej wymienionych
zmian cytologicznych stanowi ekstrapolacje wynikéw uzyskanych w modelach
zwierzecych. Przyzyciowe obserwacje dynamiki zmian objetosci struktur moézgu
zachodzacych u ludzi z depresja (takze ich odwracalnosci pod wpltywem leczenia),
mozliwe sg tylko dzigki zastosowaniu nieinwazyjnych metod obrazowania, takich jak
tomografia komputerowa lub rezonans magnetyczny (Drevets i Furey 2009). Cho¢
wyniki uzyskane przy uzyciu tych technik dostarczaja niezwykle cennych informacji,

metody te charakteryzujg si¢ znacznie mniejszg rozdzielczoscig niz mikroskopia.

Pomoc w zrozumieniu patogenezy depresji 1 zachodzacych pod jej wpltywem
zmian morfologicznych stanowig badania z wykorzystaniem modeli zwierzecych.
Umozliwiaja one wigksza kontrole¢ nad pozyskiwanym materialem tkankowym,
m.in. pewnos$¢, iz obserwowane zmiany sg wynikiem przeprowadzonych procedur, czy
zaaplikowanych substancji, a nie, jak w przypadku materiatu pochodzacego od ludzi —
innych chorob towarzyszacych, przyjmowanych lekéw, wieku pacjenta, czy nawet
warunkéw zycia. Dodatkowo, wiele procedur, jak np. badania farmakologiczne, czy
edycja genomu, ze wzgledow etycznych mozliwe jest jedynie w badaniach na
zwierzetach. Co wazne, modele zwierzgce odzwierciedlaja najwazniejsze anomalie
behawioralne wystepujace u ludzi, tzn. Igk, anhedoni¢ oraz rozpacz (ang. despair)
a takze, jak wykazano, podobne zmiany cytologiczne neurondéw, np. zanik/wzrost
dendrytow, kolcow dendrytycznych i synaps, zaleznie od regionu mézgu (Kang i wsp.,
2012). Wérod modeli zwierzecych, jednymi z najczesciej wykorzystywanych sg modele
mysie. Wigkszo$¢ stanowig modele tzw. behawioralne, gdzie zachowania depresyjne

indukowane sa m.in. poprzez czasows aplikacje¢ wielu czynnikow stresowych takich jak:
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stosowane naprzemiennie unieruchomienie, podwieszanie za ogon i przebywanie w tej
samej klatce z agresywnym osobnikiem (model chronicznego, nieprzewidywalnego
stresu; ang. chronic unpredictable stress), oddzielenie mtodych od matki (stres zwigzany
z wczesnym okresem zycia; ang. early life stress). Wykorzystywane sg takze modele
farmakologiczne, gdzie do rozwoju zachowan depresyjnych u zwierzat dochodzi wskutek
podawania kortykosteronu, nazywanego takze hormonem stresu (Wang i wsp., 2017), lub
substancji o analogicznym 1 znacznie silniejszym dzialaniu — deksametazonu

(ang. dexamethasone, DEX).

Co niezwykle interesujace, w tkance moézgu pobranej post-mortem od ludzi
cierpiacych na depresj¢ oraz w preparatach mozgu zwierzat poddanych eksperymentom
wywolujacym behawioralne zmiany depresyjne zaobserwowano zmniejszenie liczby
astrocytéw (Wang i wsp., 2017). Komorki te do niedawna byty uwazane za ,,podporowe”
dla neuronéw, bez udzialu w zjawiskach zwigzanych z plastycznoscig synaptyczna.
Wspolczesne poglady wskazuja na aktywna role astrocytdw w neurotransmisji
i plastycznosci (Steinhduser i Kettenmann 2009, Volterra, 2009), a w szczegdlnosci
w wychwycie neuroprzekaznikow, utrzymaniu homeostazy synaptycznej, regulacji
rozwoju synaps (dojrzewaniu i ich eliminacji), a takze utrzymaniu bariery krew-mozg
(Chung i wsp., 2015).. Rosnie takze liczba publikacji opisujacych badania komorkowe
i molekularne, wskazujace na zaburzone funkcjonowanie astrocytow w depresji (Lee
i wsp., 2007, Rajkowska i Stockmeier 2013, Sanacora i Banasr 2013). U pacjentéw
z depresja dochodzi do atrofii morfologicznej i1 funkcjonalnej astrocytow, a takze
zmniejszonej ekspresji markerow astrocytarnych, np. GFAP, s100B, EAAT1, EAAT2
(Rajkowska i Stockmeier 2013, Skupio i wsp., 2015). Eksperymenty przeprowadzane na
szczurach sugeruja, ze blokowanie wychwytu glutaminianu przez astroglej jest
wystarczajgce do wywotania zachowan depresyjnych i lekowych (Bechtholt-Gompf
I wsp., 2010, Cui i wsp., 2014).

1.3.Etiologia depresji

W patogeneze depresji zaangazowane sg zmiany na wielu poziomach, zarowno
w obrebie catych szlakéw sygnatowych, tworzacych je bialek, jak rowniez genow
kodujacych konkretne biatka, czy wreszcie zmian epigenetycznych wplywajacych na

regulacje ekspresji genow. Kazdy z tych czynnikow stanowi malg czastke sktadajaca sie
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na podloze depresji. Obecnie wiemy, ze depresja moze by¢ dziedziczona. Badania
blizniat pozwolity na oszacowanie dziedzicznosci tej choroby na poziomie 30-37%,
w zalezno$ci od parametrow branych pod uwage podczas analiz (Mcguffin i wsp., 2007,
Menke i wsp., 2012). Pomimo tego, do dzisiaj nie znamy genetycznych uwarunkowan
depresji. Nie potrafimy wskaza¢ z catkowita pewnoscia, ktére ze zmian genetycznych
predysponuja do zwigkszonego ryzyka zachorowalno$ci (Krishnan i Nestler 2008).
Cze¢sciowo moze to wynika¢ z faktu, iz na patogenez¢ depresji maja wptyw nie tylko
czynniki genetyczne, ale takze epigenetyczne oraz srodowiskowe (Mann i Currier 2006,
Hayley i Littleljoh 2013). To wtasnie sprawia, ze zrozumienie molekularnych podstaw
depresji jest znacznie trudniejsze w poréwnaniu z innymi wieloczynnikowymi

chorobami, jak np. cukrzyca czy rak (Krishnan i Nestler 2010).

1.3.1. Stres a depresja

Pytanie, czy stres moze powodowaé depresj¢, z jednej strony wydaje si¢ by¢
pytaniem trywialnym, z drugiej za$, ma fundamentalne znaczenie dla naszego poznania
patogenezy MDD. Jesli na tak postawione pytanie odpowiemy twierdzaco, to wowczas
glowny nacisk powinien by¢ kladziony nie na leczenie depresji jako takiej, ale na
zapobieganie jej powstawaniu przez terapi¢ zaburzen zwigzanych ze stresem. Z jednej
strony umiarkowany stres pomaga w mobilizacji organizmu do zareagowania na
zagrozenie, a takze w ewentualnej rekonwalescencji, m.in. poprzez gwattowny wyrzut
hormondéw do krwi, aktywacje wspotczulnego ukladu nerwowego, a wreszcie
wydzielania katecholamin: adrenaliny i noradrenaliny. Reakcja ta okreslana jest mianem
»walki lub ucieczki”, z angielskiego ,,fight or flight response”. Co ciekawe, u oséb ze
zdiagnozowang depresja dochodzi do zablokowania tej reakcji (Gilbert 1 Gilbert, 2003).
Badania naukowe wykazaly $ciste powiazanie depresji z zaburzeniami lgkowymi.
W badaniach ankietowych z 2009 roku wykazano, iz zaré6wno stres ostry, jak i przewlekty
W znaczacy sposob wptywaja na wystepowanie epizodow depresyjnych 1 ich nasilenie
w badanej grupie kobiet. Stres przewlekly zwigzany, np. wykonywang praca, czy stanem
zdrowia osoby ankietowanej lub czlonka rodziny prowadzil do zwielokrotnienia efektu
jednorazowego stresu oraz wystgpienia epizodu depresji (Hammen 1 wsp., 2009). Inne
badania przeprowadzone na grupie pracownikéw stuzb ratunkowych pracujacych na

miejscu ataku terrorystycznego na wieze World Trade Center pokazaty, iz pojedynczy,
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ale bardzo silny bodziec stresowy byl czynnikiem predysponujacym do rozwoju ostrej
reakcji na stres (ang. Acute Stress Disorder, ASD), PTSD, a takze depresji. Pordwnanie
z odsetkiem ofiar wypadkow drogowych, u ktorych rozwingty si¢ podobne zaburzenia
psychiczne wskazuje, iz sila czynnika stresowego odgrywa w tym procesie duza role
(Fullerton 1 wsp., 2004). Takze ostatnie wydarzenia, zwigzane z pandemia koronawirusa
SARS-CoV-2 i zwigzane z nig niepewnos$¢ i chaos informacyjny w znacznym stopniu
przyczynity si¢ do zwigkszenia liczby osob, u ktérych wystapily zaburzenia Iekowe
i depresja (Salari i wsp., 2020).

Stres wywoluje réwniez zmiany na poziomie strukturalnym i molekularnym
w obszarach mozgu zwigzanych z patogenezg depresji. W modelu szczurzym wykazano,
iz pojedynczy silny bodziec stresowy poprzez GR, powoduje dtugotrwale pobudzenie
synaptyczne neuronéw piramidowych kory przedczolowej potaczone ze zwigkszong
ekspresja powierzchniowych podjednostek receptoréw: NMDA i AMPA (Yuen i wsp.,
2009). Inna obserwacja dotyczyta zmniejszenia obj¢tosci hipokampa w wyniku stresu,
m.in. poprzez atrofi¢ apikalnych drzewek dendrytycznych neurondéw piramidowych
obszaru CA3 (Papagni i wsp., 2011, Eiland i McEwen, 2012), co w dalszych badaniach
okazalo si¢ mie¢ zwigzek z poziomem endogennych glukokortykoidéw (Brown i wsp.,
2014 B). Jednym z proponowanych mechanizméw laczacych stres z rozwojem depresji
jest indukowane stresem zaburzenie w procesie neurogenezy w obrgbie wspomnianego
juz hipokampa (Glover 1 wsp., 2017). Pewne zmiany na poziomie molekularnym moga
mie¢ nawet charakter dziedziczny. Przewlekty stres, jakiemu poddawane byty doroste
samce myszy skutkowat zaburzeniami wydzielania glukokortykoidow u potomstwa,
globalng zmiang transkrypcji oraz zmianami w poziomie microRNA zwigzanego
z regulacjg metylacji oraz modyfikacji chromatyny (Rodgers 1 wsp., 2013). Wspomniane
zaburzenia wydzielania glukokortykoidow sa nieroztacznie zwigzane z dziataniem osi
podwzgorze — przysadka — nadnercza (ang. hypothalamic—pituitary—adrenal axis, HPA),

co zostalo opisane w kolejnym rozdziale.
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1.3.2. O$ podwzgorze — przysadka - nadnercza

Jednym z najlepiej udokumentowanych zjawisk, jest zwigzek depresji
z zaburzeniami dzialania osi HPA (O'Keane i wsp., 2012). O$§ HPA reguluje uwalnianie
hormonow glukokortykoidowych z kory nadnerczy. W normalnych warunkach,
wchodzace w sktad osi HPA podwzgdrze syntetyzuje 1 wydziela kortykoliberyne
(ang. corticotropin-releasing hormone, CRH). CRH transportowana jest do przedniego
ptata  przysadki, co  prowadzi do  uwalniania  adrenokortykotropiny
(ang. adrenocorticotropic hormone, ACTH). Ta z kolei transportowana jest przez krew
do kory nadnerczy, skad wydzielany jest kortyzol, hormon zaliczany do

glukokortykoidow (Stephens i Wand 2012).

W warunkach fizjologicznego stresu, takiego jak sytuacja ,,walki lub ucieczki”,
wydzielane glukokortykoidy wspieraja organizm wywierajac efekt plejotropowy na
roézne narzady. W moézgu efekt ten charakteryzuje m.in. zahamowanie wydzielania CRH
przez podwzgorze i w konsekwencji zahamowanie wydzielania kortyzolu przez korg
nadnerczy. Taka odpowiedZ organizmu na stres okreslamy regulacjg przez ujemne
sprzgzenie zwrotne. Ma ona na celu zapobieganie efektom zbyt dlugiego narazenia
organizmu na szkodliwy, podwyzszony poziom glukokortykoidow (Oray i wsp., 2016).
Niestety, dlugotrwaty stres lub stres ostry o duzym nasileniu, moze prowadzi¢ do
zaburzenia normalnej petli sprz¢zenia zwrotnego, co prowadzi do niekontrolowanego

uwalniania glukokortykoidéw (De Kloet i wsp., 1998).

1.3.3. Receptor glukokortykoidowy — funkcja i udzial w patogenezie depresji

Receptor typu I, glukokortykoidowy (ang. glucocorticoid receptors, GR) nalezy
do grupy czynnikow transkrypcyjnych, ktorych dziatanie regulowane jest poprzez
zwigzanie z lingandem. Czasteczka GR zbudowana jest z trzech zasadniczych domen
funkcjonalnych: czesci N-koncowej (ang. N-terminal domain, NTD), domeny wiagzace;j
DNA (ang. DNA binding domain, DBD) i domeny wiazacej ligand (ang. ligand binding
domain, LBD). Domena NTD wykazuje najwigksza zmienno$¢ pod wzgledem ilosci par
zasad. Ponadto zawiera region AF1/taul/enh2 odpowiedzialny za aktywacje transkrypcji.

DBD jest z kolei domeng najbardziej konserwatywng. Zbudowana z dwoch motywow
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palca cynkowego odpowiada za specyficzne wigzanie z DNA w obrebie specyficznych
sekwencji, a takze za dimeryzacj¢ GR. Ostatnia z domen, LBD wigze GR z czasteczka
hormonu glukokortykoidowego. W jej obrebie zlokalizowane sg rowniez miejsca

wigzania GR z biatkami szoku cieplnego.

Na poziomie molekularnym, GR wraz z receptorem typu |,
mineralokortykoidowym (ang. mineralocorticoid receptors, MR) sg zaangazowane
w regulacje dziatania osi HPA. Co ciekawe, kortyzol w warunkach fizjologicznych
wykazuje ok. 10-krotnie wyzsze powinowactwo do MR niz GR (Fuller i wsp., 2000),
natomiast zwigkszone st¢zenie kortyzolu we krwi, bedace skutkiem stresu, powoduje jego

wigzanie do GR i regulacj¢ odpowiedzi stresowej (Herman i wsp., 2016).

Uwaza si¢, iz zaburzenia negatywnego sprzezenia zwrotnego osi HPA,
prowadzace do depresji, wynikaja z nieprawidtowej funkcji GR w mozgu (O'Keane
I wsp., 2012). Wedlug hipotezy ilo§¢ GR w komorce jest gtownym czynnikiem
determinujacym jej odpowiedz na glukokortykoidy, a tym samym na bodziec stresowy.
Jednak mechanizmy komoérkowe odpowiedzialne za dziatanie pe¢tli ujemnego sprzezenia
zwrotnego regulujacej ekspresj¢ genu Nr3cl kodujacego GR wcigz nie sg jasne. GR jest
czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry moze zarowno zwigkszac, jak i zmniejszac¢ ekspresje
setek genow. Znajdujacy si¢ w cytoplazmie GR w formie nieaktywnej tworzy kompleks
z biatkami szoku cieplnego (Anacker i wsp., 2011). Po zwigzaniu liganda, czyli
pojawiajacej si¢ w komorce na skutek stresu czasteczki hormonu glukokortykoidowego,
receptor oddysocjowuje z kompleksu (Ryc.1.1 A). Nastepnie, przy pomocy biatek
translokacji jadrowej, ulega przemieszczeniu do jadra komorkowego (Smoak i Cidlowski
2004). Tam po utworzeniu dimeréw wigze si¢ bezposrednio lub posrednio
ze specyficznymi, zachowanymi ewolucyjnie sekwencjami (ang. glucocorticoid response
elements, GREs) zlokalizowanymi w regionach regulatorowych gendéw. Tak zwane
dodatnie sekwencje GREs, po przylaczeniu si¢ GR odpowiadaja za zwigkszenie
transkrypcji danego genu, a tzw. ujemne GREs, odpowiadajga za hamowanie transkrypcji
(Farrell 1 O'Keane 2016). Regulacja za posrednictwem GR jest procesem bardzo szybkim
— zmiany w transkrypcji genéw regulowanych bezposrednio przez GR widoczne s3 juz

po kilku sekundach/ minutach od aktywacji receptora.
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Ryc.1.1. A: Glukokortykoidy pelniag wazna funkcje w regulowaniu odpowiedzi organizmu na stres,

Zahamowanie
inicjacji transkrypcji

m.in. poprzez wptyw na ekspresj¢ wielu genéw. Po wniknigciu do komorki wigza si¢ z GR, aktywujac go
poprzez odlaczenie kompleksu inaktywujacego (zlozonego z bialek szoku cieplnego: hsp90 i hsp70).
Nastepnie aktywowany GR transportowany jest do jadra komorkowego, gdzie dziala jako czynnik
transkrypcyjny. Reguluje ekspresje wielu gendéw, zarowno dodatnio — zwigkszajac ich ekspresje, jak
i ujemnie (Pels, 2019, zmienione). B: Autoregulacja genu Nr3cl poprzez tworzenie petli chromatynowe;j
(Ramamoorthy i Cidlowski 2013, zmienione).

Co ciekawe, sam gen Nr3cl, kodujacy GR, ma ujemny GRE, co powoduje,
ze translokacja GR do jadra wywotuje zahamowanie ekspresji tegoz genu. W komarkach
nieneuronalnych wykazano, ze zwigzanie GR z ujemnym GRE, umiejscowionym
w eksonie 9 Nr3cl, prowadzi do rozleglego zapetlenia genu, czego efektem jest
przeniesienie ujemnego GRE w poblize promotora. Rozpoczyna to proces tworzenia
kompleksu hamujacego, w sktad ktorego wchodza: GR zwigzany z eksonem 6 oraz biatka
NcoR1 1 HDAC3 zlokalizowane w miejscu startu transkrypcji genu kodujacego GR.
Zjawisko to prowadzi do zahamowania transkrypcji Nr3cl (Ryc.1.1 B) (Ramamoorthy
i Cidlowski 2013). Jest to przyktad mechanizmu epigenetycznego obejmujacego zmiane
architektury jadra komorkowego, ktdrego dysfunkcja moze mie¢ ogromny wplyw na

powstawanie depresji.

Aktywacja GR ma istotny wptyw na regulacj¢ odpowiedzi organizmu na stres. Juz
w latach 40-tych XX wieku pojawily si¢ pierwsze doniesienia literaturowe wiazace
zaburzenia nastroju z  przyjmowaniem przez pacjentow  syntetycznych
glukokortykosteroidow (Borman i Schmallenberg, 1951). Ze wzgledu na skale zjawiska
Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne sklasyfikowato te zaburzenia jako
zaburzenia nastroju wywotane lekami (ang. substance-induced mood disorders). Dlatego

tez w celu wywolania silnego stresu lub stresu przewlektego/ depresji podaje si¢
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zwierzetom DEX. Substancja ta jest syntetycznym glukokortykosteroidem, o dziataniu
podobnym do kortyzolu. Co istotne jednak, dziata niemal 80 razy silniej i znacznie dtuzej
niz kortyzol, ponadto wykazuje niemal stuprocentowa specyficznos¢ wzgledem GR.
Cho¢ DEX jest powszechnie stosowanym lekiem o dziataniu przeciwzapalnym,
przeciwalergicznym i immunosupresyjnym, stosowanym m.in. w celu obnizenia
ciSnienia wewnatrzczaszkowego u pacjentow z guzem modzgu, udowodniono,
1z wykazuje rowniez dziatanie prodepresyjne. Juz jednorazowa dawka wywotywata
znaczgce wydluzenie czasu bezruchu u myszy w tescie wymuszonego ptywania
(ang. forced swimming test, FST) oraz niwelowala antydepresyjne dziatanie
m.in. imipraminy, amitryptyliny i tianeptiny mierzone tym samym testem (Wrobel i wsp.,
2013). Przewlekle podawanie DEX (21 kolejnych dni) wywolywato zachowania
depresyjne: wydtuzenie czasu bezruchu i drastyczne zmniejszenie podejmowanych przez
zwierzgta prob ucieczki (ang. climbing time) mierzonych testem FST, anhedoni¢
mierzong testem preferencji sacharyny, strach wyrazony poprzez preferencyjne
przebywanie w ciemnym kompartmencie i zmniejszong ogdlng ruchliwo$¢ mierzone
testem jasnego/ ciemnego pola (ang. light/ dark box, L/D box). U zwierzat traktowanych
dochodzito takze do licznych zmian molekularnych 1 morfologicznych w obrgbie kory
przedczolowej, hipokampa 1 prazkowia (Skupio 1 wsp., 2015). Dodatkowo przewlekte
podawanie DEX (5 dni) u dorostych osobnikow, spowodowato globalng zmiang wzoru
metylacji w komoérkach rozrodczych, co wigcej obserwowano zmiany ekspresji mRNA

i zaburzenia metylacji w komorkach hipokampa u potomstwa (Petropoulos i wsp., 2014).

1.3.4. Czynniki epigenetyczne w patogenezie depresji

Epigenetyczna regulacja ekspresji gendw polega na zmianach w strukturze
chromatyny nie zwigzanych z modyfikacjami sekwencji DNA. Wsrdéd zmian
epigenetycznych najlepiej poznane sa modyfikacje kowalencyjne nukleotydow DNA (np.
metylacja), histonow (jak metylacja, czy acetylacja) oraz dziatanie niekodujacych
czasteczek RNA (Lolak i wsp., 2014). Wykazano, iz na skutek stresu dochodzi do
metylacji w obrgbie genéw: Nr3cl, BDNF, (Roth i wsp., 2009) czy FKPZ5, kodujacego
biatko biorace udziat w regulacji dziatania glukokortykoidow i osi HPA (Binder 2009).
Metylacja genéw zachodzi gtownie w obszarach promotorowych i skutkuje hamowaniem

ich transkrypcji.
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Traumatyczne wydarzenia z dziecinstwa moga odcisnaé swoje pigtno na dorostym
zyciu danej osoby wlasnie przez powstawanie zmian epigenetycznych, a takze stanowia
czynnik ryzyka dla rozwoju depresji (Maniglio 2009). Wykazano m.in. zwigekszone
ryzyko depresji u kobiet, ktore jako dzieci byly wykorzystywane seksualnie (Alt i wsp.,
2010, Bale i wsp., 2010, Heim i wsp., 2010). U takich oséb dochodzi do zmian
neuroendokrynnych (np. niewrazliwo$¢ na glukokortykoidy) 1 anatomicznych

(zmniejszenie objetos$ci hipokampa) (Heim i wsp., 2008, Hornung i Heim 2014).

Inny przyklad stanowig dzieci pozbawione opieki rodzicow i maltretowane.
Ciezkie dziecinstwo skutkuje u nich zwigkszong aktywno$cig osi HPA, zmniejszong
ekspresja GR oraz silng metylacja w obrgbie promotora 1f genu Nr3cl. Wymienione
objawy sa typowe dla depresji i niestety skutkujg zwiekszonym ryzykiem popetnienia
samobojstwa w pdzniejszym wieku (Fergusson i wsp., 1996, Widom i wsp., 2007).
Badania prowadzone na mézgach samobdjcow, ktérzy byli maltretowani w dziecinstwie,
wykazaty metylacj¢ 1 zmniejszong ekspresje genu Nr3cl w obrebie hipokampa. Dla
porownania, u przypadkowych ofiar wypadkdw, niemaltretowanych, takich zmian nie
obserwowano (Mcgowan i wsp., 2009). Mozna zatem przypuszczaé, iz obecno$é
metylacji i zmniejszona ekspresja genu Nr3cl stanowig marker depresji oraz informuja

o predyspozycji danej osoby do popetnienia samobojstwa.

Takze u gryzoni, ktore przez kilka miesigcy po urodzeniu byly rozdzielone
z matka wykazano fenotyp typowy dla depresji (Murgatroyd i wsp., 2009). Dochodzito
u nich do zaburzen funkcjonowania osi HPA (Archer i wsp., 2013), a takze zwigkszone;j
metylacji w obrebie promotora 17 genu Nr3cl (odpowiednik promotora 1f u ludzi). Co

istotne, zmiany w metylacji utrzymywaly sie u nich przez cate zycie (Smart i wsp., 2015).

Innym, waznym, cho¢ wcigz malo poznanym, mechanizmem epigenetycznym sa
wielkoskalowe zmiany architektury jadra komorkowego. Do najwazniejszych elementow
struktury jadra nalezg terytoria chromosomowe, ktore sga zdekondensowana, lecz
z zachowujacg integralnos¢, forma chromosomoéw mitotycznych. Mniejsze jednostki
wchodzace w sklad terytoriow chromosomowych to tzw. domeny topologiczne
(ang. Topologically Associating Domains, TADs), obejmujace odcinki DNA o dlugosci
rze¢du miliona par zasad. Wewnatrz domen topologicznych zachodzg liczne przestrzenne
interakcje migdzy odcinkami DNA, zwigzane z wypetlaniem si¢ nici chromatynowych.

Prowadzi to do przemieszczania si¢ sekwencji regulatorowych, np. wzmacniaczy, lub
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sekwencji wyciszajacych w poblize regulowanych przez nie genéw, ktére czesto
wystepuja w znacznej odleglosci od siebie wzdtuz liniowej czasteczki DNA (Wilczynski
2014, Tang i wsp., 2015). Prowadzone do tej pory badania, w kontek$cie zmian
organizacji chromatyny wewnatrz jadra komorkowego, dotyczyly gtownie komorek
proliferujacych i/lub ulegajacych réznicowaniu (Szczerbal i wsp., 2009). Niewiele
natomiast jest danych dotyczacych komorek terminalnie zréznicowanych, w tym
neurondw i komdrek glejowych (Wilczynski 2014). Opublikowane dotychczas badania
zawierajg opis morfologiczny przemieszczania si¢ gendw na odlegtosci rzedu setek
nanometrow (Crepaldi i wsp., 2013, Walczak i wsp., 2013) i analize¢ molekularng
tworzenia si¢ petli wptywajacych na ekspresje opisywanych genow (Rajarajan i wsp.,
2016). Obecnie wiadomo réwniez, iz wielkoskalowe zmiany struktury chromatyny, przez
wplyw na ekspresje genéw, moga mie¢ duze znaczenie patogenetyczne w chorobach
neurologicznych, np. w padaczce (Walczak i wsp., 2013), czy chorobach psychicznych,
np. w schizofrenii (Rajarajan i wsp., 2018) i depres;ji.

1.4.0rganizacja i metody badania genomu

Genom ludzki sklada si¢ z blisko 6.2 miliarda par zasad, upakowanych
w 46 chromosomach (22 parach chromosomach autosomalnych i dwoch chromosomach
pici). Genom myszy domowe;j z kolei jest wigkszy niz cztowieka - 6.6 miliarda par zasad
upakowanych jest w 20 par chromosoméw. Biorgce pod uwage przecigtng dtugosc jednej
pary zasad (0,34nm) w interfazowym jadrze komorkowym, o $rednicy ok. 10um,
znajduje si¢ ni¢ DNA o dlugosci dwoch metrow. DNA wraz z biatkami (histonami)
tworzy kompleks zwany chromatyna. Ta z kolei, wykazuje specyficzng organizacje, m.in.
tworzy wspomniane juz domeny topologiczne wchodzace w sklad terytoriow
chromosomowych. Wiadomo obecnie iz struktura i organizacja chromatyny wewnatrz
jadra komoérkowego ma znaczenie funkcjonalne, m.in. poprzez wptyw na transkrypcje.
W 2015 roku, Christoph, Marion i Thomas Cremerowie przedstawili model podzialu
jadra na obszary aktywne (ang. Active Nuclear Compartment, ANC) i nieaktywne
transkrypcyjnie (ang. Inactive Nuclear Compartment, INC). W obrgbie ANC wyr6znili
przestrzen miedzychromatynows (ang. Interchromatin Compartment, 1C). Znajdujaca si¢
tam zdekondensowana chromatyna na swoich obrzezach posiada aktywne

transkrypcyjnie regiony perichromatynowe (ang. Perichromatin Regions, PR) (Ryc.1.2
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A) (Cremer i wsp., 2015). W tym samym roku grupa Yijuna Ruana przedstawita podobny
model, w ktérym terytoria chromosomowe to obszary zbudowane z nieaktywnej
chromatyny, z ktorych DNA wypetla si¢ do przedziatu aktywnego (Ryc.1.2 B) (Tang 1
wsp., 2015)

A . otoczka jadrowa Przedzial aktyv(‘xxct)ranskryp(yjnie

?’ kompleks poru jgdrowego . chromatyna aktywna
transkrypcyjnie

R petle chromatynowe

transkrypcyjnie aktywne
ﬁ\ petle chromatynowe

przedziat miedzychromatynowy

@ fabryki transkrypcyjne
ciatka jagdrowe

I bialka strukturalne, np. CTCF

Przedzial nieaktywny transkrypcyjnie
INC

chromatyna nieaktywna

transkrypcyjnie

;”“’.500 kpz = 100 nm |
*~..- domena chromatynowa

Przedziat aktywny
(otwarty)

Przedziat nieaktywny

Chr, (skondensowany)
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(otwarty)

RNAPII cTcr Petla Petla
CTCF RNAPII

Ryc.1.2 Organizacja chromatyny w interfazowym jadrze komorkowym, wg modelu opartego na badaniach
morfologicznych (A) (Cremer i wsp, 2015, zmienione) i biochemicznych (B) (Tang i wsp., 2015,

zmienione).

Podsumowujac, badania genomu majg istotne znaczenie dla lepszego poznania
patogenezy zaburzen lekowych 1 depresji. Do najbardziej rozpowszechnionych metod
wykorzystywanych w badaniach nad genomem naleza metody morfologiczne, polegajace

na hybrydyzacji oraz  barwieniach  immunocytochemicznych  polaczonych
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z obrazowaniem mikroskopowym, a takze metody biochemiczne. Ponizej przedstawiono

krotka charakterystyke tych metod.

1.4.1. Metody morfologiczne polaczone z obrazowaniem mikroskopowym

Sposrod metod morfologicznych, powszechnie stosowang jest fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ (ang. fluorescence in situ hybridization, FISH) (Cremer i wsp.,
2008). Ta opracowana w latach 60-tych XX wieku metoda pozwala na znakowanie
zarowno niewielkich fragmentow DNA Iub RNA, jak rowniez catych chromosomow
(Cremer i Cremer, 2001).

Podstawowa zasada techniki FISH jest zastosowanie znakowanej,
np. fluorescencyjnie, sondy komplementarnej do konkretnego fragmentu genomu.
Mozliwos¢ wykorzystania sond znakowanych réznymi fluoroforami oraz dodatkowe
polaczenie hybrydyzacji FISH z barwieniami immunocytochemicznymi pozwala na
okreslenie, z duza dokladno$ciag, potozenia nawet trzech roznych fragmentow DNA
wzgledem okreslonego biatka/ biatek. Technika ta, podobnie jak metody biochemiczne,
umozliwia realistyczng wizualizacje struktury i organizacji genomu poprzez obrazowanie
pojedynczych interakcji wewnatrz jadra komorkowego, ale co wazne uzyskiwane

informacje nie sg warto$ciami usrednionymi, lecz pochodza z konkretnej komorki.

Hybrydyzacja FISH faczona jest zazwyczaj z obrazowaniem przy uzyciu
mikroskopii konfokalnej, pozwalajacej na seryjne skanowanie obiektow lub struktur
znakowanych fluorescencyjnie. Skanowanie odbywa si¢ metoda ,,punkt po punkcie”, co
oznacza, ze wiazka lasera jest ogniskowana na konkretnym punkcie ptaszczyzny
ogniskowej, a nast¢pnie przesuwana. Uzyskiwany obraz pochodzi jedynie z ptaszczyzny
ogniskowej, poniewaz tylko te promienie po przejsciu przez obiektyw, przecinaja si¢
W miejscu, gdzie umieszczona zostata specjalna przestona konfokalna z niewielkim
otworem, przez ktéry promienie docieraja do detektora. Umozliwia to uzyskanie ostrych
trojwymiarowych obrazéw, o stosunkowo duzej rozdzielczosci: ok. 250nm w osiach x-y

i 550nm w osi z (Ryc.1.3 mikroskop konfokalny).

Rozwoj technik mikroskopii umozliwil znaczng poprawe rozdzielczosci.
Mikroskopia wymuszonego wygaszania emisji (ang. STimulated Emission Depletion,

STED) nalezaca do technik superrozdzielczych zostata opracowana przez nagrodzonego
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nagroda Nobla, Stefana Hella (Hell, 2015). Metoda ta pozwala na uzyskanie
rozdzielczosci: 20-70nm w osiach x-y i 40-150nm w osi z. Jest to mozliwe dzigki
zastosowaniu dwoch koncentrycznych wigzek laserow: wigzki wzbudzajacej 1 wigzki
wygaszajacej w ksztalcie pierscienia. Manewrujac grubo$cig pierscienia wigzki, wygasza
si¢ fluorescencje wokot punktu/ fluoroforu, ktory ulegl wzbudzeniu, co bezposrednio
przektada si¢ na zmniejszenie rozmiaru plamki Airy’ego i poprawe rozdzielczosci.
Mikroskopia STED pozwala obecnie na skanowanie do trzech fluoroforéw ze zwigkszong
rozdzielczoscig, niemiej jednak muszg by¢ one kompatybilne z tym rodzajem

mikroskopii.

Na rycinie ponizej (Ryc.1.3) przedstawiono pordéwnanie rozdzielczo$ci tego
samego  obrazu  skanowanego przy uzyciu  mikroskopu  konfokalnego
I superrozdzielczego 3X-STED. Dodatkowg poprawe rozdzielczo$ci mozna uzyskac

poprzez dodatkowe zabiegi, m.in. dekonwolucj¢ przy uzyciu narzgdzia Huygens.

Mikroskop superrozdzielczy 3X-STED /
Mikroskop konfokalny 3X-STED dekonwolucja

" ..

