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STRESZCZENIE

Stwardnienie  guzowate to rzadka, wielonarzadowa choroba genetyczna
charakteryzujaca si¢ wysoce zmiennym obrazem klinicznym. W schorzeniu tym obserwuje si¢
liczne dysplazje komorkowe i tkankowe obejmujgce m.in. skore, rozne narzgdy wewngtrzne
oraz o$rodkowy uktad nerwowy. Co wiegcej, charakterystyczne zmiany neuropatologiczne
rozwijaja si¢ juz w zyciu plodowym. Pacjenci ze stwardnieniem guzowatym wykazuja rowniez
objawy neurologiczne, takie jak epilepsja. Rownie waznym, cho¢ czgsto pomijanym w
diagnozie 1 leczeniu, aspektem stwardnienia guzowatego sg zaburzenia o podtozu
neuropsychiatrycznym (ang. TSC associated neuropsychiatric disorders; TANDs). Patogeneza
tego schorzenia opiera si¢ na nadmiernej aktywnosci szlaku kinazy mTOR, spowodowanej
mutacjg w genach TSC1 lub TSC2. Celem przeprowadzonych w niniejszej rozprawie badan
byla charakterystyka zmian neuroanatomicznych, behawioralnych i molekularnych w modelu
stwardnienia guzowatego w danio pregowanym (tsc2"W242i242) " 3 takze zbadanie dzialania
wybranych zwigzkow farmakologicznych na zaobserwowane fenotypy. W pierwszej czesci
pracy udowodniono, ze homozygotyczne mutanty tsc2"/242"242 wykazuja zmiany w aktywnosci
lokomotorycznej, co jest zwigzane z nadmierng aktywnoscig szlaku mTORC1 oraz napadami
padaczkowymi. Ponadto, na podstawie poglebionej analizy behawioralnej, stwierdzono, ze
larwy tsc2"4242/9242 wrylkazuja fenotypy podobne do niektérych zaburzen z grupy TANDs, takie
jak nasilony lgk oraz zaburzenia funkcji poznawczych. Analiza ilo$ciowa poziomu kortyzolu
pozwolita dodatkowo potwierdzi¢ hipoteze o podwyzszonym lgku w badanym przeze mnie
modelu doswiadczalnym. W drugiej czeSci pracy zbadano patologie zwigzane z wybranymi
obwodami neuronalnymi w moézgu mutantow tsc2"/242u242 j wykazano zaburzenia morfologii
spoidta przedniego oraz problemy z ukierunkowanym wzrostem aksonow. Zaburzenia te
wspoétistnialty ze zmienionym poziomem mRNA genow szlaku Dock-Elmo-Racl,
zaangazowanego m.in. w proces wydtuzania aksonow, wskazujac molekularne podtoze
obserwowanych zmian neuroanatomicznych. Wskazano rowniez na prawdopodobne
zaburzenia réwnowagi neurotransmisji hamujacej, ktéra jest wymieniana, jako jedna z
przyczyn inicjacji napadow padaczkowych oraz rozwoju niepetnosprawnosci intelektualnej u
pacjentow ze stwardnieniem guzowatym. Co wiecej, zbadano wplyw powszechnie
stosowanych w klinice lekow, rapamycyny i wigabatryny, na wybrane zmiany neurologiczne
oraz behawioralne. Rapamycyna byta skuteczna zaréwno przy fenotypach behawioralnych, jak
1 nieprawidlowo$ciach neuroanatomicznych w spoidle przednim moézgu. Wigabatryna
odwracata fenotypy odzwierciedlajagce napady padaczkowe, ale nie polepszyla parametréw
zwigzanych z nasilonym lgkiem u mutantow tsc2"/242"1242 Qprocz tego zidentyfikowano nowy
zwigzek, ANA-12, jako potencjalny lek w stwardnieniu guzowatym. Wptywat on pozytywnie
na niektore aspekty zachowania zwigzanego z lekiem, a takze byt skuteczny w poprawie

morfologii spoidta przedniego.



SUMMARY

Tuberous sclerosis complex (TSC) is a rare genetic disease characterized by a highly variable
clinical picture. Numerous cellular and tissue dysplasias are observed in this disease in multiple
organs, including the central nervous system. Some of these characteristic neuropathological
changes can already be detected during fetal development. Patients with TSC also exhibit
neurological symptoms such as epilepsy which often develop during the first two years of life.
Equally important but often overlooked manifestations of this disease are TSC-associated
neuropsychiatric disorders (TANDs). The TSC pathogenesis results mainly from hyperactivity
of the mTORC1 pathway caused by loss-of-function mutations in TSC1 or TSC2 genes. This
work aims to characterize neuroanatomical, behavioral, and molecular changes in the zebrafish
model of TSC tsc2"W242i242 and investigate the effects of selected drugs on the observed
phenotypes. In the first part of this thesis, | showed that homozygous mutants exhibit alterations
in locomotor activity, associated with hyperactivity of the mTORC1 pathway and seizures.
Furthermore, based on in-depth behavioral analysis, it was found that tsc2"242"u242 aryae
exhibit phenotypes similar to TANDs, such as increased anxiety and cognitive impairment. The
quantitative analysis of cortisol levels further supported the hypothesis of increased anxiety in
this model. The second part of the study examined pathologies of the selected neuronal circuits
in the brain of tsc2"¢242"1242 mutants identifying disturbances in the morphology of the anterior
commissure and the directed axonal growth leading to impaired axon fasciculation. These
abnormalities coexisted with altered mRNA levels of genes of the Dock-EImo-Racl pathway,
which is involved e.g., in axon elongation, indicating a molecular basis for the observed
neuroanatomical changes. Molecular analysis also revealed the probable disturbance of
inhibitory neurotransmission, which is one of the reasons for the initiation of epileptic seizures
and the development of intellectual disability in the TSC patients. Furthermore, the effects of
the TSC clinical drugs, rapamycin and vigabatrin, on selected neurological and behavioral
changes were examined. Rapamycin was effective in rescuing both behavioral phenotypes and
neuroanatomical abnormalities in the anterior commissure of the brain in the tsc2'u242/vu242
mutants. Vigabatrin reversed phenotypes reflecting seizures but did not improve the parameters
associated with increased anxiety in the tsc2'/242"242 mutants. In addition, a novel compound,
ANA-12, was identified as a potential treatment for TSC-related symptoms, as it had a positive
effect on some aspects of anxiety-related behavior and improved anterior commissure
morphology.
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WYKAZ SKROTOW

ADHD

AML

AMPA

AMPK

ASD

BDNF

CBD

CDCA42
cDNA

CRISPR -
Cas9

DAG
DCC

dLGN

DMSO

DOCK

dpf
eNSC

ENU

(ang. attention-deficit hyperactivity disorder) — zesp6t nadpobudliwosci

psychoruchowej z deficytem uwagi
(ang. angiomyolipoma) — naczyniomig¢$niakottuszczaki nerek

(ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) — kwas a-

amino-3-hydroksy-5-metylo-4-isoksazolopropinowy

(ang. 5'AMP-activated protein kinase) — kinaza biatkowa regulowana
przez AMP

(ang. autism spectrum disorder) — spektrum autyzmu

(ang. brain derived neurotrophic factor) — neurotroficzny czynnik

pochodzenia mézgowego

(ang. cannabidiol) — kannabidiol, zwiazek chemiczny zawarty w

konopiach
(ang. cell division cycle 42) — biatko cyklu podziatow komorkowych 42
(ang. complementary DNA) — komplementarny DNA

(ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats - CRISPR
associated protein 9) - zgrupowane, regularnie rozmieszczone, krotkie,

powtarzajace si¢ sekwencje palindromowe — biatko 9 zwigzane z CRISPR
(ang. diacyloglicerole) — diacyloglicerol
(ang. deleted in colorectal carcinoma) — receptor dla netryn

(ang. dorsal lateral geniculate nucleus) — grzbietowe ciato kolankowate

boczne
(ang. dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

(ang. dedicator of cytokinesis) - czynnik wymiany nukleotydu

guaninowego
(ang. days post fertilization) — dni po zaptodnieniu
(ang. embryonic neural stem cells) — embrionalne

(ang. N-ethyl-N-nitrosourea) — N-etylo-N-nitrozomocznik

11



EphA

ERK

FRB

GABA
GAP
GDP

GEF

GTP
Hb
hpf
ID
IP3

iIPSC

LFP

L-LTP

LOH
LTD
LTP
MAPK

MEPSPs

(ang. ephrins A) — efryny A

(ang. extracellular signal-regulated kinases) — kinazy regulowane

sygnatem zewnatrzkomorkowym

(ang. FKBP12-rapamycin-binding domain) — domena wigzaca FKB12 i

rapamycyne

(ang. y-aminobutyric acid) — kwas y-aminomastowy

(ang. GTPase-activating protein) — biatko aktywujace GTPaze
(ang. guanosine-5-diphosphate) - guanozyno-5'-difosforan

(ang. guanine nucleotide exchange factor) - aktywatory wymiany

nukleotydow

(ang. guanosine-5'-triphosphate) - guanozyno-5'-trifosforan
(ang. habenula) - uzdeczka

(ang. hours post fertilization) — godziny po zaptodnieniu

(ang. intellectual disability) — niepelnosprawno$¢ intelektualna
(ang. inositol trisphosphate) — trifosforan inozytolu

(ang. induced pluripotent stem cells) — indukowane pluripotencjalne

komorki macierzyste
(ang. local-filed potential) — lokalny potencjat pola

(ang. late long-term potentiation) — p6zna faza dtugotrwatego

wzmocnienia synaptycznego

(ang. loss of heterozygosity) — utrata heterozygotycznos$ci

(ang. long-term depression) — dtugotrwate ostabienie synaptyczne

(ang. long-term potentiation) — dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne
(ang. mitogen-activated protein kinase) — kinaza aktywowana mitogenami

(ang. miniature excitatory postsynaptic potentials) — miniaturowe

potencjaty postsynaptyczne pobudzajace
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mGlur

mIPSPs

mTOR

mTORC1
mTORC?2
NMDA
NPC
NSC
PKC
PLC-y
PSD

RAC1

RGCs

Rheb

RHO
RPS6
S6K

SEGA

SENs

SGK1

(ang. metabotropic glutamate receptor) — metabotropowe receptory

glutaminianowe

(ang. miniature inhibitory postsynaptic potentials) — miniaturowe

potencjaty postsynaptyczne hamujace

(ang. mechanistic/mammalian target of rapamycin) — ssaczy cel

rapamycyny

(ang. mTOR complex 1) — kompleks pierwszy kinazy mTOR

(ang. mTOR complex 2) — kompleks drugi kinazy mTOR

(ang. N-methyl-D-aspartic acid) — kwas N-metylo-D-asparaginowy
(ang. neural progenitor cells) — komorki neuroprogenitorowe

(ang. neural stem cells) — neuralne komorki macierzyste

(ang. protein kinase C) — kinaza biatkowa C

(ang. phospholipase C gamma) — fosfolipaza C

(ang. post-synaptic site density) — zaggszczenia postsynaptyczne

(ang. RAS-related C3 botulinum toxin substrate 1) — podobny do Ras
substrat 1 sktadnika C3 toksyny botulinowej

(ang. retinal ganglion cells) — komorki zwojowe siatkowki

(ang. Ras homolog enriched in brain) — homolog biatka Ras wzbogacony

W mozgu

(ang. Ras homologous protein) — biatko homologiczne z Ras

(ang. ribosomal protein s6) — rybosomalne biatko S6

(ang. ribosomal protein s6 kinase) — kinaza rybosomalnego biatka S6

(ang. supependymal giant cell astrocytomas) — gwiazdziaki

podwysciotkowe olbrzymiokomorkowe
(ang. supependymal nodules) — okotokomorowe guzki podwysciotkowe

(ang. serum/glucocorticoid regulated kinase 1) — kinaza regulowana

surowicg 1 glukokortykoidami

13


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6446

TALENSs

TANDs

TBC1D7

TEMED

TrkB

TSC

TSC1

TSC2

ZFN

(ang. transcription activator-like effector nucleases) — nukleazy

efektorowe przypominajace aktywator transkrypcji

(ang. TSC associated neuropsychiatric disorders) — zaburzenia

neuropsychiatryczne zwigzane ze stwardnieniem guzowatym

(ang. TBC1 domain family member 7) — biatko 7 nalezgce do rodziny
domeny TBC1

(ang. tetramethylethylenediamine) — N'-tetrametyloetylenodiamina

(ang. tropomyosin receptor kinase B) — kinaza receptora tropomiozyny B
(ang. tuberous sclerosis complex) — stwardnienie guzowate

(ang. tuberous sclerosis 1 protein) — biatko hamartyna

(ang. tuberous sclerosis 2 protein) — biatko tuberyna

(ang. zinc finger nuclease) — nukleaza z motywem palca cynkowego
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1. WSTEP
1.1 Patofizjologia stwardnienia guzowatego

Stwardnienie guzowate (ang. tuberous sclerosis complex; TSC) to wielonarzadowa
choroba rozwojowa, ktérej wystepowanie szacuje si¢ na 1:6000 zywych urodzen (Osborne,
Fryer, i Webb 1991). Objawy TSC obejmujg zmiany skorne, zmiany rozwojowe W obrgbie
narzadow wewngtrznych i narzadzie wzroku oraz W o$rodkowym uktadzie nerwowym, wraz
z charakterystycznymi tagodnymi guzami typu hamartoma (Curatolo 2007; Switon i wsp.
2016). Pierwsze symptomy choroby pojawiaja si¢ juz W zyciu ptodowym i postepuja we
wczesnym dziecinstwie. Na stan zdrowia pacjentow, szczegdlnie we wcezesnych etapach
choroby, duzy wplyw maja zmiany neuropatologiczne i objawy neurologiczne, od ktorych

zalezy po czg$ci dlugos¢ oraz jako$¢ zycia ludzi ze stwardnieniem guzowatym.

Stwardnienie guzowate jest uwarunkowane genetycznie. Choroba rozwija si¢ na skutek
mutacji w genie TSC1 lub TSC2, ktora powoduje utrate funkcji tych genow. Schorzenie to jest
dziedziczone autosomalnie dominujaco (posta¢ rodzinna) lub powstaje w wyniku mutacji
de novo (posta¢ sporadyczna). U 70% pacjentow ze stwardnieniem guzowatym mutacja
dotyczy inaktywacji genu TSC2, a w 20% genu TSC1 w catym organizmie. Do pozostatych
10% zalicza si¢ osoby, U ktorych nie zidentyfikowano mutacji badz tez wykazano mozaicyzm
somatyczny, czyli obecnos¢ mutacji w genach TSC1 lub TSC2 tylko w niektorych tkankach,
czy komorkach (Sancak i wsp. 2005; Dabora i wsp. 2001). Poszczeg6lni pacjenci maja bardzo
zroznicowane objawy choroby, nawet W przypadku wystepowania mutacji w tym samym genie
(Dabora i wsp. 2001). Ocenia sig, ze cigzszy obraz kliniczny wystepuje W przypadku utraty
funkcji genu TSC2 (Lewis i wsp. 2004; Sancak i wsp. 2005). Geny TSC1 i TSC2 pelnig rolg
“antyonkogenoéw” czyli genéw supresorowych transformacji nowotworowej. Oznacza to, ze
do rozwinigcia guzow konieczna jest utrata obu kopii genow tzw. utrata heterozygotycznosci
(ang. loss of heterozygosity; LOH). U pacjentow ze stwardnieniem guzowatym mechanizm ten
poczatkowo obserwowano w wielu narzadach wewnetrznych poza uktadem nerwowym,
natomiast dopiero pozniejsze badania potwierdzity wystepowanie LOH réwniez w guzach
mozgu, takich jak gwiazdziaki podwysciotkowe olbrzymiokomorkowe (ang. supependymal
giant cell astrocytomas; SEGA) czy guzki korowe (ang. cortical tubers) (Bongaarts i wsp.
2017; Feliciano 2020; Martin i wsp. 2017). W warunkach prawidtlowych produkty biatkowe
wspomnianych gendéw, hamartyna (TSC1) i tuberyna (TSC2), tworza kompleks majacy za
zadanie hamowaé aktywno$¢ kinazy mTOR (ang. mechanistic/mammalian target of

rapamycin). W wyniku braku funkcjonalnego kompleksu TSC1-TSC2 w stwardnieniu
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guzowatym szlak kinazy mTOR ulega niekontrolowanej i nadmiernej aktywacji. W uktadzie
nerwowym prowadzi to do zaburzenia procesow niezbednych dla prawidlowego rozwoju
mozgu, takich jak r6znicowanie | migracja komorek neuroprekursorowych, formowanie
aksonow i dendrytow (aksono- i dendrytogenezy), synaptogeneza oraz aktywno$¢ neuronalna
(Lipton i Sahin 2014; Takei i Nawa 2014; Switon i wsp. 2016; 2017).

1.1.1 Objawy stwardnienia guzowatego w osrodkowym ukladzie nerwowym

Najczesciej spotykane patologiczne zmiany W osrodkowym uktadzie nerwowym to:
guzki korowe dzielace liczne cechy patologiczne z dysplazjami korowymi, zaburzenia struktury
istoty  biatej mozgu, pierwotne guzy mozgu gwiazdziaki  podwysciotkowe
olbrzymiokomérkowe  (SEGA) oraz  okolokomorowe  guzki  podwysciotkowe
(ang. supependymal nodules; SENs) uwazane za zmiany prekursorowe dla SEGA (Curatolo,
Moavero, i de Vries 2015; DiMario 2004). Guzki korowe tworzone sg na etapie formowania
kory mozgowej podczas zycia ptodowego (Barkovich i wsp. 2005). Pod wzgledem budowy
histologicznej charakteryzuja si¢ niepoprawnym uwarstwieniem wzgledem kory modzgu,
przerostem gleju gwiazdzistego (astrocytow) 1 obecnoscig wielojadrowych komorek
olbrzymich oraz dysmorficznych neuronéw 0 nieprawidlowym potozeniu (Feliciano i wsp.
2013; Mizuguchi 2007). Innym réwnie powaznym zaburzeniem neurologicznym jest padaczka
(epilepsja), ktora wystepuje u 80-90% zdiagnozowanych pacjentdéw ze stwardnieniem
guzowatym i W znaczacym stopniu przyczynia si¢ do $miertelnosci (Holmes i wsp. 2007).
Napady padaczkowe rozpoczynaja si¢ zwykle w okresie niemowlgcym, czgsto prowadzac do
rozwoju zespotu Westa, charakteryzujacego si¢ specyficznym typem napadow tzw. ,,spazmami
niemowlecymi” (ang. infantile spasms; napady zgieciowe) (Kotulska i wsp. 2014). Przy zespole
Westa rokowania nie sg pomyslne, czesto obserwuje si¢ rozwoj dodatkowych rodzajow
padaczek, w tym lekoopornych i moze si¢ wigzac z przedwczesng $miercig pacjenta (Lagae i
wsp. 2010). Pomimo prowadzonych na $wiatowa skale badan, przyczyny napadow
epileptycznych w stwardnieniu guzowatym wciaz nie sg jasne. Uwaza sig¢, ze kluczowg rolg w
aktywnosci epileptyczne] maja powstajace W mozgu guzy, jednakze istnienie modeli
zwierzecych tej choroby, wykazujacych spontaniczne napady padaczkowe pomimo braku
hamartom w osrodkowym uktadzie nerwowym, wskazuja na dodatkowa, niezalezng przyczyng
lub inny mechanizm powstawania epilepsji (Goorden i wsp. 2007; Lozovaya i wsp. 2014).
Proponowane patomechanizmy potencjalnie wyja$niajace epileptogeneze w stwardnieniu

guzowatym to zaburzenia w roéwnowadze pobudzajacego i hamujacego przewodnictwa
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synaptycznego oraz zmiany W warstwowosci kory méozgowej spowodowane nieprawidtowg

migracja neuronéw (Curatolo, Moavero, i de Vries 2015; Ruffolo i wsp. 2016).

1.1.2 Objawy neuropsychiatryczne w stwardnieniu guzowatym (TANDs)

Na zroznicowany obraz kliniczny stwardnienia guzowatego sktadajg si¢ nie tylko
zaburzenia neurologiczne, ale rdwniez neuropsychiatryczne objete terminem TANDs
(ang. TSC associated neuropsychiatric disorders). Wystepuja one uok. 90 % o0sob
zdiagnozowanych ze stwardnieniem guzowatym (Curatolo, Moavero, i de Vries 2015; De Vries
i wsp. 2015). Zaburzenia te zalezne sg czgsto od wieku pacjentow, tak wiec niemowleta, dzieci,
mtodziez i doro$li mogg wykazywac zupetnie rozne spektrum objawoéw choroby. Na poziomie
behawioralnym odnotowano m.in. agresje (37-66%), hiperaktywno$¢ (22-73%), stany
depresyjne (19-43%), trudnosci spoteczne czy problemy z koncentracja i snem (Eden i wsp.
2014; Pulsifer, Winterkorn, i Thiele 2007; Lewis i wsp. 2004; De Vries, Hunt, i Bolton 2007).
Na poziomie psychiatrycznym i intelektualnym stwierdzono m.in. wyst¢gpowanie spektrum
autyzmu (ang. autism spectrum disorder; ASD) (40-50%), zaburzen lgkowych (41-56%),
zespotu nadpobudliwos$ci psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. attention-deficit
hyperactivity disorder; ADHD) (30-50%) oraz niepelnosprawnosci intelektualnej (ang.
intellectual disability; ID) 0 réznym stopniu nasilenia (50-64%) (D’Agati i wsp. 2009;
Curatolo, Napolioni, i Moavero 2010; de Vries i wsp. 2018). Za posrednie przyczyny
powstawania TANDSs u pacjentéw ze stwardnieniem guzowatym uwaza si¢ guzki korowe i inne
strukturalne nieprawidtowosci W mézgu oraz napady padaczkowe. Pod uwage brane sg rowniez
hipotezy wskazujace, ze moze istnie¢ bezposrednia droga od nadmiernej aktywacji szlaku
MTOR do rozwoju TANDs (de Vries i wsp. 2018; de Vries i Howe 2007; Ehninger, de Vries, i
Silva 2009). Szczegdtowy podziat TANDs przedstawiono na Ryc. 1.1.
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- opoZnienie rozwoju
mowy

Ryc. 1.1 Schemat zaburzen neuropsychiatrycznych wspolwystepujacych w stwardnieniu
guzowatym tzw. TANDs (ang. TSC associated neuropsychiatric disorders). Termin TANDs
obejmuje neuropsychiatryczne objawy choroby dotykajace roznych aspektow zycia pacjentow
ze stwardnieniem guzowatym. Grafik¢ wykonano na podstawie pracy Curatolo i wsp. 2015
(Curatolo, Moavero, i de Vries 2015).

1.1.3 Kliniczne leczenie farmakologiczne stwardnienia guzowatego

Biorac pod uwage, ze stwardnienie guzowate spowodowane jest niekontrolowang
aktywnoscig szlaku mTOR, zidentyfikowanie inhibitorow kinazy mTOR, a doktadnie
rapamycyny i jej analogow, dato nadziej¢ terapeutyczng W leczeniu nastepstw tej choroby.
Rapamycyna to antybiotyk makrolidowy pozyskany z bakterii glebowych Streptomyces
hygroscopius, charakteryzujacy si¢ dziataniem immunosupresyjnym oraz antyproliferacyjnym.
Analogi rapamycyny (rapalogi), takie jak ewerolimus, zostaty stworzone w celu ulepszenia
stabilno$ci, rozpuszczalno$ci oraz farmakokinetyki rapamycyny, awiec polepszenia
skuteczno$ci oraz bezpieczenstwa leku. Molekularny mechanizm dziatania rapalogdéw jest
wspolny. Rapamycyna wraz z wewnatrzkomérkowym biatkiem FKBP12 tworzy kompleks,
ktoéry przytacza si¢ do kinazy mTORC]1 poprzez obecna w niej specyficzng domen¢ FRB (ang.
FKBP12-rapamycin-binding domain), co prowadzi do allosterycznego hamowania tej kinazy
(Choi i wsp. 1996; Dumont i Su 1995). W 2009 roku rozpocze¢to pierwsze miedzynarodowe
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badania kliniczne nad zastosowaniem analogéw rapamycyny W leczeniu stwardnienia
guzowatego. W kolejnych latach wykazano miedzy innymi, ze ewerolimus nie tylko zmniejsza
wielko$¢ 1 rozwdj guzéow SEGA, ale rowniez pozytywnie wplywa na patologiczne zmiany
powstate W nerkach (naczyniomig$niakotluszczaki nerek; ang. angiomyolipoma; AML) oraz na
skorze (naczyniakowldkniaki i wiokniaki), atakze redukuje czestotliwos¢é napadow
epileptycznych (Franz i wsp. 2016; Qin i wsp. 2010; Krueger i wsp. 2016). W 2017 roku
Europejska Agencja Medyczna zatwierdzita zastosowanie ewerolimusu w leczeniu
pomocniczym przy lekoopornych napadach ogniskowych (ang. partial seizures) u pacjentow
powyzej drugiego roku zycia. Niemniej jednak dtugotrwale stosowanie rapalogow powoduje
ogoblnoustrojowe dziatania niepozadane, w tym zapalenie bton sluzowych, zwigkszone ryzyko
zakazen, hiperglikemig i hiperlipidemig, a nawet $miertelne zapalenie ptuc (Zuber i wsp. 2008;
Kim i Lee 2019). Ponadto, istnieja dowody z badan u ludzi oraz na modelach zwierzgcych
stwardnienia guzowatego wskazujace, ze odstawienie inhibitorow mTOR moze prowadzi¢ do

nawrotu objawow klinicznych (Samueli i wsp. 2016; Krueger i wsp. 2016; 2013).

Lekiem pierwszego wyboru dla dzieci z napadami zgigciowymi lub napadami
ogniskowymi jest wigabatryna — inhibitor transaminazy kwasu y-aminomastowego
(ang. y-aminobutyric acid; GABA) (Hancock i Osborne 1999; Curatolo, J6zwiak, i Nabbout
2012). Rozpoczgcie terapii  wigabatryng W okresie niemowlgcym ma  korzystny,
dhugoterminowy wplyw w leczeniu padaczek, a takze w rozwoju uktadu nerwowego u dzieci
ze stwardnieniem guzowatym. Mechanizm hamowania przez wigabatryng napadéw
zgieciowych w tej chorobie nie jest dobrze poznany. Co cickawe, dzialanie wigabatryny moze
nie ograniczac si¢ do zapobiegania rozpadowi kwasu y-aminomastowego i wzmacniania w ten
sposob hamujacej transmisji synaptycznej. W mysim modelu stwardnienia guzowatego
wykazano, ze zastosowanie wigabatryny przyczynia si¢ rowniez do zmniejszenia aktywnosci
kinazy mTOR (Zhang i wsp. 2013), jednak dane te nie zostaty dotychczas potwierdzone w
innych modelach i u pacjentow. Niemniej jednak stosowanie tego leku moze wigzaé si¢ z
dziataniami niepozadanymi — u niektorych pacjentow dlugotrwale stosowanie wysokich dawek
wigabatryny powodowato rozwdj wad pola widzenia (Golec i wsp. 2021; Singh i Carson 2021).
W przypadku, gdy pierwsza linia leczenia zawiedzie, w kolejnym kroku stosuje si¢
kortykotroping, ktora jest skuteczna przy napadach zgigciowych oraz terapie skojarzone lekami

0 dziataniu antyepileptycznym (Curatolo i wsp. 2018).

Chociaz poczyniono duze postepy W identyfikacji i terapii wielu probleméw obecnych

w stwardnieniu guzowatym, w tym SEGA i epilepsji, objawy neuropsychiatryczne pozostaja
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niedostatecznie rozpoznawane i leczone. Pojawia si¢ coraz wiecej dowodow na to, ze okreslone
elementy zaburzen neuropsychiatrycznych w tej chorobie mozna bezposrednio przypisac
rozregulowaniu $ciezki sygnatowej mTOR. Miedzy innymi udowodniono, ze zastosowanie
inhibitorow mTORC1 w mysich oraz szczurzych modelach stwardnienia guzowatego
poprawiato funkcje poznawcze oraz zachowania spoleczne zwierzat (Petrasek i wsp. 2021;
Ehninger i wsp. 2008; Sato i wsp. 2012). W przypadku ludzi istnieja bardzo ograniczone dane.
Dotychczas przeprowadzono jedynie dwa badania kliniczne wczesnej fazy dotyczace
stosowania ewerolimusu u pacjentow ze stwardnieniem guzowatym w Kierunku terapii
TANDs. W przypadku pierwszego z badan przeprowadzonych u 0os6b dorostych, stwierdzono
popraw¢ W procesach zapamigtywania oraz umiejetnosci wykonawczych (Davies i1 wsp. 2011;
de Vries i wsp. 2018). W kolejnym badaniu z udziatem dzieci i mtodziezy nie odnotowano
znaczacej poprawy W zakresie objawow typu TANDs, w tym zdolnosci intelektualnych czy
problemow behawioralnych. Uzyskane wyniki byly zréznicowane w zaleznos$ci od pacjenta,
przez co trudne i niejednoznaczne w interpretacji. Jedynie u czg¢éci badanych stwierdzono
poprawe W funkcjach poznawczych oraz w zachowaniach spotecznych (Krueger i wsp. 2017).
Tak wiec, zastosowanie rapalogdw ma szanse¢ zosta¢ ukierunkowang molekularnie terapig
przynajmniej niektorych aspektow TANDs. Warto jednak poszukiwa¢ nowych, bardziej
efektywnych terapii. Badania przesiewowe lekow oraz nowych zwigzkéw chemicznych
wymagajg zastosowania modeli umozliwiajagcych wysokoprzepustowe analizy skutecznosci

substancji oraz ich toksycznosci w przypadku tych drugich.

1.2 Modele zwierzece w stwardnieniu guzowatym

Istnieje kilkanascie zwierzecych modeli stwardnienia guzowatego i chociaz zaden
z nich nie odzwierciedla w petni ludzkiego fenotypu choroby — kazdy dostarczyl cennych
informacji na jej temat. W wiekszosci badan dotyczacych tej choroby stosowane byty modele
ssacze, takie jak mysz, czy szczur, natomiast w 2009 roku po raz pierwszy wykorzystano model

ryby danio pregowany, ktéry oméwiono w Rozdziale 1.7.

Wsrod modeli ssaczych powszechnie uzywane sa modele mysie uzyskane poprzez
zastosowanie ro6znego rodzaju modyfikacji genetycznych oraz rzadziej stosowany, naturalny
model szczurzy tzw. szczur Ekera niosgcy spontaniczng mutacje linii zarodkowej inaktywujaca
gen Tsc2. Szczury te rozwijaja liczne guzy, w szczegdlnosci naczyniomigsniakottuszcezaki
nerek, atakze guzy macicy i przysadki mozgowej, jednak nie wykryto u nich powaznych
patologii anatomicznych w osrodkowym uktadzie nerwowym ani spontanicznych drgawek.

Pomimo tego Waltereit i wsp. (2006) zaobserwowali uszczurow Ekera zaburzenia
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W plastycznos$ci synaptycznej, zmiany W funkcjach poznawczych, w tym pamieci epizodyczne;j
oraz nasilong podatnos¢ na napady drgawkowe wywotywane farmakologicznie. W modelach
mysich opierajacych si¢ na nokaucie genowym, a wiec inaktywacji genow Tscl lub Tsc2,
mutanty homozygotyczne wykazywaty wysoka smiertelno$¢ na wczesnych etapach rozwoju.
Z uwagi na to badania prowadzono na mutantach heterozygotycznych (w niniejszej pracy
nazywane Tsc1*"i Tsc2*") lub tworzono odrebne mutanty z warunkowym wyltaczeniem genow
w $cisle okreslonych tkankach i komérkach (tzw. nokauty warunkowe). Mysie mutanty Tsc1*"
i Tsc2"" wykazywaly patologiczne zmiany w strukturze nerek i watroby oraz podwyzszona
$miertelnos¢ (Switon i wsp. 2017). U zadnego z nich nie rozwingty si¢ guzy W osrodkowym
uktadzie nerwowym, a spontaniczne drgawki zaobserwowano jedynie w modelu Tscl1*
opisanym w pracy Lozovaya i wsp. (Switon i wsp. 2017; Lozovaya i wsp. 2014). Mimo tego,
stwierdzono szereg deficytoéw behawioralnych w tym zaburzenia zachowan spotecznych oraz
upos$ledzenie procesow uczenia si¢ | zapamigtywania (Ehninger i wsp. 2008; Goorden i wsp.
2007). Pojawienie si¢ fenotypow podobnych do objawdéw neuropsychiatrycznych w
stwardnieniu guzowatym, bez widocznych zmian neuropatologicznych sugerowato, iz
obserwowane fenotypy moga wynika¢ z bardziej subtelnych nieprawidtowosci
w mechanizmach molekularnych badZ tacznosci obwodow neuronalnych. Niemniej jednak
brak charakterystycznych zmian anatomicznych w osrodkowym uktadzie nerwowym wymogt
zastosowanie bardziej skomplikowanych metod genetycznych w celu stworzenia adekwatnego
modelu stwardnienia guzowatego. Nokauty warunkowe w wybranych populacjach neuronow
uzyskiwano m.in. za pomoca techniki rekombinacji Cre/Lox. Metoda ta polega na usuwaniu
wybranych genow poprzez krzyzowanie myszy, U ktérych badany gen oflankowany jest
przez sekwencje LoxP rozpoznawane przez enzym rekombinaz¢ Cre Z myszami posiadajagcymi
gen rekombinazy Cre pod tkankowo- lub komérkowo-specyficznym promotorem (Kim i wsp.
2018). W wyniku takiej krzyzowki powstaje linia transgeniczna z delecjg wybranych genow w
danej populacji komorek. Mutanty z delecjg Tscl w komoérkach gleju radialnego (komorki
progenitorowe neurondéw, astrocytow i oligodendrocytow) wykazywaty spontaniczne napady
drgawkowe, zwickszong proliferacje astrocytow W korze moézgowej oraz hipokampie,
zaburzenia homeostazy receptoré6w glutaminianu oraz przedwczesna $Smiertelnos¢ (Uhlmann i
wsp. 2002). W innym modelu, z warunkowsg delecjg Tscl w embrionalnych, neuronalnych
komorkach progenitorowych, zaobserwowano powigkszenie rozmiaru moézgu Oraz
wystepowanie cytomegalicznych neurondéw, wykazujgcych znaczny wzrost aktywnosci szlaku
MTORCL. Oproécz tego stwierdzono powazne wady W uwarstwieniu kory mozgowej, obecnosc¢

powigkszonych dysmorficznych astrocytow I zaburzenia mielinizacji neuronéw (Carson i wsp.
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2012). Analogiczne defekty zaobserwowano u mutanta z warunkowym nokautem Tsc2
w komorkach gleju radialnego w rozwijajacej si¢ korze mozgowe;j i hipokampie. Potwierdzono
takze zaburzenia migracji skutkujace nieprawidlowosciami W strukturze kory moézgowe;,
obecno$¢ cytomegalicznych neurondw, liczne skupiska nieprawidtowo potozonych komorek
nerwowych i wady mielinizacji (Way i wsp. 2009). Zmiany neuropatologiczne przypominajgce
guzki korowe udato si¢ odwzorowac jedynie w mysim modelu z utratg heterozygotycznoS$ci
(LOH) w genie Tscl (Feliciano i wsp. 2011). Jednakze stworzenie takiego modelu wigzato si¢
z zastosowaniem skomplikowanych metod genetycznych. Feliciano i wsp. (2011) wykorzystali
transgeniczne myszy Tsc1*", w ktorych jedyny allel Tscl byt oflankowany sekwencjami LoxP.
Nastepnie za pomocg elektroporacji in utero rekombinazy Cre, usunigto Tscl w wybranych

embrionalnych komoérkach neuroprogenitorowych.

Podsumowujac, badanie przyczyn oraz mechanizméw choroby, ktorej etiologia
wymaga skupienia si¢ na wczesnych etapach rozwoju (in utero) jest utrudnione w modelach
ssaczych 1wymaga skomplikowanych metod badawczych, jednocze$nie ograniczajac
wykorzystanie metod przyzyciowych. Wszystko to razem narzuca konieczno$¢ tworzenia
r6znych modeli ssaczych dla kolejnych etapow rozwoju (np. Z uzyciem rdéznych promotorow
lub systemow indukowalnych). W zwigzku z powyzszym badanie zwigzkow przyczynowo-
skutkowych jest utrudnione, a prowadzenie badan przesiewowych w tych modelach, pod katem
potencjalnych terapii w stwardnieniu guzowatym, wigze si¢ z wysokimi kosztami oraz dtugim

czasem badan.

1.3 Molekularne podstawy stwardnienia guzowatego

1.3.1 Budowa kompleksu bialkowego TSC1-TSC2

Kompleks TSC1-TSC2 ztozony jest z biatek hamartyny (TSC1, 140 kDa) i tuberyny
(TSC2, 200 kDa) kodowanych odpowiednio przez geny supresorowe nowotworéw TSC1
I TSC2. W sktad tego kompleksu wchodzi takze biatko TBC1D7 (ang. TBC1 domain family
member 7; 34 kDa) (Dibble i wsp. 2012; Van Slegtenhorst i wsp. 1998). Biatka TSC1 i TSC2
nie wykazuja homologii ze soba ani tez z zadnymi innymi biatkami i s3 ewolucyjnie
konserwowane. Wsrod organizmow  wielokomoérkowych wystepuja ich liczne ortologi
(odpowiednio 284 dla TSC1 i 203 dla TSC2) (Huang i Manning 2008; Ensembl Genomes b.d.;
b.d.). Biatka TSC1, TSC2 i TBC1D?7 $cisle wspotdzialaja ze soba na poziomie molekularnym.
TSC1 stabilizuje biatko TSC2 zapobiegajac jego degradacji. TBC1D7 stabilizuje
heterodimeryczny kompleks TSC1-TSC2 poprzez bezposrednig interakcje z domeng coiled-
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coil (ang. coiled-coil domain; CCD) biatka TSC1 (Yang i wsp. 2021; Hodges i wsp. 2001;
Benvenuto i wsp. 2000). Biatko TSC2 zawiera domeng aktywujaca GTPaz¢ (ang. GTPase-
activating protein; GAP). Domena GAP umozliwia inaktywacje matych biatek G z rodziny Ras
poprzez hydroliz¢ guanozyno-5'-trifosforanu (ang. guanosine-5'-triphosphate; GTP) do
guanozyno-5'-difosforanu (ang. guanosine-5 -diphosphate; GDP) (Switon i wsp. 2017; Tee i
wsp. 2016). Dzigki temu TSC2 moze inaktywowac biatko Rheb, bedace homologiem biatka
Ras wzbogaconym w moézgu (ang. Ras homologue enriched in brain; Rheb) (Switon i wsp.
2016; Tee i wsp. 2003; Inoki i wsp. 2003). Poprzez aktywnos¢ GTPazowg TSC2, kompleks
TSC1-TSC2 negatywnie reguluje potozony ponizej Rheb szlak kinazy mTOR (bardziej

szczegblowo omowione w Rozdziale 1.3.2, schemat szlaku na Ryc. 1.2).

