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Streszczenie

Przekazywanie informacji miedzy neuronami w os$rodkowym uktadzie
nerwowym (OUN) zachodzi przede wszystkim na synapsach. Cze$¢ postsynaptyczna
wiekszos$ci synaps pobudzajacych zlokalizowana jest na kolcach dendrytycznych,
bedacych niewielkimi wyspecjalizowanymi wypustkami btonowymi komorek
nerwowych. Kolce dendrytyczne sg strukturami wysoce dynamicznymi, podlegajacymi
procesom plastycznoSci strukturalnej i funkcjonalnej. Wykazano, iz zmiany ich ksztattu
korelujg ze stopniem dojrzatosci synaps oraz z sitg potgczen neuronalnych.

Dla efektywnego zachodzenia proces6w zapamietywania i uczenia sie kluczowe
jest prawidlowe dziatanie synaps. Ponadto, w obrazie klinicznym wielu choréb
neurorozwojowych, takich jak zaburzenia ze spektrum autyzmu, zesp6t tamliwego
chromosomu X czy zespdt Retta, obserwowane s3 nieprawidtowosci w procesie
dojrzewania lub liczbie kolcow dendrytycznych. Ksztattowanie sie i dojrzewanie
kolcow dendrytycznych jest zjawiskiem bardzo ztozonym, a molekularne mechanizmy
lezace u podstaw regulacji tych proceséw nadal nie sg w petni poznane.

Wyniki najnowszych badan wykazaly zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem
zaburzen neurorozwojowych u ludzi, a mutacjami punktowymi w obrebie gendw,
ktéorych ekspresja modulowana jest przez czynnik odpowiedzi na surowice
(ang. Serum Response Factor, SRF) lub jego kofaktory. SRF jest czynnikiem
transkrypcyjnym regulujacym procesy fizjologiczne, jak i patologiczne zachodzace w
neuronach. Szeroko udokumentowany w literaturze jest udziat SRF w takich
zjawiskach  jak: ditugotrwale  wzmocnienie synaptyczne (ang. Long-Term
potentiation, LTP), = dlugotrwale  ostabienie  synaptyczne  (ang.Long-Term
depression, LTD), regulacja ekspresji genow zaleznych od aktywno$ci neuronalnej,
prawidtowe tworzenie sieci neuronalnych, czy epileptogeneza. Aktywno$¢ SRF
regulujg biatka bedace jego koaktywatorami m. in. biatka podobne do miokardyny,
MRTF (ang. Mpyocardin-related transcription factors). Dla tych biatek takze
zaobserwowano zwigzek pomiedzy mutacjami pojedynczych nukleotydéw w obrebie
ich genow, a wystepowaniem zaburzen ze spektrum autyzmu czy schizofrenii.

Dotychczas rola biatka SRF i jego koaktywatoréw w procesie powstawania
i dojrzewania kolcow dendrytycznych byta nieznana. Wyniki przedstawione w
niniejszej pracy wykazaty, iz SRF lub MRTF reguluja proces dojrzewania kolcéw
dendrytycznych oraz funkcjonowanie synaps w rozwijajacych sie neuronach.
Obnizenie poziomu biatka SRF in vitro, jaki in vivo skutkowato zaburzeniami struktury
kolcow dendrytycznych i wzrostem liczby kolcow niedojrzatych, bez zmian w og6lnej
liczbie tych wypustek. Co wiecej wykazano, iz obnizenie poziomu MRTF ma
analogiczny wptyw na budowe kolcow dendrytycznych, jak deplecja SRF.

Zaobserwowanym zmianom strukturalnym towarzyszyto obnizenie poziomu biatek



podjednostek receptora AMPA: GluAl i GluA2 oraz zaburzenia neurotransmisji
pobudzajace;j.

Podsumowujac, niniejsza praca po raz pierwszy pokazuje znaczacy udziat
czynnika transkrypcyjnego SRF i jego kofaktoréw w regulacji proceséw dojrzewania i
funkcji kolcow dendrytycznych. Odkryto, iz SRF jest zaangazowany nie tylko w procesy
zachodzace w dorostym mézgu, lecz takze w mechanizmy kluczowe na wczesnych
etapach rozwoju postnatalnego.



Abstract

The transmission of information between neurons in the central nervous
system (CNS) occurs mainly at synapses. The postsynaptic part of most excitatory
synapses in the brain is located at dendritic spines, which are small membranous
protrusions of nerve cells. Dendritic spines are highly dynamic structures, undergoing
structural and functional plasticity. Changes in the dendritic spine shape correlate with
the degree of maturation of synapses and the strength of neuronal connections.

The proper synapse function is crucial for effective memory and learning.
Furthermore, abnormalities in the maturation process or in the number of dendritic
spines are frequently observed in the clinical picture of different neurodevelopmental
diseases such as autism spectrum disorders, fragile X syndrome or Rett syndrome.
Formation and maturation of dendritic spines is a very complex phenomenon, and
despite numerous studies, the molecular mechanisms underlying the processes of
synapse formation, and development are still not fully understood.

Recent analyses have shown a correlation between the occurrence of certain
neurodevelopmental disorders in humans and point mutations within genes whose
expression is regulated by Serum Response Factor (SRF) or its cofactors. SRF protein
is a transcription factor significantly involved in both physiological and pathological
processes occurring in neurons. SRF regulates long-term potentiation (LTP), long-term
depression (LTD), neuronal activity-dependent gene expression, neuronal network
formation or epileptogenesis. SRF activity is controlled by its coactivators including
myocardin-related transcription factors, MRTF. Moreover, there is also a relationship
between single nucleotide mutations within mrtf genes, and the occurrence of autism
spectrum disorders or schizophrenia.

Until now, the role of SRF protein and its coactivators on the process of dendritic
spine formation and maturation was unknown. The results presented herein showed
that SRF or MRTF regulates dendritic spike maturation and synapse function in
developing neurons. Silencing SRF expression in vitro and in vivo impaired dendritic
spine structure and increased the number of immature spines with no apparent
changes in their overall density. Moreover, downregulation of MRTF protein had
a similar effect on dendritic spike morphology as SRF depletion. Additionally, the

observed structural changes were accompanied by decreased levels of AMPA receptor



subunits - GluAl and GluA2, together with functional changes in the excitatory
neurotransmission.

The following work demonstrates, for the first time, the significant involvement
of the transcription factor SRF and its cofactors in the regulation of dendritic spine
maturation and function. SRF was found to be involved not only in adult brain

processes but also in key mechanisms during early postnatal development.
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Wykaz najczeSciej stosowanych skrotow

4-OHT - (ang. 4-hydroxytamoxifen) 4-hydroksytamoksyfen
AAV - (ang. adeno-associated virus) wirusy zwigzane z adenowirusami
AMPA - (ang. a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-isoxazolepropionian)
kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy

CaMKII - (ang. Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase II)

kinaza zalezna od jon6éw wapnia i kalmoduliny typu II
cKO - (ang. conditional knock-out) mysz z warunkowg delecjg genu
DIV - (ang. day in vitro) dzien hodowli in vitro
EPSP - (ang. excitatory postsynaptic potenetail)

postsynaptyczny potencjat pobudzajacy

GFP - (ang. green fluorescent protein) biatko zielonej fluorescencji
IEG - (ang. immediate early gene) gen wczesnej odpowiedzi
LTD - (ang. long-term depression) dtugotrwate ostabienie synaptyczne
LTP - (ang. long-term potentation) dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne
MAGUK - (ang. membrane-associated guanylate kinase)

kinaza guanylanowa zwigzana z btong
mEPSCs - (ang. miniature excitatory postsynaptic curents)

miniaturowe pobudzajgce prady postsynaptyczne
MRTF - (ang. myocardin-related transcription factors)

koaktywatory podobne do miokardyny

NMDA - (ang. N-methyl-D-aspartic acid) kwas N-metylo-D-asparaginowy
NLS - (ang. nuclear localzation signal) sygnat lokalizacji jadrowej
OUN - (ang. central nervous system, CNS) osSrodkowy uktad nerwowy
P - (ang. postnatal day) dzien zycia po urodzeniu
PBS - (ang. phosphate-buffered saline) zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
PFA - (ang. paraformaldehyde) paraformaldehyd
PCR - (ang. polymerase chain reaction) reakcja tancuchowa polimerazy
PSD - (ang. postsynaptic density) zageszczenie postsynaptyczne
SEM - (ang. standard error of measurements) btad standardowy Sredniej
shRNA - (ang. short-hairpin RNA) kréotka sekwencja RNA o strukturze szpilki do

wlosow
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SRE - (ang. serum response element) sekwencja DNA rozpoznawana przez SRF
SRF - (ang. serum response factor) czynnik odpowiedzi na surowice
gRT-PCR - (ang. quantitive real-time reverse transcriptase-PCR)

ilosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym

WT - (ang. wild type) myszy o niezmodyfikowanym genotypie
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1. Wprowadzenie
1.1. Synapsa chemiczna

Ludzki mézg jest wyjatkowo ztozona struktura, ktdérej prawidtowe
funkcjonowanie zalezy od skoordynowanego dziatania ponad 86 miliardow komdrek
nerwowych (Azevedo i in., 2009). Rozw6j mézgu to skomplikowany i wieloetapowy
proces, ktory rozpoczyna sie juz w drugim tygodniu po zaptodnieniu i trwa
intensywnie przez ponad dwadzie$cia lat, az do okresu wczesnej mtodosci (Tierney
i Nelson, 2009). Jednym z najwazniejszych etapow ontogenezy jest utworzenie
prawidtowych sieci neuronowych, w ktérych neurony komunikuja sie ze sobg lub
z innymi typami komodrek przekazujac sygnaly poprzez synapsy. Jednym z typow
synaps s3g synapsy chemiczne. Sygnaly pobudzajace sg zazwyczaj przekazywane za
posrednictwem synaps, ktérych cze$¢ presynaptyczng stanowi zakonczenie aksonu
jednej komorki, a elementem postsynaptycznym jest kolec dendrytyczny znajdujacy
sie na dendrycie drugiego neuronu. W przypadku synaps chemicznych, zakonczenia
presynaptyczne zawieraja neuroprzekazniki upakowane w pecherzyki synaptyczne.
Gdy impuls nerwowy dociera do zakonczen aksonu, powoduje depolaryzacje btony
presynaptycznej w wyniku czego nastepuje otwarcie kanatéw Ca2* bramkowanych
napieciem, co umozliwia naptyw jonéw Ca?* do wnetrza komoérki presynaptyczne;.
Zapoczatkowuje to kaskade zdarzen, ktéora doprowadza do wyrzutu
neuroprzekaznikow do przestrzeni synaptycznej, na drodze fuzji pecherzykéw
synaptycznych z btong komoérki. W przestrzeni synaptycznej stanowigcej 20-50 nm
szczeline, dyfundujgce neurotransmitery sg wigzane przez specyficzne receptory lub
kanaty jonowe znajdujace sie na btonie postsynaptycznej. Ich aktywacja moze
powodowac naptyw jonéw do wnetrza komorki postsynaptycznej, co odpowiada za
wygenerowanie postsynaptycznego potencjatu pobudzajacego (ang. excitatory
postsynaptic potential, EPSP) lub postsynaptycznego potencjatu hamujgcego (ang.
inhibitory postsynaptic potential, IPSP). Nadmiar neuroprzekaZznikéw z przestrzeni
synaptycznej jest degradowany przez specyficzne enzymy lub usuwany przez wychwyt
zwrotny i ponownie pakowany do pecherzykéw w aksonie (Stidhof i Malenka, 2008).

Przekazywany sygnat moze by¢ modyfikowany nie tylko przez elementy pre-
i postsynaptyczne, ale rowniez przez wypustki komoérek glejowych - astrocytéw, czy

komponenty macierzy zewnatrzkomoérkowej. Takie ujecie synapsy jest zgodne
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z koncepcjg synapsy czwordzielnej, zwang inaczej synapsa poczworng (Song i Dityatev,

2018).
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Rycina 1. Schemat budowy synapsy poczwadrne;j.

Zgodnie z koncepcja synapsy czterodzielnej w jej sktad wchodzi zakonczenie aksonu
neuronu presynaptycznego i kolec dendrytyczny komdrki postsynaptycznej oraz
wypustki astrocytéw i sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowej. Kazdy z tych
elementéw moze wplywa¢ na modulacje przekazywanych sygnatéw pomiedzy
komorkami nerwowymi. (Na podstawie: Dityatev i Rusakov, 2011).

1.1.1. Plastyczno$¢ synaptyczna

Jedna z gtéwnych wiasciwosci komoérek nerwowych, obok ich pobudliwosci, jest
zdolno$¢ do podlegania zmianom w odpowiedzi na bodZce lub uszkodzenia. Cigg zmian
zachodzacych w komoérkach nerwowych w wyniku nowych do$wiadczen zostat
nazwany plastycznos$cig neuronalng (Konorski, 1948). Donald Hebb zaproponowat
teze, iz pamie¢ przejawia sie jako zmiana przeptywu sygnatéw pomiedzy neuronami

(Hebb, 1949). Zgodnie z ta koncepcja do zmiany sily potaczen synaptycznych
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konieczne jest powtarzalne pobudzenie neuronu postsynaptycznego przez neuron
presynaptyczny, co prowadzi do zmian biochemicznych i anatomicznych zachodzacych
na synapsie. Zalozenia te stanowig podstawe zjawiska plastycznoSci synaptyczne;j.
Wspébtcze$nie wyrdzniamy dwie sktadowe plastycznos$ci synaptycznej, ktére sg ze sobg
SciSle powigzane: zmiany w strukturze oraz funkcji synaps. Plastycznos$¢ strukturalna
wyraza sie poprzez modyfikacje ksztattu, liczby czy wielkosci synaps (Holtmaat
i Svoboda, 2009; Sala i Segal, 2014). Natomiast zmiana pobudliwo$ci neuronéw
korelujgca ziloScia lub prawdopodobienistwem uwolnienia neuroprzekaznikéw
z czeSci presynaptycznej oraz zmianami w liczbie receptoré6w na btonie
postsynaptycznej to przejaw plastycznosci funkcjonalnej (Kasai i in., 2010; Matsuzaki
i in,, 2004). Zmiany aktywnoSci neuronalnej pojedynczych synaps lub catych sieci
neuronowych moga zachodzi¢ w skali czasu od milisekund do dni. Procesy te
wspotwystepuja ze sobg warunkujgc adaptacyjne wtasciwosci neuronéw niezbedne do

rozwoju i prawidtowego funkcjonowania mozgu.

1.1.1.1. Plastyczno$¢ hebbowska

Plastyczno$¢ hebbowska jest zalezna od do$wiadczenia, a dzieki zmianie sity
potaczen synaptycznych jest uwazana za podstawowy mechanizm proceséw uczenia
sie i zapamietywania. Eksperymentalnym modelem tego typu plastycznos$ci jest
dtugotrwale wzmocnienie synaptyczne (ang. long term potentation, LTP) oraz
dtugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. long term depression, LTD). Mechanizmy
dziatania obu tych proceséw oparte s3 o petle dodatniego sprzezenia zwrotnego. Bliss
i Lomo (1970) zaobserwowali, iz intensywna stymulacja elektryczna (o wysokiej
czestotliwos$ci) komdrki presynaptycznej prowadzi do wzrostu pobudliwo$ci komorki
postsynaptycznej, co przejawia sie zwiekszeniem jej pradéw postsynaptycznych
i skroceniem czasu ich narastania. Odwrotne zjawisko obserwujemy, gdy stymulacja
ma niskg czestotliwo$¢ - dochodzi wtedy do ostabienia odpowiedzi komorki
postsynaptycznej (Lynch iin., 1977).

Procesy te powigzane s3 ze zmianami w strukturze potgczen neuronalnych, np.
LTP moze prowadzi¢ do powstawania nowych synaps (Engert i Bonhoeffer, 1999) lub

przeksztatcenia istniejacych cienkich kolcéw w kolce o ksztaltcie grzybkowatym (Kasai
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i in.,, 2010; Matsuzaki i in., 2004), natomiast LTD koreluje z zanikaniem kolcéw

dendrytycznych (Nagerliin., 2004; Zhou i in., 2004).

1.1.1.2. Plastycznos$¢ homeostatyczna

Pomimo iz plastyczno$¢ hebbowska stanowi podwaliny bardzo efektywnego
i precyzyjnego sytemu kodowania i przechowywania informacji, to potencjalnie
mogtaby prowadzi¢ do niestabilnoSci sieci neuronowych (Turrigiano i Nelson, 2004).
Wzrost sily potgczen synaptycznych na skutek LTP powoduje wzmocnienie
pobudliwo$ci neuronu postsynaptycznego i zwieksza prawdopodobienstwo zaj$cia
kolejnych LTP. Taka petla dodatniego sprzezenia zwrotnego mogtaby prowadzi¢ do
hiperaktywnoSci a w konsekwencji Smierci neuronu. Z kolei LTD moze doprowadzic¢
do eliminacji synaps, co mogtoby skutkowa¢ wyciszeniem aktywnosci neuronalne;j.
Takie zdarzenia przyczyniatyby sie do zaburzenia réwnowagi pomiedzy procesami
pobudzenia i hamowania w mdzgu. Mechanizmem kompensacyjnym, utrzymujacym
stabilny poziom aktywnosci sieci neuronalnych pomimo zachodzenia w ich obrebie
dynamicznych zmian jest plastyczno$¢ homeostatyczna.

Eksperymenty przeprowadzone na szczurzych neuronach korowych
hodowanych in vitro (Turrigiano i in., 1998) wykazaty, iz pobudliwo$¢ komoérek
nerwowych oceniana na podstawie analizy miniaturowych pobudzajacych pradéw
postsynaptycznych (ang. miniature excitatory postsynaptic currents, mEPSCs) zmienia
sie na skutek dtugotrwatej stymulacji farmakologicznej. W neuronach stymulowanych
przez 48 godzin bikukuling (antagonistg receptoréw GABAa) pomimo poczatkowego
wzrostu aktywnoS$ci, ostatecznie obserwowano utrzymujacy sie spadek wartosci
amplitudy mEPSCs. Przeciwstawny efekt towarzyszyt dlugotrwatemu dziataniu
tetrodotoksyny (antagonisty kanatéw sodowych bramkowanych napieciem):
odnotowywano wzrost wartosci amplitudy mEPSCs. Plastyczno$¢ homeostatyczna
wykorzystuje m. in. proces skalowania synaptycznego (ang. synaptic scalling)
polegajacy na wbudowywaniu (w warunkach niskiej aktywno$ci neuronalnej) lub
usuwaniu z btony komoérki postsynaptycznej (w warunkach wzmozonej aktywnoSci)
receptorow dla neuroprzekaznikow. Oba te procesy oparte sg o dziatanie ujemnego
sprzezenia zwrotnego i odgrywaja kluczowa role podczas rozwoju osobniczego, ze
wzgledu na zachodzenie w tym okresie wielu zmian wliczbie i sile potgczen

nerwowych (Tien i Kerschensteiner, 2018; Wen i Turrigiano, 2021).
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1.2. Kolce dendrytyczne neuron6w piramidowych
1.2.1. Ksztatt kolcow dendrytycznych

Po raz pierwszy wypustki w blonie dendrytéw zaobserwowal i opisat
Ramon y Cajal, dzieki zastosowaniu techniki znakowania srebrem, stworzonej przez
Camillo Golgiego. Dojrzaly kolec dendrytyczny sktada sie z gtowki mierzacej ok.
0,5 - 2,0 um, potaczonej z dendrytem za pomoca waskiej szyjki (Calabrese i in., 2006).
Rozwdj technik obrazowania, a w szczegélnosci mikroskopii elektronowej, umozliwit
wglad do ogromnej réznorodnosci ksztattow i rozmiaréw kolcdw dendrytycznych.
Objetos¢ gtowki kolca moze wahac sie od 0,004 pm3 do 0,6 pm3 i wspotwystepowac
z ogromng réznorodnoscig ksztattéw. Parametry szyjki zawierajg sie w przedziale od
0,08 um do 1,58 pm dla dtugosci i od 0,0038 pm do 0,48 um dla szerokos$ci (Harris
i Stevens, 1989; Tgnnesen i Nagerl, 2016).

Jedna z najbardziej charakterystycznych cech kolcéw dendrytycznych jest ich
ogromne zroznicowanie, zwlaszcza dotyczace kolcow dendrytycznych komorek
piramidowych (Ghani i in., 2017). Podczas analizy budowy kolcéw dendrytycznych
zazwyczaj wyro0znia sie cztery podstawowe kategorie odzwierciedlajgce stosunek
wielkosci gtéwki do szyjki kolca, czyli kolce: grzybkowate, dtugie, przysadziste
i filopodialne. Kolce grzybkowate (ang. mushroom spines) maja duza gtowke,
oddzielong od dendrytu za pomocg waskiej, dobrze zarysowanej szyjki. Stanowig
dojrzata postac¢ kolcow dendrytycznych (Yoshihara i in., 2009). Uwaza sie, Ze te kolce
wspottworzg najefektywniejsze potaczenia synaptyczne i s3 podstawa pamieci
dtugotrwatej (Hayashi i Majewska, 2005). Podobng budowe posiadaja kolce dtugie
(ang. thin spines) jednak ich gtéwki sg znacznie mniejsze, a szyjki relatywnie dtuzsze.
S strukturami podlegajacymi dynamicznym zmianom, powiekszenie rozmiaréw ich
gtowek taczy sie z procesami plastycznosci. Obserwuje sie takze kolce przysadziste
(ang. stubby spines), ktére jak sie wydaje nie posiadaja szyjki. Sa to kolce obecne
zwlaszcza na wczesnych etapach rozwoju postnatalnego lub w znacznie mniejszym
stopniu, w dorostym mdzgu, jako efekt zanikania kolcoéw grzybkowatych. Czwartym
typem kolcow dendrytycznych, charakterystycznym dla rozwijajacych sie neuronéow
sg kolce filpodialne (ang. filopodial spines). Stanowig one cienkie, dtugie wypustki bez

widocznie zaznaczonej gtowki. Kolce filopodialne podlegajg szybkim zmianom i sg
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bardzo plastyczne (Harms i Dunaevsky, 2007). Przypuszcza sie, Ze nie tworza one
funkcjonalnych potaczen nerwowych, na co wskazuje bardzo niewielka liczba
pecherzykow synaptycznych w sasiadujacych z nimi zakonczeniach aksonalnych
(Berry i Nedivi, 2017). Ponadto, mozemy wyrd6znic takze kolce dendrytyczne o bardzo
ztozonych czy nieregularnych ksztaltach, m. in. kolce rozgatezione czy o gtowce
w ksztatcie filizanki (ang. branched spines, cup-shaped spines; odpowiednio; (Maiti i in.,

2015).

===
W o ¥

dendrytyczne: dtugie filopodialne przysadziste grzybkowate

Morfologia: niedojrzata dojrzata

Rycina 2. Ksztalty kolcow dendrytycznych komoérek piramidowych.

Schematyczny rysunek przedstawiajacy gtowne typy ksztattow kolcow dendrytycznych (od
lewej): kolce dtugie (ang. long spines), kolce filopodialne (ang. filopodial spines), kolce
przysadziste (ang. stubby spines) i kolce grzybkowate (ang. mushroom spines). (Na podstawie:
von Bohlen und Halbach, 2009).

1.2.2. Budowa kolcow dendrytycznych

Kolce dendrytyczne komoérek piramidowych mimo nieznacznych rozmiaréw
posiadajg skomplikowana molekularng maszynerie niezbedng do prawidtowego
funkcjonowania synaps. Tuz pod btong komdrkowa kolca dendrytycznego znajduje sie
Scisle upakowana sie¢ ponad 2000 biatlek zwana gestoScia postsynaptyczng

(ang. postsynaptic density, PSD; Bayés i in., 2011). Czasteczki te mozna przypisa¢ do
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jednej z sze$ciu kategorii: 1) receptory i kanaty jonowe zwigzane z btong, 2) biatka
kotwiczace i adaptorowe, 3) czasteczki adhezji komoérkowej, 4) biatka cytoszkieletu,
5) biatka z rodziny biatek G oraz ich modulatory, 6) biatka sygnatowe takie jak
fosfatazy i kinazy (Boeckers, 2006). Analizy z zastosowaniem techniki spektrometrii
mas wykazaty, iz najliczniejszymi komponentami sg kinazy zalezne od jondw wapnia
kalmoduliny typu II (ang. Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase II, CaMKII) oraz
biatka zrodziny MAGUK (ang. membrane-associated-and guanylate kinase) m.in.

PSD-95, PSD 93, SAP 102 and SAP 97 (Sheng i Kim, 2011).

Neuron
presynaptyczny

Receptory btonowe
i biatka adhezyjne

Neuron
postsynaptyczny

Biatka kotwiczace

Biatka synaptyczne

Cytoszkielet aktynowy

Rycina 3. Budowa kolca dendrytycznego.

Schematyczny rysunek przedstawiajagcy neuron pre- i postsynaptyczny. Przyblizenie
pokazujgce gtéwne elementy kolca dendrytycznego: receptory btonowe, biatka adhezyjne oraz
biatka gestosci postsynaptycznej (PSD). Widkna aktynowe stanowig podstawowy element
warunkujacy ksztatt kolca dendrytycznego. (Zmodyfikowano za: Serrano i in., 2022).

Kolce dendrytyczne stanowig gtéwne loci dla synaps pobudzajacych w mézgu.

Wyroézniajaca cecha synaps pobudzajgcych na neuronach piramidowych jest
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wystepowanie korelacji pomiedzy wielkoScig gestosSci postsynaptycznej, a rozmiarem
gtowki kolca dendrytycznego (Feng i Zhang, 2009). Powierzchnia PSD jest réwniez
proporcjonalna do powierzchni strefy aktywnej (ang. active zone, AZ) w komorce
presynaptycznej, a zatem posrednio liczby pecherzykéw zawierajacych
neurotransmitery (Schikorski i Stevens, 1999).

Kolejna cecha charakteryzujaca kolce dendrytyczne, w odréznieniu od
dendrytow, jest wysoka zawarto$¢ wiokien aktynowych (ang. actin filaments, F-actin).
Formowanie sie kolcow dendrytycznych i ich ksztatt jest w duzej mierze zalezny od
cytoszkieletu aktynowego (Zito i in., 2004). Wewnatrz kolcow dendrytycznych
znajdujg sie dziesigtki biatek wigzacych aktyne, ktére odpowiedzialne s3g m.in.
za transport, kotwiczenie biatek w btonie komérkowej czy regulacje ksztattu kolca
(Dillon i Goda, 2005). Cytoszkielet jest regulowany przez aktywnos$¢ biatek wigzacych
aktyne, ktére modulujg poziom jej polimeryzacji i depolimeryzacji. Indukcja LTP
prowadzi do krotkotrwatej, przejsSciowej depolimeryzacji widkien aktynowych
(Ouyang i in., 2005), jednak dtugotrwate LTP skutkujgce powiekszeniem sie gtéwki
kolca dendrytycznego wymaga polimeryzacji F-aktyny (Fukazawa i in., 2003; Lin i in.,
2005). Wzrost poziomu jonéw wapnia (Ca?*) w gltéwce Kkolca dendrytycznego
przyczynia sie do przebudowy cytoszkieletu aktynowego, a co za tym idzie zmiany
ksztattu kolca (Oertner i Matus, 2005). Na skutek wzmozonej aktywnosci synaptycznej
dochodzi do uwolnienia jonéw Ca2* takze z siateczki Srdédplazmatycznej gtadkiej
(ang. smooth endoplasmic reticulum, SER; Spacek i Harris, 1997; Toresson i Grant,
2005), co dodatkowo wzmacnia lokalny wzrost poziomu Ca2* (Sabatini i in., 2001).
W przeciwienstwie do LTP, LTD koreluje z depolaryzacjg aktyny oraz wydtuzaniem sie
kolca dendrytycznego lub zmniejszeniem sie jego gtowki (Nagerl i in., 2004; Zhou i in.,
2004).

Zdolno$¢ kolcéw dendrytycznych do podlegania zmianom plastycznym jest
zalezna od proces6w syntezy i degradacji biatek (Tanaka i in., 2008). Dlatego tez
proteasomy i polirybosomy sa zazwyczaj obserwowane w kolcach dendrytycznych:
w stanie bazowego pobudzenia w podstawie kolca, natomiast po indukcji LTP migruja
z dendrytu ku gtéwce kolca (Bourneiin., 2007; Ostroffiin., 2002). Z procesami lokalnej
syntezy biatek i ich wbudowywaniem w btone synapsy zwigzana jest takze obecnos$¢
siateczki Srodplazmatycznej szorstkiej (ang. rough endoplasmic reticulum, RER) oraz

aparatéw Golgiego (Grigston i in., 2005; Horton i Ehlers, 2004). Organelle te sa
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obrazowane w ok. 10% - 15% dojrzatych kolcow dendrytycznych w hipokampie
szczura (Spacek i Harris, 1997).

Ponadto, ksztalt kolcow dendrytycznych jest zalezny od recyrkulacji
endosoméw, a blokowanie tego zjawiska skutkuje zanikiem wypustek, a co za tym
idzie, spadkiem ich gestosci (Park i in., 2006). Procesy egzo- i endocytozy muszg by¢
utrzymane w odpowiednim balansie w zaleznos$ci od aktywnoSci neuronalnej, aby
umozliwi¢ kolcom dendrytycznym zmiany plastyczne. Dla prawidtowego zachodzenia
LTP niezbedne jest, zalezne od egzocytozy, wbudowywanie w blone synaptyczng
receptorow AMPA (Kopec i in., 2006), co powoduje lokalne zwiekszenie jej

pobudliwosci (Kim i in., 2007).

1.2.3. Receptory jonotropowe glutaminianu

Opisane w niniejszej pracy synapsy chemiczne opierajag swoje dziatanie na
neuroprzekaznikach (neurotransmiterach), a ich specyficznos¢ i wywotany efekt
zalezy w duzej mierze od receptorow zlokalizowanych na btonie postsynaptyczne;j.
Glownym neuroprzekaznikiem pobudzajagcym w mézgu jest kwas glutaminowy
(glutaminian), ktory moze wigza¢ sie do jednego z dwoch typdw receptorow:
receptorow  metabotropowych lub receptoréw jonotropowych. Receptory
metabotropowe (ang. glutamate metabotropic receptor, mGluR) zbudowane z siedmiu
domen transbtonowych, zwigzane sg z wewngtrzkomoérkowymi biatkami G, ktore
odpowiadajg za wtdrng transdukcje sygnatu (Pin i Acher, 2002). Z kolei receptory
jonotropowe, bedace kanatami jonowymi, podzielone s3 trzy gtéwne klasy (Traynelis

iin., 2010), ktérych nazwy pochodza od agonistéow je aktywujacych:

1) receptor AMPA (ang. a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-isoxazolepropionian) - lezacy
u podstaw bazowej aktywnos$ci modzgu. Sklada sie z czterech hydrofobowych
podjednostek GluA1-A4 (zwanych takze GluRA-GIuRD), ktére sg przepuszczalne dla
jonéw sodu (Na*) ipotasu (K*). Najczestszym typem receptorow w komorkach
hipokampalnych sg receptory AMPA zbudowane z podjednostek GluA1l i GluA2 (Sans
iin., 2003; Tsuzukiiin., 2001).
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2) receptor kainianu - ktérego rola w fizjologii nie jest jeszcze tak dobrze poznana,
jest zaangazowany w szybkie przekaZnictwo neuronalne oraz regulacje pobudliwosci
neurondéw (Pinheiro i Mulle, 2008; Sachidhanandam i in., 2009). Wyrézniamy piec¢
podjednostek tego receptora: GluR5-R7 oraz KA1l i KA2. Receptory kainianu sg
zlokalizowane zaréwno w pre- jak i postsynaptycznej btonie komdrkowej (Frerking

i Nicoll, 2000).

3) receptor NMDA (ang. n-metylo-d-asparaginian) - tetramer zbudowany
z kombinacji siedmiu mozliwych podjednostek: GluN1, GIuN2A, GluN2B, GluN2(,
GIuN2D, GluN3A i GluN3B (Hansen i in., 2017). Kiedy neuron znajduje sie w stanie
potencjatu spoczynkowego, przekaznictwo przez receptory NMDA jest zablokowane.
Dopiero depolaryzacja btony komérkowej pozwala na uwolnienie jonéw magnezu
(Mg?*) od receptorow i ich otwarcie dla jonéw sodu i potasu oraz w gtdwnej mierze dla
jonéw wapnia. Kinetyka pradéw synaptycznych receptoré6w NMDA w poréwnaniu do
receptoroOw AMPA charakteryzuje sie wolniejszym narastaniem pradu oraz dtuzszym

czasem jego utrzymania sie (Paolettiiin., 2013).

Dojrzewanie i regulacja sity potaczen synaptycznych polega m.in. na zmianie liczby
receptoréw na btonie postsynaptycznej. Receptory NMDA s3 bezposrednio dokowane
w btonie przez biatka PSD-95, natomiast receptory AMPA poSrednio z udziatem biatek
adaptorowych np. stargazyny (Schnell i in., 2002), co utatwia dyfuzje receptoréow
AMPA ,z” i ,na” synapse (Bats i in., 2007; Opazo i in., 2012). Ponadto dystrybucja tych
receptor6w na btonie postsynaptycznej jest rézna: Kklastry receptoréw NMDA
obserwowane sg zazwyczaj w centralnej czeSci synapsy, natomiast klastry receptoréw

AMPA gtéwnie w jej peryferycznych obszarach (Cheniin., 2011).

1.3. Wczesne etapy rozwoju potaczen nerwowych

Utworzenie funkcjonalnych sieci neuronowych musi by¢ poprzedzone
prawidtowym zajSciem szeregu zdarzen, ws$rdod ktoérych mozemy wyrdznic:
1) powstanie i migracje komérek nerwowych oraz gleju, 2) dojrzewanie tych komorek,
3) formutowanie sie kolcéow dendrytycznych i synaps oraz ich reorganizacja,

4) zanikanie czeSci synaps. U ludzi pierwsze, niedojrzate komorki gleju sg wykrywane
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w czwartym tygodniu cigzy w kresomoézgowiu, a komoérki nerwowe w siddmym
(Ezein., 2021). Komdrki te wywodza sie z neuralnych komoérek macierzystych
(ang. neural stem cells, NSCs), ktorych intensywne podzialy zachodza gtéwnie w strefie
komorowej oraz przykomorowej (Gotz i Huttner, 2005). Procesy powstawania
i migracji komdrek sg ze sobg $ciSle powigzane. Neurony powstate jako pierwsze
tworza gtebsze warstwy kory, a p6Zniej powstajace komorki migruja przez nie do
kolejno tworzonych warstw zgodnie z gradientem ,inside-out”, gtdwnie za sprawa
migracji radialnej. Najintensywniejsza neurogeneza i migracja neuronéw zachodzi
w okresie od 10. do 25. tygodnia cigzy (Buchsbaum i Cappello, 2019; Silbereis i in.,
2016). Po osiagnieciu docelowej lokalizacji komo6rki nerwowe mogg zostac skierowane
na jedng z dwoch $ciezek: dalszego rdéznicowania lub zaniku na drodze apoptozy.
Szacuje sie, ze okoto 40% - 60% nowopowstatych neuronéw podlega apoptozie
(Yamaguchi i Miura, 2015). Komoérki, ktére beda sie dalej rozwijaty wytworza akson
idendryty (Aizawa iin., 2004; Gibson i Ma, 2011; Lefebvre, 2021). Wypustki na
dendrytach pojawiaja sie z koicem drugiego trymestru cigzy, intensywnie rozwijajac
sie przez caty okres pre- i postnatalny tak, by osiggna¢ maksymalng liczbe okoto 2. - 9.
roku zycia cztowieka, w zaleznos$ci od regionu mézgowia i typu dendrytu (Petanjek
iin, 2011).

Wraz z postepowaniem procesu dojrzewania neurony wytarzajg kolce
dendrytyczne tworzace potaczenia synaptyczne z innymi komoérkami. Na wczesnym
etapie, kiedy to organizm nie ma jeszcze sposobno$ci do$wiadczania bogactwa
otaczajacego Swiata za pomoca zmystoéw, to spontaniczna aktywno$¢ neuronalna jest
podstawowym mechanizmem ksztattowania sieci neuronowych (Cang i Feldheim,
2013; Kirkby i in.,, 2013). W trakcie pierwszych dwoéch lat zycia gestos¢ kolcow
dendrytycznych wzrasta osiggajac poziom o okoto 50% wyzszy niz Srednio u oséb
dorostych (Huttenlocher, 1979; Penzes i in, 2011). Nastepnie, po okresie
intensywnego powstawania synaps, na skutek plastycznosci zaleznej od
doswiadczenia zmystowego dochodzi do reorganizacji i znacznego spadku liczby
potaczen nerwowych (Hofer i in., 2009; Holtmaat i Svoboda, 2009). Gestos¢ kolcow
dendrytycznych u ludzi stabilizuje sie okoto trzeciej dekady zycia (Petanjekiin., 2011).

We wczesnym okresie postnatalnym, rozwijajace sie i dojrzewajgce synapsy

z duza tatwoscig podlegajg zmianom plastycznym, sg rowniez bardzo wrazliwe na
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wszelkie czynniki zaburzajace te procesy. Dlatego tez ten etap w rozwoju zwykto

okres$lac sie mianem okresu krytycznego (Knudsen, 2004).

1.3.1. Modele zwierzece w badaniach neurorozwojowych

Dzieki temu, iz generalny schemat rozwoju uktadu nerwowego ssakéw jest
zachowany ewolucyjnie pomiedzy réznymi gatunkami, badania przeprowadzone
z wykorzystaniem modeli zwierzecych stanowig warto$ciowy wktad w zgtebianie
wiedzy o mechanizmach kierujacych tymi procesami. Mimo, iz sekwencja kluczowych
zdarzen dla rozwoju moézgu ssakéw jest tozsama, to procesy te zachodza w réznych
skalach czasowych. Poniewaz w niniejszej pracy przeprowadzono badania
z wykorzystaniem mysich modeli in vivo, dlatego tez omowione zostang etapy rozwoju
osrodkowego uktadu nerwowego tych gryzoni. Okres cigzy u myszy trwa 19 - 21 dni.
Przyjmuje sie, ze pierwszemu i drugiemu trymestrowi cigzy u ludzi odpowiada okres
rozwoju embrionalnego od poczecia - E 0 (ang. embrional; E) do E 14,5. Natomiast
trzeci trymestr cigzy jest analogiczny do okresu od E 15 do dziesigtego dnia Zycia
zwierzecia - P 10 (ang. postnatal; P; Bolon, 2015; Workman i in., 2013). Neurogeneza
neuronéw korowych zaréwno u ludzi jak i u myszy rozpoczyna sie juz w okresie
ptodowym (wtedy tez zachodzi najintensywniej) i trwa u ludzi do okoto 2,5 roku Zycia,
natomiast u myszy do P 15 (Babikian i in., 2010). Powstawanie komorek hipokampa u
myszy przypada gléwnie na okres E 14 - E 16. Proces ten trwa takze w okresie
postnatalnym, lecz poziom jego intensywnoSci jest znacznie nizszy niz przed
narodzinami (A. S. Hill i in,, 2015; Kitamura i Inokuchi, 2014). Wyjatek stanowig
neurony ziarniste zakretu zebatego hipokampa, ktére powstaja dopiero w pierwszych
dniach po narodzinach (Benavides-Piccione i in., 2019). Najintensywniejszy rozwoj
mozgowia i gliogenezy przypada u ludzi na 36. - 40. tydzien cigzy, u gryzoni na okres
P 7 -P 10 (Bockhorstiin., 2008; Kriegstein i Alvarez-Buylla, 2009). Ludzki m6zg osiaga
90% - 95% masy mozgowia dorostego cztowieka w 2. - 3. roku zycia, u myszy okoto
P 20 - P 21, co jest takze okresem zachodzenia intensywnej mielinizacji neuronéw
(Keshavaniin., 2002).