Ryec.1.3 Poroéwnanie rozdzielczosci tego samego obrazu uzyskanej przy uzyciu mikroskopu konfokalnego,

superrozdzielczego 3X-STED oraz dodatkowej dekolwolucji w programie Huygens. Na zielono

wybarwiona chromatyka aktywna, na czerwono — allele genu Nr3cl (zdjecia wykonane przez autorke
pracy).
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1.4.2. Metody biochemiczne

W ostatnich dwudziestu latach nastapit gwaltowny rozwoj biochemicznych metod
badania genomu, rozpoczynajac od roku 2002, kiedy opublikowano prace na temat
metody 3C (ang. Chromosome Conformation Capture) (Dekker i wsp., 2002). Metoda ta
pozwala na okreslenie interakcji pomiedzy dwoma dowolnymi fragmentami genomu.
Dzieki niej wykazano, iz sekwencje regulatorowe, poprzez tworzenie petli
chromatynowych, sg zdolne do regulowania transkrypcji genéw oddalonych od nich
o setki tysiecy par zasad w liniowej czasteczce DNA (Tolhuis i wsp., 2002; Drissen
1 wsp., 2004; Vakoc i wsp., 2005), a takze, iz wspomniane petle podlegajg zmianom w
trakcie rozwoju i roznicowania komorek (Palstra i wsp., 2003). Dalszy rozw¢j metod
badania genomu wigzal si¢ z mozliwo$cia jednoczesnej analizy wigkszej liczby
oddziatywan. Metody: Hi-C (ang. High-throughput Chromosome Conformation
Capture) (Lieberman-Aiden i wsp., 2009) i ChlA-PET (ang. Chromatin Interaction
Analysis by Paired-End Tag sequencing) (Fullwood i wsp., 2009) pozwolity na
jednoczesng analize wszystkich oddzialywan pomigdzy fragmentami DNA, jakie
zachodza wewnatrz jadra komérkowego. Metodologia obu technik jest bardzo zblizona,
jednak ze wzgledu na uzyskiwane wyniki, ich zastosowanie jest nieco inne. Hi-C pozwala
na wykrycie wszystkich interakcji, jakie wystepuja w jadrze komorkowym. Dzigki temu
okreslono strukturalng organizacj¢ genomu, m.in. poprzez zidentyfikowanie
chromatynowych domen topologicznych (Dixon i wsp., 2012). ChlA-PET, z kolei
umozliwia uzyskanie informacji nie tylko strukturalnych, ale takze funkcjonalnych,
o znacznie wigkszej rozdzielczosci, rzedu ok. 100pz. Wynika to z uwzglgdnienia, w
trakcie przygotowania biblioteki dodatkowego etapu immunoprecypitacji chromatyny
zwigzanej z konkretnym biatkiem, najczesciej CTCF (ang. CCCTC-binding factor) lub
polimerazg RNA II (ang. RNA polimerase I1, RNA Pol I1). CTCF, wysoce konserwatywne
wsrod eukariontow biatko, poprzez udziat w stabilizacji petli chromatynowych, pehni
kluczowa rol¢ w wyznaczaniu granic domen topologicznych oraz w aktywacji badz
inhibicji transkrypcji. Nie bez znaczenia jest tutaj orientacja motywu wigzacego CTCF,
ktory determinuje zaréwno kierunek, jak i topologi¢ powstajacych petli. RNA Pol |1 jest
SciSle zwigzana z ekspresja genow, dlatego tworzone przez nig petle charakteryzuja

obszary aktywne transkrypcyjne, w danym typie komérek, w danym czasie.

Obecnie istniejg liczne modyfikacje powyzszych technik pozwalajagce m.in. na

ograniczenie wyjsciowej liczby komorek - single cell Hi-C (Fraser i wsp., 2013), ChIA-
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Drop (Zheng i wsp., 2019) i in situ ChIA-PET (Wang i wsp., 2020). Ostatnia

z wymienionych technik obejmuje szereg etapoéw (Ryc.1.4).

A. liza komodrek

D. wydtuzanie

przeciwciato |
/0

7 e
AN 2N |
g3

G. ChIP

B. permeabilizacja

E. ligacja in situ

H. fragmentacja

C. trawienie restrykcyjne

F. sonikacja

[. PCR

Ryc.1.4. Kolejne etapy przygotowania biblioteki metoda in situ ChlA-PET (Wang i wsp., 2020;

zmienione). Biblioteki, po przygotowaniu podlegaja selekcji rozmiaru, a doktadnie dtugosci czasteczek

DNA tworzacych biblioteke. Konicowym etapem jest sekwencjonowanie i analiza bioinformatyczna.

Najpierw komorki traktowane sg formaldehydem, ktory utrwala naturalnie

wystepujace w jadrze komorkowym, polaczenia pomiedzy DNA i biatkami. Nastepnie

komorki sg lizowane (Ryc.1.4. A) i permeabilizowane (Ryc.1.4. B), aby umozliwi¢ lepsza
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penetracje jadra komorkowego przez enzym restrykcyjny (Alu 1), w kolejnym etapie
(Ryc.1.4 C). Uzyskane fragmenty DNA wydhuzane sa o adening na koncu 3’ (Ryc.1.4 D),
dzigki czemu mozliwa jest ligacja sgsiadujacych fragmentow ze specjalnie
zaprojektowanym oligonukleotydowym fgcznikiem (Ryc.1.4 E). Podczas sonikacji DNA
jest fragmentowane (Ryc.1.4. F). W trakcie immunoprecypitacji chromatyny
(ang. Chromatin Immunoprecypitation, ChIP), wzbogaca si¢ analizowang pule o0 DNA
zwigzane z interesujgcym nas biatkiem (Ryc.1.4 G). Enzym uzywany do fragmentacji
enzymatycznej (ang. tagmentation) tnie DNA na mniejsze fragmenty (Ryc.1.4 H), ktore
nastgpnie namnazane s3 w reakcji PCR, z zastosowaniem starteréw zawierajacych
znaczniki (Ryc.1.4 I) pozwalajace rozr6zni¢ DNA pochodzace z poszczegolnych
bibliotek wséréd wynikéw sekwencjonowania. W koncowym etapie uzyskane wyniki
sekwencjonowania poddawane sa analizie, poprzez pordéwnanie ich z genomem
referencyjnym, dzigki czemu pozwalajg one na identyfikacj¢ regionéw chromatyny, ktore
pozostaja ze soba w fizycznym kontakcie w trojwymiarowej przestrzeni jadra
komorkowego, nawet jesli w sekwencji liniowej sa umieszczone w duzej odlegtosci od

siebie.

Metody morfologiczne i mikroskopowe pozwalaja nie tylko na okreslenie
lokalizacji badanego regionu w pojedynczej komorce, ale takze na ocene odleglosci
pomiedzy dwoma fragmentami DNA. W przypadku metod biochemicznych, natomiast,
uzyskiwana informacja dotyczy czestosci wystepowania danej interakcji. Zatem, jedynie
potaczenie, tych komplementarnych w stosunku do siebie metod pozwala na lepsze

zrozumienie organizacji chromatyny w jadrze komorkowym.

Podsumowujac, rozwoj depres;ji jest Scisle powigzany ze stresem 1 zaburzeniami
osi HPA. Te ostatnie wywotywane sg poprzez nadmierne wydzielanie glukokortykoidow
1 aktywacj¢ GR, ktory z kolei dziata jako czynnik transkrypcyjny. Wiedzac, iz zmiany
w ekspresji gendOw sg nierozlacznie zwigzane ze zmianami w organizacji chromatyny
w jadrze komoérkowym, w niniejszej dysertacji przedstawiono szereg wynikow
obrazujacych zmiany morfologiczne 1 biochemiczne dotyczace GR, a zachodzace
w neuronach i astrocytach struktur mézgu zwigzanych z depresja pod wplywem

jednorazowego 1 przewlektego dziatania czynnika stresowego.
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2. Cele pracy

Celem badan opisanych w niniejszej dysertacji byto:

1. Okreslenie zmian ekspresji genu Nr3cl, kodujacego GR, w neuronach
I astrocytach trzech struktur moézgu (kory przedczotowej, hipokampa i jadra
potlezacego), w mysich modelach stresu i depres;ji.

2. Okreslenie zmian epigenetycznych wyzszego rzedu dotyczacych genu Nr3cl
technikg trojwymiarowej fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (3D-FISH)
polaczonej z obrazowaniem za pomocg mikroskopii  konfokalnej
i superrodzielczej STED, w neuronach i astrocytach trzech struktur mézgu (kory
przedczotowej, hipokampa i jadra potlezacego), w mysich modelach stresu
I depresji (farmakologiczny model silnego stresu, farmakologiczny model
depresji, model depresji indukowany chronicznym stresem).

3. Zidentyfikowanie oraz analiza funkcjonalna genéw zmienionych pod wptywem
silnego stresu w neuronach i astrocytach kory przedczotowej metoda
sekwencjonowania RNA.

4. Okreslenie globalnych zmian w organizacji chromatyny w neuronach
I astrocytach kory przedczotowej zachodzacych w efekcie silnego stresu metoda
ChIA-PET.
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3. Materialy i metody

Doswiadczenia przedstawione w niniejszej pracy zostaty przeprowadzone na (i)
materiale pobranym (hodowle pierwotne) lub (ii) osobnikach myszy (fac. Mus musculus)
szczepu C57BL/6J.

3.1. Pierwotne hodowle komorkowe
3.1.1 Zakladanie i warunki prowadzenia hodowli

W badaniach z uzyciem mikroskopii superrozdzielczej 3X-STED, wstepnej
analizie ekspresji genu GR oraz do$§wiadczeniach RNA-seq i ChIA-PET wykorzystano
pierwotne hodowle komérkowe kory mozgowej: neuronalne i astrocytarne. Komorki
pobierano z obszaru kory czotowej embrionéw (E16, ang. embrionic day 16) myszy
szczepu C57BL/6J. W tym celu cigzarng samic¢ usmiercano w sposob humanitarny,
poprzez przerwanie rdzenia kregowego. Nastepnie rozcinano powloki brzuszne
1 wydobywano embriony, ktére z kolei, po schtodzeniu ciata, u§miercane byty przez
dekapitacje. Kolejno preparowano mozgi zwierzat i umieszczano je w schlodzonym
buforze HBSS, na szalce Petriego. Wyizolowane fragmenty kory czotowej zawierajace
kor¢ przedczotowa umieszczano w probowce i ptukano 3-krotnie 10ml buforu HBSS.
Nastepnie tkanke inkubowano w roztworze trypsyny (Gibco; 15ul trypsyny/ 1 fragment
kory) przez 20-25min, od czasu do czasu delikatnie mieszajgc. Wstepnie strawiona
tkanka byta ptukana 3-krotnie 10ml buforu HBSS. Nastepnie komoérki, w objetosci 10ml
buforu HBSS, byty dysocjowane poprzez 30-krotne pipetowanie pipetg o objetosci 1ml,
liczone w komorze Birkera i wysiewane na szalki hodowlane w ilosci 1ml komorek/
1 naczynie hodowlane (hodowle neuronalne) lub, w przypadku hodowli astrocytarnych:
komorki bez liczenia zawieszano w buforze HBSS w obj¢tosci 1ml/ 2 fragmenty kory,
a nastepnie 1 ml zawiesiny komorek umieszczano w butelce hodowlanej zawierajace;j
10ml podtoza hodowlanego. Do doswiadczen wymagajacych barwienia komorek (FISH
potaczony z immunocytochemig) komorki wysiewano na szkieltka umieszczone
na 24-dotkowych szalkach hodowlanych, w ilosci okoto 75 000 komorek/ szkietko. Opis
prowadzenia hodowli umieszczono ponizej. Po uptywie 2 tygodni, od dnia zalozenia, do
cze¢sci hodowli neuronalnych i astrocytarnych dodawano roztwér deksametazonu (Sigma,
koncowe st¢zenie DEX w podtozu hodowlanym 100nM). Komérki inkubowano z DEX
przez 4 godziny, a nastepnie 2-krotnie ptukano buforem DPBS.

31



Pierwotne hodowle neuronalne. Komorki hodowano w podtozu hodowlanym
Neurobasal (Gibco) z dodatkiem glutaminy (Sigma, koncowe st¢zenie W podtozu
hodowlanym 0.5mM), kwasu glutaminowego (Sigma, koncowe stezenie 12,5uM), B27
(Gibco, koncowe stezenie 1x) i antybiotykdéw: penicyliny i1 streptomycyny (Sigma,
koncowe stezenie 1%). 2 godziny po wysianiu komorek, podtoze hodowlane zmieniano
na $wieze. Komoérki hodowano w inkubatorze, w warunkach: 5% CO2, 37°C, przez

2 tygodnie. W tym czasie nie zmieniano podtoza hodowlanego.

Pierwotne hodowle astrocytarne. Komorki hodowano w podtozu hodowlanym
DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma) z dodatkiem ptodowe;j
surowicy bydlecej (Gibco, koncowe stezenie w pozywce 10%) i antybiotykow:

penicyliny i streptomycyny (Sigma, koncowe stezenie 1%).

Komorki wysiewano do butelek hodowlanych, uprzednio optaszczonych
polilizyng (PLL, Sigma). Pokrywanie dna butelek PLL wykonywano dzien przed
zatozeniem hodowli. Polegato ono na inkubacji z roztworem PLL (1pg/ ml wody MiliQ)
przez noc, a nastepnie 1-krotnym ptukaniu butelek sterylng woda MiliQ i buforem PBS.
Trzeciego dnia po zatozeniu hodowli, komoérki ptukano 3-krotnie 10ml buforu PBS,
a nastepnie dodawano 10ml §wiezo przygotowanego podtoza hodowlanego. W siodmym
dniu hodowli, w celu pozbycia si¢ osadu martwych komdrek, astrocyty przenoszono do
nowych butelek hodowlanych, pokrytych uprzednio PLL. W tym celu komorki
trypsynizowano (trypsyna, Gibco) i wirowano z predkoscig 1000rpm, przez 10min,
w temperaturze pokojowej. Osady komorek zawieszano w 5Sml $wiezego podioza
hodowlanego 1 przektadano do nowych butelek hodowlanych zawierajacych S5ml
pozywki. W 10 dniu hodowli sprawdzano stopien pokrycia dna butelek hodowlanych
przez komorki. Jesli nie wynosit on min 80%, komorki pozostawiano w hodowli na
kolejne 2 dni, po czym ponownie sprawdzano stan konfluencji. Jesli stan pokrycia byt
wystarczajacy, ponownie usuwano martwe komorki, tym razem poprzez wytrzasanie.
W tym celu wymieniano potowe podtoza hodowlanego na $wieze (Sml / butelke),
nastepnie butelki wytrzasano z predkoscig 100rpm, w temperaturze 37°C, przez noc.
Nastegpnego dnia zmieniano cato$¢ pozywki na $wiezg. Komdrki hodowano

w inkubatorze, w warunkach: 5% CO,, 37°C.
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3.1.2 Przygotowanie komdrek do hybrydyzacji

Do hybrydyzacji wykorzystano hodowle neuronalne i astrocytarne prowadzone
na szkietkach nakrywkowych umieszczonych na szalce hodowlanej. Po 2-tygodniowej
hodowli, cze¢$¢ komorek inkubowano z DEX (Sigma) przez 4 godziny. Przed utrwaleniem
komorki ptukano 2-Krotnie sterylnym, cieptym (37°C) buforem PBS (1x). Komorki
utrwalano roztworem 4% PFA/ 4% sacharozy, dodawanym w ilo$ci ok. 300ul na dotek
i inkubowano przez 10 min, a nast¢pnie ptukano 3-krotnie 500ul buforu PBS (1x).
Po ostatnim plukaniu szkietka pozostawiano w 500ul buforu PBS (1x). Tak
przygotowane komoérki wykorzystywano do dalszych doswiadczen, W przypadku, gdy
komorki przechowywane byly dluzej niz siedem dni, aby zapobiec rozwojowi

mikroorganizmdéw, do buforu PBS dodawano 0,05% azydek sodu.

3.1.3 Przygotowanie komdrek do analiz ekspresji genow

Do doswiadczen majacych na celu zbadanie zmian w ekspresji genow
z zastosowaniem metod Real Time PCR i RNAseq wykorzystano pierwotne hodowle
neuronalne i astrocytarne. Komérki traktowano DEX (Sigma) w stezeniu 100nM (jest to
stezenie koncowe w podtozu hodowlanym). W zaleznosci od eksperymentu komorki
inkubowano z DEX przez rozny okres. W przypadku sprawdzania zmian ekspresji genu
Nr3cl w czasie, komorki (zaréwno astrocyty, jak i neurony) inkubowano z DEX przez
15min., 30min., 2godz., 4godz., 8godz. i 48godz. W pozostalych eksperymentach czas
inkubacji wynosit 4 godziny. Po zakonczonej inkubacji usuwano podtoze z DEX
i dodawano bufor RLT (Qiagen). Komorki przechowywano w temperaturze -80°C do

czasu eksperymentu.

3.1.4 Przygotowanie komorek do analiz oddzialywan

mi¢dzychromatynowych

Analiz¢ oddziatywan miedzychromatynowych wykonano z zastosowaniem
metody ChIA-PET. Komodrki, po 4 godzinach inkubacji z DEX (Sigma) ptukano
2-ktornie 4ml buforu DPBS (Gibco). Nastepnie do komorek dodawano 36% roztwor
formaldehydu (Sigma, koncowe stezenie 1%) w buforze DPBS. Naczynia hodowlane

wytrzasano 20min, na wytrzgsarce orbitralnej, z predkoscig 90rpm, pod wyciaggiem,
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w temperaturze pokojowej. Nastgpnie zatrzymywano dziatanie formaldehydu przez
dodanie glicyny (Sigma, koncowe stezenie 0,2M) 1 wytrzasano przez 10 min, w tych
samych warunkach. Nastepnie usuwano mieszaning sieciujgca znad komorek i ptukano
je 2-krotnie 4ml buforu DPBS. Po dodaniu 4ml buforu DPBS komorki przechowywano
w 4°C przez noc. Nastepnego dnia usuwano bufor znad komorek i dodawano 670ul
schtodzonego buforu DPBS. Komoérki zdrapywano z naczynia hodowlanego
i umieszczano na lodzie w 50ml probdwce typu falcon. Zdrapywanie komorek
powtarzano 2-krotnie. Zebrane komorki wirowano z predko$cig 2000prm, przez 10 kmin,

w temperaturze 4°C. Osad komorek przechowywano w temperaturze minus 80°C.

3.2. Mysie modele stresu i depresji

Myszy (wykorzystane w modelu silnego stresu i modelu depresji indukowanej
farmakologicznie) pochodzity z hodowli Instytutu Medycyny Dos$wiadczalnej

i Klinicznej im. M. Mossakowskiego, PAN w Warszawie.

Do doswiadczen wykorzystywano 9-10 tygodniowe samce myszy Szczepu
C57BL/6J. Zwierzeta trzymano po 4-5 osobnikéw w klatce, w fotoperiodzie: 12 godzin
swiatta (wlaczane o godz. 24), w pokoju zwierzetarni Instytutu Biologii Do§wiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, z kontrolowang temperaturg 1 wilgotnoscig. Myszy miaty
swobodny dostep do jedzenia i wody. Czgsci zwierzat (grupy traktowane, model silnego
stresu, model depresji indukowanej farmakologicznie) podawano dootrzewnowe
zastrzyki z Dexavenu (Bausch Health, roztwoor do wstrzykiwan, zawierajacy DEX
w stezeniu 4mg/ml), w dawce réwnej 4mg/kg masy ciata (Skupio 1 wsp., 2015).
Doswiadczenia byly prowadzone wg. wytycznych Komisji Etycznej nr 1 w Warszawie:
nr zgody 300/2017 — model silnego stresu i model depresji indukowanej

farmakologicznie oraz nr zgody 132/2016 - model depresji indukowanej behawioralnie.

3.2.1 Model silnego stresu

Wszystkie, dwadziescia dziewig¢ zwierzat przed rozpoczgciem eksperymentu
podlegato habituacji przez 7 dni. Silny stres wywotywano u 14 osobnikow, poprzez
pojedyncze podanie zastrzyku z Deksavenu (Bausch Health), w dawce 4mg/ kg masy

ciala. Zwierzeta kontrolne (15 osobnikéw) otrzymywaty zastrzyk z soli fizjologiczne;.
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Nastepnie 4 godziny po podaniu zastrzyku myszy byly usSmiercane w sposéb
humanitarny, zaleznie od typu dalszych badan: (i) analiza ekspresji genu, po 10
osobnikéw kontrolnych i traktowanych DEX lub (ii) analizy morfologiczne (pozostate

zwierzeta). Doktadny protokot usmiercania zwierzat podano w punkcie 3.2.4.

3.2.2 Model depresji indukowanej farmakologicznie

Przewlekly stres/ depresje indukowano poprzez podawanie myszom
dootrzewnowych zastrzykow z Dexavenu (Bausch Health), przez kolejne 21 dni (Skupio
i wsp., 2015). Zastrzyki podawano w fazie jasnej, ok. 1godz. po wlaczeniu $wiatla.
Dawka leku (4mg/kg masy ciala), dostosowana byta do wagi zwierzecia, sprawdzanej
kazdego dnia trwania eksperymentu. W przypadku, gdy waga zwierzecia wynosita mnie;j
niz 20g, w danym dniu zastrzyku nie podawano. Kontrole stanowily myszy
nastrzykiwane roztworem soli fizjologicznej. Przed rozpoczeciem eksperymentu
wszystkie myszy podlegaly habituacji (7 dni). Plan eksperymentu zamieszczono na
rycinie ponizej, Wystepowanie objawOw depresji o0znaczano za pomocg testow

behawioralnych oraz na podstawie poziomu kortykosteronu we krwi zwierzat.

L/D box
Rozpoczecie dzier 17
podawania : eutanazja
zastrzykow - S Test preferencji dzien 21
dzieri 1 o R T sacharyny EST
dzieri 14-15 dzien 19

> <
7 dni 21 dni

habituacja Dootrzewnowe zastrzyki z deksametazonu / soli fizjologicznej

v

Ryc.3.1 Graficzne przedstawienie eksperymentu farmakologicznego indukowania depresji u myszy.

Analiza behawioralna i oznaczanie poziomu kortykosteronu we krwi

Na czas trwajacego 24 godz. testu preferencji sacharyny myszy rozdzielano
pojedynczo do klatek, ze swobodnym dostepem do picia z 2 butelek (w jednej znajdowat
si¢ 1% roztwor sacharyny (Sigma-Aldrich), a w drugiej woda). Po 12 godz. butelki

zamieniano miejscami, aby wyeliminowa¢ btad wynikajacy z preferencji strony. Na
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zakonczenie sprawdzano poziom wypitego ptynu i wyznaczano preferencj¢ sacharyny
u kazdej z badanych myszy. Test ten wykonywany jest standardowo w badaniach nad

depresja, w celu wykrycia anhedonii, czyli niezdolno$ci do odczuwania przyjemnosci.

Test jasnego/ ciemnego pola (L/D box) mierzy poziom Ieku zwierzat,
wykorzystujac naturalng dla myszy awersj¢ do przebywania w otwartych, jasno
oswietlonych przestrzeniach. Test przeprowadzany byt w fazie jasnej cyklu dobowego.
Myszy habituowano do nowego otoczenia przez 2 godziny przed testem. Test
wykonywano w prostokatnym pojemniku przedzielonym przegroda na 2 przedzialy:
jasny (nat¢zenie swiatta 200 1x) oraz ciemny (ok. 3 1x). W przegrodzie oddzielajace;j
przedziaty znajdowatl si¢ otwor, przez ktéry mysz mogla swobodnie przechodzi¢ z jedne;j
czesci do drugiej. Mysz na poczatku trwajacego 10 minut testu umieszczano w ciemnej
czesci, nastepnie jej aktywnos¢ nagrywano przez kamere na podczerwien. Mierzono czas

przebywania zwierzgcia w kazdym z przedziatéw oraz ilo$¢ przej$¢ pomiedzy nimi.

Test wymuszonego plywania (FST) przeprowadzano w fazie jasnej. W czasie
testu mysz umieszczano w cylindrycznym przezroczystym pojemniku wypetnionym do
2/3 objetosci wodg o temperaturze 24-28°C. Podczas trwajacego 6 minut testu, ruchy
myszy rejestrowano za pomoca kamery. Dlugo§¢ czasu bezruchu w wodzie stanowi
parametr rezygnacji z prob wydostania si¢ z niebezpieczenstwa, bedacy komponentem

depres;ji.

Krew do oznaczania poziomu kortykosteronu pobierano z ogona, w czasie
unieruchomienia zwierzgcia, przed i po zakonczeniu iniekcji Dexavenem (Bausch
Health). Kortykosteron oznaczano w osoczu, za pomocg testu ELISA (Enzo Life

Sciences), wg protokotu producenta.

Cztery godziny po podaniu ostatniego z zastrzykdw zwierzeta usmiercano
humanitarnie, w sposéb analogiczny, jak w przypadku myszy, u ktérych wywotywano
silny stres (p.3.2.1). Rowniez tutaj zwierzeta dzielono na dwie grupy: (i) takie, ktorych
wypreparowane struktury mozgu poddawano oznaczeniom z zakresu biologii

molekularnej, jak rowniez (i1) te poddawane analizie morfologiczne;.

Catos¢ doswiadczenia powtdrzono 2-krotnie. W pierwszym powtorzeniu,
zastrzyki z Dexavenu (Bausch Health) podawano 10 osobnikom, kontrole stanowito
6 zwierzat. Drugie powtorzenie eksperymentu przeprowadzono na 38 zwierzgtach — po

19 zwierzat traktowanych i1 kontrolnych, ktorym podawano zastrzyki z soli fizjologiczne;.
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3.2.3 Model depresji wywolany chronicznym stresem

Zachowania depresyjne u myszy, wywotywano za pomocg modelu chronicznego,
nieprzewidywalnego stresu (ang. chronic unpredictable stress) (Krzystyniak i wsp.,
2019). Na dwa tygodnie przed rozpoczgciem doswiadczen zwierzeta podlegaty
habituacji. Nastepnie byly wazone, oceniano ich zachowania spoteczne oraz wyjsciowy
poziom preferencji sacharozy. Pobierano takze krew do pomiaru st¢zenia kortykosteronu.
Wiasciwy protokoét sktadat sie z trzech etapow: unieruchomienia (ang. restraint stress)
przez 2 godziny, podwieszania za ogon (ang. tail suspension stress) przez 40 minut
i przebywania w jednej klatce z agresywnym osobnikiem (ang. social defeat stress) przez
30 minut. Kazdy z nich odbywat si¢ w fazie ciemne;j, przy $wietle czerwonym. Minimalny
czas pomig¢dzy kolejnymi stresorami wynosil 4 godziny. Dodatkowo, w takcie trwania
fazy jasnej, myszy umieszczano w wentylowanym pojemniku znajdujacym sie w klatce,
w ktorej znajdowal si¢ szczur. Zachowania depresyjne zwierzat oceniane byty za pomoca

testow behawioralnych (test preferencji sacharozy, test FST).

Doswiadczenia opisane w niniejszym punkcie (3.2.3) majace na celu wywotanie
u myszy zachowan depresyjnych zostaly wykonane przez Zespo6l prof. Jakuba
Wilodarczyka, w Pracowni Biofizyki Komorki Instytutu Biologii Do$wiadczalnej

im. M. Nenckiego, PAN w Warszawie.

Zwierzgta, zarowno te, u ktorych potwierdzono wystgpowanie zachowan
depresyjnych (poprzez testy behawioralne), jak i zwierzeta kontrolne usmiercono

w sposéb humanitarny i poddano perfuzji, z przeznaczeniem na badania morfologiczne.

3.2.4 UsSmiercanie zwierzat i przygotowywanie materialu tkankowego

Po zakonczeniu eksperymentow majacych na celu wywolanie silnego stresu /
depresji, zwierzeta byly usSmiercane w sposob humanitarny, w sposob zalezny od typu

dalszych badan: (i) analiza ekspresji genu lub (i) analizy morfologiczne.

W przypadku (i) zwierzeta usypiano wziewnie anestetykiem Aerrane (Baxter
Polska) zawierajacym izofluran, a nastgpnie usmiercano przez przerwanie cigglosci

rdzenia kregowego. Kolejno, z wypreparowanego mozgu pobierano fragmenty

37



odpowiadajace strukturom: korze przedczotowej i jadru potlezacemu. Z mozgow
wycinano dwa ,plasterki” o grubos$ci ok. Imm, przecinajagc organ w plaszczyznie
koronalnej, wzdtuz bregmy 2.96 1 1.70 — fragment zawierajacy kore¢ przedczotowg oraz
bregmy 1.70 i 0,74 — fragment zawierajacy jadro pdtlezace. Nastepnie odpowiednie
struktury wycinano za pomocg specjalnego przyrzadu, o ksztalcie pustej w srodku rurki,
o $srednicy wewngetrznej 1.2mm (dla kory przedczotowej) i 1.5mm (dla jadra pétlezacego).
Preparowano takze hipokampy. Tkanki po pobraniu umieszczano w probowkach 1.5ml
typu Eppendorf zawierajacych schtodzony odczynnik RNAlater (ThermoFisher
Scientific) i przechowywano przez noc w temperaturze 4°C. Nastgpnego dnia usuwano
odczynnik, a tkanke mrozono w temperaturze -80°C, gdzie przechowywana bylta do czasu

eksperymentu.

Drugg grupe zwierzat (ii), przeznaczong na badania morfologiczne poddawano
perfuzji. Zwierzgta usypiano przez dootrzewnowe podanie Morbitalu (Biowet Putawy)
w dawce ok. 1,5ml/kg masy ciata. Po zaniku odruchow: rogéwkowego 1 cofania konczyn,
przeprowadzano perfuzj¢ transkardialna, przez lewa komorg serca, najpierw buforem
PBS z dodatkiem heparyny (10U/ml), a nastgpiec 4% roztworem PFA w PBS.
Wypreparowany mozg utrwalano dodatkowo przez ok. 12 godz. w buforze do perfuzji
(4% PFA w PBS), ptukano 3-krotnie buforem PBS i wysycano 30% roztworem sacharozy
w PBS, az do momentu opadnig¢cia m6zgu na dno naczynka. Utrwalony m6zg zamrazano
w schtodzonym do -80°C heptanie 1 przechowywano w temperaturze -80°C do czasu
krojenia. Mozg cigto w plaszczyznie koronalnej na skrawki o grubosci 40um, ktore

przechowywano w temperaturze -20°C, w niezamarzajgcym buforze (ang. anti-freeze).

3.3. Analiza zmian ekspresji genu Nr3cl

Analize ekspresji genu Nr3cl przeprowadzono na korowych, astrocytarnych
i neuronalnych hodowlach pierwotnych oraz na wypreparowanych strukturach mozgu

zwierzat (korze przedczotowej, hipokampie 1 jadrze potlezacym).

W przypadku hodowli komoérkowych, po rozmrozeniu na lodzie, komorki
odklejano od dna ptytki hodowlanej przez silne przeptukanie buforem znad komorek.

Nastepnie z zebranych komorek izolowano RNA.

38



W przypadku wyizolowanych struktur mézgu, tkanke rozmrazano na lodzie. Ze
wzgledu na niewielka ilo§¢ materiatu, taczono tkanke pochodzaca od 4 — 6 osobnikow.

Nastepnie rozcierano ja w homogenizatorze, w buforze RLT (Qiagen).

W obu przypadkach izolacj¢ RNA przeprowadzano za pomocg zestawu RNeasy
Mini Kit (Qiagen), wedlug protokotu producenta, z dodatkowym etapem trawienia
DNazg 1. Po izolacji mierzono stezenie otrzymanego RNA, a jego jakos$¢ oceniano na
podstawie obrazu prazkow na zelu agarozowych, po rozdziale elektroforetycznym.
Wyizolowane RNA ,,przepisywano” na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji przy

uzyciu zestawu firmy Invitrogen. Reakcje wykonano wedlug nastepujacego protokotu:

1. Przygotowanie mieszaniny I: 0,5ul oligo(dT), 0,5ul losowych starterow 6-cio
nukleotydowych, 1yl dNTP (ThermoFisher Scientific, 10mM), 1ug
wyizolowanego RNA uzupetionego do objetosci 10ul sterylng woda MiliQ

2. Inkubacja - 65°, S5min.

3. Schiodzenie probki na lodzie (minimum 1min.)

4. Dodanie do probki odczynnikow: 4ul buforu (ang. First-Strand buffer, 5x), 0,5ul
inhibitora RNaz (ang. RNaseOUT) i 0,5ul odwrotnej transkryptazy

5. Inkubacja - 25°, 5min.

6. Inkubacja - 50°, 60min.

7. Zatrzymanie reakcji - 70°, 15min.

W ostatnim kroku wykonywano ilo§ciowe oznaczenia transkryptu w reakcji Real-Time

PCR. Do analizy genu Nr3cl uzyto nastepujacych starterow:
starter wiodacy 5 CCTTACTGCTTCTCTCCTCAGT,
starter odwrotny 5° CAGTTGATAAAACCGCTGCCA.

Jako genu referencyjnego uzyto genu HPRT1, wykazujacego statg ekspresje w badanych

hodowlach komdrkowych/ komdrkach badanych struktur.
Starter wiodacy S’CTTTGCTGACCTGCTGGATT,
Starter odwrotny 5’CTTTTATGTCCCCCGTTGACT.

Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz program PCR zamieszczono w tabeli ponize;j.
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Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednej reakcji Program PCR

5ul mieszaniny reakcyjnej SybrGreen (Roche) 95°C — 20sec

0,4l startera wiodacego (10uM) 95°C —3sec  + 36X

0,4l startera odwrotnego (10pM) 60°C — 30sec |

3,2ul wody 95°C —15sec | krzywa

1ul cDNA 60°C — 1min _. topnienia
95°C — 15sec

Tab.3.1 Sklad mieszaniny reakcyjnej dla jednej reakcji oraz program PCR uzywany do wyznaczenia

poziomu ekspresji genu Nr3cl.

Reakcj¢ PCR, dla kazdej z probek wykonywano w 3-5 powtorzeniach
technicznych oraz 2-3 powtorzeniach biologicznych. Do wykonania reakcji i analizy

danych uzyto sprz¢tu i oprogramowania LightCycIer®480.

3.4.Analiza statystyczna

Wyniki ekspresji przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej (Ryc.4.1), ze
wszystkich pomiaréw zebranych dla danego wariantu lub krotno$ci zmian wzgledem
kontroli, ktore zawsze wynosita 1 (Ryc.4.2, Ryc.4.14). Na wykresach zaznaczono takze
odchylenia w postaci btedu standardowego $redniej. Istotno$¢ statystyczng oceniano za
pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA wraz z post-testem t Welcha lub
tylko testem t Welcha dla dwoch zbiordw danych.

W przypadku testéw behawioralnych wyniki przedstawiono w postaci $redniej
arytmetycznej (Ryc.4.9 — Ryc.4.11 oraz Ryc.4.13), ze wszystkich pomiaréw zebranych
dla danego wariantu. Na wykresach zaznaczono takze odchylenia w postaci bledu
standardowego $rednie;j. Istotnosé statystyczng oceniano za pomoca testu t Welcha, dla

dwadch zbioréw danych lub testu Wicoxona dla par obserwacji.

Poziom istotnosci oznaczano nastepujaco: *- p<0,05, **- p<0,01, ***- p<0,001.
Dodatkowo, w opisie rycin zamieszczono wyznaczong warto$¢ p. Opisane powyzej

analizy statystyczne wykonano w srodowisku R (R Core Team, 2020).
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3.5. Przygotowanie sond powstalych na bazie sztucznych chromosomow

bakteryjnych

Do hybrydyzacji in situ wykorzystano sondy powstatle na bazie sztucznych
chromosomoéw bakteryjnych (ang. Bacterial Artificial Chromosomes, BACs) z biblioteki
CHORI (The Children’s Hospital Oakland Research Institute). Sonda dla mysiego genu
kodujacego GR (Nr3cl) zaprojektowana zostata w oparciu o BAC CH29 532F20
pokrywajacy region chromosomu 18:39372527-39563017.