1.3.2 Sciezka kanoniczna TSC1-TSC2-mTORC1

Kompleks biatkowy TSC1-TSC2 peini funkcje supresora nowotworéw regulujac
$ciezke sygnatowa kinazy mTOR. Scisle konserwowana wérod eukariontoéw kinaza serynowo-
treoninowa MTOR odpowiada w organizmie za szereg waznych proceséw fizjologicznych
m.in. wzrost, proliferacje i metabolizm komorek, synteze biatek, autofagi¢ oraz regulacje
cytoszkieletu (Switon i wsp. 2017). Kinaza mTOR wchodzi w sktad dwoch odrebnych,
multimerycznych kompleksow, ktore kontroluja odmienne procesy komorkowe. Kompleks
pierwszy kinazy mTOR (mTORC1) kontroluje synteze biatek, transkrypcjg, syntezg
nukleotydow, dynamike mikrotubul i autofagi¢. Kompleks drugi kinazy mTOR (mTORC?2) jest
mniej zbadany niz mTORC1 i odpowiada m.in. za reorganizacje¢ cytoszkieletu aktynowego oraz
przezywalnos$¢ komorki poprzez wywieranie efektu plejotropowego, jako aktywator kinazy
Akt, kinazy biatkowej C (PKC) oraz kinazy regulowanej surowica i glukokortykoidami (SGK1)
(Switon i wsp. 2017; Luo i wsp. 2018). Kompleks TSC1-TSC2 reguluje mTORC1 za
posrednictwem biatka Rheb (Ryc. 1.2). Biatko to ma aktywnos¢ GTPazy i w potaczeniu z GTP
stymuluje mTORC1. W wyniku aktywno$ci GTPazowej TSC2, ktora polega na hydrolizie GTP
w biatku Rheb do GDP, nastgpuje hamowanie Rheb, a co za tym idzie takze kompleksu
MTORC1 (Tee i wsp. 2003; Inoki i wsp. 2003). Co istotne, zarowno TSC2, jak i TSC1 sg
niezbg¢dne dla prawidlowego funkcjonowania kompleksu TSC1-TSC2, dlatego tez mutacja
nawet w jednym z gendéw kodujacych te biatka powoduje rozregulowanie $ciezki sygnatowej
TSC1-TSC2-mTORC1. W szlakach ponizej mTOR, kompleks pierwszy kinazy promuje
synteze i translacj¢ biatek poprzez bezposrednig fosforylacje m.in. kinazy rybosomalnego
biatka S6 (S6K) (Ryc. 1.2). W wyniku aktywacji S6K nastepuje fosforylacja jej substratow
m.in. rybosomalnego biatka S6 (RPS6) (Ruvinsky i wsp. 2005). Poziom fosforylacji biatka
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RPS6 jest wigc bezposrednio zwigzany z poziomem aktywacji kompleksu mTORCL1 i z tego

powodu bardzo czesto wykorzystywany, rowniez w niniejszej rozprawie, jako jego marker.

Kompleks TSC1-TSC2 jest regulowany potranslacyjnie przez kilka glownych szlakow
sygnatowych w komorkach: szlak kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i Akt (PI3K-Akt), szlak
kinazy regulowanej sygnalem zewnatrzkomorkowym (ERK) oraz szlak kinazy bialkowej
aktywowanej przez AMP (AMPK). Szlaki PI3K-Akt oraz ERK sg stymulowane pod wptywem
m.in. czynnikow wzrostu i negatywnie regulujg aktywnos$¢ kompleksu TSC1-TSC2 przez
fosforylacje biatka TSC2 (Ryc. 1.2) (Inoki i wsp. 2002; Ma i wsp. 2005). Natomiast szlak
AMPK aktywuje TSC2 podczas niekorzystnego stanu energetycznego komorek, tym samym
hamujac dziatanie mTORCI1 (Ryc. 1.2) (Inoki, Zhu, i Guan 2003).

@9
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Ryc. 1.2 Schemat $ciezki sygnalowej TSC1-TSC2-mTORC1. ERK - kinaza regulowana
sygnatem zewnatrzkomorkowym; AMPK — kinaza biatkowa regulowana przez AMP; Akt —
kinaza biatkowa Akt; TSCI-TSC2 — kompleks biatkowy hamartyny i tuberyny; Rheb —
homolog biatka Ras wzbogacony w mozgu; mTORC1 — kompleks pierwszy kinazy mTOR,;
S6K — kinaza rybosomalnego biatka S6; RPS6 — rybosomalne biatko S6. Szczegdtowy opis w
tekscie.
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1.4 Rozwoj neuronéw w stwardnieniu guzowatym

Strukturalny i funkcjonalny rozwoj osrodkowego uktadu nerwowego zalezy od procesu
neurogenezy, czyli procesu powstawania nowych komoérek nerwowych. Na proces ten sktada
si¢ powstawanie z neuroepitelium multipotencjalnych, neuralnych komorek macierzystych
(ang. neural stem cells; NSC), ich proliferacja i powstawanie komorek neuroprogenitorowych
(ang. neural progenitor cells; NPC), ktére maja ograniczone zdolno$ci do samopowiclania
(Ryc. 1.3). NPC rodznicuja do okreslonej linii komoérek uktadu nerwowego, ktora da poczatek
neuronom, astrocytom lub oligodendrocytom (Ryc. 1.3). Mtode neurony rozpoczynajg proces
dojrzewania skladajacy si¢ z szeregu kolejnych, czesto nakladajacych sie na siebie etapow:
migracji do miejsc docelowych, wydtuzania aksonow, tworzenia dendrytow i wytwarzania
specyficznych potaczen nerwowych w procesie synaptogenezy (Ryc. 1.3). W regulacj¢ tego
ztozonego ciggu zdarzen zaangazowane sg rozne Szlaki molekularne wraz z czynnikami
genetycznymi i srodowiskowymi. Zaburzenia w ktorymkolwiek z wyzej wymienionych etapow
neurogenezy mogg prowadzi¢ do powaznych wad rozwojowych i uposledzenia pracy mozgu.
Tak tez dzieje si¢ W stwardnieniu guzowatym, gdzie obserwuje si¢ patologiczne zmiany
w morfologii mozgu zarowno na poziomie makroskopowym (guzki korowe, SENs, SEGA,
zaburzenia w tacznosci istoty bialej), jak ikomoérkowym (obecnos¢ cytomegalicznych,
dysmorficznych neuronow, wadliwa polaryzacja neurondow, nieprawidtowosci w rozgatezianiu
dendrytow i zaburzona migracja neuronow) (Salussolia i wsp. 2019; Feliciano 2020). Uwaza
si¢, ze deregulacja szlaku mTORC1 jest punktem zapalnym w powstawaniu nieprawidtowosci
W procesie neurogenezy w stwardnieniu guzowatym, podkreslajac kluczowa role kompleksu
TSC1-TSC2 w rozwoju uktadu nerwowego (Salussolia i wsp. 2019; Huang i Manning 2008;
Piedimonte, Wailes, i Weiner 2006). Konsekwencja sa zaburzenia neurologiczne, takie jak
epilepsja oraz neuropsychiatryczne z grupy TANDs, powszechnie diagnozowane u pacjentow

ze stwardnieniem guzowatym.
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Ryc. 1.3 Uproszczony schemat rozwoju komoérek ukladu nerwowego. Opis w tekscie.

1.4.1 Kompleks TSC1-TSC2 w réznicowaniu i migracji neuronow

Jak wcze$niej wspomniano U podstaw charakterystycznych zmian w tkance nerwowej
w stwardnieniu guzowatym lezy zaburzona sygnalizacja mTORC1 wynikajaca z mutacji
w genach TSC1 lub TSC2. Analiza histopatologiczna guzéw moézgu pochodzacych od
pacjentow doprowadzita do wysuniecia hipotezy, ze problemy w réznicowaniu komorek
nerwowych przyczyniaja si¢ do neuropatologii w stwardnieniu guzowatym (Yamanouchi i wsp.
1997; Mizuguchi i Takashima 2001; Lee i wsp. 2003).

Badania przeprowadzone na modelu mysim z warunkowym nokautem Tscl
w neuralnych komorkach macierzystych (ang. embryonic neural stem cells; eNSC) kory
mozgowej, wykazaty, ze zwigkszona aktywnos¢ mTORC1 spowodowana utratg TSC1 skutkuje
przedwczesnym rdéznicowaniem oraz nieprawidlowym dojrzewaniem neuronéw powodujac
rozw0] SENs oraz defektow laminacji kory (Magri 1 wsp. 2011). Do podobnych wnioskow
doszli Costa i wsp. (2016) oraz Zucco i wsp. (2018) uzywajac linii genetycznie
modyfikowanych ludzkich komoérek macierzystych TSC2*" i TSC2” oraz pochodzacych od
pacjentéow komoérek macierzystych TSC2*", ktére roznicowano do neuronéw in vitro. O
op6znieniu w procesie réznicowania §wiadczyto powstanie w badanym czasie mniejszej liczby

neurondéw w porownaniu do komoérek kontrolnych.

Zaburzenia w migracji, podobnie jak nieprawidlowosci W roznicowaniu komorek sg

charakterystyczne dla patologicznych zmian w o$rodkowym uktadzie nerwowym U pacjentow
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ze stwardnieniem guzowatym (Feliciano 2020). Migracja neuronow to proces, podczas ktorego
komorki powstate W réznym czasie i 0 roznych wilasciwosciach wchodzg w odpowiednie
kontakty przestrzenne, co jest niezbgdne dla prawidlowego rozwoju uktadu nerwowego.
Nowonarodzone neurony korowe przemieszczaja sie z glebokiej strefy proliferacyjnej (strefa
okotokomorowa), poprzez strefe¢ posredniag (z ktdrej powstanie nastepnie istota biata),
rozchodzac si¢ po osrodkowym uktadzie nerwowym w kierunku warstw powierzchniowych,
aby ostatecznie dotrze¢ do miejsca docelowego i sta¢ si¢ czeSciag odpowiedniej warstwy

korowej oraz obwodu neuronalnego (Cooper 2013).

W mysim modelu z utratg heterozygotycznosci Tscl w embrionalnych komorkach
neuroprogenitorowych zaobserwowano dysplazje korowe przypominajace guzki korowe oraz
mikroguzki okotokomorowe, charakteryzujacych si¢ nieprawidlowym uwarstwieniem,
podobnie jak u pacjentow ze stwardnieniem guzowatym (Feliciano i wsp. 2011; 2012).
Rowniez w pracy Zhou i wsp. (2011) w modelu mysim z indukowanym tamoksifenem
nokautem Tscl w neuralnych komorkach macierzystych, stwierdzono obecno$¢ zmian
podobnych do guzkéw okotokomorowych oraz SEGA. Struktury guzo-podobne powstaty na
skutek nieprawidlowej migracji komorek NPC traktowanych tamoksifenem. Uwaza sie, ze
wlasnie wadliwa migracja neuronow jest podtozem patologicznych zmian w korze mozgowe]
w stwardnieniu guzowatym (Uysal i Sahin 2020). W wigkszosci przeprowadzonych badan
zmiany wynikajace z niepoprawnej migracji zachodzity w sposob autonomiczny komoérkowo,
to znaczy, ze do nieprawidtowej migracji dochodzito tylko w przypadku neuronow niosacych
inaktywujacag mutacje W genie TSC1 lub TSC2 (Goto i wsp. 2011; Meikle i wsp. 2007).
Przyktadowo utrata Tscl w rozwijajacym si¢ oku myszy powodowala przedwczesne
roznicowanie i nieprawidtowa migracj¢ radialng komoérek zwojowych siatkowki (Jones i wsp.
2015). Podobnie warunkowy nokaut Tscl w komoérkach progenitorowych interneuronéw
GABAergicznych powodowal m.in. powstawanie nieprawidlowo potozonych skupisk tych
komorek, rowniez sugerujgc zaburzenia W procesie migracji (Fu i wsp. 2012). Z kolei w modelu
mysim badanym przez Tsai i wsp. (2014) wyciszenie genu Tsc2 w komorkach
neuroprogenitorowych in utero powodowato nieprawidtowosci w migracji tych komorek do
odpowiednich warstw korowych, ale rowniez zakldcato migracje otaczajacych je neuronow,
ktore nie miaty wyciszenia drugiego allelu genu Tsc2. Badacze zasugerowali, ze nadaktywno$¢
MTORC1 w neuronach z wyciszonym genem Tsc2 inicjuje uwalnianie przez nie czasteczek
sygnalowych, ktore zaburzaja migracj¢ sasiadujacych komorek neuroprogenitorowych.

Krytyczne funkcje biatka TSC2 w procesie laminacji kory mozgowej u myszy wykazali
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rowniez Moon i wsp. (2015), gdzie warunkowy nokaut Tsc2 w komoérkach
neuroprogenitorowych powodowatl opodznienie migracji neuronéw oraz ich niewlasciwe
rozmieszczenie we wszystkich warstwach kory moézgowej. Podsumowujac kompleks TSC1-
TSC2 reguluje migracje oraz réznicowanie neuronéw, a wszelkie nieprawidtowosci w tych

procesach mogg prowadzi¢ do wadliwego rozwoju kory mozgowe;j.

1.4.2 Kompleks TSC1-TSC2 w rozwoju aksonéw

Jednym z najbardziej krytycznych etapéw rozwoju uktadu nerwowego jest tworzenie
sieci neuronalnych. Zasadnicze znaczenie dla formowania funkcjonalnych obwodéw
neuronalnych ma specyfikacja aksonéw i dendrytow, czyli wyodrebnienie —sig
W nowopowstatym, multipolarnym neuronie aksonow i dendrytow. Akson to dluga, pojedyncza
wypustka, ktora przekazuje informacj¢ do innych neuronéw poprzez uwalnianie
neuroprzekaznikow. Dendryty natomiast, to zwykle krotsze i bogato rozgalezione wypustki,
zawierajace na swojej powierzchni receptory dla neuroprzekaznikow, dzigki ktorym odbieraja
informacj¢ od innych neurondéw. Podczas rozwoju neurony zazwyczaj tworza pojedynczy
akson i wiele dendrytow, aby utatwié przekazywanie I integracje informacji elektrochemicznej
w mozgu. Nowo zréznicowane neurony zaczynaja ulega¢ polaryzacji akson-dendryt, gdy
zakoncza cykl komorkowy i zaczynaja migrowaé do docelowych struktur mozgu (Barnes i

Polleux 2009).

dend
A B ryty
niedojrzate neuryty /N
JR— —y —_—
/ przyszty akson akson
miody neuron / /
rozwoj neurytow rozwoj aksonu rozwoj dendrytow
dendryty

akson zakonczenia
aksonu

ciato komorki

dojrzaty neuron

Ryc. 1.4 Etapy rozwoju neuronéw. A) Nowo zréznicowany neuron wyksztalca wypustki
zwane neurytami. Nast¢puje wzrost i dojrzewanie neurytow, w tym stadium neuron jest
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multipolarny. B) Zachodzi specyfikacja aksonu, pozostale neuryty stajg si¢ dendrytami.
Nastepuje wzrost aksonu i dynamiczny wzrost i rozgalezianie si¢ dendrytow. C) W wyniku
procesOw aksonogenezy, dendrytogenezy 1 synaptogenezy powstaje dojrzaly neuron.
Na podstawie Barnes i wsp. (2009) oraz Urbanska i wsp. (2008).

U pacjentow ze stwardnieniem guzowatym rozpoznaje si¢ Strukturalne defekty
W potgczeniach nerwowych mozgu, ktore mogg przyczyniaé si¢ do rozwoju epilepsji
czy symptomow ze spektrum TANDs (Widjaja i wsp. 2010; Baumer i wsp. 2018; Im i wsp.
2016). Badanie wplywu kompleksu TSCI1-TSC2 na tworzenie funkcjonalnych sieci

neuronalnych jest wigc waznym aspektem W poznawaniu mechanizméw choroby.

W pracy Choi i wsp. (2008) udowodniono, ze kompleks biatkowy TSC1-TSC2 jest
niezbedny dla ustalenia biegunowos$ci neuronéw i formowania aksonow w mysich neuronach
hipokampalnych in vitro oraz neuronach korowych invivo. Nadprodukcja TSC1-TSC2
ogranicza specyfikacje 1 wzrost aksonu, natomiast utrata funkcjonalnego kompleksu
TSC1-TSC2 prowadzi do tworzenia wielu ektopicznych aksonow (Choi i wsp. 2008).
Stwierdzono, ze podczas procesu polaryzacji aktywnosc¢ szlaku TSC1-TSC2-mTOR w mysich
neuronach hipokampalnych jest miejscowo specyficzna. W neurycie, ktory ma stac si¢ aksonem
zachodzi inaktywacja kompleksu TSC1-TSC2, co umozliwia zainicjowanie i utrzymanie
wzrostu poprzez aktywacje kinazy mTORC1. Natomiast w pozostatych wypustkach aktywny
kompleks TSC1-TSC2 hamuje ich dalszy wzrost (Choi i wsp. 2008). Wydaje si¢, ze ta
krytyczna funkcja kompleksu TSC1-TSC2 jest zwigzana z jego zdolnoscig do regulowania
poziomu m.in. biatka SAD-A, kinazy wymaganej do tworzenia aksonow W mézgu myszy (Choi
i wsp. 2008; Kishi i wsp. 2005; Wildonger, Jan, i Jan 2008). Zwickszona ekspresja biatka
SAD-A korelowata ze wzrostem aktywno$ci mTORCI i byla hamowana przez rapamycyng
(Choi i wsp. 2008).

Podczas embriogenezy dochodzi do formowania wiazek uporzadkowanych widkien
nerwowych, co wymaga precyzyjnej kontroli i wzrostu aksondéw. Znajdujace si¢ z przodu
aksonu stozki wzrostu sg nakierowywane do miejsc docelowych przez réznego rodzaju
czasteczki sygnatowe pochodzace ze $rodowiska zewnetrznego. Te czasteczki sygnatowe
(ang. guidance cues) moga wystgpowa¢ W wielu formach, od blonowych biatek i lipidow, po
biatka macierzy lub weglowodany zlokalizowane w $rodowisku komorkowym. Jedne
z pierwszych doniesien dotyczacych nieprawidlowego wzrostu aksondéw W neuronach
pozbawionych funkcjonalnego kompleksu TSC1-TSC2 pochodza z badan nad uktadem
wzrokowym w Drosophila. Knox i wsp. (2007) wskazali, ze fotoreceptory mutanta Tscl
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formujg nieregularng i defektywna blaszk¢ neuronalng (ang. lamina plexus) w placie
optycznym muszki owocowej oraz dalsze nieprawidtowe wigzki aksonow prowadzace do jego
rdzenia. Badania molekularne przeprowadzone przy uzyciu modelu heterozygotycznej myszy
Tsc2* wykazaty, ze haploinsuficjencja w stwardnieniu guzowatym jest wystarczajaca
do wytworzenia nieprawidtowych wypustek neuronalnych. Nie i wsp. (2010) stwierdzili, ze
podczas rozwoju embrionalnego sciezka TSC1-TSC2-mTOR jest preferencyjnie aktywowana
w aksonach réznego rodzaju komoérek nerwowych, w tym komorek zwojowych siatkowki
(ang. retinal ganglion cells; RGCs), ktorych aksony ciggna si¢ od siatkowki oka
do odpowiednich struktur w mézgu. Udowodniono in vivo, ze w komdrkach RGC u myszy
Tsc2* nadaktywny szlak sygnalowy mTORC1 prowadzi do nieprawidlowego rozwoju
projekcji aksonow do grzbictowej czesci ciata kolankowatego bocznego (ang. dorsal lateral
geniculate nucles; dLGN), struktury mozgu zaangazowanej W funkcje wzrokowe ssakow.
Ponadto, wykazano, ze $ciezka mTORC1 w aksonach jest regulowana poprzez receptorowe
kinazy tyrozynowe Eph oraz ich ligandy — biatka sygnatowe efryny A (ang. ephrins A; EphA)
poprzez hamowanie kinazy ERK, co prowadzi do aktywacji biatka TSC2 (Nie i wsp. 2010).
Powyzsze przyklady jednoznacznie wskazuja na role kompleksow TSC1-TSC2 oraz mTORC1

W procesie prawidtowego wzrostu aksondéw 1 tagcznosci sieci neuronalnych.

1.4.3 Kompleks TSC1-TSC2 w dendryto- i synaptogenezie oraz funkcjonowaniu synaps

Dynamiczne przekazywanie informacji mi¢dzy neuronami, mozliwe jest migdzy innymi
dzigki dendrytogenezie, czyli procesowi wydtuzania si¢ i rozgat¢ziania dendrytow. W efekcie
powstaja drzewka dendrytyczne, tworzace skomplikowane sieci synaptyczne. Transmisja
synaptyczna to proces, w ktorym neurony komunikujg si¢ ze sobg za posrednictwem synaps —
struktur znajdujacych sie na styku aksonu i dendrytu. Chemiczna transmisja synaptyczna
obejmuje uwolnienie neuroprzekaznika z czeSci presynaptycznej synapsy znajdujacej sie
w obrebie aksonu i wigzanie neuroprzekaznika ze specyficznymi receptorami czgsci

postsynaptycznej synapsy znajdujacej si¢ na dendrycie.

Dowody na to, ze $ciezka TSC1-TSC2-mTORC1 petni kluczowa role w rozwoju
drzewka dendrytycznego dostarczyli Cox i wsp. (2018) badajac mysie neurony pozbawione
Tscl. Obserwowano nadmierne rozgatezienia dendrytow, ktore mozna byto zredukowaé
przez zastosowanie rapamycyny jedynie w czasie korelujagcym z pierwszymi 2 tygodniami
rozwoju postnatalnego - zanim struktury dendrytyczne staja si¢ stabilne (Cox i wsp. 2018).

Roéwniez W dojrzatych neuronach TSC27 réznicowanych in vitro z ludzkich komérek
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macierzystych stwierdzono analogiczne zaburzenia w morfologii drzewek dendrytycznych oraz
dwukrotne zwigkszenie dlugosci dendrytow (Costa i wsp. 2016). Rolg szlaku TSC1-TSC2-
mTORC1 w rozwoju drzewka dendrytycznego wskazali takze Jaworski i wsp. (2005) oraz
Kumar i wsp. (2005) wykazujac, ze konstytutywna aktywacja komponentow szlaku powyzej
kompleksu TSC1-TSC2, takich jak kinaza PI3K i Akt wzmagajg Wzrost oraz rozgalezianie si¢
dendrytow w neuronach hipokampalnych in vitro. Natomiast hamowanie mTORC1
przez rapamycyn¢ skutkowato ograniczeniem wzrostu drzewka dendrytycznego. Ponadto,
Jaworski i wsp. (2005) wykazali, ze regulacja aktywnosci mTORC1 ma krytyczny wplyw na

rozw0j drzewka dendrytycznego jedynie W $ci$le okre§lonym oknie czasowym.

Kolce dendrytyczne to wysoce wyspecjalizowane, bogate w aktyne wypustki
dendrytéw, zawierajace W swoich zakonczeniach czg$¢ postsynaptyczng —Synaps
pobudzajacych. Kolce te formowane sg zwykle W sasiedztwie czgséci presynaptycznej aksonow
innych neuronow, umozliwiajgc zachodzenie transmisji synaptycznej. Typowy, dojrzaty kolec
dendrytyczny posiada w swoim zakonczeniu pojedyncza synaps¢ pobudzajacg, dlatego tez
pomiar liczby kolcow dendrytycznych pozwala oszacowaé liczb¢ synaps. Zmiany
morfologiczne kolca odzwierciedlajg sit¢ oraz potencjal danej synapsy — duze kolce posiadaja
wigkszg liczbe receptorow glutaminergicznych W regionie zagesSzczenia postsynaptycznego
(ang. post-synaptic site density; PSD), co koreluje z sitg transmisji synaptycznej (Leuner i Shors
2010). W trakcie rozwoju dochodzi do tworzenia, ale takze eliminacji i przebudowy synaps
pobudzajacych w kolcach dendrytycznych. Procesy te wptywaja na dojrzewanie i organizacje
sieci neuronalnych, a molekularne mechanizmy, ktore je kontroluja decyduja 0 prawidlowym
dziataniu tych sieci (Yoshihara, De Roo, i Muller 2009). Wptyw biatek TSC1 lub TSC2 na
formowanie kolcéw nie jest do konca poznany. Wyniki dotychczasowych badan, zaréwno
prowadzonych in vivo jak i in vitro, sg czgsto sprzeczne, wskazujac zarbwno na zmniejszenie,
zwigkszenie, jak 1 brak roznic w gestosci kolcow dendrytycznych (Bateup i wsp. 2011;
Tavazoie i wsp. 2005; Meikle i wsp. 2008; 2007; Lozovaya i wsp. 2014; Tang i wsp. 2014).
Ponadto, istnieja dowody, iz utrata funkcjonalnego kompleksu TSC1-TSC2 prowadzi
do zmniejszenia degradacji synteniny — biatka bioragcego udziat w tworzeniu cytoszkieletu
kolcow dendrytycznych — co skutkuje nieprawidtowosciami w morfologii kolcow oraz
zwiekszeniem gestosci synaps pobudzajacych na trzonie dendrytu, co wigze si¢ Z obnizeniem
lokalnego potencjatu synaptycznego (Sugiura i wsp. 2015). Podsumowujac, mutacje w genach
TSC1 lub TSC2 powoduja nieprawidtowosci strukturalne, ktore prowadza do zaburzen funkcji

sieci neuronalnych. Patologiczne zmiany w morfologii dendrytow i kolcow dendrytycznych sg
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obserwowane w modelach zwierzecych padaczek, jak i w tkankach pochodzacych od pacjentow
z epilepsja. Réwniez w stwardnieniu guzowatym wskazuje si¢ na zwigzek tych fenotypow

z rozwojem epilepsji (Wong i Guo 2013).

Waznym aspektem funkcjonowania uktadu nerwowego jest wlasciwa rownowaga
pomiedzy procesami pobudzania i hamowania neurondw. Liczne badania wskazuja, ze jej brak
w neurotransmisji  jest istotnym elementem w patologiach takich jak epilepsja oraz
W niepelnosprawnos$ci intelektualnej (Sgado i wsp. 2011). W stwardnieniu guzowatym
nieprawidlowos$ci w przekaznictwie Synaptycznym stwierdzono zaréwno W modelach
komorkowych, jak i zwierzgcych. Bateup i wsp. (2013) wykazali, ze utrata Tscl w neuronach
piramidowych warstwy CA1 hipokampa w modelu mysim prowadzi do deficytow w procesach
hamowania synaptycznego i w efekcie zwigkszenia aktywnoSci sieci zarowno in vitro, jak
i in vivo. Autorzy wskazali rowniez na powigzanie braku balansu w neurotransmisji z wysoka
czestoscig wystgpowania padaczki u pacjentow ze stwardnieniem guzowatym. Ponadto,
zastosowanie rapamycyny pozwolitlo przywroci¢ homeostazg uktadu udowadniajac, ze
nadaktywno$¢ szlaku mTOR bezposrednio przyczynia si¢ do obserwowanej patologii (Bateup
i wsp. 2013). Podobne wyniki uzyskano w badaniach przeprowadzonych przez Zhao i wsp.
(2019), w ktorych usunieto gen Tscl specyficznie we wszystkich neuronach myszy.
Na podstawie pomiaréw elektrofizjologicznych neuronéw piramidowych kory wzrokowej
U mutantéw, stwierdzono zmniejszong czgstotliwo$¢  miniaturowych — potencjatow
postsynaptycznych hamujacych (ang. miniature inhibitory postsynaptic potentials; mIPSPs)
zaleznych od receptorow GABAA, jednoczesnie przy prawidlowe] czestotliwosci
miniaturowych potencjaldow postsynaptycznych (ang. miniature excitatory postsynaptic
potentials; mMEPSPS) receptorow typu AMPA (ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptor), co wskazywalo na nadpobudliwos¢ badanego obwodu
nerwowego. Ponadto, mutanty charakteryzowaly si¢ przedwczesng $miertelnoscig oraz
indukowanymi napadami drgawkowymi (Zhao i Yoshii 2019). W innych badaniach na modelu
mysim zaobserwowano zmiany morfologiczne w komorkach progenitorowych interneuronéw
GABAergicznych z warunkowym nokautem Tscl, co skutkowato zmniejszeniem liczby tych
interneurondOw w korze oraz hipokampie, podczas gdy pozostate interneurony byly
powigkszone i dysmorficzne oraz wykazywaty nadaktywng sygnalizacje mTORCI1 (Fu i wsp.
2012). Receptory glutaminergiczne typu AMPA i typu NMDA (ang. N-methyl-D-aspartate
receptor) znajduja si¢ W synapsach pobudzajacych i reguluja ich tworzenie, wzrost

oraz stabilizacje. W warunkach fizjologicznych stosunek tych synaps podlega homeostazie
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(Rao i Finkbeiner 2007). W badaniach prowadzonych na neuronach hipokampalnych Tsc1”
stwierdzono znaczacy wzrost liczby receptoréw typu AMPA w stosunku do liczby receptorow
typu NMDA, co wskazywato na nieprawidlowos$ci w pobudzajacej transmisji synaptycznej
(Tavazoie i wsp. 2005). Z kolei analiza guzkoéw korowych pochodzacych od pacjentow ze
stwardnieniem guzowatym wskazata na niedojrzaty fenotyp transporteréw jonéw chlorkowych
NKCC1 i KCC2 oraz zmiany w ekspresji receptoréw dla GABAA, co prowadzilo do zaburzen
transmisji hamujacej (Talos i wsp. 2012). Zaburzenia w ekspresji gendéw zwigzanych
Z neurotransmisjg wykazano réwniez w indukowanych pluripotencjalnych komorkach
macierzystych (ang. induced pluripotent stem cells; iPSC), pochodzacych od pacjenta ze
stwardnieniem guzowatym, spowodowanym mutacja w genie TSC2. Zaobserwowano
podwyzszony poziom mRNA zaréwno dla szlaku GABAergicznego, jak i glutaminergicznego

(Alsaqati, Heine, i Harwood 2020).

Od sity i skutecznoéci transmisji synaptycznej zalezy roéwniez zdolno$é
do modyfikowania obwoddéw neuronalnych, a wigc plastycznos¢ synaptyczna. Proces ten
reprezentuje jedng z najbardziej fundamentalnych i najwazniejszych funkcji mozgu, lezac
U podstaw procesow uczenia si¢ | zapamigtywania. Synapsy moga wykazywac trwaty wzrost
sity potaczen synaptycznych tzw. dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term
potentiation; LTP), a takze trwate spadki sity potgczen synaptycznych, znane jako dlugotrwate
ostabienie synaptyczne (ang. long-term depression; LTD) (Swiech i wsp. 2008). Uwaza si¢, ze
dysfunkcja synaps w zwierzecych modelach stwardnienia guzowatego, wiaze si¢ z zaburzong
lokalng translacjg biatek, na skutek podwyzszonej aktywno$sci mTORCI1, co ma kluczowe
znaczenie dla plastycznosci synaptycznej (Hoeffer i Klann 2010). Szczury Tsc2* wykazywaty
wyrazng redukcje roznych form plastycznosci synaptycznej. Doswiadczenia przeprowadzone
na skrawkach hipokampalnych pozyskanych z mozgéw tych szczurow wykazaty
nieprawidtowosci zarowno w LTP, jak i LTD (Von Der Brelie i wsp. 2006). Z kolei
w skrawkach hipokampalnych z myszy Tsc2*" oraz z modelu catkowitego nokautu Tscl
indukowanego tamoksifenem, zaobserwowano obnizenie progu indukcji poznej fazy LTP
(ang. late long-term potentiation; L-LTP), co lezato u podstaw zaobserwowanych deficytow
behawioralnych u tych mutantéw (Ehninger i wsp. 2008). Co wigcej, w skrawkach
hipokampalnych pochodzacych z myszy Tsc2* stwierdzono deficyty w LTD zaleznym od
metabotropowych receptorow glutaminianowych (ang. metabotropic glutamate receptor;
mGluR), ktore dato si¢ poprawic¢ za pomoca zastosowania rapamycyny (Auerbach, Osterweil,
i Bear 2011).
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1.5 Wybrane szlaki sygnalowe wazne dla rozwoju neuronéw

1.5.1 Szlak DOCK-ELMO-RAC

Przynalezace do GTPaz biatka z rodziny RHO (RHO, RAC, CDC42) wraz ze swoimi
biatkami regulatorowymi petnig istotne funkcje podczas procesu rozwoju neuronéw, W tym we
wzroscie | réznicowaniu neurytow, migracji neuronow, ukierunkowanym wzroscie aksonow,
dendrytogenezie oraz formowaniu si¢ i stabilizacji kolcow dendrytycznych (Tashiro, Minden,
I Yuste 2000; Nakayama, Harms, i Luo 2000; Aoki, Nakamura, i Matsuda 2004; Hall i Lalli
2010). Biorac pod uwage, ze sg to kluczowe zjawiska W rozwoju moézgu, nieprawidtowa
regulacja elementow tego szlaku jest powigzana z patoetiologia niektoérych problemow
neuropsychiatrycznych (Zamboni i wsp. 2018; Guo, Yang, i Shi 2020). Biatko RAC1
(ang. RAS-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1) nalezy do jednej z najlepiej zbadanych
GTPaz z rodziny RHO. Jego gléwna funkcja jest kontrola polimeryzacji aktyny oraz dynamiki
cytoszkieletu w komoérkach, poprzez regulacje szeregu szlakow sygnatowych (Nobes i Hall
1999; 1995; Schaks, Giannone, i Rottner 2019). RAC1 odgrywa role W uczeniu sig
I formowaniu pamigci, azaburzona ekspresja lub regulacja jego aktywnosci zostata
zaobserwowana w wielu chorobach neurologicznych (Haditsch i wsp. 2009; 2013). Oprocz
tego, liczne badania wykazaty, ze RACI1 moze mie¢ znaczenie W dziedzicznych zaburzeniach
neurorozwojowych takich jak syndrom Retta, zespot tamliwego chromosomu X, czy spektrum
autyzmu, co zwigzane jest Z jego funkcjg w regulacji rozwoju i struktury komorek nerwowych
(Hayashi-Takagi i wsp. 2010; Bongmba i wsp. 2011; Duffney i wsp. 2015; Tian i wsp. 2018;
Qian Chen i wsp. 2010; Wang i wsp. 2020).

Bialka z rodziny RHO charakteryzujg si¢ zdolnoscig do wigzania GDP lub GTP. To,
w jakie] formie wystepuja zalezy od skoordynowanej aktywnosci biatek regulatorowych, do
ktorych zalicza si¢ m.in. aktywatory wymiany nukleotydow (ang. guanine nucleotide exchange
factor; GEF) oraz biatka GAP. Biatkami GEF dla RAC1 sg migdzy innymi biatka z rodziny
DOCK (ang. dedicator of cytokinesis). Zaréwno biatka z rodziny RHO, jak i DOCK sg dobrze
konserwowane wsrod organizmow eukariotycznych (Meller, Merlot, i Guda 2005; Boureux i
wsp. 2007). Do tej pory zidentyfikowano 11 biatek DOCK, ktore na podstawie podobienstwa
w sekwencji oraz organizacji strukturalnej podzielono na 4 podrodziny. Podrodzina DOCK-A
zawiera biatlka DOCK1 (nazywany takze DOCK180), DOCK2 i DOCKS5, natomiast podrodzina
DOCK-B biatka DOCK3 i DOCK4 (Laurin i Coté 2014; Gadea i Blangy 2014). Dla pelne;j
aktywnosci katalitycznej kompleksu bialek z podrodziny DOCK-A oraz DOCK-B niezbg¢dny
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jest udziat biatka adaptorowego ELMO (ang. engulfment and motility) (Brugnera i wsp. 2002).
Oprocz wyzej wymienionych wyszczegolniono jeszcze podrodzing DOCK-C (zawierajaca
biatka DOCK6-8) oraz DOCK-D (w ktorej sktad wehodzg DOCK10 i DOCK11) (Laurin i Coté
2014; Gadea i Blangy 2014). Aktywnos¢ wiekszosci biatek z rodziny DOCK ma znaczenie
W prawidtowym rozwoju uktadu nerwowego. Najlepiej dotychczas poznanym biatkiem z tej
rodziny jest DOCK1. W modelu mysim wykazano, ze biatko to przytacza si¢ do receptora
netryny — DCC (ang. deleted in colorectal carcinoma) i bierze udziat w indukowanej netryng
aktywacji RACL (Li i wsp. 2008). Taka regulacja jest wazna W procesie ukierunkowanego
wzrostu aksondow. Oprocz tego DOCKL pelni role w procesie naprowadzania aksonow
indukowanym przez efryne B3 oraz w morfogenezie kolcow dendrytycznych (Xu i
Henkemeyer 2009; Kim i wsp. 2011). DOCKS3 petni kluczowa role we wzroscie neurytow |
aksonoéw, szczegoOlnie podczas wczesnych etapdw rozwoju, dzialajac poprzez kaskady
sygnalowe zwigzane ze szlakiem BDNF-TrkB (Namekata i wsp. 2012). Zbadano, ze utrata
funkcjonalnego biatka DOCK3 wigze si¢ z wystgpowaniem zaburzen zachowan
sensomotorycznych w modelu mysim oraz niepelnosprawnosci intelektualnej u ludzi
zdiagnozowanych z mutacjg w genie tego biatka (Qi Chen i wsp. 2009; Helbig i wsp. 2017).
Sciezki sygnatowe dzialajace poprzez kompleks DOCK4-RAC kontrolujg procesy polaryzacji
I rznicowania neuronow, a takze sg istone dla prawidlowej transmisji synaptycznej (Xiao i
wsp. 2013; Huang i wsp. 2020). Ponadto, DOCK4 jest powiazywany z kilkoma chorobami
neuropsychiatrycznymi, w tym spektrum autyzmu czy schizofrenig (Huang i wsp. 2020;
Pagnamenta i wsp. 2010). DOCK?7 ulega silnej ekspresji w rozwijajacym si¢ mozgu i reguluje
neurogenez¢ W Korze nowej poprzez promowanie réoznicowania komorek gleju radialnego
do neuronalnych komorek progenitorowych I neuronow (Yang, Wang, i Van Aelst 2012).
Ponadto, stwierdzono jego role W Kontroli polaryzacji neuronéw i formowaniu si¢ aksonow
(Watabe-Uchida i wsp. 2006). Oprocz tego zidentyfikowano mutacje w genie DOCK7
U pacjentow z encefalopatig padaczkows (Turkdogan i wsp. 2019; Perrault i wsp. 2014). Z kolei
DOCKS8 ma istotne znaczenie w procesach zwigzanych z zapaleniem tkanki nerwowej,
a mutacje genu kodujacego to biatko s3 zwigzane z autyzmem, opdznieniem umystowym
I neuroblastoma (Griggs i wsp. 2008; Namekata i wsp. 2019). Wskazuje to, ze DOCKS jest

potrzebny do prawidlowego funkcjonowania uktadu nerwowego.
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1.5.2 Szlak BDNF-TrkB

Czynnik neurotroficzny pochodzenia moézgowego (ang. brain-derived neurotrophic
factor; BDNF) przynalezy do rodziny neurotrofin, a wiec biatkowych czynnikow wzrostu,
ktore pelnig istotne role w funkcjonowaniu neurondéw i rozwoju osrodkowego oraz
obwodowego uktadu nerwowego. Poczatkowo BDNF powstaje w formie proneurotrofiny,
ktéra przyjmuje posta¢ dojrzalego BDNF po odpowiedniej modyfikacji potranslacyjnej
w aparacie Golgiego oraz w dalszej kolejnosci wewnatrzkomorkowej lub zewnatrzkomorkowe;
proteolizie (Hing, Sathyaputri, i Potash 2018) . Receptorami dla BDNF sg biatka z rodziny
receptorow kinazy tyrozynowej B (ang. tropomyosin receptor kinase B; TrkB) oraz biatka
z rodziny receptoréOw czynnika martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor receptor;
p75NTR) (Woo i wsp. 2019). Dojrzalta forma BDNF wykazuje wigksze powinowactwo
do receptora TrkB w poréwnaniu do p75NTR, aSygnalizacja komoérkowa aktywowana
przez BDNF/TrkB jest krytyczna dla przezycia, rozwoju i plastycznosci neuronéw (Lee i wsp.
2001; Park i Poo 2013). Wiadomo, ze zwigzanie BDNF z receptorem TrkB uczestniczy
w aktywacji kaskad szlakow sygnalowych w tym PI3K-Akt, fosfolipazy C-y
(ang. phospholipase C; PLC-y), kinaz aktywowanych mitogenami (ang. mitogen-activated
protein kinase; MAPK) oraz GTPaz z rodziny RHO (Huang i Reichardt 2003). Kazdy z nich
odpowiada za wazne funkcje komorkowe. Szlak PI3K-Akt wykazuje ochronny efekt
antyapoptotyczny oraz moduluje plastycznos$¢ synaptyczng zalezng od receptoréw typu NMDA
(Gonzalez i wsp. 2016; Baydyuk i Xu 2014; Park i Poo 2013). Sciezka PI3K-Akt aktywuje
takze kinaze mTOR i poprzez regulacje syntezy biatek oraz dynamiki cytoszkieletu, wzmacnia
wzrost i rozgalezianie dendrytow (Jaworski i wsp. 2005; Swiech i wsp. 2011). Z kolei
aktywacja kaskady MAPK przez BDNF-TrkB reguluje lokalng synteze biatek podczas procesu
réznicowania komorek nerwowych (Reichardt 2006). Aktywacja kinaz MAPK prowadzi do
fosforylacji m.in. biatka CREB (ang. CAMP response element binding protein). BDNF-TrkB
poprzez aktywacje CREB reguluje wczesng ekspresje gendw w neuronach korowych (np. c-Fos
i Arc), atakze wzrost i rozgalezianie dendrytow w neuronach hipokampalnych (Gonzalez i
wsp. 2016; Kwon i wsp. 2011; Mowla i wsp. 2001). Szlak sygnatowy PLC-y katalizuje
przemiang fosfatydyloinozydow do trifosforanu inozytolu (ang. inositol trisphosphate; IP3)
i diacyloglicerolu (ang. diacyloglicerole; DAG), prowadzac do aktywacji kinaz biatkowych C
(ang. protein kinase C; PKC) i uwalniania z wewngtrzkomorkowych magazynéw jonow
wapnia, co przektada si¢ m.in. na regulacj¢ plastycznosci i transmisji synaptycznej (Jang i wsp.
2013; Gonzalez i wsp. 2016). Natomiast aktywacja GTPaz z rodziny RHO przez BDNF-TrkB
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reguluje dynamike cytoszkieletu aktynowego w komoérkach. Bioragc pod uwage centralng role
szlaku BDNF-TrkB w funkcjonowaniu neuronéw, nie jest zaskakujace, ze zmiany w ekspresji
lub stabilnosci neurotrofiny BDNF 1 jej receptora sa wspdlnym elementem wielu ludzkich
patologii wtym chordb neuropsychiatrycznych i neurodegeneracyjnych, a takze epilepsji
(Gupta i wsp. 2013; Tejeda i Diaz-Guerra 2017; Liu i wsp. 2013).