W powstawaniu dendrytow i kolcow dendrytycznych u gryzoni takze
obserwujemy wspomniane wyzej rozwojowe ,opdéznienie”. Pierwsze, niedojrzate
synapsy tworzg sie jeszcze w zyciu ptodowym, ale wzmozZone powstawanie kolcow

dendrytycznych przypada na okres postnatalny (M. Liiin., 2010). Filopodia sg obecne
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od P1, a okoto P 7 - P 10 odnotowuje sie wzrost liczby kolcow dendrytycznych. Okoto
P 15 wiekszo$¢ dendrytow pokrytych jest kolcami dendrytycznymi o réznorodnych
ksztattach: grzybkowatymi, przysadzistymi i dtugimi (Miller i Peters, 1981). Gestos¢
kolcéow dendrytycznych u gryzoni osigga maksymalny poziom po skonczonym
pierwszym miesigcu zycia, po czym nastepuje eliminacja cze$ci synaps w okresie

wczesnej mtodosci (Koss i in., 2014; Orner i in., 2014).

1.3.2. Modele in vitro w badaniach neurorozwojowych

Jedynym z najlepiej poznanych i najczesciej wykorzystywanych modeli do
badania rozwoju potgczen nerwowych sg pierwotne hodowle neuronéw. W niniejszej
pracy takze zastosowano m. in. ten model badawczy, a doktadniej dysocjowane
pierwotne hodowle neuronéw hipokampalnych. Proces dojrzewania neuronéw jest
bardzo ztozonym zjawiskiem, ktdre jest regulowane przez szereg czynnikéw zaréwno
wewnatrz - jak i zewnatrzkomérkowych. W rozwoju neuronéw hodowanych in vitro
mozemy wyrdznic¢ pie¢ najwazniejszych etapdw (Schelskii Bradke, 2017; Yogev i Shen,
2017): 1) wytworzenie lammelipodiéw, 2) inicjacja i wzrost neurytéw, 3) powstanie
aksonu, 4) rozrost dendrytow, 5) stabilizacja drzewa dendrytycznego oraz
dojrzewanie kolcow dendrytycznych (zobacz rycina 4.). W poczatkowej fazie rozwoju
wokét ciata komoérki tworzg sie liczne ruchome lammelipodia. Nastepnie dochodzi do
potaczenia sie niektérych lammelipodiéw i utworzenia wypustek zwanych neurytami.
Kolejne etapy rozwoju polegajg na przetamaniu symetrycznej budowy neuronu i jego
polaryzacji. Jeden z neurytéw znacznie wydtuza sie, a na jego koncu formutuje sie
stozek wzrostu, odpowiedzialny za rozwdj aksonu. Wraz z elongacjq aksonu nastepuje
tez jego rozgalezienie. Pozostate neuryty dadza poczatek dendrytom, a komdrka
osiggnie dwubiegunowg budowe. W miare dojrzewania i stabilizacji drzewa
dendrytycznego, pojawiac sie beda liczne kolce dendrytyczne, finalnie wspottworzace
potaczenia synaptyczne pomiedzy neuronami.

Etapy te nastepuja czeSciowo zachodzac na siebie, a ich doktadny rozktad
w czasie zalezy od wielu czynnikéw m. in.: wieku zwierzecia, z ktérego pozyskano
komorki do zalozenia hodowli, gatunku, czy konkretnej struktury moézgowia

(van Spronseniin., 2013).
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Rycina 4. Etapy rozwoju neuronéw hipokampalnych in vitro.

Schemat przedstawiajacy kolejne stadia rozwoju neuronéw hodowanych in vitro.
W poczatkowej fazie rozwoju wytwarzane sg lammelipodia (Etap 1) a nastepnie pierwsze
wypustki zwane neurytami (Etap 2). W kolejnym etapie jedna z wypustek znacznie wydtuza
sie dajac poczatek aksonowi (Etap 3), a pozostate przeksztatca sie w dendryty (Etap 4). Wraz
z dojrzewaniem neuronu, na powierzchni dendrytéw powstaja kolce dendrytyczne (Etap 5),
tworzgce potaczenia nerwowe z aksonami komoérek presynaptycznych. (Zmodyfikowano za:
van Spronsen i wsp., 2013).

1.4. Proces dojrzewania kolcow dendrytycznych
1.4.1. Zmiany ksztattéw kolcéw dendrytycznych

Mimo prowadzonych intensywnych badan nad procesami zwigzanymi
z powstawaniem kolcow dendrytycznych i synaptogenezg zjawiska te nadal nie s3
w petni poznane. Wyniki badan wskazuja, ze sekwencja zdarzen prowadzaca do
powstania kolcow dendrytycznych zalezy od typu komérki, regionu mézgu czy etapu
W rozZwoiju.

Istnieja obecnie trzy gtéwne hipotezy méwigce o mozliwych mechanizmach
prowadzacych do utworzenia funkcjonalnych potaczen nerwowych. Jedng z nich jest
model zaproponowany przez Sotelo (1978), w ktérym to kolce dendrytyczne moga
powstawac bezposrednio z drzewa dendrytycznego, niezaleznie od zakonczen wtokien

aksonéw, dzieki  uwarunkowaniu tego procesu od  mechanizméw
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wewnatrzkomorkowych. Taki mechanizm rozwoju mozemy obserwowac w przypadku
niektérych wypustek dendrytycznych w komoérkach Purkinjego (Cesa i Strata, 2005;
O’Brien i Unwin, 2006). Alternatywng strategia moze by¢ schemat opisany przez
Millera i Petersa (1981), w ktérym synapsa tworzy sie bezposrednio na dendrycie, a
dopiero w kolejnych krokach, na skutek sygnatéw ptyngcych z komorki
presynaptycznej wytwarzany jest kolec dendrytyczny. Ma on poczatkowo przysadzisty
ksztatt, ktéry wraz z dojrzewaniem synapsy zmienia sie w kolec grzybkowaty lub
wydtuzony (Wiens i in., 2005). Trzecim modelem, ktéry jest najcze$ciej podejmowany
w kontekscie komoérek piramidowych hipokampa, bedacych przedmiotem badan
opisanych w niniejszej pracy jest model filopodialny.

W pierwszych etapach rozwoju te podlegajace dynamicznym zmianom
wypustki czesto wystepuja na btonie drzewa dendrytycznego. W procesie dojrzewania
filopodia na skutek interakcji z zakonczeniami aksonéw przeksztatcaja sie w dojrzate
kolce dendrytyczne (Fiala i in., 1998; Ziv i Smith, 1996; Zuo i in., 2005). W tym ujeciu,
filopodia sg prekursorami kolcow dendrytycznych. Co ciekawe, badania
przeprowadzone na szczurzych hodowlach organotypowych wykazaty, ze stymulacja
synaptyczna o duzej czestotliwo$ci prowadzi do wzrostu liczby matych struktur
przypominajacych filopodia. Ten proces zalezy od transmisji synaptycznej
odbywajacej sie poprzez receptory NMDA, a zastosowanie specyficznego antagonisty
tych receptoréw skutkuje zahamowaniem tego efektu (Maletic-Savatic i in., 1999).

Model filopodialny taczony jest z koncepcjg rozwoju kolcow dendrytycznych
z tzw. cichych synaps (ang. silent synapses). Na btonie postsynaptycznej takich
wypustek obecne s3 jedynie receptory NMDA, ktére jak juz wspomniano, wymagaja
depolaryzacji by mogly uwolni¢ blokujace je jony Mg2+ i zwigza¢ glutaminian.
Wiasciwos¢ ta sprawia, ze receptory NMDA s nieaktywne, kiedy neuron znajduje sie
w stanie potencjatu spoczynkowego. Jak pokazujg badania, indukcja LTP prowadzi do
wbudowywania receptoréow AMPA w btone komérkows, a tym samym dojrzewania
synapsy, co jest kluczowym krokiem dla utworzenia prawidtowych sieci neuronowych
(Kerchner i Nicoll, 2008; C. Xu i in., 2020). Mianem cichych synaps mozna okresli¢
znaczng wiekszo$¢ glutaminergicznych synaps w mézgu w okresie okotoporodowym.
Jednak ich liczba spada wraz z postepujacym rozwojem osobniczym. Proces ten jest
zalezny od aktywnosci neuronalnej (Kanold i in., 2019). U gryzoni obserwujemy

znaczng redukcje liczby cichych synaps juz w dwa tygodnie od narodzin (Valiullina
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iin, 2016). Badania z zastosowaniem paradygmatu deprywacji wzrokowej lub
przycinania wibrys podczas trwania okresu krytycznego, pokazuja wydtuzenie okresu
obecnosci cichych synaps odpowiednio w korze wzrokowej i korze barytkowej tych
zwierzat, co wskazuje na istotno$¢ pobudzenia neuronalnego dla zachodzenia tych

zmian (Ashby iIsaac, 2011; Funahashiiin, 2013; Han i in., 2017).

1.4.2. Rozwojowe zmiany receptoréw NMDA i AMPA

Jak juz wspomniano, proporcja receptorow AMPA do NMDA na btonie
synaptycznej, a takze typy podjednostek, z ktorych zbudowane sa te receptory zmienia
sie w rozwoju. Ma to znaczacy wptyw na funkcjonowanie potaczen nerwowych.
Odkrycie cichych synaps zintensyfikowalo badania nad mechanizmami
wbudowywania oraz dystrybucji receptoréw AMPA na btonie synaptycznej
i zwigzanymi z tym procesami plastycznosci (Bredt i Nicoll, 2003; Kerchner i Nicoll,
2008). We wczesnych okresach postnatalnych wiekszo$¢ receptoréw AMPA nie
zawiera podjednostek GluA2, a poziom tych podjednostek receptora jest niski
w porownaniu do poziomu podjednostek GluAl (Pickard i in., 2000). U gryzoni, ok.
P 5 - P 7, w btone cichych synaps zostajg wbudowywane gtéwnie podjednostki GluA4
(Zhuiin., 2000). Wraz z rozwojem, wzrasta poziom receptorow AMPA zawierajacych
podjednostke GluA2, tak Ze ok. P 14 stanowig one gtéwny typ receptoréw AMPA
(Henley i Wilkinson, 2016). Po uptywie trzech tygodni od narodzin nastepuje zmiana
w budowie receptoréw: wzrasta poziom podjednostek GluA3 a spada GluAl, co
wptywa na kinetyke pradéw postsynaptycznych (Blair i in., 2013).

Réwniez poziom podjednostek receptoréw NMDA jest regulowany rozwojowo
i zalezy od lokalizacji neuronu w mozgu. Badania in situ z wykorzystaniem catych
mozgéw mysich wykazaly, ze podjednostka NR1 (bedaca obligatoryjng sktadowa
receptora NMDA) jest wykrywana juz podczas rozwoju embrionalnego, a jej poziom
wzrasta w okresie postnatalnym (Watanabe i in., 1992). Z kolei podjednostka NR2B,
ktéra rowniez jest wyrazana juz na wczesnych etapach rozwoju embrionalnego, osigga
maksymalny poziom w okresie okotoporodowym, jednak potem jej ilo§¢ gwaltownie
spada (Ewald i Cline, 2009). W toku rozwoju postnatalnego dochodzi do ekspresji
podjednostki NR2A, a jej znaczacy wzrost obserwowany jest pomiedzy P 7 a P 28

(Cull-Candy i in., 2001). Ta rozwojowa zmiana kompozycji podjednostek receptoréw
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NMDA z NR2B na NR2A wptywa na kinetyke przewodnictwa synaptycznego i uwazana
jest za przejaw dojrzewania potaczen nerwowych (McKay i in., 2018; Monyer i in.,
1994).

W hodowlach neuronalnych podjednostka NR2B jest wykrywana pomiedzy
DIV 2 a DIV 15, nastepnie jej poziom znacznie spada (Bustos i in., 2014). Z drugiej
strony podjednostka NR2A nie jest jeszcze obecna w neuronach na etapie DIV 2,
natomiast jej poziom stopniowo wzrasta, az do osiggniecia maksimum w dojrzatych
neuronach.

Réwnolegle z procesem dojrzewania kolcéw dendrytycznych zachodza zmiany
nie tylko w kompozycji podjednostek receptoréow AMPA i NMDA, ale réwniez
w poziomie samych receptoréw. Niedlugo po narodzinach obserwujemy liczne ciche
synapsy, a co za tym idzie, ilos¢ receptorow NMDA jest znacznie wyzsza niz receptorow
AMPA. W toku dojrzewania potaczen nerwowych wzrasta liczba receptoréw AMPA.
Zmiany te przektadaja sie na plastyczno$¢ synaps: z wysokiej podatnos$ci na zmiany
plastyczne we wczesnej mtodosci (dtugotrwate otwarcie kanatu wapniowego
receptora NMDA) do stanu dojrzatosci, w ktérym takie zmiany jest trudniej wywotac

(Kanold i in., 2019; Lohmann i Kessels, 2014).

1.4.3. Zmiany w poziomie biatek kotwiczacych podczas rozwoju mozgu

Biatka kotwiczace naleza do jednej z trzech gtéwnych rodzin: MAGUK, Shank
lub Homer. Zmiany jakoS$ciowe i iloSciowe biatek PSD nastepujace wraz z rozwojem
neuronéw Kkorelujg ze zmianami w kompozycji podjednostek receptora NMDA. Na
wczesnych etapach rozwoju embrionalnego dominujgcym biatkiem z rodziny MAGUK
jest biatko SAP 102, ktore jest obecne zaré6wno w aksonach jak i w dendrytach. Jego
wysoki poziom odnotowuje sie w mtodych jak i dojrzatych neuronach, jednak
wykazano, zZe jest ono kluczowe dla grupowania i wbudowywania receptorow NMDA
na wczesnych etapach rozwoju moézgu (Elias i in., 2008; Sans i in., 2003). Poziom
ekspresji jednego z wariantdéw alternatywnego sktadania RNA tzw. splicingu dla SAP
102, majacego wysokie powinowactwo do podjednostki NR2B receptora NMDA,
znacznie wzrasta w okresie formowania filopodiéw na dendrytach (Chen i in., 2011).
Nastepnie, wraz zprocesem dojrzewania kolcéw dendrytycznych zmienia sie

kompozycja biatek w PSD: wzrasta poziom SAP 97 i PSD 93, a finalnie takze PSD-95
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(Lambert i in., 2017). O ile biatko SAP 102 wykazuje wysokie powinowactwo do
receptora NR2B, o tyle PSD-95 taczy sie preferencyjnie z podjednostkag NR2A (Sans
iin. 2003). Miedzy innymi dlatego tez PSD-95 jest uwazane za biatko markerowe dla
dojrzatych kolcéw dendrytycznych. Ponadto, wzrost poziomu PSD-95 koreluje
z podwyzszong ekspresja innych biatek, ktore w sposdb bezposredni lub posredni
oddziatujg z receptorami, m. in.: Shank czy GKAP (Kawashima i in., 1997; Lim i in,,
1999). Jak pokazuja badania, obecno$¢ PSD-95 w nowopowstatych kolcach
dendrytycznych zwieksza prawdopodobienstwo ich dalszej stabilizacji (Cane i in.,

2014; Gray i in., 2006).

1.5. Zaburzenia w rozwoju kolcéw dendrytycznych

Nieprawidtowosci w rozwoju kolcéw dendrytycznych sa czesto obserwowane
uoséb cierpiagcych na choroby neurorozwojowe i neuropsychiatryczne
(Martinez-Cerdefio, 2017; Penzes iin. 2011). Polegaja one na r6znorodnych zmianach
ksztattu czy gestosci kolcow w porownaniu do oczekiwanych na danym etapie rozwoju
osobniczego i w okre$lonym rejonie mézgu. Majac na uwadze Scisty zwigzek pomiedzy
strukturg a wtasciwosciami funkcjonalnymi, juz nawet niewielkie zmiany w gestosci
lub ksztatcie kolcow dendrytycznych moga przetozy¢ sie na zaburzenia wystepujace
zaroOwno na poziomie komdrkowym i jak catych sieci neuronowych. Ponadto, brak
réwnowagi miedzy procesami powstawania i eliminacji kolcéw dendrytycznych
réwniez prowadzi do zaburzen w przekaznictwie neuronalnym (Stein i Zito, 2019).

Niestety, niewiele jest doniesien mowigcych szczegotowo
o nieprawidtowosciach w kolcach dendrytycznych os6b cierpigcych na choroby
neurorozwojowe o nieznanej przyczynie. Dzieje sie tak za sprawg bardzo
ograniczonego dostepu do tkanek post-mortem oraz wspotwystepowaniem wielu
innych czynnikdw mogacych wptywa¢ na obserwowane objawy patofizjologiczne.
Sprawia to, iZ pojedyncze odkrycia sg trudne do zgeneralizowania i zbadania podtoza
zaburzen (McCullumsmith i in, 2014). Ponizej opisano wybrane choroby
neurorozwojwe o nieznanej dotad etiologii w kontek$cie wystepujacych w nich

nieprawidtowosci w OUN.
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1.5.1. Kolce dendrytyczne a niepelnosprawnos¢ intelektualna

Przyjmuje sie, Ze wynik uzyskany w standardowym tes$cie inteligencji bedacy
ponizej dwdch odchylen standardowych od Sredniej populacyjnej, czyli wynik ponizej
70 punktéw, wskazuje na nieprawidtowy rozwéj intelektualny danej osoby. Badania
post-mortem pacjentow z niepelnosprawnos$ciami intelektualnymi wyraznie
dokumentuja powigzanie zaburzen w strukturze kolcow dendrytycznych z chorobami
neurorozwojowymi (Dierssen i Ramakers, 2006). W badaniach neuronéw korowych
pacjentow obserwuje sie kolce cienkie o wydtuzonym ksztatcie, co wskazuje na ich
niedojrzato$¢. Ponadto gesto$¢ kolcow dendrytycznych jest nizsza niz u oso6b
neurotypowych. Odnotowuje sie rowniez zubozenie ztozonos$ci zaré6wno podstawnych
jak i wierzchotkowych dendrytéw komoérek piramidowych w wielu rejonach mézgu
w porownaniu do grup kontrolnych (Kaufmann i Moser, 2000). Prawidtowy rozwdj
sieci neuronowych warunkowany jest przez odpowiednig ekspresje catego szeregu
biatek, jest to wiec proces systemowy, na co wskazujg badania pokazujace coraz to
nowe geny, w ktérych mutacje prowadza do niepetnosprawnosci intelektualnych

(Chelly i Mandel, 2001; Ramakers, 2002).

1.5.2. Kolce dendrytyczne a zaburzenia ze spektrum autyzmu

Badania os6b ze zdiagnozowanymi zaburzeniami ze spektrum autyzmu
(ang. autism spectrum disorders, ASD) pokazuja wiekszg gestosS¢ kolcow
dendrytycznych u tych osé6b w wielu regionach mézgu w poréwnaniu do populacji
ogllnej (Hutsler i Zhang, 2010). Moze by¢ to powigzane z zaburzeniem réwnowagi
pomiedzy procesami powstawania i eliminacji kolcéw dendrytycznych. Co ciekawe,
monitorowanie rozwoju mozgu w czasie przy uzyciu techniki obrazowania metoda
rezonansu magnetycznego wykazato zwiekszona objeto$¢ moézgu oraz istoty szarej
kory moézgowej u oséb z ASD w poroéwnaniu do oséb zdrowych, ktéra jest
obserwowana juz przed ukonczeniem drugiego roku zycia (Hazlett i in., 2017;
Schumann i in., 2010). Jak juz wspomniano, w tym okresie dochodzi do intensywnego
rozwoju dendrytéw i kolcéw dendrytycznych, co sugeruje, ze u oséb z ASD proces
synaptogenezy zachodzi na zbyt wysokim poziomie lub wystepuja deficyty w
efektywnosci eliminacji kolcow dendrytycznych (Tang i in., 2014).
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1.5.3. Kolce dendrytyczne a schizofrenia

Mimo iz schizofrenia jest zaburzeniem psychiatrycznym diagnozowanym
zazwyczaj w okresie wczesnej miodoSci, w jej przebiegu obserwowane s3
nieprawidtowosci w OUN, ktorych etiologia ma podtoze rozwojowe. Gesto$¢ kolcdw
dendrytycznych osdb cierpigcych na schizofrenie jest nizsza niz u os6b zdrowych,
dotyczy to m. in. neuronéw Kkory przedczotowej, kory stuchowej czy hipokampa (Garey,
2010; Glausier i Lewis, 2013; Kolomeets i in., 2005; Sweet i in., 2009). W badaniach
neurondw trzeciej warstwy kory stuchowej wykazano, iz zanikowi podlegaja gtéwnie
mate kolce dendrytyczne o obojetnosci nie wiekszej niz 0,3 pm3 (MacDonald i in,,
2017). W kilku obszarach mézgu obserwuje sie takze zmniejszong objeto$¢ istoty
szarej, co najprawdopodobniej jest spowodowane redukcja rozmiaréw ciat komoéorek
nerwowych a nie utrata neurondéw. Zmniejszenie ciat neurondéw koreluje ze
zubozZeniem innych wtasciwos$ci komdérek nerwowych, takich jak ztoZzono$¢ drzewa
dendrytycznego czy liczba zakonczen aksonalnych (Pierriiin., 2001; Sweetiin., 2004).
W badaniach przeprowadzonych przez Kristiansen i wspoétpracownikéw (2006) na
tkankach pobranych post-mortem od 24 starszych oséb ze zdiagnozowang schizofrenia
wykazano zaburzenia poziomu ekspresji niektérych sktadowych PSD. W przypadku
PSD 93 i PSD-95 obserwowano wzrost poziomu transkryptéw wzgledem proébek
kontrolnych, natomiast spadek ilosci tych molekut na poziomie biatek. Co ciekawe,
odnotowano wzrost poziomu izoformy biatka podjednostki NR1 receptora NMDA,
z ktorymi PSD 93 i PSD-95 bezposrednio oddziatujg stanowigc dla niego swoiste

rusztowanie.

1.5.4. Kolce dendrytyczne a zaburzenia afektywne dwubiegunowe

Zaburzenie afektywne dwubiegunowe (ang. bipolar afective disorder, BPAD) sa
kolejng chorobg neurorozwojowa, w ktérej przebiegu obserwuje sie nieprawidtowosci
w budowie i liczbie kolcow dendrytycznych. Spadek liczby kolcéw dendrytycznych
oraz zmniejszenie dtugosci dendrytéw w korze przedczotowej i hipokampie jest nawet
znaczniejszy niz w przypadku pacjentéw cierpigcych na schizofrenie (Konopaske i in.,
2014). W neuronach korowych pacjentéw z BPAD ekspresja genéw podjednostek NR1
i NRZB zachodzi na nizszym poziomie niz u osob z grupy kontrolnej (Beneyto i in.,

2007). Dane uzyskane z badan post-mortem z wykorzystaniem neuronéw hipokampa
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potwierdzity obnizenie poziomu ekspresji NR1 jak rowniez wskazaty na nizszy poziom
mRNA NRZA oraz ekspresji genu dokujacego biatko SAP 102 bedacego waznym
sktadnikiem PSD (McCullumsmith i in., 2007). Takze poziom podjednostek receptora
AMPA ulega zaburzeniu: badania poziomu transkrypcji w pragzkowiu wykazaty spadek
ilosci mRNA dla genu Grial kodujacego podjednostke GluA1l (Meador-Woodruff i in.,
2001). Ponadto, wyniki badan neuroobrazowych oséb z BPAD wskazuja na
zmniejszong liczbe i gestos§¢ komodrek glejowych, zar6wno astrocytow,
oligodendrocytéw jak i mikrogleju wréznych strukturach mézgu (Schroeter i in.,

2010).

1.6. Czynniki genetyczne w zaburzeniach neurorozwojowych OUN

Mimo iz choroby neurorozwojowe s3 w znacznym stopniu uwarunkowane
genetycznie, doktadny mechanizm ich etiologii jest ztoZony i zazwyczaj nie jest jeszcze
w petni poznany. Nieliczne z choréb neurorozwojowych sg wywotywane prze mutacje
monogenowe, m. in. w genie MECP1 w Zespole Retta, CHD7 w zespole CHARGE, TCF4
w zespole Pitta-Hopkinsa, czy FMR1 w zespole tamliwego chromosomu X (Amir i in.,
1999; Verkerk i in., 1991; Zentner i in., 2010; Zweier i in., 2007). Poznanie ztoZonego,
wielogenowego podtoza wiekszosci zaburzen OUN stanowi wyzwanie dla
wspotczesnych badaczy. Badania asocjacyjne catego genomu (ang. genome-wide
associacion studies; GWAS), badania zmiennosci liczby kopii DNA (ang. copy number
variations, CNV), a w szczeg6lnosci analizy catych eksoméw (ang. whole exome
sequencing, WES) dostarczaja coraz to nowych danych wskazujacych na udziat wielu
szlakéw sygnatowych i klas biatek w nieprawidtowosciach w tworzeniu i dojrzewaniu

potaczen nerwowych.
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1.7. Czynnik odpowiedzi na surowice - SRF
1.7.1. Budowa SRF

Czynnik odpowiedzi na surowice (SRF) zostat po raz pierwszy opisany jako
gltowny czynnik transkrypcyjny regulujacy zalezng od surowicy ekspresje genu c-fos
(Treisman, 1987). Obecnie wiadomo, iz jest to czynnik transkrypcyjny konserwowany
ewolucyjnie o znacznie szerszym znaczeniu biologicznym (Miano, 2010; Norman i in.,
1988). To 67-kDa biatko (u ludzi: 508 aminokwasdw, u myszy: 504 aminokwasy) jest
stale wyrazane w niemal wszystkich typach komoérek, jednak jego szczegélnie wysoki
poziom odnotowuje sie w embrionalnych komoérkach macierzystych, komérkach
uktadu odpornos$ciowego, miesniach oraz neuronach (Miano, 2010). SRF jest
kodowany przez pojedynczy gen zlokalizowany w ludzkim genomie na chromosomie
6. (17. u myszy), ktérego sekwencja kodujaca skitada sie z siedmiu eksondw.
Ze wzgledu na zachodzenie alternatywnego sktadania RNA (tzw. alternatywnego
splicingu) wystepuja liczne izoformy SRF, z ktérych najczestyszymi sg transkrypt
mRNA o pelnej dtugosci (ang. full-length SRF, SRF-FL; biatko o wielkosci 67 kDa),
wariant z delecjg eksonu 5. (SRFAS5; biatko o wielkosci 57 kDa), ktéry moze dziatac jako
antagonista SRF-FL (Belaguli i in., 1999; Kemp i Metcalfe, 2000; Uhlén i in., 2015),
wariant z delecjg eksonu 4. i 5. (SRFA4,5; 52 kDa) oraz wariant z delecja eksonu 3., 4.
i 5. (SRFA3 - 5; 48 kDa; Modak i Chai, 2010).

W budowie SRF-FL mozemy wyrézni¢ trzy domeny funkcjonalne, warunkujace
regulacje ekspresji genow: sygnat lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal,
NLS), domene MADS oraz domene transaktywacyjng (ang. transactivation domain,

TAD), jak zaprezentowano na rycinie 5. (Johansen i Prywes, 1995).

AA: 95 100 133 143 222 406 476 508
o
NLS DBD | TAD
DMD

Rycina 5. Domeny funkcjonalne ludzkiego biatka SRF.

Czasteczka ludzkiego biatka SRF ma dtugos$¢ 508 aminokwaséw. Znajdujacy sie na N-koricu
biatka sygnat lokalizacji jadrowej (NLS) warunkuje konstytutywna lokalizacje SRF w jadrze
komoérkowym. Konserwowany ewolucyjne region MADS zawiera domene wigzaca DNA (DBD)
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odpowiedzialng za wigzanie do specyficznej sekwencji DNA oraz domene dimeryzacji (DMD)
umozliwiajgca formowanie homodimeréw. Domena aktywujgca transkrypcje (TAD)
zlokalizowana jest blisko C-koncowej sekwencji biatka. (Na podstawie: Johansen i Prywes,
1995).

Dzieki domenie NLS czynnik transkrypcyjny SRF jest zlokalizowany w jadrze
komérkowym. Tu, SRF moze wigza¢ sie do palindromicznej sekwencji DNA
CC[A/T]eGG (zwanej motywem CArG) w promotorach genéw (Huet i in., 2005).
Badania catych genoméw wykazaty, iz geny, ktérych ekspresja jest zalezna od SRF,
czesto zawieraja wiecej niz jedng sekwencje CArG w rejonie miejsca inicjacji
transkrypcji (Esnault i in., 2014; Sun i in., 2006). SRF nalezy do rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych zwierajagcych domene MADS, ktdérej nazwa jest eponimem od
czterech biatek z tej grupy, ktére jako pierwsze zostaty zidentyfikowane, m. in. od
biatka SRF (ang. MCM1, Agamous, Deficiens, SRF). Region MADS zawiera zar6wno
domene wigzacg DNA (ang. DNA binding domain, DBD), odpowiedzialng za specyficzne
wigzanie SRF do motywu CArG, oraz domene dimeryzacji (ang. dimerization domain,
DMD) warunkujacg tworzenie homodimeréw SRF (Nurrish i Treisman, 1995). Na
C-koncowym fragmencie biatka SRF zlokalizowana jest domena aktywujaca
transkrypcje (ang. transactivation domain, TAD) wptywajaca na tworzenie kompleksu

preinicjujacego transkrypcje (Meyer zu Reckendorfi in., 2016; H. Zhu i in., 1994).

1.7.2. Aktywacja SRF

W warunkach fizjologicznych, poza surowica krwi, SRF moze by¢ aktywowany
przez szereg innych czynnikéw takich jak: cytokiny, mitogenty, lipopolisacharyd (LPS),
czynnik martwicy nowotwordw (ang. tumor necrosis factor «, TNF o), w koncu
antyoksydanty czy Swiatto ultrafioletowe (UV) (Chai i Tarnawski, 2002).

W uktadzie nerwowym funkcje aktywatora moze petni¢ takze aktywnos¢
neuronalna inicjowana za posrednictwem glutaminianu (Johnson i in., 1997) czy
kwasu kainowego (Herdegen i in., 1997). Odbywa sie ona na drodze aktywacji
receptorow NMDA lub kanatéw wapniowych bramkowanych napieciem (ang.
voltage-sensitive calcium chanells). Pobudzenie powoduje naptyw jonéw Ca?* do

cytoplazmy neuronu, co skutkuje aktywacja SRF z udziatem zaleznej od Ca?*
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i kalmoduliny kinazy biatkowej II ((Miranti i in., 1995) lub na drodze posredniej
poprzez aktywacje kofaktoréw SRF. Czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego
(ang. brain derived neurotrophic factor, BDNF) oraz czynnik wzrostu nerwéw (ang.
nerve growth factor, NGF) takze moga powodowac wzrost transkrypcji zaleznej od SRF,
jak rowniez wzrost poziomu biatka SRF (Chang i in., 2004; Kalita i in., 2006;
Wickramasinghe i in., 2008).

1.7.3. Regulacja aktywnos$ci SRF

By reakcja komérki na bodZce byta biologicznie odpowiednia, ekspresja genow
zalezna od SRF musi podlegac¢ Scistej kontroli. Jako, ze SRF jest konstytutywnie
wyrazany w roznych tkankach i zlokalizowany w jadrze komérkowym, to jego
aktywnos$¢ nie moze by¢ regulowana za pomocg mechanizmu polegajacego na zmianie
lokalizacji z cytoplazmatycznej na jadrowa, jak to ma czesto miejsce w przypadku
innych czynnikéw transkrypcyjnych, np.: STAT1 (McBride i in.,, 2002) czy NFAT
(Okamura i in., 2000).

1.7.3.1. Fosforylacja SRF

Jednym z mechanizméw regulacji aktywnoS$ci czynnikéw transkrypcyjnych jest
przejSciowa fosforylacja lub defosforylacja okreslonych aminokwaséw w tancuchu
przez specyficzne enzymy. Poza wspomnianymi powyzej kinazami, zidentyfikowano
takze inne, ktore bezposrednio oddzialuja z SRF m. in.: kinaze II aktywowang
mitogenami (MAPKII; Heidenreich i in., 1999), kinaze syntazy glikogenu (ang. glycogen
synthase kinase GSK3f; Li i in., 2014), kinazy biatkowe serynowo/treoninowe (ang.
serine/threonine-protein  kinase, SGK; Tyan i in, 2008) czy Kkinaze
3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidyl inositol 3-kinase, PI3K; Chang i in., 2004).
Dodatkowo, opisano kilka reszt serynowych, ktorych fosforylacja moduluje
efektywnos$¢ wigzania SRF do nici DNA (Iyeriin., 2006; C. L. Liiin.,2014; Liu iin., 1993)
i wplywa na transkrypcje genéw. Pomimo licznych modyfikacji potranslacyjnych
czasteczek SRF mechanizm ten nie jest gtdwnym sposobem aktywacji tego czynnika
transkrypcyjnego, a co za tym idzie, regulacji ekspresji genéw zaleznej od SRF

(Janknechtiin., 1992; Manak i Prywes, 1993).
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1.7.3.2. Kofaktory SRF

Liczne badania wskazujg, iz gtéwny mechanizm regulacji aktywnos$ci SRF opera
sie na jego oddziatywaniu z kofaktorami (Olson i Nordheim, 2010; Posern i Treisman,
2006) nalezacymi do jednej z dwéch grup: biatek TCF (ang. ternary complex factors)
oraz koaktywatoréow podobnych do miokardyny (ang. myocardin-releted
transcription factors, MRTF).

Jak pokazano na rycinie 6., sekwencja regulatorowa SRE (ang. seum response
element) zidentyfikowana przez Treismana i wspoétpracownikéw (1986) poza
sekwencja CArG zawiera réwniez motyw Ets (ang. E-twnety-six). To wtasnie do tej
zachowanej ewolucyjnie sekwencji wigze sie biatko z rodziny TCF (Elk-1, SAP-1 lub
Net) tworzac kompleks z dwiema czasteczkami SRF (Shaw i in., 1989). Geny, ktérych
ekspresja jest regulowana na tej Sciezce to gtéwnie geny tzw. odpowiedzi wczesnej
(ang. immediate early gene, 1IEG), np.: c-fos czy Egr-1 (Gineitis i Treisman, 2001). Do
inicjacji ich ekspresji dochodzi na skutek zwigzania zewnatrzkomérkowego ligandu
(np. czynnika wzrostowego) przez receptory btonowe, ktére nastepnie przekazuja
sygnal za pomoca szlaku kinaz aktywowanych mitogenami (ang. mitogen-activated
protein kinases, MAPK). Fosforylacja TCF powoduje zmiany konformacji umozliwiajace
wigzanie do DNA i oddziatywanie z homodimerem SRF (Buchwalter i in., 2004).

Ponadto wykazano, iz TCF moze wigza¢ sie z DNA bezposrednio, regulujac

transkrypcje niezaleznie od SRF (Borosiin., 2009; Esnaultiin., 2017).
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Rycina 6. Szlaki sygnalowe prowadzace do zaleznej od SRF ekspresji genow.

Czynnik transkrypcyjny SRF jest konstytutywnie zlokalizowany w jadrze komérkowym.
Ekspresja genow od niego zalezna jest regulowana gtéwnie przez interakcje SRF
z koaktywatorami z rodziny TCF lub biatkami podobnymi do miokardyny (MRTF). Sygnat
moze by¢ przekazany za posrednictwem szlaku kinaz aktywowanych mitogenami lub $ciezka
zalezng od Rho GTP-az. W zalezno$ci, ktéry ze szlakéw zostanie aktywowany ten
z koaktywatoréw bedzie oddziatywat z SRF (odpowiednio, TCF lub MRTF) i dojdzie do
aktywacji transkrypcji innej grupy genow.

1.7.3.2.1. Kofaktory z rodziny MRTF

Druga grupe koaktywatoré6w SRF stanowig biatka z rodziny MRTF (Kalita i in,,
2012). Rywalizuja one z TCF o wigzanie z SRF i jak pokazujg badania (przeprowadzone
z zastosowaniem technik ChIP-seq i Hi-C) kofaktory z rodziny TCF sg swoistymi
antagonistami dla ekspresji gené6w regulowanej przez MRTF (Gualdrini i in., 2016).
Ponadto, postuluje sie réznice w dynamice oddziatywania tych dwoch rodzin
koaktywatoréw z SRF. Badania z zastosowaniem techniki ChIP-seq przeprowadzone

na fibroblastach (Esnault i in.,, 2014) wykazaty, iz MRTF wigza sie w miejscach
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oddziatywania gtéwnie dopiero w skutek stymulacji (geny indukowane), natomiast
TCF wiaza sie w miejscach, gdzie SRF zwigzany jest konstytutywnie.

Jako iz niniejsza praca koncentruje sie na $ciezce aktywacji SRF z udzialem
MRTF, mechanizm ten opisano bardziej szczeg6towo ponize;.

MRTF naleza do rodziny biatek wigzacych globularng aktyne (G-aktyne) dzieki
obecnosci trzech motywow RPEL (RPXXXEL) w ich czasteczkach (Mouilleron i in.,
2012). Pierwszym zidentyfikowanym biatkiem z tej rodziny byta miokardyna (Wang
iin., 2001). Jej wystepowanie jest ograniczone do komdrek mie$nia sercowego i mie$ni
gtadkich, dlatego tez poszukiwano innych biatek mogacych regulowac ekspresje
genow zalezng od SRF poza mie$niem sercowym. W wyniku tych badan odkryto dwa
kolejne biatka podobne do miokardyny- czynniki transkrypcyjne: MRTF-A (zwany
takze: MKL1, BSAC oraz MAL) i MRTF-B (MKL2; Wang i in., 2002). Jak pokazuja
badania, MRTF-A i MRTF-B s3 zlokalizowane zaréwno w ciele komoérki jak i w
dendrytach. Obrazowanie subkomdrkowej lokalizacji tych biatek wskazuje na
obecno$¢ MRTF w kolcach dendrytycznych, w tym w zageszczeniu postsynaptycznym

(PSD; Kaneda i in., 2018).