Po otrzymaniu bakterii E.coli zawierajagcych wybrany BAC wykonywano posiew
redukcyjny na podtozu LB z dodatkiem chloramfenikolu (Sigma, 12,5ug/ml). Nastepnie
pojedyncze kolonie bakterii namnazano w catonocnej hodowli ptynnej LB z dodatkiem
chloramfenikolu (Sigma, 12,5ug/ml). Sztuczny chromosomy bakteryjne izolowano
metoda lizy alkalicznej wedlug protokotu producenta (CHORI). Nastepnie za pomoca
reakcji PCR weryfikowano czy wyizolowane chromosomy bakteryjne zawieraja
pozadana sekwencje. W tabeli ponizej zamieszczono sekwencje starterow

wykorzystanych w reakcji PCR.

BAC CH29_532F20
Starter wiodacy 5’ACCCCAGCTGTCTTCTCTGA
Starter odwrotny 5> TGACAGTATGCTGCCAGAGG

Tab.3.2 Sekwencje starterow uzywane do weryfikacji obecnosci sekwencji genu w BACu.

Po reakcji PCR weryfikowano obecno$¢ produktu za pomoca elektroforezy w zelu
agarozowym. Jesli BAC zawierat zadang sekwencj¢ DNA, poddawany byt reakcji
niespecyficznego namnazania z uzyciem komercyjnego zestawu GenomiPhi (GE
Healthcare) oraz znakowany w wyniku reakcji przemieszczania peknie¢ (ang. nick-

translation).

3.5.1 Reakcja GenomiPhi

Reakcja GenomiPhi pozwala na uzyskanie duzej ilosci DNA z niewielkiej
wyj$ciowej ilosci materiatu genetycznego. Polega ona na niespecyficznym namnozeniu

DNA przy uzyciu losowych 6-nukleotydowych starterow oraz polimerazy Phi29. Reakcje
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przeprowadzono z uzyciem zestawu illustra™ GenomoPhi V2 firmy GE Healthcare,

wedtug protokotu:

Zmieszanie 9ul buforu (ang. Sample buffer) z 1ul wyizolowanego DNA (10ng)
Denaturacja probki - 95°C, 3 min
Schtodzenie probki na lodzie

Zmieszanie 9ul buforu (and Reaction buffer) z 1ul mieszaniny enzymow

a &~ w0 DN e

Inkubacja zmieszanego DNA (z punktu 3) z enzymami (z punktu 4) — 30°C,
2,5 godziny
6. Zatrzymanie reakcji — 65°C, 10 min

Reakcje, ktorych produkty, po rozdziale elektroforetycznym w zelu agarozowym

przedstawialy smugg, wykorzystywane byly w kolejnym etapie przygotowania sondy.

3.5.2 Reakcja przemieszczenia peknieé

Reakcja wykonana zostata z wykorzystaniem zestawu Biotin-Nick Translation
Mix (Roche). W jej wyniku uzyskano liniowe czasteczki DNA o wielkosci od 200 do
500pz. Jednocze$nie, w trakcie reakcji, nowo zsyntetyzowane DNA zostalo
wyznakowane biotyna, z czestoscig co 20, 25 nukleotyd. Reakcje wykonano wedtug

nastgpujacego protokotu:

1. Przygotowanie reakcji:
21l produktu reakcji GenomiPhi
8ul miksu Biotin-Nick Translation Mix
30ul wody MiliQ.
Sktadniki mieszano.

2. Inkubacja: 15°C, 90 min

3. Elektroforeza w zelu agarozowym w celu sprawdzenia wielko$ci uzyskanych
produktoéw (optymalnie 200-500pz).

4. Zatrzymanie reakcji, poprzez inkubacje probki w temp. 65°C, przez 10min

5. Wytracanie DNA poprzez dodanie do probki 126,5ul schlodzonego na lodzie
bezwodnego alkoholu etylowego. Dodawano takze 12,5ul mysiego DNA
kompetycyjnego (ang. Mouse Hyblock DNA, Applied Genetics Laboratories
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Inc.), 1ul fragmentowanego DNA ze spermy tososia (ang. Salmon Sperm DNA,
Invitrigen). Catos¢ inkubowano w 4°C, przez 2 godziny.

Wirowanie probki z predkoscig 13 000rpm, 20min., 4°C

Suszenie DNA w wirdwce prézniowej (20min., 45°C)

Inkubacja sondy z 6ul 100% formamidu przez noc, 37°C, z wytrzasaniem

© © N o

Dodanie do prébki mieszaniny hybrydyzacyjnej, sktadajacej sie z 20%siarczanu
dekstranu rozpuszczonego w buforze 4xSSC.

10. Inkubacja: 30min, 37°C, z wytrzgsaniem

W przypadku, gdy sonda nie byla uzywana od razu po przygotowaniu, przechowywano
ja w -20°C. Nastepnie przed uzyciem, dodatkowo inkubowano przez 30min,

w temperaturze 37°C, z wytrzasaniem.

3.6. Przygotowanie i hybrydyzacja komorek neuronalnych i astrocytarnych do
mikroskopii superrozdzielczej STED

Barwienia wykonane zostaly przy uzyciu zmodyfikowanej metody FISH
poprzedzonej znakowaniem histonéw (Solovei i Cremer, 2010) w neuronalnych
i astrocytarnych hodowlach pierwotnych. Utrwalone komorki ptukano 2-krotnie buforem
PBS, inkubowano przez 20min w buforze 0,5% Triton X-100/ PBS i blokowano
w buforze 4%BSA/0,2%Tween 20/PBS przez 1 godz. w temperaturze 37°C,
z wytrzgsaniem. Nastgpnie wykonywano barwienie histonow: H3K9Ac (Sigma)
i H3K9me3 (Merck). W tym celu komorki inkubowano najpierw z kréliczym
przeciwciatem skierowanym przeciwko jednemu z histonéw (rozcienczenie 1:200
w buforze 1%BSA/ PBST, przez 1godz. w 37°C), ptukano 3-krotnie, przez 5min. buforem
PBST, a nastgpnie z przeciwcialem anty-kroliczym sprz¢zonym z AbberiorStar 580
(Abberior, 1:100 w 1%BSA/ PBST, 45min., 37°C). Po zakonczonej inkubacji komorki
ptukano 3-krotnie, przez 5Smin. buforem PBST. Nastepnie wykonywano dodatkowe
utrwalanie poprzez inkubacje komorek w 2% formaldehydzie, przez 10min, w temp
pokojowej, po czym komorki ptukano 2-krotnie buforem PBS (5min, z wytrzasaniem).
Nastepnie wykonywano blokowanie endogennej biotyny stosujac komercyjny zestaw
(SP-2001, Vector Laboratories), wedlug protokotu: inkubacja komérek przez 15 minut
w roztworze awidyny (1 kropla awidyny/ 250ul PBS/ dotek), ptukanie (3 x Smin, PBS),
inkubacja w roztworze biotyny (1 kropla biotyny/ 250ul PBS/ dotek), ptukanie (3 x Smin,
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PBS). Kolejno komorki inkubowano w 20% glicerolu w PBS, przez 1 godz., w temp.
pokojowej. Nastgpnie, w celu zwigkszenia przepuszczalnosci bton komoérkowych, phytki
ze szkietkami, na ktorych rosty komorki poddawano czterem seriom gwattownego
zamrazania i1 rozmrazania. Ptytki umieszczano tuz nad powierzchnig ciektego azotu,
a nastepnie do dotkow szalki dodawano 20% glicerol w PBS. Po zakonczonej procedurze
komorki ptukano 3-krotnie, po 5 min w buforze 0,05% Triton X-100/ PBS, przez kolejne
5 minut w 0,IN NaCl i ponownie 3x 5min w 0,05% Triton X-100/ PBS. Nastepnie po
przeptukaniu szkietek 2 x 5 min cieptym (37°C) buforem 2xSSC, komorki inkubowano
w 37°C przez 10min z RNazg A/ 2xSSC (stezenie RNazy 0,1mg/ml). Po trawieniu
komorki ptukano ogrzanym buforem 2xSSC (3 x 5Smin, 37°C) i inkubowano przez noc
w 4°C, w 50% formamidzie/ 2xSSC. Kolejnego dnia, odsaczano formamid, a szkietka
(komoérkami ku dotowi) umieszczano na kropli wczesniej przygotowanej sondy. Calosé
zabezpieczano przed wyschnieciem za pomoca cementu gumowego. Tak przygotowany
preparat denaturowano w temperaturze 80°C, przez 5 minut i inkubowano w wilgotne;j
komorze o temperaturze 37°C przez 24-48 godzin. Po zakonczonej hybrydyzacji,
usuwano gumowy cement, a szkietka z komodrkami umieszczano na szalce hodowlane;.
Komorki plukano cieptym (37°C) buforem 2xSSC (3 x Smin), podgrzanym (60°C)
buforem 0,1xSSC (3 x Smin, z wytrzgsaniem) oraz cieptym (37°C) buforem 0,2% Tween
20/ 4xSSC (3 x 3min, z wytrzasaniem), a nast¢pnie blokowano w 4% BSA/ 0,2% Tween
20/ 4xSSC, przez 1 godzing w 37°C. Nastepnie przeprowadzano detekcje sondy. Z uwagi,
na to iz sonda byta biotynylowana, do detekcji uzyto roztworu streptawidyny sprzezonej
z fluorochromem AbberiorStar 635p (Abberior, rozcienczenie 1:100 w 1%BSA/ 0,2%
Tween 20/ 4xSSC, 37°C, 2 godz., z wytrzagsaniem). Po barwieniu komoérki plukano
buforem 4xSSC (4 x 5Smin, 37°C, z wytrzasaniem). Nastgpnie wykonywano barwienie
znacznikdw komorkowych stosujac nastepujace zestawy przeciwcial: dla astrocytow -
kozie przeciwciato skierowane przeciwko biatku GFAP (Abcam, rozcienczenie 1:200
w 1%BSA/ 0,2% Tween 20/ 4xSSC, 37°C, 2 godz., z wytrzgsaniem) i anty-kozie, osle
przeciwcialo sprzezone z fluoroforem DyLight 405 (Jackson Immuno Research,
rozcienczenie 1:100 w 1%BSA/ 0,2% Tween 20/ 4xSSC, 37°C, 1 godz., z wytrzasaniem);
lub dla neuronow kurze przeciwciato skierowane przeciwko biatku NeuN (Milipore,
rozcienczenie 1:200 w 1%BSA/ 0,2% Tween 20/ 4xSSC, 37°C, 2 godz., z wytrzasaniem)
I anty-kurze, kozie przeciwciato sprzezone z fluoroforem DyLight 405 (Jackson Immuno
Research, rozcienczenie 1:100 w 1%BSA/ 0,2% Tween 20/ 4xSSC, 37°C, 1 godz.,

z wytrzasaniem). Po kazdym barwieniu komorki ptukano buforem 4xSSC (4 x Smin,
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37°C, z wytrzasaniem). Nastepnie komorki inkubowano przez kilka minut w buforze.
DNA znakowano barwnikiem SYTOX Green w PBS (Thermo Fisher Scientific,
rozcienczenie 1:30 000, 30min). Preparaty po ptukaniu buforem PBST (3 x 10min)

zamykano w medium Vectashield (Vector Laboratories) i obrazowano.

3.7. Przygotowanie i hybrydyzacja tkanki do mikroskopii konfokalnej

Reakcja FISH prowadzona byta zasadniczo wedtug protokotu opisanego w pracy
Cremer i wsp. (Cremer i wsp., 2008), na 40um skrawkach mézgu utrwalanego PFA.
Bufor Anti freeze, w ktorym przechowywano skrawki, odplukiwany byl najpierw,
buforem PBS z 20mM glicyna (1 x 10min, z wytrzasaniem), a nast¢pnie buforem PBS
(2 x 10min, z wytrzasaniem). Kolejno tkanke inkubowano w buforze PBST (20min,
z wytrzasaniem), cieplym buforze 2xSSC (37°C, 1 x 5min, z wytrzasaniem) i buforze
2xSSC z 0,1mM RNazg A (10min, 37°C). Po trawieniu tkanke ptukano cieptym buforem
2xSSC (37°C, 2 x 5min, z wytrzasaniem). Kolejno skrawki inkubowano w buforze
cytrynianowym (30min, 80°C), a nastepnie schtadzano do temperatury pokojowej przez
kolejne 30 minut 1 plukano buforem 2xSSC (2 x Smin, 37°C, z wytrzasaniem). Podobnie
jak dla preparatow komorkowych, wykonywano blokowanie endogennej biotyny stosujac
komercyjnie dostepny zestaw (Vector Laboratories), wedtug protokotu: inkubacja
komorek przez 15 minut w roztworze awidyny (1 kropla awidyny/ 250ul PBS/ dotek),
ptukanie (3 x Smin, PBS), inkubacja w roztworze biotyny (1 kropla biotyny/ 250ul PBS/
dotek), ptukanie (3 x 5Smin, PBS). Tkanke inkubowano przez noc, w 4°C, w 50%
formamidzie/ 2xSSC. Kolejnego dnia skrawek moézgu przektadano do specjalnie
wykonanej szklanej komory, dodawano krople przygotowanej wczesniej sondy, tak, aby
calos¢ tkanki byta w niej zanurzona. Komorg zabezpieczano przed wyschnigciem za
pomoca cementu gumowego i inkubowano przez 4 godziny, w 45°C. Nastepnie tkanke
denaturowano poprzez 5-minutowa inkubacje preparatu w temperaturze 80°C
1 hybrydyzowano w wilgotnej komorze o temperaturze 37°C, przez 48godzin. Po
zakonczonej hybrydyzacji usuwano cement gumowy, a skrawki ptukano ciepltym
buforem 2xSSC (3 x 10min, 37°C, z wytrzasaniem) i 0,I1xSSC (2 x 10min, 60°C,
z wytrzasaniem). Nastepnie wykonywano blokowanie w buforze 4% BSA/ 0,2% Tween
20/ 4xSSC przez 30 minut, w temperaturze 37°C. Detekcje biotynylowanej sondy

wykonano z uzyciem awidyny sprzezonej z fluorochromem AlexaFluor 488
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(rozcienczenie 1:100 w 2% BSA/ 0,2% Tween 20/ 4xSSC, 4°C, przez noc,
z wytrzasaniem) oraz anty-awidyna sprze¢zona z FITC (Sigma, rozcienczenie 1:100 w 2%
BSA/ 0,2% Tween 20/ 4xSSC, 37°C, 2 godz., z wytrzasaniem). Po reakcji FISH
wykonano dodatkowe reakcje immunofluorescencyjne: biatko GFAP (marker
astrocytow) znakowano przeciwcialem kozim anty-GFAP (Abcam, rozcienczenie 1:200
w 2% BSA/ 0,2% Tween 20/ 4xSSC, 4°C, przez noc, z wytrzasaniem) oraz oslim, anty-
kozim sprz¢zonym z TRITC (Thermo Scientific, rozcienczenie 1:100 w 2% BSA/ 0,2%
Tween 20/ 4xSSC, 37°C, 2 godz., z wytrzasaniem); biatko NeuN (marker neuronow)
znakowano przeciwciatami: kurzym anty-NeuN (Milipore, rozcienczenie 1:200 w 2%
BSA/ 0,2% Tween 20/ 4xSSC, 4°C, przez noc, z wytrzasaniem) i o$lim, anty-kurzym
sprzezonym z AlexaFluor 647 (Jackson Immuno Research, rozcienczenie 1:100 w 2%
BSA/ 0,2% Tween 20/ 4xSSC, 37°C, 2 godz., z wytrzasaniem). Po kazdej inkubacji
z przeciwciatem tkanke plukano buforem 4xSSC (3 x 10min, 37°C, z wytrzasaniem).
DNA barwiono Hoechst 33342 (Thermo Scientific, st¢zenie 10pg/ml, 10min), a nastepnie
ptukano buforem 0,2% Tween 20/ 4xSSC (3 x 10min, z wytrzasaniem). Preparat

zamykano w medium Vectashield (Vector Laboratories) i obrazowano.

3.8. Zbieranie obrazéw mikroskopowych

W przypadku preparatow tkankowych do sekwencyjnego skanowania
wykorzystano mikroskop konfokalny Zeiss LSMS800 znajdujacy si¢ w Pracowni
Obrazowania Struktury i Funkcji Tkankowych Centrum Neurobiologii Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Uzyto obiektywu immersyjnego
63X, 0 aperturze numerycznej 1,4 oraz laseréw diodowych: 405nm, 488nm, 555nm

I 647nm. Wielkos¢ voksela ustalono na 70nm w osiach x-y i 210nm w osi z.

Znakowane fluorescencyjnie preparaty komorkowe skanowano sekwencyjnie
przy uzyciu mikroskopu superrozdzielczego Leica SP8 3X-STED znajdujacego si¢
w Pracowni Electron and Laserscanning Microscopy Lab w Instytucie Neurobilogii im.
Leibniza w Magdeburgu, w Niemczech. Uzyto laseréw 405nm, 488nm, 56 1nm i 633nm.
Superrozdzielczo$¢ uzyskano dzieki zastosowaniu lasera deplecyjnego 720nm w osiach
X,y na poziomie mocy 30% (dla alleli) i 100% (dla markerow chromatyny). Uzyskana

dzieki temu rozdzielczo$¢ wynosita 24nm w osiach x-y i 183nm w osi z.

46



3.9. Analiza obrazéw

Hybrydyzacje wykonywano na skrawkach tkankowych zawierajacych kore
przedczotowa, hipokamp i jadro potlezace. Dla kazdego modelu (silny stres; stres
przewlekty/ depresja wywolywany przez dootrzewnowe podawanie DEX przez
kolejnych 21 dni; depresja wywotywana chronicznym stresem) barwienie wykonywano
dla 4 zwierzat z grup traktowanych i 4 z grup kontrolnych. Dla kazdego zwierzgcia
wykonywano hybrydyzacje dla kazdej z trzech struktur, po 1 - 2 preparaty z kazdej
potkuli, w sumie 2 - 4 preparatow dla kazdego zwierzecia. Nastepnie, dla kazdego
z preparatow wykonywano 3 skany mikroskopowe. Obszar skanowania wynosit 2048x
2048 pikseli. Z uwagi, iz przedmiotem analizy bylo rozmieszczenie wzgledem siebie
obiektoéw znajdujacych si¢ na dwoch kanatach: DNA na kanale niebieskim (405nm)
i alleli na kanale zielonym (488nm), stosy obrazow mikroskopowym, po zeskanowaniu
poddawano obrobce polegajacej na wyréwnaniu kanaldéw wzgledem siebie
(ang. alignment). W tym celu wykorzystano funkcj¢ Alignment Extended w programie
Zeiss Blue Edition.

Obrazy z mikroskopu konfokalnego analizowano za pomocg programu
Segmentation magick. Program ten, napisany w jezyku Python, zostal stworzony na
potrzeby Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej przez dra Blazeja
Ruszczyckiego. Pozwala on na segmentacje gesto upakowanych obiektow, o ksztalcie
zblizonym do kuli (np. jader komoérkowych) z tréjwymiarowych obrazow
mikroskopowych (Ruszczycki i Wilczynski, 2011; Ruszczycki i wsp., 2019). Program
wykorzystuje algorytm pozwalajacy na wyznaczenie granicy obiektu na podstawie
ciaglych, gwaltownych zmian kontrastu. Umozliwia to badanie przestrzennej lokalizacji
struktur wewnatrzjagdrowych, np. alleli. Istothym elementem programu jest modut,
opracowany we wspotpracy z dr. Ruszczyckim, pozwalajacy na okreslanie odleglosci
matych obiektow wewnatrzjadrowych (alleli) wzgledem skondensowanej chromatyny,
wyznaczonej przez zastosowanie odpowiedniego progu jasnosci (ang. threshold).
Analizie poddawano wszystkie poprawnie wysegmentowane jadra, zar6wno astrocytow,
jak i neurondéw. Poprawna segmentacja oceniana byla na podstawie doktadnosci
wyznaczenia krawedzi jadra komorkowego. Doktadng liczbe jader poddanych analizie
podano w sekcji wyniki. Wyniki pomiarow (lokalizacji alleli, ich odlegtosci do otoczki
jadrowej, wielkoSci jadra, itp.) przedstawiono w postaci stupkow prawdopodobienstwa

lub rozktadu prawdopodobienstwa. Istotno$¢ statystyczna w obrgbie kazdego przedziatu
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danych liczona byla za pomoca testu Monte Carlo. Poziom istotnosci statystycznej

p<0,01 oznaczany byt za pomoca czerwonej kropki.

Obrazy z mikroskopu superrozdzielczego 3X-STED analizowano przy uzyciu
programu specjalnie napisanego do tego celu we wspolpracy z dr Blazejem Ruszezyckim.
Program, napisany w jezyku Python, umozliwia reczne zaznaczenie alleli na obrazach
mikroskopowych, co jest korzystne w przypadku znacznie rozproszonego sygnatu
pochodzacego od sondy, a tym samym doktadniejsze wyznaczenie kolokalizacji

pomiedzy allelami, a markerami chromatyny. Sposob dziatania programu zaznaczono na

rycinie ponizej.

Ryc.3.2 Schemat dziatania programu do analizy kolokalizacji na obrazach superrozdzielczych. A —
oryginalny obraz z mikroskopu, B — ten sam obraz mikroskopowy z wyznaczonym obszarem alleli. Dla
wyrazniejszego obrazu, sygnaty od sondy/ allele umieszczono w powiekszonych kwadratach oznaczonych

numerami 1i 2.

Uzyskane dane przedstawiane sg w postaci stosunku rozktadow jasnosci allela do jasnosci

chromatyny.
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3.10. Analizy transkryptomiczne metoda sekwencjonowania RNA

Analizy transkryptomiczne wykonanano na astrocytarnych i neuronalnych
hodowlach pierwotnych kory mézgowej. Komorki po rozmrozeniu na lodzie, odklejano
od dna ptytki hodowlanej przez silne przeptukanie buforem znad komoérek. Nast¢pnie
z zebranych komorek izolowano RNA za pomocg zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen),
wedtug protokotu producenta, z dodatkowym etapem trawienia DNazg 1. Po izolacji
mierzono stezenie otrzymanego RNA, a jego jako$¢ oceniano na podstawie obrazu
prazkow na zelu agarozowych, po rozdziale elektroforetycznym. Doswiadczenie
wykonano w trzech powtorzeniach biologicznych, pochodzacych z trzech pierwotnych

hodowli komorkowych zatozonych w roznym czasie.

Wyizolowane RNA przestano do Laboratorium ds. Badan nad Zmiennoscig
Genomu Ludzkiego w Matopolskim Centrum Biotechnologii w Krakowie, gdzie
wykonywane byly dalsze etapy eksperymentu. Kazda z przestanych probek, po

przygotowaniu biblioteki, sekwencjonowania byta 4-krotnie.

3.11. Analiza bioinformatyczna wynikow sekwencjonowania RNA

Ocena jakosciowa i analiza wzbogacenia w Sciezkach KEGG

Uzyskane wyniki sekwencjonowania poddawano ocenie jakosciowej. W pierwszym
etapie, za pomocg programu Trimmomatic (Bolger i wsp., 2014) usuni¢to sekwencje
krotkie, tj. ponizej 50pz oraz te o niskiej jakosci. Uzyskane odczyty mapowano wzgledem
mysiego genomu referencyjnego mm10 za pomocg programu STAR (Dobin i wsp.,
2013). Nastepnie zmapowane dane poddano ocenie jakosciowej z uzyciem programoéw
samtools (Danecek i wsp., 2021) 1 RSeQC (Wang i wsp., 2012). Za pomocg programu
RSeQC feature counts uzyskano macierz zliczen. Kolejno, w srodowisku R (R Core
Team, 2020) policzono $rednig zliczonych odczytow z trzech powtorzen biologicznych,
dla kazdej probki. Srednie znormalizowano do RPKM (ang. reads per kolibase milion),
pod wzgledem gtebokosci sekwencjonowania i dlugosci genu. Nastepnie dane poddano
analizie roznicowej przy uzyciu programu NOISeq Bio (Tarazona i wsp., 2015). Geny,
dla ktorych zmiany ekspresji byty istotne statystycznie (FDR<0,05) poddano analizie

wzbogacenia w $ciezkach KEGG przy uzyciu programu clusterPrifiler (Yu i wsp., 2012).
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Analiza skupien

Znormalizowane metodg RPKM profile ekspresji we wszystkich 12 probkach dla 1084
gendw istotnie (FDR<0.01) zmienionych po traktowaniu DEX w jednym lub w obu
typach komorek =zostaly scentrowane na warto$ci $redniej dla danego profilu,
tzn. warto§ci RPKM dla danego genu w danej probce zostata podzielona przez $rednig
warto§¢ RPKM dla tego genu we wszystkich 12 probkach. Nastepnie, tak scentrowane
profile RPKM zostaty poddane klastrowaniu (analizie skupien) metodg K-medioid na
podstawie ich odlegtosci Euklidesowych, za pomoca funkcji FindClusters
oprogramowania Mathematica 8.0 (Wolfram Research). Liczba istotnych (istotnie
r6znych) klastréw zwracanych przez te funkcj¢ ustalana jest automatycznie na podstawie
kryterium statystycznego. Wyniki klastrowania zostaty przedstawione na dwa sposoby:
1) za pomoca profili ekspresji pojedynczych genéw, z zaznaczonym dodatkowo profilem
medioidy — profilu taczgcego mediany ekspresji genow w danym klastrze w kazdej z 12
probek; 2) za pomoca mapy cieplnej (ang. heatmap), czyli macierzy w ktorej wartosci

liczbowe sg przedstawione za pomocg skali barwne;.

Poréwnanie z opublikowanymi danymi mikromacierzowymi z astrocytéw

Zmiany ekspresji po DEX w astrocytach zidentyfikowane w obecnej pracy metodg RNA-
seq poréwnano z wczesniej opublikowanymi danymi mikromacierzowymi typu szereg
czasowy w podobnym uktadzie doswiadczalnym (pierwotne mysie astrocyty w hodowli
poddane dziataniu DEX, 8 punktow czasowych). W tym celu dane RNA-seq o $redniej
krotno$ci zmiany w astrocytach dla 3938 genow o istotnie zmienionej (FDR<0.05)
ekspresji potaczono — na podstawie identycznych nazw (symboli) 2753 wsp6lnych
genow, z danymi o krotnos$ci zmiany w kazdym z punktow czasowych analizowanych
w pracy Carter i wsp. (2012) z tabeli pomocniczej “Supplemental Table S1” (plik table
S1.xls). Nastgpnie, w potaczonym zbiorze danych przeprowadzono analiz¢ korelacji

a wyniki przedstawiono w postaci mapy cieplnej.

Porownanie z lista ludzkich genéw o zmiennosci powiazanej z depresja

Na podstawie identycznych nazw (symboli) genéw mysich i ludzkich, dokonano
przeciecia listy 3938 genéw istotnie zmienionych (FDR<0.05) po DEX w mysich
astrocytach, oraz osobno listy 2662 genow istotnie zmienionych (FDR<0.05) po DEX
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w mysich neuronach, z lista 269 ludzkich gendéw powigzanych z depresja
zidentyfikowanych w meta-analizie opublikowanej w pracy (Howard i wsp. 2019),
zawartych ~w  tabeli  pomocniczej  “Supplementary  Table 97  (plik
41593 2018 326 MOESM11 ESM__ Supplementary _Table9.xIsx). Wyniki dla 43
wspolnych gendéw zmienionych po DEX w mysich astrocytach oraz dla 24 wspdlnych
gendw w przypadku neurondw, przedstawiono w postaci tabel gendw wspolnych oraz
w formie graficznej, zaznaczajac kolorem geny powigzane u cztowieka z depresjg na
wykresie zlogarytmowanej w podstawie 2 krotno$ci zmiany po DEX w danym typie

komorek.

Analiza wynikow sekwencjonowania RNA wykonana zostala w Zespole prof. Michata

Dabrowskiego w Instytucie Biologii Doswiadczalnej PAN w Warszawie.

3.12. Analiza interakcji miedzychromatynowych za pomoca metody ChlA-PET
w neuronalnych i astrocytarnych hodowlach pierwotnych.

ChIA-PET to nowatorska metoda pozwalajaca na globalng analiz¢ interakcji
miedzychromatynowych. Do przygotowania bibliotek wykorzystano neuronalne
i astrocytarne pierwotne hodowle komoérkowe, ktore prowadzone byly zgodnie
z protokotem zamieszczonym w punkcie 3.1. Po dwodch tygodniach, liczac od dnia
zatozenia hodowli, cze$¢ neurondw 1 astrocytow traktowana byla 100nM roztworem
DEX (Sigma) w podtozu hodowlanym. Po 4 godzinach inkubacji, komorki utrwalano
przy uzyciu 1% formaldehydu (Sigma), w sposob opisany w punkcie 3.1.4. Do

przygotowania jednej biblioteki uzyto okoto 10 milionéw komoérek.

3.12.1 Liza komérek, permeabilizacja jader komérkowych i trawienie

restrykcyjne

Probowke typu Eppendorf, zawierajaca okoto 10mln komoérek rozmrazano na
lodzie przez okoto 20min. Nastepnie komorki wirowano z predkoscig 2500g, przez 5 min,
w temperaturze 4°C. Po usuni¢ciu buforu, komorki zawieszano w 1ml buforu do lizy
1 inkubowano, z rotacja, przez 1 godz., w temperaturze 4°C. Po zakonczonej lizie,
komorki wirowano (2500g, 5 min, 4°C), osad zawieszano w 100ul buforu do

permeabilizacji i inkubowano okoto 3godz, na statywie, w temperaturze pokojowej.
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Nastepnie do probéwki dodawano 50ul 10% Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich)
i 270ul podwajnie destylowanej wody (Thermo Fisher Scientific), w celu zahamowania
dziatania SDSu. Proboéwke wytrzasano przy uzyciu wytrzasarki wertykalnej z predkoscia
25rpm, przez 15min w temperaturze 37°C. Kolejno do probowki dodawano 50ul buforu
restrykcyjnego CutSmart buffer (New England Biolabs), 30ul enzymu restrykcyjnego
Alul (New England Biolabs) i inkubowano z wytrzasaniem przy uzyciu wytrzasarki

wertykalnej z predkoscig 35rpm, w temperaturze 37°C, przez noc.

Kolejnego dnia wykonywano test kontroli jako$ci. W tym celu do 10pl trawione;j
restrykcyjnie prébki dodawano 90ul buforu TE, 5ul proteinazy K (Thermo Fisher
Scientific) i inkubowano przez 1godz., w temperaturze 65°C w termobloku
z wytrzgsaniem 900rpm. Kolejno oczyszczano DNA przy uzyciu zestawu QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) zgodnie z instrukcja producenta, mierzono st¢zenie za pomocg
zestawu Qubit(®) dsDNA (Thermo Fisher Scientific) i sprawdzano profil DNA uzywajac
systemu firmy Agilent Technologies. Fragmenty DNA na tym etapie powinny miesci¢
si¢ w zakresie wielkosci 5-8kpz. Na Ryc.3.4 przedstawiono profil DNA uzyskany
w wyniku lizy, permeabilizacji i trawienia restrykcyjnego dla biblioteki LMCO0015.
Biblioteka ta zostala wykonana na neuronalnej hodowli pierwotnej, kontrolnej. Krzywa
przedstawiajaca profil DNA osigga maksimum przy wielkosci 6,8kpz, a wigkszo$¢

fragmentéw DNA miesci si¢ w sugerowanym zakresie.
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Ryc.3.3 Profil DNA po etapie trawienia restrykcyjnego, dla biblioteki LMCO0015. Krzywa wielkosci DNA
osiagga maksimum przy wartoéci 6,8kpz. Na wykresie widoczne sa rowniez maksima dla markera wielko$ci

DNA (na zielono 35pz, na niebiesko 10380pz).
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3.12.2 Znakowanie i ligacja fragmentow DNA.

Fragmenty DNA, uzyskane poprzez trawienie restrykcyjne wydluzano, poprzez
dodanie adeniny na koncu 3’ dwuniciowej czasteczki DNA w tzw. reakcji wydtuzania
(ang. A-tailing). W tym celu do schtodzonych na lodzie komorek (o objetosci ok. 490ul),
z poprzedniego etapu, dodawano 11ul BSA (New England Biolabs, 20mg/ml), 11pl
dATP (New England Biolabs, 10mM), 4ul buforu CutSmart (New England Biolabs, 10x
stezony), 3ul wody (Thermo Fisher Scientific) i 11ul polimerazy Klenow (New England

Biolabs). Probke inkubowano przez godzing, w temperaturze 37°C, z rotacja.

Nastepnie fragmenty DNA znajdujace si¢ w bezposrednim sgsiedztwie,
w trojwymiarowej przestrzeni jadra komorkowego ligowano ze sobg. W tym celu, do
prébki (530ul), z poprzedniego kroku, dodawano 257ul wody (Thermo Fisher Scientific),
200ul buforu do ligacji (New England Biolabs), 3ul tacznika (sekwencje tacznika
zamieszczono ponizej), 10ul ligazy DNA T4 (New England Biolabs). Probke
inkubowano (z rotacja) najpierw, przez 1 godz. w temperaturze pokojowej, a nastgpnie

w 16°C przez noc.

Bit:rtin
5'ph-CGCGATATCTTATCTGACT-3'
3' -TGCGCTATAGAATAGACTG-ph-5'

Ryc. 3.5 Sekwencja tacznika uzywanego w reakcji ligacji. Tymina na koncach 3°, tworzaca tzw. wolny
koniec umozliwia wigzanie z adening dotagczang podczas reakcji wydtuzania do fragmentéw DNA w jadrze
komérkowym (krok 3.11.3). Biotyna wykorzystywana jest do wzbogacania puli DNA o fragmenty

zawierajace tacznik, w kolejnym etapie eksperymentu.

Kolejnego dnia wykonywano drugi test kontroli jako$ci. Probke przygotowywano
W sposob analogiczny jak podczas pierwszego testu. W tescie tym sprawdzano profil
wielkosci DNA po ligacji i porownywano do tego, uzyskanego po trawieniu
restrykcyjnym. Wyznacznikiem udanej ligacji jest przesunigecie maksimum wielko$ci
DNA, w prawo (w strong wigkszych warto$ci) o ok. 2-5kpz. Porownanie profili wielkosci

DNA uzyskane dla jednej z bibliotek przedstawiono na rycinie Ryc.3.4.
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Ryc.3.4 Poréwnanie profili DNA po etapie trawienia restrykcyjnego (krzywa niebieska, profil DNA
zamieszczony na ryc.3.3) i ligacji (krzywa czerwona), dla biblioteki LMCO0015. Zielong strzatka

zaznaczono roznice wielkosci fragmentow DNA pomigdzy etapami (2,1kpz).

3.12.3 Sonikacja komdrek

Probke, po zakonczonej ligacji, wirowano z predkoscig 5500 x g, w temperaturze
10°C, przez 10min. Osad komorek zawieszano w 0,5ml buforu do sonikacji i sonikowano
w warunkach: czas 1min 30 sec, amplituda wibracji 41%. Nastepnie probke wirowano
(6500 x g, 10min, 4°C) 1 wykonywano trzeci test kontroli jako$ci, majacy na celu
sprawdzenie efektywnos$ci sonikacji. Wigkszos$¢ fragmentow DNA uzyskanych na tym
etapie powinna miesci¢ si¢ w zakresie wielkosci 2-3kpz. Przyktadowy profil wielkosci

DNA uzyskany w wyniku sonikacji zostat przedstawiony ponizej (Ryc.3.5).
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Ryc.3.5 Profil DNA po etapie sonikacji, dla biblioteki LMC0015. Krzywa wielkosci DNA osiaga
maksimum przy wartoéci 2,8kpz. Na wykresie widoczne sa rowniez maksima dla markera wielkosci DNA

(na zielono 35pz, na niebiesko 10380pz).
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3.12.4 Immunoprecypitacja chromatyny

100ul ztoza magnetycznego (Thermo Fisher Scientific) ptukano 3-krotnie 500ul
buforu PBST. Ztoze zawieszano w 500ul buforu PBST, dodawano 20ug przeciwciata
przeciwko biatku CTCF (Abclonal) lub polimerazie DNA 1l (BioLegend), w zaleznosci

od eksperymentu i inkubowano z rotacjg, w temperaturze 4°C przez noc.