1.6 Danio pregowany w badaniach zaburzen ukladu nerwowego

1.6.1 Danio pregowany, jako organizm modelowy

Danio pr¢gowany (Danio rerio, ang. zebrafish) to tropikalna ryba stodkowodna, ktora
jako organizm modelowy wniosla imponujacy wktad W poznanie mechanizmow
kontrolujacych embriogenezg, organogenezg, fizjologi¢ i1 zachowanie. Po raz pierwszy model
danio pregowanego zostal uzyty juz w 1970 roku przez George’a Streisingera, ktory
wykorzystal go do badan nad rozwojem i funkcjonowaniem uktadu nerwowego (Streisinger i
wsp. 1981). Od tamtej pory model ryby wzbudza $wiatowe zainteresowanie i jest
wykorzystywany nie tylko w badaniach podstawowych, ale réwniez biomedycznych
dotyczacych modelowania chorob os$rodkowego uktadu nerwowego i rozwoju terapii

farmakologicznych.

Kilka aspektow biologii danio pregowanego sprawia, ze jest on atrakcyjnym modelem
eksperymentalnym. Miedzy innymi jest to krotki cykl rozwojowy i szybkie tempo wzrostu.
Doroste osobniki mogg rozmnazaé si¢ juz po trzech miesigcach zycia (Ryc. 1.5). Ponadto,
wyrazny dymorfizm ptciowy W stadium dorostym utatwia nastawienie tarta. Samce sg smukte
z wyraznym odcieniem rézu na tusce, natomiast samice posiadajg uwydatniong cz¢s¢ brzuszng
z przewaga zo6fci i srebra w ubarwieniu. Ponadto, para ryb jest w stanie wyprodukowa¢ od 100
do 300 jaj tygodniowo, dzigki czemu otrzymuje si¢ wystarczajaca ilos¢ materiatu do badan
nawet z malym zapleczem hodowlanym. Warto wspomnie¢, iz sama hodowla ryb,
w porownaniu do hodowli ssakow, jest prostsza i wymaga mniejszych naktadow finansowych.
Cechy te stanowig podstawe w prowadzeniu S$rednio- i1 wysokoprzepustowych badan
przesiewowych zaréwno farmakologicznych jak i genetycznych. Dodatkowe atrybuty, takie
jak zewnetrzne zaplodnienie 1optyczna transparentno$¢ embrionéw danio pregowanego,
pozwalajg na przyzyciowe obserwacje oraz manipulacje (genetyczne badz chemiczne) in vivo
na wczesnych etapach rozwoju, co jest niewatpliwa przewaga nad modelami ssaczymi oraz

istotnym aspektem w badaniach nad rozwojem moézgu.
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Ryc. 1.5 Cykl rozwojowy danio pregowanego. Cykl rozpoczyna si¢ od pojedynczego
zaptodnionego jaja. Embriony rozwijajg si¢ do stadium 14 somitow W ciggu 16 godzin.
Po 24 godzinach zostaje ustalony pelny plan ciata embrionu i sg obecne wszystkie narzady.
Dwa dni po zaptodnieniu larwy wykluwajg si¢ i swobodnie ptywaja. Danio pregowany jest
w petni dojrzaty w wieku 3 miesigcy. Willemsen i wsp. (2011) z modyfikacjami.

Co wigcej, wykazano wysoka homologie¢ genetyczna pomigdzy danio prggowanym,
a cztowiekiem. W zsekwencjonowanym genomie ryby zidentyfikowano ponad 70% ortologéw
ludzkich genow, a wsrod tych, ktére wywotuja choroby az 82% miato swoj odpowiednik
w danio pr¢gowanym (Ryc. 1.6) (Varga i wsp. 2018).

Liczba ludzkich genéw

T 1

)
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Baza genow
PedAM
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Ryc. 1.6 Graficzne przedstawienie homologii genetycznej pomiedzy czlowiekiem, a danio
pregowanym. PedAM — ang. Pediatric Disease Annotations & Medicines, baza danych
zawierajaca informacje 0 chorobach dziecigcych; OMIM — ang. Online Mendelian Inheritance
in Man, baza danych dotyczaca wszystkich opisanych chordéb uwarunkowanych genetycznie,
wystepujacych U cztowieka. Varga i wsp. (2018) z modyfikacjami.

Dynamiczny rozwo6j technik umozliwiajacych ukierunkowang edycje genomu danio
pregowanego, takich jak m.in. nukleazy z motywem palca cynkowego (ang. zinc finger
nuclease; ZFN), nukleazy efektorowe przypominajace aktywator  transkrypcji
(ang. transcription activator-like effector nucleases; TALENS), czy oparty na mechanizmie
pochodzacym z bakterii system CRISPR-Cas9 (ang. clustered regularly interspaced short
palindromic repeats - CRISPR associated protein 9) przyczynit si¢ do powstania duzej liczby
nowych modeli ludzkich chordb i schorzen genetycznych, charakteryzujacych si¢ lepsza
specyficznoécia niz te uzyskane za pomoca mutagenezy chemicznej N-etylo-
nitrozomocznikiem (ang. N-ethyl-N-nitrosourea; ENU) (Doyon i wsp. 2008; Sander i wsp.
2011; Hwang i wsp. 2013). Manipulacje genetyczne sg duzo tatwiejsze w danio pregowanym
w stosunku do modeli ssaczych. Dzieki rozwojowi zewnetrznemu mozliwe sg mikroiniekcje
w stadium zygoty lub elektroporacje bezposrednio do tkanki (np. mozgu) w rozwijajacym sie
organizmie. Niemniej jednak model danio pr¢gowanego ma tez swoje ograniczenia wynikajace
chocby z braku chromosomoéw pitciowych, czy duplikacji niektorych gendw, co moze stanowic
wyzwanie w badaniu ich funkcji i komplikowa¢ tworzenie modeli choréb genetycznych.
Utrudnieniem w badaniach mézgu jest tez inny mechanizm neurulacji w danio prggowanym
(opisany w nastgpnym rozdziale; Ryc. 1.7), przez ktory topologiczne utozenie niektorych

struktur moézgu jest inne niz u ssakow.
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1.6.2 Rozwoj i organizacja ukladu nerwowego w danio pregowanym

Pierwszym etapem rozwoju uktadu nerwowego kregowcow jest roéznicowanie si¢
neuroektodermy z pierwotnego listka zarodkowego. Proces ten zostaje zainicjowany podczas
wczesnego rozwoju embrionalnego i nazywany jest pierwotng indukcjg neuronalng. U danio
pregowanego wykazano, ze potencjat rozwojowy komorek prekursorowch neuroektodermy
zostaje zdefiniowany juz podczas procesu gastrulacji, ok. 6 godzin po zaptodnieniu (ang. hours
post fertilization; hpf), kiedy komoérki grupuja si¢ w klastery, ktore w przysztosci bgda
odpowiada¢ specyficznym regionom moézgu (Woo i Fraser 1995; Wilson, Brand, i Eisen 2002).
Nastepnie, okoto 10 hpf z neuroektodermy powstaje ptytka nerwowa, z ktorej w kolejnych
etapach neurulacji zostanie uformowana stgpka nerwowa, a nastgpnie typowa dla kregowcow
cewa nerwowa. W stadium 24 hpf mozna zidentyfikowaé granice podstawowych struktur
mozgu (takich jak przodomoézgowie, srodmozgowie, tylomdzgowie) wraz z prosta, pierwotng
siecig neuronalna, ktora postuzy, jako rusztowanie dla kolejnych populacji neuronéw (Ryc. 1.7)
(Kimmel 1993; Eisen 1991). W stadium 2-3 dni po zaptodnieniu (ang. days post fertilization,
dpf) powstaja wyspecjalizowane neurony wytwarzajace neuroprzekazniki charakterystyczne
dla neurotransmisji m.in. GABAergicznej, glutaminergicznej, czy cholinergicznej
(Higashijima, Mandel, i Fetcho 2004; Arenzana i wsp. 2005). Na tym etapie nast¢puje

intensywny wzrost i formowanie ostatecznych struktur mozgu.

Z przodomozgowia powstaje kresomodzgowie, mig¢dzymozgowie oraz siatkowka.
Podobnie jak u ssakow, kresomézgowie i miedzymoézgowie stanowia o$rodek decyzyjny
mozgu i odpowiadajg za ztozone procesy poznawcze. W kresomoézgowiu wyrdznia si¢ obszar
nazywany pallium potozony grzbiectowo, subpallium potozone brzusznie oraz opuszke
wechowa potozong nosowo. Pallium bierze udzial m.in. w procesach uczenia si¢
| zapamictywania, atakze odpowiada za procesy zwigzane orientacja przestrzenna,
czy emocjami takimi jak m.in. strach (Cheng, Jesuthasan, i Penney 2014; Vargas, Lopez, i
Portavella 2009; Lal i wsp. 2018). Z kolei obszar subpallium jest zwigzany z szeroko pojetymi
zachowaniami spotecznymi oraz Igkiem (Stednitz i wsp. 2018; Geng i Peterson 2019; Assad i
wsp. 2020). Opuszka wechowa jest odpowiedzialna za odbieranie sygnatow zapachowych
i przekazywaniu ich do innych obszaréw mozgu, posredniczagc w Kkluczowych funkcjach
zyciowych danio pregowanego, takich jak rozpoznawanie zagrozenia, zerowanie, CZy tez

taczenie si¢ w pary (Friedrich i Korsching 1997; Miyasaka i wsp. 2009).

W sktad miedzymozgowia danio pregowanego wchodzg wzgdrze, podwzgorze,

szyszynka oraz uzdeczka. Uzdeczka (ang. habenula, Hb) to struktura parzysta sktadajgca si¢
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z uzdeczki lewej (LHb) oraz prawej (PHb) (Roberson i Halpern 2018). Wyrdznia sie czesé
grzbietowa uzdeczki oraz czes¢ brzuszng. Obszar grzbietowy odpowiada m.in. za zachowania
zalezne od Igku i agresji, natomiast obszar brzuszny za zachowania adaptacyjne w odpowiedzi
na stres. Oba obszary sg niezbedne dla prawidlowego przetwarzania informacji sensorycznych

i procesOw zwigzanych z emocjami. (Amo i wsp. 2014; Andalman i wsp. 2019).

Srodmoézgowie sktada sie z pokrywy wzrokowej (ang. optic tectum), ktora stanowi
centrum odbierania i przetwarzania informacji wzrokowych oraz nakrywki (ang. tegmentum),
ktéra unerwia tylomézgowie oraz struktury rdzenia kregowego odpowiadajace za motoryke
(Portugues i Engert 2009; Fritzsch, Nichols, i Gaufo 2008). Pokrywa wzrokowa posiada
ztozong budowe warstwowa I jest polaczona z siatkowka poprzez aksony komorek zwojowych
siatkowki, ktore tworzag nerw wzrokowy (Kita, Scott, i Goodhill 2015). W rozwoju
embrionalnym danio pregowanego tylomozgowie jest oddzielone od $rodmoézgowia
przejsciowa strukturg (ang. midbrain-hindbrain boundary; MHB), ktéra zanika w dorostym
mozgu, stajac si¢ czgscia pokrywy wzrokowej oraz moézdzku. Tylomozgowie u danio
pregowanego sklada si¢ z mdézdzku oraz rdzenia przedtuzonego, ktore odpowiadaja za kontrole
motoryczng migéni, odbieranie i przetwarzanie bodzcow sensorycznych oraz niektore procesy
poznawcze (Rodriguez i wsp. 2005; Tsai i wsp. 2012). Z tylomozgowia pochodza szlaki
nerwowe unerwiajace glowe i inne czesci ciata w tym skrzela (Moens i Prince 2002; Koster i
Fraser 2001). Schemat moézgu larwy oraz osobnika dorostego zostal przedstawiony na

Rycinie 1.7.
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Ryc. 1.7 Rozw6j mézgu danio pregowanego. A) Schemat przedstawiajacy moézg larwy
w stadium 30 hpf, z zaznaczonym przodomozgowiem (na zo6tto), $rodmozgowiem (na
niebiesko) i tylomozgowiem (na pomaranczowo). Schemat przekroju koronalnego i
strzatkowego pokazuja zawigzki poszczegdlnych struktur moézgowych. Przodomoédzgowie
sktada si¢ z kresomozgowia (ciemny szary) i migdzymozgowia (jasnoszary). B) Uproszczony
schemat moézgu osobnika dorostego (bez zachowanej skali). Vaz 1 wsp. (2019)
z modyfikacjami. Wykaz skrotow: K — kresomézgowie; M — migdzymoézgowie; m — mozdzek;
MHB — struktura przejsciowa; Na — nakrywka; No — nerw wzrokowy; OW — opuszka wegchowa;
P — podwzgorze; Pal — pallium; Po — pokrywa wzrokowa; Sub — subpallium; S — §rédmézgowie;
Sz- szyszynka; T — tylomozgowie; PU — pecherzyk ucha; U — uzdeczka; Zw — region zachytka
wzrokowego.

Wiele obszarow moézgu danio prggowanego posiada swoje odpowiedniki U ssakow,
ktore sa homologiczne zarowno pod wzgledem molekularnym, jak i funkcjonalnym.
Potwierdzaja to konserwowane wsrod kregowcoOw wzorce ekspresji genoOw charakterystyczne
dla obszarow przodomoézgowia, Srodmozgowia, tylomozgowia i rdzenia kregowego (Mueller
2005; Wullimann i Mueller 2004; Hauptmann, S6ll, i Gerster 2002; Puelles i Rubenstein 2003).
Pomimo réznic W rozwoju kresomozgowia, ktore U ssakow powstaje W procesie inwersji
(zaginania grzbietowej czeSci cewki nerwowej 00 wewnatrz), audanio pregowanego
W procesie ewersji (odginania si¢ grzbietowej czgsci cewki nerwowej na boki) wyroznia si¢
funkcjonalne i topologiczne homologie jego poszczegdlnych struktur (Ryc. 1.8) (Schmidt,
Stréhle, 1 Scholpp 2013).
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Rys. 1.8 Model ewersji u danio pregowanego i inwersji u ssakéw. Inwersja kresomozgowia
wystepuje m.in. U ssakow. Polega ona na odginaniu si¢ czgsci grzbictowej cewy nerwowe;j
do wewnatrz, W wyniku czego nast¢puje podzial na dwie potkule oraz tworzg si¢ parzyste
boczne, komory mozgu. Proces ewersji zachodzi u ryb promienioptetwych i opiera si¢ na
odginaniu grzbietowej czg¢sci embrionalnego kresomoézgowia na zewnatrz, co prowadzi
do powstania dwoch potkul otoczonych pojedyncza komorag w ksztalcie litery T. Langova
i wsp. (2020) z modyfikacjami.

Wedtug Mueller i wsp. (2012; 2011) czgs¢ srodkowa pallium u danio pregowanego
(ang. medial pallium) jest funkcjonalnym odpowiednikiem hipokampa, czg$¢ grzbietowa
pallium (ang. dorsal pallium) koreluje z czgscia kory nowej, natomiast czes¢ grzbietowo-
przysrodkowa (ang. dorsomedial pallial region) odpowiada strukturze podstawno-bocznej ciata
migdatowatego. Natomiast subpallium pelni podobna funkcje jak jadra podstawne u ssakow
(Mueller, Wullimann, i Guo 2008). Z kolei uzdeczka u danio pregowanego dzieli si¢ na czes$é
grzbietowg oraz czg$¢ brzuszna, ktérej odpowiadaja kolejno jadro przysrodkowe uzdeczki (ang.
medial habenula) oraz jadro boczne uzdeczki (ang. lateral habenula) u ssakow (Amo i wsp.
2010; Agetsuma i wsp. 2010). Schematyczne poréwnanie wybranych struktur mézgu ryby,

myszy i cztowieka zostaty przedstawione na Rycinie 1.9.
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Ryc. 1.9 Poréwnanie budowy mézgu danio pregowanego, myszy i czlowieka. Szczegotowy
opis w tekscie. Langova i wsp. (2020) z modyfikacjami.

Komunikacja pomigdzy poétkulami moézgowymi ma kluczowe znaczenie dla
przetwarzania informacji motoryczno-sensorycznej u organizmow Z symetrig dwuboczng.
Odpowiadajace sobie elementy uktadu nerwowego taczone sa przez wigzki widkien
nerwowych, tworzacych spoidta mozgowe. Spoidta te powstaja z aksondéw, ktore
charakteryzuje ukierunkowany wzrost w poprzek linii $rodkowej moézgu. U wszystkich
gatunkow kregowcow spoidta mozgowe majg wspolny plan rozwojowy oraz podobne wzorce
potaczen i rozmieszczenie przestrzenne w moézgu (Rodrigo Suarez, Gobius, i Richards 2014).
U danio prggowanego i ssakow sg obecne m.in. spoidto przednie, spoidto uzdeczek, spoidto

postoptyczne, spoidto tylne i spoidto moédzdzku (Suarez 2016; Schnabl i wsp. 2020).
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Analogiczne sg takze szlaki nerwowe W poszczego6lnych strukturach mézgu takich jak wzgorze,
pokrywa wzrokowa, mézdzek, rdzen przedtuzony i rdzen krggowy (Hashimoto i Hibi 2012;
Kinkhabwalaa i wsp. 2011; Mueller 2012; Higashijima i wsp. 2004). Oprocz podobienstw
neuroanatomicznych liczne badania wskazuja na homologi¢ W neurochemii mdzgu ryby
i cztowieka uwzgledniajac receptory, transportery oraz enzymy odpowiadajgce za synteze
I metabolizm neurotransmiteréow, gléwne biatka $ciezek sygnalowych m.in. WNT, Notch,
czy mTOR (Panula i wsp. 2006; Parker i wsp. 2013; Rink i Wullimann 2004; Sharma i wsp.
2010; Fleming i Rubinsztein 2011; Sharma i wsp. 2019). Obecno$¢ ewolucyjnie
konserwowanych elementéw osrodkowego uktadu nerwowego, jego prosta budowa oraz tatwy
dostep do struktur podczas rozwoju embrionalnego u danio pregowanego sprzyjaja

modelowaniu chordb neurorozwojowych.

1.6.3 Przydatno$¢ danio pregowanego W badaniach choréb osrodkowego ukladu

nerwowego

Mimo, ze danio prggowany jest stosunkowo nowym organizmem modelowym dla
ztozonych schorzen moézgu, cieszy si¢ duzym zainteresowaniem naukowcow pod katem
kompleksowe] analizy procesow zwigzanych z rozwojem i degeneracja uktadu nerwowego,
0 czym $wiadczy rosngca z roku na rok liczba publikacji z wykorzystaniem tego modelu
(Ryc. 1.10)
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Ryc. 1.10 WyKkres przedstawiajacy liczbe publikacji z uzyciem modelu danio pregowanego
w badaniach zwiazanych z OUN wg bazy PubMed. Dane uzyskane z bazy PubMed w
listopadzie 2021 w wyniku wyszukiwania stow kluczowych ,,zebrafish + neurological disease”.
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Choroby dotykajace osrodkowego uktadu nerwowego czesto oprocz objawdw typowo
neurologicznych wigza si¢ Z manifestacja neuropsychiatryczna, $cisle zwigzang
z nieprawidlowym funkcjonowaniem mozgu. Danio prggowany dysponuje bogatym
repertuarem zachowan poczynajgc od prostych odruchow w odpowiedzi na bodzce zewnetrzne,
ktore mozemy obserwowa¢ juz W 24 godzinach po =zaptodnieniu, poprzez bardziej
skomplikowane fenotypy rozwijajace si¢ w okresie larwalnym, takie jak zachowania spoteczne,
uczenie si¢ i zapamigtywanie, agresja i zachowania zwigzane z Igkiem (Kalueff i wsp. 2013,;
Egan i wsp. 2009; Wong i wsp. 2010; Dreosti i wsp. 2015). W przypadku tych ostatnich istotny
jest fakt, iz u danio prggowanego, tak jak u ludzi gtéwnym uwalnianym hormonem stresu jest
kortyzol (Kalueff, Stewart, i Gerlai 2014). Co istotne istnieje wicle testow pozwalajacych
zbada¢ zachowanie danio prggowanego zarowno W stadium larwalnym, jak i dorostym, ktore
odpowiadajg testom przeprowadzanym na gryzoniach i sa potwierdzone pod katem badania
okreslonych fenotypow. Szczegdtowe zestawienie zachowan zwiagzanych z lgkiem oraz opis
testow do ich badania u ssakow idanio pregowanego zostalo przedstawione Tabeli 1.1.
Ponadto, udowodniono, ze obwody neuronalne lezagce U podstaw takich zachowan jak sen i
czuwanie, czy reakcja na bodziec akustyczny sg konserwowane wsrod krggowcow, co pozwala
zalozy¢, ze odkrycia w danio preggowanym moga mie¢ istotne przetozenie w modelach ssaczych
(Burgess i Granato 2007; Prober i wsp. 2006; Schoonheim i wsp. 2010; Lovett-Barron i wsp.
2017).

Tabela 1.1. Zestawienie zachowan oraz testow badajacych lek u ssakow i danio
pregowanego

Nazwa testu
. . . Nazwa testu .
Zachowanie Opis zachowania u danio
u myszy
pregowanego

preferencja

do $cianek/obrzezy aparatu
eksperymentalnego
preferencja do przebywania
w swietle i unikania

Tigmotaksja
(ang. thigmotaxis)

Test otwartego | Test otwartego
pola pola

Fototaksja
(ang. phototaxis)

Test ciemnego- | Test ciemnego-
jasnego pola jasnego pola

ciemnosci,
u i :
Refleks _ danio pregowanego: _
. instynktowna reakcja ucieczki ..
wzdrygniecia; Test reakcji

w odpowiedzi na nowe,
nieoczekiwane i/lub
awersyjne bodzce (np. btysk
Swiatla, stukanie/wibracje lub
glosny dzwigk) u myszy:

reakcja ucieczki
(ang. startle
response; escape
response)

Test na niespodziewany
wzdrygniecia bodziec/Test
reakcji ucieczki
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odruch bezwarunkowy,
charakteryzujacy si¢ szybkim
skurczem migéni twarzy

I migsni szkieletowych,

w odpowiedzi na
nieoczekiwany i intensywny
bodziec

catkowite znieruchomienie
(bezruch) w odpowiedzi

na nieoczekiwany lub
awersyjny bodziec

Zamieranie/reakcja
znieruchomienia
(ang. freezing)

Test zamierania | Test zamierania

Niewatpliwg zaletg danio pregowanego W badaniach schorzen zwigzanych z rozwojem
moézgu jest mozliwo$¢ latwej wizualizacji neurondéw. Dostepnos¢ licznych linii
transgenicznych z wyznakowanymi fluorescencyjnie specyficznymi populacjami neuronéw
pozwala naprzyzyciowe badania w warunkach fizjologicznych. Na przyktad dzigki
wykorzystaniu  genetycznie  kodowanej sondy  wapniowej GCaMP5 w linii
Tg(HUC:GCaMP5F) mozliwe jest nieinwazyjne monitorowanie aktywnosci nhawet
w pojedynczych neuronach, co dostarcza cennych informacji na temat funkcjonowania
obwodoéw neuronalnych (Ahrens i wsp. 2013). Oprécz tego, dzigki niewielkim rozmiarom oraz
transparentnos$ci larw, mozliwe jest wykonywanie barwien immunofluorescencyjnych petnego
przekroju (ang. whole-mount), co pozwala zobrazowa¢ wybrane biatka neuronalne

W nienaruszonym, utrwalonym mozgu.

Poszukiwanie nowych lekow, ktore tagodzityby objawy zaburzen neurologicznych oraz
neuropsychiatrycznych jest trudnym zadaniem, aponiewaz badania in Vvitro czesto nie
przektadaja si¢ na wyniki terapeutyczne in vivo, konieczne jest stosowanie modeli zwierzgcych.
Dzigki matym rozmiarom embrioné6w oraz larw danio prggowanego mozliwe jest
wykorzystanie metod wysokoprzepustowych. Ponadto, zaletg tego modelu w badaniach funkcji
mozgu pod katem farmakologii sa nieskomplikowane, tatwe w kontroli metody podawania
substancji. Wybrane zwigzki farmakologiczne moga zosta¢ dostarczone przez bezposrednie
podanie roztworu do wody i wykorzystanie zjawiska dyfuzji przez skrzela do krwiobiegu
(Goldsmith 2004). Co wiecej, do stadium 8 dpf bariera krew-mézg u danio pregowanego
pozostaje catkowicie przepuszczalna, co umozliwia penetracje lekow i wigze si¢ ze zwigkszong
podatnoscia szlakow sygnalowych na ich dziatanie na wczesnych etapach rozwoju (Fleming,

Diekmann, i Goldsmith 2013). Model danio prggowanego wykorzystywany jest
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z powodzeniem rowniez W behawioralnych badaniach przesiewowych. Dobrym przyktadem
skriningu chemicznego sa doswiadczenia przeprowadzone przez Kokela i wsp. (2010),
w ktorych za pomocg zautomatyzowanego wysokoprzepustowego systemu pozwalajacego na
rejestracj¢ oraz analize zachowan stereotypowych larw danio pre¢gowanego przetestowano
14 000 substancji chemicznych, co pozwolito zidentyfikowa¢ nowe zwigzki neuroaktywne.
Rownie pozytywne wyniki badan przesiewowych z zastosowaniem larw uzyskal zespot
Floriana Engerta odnajdujac zwiazki psychoaktywne stymulujace apetyt, ktorych dziatanie
potwierdzono nastepnie na modelu ssaczym (Jordi i wsp. 2018). Zastosowanie modelu danio
pregowanego W badaniach wysokoprzepustowych pozwala nie tylko na identyfikacje oraz
zbadanie bezpieczenstwa nowych substancji terapeutycznych w warunkach przedklinicznych,
ale takze umozliwia znalezienie nowych zastosowan istniejgcych lekow. W ten wtasnie sposob
odkryto zastosowanie klemizolu - agonisty receptora serotoniny, w leczeniu lekoopornej
epilepsji u ludzi z zespotem Draveta. Choroba ta spowodowana jest mutacjag w genie SCN1A
I charakteryzuje si¢ wystepowaniem ci¢zkiej, mioklonicznej padaczki ujawniajgcej si¢ w wieku
niemowlecym (Akiyama, Kobayashi, i Ohtsuka 2012). Homozygotyczny model danio
pregowanego scnllab odzwierciedlat objawy kliniczne choroby, a przeprowadzony z uzyciem
tego modelu skrining ponad 3 000 dostepnych na rynku i zatwierdzonych przez Amerykanska
Agencje Zywnoéci i Lekéw substancji farmakologicznych, pozwolit zidentyfikowaé
skutecznos¢ klemizolu w tym schorzeniu i dat poczatek badaniom klinicznym pierwszej fazy
rozpoczetym w 2019 roku (Baraban, Dinday, i Hortopan 2013; Patton, Zon, i Langenau 2021).
Podsumowujac praca na danio pregowanym otwiera nowe perspektywy w pozyskiwaniu oraz

rozwoju substancji leczniczych.

1.7 Modele stwardnienia guzowatego w danio pregowanym

Pierwszy model stwardnienia guzowatego z wykorzystaniem danio pregowanego zostat
stworzony w 2009 roku przez zespét Sun z Yale University School of Medicine. Naukowcy
zidentyfikowali dwa rybie ortologi genu TSC1, nazwane tscla i tsclb, ktore wykazujg
odpowiednio 36% i 44% identyczno$ci pod wzgledem sekwencji nukleotydowej z ludzkim
genem. Oprocz tego geny te sa w 44% identyczne same ze sobg. Aby zbada¢ wptyw tscla i
tsclb na rozwoj danio pregowanego, embriony w stadium 1-4-komorkowym nastrzyknigto
antysensownymi oligonukleotydami morfolino, ktére poprzez wigzanie si¢ do kodonu start
w mRNA blokowaty inicjacje translacji. DiBella i wsp. (2009) byli szczegolnie zainteresowani
patologicznymi zmianami dotykajacymi nerek w stwardnieniu guzowatym, dlatego tez

skupiono si¢ na mutancie tscla, uktéorego w stadium embrionalnym zaobserwowano
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obustronne torbiele przednerczy. Oprocz tego stwierdzono brzuszne skrzywienie i defekty
w ustanowieniu asymetrii planu ciata, zmiany w dlugosci rzgsek w przewodzie przednerczy
oraz potwierdzono nadaktywnos¢ szlaku mTOR. DiBella i wsp. (2009) udowodnili, Zze biatko
Tscla odgrywa role w funkcjonowaniu rzesek oraz prawidlowym rozwoju nerek, jednak nie
zajeli si¢ kwestig nieprawidtowosci w osrodkowym uktadzie nerwowym. Innym modelem
stwardnienia guzowatego w danio pregowanym jest stworzona za pomocg mutagenezy
chemicznej ENU linia tsc2"?*? niosaca punktowa mutacje typu nonsens W genie tsc2.
W wyniku tej mutacji powstaje niepeina sekwencja aminokwasowa biatka Tsc2 bez domeny
katalitycznej GAP. Wykazano, ze biatko Tsc2 danio pregowanego jest w 61% identyczne
pod wzgledem sekwencji aminokwasowej z ludzkim TSC2, a domena biatkowa oddziatujaca
z hamartyng, domena tuberyny i domena GAP sg Scisle konserwowane mig¢dzy danio
pregowanym, a cztowiekiem (Ryc. 1.11) (Kim i wsp. 2011).

1807

BESI@¥4 domena oddziatujaca z hamartyng - domena tuberyny I GAP I |
71 % 70 % 75 % 1821
domena oddziatujaca z hamartyna - domena tuberyny l GAP | I
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Ryc. 1.11 Schemat struktury przewidywanych domen biatkowych TSC2 u czlowieka
i danio pregowanego (Tsc2). Na niebiesko zaznaczona domena oddziatujgca z hamartyng, na
zielono domena tuberyny, a na czerwono domena GAP. Mutacja vu242 powoduje powstanie
przedwczesnego kodonu STOP w eksonie 26. Kim i wsp. (2011) z modyfikacjami.

Hybrydyzacja in situ umozliwita zbadanie wzorcow ekspresji genu tsc2
W rozwijajacych si¢ embrionach danio prggowanego wskazujac na podobienstwa z wzorcami
obserwowanymi u ssakéw. Stwierdzono powszechne wystepowanie transkryptu tsc2
poczynajac od stadium blastuli. W 25 hpf obserwowano wysoki poziom mRNA tsc2
W rozwijajacym si¢ oku, przodomoézgowiu, §rodmoédzgowiu, bocznej czesci tylomozgowia,
pecherzykach usznych inaczyniach krwiono$nych. Sprawdzono, ze ekspresja genu tsc2

zmalata w oku, sercu oraz jelitach w stadium 3 dpf i rtownoczesnie wzrosta w mézgu.
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Mutanty pozbawione genu tsc2, tsc2'W242M242 ymieraty we wczesnych stadiach
larwalnych (do stadium 11 dpf), przejawiajac wielonarzadowe patologie w tym zaburzenia
W organizacji istoty bialej iszarej mozgu oraz wystgpowaniem powickszonych neuronow
W mozgu 1 rdzeniu kregowym. Mutanty te wykazywaly takze nadmierng aktywacje Sciezki
mTORC1 w mézgu i w innych czgéciach ciata. Oprocz tego larwy tsc2"242"242 miaty problemy
Z napelianiem pecherza ptawnego. Bezposredni inhibitor mTOR, rapamycyna, zmniejszat
aktywnos$¢ kinazy mTORC1 w zaleznosci od zastosowanej dawki, atakze przywracat
prawidtowy fenotyp komdrkowy wskazujac na jego zaleznos¢ od szlaku mTORC1. Mutanty
heterozygotyczne tsc2"?*?* wykazywaly jedynie niewielki wzrost aktywnosci kinazy
MTORCI, poza tym mialy niezmieniong morfologi¢ i normalng zywotnos¢ z zachowang
ptodnoscig. Wyniki te sugerowaly, ze istnieje prog, powyzej ktorego zwigkszona aktywnosé
szlaku mTOR powoduje powstawanie patologicznych zmian w narzgdach. W 2017 r.
(Scheldeman i wsp.) oraz 2019 r. (Serra i wsp.) roku ukazaty si¢ dwie kolejne prace, w ktorych
wykonano wstgpng charakterystyke tego samego modelu stwardnienia guzowatego W danio
pregowanym — mutanta tsc2'242242 W pracy Scheldeman iwsp. (2017) zanalizowano
zachowanie larw linii tsc2"*2 pod katem podstawowych zdolnosci ruchowych oraz
odpowiedzi na wybrane bodZce sensoryczne, wykazujac obnizenie calkowitej aktywnosci
mutantow homozygotycznych. Nie wyjasniono jednak potencjalnych przyczyn fenotypow
behawioralnych zaobserwowanych u mutantéw homozygotycznych. Oprocz tego wykonano
réwniez pomiary elektrofizjologiczne w pokrywie wzrokowej wskazujac na nieprawidtowa
aktywno$¢ mozgu przypominajaca napady padaczkowe. Niemniej jednak nalezy pamigtac, ze
u pacjentow ze stwardnieniem guzowatym epileptogennym regionem mozgu jest obszar kory
mozgowej, gdzie rozwijaja si¢ charakterystyczne w tej chorobie zmiany neuropatologiczne,
a odpowiednikiem kory moézgowej w danio prggowanym jest obszar grzbietowy pallium
(Mueller i wsp. 2011; Mueller 2012). Oprocz tego Scheldemann i wsp. (2017) przeprowadzili
analize transkryptomu u larw linii tsc2"¥242, Poréwnujac do siostrzanych kontroli typu dzikiego
U mutantow homozygotycznych stwierdzono zmiany w poziomie mRNA dla genow
zwigzanych m.in. z reakcja immunologiczng i stanem zapalnym oraz kanatami wapniowymi.
Z kolei w pracy Serra i wsp. (2019) zbadano wptyw stosowania kannabidiolu (CBD) na
aktywnos¢ lokomotoryczng larw oraz aktywacje $ciezki mTORC1 w moézgu mutantdw
tsc2'1242V242 pg podaniu CBD stwierdzono obnizenie catkowitej aktywnosci larw linii tsc2"42#2
(wszystkich genotypdéw) oraz zmniejszenie aktywnosci $ciezki mTORC1 w mdzgu mutantow.
Niemniej jednak w zadnej z tych prac nie zbadano cech strukturalnych mézgu, ktore moglyby

wskaza¢ przyczyng obserwowanych fenotypow behawioralnych. Co wigcej, oprocz zaburzen
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neurologicznych oraz neuropatologicznych waznym elementem stwardnienia guzowatego sa
zaburzenia neuropsychiatryczne TANDs, ktore do tej pory nie zostaly zbadane w modelu
tsc2242W242 - 7 teoo wzgledu w niniejszej pracy skupiono sie na poglebionej analizie
behawioralnej wybranych zachowan podobnych do TANDs oraz charakterystyce wybranych

patologii neuroanatomicznych oraz molekularnych w mozgu mutantow tsc2'4242/u242
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2. CELEPRACY

Stwardnienie guzowate (ang. Tuberous Sclerosis Complex) to rzadka choroba genetyczna,
spowodowana mutacjg W genie TSC1 lub TSC2, prowadzaca do utraty funkcji oraz nadmierne;j
aktywnos$ci kinazy mTOR. Na skomplikowany obraz kliniczny tego schorzenia sktadaja si¢
zaroOwno zaburzenia neurologiczne, jak i neuropsychiatryczne (ang. TANDs - Tuberous
Sclerosis Associated Neuropsychiatric Disorders). Cz¢s¢ objawow stwardnienia guzowatego
pojawia si¢ juz na bardzo wczesnych etapach rozwoju, kiedy obserwacje przyzyciowe
rozwijajacych si¢ plodéw ssakow wymagaja skomplikowanych i czesto inwazyjnych metod
badawczych. Ponadto, odtworzenie poszczegolnych fenotypow choroby powszechnie
wystepujacych u pacjentow wymaga czesto zastosowania roéznych modeli zwierzgcych.
U ssakow catkowity nokaut genow Tscl lub Tsc2 jest letalny, dlatego tez wykorzystuje si¢
gtownie modele heterozygotyczne oraz oparte na nokautach warunkowych w wybranych
komorkach czy tkankach. Uzyty w niniejszej pracy doktorskiej model stwardnienia guzowatego

Q242242 o wala  przynajmniej cze$ciowo zaadresowaé te

w danio prggowanym tSc
ograniczenia. Dzigki zewnetrznemu zaptodnieniu i optycznej transparentnos$ci embrionéw
mozliwe s3 przyzyciowe obserwacje rozwijajacego si¢ ukladu nerwowego w warunkach
fizjologicznych na wczesnych etapach rozwoju. Ponadto, larwy danio pregowanego wykazuja
szereg zachowan, ktére mozna analizowa¢ pod katem wspdtistniejagcych w stwardnieniu
guzowatym zaburzen neuropsychiatrycznych. Dlatego tez, celem podjetych w mojej pracy
doktorskiej badan byly: analiza wybranych zmian molekularnych, neuroanatomicznych
oraz behawioralnych w modelu stwardnienia guzowatego w danio pregowanym
tsc2Vu242Vi242 oraz zbadanie dzialania wybranych zwiazkéw farmakologicznych na
zaobserwowane fenotypy. Aby go zrealizowaé, skupiono si¢ na nastgpujacych celach

szczegdtowych:

1) Charakterystyka fenotypu behawioralnego pod katem wystepowania napadow
padaczkowych oraz wybranych aspektow TANDs w modelu stwardnienia guzowatego w danio
pregowanym.