1.7.3.2.2. Mechanizm regulacji aktywnos$ci MRTF /SRF

Podobnie jak w przypadku SRF, zidentyfikowano takze modyfikacje
potranslacyjne MRTF wptywajace na aktywnos¢ tych biatek. Jednak jak wynika z badan
efekt fosforylacji MRTF nie jest jednoznaczny i zalezy od miejsca w czasteczce, ktére
zostato zmodyfikowane (Panayiotou i in.,, 2016). Dodatkowo, do ufosforylowania
MRTF moze dochodzi¢ na drodze zaleznej od biatek Rho, jak réwniez poprzez
aktywacje kinaz ERK, tgczonych zwyczajowo z regulacja TCF (Kalita i in., 2006;
Muehlich i in., 2008).

Glowny mechanizm regulacji aktywnos$ci MRTF/SRF opiera sie na zmianach
ilosci wolnej G-aktyny, dzieki czemu MRTF stanowig swoiste indykatory poziomu
G-aktyny w cytoplazmie komérki (Vartiainen i in., 2007; Wiezlak i in., 2012). Sygnaty
przekazywane przez receptory transbtonowe, takie jak receptory sprzezone z matymi
biatkami G czy integryny, powodujg aktywacje Rho GTP-az: RhoA, Racl, Cdc42 (Hill
iin., 1995; Miralles i in., 2003). Na skutek proceséow, w ktérych udziat biorg biatka
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wigzace aktyne, np. kofilina czy profilina, zmienia sie stosunek ilosci G-aktyny do
filamentéw (F-) aktyny promujgc wzrost i stabilizacje wtdkien aktynowych. W stanie
podstawowym biatka MRTF sg zwigzane w cytoplazmie z czasteczki G-aktyny, co
blokuje ich translokacje do jadra komérkowego. Dzieje sie tak poniewaz w biatkach
MRTF sekwencje NLS zlokalizowane sg w obrebie motywow RPEL, gdzie na skutek
zwigzania G-aktyny dochodzi do zmian konformacji uniemozliwiajac import do jadra
komorkowego (Hirano i Matsuura, 2011). W wyniku polimeryzacji F-aktyny i spadku
ilosci wolnej G-aktyny nastepuje odigczenie sie czasteczek MRTF, co umozliwia
oddziatywanie NLS z biatkami odpowiedzialnymi za translokacje do jadra
komorkowego, importyna o/ (Pawtowski i in., 2010). W jadrze komérkowym, MRTF
oddziatujac z SRF aktywuja ekspresje gen6w zwigzanych z cytoszkieletem aktynowym
m. in. ActaZ i Tpmla (Selvaraj i Prywes, 2004). Okres akumulacji MRTF w jadrze
komoérkowym zalezy gtéwnie od dynamiki eksportu tych molekut z jadra (Vartiainen
iin.,, 2007). Czasteczki MRTF zawieraja sekwencje eksportu z jadra komoérkowego
(ang. nuclear export sequences, NES), ktére umozliwiajg ich transport do cytoplazmy
przez eksportyne 1. W licznych badaniach obserwuje sie wolniejsza akumulacje
MRTF-B w jadrze komérkowym w poréwnaniu do MRTF-A, jednak przyczyna tych
réznic w kinetyce nie jest jeszcze dobrze poznana (Hadden i in., 2017; Hipp i in., 2019).

Kolejnym mechanizmem regulujgcym aktywno$¢ MRTF, ktérego dziatanie
oparte jest o dynamike polimeryzacji aktyny jest proces opisany przez grupe prof.
Grosse’a (Baarlink i in., 2013). W wyniku stymulacji surowica w jadrach komorek
ssaczych zaobserwowano tworzenie sie filamentéw aktynowych, ktére analogicznie do
filamentéw w cytoplazmie, promujg aktywno$¢ transkrypcyjng zalezng od MRTF /SRF.
Wspélistnienie tych dwéch mechanizméw umozliwia jeszcze precyzyjniejszg kontrole

i regulacje ekspresji gendw w odpowiedzi na stymulacje.

1.8. Ekspresja genéw plastycznosci neuronalnej regulowana przez SRF

Badania wykazujg, iz w OUN czynnik transkrypcyjny SRF zaangazowany jest
gtownie w regulacje ekspresji gendw nalezacych do jednej z dwéch grup: genow
odpowiedzi wczesnej (IEG) lub gendw zwigzanych z cytoszkieletem aktynowym (Knoll
i Nordheim, 2009; Kuzniewska i in., 2016). W odpowiedzi na bodzZce, w komoérkach

nerwowych dochodzi do silnej i przej$ciowej indukcji grupy genéw, ktéra zazwyczaj
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nie wymaga syntezy nowych biatek (Bahrami i Drablgs, 2016). Geny odpowiedzi
wczesnej odgrywaja kluczowg role w roéznorakich procesach, m. in. wzroScie
iréznicowaniu komorek, odpowiedzi na stres, onkogenezie, odpowiedzi
immunologicznej czy plastycznos$ci neuronalnej (Kaczmarek i Chaudhuri, 1997; Yap
i Greenberg, 2018). Wiele sposrod IEG to czynniki transkrypcyjne, ktére w kolejnych
etapach aktywujg ekspresje genéw odpowiedzi pdzZnej. Pierwszym zidentyfikowanym
genem z tej grupy, ktorego ekspresje reguluje SRF, jest protoonkogen i czynnik
transkrypcyjny c-fos (Greenberg i Ziff, 1984). Produkt tego genu wchodzi w sktad
kompleksu biatkowego AP-1 (ang. activator protein 1), ktéry jest kluczowym
czynnikiem warunkujacym postnatalny rozwoéj neuronéw (Yap i Greenberg, 2018;
Zhangiin., 2002).

Inny przyktad moze stanowi¢ czynnik neurotroficzny pochodzenia moézgowego
(BDNF), ktory podobnie jak transformujacy czynnik wzrostu 3 (ang. transforming
growth factor 8, TGF ) jest neurotrofing, ktora aktywuje SRF (Ishikawa i in., 2010;
Kalita i in., 2006). Poniewaz ekspresja genu Bdnfjest bezposrednio regulowana przez
SRF, powstaje w ten sposob swoista petla autoregulacyjna: w wyniku aktywacji SRF
przez BDNF dochodzi do wzrostu poziomu transkrypcji BDNF (Etkin i in., 2006;
Kuzniewska i in., 2013). Nastepnie BDNF moze by¢ zaangazowany w procesy
plastycznosci synaptycznej, modyfikujace strukture i efektywno$¢ potaczen
nerwowych (Zagrebelsky i Korte, 2014).

Kolejnym genem odpowiedzi wczesnej, ktérego ekspresja zalezny od SRF jest
Arc (ang. activity-regulated cytoskeleton-associated; Arg3.1). Biatko bedace jego
produktem odgrywa kluczowg role m. in. w procesie skalowania synaptycznego
zwigzanego z plastycznos$cia homeostatyczng W odpowiedzi na dilugotrwate
pobudzenie neuronalne receptory AMPA znajdujace sie na synapsie ulegaja
internalizacji. Proces ten jest zalezny od Arc i moze stanowi¢ mechanizm obronny
przed rozwojem epilepsji (Nikolaienko i in., 2018; Shepherd i in., 2006).

Ponadto, w neuronach SRF reguluje ekspresje wielu innych IEG, m.in.: Egrl
(ang. early growth response gene), Egr2, Egr3, Cyr61 (ang. cysteine-rich angiogenic
inducer 61) i FosB (ang. FB] murine osteosarcoma viral oncogene homolog B), ktére
odgrywaja znaczace role w procesach plastyczno$ci neuronalnej (Esnault i in., 2014;
Knéll i Nordheim, 2009; Kuzniewska i in., 2016; Losing i in., 2017; Parkitna i in., 2010;
Rieker i in., 2012). SRF regulujac ekspresje m. in. indukowalnych czynnikéw
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transkrypcyjnych, ktére w sposob posredni lub bezposredni wptywaja na neurony,
moze modulowa¢ caty program transkrypcyjny uruchamiany w odpowiedzi na
pobudzenie. Tym samym regulujgc takie procesy jak tworzenie i dojrzewanie synaps
czy zmiany plastyczne, ktérym podlegajg neurony (West i Greenberg, 2011).

Z drugiej strony, juz w 1986 Minty i Kedes odkryli, Ze ekspresja wielu genow
zwigzanych z cytoszkieletem aktynowym jest zalezna od SRF. Badacze zidentyfikowali
w promotorach tych gendéw sekwencje CC[A/T]6GG, nazwang potem motywem CArG.
Cytoszkielet aktynowy w neuronach jest zbudowany z dwdch izoform aktyny: y-aktyny
i f~aktyny, a ekspresja obydwu tych gendéw jest bezposrednio regulowana przez SRF
(Miano i in., 2007; Suniin., 2006). Ponadto, SRF reguluje ekspresje takze wielu innych
genéw kodujacych biatka zwigzane z aktyng, takich jak: a-TAT1 (ang. a-tubulin
acetyltransferase 1), Tpm1la (ang. tropomyosin 1 a), Myl9 (ang. myosin regulatory light
polypeptide 9), winkulina, B1-integryna, ktére wplywaja na stabilnos¢ filamentow
aktynowych, adhezje @ komoérkowa czy  funkcje biatek  motorycznych
(Fernandez-Barrera i in., 2018; Schratt i in., 2002). Jednym z takich biatek jest
kofilina 1, ktéra odpowiada za transport aktyny do jadra komoérkowego, czy
oddziatujac z wtéknami aktynowymi wptywa na ich dynamike (Bamburg i in., 2021;
Ben Zablah i in., 2020). W neuronach z niskim poziomem SRF lub MRTF obserwuje sie
wzrost iloSci ufosforylowanej kofiliny 1, co koreluje ze spadkiem jej aktywnosci (Beck
i in,, 2012; Nader i in., 2019; Zimprich i in., 2017) oraz destabilizacja wtdkien
aktynowych. Pokazuje to jak wazna jest aktywnos$¢ SRF dla utrzymania odpowiedniego
poziomu samej aktyny oraz biatek z nig zwigzanych, niezbednych do formowania,
stabilizacji i przebudowy kolcow dendrytycznych (Basu i Lamprecht, 2018; Penzes
i Rafalovich, 2012).

1.9. Rola szlaku MRTF /SRF w funkcjonowaniu OUN

W badaniach z zastosowaniem konwencjonalnych modeli zwierzecych typu
knock -out (KO) zaobserwowano, iz zwierzeta o genotypie SRF KO umieraja na
wczesnym etapie rozwoju embrionalnego ze wzgledu na powazne zaburzenia
wrozwoju mezodermy (Weinhold i in., 2000) oraz liczne nieprawidtowosci

w ksztattowaniu sie ekto- i endodermy (Schratt i in., 2002). Pierwsze oznaki zaburzen
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rozwoju sg widoczne ok. si6dmego dnia rozwoju prenatalnego (E 7,5): embriony SRF
KO s3 mniejsze niz osobniki z miotu o genotypie prawidtowym (ang. wild type, WT) lub
heterozygoty, a ok. E 12,5 brak SRF prowadzi do $mierci. Podobnie delecja Mrtfb, co
wykazano w badaniach z zastosowaniem dwéch réznych szczepéw myszy MRTF-B KO
(Liiin. 2005; Oh i in., 2005), powoduje powazne wady w rozwoju uktadu sercowo-
naczyniowego i $mier¢ na etapie ptodowym (ok. E 13,5 - E 14,5). Jednak juz pojedynczy
allel genu Mrtfa lub Mrtfb jest wystarczajacy do przywrdcenia prawidtowego fenotypu
u myszy podwoijnie transgenicznych MRTF KO.

Zatem rola biatek MRTF i SRF w funkcjonowaniu OUN nie mogtaby zostac lepiej
poznana, gdyby nie stworzenie modeli badawczych opartych na technice indykowanej
delecji genoéw (ang. conditional knock-out; cKO) ograniczonej tylko do populacji
komorek postmitotycznych. Analiza hipokampo6w myszy cKO SRF, u ktorych delecja Srf
nastapita w poéZnym okresie prenatalnym wykazata, iZ jest on niezbedny do
efektywnego tworzenia sieci neuronowych oraz prawidtowej organizacji m.in. wtékien
mszystych czy zakonczen aksonalnych. Ponadto, myszy SRF cKO, u ktérych delecja
genu zostata zaindukowana jeszcze na etapie rozwoju prenatalnego prezentujg objawy
neurologiczne takie jak ataksja czy wodoglowie oraz inne zaburzenia fenotypowe:
nizsza wage, ostabione pobieranie pokarmu, uposledzong lokomocje, ktére prowadza
do $mierci w wieku ok. trzech tygodni (Alberti i in., 2005; Knéll i in., 2006).

Co ciekawe, myszy transgeniczne, u ktdrych usunieto Srf w dojrzatych
neuronach przodomdézgowia nie r6znia sie pod wzgledem wielko$ci, stanu zdrowia czy
anatomii mézgu od myszy WT (Etkin i in., 2006; Ramanan i in., 2005). Jednak neurony
piramidowe pola CA1 hipokampa tych myszy charakteryzuja sie ostabiong sitg
dtugotrwatego pobudzenia synaptycznego (LTP; Ramanan i in., 2005) oraz
nieprawidtowosSciami w indukcji dtugotrwatego ostabienia synaptycznego (LTD; Etkin
iwsp.,, 2006). Analogiczne zaburzenia w po6Znej fazie LTD zaobserwowano
w komdrkach Purkinjego hodowanych in vitro, w ktérych obnizono poziom SRF lub
MRTF (Smith-Hicks i in., 2010). Ponadto, doroste myszy, u ktérych usunieto Srf maja
zaburzone ksztattowanie sie pamieci bezposredniej w odpowiedzi na nowy kontekst,
jak réwniez uczenie sie asocjacyjne zalezne od formacji hipokampa (Etkin i in., 2006).
Badania te wskazuja na istotng role jaka peini SRF w procesach plastycznos$ci

synaptycznej w odpowiedzi na pobudzenie w dojrzatym mézgu.
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Delacja Srf w neuronach przodomézgowia dorostych osobnikéw wplywa na
intensyfikacje proces6w epileptogenezy i wystepowanie drgawek w mysich modelach
epilepsji (Kuzniewska i in.,, 2016; Losing i in, 2017) oraz zaburza reakcje na
krétkotrwaty stres (Zimprich iin., 2017).

Z danych literaturowych wynika, iz SRF i jego koaktywatory odgrywaja wazna
role w rozwoju mézgu. Delecja Mrtf (Mokalled i in., 2010) lub Srf (Alberti i in., 2005)
w komérkach przodomoézgowia na pdZnym etapie rozwoju prenatalnego prowadzi do
zaburzenia migracji komérek prekursorowych neuronéw ze strefy przykomorowej
(ang. subventrical zone, SVZ) do opuszki wechowej. Jest to zwigzane
z nieprawidtowos$ciami ~w dynamice polimeryzacji cytoszkieletu aktynowego
spowodowanymi spadkiem poziomu F-aktyny oraz upos$ledzeniem funkcji biatek
zwigzanych z aktyng, m.in. gelzoliny i kofiliny, ktorej ekspresja jest bezposrednio
regulowana przez SRF (Suniin., 2006).

Ponadto, badania in vitro neurondéw z obnizong transkrypcja zalezng od
MRTF/SRF wykazaty, iZ jest ona niezbedna do prawidlowego wzrostu neurytow
i rozbudowy drzewa dendrytycznego (Ishikawa i in., 2010; Stern i in., 2009). Ta rola
szlaku MRTF/SRF jest promowana przez aktywine (ang. activin), biatko z nadrodziny
transformujacego czynnika beta (TGF-f3), natomiast hamowana przez biatko SCAI (ang.
suppressor of cancer cell invasion) wystepujace w jadrze komérkowym. Badania in vitro
neuronéw z delecja Srf potwierdzaja nizsza dtugos$¢ aksondéw, stabszy wzrost
neurytéw, zaburzong dynamike aktyny w poréwnaniu do neuronéw z prawidtowym
poziomem SRF (Knoéll i in., 2006) oraz mniejsza ztozono$¢ drzewa dendrytycznego
takich komérek (Ishikawa i in., 2010; Stern i in., 2009). Jak pokazaty badania
przeprowadzone przez grupe prof. Barco (del Blanco i in., 2019), SRF jest kluczowym
czynnikiem zaangazowanym w roznicowanie i dojrzewanie komoérek neuronalnych,
zar6wno podczas rozwoju osobniczego jak i w dojrzatym moézgu. Jednak rola biatek
MRTF i SRF w procesie powstawania i dojrzewania kolcow dendrytycznych nadal nie

jest znana.

1.9.1. MRTF i SRF w konteks$cie wystepowania zaburzen neurorozwojowych

Regulacja ekspresji gené6w na drodze zaleznej od MRTF i SRF odgrywa wazna

role w rozwoju OUN. Nieprawidtowosci w funkcjonowaniu tego szlaku moga by¢
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przyczyna chorob neurorozwojowych. Analiza licznej kohorty osob cierpiacych na
schizofrenie wykazata az siedem SNP w genie kodujacym MRTF-A korelujacych
z wystepowaniem zaburzen psychicznych (Luo i in., 2015). Co ciekawe, poliformizmy
te wystepuja w intronach genu mrtfa i cho¢ nie wptywajg bezposrednio na sekwencje
aminokwasowa powstatego biatka, to moga mie¢ wptyw na regulacje transkrypcji
genu. Substytucje aminokwaséw w tancuchu MRTF-A s3 takze 1aczone
z wystepowaniem ASD (Neale i in., 2012).

Dla genu mrtfb zidentyfikowano powstajace de novo mutacje zmiany sensu
bedace skutkiem substytucji zachodzacych w obrebie eksonéw, ktére korelujg
z wystepowaniem ASD (Holtiin., 2010; Neale i in., 2012).

Zgodnie z danymi literaturowymi, dotychczas nie zidentyfikowano wariantéow
pojedynczego nukleotydu w genie SRF taczonych z zaburzeniami w OUN. Mimo to
obserwowane s3 liczne mutacje ipolimorfizmy w genach, ktérych ekspresja
regulowana jest bezposrednio przez ten czynnik transkrypcyjny u osob cierpigcych na
choroby neurorozwojowe. Delecje lub insercje w regionach tych gendw,
zidentyfikowane w badaniach zzastosowaniem mikromacierzy, sa taczone
z wystepowaniem takich zaburzen jak: ASD, niepelnosprawnos¢ intelektualna czy
epilepsja (za Kuzniewska i in., 2016). Jest to zgodne z obserwacjg, iz SNP w genach
wyrazanych juz na etapie réznicowania komoérek czesciej korelujg z wystepowaniem
rozmaitych choréb (Chen i Rajewsky, 2006). Ponadto, zaburzenia ekspresji genow,
ktérych transkrypcja zalezy od SRF, sa obserwowane w przebiegu licznych choréb
OUN, np. u 0s6b cierpigcych na epilepsje odnotowuje sie podwyzszony poziom m. in.:
Bdnf, Zfp36, Fos, JunB czu Cyr61 w neuronach korowych (Beaumontiin., 2012).

Szacunki badaczy wskazuja, iz ok. 88% SNP, ktérych obecnos$¢ koreluje
z wystepowaniem rozmaitych choréb jest zlokalizowanych w niekodujacych regionach
DNA (Hirschhorn i Daly, 2005). Takie regulatorowe polimorfizmy (rSNP) wystepuja
w obrebie lub w poblizu sekwencji wigzania dla czynnikéw transkrypcyjnych (Knight,
2005). Analogiczne obserwacje poczyniono takze dla sekwencji CArG, z ktéra
specyficznie taczy sie SRF (Stepanek i in., 2007). Regulatorowe SNP w obrebie CArG
koreluja z wystepowaniem zaburzen uktadu nerwowego, m. in.: zaburzenia
afektywnego dwubiegunowego czy stwardnienia zanikowego bocznego (Benson i in,,

2011).
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2. Cele pracy

Dotychczasowe badania wskazuja na kluczowa role czynnika transkrypcyjnego
SRF w prawidtowym funkcjonowaniu OUN. Juz podczas rozwoju prenatalnego SRF jest
zaangazowany w migracje komorek, formowanie neurytoéw, organizacje witdokien
mszystych czy zakretu zebatego hipokampa. SRF bierze takze udziat w istotnych
procesach zachodzacych w dorostym mézgu. Niski poziom SRF w dojrzatym mozgu
prowadzi do zaburzen w strukturze kolcéw dendrytycznych oraz nieprawidtowosci
w przekaZnictwie synaptycznym. Dlatego tez, istotne jest zbadanie roli, jaka petni SRF
na pograniczu tych etapéw rozwoju, czyli we wczesnym okresie rozwoju
postnatalnego. W tym wiasnie czasie zachodzg procesy szczegélnie wazne dla
tworzenia prawidtowych potaczen neuronowych, czyli dojrzewanie kolcow
dendrytycznych. Jest to proces bardzo ztoZony, ktérego regulacja nie jest jeszcze
w petni poznana. Zbadanie molekularnego podtoza procesu dojrzewania kolcow
dendrytycznych jest niezwykle wazne nie tylko w kontek$cie poznawczym, lecz takze
w odniesieniu do etiologii choréb neurorozwojowych OUN, w obrazie ktorych
obserwowane s3 zaburzenia w liczbie i stopniu dojrzatosci kolcéw dendrytycznych.
W zwiazku z tym, gléwnym celem niniejszej pracy byto zbadanie udziatu czynnika
transkrypcyjnego SRF w regulacji dojrzewania strukturalnego i funkcjonalnego
kolcow dendrytycznych w rozwijajacym sie mozgu.

Na potrzeby realizacji tego celu sformutowano szereg szczegdtowych celi
badawczych:

1) Okres$lenie poziomu biatka SRF oraz transkrypcji od niego zaleZnej w przyjetych
modelach badawczych in vitro i in vivo.

2) Zbadanie wplywu czynnika transkrypcyjnego SRF na dojrzewanie potaczen
neuronalnych w rozwoju poprzez analize gestoSci i morfologii kolcow
dendrytycznych.

3) Analiza wplywu obniZzonego poziomu SRF na spontaniczng aktywno$¢
neuronalna.

4) Charakterystyka zaleznych od SRF zmian w poziomach podjednostek receptora
AMPA: GluA1i GluAZ2.

5) Sprawdzenie udziatlu szlaku MRTF/SRF w regulacji procesu dojrzewania

kolcow dendrytycznych w rozwoju.
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3. Materialy i metody

3.1. Podstawowe odczynniki chemiczne

Odczynniki chemiczne najcze$ciej stosowane w dos$wiadczeniach opisanych

W niniejszej rozprawie zaprezentowano w tabeli 1.

Tabela 1. Najcze$ciej stosowane odczynniki chemiczne.

Odczynnik Producent, numer katalogowy
Akryloamid: bis akryloamid 29:1 LabEmpire, ACR012
Btekit bromofenolowy Racl Roch, T116

Dodecylosiarczan (VI) sodu - SDS

Chlorek sodu - NaCl

Chlorek potasu — KCI

Etylowy alkohol 50%

Etylowy alkohol 75%

Etylowy alkohol 76,6%

Etylowy alkohol 99,8%

Glicyna

Glicerol

[zoproanol

Kwas etylenodiaminotetraoctowy - EDTA
Metylowy alkohol

3 -merkaptoetanol

Nadtlenosiarczan diamonu - APS

N, N, N’, N'-tetrametylo-1,2 diamina - TEMED
Normlna surowica kozia - NDS

Buforowana fosforanem sdl fizjologiczna — PBS
Ponceau S

Paraformaldehyd - PFA

Sacharoza

Suberat bissulfosukcynimidylu - BS3

Tris - (hydroksymetylo) - aminometan - Tris
Triton X-100

Tween 20

LabEmpire, SDS999
Chempur, 363-117941206
Chempur, 363-117397402
Chempur, 113964803
Chempur, 113964202
POCh, 396420420

POCh, 396480427
LabEmpire, GLN002
POCh44332013

Chempur, 363-117515002
LabEmpire, EDT001
Chempur, 363-116219904
Sigma, M6250

Sigma, A3678

Sigma, T9281

Sigma, S30-M

Gibco, 18912-014

Fluka, 81462

Sigma, 158127

POCh, 772090110
Thermo Fisher, 21580
POCh, 853470115

Sigma, T8787

Sigma, P9416

3.2. Najczesciej stosowane roztwory

Do sporzadzania roztworéw uzywano wody oczyszczonej na drodze

odwroconej osmozy i ultrafiltracji z zastosowaniem aparatu Mili-RO® Plus (Millipore).

W tabeli 2 wymieniono najczesciej stosowane roztwory oraz ich sktady.
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Tabela 2. NajczeSciej stosowane roztwory.

Nazwa Skiad
Roztwory stosowane w pracy z biatlkami i technice Western Blot

10 x bufor do elektroforezy biatek 0,25 M Tris pH 8,4; 2 M glicyna; 10% SDS

10 x TBS 0,5 M Tris-HCl; 1,5 M NaCl; pH 7,5

1 x TBS-T 0,05 M Tris-HCl; 0,15 M NaCl; 0,1% Tween 20

5 x bufor Laemmliego 0,315 M Tris-HCI pH 6,8; 50% glicerol; 10%
SDS; 25% f3-merkaptoetanol; 0,0125% btekit
bromofenolowy

1 x bufor do lizy tkanek 50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1% SDS

Bufor do blokowania bton 10% mleko odttuszczone w 1 X TBS-T

nitrocelulozowych

Roztwér czerwieni Ponceau S 0,25% czerwien Ponceau S; 40% metanol; 5%
kwas octowy

Bufor do usuwania przeciwciat 62,5 mM Tris pH 6,8; 2% SDS, 0,65%

zwigzanych z btonami 3 -merkaptoetanol

nitrocelulozowymi

Roztwory stosowane w technice sieciowania molekularnego

Bufor cytrynianu sodu; 5 mM; pH 5,0 5 mM kwas cytrynowy; 5 mM cytrynian sodu
Roztwory stosowane w badanach elektrofizjologicznych

Roztwor elektrodowy, IS 130 mM glukonian cezu; 20 mM HEPES; 3 mM
TEA-Cl; 0,4 mM EGTA; 4 mM NazATP; 0,3 mM
NaGTP; 4 mM QX-314Cl; pH 7,0-7,1;
osmolarnos$¢ 290-295 mOsm

Sztuczny ptyn mdzgowo-rdzeniowy, 119 mM NacCl; 2,5 mM KCl; 1,3 mM MgCl;-6H:0;

aCSF 1 mM NaH;P04;, 26 mM NaHCOs; 20 mM D-
glukoza; 2,5 mM CaClz-2H,0

Roztwory stosowane w technikach immunocytochemicznych

Bufor GDB 0,1% surowicza albumina wotowa (BSA); 0,5%
Triton X-100; 0,03 M bufor fosporanowy pH 7,4;
0,9 M NaCl

3.3. Materiaty uzyte do hodowli bakteryjnych

Szczep bakterii kompetentnych:

Escherichia coli (E. coli) One Shot TOP 10 (Invitrogen, nr kat. C404010)
genotyp: F- mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139
A( araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

Podloza hodowlane:

1. LB (ang. Luria-Bertani broth; Bio-Shop, nr kat. LBL405)
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2. LB Agar (Bio-Shop, nr kat. LBL406)

2. Pozywka SOC (ang. super optimal catabolite repression; Sigma-Aldrich, nr kat.

85469)

Antybiotyk:

Ampicylina w formie soli sodowej (Bio-Shop, nr kat. AMP201)

3.4. Wektory plazmidowe

Wektory plazmidowe wykorzystane na potrzeby niniejszej pracy zostaty

wymienione i scharakteryzowane w tabeli 3.

Tabela 3. Zestawienie wektoréw plazmidowych wykorzystanych do transfekcji

komorek neuronalnych lub stworzonych na potrzeby wyprodukowania wektoréw

wirusowych.

Nazwa wektora

Charakterystyka i adnotacja

pSuper

shLuc
pSynapsynaGFP

shMRTF

shSRF

shCTR

p5xSRE_Luc

Wektor plazmidowy umozliwiajacy konstytutywng ekspresje shRNA w
komérkach ssaczych. Sekwencja shRNA znajduje sie pod kontrolg
promotora polimerazy III H1-RNA (Oligoengine).

Wektor plazmidowy kodujacy shRNA specyficznie nakierowany na
sekwencje mRNA lucyferazy.

Wektor ekspresyjny kodujacy gen biatka zielonej fluorestencji (GFP)
znajdujacy sie pod kontrolg promotora genu synapsyny.

Wetor pLKO.1 (Addgene, nr kat 27161) z wklonowang sekwencjag shRNA
specyficznie nakierowang na docelowe sekwencje mRNA Mrtf (MKL1
i MKL2).

Wektor pRNAT-H1.1/Shuttle kodujacy shRNA specyficznie nakierowany
na docelowg sekwencje mRNA Srf, niosacy gen biatka GFP.

Otrzymany od B. P. Herringa (Department of Cellular and Integrative
Physiology, Indiana University School of Medicine, Indianapolis, IN; Yin
i wsp., 2006).

Wektor pRNAT-H1.1/Shuttle zawierajacy kontrolne shRNA (scramble),
niosacy gen biatka GFP.

Otrzymany od B. P. Herringa (Department of Cellular and Integrative
Physiology, Indiana University School of Medicine, Indianapolis, IN; Yin
i wsp., 2006).

Wektor plazmidowy zawierajacy gen lucyferazy z Renilla reniformis
znajdujacy sie pod kontrola podstawowego elementu regulujacego
ekspresje (TATA box) wraz z 5 powtérzeniami sekwencji SRE
z promotora genu c-fos (Stratagene).
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Nazwa wektora

Charakterystyka i adnotacja

pEFlalLacZ

pAAV_shCTR

pAAV_shSRF

Wektor ekspresyjny kodujacy f-galaktozydaze (3 -Gal) z operonu
laktozowego Escherichia coli (Kalita i wsp., 2006).

Wektor plazmidowy uzyty do produkcji wiruséw zaleznych od
adenowiruséw. Sklonowany na bazie wektora plazmidowego pAAV-MCS
(otrzymanego od prof. W. Konopki, Stratagene). Jako matryca do
namnozenia sekwencji shRNA i genu GFP postuzyt wektor plazmidowy
shSRF.

Wektor plazmidowy uzyty do produkcji wiruséw zaleznych od
adenowiruséw. Sklonowany na bazie wektora plazmidowego pAAV-MCS
(otrzymanego od prof. W. Konopki, Stratagene). Jako matryca do
namnozenia sekwencji ShRNA i genu GFP postuzyt wektor plazmidowy
shCTR.

3.5. Zwierzeta

Eksperymenty z udziatlem zwierzat opisane w niniejszej rozprawie zostaty

przeprowadzone z godnie z obowigzujgcymi regulacjami prawnymi oraz za zgoda
[ Lokalnej Komisji Etycznej ds. DosSwiadczen na Zwierzetach w Warszawie
(nr 622/2018, 951/2019 oraz 984/2020). Dotozono wszelkich staran, aby
zredukowac liczbe zwierzat uzytych w doswiadczeniach i zminimalizowa¢ ich

cierpienie.

3.5.1. Materiat zwierzecy do wyprowadzania pierwotnych hodowli neuronalnych
1) Oseski P 0 (ang. postnatal day, P) szczuréw stada Wistar Crl:Cmd:(WI)WU,

Zwierzetarnia Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej, PAN

2) Oseski P 0 - 1 myszy stada Srfff (B6.129S6-Srftm1Rmn/]- Jackson’s Laboratories,
nr kat. 006658), Zwierzetarnia Instytutu Biologii Doswiadczalnej, PAN

3.5.2. Zwierzeta wykorzystane w doSwiadczeniach

1) Myszy stada C57BL/6]JCmd, osobniki w wieku P 0 - 60, Zwierzetarnia Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej, PAN; w celu pozyskania ekstraktow biatkowych
z tkanki
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2) Myszy stada Srft/fCaMKCreERT2, osobniki w wieku P 0 - 60, Zwierzetarnia Instytutu
Biologii Do$wiadczalnej, PAN; w celu przeprowadzenia analiz ex vivo.

m

3.6. Odczynniki stosowane w pierwotnych hodowlach neuronalnych

W tabeli 4. przedstawiono odczynniki stosowane do przygotowania roztworow
i pozywek uzywanych w celu zatozenia i prowadzenia pierwotnych hodowli

neuronalnych.

Tabela 4. Odczynniki i pozywki stosowane w pierwotnych hodowlach neuronalnych.

Nazwa

Firma, numer katalogowy

Bufor HEPES

Chlorek magnezu - MgCl,

Chlorek wapnia - CaCl;

Cysteina

Czteroboran sodu dziesieciowodny -
Na;B,07* 10 H:0

D-glukoza (roztwor 45%)

GlutaMax

HEPES (1M)

Inhibitor trypsyny

Kwas borowy

Kwas kynureinowy

Laminina

Mieszanina antybiotykow: penicyliny i
streptomycyny

Papaina

Pirogronian sodu

Poli-D-lizyna (PDL)

Pozywka DMEM z wysokg zawarto$cia
glukozy (ang. dulbecco’s Modyfied eagle
medium, high glucose)

Pozywka minimalna MEM (ang. minimum

essentail medium) bez L-glutaminy

Sigma-Aldrich, HO887
POCh, 6120500110
POCh, 739740161
Sigma-Aldrich, C7352
POCh, 796080110

Sigma-Aldrich, G8769

Thermo Fisher Scientific, 35050061
Thermo Fisher Scientific, 15630080
Sigma-Aldrich, T9253

POCh, 531360115

Sigma-Aldrich, K3375

Roche, 11243217001

Thermo Fisher Scientific, 10378016

Worthington, LS003126
Sigma-Aldrich, S8636
Sigma-Aldrich, AOO3E

Thermo Fisher Scientific, 11995065

Thermo Fisher Scientific, 51200-046
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Nazwa

Firma, numer katalogowy

Pozywka MEM mieszaniny endogennych
aminokwasow (ang. MEM non-essential aa)
(100x)

Pozywka Neurobasal - A (1 x) bez
glutaminy, bez czerwieni fenolowe;j
Roztwér soli GBSS (ang. Gey’s Balanced Salt
Solution)

Siarczan sodu - Na;S04

Siarczan potasu - K;S04

Suplement B-27 (50 x)

Surowica koniska (ang. horse serum, HS)
inaktywowana termicznie

Surowica cieleca ptodowa (ang. fetal bovine
serum, FBS)

Trypsyna-EDTA (0,25%)

Wodorotlenek sodu - NaOH
Zréwnowazony roztwor soli Hank - HBSS

(ang. Hank’sbBalanced salt solution) (1 x)

Thermo Fisher Scientific, M7145

Thermo Fisher Scientific, 12349015

Sigma-Aldrich, G9779

POCh, 807870111

POCh, 2319155

Thermo Fisher Scientific, 17504-044
Thermo Fisher Scientific, 26050070

Thermo Fisher Scientific, 10500064

Thermo Fisher Scientific, 25200056

POCh, 810942161
Mp Biomedicals, 0918100

3.7. Sktad roztwordw i pozywek stosowanych w pierwotnych hodowlach

neuronalnych

Tabela 5. zawiera sktady roztworéw i pozywek stosowanych do zatozenia

i utrzymania pierwotnych hodowli neuronalnych.

Tabela 5. Roztwory i pozywki stosowane w pierwotnych hodowlach neuronalnych.

Nazwa Skiad
Bufor boranowy 0,1 M pH 8,5 0,1 M kwas borowy; 0,1 M czteroboran sodu
dziesieciowodny

Medium do izolacji (ang. dissociation media,
DM)

Pozywka MEM/FBS

82 mM Na;S04; 30 mM K3S04; 5,8 mM mgCly;
2,52 mM CaCly; 1 mM HEPES, 20 mM glukoza
45%; 0,2 mM NaOH

MEM; 10% cieleca surowica ptodowa (FBS);
1% 100 x MEM mieszanina endogennych
aminokwasow; 3,15%-45% glukoza; 1%
GlutaMax; 1% pirogronian sodu; 1%
mieszaniny penicylina i streptomycyna
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Nazwa Skiad

Mieszanina DM i Ky/Mg 90 ml DM; 10 ml Ky/Mg

Mieszanina kwasu kynureinowego i MgCl, 10 mM kwas kynureinowy; 100 mM MgCly;
(10 x Ky/Mg) 5 mM HEPES

Neurobasal - A/B27 (NB-A/B27) Neurobasal A; 2% symplement B27; 1%

GlutaMax; 1% mieszanina penicylina
i streptomycyna

Roztwoér papainy 9,7 ml DM i Ky/Mg; 4,5 mg cysteina; 25 pl 1M
NaOH; 100 U papaina

Roztwor poli-D-lizyny i lamininy 1 mg/ml PDL; 100 pl laminina; 20 ml bufor
boranowy

Roztwor inhibitora trypsyny 100 mg inhibitor trypsyny; 15 pl NaOH;
10 ml DM i Ky/Mg

3.8. Hodowle bakteryjne
3.8.1. Warunki hodowli bakteryjnych

Do izolacji kolonii pochodzacych od pojedynczych bakterii stosowano sterylne
podtoze stale w postaci LB z dodatkiem 1,5% agaru, wzbogacone antybiotykiem
ampicyling (100 pg/ml). Z zawiesiny bakterii wykonywano posiew redukcyjny,
nastepnie hodowano w 37°C przez noc.

W celu izolacji plazmidowego DNA, bakterie namnazano w ptynnym podtozu LB
zawierajacym ampicyline (100 pg/ml). Dwa ml pozywki LB zaszczepiano pojedyncza
kolonig bakterii, a nastepnie hodowano wytrzasajac z predkoscig 225 obr./min w
temperaturze 37°C przez 6 godzin. Kolejno, 1 ml hodowli bakteryjnej dodawano do

500 ml pozywki LB i hodowano w warunkach jak wyzej przez 12-24 godziny.

3.8.2. Transformacja bakterii kompetentnych metodg szoku cieplnego

W celu namnozenia plazmidowego DNA (pDNA), bakterie kompetentne
transformowano wybranym konstruktem postepujac zgodnie z procedurg zalecang
przez producenta. Do 50 pl zawiesiny bakterii dodawano 100-500 ng oczyszczonego
pDNA i pozostawiano przez 30 minut na lodzie (w temperaturze 4°C). Nastepnie
mieszanine inkubowano przez 30 sekund w temperaturze 42°C, po czym schtadzano
na lodzie przez 2 minuty. Do tak przygotowanej zawiesiny dodawano 250 pl cieptego

podtoza S.0.C i inkubowano godzine w temperaturze 37°C z wytrzasaniem. Bakterie
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wysiewano na szalki Petriego ze stalym podtozem selekcyjnym, a wzrost kolonii

bakterii oceniano po catonocnej inkubacji w temperaturze 37°C.

3.8.3. Przechowywanie szczepdw bakterii

Z nocnej hodowli bakterii stransformowanych odpowiednim plazmidem (37°C,
225 obr./min) pobierano 2 ml i dodawano do niej sterylnego glicerolu (stezenie
koncowe 20%). Tak przygotowane probki przechowywano w temperaturze -80°C.
W celu odnowienia hodowli, pobierano sterylnie czeS¢ zamrozonych bakterii,
zaszczepiano S$wieze podtoze LB z antybiotykiem i prowadzono hodowle

w temperaturze 37°C z wytrzasaniem 225 obr./min.