Nastepnego dnia przeprowadzano wstepne oczyszczanie probki. W tym celu
przygotowywano 100ul ztoza magnetycznego (Thermo Fisher Scientific), ptuczac je
3-krotnie 500ul buforu PBST. Do ztoza dodawano probke uzyskang w wyniku sonikacji

1 inkubowano z rotacja, przez godzing, w temperaturze 4°C.

Nastepnie ztoze ze zwigzanym przeciwciatem ptukano 3-krotnie 500ul buforu
PBST, a nastepnie dodawano probke po wstepnym oczyszczaniu i inkubowano z rotacja,

przez noc, w temperaturze 4°C.

3.12.5 Plukanie DNA zwigzanego do zloza i rozbijanie komplekséw DNA-

bialko powstalych podczas sieciowania

Kompleksy DNA-biatko zwigzane do przeciwcial na zlozu magnetycznym
ptukano 3-krotnie 1ml buforu o niskiej zawartosci soli, 2-krotnie 1ml buforu o wysokiej
zawartosci soli, 1-krotnie 1ml buforu LiCl i 2-krotnie 1ml buforu TE. Kazdorazowo, po
zawieszeniu zloza w buforze inkubowano je z rotacja, przez 5Smin, w temp. 4°C
1 wirowano (800rpm, Imin, 4°C). Nastgpnie DNA eluowano ze ztoza. Do probki
dodawano 200ul buforu elucyjnego 1 inkubowano w termoboku z funkcja wytrzasania, z
predkoscig 900rpm, przez 30min, w temp. 65°C. Nastepnie nadsacz przenoszono do
nowej probowki typu eppendorf, a ztoze zawieszano ponownie w 100ul buforu EB, ktéry
po rozdzieleniu od ztoza przenoszono do tej samej probdéwki, do ktorej uprzednio dodano
nadsacz. Do catosci dodawano 10ul proteinazy K (Thermo Fisher Scientific), mieszano
1 inkubowano w termoboku z funkcja wytrzasania, z predkoscig 900rpm, w temp. 65°C,

przez noc.
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3.12.6 Ocena wzbogacenia

Probke oczyszczano za pomocg zestawu (Zymo Research) wg. zalecen producenta
i eluowano z kolumny 2-krotnie 11ul buforu EB. Mierzono stezenie i obliczano ilo$¢
uzyskanego DNA. Wzbogacenie oceniano za pomocg reakcji PCR typu Real Time. Sktad
mieszaniny reakcyjnej dla jednej reakcji oraz program PCR zamieszczono w tabeli
Tabh.3.3.

Skfad mieszaniny reakcyjnej dla jednej reakcji Program PCR

5ul mieszaniny reakcyjnej SybrGreen (Roche) 95°C — 5min

2ul mieszaniny starteréw (np. P4) 95°C — 10sec
2ul wody (Thermo Fisher Scientific) 60°C — 10sec 45X
1ul DNA (0,1nQ) 72°C — 10sec

Tab.3.3 Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednej reakcji oraz program PCR uzywany w celu wyznaczenia

wzhogacenia.

W zaleznosci od typu przygotowywanej biblioteki (dla biatka CTCF lub RNA Pol
IT) uzywano zaréwno starterow pozytywnych, jak i negatywnych. Sekwencje starterow
zamieszczono w tabeli Tab.3.4. Reakcje PCR przeprowadzano kazdorazowo w dwdch

powtdrzeniach technicznych.

Wzbogacenie puli DNA o sekwencje specyficznie wigzace si¢ do biatka CTCF
lub RNA Pol Il wyznaczano w nastepujacy sposob: (1) wyznaczano $rednig (Ct) z dwdch
powtdrzen dla kazdej probki, (i) wyznaczano wartos¢ srednig (ACt) dla kazdej pary
starterOw (starter pozytywny i1 negatywny), (iii) obliczano wzbogacenie, odejmujac
warto$¢ ACt dla startera negatywnego od wartosci ACt dla startera pozytywnego.
Wzbogacenie rowne, lub wyzsze niz 5 uznawano za wystarczajace do kontynuowania

eksperymentu.

56



Startery uzywane w przypadku biblioteki

Startery uzywane w przypadku biblioteki

5’GCCGAGTCAGTGGCAGATA
Starter odwrocony
5’GGGTGTCCTATGAAAAGTGTC

dla biatka CTCF dla biatka RNA Pol II
Startery pozytywne Startery pozytywne
P4 P1

Starter wiodacy Starter wiodacy

5S’GTCCGGCTTGCACACTTC
Starter odwrotny

5’ GGGGACAGTCGGAAACTG
P2

Starter wiodacy
5’GGGCCCACGACTGTCTAC
Starter odwrotny
5’CAGCCAACTTTACGCCTAGC

Startery negatywne

Starter wiodacy

5’ GGCCTTCCACTGTAACATGC
Starter odwrocony

5 GGGAGGGGAATCAGGATATT

Startery negatywne

Starter wiodacy

5’ GGCCTTCCACTGTAACATGC
Starter odwrocony

5 GGGAGGGGAATCAGGATATT

Tab.3.4 Wykaz starteréw pozytywnych i negatywnych dla biatek CTCF i RNA Pol II.

3.12.7 Przygotowanie biblioteki Illumina

Przygotowanie biblioteki do sekwencjonowania sktada si¢ z kilku etapow:
tagmetacji DNA, wzbogacenia puli fragmentéw o te zawierajace tacznik, namnazania

z jednoczesnym przyltaczeniem specjalnych znacznikow oraz selekcji wielkosci DNA.

DNA uzyskane w wyniku immunoprecypitacji poddawano fragmentacji
enzymatycznej (ang. tagmentation) wykorzystujac specjalnie dedykowane zestaw firmy
[Mlumina, wedtug nastgpujacego schematu: do DNA (maksymalnie 50ng na 1 reakcje)
dodawano 25pl buforu, enzym w ilosci 0,17ul na kazdy nanogram DNA, i dopetniano
woda (Thermo Fisher Scientific) do 50ul. Probke wirowano i inkubowano w temp. 55°C
przez 5min, a nastgpnie przez 10min w temp. 10°C. DNA oczyszczano za pomocg
zestawu firmy ZymoResearch, wedtug zalecen producenta. Koncowym krokiem byto

sprawdzenie profilu DNA (Agilent Technologies). Przykladowy wynik fragmentacji
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uzyskany dla biblioteki LMCO0015 przedstawiono ponizej. Optymalna wielkos¢

fragmentow DNA powinna miesci¢ si¢ w zakresie 150-700pz.

[FUI & neure tag 1 kate
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Ryc.3.6 Profil wielkosci DNA po etapie fragmentacji dla biblioteki LMC0015. Krzywa wielko$ci DNA
osigga maksimum przy wartosci 178pz. Na wykresie widoczne sa rowniez maksima dla markera wielkosci

DNA (na zielono 35pz, na niebiesko 10380pz).

30ul ztoza magnetycznego sprzezonego ze streptawidyng (Thermo Fisher
Scientific) plukano 2-krotnie 150ul buforu wigzacego/ myjacego (stgzonego 2x).
Nastepnie ztoze zawieszano w 100l buforu blokujacego i inkubowano w temperaturze
pokojowej, przy uzyciu wytrzasarki wertykalnej z predkoscia 50rpm, przez 45min. Ztoze
plukano 2-krotnie 200ul buforu wigzacego/ myjacego (stezonego 1x). Kolejno
blokowano niespecyficzne wigzanie pomigedzy DNA, a ztozem poprzez jego inkubacje
z 100ul mieszaniny blokujacej (500ng DNA blokujacego zawieszone w 50ul wody
(Thermo Fisher Scientific) i 50ul 2-krotnie stgzonego buforu wigzacego/ myjacego), na
wytrzasarce wertykalnej z predkoscig 50rpm, przez 30min. Nastepnie zloze plukano
2-krotnie  200ul buforu wigzacego/ myjacego (stezonego 1x) 1 wigzano
z pofragmentowanym DNA (DNA uzupetnione do objetosci 50ul woda (Thermo Fisher
Scientific) i 50ul 2-krotnie st¢zonego buforu wigzacego/ myjacego) w temperaturze
pokojowej, uzywajac wytrzasarki wertykalnej z predkoscig 50rpm, przez 45min. Po
zakonczonej inkubacji ztoze ptukano 5-krotnie 500ul buforu 0,5% SDS/ 2xSSC,
2-krotnie 500l buforu wigzacego/ myjacego (stezonego 1x). Nastgpnie DNA zwigzane

do ztoza zawieszano w 30ul buforu EB.
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W kolejnym kroku DNA amplifikowano w reakcji PCR, dodajac jednoczesnie
specjalne,  oligonukleotydowe  znaczniki, umozliwiajace  sekwencjonowanie
przygotowanej biblioteki w sekwenatorach firmy Illumina. Sktad mieszaniny reakcyjne;j

1 program PCR zamieszczono w tabeli ponize;j.

Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednej reakcji Program PCR

10u]l DNA zwigzanego ze ztoze 72°C — 3min

25ul mieszaniny reakcyjnej (New England Biolabs) | 98°C — 30sec

5ul znacznika 1 (Illumina) 98°C — 10sec

5ul znacznika 2 (Illumina) 63°C — 30sec 12x
5ul wody (Thermo Fisher Scientific) 72°C — 40sec

1ul DNA (0,1nQ) 72°C — 5min

4°C — 0

Tab.3.5 Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednej reakcji oraz program PCR uzywany podczas przygotowania

biblioteki do sekwencjonowania.

Nadsacz z mieszaniny reakcyjnej zawierajacy namnozony DNA oczyszczano
z wykorzystaniem zloza magnetycznego AMPure XP (Beckman) — przenoszono 50pl
DNA po reakcji PCR do probéwki 1,5ml typu eppendorf, dodawano 50ul ztoza, mieszano
i inkubowano w temperaturze pokojowej uzywajac wytrzasarki wertykalnej z predkoscia
30rpm, przez Smin. Nastepnie ztoze ptukano 2-krotnie 200ul §wiezo przygotowanego
80% etanolu (Sigma-Aldrich). Ztoze suszono przez ok. 10min, w temperaturze
pokojowej, a nastepnie DNA eluowano w 14ul buforu EB, mierzono st¢zenie uzyskanego

DNA i sprawdzano profil jego wielkosci.

Ostatnim krokiem w przygotowaniu biblioteki jest selekcja rozmiaru. Wielkos¢
fragmentow poddawanych sekwencjonowaniu powinna miesci¢ si¢ w zakresie
300-600pz. W tym celu uzyskane we wczesniejszym etapie DNA rozdzielano
elektroforetycznie przy uzyciu zestawu BluePippin firmy Sage Science. Nastepnie
oznaczano st¢zenie Uzyskanego DNA 1 sprawdzano profil wielkosci. Przykladowa
krzywa reprezentujgca wielkos¢ fragmentow DNA po selekcji rozmiaru, uzyskang dla

biblioteki LMCO0015 przedstawiono ponize;j.
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Ryc.3.7 Profil wielkosci DNA po etapie selekcji rozmiaru, uzyskany dla biblioteki LMC0015. Wielkos¢
uzyskanych fragmentow DNA mieséci si¢ w zakresie 300-600pz. Na wykresie widoczne sa réwniez

maksima dla markera wielko$ci DNA (na zielono 35pz, na niebiesko 10380pz).

Biblioteki sekwencjonowano przy uzyciu sekwenatora Illumina Hi-Seq 2500.

3.13. Analiza bioinformatyczna bibliotek ChIA-PET

Analiz¢ bioinformatyczng wynikéw sekwencjonowania wykonano przy uzyciu
w pelni zautomatyzowanego oprogramowania ChIA-PIPE (Lee i wsp., 2020),
stworzonego w Laboratorum prof. Yijuna Ruana w Jackson Laboratory for Genomic
Medicine (CT, USA). W skrocie: podczas analizy identyfikowany jest tacznik, ktory
nastepnie jest usuwany z sekwencji. Zsekwencjonowane fragmenty, zawierajace tacznik
i dwie sekwencje DNA, tzw. PETs (ang. paired-end tags), mapowane sg do genomu
referencyjnego. Z uwagi na to, iz biblioteka ChIA-PET przygotowywana jest z kilku
miliondbw komorek, PET ktore wystepuja tylko raz w puli zsekwencjonowanych

czasteczek, traktowane sg jako przypadkowe, 1 nie brane pod uwage w dalszej analizie.

Oprogramowanie to umozliwia weryfikacj¢ szeregu parametréw, swiadczacych
o przydatnos$ci przygotowanej i zsekwencjonowanej biblioteki do dalszych analiz, m.in.
procent sekwencji zawierajacych facznik, stosunek interakcji
wewnatrzchromosomowych do  miedzychromosomowych, procent sekwencji
przypadkowych. Jedynie biblioteki spetniajace wymagane kryteria moga byc¢

analizowane.
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Co wazne, w wyniku analizy uzyskuje sie, nie tylko (i) mapy kontaktow w postaci
petli chromatynowych z przypisanymi do nich miejscami wigzania biatka, tzw. PETs
(takie petle s3 uwazane za najbardziej wiarygodne), ale takze (ii) pliki, zawierajgce
wszystkie sekwencje, w tym te nie zawierajace tacznika. Umozliwiajg one 2-wymiarowg
wizualizacj¢ kontaktow w postaci map cieplnych. Pierwsze z wymienionych plikow
(i) wizualizowano przy pomocy narz¢dzia BASIC Browser, natomiast (ii) przy pomocy

narze¢dzia Juice Box (Robinson i wsp., 2018).

W biezacych eksperymentach, jako genomu referencyjnego uzyto mysiego

genomu, wersja mm10.

3.14. Odczynniki i bufory

Do sporzadzenia buforow wykorzystywanych do przygotowania bibliotek ChlA-
PET uzywano wody wolnej od nukleaz (Thermo Fisher Scientific). Do pozostatych

buforow uzywano wody oczyszczanej przez odwrocong osmoze i ultrafiltracje (MiliQ).

Tab.3.6 Odczynniki stosowane w hodowli komérek

Nazwa Producent Numer
katalogowy
B27 Gibco 17504-044
Deksametazon Sigma D4902
DMEN Gibco 41965-039
Glutamina Sigma G7513
HBSS (ang. Hanks Balanced Salt) Sigma H641
HEPES Thermo Fisher Scientific | 15630080
Kwas glutaminowy Sigma G8415
Neurobasal Gibco 21103-049
Penicylina/ Streptomycyna (10 | Sigma P4333
000U/ml)
Ptodowa surowica bydleca (FBS) Gibco/ Life Technologies | 10500-064
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Poli-L-lizyna (PLL) Sigma P1274

Trypsyna Gibco 15090_046
Tab.3.7 Odczynniki do hybrydyzacji, jej detekcji oraz mikroskopii

Nazwa Producent Numer

katalogowy

Albumina surowicy bydlecej (BSA) Sigma A7030

Alkohol etylowy, bezwodny 99,8% POCH 396480111

Anty-kurze przeciwcialo osle | Jackson Immuno | 703-605-155

sprz¢zone z Alexa Fluor 647 Research

Anty-awidyna sprz¢zona z FITC Sigma F1269

Anty-gesie przeciwciato osle | Jackson Immuno | 705-475-147

sprz¢zone z DyLight 405 Research

Anty-kozie przeciwciato o$le | Thermo Scientific SAS_10087

sprzgzone z TRITC

Anty-krolicze  przeciwciatlo  ggsie | Abberior ST580-1002

sprzezone z Abberior Star 580

Anty-kurze przeciwciato gesie | Jackson Immuno | 103-477-008

sprzgzone z DyLight 405 Research

Awidyna sprze¢zona z Alexa Fluor 488 | Molecular Probes A21370

Biotin-Nick Translation Kit Roche 11745824910

Bufor 20xSSC Invitrogen 15557044

Cement gumowy Marabu 290117000

DNA kompetycyjny, Mouse Hyblock | Applied Genetics | MHB

DNA Laboratories Inc.

DNA ze spermy tososia (Salmon | Invitrogen AMO9680

Sperm)

Formamid Calbiochem / Merck 344206

Ggsie przeciwcialo przeciwko biatku | Abcam Ab 53554

GFAP
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Vectashield

Glicerol POCH 443320113
Hoechst 33342 Thermo Scientific H3570
Illustra Genomi Phi V2 DNA | GE Healthcare 25-6600-30
Amplification kit

Krolicze  przeciwcialo  przeciwko | Sigma H9286
H3K9AcC

Krolicze  przeciwcialo  przeciwko | Merck 07-422
H3K9me3

Kurze przeciwciato przeciwko NeuN | Milipore ABN91
Kwas solny (HCI, 37%) Fluka 258148
Medium do zamykania preparatow, | Vector Laboratories H-1000

biotyny

Przeciwciatlo  Abberior Star 635p | Abberior ST635P-0120
sprzezone ze streptawidyng

RNaza A Sigma R6513
Siarczan dekstranu Milipore S4030

Sytox Green Thermo Fisher Scientific | S7020

Triton X-100 Sigma T8532
Tween 20 Calbiochem / Merck 655204
Zestaw do Dblokowania endogennej | Vector Laboratories SP-2001

Tab.3.8 Odczynniki stosowane do przygotowywania bibliotek ChIA-PET

CutSmart buffer

Nazwa Producent Numer
katalogowy

Albumina surowicy bydlgcej, BSA, | New England Biolabs B9000S

molecular-biology grade, 20 mg/mi

Alkohol etylowy, bezwodny 99,8% Sigma-Aldrich 51976

Bufor 20xSSC Thermo Fisher Scientific | AM9763

Bufor do cigcia restrykcyjnego 10x% | New England Biolabs B7204S
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Bufor do ligacji NEBNext ® Quick | New England Biolabs B6058S
Ligation Reaction Buffer, 5x

Bufor EB Qiagen 19086
Bufor fosforanowy Dulbecco, bez | Gibco 14190-250
wapnia i magnezu (DPBS)

Bufor fosforanowy, 10xPBS Life Technologies AM9937
Bufor HEPES-KOH pH 7.5 Fisher Scientific PZ299-1
Bufor TE, pH 8.0, wolny od Rnaz Thermo Fisher Scientific | AM9858
Chlorek litu (LiCl) Sigma-Aldrich L7026
Chlorek sodu (NaCl) Sigma-Aldrich S9888
dATP (100 mM) New England Biolabs N0440S
Dimetyloosulfotlenek (DMSO) Sigma-Aldrich D2650
EGS, (ethylene glycol bis(succinimidyl | Thermo Fisher Scientific | 21565
succinate))

Enzym restrykcyjny Alul New England Biolabs R0O137L

Formaldehyd (FA, 36% v/v) Sigma-Aldrich 47608-250ML-F
Glicyna Sigma G7126

iBlock Protein-Based Blocking | Thermo Fisher Scientific | T2015
Reagent

Koktajl inhibitorow proteaz, | Roche 11836170001
cOmpleteTM Mini EDTA-free

Protease Inhibitor Cocktail (P1I)

Kwas wersenowy (EDTA, 0.5 M, pH | Thermo Fisher Scientific | AM9261

8.0, RNase-free)

Ligaza DNA T4 New England Biolabs MO0202L
Mieszanina  do reakcji PCR | New England Biolabs MO0541S
NEBNext®High-Fidelity 2%XPCR

Master Mix

Mieszanina do reakcji Real Time PCR | Roche 0-4707516001
LightCycler®480 SYBR Green |

Master

Nonidet P-40 Sigma-Aldrich 11754599001

64




Polimeraza DNA 1, fragment Klenowa | New England Biolabs MO0210L
Proteinaza K Thermo Fisher Scientific | AM2548
Przeciwciato przeciwko biatku CTCF | Abclonal A1133
Przeciwciato monoklonalne przeciwko | BioLegend 664912
Polimerazie RNA 11

SDS, sodium dodecyl sulfate Thermo Fisher Scientific | AM9822
Sodium deoxycholate Thermo Fisher Scientific | 89904
Tris HCI, 1M, pH 7.5 Thermo Fisher Scientific | 15567027
Triton X-100, molecular biology grade | Sigma-Aldrich 648464
Tween 20 (molecular biology grade) Sigma-Aldrich P9416
Woda wolna od nukleaz Thermo Fisher Scientific | AM9932
Zestaw do elektroforezy DNA Agilent | Agilent Technologies 5067-4626
DNA High-Sensitivity Kit

Zestaw do elektroforezy = DNA | Sage Science BDF2010
BluePippin Cassette Kit

Zestaw do oczyszczania DNA | Qiagen 28106
QIAquick PCR Purification Kit

Zestaw do oczyszczania DNA, DNA | Zymo Research D4014
Clean & Concentrator kit

Zestaw do oznaczania stgzenia DNA | Thermo Fisher Scientific | Q32854
Qubit®dsDNA HS Assay Kit

Zestaw do fragmentacji DNA Illlumina | lllumina 20034198
Tagment DNA Enzyme and Buffer

Large Kit

Ztoze magnetyczne do | Thermo Fisher Scientific | 10009D
immunoprecypitacji chromatyny,

Dynabeads Protein G beads

Ztoze magnetyczne do oczyszczania | Beckman A63881
DNA AmPure XP beads (60 ml

Zloze  magnetyczne  optaszczone | Thermo Fisher Scientific | 11205D
streptawidyng ~ Dynabeads  M-280

Streptavidin
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Znaczniki DNA, do sekwencjonowania | Illumina FC-131-2001
Nextera XT Index Kit v2 Set A

Tab.3.9 Pozostate odczynniki
Nazwa Producent Numer

katalogowy

Aerrane, anestetyk wziewny | Baxter Polska Brak
zawierajacy izofluran
Agaroza Sigma-Aldrich 9012-36-6
Barwnik DNA, midori green Genetics MG04
Chloramfenikol Sigma C0378
Dexaven, roztwér do wstrzykiwan | Bausch Health -
zawierajacy deksametazon
dNTP Thermo Scientific R0192
Heptan POCH 470470117
Inhibitor RNaz, Rnase OUT Invitrogen 10777019
Inhibitor  Rnaz, RNAseOUTTM | Invitrogen 10777-019
Recombinant RNase Inhibitor
Losowe 6-cio nukleotydowe startery | Invitrogen N8080127
(Random hexamer primers)
Marker DNA O'RangeRuller | Thermo Scientific SM0653
100+500pz
Mieszanina do reakcji PCR, GoTag | Promega M7122
Green Master Mix
Mieszanina reakcyjna do reakcji Real | Roche 12239264001
Time PCR, Sybr Green
Morbital Biowet Putawy Brak
Odwrotna transkryptaza, | Invitrogen 18080-093
SuperScriptTM Il Reverse
Transcriptase
oligo(dT) Invitrogen 18418012
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kortykosteronu we Krwi
(Corticosterone ELISA Kit)

Paraformaldehyd w proszku (PFA) Sigma P6148
PBS w proszku Sigma P3813
Podtoze plynne LB (Luria-Bertani | Bio-Shop LBL405
Broth)

Podtoze state LB, z agarem Bio-Shop LBL406
RNAIlater ThermoFisher Scientific | AM7020
Sacharoza Bioshop Canada Inc. SUC507.1
Sacharyna Sigma-Aldrich 109185
Wodorotlenek sodu, NaOH Sigma-Aldrich 655104
Zestaw do izolacja RNA Rneasy Mini | Qiagen 74004
Zestaw do oznaczania endogennego | Enzo Life Sciences ADI-900_097

Tab.3.10 Media hodowlane i bufory.

Nazwa medium/ buforu Sktad

0,1xSSC, pH 7.0

0,5ml 20xSSC
99,5ml wody MiliQ

0.55% SDS solution

55ul of 10% SDS
10 ml wody wolnej od nukleaz

1% FA-DPBS

1,429ml 36% formaldehydu
50ml buforu DPBS

2mM EGS-DPBS

45.63mg EGS rozpuszczone w 250ul DMSO
50 ml buforu DPBS.

2.5 M glycina (do ChlA- | 27.89g glyciny

PET) woda podwajnie destylowana do 100 ml
50ml 20xSSC

2xSSC,pH 7.0 450ml wody MiliQ
10ml 20xSSC

2xSSC/0.5% SDS 5ml of 10% SDS
85ml wody MiliQ

4xSSC/Tween 0,2%, 40ml 20xSSC

pH 7.0 0,4ml Tween 20
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160ml wody MiliQ

50%formamid/ 2xSSC,

pH 7.0

10ml 20xSSC
50ml formamidu
40ml wody MiliQ

bufor Anti-freeze

300 ml glicerolu

300 ml glikolu etylenowego

300 ml wody MiliQ

100 ml buforu (o sktadzie: 3,365g NaH2PO4, 0,77gNaOH,
woda do 100ml)

bufor blokujacy
iBlock buffer)

(ang.

29 iBlock Protein-Based Blocking Reagent
5ml 10% SDS
woda do 100ml

bufor cytrynianowy,
pH 6.0

2,949 Tri-sodium citrate dihydrate
0,5ml Tween 20
1000mI wody MiliQ

bufor do elektroforezy,

10x stezony, 11

10g SDS

144,19 glicyny
30,3g Trisma base
woda do 1000ml

bufor do lizy komorek

50 mM HEPES-KOH pH 7.5
150 mM NaCl 1mM EDTA
1% Triton X-100

0.1% sodium deoxycholate

0.1% SDS
0
bufor do permeabilizacji 10p1 10% SDS
jader komérkowych 9890ul wody
a Y 100pl inhibitora proteaz
bufor do sonikagji 5ml 0,1%SDS-FA
) 1ml 1% SDS-FA

bufor elucyjny (an 50mM Tris-HCI pH 7.5
ChIP elution)guf):‘er) % | 10mM EDTA

1% SDS

50ml 10xHanks Balanced Salt
16.5ml HEPES 0,3M, pH 7.3

bufor HBSS 5ml Pen/Strep
dopetnic¢ sterylng woda MiliQ do 500ml
bufor LiCl 10 mM Tris-HCI pH 8.0

250mM LiCl
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1ImM EDTA
0.5% Nonidet P-40
0.5% sodium deoxycholate

bufor o niskiej zawartosci
soli

5mM Tris-HCI pH 7.5
0,5mM EDTA
0,15M NaCl

bufor 0
zawartosci soli

wysokiej

5mM Tris-HCI pH 7.5
0.5mM EDTA
1M NaCl

bufor PBS, pH 7.4

1,09 g Na2HPOA4
0,3 g NaH2PO4
9 g NaCl

woda do 1000 ml

bufor wigzacy/ myjacy 1x

5mM Tris-HCI pH 7.5
0.5mM EDTA
1M NacCl

bufor wigzacy/ myjacy 2x

5mM Tris-HCI pH 7.5
1mM EDTA
1M NacCl

DNA blokujace (ang.
sheared genomic DNA
mixture)

fragmenty mysiego, catkowitego DNA o wielkosci 200-
1000kpz

medium hodowlane do
hodowli astrocytow

DMEM Hi-glukose
10% FBS
1% pen/ strep

medium hodowlane do
hodowli neuronéw

50ml pozywki Neurobasal

125ul Glataminy (stezenie koncowe 0.5mM)

62,5ul kwasu glutaminowego (stezenie koncowe 12,5 uM)
0,5ml Pen/Strep (koncowe stezenie 1%)

1ml B27

PBST (do hybrydyzacji)

10ml 1xPBS
50l Triton X-100

PBST (do ChIA-PET)

10ml 10xPBS
100ul Tween 20
89.9ml wody MiliQ
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roztwor do
utrwalania PFA

perfuzji/

40g PFA

1.15g Na2HPOA4
0,228g NaH2PO4
9g NCI

woda do 1000ml
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4. Wyniki

W przedstawionych w niniejszej pracy wynikach zastosowano kod kolordw,
wyniki uzyskane dla grupy kontrolnej prezentowano zawsze w kolorze niebieskim, a dla

grup traktowanych — kolorem pomaranczowym.

4.1.Analiza zmian ekspresji genu Nr3cl wywolanych dzialaniem deksametazonu

(model in vitro)

Cho¢ patogeneza depresji wcigz nie jest do konca jasna to jednym z najlepiej
poznanych dotad gendw/ biatek, o udokumentowanym udziale w rozwoju zaburzen
Igkowych i depresji jest gen Nr3cl, kodujacy biatko - GR, odpowiedzialne za zaburzenia
osi HPA (Bamberger i wsp., 1996; Farrell i O’Keane, 2016). W literaturze znajdziemy
wiele informacji na temat zmian ekspresji genu Nr3cl po podaniu DEX — czynnika
o udokumentowanym dziataniu prodepresyjnym. W pierwszym etapie projektu
wykonano analizy majace na celu sprawdzenie czy DEX powoduje zalezne od czasu
zmiany w ekspresji genu Nr3cl w neuronach i astrocytach kory przedczotowe;,
w wybranym uktadzie eksperymentalnym oraz w jakim punkcie czasowym zmiany beda
najbardziej wyrazne. Analizy wykonano na pierwotnych hodowlach neuronalnych
1 astrocytarnych. Hodowle zaktadano z fragmentoéw kory czolowej pobranych od mysich
embrionéw (E16). Po dwoch tygodniach, kiedy w hodowlach neuronalnych widoczna
byla dobrze rozwinigta sie¢ polagczen, obydwa typy hodowli komoérkowych (neuronalne
1 astrocytarne) poddawano dziataniu DEX, o stezeniu koncowym 100nM w podtozu
hodowlanym. Ekspresje genu Nr3cl sprawdzano w nastgpujacych punktach czasowych:
15 1 30 minut oraz 2, 4, 8, 24 1 48 godzin po podaniu DEX. Po zakonczeniu inkubacji,
izolowano RNA z komorek, przepisywano je na cDNA w wyniku reakcji odwrotnej
transkrypcji, a nastgpnie poziom ekspresji mierzono za pomoca metody Real-Time PCR
pozwalajacej na pomiar ilosci transkryptow w czasie rzeczywistym. Jako kontroli
negatywnej uzyto starterow zaprojektowanych dla genu HPRT1 (ang. hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1). Gen ten nalezy do tzw. ,,housekeeping genes”, czyli genow
metabolizmu podstawowego i charakteryzuje si¢ stata, niska ekspresja we wszystkich
komorkach somatycznych. Eksperyment przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach
biologicznych. Dodatkowo dla kazdego eksperymentu wykonano po trzy powtorzenia

techniczne.
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Ryc.4.1 Analiza ekspresji genu Nr3cl w korowych pierwotnych hodowlach astrocytarnych (A)
i neuronalnych (B). Kolorem niebieskim zaznaczono komorki kontrolne — nie traktowane DEX (NT),
kolorem pomaranczowym za$ — komorki traktowane DEX, w kolejnych punktach czasowych (15 min-48h).
Istotno$¢ statystyczna obliczono stosujac test t Welcha, gdzie * oznacza p<0,05 (dla A: NTvs4h p=0,014,
NTvs8h p=0,018, dla B NTvs4h p=0,02).

Wyniki analiz pozwolity stwierdzi¢, iz DEX wptywa na poziom ekspresji genu
Nr3cl w badanych komorkach — wraz z czasem ilo$¢ transktyptow ulegata zmniejszeniu
(Ryc.4.1). Przy czym, najbardziej drastyczne zmiany obserwowane byty w komoérkach
astrocytarnych (Ryc.4.1 A). Najwickszy spadek ekspresji zaobserwowano po 4 godzinach
od podania DEX, o blisko polowg, w stosunku do kontroli. Niski poziom utrzymywat si¢
przez kolejne kilka godzin. Po 24 godzinach obserwowano ponowne zwigkszony poziom
ekspresji, ktory rost az do zakonczenia eksperymentu po 48 godzinach od podania DEX,

osiggajac koncowo blisko 70% poziomu wyjsciowego.
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W przypadku neuronéw schemat zmian poziomu ekspresji przypominat ten
zaobserwowany dla astrocytow, przy czym byt zmiany byty wyraznie mniejsze w kazdym
z analizowanych punktow czasowych (Ryc.4.1 B). Podobnie, jak w przypadku
astrocytow najnizsza ekspresj¢ osiggnieto po 4 godzinach od rozpoczecia inkubacji

z DEX. Z tego wzgledu ten punkt czasowy wybrano do dalszych analiz.

Podsumowujac, najwicksze zmiany w poziomie ekspresji genu Nr3cl
obserwowano po 4 godzinach inkubacji z DEX, w obu typach hodowli komorkowych.
Astrocyty charakteryzowaly si¢ wyzszym bezwzglednym poziomem ekspresji genu

Nr3cl w poréwnaniu do neuronow.

4.2. Analiza zmian ekspresji genu Nr3cl po jednorazowym podaniu

deksametazonu — zwierzecy model silnego stresu.

W zwigzku z obnizonym poziomem ekspresji genu Nr3cl w hodowlach
pierwotnych, w kolejnym etapie projektu sprawdzono, czy DEX wywoluje podobny
efekt w organizmie, a doktadniej w trzech strukturach moézgu: korze przedczotowej,
hipokampie 1 jadrze potlezacym, o ktorych wiadomo, iz podlegaja licznym zmianom
m.in. morfologicznym w wyniku rozwoju depresji. W tym celu, u 9-10 tygodniowych
samcOw myszy szczepu C57BL/6J indukowano silny stres, poprzez jednorazowe podanie
Dexavenu (Bausch Health) - leku zawierajacego DEX, w dawce 4mg/ kg masy ciata. Lek
podawano w postaci zastrzyku dootrzewnowego. Grupe kontrolng stanowily zwierzeta,
ktorym podano zastrzyki z soli fizjologicznej. Cztery godziny po podaniu zastrzyku
zwierzeta usmiercano w sposob humanitarny, a z pobranych moézgéow wyodrebniano
badane struktury. Ze wzgledu na niewielkie rozmiary struktur, material pochodzacy od
kilku zwierzat (zazwyczaj od 4 do 6 osobnikow) laczono w jednej probce. Sposodb
postepowania byt podobny jak, opisany w rozdziale 4.1 — z materiatu tkankowego
izolowano RNA, przepisywano na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji. Poziom
ekspresji mierzono w reakcji Real-Time PCR. Jako kontroli negatywnej uzyto starterow
dla genu HPRT1. Wyniki przedstawiono w postaci krotnosci poziomu ekspresji (ang. fold

change), gdzie wartos¢ dla kontroli byta zawsze rowna 1.
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Ryc.4.2 Analiza ekspresji genu Nr3cl w strukturach mézgu myszy: korze przedczotowej (A), hipokampie

s

Krotnosc zmiany ekspresji Nr3c1

(B) i jadrze potlezacym (C), 4 godziny po jednorazowym podaniu DEX. Kolorem niebieskim zaznaczono
komérki kontrolne — nietraktowane DEX (NT), kolorem pomaranczowym za$ — komdrki traktowane DEX.
Istotnos¢ statystyczna obliczono stosujac test Anova (p=0,00000014, a nastepnie testem t Welcha, gdzie
*** oznacza p<0,001 (dla A p=0,00037, dla C p=0,000297), * oznacza p<0,05 (dla B p=0,021).
Dodatkowo, na przekrojach moézgu myszy, z atlasu anatomicznego (Paxinos i Franklin, 2007),
zawierajacych analizowane struktury mozgu, czarnymi kwadratami oznaczono fragmenty struktur, gdzie
wykonywano skanowanie mikroskopowe w nastepstwie immunofluorescencyjnej hybrydyzacji in situ,

ktorej wyniki zamieszczono w rozdziale 4.3.
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Uzyskane wyniki wskazywaty jednoznacznie, iz DEX, w cztery godziny od
podania, wywotywat istotne statystycznie zmiany poziomu ekspresji genu Nr3cl, nie
tylko w hodowlach komoérkowych, ale takze w Zywym organizmie. Zmiany obserwowano

we wszystkich trzech badanych strukturach mézgu (Ryc.4.2).