2) Charakterystyka fenotypu neuroanatomicznego wybranych obwodow neuronalnych

W mozgu oraz analiza ekspresji gendw pod katem zaburzen w procesach ukierunkowanego

wzrostu aksonow w modelu stwardnienia guzowatego w danio prggowanym.

3) Zbadanie modelu stwardnienia guzowatego w danio prggowanym pod katem zaburzen

w $ciezkach sygnalowych zwigzanych z neurotransmisjg hamujaca.

4) Analiza wplywu wybranych zwiagzkéw farmakologicznych na obserwowane fenotypy
behawioralne oraz neuroanatomiczne w modelu stwardnienia guzowatego w danio
pregowanym.

52



3. MATERIALY I METODY
3.1 NajczeSciej stosowane materialy i odczynniki
Roztwory

Roztwory (Tabela 3.1) sporzadzano wykorzystujac wod¢ oczyszczong przez odwrocong
osmoze (RO) i ultrafiltracj¢ z uzyciem filtrow Mili-Q Plus (Milipore) oraz odczynniki
pochodzace z firm Sigma-Aldrich (Merck), Bioshop i POCH (o ile nie napisano inaczej).

Tabela 3.1 Stosowane w pracy roztwory i bufory

Nazwa
roztworu/buforu
Praca z kwasami nukleinowymi i biatkami
0,315 M Tris-HCI pH 6,8; 50 % glicerol; 10 % SDS; 25 % (v/v)
B-merkaptoetanol; 0,0125 % biekit bromofenolowy

Sktad

5 x bufor Laemmliego

TE (Tris-EDTA), bufor
do izolacji DNA

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

10 x TBE (Tris-Boran-
EDTA), bufor | 0,89 M Tris; 0,89 M kwas borowy; 20 mM EDTA; pH 8,0
do elektroforezy DNA

10 mM Tris-HCL pH 8,0; 1 mM EDTA; pH 8,0

116 mM NaCl; 2,9 mM KCI; 1,8 mM CaCl,; 5 mM HEPES,
pH 7,2

4 mM leupeptyna; 0,3 mM aprotynina; 0,8 M hydrochlorek
benzamidyny; 1 mM EDTA w roztworze Ringera

1 mM B-glicerofosforan disodowy; 0,25 mM Pefabloc®; 0,5
Roztwor Ringera 2 mM Na3VO04; 0,25 mM pirofosforan tetrasodu; 2,5 mM NaF
w roztworze Ringera 1

5 mg/ml proteinaza K (A&A Biotechnology), 50 % glicerol w
TE

6 x bufor obciagzajacy | 30 % glicerol; 0,25 % bigkit bromofenolowy; 0,25 % bilekit
do DNA ksylenowy

Barwienia immunofluorescencyjne

Bufor utrwalajagcy PFA | 4 % paraformaldehyd (PFA) w 1 x PBS

Roztwor
depigmentacyjny
Odczynnik zamykacza 2 % 3,4,5-trihydroksybenzoesan propylu w 90 % glicerolu

Roztwor Ringera

Roztwor Ringera 1

Roztwor proteinazy K

3 % H202, 1 % KOH w H20
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10 x PBS (ang.
Phosphate-buffered
saline), roztwor soli

1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 80 mM NA;HPO4; 14 mM
KH2POyq; pH 7,4

buforowany

fosforanami

PBSTr 0,2 % Triton™ X-100 w PBS
PBSTr-DMSO 20 % DMSO w PBSTr

PBSTr-DMSO-glicyna

0,3M glicyna w PBSTr-DMSO

PBSTr-Tween

0,2 % TWEEN® 20 w PBSTr

Bufor blokujacy 6 % kozia surowica w PBSTr-DMSO
Bufor do -odkrywania | 4o 1\ Tris-HCI; pH 9,0
antygenow

Western Blot

Bufor Towbina

25 mM Tris pH 8,3; 20 % metanol; 0,192 M glicyna

Roztwor czerwieni | 40 % metanol; 15 % kwas octowy; 0,25 % czerwien Ponceau
Ponceau S S
10 x TBS (ang. Tris-
puffered 2lIN€) | 5 M Tris-HCI pH 7,5; 1,5 M NaCl
roztwor soli
buforowany Tris
Mleko-TBS 5 % mleko odthuszczone w TBS
5 % BSA (surowicza albumina wotowa, ang. Bovine Serum
BSA-TBS Albumin) w TBS
1x TBST 0,2% TWEEN® 20 w TBS
BSA-TBST 5% BSAw TBST
Mleko-TBST 5 % mleko odthuszczone w TBST

Hodowla Danio pregowanego

60 x roztwor E3

0,87 % NaCl; 0,04 % KCI; 0,145 % CaCl,-2H,0; 0,245 %
MgCl2-6H,0; pH 7,2

E3 z
btgkitem metylowym

1 X roztwor

1 ml 0,05 % biekitu metylowego, 16,7 ml 60 x E3, uzupetnione
do 1 L woda RO

1xPTU

0,003 % fenylotiomocznik w E3

20x mesylan trikainy
(MS-222)

4 g/L MS-222; buforowane 1 M Tris, pH 7,0

Mesylar_l _ trikainy 1 x mesylan trikainy
do usypiania
Mesylan trikainy

do u$miercania

3 x mesylan trikainy
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Przeciwciala

Tabela 3.2 Stosowane w pracy przeciwciala pierwszorzedowe

Pochodzenie | Stosowane i
Antygen .. ., . Numer katalogowy i producent
przecwvcmla rozcienczenie
Acetylowana _
Tubulina Lys40 mysz IF1:150 GTX16292, Genetex
GAD 65/67 krolik IF1:250 ab11070, ABCAM
6 mysz WB 1 - 250 sc_—74459, Santa Cruz
Biotechnology
P-S6.5235/236 | krolik WB 1: 1000 €54858, Cell Signaling
Technology
a-Tubulina mysz WB 1 : 2000 T5168, Sigma-Aldrich (Merck)

IF — barwienie immunofluorescencyjne, WB — Western Blot

Tabela 3.3 Stosowane w pracy przeciwciala drugorzedowe

Nazwa Pochodzenie | Stosowane .

. . ., . Numer katalogowy i producent
przec1wc1ala przec1wc1a1a rozcienczenic
anty-mysie Alexa ) s
Eluor™ 568 koza IF1:1000 A10037, Thermo Scientific
anty-kroélicze
Alexa  Fluor™ | koza IF1:1000 A21206, Thermo Scientific
488
anty-kroélicze IgG . _ 926-68023, Li-Cor
IRDye® 800CW osiof WB1:10000 Biosciences
anty-mysie  1gG . . 926-32212, Li-Cor
IRDye® 680RD osiof WB1:10000 Biosciences

IF — barwienie immunofluorescencyjne, WB — Western Blot

3.2 Zwigzki farmakologiczne

Tabela 3.4 Stosowane w pracy zwiazki farmakologiczne.

Stosowane | Stosowany czas Numer
Substancja Charakterystyka .. y katalogowy
stezenie traktowania .
I producent
krotkie
traktowanie:
2{2;’;’64 dpf 13346,
antybiotyk makrolidowy, . Cayman
rapamycyna inhsi/bitorymTORC1 Y| 200 nM traktowanie: Ch)émical
24 h w 4 dpf Compan
traktowanie pany
prewencyjne:
od 48 hpf
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analog kwasu y- diugie
amin ogmaslowggo traktowanie: V8261,
wigabatryna | wybiorczo i nieodwracalnie | 60 uM 24hw4 d.pf 5'9”!&'
. . traktowanie Aldrich
hamuje aminotransferaze . K
kwasu y-aminomastowego prewencyjne- (Merck)
od 48 hpf
selektywny, dlugie g:vlr;gzo
ANA-12 niekonkurencyjny 50 nM traktowanie: gm
: Aldrich
antagonista receptora TrkB 24 h w 4 dpf (Merck)

3.3 Linie danio pre¢gowanego

Tabela 3.5 Charakterystyka linii danio pregowanego, ktore zostaly wykorzystane

W pracy.

Linia

Charakterystyka

Referencje

tsc2''242 v tle genetycznym
ABTL

stworzenie

Linia tsc2"42*2 niesie punktowa mutacje typu
nonsens ¢.3087C>A, p.Y1031X w genie
tsc2, w wyniku czego powstaje Tuberyna
pozbawiona domeny GAP, co uniemozliwia
funkcjonalnego
hamujacego kinaz¢ mTOR (ang. mechanistic
Target of Rapamycin).

kompleksu

(Kim i
wsp. 2011)

tsc2''242 w tle genetycznym

casper mpv172%/

wiekszosci

m itfaWZ/WZ
wykazuja
1 irydoforow

Linia tsc2"'?*2 w tle genetycznym casper
niesie dodatkowo mutacje w ukladzie
homozygotycznym
osobniki

melanoforéw
W embriogenezie oraz dorostosci.

oraz
brak

(White i
wsp. 2008)

Linia

To(ptfla: GFP);tsc2"4?*2 w tle
genetycznym casper

transgeniczna
wyznakowanymi

trzustki
linii

Williama

tSCZVU242

fluorescencyjnie  (GFP)
komorkami nerwowymi z aktywng ekspresja
genu ptfla (podjednostka alfa czynnika
transkrypcyjnego
z krzyzowki
Tg(ath5:gapRFP/ptfla:GFP/crx:gapCFP)
7 tSCZVU242/+_
Tg(ath5:gapRFP/ptfla:GFP/crx:gapCFP)
uzyskano od Prof.
(Uniwersytet w Cambridge).

1), uzyskana
trangenicznej

Harrisa

(Almeida i
wsp. 2014)
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Linia tsc2"924? 7z ekspresja sondy wapniowej
GCaMP5G pod promotorem neuronalnym
HuC, uzyskana z krzyzowki tsc2"424/* 7 linia
transgeniczng TQg(HuC:GCaMP5G). Linig
Tg(HuUC:GCaMP5G) uzyskano od Prof.
Michaela Orgera (Centrum badan nad
nieznanym Fundacji Champalimaud).

Tg(HuC:GCaMP5G);tsc2"u242
w tle genetycznym casper

(Ahrens i
wsp. 2013)

3.4 Hodowla Danio pregowanego

3.4.1 Warunki hodowli dorostych ryb

Hodowle ryb danio prggowany prowadzono w licencjonowanej Pracowni Hodowli
danio prgegowanego Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komodrkowej
w Warszawie (numer rejestru PL14656251 - nadany przez Powiatowy Inspektorat Weterynarii
w Warszawie oraz numery rejestru 064 i 051 - nadane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego). Do hodowli dorostych osobnikdéw stosowano zautomatyzowany system wodny
firmy Tecniplast (USA). Hodowle prowadzono w stalych warunkach zgodnych
z migdzynarodowymi wytycznymi: temp. wody 27-28 °C, pH 6,9-7,2, przewodnos¢ ~ 800 uS,
Z zachowanym cyklem $wietlnym 14 h $§wiatta/10 h ciemnosci. Maksymalne zaggszczenie ryb
wynosito 6-7 osobnikow na litr. Ryby karmiono 4 razy dziennie w zaleznosci od wieku,

pokarmem suchym oraz zywym (artemia).

3.4.2 Warunki hodowli larw

Uzyskang z wytarcia minimum 2 par dorostych osobnikow ikre hodowano na szalkach
Petriego o $rednicy 100 mm (@100 mm) w roztworze E3 z dodatkiem bi¢kitu metylowego,
Zapobiegajacego infekcjom grzybiczym. Utrzymywano zaggszczenie maksymalnie
50 osobnikow na szalk¢. Hodowlg prowadzono w inkubatorach z zachowanym cyklem
Swietlnym 14 h §wiatta/10 h ciemnosci, W optymalnej dla rozwoju temperaturze 28,5 °C lub z
zakresu 25-32 °C, w celu spowolnienia lub przyspieszenia tempa rozwoju. Larwy starsze niz 5

dpf karmiono wrotkami. Wiek larw wyliczano na podstawie wzoru:
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HT — liczba godzin hodowli w danej temperaturze

(M

HT = h/(0,055xT - 0,57) T — zastosowana temperatura hodowli

h — docelowe stadium rozwoju podane w godzinach
po zaptodnieniu

W celu zaburzenia rozwoju melanoforow i uniemozliwienia wytworzenia pigmentu,
do roztworu hodowlanego codziennie dodawano PTU, przy czym pierwsze podanie

nastepowato w ok. 20 godzinie po zaptodnieniu.

Wszystkie eksperymenty z wykorzystaniem larw danio prggowanego przeprowadzano
W zgodzie z przepisami prawa zagwarantowanymi ustawa z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych, oraz dyrektywa
2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych.

3.4.3 Traktowanie larw roztworami zwiazkow farmakologicznych

Przygotowywano stg¢zone roztwory odpowiednich zwigzkéw farmakologicznych,
rozpuszczajac je W roztworze E3 lub dimetylosulfotlenku (DMSO, Sigma Aldrich (Merck))
i przechowywano do czasu, az bedg potrzebne, zgodnie z wytycznymi producenta. Larwy
traktowano poprzez dodanie roztworu zwigzku farmakologicznego bezposrednio do szalki
hodowlanej z roztworem E3, wykorzystujac wchianianie przez skrzela oraz skore larw.
W przypadku zwigzkow rozpuszczalnych w DMSO przeprowadzano testy toksycznosci u ryb
typu dzikiego nie stwierdzajac zadnych efektow przy stezeniu tej substancji ponizej 0,02%

w roztworze. Jako warunki kontrolne traktowano hodowle larw w roztworze E3.
3.5 Genotypowanie larw linii tsc2v4242

Uzyskane z krzyzéwek ryb heterozygotycznych larwy mutanta tsc2'“?*2 poddawano
analizie mutacji w genie tsc2, aby uzyskac¢ informacj¢ na temat genotypu (dziki, heterozygota,
homozygota), co byto niezbedne do przeprowadzenia eksperymentoéw i analizy uzyskanych
wynikow. W tym celu izolowano z larw genomowe DNA (opisano w Rozdziale 3.6.1),
a nastepnie stosowano jedng z dwoch dostepnych metod: reakcje tancuchowg polimerazy (ang.

Polymerase Chain Reaction; PCR) potaczong z trawieniem produktu PCR enzymem
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restrykcyjnym HpyCH41V i analizg fragmentéw restrykcyjnych po elektroforezie w zelu
agarozowym (opisano w Rozdziale 3.5.1) lub reakcj¢ wysokorozdzielczego topnienia matrycy
(ang. High Resolution Melting, HRM) wraz z analiza krzywych topnienia (opisano w Rozdziale
3.5.2)

Tabela 3.6 Sekwencje starterow stosowanych w analizie mutacji tsc2/424?

Metoda Sekwencje starterow 5°-3’
badawcza
CTCTTGGGCAGAGCAGAGAAGTT
tsc2_R
PCR - GG
tsc2 F  CCAGCACCACCTGCAGTCTGG
HRM tsc2 R CTTGGGCAGAGCAGAGAAGT
tsc2 F  GAGACCTGCCTGGACATGAT

3.5.1 Reakcja PCR

Genomowe DNA (gDNA) larw linii tsc2"?*? namnazano metoda PCR. Probki
przygotowano w objetosci 30 pl wedlug zalecen producenta zestawu Taq PCR Core Kit
(QIAGEN, 201223), z uzyciem starterow wymienionych w Tabeli 3.6. Przygotowujac
mieszaning reakcyjng uwzgledniano wysoka zawarto$¢ par GC w stosowanej matrycy DNA
I uzywano znajdujacego si¢ W zestawie roztworu Q-Solution™. Reakcj¢ przeprowadzano za
pomoca termocyklera Bio-Rad T100 Thermal Cycler stosujac warunki temperaturowe

zamieszczone w Tabeli 3.7.

Tabela 3.7 Warunki temperaturowe reakcji PCR

Etap reakcji Temperatura Czas
Denaturacja wstepna 95°C 5 min
Denaturacja 95°C 30s
Przylaczanie starterow 67°C 30s } x 34
Wydtuzanie 72°C 30s
Wydluzanie koncowe 72°C 3 min
Chtodzenie 4°C 0
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3.5.1.1 Trawienie DNA enzymem restrykcyjnym HpyCHA41V i elektroforeza DNA w zelu

agarozowym

Przygotowywano mieszaning reakcyjna, W ktorej sktad wchodzito: 10 pl produktu PCR,
3 ul CutSmart Buffer (NEB, B7204S), 0,5 ul enzymu HpyCH41V (NEB, R0620) i 16,5 pl wody
miliQ. Probki inkubowano w 37 °C przez 40 min, a nastepnie inaktywowano w 80°C przez
10 min. W celu rozdziatu fragmentéw DNA o wielkosci 100-200 par zasad uzywano 2 % zelu
agarozowego w 1 x TBE z dodatkiem barwnika kwaséw nukleinowych SimplySafe™
(0,05 ul/ml, EURx, E4600). Na zel nanoszono cato$¢ probek z odpowiednio rozcienczonym
buforem obcigzajacym do DNA (Tabela 3.1) oraz wzorzec mas czasteczkowych PerfectTM 100
bp DNA Ladder (EURx, E3134-01). Elektroforez¢ prowadzono uzywajac aparatu
do elektroforezy horyzontalnej firmy Bio-Rad w temperaturze pokojowej, przy statym napigciu
130 V, wbuforze 1 x TBE. Rozdzielone fragmenty DNA wizualizowano za pomoca
transluminatora GeneFlash (Syngene). Przyktadowy wynik analizy wraz z pokazang sekwencja

rozpoznawang przez enzym HpyCH41V przedstawiono na Ryc. 3.1.

A

pz M
400
300

200

100

tsc2”/" tsc2/ tsc2t*

5..AVCGT..3
3'..TGCVA..5

Ryc. 3.1 Przedstawienie metody analizy restrykcyjnej DNA larw linii tsc2vu242
A) Przyktadowy wynik analizy fragmentéw restrykcyjnych po elektroforezie w zelu
agarozowym. M — marker wielkosci DNA, PerfectTM 100 bp DNA Ladder; pz — pary zasad,;
Mutacja typu nonsens w genie tsc2 (c.3087C>A) powoduje utrat¢ miejsca ciecia dla enzymu
HpyCH4IV. Analiza fragmentow restrykcyjnych pozwala zidentyfikowaé wszystkie 3
genotypy. B) Sekwencja rozpoznawana przez enzym HpyCH4IV, znajdujgca si¢ w miejscu
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mutacji genu tsc2. Na czerwono zaznaczono cytozyng, ulegajaca substytucji do adeniny
c.3087C>A.

3.5.2 Analiza profilu topnienia matrycy w wysokiej rozdzielczosci HRM

Analize mutacji u larw linii tsc2"/?*2 wykonywano za pomocg metody HRM opartej
na wykrywaniu roznic W krzywych topnienia czasteczek DNA namnazanych w reakcji
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real Time PCR; RT-PCR). Probki
przygotowywano w objetosci 10 ul wedlug zalecen producenta zestawu Luminaris Color HRM
gPCR Master Mix (ThermoFisher, Klantit031BID) z uzyciem starteréw wymienionych
w Tabeli 3.6. Reakcje przeprowadzono za pomoca Roche LightCycler® 96 System stosujac
warunki temperaturowe zamieszczone w Tabeli 3.8. Przyktadowy wynik analizy HRM

przedstawiono na Ryc. 3.2.

Tabela 3.8 Warunki temperaturowe reakcji HRM

Etap reakcji | Temperatura | Czas
Preinkubacja 95°C .7
min
2-stopniowa 95°C 10s 7’, % 40
amplifikacja 60°C 15s |-
95°C 15s
HRM 60°C 15s
95°C 0
0.360
0300 tsc2‘/ } A N tsc2+/ (wr)
0.240
|_
T o180
[T
©
' 0.120
0.060

0.000
75.0 75,5 76.0 76.5 77.0 77.5 78.0 785 79.0 79.5 80.0 80.5 81.0 81.5 82.0 82.5 83.0 83.5 84.0

Temperatura

Ryec. 3.2 Przykladowy wynik analizy HRM w celu zidentyfikowania genotypéw larw linii
tsc2"242 na podstawie krzywych topnienia. ~dF/dT — pochodna krzywej topnienia. Strzatki
wskazujg krzywe topnienia charakterystyczne dla poszczegdlnych genotypow larw linii
tsc2''242, Substytucja cytozyny na adening w genie tsc2 u mutanta tsc2” prowadzi do zmiany
temperatury topnienia (Tm) analizowanego amplikonu o0 0,7 °C wzgledem larw typu dzikiego
tsc2** (WT). W wyniku zamiany pojedynczego nukleotydu nastepuje przesuniecie piku
krzywej topnienia, a wiec punktu, w ktérym 50% czasteczek DNA uleglo denaturacji i
rozpleceniu do postaci jednoniciowe;j.
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3.6 Metody pracy z kwasami nukleinowymi

3.6.1 lzolacja genomowego DNA

Genomowe DNA izolowano z ogonéw lub catych larw linii tsc2""22, Ryby u$miercano
przez przedawkowanie mesylanu trikainy (Sigma-Aldrich, E10521), a nastepnie pobrany
material umieszczano W plytkach 96-dotkowych w buforze TE (20 pl/dotek), w ktérym mogt
by¢ zamrozony i przechowywany w - 20 °C az do dalszej analizy. W kolejnym etapie materiat
inkubowano 10 min w 95 °C w celu inaktywacji endogennych nukleaz. Nast¢pnie dodawano
roztwor proteinazy K (stezenie koncowe 0,5 mg/ml) i probke umieszczano w 55 °C na 3 h aby
usunaé biatka. Na koncu inaktywowano proteinaz¢ K (10 min, 95 °C). Uzyskane gDNA
wykorzystywano do genotypowania lub przechowywano w -20 °C.

3.6.2 1zolacja mRNA i synteza cDNA

Narzegdzia uzywane podczas izolacji RNA oczyszczano za pomoca odczynnika
RNaseZAP™ (Sigma-Aldrich (Merck), R2020-250ML). Glowy larw linii tsc2"¥242 o znanych
genotypach (genotypowanie wg Rozdziatu 3.5) zbierano do probéwek z buforem StayRNA™
(A&A Biotechnology, 038-250); ok. 30 larw na dany wariant. Po krotkim odwirowaniu i zlaniu
supernatantu do probéwek dodawano 300 pl odczynnika TRIzol™ (Invitrogen™, 15596026).
Probki poddawano sonikacji w temperaturze pokojowej (2 pulsy po 30 s, amplituda 70 %)
z uzyciem sonikatora VCX 130 (PROScientific). Nastepnie dodawano kolejng porcje 300 ul
odczynnika TRIzol™, mieszano przez pipetowanie i inkubowano przez 5 min w temperaturze
pokojowej. Dodawano 120 pl chloroformu i energicznie mieszano z uzyciem wytrzasarki typu
worteks. Po krotkiej, 3 min inkubacji w temperaturze pokojowej, probki wirowano przez 2 min
W 4 °C, przy 20 000 x g w celu oddzielenia fazy wodnej, zawierajacej RNA, od fazy organicznej
oraz biatkowej. Nastepnie przenoszono faz¢ wodng do nowej proboéwki i dodawano do niegj
réwng objetos¢ izopropanolu. W kolejnym kroku probki inkubowano 10 min na lodzie w celu
precypitacji RNA i wirowano przez 30 min w 4 °C przy 20 000 X g. Ostroznie zlewano
supernatant. Uzyskany osad ptukano 0,7 ml §wiezo przygotowanego 75 % etanolu, ponownie
wirowano (5 min, 4 °C). Nast¢pnie osad pozostawiano do odparowania resztek alkoholu
w temperaturze pokojowej. Na koncu zawieszano go W 30 ul wody wolnej od nukleaz
(traktowanej wodoroweglanem dietylu, DEPC). W celu dodatkowego oczyszczenia roztworu
RNA uzywano zestawu RNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research, R1013), postepujac
zgodnie z protokotem producenta. Po zmierzeniu st¢zenia oraz przeprowadzeniu analizy

jakosciowej RNA (opisano w Rozdziale 3.6.5), probki przechowywano w -80 °C az do dalszej
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analizy. Do syntezy matrycy cDNA zastosowano zestaw RevertAid H Minus First Strand

cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, K1632) postepujac zgodnie z protokotem producenta.

3.6.3 Reakcja ddPCR (ang. Digital Droplet PCR)

Catos$¢ procedury wykonywano za pomocg systemu QX200™ Droplet Digital PCR
System oraz odczynnikéw firmy BioRad. Mieszaning reakcyjng przygotowywano W objetosci
20 ul wedhug protokotu producenta zestawu QX200™ ddPCR™ EvaGreen ® Supermix
(1864034) z dodatkiem odpowiednich starterow wyszczegdlnionych w Tabeli 3.9 oraz 50 ng
matrycy cDNA. Gotowe probki tadowano do studzienek wktadu DG8™ Cartridges for
QX200™/QX100™ Droplet Generator. Nastepnie dodawano 70 pl oleju QX200™ Droplet
Generation Oil for EvaGreen (1864005) do studzienek przeznaczonych na olej. Postgpujac
zgodnie z instrukcjg producenta, generowano z kazdej probki krople wodno-olejowe z uzyciem
generatora kropel QX200™ Droplet Generator. Uzyskane probki w postaci kropel emulsji
woda-olej przenoszono na ptytke 96-dotkowa ddPCR 96-Well Plate (12001925), uszczelniano
folia z uzyciem PX1 PCR Plate Sealer i przeprowadzano reakcje ddPCR z uzyciem
termocyklera C1000 Touch™ Thermal Cycler zgodnie z protokotem producenta. Nastepnie,
odczytywano wyniki za pomoca czytnika ptytek QX200™ Droplet Reader i analizowano dane
Z uzyciem oprogramowania QuantaSoft Software™, uzyskujac bezwzgledna liczbe kopii danej
czasteczki DNA na pl probki. Jako gen referencyjny wybrano dehydrogenaze aldehydu
3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; gapdh), natomiast

jako proby kontrolne traktowano wyniki uzyskane dla genotypu dzikiego.
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Tabela 3.9 Startery uzywane w reakcji ddPCR

Nazwa Sekwencja startera 5°-3’
genu
dee Fw GTTTCTCCGACCTCAATCCA
Rv CAGTCCCTCCATCCTGTAGC
dockl Fw CCAAGATGGACTACGGGAAC
Rv GATGCGAGCTTCAATCTGCT
dock3 Fw GCAGAGTTTGTGAGGGGAAC
Rv TGTGGTGGAGAACAACAGGA
docka Fw AATCCATCCACCTGTTCCTG
Rv ACATTCGCCACCTCTCTCAT
dock? Fw GTTGGGCACAGCATTTAACC
Rv TCAATTGACATGGACCTTCG
docks Fw GCCTTTGCTACGGTCAACAT
Rv GCCTTTGCTACGGTCAACAT
elmol Fw GCCCACCAGCTCTATGTTCT
Rv TTGGACTCGCATTCAACATC
elmo2 Fw TGCAGGTGCTGACCTTTAAC
Rv GCTTTCCTCTTCTCGGTTCC
racl Fw CATCCTGGTGGGAACTAAGC
Rv AGTGCCGAGCATTCCAGATA
rhoaa Fw GAGATGGAGCCTGTGGAAAG
Rv GGCCAGCTGTATCCCATAGA
gapdh Fw GTGGAGTCTACTGGTGTCTTC
Rv GTGCAGGAGGCATTGCTTACA

3.6.4 Jednoetapowa ilosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym (ang. one-step real-time
quantitative PCR)

Mieszaning reakcyjng przygotowywano W objetosci 10 pl wedtug zalecen producenta
zestawu TranScriba 1step PCR Mix SYBR® (A&A Biotechnology, 2008-100S) z dodatkiem
odpowiednich starterow wyszczegolnionych w Tabeli 3.10 oraz 150 ng RNA z larw linii
tsc2'9242 (patrz Rozdziat 3.6.2). Reakcje przeprowadzano na ptytkach 96-dotkowych z pomoca

Roche LightCycler® 96 System, stosujgc warunki temperaturowe zamieszczone W Tabeli 3.11.

Dla kazdego genu wykonywano 3 powtorzenia techniczne. Jako gen referencyjny
wybrano gapdh, natomiast jako proby kontrolne traktowano wyniki uzyskane dla genotypu
dzikiego. Po przeprowadzonej reakcji wykonywano analiz¢ warto$ci cyklu progowego (ang.
threshold cycle; Ct,) dla kazdego z gendw, czyli cyklu, w ktérym zostaje przekroczony progowy
poziom fluorescencji i nastgpuje wzrost wyktadniczy ilosci produktu PCR. Wyznaczano

nastepujace wartosci:
e AC:—rroznica migdzy wartoscig Ct genu badanego, a genu referencyjnego
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o AAC:—roznica miedzy wartosciami ACt proby badanej, a proby kontrolne;j

kontroli

2 AACt

znormalizowana warto$¢ poziomu ekspresji badanego genu wzgledem

Tabela 3.10 Startery uzywane w jednoetapowej reakcji real-time gqPCR

Nazwa genu Sekwencja startera 5°-3’
gabr a3 Fw CCATCTTCACCCGGATCTTA
Rv TACTGGTCCGAAGCTTGTCA
gabr a4 Fw TACCCGGAAAATTTCACACG
Rv TCAGAAACTGGGCCAAAACT
gabr a5 Fw TGGCAAGTCTGTGGTAGTGG
Rv TCAGGTAGAAGTGGGCCATC
gabr b3 Fw CAGACCTACATGCCCTCGAT
Rv CAAGTGGGTGTTGATTGTGG
gabr g3 Fw GGTTCTTTCCTGGGTCTCCT
Rv AGGTCCATCGCTGTGACATA
gad65 Fw AGGCTGAGAAAGCAGCTCAA
Rv CTCCGTCCAGTGCAGGTAAC
calcr Fw ACTCAGCCTTCACCATCGTC
Rv ATCCCTTCACAGAGCATCCA
gad67b Fw GCTGGACTTCCATCATCCTC
Rv CATTCTCCAGCCAGACCAAT
gapdh Fw GTGGAGTCTACTGGTGTCTTC
Rv GTGCAGGAGGCATTGCTTACA

Tabela 3.11 Warunki temperaturowe jednoetapowej reakcji real-time gPCR

Etap reakcji Temperatura | Czas
o 10

Preinkubacja >0 OC min
95 °C .

3 min

e 95 °C 15 } x 40

Amplifikacja 60 °C 25
Krzvwa 95 °C 5s
to r?/i\évnia 60°C 60s
P 95 °C o
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3.6.5 Analiza iloSciowa oraz jako$ciowa DNA i RNA

Analizg iloSciowa oraz jakoSciowa wykonywano Z uzyciem metod
spektrofotometrycznych z zastosowaniem spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific). W celu kalibracji urzadzenia wykonywano probe slepa (woda DEPC). Stezenie
kwasow nukleinowych okreslano w oparciu 0 warto$¢ absorbancji przy 260 nm. Mierzono
wspotczynnik absorbancji przy 260 nm do absorbancji przy 280 nm oraz przy 230 nm.
Wspodtczynnik czystosci A260/280 ~ 1,8 §wiadczy o czystosci DNA, natomiast ~ 2,0
0 czystosci RNA. Wartosci < 1,8 dla DNA i < 2,0 dla RNA mogg wskazywa¢ na
zanieczyszczenia biatkami lub fenolem. Wspotczynnik czystosci A260/230 w zakresie 1,8 —
2,2 determinuje czystos¢ DNA i RNA. Wartosci <1,8 moga swiadczy¢ o zanieczyszczeniach

substancjami silnie absorbujacymi przy 230 nm np. EDTA.

3.7 Metody pracy z biatkami

3.7.1 Izolacja bialek z tkanek larw linii tsc2v4242

W celu izolacji biatek, larwy w wieku 4-5 dpf u$miercano przez przedawkowanie
mesylanu trikainy (Sigma-Aldrich (Merck), E10521), a nastepnie zbierano do probowek ze
schtodzonym buforem Ringer 1 z dodatkiem EDTA i inhibitorow proteaz. Za pomoca pipety
(50-200 ul) z podcietym na koncu tipsem usuwano szczatkowe zottko, uszkadzajac je
mechanicznie podczas pipetowania. Material przeptukiwano dwa razy zimnym buforem Ringer
2, W celu wyptukania oraz zahamowania aktywno$ci uwolnionych z zéttka proteaz i fosfataz.
Od tak przygotowanych larw odcinano ogony w celu genotypowania. Natomiast glowy,
do uzyskania wynikow genotypowania, przechowywano w — 20 °C w buforze Ringer 2 (30 pl/1
glowa). Glowy larw o tym samym genotypie zbierano do probowek, odwirowano resztki
buforu i dodawano buforu Laemmliego (1x), w objetosci 6 pl na jedng larwe. Nastgpnie probki
sonikowano w temperaturze pokojowej (2 pulsy po 15 s, amplituda 60 %) z uzyciem sonikatora
VCX 130 (PROScientific). W kolejnym etapie probki denaturowano w bloku grzewczym
Thermomixer Comfort (Eppendorf®) w temperaturze 95 °C przez 10 min, po czym
zwirowywano je, aby oddzieli¢ pigment od supernatantu zawierajacego wyizolowane bialka.
Tak przygotowane probki biatkowe uzywano bezposrednio po zagotowaniu do elektroforezy

SDS-PAGE (opisano w Rozdziale 3.7.2) lub przechowywano w -20 °C.
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3.7.2 Elektroforeza bialek w warunkach denaturujacych SDS-PAGE

Przygotowywano dwuwarstwowe zele poliakryloamidowe (80 x 100 x 1 mm): gérna
warstwe stanowil 5 % zel zageszczajacy (ok. 2 ml/zel; 5 % akryloamid/bis-akryloamid 9:1,
0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 0,1 % SDS) dolng W zaleznosci od masy czgsteczkowej badanych
biatek 8-10 % zel rozdzielajacy (5 ml/zel; 8-10 % akryloamid/bis-akryloamid 9:1, 0,375 M
Tris-HCI pH 8,8, 0,1 % SDS). W celu polimeryzacji zeli dodawano nadsiarczanu amonu
I katalizatora TEMED do stezenia koncowego odpowiednio 0,05 % 1 0,01 %. Na zel naktadano
po 24 ul probki do studzienki, co odpowiadato biatku pozyskanemu z 4 gtow larw. Jako wzorca
masy czasteczkowej biatek uzywano PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific, 26619). Elektroforezg biatek w warunkach denaturujacych SDS-PAGE (ang. Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) prowadzono w systemie wertykalnym
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad), w buforze 1x Tris-Glicyna-SDS przy napigciu 90 V
do czasu przejscia czota barwnika przez granice zelu zaggszczajacego, a nastepnie przy 120 V

az do pelnego rozdzielenia wzorca.

3.7.3 Technika Western Blot

Immunodetekcje biatek przeprowadzano za pomoca techniki Western Blot. Po
zakonczeniu elektroforezy SDS-PAGE biatka przenoszono z zelu na membrang PVDF (Sigma-
Aldrich (Merck)) metodg elektrotransferu z uzyciem systemu Mini Trans-Blot® Cell (Bio-
Rad). Btong PVDF aktywowano przez 5 min w 100 % metanolu. Transfer prowadzono przez
90 min w buforze Towbina, w 4 °C przy statym nat¢zeniu 400 mA. Po zakonczeniu transferu,
aby oceni¢ jego wydajnos¢, membrang inkubowano przez 3 min w roztworze czerwieni
Ponceau S, anadmiar barwnika odptukiwano woda dejonizowang. Nastepnie blokowano
niespecyficzne miejsca wigzania biatek inkubujac membrane w buforze do blokowania Mleko-
TBS przez 1 h w temperaturze pokojowej. W kolejnym kroku membrang inkubowano przez
noc w 4 °C z wybranymi przeciwcialami pierwszorzedowymi (zamieszczone w Tabeli 3.2).
w buforze Mleko-TBS lub BSA-TBS, zgodnie z zaleceniami producenta przeciwcial.
W kolejnym dniu membrang ptlukano 3 razy po 10 min w buforze TBST, anastgpnie
inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej w buforze Mleko-TBST z odpowiednimi
przeciwciatami drugorzedowymi sprz¢zonymi z fluoroforami (zamieszczone w Tabeli 3.3). Po
tym czasie membrang ptukano 3 razy po 10 min w buforze TBST, jednorazowo ptukano woda
dejonizowang i pozostawiano do wysuszenia w temperaturze pokojowej. Biatka wizualizowano
za pomocg aparatu Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Bioscience), a nast¢pnie
analizowano w programie Image Studio Lite v.5.2 (LI-COR Bioscience).
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3.7.4 lzolacja kortyzolu z larw tsc2"'?4? oraz ELISA

Larwy w wieku 5 dpf poddawano sedacji pod wptywem niskiej temperatury, na szalkach
umieszczonych na lodzie, wypetionych schtodzonym w temperaturze 4 °C roztworem E3.
Na kazdej szalce znajdowato si¢ ok. 35 larw. W pierwszej kolejnosci pobierano ogony larw
do genotypowania i umieszczano na szalce 96-dotkowa wypetionej TE, natomiast ciato larw
przenoszono na szalk¢ 96-dotkowa umieszczong na suchym lodzie, co pozwalalo
na natychmiastowe zamrozenie tkanki. Tkanki przechowywano w -20 °C az do uzyskania
wynikow genotypowania. Tkanki o znanych genotypach zbierano do schtodzonych probéwek
(po 30 ciat larw w probowce), odwirowywano resztki E3, po czym dodawano 150 pl
schtodzonego w temperaturze 4 °C buforu PBS. Tkanki homogenizowano na lodzie (20 s,
amplituda 60%) zuzyciem sonikatora VCX 130 (PROScientific). Nastegpnie do kazdej
probéwki dodawano 1 ml octanu etylu (Sigma-Aldrich (Merck), 319902) i intensywnie
wytrzasano na wytrzasarce typu worteks. Probki zwirowywano przez 5 min przy 3000 x g,
w4 °C w celu oddzielenia fazy wodnej od fazy organicznej zawierajacej kortyzol, ktora
zbierano do nowych probowek. Probki odparowywano w wirdwce prozniowej (CentriVap
Vacuum Concentrator with Cold Trap, Labconco). Osad zawierajacy kortyzol rozpuszczano W

50 ul PBS.