3.9. Izolowanie plazmidowego DNA

Zaktadano catonocne hodowle bakteryjne o objetosci od 5 ml do 500 ml
zawierajace odpowiedni antybiotyk selekcyjny w pozywce. Nastepnie wykonywano
izolacje plazmidowego DNA metoda lizy alkalicznej z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych zestawéw: MiniPrep (Qiagen, nr kat. 27106) lub MaxiPrep (Qiagen, nr kat.
12162), zgodnie z zaleceniami producenta. Umozliwiatlo to uzyskanie DNA
plazmidowego charakteryzujacego sie wysokim stopniem czystoSci i brakiem

endotoksyn.

3.10. Oznaczanie czystoSci i stezenia preparatow DNA i RNA

Stezenie i czysto$¢ kwaséw nukleinowych oceniano spektrofotometrycznie
poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali A rownej 260 nm i 280 nm stosujac
w tym celu urzadzenie NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Czysto$¢ preparatu
DNA szacowano na podstawie stosunku absorbancji przy 260 nm i 280 nm (A260/Az280).
Warto$ci wspétczynnika mieszczace sie w granicach 1,8 - 1,9 uznawano za $wiadczace

o wysokim stopni czysto$ci badanych prob.
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3.11. Rozdziat elektroforetyczny DNA

Wykonywano elektroforeze w zelach agarozowych o odpowiednim stezeniu
agarozy (Sigma, nr kat. 9539), zaleznym od wielko$ci analizowanego fragmentu DNA,
z dodatkiem barwnika Midori Green Advance DNA Stain (Abo, nr katMGO04).
Elektroforeze pozioma przeprowadzano w aparacie Mini-Sub Cell GT System (BioRad)
w buforze 1 x TBE. Jako marker wielkos$ci stosowano 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen,
nr kat. 10787-018). Po przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego, zele
wizualizowano w aparacie z lampa UV. Zdjecia zeli analizowano w programie

GeneSnap (Syngene).

3.12. Klonowanie wektoroéw plazmidowych

Do wyprodukowania wektoréw wirusowych uzytych w doswiadczeniach
opisanych w niniejszej pracy niezbedne byto stworzenie odpowiednich wektoréw
plazmidowych. Jako wektor plazmidowy stanowiacy podstawe do namnoZzenia
wektoréw wirusowych zastosowano plazmid pAAV-MCS (Stratagene). Elementem
stuzacym do wyciszenia ekspresji SRF (w przypadku wariantu shSRF) lub sekwencje
kontrolng (w przypadku shCTR) stanowit odpowiedni fragment wektora
plazmidowego pRNAT-H1.1/Shuttle, ktory byt stosowany takze w innych
eksperymentach in vitro opisanych w niniejszej pracy, gdzie uzywano
transfekowanych szczurzych neuronéw hipokampalnych (Kuzniewska i in., 2013; Yin
i wsp., 2006). Poza fragmentem plazmidowego DNA (pDNA) odpowiadajagcym
sekwencji sh wraz sekwencjami niezbednymi do ich ekspresji, sklonowano takze
fragment umozliwiajgcy wyrazanie biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent
protein, GFP). W tym celu sekwencje shCTR i shSRF znajdujace sie na plazmidzie pod
promotorem polimerazy IIl H1 wraz z sekwencja GFP znajdujaca sie pod kontrolg
promotora CMV namnoZono za pomocg tancuchowej reakcji polimerazy (ang.
polimerase chain reaction, PCR). Do amplifikacji nici wiodacej pDNA zastosowano
startery zawierajace dodatkowo sekwencje wprowadzajaca miejsce ciecia dla enzymu
restrykcyjnego Not I. Sekwencje zastosowanych starterow (syntetyzowanych w firmie

Genomed S. A.) zaprezentowano w tabeli 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR
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oraz program zgodnie, z ktorym byta prowadzona reakcja zawiera odpowiednio tabela

7.1tabela 8.

Tabela 6. Startery do reakcji PCR.

Starter Sekwencja 5’ -> 3’ Typ startera

shCTR ACTACCGTTGTTATAGGTG Starter przedni

(ang. forward, F)
shSRF AGAGAATGAGTGCCACTGG Starter przedni

(ang. forward, F)
GFP CCATCTAATTCAACAAGAATTGGGACAAC Starter wsteczny

(ang. reverse, R)

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR.

Sktadnik Stezenie koncowe Objetos¢
bufor 1x 5ul
MgCl, 2,6 mM 1,5ul
startrer F (shCTR lub shSRF) 1 uM 0,5ul
starter R 1uM 0,5 ul
dNTP 0,25 uM 1l
Polimeraza Taq 0,030/ ul 0,1
ddH20 40,8 ul
pDNA 0,5 ul

Tabela 8. Cykle reakcji PCR.

Krok Temperatura (°C) Czas (sek.) Uwagi

1. 98 30

2. 98 10

3. 56 30

4. 72 60

5. - - 4 x powtodrzenie krokéw 2 - 4
6. 98 10

7. 65 30

8. 72 60
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Krok Temperatura (°C) Czas (sek.) Uwagi

0. - - 29 x powtdrzenie krokow 6 - 8
10. 72 10
11. 4 - utrzymanie

Produkty otrzymane w wyniku reakcji PCR byty identyfikowane za pomoca
techniki elektroforezy w 2% zelu agarozowym (zob. procedura 3.11. niniejszej pracy).
Nastepnie fragmenty DNA o dtugosci odpowiadajgcych amplifikowanym fragmentom
pDNA wyizolowano z Zelu za pomocg Gene JET PCR Purification Kit (Thermo Scientific,
nr kat. K0701) zgodnie z instrukcja zataczong przez producenta. Wyizolowane DNA
zawieszano w 30 pl ddH20 i oznaczano ich stezenie oraz czystos$¢ zgodnie z procedurg
opisang w paragrafie 3.10. niniejszej pracy. Nastepnie plazmid pAAV-MCS oraz
fragmenty shCTR i shSRF poddano cieciu enzymem restrykcyjnym Not I (Thermo
Scientific, nr kat. FD0596) w zatgczonym buforze 10x FD zgodnie z instrukcjg
producenta w temperaturze 37°C przez 3 godziny. Kolejno, dezaktywowano enzym
restrykcyjny poprzez inkubacje mieszaniny w 80°C przez 5 minut. Za pomocg zestawu
Sticky-end ligation (Thermo Scientific, nr kat. EL0011) przeprowadzono reakcje ligacji
liniowego fragmentu pAAV-MCS z odpowiednim fragmentem shCTR lub shSRF
(stosunku molowym 1 : 3) zgodnie z instrukcjg dotgczong przez producenta inkubujac
je prze noc w temperaturze 16°C. Nastepnego dnia enzym dezaktywowano poprzez
10-minutowg inkubacje w temp. 65°C. Otrzymane konstrukty zweryfikowano za
pomoca ciecia enzymem restrykcyjnym Not I, a nastepnie kontroli dtugosci
otrzymanych fragmentéw za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym oraz
sekwencjowaniem wykonanym przez firme Genomed S. A. Zweryfikowanymi
konstruktami pAAV-shCTR i pAAV-shSRF ztransformowano metoda szoku cieplnego
bakterie kompetentne (paragraf 3.8.2. niniejszej pracy), wyizolowano pDNA (pragraf
3.9.), oznaczono stezenie i czysto$¢ zawiesin (paragraf 3.10.) a nastepnie przekazano
do produkcji wektorow wirusowych w Pracowni Modeli Zwierzecych Instytutu

Biologii Doswiadczalnej, PAN.
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3.13. DoSwiadczenia z zastosowaniem myszy transgenicznych
3.13.1. Hodowla myszy transgenicznych szczepu Srf/fCaMKCre

Doswiadczalny model in vivo stanowity myszy szczepu Srf/{CaMKCre bedace
warunkowymi mutantami (ang. conditional knock-out, cKO) o tle genetycznym myszy
szczepu C57BL/6 (Nader i in., 2019). Myszy te otrzymano w wyniku krzyzowania
dwoch linii myszy transgenicznych: Srfi/f (nr szczepu 006658; Jackson’s Laboratories,
USA; Ramanan i wsp., 2005), u ktérych fragment genu Srfzostat otoczony sekwencjami
loxP oraz myszy linii CaMKCreERT2 posiadajacych gen rekombinazy Cre potaczony
z fragmentem ludzkiego genu receptora estrogenowego, pod kontrolg promotora genu
podjednostki CaMKIla (nr szczepu: EM:02125; The European Mouse Mutant Archive;
Erdmann i wsp., 2007). Do eksperymentow ex vivo wykorzystano trzecie pokolenie
myszy, gdzie w miotach potomnych otrzymywano jedynie osobniki o genotypach
oznaczonych w niniejszej pracy jako: WT (Srff/fCre-/-) oraz cKO (Srft/fCre*/-). Delecje
genu Srf indukowano za pomoca dootrzewnowych iniekcji 4-hydroksytamoksyfenu
(4-OHT, Sigma, nr kat. H7904; po 0,25 mg) rozpuszczonego w oleju stonecznikowym
przez trzy kolejne dni (w dniu 5., 6. i 7. po narodzinach). Procedurze poddawano
wszystkie oseski z miotu niezaleznie od ich genotypu.

Myszy hodowano w pomieszczeniach o statlym cyklu dobowym (12-godzinna
faza jasna / 12-godzinna faza ciemna), statej temperaturze (23 °C - 24 °C) oraz
wilgotnosci powietrza (35% - 45%). Zwierzeta posiadaty swobodny dostep do wody
i karmy dla gryzoni laboratoryjnych (Labofeed B standard) ad libitum.

3.13.2. Genotypowanie myszy

Do genotypowania zwierzat uzywano tkanki pobranej z ogona myszy w dniu 5.
lub 6. po narodzinach (P 5 - 6). Genomowe DNA izolowano poprzez catonocng
inkubacje tkanki w temperaturze 55 °C w buforze do lizy (100 mM Tris-HCl, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% SDS, proteinaza K 1:10), a nastepnie dezaktywacje proteinazy
K (10 minut inkubacji w temperaturze 98 °C). Matrycowe DNA dla reakcji PCR
uzyskiwano taczac 3 pl lizatu i 120 pl buforu TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA).
Sekwencje stosowanych starteréw zaprezentowano w tabeli 9. (startery

syntetyzowano w firmie Genomed S. A.). Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono
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w tabeli 10. Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze Mastercycler gradient

(Eppendorf) wedtug programu opisanego w tabeli 11.

Tabela 9. Startery do reakcji PCR.

Starter Sekwencja 5’ -> 3’ Typ startera

F1 GGTTCTCCGTTTGCACTCAGGA Starter przedni (ang. forward, F)
F2 CTGCATGCACGGGACAGCTCT Starter przedni (ang. forward, F)
R GCTTGCAGGTACAGGAGGTAGT Starter wsteczny (ang. reverse, R)

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR.

Sktadnik Stezenie koncowe Objetosc
bufor 10 x 1x 2,5 ul
MgCl; 50 mM 2 mM 1,5 ul
startrer F 1 100 uM 1uM 0,5 ul
starter R 100 uM 1uM 0,5 ul
startrer F 2 100 uM 1uM 0,5 ul
dNTP 2,5 mM 0,2 mM 0,5 ul
Polimeraza Taq 0,03U/ ul 0,1l
ddH:0 17,65 ul
DNA 2ul

Tabela 11. Cykle reakcji PCR.

Krok Temperatura (°C) Czas (sek.) Uwagi

1. 98 180

2. 95 30

3. 63 30

4. 72 60

5. - - 35 x powtorzenie krokow 2 - 4
6. 72 600

7. 4 - utrzymanie
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3.13.3. Pobieranie i utrwalanie tkanek

W celu pobrania tkanki i wykonania analiz ex vivo myszy znieczulano
dootrzewnowg iniekcjg ketaminy (w dawce 65 mg/kg m. c.), po czym usypiano
zastrzykiem z subletalng dawka pentobarbitalu sodu (50 mg/kg m. c.). Po otwarciu
jamy ptucnej prowadzono standardowa perfuzje przezsercowa utrwalajaca tkanki
przy uzyciu pompki zapewniajacej przeptyw roztworé6w 1ml/min przez lewa komore
serca po uprzednim nacieciu prawego przedsionka. Stosowano zbuforowany,
przefiltrowany roztwér 0,9% NaCl w 0,1 M PBS, a nastepnie 4% roztwér PFA
(Sigma-Aldrich, nr kat. 441244) w PBS (pH 7,5) przez 6 minut. Oba roztwory byty
uprzednio schtodzone do temperatury 4°C. Izolowano mdzgi, po czym poddawano je
dodatkowemu utrwaleniu inkubujac przez 24 godziny w 4% roztworze PFA w PBS
w temperaturze 4°C. Nastepnie, przy uzyciu wibratomu (Leica Biosystem, Leica VT
1000S), moézgi krojono w ptaszczyznie czotowej na skrawki o grubosci 40 um. Skrawki
zawierajace hipokamp byty zbierane i przechowywane w 0,05% NaN3 (POCH, nr kat.
792770426) w PBS w temperaturze 4°C.

W przypadku pozyskiwania tkanek w celu znakowania skrawkow
hipokampalnych barwnikiem Dil stosowano procedure transfuzji przezsercowej
z pewnymi modyfikacjami. Zwierzeta perfundowano 1,5% roztworem PFA
(Sigma-Aldrich, nr kat. 441244) w PBS w temperaturze pokojowej. Nastepnie
wyizolowane mdzgi umieszczano w 1,5% roztworze PFA w PBS na okres 20 minut,
po czym inkubowano w roztworze PBS schtodzonym do temperatury 4°C przez 30
minut. Kolejno, przy uzyciu wibratomu (Leica Biosystem, Leica VT 1000S), mozgi
krojono w ptaszczyZnie czotowej na skrawki o grubosci 130 pm. Skrawki zawierajace
hipokampy pozostawiano w roztworze PBS w temperaturze pokojowej na okres

1 godziny, po czym poddawano je procedurze biobalistycznego barwienia Dil.

3.14. Hodowle komorek neuronalnych
3.14.1. Przygotowanie szkietek do hodowli hipokampalnych in vitro

Pierwotne hodowle neuronéw hipokampalnych prowadzono na odpowiednio
przygotowanych 18 mm szkietkach nakrywkowych. W tym celu szkietka umieszczano

na 48 godzin w stezonym (68%) kwasie azotowym. Nastepnie szkietka ptukano
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w wodzie dejonizowanej przez 6 godzin, zmieniajac pieciokrotnie ptyn, a nastepnie
wyprazano przez 3 godziny w temperaturze 180°C. Tak przygotowane szkietka
nakrywkowe umieszczano w dotkach szalek hodowlanych i pokrywano roztworem
poli-D-lizyny (50 pg/ml) i lamininy (250 pg/ml) w buforze boranowym. Po catonocnej
inkubacji w temperaturze pokojowej mieszanine odptukiwano (3 razy po 5 minut
w wodzie dejonizowanej). Szalki suszono i przechowywano w jatowych warunkach do

momentu uzycia.

3.14.2. Zaktadanie szczurzej hodowli hipokampalnej in vitro

Komorki do prowadzenia pierwotnych hodowli neuronéw pozyskiwano
z nowonarodzonych oseskéw P 0 szczuréw szczepu Wistar. Zwierzeta wprowadzono
w stan hipotermii poprzez wtozenie do pojemnika z lodem, po czym poddawano
je dekapitacji. Wyjmowano mozgi i umieszczano w schtodzony roztworze DM-Ky/Mg.
Nastepnie izolowano hipokampy i przeptukiwano trzykrotnie zimnym roztworem
DM-Ky/Mg. Trawiono je poprzez dwukrotng inkubacje w cieptym roztworze papainy
(2 razy po 15 minut, 37°C). Reakcje trawienia tkanek hamowano dzieki dodaniu
inhibitora trypsyny (10 mg/ml; 3 minuty, 37°C). Komdrki przemywano trzykrotnie
pozywka MEM/FBS, po czym rozdysocjowywano przy uzyciu jednomililitrowej pipety
pasterowskiej az do otrzymania jednorodnej zawiesiny. Kolejny krok stanowito
dwukrotne wirowanie mieszaniny przez 10 minut z predkos$cia 1000 obr./min
w temperaturze pokojowej. Pozywke znad supernatantu odbierano, a pozostaty osad
zawieszano w pozywce MEM/FBS. Przy uzyciu komory Biirekra okreslano liczbe
wyizolowanych komoérek, nastepnie zawieszano je w odpowiedniej objetoSci pozywki
MEM/FBS i wysiewano na szkietka z gestoscig 120 tys. komoérek/szkietko. Po uptywie
2 godzin wymieniano pozywke na medium NB-A/B27. W czwartym dniu prowadzenia
hodowli komoérkowej (ang. day in vitro, DIV) w celu zahamowania wzrostu komoérek
glejowych dodawano 2,5 uM arabinozydu cytozyny (Sigma, nr kat. C1768). Komorki
byty nastepnie hodowane w inkubatorze przy kontrolowanych parametrach

temperatury (37°C) i poziomu dwutlenku wegla (5%).

61



3.14.3. Zaktadanie mysiej hodowli hipokampalnej in vitro

Neurony hipokamplalne izolowano z nowonarodzonych P 0 - 1 myszy linii
transgenicznej Srf/f (B6.129S6-Srftm1Rmn /J) U tych zwierzat w obrebie promotora oraz
eksonu 1 genu Srf zostaly wprowadzone sekwencje loxP, ktére w obecnosci
rekombinazy Cre umozliwiajg delecje danego fragmentu genu. Oseski byty uSmiercane
poprzez wstepne schtodzenie, a nastepnie dekapitacje. Ze zwierzat izolowano mézgi,
a nastepnie hipokampy i umieszczano je w schtodzonej pozywce do izolacji HBSS.
Kolejne kroki procedury, tj. trawienie enzymatyczne tkanek oraz inaktywacja papainy
przebiegaty zgodnie z protokotem opisanym w punkcie 3.14.2. Zawiesine komdrkowa
uzyskiwano poprzez pipetowanie w niewielkiej objetosci pozywki zawierajacej 10%
FCS. Zawiesine komdérkowg uzupetniano odpowiednig objetoscia 10% FCS, tak by
200 pl mieszaniny wysiewanej na dotek w plytce 12-dotkowej znajdowato sie ok. 120
tys. komoérek. Po uptywie 2 godzin wymieniano pozywke na NB-A/B27. W czwartym
dniu prowadzenia hodowli komoérkowej (DIV 4) w celu zahamowania wzrostu
komoérek glejowych dodawano 2,5 pM arabinozyd cytozyny (Sigma, nr kat. C1768).
Komoérki przez caty czas trwania eksperymentu byly hodowane w inkubatorze

w temperaturze 37°C i atmosferze dwutlenku wegla na poziomie 5%.

3.15. Transfekcja neuronow hipokampalnych

Szczurze pierwotne hodowle hipokampalne transfekowano w 5. lub 6. dniu
hodowli in vitro (DIV) metoda lipofekcji przy zastosowaniu odczynnika Lipofectamine
2000 (Invitrogen, nr kat. 11668019) zgodnie z zaleceniami producenta. Transfekcji
poddawano neurony hodowane w 12-dotkowych ptytkach na szkietkach o $rednicy
18 mm. W niniejszej rozprawie zaprezentowano wyniki eksperymentéw, w ktorych
zastosowano transfekcje wektorami plazmidowymi nalezacymi do jednej z dwoch
grup: i) pSynapsynaGFP (0,5 pg/dotek) w potaczeniu z (1 pg/dotek): pSUPER lub
pTRIP-shLuc lub pLKO-shMKL1/2 (shMRTF) 1lub ii) (po 0,5 pg/dotek)
pRNAT-H1.1/Shuttle_shCTR (shCTR) i pRNAT-H1.1/Shuttle_shSRF (shSRF). Liste
i opis stosownych wektorow plazmidowych zamieszczono w tabeli 3. Mieszanine

sporzadzano z 1 - 1,5 pg plazmidowego DNA zmieszanego z 50 pl podtoza NB-A,
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rownolegle przygotowujgc mieszanine 2 pl Lipofectamine 2000 oraz 50 pl podtoza
NB-A. Obie mieszaniny 1aczono i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
15 minut. Nastepnie z dotkéw hodowlanych odbierano po 750 ul podtoza (pozywka
kondycjonowana) i zastepowano je 100 pl mieszaniny plazmidowego DNA
i Lipofectamine 2000. Neurony umieszczano w inkubatorze na okres ok. 1 godziny, po
czym roztwor znad komoérek zastepowano mieszaning podtoza kondycjonowanego
wzbogaconego o pozywke NB-A/B27 w stosunku 1 : 1.

W celu pomiaru poziomu aktywnoS$ci transkrypcji zaleznej od SRF $wiezo
wyizolowane komorki hipokamu szczurow (P 0) poddawano elektroporacji przy
zastosowaniu zestawu Amaxa Nucleofector (Lonza, nr kat. VPI-1006) postepujac
zgodnie z zaleceniami producenta. Wprowadzono wektor plazmidowy niosacy gen
kodujacy £3-galaktozydaze (f3-Gal) uzyty jako wskaznik poziomu elektroporacji oraz
wektor zawierajacy reporterowy gen lucyferazy znajdujacy sie pod kontrolg elementu
odpowiedzi na surowice (SRE). Wykorzystane wektory plazmidowe zostaty opisane

w tabeli 3.

3.16. Transdukcja neuronéw hipokampalnych wektorami wirusowymi

Pierwotne dysocjowane hodowle hipokamplane zatozone z oseskéw myszy
stada Srff/f infekowano w 5. lub 6. dniu hodowli in vitro (DIV) wektorem wirusowym
AAV-CaMKIla_mCherry (AAV-CTR) lub AAV-CaMKIla_CRE (AAV-CRE). Z kolei,
szczurze pierwotne hodowle hipokamplane infekowano w analogicznym czasie (DIV 5
lub DIV6) odpowiednio AAV-shCTR lub AAV-shSRF. Na kazdym szkietku hodowlanym
o Srednicy 18 mm znajdowato sie ok. 120 tysiecy neuronéw. Komdrki infekowano
dodajac do pozywki hodowlanej zawiesine odpowiedniego wektora wirusowego
w takiej objetoSci, by na kazda komoérke hodowang na szkietku przypadato
odpowiednio 100 czasteczek wektora wirusowego dla AAV_CTR lub AAV-CRE lub 1000
czasteczek wektora wirusowego w przypadku AAV-shCTR lub AAV-shSRF. Nastepnie
kontynuowano hodowle neuronéw w inkubatorze w temperaturze 37°C i stezeniem

CO2 wynoszacym 5%, do czasu przeprowadzenia dalszych procedur w DIV 18 - 21.
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3.17. Pomiar aktywnoSci transkrypcyjnej

Poziom aktywnosci lucyferazy oraz (-galaktozydazy w szczurzych neuronach
hipokamplanych w kolejnych punktach czasowych (DIV 3, DIV 7, DIV 14 i DIV 21)
zostat zbadany z zastosowaniem komercyjnego zestawu (Promega, nr kat. E2000)
zgodnie z instrukcja producenta. Wartos¢ luminescencji zostata zmierzona w czytniku
ptytek Infinite M200 zaopatrzonym w system do iniekcji (Tecan). Pomiar aktywnosci
[-galaktozydazy wyznaczono w oparciu o poziom hydrolizy substratu X-gal (5-bromo-
-4-chloro-3-indolylo-3-D-galaktopiranozyd). Na skutek tej reakcji z bezbarwnego
zwigzku X-gal powstaje m. in. dimer indolowy majacy niebieskie zabarwienie. Dzieki
temu mozliwy jest pomiar kolorymetryczny absorbancji przy dtugosci fali rownej 420
nm. Pomiaréw takich dokonano w czytniku Sunrise dla ptytek 96-dotkowych (Tecan).
Poziom aktywnos$ci transkrypcyjnej zaleznej od SRF wyznaczono jako poziom
aktywnos$¢ lucyferazy w danym dniu hodowli in vitro znormalizowany wzgledem
aktywnos$ci B-galaktozydazy, a nastepnie odniesiono do wyniku uzyskanego dla

neuronéw w DIV 3.

3.18. Sieciowanie molekularne biatek powierzchniowych

W celu oceny poziomu biatek znajdujacych sie na powierzchni neuronow
stosowano procedure sieciowania molekularnego (ang. crosslinking) za pomoca BS3
(ang. bis(sulfosuccinimidyl)suberate; Thermo Fisher, nr kat. 21580). Postepowano
zgodnie z protokotem opracowanym przez zesp6t prof. Wolf (Boudreau i in., 2012).
Neuronom zainfekowanym odpowiednimi wirusami w dniu 18. - 21. hodowli in vitro
(DIV 18 - 21) wymieniono podtoze na $wiezo przygotowang pozywke. Czynnos$¢
powtarzano jeszcze dwukrotnie. Nastepnie odbierano medium znad neuronéw, a
komorki umieszczano w 2 mM roztworze BS3 i inkubowano w temperaturze 37 °C
z mieszaniem przez 10 minut. Reakcje sieciowania zatrzymywano za pomoca 100 mM
roztworu glicyny (inkubacja z mieszaniem trwajgca 10 minut, w temperaturze 4°C).
Neurony nastepnie lizowano i poddawano kolejnym krokom standardowej procedury

Westren Blot opisanej odpowiednio w paragrafach 3.20.4 - 6. niniejszej pracy.
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3.19. Utrwalanie komorek z pierwotnych hodowli neuronalnych

Neurony hipokampalne utrwalano w dniu 18. - 21. hodowli in vitro (DIV
18 - 21). W tym celu znad szkietek nakrywkowych odbierano pozywke i zastepowano
ja cieptym (37°C) roztworem 4% PFA i 4% sacharozy w 1 x PBS. Inkubacje prowadzono
przez 7 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie trzykrotnie ptukano komoérki
roztworem PBS. Utrwalone neurony przechowywano w roztworze PBS

w temperaturze 4°C do czasu dalszego procedowania.

3.20. Metody pracy z biatkami
3.20.1. Przygotowanie ekstraktoéw biatkowych z pierwotnych hodowli neuronalnych

Ekstrakty biatkowe z neuronéw hodowanych in vitro pozyskiwano w dniu
18. - 21. hodowli (DIV 18 - 21). W tym celu, ptytke hodowlang umieszczano na lodzie,
a nastepnie odciggano pozywke znad neuronéw. Komorki przeptukiwano zimnym
roztworem 1 x PBS zawierajgcym inhibitory proteaz i fosfataz. W kolejnym kroku
komorki mechanicznie zeskrobywano i zawieszano w 80 pl zimnego denaturujacego
buforu Laemmli'ego z dodatkiem 2-merkaptoetanolu. Zebrane ekstrakty inkubowano
w temperaturze 98°C przez 9 minut po czym poddawano kolejnym krokom procedury

lub przechowywano w temperaturze - 80°C.

3.20.2. Przygotowanie ekstraktéw biatkowych z mézgoéw

Ekstrakty biatkowe sporzadzono z hipokampéw myszy szczepu C57BL/6]Cmd
pochodzacych ze Zwierzetarni Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej, PAN.
Na kazdy punkt czasowy w rozwoju (P 0,P 7, P 14, P 21, P 30 oraz P 60) przypadaty po
trzy osobniki. Zwierzeta usypiano metoda wziewng za pomocg izofluranu, po czym, po
sprawdzeniu braku wrazliwo$ci na bodZce zewnetrzne, poddawano je dekapitacji.
Procedure izolacji prowadzono na lodzie w temperaturze 4°C. Hipokampy
umieszczano w probéwkach z buforem lizujagcym zawierajgcym 1 mM MgClz, 5 mM
HEPES pH 7,4, 320 mM sacharozy, 1mM NaF oraz inhibitory, a nastepnie rozdrabniano
przy uzyciu szklanego homogenizatora Dounce’a. Gdy tkana byla catkowicie

rozdrobniona, homogenaty wirowano przez 10 minut z predkoscia 6000 x g,
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a nastepnie zebrany supernatant przektadano do nowej probdwki i przechowywano

w temperaturze -80°C.

3.20.3. Oznaczenie stezenia biatek

Oznaczenie stezenia biatek w homogenatach wykonywano metoda
kolorymetryczna przy uzyciu zestawu BCA Protein Assay Kit (Pierce, nr kat. 23227),
zgodnie z instrukcjg zatgczona przez producenta. Metoda ta stanowi modyfikacje
metody biuretowej, opierajacej sie na reakcji redukcji jonow Cu2+ do Cu* w Srodowisku
alkalicznym, w ktérej uczestnicza wigzania peptydowe obecne m. in. w biatkach. Kwas
bis-cunchoninowy (ang. bicinchonic acid, BCA) reaguje z jonami miedziowymi tworzac
stabilny kompleks o maksimum absorbancji przy dtugosci fali lambda 562 nm. W celu
wyznaczenia liniowej funkcji zalezno$ci stezenia biatek od wartosci absorbancji
wyznaczonej za pomocg czytnika spektrofotometrycznego sporzadzano krzywa
wzorcowa bedaca rozcienczeniami BSA w buforze do lizy o znanych stezeniach.

Wykonano po trzy rozcienczenia BSA i kazdej z badanych prébek.

3.20.4. Rozdziat elektroforetyczny biatek w warunkach denaturujacych

Elektroforeze biatek w zelu denaturujacym (ang. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) wykonywano przy uzyciu systemu
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio Rad, nr kat. 1658000). Stosowano w tym celu Zele
nieciggle sktadajgce sie z ok. 2 centymetrowego fragmentu zelu zageszczajacego (4%
akryloamid/bis-akryloamid, 0,125 M Tris-HCl pH 6,8) oraz zelu rozdzielajacego
(8% - 10% akryloamid/bis-akryloamid, 0,375 M Tris-HCI pH 8,8). Obie warstwy zelu
zawieraly dodatkowo 0,1% SDS, a ich polimeryzacja byta indukowana dodaniem
0,05% nadsiarczanu amonu i katalizatora 0,1% TEMED. Elektroforezg prowadzono
w temperaturze pokojowej, w buforze do elektroforezy biatek Tris-glicyna (1 x), przy
statym napieciu 90 V dla zelu zageszczajacego oraz 130 V dla zelu rozdzielajacego. Na
zele naktadano takie same iloSci biatek. W celu okres$lenia ciezaréw czasteczkowych
analizowanych biatek stosowano standardy mas czasteczkowych Page Ruler Plus

Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, nr kat. 26619) o zakresie 10 - 250 kDa.
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W przypadku probek pochodzacych z eksperymentow z zastosowaniem
techniki sieciowania powierzchniowego stosowano Zele Any kD™ Mini-PROTEAN®

TGX™ Precast Protein Gels (BioRad, nr kat. 4569033).

3.20.5. Transfer elektroforetyczny biatek

W  celu wykonania immunodetekcji, po zakonczeniu rozdziatu
elektroforetycznego, biatka z zelu poliakryloamidowego przenoszono za pomoca
potsuchego elektrotransferu na membrane PVDF o $rednicy poréw 0,45 pm
(Immobilon-P, Millipore). Stosowano przy tym aparat Fastblot (Biometra) oraz prad
o stalym natezeniu 250 mA (napiecie 100 V) przez okres 25 - 35 minut w zaleznosci
od wielko$ci badanych biatek. Transfer odbywat sie w zimnym buforze sktadajgcym
sie z: 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 20% metanol. Efektywno$¢ transferu sprawdzano
dwojako: przy uzyciu roztworu btekitu Coomassie lub roztworu Ponceau S. W celu
uwidocznienia wszystkich biatek pozostatych na Zelu po zakoniczeniu elektrotransferu,
zel inkubowano przez godzine w roztworze zawierajacym 0,25% Coomassie Brilliant
Blue (GE Healthcare, nr kat. RPN2209), 50% etanolu oraz 10% kwasu octowego.
Nastepnie Zel odbarwiano w roztworze 7,5% kwasu octowego i 25% metanolu.
Natomiast chcac zweryfikowaé efektywno$¢ transferu membrane barwiono przez
minute w roztworze czerwieni Ponceau S (0,1% Ponceau (w/v) w 5% kwasie
octowym; Fluka, nr kat. 81462). Nastepnie blone ptukano woda dejonizowang
i trzykrotnie buforem TBS-T.

Elektrotransfer lizatéw pochodzacych z eksperymentéw z zastosowaniem
techniki sieciowania powierzchniowego byl przeprowadzany przy uzyciu
dedykowanego programu, 1 MINI TGX” (natezenie: 2,6 A; napiecie: 25 V; czas: 7 minut)
w aparacie Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad, nr kat. 1704150EDU).
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3.20.6. Technika immunodetekcji Western Blot

Tabela 11. Lista i charakterystyka przeciwciat pierwszo- i drugorzedowych

zastosowanych w technice Western Blot.

Przeciwciala pierwszorzedowe

Antygen Pochodzenie Rozcienczenie Firma, numer katalogowy
SRF (H-300) krolicze 1:300 Santa Cruz, sc-13029
GluAl krélicze 1:500 Sigma, ABN241

GluA2 mysie 1: 500 Sigma, MAB397

a-tubulina mysie 1:5000 Sigma, T9026

3-aktyna mysie 1:5000 Sigma, A1978

CaMKIIIa mysie 1:1000 Thermo Fisher, MA1-048

Przeciwciala drugorzedowe HRP

Firma, numer

Antygeny IgG Pochodzenie Rozcienczenie

katalogowy
mysie konskie 1:10000 Vector labs, PI-2000
krélicze kozie 1:10000 Vector labs, PI-1000

Przed przeprowadzeniem reakcji z przeciwciatami, membrane inkubowano
przez co najmniej godzine w 10% roztworze odttuszczonego mleka w TBS-T
w temperaturze pokojowej w celu wysycenia miejsc niespecyficznego wigzania
przeciwciat do membrany. Po etapie blokowania membrany, ptukano ja trzykrotnie po
7 minut w roztworze TBS-T. Nastepnie inkubowano jg w temperaturze 4°C przez noc
z przeciwcialem pierwszorzedowym, odpowiednio rozcienczonym w roztworze
blokujagcym tagodnie mieszajgc. Lista zastosowanych przeciwcial oraz ich
rozcienczenia zostaty zawarte w tabeli 11. Nastepnego dnia membrane ptukano
trzykrotnie roztworem TBS-T mieszajac przez 10 minut. Kolejnym krokiem byta
inkubacja z przeciwcialem drugorzedowym (zob. tabela 11.) skoniugowanym
z peroksydaza chrzanowg (HRP) rozcienczonym w roztworze blokujacym przez
1,5 godziny w temperaturze pokojowej tagodnie mieszajgc. Nastepnie membrane
trzykrotnie ptukano TBS-T przez 10 min w temperaturze pokojowej. W celu
wizualizacji wykrytych biatek stosowano metode chemiluminescencyjng- zestaw ECL

lub ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Amersham, nr kat.
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odpowiednio: RPN2209, RPN2232) oraz klisze radiologiczne (Kodak, nr kat. 525
6433). W celu ponownego uzycia membrany w procedurze Western Blot inkubowano
ja w roztworze do usuwania przeciwciat zwigzanych z blong przez 45 minut
w temperaturze pokojowej. Dzieki czemu przeciwciata uprzednio przytaczone do
bialek na membranie zostawaty usuwane. Nastepnie membrane nitrocelulozowa
ptukano trzykrotnie przez 20 minut w roztworze TBS-T i rozpoczynano kolejng
procedure Western Blot opisang powyze;j.

W celu przeprowadzenia analizy otrzymanych wynikéw, wywotane klisze
skanowano i przeprowadzano analizy densytometryczne z zastosowaniem narzedzia
GeneTools Software (Syngene). Po krétce, kazdy z uzyskanych prazkéw starannie
obrysowywano i odczytywano wyznaczony przez algorytm poziom zaczernienia
prazka wzgledem tta. Uzyskang warto$¢ dzielono przez warto$¢ intensywnosSci dla
prazka o-tubuliny pochodzacej ztej samej préby (biatko to zostato uzyte jako
wewnetrzna kontrola ilosci biatek naniesionych na zel dla danej préby). Uzyskiwano
w ten sposob relatywne wartosci poziomu biatka dla kazdej z probek, ktore nastepnie
odnoszono do Srednich wartosci prob kontrolnych. Ostateczny wynik stanowi

krotno$¢ zmiany poziomu biatka w stosunku do warto$ci dla préb kontrolnych.

3.21. Rejestrowanie i analiza mEPSCs neuron6w hodowanych in vitro

W celu analizy spontanicznej aktywnoS$ci elektrofizjologicznej neuronéw
hipokampalnych hodowanych in vitro postuzono sie rejestracja farmakologicznie
izolowanych miniaturowych pobudzajacych pradéw postsynaptycznych (mEPSCs).
Rejestrowano sygnaty pochodzace z neuronéw piramidowych GFP-pozytywnych
bedacych w 19., 20. lub 21. dniu hodowli in vitro. Komdrki dnia 5. lub 6. transfekowano
z niskg efektywnos$cig tak, by z jak najwiekszym prawdopodobiefistwem neurony
presynaptyczne byly komoérkami nietransfekowanymi (by obserwowane réznice
pomiedzy wariantem kontrolnym a tym z obnizonym poziomem SRF wynikaty z réznic
we witasciwos$ciach komorek postsynaptycznych pomiedzy tymi dwoma wariantami).
Po ok. 14 dniach od transfekcji szkietka hodowlane z neuronami bylty umieszczane
w komorze do rejestracji z cigglym przeptywem nasyconego karbogenem roztowu

aCSF (ang. artificial cerebrospinal fluid, sktad zamieszono w tabeli 2) podgrzanego do
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temperatury 31 °C. W celu zablokowania generowania potencjalow czynno$ciowych
przez neurony oraz zablokowania neurotransmisji hamujacej dodawano do roztworu
odpowiednio 0,5 pM TTX (ang. tetrodotoxin, Tocris, nr kat. 1078) i 100 uM PTX
(ang. picrotoxin, Abcam, nr kat. U 93631), bedacej antagonistg receptoré6w GABAA.
mEPSCs nagrywano w konfiguracji whole-cell patch-clamp przy pomocy szklanych
kapilar (szkto borokrzemianowe, o oporze koncowym 4 - 6 MQ) wypelnionych
roztworem elektrodowym (ang. internal solution, 1S, sktad zamieszono w tabeli 2.).
Rejestracje mEPSCs w trybie ustalonego napiecia (ang. voltage-clamp) przy potencjale
btonowym réwnym - 60 mV prowadzono przez okres ok. 20 minut dla kazdej komérki.
Miniaturowe potencjaty byly automatycznie wykrywane przy uzyciu programu
MiniAnalysis (Synaptosoft) z progiem detekcji dla amplitudy powyzej 7 pA, a nastepnie

manualnie weryfikowane przez eksperymentatora.