Co ciekawe jednak, nie we wszystkich strukturach odpowiedz na DEX byta taka
sama. Poziom ekspresji zmniejszat si¢ w korze przedczotowej (0 25%, Ryc.4.2 A) 1jadrze
potlezacym (o niemal 50%, Ryc.4.2 C). W hipokampie natomiast ulegal podwyzszeniu
(Ryc.4.2 B) o ok. 30% w stosunku do kontroli.

Zmiany poziomu ekspresji byly wyrazne we wszystkich badanych strukturach
mozgu juz po 4 godzinach od podania DEX, co potwierdzito, iz ten test punkt czasowy
jest odpowiedni do przeprowadzenia dalszych analiz.

Podsumowujac, cztery godziny po jednorazowym podaniu DEX myszom, w postaci
zastrzyku dootrzewnowego, dochodzito do zmniejszenia poziomu ekspresji genu Nr3cl
w korze przedczotowej i jadrze potlezacym i zwigkszenia poziomu ekspresji tego genu w

hipokampie.

4.3. Analiza zmian morfometrycznych w obrebie jadra komorkowego po

jednorazowym podaniu deksametazonu — zwierzecy model silnego stresu.

Wiadomo, 1z zmiany ekspresji genow sa $cisle zwigzane z trojwymiarowa
organizacjg chromatyny w jadrze komorkowym. Obserwowane zmiany ekspresji genu
Nr3cl byly istotne we wszystkich badanych strukturach moézgu. Pojawilo si¢ zatem
pytanie, czy zmiany te s3 powigzane ze zmianami organizacji chromatyny w obrebie genu
kodujacego GR, m.in., czy allele tego genu ulegaja przemieszczeniu wewnatrz jadra
komoérkowego. Aby odpowiedzie¢ na powyzsze pytanie, zastosowano metode FISH

potaczong z trojwymiarowg analizg stosow obrazow mikroskopowych.

Doswiadczenia wykonano na materiale tkankowym pochodzacym od zwierzat,
u ktorych wywotywano silny stres w skutek jednorazowego podania Dexavenu (Bausch
Health, dawka leku 4mg/ kg masy ciata), w postaci dootrzewnowych zastrzykdw oraz
zwierzgtach kontrolnych. Preparaty wykonywano wg. opisu przedstawionego w punkcie
3.6. Przygotowane preparaty skanowano sekwencyjnie przy uzyciu mikroskopu

konfokalnego. W przypadku kory przedczolowej skanowano obszar II i Il warstwy, dla
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hipokampa — obszar CA3, a dla jadra potlezacego — obszar rdzenia (core). Skanowane
obszary dla kazdej ze struktur, zaznaczono czarnymi prostokatami na przekrojach mozgu,

na Ryc.4.2.

Co cickawe, juz na zdjeciach konfokalnych zauwazalne byty roznice w lokalizacji
alleli genu Nr3cl wewnatrz jader komorkowych (Ryc.4.3). U zwierzat kontrolnych allele
zlokalizowane byty gléwnie w obszarach chromatyny nieskondensowanej (o nizszej
fluorescencji, ciemniejszych), natomiast u zwierzat traktowanych DEX ich lokalizacja
zmieniala si¢ i czg$ciej obserwowane byly w obszarach o skondensowanej chromatynie

(wyzszej intensywnosci fluorescencji, jasniejszych), tzw. chromocentrach.

kontrola

deksametazon

Ryc.4.3 Obraz konfokalny przedstawiajacy fragment rdzenia jadra potlezacego. U zwierzecia kontrolnego
wszystkie allele zlokalizowane byly w obszarach o nieskondensowanej chromatynie (jasniejszy odcien
wybarwionego na niebiesko DNA). U zwierzat traktowanych DEX allele obserwowane byty takze
w obszarach skondensowanej chromatyny (ciemniejszy odcien niebieskiego wewnatrz jadra
komorkowego), co zostalo wyrdznione zoétta strzatkg. Kolory: niebieski — DNA, zielony — allele genu

Nr3cl, czerwony — GFAP, znacznik astrocytow, srebrny — NeuN, znacznik neuronéw. Skala 5um.
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Aby stwierdzié, czy przemieszczenie alleli wewnatrz jadra komorkowego nie jest
artefaktem, wykonano analiz¢ zmian morfometrycznych z uzyciem programu

Segmentation magick (Ruszczycki i Wilczynski, 2011; Ruszczycki i wsp., 2019).

Analizg przeprowadzono na 4 osobnikach z kazdej grupy (kontrola i DEX). Dla
kazdego osobnika wykonano po 2-3 hybrydyzacje dla kazdej z 3 badanych struktur.
Nastepnie w obrebie kazdego z preparatdéw wykonano po 3 skany sekwencyjne (obszar
skanowania 2048x2048 pikseli w 0si X-y i okoto 170 ptaszczyzn w osi z, w zalezno$ci od
utozenia skrawka tkankowego na szkietku). Segmentacj¢ przeprowadzono na wszystkich
uzyskanych stosach obrazow mikroskopowych. Do analizy morfologicznej
wykorzystano jedynie te jadra, ktore zostaly wysegmentowane poprawnie i zawieraty
2 allele. Ilo$¢ jader, na ktorych wykonano analizy morfologiczne, z rozréznieniem na

neurony i astrocyty zamieszczono w tabeli Tab.4.1.

Struktura rodzaj zwierzeta kontrolne
mozgu komérek M1 M2 M3 M4 Suma Suma
kora liczba 36 37 45 35 153 151
przedczotowa astrocytow
liczba 92 136 75 94 397 464
neuronow
jadro liczba 37 45 67 55 204 220
potlezgce astrocytow
liczba 51 178 229 102 560 466
neuronow
Hipokamp liczba 90 55 74 48 267 228
astrocytow
liczba 122 160 169 141 592 709
neuronow
Suma 2173 Suma 2238

Tab.4.1 Liczba jader, na ktérych przeprowadzono analizy morfometryczne, z rozréznieniem na neurony i
astrocyty, uzyskanych dla kazdej ze struktur i kazdego z osobnikéw. Kolorem niebieskim zaznaczono

informacje dotyczace zwierzat kontrolnych, kolorem pomaranczowym — zwierzat traktowanych DEX.

W trakcie analizy sprawdzono wiele parametrow, jednak najbardziej interesujace
z punktu widzenia projektu, wydaty si¢ wyniki okreslajace lokalizacje alleli wewnatrz
jadra komorkowego, z rozroznieniem na obszary skondensowanej i nieskondensowanej

chromatyny, a takze pomiar odleglosci alleli od otoczki jadrowe;j.
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Analizy morfometryczne przeprowadzone na kilku tysiagcach jader komérkowych
potwierdzity zaobserwowane wczesniej na obrazach mikroskopowych (Ryc.4.3),
przemieszczenie alleli genu Nr3cl w obrebie jadra komoérkowego na skutek dziatania
DEX (Ryc.4.4, Ryc.4.5, Ryc.4.6).

Co ciekawe, cho¢ kierunek obserwowanych zmian lokalizacji byt jednakowy dla
astrocytow i neurondéw w poszczegoélnych strukturach, to podobnie jak w przypadku
analizy poziomu ekspresji w hodowlach komoérkowych, zmiany byty wyraznie mniejsze
w neuronach, niz w astrocytach. Ta sama tendencja wystgpowata we wszystkich trzech

analizowanych strukturach mézgu.

Dodatkowo, kierunek przemieszczania si¢ alleli nie byt taki sam dla wszystkich
struktur. W przypadku kory przedczotowej (Ryc.4.4) i jadra potlezacego (Ryc.4.6) allele
przemieszczaty si¢ z obszaré6w o nieskondensowanej chromatynie, do obszarow
0 chromatynie skondensowanej, najprawdopodobniej nieaktywnej transkrypcyjnie.
W korze przedczotowej, pomimo istotnego statystycznie przemieszenia alleli
wywotanego podaniem Dexavenu (p<0,01), znaczna wigkszo$¢ komoérek posiadata
obydwie kopie genu Nr3cl zwigzane z chromatyna skondensowang (oznaczone na
wykresie zielona gwiazdka). Drastyczng zmiang obserwowano w przypadku jadra
potlezacego. Tutaj u zwierzat kontrolnych ok. 90% komorek posiadalo obydwa allele
zlokalizowane w obszarach nieskondensowanej chromatyny, natomiast po 4 godzinach
od podania DEX liczba takich komoérek zmniejszyta si¢ do kilkunastu procent. Wzrosta
natomiast do 57 wzrost procent komorek, gdzie dwa allele zwigzane byty z chromatyna

skondensowana, z ok. 2% u zwierzat kontrolnych (oznaczone na wykresie czerwong

gwiazdka).
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Ryc.4.4 Wyniki analizy lokalizacji alleli genu Nr3cl wewnatrz jadra komorkowego i odlegtosci tychze
alleli od otoczki jadrowej dla astrocytow i neuronéw kory przedczotowej, przed i po podaniu DEX. WyniKki
przedstawiono w postaci slupkow gestosci prawdopodobienistwa lub prawdopodobienstwa. Czerwone
kropki na stupkach btedow oznaczaja istotno$¢ statystyczng na poziomie p<0,01, liczong za pomocg testu
Monte Carlo. Gwiazdki pod wykresem lokalizacji alleli wewnatrz jadra komoérkowego oznaczaja:
gwiazdka czerwona — obydwa allele znajduja si¢ w obszarze skondensowanej chromatyny, niebieska —
jeden z alleli znajduje si¢ obszarze chromatyny skondensowanej, drugi — nieskondensowanej, gwiazdka
zielona — obydwa allele znajduja si¢ w obszarze chromatyny nieskondensowanej. Na osi x wykresow
przedstawiajacych odleglosc¢ alleli od otoczki jadrowej, znajduja si¢ odlegtosci w pm. Na obu wykresach

kolorem niebieskim oznaczone sg pomiary dla grupy kontrolnej, a kolorem pomarafczowym — dla grupy
traktowanej DEX.
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Ryc.4.5 Wyniki analizy lokalizacji alleli genu Nr3cl wewnatrz jadra komorkowego i odleglosci tychze
alleli od otoczki jadrowej dla astrocytow i neuronéw hipokampa, przed i po podaniu DEX. Wyniki
przedstawiono w postaci slupkow gestosci prawdopodobienistwa lub prawdopodobienstwa. Czerwone
kropki na stupkach btgdéw oznaczajg istotnos¢ statystyczng na poziomie p<0,01, liczong za pomoca testu
Monte Carlo. Gwiazdki pod wykresem lokalizacji alleli wewnatrz jadra komorkowego oznaczaja:
gwiazdka czerwona — obydwa allele znajduja si¢ w obszarze skondensowanej chromatyny, niebieska —
jeden z alleli znajduje si¢ obszarze chromatyny skondensowanej, drugi — nieskondensowanej, gwiazdka
zielona — obydwa allele znajduja si¢ w obszarze chromatyny nieskondensowanej. Na osi x wykresow
przedstawiajacych odleglos¢ alleli od otoczki jadrowej, znajduja si¢ odlegtosci w pm. Na obu wykresach
kolorem niebieskim oznaczone sg pomiary dla grupy kontrolnej, a kolorem pomarafczowym — dla grupy
traktowanej DEX.
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Ryc.4.6 Wyniki analizy lokalizacji alleli genu Nr3cl wewnatrz jadra komorkowego i odleglosci tychze
alleli od otoczki jadrowej dla astrocytow i neuronéw jadra potlezacego, przed i po podaniu DEX. Wyniki
przedstawiono w postaci slupkow gestosci prawdopodobienistwa lub prawdopodobienstwa. Czerwone
kropki na stupkach btedéw oznaczajg istotno$¢ statystycznag na poziomie p<0,01, liczong za pomoca testu
Monte Carlo. Gwiazdki pod wykresem lokalizacji alleli wewnatrz jadra komorkowego oznaczaja:
gwiazdka czerwona — obydwa allele znajduja si¢ w obszarze skondensowanej chromatyny, niebieska —
jeden z alleli znajduje si¢ obszarze chromatyny skondensowanej, drugi — nieskondensowanej, gwiazdka
zielona — obydwa allele znajduja si¢ w obszarze chromatyny nieskondensowanej. Na osi x wykresow
przedstawiajacych odlegto$¢ alleli od otoczki jadrowej, znajduja si¢ odlegtosci w pm. Na obu wykresach
kolorem niebieskim oznaczone sg pomiary dla grupy kontrolnej, a kolorem pomarafczowym — dla grupy
traktowanej DEX.
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W komorkach hipokampa kierunek przemieszczania alleli byt przeciwny do tego
obserwowanego w dwoch pozostatych strukturach. Tutaj allele ulegaly przemieszczeniu
do obszaréw chromatyny nieskondensowanej (Ryc.4.5). Wzrost liczby komorek, gdzie
2 allele znajdowaly si¢ w obszarze chromatyny nieskondensowanej wyniost 25%,

w stosunku do grupy kontrolnej.

Ponadto, zmianie ulegata takze odlegtos¢ alleli od otoczki jagdrowej. W przypadku
jadra potlezacego (Ryc.4.6) zmiany odlegtosci miaty miejsce glownie w astrocytach.
Srednia odleglo$é zmniejszyta sie z 13um do 3um. Niewielkie zmiany w odlegtosci
zaobserwowano takze dla neuronéw hipokampa (Ryc.4.5). W astrocytach kory
przedczolowej allele w komoérkach kontrolnych znajdowaty si¢ w odlegtosci od 3 do 6pm
od otoczki jadrowej. Natomiast po podaniu DEX allele badZ zblizaty si¢ do otoczki
jadrowej, badz tez ich odlegto$¢ byta wicksza niz w kontroli. W pozostatych komoérkach,
badanych struktur mézgu, nie zaobserwowano istotnych zmian w odlegtosci alleli od

otoczki jadrowe;j.

Podsumowujgc, cztery godziny po jednorazowym podaniu DEX myszom
dochodzito do przemieszczenia alleli do obszaréw skondensowanej chromatyny w korze
przedczotowej i jadrze pollezacym. Natomiast w hipokampie zachodzit proces
przemieszczenia alleli do obszaréw nieskondensowanej chromatyny. Zmiany te

zachodzily glownie w astrocytach.

4.4. Analiza zmian kolokalizacji alleli genu Nr3cl z markerami chromatyny
aktywnej i nieaktywnej transkrypcyjnie, wywolanych przez jednorazowe

podanie deksametazonu (model in vitro).

Powyzsze wyniki pozwolily stwierdzi¢, iz po jednorazowym podaniu DEX allele
genu Nr3cl wulegaja przemieszczaniu pomigdzy obszarami skondensowanej
1 nieskondensowanej chromatyny, wewnatrz jadra komérkowego. Aby zweryfikowac,
czy przemieszczenia te s3 zwigzane z aktywnoS$cig transkrypcyjna genu i sgsiadujacej
z nim chromatyny wykonano szereg hybrydyzacji FISH potaczonych z barwieniami
immunocytochemicznymi dla markeréw chromatyny aktywnej i nieaktywnej
transkrypcyjnie. Aby uzyska¢ wigksza rozdzielczo$¢ obrazoéw mikroskopowych, a co za
tym idzie doktadniejsze wyniki, uzywany dotad mikroskop konfokalny zastgpiono
mikroskopig superrozdzielczg typu STED. Ze wzglgdu na ograniczenia tego typu
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mikroskopii, barwienia wykonano na korowych pierwotnych hodowlach neuronalnych
I astrocytarnych, kontrolnych i inkubowanych z DEX.

2-tygodniowe hodowle komdrkowe traktowano DEX, o koncowym stezeniu
w podtozu hodowlanym 100nM. Po 4 godzinach, komorki utrwalano. Hybrydyzacje
I barwienia wykonywano przy uzyciu zmodyfikowanej metody FISH poprzedzonej
znakowaniem modyfikacji potranslacyjnych histonow (Solovei i Cremer, 2010)..
Preparaty przygotowano wg. opisu zamieszczonego w punkcie 3.5. Jako znacznik
chromatyny aktywnej transkrypcyjnie wybrano H3K9Ac (acetylowana lizyna 9,
na histonie 3), za$ dla chromatyny nieaktywnej — H3K9me3 (trojmetylowang lizyng 9,
na histonie 3). Przygotowane preparaty obrazowano przy uzyciu mikroskopu Leica SP8
z modutem do mikroskopii superrozdzielczej 3X-STED. Skanowano sekwencyjnie

z rozdzielczoscig 24nm w osiach x-y i 183nm w osi z.

Zobrazowane jadra komorkowe analizowano przy uzyciu algorytmu specjalnie
w tym celu opracowanego wspoélnie z dr. Blazejem Ruszczyckim z Instytutu Biologii
Doswiadczalnej, PAN. Zaleta algorytmu byla mozliwo$¢ analizowania oryginalnych
stosOw obrazéw mikroskopowych, bez konieczno$ci wykonywania wcze$niejsze]
dekonwolucji. [lo$¢ przeanalizowanych jader dla kazdego z punktéw eksperymentalnych

zamieszczono w tabeli ponize;.

rodzaj komorki kontrolne
komodrek  Astrocyty  Neurony  suma Suma
Rodzaj H3K9Ac 35 38 73 74
znacznika
chromatyny H3K9me3 35 37 72 75
Suma 145 Suma 149

Tab.4.2 Liczba jader, na ktorych przeprowadzono analizy kolokalizacji, z rozr6znieniem na neurony
i astrocyty kontrolne (zaznaczone kolorem niebieskim) i traktowane DEX (zaznaczone kolorem

pomaranczowym).

Po przeanalizowaniu jader okazalto si¢, iz w przypadku astrocytow allele genu
Nr3cl, pod wptywem dziatania DEX, nie tylko ulegaja przemieszczeniu, ale takze
zmienia si¢ rodzaj aktywnos$ci transkrypcyjnej chromatyny w ich bezposrednim

sasiedztwie (Ryc.4.7). 1 tak, w astrocytach kontrolnych przewazajaca liczba alleli
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zwigzana byla z chromatyng aktywng transkrypcyjnie (wysoki procentowy udzial
komorek, gdzie obydwa allele kolokalizowaly z H3K9Ac, Ryc.4.7C). Natomiast po
4-godzinnej inkubacji komorek z DEX, nastgpowala wyrazna zmiana i znaczna
wickszos$¢ alleli kolokalizowata z chromatyng nicaktywng transkrypcyjnie. W blisko 80%
przeanalizowanych astrocytow traktowanych DEX, obydwa allele kolokalizowaty
z H3K9me3 i jedynie w 10% z H3K9Ac. Interesujaca obserwacja jest, iz w przypadku
wszystkich analizowanych punktéw eksperymentalnych komorki, gdzie jeden z alleli
wykazywat kolokalizacje, a drugi nie, stanowily niewielki procent wszystkich

analizowanych astrocytow.

W przypadku neuronéw (Ryc.4.8) rozklad kolokalizacji przedstawiat sig
podobnie, zaréwno przed, jak i po inkubacji z DEX. Co ciekawe, w obydwu przypadkach
wyraznie wigksza liczba neurondéw posiadata allele kolokalizujace z znacznikiem
chromatyny nieaktywnej transkrypcyjnie, odpowiednio 60% komorek kontrolnych i 70%
neuronéw traktowanych. Znacznie wyzszy odsetek, niz w przypadku astrocytow,
stanowily komorki, gdzie jeden z alleli zwigzany byt z chromatyng aktywna, a drugi

z nieaktywna transkrypcyjnie.
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Ryc.4.7 Wyniki analizy kolokalizacji alleli genu Nr3cl z markerami chromatyny aktywnej i nieaktywnej
transkrypcyjnie, w korowych, astrocytarnych hodowlach pierwotnych. Panel A — przyktadowe pojedyncze
plaszczyzny przedstawiajace wybarwiong chromatyne (kolor zielony) z widocznymi dwoma allelami genu
Nr3cl (kolor czerwony, dodatkowo zaznaczone biala obwddka). Skala 5um. Panel B — powigkszone
fragmenty ptaszczyzn z panelu A, przedstawiajace obrazowo sif¢ i rozktad kolokalizacji pomigdzy allelami,
a znacznikami chromatyny, wg. skali barwnej zamieszczonej ponizej. Kolor niebieski na skali oznacza
najstabsza kolokalizacje, kolor czerwony — najsilniejsza. Panel C — Procentowy rozktad komorek, ze
wzgledu na kolokalizacje alleli z markerami chromatyny. Stupki niebieskie reprezentujg astrocyty
kontrolne, pomaranczowe — traktowane DEX. Czerwona kropka oznacza komorki, gdzie obydwa allele
kolokalizowaly z danym znacznikiem chromatyny, kropka niebieska - komérki, gdzie jeden z alleli

kolokalizowat, a drugi nie, kropka zielona — 0znacza komorki, gdzie Zzaden z alleli nie kolokalizowat.
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Ryc.4.8 Wyniki analizy kolokalizacji alleli genu Nr3cl z markerami chromatyny aktywnej i nieaktywnej
transkrypcyjnie, w korowych, neuronalnych hodowlach pierwotnych. Panel A — przyktadowe pojedyncze
plaszczyzny przedstawiajace wybarwiong chromatyne (kolor zielony) z widocznymi dwoma allelami genu
Nr3cl (kolor czerwony, dodatkowo zaznaczone bialg obwoddka). Skala 5pum. Panel B — powigkszone
fragmenty ptaszczyzn z panelu A, przedstawiajace obrazowo sif¢ i rozktad kolokalizacji pomigdzy allelami,
a znacznikami chromatyny, wg. skali barwnej zamieszczonej ponizej. Kolor niebieski na skali oznacza
najstabsza kolokalizacje, kolor czerwony — najsilniejsza. Panel C — Procentowy rozktad komorek, ze
wzgledu na kolokalizacje alleli z markerami chromatyny. Stupki niebieskie reprezentuja neurony kontrolne,
pomaranczowe — traktowane DEX. Czerwona kropka oznacza komorki, gdzie obydwa allele
kolokalizowaly z danym znacznikiem chromatyny, kropka niebieska - komorki, gdzie jeden z alleli

kolokalizowat, a drugi nie, kropka zielona — oznacza komorki, gdzie zaden z alleli nie kolokalizowat.
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Podsumowujac, w korowych, pierwotnych hodowlach astrocytarnych po
4-godzinnej inkubacji z DEX allele genu Nr3cl wykazywaly znacznie wyzsza
kolokalizacje z chromatyng nieaktywng transkrypcyjnie, w poréwnaniu do astrocytow
kontrolnych. W przypadku hodowli neuronalnych allele wykazywaty silng kolokalizacje
z chromatyng nieaktywng transkrypcyjnie, zaréwno w warunkach kontrolnych,
jak i inkubacji z DEX.

4.5. Weryfikacja zachowan depresyjnych u myszy — farmakologiczny model

depresji

Zachowania depresyjne, u 9-10 tygodniowych samcow myszy szczepu C57BL/6J,
indukowano poprzez podawanie zwierzgtom dootrzewnowych zastrzykéw z Dexavenu
(Bausch Health), przez kolejne 21 dni. Zwierzeta z grupy kontrolnej otrzymywaty
zastrzyki z soli fizjologicznej. Myszy kazdego dnia, przed iniekcja byly wazone i jesli ich
masa ciala byla mniejsza niz 20g, nie otrzymywaty zastrzyku w danym dniu. Na czas
eksperymentu zwierzgta przebywaly w klatkach po 4-5 osobnikéw. Doswiadczenie
wykonano w dwdch powtorzeniach: w pierwszym na 16 osobnikach (10 traktowanych
DEX i 6 kontrolnych), w drugim — 38 osobnikach, po 19 z kazdej grupy (DEX i kontrola).
Cho¢ model ten zostat juz opisany w literaturze (Skupio i wsp., 2015), to ze wzgledu na
duza zmienno$¢ osobniczg, zachowania depresyjne mierzono u kazdej z myszy poprzez
seri¢ testow behawioralnych. Wyniki przedstawione ponizej odnosza si¢ jedynie do tych
osobnikdw, ktorych tkanki wykorzystano w kolejnych badaniach: do pomiaru ekspresji
genu Nr3cl (13 osobnikow traktowanych i 12 kontrolnych) i zmian morfologicznych

w jadrze komoérkowym (po 4 osobniki traktowane 1 kontrolne).

Pierwszym z mierzonych parametréow byta anhedonia, czyli niezdolnos¢ do
odczuwania przyjemno$ci, z rzeczy wczesniej uznawanych za przyjemne. Pomiar
wykonywano jednorazowo, w pigtnastym dniu eksperymentu i polegat on na okresleniu
preferencji zwierzat do spozycia stodkiego ptynu (1% roztworu sacharyny). Na Ryc.4.9
przedstawiono jedynie wyniki uzyskane dla drugiego powtdrzenia eksperymentu. W
pierwszym powtdrzeniu, uzyto butelek, z ktorych niestety, pod wptywem nawet lekkiego
potracenia, wyciekal ptyn. Uzyskanych w tym powtdrzeniu wynikow, nie mozna byto

zatem uzna¢ za wiarygodne. U zwierzat, z drugiego powtdrzenia, przewlekte podawanie

87



DEX powodowato zmniejszenie preferencji do spozycia sacharyny, w pordwnaniu

z grupa kontrolng o blisko 25%.

Procentowe
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Ryc.4.9 Wyniki pomiaru spozycia sacharyny — test na anhedoni¢. Panel A — zdjecie klatki, ze specjalnymi
butelkami wyposazonymi w miarke, wykorzystanymi w drugim powtdérzeniu eksperymentu. Panel B —
wykres przedstawiajacy procentowe spozycie sacharyny. Trzy gwiazdki nad wykresem oznaczaja istotnosc¢

statystyczng na poziomie p<0,001 (p=0,000019) liczong za pomoca testu t Welcha.

Kolejnym wykonanym testem byt test L/D box, stuzacy do pomiaru poziomu lgku
zwierzat. Wykorzystuje si¢ w nim naturalng dla myszy awersje do przebywania
w otwartych, jasno oswietlonych przestrzeniach. Test ten wykonano w 17-tym dniu
eksperymentu, z wykorzystaniem specjalnego pudetka podzielonego na dwie czesci:
jasng i ciemng (Ryc.4.10 A). Na poczatku myszy umieszczano w ciemnej czesci
1 mierzono czas, jaki zwierze w nim spedzato, zanim po raz pierwszy przeszto do czesci
jasnej. Wartos¢ $rednia czasu dla myszy, ktorym podawano Dexaven byla wyzsza

w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (Ryc.4.10 B).
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Ryc.4.10 Wyniki testu L/D box. Test wykonywano w pojemniku podzielonym na dwie cze$ci jasng
i ciemng. Mysz na poczatku pomiaru umieszczano w czesci ciemnej (A). Za pomocg testu mierzono
oznaczano poziom leku, poprzez pomiar czasu, jaki zajeto zwierzgtom przejscie, po raz pierwszy, do jasnej
czesci (B), czasu spedzanego w jasnej czesci (C), a takze iloSci przejs¢ pomigdzy przedziatami (D).
Istotno$¢ statystyczng dla C i D mierzono za pomoca testu t Welcha, gdzie *** oznacza p<0,001 (dla C

p=0,0000016), ** oznacza p<0,01 (dla B p=0,0018), * oznacza p<0,05 (dla D p=0,02).

Nastegpnie mierzono catkowity czas, jaki mysz spedzala w jasnej czesci pojemnika
(Ryc.4.10 C). Wyniki podano jako stosunek czasu spedzonego przez zwierze w czgsci
jasnej do catkowitego czasu. Taka forma wynikata z bledu pomiaru. Czas nagrywania,
a zarazem czas testu wynosit kazdorazowo 6 minut. Jednak podczas pomiarow, nie
liczono czasu kiedy mysz znajdowata si¢ pomigdzy przedziatami (gdy np. cze$¢ jej ciata
znajdowata si¢ w jasnym, a cz¢$¢ w ciemnym przedziale). Po analizie wynikow z duza
doktadnosciag mozna stwierdzi¢, iz myszy traktowane DEX spe¢dzaty $rednio ok. 15%

mniej czasu w jasnym przedziale, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.
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Ostatnim z mierzonych parametrow byla liczba przej$¢ pomiedzy przedziatami.
Za przejscie uznawano przemieszczenie catego ciala myszy z jednej czesci pojemnika do
drugiej. Zwierzeta z grupy kontrolnej zmieniaty przedzialy znacznie czeSciej niz

zwierzeta traktowane DEX (Ryc.4.10 D).

Trzecim, stosowanym testem behawioralnym byt test FST. Zwierzgta

umieszczano Ww cylindrycznym naczyniu, wypetlnionym do 2/3 objetosci woda

o0 temperaturze 24-28°C (Ryc.4.11 A).
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Ryc.4.11 Wyniki testu FST. Podczas testu mierzono czas, kiedy zwierzgta aktywnie ptywaly i pozostawaty
w bezruchu (A). W celu opisu zachowan depresyjnych wyznaczano czas do pierwszego bezruchu (B)
i calkowity czas pozostawania w bezruchu (C). Istotno$¢ statystyczng dla B i C mierzono za pomocg testu

t Welcha, gdzie *** oznacza p<0,001 (dla B p=0,00002), ** oznacza p<0,01 (dla C p=0,002).
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Podczas trwajacego 6 minut testu mierzono czas, jaki uptynal do pierwszego
trwajacego dtuzej niz sekund¢ bezruchu zwierzgcia (Ryc.4.11 B) oraz catkowity czas
pozostawania w bezruchu (Ryc.4.11.C). Myszy, ktdrym podawano Dexaven,
w przeciwienstwie do zwierzat kontrolnych, szybciej zapadaty w bezruch, §rednio po 55
sekundach, w poréwnaniu z 82 sekundami dla grupy kontrolnej (Ryc.4.11 B) oraz
znacznie wigcej czasu pozostawaty w takim stanie, Srednio 200 sekund w pordwnaniu

z 157 sekundami dla grupy kontrolnej (Ryc.4.11 C).

Jak wspomniano wcze$niej, zwierz¢ta wazono kazdego dnia eksperymentu.
Usrednione wyniki pomiaréw przedstawiono na Ryc.4.12. Podawanie zastrzykow z soli
fizjologicznej nie miato wiekszego wptywu na mase ciata zwierzat (niebieska krzywa).
Srednia masa ciata wzrosta tutaj o 1g w stosunku do wagi poczatkowej. Zastrzyki
z Dexavenu natomiast powodowaly postepujacy w czasie ubytek masy ciata zwierzat
(Ryc, pomaraficzcowa krzywa). Srednia waga zwierzat, z tej grupy, na koncu
eksperymentu byla nizsza o 2g od wagi poczatkowej i o ok. 3g od wagi zwierzat
kontrolnych, mierzonej w tym samym czasie. Interesujgco, w obu grupach

zaobserwowano znaczny ubytek masy ciata w 15-tym dniu eksperymentu.

ZMIANY MASY CIAtA ZWIERZAT W CZASIE PODAWANIA ZASTRZYKOW
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Ryc.4.12 Pomiar masy ciata zwierzat podczas eksperymentu. Na niebiesko zaznaczone usrednione warto$ci

dla myszy z grupy kontrolnej, na pomaranczowo — traktowanych DEX.

Przed rozpoczgciem podawania zastrzykow (pierwszego dnia) myszom pobierano

niewielkg ilos¢ krwi z ogona, po ich uprzednim unieruchomieniu. Czynno$¢ te
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powtarzano po zakonczeniu iniekcji, w 21 dniu eksperymentu. Nastepnie w osoczu krwi
oznaczano poziom endogennego kortykosteronu. U zwierzat kontrolnych, ktorym
podawano zastrzyki z soli fizjologicznej poziom kortykosteronu nie zmienit si¢ po
zakonczeniu eksperymentu, natomiast u zwierzat, ktorym podawano Dexaven nastgpito
drastyczne zmniejszenie stezenia kortykosteronu w osoczu krwi, 0 97% w stosunku do

warto$ci dla tych samych zwierzat na poczatku eksperymentu (Ryc.4.13).
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Ryc.4.13 Wyniki pomiaru poziomu endogennego kortykosteronu w osoczu krwi zwierzat kontrolnych
(kolor niebieski) i traktowanych DEX (kolor pomaranczowy). Pomiaru dokonywano w pierwszym
i ostatnim (21) dniu eksperymentu. Pokazano takze stupki obrazujace rdéznice w poziomie kortykosteronu
pomigdzy 1, a 21 dniem u zwierzat kontrolnych i traktowanych DEX (stupki fakturowane). ** oznaczaja
istotno$¢ statystyczna na poziomie p<0,01, liczona za pomocg testu Wilcoxona dla par obserwacji. Dla

zwierzat kontrolnych istotno$¢ wyniosta 0,4, a dla zwierzat traktowanych DEX p=0,0019.

Przedstawione powyzej wyniki jednoznacznie $wiadczag o wystgpowaniu
zachowan depresyjnych/ rozwoju depresji u objetych analizg zwierzat, ktorym podawano
przewlekle DEX. Materiat tkankowy pobrany od tych zwierzat wykorzystano
w kolejnych doswiadczeniach majacych na celu pomiary ekspresji genu kodujacego GR

(Nr3cl) oraz zmian morfometrycznych w obrebie jadra komorkowego.
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Podsumowujgc, przewlekte podawanie DEX myszom, w postaci zastrzykow
dootrzewnowych indukowalo zachowania depresyjne: zmniejszone spozycie sacharyny
(test preferenciji), dtuzszy czas przed pierwszym wejSciem do jasnego przedziatu, krotszy
calkowity czas spedzany w tym przedziale i mniejszg ilo$¢ przejs¢ pomiedzy
przedziatami (test L/D box), krotszy czas do pierwszego bezruchu i dtuzszy catkowity
czas pozostawania W bezruchu (test FST). Ponadto zwierzeta traktowane tracity wage
w czasie eksperymentu, zmniejszato si¢ takze st¢zenie endogennego kortykosteronu

w ich osoczu krwi.

4.6. Analiza zmian poziomu ekspresji genu Nr3cl oraz zmian morfometrycznych

w obrebie jadra komérkowego — farmakologiczny model depresji.

W Kkolejnym etapie projektu zbadano, czy wielokrotne podawanie DEX,
wywotujgcego objawy depresyjne prowadzi, jak w przypadku modelu silnego stresu, do
zmian ekspresji genu Nr3cl oraz zmian morfologicznych w obrgbie kory przedczotowe;j,

hipokampa i jadra potlezacego u zwierzat.