Test immunoenzymatyczny ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
przeprowadzano na ptytkach 96-dotkowych wedlug protokotu producenta zestawu Salivary
Cortisol Enzyme Immunoassay Kit (Salimetrics, 1-3002). Odczyt kolorymetryczny reakcji
przeprowadzano z uzyciem czytnika ptytek Sunrise™ (Tecan) przy dlugosci fali $wiatta
450 nm oraz przy 490 nm w celu korekty filtra (korekta tta). Poziom kortyzolu w probkach
wyliczano wedlug zalecen producenta, stosujgc 4-parametryczne dopasowanie krzywej regresji
nieliniowej, bazujac na krzywej standardowej przygotowanej z probek o znanych stezeniach

W poréwnaniu do probek badanych.

3.8 Testy behawioralne

3.8.1 Warunki wspolne dla wszystkich testow behawioralnych

Warunki eksperymentalne zostalty wprowadzone do oprogramowania Zebralab
Software (ViewPoint Life Science) w oparciu o prace Wintera i wsp. (2008). Testy
przeprowadzano w zautomatyzowanej komorze z wysoko przepustowym systemem
monitorowania ZebraBox (ViewPoint Life Science). Aktywno$¢ lokomotoryczng larw

mierzono w 3 zakresach predkosci < 0,5 cm/s odpowiadajacej braku aktywnosci, 0,5-2 cm/s
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odpowiadajacej normalnej aktywno$ci oraz > 2 cm/s odpowiadajacej hiperaktywnosci.
W kazdym eksperymencie uzywano larw w stadium 5 dpf, po uprzedniej 5 min aklimatyzacji

W pokoju doswiadczalnym. Uzyskane dane analizowano za pomocg programu RStudio.

3.8.2 Podstawowy test aktywnosci lokomotoryczne;j

Test przeprowadzano w szalkach 24-dotkowych wypelnionych roztworem E3 (ze
zwigzkiem farmakologicznym lub bez, w zaleznosci od eksperymentu) zachowujac objetosé
0,5 ml na dotek. W przeddzien do$wiadczenia w kazdym dotku umieszczano 1 larwe,
anastepnie poddawano je catonocnej habituacji w cieplarce w warunkach hodowli.
Eksperyment przeprowadzano w warunkach ciemnosci, nagrywajac aktywnosc¢ larw przez 1 h,

z 5-sekundowym interwatem czasowym zapisu danych (Winter i wsp. 2008).

3.8.3 Test jasnego-ciemnego pola (ang. light-dark box test)

Test przeprowadzano na szalce Petriego @100 mm wypetniong 30 ml roztworu E3 (ze
zwigzkiem farmakologicznym lub bez, w zaleznosci od eksperymentu) ze $ciankami
zaklejonymi nieprzezroczysta czarng i bialg taSma w celu ograniczenia dostepu $wiatla
(oklejona odpowiednio potowa szalki). Polowe szalki ostonigto od géry dwoma filtrami
fotograficznymi o neutralnej gestosci (ND4 + ND8, Cokin.com), co pozwalato uzyskac¢ 100 %
ciemnosci. Bezposrednio przed eksperymentem pojedyncze larwy umieszczano W nieoslonigte;
filtrami czgsci szalki, a nastgpnie nagrywano przez 8 min, z wlagczonym goérnym zrodtem
Swiatta, omocy 25 % oraz z 5-sekundowym interwalem czasowym zapisu danych

(Steenbergen, Richardson, i Champagne 2012).

3.8.4 Test w otwartym polu (ang. open-field test)

Test przeprowadzano na szalce Petriego @100 mm wypetniong 30 ml roztworu E3 (ze
zwigzkiem farmakologicznym lub bez, w zalezno$ci od eksperymentu). Za pomocag
oprogramowania ZebraLab wydzielano dwie strefy, w ktorych rejestrowano aktywno$¢ larw:
obszar §rodka szalki oraz obrzezy szalki. Bezposrednio przed eksperymentem pojedyncze
larwy umieszczano na srodku szalki, a nastepnie nagrywano przez 8 min z wiagczonym gérnym

zroédtem $wiatta o mocy 25 % oraz z 5-sekundowym interwalem czasowym zapisu danych.

3.8.5 Test badajacy reakcje¢ na nagle zmiany oswietlenia

Test przeprowadzano w polprzezroczystych szalkach 24-dotkowych wypetionych

roztworem E3 (ze zwigzkiem farmakologicznym lub bez, w zaleznosci od eksperymentu)
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zachowujac objetos¢ 0,5 ml nadolek. W przeddzien do§wiadczenia w kazdym dotku
umieszczano 1 larwe, a nastepnie poddawano je calonocnej habituacji w cieplarce w warunkach
hodowli. Eksperyment prowadzono przez 30 min z 5-sekundowym interwalem czasowym
zapisu danych. Podczas eksperymentu stosowano fazy §wietlne: ciemnos¢-swiatto-ciemnosc,
trwajace kazda po 10 min, z wykorzystaniem dolnego zrodta Swiatta o mocy 60 % w przypadku

fazy $wiatta.

3.8.6 Test badajacy reakcje ucieczki oraz habituacje larw w odpowiedzi na nagly,

powtarzajacy sie bodziec Swietlny

Test przeprowadzano w polprzezroczystych szalkach 24-dotkowych wypetnionych
roztworem E3 zachowujac objetos¢ 0,5 ml na dotek. W dzien doswiadczenia w kazdym dotku
umieszczano 1 larwg, anastepnie poddawano je minimum 2-godzinnej habituacji.
W pierwszym etapie przez 5 min mierzono aktywnos¢ larw W ciemnosci, nastgpnie w kolejnych
5 min eksperymentu stosowano nastgpujace po sobie przej$cia $wietlne na podstawie protokotu
Nortona i wsp. (2012), tj. nagte pulsy swiatta w odstepach, co 3 sekundy, z 3-sekundowym

interwatem czasowym zapisu danych podczas catego doswiadczenia.

3.9 Barwienia immunofluorescencyjne pelnego przekroju (ang. whole-mount antibody

staining)

3.9.1 Przygotowanie materialu do barwien oraz protokot barwienia

W celu uzyskania materialu do barwien larwy w wieku 5 lub 7,5 dpf u$miercano przez
przedawkowanie mesylanu trikainy (Sigma-Aldrich (Merck), E10521), nastepnie cigto w celu
pozyskania ogonéw do genotypowania oraz gtéw do barwien. Gltowy larw utrwalano przez
24 h w buforze PFA, anastepnie przechowywano w PBS w 4 °C do uzyskania wynikow
genotypowania. W kolejnym kroku glowy larw o znanych genotypach laczono w jednej
probowce | przemywano buforem PBS (2 razy po 1 h inkubacji). Nastepnie, aby pozby¢ si¢
pigmentu tkanke inkubowano W §wiezo przygotowanym roztworze depigmentacyjnym przez
ok. 30-40 min. W celu zwiekszenia penetracji przeciwcial tkanke ptukano w temperaturze
pokojowej buforami: PBSTr (przez 1 h), PBSTr-DMSO (przez 1 h) anastgpnie 0,2 %
TWEEN® 20 w PBSTr-DMSO przez noc. W celu zwigzania wolnych grup aldehydowych
wykazujacych autofluorescencje, tkanke inkubowano przez noc w temperaturze pokojowej
w buforze TBSTr-DMSO-glicyna. Nastgpnie, aby zablokowa¢ niespecyficzne miejsca
wigzania dla przeciwciat pierwszorzedowych, tkanke inkubowano przez noc w temperaturze

pokojowej w buforze blokujacym. W kolejnym kroku, w celu zwigzania glikoprotein na
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powierzchni komorek, tkanke inkubowano przez noc w temperaturze pokojowej, w buforze
0,2% TWEEN® 20, 10 ug/ml heparyna w PBS. Nast¢pnie tkanke inkubowano przez 72 h,
w temperaturze pokojowej z wybranymi przeciwcialami pierwszorzegdowymi (zamieszczone W
Tabeli 3.2) w buforze 0,2% TWEEN® 20, 10 pg/ml heparyna w PBS w stosunku 1:50 — 1:200,
w zalezno$ci od poziomu ekspresji biatka w ciele ryby. W kolejnym kroku tkanke inkubowano
przez 48 h, w temperaturze pokojowej z odpowiednimi przeciwciatami drugorzedowymi
(zamieszczone w Tabeli 3.3) w buforze 0,2% TWEEN® 20, 10 ug/ml heparyna w PBS
w stosunku 1:1000. Po tym czasie, aby wypluka¢ niezwigzane przeciwciata drugorzedowe,
tkanke ptukano buforem 0,2% TWEEN® 20, 10 ug/ml heparyna w PBS (2 razy po 1 min),
a nastgpnie inkubowano przez noc. Po odsaczeniu tkanek inkubowano je w gradiencie glicerolu
w PBS zaczynajac od stezenia 30 %, a konczac na 70 %. Kazda inkubacja trwata okoto 12 h.
W ostatnim etapie usuwano resztki glicerolu oraz zalewano preparaty roztworem zamykacza

i przechowywano w 4 °C.

3.9.2 Izolacja mozgow oraz przygotowanie preparatow do obrazowania

Izolacja moézgow z wybarwionych gtow 7,5-dniowych larw polegata na usuwaniu oczu
oraz otaczajacych mozg tkanek migkkich za pomoca cienkich igiet (0,3 x 12 mm, Sterican B.
Braun) oraz przy uzyciu binokularu, z zachowaniem struktur moézgu: przodomoézgowie,
srodmozgowie, moézdzek 1 pien mozgu. Preparacja wykonywana byla na szkietku
podstawowym w kropli buforu PBS w celu zapobiegniecia wysuszeniu tkanek. Wyizolowane
mozgi przechowywano W roztworze zamykacza w 4 °C i w kolejnym etapie uktadano po 3
sztuki w specjalnie przygotowanych na szkietku podstawowym komorach wypetnionych kropla
zamykacza, ktore zabezpieczano okraglymi szkietkami nakrywkowymi, co umozliwiato

obrazowanie preparatdéw za pomocg mikroskopii konfokalnej z odwréconym obiektywem.

3.10 Techniki mikroskopowe

3.10.1 Akwizycja obrazéw mikroskopowych

Akwizycja obrazu utrwalonych preparatow petnego przekroju (WMAS) byla
wykonywana za pomoca mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM800 lub mikroskopii LSFM za
pomoca mikroskopu Zeiss Lightsheet Z.1. Przyzyciowe obrazowanie aksoné6w wykonywano
z zastosowaniem mikroskopii LSFM (ang. Light Sheet Fluorescence Microscopy), za pomocg
mikroskopu Zeiss Lightsheet Z.1. W przypadku mikroskopii konfokalnej uzywano obiektywu
40x (NA=1.0) z immersja olejowa. Parametry obrazowania oraz moc lasero6w byly state dla

wszystkich wariantow W doswiadczeniu. Obrazy zbierano W rozdzielczosci 1024 x 1024
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pikseli, w trybie ,,z-stack” polegajacym na akwizycji wielu obrazow W osi Z ze stalg odlegtoscia
pomigdzy plaszczyznami tych obrazow (ok. 0,5 pum), co pozwalalo uzyskaé obraz

0 zwigkszonej glebi ostrosci.

W przypadku mikroskopii LSFM stosowano obiektyw 40x (NA=1.3) z immersjg
wodng. Parametry obrazowania oraz moc laserow byty stale dla wszystkich wariantow w
doswiadczeniu. Obrazy zbierano W rozdzielczosci 1024 x 1024 pikseli, W trybie ,,z-stack”,

Z optymalng odlegloscig pomigdzy ptaszczyznami tych obrazéw (ok. 0,48 um).

W celu oceny morfologii oraz stadium rozwoju larw danio pregowanego

wykorzystywano binokular Leica M60 z kamerg Leica DMC 2900.

3.10.2 Analiza obrazu mikroskopowego

Wszystkie obrazy mikroskopowe opracowywano za pomocg programow ImageJ2 oraz
Fiji stosujac metody manualne oraz pot-automatyczne wraz z wybranymi funkcjami
programow wyszczegolnionymi W opisach konkretnych analiz (Schindelin i wsp. 2012;
Schneider, Rasband, i Eliceiri 2012).

3.10.3 Analiza szerokosci spoidla przedniego

W celu wykonania pomiaréw szerokosci spoidta przedniego w utrwalonych preparatach
petnego przekroju wykorzystywano obrazy uzyskane za pomoca mikroskopii konfokalne;.
Do analizy wybierano odpowiednie sekcje (,,z-stacki) zawierajace W swojej plaszczyznie
spoidio przednie. Nastgpnie, za pomoca funkcji projekcji maksymalnej intensywnosci
,Maximum Intensity projection” uzyskiwano zbiorczy obraz spoidta i wykonywano pomiar
szerokosci na styku potkul mézgowych, z uzyciem narzgdzia pomiarowego w postaci prostej

linii ,,Measurment line”.

3.10.4 Analiza morfologii neuronéw w 3D

W celu wykonania analizy morfologii aksonéw neuronow GFP-pozytywnych u larw
linii Tg(ptfla:GFP);tsc2"**? wykorzystywano obrazy mikroskopowe uzyskane za pomoca
mikroskopii LSFM.

W  pierwszym etapic wykonywano filtrowanie mediang (,,Median filtering”),
binaryzacj¢ obrazu, a nastgpnie polautomatyczng segmentacj¢ obrazu za pomoca wtyczki
,»okeletonize (2D/3D)”, co pozwalalo uzyskac szkielety wigzek aksonow (Lee, Kashyap, i Chu

1994). Nastepnie wyznaczano dla kazdej potkuli mozgowej obszar zainteresowania (ang.
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region of interest; roi) od ciata komorki az do styku potkul mézgowych. Za pomoca wtyczki
,»oholl Analysis” wykonywano analiz¢ Sholla szkieletow w 3D. Punkt poczatkowy w kazdej
potkuli stanowity ciata komorek. Schemat przedstawiajacy analize Sholla przedstawiono na
Ryc. 3.3. W analizie tej uzyskiwano informacje na temat liczby aksonow przecinajacych okregi
0 rosngcym promieniu, ktorych srodek znajduje si¢ W centrum ciata komorki (przy czym
promien okresla odlegto$¢ od ciata komorki), co pozwala wyznaczy¢ stopien rozgatezienia.
Odlegtos¢ od ciata komorki do styku potkul mézgu okreslono na okoto 80-90 pm za pomoca
pomiarow liniowych typu ,,Measurment line”. Model regresyjny zostal zbudowany
na podstawie danych empirycznych przy uzyciu regresji typu ,,l0ess” i funkcji wygtadzania
(metoda najmniejszych kwadratow) w programie RStudio dla danych w odlegtosci ok. 80 um

od ciata komorki, reprezentujacych aksony na styku potkul mézgowych.

styk polkul
mozgowych

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
promien w gm

ciala komérek neurondw

Ryec. 3.3 Schemat przedstawiajacy analize¢ Sholla dla péltkuli m6zgu. Szczegdtowy opis
w tekscie.

3.10.5 Analiza poziomu dekarboksylazy glutaminianowej (GAD)

W celu wykonania analizy poziomu biatek dekarboksylazy glutaminianowej 65/67
(Gad65/67) w barwionych immunofluorescencyjnie utrwalonych preparatach pelnego
przekroju (WMAS) wykorzystywano obrazy uzyskane za pomocg mikroskopii LSFM. W
pierwszym etapie wybierano 20 sekcji (,,z-stackéw’’) obrazow mikroskopowych obejmujacych
obszar pallium w kresomézgowiu. Nastepnie wykonywano redukcje szumu za pomoca funkcji
»,Mediana 3D” oraz odcigcie sygnatu tla za pomoca funkcji ,,Substract background”
Z wlaczonym algorytmem ,,Sliding parabolid” stosujgc te same wartoSci progowe W obrebie
jednego eksperymentu. W kolejnym kroku za pomoca funkcji ,,Sum slices” uzyskiwano

zbiorczy obraz sygnatu fluorescencji z wybranych sekcji, a nastgpnie recznie wyznaczano
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obszar zainteresowania obejmujacy kresomédzgowie | za pomoca funkcji ,,Measure”

analizowano $rednig intensywnos$¢ sygnatu Gad65/67.
3.11 Analiza statystyczna

Do obliczen oraz prezentacji graficznej wynikow wykorzystywano program RStudio
1.4.1717 (rstudio.com). Aby oceni¢ czy rozktad danych spetnia zatozenia rozktadu normalnego
stosowano test Shapiro-Wilka oraz sprawdzano graficzng reprezentacj¢ danych w postaci
wykresu typu kwantyl-kwantyl (QQ). Homogenicznos¢ wariancji oceniano za pomoca testu
Levenea. W przypadku danych o rozktadnie normalnym oraz réwnej wariancji do oceny
istotno$ci  statystycznej roznic pomiedzy grupami  stosowano jednoczynnikowa
lub dwuczynnikowa (w zaleznos$ci od liczby czynnikow) analize wariancji ANOVA z testem
post-hoc Tukeya HSD lub Dunnetta. W przypadku danych o rozktadzie odbiegajacym od
normalnego stosowano test Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunn. Do oceny istotnosci
réznic pomigdzy grupami zaleznymi wykorzystywano test Wilcoxona dla par obserwacji.
W przypadku analizy Western Blot stosowano centralizacje danych wzgledem wynikéw
uzyskanych dla larw tsc2'242 w warunkach kontrolnych. Stosowano nastepujace oznaczenia
pozioméw istotnosci: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,005. W wiekszosci przypadkoéw
zapewniano losowos¢ przez brak wiedzy o genotypach podczas wykonywania doswiadczen
oraz poOl-automatyczng analiz¢ danych. Informacje na temat przeprowadzonej analizy
statystycznej znajdujg si¢ pod rycinami. Odchylenia na wykresach stupkowych zaznaczono w
postaci btedu standardowego $redniej (ang. standard error of the mean, SEM). Linia pozioma
na wykresach pudetkowych prezentuje warto§¢ mediany. Wasy gorne si¢gaja najwyzszego
wyniku, ktory nie jest obserwacjg odstajaca, wasy dolne siegaja najnizszego wyniku, ktory nie
jest obserwacja odstajaca. Obserwacje odstajace (ang. outliers) zaznaczono na wykresach, jako

czarne punkty.
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4. WYNIKI

Do tej pory proby odtworzenia ludzkiego fenotypu stwardnienia guzowatego
w modelach zwierzecych opieraty si¢ glownie na zastosowaniu heterozygotycznych modeli
mysich, bagdz warunkowych nokautéw gendéw Tscl lub Tsc2 w specyficznych rodzajach
komorek albo tkanek (patrz Wstep). Model stwardnienia guzowatego w danio pregowanym
wyroznia si¢ tym, ze jako jedyny model tej choroby wsérdd kregowcdéw umozliwia badania
W organizmie catkowicie pozbawionym genu tsc2. Usunigcie genu tSC2 nast¢puje juz na etapie
zygoty 1 nie prowadzi do natychmiastowej $mierci homozygotycznych mutantow. Dzigki ich
przezywalnosci siggajacej ok. 11 dni po zaptodnieniu mozna bada¢ patologi¢ mdzgu juz na
wczesnych etapach rozwoju (Kalueff i wsp. 2013; Basnet i wsp. 2019; Orger i de Polavieja
2017; Kim i wsp. 2011).

W niniejszej pracy doktorskiej charakteryzowano aspekty stwardnienia guzowatego,
ktére do tej pory nie byty analizowane w modelu danio prggowanego, a takze badano dzialanie
wybranych zwigzkéw farmakologicznych na zaobserwowane fenotypy behawioralne oraz
neurologiczne. Pierwsza cze$¢ rozprawy dotyczy zmian behawioralnych, analizowanych pod
katem wystepowania epilepsji oraz nasilonego leku, czesto rozpoznawanego u pacjentow
Z TANDs (4.1 i 4.2). Druga czg$¢ niniejszej pracy skupiona jest na charakterystyce zmian
anatomicznych oraz molekularnych zwigzanych z potaczeniami nerwowymi pomigdzy
potkulami moézgowymi oraz neurotransmisjag hamujaca w badanym przeze mnie modelu

doswiadczalnym (4.3).

4.1 Analiza podstawowych zdolnosci lokomotorycznych modelu stwardnienia
guzowatego w danio pregowanym oraz zbadanie wplywu wybranych substancji

farmakologicznych na obserwowane fenotypy

Zaburzenia w pracy mézgu wigza si¢ bezposrednio z  problemami
neuropsychiatrycznymi oraz neurologicznymi, ktore majg swoje odzwierciedlenie réwniez
W zachowaniu. W zwigzku z tym, m.in. testy behawioralne sag odpowiednim narz¢dziem do
oceny funkcji moézgu, ktora determinuje wystepowanie okreSlonych fenotypow
behawioralnych.

Danio pregowany wykazuje szereg ztozonych i dobrze scharakteryzowanych fenotypow
behawioralnych juz w okresie larwalnym, dzieki czemu mozliwe byto wykonanie poglgbione;j
analizy zachowania larw danio preggowanego w modelu stwardnienia guzowatego.

Z uwagi na wczesng $miertelnoéé homozygot linii tsc2¥?*2, do eksperymentdéw uzyto

krzyzowki wsobnej ryb heterozygotycznych. Rozmieszczenie poszczegdlnych genotypow na
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szalkach eksperymentalnych byto losowe. W niniejszej pracy larwy heterozygotyczne

tsc2'1242"* oraz homozygotyczne tsc2'9242M242 heda nazywane odpowiednio tsc2* i tsc27,

4.1.1 Analiza podstawowych zdolnos$ci lokomotorycznych larw linii tsc2'4242

W celu scharakteryzowania podstawowych zdolnosci lokomotorycznych larw tsc2'¢242
wykonano analize¢ ruchu ryb za pomocg urzadzenia do zautomatyzowanego $ledzenia ruchu
Zebrabox. Rejestracje pomiarow prowadzono przez 1 godzing w ciemnosci z uwzglednieniem
3 rodzajow predkosci, odpowiadajacych normalnemu ruchowi (0,5 — 2 cm/s), hiperaktywnosci
(>2 cm/s) oraz braku aktywnosci (< 0,5 cm/s) (Winter i wsp. 2008). Analize uzyskanych danych
wykonano po zgenotypowaniu larw (opisano w Materiatach i Metodach). Larwy typu dzikiego
tsc2** stanowity siostrzang kontrole dla mutantéw tsc2*/ oraz tsc2”. Skupiono si¢ na dwoch
parametrach aktywnoéci larw tsc2"¥?*? w roznych zakresach predkosci tj. obliczono sumaryczny
czas aktywnosci lokomotorycznej oraz $rednig predkos¢ ruchu.

U mutantéw tsc2” zaobserwowano obnizenie sumarycznego czasu aktywnosci
lokomotorycznej oraz $redniej predkoéci w poréwnaniu do larw typu dzikiego tsc2*/* lub
mutantéw tsc2”~ (Ryc. 4.1A, B). Analiza aktywnosci w zakresie predkosci > 2 cm/s
wskazujacej na hiperaktywnos$¢ wykazata, ze mutanty tsc2”" charakteryzuja sie silnie obnizong
aktywnoscig lokomotoryczng w tym zakresie ruchu, ale jednocze$nie poruszaja si¢ z wyzsza
$rednia predkoscia w poréwnaniu do larw typu dzikiego tsc2** lub mutantow tsc2*
(Ryc. 4.1C, D). Oznacza to, ze larwy mutanta tsc2” sg aktywne duzo krocej niz ich siostrzane
kontrole typu dzikiego lub mutanty tsc2*", ale w trakcie aktywnosci lokomotorycznej poruszaja
si¢ z wyzsza predkosciag wskazujaca na hiperaktywnosc¢.

Podwyzszona Srednia predko$¢ w zakresie hiperaktywnosci oraz obnizona aktywnos¢
mutantéw homozygotycznych tsc2” moze wskazywaé na epilepsje. Napady drgawkowe
U danio prggowanego moga objawia¢ si¢ wysoka predkoscia ruchow larw w przypadku
drgawek motorycznych podobnych do mioklonicznych, ale takze znieruchomieniem
spowodowanym drgawkami podobnymi do tonicznych lub napadami akinetycznymi (Fontana
i wsp. 2019; Stewart i wsp. 2012). Inng przyczyna obserwowanego zachowania larw moze by¢
nasilony Igk (Kalueff i wsp. 2013). Tak wigc, zar6wno obnizenie aktywnos$ci, jak i
podwyzszona predko$¢ w zakresie hiperaktywnosci moga wynikaé z epilepsji lub nasilonego

lgku.
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Ryc. 4.1 Wyniki analizy podstawowych zdolnos$ci lokomotorycznych larw linii tsc2'/24,

A)

B)

C)

Wykresy pudetkowe przedstawiaja wyniki analizy sumarycznego czasu aktywnosci larw
tsc2'9242 w wieku 5 dpf, 1 godzinie zautomatyzowanego $ledzenia ruchu larw w warunkach
ciemnosci. Istotno$¢ statystyczng wynikow sprawdzono za pomoca testu Kruskala-Wallisa
z testem typu post-hoc Dunn z poprawka Bonferroniego: df = 2; H=36,141; p = 1,42 x 108,
p=1,1 x 107 dla tsc2”" vs. tsc2**; p = 1,06 x 10 dla tsc2” vs. tsc2**: wyniki nieistotne
statystycznie (ns) dla tsc2* vs. tsc2*’*. Liczba larw (genotyp): 37 (tsc2**), 51 (tsc2*"), 34
(tsc27); *** p < 0,005.

Wykresy pudetkowe przedstawiaja wyniki analizy $redniej predkosci larw tsc24242 w 5 dpf,
po 1 godzinie zautomatyzowanego $ledzenia ruchu larw w warunkach ciemnosci. Istotno$¢
statystyczng wynikow sprawdzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-
hoc Dunn z poprawka Bonferroniego: df = 2; H = 10,558; p = 0,0051; p = 0,0096 dla tsc2’
vs. tsc2**; p = 0,0157 dla tsc2” vs. tsc2*"; ns dla tsc2*" vs. tsc2**. Liczba larw (genotyp):
37 (tsc2**), 51 (tsc2*"), 34 (tsc2”); * p < 0,05; ** p < 0,01.

Wykresy pudetkowe przedstawiaja wyniki analizy sumarycznego czasu aktywnos$ci larw
tsc2"9?42 w przedziale aktywnosci powyzej 2 cm/s (hiperaktywno$¢), w wieku 5 dpf, po
1 godzinie zautomatyzowanego s$ledzenia ruchu larw w warunkach ciemnosci. Istotno$¢
statystyczng wynikow sprawdzono za pomoca testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-
hoc Dunn z poprawka Bonferroniego: df = 2; H = 42,355; p = 0,00635; p = 5,42 x 108 dla
tsc2”" vs. tsc2**; p = 1,33 x 108 dla tsc2”" vs. tsc2*'*; ns dla tsc2*" vs. tsc2*/*. Liczba larw
(genotyp): 37 (tsc2**), 51 (tsc2*), 34 (tsc2”); *** p < 0,005.
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D) Wykresy pudetkowe przedstawiaja wyniki analizy $redniej predkosci larw tsc2'u24
w przedziale aktywnosci powyzej 2 cm/s (hiperaktywno$¢), w wieku 5 dpf, po 1 godzinie
zautomatyzowanego $ledzenia ruchu larw w warunkach ciemnosci. Istotnos¢ statystyczng
wynikow sprawdzono za pomoca testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-hoc Dunn
z poprawka Bonferroniego: df = 2; H = 8,862; p = 0,0119; p = 0,0279 dla tsc2” vs. tsc2*"*;
p = 0,0234 dla tsc2”vs. tsc2*; ns dla tsc2*" vs. tsc2*"*. Liczba larw (genotyp): 37 (tsc2**),
51 (tsc2*"), 34 (tsc2”); * p < 0,05.

4.1.2 Analiza wplywu hamowania aktywnosci szlaku mTORC1 za pomoca rapamycyny

na zdolnos$ci lokomotoryczne larw linii tsc2''*? oraz analiza biochemiczna dzialania

rapamycyny na aktywacje mTORC1

W celu sprawdzenia, czy obnizona aktywno$¢ lokomotoryczna oraz podwyzszona
$rednia predkosé w zakresie hiperaktywnosci u larw tsc2”" sa zwigzane z nadmierna aktywacja
szlaku sygnatowego kinazy mTOR, przeprowadzono analiz¢ podstawowych zdolnosci
lokomotorycznych u larw tsc2''?*2 po uprzednim traktowaniu rapamycyng, ktora jest
allosterycznym inhibitorem kompleksu mTORC1 (Wong 2013). Analogi rapamycyny s3
powszechnie wykorzystywane w terapiach pacjentéw ze stwardnieniem guzowatym,
pozytywnie wplywajac na niektore z objawow choroby, m.in. napady epileptyczne (Switon i
wsp. 2016; Wong 2013; Curatolo i wsp. 2018). Zastosowano trzy warianty traktowan: podanie
leku 3 godziny (rapa 3 h) lub 24 godziny (rapa 24 h) przed eksperymentem lub zaczynajac od
stadium 48 hpf. Ostatni wariant traktowania rapamycyng stosowano na tyle wczes$nie
w rozwoju danio prggowanego, aby zapobiec rozwinieciu fenotypow zwigzanych ze
stwardnieniem guzowatym (wariant ten b¢dzie oznaczony w tej pracy jako rapaP — prewencja).
W tym samym czasie w celu potwierdzenia skutecznos$ci dziatania rapamycyny w modelu danio
pregowanego, sprawdzono poziom aktywacji szlaku mTORC1 za pomoca metody Western
Blot. Larwy tsc2''2*? hodowano w warunkach kontrolnych lub traktowano rapamycyng tak, jak
opisano powyzej. Biatka wyizolowano z przednich cze$ci ciata zawierajacych glowy larw

tsc2'9242 natomiast ogony postuzyty do genotypowania.

Wyniki analizy testow behawioralnych wykazaty, ze kazdy z wariantow traktowania
rapamycyng podwyzszyl sumaryczny czas aktywnosci lokomotorycznej mutantéw tsc2”
w poréwnaniu do larw tsc2” nietraktowanych lekiem (Ryc. 4.2A). Najwiekszy wzrost
w aktywnosci lokomotorycznej larw tsc2” wykazano przy prewencyjnym zastosowaniu
rapamycyny, aczkolwiek w tym wariancie zwigkszyl si¢ rowniez sumaryczny czas aktywnosci
lokomotorycznej siostrzanych kontroli typu dzikiego oraz mutantéw tsc2* (Ryc. 4.2A).

W przypadku parametru podwyzszonej S$redniej predkosci w zakresie hiperaktywnosci
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u mutantow tsc2” istotne efekty zaobserwowano jedynie przy traktowaniu przez 24 godziny
(Ryc. 4.2B). Przy traktowaniu larw tsc2” przez 3 godziny zaobserwowano zwigkszony rozrzut
danych oraz obnizenie mediany $redniej predkosci w zakresie > 2 cm/s w stosunku do larw
tsc2”" nietraktowanych lekiem, co wskazuje, ze jedynie u czesci mutantow tsc2” tak krotkie
traktowanie rapamycyng zmniejszyto hiperaktywnos¢, a u niektorych nie przyniosto efektu
(Ryc. 4.2B). Zastosowanie wariantu rapaP u larw tsc2” nie spowodowato istotnych zmian
porownujac do homozygotycznych larw nietraktowanych lekiem, co moze wynika¢ z faktu, ze
prewencyjne zastosowanie rapamycyny zwiekszato aktywnos¢ we wszystkich genotypach
(Ryc. 4.2A, B).
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Ryc. 4.2 Wyniki analizy podstawowych zdolno$ci lokomotorycznych larw linii tsc2'4242

traktowanych rapamycynag.

A) Wykresy pudetkowe przedstawiajg wyniki analizy sumarycznego czasu aktywnosci larw
tsc2¥?42 w wieku 5 dpf, po 1 godzinie zautomatyzowanego $ledzenia ruchu larw
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W warunkach ciemnos$ci, po traktowaniu rapamycyng przez 3 godziny (rapa 3 h) lub
24 godziny (rapa 24 h) przed eksperymentem badz podajac lek od stadium 48 hpf (rapaP -
prewencja). Istotnos¢ statystyczng wynikéw sprawdzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa
Z testem typu post-hoc Dunn z poprawka Bonferroniego: df = 2; H=132,17; p = 1,02 x 107;
p = 4,85 x 107 dla tsc2”" vs. tsc2**; p = 9,74 x 107 dla tsc2” vs. tsc2*"; ns dla tsc2*" vs.
tsc2**: Liczba larw (genotyp): 71 (tsc2*'*), 130 (tsc2*"), 47 (tsc27); dla sumarycznego czasu
aktywnosci larw tsc2”- w warunkach kontrolnych vs. tsc2”- po podaniu leku: df = 3;
H=38,54; p=2,17 x 10 p = 0,0042 dla rapa 3 h; p = 0,0027 dla rapa 24 h; p = 1,6940 x
108 dla rapaP; Liczba larw (traktowanie lekiem): 26 (rapa 3 h), 23 (rapa 24 h), 28 (rapaP);
*** p < 0,005; ns — wyniki nieistotne statystycznie.

B) Wykresy pudetkowe przedstawiaja wyniki analizy $redniej predkosci larw tsc2'¥242
W przedziale aktywnosci powyzej 2 cm/s (hiperaktywnos$¢) w wieku 5 dpf, po 1 godzinie
zautomatyzowanego S$ledzenia ruchu larw w warunkach ciemnos$ci, po traktowaniu
rapamycyng przez 3 godziny (rapa 3 h) lub 24 godziny (rapa 24 h) przed eksperymentem
badZz zaczynajac podawanie leku od stadium 48 hpf (rapaP - prewencja). Istotno$¢
statystyczng wynikéw sprawdzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-
hoc Dunn z poprawka Bonferroniego: df =2; H=31,73; p=1,28 x 107; p=4,78 x 10% dla
tsc2”" vs. tsc2**; p = 2,07 x 107 dla tsc2” vs. tsc2*; ns dla tsc2*" vs. tsc2**; dla $redniej
predkosci > 2 cm/s u mutantéw tsc2”- w warunkach kontrolnych vs. tsc2”- po podaniu leku:
df =3; H=29,68; p= 4,52 x 10°; ns dla rapa 3 h, p = 0,0033 dla rapa 24 h, ns dla rapaP;
Liczba larw (traktowanie lekiem): 26 (rapa 3 h), 23 (rapa 24 h), 28 (rapaP); *** p < 0,005;
ns — wyniki nieistotne statystycznie.

Poziom aktywnosci szlaku kinazy mTORCI1 obliczono na podstawie 1losci
ufosforylowanej formy biatka Rps6 (Ser235/236; P-Rps6) do catkowitej ilosci biatka Rps6.
Analiza ilo$ciowa stosunku poziomu form biatka P-Rps6 do Rps6 wykazala, ze u mutantow
tsc2” poziom fosforylacji biatka Rps6 jest wyzszy poréwnujac do larw typu dzikiego tsc2*'*
lub mutantéw tsc2*", co $wiadczy o zwiekszonej aktywacji szlaku kinazy mTORC1 (Ryc. 4.3)
Krotkie, 3-godzinne traktowanie larw tsc2"“24? rapamycyng nie zmienito poziomu fosforylacji
biatka Rps6 wykrywanego metoda Western Blot, a wiec nie wptyneto istotnie na aktywnos¢
szlaku kinazy mTORCL1 (Ryc. 4.3A, C). Natomiast dluzsze traktowania rapamycyng (rapa 24

h oraz rapaP) skutecznie zmniejszaty aktywno$¢ szlaku kinazy mTORCI1 u larw tsc2/24

poréwnujac do larw nietraktowanych lekiem (Ryc. 4.3 B, C, D, E).

Powyzsze wyniki wskazuja, ze obserwowane u larw tsc2”" fenotypy behawioralne sa
zwigzane z podwyzszonym poziomem aktywnosci szlaku kinazy mTORC1 1 dhluzsze
stosowanie inhibitora tego szlaku — rapamycyny — pozwala na poprawg zdolnosSci

lokomotorycznych mutantow.
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Ryc. 4.3 Wyniki analizy biochemicznej wplywu rapamycyny na aktywacje szlaku

MTORC1 u larw tsc2vu242

A) Reprezentatywny wynik analizy Western Blot poziomu bialek P-Rps6 (Ser235/236), Rps6
i a-Tubuliny u larw tsc2"¥?*? w warunkach kontrolnych oraz traktowanych rapamycyna
przez 3 godziny (rapa 3 h) przed eksperymentem. Poziom a-Tubuliny stanowi kontrole

ilosci lizatu biatkowego natozonego na zel.

B) Reprezentatywny wynik analizy Western Blot poziomu biatek P-Rps6 (Ser235/236), Rps6
i a-Tubuliny u larw tsc2"4?*? w warunkach kontrolnych oraz po traktowaniu rapamycyna

przez 24 godziny (rapa 24 h) przed eksperymentem. Poziom a-Tubuliny stanowi
kontrol¢ i1 odzwierciedla ilo$¢ biatka natozonego na zel.
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C) Wykresy stupkowe przedstawiajg wyniki analizy stosunku intensywnosci sygnatow dla
ufosforylowanej formy biatka P-Rps6 (Ser235/236) do catkowitego biatka Rps6
w warunkach kontrolnych oraz po traktowaniu rapamycyng 3 godziny (rapa 3 h) lub 24
godziny (rapa 24 h) przed eksperymentem. Wyniki przedstawiono, jako warto$ci §rednie
centralizowane. Wyniki pochodza z 3 niezaleznych do§wiadczen. Stupki bledow pokazuja
SEM. Istotnos$¢ statystyczng wynikéw sprawdzono za pomocg 1-czynnikowej analizy
wariancji ANOVA oraz testu do porownan wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla stosunku
sygnalu P-Rps6/Rps6 u larw tsc2''?4 w warunkach kontrolnych: df = 2; F = 6,53;
p =0,018; p = 0,0197 dla tsc2™" vs. tsc2*/*; ns tsc2*" vs. tsc2*/*; dla stosunku sygnatu
P-Rps6/Rps6 u mutantéw tsc2”- warunkach kontrolnych vs. u tsc2” po podaniu leku:
df =2; F = 3,98; p = 0,0418; ns dla rapa 3 h; p = 0,0306 dla rapa 24 h; * p < 0,01; ns —
wyniKi nieistotne statystycznie.

D) Reprezentatywny wynik analizy Western Blot poziomu biatek P-Rps6 (Ser235/236), Rps6
i a-Tubuliny u larw tsc2"¥*? w warunkach kontrolnych oraz po uprzednim zastosowaniu
rapamycyny zaczynajac podawanie leku od stadium 48 hpf (rapaP). Poziom a-Tubuliny
stanowi kontrole 1 odzwierciedla ilo$¢ biatka natozonego na zel.