3.22.1zolacja RNA, odwrotna transkrypcja oraz reakcja qRT-PCR

Pierwotne hodowle hipokampalne (120 000 komoérek / dotek) lizowano
w 350 pl buforu RLT (Qiagen, nr kat. 79216), natomiast tkanki z hipokampa myszy
homogenizowano w buforze RLT z dodatkiem 2-merkaptoetanolu na lodzie z uzyciem
homogenizatora nozowego (T8.01 IKA). Catkowite RNA izolowano przy uzyciu
zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, nr kat. 74104) zgodnie z zaleceniami producenta.
Oznaczenie czysto$ci i stezenia prébek wykonano metoda spektrofotometryczng
zgodnie z procedurg opisang w paragrafie 3.10. niniejszej pracy.

Wyizolowany RNA poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji uzywajac w tym
celu zestawu SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, nr kat. 18090050)
i postepujac zgodnie z protokotem producenta. Kodujgce sekwencje DNA (ang. coding
DNA, cDNA) namnozono z zastosowaniem TaqMan (ThermoFisher; odpowiednio
specyficznych wzgledem myszy i szczuréw). lloSciowe reakcje PCR w czasie
rzeczywistym (ang. quantitive real-time reverse transcriptase-PCR, qRT-PCR) zostaly
przeprowadzone z uzyciem TagMan Master Mix (Applied Biosystems, nr kat. 44456)
w aparacie 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Bioseystems). Réznice

w poziomach ekspresji gendow Srf, Grial i GriaZ2 wyznaczano z zastosowaniem
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wzglednej analizy poréwnawczej AA Ct Otrzymane wartoSci relatywizowano

w odniesieniu do wyniku dla genu referencyjnego Gapdh.

3.23. Techniki immunocytochemiczne i immunohistochemiczne

Tabela 12. Lista i charakterystyka przeciwciat pierwszo- i drugorzedowych

zastosowanych w barwieniach immunocytochemicznych i immunohistologicznych.

Antygen Pochodzenie Rozcienczenie  Firma, numer katalogowy

Przeciwciala pierwszorzedowe

SRF (H-300) krolicze 1:500 Santa Cruz, sc-13029

GluA1l krélicze 10 pg/ml Sigma, ABN241

GluA2 mysie 10 pg/ml Sigma, MAB397

GFP mysie 1:500 Sigma, MAB3580
Przeciwciala drugorzedowe

Alexa Fluor-488 oSle 1:100 Invitrogen, A 21202

Alexa Fluor-546 osle 1:100 Invitrogen A 10040

Alexa Fluor-555 kozie 1:100 Invitrogen, A 32727

IgG krolika kozie 1:500 Vector, BA-1000

(skoniugowane z

biotyna)

3.23.1. Barwienie immunofluorescencyjne utrwalonych neuronéw

Utrwalone neurony hipokampalne poddawano permabilizacji poprzez
10-minutowe ptukanie w roztworze 0,1% Triton X-100 w PBS. Nastepnie inkubowano
w roztworze blokujacym zawierajacym 5% surowice o0$lg z 0,1% Triton X-100 w PBS
przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie wymieniano roztwoér na
odpowiednie rozcienczenie przeciwciala pierwszorzedowego w roztworze
blokujacym. Przeprowadzano catonocna inkubacje w temperaturze 4 °C, na kotysce
laboratoryjnej. Kolejno, preparaty ptukano trzykrotnie po 7 minut w buforze PBS
iinkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej z odpowiednim

przeciwciatem drugorzedowym zwigzanym z fluorochromem rozpuszczonym
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w roztworze blokujacym. W przypadku wykonywania barwien wykrywajacych kilka
biatek, ich detekcje wykonywano sekwencyjnie, etap blokowania wykonujac tylko przy
pierwszej procedurze. Po zakonczeniu procedury barwienia
immunofluorescencyjnego, szkietka plukano woda dejonizowang, a nastepie
umieszczano w kropli ptynu zatapiajacego Fluoromount-G (SouthernBiotech, nr kat.
0100-01) na powierzchni szkietka podstawowego. Tak przygotowane preparaty
pozostawiono do wyschniecia w temperaturze pokojowej, a nastepnie
przechowywano je w temperaturze 4 °C bez dostepu $wiatta. Liste i charakterystyke
zastosowanych przeciwciat umieszczono w tabeli 12. Tak przygotowane preparaty
obrazowano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego lub konfokalnego jak opisano

w paragrafie 3.23. niniejszej pracy.

3.23.2. Przezyciowe znakowanie receptorow powierzchniowych neuronéw
hodowanych in vitro

Szczurze neurony hipokampalne w dniu 18. hodowli in vitro (DIV 18) poddano
przezyciowemu znakowaniu podjednostek receptora AMPA znajdujacych sie na
powierzchni bton neuronéw. W tym celu, do pozywki hodowlanej dodawano
przeciwciata skierowane przeciwko zewngtrzkomérkowym domenom podjednostki
GluA1 lub GluA2 (10 pug/ml; opis przeciwciat umieszczono w tabeli 12.), a nastepnie
inkubowano w temp. 37 °C przez 15 minut. Niezwigzane przeciwciata odptukiwano
zimnym roztworem MEM (patrz tabela 4.) i poddawano utrwaleniu poprzez
7 minutowg inkubacje w roztworze 4% PFA i 4% sacharozy w 1 x PB. Odpowiednie
przeciwciata drugorzedowe skoniugowane z fluorochromem Alexa Fluor-555 lub
Alexa Fluor-546 zawieszono w buforze GDB (sktad zamieszczono w tabeli 2.). Tak
przygotowane roztwory dodawano do utrwalonych neuronéw i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 1 godzine. Po trzykrotnym optukaniu komérek 1 x
PBS i jednokrotnym wodg dejonizowanag, szkietka zaklejano w medium ProLong Gold
(Invitrogen, nr kat. P10144) i obrazowano z uzyciem mikroskopu Leica TCS SPS8,

zgodnie z opisem zamieszczonym w paragrafie 3.23.1.
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3.23.3. Barwienie immunohistochemiczne z detekcjg DAB

Do barwienn immunohistochemicznych zostaty wykorzystane 40-pm skrawki
uzyskane zgodnie z procedura opisang w paragrafie 3.13.3 niniejszej pracy.

W celu inaktywacji endogennych peroksydaz skrawki inkubowano w 0,3%
roztworze H02 (Chempur, nr kat. 7722-84-1) i 10% metanolu w PBS przez 15 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie tkanki permabilizowano przez 15 minut
roztworem 2% Triton X-100 w PBS. Po trzykrotnym wykonaniu 6-minutowego
ptukania roztworem PBS, skrawki inkubowano w 10% roztworze koziej surowicy
(Vector, nr kat. S-1000-20) w PBS przez 1 godzine. Kolejno, powtarzano etap ptukania
skrawkow (3 x 6 minut w PBS), po czym inkubowano przez noc z roztworem
przeciwciata pierwszorzedowego wykrywajacego antygeny biatka SRF w 2% koziej
surowicy w PBS w temperaturze 4°C. Nastepnie, przeciwciata pierwszorzedowe
odptukiwano PBS (3 x 6 minut, temperatura pokojowa). Skrawki inkubowano prze
2 godziny z biotynylowanym przeciwciatem drugorzedowym wykrywajacym
IgG krolika w 3% roztworze surowicy koziej. Po trzykrotnym ptukaniu PBS, skrawki
inkubowano przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowej w roztworze ABC
(VECTASTAIN Elite ABC system; Vector, nr kat. PK-6100) przygotowanym zgodnie
z zaleceniami producenta iponownie ptukano PBS (3 x 6 minut, temperatura
pokojowa). W kolejnym etapie skrawki barwiono przez 1 minute roztworem 0,05%
DAB (3,3-Diaminobenzidine, SIGMAFAST™ DAB, Sigma, nr kat. D0426), po czym
ptukano woda dejonizowana. Po zakonczeniu procedury barwienia, skrawki
nakladano na szkietka podstawowe i pozostawiano do wyschniecia. Nastepnie
preparaty inkubowano po 5 minut wrosngcych stezeniach alkoholu etylowego
(odpowiednio: 50%, 70% oraz 99,8%) po czym zanurzano na 3 sekundy w ksylenie.
Szkietka zakrywano przy uzyciu medium DePeX (Merck, nr kat. 100579). Tak

przygotowane preparaty obrazowano przy uzyciu mikroskopii $wietlne;j.

3.23.4. Barwienie histologiczne metoda Nissla

W celu zwizualizowania cytoarchitektury mdézgéw zastosowano barwienie
metodg Nissla pozwalajgce uwidoczni¢ jadra komoérkowe oraz siateczke

Srodplazmatyczng szorstka. Wybrane skrawki moézgéw nakiadano na szkietka
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podstawowe i pozostawiano do wyschniecia w temperaturze pokojowej. Nastepnie
barwiono je w roztworze zawierajacym 1% fioletu krezylu i 3% kwasu octowego przez
5 minut. Barwnik odptukiwano przez inkubacje w wodzie destylowanej i inkubowano
kolejno przez 1 do 2 minut w alkoholu etylowy o rosngcym stezeniu (tutaj: 70%, 96%
i 99,8%), po czym zanurzano dwukrotnie w roztworach 99,8% alkoholu etylowego
zawierajgcych odpowiednio 1/3 i 2/3 ksylenu. Tak przygotowane preparaty
pokrywano medium DePeX (Merck, nr kat. 100579), zamykano szkietkami
nakrywkowymi i przechowywano w temperaturze 4°C do czasu obrazowania przy

uzyciu mikroskopii Swietlne;j.

3.23.5. Znakowanie skrawkow hipokampalnych barwnikiem Dil

Na potrzeby wizualizacji kolcow dendrytycznych neuronéw hipokampalnych
ex vivo zastosowano metode barwienia indokarbocyjaning (ang. indocarbocyanine dye,
Dil). Znakowanie dendrytow =zostato wykonane przy uzyciu mikroczasteczek
wolframowych pokrytych barwinikiem Dil, ktory dzieki wtasciwosciom lipofilnym
wbudowuje sie w btony komdrkowe. Kompleks ten zostat wprowadzony do komorek
za pomocg dziata genowego. Tkanki przygotowano zgodnie z opisem zamieszczonym

w paragrafie 3.13.3.

3.23.5.1. Przygotowanie mikroczastek wolframowych pokrytych barwnikiem Dil

Na szkietku podstawowym pokrytym cienka warstwg mikroczasteczek
wolframowych o $rednicy 1,6 um (Tungsten M-20 1,3 uM; Bio Rad, nr kat. 1652268)
rozprowadzono zawiesine Dil (ThermoFisher, nr kat. D282) w dichlorometanie
(SUPELCO, nr kat. 4-0042). Pozostawiono do wyschniecia, a nastepnie zeskrobano
i zawieszono w wodzie dejonizowanej. Kolejno, sonikowano przez okoto 20 - 30 minut
do czasu otrzymania jednorodnej zawiesiny. W tym czasie rurke do wykonania naboi
(Tefzel, Bio Rad) ptukano 99,8% alkoholem etylowym i pokrywano
poliwinylopirolidonem (PVP; Bio Rad 1652440). Tak przygotowana rurke wypetniano

zawiesing mikroczasteczek wolframowych o $rednicy ok. 1,6 um z Dil, umieszczano
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w specjalnej stacji (Bio Rad, nr kat.652420) na 20 minut, a nastepnie suszono
przepuszczajac przez nig gazowy azot (przeptyw 0,1 LPM AIR przez 30 minuti 0,4 LPM
AIR przez 60 minut). Nastepnie rurke cieto na ok. 1 centymetrowe fragmenty,

stanowigce naboje do dziata genowego (Helios Gene Gun, Bio Rad).

3.23.5.2. Wprowadzenie barwnika Dil za pomocg dziata genomowego

Za pomoca dziala genowego podtaczonego do Zrodta helu pod cisnieniem
80 psi, wprowadzono do komoérek mikroczastki wolframowe pokryte barwinkiem Dil
w celu ich wyznakowania. Tak potraktowane skrawki inkubowano przez 3 godziny
w roztworze PBS w temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatta, po czym dodatkowo
utrwalano przez noc w 1,5% roztworze PFA w PBS w temperaturze 4°C. Skrawki
rozktadano na szkietkach podstawowych i zaklejano medium Fluoromont-G z DAPI
(Thermo Fisher Scientific, nr kat. 00-4959-52).

Preparatu obrazowano przy zastosowaniu mikroskopii konfokalnej zgodnie

z opisem zamieszczonym w paragrafie 3.23.1.

3.24. Zbieranie i analiza obrazéw mikroskopowych

Zdjecia zostaty wykonane w Pracowni Obrazowania Struktury i Funkcji

Tkankowych Instytutu Biologii DoSwiadczalnej, PAN.

3.24.1. Mikroskopia fluorescencyjna

Obrazowanie ksztattu kolcow dendrytycznych neuronéw wykonano przy
uzyciu fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780 i obiektywu 40x
z imersjg olejowa (obiektyw apochromatyczny 40x/1,4). Serie obrazéw stanowigce
kolejne ptaszczyzny konfokalne wzdluz osi obrazowania (Z) rejestrowano
w odstepach wynoszacych 0,4 pum, przy rozdzielczo$ci obrazu 1024 piksele x 1024
piksele (wielko$¢ piksela wynosita 0,07 pm x 0,07 um). W przypadku pierwotnych
hodowli hipokampalnych in vivo fluorochromy wzbudzano laserem arganowym
o dtugosci fali réwnej 488 nm, natomiast dla obrazowania mysich skrawkéw

wybarwionych Dil stosowano wzbudzanie laserem arganowym o dtugosci fali emisji
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rownej 561 nm. Wykonywano zdjecia kolcow dendrytycznych komoérek piramidowych
znajdujacych sie na dendrytach drugo- i trzeciorzedowych. Miato to na celu
zminimalizowanie réznic w ksztatcie i gestosci kolcow dendrytycznych mogacych

wynikac z réznic w rzedowosci dendrytow.

W celu zobrazowania receptoréw GluAl i GluA2 znajdujacych sie na btonie
komorkowej neurondéw hipokampalnych hodowanych in vitro postuzono sie
mikroskopem konfokalnym Leica TCS SP8 oraz obiektywem 63x z imersja olejowa
(HC PL APO CS2 63x/1,40). Dla wzbudzenia sygnatu pochodzacego z transfekowanych
komorek GFP-pozytywnych zastosowano laser arganowy o dtugosci fali réwnej
488 nm, natomiast sygnat pochodzacy od przeciwcial, ktérymi byly wyznakowane
receptory GluAl i GluA2 wzbudzano laserem o dtugosci fali emisji odpowiednio
561 nm oraz 640 nm. Serie obrazéw wzdtuz osi obrazowania zbierano w odstepach
wynoszacych 0,4 um, przy rozdzielczos$ci 2048 pikseli x 2048 pikseli (wielkos¢ piksela
wynosita 0,07 pm x 0,07 pm). W celu unikniecia nakltadania sie sygnatéw
pochodzacych z réznych fluorochroméw (ang. crosstalk), precyzyjnie rozgraniczono
zakres spektr detektoréw oraz zbierano obrazy w trybie sekwencyjnym (opcja:
between stacks). Parametry te byty state dla wszystkich obrazowanych preparatow.
Wykonywano zdjecia kolcéw dendrytycznych komoérek piramidowych znajdujacych

sie na dendrytach drugo- i trzeciorzedowych.

3.24.2. Mikroskopia $wietlna

Preparaty barwione immunohistochemicznie z detekcja przy pomocy DAB oraz
barwione metodg Nissla obrazowano w S$wietle przechodzacym przy uzyciu
mikroskopu Olympus IX70 zaopatrzonego w kamere CCD i oprogramowanie Cell B
(Olympus). Zdjecia wykonano z zastosowaniem obiektywu 20x/0,4. Wykonano tzw.
tiling w celu objecia catej powierzchni skrawkéw obrazowaniem o wysokiej
rozdzielczo$ci a nastepnie uzyskane obrazy potaczono przy uzyciu programu

Photoshop (funkcja Automatyzacja - Photomerge).
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3.25. Analizy uzyskanych obrazéw mikroskopowych
3.25.1. Analiza ksztattow kolcéw dendrytycznych

Obrazy z mikroskopu konfokalnego uzyskane dla pierwotnych dysocjowanych
hodowli neuronalnych oraz skrawkéw hipokampéw myszy byty procedowane
w postaci maksymalnych projekcji w osi Z przy uzyciu programu SpineMagick! (numer
patentu WO/2013/021001; Ruszczycki i in., 2012). Jest to metoda pozwalajgca na
wyznaczenie granic kolcow dendrytycznych w sposob pétautomatyczny. Program
analizowat parametry kolcow dendrytycznych takie jak: dtugos¢ kolca, szerokos¢
gtowki kolca, stosunek dtugosci kolca do szerokosci jego gtéwki, na podstawie ktorych
algorytm (Jasinska i in., 2016) przyporzadkowywat grupy kolcow o podobnych
wartosciach tych parametréw do jednej z czterech kategorii: filopodiow, kolcow
przysadzistych, kolcow dtugich oraz kolcéw o ksztatcie grzybkowatym. Program

SpineMagick! postuzyt takze do wyznaczenia gestosci kolcow dendrytycznych.

3.25.2. Analiza intensywnoSci fluorescencji

Analize intensywnosci fluorescencji wykorzystang do oceny ilo$ci receptoréow
powierzchniowych GluA1 lub GluA2 neuron6éw pierwotnych hodowli hipokampalnych
wykonano przy uzyciu programu Image]. Obrazy kanatu zawierajgcego sygnat
pochodzacy od GFP zostatl zastosowany do stworzenia serii binarnych masek (Process
- Binary - Convert to Mask), ktére nastepie byty naktadane na obrazy kanatu
rejestrujacego sygnat pochodzacy od fluorochroméw znakujacych GluAl lub GluA2
(Process - Image Calculator - Multiply). W ten sposéb dla kazdego ze zdjec¢ z kolejnej
ptaszczyzny konfokalnej wzdluz osi obrazowania Z tworzono 32-bitowy obraz
zawierajacy sygnal pochodzacy jedynie z transfekowanych neuronéw
GFP-pozytywnych stanowigcych przedmiot analizy. Nastepnie, dla tak uzyskanych
obrazéw tworzono maksymalng projekcje (Image - Stacks - Z projection - Max
Intensity), okre$lono warto$¢ parametru progu jasnosci (Threshold - statg dla
wszystkich analizowanych obrazéw) oraz stosowano algorytm segmentujacy
zachodzgce na siebie obiekty (Process - Binary - Watershed). Manualnie zaznaczano
fragmenty drugo- i trzeciorzedowych dendrytéw, ktére poddawano analizie

(Analyze - Analyze Particles). Eksperymentalnie wybierano wartos$ci parametréow,

77



ktére byty utrzymywane dla wszystkich analizowanych obrazéw. Wynik tych operacji
byt zachowywany w oknie Image] ,Menager” i nakiadany na pozostate kanaty
zawierajgce sygnat fluorescencji od podjednostek receptora GluAl lub GluAZ2.
Analizowano takie parametry jak powierzchnia, intensywnos¢ i liczba. W programie
Image] dokonywano takze pomiarow dtugos$ci analizowanych fragmentéw dendrytéw
(za pomoca funkcji Segmented line manualnie zaznaczano dendryty, po czym
stosowano polecenie Analyze - Measure). Otrzymane wyniki liczbowe dalej
analizowano w programie MS Excel 2007. Dla komoérek kontrolnych z danego
eksperymentu wyznaczano Srednie warto$ci gestosci, a nastepnie odnoszono do nich
wyniki uzyskane dla neuronéw z obniZzonym poziomem SRF z danego powto6rzenia
biologicznego. Gesto$¢ GluA1 lub GluA2 wyrazano jako liczbe molekut przypadajaca na
fragment dendrytu o dtugos$ci 100 um. Analizy statystyczne przeprowadzono zgodnie

z opisem zawartym w paragrafie 3.26. niniejszej pracy.

3.26. Analiza statystyczna

Wyniki eksperymentéw zawartych w niniejszej rozprawie zostaly
przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej wszystkich pomiaréw zebranych dla
danego wariantu doswiadczalnego wraz z odchyleniami w postaci btedu
standardowego Sredniej (ang. standard error of the mean, SEM). Punkt odniesienia
stanowity wyniki uzyskane dla wariantow kontrolnych w danej procedurze
doswiadczalnej lub wyniki otrzymane dla okreslonego punktu czasowego. Do oceny
istotnoSci statystycznej réznic pomiedzy dwoma wariantami eksperymentalnymi
danych o rozktadzie normalnym zastosowano test parametryczny t-Studenta lub
dwuczynnikowg analize wariancji (ANOVA) z testem post hoc Newmana-Keulsa.
W przypadku poréwnan trzech grup eksperymentalnych zastosowano test
Kruskala-Wallisa dla wartos$ci srednich oraz wyznaczono wspo6tczynnik FDR w celu
analizy rozktadu czestosci. Dla przeanalizowania danych niereprezentujacych
rozktadu normalnego i rownych wariancji uzyto testu Kruskala-Wallisa. Rozktad
czestotliwosci (ang. frequency dystibution) wynikéw uzyskanych w doswiadczeniach

elektrofizjologicznych analizowano za pomoca testu Kolmogorova-Smirnova dla

78



wartosci $rednich zastosowano test Manna-Whitneya. W celu pordwnania efektu
dtugotrwatej stymulacji neuronéw w grupach réznolicznych wykorzystano test Dunna.
Poziomy ekspresji genow zbadane za pomoca reakcji qRT-PCR poréwnywano za
pomocg wzglednej analizy poréwnawczej AA C: a nastepnie istotnos¢
zaobserwowanych réznic weryfikowano przy uzyciu testu Manna-Whitneya.

Na wykresach zastosowano nastepujace oznaczenia poziomoéw istotnosci
réznic miedzy grupami: * dla p < 0,05; **dlap < 0,01; *** dla p < 0,001. Obliczenia oraz
graficzng reprezentacje otrzymanych wynikow uzyskano za pomocg programu

GraphPad Prism 8. Dane dotyczgce liczebnoSci grup zostaty zawarte w opisach rycin.
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4. Wyniki
4.1. Ocena modelu delecji SRF na wczesnych etapach rozwoju
postnatalnego myszy

W celu sprawdzenia poziomu biatka SRF i jego ewentualnych zmian we
wczesnych etapach rozwoju postnatalnego myszy postuzono sie technikg Western
Blot. Zbadano homogenaty sporzadzone z hipokampow myszy szczepu C57BL/6]Cmd
znajdujacych sie na réznych etapach rozwoju (od oseskéw myszy P 0 do osobnikow
dojrzatych P 60). Metoda ta pozwolita na wykazanie, iz ilo$¢ biatka SRF w hipokampie
myszy rézni sie w zaleznoSci od wieku zwierzecia (rycina 7 A). Analizy pokazaty, Ze
petna forma biatka SRF (67 kDa) jest na bardzo niskim poziomie w pierwszym okresie
po narodzinach, lecz juz po uptywnie siedmiu dni jej ilo§¢ znacznie wzrasta i utrzymuje
sie przez caty analizowany okres. Ponadto, wraz z rozwojem zwierzecia zmianie ulega
kompozycja poszczegdlnych izoform SRF. Na wczesnych etapach (P 0-P 14)
odnotowuje sie wysoki poziom izoformy SRFA5 (57 kDa), osiaggajacy wartos¢
najwyzsza w P 7. Jak wskazujg dane literaturowe ten wariant SRF moze wykazywac¢
dziatanie hamujace wzgledem formy biatka SRF o peinej dtugos$ci. W okresie pomiedzy
P 7 a P 14 dochodzi do zastapienia izoformy SRFA3 - 5 (48 kDa) wykrywanej u myszy
w wieku pomiedzy P 0 a P 7 na izoforme SRFA4,5 (52 kDa) wykrywang u osobnikéw
co najmniej dwutygodniowych (> P 14). W analizowanym przedziale wiekowym
(P 0 - P 60) kompozycja izoform biatka SRF nie ulega dalszym zmianom od momentu
osiagniecia przez zwierze wieku dorostego (ok. P 21). Dla kazdej prébki zostat
wykonany pomiar catkowitego stezenia biatka a nastepnie naniesiono na zel réwne
jego ilosci. Ponadto, dokonano detekcji 8 aktyny, ktéra jest uwazana za biatko
metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping protein) charakteryzujace sie wysoka,
statg ekspresjga w tkankach i do jej poziomu znormalizowano uzyskane wyniki.

Aby odpowiedzie¢ na pytanie czy czynnik transkrypcyjny SRF jest
zaangazowany w proces dojrzewania kolcow dendrytycznych w mtodym mézgu
nalezato opracowac odpowiedni model badawczy. Dotychczasowe badania z udziatem
zwierzat transgenicznych wykorzystywaty tradycyjne myszy typu knock-out
(co skutkowato $miercig tych zwierzat we wczesnych okresach Zycia) lub myszy
bedace nokautami warunkowymi, u ktérych delecja Srf byta indukowana dopiero po
osiagnieciu przez zwierze wieku dorostego. Zwarzywszy, iz dla procesu formowania

sie i dojrzewania potaczen synaptycznych kluczowy jest etap wczesnego rozwoju

80



postnatalnego zwierzecia, nalezato stworzy¢ model umozliwiajacy precyzyjng delecje
Srf w pierwszym tygodniu zycia myszy. W tym celu postuzono sie linia myszy
SRFf/fCaMKCreERT2  posiadajaca  transgen rekombinazy Cre  (doktadna
charakterystyka w paragrafie 3.13.1. niniejszej pracy), u ktérych zaindukowano
delecje Srf poprzez dootrzewnowe iniekcje 4-hydroksytamoksyfenu (4-OHT).
Kluczowa kwestig byt dob6r odpowiedniego punktu czasowego: z jednej strony na tyle
pdznego, by niski poziom SRF mozliwie jak najmniej zaburzat procesy poprzedzajace
formowanie kolcow dendrytycznych, a z drugiej strony wczesnego, by aktywno$¢
rekombinazy Cre, a tym samym wyciecie genu Srf, nastepowato jeszcze przed
wzmozonym dojrzewaniem potgczen synaptycznych. Poniewaz u myszy szczepu
SRFf/fCaMKCreERT2 gen rekombinazy Cre znajduje sie pod kontrolg promotora
podjednostki CaMKIla przeprowadzono analize zmiany poziomu ekspresji biatka
CaMKIla u myszy w kolejnych dniach rozwoju postnatalnego z uzyciem techniki
Western blot. Pokazata ona, iz biatko to jest wykrywane w mézgu myszy juz
w pierwszym tygodniu po narodzinach, a jego poziom jest wysoki w kolejnych
analizowanych punktach czasowych (rycina 7 A). Wynik ten jest zgodny z danymi
literaturowymi (m.in. atlasem rozwoju mozgu myszy Allena;
https://developingmouse.brain-map.org/gene/show/12107), ktére wskazywaly, ze
mRNA dla CaMKIla jest wykrywane w strukturach hipokampa myszy w dniu czwartym
po narodzinach (P 4), ajego poziom ro$nie wraz z rozwojem uzyskujac ok. P 14 stabilng
warto$¢, poréwnywalng do tej u zwierzecia dorostego. Ponadto, proces formowania
kolcéw dendrytycznych zachodzi intensywnie u gryzoni od dnia 7- 10 po narodzinach
tak, ze u trzytygodniowych zwierzat wiekszo$¢ dendrytow pokrywaja wypustki o
réznorodnych ksztattach (Miller i Peters, 1981). Dlatego tez zdecydowano sie na
zastosowanie schematu eksperymentalnego zaktadajacego iniekcje
4-hydroksytamoksyfenu (4-OHT) po 0,25 mg przez trzy kolejne dni (P 5, P 6 i P 7), tak
by proces ten zaszedt na mozliwie wczesnym etapie rozwoju postnatalnego zwierzecia,
przy rownoczes$nie wysokim poziomie ekspresji rekombinazy Cre, co warunkowato
efektywna delecje Srf. Powyzszej procedurze poddawano wszystkie myszy z miotu,
niezaleznie od ich genotypu.

Aby oceni¢ efektywno$¢ obnizenia poziomu SRF walidacji poddano poziom
mRNA Srfw hipokampach myszy strzykanych 4-OHT. W tym celu, wykonano reakcje
qRT-PCR, dla ktérej matryce stanowit RNA wyizolowane z hipokampoéw myszy WT
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i cKO. Poréwnanie to potwierdzito, iz myszy cKO (n = 6) majg znaczaco nizszy poziom
mRNA SRF w strukturze hipokampa w odniesieniu do poziomu mRNA SRF u myszy WT
(n =4; p=0,0095; test t-Studenta; rycina 7 C).

Nastepnie wykonano barwienia immunohistochemiczne z detekcja DAB
wykrywajgce antygeny biatka SRF. Jako materiat do analiz postuzyty skrawki mézgow
dorostych myszy (P 60) poddanych uprzednio opisanej procedurze iniekcji 4-OHT.
Obrazy skrawkoéw hipokampéw cietych w ptaszczyznie czotowej (rycina 7 D)
potwierdzity wysoki poziom SRF u myszy WT (o genotypie SRE/fCre/-), zwtaszcza
w obszarze CA1 (tac. cornu Ammonis) oraz zakrecie zebatym (ang. dentate gyrus)
hipokampa. W przypadku zwierzat cKO (o genotypie SRF/fCre*/-) odnotowano spadek
intensywnoSci sygnatu specyficznego dla SRF we wszystkich poréwnywanych
obszarach. co stanowi kolejny dowod na efektywnosci delecji genu Srf na wczesnych
etapach rozwoju postnatalnego myszy szczepu SRF7fCaMKCreERT2 na skutek
aktywacji rekombinazy Cre.

Aby zbada¢ czy niski poziom SRF ma wptyw na budowe hipokaméw myszy
szczepu SRF7fCaMKCreERT2 poddanych iniekcjom 4-OHT wykonano barwienia
skrawkéw mézgéw metoda Nissla (rycina 7 E). Nie zaobserwowano znacznych réznic
w grubosci poszczeg6lnych warstw komorek czy ich organizacji pomiedzy badanymi
grupami zwierzat. Pozwolito to na wyciggniecie wnioskdéw, iz zaproponowany schemat
dos$wiadczalny obnizenia poziomu SRF u mtodych mysz nie przyczynia sie do
widocznych zmian w anatomii hipokampdéw tych zwierzat.

Zastosowane metody weryfikacji potwierdzity, iZ schemat badawczy polegajacy
na podaniu myszom szczepu SRF/fCaMKCreERT2 po 0,25 mg 4-OHT w trzy kolejne dni
poczawszy od dnia pigtego po narodzinach jest dobrg metoda na znaczace obnizenie
poziomu SRF w neuronach przodomoézgowia myszy na wczesnym etapie rozwoju
postnatalnego. Przeprowadzone testy wykazaly specyficznos¢ i efektywnos¢
zaproponowanej procedury indukgc;ji delecji SRF w neuronach, a ponadto wykazaty, ze

nie zaburza ona w znaczny spos6b rozwoju i morfologii catego mézgowia
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Rycina 7. Model eksperymentalny delecji Srf na wczesnych etapach rozwoju
postnatalnego myszy.

(A) Analiza poziomu biatek SRF i CamKIla w rozwoju postnatalnym u myszy. Analiza Western
Blot homogenatéw hipokampoéw (dla P 0 — P 60: n = 3) wykazala, iz poziom biatka SRF jest
regulowany rozwojowo. W kazdym z badanych punktéw czasowych wykryto biatko SRF,
jednak jego ilo$¢ i kompozycja izoform zmieniaty sie wraz z rozwojem osobniczym. Biatko
CaMKIla byto wykrywane dopiero u tygodniowych osobnikéw (P 7), jego ilos¢ wzrastata do
P 14 osiagajac poziom charakterystyczny dla dorostych zwierzat. (B) Schemat krzyzowania
myszy w celu uzyskania osobnikow cKO. Myszy, u ktéorych fragment genu Srf zostat
oflankowany sekwencjami loxP (linia Srf”) krzyzowano z osobnikami linii CaMKCreERT2
posiadajgcymi gen rekombinazy Cre znajdujacy sie pod kontrola neuronalnego promotora
genu CamkZa. W miotach potomnych otrzymywano osobniki bedace homozygotami wzgledem
locus Srf'i zawierajace pojedyncza kopie genu Cre (myszy cKO o genotypie Srf/fCre*/-) oraz
osobniki WT bedgce réwniez homozygotami pod wzgledem genu Srfjednak nie posiadajace
transgenu Cre (genotyp: Srfi/fCre/-). (C) Poréwnanie poziomu mRNA Srfu dorostych myszy cKO
(n =6) i myszy WT (n = 4), ktére na wczesnym etapie rozwoju postnatalnego zostaty poddane
iniekcjom 4-OHT. Analiza poziomu mRNA wykazata, ze zastosowany schemat badawczy
pozwala na efektywne obnizenie poziomu transkrtyptu Srf u myszy cKO w odniesieniu do
zwierzat WT. (D) Ocena efektywnosci obnizenia poziomu biatka SRF w wyniku iniekcji
mtodych (P 5 - P 7) myszy 4-OHT. Przyktadowe zdjecia hipokampéw myszy WT i cKO
poddanych barwieniu immunohistochemicznemu z przeciwciatem wykrywajacym antygeny
biatka SRF. Skala: 400 um. (E) Obrazowanie morfologii hipokampéw myszy WT i cKO.
Przyktadowe zdjecia hipokampéw myszy WT i cKO poddanych barwieniu Nissla w celu
uwidocznieniu ich morfologii. Przeprowadzone poréwnanie nie wykazato znaczacych rézni¢
w grubosci poszczegdlnych warstw komoérek czy ich organizacji pomiedzy badanymi grupami
zwierzat. Skala: 400 um. ** p < 0,01; na wykresie (C) przedstawiono wartosci $rednie + SEM.
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4.2. Wptyw obnizonego poziomu biatka SRF na budowe kolcow
dendrytycznych myszy

Poniewaz biatko SRF jest obecne w komoérkach hipokampa myszy a jego poziom
wzrasta w okresie, w ktérym dochodzi do powstawania i dojrzewania potaczen
nerwowych, postanowiono zbada¢ jego role w regulacji ksztattu kolcéw
dendrytycznych. W tym celu zastosowano podejscie eksperymentalne polegajace na
ocenie wptywu niskiego poziomu SRF na gesto$¢ oraz strukture kolcow
dendrytycznych komoérek piramidowych hipokampéw myszy. Myszy transgeniczne
poddano procedurze indukcji delecji Srfpoprzez trzykrotne podanie po 0,25 mg 4-OHT
w formie iniekcji dootrzewnowych. Nastepnie zwierzeta hodowano w standardowych
warunkach, az do momentu osiggniecia przez nie petnej dojrzatosci (P 60), po czym
dekapitowano i pobierano tkani do analizy ex vivo. W celu wizualizacji struktury
kolcow dendrytycznych do komoérek hipokampalnych wprowadzono barwnik Dil za
pomocag metody balistycznej. Skrawki zawierajgce odpowiednie struktury hipokampa
(obszar CA1 brzusznego hipokampa) obrazowano przy uzyciu fluorescencyjnego
mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780. Nastepnie, zebrane obrazy dendrytéw
komoérek nerwowych analizowano w programie SpineMagick! oraz przy uzyciu
autorskiego skryptu w jezyku Python (Jasinska i in., 2016). W eksperymencie
wykorzystano myszy WT (n = 4) oraz cKO (n =7).

Analiza gestosci kolcow dendrytycznych, wyrazonej jako liczba kolcow
dendrytycznych na jeden um dtugosci dendrytu, wykazata brak réznic (p = 0,9248; test
t-Studenta) miedzy komorkami myszy kontrolnych WT (1,28 + 0,11) a komdrkami
myszy cKO (1,27 + 0,006; rycina 8 C). Nastepnie sprawdzono, czy niski poziom biatka
SRF na weczesnych etapach rozwoju postnatalnego wptywa na strukture kolcow
dendrytycznych, a doktadnie na ich dtugo$¢ (mierzona jako odlegto$¢ miedzy szczytem
gtowki kolca dendrytycznego a podstawa dendrytu). Analiza ta pokazata, ze kolce
dendrytyczne komoérek piramidowych myszy cKO s3 zdecydowanie diuzsze
w poréwnaniu do kolcow dendrytycznych zwierzat kontrolnych (WT: 0,72 = 0,04;
cKO: 1,01 * 0,04; p = 0,0021; test t-Studenta; rycina 8 D). Poniewaz, u dorostych
zwierzat znaczna wiekszo$¢ kolcow dendrytycznych ma ksztatt grzybkowaty lub
przysadzisty, utozsamiane z powstaniem dojrzatych potagczen nerwowych,
postanowiono sprawdzi¢ czy niski poziom SRF na etapie formowania kolcéw

dendrytycznych zaburza ich morfologie. W tym celu, pogrupowano kolce dendrytyczne
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zgodnie z ich ksztaltem na dwie gtowne kategorie: kolce dojrzate o ksztalcie
grzybkowatym i przysadzistym oraz kolce niedojrzate o ksztatcie filopodialnym,
wydtuzonym. Analiza rozkladu zmiennych wykazata, ze w grupie kolcow
dendrytycznych myszy cKO obserwujemy znaczny, bo az o 24 punkty procentowe,
wzrost czestosci kolcow o niedojrzatej morfologii w poréwnaniu do grupy kolcéw
dendrytycznych zwierzat WT (x?= 11,54, df = 1, p =0,0007; test x?). Zatem myszy
z grupy cKO charakteryzowatly sie zmniejszong liczba kolcéw dendrytycznych o
morfologii dojrzatej: kolcdw grzybkowatych i przysadzistych (rycina 8 E). Wynik ten
wskazuje na znaczacy wplyw czynnika transkrypcyjnego SRF na proces dojrzewania
kolcow  dendrytycznych, co postanowiono podda¢ dalszej weryfikacji

z wykorzystaniem modeli in vitro.
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Rycina 8. Delecja Srfna wczesnych etapach rozwoju postnatalnego myszy prowadzi do
zaburzenia morfologii kolcow dendrytycznych in vivo.

(A) Schemat doswiadczenia. Oseski myszy WT (genotyp: Srf//Cre/-) oraz myszy cKO (genotyp:
Srfi/fCre*/-) poddano iniekcjom 4-OHT w trzech kolejnych dniach poczawszy od dnia pigtego po
narodzinach (P 5, P 6, P 7). Po osiaggnieciu przez myszy wieku dorostego (P 60) pobrano tkanki
i poddano analizie ex vivo. W celu wyznakowania kolcow dendrytycznych postuzono sie
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biobalistyczng metoda wprowadzenia barwnika Dil. (B) Przyktadowe zdjecia obrazujace
dendryty pola CA1 brzusznego hipokampa wraz z kolcami dendrytycznymi myszy WT i cKO.
Skala: 2 pm. (C) Morfologia i liczba kolcow dendrytycznych na dendrytach drugo-
i trzeciorzedowych myszy WT (n= 4) i cKO (n = 7). Analiza wykazala, iz gesto$¢ kolcow
dendrytycznych nie rézni sie miedzy zwierzetami cKO a WT. (D) jednak kolce dendrytyczne
myszy z delecja Srfsg istotnie dtuzsze od kolcdw dendrytycznych myszy WT. (E) Rozktad liczby
kolcow o morfologii niedojrzatej (dtugie i filopodialne) w poréwnaniu do kolcéw o morfologii
dojrzatej (przysadziste i grzybkowate). Myszy cKO majg istotnie wiecej kolcéw
dendrytycznych niedojrzatym fenotypie w poréwnaniu do myszy z grupy kontrolnej WT. Tym
samym, u myszy z niskim poziomem SRF (cKO) odnotowano spadek liczby kolcéw o dojrzatym
ksztatcie. ** p < 0,001; *** p < 0,0001; na wykresach (C, D, E) przedstawiono wartosci Srednie
+ SEM.