Badania opisane w niniejszym rozdziale wykonano na zwierzetach, u ktorych
potwierdzono wystgpowanie zachowan depresyjnych (na podstawie testow
behawioralnych, opisanych szczegélowo w poprzednim rozdziale) oraz zwierzetach
z grupy kontrolnej. W materiale tkankowym oznaczano poziom ekspresji genu Nr3cl
metoda Real-Time PCR. Jako kontroli negatywnej, uzyto starteréw zaprojektowanych
dla genu HPRT1. Analizy przeprowadzono analogicznie do opisanych w rozdziatach 4.1
I 4.2. Ze wzgledu na niewielkie fragmenty tkanki, fgczono ze sobg probki pochodzace
z4 lub 5 zwierzat. Wykonano po 2 powtdrzenia techniczne dla kazdego z 3-ch powtorzen
biologicznych. Wyniki przedstawiono w postaci krotnosci zmian ekspresji (ang. fold

change) na Ryc.4.14.
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Krotnosc¢ zmiany ekspresji (ang. fold change) genu Nr3cl
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Ryc.4.14 Analiza ekspresji genu Nr3cl w korze przedczotowej, hipokampie i jadrze potlezacym, zwierzat
kontrolnych i traktowanych przewlekle DEX. Kolorem niebieskim zaznaczono poziomy ekspresji dla
zwierzat kontrolnych, kolorem pomaranczowym za$ — traktowanych DEX. Istotno$¢ statystyczna

obliczono testem t Welcha, gdzie * oznacza p<0,05 (dla kory przedczotowej p=0,0117).

Dla wszystkich badanych struktur mézgu nie zaobserwowano rdéznic w poziomie
ekspresji genu Nr3cl w wyniku przewleklego podawania Dexavenu, w porownaniu do
grupy kontrolnej. W przypadku kory przedczolowej obserwowano niewielkie, ale istotne
statystycznie zmniejszenie poziomu ekspresji, 0 ok. 13%, w stosunku do kontroli. Dla

hipokampa 1 jadra potlezacego zmiany nie wykazywaty istotnosci statystycznej.

Kolejnym etapem eksperymentu byto okreslenie parametrow morfometrycznych,
m.in. lokalizacji alleli wewnatrz jadra komorkowego, z uwzglednieniem obszarow
skondensowanej i nieskondensowanej chromatyny. Badania wykonano na materiale
tkankowym pobranym od zwierzat, ktore wykazywaly zachowania depresyjne
(4 osobniki) 1 zwierzat kontrolnych (4 osobniki). Zwierzeta, podobnie jak opisano
powyzej, po ok. 4 godzinach od podania ostatniego zastrzyku z Dexavenu usypiano,
a nastgpnie tkanki utrwalano poprzez perfuzje. Kolejno, na 40um skrawkach
zawierajagcych wybrana strukture moézgu (kore przedczotowa, hipokamp lub jadro
potlezace Ryc.4.2) wykonywano hybrydyzacje in situ potagczong z barwieniami

94



immunocytochemicznymi, doktadnie w ten sam sposob jak w przypadku modelu silnego
stresu (rozdziat 4.3). Jadra segmentowano ze stoséw obrazéw mikroskopowych za
pomocg narzgdzia Segmentation magick (Ruszczycki i Wilczynski, 2011; Ruszczycki
i wsp., 2019). Liczbe przeanalizowanych jader, z rozréznieniem za wzgledu na typ

komorek i poszczegodlne zwierzgta zamieszczono w tabeli Tab.4.3.

Struktura rodzaj zwierzeta kontrolne
mozgu komérek M1 M2 M3 M4 suma Suma
kora liczba 48 57 48 48 201 179
przedczotfowa astrocytéw
liczba 128 123 77 125 453 465
neuronoéw
jadro liczba 39 67 35 48 189 162
potlezace astrocytow
liczba 134 73 35 111 353 222
neuronoéw
Hipokamp liczba 62 57 50 56 225 201
astrocytow
liczba 106 57 92 130 385 590
neuronoéw
Suma 1806 1819

Tab.4.3 Liczba jader, na ktorych przeprowadzono analizy morfometryczne, z rozréznieniem na neurony
1 astrocyty, uzyskanych dla kazdej ze struktur i kazdego z analizowanych osobnikéw. Kolorem niebieskim
zaznaczono informacje dotyczace zwierzat kontrolnych, kolorem pomaranczowym — zwierzat

traktowanych DEX.

Na skutek przewleklego podawania DEX dochodzitlo do licznych zmian
morfometrycznych wewnatrz jader komorkowych neurondw i astrocytow analizowanych
struktur moézgu, m.in. w astrocytach regionu CA3 hipokampa i obszaru rdzenia jadra
potlezacego odleglosé alleli do otoczki jadrowej zmniejszata si¢, w efekcie czego allele
znajdowaly si¢ w odlegtosci mniejszej niz 500nm do otoczki jadrowej podobnie jak w
przypadku astrocytdw pozostatych analizowanych struktur (dane nie prezentowane).
Co ciekawe, srednia odlegtos¢ alleli do §rodka jadra komorkowego nie ulegata zmianie
w komorkach zwierzat z depresja w porownaniu do grupy kontrolnej. Wyjatek stanowity
wspomniane powyzej astrocyty jadra poétlezacego, gdzie odleglo$¢ ta ulegata

zwigkszeniu.
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Ryc.4.15 Wyniki analizy lokalizacji alleli genu Nr3cl wewnatrz jadra komoérkowego dla astrocytéw

i neuronéw trzech badanych struktur moézgu, przed i po przewleklym podawaniu DEX. Wyniki

przedstawiono w postaci stupkoéw prawdopodobienstwa. Gwiazdki pod wykresami oznaczaja: czerwona —

obydwa allele znajduja si¢ w obszarze skondensowanej chromatyny, niebieska — jeden z alleli znajduje si¢

obszarze chromatyny skondensowanej, drugi — nieskondensowanej, gwiazdka zielona — obydwa allele

znajduja si¢ w obszarze chromatyny nieskondensowanej. Stupki w kolorze niebieskim oznaczaja pomiary

dla grupy kontrolnej, a kolorem pomaraficzcowym — dla grupy traktowanej DEX.
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Srednia objetosé¢ jadra komorkowego zwickszata sie w przypadku neuronow 11
I 11 warstwy kory przedczotowej i obszaru C3 hipokampa, zmniejszata zas§ w przypadku
neurondw obszaru ,,core” jadra potlezacego. Rozklad i ilo§¢ obszarow skondensowane;j
chromatyny (chromocentréw) nie zmieniata si¢ w zadnej grupie analizowanych komoérek
(dane nie prezentowane). Podobnie wigkszym zmianom nie podlegata lokalizacja alleli
w jadrze komdrkowym. We wszystkich grupach komorek przewazajaca wickszo$¢ alleli
genu Nr3cl znajdowata si¢ w obszarach nieskondensowanej chromatyny, zaréwno

w grupie kontrolnej, jak i traktowanej (Ryc.4.15).

Podsumowujgc, przewlekte podawanie DEX myszom, w postaci zastrzykow
dootrzewnowych powodowato zmniejszenie poziomu ekspresji genu Nr3cl w korze
przedczolowej. Nie obserwowano natomiast, zmian w poziomie ekspresji w przypadku
hipokampa i jadra potlezacego. Lokalizacja alleli w neuronach i astrocytach wszystkich
3 analizowanych struktur nie zmieniala si¢ na skutek podawania DEX. Allele,

w wigkszosci zlokalizowane byly w obszarach chromatyny nieskondensowane;.

4.7. Analiza zmian morfometrycznych w obrebie jadra komérkowego — model

chronicznego, nieprzewidywalnego stresu.

W kolejnym etapie projektu wykonano podobng analizg, jak ta opisana w punkcie
4.6, tym razem jednak wykorzystujac zwierzeta, u ktorych zachowania depresyjne
wywotywano w sposob behawioralny. W tym celu zastosowano model chronicznego,
nieprzewidywalnego stresu (ang. chronic unpredictable stress). Zachowania depresyjne
indukowane wg. protokolu zamieszczonego w rozdziale 3.2.3, oceniano na podstawie
testow behawioralnych (test preferencji sacharozy, test wymuszonego wplywania).
Catos¢ przygotowania zwierzat wraz z oznaczeniem zachowan behawioralnych zostala
wykonana przez Zespol prof. Jakuba Wlodarczyka, w Pracowni Biofizyki Komorki

Instytutu Biologii Doswiadczalnej, PAN w Warszawie.

Nastepnie wykonywano hybrydyzacj¢ FISH potaczong z barwieniami
immunocytochemicznymi, jak opisano w rozdziatach 4.3 i 4.6. Uzyskane stosy obrazow
mikroskopowych analizowano programem Segmentation magick (Ruszczycki
1 Wilczynski, 2011; Ruszczycki i wsp., 2019). Ilo§¢ przeanalizowanych jader,
z rozroéznieniem za wzgledu na typ komorek i poszczegdlne zwierzgta zamieszczono
w tabeli Tab.4.4.
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Struktura rodzaj zwierzeta kontrolne

mozgu komérek M1 M2 M3 M4 suma Suma
kora liczba 41 39 66 74 220 279
przedczotfowa astrocytéw
liczba 177 170 139 195 681 527
neuronow
jadro liczba 60 85 59 53 257 161
potlezace astrocytow
liczba 101 8 107 62 278 384
neuronow
Hipokamp liczba 45 80 59 43 227 245
astrocytow
liczba 28 115 144 159 446 714
neuronoéw
Suma 2109 2310

Tab.4.4 Liczba jader, na ktorych przeprowadzono analizy morfometryczne, z rozr6znieniem na neurony
1 astrocyty, uzyskanych dla kazdej ze struktur i kazdego z analizowanych osobnikéw. Kolorem niebieskim
zaznaczono informacje dotyczace zwierzat kontrolnych, kolorem pomaranczowym — zwierzat

traktowanych DEX.

Kompleksowa analiza wykazatla, iz u zwierzat, u ktérych potwierdzono objawy
depresji dochodzito do zmian morfometrycznych wewnatrz jader komorkowych
neurondw i astrocytow analizowanych struktur mozgu. W astrocytach warstwy Il i 11l
kory przedczotowej oraz obszaru rdzenia jadra potlezacego odlegtos¢ alleli do otoczki
jadrowej ulegala zmniejszeniu, w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Zas§ w neuronach
regionu C3 hipokampa, u zwierzat z depresja allele odsuwaly si¢ o otoczki (dane nie

prezentowane).

Srednia odlegtos¢ alleli do érodka jadra komoérkowego, doktadnie tak samo jak
w przypadku komorek analizowanych w przypadku modelu farmakologicznego nie
ulegata zmianie w komorkach zwierzat z depresja w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Srednia objeto$¢ jadra komoérkowego zwigkszata sic w przypadku neuronéw II i III
warstwy kory przedczolowej i obszaru rdzenia jadra potlezacego. Rozktad i ilos¢
obszaréw skondensowanej chromatyny (chromocentrow) nie zmieniata si¢ w zadnej

grupie analizowanych komorek.

98



Lokalizacja alleli Nr3c1 wewnatrz jadra komorkowego

kora przedczotowa hipokamp
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Ryc.4.16 Wyniki analizy lokalizacji alleli genu Nr3cl wewnatrz jadra komoérkowego dla astrocytow

jadro potlezace
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i neurondéw trzech badanych struktur mézgu, w grupie kontrolnej i grupie z wyindukowana depresjg.

Wiyniki przedstawiono w postaci stupkéw prawdopodobienstwa. Gwiazdki pod wykresami oznaczaja:

czerwona — obydwa allele znajduja si¢ w obszarze skondensowanej chromatyny, niebieska — jeden z alleli

znajduje si¢ obszarze chromatyny skondensowanej, drugi — nieskondensowanej, gwiazdka zielona —

obydwa allele znajduja si¢ w obszarze chromatyny nieskondensowanej. Stupki w kolorze niebieskim

oznaczajg pomiary dla grupy kontrolnej, a kolorem pomaranczowym — dla grupy z depresja.
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Podobnie wigkszym zmianom nie podlegala lokalizacja alleli w jadrze
komorkowym (Ryc.4.16). W wszystkich grupach komorek przewazajaca wickszo$¢ alleli
genu Nr3cl znajdowata si¢ w obszarach nieskondensowanej chromatyny, zaréwno
w grupie kontrolnej, jak i traktowanej. Opisane powyzej wyniki przedstawiajace
lokalizacje alleli genu Nr3cl wewnatrz jadra komorkowego w wyniku depresji, uzyskane
dla komoérek zwierzat w modelu depresji indukowanej behawioralnie sg tozsame, jak te

uzyskane dla modelu farmakologicznego.

Podsumowujac, lokalizacja alleli genu Nr3cl w neuronach i astrocytach kory
przedczotowej, jadra pollezacego i hipokampa, u myszy, u ktorych indukowano
zachowania depresyjne w wyniku chronicznego, nieprzewidywalnego stresu byla taka
sama jak u zwierzat kontrolnych. Allele, w wigkszos$ci zlokalizowane byty w obszarach

chromatyny nieskondensowanej.

4.8. Globalna analiza zmian ekspresji genow, indukowanych w skutek

jednorazowego podania deksametazonu, metoda sekwencjonowania RNA.

Kolejnym celem badawczym postawionym na potrzeby niniejszej pracy byto
okreslenie globalnych zmian ekspresji genow, do jakich dochodzi w warunkach silnego
stresu, metodg sekwencjonowania RNA. Z uwagi na to, iz jednorazowe podanie DEX
prowadzi do zmian ekspresji genu Nr3cl, a takze licznych zmian morfometrycznych,
m.in. przemieszczania si¢ alleli oraz zmian rodzaju aktywno$ci chromatyny
w bezposrednim sgsiedztwie tychze alleli w neuronach 1 astrocytach kory przedczotowe;j
hodowanych in vitro, zdecydowano na wybor tego modelu w dalszej czgsci badan.
Dodatkowg zaleta pracy na pierwotnych hodowlach komorkowych byto uzyskanie

stosunkowo szybko duzej liczby komorek, potrzebnej w do§wiadczeniach.

Jak juz wspomniano do§wiadczenia w tej czesci projektu wykonano na korowych,
astrocytarnych i neuronalnych hodowlach pierwotnych, kontrolnych i inkubowanych
z DEX. Doswiadczenie wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych, pochodzacych
z trzech pierwotnych hodowli komorkowych zatozonych w r6znym czasie. Wyizolowane
RNA, wysytano na suchym lodzie do Laboratorium ds. Badah nad Zmiennosciag Genomu
Ludzkiego w Matopolskim Centrum Biotechnologii w Krakowie, gdzie wykonywane
byta dalsze etapy eksperymentu (przygotowanie bibliotek i sekwencjonowanie). Kazda

z przestanych probek, po przygotowaniu biblioteki, sekwencjonowania byta 4-krotnie.
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Przetworzenie danych surowych oraz analizy porownawcze zostaly wykonane przez
Zespbt prof. Michata Dgbrowskiego, w Pracowni Bioinformatyki Instytutu Biologii

Doswiadczalnej, PAN w Warszawie.

W  wyniku analizy zidentyfikowano 3938 gendw istotnie (FDR<0,05)
zmienionych w astrocytach i 2662 gendw istotnie (FDR<0,05) zmienionych
w neuronach, po 4-godzinnej inkubacji z DEX. Ze wzgledu na duza liczbe gendw,
w pierwszym etapie porownano uzyskane profile ekspresji genow istotnie zmienionych
(FDR<0,01) po traktowaniu DEX w jednym lub w obu typach komérek (Ryc.4.17).
Profile ekspresji zostaly scentrowane do wartosci $redniej dla danego profilu i poddane
klastrowaniu. Profile ekspresji dla powtorzen biologicznych byly niemal w 100%
jednakowe. W wyniku analizy wyrdzniono 8 r6znych klastrow, charakteryzujacych sie
odmienng ekspresja gendow w kazdym z punktow eksperymentalnych. Wyniki
klastrowania przedstawiono w postaci mapy cieplnej (ang. heatmap), gdzie wartosci
liczbowe reprezentowane sa poprzez skale barwng (ciemny odcien niebieskiego oznacza
niski poziom ekspresji, a jasny odcien poziom wysoki, Ryc.4.17 A) oraz profili ekspresji
pojedynczych gendw, z zaznaczong na czerwono medioida, czyli linig taczaca mediany
ekspresji pojedynczych genow dla kazdej z probek w danym klastrze (Ryc.4.17 B).
Wyrdznione klastry charakteryzowaty si¢ nie tylko r6znym poziomem ekspresji genow,
dla obu typow komorek w grupie kontrolnej i traktowanej, ale takze innag liczba
nalezacych do nich gendw. Gen Nr3cl, kodujacy GR znalazt si¢ w pierwszym Klastrze,
charakteryzujgcym si¢ niskg ekspresjg w neuronach, zarowno przed, jak i po inkubacji
z DEX, natomiast w astrocytach — zmniejszeniem poziomu ekspresji na skutek dziatania
DEX. Wyniki te s3 zgodne z wynikami uzyskanymi wczesniej 1 opisanymi w rozdziatach

4.11 4.2 niniejszej pracy.
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Ryc.4.17 Wyniki klastrowania przedstawione na dwa sposoby: za pomoca mapy cieplnej (ang. heatmap),

czyli macierzy w ktorej wartosci liczbowe sg przedstawione za pomoca skali barwnej, gdzie ciemniejszy

odcien niebieskiego oznacza nizszg ekspresje, a jasniejszy — wyzsza (A) oraz za pomoca profili ekspresji

pojedynczych gendw, z zaznaczonym dodatkowo profilem medioidy — profilu taczacego mediany ekspresji

gendéw w danym klastrze w kazdej z probek (B).

Nastepnie wykonano analize poréwnawczg zmian ekspresji gendw w astrocytach,

4 godziny po podaniu DEX z opublikowanymi danymi

mikromacierzowymi,

pochodzacymi z podobnego ukladu badawczego, gdzie mysie pierwotne hodowle

astrocytarne poddawane dzialaniu DEX, a nast¢pnie analizowano zmiany profili ekspresji
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gendw w o$miu punktach czasowych, od 15 minut do 24 godzin od podania DEX (Carter
I wsp., 2012). Wyniki analizy korelacji przedstawiono w postaci mapy cieplnej
(Ryc.4.18). Najsilniejsza korelacj¢ obserwowano pomig¢dzy uzyskanymi wynikami
sekwencjonowania RNA, a profilami ekspresji po 4 godzinach inkubacji z DEX,

opublikowanymi w pracy Cartera.
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Ryc.4.17 Mapa cieplna przedstawiajaca wyniki analizy korelacji uzyskanych wynikéw z wczesniej
opublikowanymi (Carter i wsp., 2012) profilami ekspresji astrocytow poddanych dziataniu DEX,
w réznych punktach czasowych (od 15 minut do 24 godzin). Wyniki uzyskane w trakcie realizacji projektu

zostaly oznaczone jako ,,pels”.

Kolejno, poréwnano osobno, zbiory gendw istotnie zmienionych (FDR<0,05)
w mysich neuronach (2662 geny) lub astrocytach (3938 gendw), uzyskanych w wyniku
sekwencjonowania RNA, ze zbiorem 269 gendéw ludzkich powigzanych z depresja,
zidentyfikowanych w meta-analizie opublikowanej w pracy Howarda (2019). W wyniku
analizy zidentyfikowano 43 geny wspolne dla mysich astrocytow i cztlowieka oraz 24
geny wspolne dla mysich neuronow i1 cztowieka. Liste genow zamieszczono w tabeli
(Tab.4.5).
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Typ Geny wspdlne dla danego typu komérki i powigzane z depresjg u cztowieka
komorki

Astrocyty  Asic2, Hspala, Rab27b, Zhx3, Lpin3, Cdh22, Tcfd4, Staul, Sf3bl, Ep300, Htt,
Tmem106b, Plcgl, Sorbs3, Ckpz, Klc1, Fads2, Med19, Rftn2, Bad, Ephb2, Samd5,
Scyll, Ptprs, Arhgef25, Ube2m, Hars2, Grik5, Serpingl, Rtn1, Sppl3, Nrgl, Ltpz3,
Kmt2a, Ext1, Pogz, Shisa9, Psen2, Traf3, Sox6, Gtf2ird1, Spry2, Semaé6d

Neurony Ptprs, Zc3h7b, Acvrlb, Hars, Kmt2a, Plcgl, Tenm2, Nicnl, Sema6d, Prs6k11, Traf3,
Arhgef25, Phf2, Grik5, Atpla3, Spry2, Rtnl, Ccs, Bag5, Gtf2irdl, Scyl1, Bad, Klc1,
Ube2m

Tab.4.5 Lista gendéw wspdinych dla mysich astrocytow lub neuronéw (FDR<0,05, wyniki

sekwencjonowania RNA) oraz gendow zidentyfikowanych, jako powiazane z depresja u ludzi
(Howard i wsp., 2019).
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Ryc.4.19 Analiza poréwnawcza trzech zbioréw danych: (i) genéw regulowanych w astrocytach, w modelu
silnego stresu, Pels, (ii) wynikdw ekspresji dla astrocytow z pracy Cartera i wsp. (2012) i (iii) listy genow
powiazanych z depresja u ludzi, opublikowanej w pracy Howarda i wsp. (2019). Niebieskie kropki
oznaczaja geny wspoélne dla (i) i (i1). Czerwonymi kropkami oznaczono geny wspdlne dla wszystkich trzech

zbioréw danych.
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Kolejno wykonano podobng analize, zawezajac tym razem ilo$¢ gendw, ktérych
zmiany ekspresji w astrocytach na skutek dzialania DEX wykazywaty istotno$¢
statystyczng FDR<0,01. Wyniki poréwnano z tymi opisanymi w pracy Cartera i Wsp.
(2012), dla tego samego punktu czasowego (4godziny, Ryc.4.19 — oznaczone niebieskimi
kropkami). A nastepnie geny wspolne pordwnano z listag genow zidentyfikowanych jako
powiagzane z depresjg u ludzi w pracy Howarda i wsp. (2019) (Ryc.4.19 — oznaczone
czerwonymi kropkami). Co interesujgce, w tym przypadku zidentyfikowano 5 genow
(Zhx3, Hspala, Sox6, Traf3 i Sema6) wspdlnych dla analizowanych zbioréw — genéw
zwigzanych z depresjg u ludzi, jak rowniez podlegajgcym zmianom ekspresji W mysich

astrocytach kory przedczotowej, po 4-godzinnej inkubacji z DEX.

Aby pozna¢ znaczenie funkcjonalne genoéw istotnie zmienionych (FDR<0,05)
w korowych, pierwotnych hodowlach astrocytarnych i neuronalnych, po 4-godzinnej
inkubacji z DEX, wykonano analiz¢ wzbogacenia w $ciezkach KEGG. KEGG (ang.
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) jest zbiorem bioinformatycznych baz
danych zawierajacych informacje na temat genow, szlakow metabolicznych
1 metabolitow, przydzielonych do sieci biatkowej, genetycznej i biochemicznej,

co w konsekwencji pozwala na potaczenie informacji genomicznych 1 funkcjonalnych.

Analize¢ wykonano z podziatem na geny, ktorych poziom ekspresji zwigkszal si¢
lub zmniejszat na skutek dziatania DEX w obu rodzajach komoérek. | tak, w przypadku
astrocytow, duza liczba genow o zwigkszonej ekspresji brala udziat w regulacji
cytoszkieletu aktynowego, oddzialywaniach komoérki z macierzg zewnatrzkomorkowa,
czy endocytozie (Ryc.4.20). Wsréd gendw 0 zmniejszonej ekspresji w astrocytach
znalazly si¢ te zwigzane z alkoholizmem, jak rowniez infekcjami wirusowymi, czy
procesem nowotworowym (Ryc.4.21). Warto zauwazy¢, ze duza liczba gendw,
regulowanych w astrocytach, zaréwno poprzez zwigkszenie, jak i zmniejszenie ekspresji,
zwigzana byla ze szlakiem odpowiedzialnym za regulacj¢ tworzenia sieci neuronalnych
poprzez polaczenia aksonalne (ang. axon guidance). W przypadku neurondw,
co ciekawe, analiza wyrdznita tylko jedng S$ciezke KEGG wsrdd transkryptow
regulowanych dodatnio. Znalazty si¢ w niej klastry matych niekodujacych czasteczek
RNA (miRNA) o funkcji regulatorowej w procesie nowotworzenia (dane nie
prezentowane). Transkrypty o obnizonej ekspresji, pod wplywem dziatania DEX,
w neuronach, w gléwnej mierze zwigzane byly z procesem termogenezy, ale takze ze

szlakami rozwoju chordb: Huntingtona, Parkinsona, czy Alzheimera. Co ciekawe, tutaj
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robwniez znalazlty si¢ geny zwigzane z procesem endocytozy oraz alkoholizmem

(Ryc.4.2).
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Ryc.4.20 Analiza funkcjonalna gendéw astrocytarnych, ktorych poziom ekspresji wzrastal w skutek
dziatania DEX, wyrazona jako wzbogacenie w $ciezkach KEGG. Kolor kropek oznacza stopien istotnosci
FDR, wielko$¢ kropki za$ — ilos¢ analizowanych genoéw przydzielonych do danej $ciezki, w stosunku do

wszystkich gendow przypisanych do danej $ciezki w bazie KEGG.
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Ryc.4.21 Analiza funkcjonalna gendéw astrocytarnych, ktorych poziom ekspresji zmniejszat sie w skutek
dziatania DEX, wyrazona jako wzbogacenie w $ciezkach KEGG. Kolor kropek oznacza stopien istotnosci
FDR, wielkos$¢ kropki za$§ — ilo$¢ analizowanych genoéw przydzielonych do danej $ciezki, w stosunku do

wszystkich genow przypisanych do danej sciezki w bazie KEGG.
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Ryc.4.22 Analiza funkcjonalna genéw neuronalnych, ktorych poziom ekspresji zmniejszat si¢ w skutek
dziatania DEX, wyrazona jako wzbogacenie w $ciezkach KEGG. Kolor kropek oznacza stopien istotnosci
FDR, wielko$¢ kropki za$ — ilo$¢ analizowanych gendéw przydzielonych do danej $ciezki, w stosunku do

wszystkich gendow przypisanych do danej $ciezki w bazie KEGG.

Podsumowujgc, w wyniku 4-godzinnej inkubacji z DEX dochodzito do aktywacji/
inhibicji licznych genéw w astrocytach (3938 genéw) i neuronach (2662 geny). Geny te
zwigzane byly z roznymi szlakami funkcjonalnymi: regulacja cytoszkieletu aktynowego,
oddziatywaniami komoérki z macierzg zewnatrzkomorkowa, endocytoza (geny
regulowane dodatnio w astrocytach); chorobg alkoholowa, infekcjami wirusowymi (geny
hamowane w astrocytach), czy chorobami neurodegeneracyjnymi (geny hamowane
w neuronach). W wyniku poréwnania genéw zmienionych w wyniku silnego stresu,

w mysich neuronach i astrocytach ze zbiorem gendw ludzkich zwigzanych z depresja
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zidentyfikowano 62 genow (FDR<0,05) i 5 genéw (FDR<0,01) wsp6lnych dla obu

zbioréw.

4.9. Globalna analiza zmian organizacji chromatyny, wynikajacych

z jednorazowego podania deksametazonu, metoda ChIA-PET.

Ostatnim celem badawczym postawionym na potrzeby niniejszej pracy byto
okreslenie globalnych zmian w przestrzennej organizacji chromatyny wewnatrz jadra
komorkowego neurondéw i astrocytow kory przedczotowej, na skutek indukowanej DEX
aktywacji GR. W poprzednim rozdziale opisane zostaty liczne zmiany w ekspresji wielu
gendéw spowodowanych dzialaniem DEX, a jak wiadomo sg one nierozerwalnie zwigzane
ze zmianami w przestrzennej organizacji chromatyny. W celu poznania tych zmian,
zachodzacych w komorkach moézgu poddanego dziataniu stresu przeprowadzono
kompleksowa analiz¢ wszystkich oddzialywan jakie zachodza pomiedzy fragmentami
chromatyny wewnatrz jadra komorkowego komorek nerwowych i astrocytoéw poddanych
dziataniu DEX. Bylo to mozliwe dzigki zastosowaniu zaawansowanej metody badania

interakcji miedzychromatynowych: ChIA-PET.

Doswiadczenia wykonano na  korowych, pierwotnych  neuronalnych
i astrocytarnych hodowlach. Co istotne, wykorzystany material pochodzit z tych samych
hodowli, ktére wykorzystano do analizy ekspresji genow metoda sekwencjonowania
RNA (rozdziat 4.8). Komorki inkubowano z DEX (4 godz.). Nastgpnie utrwalano
naturalnie wystepujace w komorkach oddziatywania DNA-biatko, przygotowywano
biblioteki i sekwencjonowano. Glebokos¢ sekwencjonowania wynosita 300-500
milionOw sczytan, na jedng biblioteke. Wybor hodowli komoérkowej, jako materiatu
badawczego podyktowany byt konieczno$cig uzyskania duzej liczby komorek: do

przygotowania jednej biblioteki ChIA-PET potrzebne byto az 10 milionéw komorek.

Przygotowane 1 zsekwencjonowane biblioteki weryfikowano pod wzgledem
jakosci. Te, ktére spetnily kryteria podlegaly analizie. W tabeli Tab.4.6 znajduje si¢
wykaz wszystkich przygotowanych bibliotek wraz z przykladowymi parametrami je
opisujagcymi. W przypadku, gdy dla danego punktu eksperymentalnego przygotowano

wiecej niz jedng biblioteke, do dalszych analiz wybierano te o lepszych parametrach.
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Nazwa % sekwencji

Nr biblioteki Rodzaj komérek Czynnik | Wzbogacenie | ; t3cznikiem
1 | LMA0001 | Astrocyty kontrolne CTCF 0,51

RNA Pol
2 | LMAO0O2V | Astrocyty kontrolne ) 0,77
3 | LMA0003V | Astrocyty kontrolne CTCF 0,90
4 | LMA0004V | Astrocyty, DEX CTCF 0,90
5 | LMCO0015 Neurony kontrolne CTCF P4-7,73 0,85

RNA Pol | Pr1-6,1 083
6 | LMCOO16 Neurony kontrolne ’

I Pr2-6,73
7 | LMCO0017 Neurony kontrolne CTCF Pr4 —-7,04 0,45
8 | LMC0018 | Neurony, DEX CTCF Pra—7,245 | 0,90

RNA Pol | Pr1-532 | gq
9 | LMCO0019 Neurony kontrolne ’

I Pr2 — 6,685

RNA Pol | Pr1 - 6,305 092
10 | LMC0020 Neurony korowe, DEX ’

I Pr2 —7,455
11 | LMC0021 Astrocyty, DEX .

Il Pr2 — 6,665

RNA Pol | Pr1 - 6,08 0.89
12 | LMC0022 Astrocyty kontrolne ’

Il Pr2-7,365

Tab.4.6 Wykaz wszystkich przygotowanych na poczet projektu, bibliotek ChlA-PET wraz z opisujacymi

je parametrami: wzbogaceniem (dla poszczeg6lnych par starteréw) oraz stosunkiem sekwencji

zawierajacych tacznik w puki wszystkich uzyskanych sekwencji.
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Ryc.4.23 Dane przedstawiajace organizacje genomu w mysich astrocytach kontrolnych i traktowanych
DEX, uzyskane za pomoca metody ChIA-PET. Wyniki przedstawiono w postaci map kontaktow
chromatynowych mediowanych przez biatko CTCF, wzdluz liniowej czasteczki DNA. A — poréwnanie
map kontaktow dla astrocytéw kontrolnych i traktowanych DEX. B — poréwnawcza mapa kontaktéw dla
chromosomu 18, w obrebie ktorego znajduje si¢ gen Nr3cl. Kolor czerwony oznacza duzg czesto$é
wystgpowania kontaktow, kolor biaty — brak (A, B); C — mapa przedstawiajaca réznice w oddzialywaniach
pomigdzy astrocytami kontrolnymi i traktowanymi DEX. Kolor czerwony obejmuje interakcje wystepujace

z wigkszg czestoscig w komorkach traktowanych, kolor niebieski — w komorkach kontrolnych.
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Ryc.4.24 Dane przedstawiajace organizacj¢ chromatyny w obregbie chromosomu 18 jako mapy kontaktow
mediowanych przez biatko RNA Pol II w astrocytach (A) i neuronach (C) oraz biatkko CTCF w neuronach
(B). Wyniki przedstawiono w postaci (i) map kontaktéw, gdzie kolor czerwony oznacza duza czgstosé
wystepowania kontaktow, kolor biaty — brak, a takze map réznic w oddziatywaniach pomigdzy komorkami
kontrolnymi i traktowanymi DEX, gdzie kolor czerwony obejmuje interakcje wystepujace z wigksza

czgstoscig w komorkach traktowanych, kolor niebieski —w komaorkach kontrolnych.
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Pliki zawierajace dane sekwencyjne poddawano przetworzeniu, za pomoca
w pelni zautomatyzowanego narzedzia ChIA-PIPE (Lee i wsp., 2020). W trakcie analizy
usuni¢to sekwencje tacznika a te fragmenty, ktére tacznik zawieraty mapowano
wzgledem mysiego genomu referencyjnego mml0. Te interakcje, ktore
charakteryzowaly si¢ wyzsza czestoscia wystepowania uwazane byly za
nieprzypadkowe. Warto zaznaczy¢, iz ChIA-PIPE pozwala na uzyskanie nie tylko plikow
zawierajacych informacje o petlach chromatynowych mediowanych przez konkretne
biatko, ale takze informujagce o czestosci wszystkich kontaktow. Te ostatnie
wizualizowano przy pomocy narzedzia Juicebox (Robinson i wsp., 2018), co pozwalato
na uzyskanie charakterystycznych dla metody Hi-C map kontaktow (Ryc.2.23
1 Ryc.4.24). Narzedzie to pozwolito takze na analiz¢ poréwnawcza organizacji
chromatyny w komorkach kontrolnych i traktowanych DEX. Zmiany w czestosci
oddziatywan widoczne byly w obu typach komorek, zaréwno jesli chodzi o te zwigzane
z biatkiem CTCEF, jak i polimeraza RNA II (Ryc.4.23; Ryc.4.24) w obrebie chromosomu

18, w ktorym zlokalizowany jest gen Nr3c1.

Nastepnie, uzywajac przegladarki BASIC Browser, zwizualizowano rozktad petli
chromatynowych zwigzanych z biatkami: CTCF 1 RNA Pol II w neuronach 1 astrocytach
kontrolnych i1 poddanych dziataniu DEX w obrebie chromosomu 18:38998208-
40178240, w bezposrednim sasiedztwie genu Nr3cl.

| tak, w przypadku astrocytow po inkubacji z DEX obserwowano zanik czgsci
petli CTCF wewnatrz genu Nr3cl. W sasiedztwie genu liczba petli nie wykazywata
wigkszych zmian, niemniej jednak wyraznej zmianie ulegly miejsca tworzenia petli
(Ryc.4.25 D 1 E). Zwigkszyla si¢ natomiast ilo§¢ biatka CTCF zwigzanego w miejscu
startu transkrypcji genu Nr3cl. Wyrazne zmiany obserwowano takze w iloSci petli,
ktorych tworzeniu uczestniczyta polimeraza RNA II. W wyniku dziatania DEX
zwigkszata si¢ nie tylko ogolna liczba petli, ale réwniez co ciekawe liczba petli, ktorych
jeden z koncow zlokalizowany byt w miejscu startu transkrypcji (ang. Transcription Start
Site, TSS) genu Nr3cl (Ryc.4.25 F i G).