E) Wykresy stupkowe przedstawiaja wyniki analizy stosunku intensywnosci sygnatow dla
ufosforylowanej formy biatka P-Rps6 (Ser235/236) do catkowitego biatka Rps6 w
warunkach kontrolnych oraz po uprzednim traktowaniu rapamycyng od stadium 48 hpf.
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie centralizowane. Wyniki pochodza z 3
niezaleznych doswiadczen. Shlupki bledow pokazujg SEM. Istotno$¢ statystyczng
wynikéw sprawdzono za pomocg 1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu do
poréwnan wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla stosunku sygnatu P-Rps6/Rps6 u larw
tsc2'4242 w warunkach kontrolnych: df = 2; F = 23,18; p = 0,0015; p = 0,002 dla tsc2” vs.
tsc2**; ns dla tsc2*" vs. tsc2*'*; dla stosunku sygnatu P-Rps6/Rps6 u mutantow tsc2”-
warunkach kontrolnych vs. u tsc2” po podaniu leku: df = 2; F = 62,62; p = 0,0013;
*** p < 0,005; ns — wyniki nieistotne statystycznie.

4.1.3 Analiza zachowania larw tsc2"'?*? pod katem napadéw drgawkowych

Aby sprawdzi¢, czy obnizona aktywnos$¢ lub podwyzszona predkos¢ w zakresie
hiperaktywnos$ci u mutantéw tsc2”- jest spowodowana napadami drgawkowymi zwigzanymi
z fenotypem przypominajacym padaczke uzyto stosowany Klinicznie w stwardnieniu
guzowatym lek przeciwpadaczkowy, wigabatryne (wgb). Wczesniejsze wyniki z naszego
laboratorium (dr Justyna Zmorzynska, nieopublikowane) wykazaty, ze krotkie traktowanie
wigabatryna nie wptywato istotnie na aktywno$¢ larw tsc2''242, dlatego zastosowano dhuzsze
warianty traktowan: podanie leku na 24 godziny przed testem (wgb 24 h) lub zaczynajac od
stadium 48 hpf (wgbP). Podanie wigabatryny we wczesnym stadium rozwoju — wariant wgbP
— miato na celu zapobiec rozwojowi fenotypoéw zwigzanych z epilepsjag w badanym modelu

stwardnienia guzowatego (prewencja). Wyniki analizy wykazaty, ze oba warianty traktowania
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wigabatryna istotnie zwigkszaja sumaryczny czas aktywno$ci mutantéw tsc2”- w poréwnaniu
do mutantow tsc2”" nietraktowanych lekiem (Ryc. 4.4A). Wariant wgb 24 h nie obnizyt istotnie
sredniej predkosci larw tsc2”- w zakresie hiperaktywnosci (Ryc. 4.4B). Z kolei zastosowanie
wgbP obnizalo mediane $redniej predkosci u mutantéw tsc2”, jednakze takie zastosowanie
wigabatryny obnizato rowniez sumaryczny czas aktywnosci u larw typu dzikiego tsc2*'* oraz
mutantéw heterozygotycznych tsc2*”, co wskazuje na niespecyficzny efekt dhugiego
traktowania tym lekiem (Ryc. 4.4A, B).

Wyniki te wskazuja, ze obnizona aktywno$¢ larw tsc2” moze byé spowodowana
wystepowaniem napadow epileptycznych. Jednoczesnie drgawki prawdopodobnie nie s3

przyczyna zwiekszonej $redniej predkosci w zakresie > 2 cm/s u larw tsc2”".
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Ryc. 4.4 Wyniki analizy podstawowych zdolnosci lokomotorycznych larw linii tsc2v4242
traktowanych wigabatryna.
A) Wykresy pudetkowe przedstawiaja wyniki analizy sumarycznego czasu aktywnosci larw
tsc29242 w wieku 5 dpf, po 1 godzinie zautomatyzowanego $ledzenia ruchu larw

83



w warunkach ciemnosci, po traktowaniu wigabatryng przez 24 godziny (wgb 24 h) przed
eksperymentem badz zaczynajgc podawanie leku od stadium 48 hpf (wgbP - prewencja).
Istotnos¢ statystyczng wynikow sprawdzono za pomoca testu Kruskala-Wallisa z testem
typu post-hoc Dunn z poprawka Bonferroniego: df = 2; H = 49,99; p = 1,39 x 107,
p =233 x 10 dla tsc2” vs. tsc2*"*; p = 1,34 x 10! dla tsc2” vs. tsc2*"; ns dla tsc2*" vs.
tsc2*'*; Liczba larw (genotyp): 66 (tsc2**), 105 (tsc2*"), 53 (tsc2”); dla sumarycznego
czasu aktywnosci larw tsc2”- w warunkach kontrolnych vs. tsc2”- po podaniu leku: df = 2;
H=23,69;p=7,16 x 107.p = 6,64 x 10 dlawgb 24 h, p = 0,0355 dla wgbP; Liczba larw
(traktowanie lekiem): 27 (wgb 24 h), 31 (wgbP); *** p < 0,005; ns — wyniki nieistotne
statystycznie.

B) Wykresy pudetkowe przedstawiaja wyniki analizy $redniej predkoséci larw tsc2/u24?
W przedziale aktywno$ci powyzej 2 cm/s (hiperaktywno$¢), w wieku 5 dpf, po 1 godzinie
zautomatyzowanego $ledzenia ruchu larw w warunkach ciemnosci, po traktowaniu
wigabatryng przez 24 godziny (wgb 24 h) przed eksperymentem badZz zaczynajac
podawanie leku od stadium 48 hpf (wgbP - prewencja). Istotnos¢ statystyczng wynikéw
sprawdzono za pomoca testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-hoc Dunn z poprawka
Bonferroniego: df = 2; H = 14,22; p = 8,13 x 10, p = 0,0013 dla tsc2” vs. tsc2*"*;
p = 0,0022 dlatsc2™”vs. tsc2*"; ns dla tsc2*"vs. tsc2*'*; Liczba larw (genotyp): 66 (tsc2*"*),
105 (tsc2*"), 53 (tsc2™); dla sredniej predkosci > 2 cm/s mutantow tsc2”- w warunkach
kontrolnych vs. tsc2”- po podaniu leku: df = 2; H = 4,40; p = 0,1105; ns dla wgb 24 h, ns
dla wgbP; Liczba larw (traktowanie lekiem): 27 (wgb 24 h), 31 (wgbP); *** p < 0,005;
ns — wyniki nieistotne statystycznie.

W zwigzku z wynikami testow podstawowych zdolnosci lokomotorycznych, w ktorych
traktowanie wigabatryna istotnie poprawito fenotyp mutantéw tsc2”, postanowiono sprawdzié,
czy w linii tsc2''?*2 lek ten wptywa na aktywnoéé szlaku kinazy mTORC1, jak sugerowaty to
wczesniejsze badania w modelach mysich (Zhang i wsp. 2013). Do analizy Western Blot
wybrano wariant traktowania przez 24 godziny, ze wzgledu na to, ze przyniost on najlepsze
efekty w poprawie zdolnosci lokomotorycznych mutantéw tsc2”-. Larwy tsc2'“24? hodowano
w warunkach kontrolnych lub traktowano wigabatryng przez 24 godziny przed eksperymentem.
Przygotowanie probek biatkowych oraz analiza ilo$ciowa stosunku poziomu biatka P-Rps6 do
Rps6 zostaly przeprowadzone, tak jak opisano wczesniej dla rapamycyny. Analiza Western
Blot wykazata, Zze wigabatryna nie wptywa na aktywnos$¢ szlaku kinazy mTORCI1 u larw

tsc2"4242 porownujac do larw nietraktowanych lekiem (Ryc. 4.5A, B).
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Ryc. 4.5 Wyniki analizy biochemicznej wplywu wigabatryny na aktywacje szlaku
MTORCL1 u larw linii tsc2"424,

A) Analiza Western Blot poziomu bialek P-Rps6 (Ser235/236), Rps6 i a-Tubuliny u larw
tsc2"9242 w warunkach kontrolnych oraz po traktowaniu wigabatryna przez 24 godziny (wgb

24 h) przed eksperymentem. Poziom o-Tubuliny stanowi kontrole i odzwierciedla ilos¢
biatka natozonego na zel.

B) Wykresy stupkowe przedstawiaja wyniki analizy stosunku intensywno$ci sygnatow dla
biatek P-Rps6 (Ser235/236) do Rps6 w warunkach kontrolnych oraz po traktowaniu
wigabatryng 24 godziny przed eksperymentem. Wyniki przedstawiono, jako warto$ci
srednie centralizowane. Wyniki pochodza z 3 niezaleznych do§wiadczen. Stupki btedow
pokazuja SEM. Istotno$¢ statystyczng wynikow sprawdzono za pomocg 1-czynnikowej
analizy wariancji ANOVA oraz testu do porownan wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla
stosunku sygnatu P-Rps6/Rps6 u larw tsc2'¥242 w warunkach kontrolnych: df = 2; F = 6,53;
p = 0,018; p = 0,0197 dla tsc2” vs. tsc2**; nieistotne statystycznie (ns) dla tsc2*" vs.
tsc2*/*; dla stosunku sygnatu P-Rps6/Rps6 u mutantow tsc2”- warunkach kontrolnych vs.
u tsc2”- po podaniu leku: p = 0,061 dla wgb 24 h; *p < 0,05.

4.2 Analiza poziomu leku w modelu stwardnienia guzowatego w danio pregowanym

Analiza podstawowej aktywnosci lokomotorycznej po zastosowaniu leku
przeciwdrgawkowego — wigabatryny — wykazata, ze podwyzszona $rednia predkos¢ mutantow
tsc2”" w zakresie hiperaktywnosci (> 2 cm/s) moze nie wynikaé¢ ze stanow drgawkowych,
poniewaz wigabatryna nie byla skuteczna w poprawie tego parametru. Postanowiono wiec
zbada¢, czy obserwowany fenotyp jest zwigzany z nasilonym lekiem. W tym celu wykonano 4

testy behawioralne u larw tsc2"'?*? shuzace ocenie poziomu leku.

W celu zbadania, czy mozna zahamowa¢ rozwdj obserwowanych fenotypow przez

prewencyjne hamowanie nadmiernej aktywnosci szlaku kinazy mTOR zastosowano
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traktowanie rapamycyng zaczynajgc od wczesnych stadiow rozwojowych. Natomiast zeby
sprawdzi¢, czy fenotypy te zalezg od drgawek zastosowano traktowanie wigabatryng przez 24 h
przed eksperymentem. Dodatkowo, na podstawie dostepnych danych literaturowych oraz badan
przesiewowych zwigzkéw farmakologicznych wykonanych przez dr Justyne Zmorzynska,
wytypowano nowy zwigzek — ANA-12, bedacy antagonistg receptora TrkB. Wykazata ona, ze
zastosowanie ANA-12 przez 24 godziny przed eksperymentem poprawia fenotypy zwigzane
Z podstawowa aktywnoscig lokomotoryczng oraz podwyzszong srednig predkoscig ruchu w
zakresie hiperaktywnosci u larw tsc2”- (Kedra i wsp. 2020). Ponadto, zwiazek ten wykazywat
dziatanie przeciwlgkowe w myszach i szczurach (Cazorla i wsp. 2011; Azogu i Plamondon

2017). Testy przeprowadzano w wieku 5 dpf.

4.2.1 Analiza zachowania larw linii tsc2"?*? w te§cie w otwartym polu

W wieku 5 dpf larwy danio pregowanego wykazuja tigmotaksj¢, czyli unikanie
przebywania na otwartej przestrzeni i preferencje do obszaru blisko S$cianek szalki.
W przypadku zwigkszonego lgku, nast¢puje nasilenie tigmotaksji, czyli larwy sa mniej chetne
do eksplorowania $rodka szalki. W tescie w otwartym polu aktywno$¢ larw mierzono w dwoch
obszarach: w $rodku szalki oraz na obrzezach, blisko $cianek (Ryc. 4.6A). Na podstawie

2W242 na $rodku szalki

uzyskanych danych obliczono sumaryczny czas aktywnosci larw tsc
wzgledem catkowitego czasu eksperymentu (Ryc. 4.6B). Analiza zachowania larw tsc2"242
hodowanych w warunkach kontrolnych wykazata, ze mutanty tsc2”- spedzaja istotnie mniej
czasu na eksplorowaniu $rodka szalki w poréwnaniu do larw typu dzikiego tsc2*'* lub
mutantow tsc2*”- (Ryc. 4.6B, C). Wyniki te sugeruja podwyzszony poziom leku u larw tsc2™".

Zachowanie mutantoéw tsc2*’" nie roznito sie od zachowania larw typu dzikiego tsc2*/*.

Larwy tsc2”- traktowane prewencyjnie rapamycyng przebywaty istotnie dtuzej na
srodku szalki w poréwnaniu do larw nietraktowanych lekiem, co sugeruje, ze wczesne
hamowanie nadmiernej aktywacji Sciezki mMTORC1 zapobiega wystgpieniu nasilonego leku u
mutantow tsc2” (Ryc. 4.6B, C). Traktowanie larw tsc2”- wigabatryng nie wptyneto na czas
spedzony na eksplorowaniu $rodka szalki, z czego mozna wywnioskowac, ze to nie napady
drgawkowe sg przyczyna obnizenia czasu eksploracji szalki u mutantéw tsc2”- (Ryc. 4.6B, C).
Natomiast larwy tsc2” traktowane zwiazkiem o potencjalnych wlasciwos$ciach
przeciwlekowych — ANA-12 — spedzity istotnie dtuzszy czas na eksplorowaniu srodka szalki
w poréwnaniu do larw tsc2” hodowanych w warunkach kontrolnych, potwierdzajac, ze

obserwowany fenotyp wynika z nasilonego Ieku (Ryc. 4.6B, C).
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Ryc. 4.6 Wyniki analizy zachowania larw linii tsc2'4?*? w te$cie w otwartym polu.

A) Reprezentatywne schematy drogi pokonanej przez larwy tsc2"42*2 podczas testu w otwartym
polu, z uwzglednieniem obszaru srodka szalki (czerwona linia przerywana) 1 obrzeza szalki
blisko jej $Scianek (niebieska linia ciggta), w warunkach kontrolnych oraz po podaniu
zwigzkow farmakologicznych.

B) Wykres stupkowy przedstawia czas spedzony na $rodku szalki (kolor) oraz czas spedzony
blisko $cianek szalki (biaty) wzgledem catkowitego czasu eksperymentu. Eksperyment
przeprowadzono w warunkach kontrolnych oraz po traktowaniu rapamycyng zaczynajac
podawanie leku od stadium 48 dpf (rapaP) lub wigabatryng (wgb 24 h) lub ANA-12
(ANA-12 24 h) podajac zwiazek farmakologiczny 24 godziny przed testem. Stupki btgdow
pokazuja SEM.

C) Wykres pudetkowy przedstawia czas spedzony przez larwy tsc2''?* na srodku szalki
w warunkach kontrolnych oraz po potraktowaniu zwigzkami farmakologicznymi jak
opisano powyzej, wzgledem catkowitego czasu eksperymentu. Istotno$¢ statystyczng
wynikow sprawdzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-hoc Dunn
z poprawka Bonferroniego dla wzglednej aktywnoséci larw tsc2''?*2 na srodku szalki,
w warunkach kontrolnych: df = 2; H=8,3268; p = 0,01555; p = 0,0288 dla tsc2” vs. tsc2*'*;
p=0,0119 dlatsc2” vs. tsc2*"; ns dla tsc2*' vs. tsc2*'*: Liczba larw (genotyp): 14 (tsc2**),
21 (tsc2*"), 24 (tsc2™); dla wzglednej aktywnosci na $rodku szalki u tsc2”-w warunkach
kontrolnych vs. u tsc2” po podaniu zwigzku farmakologicznego: df = 3; H = 25,925;
p=9,98 x 10° p = 1,23 x 10° dla rapaP; wyniki nieistotne statystycznie dla wgb 24 h;
p =0,0467 dla ANA-12. Liczba larw (traktowanie zwigzkiem farmakologicznym): 23
(rapaP), 13 (wgb 24 h), 27 (ANA-12); Stupki btedéw pokazuja SEM; * p < 0,05;
*** n <0,005.
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4.2.2 Analiza zachowania larw linii tsc2"9?4? w tescie jasnego-ciemnego pola

W wieku 5 dpf larwy danio pregowanego wykazuja preferencj¢ do przebywania w
$wietle 1 unikania ciemnosci. Jest to zjawisko fototaksji (Bai 1 wsp. 2016; Orger i Baier 2005).

W teécie jasnego-ciemnego pola rejestrowano aktywno$é larw tsc2'u?4?

w obrgbie dwoch
wyznaczonych stref szalki: ciemnej zakrytej od gory nieprzepuszczajacymi $Swiatta filtrami
stonecznymi oraz os$wietlonej (Ryc. 4.7A). Uwaza sig, ze zwigkszony procent czasu
spedzonego przez larwy danio preggowanego w strefie jasnej, czyli aktywne unikanie ciemnosci,
odzwierciedla nasilony lek (Bai i wsp. 2016; Steenbergen, Richardson, i Champagne 2012).
W celu oceny poziomu leku u larw tsc2'¥?42 obliczono sumaryczny czas spedzony przez larwy

w strefie jasnej oraz ciemnej wzgledem catkowitego czasu eksperymentu, a takze wyznaczono

indeks preferencji warunkow §wietlnych (Steenbergen, Richardson, i Champagne 2012).

Analiza zachowania larw tsc2"“?*?> hodowanych w warunkach kontrolnych wykazata, ze
larwy typu dzikiego tsc2*'* przez wiekszo$¢ czasu przebywaly w o$wietlonej czesci szalki, co
bylo oczekiwanym wynikiem. Natomiast w przypadku mutantéw tsc2” stwierdzono, ze nie
posiadaja one preferencji do zadnego z warunkow $wietlnych, poniewaz spedzaja podobny czas
zarowno w jasnej, jak i w ciemnej strefie szalki (Ryc 4.7B, C). Tak wigc, mutanty
homozygotyczne tsc2” wykazywaly wyraznie stabsza fototaksje niz siostrzane kontrole typu
dzikiego tsc2**. Natomiast zachowanie mutantow tsc2*' nie réznito si¢ istotnie od zachowania

larw typu dzikiego tsc2*'* (Ryc. 4.7B, C).

Zaobserwowano, ze larwy tsc2”" traktowane prewencyjnie rapamycyna spedzaty nieco
wiecej czasu w oswietlonej strefie szalki, co jest widoczne rowniez na wykresie indeksu
preferencji warunkéw Swietlnych, gdzie mediana osiagneta wyzsze warto$ci niz u mutantow
tsc2” nietraktowanych lekiem (Ryc. 4.7C). Niemniej jednak nie byt to efekt istotny
statystycznie. Zastosowanie wigabatryny spowodowato przesunigcie preferencji larw tsc2”-
w strong warunkow ciemnosci (Ryc. 4.7C). Wynik ten moze by¢ zwiazany z niepozadanymi
skutkami dzialania wigabatryny, gdyz w niektorych przypadkach stosowanie tego leku na
wczesnych etapach rozwoju dziatato uposledzajaco na uktad wzrokowy (Wang i wsp. 2008;
Golec i wsp. 2021). Zachowanie larw tsc2”" po traktowaniu ANA-12 nie réznito si¢ istotnie od

larw tsc27" nietraktowanych tym zwigzkiem.

Wyniki testu jasnego-ciemnego pola wskazuja, ze preferencja $wietlna larw tsc2” jest
zaburzona w poréwnaniu do larw typu dzikiego tsc2*/*, przy czym traktowanie rapamycyna

jedynie cze$ciowo odwraca ten fenotyp sugerujac, ze nadmierna aktywnos$¢ szlaku mTORCI
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moze byé tylko jedna z przyczyn obserwowanego zachowania mutantow tsc2”. Brak efektu po
traktowaniu ANA-12 sugeruje, ze obserwowane zachowanie larw tsc2”" nie jest zwigzane z

lgkiem.
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Ryc. 4.7 Wyniki analizy zachowania larw linii tsc2'4?? w te$cie jasnego-ciemnego pola.

A) Reprezentatywne schematy drogi pokonanej przez larwy tsc2"“?*> podczas testu jasnego-
ciemnego pola w warunkach kontrolnych oraz po podaniu zwigzkéw farmakologicznych.
Ciemne pole zaznaczono na szaro.

B) Wykres stupkowy przedstawia czas spedzony w $swietle (kolor biaty) oraz w ciemnos$ci
(kolor czarny) wzgledem calkowitego czasu eksperymentu. Eksperyment przeprowadzono
w warunkach kontrolnych oraz po traktowaniu rapamycyng zaczynajac podawanie leku od
stadium 48 dpf (rapaP) lub wigabatryng (wgb 24 h) lub ANA-12 (ANA-12 24 h) podajac
lek 24 godziny przed testem. Stupki btedow pokazujg SEM.

C) Wykres pudetkowy przedstawia wyniki analizy indeksu preferenciji $wiatta u larw tsc2'/242
w warunkach kontrolnych oraz po potraktowaniu zwigzkami farmakologicznymi jak
opisano powyzej. Wartosci powyzej zera wskazuja na preferencje do przebywania
w $wietle, natomiast warto$ci ponizej zera wskazuja na preferencj¢ do przebywania
w ciemnosci. Stupki bledow pokazuja SEM. Istotno$¢ statystyczng wynikoéw sprawdzono
za pomocg testu 1-czynnkowej ANOVY z testem typu post-hoc Tukeya HSD dla wzgledne;j
aktywnosci larw tsc2''242 w ciemnosci, w warunkach kontrolnych: df = 2; F = 3,302;
p = 0,0444; p = 0,0486 dla tsc2™" vs. tsc2*'*: ns dla tsc2” vs. tsc2*"; ns dla tsc2*"- vs. tsc2*/*;
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Liczba larw (N): tsc2*/* (14), tsc2*" (21), tsc2”~ (22); dla wzglednej aktywnosci larw tsc2””
w ciemnosci, w warunkach kontrolnych vs. tsc2” po podaniu zwiazkow
farmakologicznych: df = 3; F = 3,14; p = 0,0297; wyniki nieistotne statystycznie (ns) dla
rapaP; ns dla wgb 24 h; ns dla ANA-12; Liczba larw (N): 23 (rapaP), 13 (wgb 24 h), 27
(ANA-12); * p <0,05.

4.2.3 Analiza zachowania larw linii tsc2'4?4? w te§cie badajacym reakcje na nagle zmiany

oSwietlenia

Larwy danio pregowanego w odpowiedzi na naprzemienne zmiany oswietlenia wykazuja
charakterystyczny wzorzec ruchu wynikajacy z reakcji lekowych. W momencie naglego
przejscia z cyklu ciemnosci do cyklu $wiatta, aktywno$¢ larw gwaltownie spada, nastepuje
nagle znieruchomienie (ang. freezing behaviour), odzwierciedlajace wzrost Igku w odpowiedzi
na niespodziewane zapalenia $Swiatla. Z kolei w przypadku przejsécia z cyklu $wiatta do cyklu
ciemnosci aktywnos$¢ larw gwattownie wzrasta, co przypisuje si¢ zwigkszonemu poziomowi
Igku zwigzanego z ponownym znalezieniem si¢ w ciemno$ci (MacPhail i wsp. 2009; Basnet i
wsp. 2019; Vignet i wsp. 2013). W tescie badajacym reakcje na nagte zmiany o$wietlenia u
larw tsc29?42 mierzono aktywno$¢ mutantéw podczas trzech 10-minutowych cyklow

swietlnych: ciemnos$ci-§wiatla-ciemnosci.

Na podstawie analizy zachowania larw tsc2"¥?42 hodowanych w warunkach kontrolnych
stwierdzono, ze podczas pierwszego cyklu ciemnosci mutanty tsc2”- wykazywaty podwyzszona
catkowita aktywnosé, ktéra niemal dorownywata aktywnosci larw typu dzikiego tsc2*/* oraz
mutantow tsc2* (Ryc. 4.8A). Przejscie do cyklu $wiatla wywotywato u larw tsc2"“?*? reakcje
znieruchomienia, przy czym u mutantow tsc2”- zaobserwowano istotnie mniejsza aktywno$é w
fazie $wiatta w poréwnaniu do larw typu dzikiego tsc2*/* lub mutantéw tsc2*~ (Ryc. 4.8A, B).
Ponownie przejscie do cyklu ciemnosci wywotywato hiperaktywnos$¢ larw, przy czym u
mutantéw tsc2” zaobserwowano najwyzsze piki aktywnosci, $wiadczace o zwigkszonej sile

reakcji larw, w poréwnaniu do larw typu dzikiego tsc2*/* lub mutantow tsc2*- (Ryc. 4.8A).

Larwy tsc2” po prewencyjnym traktowaniu rapamycyna wykazywaty tagodniejsze
reakcje w odpowiedzi na zmiany w cyklach $wietlnych, poréwnywalne z zachowaniem larw
typu dzikiego tsc2** (Ryc. 4.8C, D). Zaobserwowano, ze aktywnosé larw tsc2”" po przejsciu z
cyklu ciemnosci do cyklu $wiatta byla istotnie wigksza (krdtszy czas znieruchomienia)
poréwnujac do mutantéow tsc2” nietraktowanych lekiem. Z kolei po ponownym przejéciu do

cyklu ciemnoéci larwy tsc2” traktowane rapamycyng nie wykazywaty hiperaktywnosci, jaka
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obserwowano u nietraktowanych larw tsc2”, a ich aktywnos¢ nie roznita sie od larw typu
dzikiego tsc2*'* (Ryc. 4.8 C, D).

U larw tsc2"?%? traktowanych wigabatryna stwierdzono obnizenie catkowite;
aktywno$ci niezaleznie od warunkow S$wietlnych oraz genotypu. Niemniej jednak po
zastosowaniu wigabatryny larwy tsc2”- wciaz wykazywaty silniejsze znieruchomienie w
poréwnaniu do larw typu dzikiego tsc2** oraz mutantow tsc2*” w cyklu $wiatta, natomiast nie

wykryto hiperaktywnosci u tsc2”- w cyklach ciemnosci (Ryc. 4.8E, F).

W przypadku mutantow tsc2” traktowanych ANA-12 zaobserwowano niewielki wzrost
aktywnosci podczas cyklu $wiatta oraz stwierdzono spadek hiperaktywnosci w cyklach
ciemnosci porownujac do larw tsc2” nietraktowanych tym zwiazkiem (Ryc. 4.8G, H).
Niemniej jednak zmiany te nie byty istotne statystycznie. Odnotowano rdwniez, ze traktowanie
ANA-12 zwigkszylo aktywno$é mutantéw tsc2*~ oraz larw tsc2** podczas cyklu $wiatta, co
sugeruje, ze w przypadku reakcji znieruchomienia zwigzek ten mogl wpltyna¢ anksjolitycznie

na wszystkie genotypy linii tsc2"?*? (Ryc. 4.8G).
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Ryc. 4.8 Wyniki analizy zachowania larw linii tsc2'4?4? w te$cie badajacym reakcje na

nagle zmiany oswietlenia.

A)

B)

C)

Wykresy liniowe przedstawiaja usredniony czas aktywnosci larw tsc2''?#2 w warunkach
kontrolnych. Aktywno$¢ zmierzono w trzech 10-minutowych cyklach s$wietlnych:
ciemnosci-Swietle-ciemnosci. Zmiana warunkoéw Swietlnych nastgpowata kolejno
w punktach czasowych 600 sekund oraz 1200 sekund zaznaczonych na wykresie za pomocg
czarnych strzatek. Istotno$¢ statystyczna wynikow sprawdzono za pomocg testu Kruskala-
Wallisa z testem typu post-hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla czasu aktywnosci
mutantow tsc2” vs. larw typu dzikiego tsc2** w fazie $wiatta: df = 2; H = 13,301;
p=1,293 x 103, p=0,0117 dla tsc2™" vs. tsc2*/*; Liczba larw (N): tsc2*/* (49), tsc2*" (63),
tsc2” (29); * p < 0,05.

Wykres stupkowy przedstawia $redni czas aktywnosci larw tsc2"2#2 podczas cyklu $wiatta,

w warunkach kontrolnych. Stupki btedéw pokazujg SEM. Istotno$¢ statystyczng wynikow
sprawdzono za pomoca testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-hoc Dunn z poprawka
Bonferroniego dla czasu aktywnosci larw tsc2"V242 v fazie $wiatta: df = 2; H = 13,301;
p=1,293 x 10 p=0,0117 dla tsc2”" vs. tsc2**; p = 0,0011 dla tsc2” vs. tsc2*"; nieistotne
statystycznie (ns) dla tsc2* vs. tsc2*'*; * p < 0,05; ** p < 0,01.

Wykresy liniowe przedstawiaja usredniony czas aktywnosci larw tsc2''242 po traktowaniu
rapamycyng (rapaP). Eksperyment przeprowadzono, tak jak opisano w pkt. A. Istotnos¢
statystyczng wynikow sprawdzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-
hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla czasu aktywnosci larw tsc2"9?4? w fazie $wiatta:
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df = 2; H = 6,466, p = 0,03944; ns dla tsc2” vs. tsc2*'*; Liczba larw (N): tsc2** (49), tsc2*"
(77), tsc2- (34).

D) Wykresy liniowe przedstawiaja usredniony czas aktywnosci mutantow tsc2” i larw typu
dzikiego tsc2**w warunkach kontrolnych (linia ciagta) oraz mutantéow tsc2”" po
traktowaniu rapamycyng (rapaP, linia przerywana). Eksperyment przeprowadzono, tak jak
opisano w pkt. A. Istotnos¢ statystyczng wynikoéw sprawdzono za pomocg testu Kruskala-
Wallisa z testem typu post-hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla czasu aktywnosci
mutantow tsc2”" w fazie $wiatta, w warunkach kontrolnych vs. tsc2”- po podaniu rapaP: df
=3;H=17,074; p = 6,824 x 10™*; p = 0,0245 dla ktrl vs. rapaP; Liczba larw (N): kontrola
(29); rapaP (34); * p < 0,05.

E) Wykresy liniowe przedstawiaja usredniony czas aktywnosci larw tsc2''242 po traktowaniu
wigabatryna (wgb 24 h). Eksperyment przeprowadzono, tak jak opisano w pkt. A. Istotno$¢
statystyczng wynikow sprawdzono za pomoca testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-
hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla czasu aktywnoéci larw tsc2"9?*? w fazie §wiatta:
df =2; H=16,753, p=2,3 x 10*; p = 0,022 dla tsc2” vs. tsc2*/*; Liczba larw (N): tsc2*"*
(24), tsc2*" (60), tsc2™- (43); * p < 0,05.

F) Wykresy liniowe przedstawiaja usredniony czas aktywnosci mutantow tsc2” i larw typu
dzikiego tsc2*”* w warunkach kontrolnych (linia ciagla) oraz mutantow tsc2” po
traktowaniu wigabatryna (wgb 24 h, linia przerywana). Eksperyment przeprowadzono, tak
jak opisano w pkt. A. Istotno$¢ statystyczng wynikdéw sprawdzono za pomocg testu
Kruskala-Wallisa z testem typu post-hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla czasu
aktywnos$ci mutantow tsc2” w fazie §wiatta, w warunkach kontrolnych vs. tsc2”- po podaniu
wgb 24 h: df = 3; H = 17,074; p = 6,824 x 10 ns dla ktrl vs. wgb 24 h; Liczba larw (N):
kontrola (29); wgb 24 h (43).

G) Wykresy liniowe przedstawiaja usredniony czas aktywnosci larw tsc2'¥42 po traktowaniu
ANA-12 (ANA-12 24 h). Eksperyment przeprowadzono, tak jak opisano w pkt. A. Istotno$¢
statystyczng wynikow sprawdzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-
hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla czasu aktywnosci larw tsc2"2#? w fazie $wiatta:
df =2; H=24,594, p =457 x 107; p=2,15 x 10® dla tsc2”" vs. tsc2*/*; Liczba larw (N):
tsc2*/* (26), tsc2* (30), tsc27- (33); *** p < 0,005.

H) Wykresy liniowe przedstawiaja usredniony czas aktywnosci mutantow tsc2” i larw typu
dzikiego tsc2**w warunkach kontrolnych (linia ciagta) oraz mutantéow tsc2”" po
traktowaniu ANA-12 (ANA-12 24 h, linia przerywana). Eksperyment przeprowadzono, tak
jak opisano w pkt. A. Istotno$¢ statystyczng wynikow sprawdzono za pomoca testu
Kruskala-Wallisa z testem typu post-hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla czasu
aktywnos$ci mutantow tsc2”- w fazie $wiatta, w warunkach kontrolnych vs. tsc2”- po podaniu
ANA-12 24 h: df = 3; H = 17,074; p = 6,824 x 10 ns dla ktrl vs. ANA-12 24 h; Liczba
larw (N): kontrola (29); ANA-12 24 h (33).
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4.2.4 Analiza zachowania larw linii tsc2"?#? w te$cie badajacym reakcje ucieczki oraz

habituacje w odpowiedzi na bodziec Swietlny

Reakcja ucieczki jest uniwersalng, ochronng reakcja sensomotoryczng zar6wno
u osobnikow dorostych, jak 1 u larw danio prggowanego, ktéra polega na wzmozeniu
aktywnosci w odpowiedzi na niespodziewane bodzce np. $wietlne. Reakcja ta moze shuzy¢
okresleniu statusu integracji bodzcow sensorycznych i motorycznych. W tym doswiadczeniu
badano aktywno$¢ larw tsc2"?*2 w odpowiedzi na powtarzajacy sie bodziec $wietlny.
Odzwierciedleniem aktywnosci larw tsc2''?*? byt dystans pokonany przez larwy podczas
doswiadczenia. Natomiast dtugo$é¢ dystansu przebytego przez larwy tsc2'“?*2 po kolejnych
pulsach $wiatlta odpowiadata sile reakcji ucieczki w odpowiedzi na bodziec. Eksperyment
sktadatl si¢ z dwoch czesci. Przez pierwsze 5 minut mierzono aktywno$¢ larw w warunkach
ciemnosci przy braku bodzcow, uzyskujac wyniki poczatkowej, spontanicznej aktywnos$ci
larw. Nastgpnie, przez kolejne 5 minut mierzono aktywno$¢ larw podczas powtarzajacego si¢

w réwnych odstepach czasu bodzca w postaci pulsu §wiatta.

Podczas eksperymentu larwy tsc2” pokonaty krétszy dystans niz larwy typu dzikiego
tsc2*"* lub mutanty tsc2*~ (Ryc. 4.9A). Wynik ten jest zgodny z wczeéniejszymi obserwacjami
wskazujacymi na zmniejszone zdolnosci lokomotoryczne mutantéw tsc2” (Ryc. 4.1A).
Roéwniez $rednia predko$é mutantéw tsc2”” byta obnizona w stosunku do larw typu dzikiego
tsc2** lub mutantéw tsc2* (Ryc. 4.9B). Mimo to, po pierwszym pulsie $wiatta wywotujacym
reakcje ucieczki larwy tsc2”", tsc2*- oraz larwy typu dzikiego tsc2*/* pokonaty podobna droge
(Ryc. 4.9A, C, D). Biorac pod uwage, ze wyjéciowa aktywno$¢ larw tsc2”- byla istotnie
mniejsza niz u siostrzanych kontroli tsc2*/* i tsc2* wynik ten wskazuje na silniejsza reakcje
ucieczki (Ryc. 4.9C). U mutantow tsc2*~ oraz u larw typu dzikiego tsc2** zaobserwowano
wzmocnienie reakcji ucieczki wraz z kolejnymi dwoma pulsami §wietlnymi, po ktérych larwy
te pokonywaty dtuzsze dystanse. Natomiast mutanty tsc2” przy kolejnych bodzcach §wietlnych
pokonywaly coraz krotsza droge, co swiadczyto o ostabieniu reakcji na bodziec. Wynik ten
sugeruje wczesniejsza habituacje mutantow tsc2”" niz larw tsc2*/* i tsc2* lub, co bardziej
prawdopodobne — problem z przetwarzaniem informacji sensomotorycznej (Ryc. 4.9). W okoto
93 sekundzie eksperymentu larwy tsc2"'?*? osiagnety bazowa aktywnosé lokomotoryczna, co
$wiadczy o przyzwyczajeniu si¢ do bodzca swietlnego (Ryc. 4.9A). Nie odnotowano istotnych

roznic w reakcji ucieczki pomigdzy mutantami tsc2*", a larwami typu dzikiego tsc2*'*.

W tym teScie nie sprawdzono dziatania stosowanych wczesniej substancji

farmakologicznych ze wzgledu na fakt, ze w eksperymencie badajacym reakcje na nagle

94



zmiany o$wietlenia (opisano w Rozdziale 4.2.3) nie zaobserwowano wptywu rapamycyny ani
ANA-12 na nagly wzrost aktywnosci larw zaraz po zgaszeniu lub zapaleniu $wiatta, natomiast
wigabatryna we wszystkich testach pogarszala fenotypy zwigzane z nasilonym lekiem u larw
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Ryc. 4.9 Wyniki testu badajacego reakcje ucieczki oraz habituacje larw linii tsc2'4242

W odpowiedzi na nagly, powtarzajacy si¢ bodziec Swietlny.

A)

B)

C)

D)

Wykres liniowy przedstawia dystans (cm) pokonany przez larwy tsc2''?* podczas
eksperymentu, usredniony dla danego genotypu. Kazdy punkt na wykresie reprezentuje
srednig z pomiaro6w zebranych w danym punkcie czasowym (co 3 sekundy). Stupki btedow
pokazuja SEM. Pierwsze 60 sekund na wykresie odpowiada ostatniej minucie
eksperymentu prowadzonego w warunkach kontrolnych (ciemno$é, brak bodzcow)
i reprezentuje dystans pokonywany przez larwy tsc2"?#2 podczas spontanicznej
aktywnosci. Strzatka na wykresie wskazuje pojawienie si¢ pierwszego bodzca swietlnego,
ktéry byt nastgpnie powtarzany co 3 sekundy do konca eksperymentu. Istotno$¢
statystyczng wynikow sprawdzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa z testem typu post-
hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla $redniego dystansu pokonanego przez larwy
tsc2'¥242 podczas eksperymentu: df = 2; H = 51,002; p = 8,414 x 102 p=1,78 x 10* dla
tsc2”" vs. tsc2**: p = 3,19 x 1072 dla tsc2” vs. tsc2*""; wyniki nieistotne statystycznie (ns)
dla tsc2*" vs. tsc2*'*; dla éredniej predkosci larw tsc2"“>*2 podczas eksperymentu: df = 2;
H=69,708; p=7,29 x 10%; 6,12 x 10® dla tsc2” vs. tsc2*'*; p = 1 x 105 dla tsc2”" vs.
tsc2*"; ns dla tsc2*" vs. tsc2*/*; Liczba larw (genotyp): 27 (tsc2*/*), 62 (tsc2*"), 30 (tsc27);
*** p < 0,005.

Wykres liniowy przedstawia predkosé (cm/s) z jaka poruszaly sie larwy tsc2''242 podczas
eksperymentu, usredniong dla danego genotypu. Eksperyment przeprowadzono, tak jak
opisano w pkt. A.

Wykres liniowy przedstawia wzgledne warto$ci dystansu (cm) pokonanego przez larwy
tsc2''242 podczas eksperymentu, usrednione dla danego genotypu. Wyniki zebrane
W kolejnych punktach czasowych podzielono przez $rednig warto§¢ pokonanego dystansu
podczas catosci eksperymentu odpowiednig dla kazdego genotypu. Stupki btedow pokazuja
SEM. Istotnos$¢ statystyczng wynikow sprawdzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa
z testem typu post-hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla wzglednego pokonanego
dystansu przez larwy tsc2” vs. tsc2*'* w 63, sekundzie eksperymentu: df = 2; H = 22,168;
p = 1,54 x 10°, p = 0,0394; * p < 0,05; dla pozostatych danych: wyniki nieistotne
statystycznie.