4.3. Specyficznos¢ i efektywno$¢ obnizenia poziomu SRF w modelu
n vitro

Jednym z modeli badawczych wykorzystanych na potrzeby niniejszej pracy byty
pierwotne dysocjowane hodowle hipokampalne. Z oseskéw szczuréw szczepu Wistar
w pierwszej dobie po urodzeniu (P 0) izolowano neurony hipokampalne, ktore
nastepnie hodowano na szkietkach o $rednicy 18 mm. W celu utrzymania
homogennosci hodowli, w dniu czwartym hodowli (DIV 4) dodawano do komérek
2,5 uM arabinozydu cytozyny, blokujacego dalszy rozwoéj komorek glejowych.
Pierwotne hodowle neuronalne s3 szeroko stosowanym i dobrze opisanym
narzedziem do badania rozwoju i plastycznosci kolcow dendrytycznych (Schelski
i Bradke, 2017; Yogev i Shen, 2017).

Poniewaz rozwo6j komorek nerwowych w pierwotnych hodowlach in vitro jest
procesem szczegétowo omdéwionym w literaturze (zobacz paragraf 1.2.3. niniejszej
pracy) postanowiono sprawdzi¢, jak aktywnos¢ transkrypcyjna biatka SRF zmienia sie
w czasie tego procesu. Do tego celu wykorzystano neurony hipokampalne hodowane
in vitro, do ktérych za pomoca elektroporacji wprowadzono wektory plazmidowe
p5xSRE_Luc oraz pEFlalacZ. Zastosowane konstrukty pozwolity na ocene poziomu
transkrypcji zaleznej od SRF (dzieki umieszczeniu genu lucyferazy pod promotorem
zawierajacym pie¢ powtdrzen sekwencji SRE) wystandaryzowanej wzgledem poziomu
aktywnos$ci 3-galaktozydazy stanowigcej o efektywnos$ci elektroporacji. Analizie
poddano neurony bedace w dniu 3., 7., 14. i 21. hodowli in vitro. Jako warto$¢
referencyjng potraktowano $redni wynik poziomu transkrypcji zaleznej od SRF

otrzymany dla neuronéw w DIV 3.
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Przeprowadzone pomiary wykazaly, Ze transkrypcja zalezna od SRF jest
wykrywana w kazdym z badanych punktéw czasowych. Odnotowano znaczgce réznice
w poziomie aktywnosSci w DIV 7, DIV 14 i DIV 21 (wartosci wzgledne, odpowiednio:
p=0,0040; p < 0,0001; p = 0,0011, jednoczynnikowa ANOVA; test post hoc Sidaka;
rycina 9 A) wzgledem poziomu aktywno$ci w DIV 3. Ponadto, wzrost poziomu
transkrypcji zaleznej od SRF utrzymuje sie na wysokim poziomie w pozostatym
analizowanym okresie czasu (do DIV 21).

Nastepnie podjeto sie proby weryfikacji wptywu niskiego poziomu SRF na
proces dojrzewania kolcow dendrytycznych in vitro. W tym celu, w dniu pigtym lub
sz6stym hodowli (DIV 5 lub 6), a wiec w okresie odpowiadajacym inicjacji procesu
synaptogenezy in vitro, do komdrek nerwowych wprowadzano metoda lipofekcji
wektory plazmidowe: shCTR lub shSRF. Aby obnizy¢ poziom SRF zastosowano
technike interferencji RNA w oparciu o wektory plazmidowe kodujace krotkie RNA
o strukturze spinki do wloséw (ang. short hairpin RNA, shRNA). Oba plazmidy poza
specyficznym shRNA, wprowadzaty do komorek takze wyrazany konstytutywnie gen
biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP), ktéry umozliwiat
identyfikacje stransfekowanych neuronéw. Efektywno$¢ i specyficzno$¢ procesu
oceniono wykonujgc barwienie immunocytochemiczne neuronéw hodowanych
in vitro w DIV 21 z wyKkorzystaniem przeciwciat specyficznych dla antygen6w biatka
SRF (rycina 9 C). W wariancie kontrolnym, wykonane obrazowanie potwierdzito
wysoki poziom czynnika transkrypcyjnego SRF w jadrach komérkowych wszystkich
analizowanych neuronéw, zaréwno neuronéw stransfekowanych shCTR
(wyrazajacych GFP) oraz neuronéw natywnych. W komérkach stransfekowanych
shSRF odnotowano znaczny spadek intensywnos$ci fluorescencji sygnatu
specyficznego dla SRF. Nie odnotowano wptywu zastosowanych shRNA na
przezywalno$¢ komodrek. Obserwacje te pozwolily potwierdzi¢ specyficznos¢
i efektywnos$¢ zastosowanego shSRF i byly zgodne z danymi literaturowymi

(Kuzniewska i in., 2013; Yin i in., 2006).
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Rycina 9. Model eksperymentalny deplecji SRF przy zastosowaniu techniki
interferencji RNA in vitro.

(A) Analiza poziomu transkrypcji zaleznej od SRF w rozwoju neuronéw in vitro. Do szczurzych
neurondw hipokampalnych w PO wprowadzono wektory plazmidowe p5xSRE_Luc
i pEFlaLacZ pozwalajace na ocene poziomu transkrypcji zaleznej od SRF (dzieki umieszczeniu
genu lucyferazy pod kontrolag promotora zawierajacego pie¢ powtdrzen sekwencji SRE
specyficznie rozpoznawanej przez czynnik transkrypcyjny SRF). Analizowano aktywnos¢
transkrypcyjng w: DIV 3 (stanowiacg punkt odniesienia), DIV 7, DIV 14 i DIV 21. Poziom
transkrypcji zaleznej od SRF wzrasta istotnie od DIV 7 i utrzymuje sie w catym analizowanym
okresie (do DIV 21). (B) Schemat do$wiadczenia. Hodowle neuronéw hipokampalnych
pozyskanych z oseskéw PO szczuréw szczepu Wistar transfekowano w DIV 5 lub DIV 6
wektorem plazmidowym shCTR lub shSRF. Morfologie kolcéw dendrytycznych badano
w dojrzatych neuronach (DIV 19 - 21). (C) Przyktadowe zdjecia neuronéw hipokampalnych
obrazujgce obnizenie poziomu SRF w komoérkach transfekowanych shSRF w poréwnaniu do
neuronéw shCTR. Skala 2 um. * p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001; na wykresie (A)
przedstawiono wartosci Srednie + SEM. Wyniki (A) uzyskano z trzech niezaleznych hodowli
neuronalnych.

4.4. Wptyw SRF na budowe kolcéw dendrytycznych w modelu in vitro

W celu oceny udziatu SRF w regulacji procesu dojrzewania kolcow
dendrytycznych, neurony stransfekowane w DIV 5 lub DIV 6 shCTR (n = 22) lub shSRF
(n = 18) utrwalono na etapie osiggniecia przez nie stadium dojrzatego (DIV 19 - 21).
Dla uzyskania lepszej jakoSci obrazu, neurony poddano barwieniu

immunocytochemicznemu z przeciwciatem specyficznym dla biatka GFP, po czym
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zobrazowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780. Analiza
uzyskanych zdje¢, wykonana w programie SpineMagick! nie wykazata rdéznic
w gestoSci  kolcow dendrytycznych na drugo- i trzeciorzedowych dendrytach
pomiedzy badanymi wariantami (p = 0,39; test t-Studenta; rycina 10 B). W nastepnym
kroku zbadano dtugos$¢ kolcow dendrytycznych. Jak pokazuje rycina 10 A i C neurony
shSRF charakteryzuja sie istotnie dtuzszymi wypustkami (1,30 + 0,06) niz komoérki
shCTR (0,98 * 0,02; p < 0,001; test t-Studenta). Nastepnie, na podstawie
przeprowadzonych pomiaréw parametréw morfologicznych kolcéw dendrytycznych,
w sposéb potautomatyczny przypisano poszczegoélne kolce do kategorii, po czym
pogrupowano jako wypustki o morfologii niedojrzatej i dojrzatej. Podobnie jak
w modelu ex vivo, zaobserwowano znaczacy, bo o ponad 20 punktéw procentowych,
wzrost czesto$ci wystepowania kolcoOw o niedojrzalym ksztatcie w porownaniu do
neuronéw grupy kontrolnej shCTR (2= 11,99, df = 1; p = 0,0005; test y2; rycina 10 D).

Otrzymane wyniki wspieraja hipoteze o znaczacej roli czynnika
transkrypcyjnego SRF w regulacji procesu dojrzewania kolcow dendrytycznych, co

wykazano zaréwno w modelu in vitro jak i in vivo.
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Rycina 10. Deplecja SRF na czesnych etapach rozwoju prowadzi do zaburzen
morfologii kolcow dendrytycznych in vitro.
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(A) Przyktadowe zdjecia przedstawiajace kolce dendrytyczne neurondw shCTR i shSRF. Skala
2 um. (B) Nie wykazano réznic w gestosci kolcéw dendrytycznych na dendrytach drugo-
i trzeciorzedowych pomiedzy neuronami shCTR (n = 22) shSRF (n=18). (C) Neurony
z obnizonym poziomem SRF (shSRF) majg dtuzsze kolce dendrytyczne niz neurony kontrolne
shCTR. (D) Procentowy udziat kolcéw niedojrzatych (dtugie i filopodialne) w poréwnaniu do
kolcéw dojrzatych (przysadziste i grzybkowate). Wsréd kolcow dendrytycznych neuronéow
shSRF czesSciej wystepuja wypustki o niedojrzatej morfologii niz w neuronach shCTR.
***p <0,0001; na wykresach (B, C, D) przedstawiono wartos$ci $rednie + SEM. Wyniki
uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych hodowli neuronalnych.

4.5. Wptyw biatka SRF na aktywnos$¢ neuronalng i procesy plastycznosci

Wiasciwosci elektrofizjologiczne komoérek nerwowych sg $cisle powigzane
z procesami plastycznosci strukturalnej i funkcjonalnej zachodzacymi na synapsach.
W literaturze szeroko dyskutowana jest korelacja pomiedzy ksztattem kolcow
dendrytycznych (czyli posrednio, stopniem ich dojrzatosci) a sitg tworzonych przez nie
polaczen nerwowych (zobacz paragraf 1.4.1. niniejszej pracy). Dlatego tez,
postanowiono sprawdzi¢ czy obserwowane =zaburzenia w morfologii kolcow
dendrytycznych neuron6w z obnizonym poziomem SRF wptywaja na ich pobudzajaca
transmisje synaptyczng. W tym celu zbadano miniaturowe pobudzajace prady
postsynaptyczne (mEPSCs), ktore zalezg od aktywno$ci receptorow AMPA. Jako model
eksperymentalny postuzyty szczurze komoérki hipokampalne hodowane in vitro.
Zastosowano analogiczny schemat doswiadczalny jak w przypadku oceny wptywu
deplecji SRF na morfologie kolcéw dendrytycznych, tj. transfekcja w DIV 5 lub DIV 6
wektorem plazmidowym shCTR lub shSRF, analiza badanych parametréw ok. dnia
dwudziestego hodowli in vitro (DIV 19 -21). Poniewaz w niniejszych badaniach
skoncentrowano sie na kolcach dendrytycznych bedacych postsynaptyczng
komponentag potaczen nerwowych, dotozono wszelkich staran, aby komdrki
presynaptyczne byly neuronami natywnymi, o niezaburzonej fizjologii. W tym celu
przeprowadzone transfekcje charakteryzowaty sie niska wydajnoscia, tak by na ok.
120 000 neuronéw hodowanych na szkietku zaledwie kilka bylo neuronami
stransfekowanymi, GFP-pozytywnymi. Zwiekszalo to prawdopodobienstwo, ze
réznice obserwowane pomiedzy wariantami eksperymentalnymi beda wynikaty
z wlasciwosci komorek badanych, a nie ich presynaptycznych partneréw.

Farmakologicznie  izolowane miniaturowe potencjaty byly rejestrowane
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w konfiguracji whole-cell patch-clamp przy ustalonym potencjale btonowym na
poziomie - 60 mV. Dla kazdej badanej komorki wykonano dwudziestominutowe
nagrania, ktore nastepnie przeanalizowano w programie MiniAnalysis (Synaptosoft).
Przyktadowe zapisy mEPSCs uzyskane w toku eksperymentu dla neuronéw
shCTR (n = 8) i shSRF (n = 10) przedstawiono na rycinie 11 B. Analiza czestotliwo$ci
wystepowania mEPSCs, przedstawionej jako dlugos$¢ odcinka czasu pomiedzy
kolejnymi  miniaturowymi potencjatami, wykazata znaczace zmniejszenie
czestotliwosci mEPSCs w komoérkach z obnizonym poziomem SRF w poréwnaniu do
komorek kontrolnych (rycina 11 C: dane kumulatywne: p = 0,0002; test Kolmogorova-
-Smirnova; rycina 11 D: dane $rednie: p < 0,0001; test Manna-Whitneya). Ponadto,
deplecja SRF wptyneta takze na warto$¢ amplitudy mEPSCS. Komorki shSRF
charakteryzujg sie istotnie statystycznie nizszg amplituda mEPSCs niz komoérki shCTR
(rycina 11 E: dane kumulatywne: p = 0,0080; test Kolmogorova-Smirnova; rycina 11 F:
dane $rednie: p < 0,0026; test Manna-Whitneya). Powyzsze dane, wskazuja na
zaburzenie wybranych wtasciwosci elektrofizjologicznych neuronéw piramidowych

w stanie podstawowej aktywnosci jako konsekwencji niskiego poziomu biatka SRF.
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Rycina 11. ObniZzony poziom SRF zmniejsza czestotliwos$¢ i amplitude mEPSCs
neuronéw hodowanych in vitro.
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(A) Uproszczony schemat doswiadczenia. Szczurze dysocjowane hodowle hipokamplane
transfekowano w DIV 5 lub DIV 6 wektorami plazmidowymi shCTR lub shSRF. Rejestracji
mEPSCs dokonywano w dojrzatych neuronach (DIV 19 - 21). (B) Przyktadowe zapisy mEPSCs
komdrek shCTR i shSRF. (C, D) Analiza mEPSCs wykazata, Zze neurony z deplecja SRF (shSRF:
n = 10) charakteryzuja sie nizsza czestotliwos$cia wystepowania mEPSCs, a zatem odcinek
czasu pomiedzy kolejnymi miniaturowymi prgdami pobudzajacymi jest dtuzszy w poréwnaniu
do mEPSCs neuronéw shCTR (n = 8). (E, F) Ponadto, prady te cechuja sie nizsza amplituda
w przypadku neuronéw shSRF nizZ w neuronach shCTR. ** p < 0,001; *** p < 0,0001; na
wykresach (C, E) przedstawiono warto$ci kumulatywne lub (D, F) wartosci $rednie + SEM.
Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych hodowli neuronalnych.

Jedng z najwazniejszych witasciwo$ci neuronéw jest ich zdolno$¢ do
odpowiadania na zmieniajgce sie bodzce. Aby sprawdzi¢ jak usuniecie SRF na
wczesnych etapach rozwoju wptywa na zdolno$ci adaptacyjne neuronéw zastosowano
model plastyczno$ci homeostatycznej, ktéra jest kluczowa dla prawidtowego rozwoju
sieci neuronowych (Tien i Kerschensteiner, 2018; Turrigiano i Nelson, 2004). Jak
wykazaty liczne badania spontaniczna aktywnos$¢ neuronalna (mEPSCs) komorek
poddanych dtugotrwatemu pobudzeniu zmniejsza sie w poréwnaniu do warunkow
kontrolnych, co przejawia sie obnizeniem warto$ci amplitudy i czestotliwo$ci mEPSCs.
W niniejszej pracy zastosowano model dwudziestoczterogodzinnej stymulacji
szczurzych neurondéw hipokampalnych hodowanych in vitro 20 pM gabazyng (GBZ)
bedaca antagonista receptorow hamujacych GABAa. Badanie przeprowadzono
w analogiczny sposéb jak w przypadku mEPSCs testowanych w warunkach
podstawowych (bez stymulacji).

Przyktadowe zapisy mEPSCs uzyskane w toku eksperymentu dla neuronéw
ShCTR (n =9) i shSRF (n =9) przedstawiono na rycinie 12 B. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze w wyniku stymulacji czestotliwo$¢ mEPSCs neurondw shSRF jest istotnie
wyzsza niz komorek shCTR (rycina 12 C: dane kumulatywne: p < 0,0001; test
Kolmogorova-Smirnova; rycina 12 D: dane $rednie: p < 0,0001; test Manna-Whitneya),
co przejawia sie krotszymi odcinkami czasu pomiedzy kolejnymi miniaturowymi
potencjatami w komoérkach shSRF. Deplecja SRF wiaze sie takze z nieprawidtowymi
zmianami w wartoS$ciach amplitudy mEPSCs. Amplituda mEPSCs neuronéw z niskim
poziomem SRF jest wyzsza niz komérek kontrolnych shCTR (rycina 12 E: dane
kumulatywne: p < 0,0001; test Kolmogorova-Smirnova; rycina 12 F: dane $rednie:

p < 0,0001; test Manna-Whitneya).

92



N shCTR +@:BZ
R % }
h) y A e M
lub g , v r
ok. 14 dni
LN 5 2 gode shSRF +@BZ
> ==
«® Fo
L L
DIV5-6 ) DIV 18-20 DIV19-21
R N 50pA| 0.5s
* % %
hkk 1.0 g Eh% 30
o 1.09
e - g
g S 0.8 g o] -
& @ Z 08 =
=z & 2 = 204
£ £ 0.6 £ =
] < S 0.6 E
t 3 3 E
& £ 047 S 0.4 3 0
g : g £
B — ShCTR+GBZ & 5] = 02 — ShCTR+GBZ =<
& — ShSRF+GBZ & o — ShSRF + GBZ
T T 1 0.0+ 0.0 T T T T T T 1 0-
1 2 3 4 shCTR  shSRF 0 10 20 30 40 50 60 70 shCTR  shSRF
Czas miedzy mEPSCs (s) +GBZ  +GBZ Amplituda (-pA) +GBZ  +GBZ

Rycina 12. ObniZony poziom SRF zaburza mechanizmy plastycznosci homeostatycznej
w odpowiedzi na dlugotrwate pobudzenie wywotane stymulacjq GBZ.

(A) Uproszczony schemat do$wiadczenia. Szczurze dysocjowane hodowle hipokampalne
transfekowano w DIV 5 lub DIV 6 wektorami plazmidowymi shCTR lub shSRF. Dojrzate
neurony poddawano dwudziestoczterogodzinnej stymulacji 20 pM gabazyna (GBZ;
antagonista receptoréw GABA). Rejestracji mEPSCs dokonywano w ok. dwudziestym dniu
hodowli in vitro (DIV 19 - 21). (B) Przyktadowe rejestry mEPSCs komdrek shCTR i shSRF
w odpowiedzi na dltugotrwate pobudzenie (odpowiednio: shCTR + GBZ, shSRF + GBZ. (C, D)
W odpowiedzi na dtugotrwate pobudzenie neuronalne czas pomiedzy kolejnymi mEPSCs
komorkek shSRF +GBZ (n = 9) maleje w poréwnaniu do mEPSCs neuronéw shCTR + GBZ
(n=9). (E, F) Warto$¢ amplitudy mEPSC neuronéw z niskim poziomem SRF (shSRF + GBZ)
w warunkach dtugotrwatego pobudzenia wzrasta w poréwnaniu zaré6wno do komérek shCTR
poddanych stymulacji (shCTR + GBZ). *** p < 0,0001; na wykresach (C, E) przedstawiono
warto$ci kumulatywne lub (D, F) wartosci Srednie + SEM. Wyniki uzyskano z trzech
niezaleznych hodowli neuronalnych.

Interesujace dane uzyskano z analizy zmiany wartosci parametréw mEPSCs pod
wptywem dtugotrwatej stymulacji (GBZ) w pordwnaniu do stanu podstawowej
aktywnos$ci neuronalnej. Na skutek procesé6w plastycznosci homeostatycznej
w komérkach kontrolnych shCTR po stymulacji GBZ zaobserwowano wydtuzenie
odcinka czasu pomiedzy kolejnymi mEPSCs (rycina 13 A: wartosci $rednie (s): 0,33 +
0,04 vs. 0,84 = 0,08; p < 0,0001; test post hoc Dunna), czyli spadek czestotliwosci
mEPSCs oraz spadek amplitudy mEPSC (rycina 13 B: wartos$ci Srednie (- pA): 26,01 +
0,96 vs. 22,09 = 0,83; p = 0,0015; test post hoc Dunna). Jednak, takie zmiany nie
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wystepuja w neuronach z obnizonym poziomem SRF. W odpowiedzi na dtugotrwate
pobudzenie parametry mEPSCs neurondéw shSRF zmieniaja sie w kierunku
przeciwnym do oczekiwanego: odnotowano skrocenie odcina czasu pomiedzy
kolejnymi mEPSCs (rycina 13 A: wartoSci $rednie (s): 0,54 + 0,05 vs. 0,39 + 0,04;
p = 0,0042; test post hoc Dunna) oraz wzrost amplitudy mEPSCs (rycina 13 B: warto$ci
Srednie (- pA): 22,92 + 0,81 vs. 27,93 + 1,08; p < 0,0001; test post hoc Dunna).
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Rycina 13. Neurony z obnizonym poziomem SRF maja zmienione wlasciwosci
elektrofizjologiczne.

(A) Neurony z obnizonym poziomem SRF majg nizsza czestotliwo$¢ mEPSCs w warunkach
spontanicznej aktywnosci neuronalnej, ktéra pod wpltywem dtugotrwatej stymulacji GBZ
(antagonista GABAa) rosnie. Jest to efekt odwrotny do tego obserowanego w neuronach
kontrolnych. (B) Podobnie analiza amplitudy mEPSCs, wykazata, ze w neuronach shCTR
w wyniku 24-godzinnej stymulacji GBZ amplituda spada. Natomiast w neuronach z obnizonym
poziomem SRF, ktérych amplituda jest nizsza niz neuronéw Kontrolnych, w wyniku
dtugotrwatej stymulacji dochodzi do wzrostu amplitudy mEPSCs. ** p < 0,001; *** p < 0,0001;
na wykresach (A, B) przedstawiono wartosci srednie + SEM.

Podsumowujac, niski poziom SRF zaburza spontaniczng aktywno$¢ neuronalng
nie tylko w stanie podstawowego pobudzenia, lecz réwniez w momencie dtugotrwatej
stymulacji. Otrzymane wyniki sugeruja, iz czynnik transkrypcyjny SRF jest
zaangazowany w procesy zwigzane z plastyczno$cia homeostatyczng, ktéra odgrywa
wazna role w utrzymaniu pobudzenia neuronalnego na optymalnym poziomie podczas

tworzenia sie i dojrzewania sieci neuronalnych.
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4.6. Ocena poziomu receptorow btonowych AMPA neuronow
z obnizonym poziomem SRF: metoda immunocytochemiczna

Wiasciwosci miniaturowych pradéw pobudzajacych (mEPSCs) zalezg zar6wno
od procesOw pre- jak i postsynaptycznych. Zastosowany model badawczy pozwolit na
przyjecie zatozenia, ze obserwowane roznice pomiedzy grupa neuronéw shCTR
a shSRF sg wynikiem odmiennych wtasciwos$ci komoérek postsynaptycznych pomiedzy
grupami. W tym konteks$cie, obserwowane roéznice w czestotliwos$ci i amplitudzie
mEPSCs mogg by¢ konsekwencjg réznicy w gestosci kolcow dendrytycznych lub réznej
dystrybucji receptoré6w glutaminianu na powierzchni synapsy. Jak wykazano
w niniejszej rozprawie (paragraf 4.4.; rycina 10 B), nie obserwuje sie réznic w liczbie
kolcow dendrytycznych na dendrytach komoérek piramidowych pomiedzy neuronami
z grupy shCTR i shSRF. Podjeto zatem prébe weryfikacji, czy zaobserwowany spadek
czestotliwosci i amplitudy mEPSCs w neuronach shSRF w warunkach kontrolnych
odpowiadajgq réznice w poziomie receptoréw glutaminianu na powierzchni bton
komoérkowych.

Jako pierwsze podejscie badawcze zastosowano barwienie
immunocytochemiczne biatek powierzchniowych odpowiednimi przeciwciatami.
W tym celu, neurony hipokamplane stransfekowane w DIV 6 shCTR lub shSRF poddano
przezyciowemu (bez naruszenia integralnosci bton komoérkowych) znakowaniu
podjednostek receptora AMPA: GluA1 lub GluA2 w DIV 20. Zastosowano przeciwciata
pierwszorzedowe specyficznie rozpoznajgce N-koncowy fragment biatek, stanowiacy
cze$¢ zewnatrzkomorkowa podjednostek tego receptora. Utrwalone i wyznakowane
komorki zobrazowano z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8, a
uzyskane obrazy przeanalizowano w programie Image]. Przyktadowe zdjecia
analizowanych fragmentéw dendrytéw neuronéw shCTR i shSRF przedstawiono na
rycinie 14 B, D. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazujg, iz niski poziom biatka SRF
w komoérkach wspdétwystepuje ze spadkiem poziomu podjednostek receptora AMPA
na powierzchni dendrytéw w poréwnaniu do neuronéw shCTR, zaré6wno wodniesieniu
do poziomu podjednostki GluAl (rycina 14 C; shCTR n = 17; shSRF n = 14; p = 0,0061;
test Manna-Whitneya) jak i GluA2 (rycina 14 D; shCTRn=19; shSRFn=13; p=0,0003;
test Manna-Whitneya).

95



YO YO
) 3y
-
) o [ \
14 dni e { )
s P —
o b \/
o
DIVé DIV 20
Transfekcja: shCTR lub shSRF Obrazowanie
g *k
= 1504
(=]
-
-
o
]
= 100+
-
-
=
]
B 50
2
3
=]
0-
shCTR  shSRF

ok Xk %k

150

100+

50

Gestost GIuA2 (liczba / 100 pm)

shCTR  shSRF

Rycina 14. Obnizenie poziomu SRF za pomoca shSRF prowadzi do spadku poziomu
podjednostek GluA1 i GluA2 receptora AMPA na powierzchni bton komérkowych
neurondéw, co zostalo wykazane metoda immunocytochemiczna.

(A) Uproszczony schemat eksperymentu. Szczurze neurony hipokamplane transfekowano
w DIV 6 wektorami plazmidowymi shCTR lub shSRF. Po dwéch tygodniach, w dwudziestym
dniu hodowli (DIV 20) za pomoca specyficznych przeciwciat wyznakowano podjednostki
GluA1l i GluA2 na powierzchni neurondéw, a nastepnie preparaty poddano obrazowaniu. (B)
Przyktadowe obrazy neuronéw shCTR i shSRF znakowanych immunocytochmicznie
przeciwko biatku GluA1 (D) lub biatku GluA2 znajdujacemu sie na powierzchni komérek. Na
zdjeciach przedstawiajacych immunofluorescencje dla GluAl lub GluA2 (kanal czerwony)
naniesiono obrys dendrytéw wraz z kolcami dendrytycznymi uzyskany na podstawie sygnatu
fluorescencji GFP. Strzatkami zaznaczono kolce dendrytyczne w zaleznosci od poziomu
intensywnos$ci fluorescencji dla kanatu czerwonego (GluAl lub GluA2) wysoki: trojkat
wypetniony lub niski: tréjkat bez wypeinienia. Skala 5 um. (C) Analiza gestosci molekut GluA1
przypadajacych na fragment dendrytu o dtugosci 100 um pokazata, iz neurony shSRF (n = 14)
charakteryzuja sie istotnie nizszg gestoscig GluA1 niz neurony shCTR (n = 17). (E) Poréwnanie
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gestosci podjednostek GluA2 na powierzchni dendrytéw neuronéw shCTR (n = 19) i shSRF (n
= 13) wykazato, iz komérki z obnizonym poziomem SRF (shSRF) charakteryzujg sie nizsza
gestoscig GluA2 na powierzchni bton. ** p < 0,001; *** p < 0,0001; na wykresach (C, E)
przedstawiono wartos$ci $rednie *# SEM. Wyniki uzyskano z trzech niezaleznych hodowli
neuronalnych.

4.7. Ocena poziomu receptorow btonowych AMPA neuronow
z obnizonym poziomem SRF: metody biochemiczne

W dalszej czesci badan, w celu dodatkowej weryfikacji otrzymanych wynikéw
wskazujacych na obnizenie poziomu podjednostek receptora AMPA na powierzchni
neuronéw z deplecja SRF, zastosowano dwa modele in vitro opierajace sie na
wektorach wirusowych oraz odpowiednich technikach biochemicznych. Pierwszy
z uzytych modeli badawczych obejmowat szczurze hodowle hipokampalne, do ktérych
w dniu pigtym lub sz6stym hodowli (DIV 5 - 6) wprowadzono wektory wirusowe
AAV-shCTR lub AAV-shSRF. Wektory te zawieraty sekwencje shRNA tozsame z tymi
umieszczonymi na wektorach plazmidowych shCTR i shSRF oraz posiadaty takze
wyrazany konstytutywnie gen biatka zielonej fluorescencji (GFP). Pozwolito to na
wizualng weryfikacje wysokiej efektywnosci transdukcji neuronéw oraz braku
wzmozonej Smiertelnosci zainfekowanych neurondéw. W celu potwierdzenia obnizenia
poziomu SRF na skutek wprowadzenia AAV-shSRF do komoérek, neurony zlizowano,
a nastepnie zastosowano technike Western blot. Przeprowadzona immunodetekcja
biatka SRF pokazata, iz neurony AAV-shSRF charakteryzujg sie istotnie nizszym
poziomem SRF niz komdrki kontrolne AAV-shCTR (rycina 15 B, C; p = 0,0028; test
t-Studenta). A zatem, uzyte wektory wirusowe AAV-shSRF w sposéb efektywny
obnizajg poziom SRF.

Aby umozliwi¢ detekcje frakcji receptoréw znajdujacych sie na powierzchni
neuronéw oddzielnie od frakcji wewnatrzkomérkowej postuzono sie technika
sieciowania molekularnego za pomoca odczynnika BS3 (ang.
bis(sulfosuccinimidyl)suberate). Zainfekowane neurony (w DIV 5 - 6) po osiagnieciu
dojrzatosci (DIV 19 - 21) inkubowano z odczynnikiem BS3, ktory nie penetruje bton
komoérkowych, wiec nie przenika do cytoplazmy komorek, a zatem taczy sie jedynie

z biatkami na powierzchni neuronéw. Dzieki temu, po zlizowaniu komorek
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i przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego biatek w warunkach denaturujacych
mozliwe jest rozréznienie biatek pochodzacych z frakcji wewnatrzkomérkowej
(o typowej dla danego biatka masie czasteczkowej, wyznaczonej na zelu dzieki
zastosowaniu znanego standardu mas czasteczkowych) od biatek znajdujacych na
powierzchni bton komérkowych. Tak przeprowadzona analiza poziomu podjednostek
receptora AMPA: GluA1l i GluA2 wykazata, Ze poziom biatek powierzchniowych rézni
sie pomiedzy badanymi wariantami neuronéw. Poziom podjednostki GluAl na
powierzchni neuronéw (rycina 15 D, E) wyniést 0,37 + 0,05 dla AAV-shSRF (warto$¢
wzgledna; n = 8) w por6wnaniu do wariantu AAV-shCTR (1,00 + 0,04; n = 8), co stanowi
istotny statystycznie spadek (p < 0,0001; test t-Studenta). Podobnie analiza poziomu
GluA2 na powierzchni neuronéw (Rycina 15 F, G) ujawnita, Ze neurony AAV-shSRF
z deplecja SRF majg istotnie nizszy poziom tych podjednostek receptora AMPA na
powierzchni (warto$¢ wzgledna: 0,54 + 0,13; n = 8) w poréwnaniu do komoérek

kontrolnych AAV-shCTR (1,00 + 0,068; n = 8; p = 0,0076; test t-Studenta).
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Rycina 15. ObnizZenie poziomu SRF za pomocg AAV-shSRF prowadzi do spadku
poziomu podjednostek GluA1l i GluA2 receptora AMPA na powierzchni bton
komérkowych neurondw, co zostato wykazane metodami biochemicznymi.
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(A) Uproszczony schemat eksperymentu. Szczurze neurony hipokampalne transdukowano
AAV-shCTR lub AAV-shSRF w dniu pigtym lub széstym (DIV 5 - 6) hodowli in vitro. Analize
poziomu biatek powierzchniowych przeprowadzono w dojrzatych neuronach (DIV 19 - 21).
(B, C) Poréwnanie poziomu SRF dla neuron6w AAV-shCTR i AAV-shSRF. Analiza Western blot
wykazala, iz komorki AAV-shSRF (n = 4) majg istotnie nizszy poziom biatka SRF niz komorki
AAV-shCTR (n = 4). (D, E) Analiza poziomu biatka GluA1 na powierzchni neuronéw. Za pomoca
metody sieciowania molekularnego przy uzyciu odczynnika BS3 oraz techniki Western blot
wykazano, iz komorki AAV-shSRF (n = 8) maja istotnie nizszy poziom podjednostek GluA1 na
powierzchni komoérek (GluAl + BS3) niz neurony kontrolne AAV-shCTR (n = 8). (F, G)
Weryfikacja poziomu biatka GluA2 na powierzchni neuronéw. Niski poziom SRF w neuronach
prowadzi do obnizenia poziomu podjednostki GluA2 (GluA2 + BS3) na powierzchni komérek
AAV-shSRF (n = 8) w odniesieniu do poziomu obserwowanego na powierzchni neuronow
AAV-shCTR (n=8).**p < 0,001; **p <0,0001; na wykresach (C, E, G) przedstawiono wartosci
$rednie * SEM. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych hodowli neuronalnych

4.8. Ocena poziomu receptoréw btonowych AMPA w alternatywnym
modelu deplecji SRF

Badania in vitro z zastosowaniem szczurzych hodowli hipokampalnych
pokazuja, iz deplecja SRF wptywa na obnizenie poziomu wybranych podjednostek
receptora glutaminianu na powierzchni dendrytow tych komoérek oraz zaburza ich
witasciwosci elektrofizjologiczne. Dodatkowo postanowiono upewni¢ sie, czy
obserwowane wyniki s3 niezalezne od przyjetego modelu badawczego,
w szczegblnosci metody deplecji SRF z zastosowaniem techniki interferencji RNA
(shRNA). W tym celu zaprojektowano eksperyment, w ktorym obnizono poziom SRF
w neuronach na drodze delecji Srf za pomocg rekombinazy Cre. ZatoZzono pierwotne
dysocjowane hodowle hipokampalne z oseskbow P 0 myszy Srff/f
(B6.129S6-Srftm1Rmn /Ty 'y ktdrych fragment promotora oraz eksonu 1 genu Srf zostaty
oflankowane sekwencjami loxP. Nastepnie w dniu pigtym lub szdéstym hodowli
(DIV 5 - 6) komoérki poddawano infekcji wektorami wirusowymi AAV-CTR (wektor
kontrolny AAV-CaMKIla_mCherry) lub AAV-CRE (AAV-CaMKIla_CRE). W modelu
prowadzacym do obnizenia poziomu SRF zastosowano wektor wirusowy, w ktérym
gen rekombinazy Cre znajduje sie pod kontrolg promotora dla podjednostki a kinazy
I1 zaleZznej od jonéw wapnia i kalmoduliny (CaMKIla). Umozliwia to delecje genu Srf
w obecnosci rekombinazy Cre, ktéra specyficznie rozpoznaje sekwencje loxP.

Aby proces delecji mogt zajs¢ efektywnie transdukcja neuronéw musi by¢
przeprowadzona w momencie, gdy aktywnos$¢ transkrypcyjna CaMKlla jest juz
obserwowana na odpowiednio wysokim poziomie. Jest to zgodne z danymi

uzyskanymi w toku prowadzonych badan (analiza poziomu biatka CaMKIla
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w hipokampach myszy w rozwoju osobniczym rycina 7 A), z ktérych wynika, izw P 0
biatko CaMKIla nie jest jeszcze wykrywane, natomiast w P 7 jego poziom znacznie
wzrasta, tak by w P 14 osiggna¢ wartos¢ zblizona do poziomu CaMKIla w dalszych
okresach zycia. Na podstawie tych danych wyciggnieto wnioski, iz transdukcja w DIV
5 lub DIV 6 bedzie wigzata sie z dostatecznie wysoka transkrypcja genu rekombinazy
Cre zalezng od natywnej aktywnos$ci promotora CaMKIlla, a jednocze$nie umozliwi
delecje Srfzanim zakonczy sie intensywny okres dojrzewania kolcow dendrytycznych.
Efektywnos$¢ obnizenia poziomu SRF zwalidowano za pomoca techniki Western blot
(rycina 9B, C).

W celu sprawdzenia poziomu receptoréw powierzchniowych w dojrzatych
neuronach, ponownie zastosowano technike sieciowania molekularnego z BS3 oraz
analize Western Blot uzyskanych lizatdbw. Ocena poziomu podjednostki GluAl
receptora AMPA (Rycina 9 D, E) wskazata na jego obnizenie na powierzchni komérek
AAV-CRE (0,43 * 0,08; wartos¢ wzgledna; n = 5) w odniesieniu do neuronéw
kontrolnych AAV-CTR (1,00 + 0,04; n = 5; test t-Studenta; p = 0,0002). Analogiczny
efekt obnizenia poziomu SRF zaobserwowano w kontek$cie podjednostki GluAZ2
receptora AMPA: wzgledny poziom GluA2 na powierzchni neuronéw AAV-CRE (n =5)
wyniést 0,26 £ 0,08 w odniesieniu do komoérek kontrolnych (AAV-CTR: n = 5; 1,00 *
0,02; p <0,0001; test t-Studenta).

Podsumowujac, niski poziom SRF na etapie rozwoju kolcéw dendrytycznych
prowadzi do obnizenia poziomu receptoré6w AMPA, zar6wno podjednostki GluA1 jak
i GluA2, wbudowanych w btone tych komoérek. Jest to efekt obserwowany niezaleznie
od przyjetego modelu badawczego in vitro (pierwotne hodowle hipokampalne
szczurze lub mysie, obniZenie poziomu SRF za pomoca techniki interferencji RNA lub
delecji Srf za pomoca techniki rekombinacji) czy metody detekcji (metoda

immunocytochemiczna lub metody biochemiczne).
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Rycina 16. Delecja Srfpowoduje spadek poziomu podjednostki GluA1l i GluA2
receptora AMPA na powierzchni neuronéw Srfi# AAV-CRE.