W przypadku neurondéw, obserwowano zwigkszenie ogoélnej liczby petli
zwigzanych z biatkiem CTCF w wyniku dziatania DEX (Ryc.26.D 1 E), jak réwniez tych,
ktore rozpoczynaty sie lub konczyly w miejscu TSS genu Nr3cl. Odwrotng sytuacje

obserwowano, jesli chodzi o petle zwigzane z RNA Pol II. Tutaj dziatanie DEX
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powodowato zmniejszenie liczby petli, w szczegdlnosci tych zwigzanych z miejscem

TSS analizowanego genu (Ryc.4.26 Fi G).

Co ciekawe, w przypadku oby typéw komorek, zaobserwowano duze,

réwnoczesne nagromadzenie bialek: CTCF i RNA Pol II w miejscu TSS genu Nr3cl.
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Ryc.4.25 Mapy interakcji przedstawione w postaci pgtli chromatynowych oraz gestosci wigzania biatka
CTCF lub RNA Pol 1l do danego miejsca w genomie, w obszarze genu Nr3cl w astrocytach. A —
wizualizowany zakres chromosomu 18:38998208-40178240, B — lista gendéw znajdujacych sie
w przedstawionym fragmencie chromosomu 18, C — motywy CTCF. Na panelach D-G przedstawiono petle
chromatynowe oraz gestos¢ wigzania biatka: CTCF w astrocytach kontrolnych (D) i traktowanych DEX
(E) oraz biatka RNA Pol II w astrocytach kontrolnych (F) i traktowanych DEX (G).

114



Ryc.4.26 Mapy interakcji przedstawione w postaci petli chromatynowych oraz gesto$ci wigzania biatka
CTCF lub RNA Pol Il do danego miejsca w genomie, w obszarze genu Nr3cl w neuronach. A —
wizualizowany zakres chromosomu 18:38998208-40178240, B — lista genow znajdujacych sie
w przedstawionym fragmencie chromosomu 18, C — motywy CTCF. Na panelach D-G przedstawiono petle
chromatynowe oraz gesto$¢ wigzania biatka: CTCF w neuronach kontrolnych (D) i traktowanych DEX (E)
oraz biatka RNA Pol II w neuronach kontrolnych (F) i traktowanych DEX (G).

Podsumowujac, globalna analiza interakcji miedzychromatynowych wykazata
zmiany w czestosci oddzialywan, w ktorych posredniczyto biatko CTCF i polimeraza
RNA 1l w neuronach i astrocytach kory przedczotowej. Ponadto obserwowano zmiany
lokalnej organizacji chromatyny w bezposrednim otoczeniu genu Nr3cl we wszystkich

wariantach eksperymentalnych.
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5. Dyskusja

Badania przedstawione w niniejszej dysertacji opisuja zmiany na poziomie
molekularnym 1 zmiany epigenetyczne wyzszego rz¢du jakie zachodza w jadrze
komoérkowym neurondéw 1 astrocytow trzech struktur moézgu (kory przedczotowe;,
hipokampa i1 jadra potlezacego) na skutek masywnej stymulacji GR, a majacych
potencjalne znaczenie w rozwoju zaburzen Igkowych i depresji. Potwierdzono, iz zmiany
ekspresji genu Nr3cl, kodujacego GR korespondujg ze zmianami lokalizacji alleli tego
genu pomigdzy skondensowanymi i nieskondensowanymi obszarami chromatyny,
we wszystkich badanych strukturach moézgu. Dodatkowo pokazano, iz masowa
stymulacja GR prowadzi do zrdéznicowane] odpowiedzi neurondw 1 astrocytow kory
przedczolowej, poprzez aktywacje roznych $ciezek sygnatowych. Zidentyfikowano geny
ulegajace podobnym zmianom w komorkach kory przedczotowej myszy traktowanych
DEX oraz ludzi, u ktérych zdiagnozowano depresje (Howard i wsp., 2019). Wykazano,
iz zmiany ekspresji licznych gendéw zwigzane s3 z globalng reorganizacjg struktury

chromatyny, zarowno w neuronach, jak i astrocytach kory przedczotowe;.

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki, pokazuja po raz pierwszy zmiany
morfometryczne (wywotane silnym stresem przemieszczanie si¢ alleli genu Nr3cl
wewnatrz jadra komorkowego), biochemiczne (aktywacj¢ $ciezek sygnalowych
zwigzanych z ekspresjg genow) 1 strukturalne (zmiany organizacji chromatyny wewnatrz
jadra komorkowego), bedacych wynikiem masywnej stymulacji GR. Wskazujg takze na

znaczaca role astrocytow, w wymienionych powyzej procesach.

5.1.Analiza zmian ekspresji i zmian morfometrycznych dotyczacych genu Nr3cl,

bedacych skutkiem silnego stresu.

Istotnym elementem rozwoju zaburzen lekowych i1 depresji sa zaburzenia
dziatania osi HPA zwigzane z nadmiernym wydzielaniem glukokortykoidéw. To z kolei
prowadzi do nadmiernej aktywacji GR. Badania wykazaly, iz podobna, masywna
aktywacje GR, imitujgcg sytuacj¢ Silnego stresu, mozna wywotaé uzywajac
syntetycznego agonisty GR — DEX (Cruceanu i wsp., 2021; Yao i wsp., 2020). Niemal
stu procentowa specyficzno§¢ DEX wzgledem GR 1 dluzszy czas dziatania,

w porownaniu do endogennych glukokortykoidow, a takze udowodnione dzialanie
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prodepresyjne zaréwno u ludzi, jak i zwierzat, czyni go dobrym narzgdziem stosowanym
powszechnie w celu indukowania zaburzen Igkowych/ depresji w badaniach
prowadzonych z wykorzystaniem zaréwno modeli komérkowych, jak i zwierzecych
(Yuen i wsp., 2009; Slezak i wsp., 2013; Wrobel i wsp., 2013; Petropoulos i wsp., 2014;
Skupio i wsp.,, 2015). GR aktywowany na skutek przytaczenia czasteczki
glukokortykoidu, ulega translokacji do jadra komérkowego, gdzie dziala jako czynnik
transkrypcyjny, aktywujac, badz hamujac ekspresje wielu genow, w tym genu Nr3cl,
kodujacego GR. Do tej pory wykazano, iz na skutek przewlektego podawania DEX
dochodzi do zmian w ekspresji tego genu w tkance kory przedczotowej, hipokampa
i prazkowia (Skupio 1 wsp., 2015). W niniejszej pracy pokazano dodatkowo, iz zmiany
w ekspresji obserwowane s3, nie tylko na poziomie tkanki, ale takze poszczegdlnych
typow komorek. Stosujac pierwotne hodowle neuronalne i astrocytarne wyprowadzone
z kory przedczotowej mysich embrionéw E16, szczepu C57BL/6J wykazano, iz w obu
typach komoérek dziatanie DEX (100mM) powoduje obnizenie poziomu ekspresji genu

Nr3cl. Co wigcej zmiany te zalezne sg od czasu dziatania DEX.

Najwigkszy spadek ekspresji, obserwowano juz po 4 godzinach inkubacji z DEX,
€O, Z jednej strony moze mie¢ zwigzek z wysoka skutecznoscig dziatania DEX, a takze
by¢ skorelowane z obecnoscig kompleksu hamujacego. Traktowanie komdrek DEX
powoduje bardzo wydajng aktywacje GR 1 przemieszczenie komplekséw GR:DEX do
jadra. W pracy Kevina i wsp. (2013) wykazano, iz blisko 60% kompleksow znajdujacych
si¢ poczatkowo w cytoplazmie ulega translokacji do jadra w ciggu pierwszych 15 minut
inkubacji z DEX. Co wigcej, obserwowane zmiany skorelowane byly w czasie
ze zmianami licznych, innych gendw, ktérych ekspresja, podobnie jak genu Nr3cl,
regulowana jest przez GR (Slezak i wsp., 2013). W pracy Ramamoorthy i wsp. (2012)
pokazano, iz juz po 15 minutach inkubacji komorek raka ptuca (A549) z DEX (100nM),
dochodzi do utworzenia kompleksu zlozonego z aktywowanego biatka GR (po
przylaczeniu czasteczki DEX) zwigzanego z miejscem nGRE, (odpowiedzialnym
za negatywng regulacje transkrypcji) znajdujagcym si¢ w obregbie eksonu 6 genu Nr3cl,
a takze bialek: NCoR1 1 HDAC3. Powstata w ten sposob petla chromatynowa taczaca
ekson 6 z miejscem startu transkrypcji, stabilizowana przez kompleks hamujacy
skutecznie uniemozliwia transkrypcje genu Nr3cl az do 8 godzin po zadziataniu czynnika

stresowego.
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Warto takze zauwazy¢, iz profil zmian ekspresji genu Nr3cl, zaréwno
w przypadku pierwotnych hodowli astrocytarnych, jak i neuronalnych, tzn. duzy spadek
w pierwszych godzinach inkubacji z DEX, a nastepnie stopniowy wzrost ekspresji po 24
i 48 godzinach przypominal ten, obserwowany dla hepatocytow watroby szczura po

podaniu jednorazowej dawki DEX (Okret i wsp., 1991).

W pracy pokazano takze, iz ekspresja genu Nr3cl zmienia si¢ nie tylko
w przypadku hodowli komoérkowych poddanych dziataniu DEX, ale takze tkanek
pobranych od zwierzat, juz po jednorazowym podaniu DEX w postaci zastrzyku
dootrzewnowego (w dawce 4mg/ kg masy ciata). Co istotne, zastrzyki podawano godzine
po wlaczeniu $wiatta w pokoju hodowlanym, w ktérym znajdowaty sie zwierzeta, czyli
W czasie kiedy poziom kortykosteronu w ich krwi byl najnizszy (Malish i1 wsp., 2008).
Dodatkowo, aby wyeliminowaé¢ mozliwos¢, iz obserwowane zmiany byly wynikiem
dziatania endogennych glukokortykoidow wydzielanych w sytuacji stresowej, wszystkie
zwierz¢ta podlegaly habitacji, co niwelowalo stres zwigzany z obecno$cig
eksperymentatora, a takze wszystkie zwierzgta, zarowno traktowane, jak i kontrolne

otrzymaty zastrzyk, co z kolei pozwalato wykluczy¢ stres zwigzany z samym ukluciem.

Po 4 godzinach od podania zastrzyku dochodzito do znaczacej zmiany poziomu
ekspresji genu Nr3cl we wszystkich trzech badanych strukturach moézgu: korze
przedczotowej, hipokampie i jadrze potlezacym. Nadmieni¢ nalezy, iz wyboér tych
struktur moézgu wynikat z ich bezposredniego zwigzku z zaburzeniami, zaréwno
behawioralnymi, jak rowniez morfologicznymi i molekularnymi obserwowanymi w ich
obrgbie, w wyniku rozwoju zaburzen lgkowych i1 depresji (Drevets, 2007; Drevets i Furey,

2009; Francis i wsp., 2015).

Interesujaca obserwacja byl kierunek zmian ekspresji genu Nr3cl w badanych
strukturach mozgu: spadek w przypadku kory przedczotowej i jadra potlezacego, a wzrost
w przypadku hipokampa. Roéznice te najprawdopodobniej zwigzane sg z gestoscig
rozmieszczenia GR oraz funkcjami, jakie struktury te pelnia w odpowiedzi organizmu na
stres. Juz w latach osiemdziesiatych XX wieku, wykazano, iz w normalnych warunkach
dziatanie osi HPA regulowane jest poprzez wigzanie glukokortykoidéw przez receptory
mineralokortykoidowe zlokalizowane w obrebie hipokampa, a takze przez dziatanie
hamujace hipokampa wzgledem jadra przykomorowego podwzgorza, odpowiedzialnego

za uwalnianie kortykoliberyny (De Kloet i Reul, 1987). W warunkach silnego lub
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przewleklego stresu, nadmierny poziom glukokortykoidow powoduje aktywacje GR.
Te w przeciwienstwie do receptoréw mineralokortykoidowych, rozmieszczone sa we
wszystkich strukturach mozgu, cho¢ nieréwnomiernie, m.in. w hipokampie ich ilo$¢ jest
znacznie wyzsza (Reul i wsp., 1987). To z kolei moze sugerowac istotng rolg tej struktury
w odpowiedzi na silny stres. Obserwowana, zwigkszona ekspresja genu Nr3cl
w hipokampie, w 4 godziny po podaniu DEX, by¢ moze przektada si¢ na zwigkszong
ilo$¢ biatka GR, co z kolei umozliwia zwigzanie wigkszej ilosci DEX znajdujacego sie
we krwi i1 ustabilizowania dzialania osi HPA. W zgodzie z postawiong hipoteza, sg
badania pokazujace, iz zwickszong ekspresje genu Nr3cl w hipokampie, skorelowang
z obecno$cig 5-hydroksymetylocytozyny (zwiazanej z aktywna transkrypcja genow)
zaobserwowano u 7-tygodnionych myszy poddanych jednorazowemu stresowi
unieruchomienia (McGowan i wsp., 2009; Li i wsp., 2015). Dodatkowo, u myszy
hodowlanych pojedynczo w klatkach, ktére miaty swobodny dostep do kotowrotka,
obserwowano zwigckszony poziom ekspresji genu Nr3cl w hipokampie, co korelowano
z wigksza odporno$cig tych zwierzat na stres, mierzong za pomocg testow
behawioralnych, w poréwnaniu do zwierzat, ktére nie mialy dostepu do tego rodzaju

aktywnosci fizycznej (Pan-Vazquez i wsp., 2015).

Ciekawym spostrzezeniem jest rozny wptyw na dziatanie konkretnych struktur
mdzgu wywierany przez ten sam czynnik stresowy. Wystapienia publiczne, stresor czesto
wykorzystywany w badaniach behawioralnych, z jednej strony poprawia dziatanie
pamigci przestrzennej, co zwigzane jest z funkcja hipokampa, a z drugiej zaburza
zdolno$ci poznawcze 1 pamigé robocza, co z kolei stanowi funkcje kory przedczotowej
(Alexander i wsp., 2007; Luethi i wsp., 2008; Arnsten 2009). Podobnie, przedstawione
w niniejszej pracy badania wykazaty, iz ten sam stresor — pojedyncza dawka DEX
w przypadku hipokampa powodowal wzrost poziomu ekspresji genu Nr3cl,
a w przypadku kory przedczolowej i jadra pollezacego, przeciwnie — ekspresja
zmniejszala sie. Co ciekawe, obnizony poziom ekspresji genu kodujacego GR w obrebie
kory przedczolowej obserwowano takze u pacjentow ze diagnozowang schizofrenig
(Sinclair i wsp., 2011) i depresja (Webster i wsp., 2002). U osob, ktore popeknity
samobojstwo, w obu strukturach obserwowano zmiany w ekspresji gendw (kodujacych
biatka nalezace do rodziny metalotionein) regulowanych przez glukokortykoidy/ stres

(Sequeira i wsp., 2012).
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Obecny stan wiedzy wskazuje, iz aktywno$¢ transkrypcyjna gendow jest $cisle
powigzana z organizacja chromatyny w jadrze komorkowym. W pracy Szczerbal i wsp.
(2009) pokazano, iz w procesie adipogenezy u $wini dochodzi do przemieszczenia
w kierunku $rodka jadra komorkowego, alleli genéw ulegajacych ekspresji w momencie
przeprowadzanej analizy. Zatem, w kolejnym etapie projektu przeprowadzono analizy
morfometryczne w celu weryfikacji, czy zmiany w ekspresji genu Nr3cl zaobserwowane
w korze przedczotowej, jadrze potlezacym 1 hipokampie sg powigzane z lokalnymi
zmianami organizacji chromatyny, m.in. przemieszczeniem alleli wewnatrz jadra

komérkowego.

Analiza przeprowadzona zostata na stosach obrazéw mikroskopowych przy
uzyciu programu Segmentation magick. Co istotne, program ten okreslat lokalizacje alleli
wewnatrz konkretnych obszaré6w chromatynowych jadra komoérkowego wykorzystujac
zadany prog odcigcia (ang. threshold). Poprawne okreslenie tego parametru byto
niezwykle wazne, ze wzgledu na doktadno$¢ uzyskanych wynikow. Po przeanalizowaniu
kilkudziesigciu jader zardwno neurondw, jak i astrocytow zdecydowano, iz najbardziej
odpowiednim bedzie prog, ktory odcinal intensywno$¢ fluorescencji przy jej skokowej
zmianie. W zwigzku z tym za obszary o chromatynie skondensowanej uwazane byty tylko
te fragmenty jadra komodrkowego, ktore charakteryzowaty si¢ odpowiednio wysoka
fluorescencja (barwnika Hoechst uzytego do wyznakowania DNA), np. chromocentra.
Cho¢ mozna przypuszczaé, iz obszary te ze wzgledu na stopien upakowania DNA
najprawdopodobniej sktadajg si¢ z chromatyny nieaktywnej transkrypcyjnie (Fakan,
2004), to z cala pewnoscig nie mozna okresli¢ obszarow, ktore nie wykazywaly
odpowiednio wysokiej fluorescencji jako miejsca aktywnej transkrypcji. W pracy Cremer
I wsp. (2004) wykazano, iz chromatyna nieaktywna transkrypcyjnie moze przybieraé
strukture cienkich siateczek o niskiej intensywnosci, ktore rozposcierajg si¢ w calej
objetosci jadra komorkowego. Dlatego tez, w obszarach okre§lanych jako

nieskondensowane, wcigz moze znajdowac si¢ chromatyna nieaktywna transkrypcyjnie.

Co wazne, wyniki analiz morfometrycznych lokalizacji alleli genu Nr3cl
korespondowaly ze zmianami ekspresji tego genu w poszczegdlnych strukturach.
I tak, z przypadku kory przedczotowej (I i Il warstwa) i jadra potlezacego (obszar
rdzenia), gdzie obserwowano zmniejszong ekspresj¢ genu kodujacego GR, jego allele
ulegaty  przemieszczeniu do  obszarow  skondensowanej  chromatyny —

najprawdopodobniej nieaktywnej transkrypcyjnie. Zatem mozna przypuszczaé, iz takie
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przemieszczenie wigzalo si¢ z inaktywacja genu. Analogicznie, przemieszczenie alleli do
obszarow  nieskondensowanych ~w  komorkach  pola CA3  hipokampa,
najprawdopodobniej wynikato z ich aktywacji, co przekladato si¢ na zwigkszenie
ekspresji. Warto rowniez zauwazy¢ iz wielko$¢ zmian w poziomie ekspresji i liczba alleli

ktore ulegly przemieszczeniu byty ze sobg $cisle powigzane.

Wyjasni¢ nalezy, dlaczego analizy morfometryczne wykonano na konkretnych
obszarach badanych struktur mozgu. Jak juz wspomniano, wszystkie trzy wymienione
struktury zwigzane sg z rozwojem zaburzen lekowych. Ponadto, kora przedczotowa,
uwazana jest za centralny uktad wykonawczy pamigci roboczej, ktéry odpowiada za
analize 1 odpowiedz na bodzce pochodzace ze Srodowiska, w tym bodzce stresowe
(Arnsten, 2009). W literaturze opisano wiele przyktadow zmian morfologicznych
i molekularnych, zachodzacych w jej obrgbie w wyniku zadziatania bodzca stresowego.
W wigkszo$ci, zmiany te kojarzone sa ze zwigkszonym poziomem glukokortykoidow
1 aktywacja GR. Szczegdlng uwage zwraca si¢ na Il 1 III warstwe¢ kory przedczotowej,
sugerujac jej kluczowe znaczenie, nie tylko dla odpowiedzi stresowej, ale takze rozwoju
depresji (Shrestha i wsp., 2015). Potwierdzaja to badania, w ktéorych m.in. w skutek
podawania szczurom DEX obserwowano zmniejszenie calkowitej objgtosci struktury
oraz redukcje¢ dlugosci (Cerqueira i wsp., 2007) 1 stopnia rozgalezienia (Radley i wsp.,
2004) dendrytow apikalnych neuronéw piramidowych we wspomnianych warstwach
kory przedczotowej. Wykazano ponadto, iz czgsciowe wyciszenie genu kodujagcego GR
W tym obszarze mozgu prowadzito do nadaktywnosci osi HPA 1 wystapienia zachowan
typowych dla depresji (zwigkszony bezruch w tescie FST, nadaktywno$¢ ruchowa
w tescie otwartego pola) u szczurow (McKlveen i wsp., 2013). Z tego tez wzgledu analizg
morfometryczng (dyskutowang dalej) przeprowadzono na neuronach 1 astrocytach
znajdujacych si¢ wtasnie w II 1 Il warstwie kory przedczotowej. Jadro potlezace z kolei,
jest centralng cze¢$cig uktadu nagrody, zwigzanego z kontrola zachowania i motywacja,
a w warunkach patologicznych - zachowaniami depresyjnymi. Struktura ta otrzymuje
informacje m.in. z kory przedczotowej 1 hipokampa. Nadaktywnos$¢ kory przedczotowe;j
powoduje zaburzenia w dziataniu rdzenia (ang. core) jadra potlezacego, co odgrywa
istotng role m.in. w rozwoju PTSD (Piao i wsp., 2017). Co wiecej, obserwowane
zmniejszenie ekspresji genu Nr3cl w obrebie tej struktury ma zwigzek z odpowiedzig
stresowa. Jak pokazano u szczurow, w warunkach naturalnych, obnizony poziom

ekspresji genu kodujacego GR wystepuje u osobnikow wykazujacych wiekszy niepokoj
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1 zachowania poddancze, w poréwnaniu do osobnikéw dominujacych (Papilloud i wsp.,
2020). Ze wzgledu na powyzsze, w dalszych analizach morfometrycznych skupiono si¢
na komoérkach (neuronach i astrocytach) znajdujacych sie w obrebie obszaru rdzenia jadra
potlezacego. W przypadku hipokampa analizy morfometryczne prowadzono dla komorek
obszaru CA3, gdzie obserwowano liczne zmiany morfologiczne, zarbwno u zwierzat, jak
1 ludzi, u ktoérych zdiagnozowano depresje. Wywotane przewlektym stresem skrocenie
dendrytow 1 zanik rozgatezien dendrytycznych w tym obszarze taczony jest
z zaburzeniami pamigci przestrzennej. Wykazano, iz ma takze wptyw na dziatanie osi

HPA, a przez to posrednio na regulacje wydzielania glukokortykoidéw (Conrad, 2006).

Ponadto allele genu Nr3cl w obrgbie jader komorkowych astrocytow ulegaty
przemieszczeniu wzgledem otoczki jadrowej. Niemniej jednak proces ten nie byt
skorelowany ze zmianami w poziomie ekspresji — w jadrze potlezacym allele wyraznie
zblizaly si¢ do otoczki, w korze przedczolowej oddalalty, a w hipokampie nie
obserwowano znaczacych zmian. Mozna zatem przypuszczac, iz obserwowane zjawisko
nie wigzato si¢ z ukierunkowanym przemieszczeniem alleli w poblize kompleksow
porow jadrowych, odpowiedzialnych za transport makroczasteczek pomigdzy jadrem
komorkowym, a cytoplazmg. Wyjasni¢ nalezy, 1z chromatyna wokot kompleksu poru
jadrowego jest aktywna transkrypcyjnie, a zgodnie z teorig sygnatowa (ang. gene gating
hypothesis), relokalizacja alleli w poblize kompleksu utatwia eksport mRNA (Blobel,
1985; Taddei 1 wsp., 2006). Obserwowane zmiany w korze przedczotowej 1 jadrze
potlezacym wynikaty najprawdopodobniej z przemieszczenia alleli do obszardéw

skondensowanych (nieaktywnych) transkrypcyjnie (Cremer i wsp, 2004).

Zmiany w lokalizacji alleli widoczne byly zar6wno w neuronach, jak i astrocytach
wszystkich analizowanych struktur mézgu. 1 cho¢ dla kazdej ze struktur oba typy
komarek prezentowaty ten sam kierunek zmian, to jedynie te obserwowane w astrocytach
byty istotne statystycznie (p<0,001, test Monte Carlo). W przypadku neuronéw ilo$¢
alleli, ktora uleglta przemieszczeniu w poréwnaniu do kontroli byta znacznie nizsza.
Ponadto nie obserwowano niemal zadnych zmian w odlegtosci alleli od otoczki jagdrowej,
z wyjatkiem niewielkiego zblizenia w neuronach hipokampa. Dodatkowo bezwzgledny
poziom ekspresji genu Nr3cl w neuronach kontrolnych pochodzacych z korowych
hodowli pierwotnych byt ponad 6-krotni nizszy w poréwnaniu do kontrolnych astrocytow
pochodzacych z analogicznych hodowli. Podobne wyniki, $wiadczace o znacznie

wyzszej ekspresji genu kodujacego GR w astrocytach, w poréwnaniu do neurondw
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pokazano w pracy Piechota i wsp. (Piechota i wsp., 2017). Mozna zatem przyjac,
iz zmiany w ekspresji genu kodujacego GR w poszczegoélnych strukturach moézgu
mierzone w homogenacie tkankowym, zachodzg w gldwnej mierze w astrocytach.

Sugeruje to istotng role tych komorek w reakcji stresowe;.

Zaznaczy¢ nalezy, iz w przedstawionej analizie morfometrycznej do
wyznakowania astrocytOw uzywano przeciwciata skierowanego przeciwko biatku GFAP.
Biatko to, cho¢ charakterystyczne dla astrocytow, obecne jest jedynie w 15% wszystkich
komorek tego typu w mézgu (Bushong i wsp., 2002). Niemniej jednak, ze wzgledu na
nierbwnomierne rozmieszczenie astrocytow GFAP pozytywnych w strukturach moézgu,
marker ten uwaza si¢ za najbardziej odpowiedni do znakowania astrocytow m.in.
w hipokampie (Zhang 1 wsp., 2019). Dodatkowo liczne prace pokazuja, iz zmiany
w poziomie tego biatka, a takze zmniejszenie liczby astrocytéw GFAP pozytywnych
m.in. w korze przedczolowej zwigzane sa z zaburzeniami lekowymi i depresja (Lima
1 wsp., 2014), a zwigkszenie mRNA GFAP obserwowano w wyniku terapii
antydepresyjnej (Fujiki 1 Steward, 1997). Z tego tez wzgledu morfometryczna analiza
zmian zwigzanych z lokalizacja alleli genu Nr3cl wilasnie w astrocytach GFAP-

pozytywnych wydaje si¢ zasadna.

Podsumowujac, wykazano, iz jednorazowe podanie DEX wywotywato
przemieszczenie alleli genu Nr3cl w obre¢bie jadra komorkowego, w trzech strukturach
moézgu zwigzanych z depresja, co ze wzgledu na obserwowang korelacj¢ ze zmianami
w ekspresji tego genu, najprawdopodobniej zwigzane byto z jego aktywacja lub
inaktywacja. Dodatkowo, pokazano, iz ogromna wigkszo$¢ obserwowanych zmian
lokalnej organizacji chromatyny zachodzi w jadrach komorkowych astrocytow,
we wszystkich analizowanych strukturach. W neuronach zas zmiany te nie wykazywaty
istotnosci  statystycznej. Zatem, kolejnym etapem byla proba wyjasnienia
zroznicowanego nasilenia odpowiedzi tych dwoch typow komorek na dziatanie silnego

stresu.

| tak, poprzez wykonanie szeregu hybrydyzacji FISH potaczonych z barwieniami
immunocytochemicznymi markeréw chromatyny aktywnej (H3K9Ac) i nieaktywnej
(H3K9me3) transkrypcyjnie wykazano iz obserwowane w astrocytach kory
przedczolowej zmniejszenie ekspresji genu Nr3cl i przemieszczenie alleli do

obszaréw skondensowanej chromatyny wskutek dzialania DEX wiaze sie
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jednoczesnie z wyciszeniem genu. W neuronach natomiast, brak wyraznych zmian
w lokalizacji alleli i ekspresji genu Nr3cl wynikal ze zwigzania alleli z nieaktywna
transkrypcyjnie chromatyng nie tylko po zadzialaniu DEX, ale réwniez

w komorkach kontrolnych (Ryc.5.1).

Astrocyty Neurony

Kontrola

+ DEX

Warunki kontrolne Chromatyna nieaktywna
transkrypcyjnie (H3K9me3)

e Allel genu Nr3cl Chromatyna aktywna

transkrypcyjnie (H3K9Ac)

Ryc.5.1 Schemat przedstawiajacy zmiany lokalizacji alleli genu Nr3cl podczas odpowiedzi stresowej
(wywotanej inkubacja z DEX) w astrocytach i neuronach kory przedczotowej. W warunkach kontrolnych,
w astrocytach wykazujgcych wyzsza ekspresje genu Nr3cl, allele tego genu zlokalizowane sg w obszarach
chromatyny aktywnej transkrypcyjnie. W wyniku zadziatania czynnika stresowego allele ulegaja
przemieszczeniu do obszar6w nieaktywnych transkrypcyjnie, co zwigzane jest z jednoczesnym obnizeniem
ekspresji genu Nr3cl. W przypadku neurondéw allele zlokalizowane sa w obszarach chromatyny
nieaktywnej transkrypcyjnie, zaréwno w warunkach kontrolnych, jak i po zadziataniu czynnika stresowego.
Przektada sie to na znacznie nizszy poziom ekspresji genu Nr3cl w warunkach kontrolnych, w poréwnaniu

do astrocytow i niewielkie zmiany ekspresji w wyniku inkubacji z DEX.
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Uzyskane wyniki sugeruja mniejszg wrazliwo$¢ neuronéw na podwyzszony
poziom glukokortykoidow, w poréwnaniu do astrocytow. Podobny efekty, selektywnej
aktywacji ekspresji genéw zaleznych od GR w astrocytach prazkowia przedstawiono
w pracy Slezak i wsp. (2013). Po czterech godzinach inkubacji z DEX obserwowano
zmiany poziomu transkrypcji 32 genéw w astrocytach, podczas, gdy nie obserwowano
zadnych zmian w neuronach. W pracy Piechota i wsp. (2017) poréwnano wplyw
agonistow receptorow steroidowych na transkrypcje gendw w hodowlach neuronalnych
1 astrocytarnych. W wyniku czego wykazano, iz astrocyty stanowig gtowny cel dziatania
steroidow w osrodkowym uktadzie nerwowym. A zmiany indukowane aktywacja GR

mogg petnic istotng role w regulacji dziatania osi HPA i reakcji organizmu na stres.

Warto zaznaczy¢, iz wyniki te charakteryzowaty si¢ duza doktadno$cia, m.in.
dzigki (i) zastosowaniu przeciwcial specyficznych dla markerow aktywnosci
chromatyny, (ii) roztworu streptawidyny sprz¢zonej z fluorochromem AbberiorStar 635p
do detekcji sondy, zamiast dwoch réznych przeciwceiat i (i)  mikroskopii
superrozdzielczej STED, ktora umozliwita skanowanie z rozdzielczo$cig 24nm w osiach
X-y 1 183nm w osi z. Z drugiej strony, stosowanie mikroskopii STED wigzato si¢
z pewnymi ograniczeniami, gtownie jesli chodzi o zmniejszenie rozdzielczosci wraz
z glebokoscig skanowania na skutek rozpraszania i absorbcji $wiatta przez tkanke
(Galbraith i Galbraith, 2011). Z tego tez wzgledu doswiadczenia wykonano na

pierwotnych hodowlach neuronalnych i astrocytarnych.

Ponadto, ze wzgledu na czasochtonnos$¢ skanowania superrozdzielczego STED
(ok. 40 min/ 1 komorke) analizy przeprowadzono jedynie na pierwotnych hodowlach
komoérkowych wyprowadzonych z kory przedczotowej. Strukture t¢ wybrano ze wzgledu
na dyskutowane wczesniej wyrazne zmiany w ekspresji genu Nr3cl w zaleznosci od

czasu inkubacji z DEX.

Podsumowujac, wyniki omdéwione w niniejszym rozdziale jasno pokazuja,
iz dziatanie silnego stresu powoduje zalezne od aktywacji GR zmiany w ekspresji genu
Nr3cl w neuronach i astrocytach kory przedczotowej, hipokampa i jadra potlezacego —
struktur mézgu $cisle zwigzanych z patogeneza depresji. Po raz pierwszy pokazano,
1z zmiany te zwigzane sg lokalng reorganizacjg struktury chromatyny, w obrgbie genu

kodujacego GR. Ponadto wykazano, iz roznice w odpowiedzi neurondéw 1 astrocytow
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wynikaja z ich bazowej lokalizacji alleli genu Nr3cl, co najprawdopodobniej ma zwigzek

z wrazliwo$cig tych komorek na stres.

5.2.Poréwnanie zmian morfometrycznych dotyczacych genu Nr3cl u zwierzat,

na skutek przewleklego stresu i farmakologicznie.

Wywotany bodzcem stresowym, wysoki poziom glukokortykoidow we krwi,
utrzymujacy sie przez dluzszy czas prowadzi do rozwoju depresji. Czynnikiem
stresowym moze by¢ zarowno (i) traumatyczne doswiadczenie, jak i (ii) substancja
chemiczna. W pierwszym przypadku mamy do czynienia z tzw. depresja wywotana
stresem. Mysi model chronicznego, nieprzewidywalnego stresu (ang. chronic
unpredictable stress) jest jednym z najczesciej wykorzystywanych modeli zwierzecych
w badaniach nad depresja, w szczegolnosci w celu weryfikacji dziatania potencjalnych
lekdw o dziataniu antydepresyjnym (Nollet i wsp., 2013; Nollet, 2021). W drugim
przypadku, do rozwoju depresji dochodzi na skutek dziatania substancji chemicznej,
najczesciej leku (ang. substance-induced mood disorder). Jednym z przykladoéw sa
przyjmowane przez pacjentéw syntetyczne glukokortykoidy, w tym DEX.

Przewlekte podawanie DEX myszom, w postaci zastrzykéw dootrzewnowych
wywolywato zachowania depresyjne. Zwierzg¢ta wykazywaty zwigkszony poziom lgku,
w porownaniu do myszy kontrolnych, mierzony testem L/D box, a wyrazony m.in.
poprzez krotszy czas spgdzany w jasnym przedziale oraz mniejsza ilo$¢ przej$¢ pomigdzy
przedziatami. Nie obserwowano takze spontanicznych dla zwierzat zachowan
eksploracyjnych. Z kolei szybsze porzucanie aktywnych préb ucieczki z pojemnika
wypetnionego woda (test FST) swiadczyto 0 wymuszonej bezradnosci zwierzat. Wyniki
te sag zgodne z uprzednio opublikowanymi, gdzie juz pojedyncza dawka DEX
powodowata znaczace wydtuzenie czasu bezruchu u myszy w tescie FST (Wrdbel 1 wsp.,
2013) oraz zwigkszony poziom stresu mierzony testem uniesionego labiryntu
krzyzowego (ang. elevated plus-maze) (Vafaei i wsp., 2008). Przewlekte podawanie
DEX, przez 7 dni, powodowato natomiast skrocenie czasu, jaki szczury spedzaty
w otwartych ramionach uniesionego labiryntu krzyzowego (Park i wsp., 2011). Myszy,
po 21 dniach podawania DEX spedzaly istotne mniej czasu w jasnym przedziale (L/D

box) 1 wykazywaly zmniejszong aktywnos¢ ruchowa w tescie FST (Skupio i wsp., 2015).
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Warto zauwazy¢, iz obserwowane zmiany w zachowaniu zwierzat traktowanych,
w stosunku do zwierzat kontrolnych byty skutkiem podawania DEX. Obie grupy
podlegaty habituacji poprzedzajacej eksperyment, a takze otrzymywatly zastrzyki
dootrzewnowe, z DEX (grupa traktowana) lub soli fizjologicznej (grupa kontrolna), w tej
samej objetosci, co wykluczato stres zwigzany z samym podaniem substancji.
Dodatkowo, aby zniwelowa¢ stres wynikajacy z izolacji (Ma i wsp., 2011) zwierzgta
trzymano po 4 lub 5 osobnikdéw w jednej klatce przez caty czas trwania eksperymentu,
z wyjatkiem testu preferencji sacharyny. Zaznaczy¢ nalezy, iz nie obserwowano

u zwierzat zachowan agresywnych.