Wykres stupkowy przedstawia éredni dystans (cm) pokonany przez larwy tsc2"?4? podczas
ostatniego pomiaru aktywnosci w warunkach kontrolnych (przed bodzcem, w 60 sekundzie)
oraz po pierwszym bodzcu $wietlnym (w 63 sekundzie). Stupki btedow pokazujg SEM.
Istotno$¢ statystyczng wynikoéw sprawdzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa z testem
typu post-hoc Dunn z poprawka Bonferroniego dla sredniego dystansu pokonanego przez
larwy tsc2"4242 w 60 sekundzie eksperymentu: df = 2; H = 13,035; p = 0,0014; p = 0,0363
dla tsc2”- vs. tsc2**; p = 0,0011 dla tsc2”" vs. tsc2*"; ns dla tsc2*" vs. tsc2*/*; dla $redniego
dystansu pokonanego przez larwy tsc2"'?*? po pierwszym bodzcu $wietlnym: df = 2;
H =1,3622; p = 0,5061; ns dla tsc2” vs. tsc2*'*; ns dla tsc2”" vs. tsc2*'; ns dla tsc2*'" vs.
tsc2**, oraz za pomoca testu Wilcoxona dla prob zaleznych: dla poréwnania $redniego
dystansu pokonanego przez larwy danego genotypu w 60 sekundzie eksperymentu i po
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pierwszym bodzcu $wietlnym: V = 71; p = 9,22 x 10* dla tsc2”: VV = 60,5; p =0,0036 dla
tsc2**; ns dla tsc2*"; Liczba larw (genotyp): 27 (tsc2*'), 62 (tsc2*"), 30 (tsc2™); * p < 0,05;
** ) < 0,01; *** p < 0,005.

4.2.5 Analiza iloSciowa poziomu kortyzolu u larw linii tsc2"424? w wieku 5 dpf

Glukokortykoidy petnig wazne funkcje regulacyjne w wielu procesach fizjologicznych
1 s3 krytycznymi mediatorami odpowiedzi na stres. Zarowno u dorostych osobnikow, jak i
u larw danio pregowanego wykazano, ze w reakcji na stres i lek wydzielane sa zwigkszone
ilosci kortyzolu (Alsop i Vijayan 2008; Steenbergen i wsp. 2012). W celu potwierdzenia
nasilonego leku u larw mutanta tsc2”- na poziomie biochemicznym, zmierzono poziom
kortyzolu za pomoca komercyjnego testu immunoenzymatycznego ELISA w probkach
pozyskanych z larw tsc2''?*? (opisano w Materiatach i Metodach). Zaobserwowano, ze u
mutantéw tsc2” wystepuje podwyzszony poziom kortyzolu w poréwnaniu do larw typu
dzikiego tsc2** oraz mutantow tsc2* (Ryc. 4.10). Wynik ten wspiera wyniki testow

behawioralnych, w ktorych stwierdzono nasilony lek u mutantow tsc27",

0,08
0 . . i
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(nmol/L)

Ryc. 4.10 Wyniki analizy poziomu kortyzolu z uzyciem testu immunoenzymatycznego

ELISA u larw linii tsc2'4?42 w wieku 5 dpf.

Wiyniki analizy ilo§ciowej poziomu kortyzolu u mutantow tsc2"'?*. Wykres stupkowy pokazuje
stezenie kortyzolu (nmol/L) zmierzone w probkach pozyskanych z trzech niezaleznych
powtorzen biologicznych. Stupki bledow pokazuja SEM. Istotno$¢ statystyczng wynikow
sprawdzono za pomocg 1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu do poréwnan
wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla poziomu kortyzolu u larw tsc2'?#?: df = 2, F = 3,395;
p =0,103; p = 0,081 dla tsc2”" vs. tsc2*"*; nieistotne statystycznie dla tsc2*'" vs. tsc2*/*.
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4.2.6 Okreslenie wplywu ANA-12 na poziom aktywnosci szlaku mTORCI1 u larw linii
tSC2VU242

W zwiazku z tym, ze zastosowanie ANA-12 cze$ciowo poprawiato fenotypy zwigzane
z nasilonym lekiem u mutantéw tsc2”, postanowiono sprawdzié, czy zwiazek ten wptywa na
aktywno$¢ szlaku kinazy mTORC1. Larwy tsc2"“?4> hodowano w warunkach kontrolnych lub
traktowano ANA-12 przez 24 godziny przed eksperymentem. Przygotowanie probek
biatkowych oraz analiza iloSciowa stosunku poziomu biatka P-Rps6é do Rps6 zostaly
przeprowadzone jak w poprzednich do$wiadczeniach z uzyciem techniki Western Blot
(opisano w Rozdziale 4.1.2). Analiza wykazata, ze mutanty tsc2” traktowane ANA-12 maja
istotnie obnizony poziom aktywnos$ci kinazy mTORC1 w poréwnaniu do larw nietraktowanych
tym zwiagzkiem, jednak fosforylacja biatka Rps6 jest nadal podwyzszona w stosunku do larw
typu dzikiego tsc2*'* czy mutantéw tsc2*". Sugeruje to, ze zastosowany wariant traktowania
ANA-12 jedynie czg¢sciowo obniza aktywno$¢ $ciezki sygnatowej prowadzacej od TrkB do
kinazy mTORCL1 (Ryc. 4.11).
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Ryc. 4.11 Wyniki analizy biochemicznej wplywu ANA-12 na poziom aktywnosci szlaku
MTORCL1 u larw tsc2'242,

A) Analiza Western Blot poziomu bialek P-Rps6 (Ser235/236), Rps6 i a-Tubuliny u larw
tsc2''242 w warunkach kontrolnych oraz po zastosowaniu ANA-12 (ANA-12 24 h) na 24
godziny przed eksperymentem. Poziom a-Tubuliny stanowi kontrole i odzwierciedla ilo$¢
biatka nalozonego na zel.

B) Wykresy stupkowe przedstawiaja wyniki analizy stosunku intensywnos$ci sygnatow dla
biatka P-Rps6 (Ser235/236) do Rps6 w warunkach kontrolnych oraz po uprzednim
traktowaniu ANA-12. Wyniki przedstawiono, jako wartosci $rednie, centralizowane.
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Wyniki pochodzg z 3 niezaleznych do§wiadczen. Stupki btedow pokazujg SEM. Istotnos¢
statystyczng wynikéw sprawdzono za pomoca 1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA
oraz testu do poréwnan wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla stosunku sygnatu
P-Rps6/Rps6 u tsc2''?42 w warunkach kontrolnych: df = 2; F = 225,2; p = 2,27 x 10,
p =2,8 x 10 dlatsc2™” vs. tsc2*'*; wyniki nieistotne statystycznie (ns) dla tsc2*" vs. tsc2*/*;
dla stosunku sygnatu P-Rps6/Rps6 u tsc2”-w warunkach kontrolnych vs. u tsc2”- po podaniu
ANA-12: df = 1; F = 12,25; p = 0,0249 dla tsc2” vs. tsc2”"; * p < 0,05; *** p < 0,005.

4.3 Charakterystyka morfologii wybranych obwodéw neuronalnych w mézgu w modelu

stwardnienia guzowatego w danio pr¢gowanym oraz poszukiwanie mechanizmow

komorkowych i molekularnych odpowiedzialnych za patogeneze tej choroby

4.3.1 Analiza zmian anatomicznych oraz molekularnych w lacznosci wybranych

obwodow neuronalnych u larw tsc2'4242

Prawidtowy wzrost aksonow jest krytycznym procesem podczas wczesnego rozwoju,
niezbednym do utworzenia funkcjonalnych obwodéw neuronalnych. U pacjentow
ze stwardnieniem guzowatym obserwuje si¢ problemy z tacznos$cig istoty biatej, w tym
nieprawidtowos$ci w rozwoju aksonow, ktore prowadza do dezorganizacji widkien nerwowych
(Prohl i wsp. 2019; Krishnan i wsp. 2010). Ponadto, czesto z obecnoscig zaburzen struktury
istoty biatej wigze si¢ rowniez diagnoza zaburzen ze spektrum TANDs takich, jak autyzm czy
niepetnosprawnos$¢ intelektualna (Peters i wsp. 2012; Tsai i wsp. 2021). Stwierdzono rowniez,
ze efekt wystepowania zaburzen takich, jak epilepsjai TANDs, jest addytywny tzn. u pacjentow
z wigksza liczba zdiagnozowanych, wspotistniejacych zaburzen neurologicznych, obserwuje
si¢ wicksze nieprawidlowosci w lacznosci istoty biatej mozgu (Baumer i wsp. 2018).
W zwiazku z tym, ze zagadnienie problemdw z potaczeniami nerwowymi nie byto do tej pory
zbadane w modelu stwardnienia guzowatego w danio pregowanym, postanowiono zbadaé

morfologie wybranych obwodéw neuronalnych u larw linii tsc2"4242,

4.3.1.1 Analiza szerokos$ci spoidla przedniego w mézgach larw tsc2"'?4 oraz zbadanie

wplywu wybranych substancji farmakologicznych na obserwowane fenotypy

U ludzi ze zdiagnozowanym stwardnieniem guzowatym obserwuje si¢ m.in.
nieprawidlowosci w budowie ciata modzelowatego, ktore stanowi najwigksze spoidto taczace
dwie potkule moézgu u cztowieka (Baumer i wsp. 2018; Krishnan i wsp. 2010). W zwiazku z

tym zmierzono szeroko$¢ gléwnego spoidta w przodomoézgowiu u larw tsc2"24,

W tym celu przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne petnego przekroju larw

tsc2'9242 w wieku 7,5 dpf z zastosowaniem przeciwciala anty-acetylowana Tubulina, dzigki
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ktoremu uwidoczniono wigzki aksonéw tworzgce spoidta moézgowe (Ryc. 4.12A). Do analizy
wybrano gltéwne spoidto znajdujace si¢ w przodomozgowiu tj. spoidto przednie. Oprocz tego
w barwieniu zastosowano rowniez przeciwciato specyficzne dla ufosforylowanej formy biatka
Rps6. Zbadano korelacje pomiedzy szeroko$cig spoidta moézgowego, a iloscig komorek
w kresomédzgowiu z sygnatem fluorescencji dla P-Rps6, ktore odzwierciedla aktywno$¢ kinazy
mTORCI. Mialo to na celu sprawdzenie, czy istnieje zwigzek pomigdzy poziomem aktywnosci
szlaku mTORC1, a nasileniem zmian morfologicznych spoidta przedniego oraz genotypem

larw linii tsc2v4242,

Pomiary spoidta przedniego wykazaty, ze u mutantow tsc2” jest ono istotnie ciensze
w poréwnaniu do larw typu dzikiego tsc2*/* (Ryc. 4.12A, B). Zaobserwowano réwniez, ze
u mutantéw tsc2* srednia szeroko$é spoidta przedniego jest mniejsza niz u larw typu dzikiego
tsc2*'* (Ryc. 4.12A, B). Ponadto, stwierdzono, ze larwy homozygotyczne maja podwyzszony
poziom P-Rps6é w mozgu w poréwnaniu do larw typu dzikiego i mutantéw tsc2*. Wyniki
analizy korelacji Spearmana wskazaty, ze U larw tsc2"'?*2 istnieje ujemna korelacja pomigdzy
liczbg komoérek z sygnatem fluorescencji dla P-Rps6 w mozgu, a szeroko$cig spoidia
przedniego, ktora jest zalezna od genotypu. Tak wiec, larwy z podwyzszong aktywnoscig
kinazy mTORC1 w mozgu mialy ciensze spoidto przednie i byly to gtownie homozygoty
(Ryc. 4.12C).

+/+ _ _/-
tsc2*/* (1) tsc2*/ tsc2”

© *

£ 30

E —~ )

= € 25 ° 0

P 3 o

' N— 00 [ =

(8}
hd

© \8 20 @O0 t)o =
X B 00| 0[5 @9 ¢£>a>
o © O
- o o
o 15 o ROOD 0 oD

(=} N o O ®

2 B S

o S T

2’4 10 9 olo o

1

o o

Otse2* (wr) [itse2?~ Ctsc2”-

p-Rps6
ac-Tubulina

100



@

-
o
o

-
=}
(=]

)}
O

. &
~e L

Liczba komérek
p-Rps6 pozytywnych

o

rho =-0.7
S = 27573, p-value = 6e-08
15 20 25

Szerokos$¢ spoidta przedniego (um)

o)
o

o tsc2t* (WT) @ tsc2*/~ @ 52"

Ryc. 4.12 Wyniki analizy szerokosci spoidla przedniego w mozgu larw tsc2'4242,

A)

B)

C)

Reprezentatywne obrazy mikroskopii konfokalnej wybranych sekcji preparatow pelnego
przekroju larw tsc2"?%2 parwionych immunofluorescencyjnie przeciwciatem anty-
acetylowana Tubulina (Ac-Tubulina, kanat czerwony) oraz anty-P-Rps6 (kanat zielony).
Biala linia przerywana wskazuje spoidto przednie.

Wykres pudetkowy przedstawia szeroko$¢ spoidta przedniego zmierzong w moézgu larw
tsc2''?%2, Kazdy punkt odpowiada jednej larwie. Istotnoéé statystyczng wynikow
sprawdzono za pomocg 1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu do poréwnan
wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla szerokos$ci spoidta przedniego: df = 2; F = 4,053;
p = 0,0202; p = 0,011 dla tsc2™" vs. tsc2**: wyniki nieistotne statystycznie (ns) dla tsc2*"
vs. tsc2*/*; Liczba larw (genotyp): 27 (tsc2*'*), 47 (tsc2*), 31 (tsc2™); * p < 0,05.

Wykres przedstawia wyniki analizy korelacji Spearmana pomigdzy szerokoscig spoidta
przedniego (0§ x), a intensywnoscig sygnatu P-Rps6 (0§ y) u larw tsc2"“?*2, Ujemna wartos¢
wspotczynnika korelacji rho informuje, Ze wzrostowi liczby komorek posiadajacych sygnat
fluorescencji dla biatka P-Rps6 towarzyszyt spadek $rednich warto$ci pomiarow szerokosci
spoidia przedniego. Kazdy punkt w okreslonym kolorze reprezentuje jedna larwe danego
genotypu. Istotno$¢ statystyczng wynikow sprawdzono za pomocg testu korelacji
Spearmana: rho = -0,7; S = 27573, p = 6 x 10®; Liczba larw (genotyp): 10 (tsc2*/*), 21
(tsc2*), 14 (tsc27).

W  kolejnym kroku zbadano wplyw zastosowania wybranych zwigzkéw

farmakologicznych na morfologie spoidta przedniego mutantéw tsc2”". Analiza szeroko$ci

spoidia przedniego po uprzednim traktowaniu zwigzkami farmakologicznymi wykazata, ze

zastosowanie rapamycyny oraz ANA-12 skorygowalo patologiczny fenotyp spoidta przedniego

(Ryc. 4.13A, B). U larw tsc2” w przypadku traktowania wigabatryng nie zaobserwowano

korzystnego wptywu na fenotyp spoidta przedniego (Ryc. 4.13A, B).
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Ryc. 4.13 Wyniki analizy wplywu wybranych substancji farmakologicznych na szerokos¢

spoidla przedniego u mutantéw tsc2”-.

A) Reprezentatywne obrazy mikroskopii konfokalnej wybranych sekcji pelnego przekroju larw

B)

tsc2'242 w warunkach kontrolnych oraz uprzednio traktowanych rapamycyng (rapaP) lub
wigabatryng (wgbP) zaczynajagc od stadium 48 hpf lub ANA-12 (ANA-12 24 h) przez
24 godziny przy podaniu w stadium 4 dpf. Widok grzbietowy. Biala linia przerywana
wskazuje spoidto przednie.

Wykres pudetkowy przedstawia szerokoéé spoidia przedniego zmierzona u larw tsc2"242
w warunkach kontrolnych oraz po uprzednim traktowaniu odpowiednimi zwigzkami
farmakologicznymi jak opisano powyzej. Kazdy punkt odpowiada jednej larwie. Istotnos$¢
statystyczng wynikow sprawdzono za pomocg 1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA
oraz testu do porownan wielokrotnych post-hoc Dunnetta: dla szeroko$ci spoidta przedniego
u mutantéw tsc2”- hodowanych w warunkach kontrolnych vs. u tsc2” po podaniu zwiazku
farmakologicznego: df = 3; F = 5,83; p = 1,42 x 103 p = 0,049 dla rapaP; nieistotne
statystycznie (ns) dla wgbP; p = 0,002 dla ANA-12; Liczba larw (N): kontrola (18); rapaP
(14), wgb 24 h (14); ANA-12 (20). * p < 0,05; ** p < 0,01.
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4.3.1.2 Analiza  morfologii  wigzek  aksonow  GFP-pozytywnych u larw

Tg(ptfla:GFP);tsc2'"**? pod katem zaburzen w procesie ukierunkowanego wzrostu

Analiza szerokoéci spoidta przedniego u larw tsc2"2#? wykazata problemy z tacznoscia
istoty biatej migdzy potkulami w mozgu, co sugeruje niewtasciwy rozwdj aksonow. W zwigzku
z tym postanowiono sprawdzi¢, czy nieprawidlowosci w morfologii spoidet mézgowych moga
wynika¢ z zaburzen w procesie ukierunkowanego wzrostu aksondéw. Uzycie transgenicznej linii
Tg(ptfla: GFP);tsc2""?*2  pozwolitlo zobrazowaé neurony produkujace biatko zielone;
fluorescencji (GFP) pod kontrola promotora ptflo. (podjednostka alfa czynnika
transkrypcyjnego trzustki 1). Ekspresja czynnika transkrypcyjnego ptfie. w neuronach w
obszarze posterior tuberculum migdzymozgowia w wyzej wymienionej linii transgenicznej,
umozliwia obrazowanie rozwoju pojedynczych aksondéw taczacych przeciwlegle podtkule
moézgowe u danio pregowanego. Larwy obrazowano przyzyciowo w wieku 3 dpf z uzyciem

mikroskopii LSFM.

W kazdej poétkuli mozgu obecne byly okoto 4-5 ciat komorek wykazujacych
fluorescencj¢ dla GFP w regionie posterior tuberculum, ktorych aksony tworzyly wspodlna
wiagzke, przechodzaca przez spoidto mézgowe taczace przeciwlegle potkule mozgu u larw
Tg(ptflo:GFP);tsc2""?*2 (Ryc. 4.14A). Zaobserwowano, ze mutanty tsc2” oraz tsc2*’" maja
problemy z tworzeniem $cistej wigzki aksondéw GFP-pozytywnych taczacych potkule mozgowe
w miedzymézgowiu (Ryc. 4.14B). Stwierdzono, ze na styku potkul mézgowych larw tsc2”
i tsc2*" wystepuja silne, nieregularne rozgatezienia, w poréwnaniu do larw typu dzikiego
tsc2*/*, u ktorych nie zaobserwowano zaburzen morfologii wigzek. Nastepnie policzono
czestotliwo$¢ wystepowania nieprawidlowej morfologii wigzek aksonow z wyrdznieniem
stopnia nasilenia zmian. Wyniki tej analizy wykazaly przewazajace wystgpowanie
patologicznego fenotypu u mutantéw homozygotycznych tsc2”- (Ryc. 4.14C). Analiza Sholla
w trzech wymiarach umozliwita policzenie liczby rozgat¢zien wigzek aksonéw w odlegtosci od
ciat komorek do styku potkul mozgowych (odlegtos¢ ok. 80-90 um od ciat komorek; opisano
szczegdtowo w Materiatach i Metodach). Wyniki tej analizy potwierdzity, ze u larw tsc2*" oraz
tsc2”" na styku potkul mozgowych wystepuje istotnie wiecej rozgatezien wigzek aksonéw,
w poréownaniu do larw typu dzikiego tsc2*’* (Ryc. 4.14D, E). Nieprawidtowosci
W utrzymywaniu $cistej wigzki aksonow, ktore majg za zadanie potaczy¢ ze sobg przeciwlegte

potkule mozgu sugerujg problemy w procesach ukierunkowanego wzrostu.

103



A B C

widok grzbietowy

tsc2t/* (WT) tscat/ tsc2”/"

tsc 2vu242

o
3
o

Tg(ptfla:GFP)
o
3

Czestotliwos¢

©
N
3

o
o
S

‘ brak [T] tagodny [l] powazny

W)
m

?"5 0,056
w 4 'S [
@ 9 i
S
1 3 © [o)
Qo
s ﬁ 3 2 '—-_?_::’
3] = o :l'—" 9080
52 g 2 LWT&,J olo
! ! ° >
80 90 ]
Dystans 3D (um) L
= tsc2+/ * (W1) — tsc2+/ T = tch'/ -

[ tsc2*/* (wt) [ tsc2*/" O tsc2”/"

Ryc. 4.14 Wyniki analizy morfologii wigzek aksonow GFP-pozytywnych u larw linii

tsc24242 Tg(ptfla: GFP) pod katem zaburzen w procesie ukierunkowanego wzrostu.

A) Schematyczny rysunek lokalizacji neuronéw GFP-pozytywnych w mozgu larwy tsc2'V242
Tg(ptflo:GFP).

B) Reprezentatywne obrazy mikroskopowe projekcji 3D wigzek aksonéw GFP-pozytywnych
u 3 dpf transgenicznych larw Tg(ptfla: GFP);tsc2""?*? (widok grzbietowy) zobrazowanych
z uzyciem mikroskopii LSFM. Powigkszone fragmenty pokazuja problemy z tworzeniem
Scistej wiazki na styku potkul moézgowych, u mutantéw tsc2”- widoczne sa liczne
rozgalezienia.

C) Wykres stupkowy przedstawia rozklad czgstotliwosci wystgpowania nieprawidtowosci
w fenotypie wigzek aksonow GFP-pozytywnych na styku potkul moézgowych larw
Tg(ptfla:GFP);tsc2"?*? 7z uwzglednieniem stopnia nasilenia zmian (brak, lagodne,
powazne).

D) Wykres liniowy reprezentujacy wyniki tréjwymiarowej analizy Sholla uwzgledniajace;j
liczbe rozgatezien (przecig¢) wigzek aksonéw GFP-pozytywnych mierzonych w 3D na
styku potkul mézgowych larw Tg(ptfla: GEP);tsc2''?*2, Istotnoéé statystyczng wynikow
sprawdzono za pomocg 1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu do porownan
wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla liczby przecig¢ zmierzonych na styku potkul
moézgowych w odleglosci 80-90 um od ciata komorki: df = 2; F = 23,84; p = 7,4 x 10°;
p= 23 x 108 dla tsc2” vs. tsc2*'*; Liczba larw (genotyp): 15 (tsc2**), 13 (tsc2*"),
16 (tsc27); *** p < 0,005.
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E) Wykres pudelkowy przedstawia $rednig liczbe rozgalezien wigzek aksonéow GFP-
pozytywnych na styku pétkul mézgowych linii tsc2"%*? Tg(ptfla. GFP) z uwzglednieniem
poszczegolnych genotypow. Pojedynczy punkt odzwierciedla jedng larwe. Istotno$¢
statystyczng wynikéw sprawdzono za pomoca 1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA
oraz testu do porownan wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla liczby przeci¢é na styku
potkul mézgowych w odlegtosci 80-90 um od ciata komorki: df = 2; F =5,398; p = 0,00657,
p = 0,054 dla tsc2™ vs. tsc2*'*; p = 0,004 dla tsc2”" vs. tsc2*". Liczba larw (genotyp): 15
(tsc2*'), 13 (tsc2*), 16 (tsc2™); *** p < 0,005.

4.3.1.3 Analiza ekspresji wybranych genow szlaku Dock-EImo-Racl u larw tsc2'4242

Problemy 2z formowaniem uporzadkowanych wigzek aksonow moga wynikaé
z nieprawidtowos$ci zachodzacych na poziomie szlakow sygnatowych zwigzanych z procesami
ukierunkowanego wzrostu. W zwigzku z tym postanowiono sprawdzi¢ szlak molekularny
Dock-Elmo-Rac1 pod katem zmian w ekspresji wybranych genow, ktorych produkty biatkowe
biorg udzial m.in. w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego podczas proceséw
ukierunkowanego wzrostu aksonéw (Namekata i wsp. 2010; Shi 2013; Gadea i Blangy 2014).
W tym celu wyizolowano RNA z przednich czesci ciata larw tsc2''?42 w wieku 5 dpf i za
pomoca techniki PCR emulsyjnego (ddPCR) przeprowadzono ilosciowa analiz¢ poziomu
mRNA dla wybranych genéw szlaku Dock-EImo-Rac1. Obliczono wyj$ciowa ilos¢ produktow
amplifikacji u mutantow tsc2”" i tsc2*"- wzgledem wynikow uzyskanych u larw typu dzikiego

tsc2*/*.

Analiza ddPCR wykazata istotnie podwyzszony poziom mRNA dla genéw dock3, dock4
oraz elmo2 u mutantéw tsc2”" w poréwnaniu do siostrzanych kontroli typu dzikiego, tsc2*'*
(Ryc. 4.15). Stwierdzono roéwniez wzrost w poziomie mRNA dla genu racl, jednak wynik ten
nie byt istotny statystycznie (Ryc. 4.15). W przypadku mutantow tsc2*~ stwierdzono istotne
statystycznie réznice jedynie w poziomie mRNA genu dockd wzgledem pozioméw
obserwowanych u larw typu dzikiego tsc2** (Ryc. 4.15) Produkty biatkowe genéw docks3,
dock4, elmo2 oraz racl petnig kluczowe role w procesach naprowadzania i ukierunkowanego
wzrostu aksonow (Makihara i wsp. 2018). Tak wigc, zmiany w poziomie mRNA tych genow
sa spojne z obserwacjami zaburzen w morfologii wigzek aksonéw u mutantéw
homozygotycznych (patrz Rozdziat 4.3.1.2) i odzwierciedlaja nieprawidtowosci dotyczace

proceséw ukierunkowanego wzrostu na poziomie molekularnym.
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Wyniki analizy ddPCR ekspresji genéw zwigzanych z ukierunkowanym wzrostem aksondéw dla
sciezek Dock-Elmo-Racl. Wykresy stupkowe przedstawiajg relatywny poziom ekspresji
wybranych genéw u larw mutanta tsc2” i tsc2* wzgledem larw typu dzikiego tsc2*/*. Stupki
btedow pokazuja SEM. Kazda kropka odzwierciedla pomiar uzyskany z niezaleznego
powtorzenia biologicznego (N = 3). Istotno$¢ statystyczng wynikow sprawdzono za pomoca
1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu do porownan wielokrotnych post-hoc
Dunnetta dla wzglednego poziomu mRNA genéw: dock3 df= 2; F = 10,22; p = 6.26 x 107;
p = 0,00401 dla tsc2”- vs. tsc2*/*; wyniki nieistotne statystycznie (ns) dla tsc2*" vs. tsc2*'*;
dock4 df = 2; F = 6,863; p = 0,0184; p = 0,0245 dla tsc2™" vs. tsc2**; p = 0,0235 dla tsc2*"" vs.
tsc2*/*; elmo2 df = 2; F = 16,62; p = 1,41 x 103 p = 1.12 x 103 dla tsc2” vs. tsc2*'*; ns dla
tsc2*- vs. tsc2**: racl df = 2; F = 3,155; p = 0,092; p = 0,072 dla tsc2™" vs. tsc2*'*: ns dla tsc2*"
vs. tsc2**; * p < 0,05; *** p < 0,005.

4.3.2 Analiza modelu stwardnienia guzowatego w danio pregowanym pod katem

zaburzen w Sciezkach sygnalowych zwiazanych z neurotransmisja hamujaca

U pacjentow ze stwardnieniem guzowatym, jako jedng z przyczyn patologii
neurologicznych takich jak epilepsja, podaje si¢ zaburzenia w neuroprzekaznictwie, czyli
W przekazywaniu informacji pomigdzy komoérkami nerwowymi. Kluczowa rolg
w prawidtowym funkcjonowaniu mozgu stanowi roéwnowaga pomi¢dzy neurotransmisjg
hamujaca, a pobudzajaca (Coghlan i wsp. 2012). W mozgach dorostych ssakow gtdéwng forma
neurotransmisji hamujacej jest transmisja GABAergiczna, gdzie neurotransmiterem jest kwas
y-aminomastowy. Badania immunohistochemiczne przeprowadzone na guzach pochodzacych
od pacjentow ze stwardnieniem guzowatym wykazaly szereg zmian, ktore moga wplywac na

fizjologie neurondéw, w tym zaburzenia neurotransmisji hamujacej wraz ze znaczacym
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zmniejszeniem ilosci receptoréw dla GABA oraz niedojrzalym fenotypem transporterow
chlorkowych KCC2/NKCCl, ktdére posredniczg w regulacji fizjologicznych efektéw GABA
(White i wsp. 2001; Talos i wsp. 2012). Co wigcej, dysfunkcja uktadu GABAergicznego jest
zwigzana rowniez z zaburzeniami neuropsychiatrycznymi, m.in. z Igkiem, depresja, czy
ogbélnym uposledzeniem funkcji poznawczych (Sohal i Rubenstein 2019). Zagadnienie
zaburzen neurotransmisji hamujacej nie bylo do tej pory zbadane w modelu stwardnienia
guzowatego w danio prggowanym, a jest to wazny aspekt choroby, czesto wigzany z rozwojem

TAND:s.

4.3.2.1 Analiza morfologii mézgow larw tsc2'"?4? pod katem neurotransmisji hamujacej

W celu okreslenia zmian w szlaku GABAergicznym w rozwoju larw tsc2"242 wykonano
barwienie immunofluorescencyjne pelnego przekroju, aby sprawdzi¢ poziom dwdch izoform
biatka dekarboksylazy glutaminianowej — Gad65/67 (ang. glutamate decarboxylase; GAD),
ktore sa kluczowymi enzymami bioragcymi udzial w syntezie neuroprzekaznika GABA
w mozgu ryb i ssakow. Barwienie wykonano w trzech stadiach rozwoju tj. w wieku 3, 4 oraz 5
dpf (Ryc. 4.16A, B, C).

Wyniki analizy mikroskopowej wykazaty, ze poziom biatek Gad65/67 u larw danio
pregowanego rosnie wraz ze stadium rozwojowym, jednak u mutantow tsc2”" jest on mimo
wszystko obnizony w poréwnaniu do larw tsc2*/*. Istotne réznice w poziomie biatek Gad65/67
pomiedzy larwami homozygotycznymi tsc2” i siostrzanymi kontrolami typu dzikiego tsc2*/*
stwierdzono w stadium 5 dpf (Ryc. 4.16C). W stadium 3 oraz 4 dpf nie zaobserwowano
istotnych réznic pomiedzy mutantami tsc2” a larwami tsc2**, co sugeruje, ze
nieprawidlowosci nasilajg si¢ w trakcie rozwoju (Ryc. 4.16A, B). Wyniki te koresponduja
Z zaburzeniami neurotransmisji hamujacej obserwowanej u pacjentow ze stwardnieniem

guzowatym.
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Ryc. 4.16 Wyniki analizy mikroskopowej poziomu dekarboksylazy glutaminianowej
(GAD65/67) w kresomézgowiu larw tsc2'“?*? na réznych stadiach rozwoju.

A) Reprezentatywne obrazy mikroskopowe barwienia immunofluorescencyjnego pelnego
przekroju na obecnoéé Gad65/67 w mozgach tsc2"242 w stadium 3 dpf (widok grzbietowy).

108



B) Reprezentatywne obrazy mikroskopowe barwienia immunofluorescencyjnego pelnego
przekroju na obecno$é Gad65/67 w mozgach tsc2"W?4? w stadium 4 dpf (widok grzbietowy).

C) Reprezentatywne obrazy mikroskopowe barwienia immunofluorescencyjnego petnego
przekroju na obecnoéé Gad65/67 w mozgach tsc2"242 w stadium 5 dpf (widok grzbietowy).

D) Wykres stupkowy przedstawia poziom bialek Gad65/67 na podstawie pomiaru
intensywnos$ci fluorescencji z 20 kolejnych sekcji (z-stackow) preparatow petnego
przekroju larw tsc2"4?*2 w stadium 3 dpf, 4 dpf i 5 dpf. Stupki btedéw pokazuja SEM.
Istotno$¢ statystyczng wynikow sprawdzono za pomocg 1-czynnikowej analizy wariancji
ANOVA oraz testu do porownan wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla sredniego poziomu
biatek Gad65/67: w stadium 3 dpf: df = 2; F = 0,916; p = 0,407; ns dla tsc2”" vs. tsc2*'*; ns
dlatsc2*" vs. tsc2*/*; Liczba larw (genotyp): 17 (tsc2*'*), 16 (tsc2*"), 18 (tsc27"); w stadium
4 dpf: df = 2; F = 2,637; p = 0,0854; ns dla tsc2”- vs. tsc2*'*: ns dla tsc2*" vs. tsc2*'*: Liczba
larw (genotyp): 14 (tsc2*'*), 11 (tsc2*"), 13 (tsc2™); w stadium 5 dpf: df = 2; F = 5,548;
p=7,58x103p=23,66x 102 dlatsc2” vs. tsc2**; ns dla tsc2*" vs. tsc2*'*; Liczba larw
(genotyp): 14 (tsc2*'*), 14 (tsc2*"), 14 (tsc2”"); w mozgach larw tsc2” w réznych stadiach
rozwoju: df =2; F = 3,853; p = 0,0299; ns dla 3 dpf vs. 4 dpf; ns dla 4 dpf vs. 5 dpf; p = 0,023
dla 3 dpf vs. 5 dpf; * p < 0,05; *** p < 0,005; ns — wyniki nieistotne statystycznie.

4.3.2.2 Analiza ekspresji wybranych genow zwigzanych z neurotransmisja hamujaca

u larw tsc2vu242

W kolejnym kroku postanowiono zbada¢, czy wyniki analizy mikroskopowe;j
przeprowadzonej u larw tsc2"?*? pod katem Gad65/67 maja odzwierciedlenie w poziomie
mRNA wybranych genow, ktorych produkty biatkowe sa komponentami GABAergicznego
szlaku sygnalowego. Ze wzgledu na to, Ze istotne statystycznie rdznice zaobserwowano u larw
w wieku 5 dpf, analize ekspresji genow wykonano rowniez w tym stadium rozwojowym. RNA
wyizolowano z przednich czg$ci ciala larw, a nastepnie przeprowadzono analize ilosciowa
qPCR. Tlo$¢ produktéw amplifikacji u mutantéw tsc2”" i tsc2* obliczono wzgledem wynikow
uzyskanych u larw typu dzikiego tsc2**. Jako gen referencyjny, charakteryzujacy sie stata

ekspresja, niezalezng od czynnikow biologicznych, wybrano gapdh.

U mutantéw tsc2”" stwierdzono podwyzszony poziom mRNA dla receptoréow GABA
typu A, jednak wyniki te nie byly istotne statystycznie (Ryc. 4.17). Ponadto, uzyskano istotne
statystycznie réznice w poziomie mRNA dla genow gad65 oraz gad67, ktory byt podwyzszony
u larw tsc2” w poréwnaniu do larw typu dzikiego tsc2** (Ryc. 4.17). Natomiast nie

odnotowano istotnych réznic pomiedzy mutantami tsc2*", a larwami typu dzikiego tsc2*/*.
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Ryc. 4.17 Wyniki badan ekspresji wybranych genéw zwiazanych z neurotransmisja

hamujaca u larw tsc2"4242,

Wyniki analizy ekspresji genow qPCR zwiazanych ze szlakiem kwasu y-aminomastowego
(GABA). Wykresy stupkowe przedstawiaja relatywny poziom ekspresji wybranych gendéw
u mutantow tsc2*"i tsc2” wzgledem larw typu dzikiego tsc2**. Stupki btedéw pokazuja SEM.
Kazda kropka odzwierciedla pomiar uzyskany dla niezaleznego powtorzenia biologicznego.
Istotno$¢ statystyczng wynikéw sprawdzono za pomoca 1-czynnikowej analizy wariancji
ANOVA oraz testu do porownan wielokrotnych post-hoc Dunnetta dla wzglednego poziomu
mRNA gendéw: gabr a5 df = 2; F = 3,018; p = 0,124; p = 0,08 dla tsc2”" vs. tsc2*/*; wyniki
nieistotne statystycznie (ns) dla tsc2*- vs. tsc2*/*; gad65 df = 2; F = 5,103; p = 0,0507;
p = 0,038 dla tsc2”- vs. tsc2**: ns dla tsc2*" vs. tsc2*/*; gad67b df = 2; F = 10,37; p = 0,0113;
p=6.97 x 102 dla tsc2”" vs. tsc2*'*; p = 0,083 dla tsc2*" vs. tsc2*/*; * p < 0,05; ** p < 0,01.
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5. DYSKUSJA

5.1 Danio pregowany jako model stwardnienia guzowatego (tsc2'1242/vu242)

Eksperymentalne modele zwierzgce sa niezwykle cennym narzedziem umozliwiajagcym
badanie mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw ludzkich chordb, a takze odkrycie
nowych celéw terapeutycznych, ktore b¢da mogly zosta¢ wykorzystane w klinice. Niemniej
jednak, ze wzgledu na ztozono$¢ chorob ludzkich oraz réznice migdzygatunkowe, nawet
najlepsze modele zwierzgce pozwalajg odzwierciedli¢ dane schorzenie tylko w ograniczonym
stopniu lub w konkretnym jego aspekcie. W takich przypadkach, konieczne jest korzystanie
z wielu modeli dobieranych pod katem badanego symptomu chorobowego. Stwardnienie
guzowate to choroba charakteryzujaca si¢ szerokim spektrum objawow, w tym objawoOw
neuropsychiatrycznych, ktoére pojawiaja si¢ w réznym wieku oraz moga rézni¢ sie
u poszczegdlnych pacjentow. Z tego wzgledu dobor odpowiedniego modelu zwierzecego dla
tej choroby jest trudny i wymaga wykorzystywania roznych modeli, ktore pozwola
odwzorowac¢ poszczegolne fenotypy obserwowane u pacjentdw i bedg mie¢ zastosowanie w
badaniach przedklinicznych. Jedne z pierwszych kryteriow oceny modeli zwierzecych pod
katem ludzkich schorzen zostaly zaproponowane przez McKinneya i Bunneya w 1969 roku
(1969) i dotyczyly modelowania zaburzen afektywnych. Jednakze obecnie powszechnie
stosowane i akceptowane sg 3 kryteria zaproponowane przez Willnera w 1984 (1984) oparte
na: 1) odzwierciedleniu mechanizmu powstawania choroby (ang. construct validity),
2) podobienstwie objawow (ang. face validity) oraz 3) przewidywalnosci strategii

terapeutycznych (ang. predictive validity).