(A) Uproszczony schemat doswiadczenia. Dysocjowane hodowle mysich neuronéw
hipokampalnych Srf/f poddano transdukcji w dniu pigtym lub sz6stym hodowli (DIV 5 - 6).
Komérki zlizowano i poddano analizie ok. dnia dwudziestego hodowli in vitro (DIV 19 - 20).
(B, C) Ocena poziomu biatka SRF w neuronach Srf/f na skutek transdukcji neuronow
wektorami wirusowymi AAV-CTR lub AAV-CRE. Analiza Western blot wykazata znaczacy
spadek poziomu biatka SRF w neuronach AAV-CRE (n = 8) w poréwnaniu do komorek
AAV-CTR (n = 8). (D, E) Por6wnanie pozioméw podjednostek receptora AMPA na powierzchni
neuronéw wykazato, iz neurony Srf/f zainfekowane AAV-CRE (n = 8) maja istotnie nizszy
poziom podjednostki GluA1 w poréwnaniu do neuronéw AAV-CTR (n = 8) (F, G) oraz nizszy
poziom podjednostki GluA2 na powierzchni komérek (AAV-CTR: n = 5; AAV-CRE: n = 5).
*** p < 0,0001; nawykresach (C, E, G) przedstawiono wartosci $rednie + SEM. Wyniki uzyskano
z co najmniej trzech niezaleznych hodowli neuronalnych.

4.9. Zbadanie czy zmiany w poziomie podjednostek receptora AMPA sg
regulowane przez transkrypcje zalezng od SRF

PowyzZsze wyniki jasno wskazujg na zalezno$¢ pomiedzy poziomem czynnika
transkrypcyjnego SRF a iloscig wybranych podjednostek receptoréw glutaminianu na

btonach komérek neuronalnych. Zadano zatem pytanie czy obserwowana korelacja
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jest wynikiem zaleznej od SRF transkrypcji genéw kodujacych te podjednostki. W celu
weryfikacji tej hipotezy, postanowiono sprawdzi¢ jak deplecja SRF wptywa na og6lny
poziom receptoréw AMPA w neuronach hipokalmpalnych in vitro. Szczurze neurony
infekowano w dniu pigtym hodowli (DIV 5) wektorami wirusowymi AAV-shSRF (n = 8)
lub w wariancie kontrolnym AAV-shCTR (n = 8), a nastepnie lizowano w dniu
dwudziestym pierwszym (DIV 21). Otrzymane lizaty poddano procedurze Western
blot.

Analiza ta wykazata obnizony ogélny poziom podjednostek GluA1l receptora
AMPA w komorkach z deplecja SRF wzgledem poziomu GluA1 w wariancie kontrolnym
(AAV-shCTR: 1,00 £ 0,05; AAV-shSRF: warto$¢ wzgledna: 0,32 + 0,05; p < 0,0001; test
t-Studenta). Podobnie, poréwnanie dla podjednostki GluA2 pokazato, ze catkowity jej
poziom w komdrkach AAV-shSRF jest nizszy (warto$¢ wzgledna: 0,56 * 0,12) niz
w neuronach AAV-shCTR (1,00 £ 0,07; p = 0,0061; test t-Studenta).

Podobnie jak w przypadku analizy poziomu receptoréw znajdujacych sie na
powierzchni komoérek, postanowiono zweryfikowa¢ uzyskane wyniki wykorzystujac
model badawczy oparty na pierwotnych hodowlach neuronalnych wyprowadzonych
z komérek hipokampow myszy Srf/f. W tym celu w dniu pigtym lub sz6stym hodowli
invitro (DIV 5- 6) do komoérek wprowadzano wektory wirusowe AAV-CTR lub
AAV-CRE, a nastepnie w dniu dwudziestym pierwszym (DIV 21) poddawano neurony
lizie. Otrzymany materiat wykorzystywano w technice Western blot. Analiza
catkowitego poziomu podjednostki GluA1 wykazata, Ze jest on obnizony w komoérkach
z delecja SRF (AAV-CRE: wartos¢ wzgledna: 0,72 + 0,07; n = 8) w odniesieniu do
komorek kontrolnych (AAV-CTR: 1,00 £ 0,08, n = 8; p = 0.0202; test t-Studenta). Wyniki
analizy poziomu podjednostki GluA2 wykazaty spadek poziomu tej podjednostki
receptora AMPA w neuronach z obnizonym poziomem SRF w poréwnaniu do komoérek
AAV-CTR (AAV-CTR: 1,0 * 0,04; AAV-CRE: 0,36 + 0,07, n = 5; p < 0.0001; test
t-Studenta).
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Rycina 17. Obnizony poziom SRF w neuronach prowadzi do spadku catkowitego
poziomu biatek GluA1l i GluA2.

(A) Uproszczony schemat do$wiadczenia. Szczurze pierwotne hodowle hipokampalne
infekowano wektorami wirusowymi, odpowiednio: AAV-shCTR lub AAV-shSRF w dniu pigtym
(DIV 5). W DIV 21 neurony lizowano i poddawano analizie Western blot. (B, C) Za pomoca
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techniki Western blot wykazano, iz szczurze neurony hipokampalne zainfekowane AAV-shSRF
(n = 8) maja nizszy catkowity poziom biatka podjednostki GluA1(AAV-shCTR: n = 8) (D)
i podjednostki GluA2 receptora AMPA w poréwnaniu do neuronéw AAV-shCTR (n = 8;
AAV-shSRF: n = 8). (E) Uproszczony schemat dos$wiadczenia. Pierwotne hodowle
hipokampalne uzyskane z myszy Srf’/ infekowano wektorami wirusowymi AAV-CTR lub
AAV-CRE w dniu pigtym lub sz6stym hodowli (DIV 5 - 6). W DIV 21 neurony lizowano
i poddawano analizie Western blot. (F, G) Poré6wnanie poziomu biatek podjednostek receptora
AMPA wykazato, iZ neurony zainfekowane AAV-CRE (n = 8) maja nizszy poziom biatka GluAl
w poréwnaniu do neuronéw AAV-CTR (n = 8) (H) oraz maja nizszy poziom biatka GluA2
(AAV-CTR: n = 8; AAV-CRE: n = 8). *p < 0,05; *p < 0,001; *** p < 0,0001; na wykresach (C, D,
G, H) przedstawiono wartosci srednie + SEM. Wyniki uzyskano z trzech niezaleznych hodowli
neuronalnych.

Uzyskane wyniki pozwalaja na wyciagniecie wnioskdw, iz niski poziom SRF
w neuronach na etapie rozwoju kolcéw dendrytycznych in vitro wptywa na obnizenie
poziomu podjednostki GluA1 i GluA2 receptora AMPA, zar6wno w skali catej komorki
jak i receptorow wbudowanych w btone komoérkowa. Fenomen ten moze by¢
regulowany na kilku poziomach, np.. na poziomie transkrypcji, translacji czy
degradacji biatek. Dlatego tez postanowiono sprawdzi¢ czy poziom podjednostek
receptora  AMPA zalezy od aktywnoSci transkrypcyjnej SRF. W tym celu
przeprowadzono iloSciowag reakcje tancuchowa polimerazy (ang. quantitative
polymerase chain reaction, qRT-PCR) i wyznaczono poziom mRNA dla GluAl
(kodowanego przez gen Grial) i GluA2 (kodowanego przez gen Gria2) wykorzystujac
oba modele in vitro opisane powyzej. W szczurzych neuronach AAV-shSRF (n = 4)
odnotowano znaczacy spadek poziomu mRNA zaréwno dla Grial jakidla GriaZ (rycina
18 B; p = 0,0286 dla Grial i GriaZ) w porownaniu do neurondéw kontrolnych
AAV-shCTR (n = 4). Wykazano takze spadek poziomu mRNA Srfw wyniku transdukcji
neuronéw AAV-shSRF (AAV-shCTR vs. AAV-shSRF: 1,00 =+ 0,03 vs. 0,38 * 0,04;
p < 0,0001; test Manna-Whitneya).

Podobnie w mysich komérkach infekowanych AAV-CRE (n = 6) spadek poziomu
SRF (Rycina 18 D; mRNA Srf: AAV-CTR vs. AAV-CRE: 1,00 % 0,02 vs. 0,385 * 0,05;
p =0,0002) korelowal z obnizeniem ilosci mRNA dla Grial (p = 0,0043; test
Manna-Whitneya) oraz dla GriaZ2 (p = 0,0022; test t-Studenta) w odniesieniu do
neuronoéw transdukowanych AAV-CTR (n = 6).
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Rycina 18. ObnizZenie poziomu SRF na wczesnych etapach rozwoju prowadzi do spadku
poziomu ekspresji genow Grial i Gria2 kodujacych podjednostki receptora AMPA.

(A) Uproszczony schemat do$wiadczenia. Szczurze pierwotne hodowle hipokampalne
infekowano wektorami wirusowymi AAV-shCTR lub AAV-shSRF w dniu széstym hodowli (DIV
6). W DIV 21 neurony lizowano i poddawano analizie qRT-PCR. (B) Jak wykazata analiza
wynikéw gqRT-PCR, deplecja SRF za pomocg AAV-shSRF obniza poziom ekspresji genow
kodujacych biatka podjednostek receptora AMPA: Grial (kodujacy GluAl) oraz Gria2
(kodujacy GluA2) w szczurzych neuronach hodowanych in vitro. (C) Uproszczony schemat
do$wiadczenia. Pierwotne hodowle hipokampalne z myszy Srf// infekowano wektorami
wirusowymi AAV-CTR lub AAV-CRE w dniu széstym hodowli (DIV 6). W DIV 21 neurony
lizowano i poddawano analizie qRT-PCR. (D) Zgodnie z wynikami analizy qRT-PCR, poziom
mRNA dla genu Grial iGriaZ jest nizszy w neuronach Srff/f transdukowanych AAV-CRE
w poréwnaniu do neuronéw transdukowanych AAV-CTR. ** p < 0,001; *** p < 0,0001; na
wykresach (B, D) przedstawiono warto$ci $rednie * SEM. Wyniki uzyskano z trzech
niezaleznych hodowli neuronalnych.

4.10. Sprawdzenie czy zmiany w ksztatcie kolcoéw dendrytycznych sg
regulowane przez aktywno$¢ kofaktorow MRTF

W kolejnym etapie pracy zadano sobie pytanie czy obserwowany efekt niskiego
poziomu SRF na budowe kolcéw dendrytycznych jest zalezny od aktywno$ci jego
kofaktoréw z rodziny MRTF. Dane literaturowe (zobacz paragraf 1.9.1. niniejszej

pracy) wskazujga na zwiagzek kofaktorow SRF: MRTF-A i MRTF-B z chorobami
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neurorozwojowymi. Poniewaz w obrazie licznych choréb neurorozwojowych
obserwuje sie nieprawidtowosci w budowie kolcéw dendrytycznych, postanowiono
sprawdzi¢ jak deplecja MRTF wptynie na morfologie wypustek dendrytycznych.
Zastosowano model in vitro, polegajacy na obnizeniu poziomu badanego biatka za
pomocg wektora plazmidowego kodujacego krdétkie RNA o strukturze spinki do
wtoséw (shRNA), w tym wypadku wektora plazmidowego pLKO.1-shMRTF (shMRTF).
Jako wektorow kontrolnych uzyto plazmidu pSuper lub pTRIP-shLuc (shLuc). Neurony
ze wszystkich wariantow eksperymentalnych Kkotransfekowano plazmidem
pSynapsin-GFP niosagcym gen biatka zielonej fluorescencji (GFP), aby umozliwic
identyfikacje stransfekowanych komoérek i wizualizacje ich kolcoéw dendrytycznych.
Specyficznos¢ i efektywnos$¢ zastosowanych konstruktow zostata wcze$niej
zwalidowana (Kalita i wsp., 2006; Kuzniewska i wsp., 2013, Kaneda i wsp., 2018).
Szczurze neurony hipokampalne stransekowano po sze$ciu dniach od zatozenia
hodowli (DIV 6), czyli w okresie poprzedzajacym zachodzenie intensywnych zmiany w
strukturze kolcéw dendrytycznych zwigzanych z ich dojrzewaniem. Komorki
utrwalono (DIV 18) i poddano analogicznej analizie, jak w przypadku tej wykonanej
dla neuronéw shSRF i shCTR.

Pierwszym z badanych parametréw byta gesto$¢ kolcow dendrytycznych,
ktérej analiza wykazata, ze liczba kolcow dendrytycznych na jeden pm diugosci
dendrytu w neuronach shMRTF nie rézni sie od gestosci kolcéw dendrytycznych
wyznaczonej dla komoérek stransfekowanych wektorem kontrolnym pSuper lub shLuc
(rycina 19 C; pSuper: n= 16; shLuc: n = 11; shMRTF: n = 10; H = 3,975; p = 0,137; test
Kruskala-Wallisa). Nastepnie sprawdzono wplyw obnizonego poziomu MRTF na
dtugo$é kolcéw dendrytycznych (rycina 19 D). Srednia dtugo$¢ wypustek dendrytow
w wariancie z ShMRTF byta istotnie statystycznie wieksza niz w grupach kontrolnych
pSuper i shLuc (H=12,67; p = 0,0018; test Kruskala-Wallisa). Nie odnotowano réznic
pomiedzy Srednimi dtugo$ciami kolcow dendrytycznych neurondéw w grupach
kontrolnych: pSuper i shLuc (pSuper vs. shLuc p > 0,999; pSuper vs. shMRTF
p =0,0028; shLuc vs. shMRTF p = 0,0098; test post hoc Dunna). Analiza ksztattow
kolcow dendrytycznych wykazata, iz w grupie neuronéw z deplecja MRTF
obserwowano przesuniecie czestoSci wystepowania w  kierunku kolcow
dendrytycznych o niedojrzatej morfologii (filopodialnych i dtugich). Oznacza to, iz

neurony shMRTF majg mniej kolcéw dendrytycznych o morfologii dojrzatej (rycina
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19E; p < 0,001; q < 0,0001; wspoétczynnik FDR: Benjamini, Krieger, Yekutieli)
w poréwnaniu do komorek pSuper i shLuc. Nie odnotowano réznic w ksztatcie kolcow
dendrytycznych neuronéw z grup kontrolnych pSuper i shLuc (¥? = 0,3205, df = 1;
p = 0,5713; test x2).
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Rycina 19. Deplecja MRTF, bedacych kofaktorami SRF, przyczynia sie do zmian w
morfologii kolcow dendrytycznych.

(A) Schemat doswiadczenia. Hodowle neuron6w hipokampalnych pozyskanych z oseskéw PO
szczurow szczepu Wistar transfekowano w dniu sz6stym hodowli (DIV 6) jednym z dwéch
wektoréow kontrolnych: pSuper lub shLuc, albo wektorem plazmidowym shMRTF w celu
obnizenia poziomu biatek MRTF. Morfologie kolcow dendrytycznych badano w osiemnastym
dniu hodowli in vitro (DIV 18). (B) Przyktadowe zdjecia obrazujace kolce dendrytyczne
neurondéw pSuper, shLuc i shSRF. Skala 2 um. (C) Brak istotnie statystycznych réznic w liczbie
kolcow dendrytycznych przypadajacych na 1 pm dendrytu pomiedzy neuronami pSuper
(n=16), shLuc (n=11) i shMRTF (n= 10). (D) Analiza morfologii kolcéw dendrytycznych
wykazata, ze neurony shMRTF majg znacznie dtuzsze kolce dendrytyczne niz neurony z grup
kontrolnych pSuper i shLuc. (E) Poréwnanie liczby kolcéw dendrytycznych o morfologii
niedojrzatej i dojrzatej ukazato, ze komoarki z niskim poziomem MRTF (shMRTF) maja wiecej
kolcéw dendrytycznych filopodialnych i dtugich niz neurony z grup kontrolnych pSuper
i shLuc. ** p < 0,001; *** p < 0,0001; na wykresach (C, D, E) przedstawiono wartosci $rednie +
SEM. Wyniki uzyskano z trzech niezaleznych hodowli neuronalnych.

107



5. Dyskusja

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan wskazujace, iz czynnik
transkrypcyjny SRF jest niezbedny do prawidtowego dojrzewania kolcow
dendrytycznych w rozwoju. Pokazano, iz poziom biatka SRF i jego izoform zmienia sie
w toku rozwoju postnatalnego moézgu myszy oraz zZe wzrost transkrypcji genéw
zaleznej od SRF koreluje z okresem intensywnego dojrzewania kolcow
dendrytycznych in vitro. Wyniki badan pokazuja, iz obnizenie poziomu biatka SRF
zaburza proces dojrzewania kolcow dendrytycznych zaréwno w odniesieniu do ich
struktury, jak i funkcji synaps.

Wczesniejsze badania koncentrowaty sie gtéwnie na scharakteryzowaniu roli
SRF w dojrzatym mdzgu. Opublikowane wyniki w kontek$cie rozwoju osobniczego
dotyczyty w znacznej mierze okresu prenatalnego i gtéwnie roli SRF w tkankach
mieSniowych. Zaprezentowane w niniejszej pracy badania po raz pierwszy dowodza
istotnej funkcji SRF w dojrzewaniu potaczen nerwowych w mtodym, rozwijajagcym sie

mozgu.

5.1. Zastosowane metody i techniki badawcze
5.1.1. Myszy transgeniczne jako model badawczy dojrzewania kolcow

dendrytycznych w rozwoju

Na powstawanie i dojrzewanie potaczen synaptycznych znaczacy wptyw maja
czynniki zewnatrzkomérkowe, jak otaczajgca macierz czy obecno$¢ innych
nieneuronalnych komorek i oddziatywania miedzy nimi. Dlatego tez cennym Zrédtem
wiedzy na temat proces6w dojrzewania Kkolcéw dendrytycznych s badania
prowadzone w modelach o wyzZszym stopniu ztoZono$¢ niz modele in vitro.
W niniejszej pracy, w celu zbadania jaka role peini biatko SRF w procesie dojrzewania
kolcow dendrytycznych we wczesnych etapach rozwoju postnatalnego postuzono sie
analizami wykonanymi na myszach szczepu Srff/fCaMKCreERT2 (Nader i in., 2019). Sg
to zwierzeta transgeniczne, u ktérych wprowadzono gen rekombinazy Cre potagczony
z fragmentem ludzkiego genu receptora dla estrogenu oraz posiadajgce sekwencje loxP
otaczajace fragment genu Srf. Zaleta indukowanych modeli zwierzecych jest mozliwos$¢
doktadnego kontrolowania przez eksperymentatora miejsca oraz punktu w czasie,

w ktérym dojdzie do delecji genu. W systemie wykorzystanym w niniejszej pracy
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specyficzno$¢ co do locus zajScia delecji otrzymano dzieki umieszczeniu genu
rekombinazy Cre pod kontrolg typowo neuronalnego promotora genu podjednostki
CaMKIla (Erdmann i in., 2007). Translokacja rekombinazy Cre z cytoplazmy do jadra
komoérkowego, umozliwiajgca wyciecie fragmentu nici DNA otoczonej sekwencjami
loxP zachodzi na skutek zwigzania przez receptor estrogenu (lub jego analogu, tu
4-hydroksytamoksyfenu; 4-OHT). Dzieki temu mozliwa jest doktada Kkontrola
momentu w rozwoju zwierzecia, na ktérym delecja zostanie zaindukowana poprzez
podanie 4-OHT.

Poniewaz celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu niskiego poziomu SRF
we wczesnym okresie rozwoju osobniczego na dojrzewanie kolcéw dendrytycznych,
nalezato zaindukowa¢ delecje genu Srf na etapie poprzedzajacym te zmiany
rozwojowe. U gryzoni okres intensywnego dojrzewania kolcow dendrytycznych
rozpoczyna sie ok. 7.- 10. dnia Zycia, tak ze u ok. trzytygodniowych osobnikow
obserwuje sie kolce dendrytyczne o budowie typowej dla osobnikow dorostych (Runge
iin., 2020). Dlatego tez postanowiono zaindukowac delecje Srfrozpoczynajac podanie
4-OHT od dnia pigtego po narodzinach myszy. Jednym z wyzwan zwigzanych
z prowadzeniem badan naukowych na zwierzetach bedacymi indukowalnymi cKO s3
trudnosci z efektywnym obnizeniem poziomu badanych biatek. Wigze sie to
z konieczno$cig takiego doboru podawanych substancji i ich dawek, aby mogty one
pokonac bariere krew-mézg i dotrze¢ do badanych tkanek, jednocze$nie powodujac
mozliwie mato skutkéw ubocznych. W badaniach opisanych w niniejszej pracy
zdecydowano sie na dootrzewnowe iniekcje po 0,25 mg 4-OHT w dniu 5., 6.1 7. po
narodzinach myszy. Byty to warunki wyznaczone w badaniach pilotazowych, ktore
wigzaty sie z istotnym obnizeniem poziomu biatka SRF, przy akceptowalnej
przezywalno$ci zwierzat. Nalezy tutaj zaznaczy¢, Ze ocena stopnia deplecji biatka
w modelu zwierzecym jest mozliwa dopiero po u$mierceniu osobnika, co stanowi

wade tego systemu badawczego.

5.1.2. Dysocjowane hodowle hipokampalne in vitro jako model badawczy dojrzewania
kolcéw dendrytycznych w rozwoju

Opisane w niniejszej pracy badania zostaty przeprowadzone nie tylko
z zastosowaniem modelu in vivo lecz takze modeli eksperymentalnych in vitro,

pierwotnych dysocjowanych hodowli komoérek hipokampa szczura lub myszy. Oparcie
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w duzej mierze czeSci eksperymentalnej pracy na badaniach prowadzonych in vitro
pozwolito na znaczne zredukowanie liczby zwierzat wykorzystanych
w doSwiadczeniach oraz ograniczenie ich cierpienia. Ponadto, dysocjowane hodowle
neuronalne sg dobrze scharakteryzowanym i szeroko stosowanym modelem do
badania proceséw plastycznosci kolcow dendrytycznych. Z danych literaturowych
wiadomo, iz kolce dendrytyczne komorek piramidowych hodowanych in vitro
dojrzewaja ok 7. - 14. dnia hodowli (Sala i in., 2001; Yogev i Shen, 2017). ObniZenie
poziomu biatka SRF lub MRTF na wczesnych etapach hodowli in vitro pozwolito na
zbadanie wptywu niskiego poziomu tych biatek na proces dojrzewania kolcéw
dendrytycznych w rozwoju. Dodatkowg zaleta modeli in vitro jest ich jednorodnos¢
biologiczna. Pierwotne hodowle neuronalne zaktadane z komérek hipokampow
pozyskanych z osobnikéw szczura lub myszy w dniu pierwszym po narodzinach (P 0)
zawieraja okreS$lone typy komorek. Ponadto, hodowle in vitro sa modelem
doswiadczalnym o wysokiej powtarzalno$ci pomiedzy powtdrzeniami biologicznymi.
Stanowi to znaczaca przewage nad badaniami prowadzonymi in vivo, gdzie obserwuje
sie czesto istotne roznice miedzyosobnicze. Takze warunki hodowli w przypadku
neuronéw in vitro s3 zdecydowanie bardziej powtarzalne i tatwiejsze do
kontrolowania niz w przypadku zywych zwierzat.

Mniejsza ztozono$¢ systemu eksperymentalnego moze stanowi¢ zar6wno jego
zalete jak i wade. Neurony hodowane in vitro nie wytwarzajg sieci neuronowych i tak
rozbudowanych potaczen miedzykomérkowych jak ma to miejsce w mézgach ssakéw
(Kelava i Lancaster, 2016). Pomimo, iz powstajq dobrze funkcjonujgce elementy pre-
i postsynaptyczne, to schemat synapsy jest uproszczony w poréwnaniu do tego
wystepujacego w Zywym organizmie. Ponadto, zahamowanie wzrostu komoérek
glejowych w hodowlach in vitro (poprzez dodanie do pozywki arabinozydu cytozyny)
powoduje, Ze nie odzwierciedlajg one iloSciowych relacji pomiedzy typami komérek
obserwowanych w mozgu. Nalezy zaznaczy¢ takze, iz dysocjowane hodowle
neuronalne in vitro sg systemem dwuwymiarowym, a nie struktura tréjwymiarowa
jaka jest mdzg, co moze wptywa¢ na morfologie i rozwdj komodrek. Dodatkowo
obserwuje sie znaczne skrécenie okresu zycia neuronéw hodowlanych in vitro
w poréwnaniu do komérek in vivo.

Mimo, iz system hodowli komérek neuronalnych in vitro ma swoje wady, jego

znaczaca zaleta jest tatwo$¢ przeprowadzania eksperymentéw na komorkach.
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W niniejszej pracy takze wykorzystano te wtasciwos$¢, co umozliwito stosunkowo
fatwe w przeprowadzeniu manipulacje genetyczne (transfekcje i transformacje
neuronéw) czy stymulacje komorek (dodanie gabazyny do pozywki w celu wywotania
dtugotrwatego pobudzenia neuronalnego). Wykorzystanie badan z zastosowaniem
pierwotnych dysocjowanych hodowli in vitro umozliwito opis zmian zachodzacych w
neuronach zaré6wno na poziomie ich struktury (metody mikroskopowe), skiadu

biatkowego (metody biochemiczne) jak i funkcji (metody elektrofizjologiczne).

5.1.3. Technika interferencji RNA jako metoda obnizenia poziomu badanego biatka

W celu obnizenia poziomu syntezy badanych biatek postuzono sie technika
interferencji RNA. Do komérek nerwowych wprowadzono za pomoca transfekcji lub
transdukcji konstrukty kodujace mate interferujace RNA o strukturze szpilki do
wtoséw, co umozliwito specyficzng degradacje odpowiednio mRNA SRF lub MRTF.
Efektywnos$¢ obnizenia poziomu SRF weryfikowano w neuronach trasndukowanych
wektorami wirusowymi AAV za pomocg techniki Western blot oraz przeprowadzajac
reakcje qRT-PCR. W przypadku komérek transfekowanych wektorami plazmidowymi
podstawe oceny stopnia deplecji badanych biatek stanowity odpowiednie barwienia
immunocytochemiczne. Zastosowana metoda pozwala na szybka weryfikacje
otrzymanego fenotypu komorek, jednak wigze sie z potencjalnymi efektami
ubocznymi, ws$réd ktéorych wymieni¢ mozna np. niespecyficzng odpowiedz
interferonowg czy efekt mikroRNA, skutkujacy obnizeniem syntezy takze innych niz
badane biatka (Bridge i in., 2003). Dlatego tez w do$wiadczeniach opisanych
w niniejszej pracy zadbano o uwzglednienie odpowiednich grup kontrolnych.

W modelu szczurzych dysocjowanych hodowli hipokampalnych, w ktérych
poziom SRF obnizono za pomocg shRNA (shSRF lub AAV-shSRF) grupe kontrolng
stanowity komorki, do ktérych wprowadzono konstrukty zawierajace tzw. ,scrambled
shRNA” (shCTR lub AAV-shCTR). Dzieki temu w kazdym z badanych wariantéw
dochodzitlo do aktywacji szlaku RISC (ang. RNA-induces silencing complex), co
minimalizowato wplyw niespecyficznego oddziatywania shRNA (W. Xu i in., 2019). W
badaniach wykorzystujacych metode interferencji RNA mozliwg dodatkowa kontrolg
sg eksperymenty przywracajace funkcje (ang. rescue experiment). Moga one polegac¢ na

wprowadzeniu do komorek dodatkowego wektora zawierajacego cDNA badanego
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biatka tak zmodyfikowany, by byt odporny na dziatanie shRNA. Jednak w przypadku,
gdy badanym biatkiem jest czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresje wielu genow
kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania neuronéw rozwigzanie to niesie ze
sobg mozliwo$¢ znaczacych efektow ubocznych pozostajacych poza wptywem
eksperymentatora. W pracy opublikowanej przez grupe prof. Pu (Guo i in., 2018)
badajacej role SRF w rozwoju kardiomiocytéw odnotowano, iz nadekspresja SRF
powoduje wzrost poziomu transkrypcji az 1285 genéw. Jednak geny te tylko w 1,7%
pokrywaja sie z genami, ktérych ekspresja jest obnizona w komoérkach z delecja SRF.
PowyzZsze dane wskazujg, iz poziom SRF i jego aktywno$¢ musza by¢ utrzymane na
odpowiednim, optymalnym poziomie co bytoby niezmiernie trudne do uzyskania
w transfekowanych czy transdukowanych neuronach. Dodatkowo, konstrukty shCTR
i shSRF stworzone w laboratorium prof. Herringa (Yin i in., 2006) sa dobrze
sprawdzonymi i efektywnymi narzedziami do badania wptywu obniZonego poziomu
SRF na komorki. Dlatego tez w badaniach opisanych w niniejszej rozprawie jako
dodatkowa metode weryfikacji wynikow uzyskanych z zastosowaniem shRNA
skierowanego przeciwko mRNA SRF zastosowano kolejny model badawczy: pierwotne
hodowle neuronéw pozyskanych z hipokampéw myszy szczepu Srf”/, transdukowane
wektorem wirusowy zawierajacym gen rekombinazy Cre.

Takze w badaniach poswieconych roli aktywnos$ci SRF zaleznej od jego
kofaktoréow z rodziny MRTF opisanych w niniejszej pracy wykorzystano technike
interferencji RNA do obnizZenia poziomu biatek MRTF-A i MRTF-B. W tym przypadku
zdecydowano sie zastosowa¢ dwa warianty kontrolne. Jednym z nich byty komoérki
hipokampalne transfekowane wektorem plazmidowym kodujagcym shRNA skierowane
przeciwko sekwencji RNA lucyferazy, a wiec takie w ktérych podobnie do komoérek
transfekowanych shMRTF dochodzito do aktywacji szlaku RISC. Druga grupe
kontrolng stanowity neurony transfekowane plazmidem pSuper bez wstawki DNA,
ktéory jest czesto stosowany jako odniesienie w tego typu eksperymentach.
Potwierdzeniem, iz oba przyjete modele stanowity odpowiednig grupe kontrolng
stanowi fakt, iz wyniki analizy morfologii kolcow dendrytycznych tych komoérek nie
wykazaty réznic pomiedzy tymi dwoma grupami. Zaréwno w odniesieniu do gestosci
kolcow dendrytycznych, jak ich dtugosci czy iloSci wypustek o dojrzatym ksztaicie.

We wszystkich eksperymentach in vitro opisanych w niniejszej pracy kazda

z badanych grup neuronéw byta poddawana tym samym procedurom, odpowiednio

112



transfekcji wektorami plazmidowymi metoda lipofekcji lub transdukcji wektorami
wirusowymi AAV. Pozwolilo to na zminimalizowanie wptywu samej metody
wprowadzenia wektorow do komorek na obserwowane roznice pomiedzy badanymi

wariantami.

5.1.4. System Cre/loxP jako metoda delecji badanego genu

System indukowanej delecji gendw oparty na dziataniu enzymu rekombinazy
Cre rozpoznajacej sekwencje loxP jest metoda szeroko stosowang w badaniach
z zakresu biologii molekularnej, zaré6wno w modelach in vitro jak i in vivo. W niniejszej
pracy postuzono sie ta technikg do obnizenia poziomu czynnika transkrypcyjnego SRF
w neuronach hodowanych in vitro, jak rowniez w modelu zwierzecym.

W badaniach in vitro wykorzystano pierwotne hipokampalne hodowle
uzyskane z myszy szczepu Srf/f, do ktéorych w pigtym lub szdéstym dniu hodowli
(DIV5- 6) wprowadzono wektory wirusowe AAV-CaMKIla-CRE (AAV-CRE).
W zastosowanym Kkonstrukcie gen rekombinazy Cre znajduje sie pod kontrola
natywnego promotora podjednostki CaMKIla. Jako model zwierzecy do badania roli
biatka SRF w dojrzewaniu kolcow dendrytycznych w rozwoju postuzyty myszy szczepu
Srf/ftCaMKCreERTZ2, pochodzace z krzyzowania osobnikéw szczepu Srf/f z linig
CaMKCreERT2 (nr szczepu: EM:02125; The European Mouse Mutant Archive;
(Erdmann i wsp., 2007). Myszy szczepu Srfi/fCaMKCreERTZ posiadaja gen rekobinazy
Cre potaczony z domeng wigzaca ligand ludzkiego receptora dla estrogenu, ktoérego
ekspresja jest zalezna od natywnej aktywnoS$ci promotora podjednostki CaMKIla.
Wtym modelu indukcja delecji Srf zachodzi na skutek podania 4-OHT. Jednak,
podobnie jak w modelu in vitro, warunkiem koniecznym do zajscia efektywnej delecji
genu Srf jest ekspresja rekombinazy Cre na odpowiednio wysokim poziomie, co jest
zalezne od aktywnos$ci promotora, pod kontrolg ktoérego umieszony jest gen
rekombinazy. Z danych literaturowych wiadomo, iz mRNA CaMKlIl« jest praktycznie
niewykrywane w hipokampie myszy w okresie prenatalnym, jednak jego poziom
szybko wzrasta tak, Ze juz po czterech dniach od narodzin (P 4) odnotowuje sie
znaczacy poziom mRNA CaMKIla (Allen brain atlas: https://developingmouse.brain-
map.org/gene/show/12107). Dodatkowo, analiza rozwojowych zmian endogennej

ekspresji CaMKIlla w moézgu szczura pokazata, iz biatko CaMKIlla nie jest jeszcze
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wykrywane w hipokampach dwudniowych osobnikéow (P 2), lecz jest juz obecne
w pigtym dniu po narodzinach (P 5; Petralia i in., 2005; Roszkowska i in., 2022).
Potwierdzaja to analizy Western blot przeprowadzone na potrzeby niniejszej pracy,
gdzie w hipokampach nowonarodzonych oseskéw myszy C57BL/6JCmd (P 0) nie
wykryto biatka CaMKIla lecz byto ono obecne juz u siedmiodniowych osobnikéw (P 7).
W badaniach przeprowadzonych przez Casanova i wsp. (Casanova i in., 2001)
wykazano, iz ekspresja indukowalnej rekobinazy Cre znajdujacej sie pod kontrola
promotora CaMKIlq, a zatem analogicznego systemu jak ten zastosowany w niniejszej
pracy, jest wykrywana w hipokampach myszy od dnia trzeciego po narodzinach (P 3).

Podsumowujac, przytoczone dane wskazujg, iz zastosowanie rekombinazy Cre,
ktérej poziom zalezy od endogennej aktywnos$ci promotora podjednostki CaMKIla
stanowi odpowiedni model do badania roli SRF we wczesnych etapach rozwoju
postnatalnego. Przeprowadzono analizy poziomu SRF w komérkach AAV-CRE (reakcje
gRT-PCR oraz analizy Western blot) oraz w hipokampach myszy szczepu
Srff/fCaMKCreERT2 (reakcje qRT-PCR oraz barwienie immunohistochemiczne). Ich
wyniki potwierdzity, iz zastosowane modele badawcze pozwalaja na indukcje delecji
Srfjeszcze przed rozpoczeciem okresu intensywnego dojrzewania synaps w rozwoju,
czyli przed DIV 7 dla neuronéw hodowanych in vitro (Papaiin., 1995; Salai in., 2001)
oraz przed P 10 - 14 w modelach zwierzecych (Miller i Peters, 1981).

W dos$wiadczeniach in vitro z wykorzystaniem pierwotnych hodowli
hipokampalnych z myszy szczepu Srf”f grupe kontrolna stanowity neurony tej samej
hodowli, do ktorych wprowadzono wektor wirusowy AAV-CaMKIla-mCherry
(AAV-CTR) kodujacy gen biatka reporterowego mCherry umieszczony réwniez pod
kontrolg promotora CaMKIla. Majac na uwadze fakt, iz dtugotrwata ekspresja
rekombinazy Cre (tutaj ok. dwutygodniowa) potencjalnie moze wigzac sie
z wystapieniem niepozadanych efektow ubocznych, mozna przeprowadzi¢ dodatkowa
kontrole negatywnga. Do$wiadczenie to polegatoby na transdukcji mysich neuronow
hodowanych in vitro (pozyskanych z myszy o genotypie dzikim, tj. myszy szczepu
C57BL/6, gdyz takie tto genetyczne maja osobniki Srf/f) kontrolnym wektorem
wirusowym lub wektorem niosgcym gen rekombinazy Cre (AAV-CRE). Po okoto dwéch
tygodniach od transdukgcji, utrwalone komdrki nalezatoby poddac¢ analizie struktury
kolcow dendrytycznych oraz poziomu $mierci neuronéw. Jednak ze wzgledu, iz

opisany model eksperymentalny bazujacy na hodowlach neuronalnych z myszy Srf”f
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stanowit jedynie dodatkowg kontrole dla modelu wykorzystujgcego szczurze hodowle
neuronalne z obniZzonym poziomem SRF za pomoca shRNA, a wyniki uzyskane
w obydwu tych wariantach s3g zbiezne, nie podjeto sie proby przeprowadzenia

dodatkowych eksperymentdéw.

5.2. Ekspresja i aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego SRF jest
regulowana w rozwoju

Przytoczone w niniejszej rozprawie dane literaturowe dowodzg jak istotnym
elementem w prawidtowym funkcjonowaniu OUN jest czynnik transkrypcyjny SRF
oraz jego aktywnos$¢. Mimo prowadzonych licznych badan nad rolg SRF w procesach
zwigzanych z rozwojem mozgu i plastycznos$cig neuronalng istniata luka w aktualnym
stanie wiedzy. Prace majgce na celu zbadanie roli SRF wrozwoju OUN byty
prowadzone na myszach transgenicznych, u ktérych delecja Srf nastepowata w okresie
prenatalnym i prowadzita do przedwczesnej Smierci zwierzat. W ramach tych badan
wykazano znaczacy udzial SRF w takich procesach jak migracja i réznicowanie
komoérek nerwowych, rozwéj drzewa dendrytycznego czy aksonu (Alberti i in., 2005;
Knéll i in., 2006; Stritt i Knoll, 2010). Modele te ze wzgledu na powazne zaburzenia
w rozwoju prenatalnym uniemozliwiaty zbadania udziatu SRF w procesie dojrzewania
kolcow dendrytycznych. Druga grupe stanowity badania wykorzystujace myszy
transgeniczne z systemem Cre/loxP, w ktorych delecja Srf byta mozliwa w neuronach
przodomoézgowia jedynie u dorostych osobnikéw. W badaniach przeprowadzonych
przez Ramanan i wsp. (2005) wykorzystano myszy, w ktéorych gen Cre zostal
umieszczony pod kontrolg promotora Synapsyny 1 lub CaMKIla. Umozliwiato to
delecje Srf w moézgach dorostych, co najmniej sze$ciotygodniowych osobnikéw, czyli
juz po zakonczeniu okresu intensywnego dojrzewania kolcow dendrytycznych.
Ponadto, liczne badania koncentrowaty sie na znaczeniu czynnika transkrypcyjnego
SRF w funkcjonowaniu dojrzatych neuronéw (Etkin i in., 2006; Kuzniewskai in., 2016;
Nader i in., 2019). Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy po raz pierwszy
wskazujg na role czynnika transkrypcyjnego SRF w procesie dojrzewania potaczen
synaptycznych na wczesnych etapach rozwoju postnatalnego. Zastosowanie myszy
transgenicznych z delecjag Srf zalezng od Cre, indukowang na wczesnych etapach

rozwoju postnatalnego pozwolito na unikniecie dotkliwych zaburzen spowodowanych
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obnizeniem poziomu SRF jeszcze w Zyciu ptodowym oraz na zbadanie jego roli
w okresie krytycznym dla dojrzewania kolcéw dendrytycznych w rozwoju.