W trakcie eksperymentu zwierzeta, ktore otrzymywaty przewlekle DEX wyraznie
tracity na wadze, $rednio ok. 2g w stosunku do poczatkowej masy ciata i ok. 3g
w stosunku do masy ciala zwierzat kontrolnych w ostatnim dniu eksperymentu. Co jest
zgodne z wynikami uzyskanymi dla mysiego modelu chronicznego unieruchomienia
(ang. chronic restraint stress), gdzie wykazano, iz w wyniku stresu dochodzi do zmian
aktywnosci gendéw zaleznych od GR (Jeong i wsp., 2013). Ponadto w obu grupach
nastgpil wyrazny spadek wagi w 15 dniu, co korelowato z czasem pierwszego testu
behawioralnego — testu preferencji sacharyny, podczas ktérego myszy przebywatly
pojedynczo w klatkach przez okres 24 godzin. Jak wspomniano wyzej izolacja jest
rowniez czynnikiem stresowym (Ma i wsp., 2011), wystarczajaco Silnym aby wywotaé
wyrazne zmiany wagi. Sugeruje to jednocze$nie, iz waga zwierzat jest dobrym

wskaznikiem odzwierciedlajgcym ich poziom strachu/ stresu.

Za wzgledu na utrate wagi zwierzat, do testu preferencji, uzyto sacharyny, a nie
powszechnie wykorzystywanej sacharozy. Sacharyna, w przeciwienstwie do sacharozy
nie posiada wartosci kalorycznej, jest natomiast bardziej stodka, nawet o 300-500 razy.
Stad tez spozycie stodkiego roztworu sacharyny nie pozwala na uzupetnienie kalorii,
a jedynie wynika z jego lepszego smaku i odczuwanej z tego tytutlu przyjemnosci
(Buchmanov i wsp., 2001). Zwierzeta, ktorym podawano DEX wypijaty $srednio 20%
mniej stodkiego roztworu, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych, co w odparciu
0 powyzsze wyjasnienia mozna traktowac jako przejaw anhedoni. Ponadto przewlekte
podawanie DEX prowadzito do zahamowania wydzielania endogennych
glukokortykoidéw, co najprawdopodobniej bylo efektem zahamowania aktywnosci osi
HPA na skutek wywotanej DEX aktywacji GR w hipokampie (Zhu i wsp., 2014).
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Nastepnie sprawdzono, czy przewlekte podawanie DEX powoduje zmiany
w ekspresji genu kodujacego GR w korze przedczolowej, jadrze potlezacym
1 hipokampie. W obrebie tych struktur obserwowano wczes$niej zmiany morfologiczne
(McEvan i Milner, 2007), m.in. skrocenie dendrytow (Bloss i wsp., 2010) oraz
zmniejszenie ilosci synaps (Radley 1 wsp., 2008) bedace efektem przewleklego stresu.
Istotne statystycznie zmniejszenie ekspresji genu Nr3cl (p<0,05) obserwowano jedynie
w przypadku kory przedczotowej. Podobnie, wykazano, iz zaburzenia dziatania GR,
zwlaszcza w przodomozgowiu majg wplyw na wystepowanie zachowan depresyjnych,
m.in. myszy, u ktérych wyciszono ekspresje GR w neuronach i astrocytach mozgu nie
rozwijaly zachowan depresyjnych (Tronche i wsp., 1999), natomiast te, u ktdrych
wyindukowano nadekspresj¢  wykazywaly nasilone zachowania depresyjne
w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (Wei i wsp., 2004). Ponadto uzyskane wyniki sa
czesciowo zgodne z opublikowanymi w pracy Skupio i wsp., gdzie rowniez pokazano,
iz przewlekte podawanie DEX prowadzi do zmniejszenia ekspresji Nr3cl m.in. w korze
przedczotowej (Skupio i wsp., 2015). W pracy Herman i1 Spencer pokazano za$, iz duza
dawka kortykosteronu nie powodowata zmian w ekspresji genu Nr3cl, jak rowniez biatka
GR (Herman i Spencer, 1998). W przypadku dwoch pozostatych struktur mozgu, jadra
potlezacego 1 hipokampa, nie obserwowano zmian w ekspresji genu kodujacego GR.
Co jest zgodne z wynikami Romeo i wsp., (2008), gdzie takze nie obserwowano zmian
w ekspresji genu kodujacego GR w hipokampie, w wyniku aplikowania szczurom
chronicznego stresu unieruchomienia. Natomiast, we wspomnianej juz pracy Skupio
i wsp., (2015) wykazano iz chroniczne podawanie DEX wywotuje zmiany ekspres;ji genu

Nr3cl takze w hipokampie 1 jadrze potlezacym.

Wyniki analiz morfometrycznych uzyskane dla farmakologicznego modelu
depresji byly podobne do tych uzyskanych u myszy poddanych przewleklemu,
nieprzewidywalnemu stresowi, ale rézne od wynikéw uzyskanych w modelu silnego
stresu. W przypadku obu modeli depresji, we wszystkich analizowanych strukturach
1 obu typach komorek (neuronach 1 astrocytach) allele nie zmieniaty swojej lokalizacji
wewnatrz jadra komorkowego pod wplywem stresu 1 w przewazajacej wigkszosci
znajdowaty si¢ w obszarach nieskondensowanej chromatyny. Zaznaczy¢ tu jednak
nalezy, iz ze wzgledu na rozmieszczenie chromatyny w jadrze (Cremer i wsp., 2004) nie
jest mozliwe okreslenie, czy byly to obszary chromatyny aktywnej, czy tez nieaktywne;j

transkrypcyjnie. Ponadto, ze wzgledu, iz prezentowane wyniki ekspresji korespondowaty
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z lokalizacja alleli w komdrkach analizowanych struktur, réznice uzyskane w niniejszej
pracy i pracy Skupio i wsp. (2015), moga by¢ zwigzane z odmienng procedurg izolacji
tkanki do badan — pobraniem réznych fragmentow, cO Wraz ze zrdéznicowanym
rozmieszczeniem GR, m.in. w poszczegdlnych czgsciach hipokampa, moglo przyczynic¢

si¢ do uzyskania innych wynikow.

5.3.Analiza funkcjonalna gendw, ktérych ekspresja ulegala zmianie pod
wplywem dzialania deksametazonu — badania z wykorzystaniem metody

sekwencjonowania RNA

Aktywacja GR, powoduje iz przemieszcza si¢ on do jadra komorkowego, gdzie
dziata jako czynnik transkrypcyjny. Co istotne moze on zaréwno aktywowac, jak
1 hamowaé ekspresj¢ wielu genow. Aktywacja GR za posrednictwem DEX
wywolywala zmiany (FDR<0,05) ekspresji licznych gendéw zarowno w korowych
pierwotnych hodowlach neuronalnych (2662 geny), jak i astrocytarnych (3938
genéw). W tym, jak omoéwiono w poprzednich rozdziatach, genu Nr3cl, kodujacego GR,

zarowno w komorkach kory przedczotowej, jak i hipokampa oraz jadra potlezacego.

Analiza poziomu ekspresji genow istotnie zmienionych (FDR<0,01, 1084 geny)
w jednym lub obu typach komérek, przed i po zadziataniu DEX umozliwita podzielenie
ich na 8 grup (klastrow). Wigkszo$¢ z poddanych analizie genéw, bo az w przypadku 7
z 8 Kklastrow, wykazywala znaczne zmiany ekspresji w astrocytach i niewielkie
w neuronach. Jednym z takich genéw byt wspomniany juz, gen Nr3cl. Charakteryzowat
si¢ ONn znacznie nizszym poziomem ekspresji w neuronach kontrolnych, w poréwnaniu
do kontrolnych astrocytow, natomiast po zadziataniu DEX jego poziom obnizat si¢
nieznacznie w neuronach i wyraznie w astrocytach. Zauwazy¢ nalezy, iz wyniki te
odpowiadaja uzyskanym uprzednio. Podobnie, w pracy Slezak i wsp. (2013) wykazano,
iz inkubacja komorek z DEX skutkuje zmiang iloSci transkryptow dla 32 gendéw
w astrocytach, podczas gdy w neuronach nie wywotuje zadnych zmian.

Ponadto, analiza poréwnawcza potwierdzita, iz geny, ktorych poziom ekspresji
zwigkszat si¢ lub zmniejszal (FDR<0,05) w astrocytach byly tozsame z genami
regulowanymi przez GR w tym samym typie komoérek w modelu in vitro, w wyniku
4-godzinnej inkubacji z DEX (Carter i wsp., 2012). Te z kolei, w wigkszosci odpowiadaty

genom, ze zmienionym poziomem ekspresji w mysim modelu in vivo, tak po

129



jednorazowym, jak i przewlektym podawaniu glukokortykoidow (Carter i wsp., 2013).
Mozna zatem przyja¢, iz analizowany W niniejszej pracy, zbidor genow byt
reprezentatywny zarowno dla komérkowego modelu silnego stresu, jak rowniez mysiego

modelu silnego stresu/ depresji.

W kolejnym kroku przeprowadzono analize funkcjonalng gendw z istotnie
zmienionym poziomem ekspresji (FDR<0,05). Wykazala ona aktywacje¢, badz
hamowanie licznych, réznych $ciezek w neuronach i astrocytach wskutek inkubacji
z DEX, przy czym w astrocytach liczba regulowanych, zwlaszcza ujemnie, $ciezek byta

znacznie wigksza w poréwnaniu do tych, regulowanych w neuronach.

Najliczniejsze grupy genow regulowanych dodatnio przez GR w astrocytach,
zwigzane byly z regulacjg cytoszkieletu aktynowego (25 genow: Arpc5, Vav2, Ppplch,
Egfr, Rock2, Gnal3, lggap2, Vcl, Enah, Itgh8, Itgbl, Gsn, Pip5kla, Actb, Bcarl, Rdx,
Vav3, Gngl2, Fgf2, Pik3rl, F2r, Ezr, Fgfr3, Actn4, Cfl1), endocytozq (24 geny: Epn2,
Grk5, Chmp2b, Kif5b, Arpc5, Rab4a, Vps26a, Egfr, Rab10, Tfrc, Ehd3, Kif5c, Pipbkla,
Snx1, Cbl, Pardeéb, Cltc, Cltb, Arfl, Acap2, Asap2, Fgfr3, Hspalb, Hspala) oraz
oddziatywaniami komorki z macierzg zewnatrzkomorkowa (20 genow: Vav2, Ppplch,
Egfr, Rock2, Vcl, Itgb8, Itgbl, Lamcl, Lamc2, Capn2, Pip5kla, Actb, Zyx, Ik, Col4al,
Col4a2, Becarl, Vav3, Pik3rl, Actn4). Ponadto, duza grupa genow odpowiedzialnych za
tworzenie sieci neuronalnych poprzez polaczenia aksonalne (ang. axon guidance),
regulowana byla w astrocytach zard6wno poprzez zwigkszenie, jak i zmniejszenie ich
ekspresji. Zmiany w ekspresji powyzszych genow moga mie¢ bezposredni zwigzek
z funkcjami astrocytow opisanymi w literaturze, co do ktorych wykazano iz sg zaburzane
na skutek dziatania DEX. Wiadomo obecnie, iz oddzialywania pomiedzy astrocytami,
a neuronami przynajmniej w czesci odpowiadajg za plastyczno$¢ strukturalng
i funkcjonalng (Calabrese i wsp., 2009). Wykazano w hodowlach komorkowych,
iz astrocyty indukujg gromadzenie si¢ neuronow i tworzenie klastrow komorkowych,
ktore zanikaja po inkubacji z DEX (500nM). Ponadto, DEX wplywa negatywnie na
ruchliwo$¢ astrocytow 1 ich naturalng zdolno$¢ do usuwania szczatkéw komorek

pozostatych w hodowli po procesie apoptozy lub nekrozy (Henkel i wsp., 2014).

Kolejng duza grupg genow regulowanych dodatnio w astrocytach stanowig te
zwigzane ze starzeniem komorkowym (17 genow: Hipkl, Mcu, Ppplcb, Fbxwll, Igfpz3,
Gadd45g, Cdknla, Capn2, Hipk3, Rheb, Ppp3rl, Lin54, Serpinel, Tgfb2, Pik3rl, Foxo3,
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Lin52). Proces ten jest Sci§le zwigzany z patogenezg depresji. Ponadto badania pokazuja
integracyjng role astrocytow w rozwoju chorob neurodegeneracyjnych zwigzanych
z zaburzeniami funkcji poznawczych wraz z wiekiem (Cohen i Torres, 2019). Depresji
czesto towarzysza zaburzenia funkcji poznawczych w postaci tzw. pseudodemenc;ji (Lin
iwsp. 2021). Za jedna z przyczyn uwaza si¢ przedwczesne starzenie astrocytow na skutek
dziatania stresu, charakteryzujace si¢ zmianami w morfologii, zmniejszeniem proliferacji

oraz zwigkszeniem ekspresji markerow starzenia (Britto i wsp., 2010).

Geny, ktorych ekspresja byta hamowana wskutek dziatania DEX w astrocytach
korowych zwigzane byly z szeroko pojeta odpowiedzig odpornosciowa: infekcja
brodawczakiem ludzkim (68 gendw), toczniem rumieniowatym uktadowym (52 gany)
oraz nowotworami réznego typu. Wykazano, iz osoby cierpigce na choroby ukladu
odpornosciowego wykazuja znacznie wigksze prawdopodobienstwo rozwoju zaburzen
depresyjnych. Z drugiej strony, stres jest silnie zwigzany z odpowiedzig odporno$ciowa.
Wykazano, iz ma on istotny wptyw na skutecznos$¢ szczepien, obniza szybkos$¢ gojenia
ran, a takze zmniejsza odpowiedz odpornosciowg przeciwko infekcjom wirusowym
(Godbout 1 Glaser, 2006). Ponadto, w patogenezie depresji obserwuje si¢ cechy
charakterystyczne dla reakcji zapalnej, jak wzrost poziomu czynnikdw prozapalnych,
np. interleukiny lbeta, interleukiny 6 (Schiepers i wsp., 2005) oraz innych czynnikéw
wydzielanych przez astrocyty (TNFa, S100B). Moze to prowadzi¢ do nadaktywnosci osi
HPA (podobnie jak w depresji) i zaburzenia wydzielania glukokortykoidéw. Ponadto,
astrocyty ze wzgledu na bezposrednie interakcje funkcjonalne z neuronami 1 komoérkami

srodbtonka sg celem infekcji wirusowych (Palus 1 wsp., 2014).

Ostatnia duza grupa gendéw, tym razem O zmniejszonym poziomie ekspresji
w neuronach, zwigzana byta z chorobami neurodegeneracyjnymi: chorobg Huntingtona,
Parkinsona oraz Alzheimera. Choroby te wigzg si¢ z obnizeniem funkcji poznawczych
i/ lub motorycznych. Przyczyng jest degeneracja neuronéw, zaburzenia ich aktywnosci
funkcjonalnej, a takze zaburzenia potaczen sieci neuronalnej. Zmiany (dodatnie i ujemne)
w ekspresji genow zwigzanych z formowaniem potgczen pomiedzy neuronami
obserwowano rdwniez w astrocytach. W literaturze znajdziemy potwierdzenie zwiagzku
stresu z rozwojem chordb neurodegeneracyjnych. Z jednej strony stres przyczynia si¢ do
rozwoju choroby, z drugiej zaburzenia neuronalne wplywaja negatywnie na odpowiedz
organizmu na stres, co z kolei moze nasila¢ juz wystepujace objawy (Martocchia 1 wsp.,

2016).
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Podsumowujac, DEX indukowal zmiany ekspresji licznych genéow zaleznych
od GR w neuronach i astrocytach kory przedczotowej. Znacznie wigksza liczba genow
w astrocytach wykazywala zmiany ekspresji (7 klastrow), w poréwnaniu do genow
zmienionych w neuronach (1 klaster). Ponadto geny te zwigzane byty z réznymi grupami
funkcjonalnymi zwigzanymi m.in. z regulacja cytoszkieletu aktynowego, endocytoza,
starzeniem komorkowym i1 odpowiedzig odpornosciowa (w astrocytach) oraz chorobami
neurodegeneracyjnymi (w neuronach). W literaturze znajdziemy wyniki wskazujgce na
powiazanie tych szlakow z zaburzeniami lekowymi, czy depresjg. Niemniej jednak wiele
z analizowanych gen6w pojawilo si¢ w niniejszej pracy po raz pierwszy w tym
kontekscie, co stwarza mozliwos$¢ dalszych badan nad funkcjg neurondéw i astrocytow

w odpowiedzi stresowe;j.

Na uwage zashuguje rowniez fakt, iz zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki
wskazuja na wiodaca role astrocytow w odpowiedzi stresowej indukowanej
jednorazowym podaniem DEX. Krotko podsumowujac, wykazano iz astrocyty kontrolne
(model komorkowy) wykazuja znacznie wyzszy poziom ekspresji genu Nr3cl, oraz
wigksze zmiany w ekspresji tego genu pod wptywem DEX, w poréwnaniu do neuronow.
W modelu zwierzecym za$, jednorazowa dawka DEX powoduje nie tylko zmiany
ekspresji Nr3cl we wszystkich badanych strukturach mozgu, ale takze korespondujace
z nimi przemieszczenia alleli wewnatrz jadra komoérkowego, zwigzane z aktywacja lub
inaktywacja genu. Wreszcie, wigkszo$¢ gendw zaleznych od GR ulegata zmianom pod
wptywem DEX wlasnie w astrocytach. Wyniki te sugeruja swego rodzaju role opiekuncza
astrocytow wzgledem neurondéw. Zgodnie z teorig plastycznosci, przyczyna depresji sa
modyfikacje neurondw i zwigzanych z tym zaburzen w przekaZnictwie synaptycznym.
Astrocyty oddzialuja z neuronami poprzez synapsy (1 astrocyt tworzy polaczenia
z 2 milionami synaps w ludzkim mozgu i 0,1 miliona - w mézgu mysim) (Oberheim
1 wsp., 2006). Ponadto astrocyty wydzielaja neurotrofiny niezbedne dla prawidtowej
plastyczno$ci synaptycznej. Znana jest takze neuroprotekcyjna rola astrocytow
w przypadku obrazen rdzenia kregowego, udaru mozgu, czy zapalenia ukladu
nerwowego. Astrocyty zwigkszaja wowczas wydzielanie BDNF, ktory po zwigzaniu do
swojego receptora Trkpz na neuronach indukuje wzrost aksondw i przetrwanie komorek
(Linnerbauer i Rothhammer, 2020). Niemniej jednak potwierdzenie teorii o protekcyjnej

roli astrocytow w zaburzeniach zwigzanych ze stresem wymaga dalszych badan.
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W Kkolejnym etapie projektu poréwnano zbiér gendw zmienionych istotnie
(FRD<0,05) w mysich, korowych neuronach i astrocytach z lista 269 gendow, ktore
zidentyfikowano jako zwigzane z depresja u ludzi, na podstawie analizy typu GWAS
(ang. Genome-Wide Association Studies) na materiale biologicznym pochodzacym od
ponad 246 tysiecy 0s6b (Howard i wsp., 2019). W wyniku analizy zidentyfikowano
67 gendw wspolnych dla mysiego modelu stresu i depresji u cztowieka. Wsrdd nich
43 geny ulegaty zmianom w astrocytach, a 24 w neuronach. Zawezenie liczby genow ze
wzgledu na istotnos¢ statystyczng FDR<O0,01, pozwolito na zidentyfikowanie pigciu
gendw wystepujacych we wszystkich analizowanych zbiorach. Ponizej przedstawiono
ich krotka charakterystyke wraz z sugerowang funkcja w zaburzeniach Igkowych i/ lub

depresji.

HSPA1A (ang. Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 1A, Hsp72) to gen
kodujacy biatko szoku cieplnego. Jako biatko opiekuncze odpowiada za poprawne
fatdowanie nowo zsyntetyzowanych biatek, ich stabilizacj¢ i degradacje, przez co chroni
komorke przed apoptoza. Z tego tez wzgledu wysoka ekspresja genu czesto faczona jest
z silnym stresem (Trystuta i wsp., 2017). Dodatkowo biatko HSPA1A bierze udziat
w redukcji stanu zapalnego, a zaburzenia jego ekspresji wystepuja w wielu chorobach
neurologicznych i psychicznych, m.in. chorobie Alzheimera, Parkinsona, schizofrenii,
czy depresji (Zhang i wsp., 2015). Co ciekawe, wysoki poziom biatka HSPATA
obserwowany u pacjentow z depresja, ulegat znaczacemu obnizeniu pod wptywem lekow
antydepresyjnych (Pae 1 wsp., 2007), co sugeruje potencjalng rolg tego biatka

w ewentualnej terapii antydepresyjnej.

SOX6 (ang. SRY-Box Transcription Factor 6) to gen kodujacy czynnik transkrypcyjny,
istotny m.in. dla prawidtowego rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego. Niestety nie
ma informacji dotyczacych bezposredniego zwigzku tego genu z zaburzeniami
lekowymi/ depresja. Niemniej jednak niedawno pokazano, iz zwigkszona ekspresja Sox6
w hipokampie zwigzana jest z zaburzeniami procesu uczenia i pami¢ci (Lichtensteiger
I wsp., 2021) — zjawiska czesto obserwowanego takze w kontekscie zaburzen lekowych,

wywotanym m.in. poprzez przewlekle podawanie glukokortykoidéw (Darcet i wsp.,
2014).

ZHX3 (ang. zinc fingers and homeoboxes protein 3) biatko t0 moze dziata¢ jako

wszechstronny represor transkrypcji. Poziom mRNA tego genu jest pozytywnie
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skorelowany z ekspresja receptora estrogenowego nalezacego podobnie jak GR do
rodziny receptorow jadrowych o aktywnos$ci czynnikow transkrypcyjnych. Zaburzenia
ekspresji genu Zhx3 wykazano w nowotworach (You i wsp., 2019), chorobach
hematologicznych, neurologicznych (Liu i wsp. 2015) i psychicznych, w tym depresji
(Zhang i wsp., 2021). W szczegdlnosci w fazie tzw. przej$cia pomiedzy etapem stresu,
a depresji w modelu przewleklego odrzucenia spotecznego (ang. chronic social defeat
stress), gdzie, co ciekawe, obserwowane zmiany ekspresji gendw miaty miejsce gldwnie

w astrocytach (Konstantin i wsp., 2021).

SEMAGD (ang. Semaphorin 6D) to biatko z rodziny semaforyn, mogacych w sposéb
negatywny regulowaé powstawanie rozgat¢zien dendrytycznych oraz sieci neuronalnych
poprzez potaczenia aksonalne. Analizy typu GWAS wykazaty iz, w obrgbie genu Sema6d
wystepuja polimorfizmy charakterystyczne dla depresji (Powell i wsp., 2021).

TRAF3 (ang. TNF receptor associated factor 3) to czynnik transkrypcyjny, o istotnej roli
w aktywacji uktadu odpornosciowego, w tym reakcji organizmu na infekcje wirusowe
m.in. poprzez regulacj¢ syntezy interferonu typu I (Xie i wsp., 2019). Wykazano iz osoby
leczone interferonem s3a w grupie zwigkszonego ryzyka wystapienia objawoOw

depresyjnych (Chiu i wsp., 2017).

Podsumowujgc, powyzsze wyniki opisuja po raz pierwszy geny wspolne dla
mysich modeli stresu/depres;ji i cztowieka. Wsrdd pieciu scharakteryzowanych, jedynie
dwa geny opisano do tej pory jako bezposrednio zwigzane z depresjg. Specyficzna
funkcja pozostatych genéw w patogenezie zaburzen Igkowych i depresji jest wcigz

nieznana. Co stwarza wiele mozliwosci do dalszych badan.

5.4.Analiza zmian organizacji chromatyny w efekcie podania deksametazonu —
badania metoda ChIA-PET

Genom, tak ludzki, jak i mysi sklada si¢ z ponad 6 miliardow par zasad. Biorac
pod uwagg przecietng dlugos¢ jednej pary zasad, w interfazowym jadrze komorkowym,
o Srednicy ok. 10um, znajduje si¢ ni¢ DNA o dlugosci ponad dwoch metrow.
Umieszczenie tak duzej iloSci DNA w mikrometrowej przestrzeni jadra komorkowego
wymaga jego rozleglego upakowania (Bickmore, 2013), ktére charakteryzuje sig

specyficznoscig, ale takze, ma znaczenie funkcjonalne (Ong 1 Corces, 20114).
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Trojwymiarowa organizacja chromatyny w jadrze komérkowym traktowana jest jako
nadrzedny czynnik epigenetyczny wplywajacy na funkcje genomu, poprzez efektywne
przechowywanie ogromnej ilosci informacji oraz regulacje jej dostepnosci. Uwaza sie,
iz dynamiczne zmiany w organizacji chromatyny w jadrze komorkowym wptywaja na

roéznice w ekspresji genow.

GR, jako czynnik transkrypcyjny wptywa posrednio, lub bezposrednio na
ekspresje wielu genow. Jak pokazano, aktywacja GR w wyniku zadziatania DEX,
wywolywata zmiany ekspresji licznych gendw, zar6wno w astrocytach, jak i neuronach
kory przedczotowej. Pojawilo si¢ zatem pytanie, czy zmiany te sg skoordynowane ze
zmianami w trojwymiarowej organizacji chromatyny, w jadrach tych komorek.
Poréwnanie map kontaktéw uzyskanych dla neuronéw i astrocytow przed i po
zadzialaniu czynnika stresowego wykazalo zmiany w czestosci oddzialywan pomiedzy
okreslonymi fragmentami genomu, tak w przypadku oddziatywan mediowanych przez
biatko CTCF, jak i RNA Pol II. Zmiany dotyczyly gtéwnie wigkszej czestosci lokalnych
kontaktow w komdrkach kontrolnych, w poréwnaniu z komérkami traktowanymi. Dane
te sg zgodne z opublikowanymi uprzednio. W pracy D’Ippolito i wsp. (2018) pokazano,
1z w komorkach nablonkowych raka ptuca (A549) inkubowanych przez 1 godzing z DEX
(500uM) dochodzito do zmniejszenia czestosci w przypadku 4.21% wszystkich
obserwowanych oddziatywan migdzychromatynowych. W pracy Kuznetsova i wsp.
(2015) pokazano, iz aktywowany GR, w przewazajacej wigkszosci rekrutowany jest do
miejsc w genomie, zwigzanych juz wczesniej z innymi elementami regulatorowymi (np.
API1) 1 biatkiem EP300, a jedynie mniej niz 10% wszystkich miejsc wigzania GR
tworzonych jest de novo. Biatko EP300 jest kofaktorem GR, a jego obecnos¢ w danym
miejscu w genomie sugeruje, iz dana sekwencja pelni role aktywnego wzmacniacza
transkrypcji (Visel 1 wsp., 2009). Wigzanie GR do istniejagcych juz miejsc regulacji
transkrypcji taczone jest z tzw. modelem permisywnym. Wedlug niego, wigzanie
czynnika transkrypcyjnego do istniejacych miejsc regulacji transkrypcji nie wptywa na
dhlugodystansowe oddziatywania migedzychromatynowe (de Laat i Duboule, 2013), zatem
w takim przypadku nie obserwuje si¢ drastycznych zmian w organizacji genomu,
zwlaszcza jesli chodzi o zanikanie lub powstawanie nowych petli chromatynowych
pomiedzy fragmentami chromatyny wchodzacymi w sklad roznych domen

topologicznych.
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Niemniej jednak, przedstawione w niniejszej pracy wyniki, wskazuja na lokalne
zmiany organizacji chromatyny, m.in. w obszarze (18:38998208-40178240) otaczajagcym
gen Nr3cl, kodujacy GR, wywotane dziataniem DEX. Zmiany te dotyczyly pojawiania
si¢ lub zanikania poszczegolnych petli chromatynowych. Podobnie, w komoérkach raka
szyjki macicy (HeLa B2) wykazano, iz aktywowany GR zwigksza liczb¢ lokalnych
interakcji migdzychromatynowych mediowanych przez RNA Pol Il (Kuznettsova i wsp.,
2015). W organizacji chromatyny szczegdlng role odgrywa klasa biatek
architektonicznych, z ktorej jednym z najlepiej scharakteryzowanych jest biatko CTCF.
Biatko to posredniczy w interakcjach, zarowno wewnatrz jak i migdzychromosomowych.
Co wazne, wykazano, iz oddziatywania regulowane przez biatko CTCF, z lub bez
zwigzanego biatka GR, ulegaja znacznie mniejszym zmianom w poréwnaniu do
oddziatywan zaleznych jedynie od GR (bez biatka CTCF). W tym drugim przypadku,
w procesie tworzenia petli gtéwna role odgrywa biatko kohezyna (McDowell i wsp.,
2018, D’lppolito i wsp., 2018). Dlatego tez, najprawdopodobniej, obserwowane, zar6wno
w neuronach, jak i astrocytach, petle nie wzbogacone w biatko CTCF regulowane sg przez
kohezyng i zwigzany GR, a granice domen topologicznych, wyznaczane przez masywna
obecnos¢ biatka CTCF nie ulegajg zaburzeniom na skutek dzialania DEX (D’lppolito

1 wsp., 2018), co jest zgodne w wynikami dyskutowanymi powyze;j.

Warto zauwazy¢, iz miejsce TSS genu Nr3cl wzbogacone jest w biatka: CTCF
I RNA Pol II, co jest charakterystyczne dla regionu promotorowego. Ponadto obecno$¢
w tym regionie motywu biatka CTCF, §wiadczy iz gen Nr3cl nalezy do grupy genow
zakotwiczonych (z ang. anchor-genes), ktore wykazuja mniejsza specyficznosé
komorkowa w poréwnaniu do genow, ktorych miejsca startu transkrypcji zlokalizowane

sa w obrgbie petli CTCF (z ang. loop-genes) (Tang i wsp., 2015).

Réznice w liczbie petli w bezposrednim sasiedztwie genu Nr3cl, obserwowane
W neuronach i astrocytach moga mie¢ zwigzek z kolokalizacjg alleli z chromatyna
aktywna lub nieaktywng transkrypcyjnie. Tak, np. zwigkszenie liczby petli tworzonych z
udzialem CTCF w neuronach na skutek dzialania DEX, w stosunku do komorek
kontrolnych moze mie¢ zwigzek z wigkszym upakowaniem DNA w otoczeniu genu
Nr3cl. Podobnie zmniejszenie liczby petli, w ktorych tworzeniu posredniczy RNA Pol |l
moze wynika¢ ze zmniejszonej aktywnos$ci. Za stusznos$cig powyzszych przypuszczen
przemawiaja wyniki zamieszone w pracy D’lppolito i wsp. (2018). Wskazuja one,

iz w wyniku zaleznej od DEX aktywacji genéw dochodzi do wzbogacenia ich
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bezposredniego otoczenia w modyfikacje histonow zwigzane z chromatyng aktywna
transkrypcyjnie (H3K27Ac), oraz zwigkszong obecnos¢ biatek zwigzanych z transkrypcja
(EP300, JUN). Podobnie, w przypadku gendw, ktérych ekspresja jest hamowana
w wyniku dzialania DEX, ma miejsce sytuacja odwrotna (D’Ippolito 1 wsp., 2018).
Niemniej jednak, okreslenie doktadniejszych zmian w organizacji chromatyny w jadrach
neurondw i astrocytow oraz ewentualnych réznic pomiedzy tymi dwoma typami komorek
wymaga przeprowadzenia dalszych analiz. Szczegdlnie ciekawe wydaje sie
przeanalizowanie lokalnych zmian interakcji w obrebie gendow zidentyfikowane jako
zwigzane ze stresem/depresja u myszy i ludzi oraz interakcji pomigdzy tymi genami

a genem Nr3cl.
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6. Podsumowanie i wnioski koncowe

Zaprezentowane W niniejszej rozprawie badania przeprowadzone z wykorzystaniem
modeli: in vitro (pierwotnych, korowych hodowli neuronalnych i astrocytarnych,
traktowanych DEX) i in vivo (mysie modele: silnego stresu, depresji indukowanej

farmakologicznie i depresji indukowanej przewlektym stresem) wykazaty, iz:

e aktywacja GR, w wyniku jednorazowego podania agonisty GR — DEX, powoduje
zmiany ekspresji oraz zmiany organizacji chromatyny w obrgbie genu Nr3cl,

e odpowiedz w strukturach mézgu na dziatanie DEX jest zr6znicowana: obnizenie
poziomu ekspresji i przemieszczenie alleli genu Nr3cl do obszarow
skondensowanej chromatyny zachodzi w przypadku kory przedczotowej i jadra
potlezacego, a wzrost ekspresji i przemieszczenie alleli Nr3cl do obszardéw
nieskondensowanych w przypadku hipokampa,

e W astrocytach kory przedczotowej, DEX powoduje przemieszczenie elleli genu
Nr3cl skorelowane z jego wyciszeniem. Brak zmian w neuronach wynika ze
zwigzania alleli genu Nr3cl z chromatyng nieaktywna transkrypcyjnie przed i po
zadziataniu DEX,

e DEX indukuje aktywacj¢ odmiennych S$ciezek sygnalowych w neuronach
i astrocytach kory przedczotowej, poprzez zmiany w poziomie ekspresji gendw
zaleznych od GR. Ponadto 67 gendw zidentyfikowano jako wspolne dla mysiego
modelu stresu / depresji 1 zwigzanych z depresja u ludzi

e jednorazowy stres indukuje globalne zmiany czestosci oddzialywan
miedzychromatynowych oraz lokalne zmiany organizacji chromatyny
w sasiedztwie genu Nr3cl,

e przewlekte podawanie DEX indukuje zachowania depresyjne u myszy,

e zarOwno przewlekle podawanie DEX, jak i stosowanie przewleklego,
nieprzewidywalnego stresu nie wptywa na zmiany lokalizacji alleli genu Nr3cl

w neuronach i astrocytach trzech analizowanych struktur mozgu.

Powyzsze wyniki wskazuja na istotng role GR w patogenezie zaburzen Igkowych
I depresji, poprzez jego wpltyw na zmiany morfologiczne, biochemiczne i strukturalne.
Ponadto, czesto$¢ wystgpowania zmian zaleznych od GR w astrocytach sugeruje ich

wiodaca role w odpowiedzi stresowej.
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