W niniejszej pracy potwierdzono doniesienia literaturowe o rozwojowe;j
regulacji poziomu i aktywnos$ci SRF. W celu weryfikacji ilo$ci biatka SRF
w hipokampach postuzono sie homogenatami pochodzacymi z myszy szczepu
C57BL/6]JCmd. Osobniki te znajdowaty sie na r6znych etapach rozwoju postnatalnego:
od nowonarodzonych oseskéw (P 0) do osobnikéw dojrzatych (P 60). Analiza Western
Blot wykazata, iz poziom SRF jak rowniez kompozycja jego izoform zmieniajg sie
w toku rozwoju osobniczego zwierzecia. Do szczegdlnie interesujgcych zmian
dochodzi na przetomie pierwszego i trzeciego tygodnia zycia zwierzecia (P 7 - P 21),
kiedy to wykrywa sie biatko SRF o petnej dtugosci (od P 7) a znacznie spada poziom
izoformy SRFAS5, ktora prawdopodobnie ma dziatanie hamujgce wzgledem izoformy
bedacej biatkiem o peinej dtugosci (Kemp i Metcalfe, 2000; Uhlen i in., 2015). Ponadto,
w okresie pomiedzy P 7 a P 14 dochodzi do spadku poziomu izoformy SRFA3 - 5
awzrostu ekspresji izoformy SRFA4,5 (Modak i Chai, 2010). U zwierzat
trzytygodniowych obserwujemy wzor ekspresji SRF, ktoéry utrzymuje sie co najmniej
do wieku dojrzatego (P 60). Do tych istotnych zmian w poziome biatka SRF i jego
poszczegbélnych izoform dochodzi w okresie, w ktéorym szczegdlnie intensywnie
dojrzewaja kolce dendrytyczne w rozwoju in vivo (Miller i Peters, 1981). Ponadto,
otrzymane wyniki sg zgodne z rezultatami opublikowanymi przez Stringeri in. (2002),
w ktorych wykazano wzrost poziomu SRF w skrawkach hipokampa i kory mézgowe;j
szczura w oKkresie postnatalnym (P 0 - P 21), ktéry nastepnie utrzymuje sie do wieku
dorostego. Nalezy mie¢ na uwadze, iz czynnik transkrypcyjny SRF jest wyrazany w
mozgu takze w innych komérkach niz neurony, astrocytach i oligodendrocytach (Jain
iin., 2021; Lu i Ramanan, 2012).

Wyniki badan zaprezentowanych w niniejszej rozprawie pokazuja, iz na
wczesnych etapach rozwoju zmienia sie nie tylko sam poziom biatka SRF, lecz réwniez
zalezna od tego czynnika transkrypcyjnego aktywnos¢ transkrypcyjna. W pierwotnych
hodowlach hipokampalnych niosgcych wektory plazmidowe p5xSRE-Luc oraz
pEFlalacZ poréwnano poziom transkrypcji zaleznej od SRF w kolejnych etapach
rozwoju neuronow in vitro (tutaj w DIV 3, DIV 7, DIV 14 i DIV 21). Przeprowadzona
analiza wykazata, iz aktywno$¢ transkrypcyjna zalezna od SRF istotnie wzrasta w dniu

7. prowadzonej hodowli in vitro (w poréwnaniu do DIV 3) oraz utrzymuje sie na
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wysokim poziome w calym analizowanym przedziale czasu (do DIV 21). Wyniki te
wspierajg hipoteze o rozwojowej regulacji poziomu SRF i transkrypcji od niego
zaleznej. Wzrost poziomu SRF i jego aktywno$ci transkrypcyjnej koreluje z etapem
rozwoju postnatalnego neuronéw, na ktérym dochodzi do dojrzewania kolcéw
dendrytycznych. W neuronach hodowanych in vitro juz w tydzien od zatozenia hodowli
na rozgatezionych dendrytach obserwowane sg wypustki o ksztatcie filopodiow (Sala
i wsp., 2001) a w kolejnych czternastu dniach nastepuje ich dojrzewanie potaczone
ze zmiang ksztattu na grzybkowaty i przysadzisty (Papaiin., 1995).

Podsumowujac, ilo$¢ biatka SRF, kompozycja jego izoform jak réwniez poziom
transkrypcji zaleznej od SRF zmienia sie w toku rozwoju. Zmiany te korelujag w czasie
z Zzachodzacym w neuronach procesem dojrzewania kolcow dendrytycznych. Sugeruje
to, iz czynnik transkrypcyjny SRF moze by¢ zaangazowany w regulacje procesu

dojrzewania synaps w rozwoju osobniczym.

5.3. Obnizony poziom SRF w rozwoju powoduje zaburzenia ksztattu, ale
nie gestosci kolcow dendrytycznych

Gtownym celem badawczym niniejszej pracy doktorskiej byto poznanie
wptywu czynnika transkrypcyjnego SRF na proces dojrzewania Kkolcéw
dendrytycznych w rozwoju, a jedna z witasciwosci kolcow zmieniajaca sie wraz
z zachodzeniem tego procesu jest ich ksztatt. Zgodnie z koncepcja filopodialng rozwoju
kolcow dendrytycznych poczatkowo obserwujemy diugie, cienkie wypustki w btonie
dendrytu, ktorych ksztatt wraz z postepujacym procesem dojrzewania potaczen
neuronalnych zmienia sie w przysadzisty lub grzybkowaty (Fiala i in., 1998; Zuo i in.,
2005). W celu zbadania wptywu obnizenia poziomu SRF na wczesnych etapach
rozwoju na ksztatt kolcow dendrytycznych postuzono sie zaréwno modelem in vitro
jak i in vivo. Model zwierzecy stanowity myszy szczepu Srfi/fCaMKCreERTZ2, u ktorych
delecja  Srf  zostata  zaindukowana  poprzez  dootrzewnowe  iniekcje
4-hydroksytamoksyfenu w dniu pigtym, szdstym i sibdmym po narodzinach.
W eksperymentach in vitro wykorzystano pierwotne hodowle neuronéw zatozone
z komérek hipokampoéw nowonarodzonych (P 0) szczurow szczepu Wistar,
transfekowane w dniu pigtym lub sz6stym hodowli wektorami plazmidowymi

kodujacymi krotkie, interferujgce RNA o strukturze szpilki do wtoséw (shCTR lub
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shSRF). Analizy gestosci i ksztattu kolcow dendrytycznych przeprowadzono na
dojrzatych neuronach (myszy w wieku P 60 oraz neurony w DIV 19 - 21) za pomoc3g
programu SpineMagick! i autorskiego skryptu do klasyfikacji ksztattow wypustek.
Wyniki przeprowadzonych poréwnan okazaly sie by¢ zbiezne w obydwu
zastosowanych modelach badawczych. Ponadto, analogiczne wyniki dotyczace
niedojrzatej morfologii kolcow dendrytycznych neuronéw z obniZzonym poziomem
SRF nasza grupa uzyskata w badaniach przeprowadzonych z zastosowaniem
dysocjowanych hodowli z hipokampoéw myszy Srf”f, ktére transfekowano wektorem
plazmidowych pAAV-CRE (Roszkowska i in., 2022).

Analizy wykazatly, iz obnizony poziom SRF nie zaburza liczby wypustek na
dendrytach, czyli nie ma wpltywu na gestos¢ kolcow dendrytycznych. Jednak
w odniesieniu do budowy kolcow dendrytycznych zaobserwowano znaczace réznice
miedzy neuronami Kkontrolnymi, a tymi z obniZzonym poziomem SRF. Kolce
dendrytyczne neuronow z obnizonym poziomem SRF s3 istotnie dtuzsze od kolcow
neuronéw kontrolnych. Obserwacje te s w zgodzie z koncepcja, iz w procesie rozwoju
kolcow dendrytycznych mozemy wyr6zni¢ dwie zasadnicze fazy: formowanie sie
kolcéw oraz ich dojrzewanie i stabilizacje. Etapy te regulowane sg prawdopodobnie
przez rézne molekularne mechanizmy oraz w ré6znym stopniu zaleza od aktywnosci
neuronalnej. W tym kontekscie, brak réznic w gestosci kolcow moze sugerowac, iz
czynnik transkrypcyjny SRF oraz transkrypcja od niego zalezna nie petnig kluczowej
roli w procesie formowania kolcéw dendrytycznych. Oba procesy zdaja sie mie¢ za to
istotne znaczenie dla dojrzewania i stabilizacji tych wypustek. Jak pokazaty wyniki
klasyfikacji kolcow do grupy o niedojrzatym ksztatcie (fiolopodialne i dtugie) oraz
dojrzatym (przysadziste i grzybkowate), obnizenie poziomu SRF skutkuje spadkiem
liczby kolcow dendrytycznych o dojrzatej strukturze. Obserwujemy zatem
zahamowanie procesu dojrzewania kolcéw dendrytycznych, co przejawia sie
wiekszym odsetkiem kolcow filopodialnych i dtugich.

Nalezy mie¢ na uwadze, Zze na dojrzewanie kolcéw dendrytycznych moga
wptywac takze inne procesy regulowane przez SRF, np. rozwdj zakonczen aksonalnych
czy rozrost drzewa dendrytycznego. Mimo, iz w modelu in vivo zaindukowano delecje
Srf dopiero w okresie postnatalnym (w dniu pigtym po narodzinach myszy) kiedy to
pewne etapy rozwoju moézgu zostaly juz osiagniete, to nie mozna wykluczyé¢, iz

obnizony poziom SRF wptyng takze na inne procesy zachodzace w rozwijajacym sie
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OUN. Rozwdj hipokampa zachodzi gtéwnie w dwéch pierwszych tygodniach po
narodzinach myszy i jak pokazaty badania (Knéll i wsp., 2006) obniZzony poziom SRF
na tym etapie rozwoju przyczynia sie do zaburzenia przebiegu szlakéw neuronalnych
w tej strukturze. W badaniach Stritt i Knoll (2010) pokazano, iz delecja Srf w okresie
okotonatalnym powoduje zaburzenia w budowie hipokampa oraz nieprawidtowosci
wrozwoju drzewa dendrytycznego (m.in. neurony myszy SRF KO maja mniej
zakonczen dendrytycznych). W badaniach opisanych w niniejszej rozprawie
doktorskiej przeprowadzono barwienia skrawkéw hipokampdéw myszy metodg Nissla
w celu oceny ich morfologii. Nie odnotowano nieprawidtowo$ci w budowie
hipokampdéw myszy z obnizonym poziomem SRF, ze szczegélnym uwzglednieniem
warstwy komorek piramidowych pola CA1 hipokampa (Roszkowska i in., 2022).

Ponadto, przeprowadzajac analizy ksztattow kolcow dendrytycznych nalezy
mie¢ na uwadze, iZ w rzeczywisto$ci mamy do czynienia z catym kontinuum mozliwych
ksztattow (Ruszczycki i wsp., 2012), a wszelkie proby ich klasyfikacji czy klasteryzacji
sg w pewnym stopniu subiektywne, co moze przektadac sie na otrzymywane wyniki
(Pchitskaya i Bezprozvanny, 2020). Dodatkowo, same metody obrazowania uzyte do
wizualizacji kolcéw dendrytycznych réwniez maja swoje wady, wynikajace
z ograniczonej rozdzielczo$ci mikroskopii konfokalnej. Istnieja tez przestanki
wskazujace, iz opisywane w literaturze kolce przysadziste moga by¢ w rzeczywistosci
kolcami grzybkowatymi o bardzo krotkiej szyjce (Tgnnesen i wsp., 2014). Majac na
uwadze powyzsze argumenty w niniejszej pracy postanowiono sklasyfikowa¢ kolce
dendrytyczne tylko do dwdch szerszych kategorii: kolcow o budowie dojrzatej
i niedojrzatej. Dodatkowo program SpineMagick! za pomocg, ktérego w sposéb
potautomatyczny zaznaczano kolce na dendrytach bazuje na dwuwymiarowych
obrazach neurondéw, co moze przektada¢ sie na pewne odchylenia w pomiarach
wstosunku np. do kolcow dendrytycznych zaznaczonych na podstawie
tréjwymiarowych rekonstrukcji dendrytow (Basu i wsp., 2018).

Wyniki otrzymane w modelu in vivo mozna odnie$¢ do wczes$niejszych badan
(Nader i wsp., 2019) przeprowadzonych roéwniez na myszach szczepu
Srft/fCaMKCreERTZ, u ktoérych zaindukowano delecje Srf u osobnikéw dorostych
(osobniki 2-3 miesieczne). W tym modelu takze nie zaobserwowano ré6zni¢ w gestosci
kolcéw dendrytycznych pomiedzy zwierzetami cKO a WT. Analiza ksztattow kolcow

dendrytycznych wykazata spadek czestosci kolcéw o morfologii dojrzatej, jednak nie
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byt on tak znaczacy jak w badaniach opisanych w niniejszej rozprawie. Pokazuje to, iz
moment w rozwoju zwierzecia, na ktérym dochodzi do obnizenia poziomu SRF ma
kluczowe znaczenie dla obserwowanych zmian. W badaniach opisanych w niniejszej
pracy doktorskiej zaindukowano delecje Srf na wczesnych etapach rozwoju, jeszcze
przed okresem intensywnego dojrzewania kolcow dendrytycznych, co spowodowato
znaczacy (bo az o 24 punkty procentowe) spadek czestosci kolcow grzybkowatych
i przysadzistych. Z drugiej strony delecja Srf zaindukowana po okresie intensywnego
dojrzewania kolcow dendrytycznych, czyli u dorostych zwierzat prowadzi do
obnizenia czestos$ci kolcow o morfologii dojrzatej jedynie o 6 punktéw procentowych
(Naderiin., 2019).

Wptyw SRF na ksztatt kolcow dendrytycznych wydaje sie szczegOlnie
interesujacy w konteks$cie pracy opublikowanej przez del Blanco i in. (2019), w ktorej
to badano znaczenie biatka wigzacego CREB (CBP) na dojrzewanie potaczen
synaptycznych. W badaniach tych wykazano, iz obnizony poziom CBP w neuronach
hodowanych in vitro w trakcie rozwoju prowadzi do zaburzen w ekspresji genéw,
w promotorach ktoérych znajduja sie miejsca wigzania dla SRF. Geny te s3
zaangazowane w réznicowanie i rozw6j neuronéw oraz ich plastycznos¢. Stanowi to
kolejng przestanke do teorii o wspotdziataniu SRF i CBP w regulacji genéw (Hannaiin,,
2009; Nissen i in.,, 2001; Ramos i in.,, 2010). Co ciekawe neurony z obnizonym
poziomem CBP nie majg zmienionej gestosci kolcow dendrytycznych, ale
charakteryzujg sie mniejsza liczbg kolcéw dendrytycznych o ksztalcie grzybkowatym
w porownaniu do neurondéw kontrolnych. Te zaburzenia w morfologii kolcow
dendrytycznych s3 znoszone przez nadekspresje SRF (uzyskang poprzez

wprowadzenie do neuron6w konstruktu SRF-VP16).

5.4. ObniZony poziom SRF zaburza na wtasciwosci elektrofizjologiczne
neuronoéw

Dojrzewanie synaps i procesy plastyczne w nich zachodzace sa $ci$le powigzane
z zmianami we wlasciwos$ciach elektrofizjologicznych tworzacych je neurondw.
Poniewaz kolce dendrytyczne stanowig gtéwne locus synaps pobudzajacych w mézgu,

postanowiono zbada¢ jak zaburzenia w ich strukturze, wywotane obniZzonym

poziomem SRF, wplywaja na transmisje pobudzajaca w neuronach. W tym celu
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przeprowadzono rejestracje miniaturowych pradéw pobudzajacych (mEPSCs)
w konfiguracji whole-cell metoda patch-clamp. W szczurzych neuronach, z obniZzonym
poziomem SRF za pomocg shSRF, hodowanych in vitro odnotowano znaczace roznice
w spontanicznej aktywnos$ci neuronalnej w poréwnaniu do komérek kontrolnych.
Deplecja SRF w neuronach spowodowata obnizenie czestotliwo$ci mEPSCs, a zatem
czas uptywajacy pomiedzy kolejnymi prgdami miniaturowymi jest istotnie dtuzszy niz
w przypadku neuronéw o prawidtowym poziomie SRF. Ponadto, komoérki shSRF
charakteryzujg sie nizszg warto$cig amplitudy mEPSCs.

Mimo iz na wtasciwosci elektrofizjologiczne neuronéw maja wptyw wszystkie
sktadowe synapsy poczwdérnej (Ferrer-Ferrer i Dityatev, 2018) to postuluje sie, Ze
zaobserwowane w niniejszych badaniach réznice miedzy komoérkami odpowiadajg
komponenty postsynaptyczne. Za postsynaptyczng genezg zmian w parametrach
mEPSCs wystepujacych w neuronach z obnizonym poziomem SRF przemawia
zastosowana w metodologia. Dzieki przeprowadzeniu transfekcji neuronalnej o niskiej
wydajnosci (jedynie kilka stransfekowanych komoérek GFP-pozytywnych na ok.
120 tys. neurondéw hodowanych na danym szkietku) mozna zduzym
prawdopodobienstwem zatozy¢, Ze oba poréwnywane ukitady badawcze réznity sie
jedynie wtasciwo$ciami badanych neuronéw postsynaptycznych.

Poniewaz nie odnotowano réznic w gestosSci kolcdw dendrytycznych, nizsza
czestotliwo$¢ mEPSCs w neuronach z obnizonym poziomem SRF moze by¢ wynikiem
mniejszej liczby funkcjonalnych synaps wytworzonych przez te komorki. Jak wskazujg
otrzymane przez nas wyniki (Roszkowska i wsp., 2022), korelacja pomiedzy biatkami
markerowymi dla synaps glutaminergicznych (biatka Bassoon dla czeSci
presynaptycznej i biatka PSD-95 dla cze$ci postsynaptycznej) jest nizsza dla neuronéw
stransfekowanych shSRF w porownaniu do komérek kontrolnych. Neurony
z obnizonym poziomem SRF majg mniej czasteczek PSD-95 w wypustkach dendrytow
niz neurony kontrolne. Przy czym, nie odnotowuje sie réznic w iloSci czasteczek
Bassoon w neuronach presynaptycznych. Wyniki te sugeruja, iZ obnizenie poziomu
SRF skutkuje spadkiem liczby funkcjonalnych synaps tworzonych przez komorki.

Rejestrowane mEPSCs s3 zalezne od receptorow AMPA, dlatego tez
zmniejszenie amplitudy tych pradéow wydaje sie by$S zwigzane z odnotowanym
w niniejszej pracy spadkiem poziomu podjednostek receptora AMPA na powierzchni

neuronéw z obnizonym poziomem SRF. Z kolei, jak pokazujg dane literaturowe,
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poziom synaptycznych receptoréw glutaminianu koreluje ze stopniem dojrzatosci
synapsy: wielkoScig zageszczenia postsynaptycznego (PSD) oraz wielkoSciag
i ksztaltem gtéwki kolca dendrytycznego (Arellano, 2007; Caneiin., 2014; De Roo i in,,
2008).

W celu doktadniejszego zbadania etiologii réznic w aktywnoS$ci neuronéw
z obnizonym poziomem SRF hodowanych in vitro mozna by przeprowadzi¢
dtugotrwate pomiary parametréw elektrofizjologicznych neuronéw w toku rozwoju.
Pozwolitoby to na okreslenie konkretnego momentu w rozwoju, w ktérym dochodzi
do zaburzenia pragdéw synaptycznych tych neuronéw w poréwnaniu do komérek
kontrolnych. W tym celu mozna wysia¢ komorki na specjalnie zaprojektowanym
systemie wielu elektrod (ang. multi-electrode array, MEA), ktory umozliwia
monitorowanie aktywnosci neuronalnej w réznych punktach czasowych w rozwoju
(Negriiin., 2020).

Ciekawe wyniki mogtaby przynie$c¢ tez analiza kinetyki pradow synaptycznych.
Proces dojrzewania kolcow dendrytycznych przejawia sie nie tylko w zmianie ich
ksztattu, ale rowniez w szybszej kinetyce pradéw EPSCs i mEPSCs. Wraz z rozwojem
komorek nerwowych skraca sie czas potrzebny do osiggniecia przez prad 90% jego
wartosci maksymalnej (tzw. szybko$¢ narastania, ang. rise time), co koreluje
z poziomem synchronizacji uwalniania neuroprzekaznikéw z pecherzykéow do
szczeliny synaptycznej. Obserwuje sie tez spadek Sredniej statej czasowej dezaktywacji
pradéw synaptycznych (ang. decay). Stanowi to odzwierciedlenie zmian we
wtasciwos$ciach receptoréw w btonie postsynaptycznej, w tym zmian w kompozycji ich
podjednostek. To rozwojowe ,przyspieszenie” aktywnosci neuronalnej jest
niezmiernie istotne dla prawidtowego funkcjonowania OUN na p6Zniejszych etapach
(Cathala i in., 2005; Wall i in., 2002). Dane literaturowe wskazujg jako przyczyne
,przyspieszenia” pragdéw pobudzajacych w neuronach zmiane stezenia glutaminianu
w przestrzeni synaptycznej (Jonas, 2000), na co wplyw ma takze zmiana ksztaltu
i zwiekszenie wymiaréw gtéwki kolca dendrytycznego w procesie jego dojrzewania

W rozwoju.
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5.5. Wptyw biatka SRF na procesy plastycznos$ci homeostatyczne;j

Na wczesnych etapach rozwoju dochodzi do powstawania licznych potaczen
neuronalnych, a procesowi ich dojrzewania towarzyszy wzrost aktywnoS$ci
synaptycznej. Za utrzymanie réwnowagi w poziomie aktywnoSci catych sieci
neuronowych odpowiedzialne s3 procesy plastycznosci homeostatycznej (Tien
i Kerschensteiner, 2018; Turrigiano i Nelson, 2004). W wyniku dlugotrwatego
pobudzenia (wywotanego poprzez 24-godzinng stymulacje neuronéw hodowanych
in vitro gabazyng bedaca antagonistg receptoréw GABAa) dochodzi do zahamowania
aktywnosci synaptycznej. Co jest obserwowane jako spadek czestotliwosci i amplitudy
mEPSCs. Jak pokazujag wyniki niniejszych badan czynnik transkrypcyjny SRF jest
zaangazowany w regulacje tego procesu, a obnizenie poziomu biatka SRF skutkuje
zaburzeniem tej formy plastycznosci. Na skutek dtugotrwatego pobudzenia prady
mEPSCs neuron6w z obnizonym poziomem SRF stajg sie czestsze (dochodzi do
skrocenia odcinka czasu pomiedzy kolejnymi mEPSCs) oraz odnotowuje sie wzrost ich
amplitudy. Moze by¢ to spowodowane zaburzeniem procesu skalowania
synaptycznego, polegajacego na usuwaniu receptoré6w AMPA z powierzchni btony
synaptycznej w wyniku dlugotrwatego pobudzenia. Biatkiem kluczowym dla
internalizacji receptoréw jest biatko Arc (Shepherd i wsp., 2006), ktérego ekspresja
jest bezposrednio regulowana przez czynnik transkrypcyjny SRF (Etkin i wsp., 2006;
Kalita i wsp., 2006). Zaburzenia w procesach plastyczno$ci homeostatycznej sa
powigzane z wystepowaniem chorob neurorozwojowych czy etiologia epilepsji
(Wondolowski i Dickman, 2013; Zieger i Choquet, 2021). Dane literaturowe
dokumentuja wzmozone wystepowanie drgawek u myszy SRF KO w odpowiedzi na
silne pobudzenie wywotane podaniem kwasu kainowego lub pilokarpiny (Kuzniewska
i wsp., 2016; Losing i wsp., 2017), co wskazuje na nieprawidtowos$ci w plastycznosci
homeostatycznej u tych zwierzat.

Glownymi receptorami jonotropowymi glutaminianu w moézgu sg receptory
NMDA i AMPA. Oba te typy receptorow podlegaja procesowi skalowania
synaptycznego w odpowiedzi na dlugotrwate zmiany w poziomie pobudzenia
(Turrigiano, 2008; Watt, 2010). W pracy Chen i in. (2014) wykazano, zZe proces
skalowania synaptycznego zwigzanego z dlugotrwatymi zmianami w poziomie
pobudzenia dotyczy gtdwnie receptorow AMPA zawierajacych podjednostke GluAZ2.

Stad, w wyniku zmian plastycznych obnizeniu ulega zaréwno poziom podjednostki
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GluA1 (bedacej obligatoryjnag sktadowa receptora AMPA) jaki i podjednostki GluA2 na
powierzchni synapsy (Kerrisk Campbell i Sheng, 2018; Tan i in., 2015). Postuluje sie
takze, Ze zaburzenia w procesie skalowania synaptycznego moga by¢ spowodowane
nieprawidtowym poziomem podjednostki GluA2, na co réwniez wskazuja wyniki
niniejszej pracy. W badaniach przeprowadzonych na myszach pozbawionych genu
Gria2 wykazano wzmocnienie LTP w regionie CA1 hipokampa w porywaniu do EPSCs

myszy kontrolnych (Jiaiin., 1996).

5.6. Czynnik transkrypcyjny SRF reguluje poziom podjednostek
receptora AMPA

Proces dojrzewania kolcow dendrytycznych w rozwoju koreluje ze wzrostem
sity potaczen synaptycznych, zmiang ksztattéw, w tym powiekszeniem sie gtowek
kolcéw, a takze wzrostem poziomu receptoréw na powierzchni synaps. Liczne badania
wskazuja na zwigzek poziomu podjednostek GluAl i GluAZ receptora AMPA na
synapsie ze stopniem jej dojrzatosci i sitg utworzonych potaczen (Henley i Wilkinson,
2016; Matsuzaki i in., 2001; Tracy i in., 2011). W obu niezaleznych modelach in vivo
wykorzystanych na potrzeby niniejszej pracy wykazano, iz neurony z obnizonym
poziomem SRF charakteryzuja sie niskim poziomem podjednostki GluAl i GluA2
zarOwno w odniesieniu do catkowitego poziomu tych biatek, jak i receptorow
wbudowanych w btone komoérki. Wyniki te tacza sie z wnioskami ptynacymi
z przeprowadzonej analizy struktury kolcéw dendrytycznych, z ktorych wynika, iz
wypustki neuronéw z obniZzonym poziomem SRF rzadziej charakteryzujg sie dojrzata,
grzybkowatg budowg niz wypustki komorek kontrolnych. Ponadto, spadek poziomu
podjednostek receptora AMPA na powierzchni neuronéw (ktéry zostat wykazany
zarobwno metodami biochemicznymi jak i immunocytochemicznymi) stanowi
wyjasnienie dla nizszej warto$ci amplitudy mEPSCs tych neuronow.

Nalezy jednak zaznaczy¢, iZ mimo niskiego poziomu GluA2 w neuronach
z deplecja SRF minimalny poziom tego biatka, niezbedny do stabilizacji i utrzymania
fenotypu kolcéw dendrytycznych musi by¢ zachowany w tych komérkach. Przemawia
za tym fakt, iz nie obserwuje sie zmian w gestosci kolcow dendrytycznych na skutek
obnizZenia poziomu SRF, a pewien odsetek wypustek osigga morfologie dojrzatych

kolcéw dendrytycznych w toku rozwoju.
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Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pozwalajg na przyjecie hipotezy, iz
poziom podjednostki GluAl i GluA2 jest regulowany przez transkrypcje zalezng od
SRF. W dwoch niezaleznych modelach biologicznych wykazano znaczacy spadek
pozioméw mRNA dla genu Grial (kodujacego podjednostke GluAl) i genu Gria2
(kodujacego podjednostke GluA2) w neuronach z obniZzonym poziomem SRF na
wczesnych etapach rozwoju. Niedawno ukazaty sie publikacje pokazujace wigzanie sie
czynnika transkrypcyjnego SRF do promotoréw genéw Grial i GriaZ w komorkach
hipokampoéw myszy i mysich fibroblastach (Esnault i in., 2014; Gualdrini i in., 2016),
jednak wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy
dokumentuja spadek poziomu mRNA tych gendéw w neuronach z obniZzonym
poziomem SRF. Mimo to, nie mozna wykluczy¢ istnienia niebezposredniej Sciezki
regulacji poziomu ekspres;ji Grial i Gria2 przez czynnik transkrypcyjny SRF. Chociazby
przez wspomniang juz wcze$niej kontrole ekspresji c-Fos wchodzgcego w sktad
kompleksu AP-1 bedacego waznym czynnikiem w rozwoju postnatalnym neurondéw
(Pennypacker, 1995; Wu i in., 2007).

Otrzymane wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy wspieraja dane
literaturowe mowigce, iz delecja lub nadekspresja genu GriaZ2 kodujacego biatko GluA2
wptywa na powstawanie i dojrzewanie synaps (Passafaro i in., 2003; Saglietti i in.,
2007). Najnowsze doniesienia t3cza mutacje czy delecje w genie Gria2
z wystepowaniem takich zaburzen neurorozwojowych jak ASD, epilepsja czy
niepetnosprawnos$¢ intelektualna (Danesi i in., 2019; Hackmann i in., 2013; Salpietro
iin.,, 2019). Jak juz wspomniano w niniejszej pracy, w obrazie tych choréb takze
obserwuje sie zaburzenia w procesie dojrzewania kolcéw dendrytycznych.

Mimo danych literaturowych méwiacych o znaczacej roli receptorow AMPA
w procesie powstawania potaczen synaptycznych (Medvedeviin, 2008; Passafaroi in.,
2003; Saglietti i in., 2007; Tracy i in., 2011) to na dojrzewanie kolcdw dendrytycznych
z pewnoscig bezposredni wpltyw majg takze inne biatka. Obnizenie poziomu SRF
w miodym mézgu powoduje zaburzenia w ekspresji nie tylko podjednostek receptora
AMPA, ale potencjalnie takze wielu innych genéw zaangazowanych w procesy
plastycznosci neuronalnej. SRF jako czynnik transkrypcyjny reguluje ekspresje
licznych gendéw odpowiedzi wczesnej (IEG) czy kodujacych elementy cytoszkieletu m.
in. c-Fos, Egr1, Arc, Npas4, JunB, Actb, czy Actgl (Kuzniewska i in., 2016; Ramanan i in.,

2005). Biatka te biorg udziat w regulacji morfologii kolcow dendrytycznych w rozwoju
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jak rowniez w odpowiedzi na zmiany pobudzenia neuronalnego (Bellot i in., 2014;
Murakoshi i Yasuda, 2012; Parkitna i in., 2010; Peebles i in., 2010; Sala i Segal, 2014).
Dlatego tez zaburzenia budowy kolcow dendrytycznych obserwowane w neuronach
z obnizonym poziomem SRF s3 najprawdopodobniej wynikiem dysfunkcji

wynikajacych nie tylko z poziomu podjednostek receptora AMPA.

5.7. Regulacja ksztattu kolcow dendrytycznych jest zalezna od
kofaktorow MRTF

Transkrypcja genéw zalezna od MRTF/SRF jest niezbedna do prawidtowego
wzrostu neurytow i rozwoju drzewa dendrytycznego (Ishikawa i in., 2010; Stern i in,,
2009). Badania pokazujg, ze szlak ten jest kluczowy takze dla ekspresji IEG
w odpowiedzi na pobudzenie neuronalne. Sekwencje regulatorowe SARE
(ang. synaptic activity-responsive element) zawierajgce miejsca wigzania dla czynnikéw
transkrypcyjnych CREB, MEF2 i SRF sg niezbedne do wzrostu transkrypcji genu Arc
w odpowiedzi na stymulacje BDNF (Rodriguez-Tornos i in., 2013). Jak wykazaty
badania przeprowadzone przez prof. Tabuchi (Kikuchi i in, 2019) SRF w tym
kompleksie oddziatuje z biatkiem MRTF-B (z rodziny kofaktorow MRTF), a nie
z kofaktorami z rodziny TCF. W badaniach zaprezentowanych w niniejszej rozprawie
udokumentowano wplyw czynnika transkrypcyjnego SRF na dojrzewanie kolcéw
dendrytycznych. Proces ten takze zalezy od oddziatywania SRF z kofaktorami z rodziny
MRTF. Deplecja MRTF w szczurzych neuronach hodowanych in vitro prowadzi do
zatrzymania kolcow dendrytycznych w stadium, na ktérym ich morfologia jest typowa
dla niedojrzatych wypustek. Obnizony poziom MRTF, podobnie jak w przypadku SRF,
nie wptywa na gesto$¢ kolcdw dendrytycznych. Ta cze$¢ wynikéw zostata
opublikowana w pracy Kaneda i in. w roku 2018. Otrzymane rezultaty wspierajg
hipoteze o wspotdziatania SRF i jego kofaktoréw z rodziny MRTF w regulacji procesu
dojrzewania kolcow dendrytycznych w rozwoju. Ponadto doniesienia literaturowe
wskazujg na zaangazowanie biatek MRTF w proces rozwoju OUN, a mutacje lub
substytucje aminokwaséw w ich tancuchach tgczone s3 z wystepowaniem takich
chordéb neurorozwojowych jak ASD czy niepetnosprawnos¢ intelektualna (Holt i in.,
2010; Neale i in., 2012), w obrazie ktorych istotng role odgrywajg zaburzenia procesu

dojrzewania kolcow dendrytycznych.
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5.8. Obnizony poziom SRF w rozwoju wptywa na zachowania spoteczne
dorostych myszy

Wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie zostaty zawarte
w publikacji Roszkowska i in. (2022), w ktorej to poza molekularnymi komponentami
opisano takze dtugofalowy wpltyw obnizonego poziomu SRF w rozwoju na zachowanie
dorostych myszy. W celu zbadania zachowan spotecznych gryzoni postuzono sie
narzedziem Eco-HAB®, ktére pozwala w sposéb w peini zautomatyzowany na
monitorowanie behawioru kohorty zwierzat (PusScian i in., 2016). Rezultaty tych
eksperymentow wskazujg, iz zaburzenia w regulacji ekspresji genow w mtodym
moézgu, spowodowane delecja jednego z gtownych czynnikéw transkrypcyjnych
w OUN - SRF, prowadza do dilugofalowych konsekwencji w zachowaniach
spotecznych. Myszy SRF cKO, zar6wno samice jak isamce, charakteryzuja sie
zaburzeniami w interakcjach spotecznych: mniej chetnie spedzaja czas w grupie
znanych sobie myszy w poréwnaniu do osobnikéw WT. Swiadczy to o trudno$ciach
w nawigzywaniu i utrzymywaniu kontaktow spotecznych, co jest jedng z gtdwnych osi
zaburzen u os6b z ASD (Lai i wsp., 2014; Volkmar, 2011). Podobny fenotyp obserwuje
sie w zachowaniu myszy transgenicznych bedacych modelem ASD. Myszy z delecja
biatka FMRP (Fmrl KO) zwigzanego z zespotem famliwego chromosomu X takze
prezentujg analogiczne zaburzenia w zachowaniach spotecznych (Puscian i in., 2016).
Ponadto, delecja Fmrl powoduje nieprawidlowosci w morfologii kolcow
dendrytycznych: wzrasta ich gesto$¢ a wypustki stajg sie ciensze i dtuzsze (Pan i in.,
2010; Takumi i in., 2020). Zar6wno u os6b z ASD jak i w modelach zwierzecych
odnotowuje sie roéznice miedzyptciowe w zachowaniach spotecznych (Abuaish i in.,
2021; Werling i Geschwind, 2013). U myszy SRF cKO takze zaobserwowano odmienne
zachowanie u samic, ktore przejawiaty silniejsze zainteresowanie zapachem
pochodzacym od nieznanego im osobnika niz samce SRF cKO oraz myszy WT
(Roszkowska i in., 2022).

Opisane badania wskazujg na istotny wptyw SRF i gendéw przez niego
regulowanych na zachowanie zwierzat. Jak pokazano w cytowanej pracy, delecja Srfna
wczesnych etapach rozwoju postnatalnego wptywa na zaburzenia zachowania
obserwowane u dorostych osobnikow. Wynik ten stanowi dopeinienie wnioskéw

ptynacych z badan przeprowadzonych na zwierzetach, u ktérych zaindukowano
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delecje Srf w dorostym moézgu (Nader i in., 2019). U myszy tych zaobserwowano
zaburzenia w zachowaniach typowych dla gryzoni, takich jak budowanie gniazda czy

zakopywanie w $ciotce.
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6. Podsumowanie i wnioski

Wyniki badan zaprezentowane w niniejszej rozprawie wskazuja, iz czynnik
transkrypcyjny SRF jest waznym elementem regulujacym proces tworzenia potaczen
synaptycznych w rozwijajacym sie mozgu. Przeprowadzone badania po raz pierwszy
wykazaty istotny udziat SRF w dojrzewaniu kolcéw dendrytycznych na wczesnych
etapach postnatalnych, co stanowi istotny wktad w poszerzenie wiedzy na temat
procesOw neurorozwojowych. Molekularny i behawioralny fenotyp myszy SRF cKO
posiada cechy wspdlne ze zwierzecymi modelami choréb neurorozwojowych.
Zaburzenia strukturalne i funkcjonalne obserwowane w kolcach dendrytycznych
neuronéw z obnizonym poziomem SRF wskazuja synapsy pobudzajace jako istotny

element w etiologii choréb neurorozwojowych.

W szczegdlnoSci w niniejszej pracy wykazano, iz:
1) Poziom biatka SRF jak rowniez poszczegbélnych jego izoform oraz poziom
transkrypcji zaleznej od SRF s3 regulowane rozwojowo;
2) Kolce dendrytyczne neuronéw hipokampalnych z obnizonym poziomem SRF
charakteryzuja sie niedojrzatg budowa. Obnizony poziom SRF nie wplywa na gestos¢
kolcéw dendrytycznych;
3) Obnizony poziom SRF zaburza podstawowg aktywno$¢ neuronalng powodujac
spadek amplitudy i czestotliwo$ci mEPSCs;
4) W neuronach z obnizonym poziomem SRF zaburzony jest proces plastycznosci
homeostatycznej w odpowiedzi na dtugotrwata stymulacje;
5) Obnizenie poziomu SRF w neuronach skutkuje spadkiem poziomu biatek
podjednostek GluA1l i GluA2 na powierzchni bton;
6) Transkrypcja genéw Grial i Gria2 kodujacych odpowiednio podjednostke GluA1l
i GluA2 receptora AMPA jest regulowana przez SRF, co przektada sie na obserwowany
poziom tych biatek w komérce;
7) Obnizony poziom biatek MRTF powoduje zaburzenia w morfologii kolcéw
dendrytycznych analogiczne do tych wywotanych obnizeniem poziomu SRF. Wskazuje
to na wspotdziatanie SRF i MRTF w procesie regulacji dojrzewania kolcow

dendrytycznych w rozwoju.
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