Celem podjetych w mojej pracy doktorskiej badan byto scharakteryzowanie wybranych
zmian molekularnych, neuroanatomicznych oraz behawioralnych w modelu stwardnienia
guzowatego w danio pregowanym tsc2"242M242 (nazywany w tej pracy tsc2”). Uzyskane
wyniki pozwolity wskaza¢, ze model tsc2”- wykazuje fenotypy behawioralne zwigzane
z padaczka oraz niektorymi zaburzeniami ze spektrum TANDs. Ponadto, stwierdzono
nieprawidlowos$ci w strukturze istoty biatej mutantow, a takze potencjalne zaburzenia w szlaku
zwigzanym z neurotransmisja hamujaca. Zbadano réwniez wpltyw wybranych zwigzkow
farmakologicznych na zaobserwowane fenotypy. W swietle uzyskanych przeze mnie wynikow,
W ponizsze] Dyskusji, skupitam si¢ na ocenie modelu stwardnienia guzowatego w danio

pregowanym tsc2”" w konteks$cie wyzej wymienionych kryteriéw oceny modeli zwierzecych.
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5.1.1 Odzwierciedlenie mechanizméw powstawania choroby w modelu stwardnienia

guzowatego tsc2”- w danio pregowanym

Stwardnienie guzowate to choroba genetyczna spowodowana mutacjg w genie TSC1 lub
TSC2, co powoduje nadmierng aktywacje kinazy mTORC1. Obecnos$¢ patogennych wariantow
tych genow, przez ktore produkty biatkowe nie sg syntetyzowane lub powstaja w formie
niefunkcjonalnej stanowig podstawowe genetyczne kryterium diagnostyczne stwardnienia
guzowatego u ludzi (Northrup i wsp. 2021). Mutacje w genie TSC2 obejmujg az 70%
przypadkow i1 wigza si¢ z cigzszym przebiegiem choroby, objawiajagcym si¢ wczesniejsza
inicjacja napadoéw padaczkowych, nizszymi zdolno$ciami intelektualnymi oraz wigkszg liczba
zmian typu SEN i AML, poréwnujac do manifestacji choroby przy mutacji w genie TSC1
(Marom 2020). Uzyty w niniejszej rozprawie doktorskiej model tsc2”" niesie punktowa mutacje
typu nonsens w genie tsc2, w wyniku czego powstaje skrocone biatko Tsc2, ktore ulega

degradacji (opisano szczegétowo we Wstepie) (Kim i wsp. 2011).

Weczesniejsze badania immunohistochemiczne w modelu tsc2” wykazaly obecno$é
biatka P-Rps6 w komorkach w mozgu, oku, rdzeniu kregowym, trzustce, jelicie oraz nerkach
u larw w stadium 7 dpf, co wskazywato na nadaktywnosc¢ $ciezki mTORC1 w tych tkankach
(Kim 1 wsp. 2011; Scheldeman i wsp. 2017). Réwniez analiza Western Blot z lizatow
pozyskanych z larw w 7 dpf potwierdzita zwigkszony poziom biatka P-Rps6 u mutantow
homozygotycznych (Kim i wsp. 2011; Scheldeman i wsp. 2017). W niniejszej pracy przy
pomocy analizy Western Blot potwierdzono podwyzszony poziom aktywnos$ci kinazy
MTORC1 w stadium 5 dpf, widoczny jako zwigkszony poziom fosforylacji biatka P-Rps6
u mutantéw tsc2”" oraz tsc2*" poréwnujac do siostrzanej kontroli typu dzikiego. Ponadto,
w pracy Kedra i wsp. (2020) za pomocg barwienia immunofluorescencyjnego wykazano
nadmierna aktywacje mTORC1 bezposrednio w regionie pallium moézgu mutanta tsc2”", co jest
zgodne z wczesniejszymi badaniami w danio pregowanym oraz tymi przeprowadzonymi na
modelach komérkowych i tkankach pozyskanych posmiertnie od pacjentow ze stwardnieniem
guzowatym (Tsai i wsp. 2014). Tak wiec, uzyty w mojej pracy model tsc2” dobrze
odzwierciedla molekularne podstawy stwardnienia guzowatego. Warto jednak, analizujac
mechanizmy powstawania tej choroby i oceniajgc badane modele zwierzgce pod tym katem,
pamigta¢ o dwoéch waznych 1 trudnych do odzwierciedlenia aspektach tej choroby: ztozone;j

genetyce oraz potencjalnym wptywie srodowiska na cze$¢ symptomow.

Nalezy wziag¢ pod uwage, ze w przewazajacej cze$ci przypadkow pacjenci ze
stwardnieniem guzowatym sg heterozygotami z mutacjami germinalnymi w genach TSC1 lub
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TSC2, a do rozwoju wiekszosci guzow takich jak AML, SEN, czy SEGA konieczna jest utrata
drugiego, prawidtowego allelu genu (Marom 2020). W przypadku guzkow korowych utrata
heterozygotycznosci jest identyfikowana rzadziej (ok. 35% badanych przypadkéw wedtug
Martin i wsp. (2017)), co sugeruje, ze zjawisko to dotyczy jedynie niewielkiej czeSci guza, co
utrudnia wykrycie mutacji, bagdz tez monoalleliczna mutacja jest wystarczajgca dla rozwoju
patologicznych zmian w korze mozgowej (Salussolia i wsp. 2019). Oprocz tego pacjenci
wykazuja takze mozaicyzm somatyczny, gdzie tylko cze¢$¢ komorek organizmu posiada wariant
patogenny genéw TSC1 lub TSC2. Przebieg choroby u takich 0sob jest zwykle 1zejszy, niemniej
jednak moga wystgpi¢ rowniez powazniejsze manifestacje (Treichel i wsp. 2019; Tyburczy i
wsp. 2015). Tak wiec, dokladne odzwierciedlenie profilu genetycznego stwardnienia
guzowatego w modelach zwierzecych wraz z fenotypami odpowiadajacymi tym u cztowieka
jest trudne. W przeciwienstwie do ludzi, w danio pr¢gowanym heterozygoty wykazuja bardzo
zréznicowane zmiany lub ich brak, a silna manifestacja choroby wystepuje tylko u mutantow
homozygotycznych (Kedra i wsp. 2020; Scheldeman i wsp. 2017; Serra i wsp. 2019; Kim i wsp.
2011). Niemniej jednak rowniez w modelach mysich oraz szczurzych mutanty
heterozygotyczne nie odwzorowuja wielu aspektow choroby, natomiast mutanty
homozygotyczne sg letalne (Switon i wsp. 2017). Wymusza to stosowanie skomplikowanych
technik genetycznych w celu uzyskania poszczegélnych patologicznych fenotypow
w mutantach tkankowo i komoérkowo specyficznych (patrz Wstep). W zwigzku z tym,
wykorzystanie modeli ssaczych w badaniach na wigksza skalg jest trudne w realizacji, zaréwno
pod katem czasu potrzebnego do uzyskania wynikow, jak i niezbednego naktadu finansowego.
Natomiast danio pregowany ze wzgledu na dodatkowe atuty, takie jak wysoka ptodnos¢ oraz
szybki rozwoj, jest doskonalym modelem dla srednioskalowych i wysokoprzepustowych badan
przesiewowych pod katem nowych terapii. Ponadto, catkowicie zewngtrzny rozwdj umozliwia
obserwacje przyzyciowe juz od stadium jednej komorki, co jest niezwykle pomocne w badaniu
mechanizmow choréb takich jak stwardnienie guzowate, w ktorych pierwsze patologiczne

zmiany pojawiajg si¢ juz w zyciu ptodowym.

Srednio 90% pacjentéw ze stwardnieniem guzowatym wykazuje, oprocz probleméw
neurologicznych, réwniez szerokie spektrum zaburzen neuropsychiatrycznych. Istniejg
przestanki oparte na modelach zwierz¢cych wskazujace, ze mutacje w genach TSC1 lub TSC2
sa wystarczajace do wywotania objawoéw z grupy TANDSs. Przyktadowo mysie mutanty Tsc1*
i Tsc2*" przejawiaty uposledzenie w zaleznych od hipokampa procesach uczenia sig

I zapamictywania oraz deficyty w uwarunkowanej reakcji strachu, pomimo ze nie wykryto
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u nich wyraznych nieprawidtowosci neuropatologicznych (Goorden i wsp. 2007; Ehninger i
wsp. 2008). Z kolei szczury Tsc2* (Ekera) wykazywaty deficyty w interakcjach spotecznych
I eksploracyjnych, ktore ulegaty pogorszeniu po napadach padaczki (Waltereit i wsp. 2011).
Drugg kwestig jest to, jak wyraznie wybrany wariant genetyczny danej choroby bedzie
korelowal z wystgpieniem okreslonych zaburzen. W stwardnieniu guzowatym nawet u osob
z tymi samymi, wysoce penetrujagcymi mutacjami obserwuje si¢ szerokie spektrum objawow
neuropsychiatrycznych. Ztego wzgledu cze$¢ badaczy wskazuje wplyw czynnikow
srodowiskowych oraz indywidualnych polimorfizméw genetycznych, czy epigenetycznych na
obraz kliniczny tej choroby. Ich obecnos¢ moze zwigksza¢ podatno$¢ na rozwinigcie danego
zaburzenia (efekt kumulacji) lub dziata¢ protekcyjnie (de Vries i wsp. 2018). W zwiazku z tym,
ze mechanizmy powstawania zaburzen neuropsychiatrycznych w stwardnieniu guzowatym nie
sa dobrze poznane, ogranicza to mozliwo$¢ oceny modeli zwierzecych pod katem omawianego
kryterium. Nie oznacza to jednak, ze stworzenie uzytecznego modelu pod katem TANDs nie
jest mozliwe, a raczej to, ze nie bedzie on odzwierciedlal pelnego zakresu objawow zaburzen

obserwowanych u ludzi.

5.1.2 Podobienstwo objawéw choroby w modelu stwardnienia guzowatego tsc2/- w danio

pregowanym

Kryterium podobienstwa objawow dotyczy tego jak dobrze model zwierzecy danej
choroby odzwierciedla fenotyp obserwowany u czlowieka. Kryterium to odnosi si¢ do zmian
biochemicznych, neuropatologicznych, anatomicznych oraz behawioralnych. W przypadku
niniejszej pracy i badanego modelu skupitam si¢ na ocenie podobiefistwa fenotypow
stwardnienia guzowatego w danio pregowanym tsc2” do sytuacji Kklinicznej i innych

powszechnie uzywanych modeli eksperymentalnych.

5.1.2.1 Epilepsja w modelu stwardnienia guzowatego w danio pregowanym

W stwardnieniu guzowatym u niemal 90% pacjentow rozwija si¢ epilepsja, przy czym
czgsto nastepuje to juz w pierwszym roku zycia. Ponadto, obserwuje si¢ wiele rodzajow
napadow padaczkowych, w tym charakteryzujace si¢ wystepowaniem rdéznego typu drgawek
(np. napady toniczne i miokloniczne) czy tez atoniczne, wigzace si¢ z nagla utratg napigcia
mig$niowego oraz napady nieswiadomosci. Jednymi z najczestszych typow diagnozowanych
juz u niemowlat sa napady zgigciowe (syndrom Westa), przy ktérych stosuje si¢ leczenie

wigabatryng (Lagae i wsp. 2010; Nabbout i wsp. 2021).
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U larw danio pregowanego, W celu badania fenotypow powigzanych z padaczkg mozna
stosowa¢ analiz¢ aktywno$ci lokomotorycznej oraz funkcjonalne obrazowanie moézgu
pozwalajace na pomiar zmian komdorkowego poziomu wapnia z zastosowaniem mikroskopii in
vivo, a takze badania elektrofizjologiczne (Kedra i wsp. 2020; Scheldeman i wsp. 2017;
Prentzell i wsp. 2021; Afrikanova i wsp. 2013; Gawel i wsp. 2020). Napady padaczkowe
U danio pregowanego moga objawia¢ si¢ zarowno hipolokomocja, czyli niska aktywnos$cig
lokomotoryczng wynikajaca z napadow akinetycznych, a takze nadmierng predkoscia ruchu
i hiperaktywnos$cig w przypadku napadéw drgawek motorycznych, przypominajacych toniczne
lub miokloniczne (Stewart i wsp. 2012). W niniejszej pracy doktorskiej wykazano, ze mutanty
tsc2”- maja znaczaco obnizong aktywno$¢ lokomotoryczng, przy czym w pracy Kedra i wsp.
(2020) sprawdzono, ze nie jest to wynikiem bezposrednich problemow zwigzanych z uktadem
motorycznym ani wzrokowym. Jednoczes$nie zaobserwowano, ze w momencie ruchu, larwy
mutantéw homozygotycznych tsc2”poruszaja sie z wyzsza predkoscia w zakresie > 2 cm/s niz
larwy typu dzikiego tsc2** lub heterozygoty tsc2*”, co wskazuje na hiperaktywnosé.
W eksperymentach, w ktorych podawano lek antypadaczkowy stosowany w stwardnieniu
guzowatym klinicznie — wigabatryne, zaobserwowano poprawe lokomotoryki mutantéw tsc27,
co potwierdzito, ze zmniejszona aktywno$¢ wynika z napadu padaczkowego u larw. Natomiast
w przypadku obserwowanej u mutantow tsc2” zwiekszonej predkosci ruchu w zakresie
hiperaktywno$ci zastosowanie wigabatryny nie poprawilo istotnie tego parametru, co
sugerowato, ze napady drgawkowe nie s3 przyczyng obserwowanego zachowania. Oprocz
wynikow opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, istnieje szereg dodatkowych dowodow
na to, ze u mutantéw tsc2”- dochodzi do epilepsji, jak i, ze mozna w nich bada¢ poprzedzajaca
jej wystgpienie epileptogeneze. W pracy Kedra i wsp. (2020) zastosowano etosuksymid, ktory
jest lekiem pierwszego rzutu w napadach nieswiadomos$ci u ludzi, stwierdzajac poprawe
fenotypu zwiazanego z hipolokomocja oraz przezywalnoscia larw homozygotycznych tsc2™".
Wykonano takze przyzyciowg analiz¢ aktywnos$ci neuronalnej opartej na pomiarach zmian w
poziomie Ca?* u larw linii transgenicznej Tg(HUC:GCaMP5G);tsc2"?*2 j wykazano nadmierng
pobudliwo$¢ neuronéw w regionie pallium moézgu mutantow tsc2”- (Kedra i wsp. 2020).
Wybrana czes¢ mozgu jest funkcjonalnym odpowiednikiem kory mozgowej u ssakow, ktora
stanowi gldéwny obszar patologii w stwardnieniu guzowatym u cztowieka (patrz Wstep,
Rozdziat 1.6.2). Z kolei w pracy Scheldeman i wsp. 2017, ktora powstata podczas realizacji
mojego projektu doktorskiego zbadano aktywno$¢ moézgu larw tsc2'9?42 w stadium 7 dpf,
rejestrujac miejscowe zmiany pola elektrycznego (ang. local-filed potential; LFP) w pokrywie

wzrokowej. Stwierdzono istotnie wigksza liczb¢ nawracajacych wytadowan przypominajacych
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napady padaczkowe u homozygotycznych mutantdéw w porownaniu do larw typu dzikiego i
mutantow tsc2* (Scheldeman i wsp. 2017). Co wigcej, w pracy Kedra i wsp. na podstawie
pomiaréw charakterystycznych, spontanicznych ruchéw embriondw w chorionach, ktore byty
wczesniej powiazywane ze stanami padaczkowymi, udowodniono, ze mutanty tsc2”- wykazuja

epileptogeneze¢ juz w stadium 24 hpf.

Podsumowujac, zgromadzone dane udowadniajg, ze w modelu stwardnienia
guzowatego w danio pregowanym mozna bada¢ fenotyp odzwierciedlajacy wystepowanie
napadow akinetycznych oraz charakterystycznej dla epilepsji aktywno$ci mézgu, jednak nalezy
pamietaé, ze pacjenci wykazuja rézne rodzaje napadéow drgawkowych, ktorych tutaj nie

badano.

5.1.2.2 TANDs w modelu stwardnienia guzowatego w danio pr¢gowanym

Jak wczesniej wspomniano w stwardnieniu guzowatym waznym aspektem choroby sa
wspolistniejace objawy neuropsychiatryczne — TANDs. Jednymi z czesto wystepujacych
patologii, ktore towarzysza pacjentom ze stwardnieniem guzowatym sg zaburzenia Ilgkowe oraz
rézny stopien niepetnosprawnosci intelektualnej zwigzany m.in. z zaburzeniami funkcji

poznawczych.

Badacze zwracaja uwage rowniez na to, ze rozwoj epilepsji u pacjentow wiaze si¢
Z wyzszym stopniem nNiepetnosprawnosci intelektualnej, natomiast inne zaburzenia ze
spektrum TANDs wystepuja zarowno w przypadku zdiagnozowania obu tych przypadtosci, jak
1 niezaleznie od nich — cho¢ niewatpliwie s3 to czynniki zwigkszajace ryzyko rozwinigcia
zaburzen neuropsychiatrycznych (Tye i wsp. 2020; de Vries i wsp. 2020). Uwaza si¢, ze objawy
obserwowane u pacjentow ze stwardnieniem guzowatym moga wynika¢ bezposrednio ze zmian
molekularnych powodowanych utrata funkcjonalnego kompleksu TSC1-TSC2 lub stanowic¢
psychologiczng odpowiedz na trudne okoliczno$ci zwigzane z konieczno$cig zycia z tym
schorzeniem (Ehninger, de Vries, i Silva 2009; de Vries i Howe 2007). Badania wskazuja, ze
chociaz 90% pacjentéw ze stwardnieniem guzowatym cierpi na przynajmniej jeden rodzaj
TANDs, tylko 20% z nich otrzymuje odpowiednig diagnozg i leczenie (De Vries i wsp. 2015;
Waltereit i wsp. 2019; Leclezio i wsp. 2015; Leclezio, Gardner-Lubbe, i de Vries 2018). W tym
rozdziale skupitam si¢ na ocenie badanego przeze mnie modelu stwardnienia guzowatego
W danio pregowanym pod katem zachowan zwigzanych z lgkiem oraz zachowan wskazujacych

na zaburzenia poznawcze.
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5.1.2.2.1 Zaburzenia zwigzane z l¢gkiem

Molekularne mechanizmy strachu i leku sg wysoce konserwowane u kregowcow i sa
obecne rowniez we wczesnym okresie rozwoju danio pregowanego. Larwy w odpowiedzi na
stres wykazuja podwyzszony poziom kortyzolu i sg wrazliwe na te same leki przeciwlgkowe,
ktore sg stosowane w leczeniu leku u ludzi (Colwill i Creton 2011; Jesuthasan 2012). Stany
emocjonalne, takie jak strach i Igk, moga by¢ wywolywane, poprzez narazenie larw na bodzce,
przed ktorymi normalnie uciekajg lub ktorych unikajg. Nadmierny lgk oraz stres w zaleznosci
od stresora moga objawia¢ si¢ zard6wno wzrostem aktywno$ci lokomotorycznej, jak
i znieruchomieniem. Oprocz tego na wzmozony lgk u larw danio pregowanego wskazuje
nasilona tigmotaksja, czy silniejsza reakcja ucieczki w odpowiedzi na awersyjny bodziec.
W niniejszej pracy po raz pierwszy wykonano kompleksowg analize zachowania pod katem

wystepowania nasilonego lgku w modelu stwardnienia guzowatego w danio prggowanym.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykluczono, aby nadmierna predko$¢ ruchu
mutantow tsc2”" w tescie badajacym podstawowa aktywno$¢ lokomotoryczna, byta zwiazana
z napadami drgawkowymi, gdyz dziatajaca przeciwpadaczkowo wigabatryna nie poprawita
tego parametru. W zwigzku z tym, zbadano model pod katem zaburzen zwigzanych z Igkiem.
Na podstawie wynikow testow behawioralnych majacych na celu zmierzy¢ poziom lgku
stwierdzono, ze homozygotyczne larwy tsc2” wykazuja zwigkszony lek w stosunku do larw
typu dzikiego tsc2** i mutantow tsc2*. Wskazywaty na to: 1) zwickszona tigmotaksja w tescie
otwartego pola, 2) silniejsze znieruchomienie w fazie §wiatta oraz wzrost aktywnosci w fazie
ciemnosci w teScie badajacym reakcje na nagle zmiany oswietlenia, 3) silniejsza reakcja
ucieczki w odpowiedzi na niespodziewany bodziec $wietlny. Z kolei w te$cie w jasnym-
ciemnym polu larwy homozygotyczne tsc2”" nie mialy preferencji do zadnego z warunkow
Swietlnych, co sugerowato, Ze podstawa tego zachowania nie jest Iek, a raczej nieprawidtowosci
w funkcjonowaniu mézgu i odbiorze bodzcow sensomotorycznych. Wigabatryna przesuneta
preferencje mutantéw tsc2”- jeszcze mocniej w strong ciemnosci, co z kolei wykluczyto, role
drgawek w obserwowanym zachowaniu larw. Podwyzszony poziom kortyzolu u larw
homozygotycznych dodatkowo potwierdzit hipoteze o nadmiernym Ieku w modelu
stwardnienia guzowatego w danio pregowanym. Warto podkresli¢, iz dotychczas, z wyjatkiem
pracy Kedra iin (2020), ukazato si¢ jedynie kilka prac badajacych aspekty TANDs w modelach
zwierzecych stwardnienia guzowatego, w tym tylko jedna bezposrednio dotyczaca standéw
lgkowych. W pracy Ehningera i Silva (2011) potwierdzono wystepowanie nasilonego leku

u myszy transgenicznych z nadprodukcja dominujgcego-negatywnego mutanta Tsc2 w skorze
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i mozgu. Niemniej jednak jest to jedyny model ssaczy, w ktorym wykazano zachowania
Igkowe, w pozostatych za$ albo nie zajmowano si¢ ta tematyka albo nie stwierdzono istotnych
zmian. W przypadku heterozygotycznych myszy z mutacjami germinalnymi w genach Tscl
i Tsc2, zachowanie w testach w otwartym polu oraz jasnym-ciemnym polu nie roznito si¢ od
zachowania myszy typu dzikiego, podobnie u szczuréw Ekera Tsc2*", gdzie rowniez nie
stwierdzono zmian (Sato i wsp. 2012; Ehninger i wsp. 2008; Tsai i wsp. 2012). Jak wcze$niej
wspomniano, rozbiezno$ci w obserwowanych fenotypach miedzy kolejnymi modelami
stwardnienia guzowatego, mogg wynika¢ z tego, ze rézne warianty mutacji powodujacych
rozwdj choroby moga wigzaé si¢ z wyksztalceniem odmiennych profili behawioralnych.
Dotyczy to nie tylko modeli zwierzecych stwardnienia guzowatego, ale rowniez TANDS u
poszczegolnych pacjentow. Podsumowujac model danio prggowany wykazuje zachowania
wskazujace na nasilony lek, ktore mozna bada¢ za pomocg technik badawczych stosowanych

rowniez w modelach ssaczych (techniki przedstawione w Tabeli 1.1, Rozdziat 1.6.3).

5.1.2.2.2 Zaburzenia zwiagzane z funkcjami poznawczymi

Czesto wspolistniejgca w stwardnieniu guzowatym niepetnosprawnos¢ intelektualna
wigze si¢ m.in. z opdznieniem w rozwoju i zaburzeniem proceséw poznawczych. Procesy
poznawcze polegaja na przetwarzaniu informacji z otoczenia za posrednictwem uktadu
nerwowego, a wiec odbieraniu ich, przechowywaniu i przeksztatcaniu, a nastgpnie odpowiedzi
organizmu na te informacje w postaci zachowania. Larwy danio wykazujg proste, stereotypowe
i dobrze scharakteryzowane reakcje sensomotoryczne (Kalueff i wsp. 2013; Meshalkina i wsp.
2017). Ze wzgledu na szybki rozwdj larw, zachowania te mogg by¢ badane juz w ciggu
pierwszego tygodnia po zaptodnieniu. Wszelkie zmiany 1 odstgpstwa we wzorcach tych
zachowan odzwierciedlajg zaburzenia wynikajace z patologicznych procesoOw chorobowych

I maja SwWoje podtoze w nieprawidtowym funkcjonowaniu mozgu.

Podobny czas spedzony przez larwy tsc2”" w o$wietlonej oraz ciemnej strefie szalki
eksperymentalnej w tescie jasnego-ciemnego pola nie mogt wynika¢ ze zmniejszonego leku,
gdyz inne testy behawioralne potwierdzily nasilony Igk, a poziom kortyzolu u mutantéw
homozygotycznych byt podwyzszony. Brak preferencji swietlnej mogt by¢ wige skutkiem
dysfunkcji mozgu, wynikajacej z zaburzen specyficznych polaczen nerwowych, ktore
odpowiadajg za zjawisko fototaksji. W danio prggowanym strukturg mézgu odpowiedzialng za
regulacje preferencji $wietlnej jest uzdeczka (Bai bing Zhang i wsp. 2017; Cheng i wsp. 2017).

Jest to jedna z najlepiej konserwowanych ewolucyjnie czg¢$ci mozgu wsrod kregowcow
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(Stephenson-Jones i wsp. 2011). W zwigzku z wynikami testu jasnego-ciemnego pola
dotyczacymi braku preferencji mutantéw tsc2”- do konkretnego warunku $wietlnego, podjeto
prébe sprawdzenia, czy w modelu stwardnienia guzowatego w danio pregowanym uzdeczka
jest whasciwie rozwinigta. Dodatkowym powodem przemawiajagcym za zbadaniem tej struktury
byl fakt, ze w danio prggowanym uzdeczka moduluje réwniez zachowania zwigzane
Z emocjami, w tym lekiem, ktory byt nasilony u mutantéw tsc2”- (Duboué i wsp. 2017; Mathuru
I Jesuthasan 2013; Jesuthasan 2012).

W normalnych warunkach uzdeczka charakteryzuje si¢ asymetriag anatomiczng —
uzdeczka lewa (LHD) jest wyraznie wigksza od prawej. Wiadomo réwniez, ze zaburzenie
asymetrii w tej strukturze prowadzi do utraty prawidtowych reakcji na bodzce sensoryczne
(Dreosti i wsp. 2014). Analiza obrazow mikroskopowych barwienia pelnego przekroju na
acetylowang Tubuling wykazata, Ze asymetria anatomiczna uzdeczki mutantow
homozygotycznych jest zachowana, przy czym na podstawie stosunku wielkosci obszaru
uzdeczki lewej do uzdeczki prawej oceniono, ze nie ma istotnych réznic w poziomie asymetrii

(Ryc. 5.1).
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Ryc. 5.1 Wyniki analizy morfologii uzdeczek u larw linii tsc2v424?

A) Reprezentatywne obrazy mikroskopowe sekcji horyzontalnych przechodzacych przez
spoidto uzdeczek tsc2'V?*? w stadium 5 dpf, w preparatach petnego przekroju barwionych
immunofluorescencyjnie na acetylowang Tubuling. Biata linia przerywana wskazuje granice
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czesci grzbietowych uzdeczki lewej i prawej. LHb — uzdeczka lewa; PHb — uzdeczka prawa.
B) Wykres stupkowy przedstawia $rednig wielko$¢ uzdeczki lewej i prawej dla kazdego
Z genotypow linii tsc2"2%?, obliczong z pola powierzchni zaznaczonego na Ryc. 5.1A regionu
zainteresowania. Stupki btedow pokazuja SEM. Istotno$¢ statystyczna wynikow:
2-czynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya HSD dla wielkosci uzdeczki lewej vs. prawej
dla danego genotypu: (wielko$¢ uzdeczki x genotyp) df = 2; F = 0,437; p = 0,647,
p = 8,49 x 10 dla tsc2” LHb vs. PHb; p = 4,7 x 103 dla tsc2*" LHb vs. PHb; p = 4,22 x 10
dla tsc2** LHb vs. PHb; Liczba larw (genotyp): 14 (tsc2*'*), 14 (tsc2*"), 14 (tsc2™);
*** p < 0,005; ns—wyniki nieistotne statystycznie. C) Wykres stupkowy przedstawia stosunek
wielko$ci uzdeczki lewej do uzdeczki prawej dla kazdego z genotypéw linii tsc2"¥?*?, Stupki
btedow pokazuja SEM. Istotnos$¢ statystyczna wynikoéw: Kruskal-Wallis z testem post-hoc
Dunn df = 2; H = 4,5764; p = 0,1014; ns dla tsc2”" vs. tsc2*'*; ns dla tsc2*" vs. tsc2*/*; ns —
wyniki nieistotne statystycznie.

Uzyskane wstepne wyniki nie wykazaly zmian, ktore $wiadczytyby, Zze przyczyna
obserwowanego zachowania larw sg nieprawidtowosci w morfologii uzdeczek, niemniej jednak
nalezaloby przeprowadzi¢ dodatkowe badania, aby z wigksza pewnoscia wykluczy¢ role
uzdeczki w obserwowanej patologii. U kregowcow uzdeczka jest elementem waznego obwodu
nerwowego taczacego obszary przodomoézgowia ze §srddmozgowiem oraz mézdzkiem. W pracy
Bartoszek i wsp. (2021) udowodniono, ze uzdeczka integruje nie tylko informacje z narzagdow
zmystow, ale rowniez te pochodzace ze struktur mozgu odpowiadajacych ciatu migdatlowatemu
oraz hipokampowi. W zwigzku z tym, zbadanie morfologii potaczen bezposrednio
unerwiajacych uzdeczke mogloby pomoc zweryfikowa¢ hipotezg o roli tej struktury zarowno
W zaburzeniach preferencji §wietlnej, jak i zachowaniach zwigzanych z Igkiem w modelu
stwardnienia guzowatego w danio pregowanym. Z drugiej strony przeprowadzenie testu
w jasnym-ciemnym polu na starszych larwach pozwolitoby zbadaé, czy obserwowany brak
preferencji $wietlnej nie jest zwigzany z tym, ze to konkretne zachowanie adaptacyjne nie

wyksztatcito si¢ jeszcze u larw homozygotycznych w stadium 5 dpf.

Z kolei w tescie badajacym reakcje ucieczki oraz habituacje w efekcie powtarzajacego
si¢ bodzca $wietlnego, zaobserwowano szybszy czas ostabienia reakcji na btysk Swiatta
U mutantow homozygotycznych w porownaniu do ich siostrzanych kontroli. Wyniki
poprzednich testow behawioralnych wskazywaty na nasilony lek, ale takze problemy
neurologiczne u larw tsc2”". Mozliwe jest wiec, ze szybsze ostabienie reakcji na bodziec
sensoryczny nie jest wynikiem szybszej habituacji, a raczej adaptacji sensorycznej. Zarowno
habituacja, jak i adaptacja sensoryczna powoduja zmniejszenie reakcji na bodzce sensoryczne,
jednakze podstawy neurobiologiczne obydwu proceséw sa odmienne. Habituacja stanowi

podstawowa, nieasocjacyjng forme uczenia si¢, definiowang jako ustanie wrodzonej reakcji na
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powtarzajacy sie lub trwaty bodziec sensoryczny. Natomiast adaptacja sensoryczna ma miejsce,
gdy istotny bodziec ostatecznie wysyca wrazliwo$¢ komoérek odpowiedzialnych za odbieranie
tego bodzca i dlatego przestaje by¢é zauwazalny. Dodatkowo, 0 prawidtowej habituacji
swiadczyto to, ze po okoto 100 s eksperymentu larwy wszystkich genotypow osiggnelty bazowy
poziom aktywnosci. Na podstawie uzyskanych danych mozna wi¢c wnioskowac, ze mutanty
homozygotyczne tsc2”~ majg problemy z przetwarzaniem bodzcéw w postaci krotkich pulsow
$wiatla, co moze by¢ odzwierciedleniem nieprawidlowosci w obwodach nerwowych i/lub
zaburzen poznawczych. Wydaje si¢, ze rdéznice w reakcji ucieczki moga wynikac
Z nieprawidlowos$ci  w  potaczeniach nerwowych odpowiadajacych specyficznie za
przetwarzanie bodzcow Swietlnych. Wskazuja na to wyniki Scheldeman i wsp. (2017),
w ktorych wykazano, ze w stadium 7 dpf nie ma réznic w reakcji na dotyk pomigdzy mutantami
homozygotycznymi tsc2”, a siostrzanymi kontrolami. Na tej podstawie autorzy zasugerowali,
ze obwody, tworzone przez neurony mechanosensoryczne odpowiadajace za odbieranie
bodzcéw dotykowych, sa nienaruszone. Natomiast w celu potwierdzenia, ze mutanty
homozygotyczne tsc2” faktycznie wykazuja prawidtowa habituacje na bodziec, a ostabienie
reakcji nie wynika np. z fizycznego zmgczenia, badz napadow padaczkowych nalezatoby
przeprowadzi¢ eksperyment badajacy dyshabituacj¢. Dyshabituacja definiowana jest, jako
natychmiastowe przywrdcenie reakcji, ktéra ulegla habituacji na dany bodziec, po
zastosowaniu innego, silnego bodzca (Rosas 2017). W przypadku badanego testu bodzcem
pierwotnym sg pulsy $wiatla, natomiast bodzcem dyshabituujacym moégiby by¢ impuls

dzwigkowy w postaci wibracji o okreslonym natezeniu.

Podsumowujgc przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia wykazaty, ze model
stwardnienia guzowatego w danio pregowanym odtwarza patologiczne fenotypy behawioralne
zwigzane z nasilonym lekiem, ale takze wskazuje na inne nieprawidtowosci w funkcjonowaniu
mozgu, ktére moga wynika¢ z probleméw neurologicznych i/lub zaburzen poznawczych, co
w przypadku ludzi przektada si¢ na stopien niepetnosprawnosci intelektualnej. Aby stwierdzic,
czy obserwowane fenotypy behawioralne u mutanta tsc2” sa zwiazane z zaburzeniami
poznawczymi iczy odzwierciedlaja niepelnosprawnosé intelektualng u pacjentow ze
stwardnieniem guzowatym potrzebne sa doktadniejsze badania. Ponadto, uzyskane wyniki
wspierajg hipoteze, ze mutacja w genie tsc2 jest wystarczajagca do wywotania niektorych
fenotypow zwigzanych z TANDs, gdyz wyksztalcily si¢ one pomimo braku zmian
neuropatologicznych, takich jak guzki korowe.
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5.1.2.3 Patologie zwiazane z morfologia polaczen nerwowych w modelu stwardnienia

guzowatego w danio pregowanym

Obwody neuronalne, czyli potaczenia pomigdzy neuronami, silnie moduluja
zachowania ludzi i zwierzat, a rozne schorzenia psychiatryczne sg coraz czesciej uznawane za
zaburzenia spowodowane nieprawidlowymi potgczeniami nerwowymi w mézgu. Patologiczne
zmiany w mikrostrukturze istoty biatej sa opisywane m.in. w schorzeniach zwiazanych
z Iekiem, stresem i depresja (Liu i wsp. 2020; Yang i wsp. 2020). Rowniez w stwardnieniu
guzowatym wskazuje si¢, ze zaburzenia facznosci neuronalnej moga leze¢ u podstaw TANDs
(Tsai i wsp. 2021). U pacjentéw ze stwardnieniem guzowatym najcze¢sciej mozna odnalez¢
informacje na temat zmian w morfologii i1 strukturze spoidia wielkiego moézgu (ciala
modzelowatego), czesto w odniesieniu do wspotwystepujacego w tej chorobie spektrum
autyzmu (Prohl i wsp. 2019; Baumer i wsp. 2018; Peters i wsp. 2012). Niemniej jednak, podtoze

powstawania zaburzen istoty biatej jest stabo poznane.

W niniejszej pracy wykazano, ze u mutantow tsc2”- tworzy sie ciensze spoidto przednie,
ktére jest jednym z gldwnym spoidet mézgowych u danio preggowanego, a takze wystgpuja
problemy z ukierunkowanym  wzrostem aksonoéw komoérek  GFP-pozytywnych
zlokalizowanych w miedzymézgowiu w linii Tg(ptfla:GFP);tsc2"9?*?, Polaczenia nerwowe
pomiedzy potkulami mozgu w linii Tg(ptfla:GFP);tsc2"%*? tworzone sg przez aksony, ktore
w normalnych warunkach wystepuja w postaci zwartych wiazek. Stwierdzono, ze na styku
potkul mozgowych mutantéw tsc2” aksony nie tworzyly $cistej wigzki w poréwnaniu do
siostrzanych kontroli typu dzikiego tsc2**, co wskazuje na problemy z formowaniem
prawidlowych polgczen nerwowych. Co wigcej, na podstawie wynikéw zamieszczonych
w pracy Kedra i wsp. (2020) stwierdzono, ze problemy w morfologii wigzek aksonow sa
niezalezne od prawidtowej struktury mostkow komorek glejowych zlokalizowanych wokot
spoidla mozgowego, ktore tworza specyficzne mikrosrodowisko dla wydluzajacych sie
aksonow, dostarczajagc im odpowiednich czasteczek sygnalowych wskazujacych kierunek
wzrostu (Richards 2002; Shu i wsp. 2003). Wynik ten sugerowatl, ze istota obserwowanych
defektow moga by¢ problemy z odpowiedzig stozkéw wzrostu aksonéw na sygnaly
naprowadzajace, co powoduje ich wadliwy wzrost. Rolg w tym procesie moga odgrywac biatka
szlaku Dock-EImo-Racl, w ktorym poziom MRNA wybranych gendéw byl istotnie
podwyzszony u mutantéw homozygotycznych tsc2”". Ponadto, w pracy Kedra i wsp. (2020) za
pomoca barwienia immunofluorescencyjnego pelnego przekroju wykazano podwyzszony

poziom biatek Dock4 oraz Elmo2 bezposrednio w mézgu mutantéw tsc2”". Szlak DOCK-
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ELMO-RAC1 bierze udzial w regulacji cytoszkieletu aktynowego podczas procesow migracji
oraz ukierunkowanego wzrostu aksondéw. U ssakoéw biatko DOCKS3 oddziatuje z ELMO oraz
biatkiem z rodziny RHO i za posrednictwem RAC1 aktywuje wzrost neurytow (Shi 2013;
Namekata i wsp. 2010). Z kolei biatko DOCK4 reguluje rozwdj neurytow i dendrytéw (Xiao i
wsp. 2013). W zwigzku z tym, wydaje si¢, ze zmiany w poziomie mRNA dla genéw dock3,
dock4, elmo2 oraz racl wskazuja molekularne podloze probleméow z tworzeniem

prawidlowych pofaczen neuronalnych w badanym przeze mnie modelu.

Ponadto w pracy Kedra i wsp. (2020) potwierdzono, ze problem z tgcznoscig istoty
biatej moze by¢ globalny, poniewaz dotyczy réwniez spoidta postoptycznego oraz zaburzen
wzrostu mtodych aksonéw sensorycznych wydtuzajacych si¢ z regionu plakody wechowej
(w stadium 24-27 hpf), z ktoérej rozwing si¢ komorki wechowe. Wyniki te korelujg z danymi
zamieszczonymi w pracy Switon i wsp. (2017), gdzie pomiary nerwu wzrokowego w modelu
tsc2¥242  wskazaly na zmniejszona $rednice nerwu wzrokowego U  mutantow
homozygotycznych tsc2”-. Z kolei w modelu heterozygotycznym myszy Tsc2*, badano
aksony neuronow siatkowki i stwierdzono defekty w ich ukierunkowanym wzroscie, a takze
brak wrazliwosci na czasteczki sygnatowe (Nie i wsp. 2010). Badania przeprowadzone na
neuronach TSC2*"  réznicowanych =z indukowanych pluripotencjalnych  komérek
macierzystych iPSC pochodzacych od pacjentow ze stwardnieniem guzowatym sugeruja, ze
problemy z tgcznoscia neuronalng mogag wynikac z deregulacji sciezki GTPazy RHOA zalezne;j
od kompleksu TSC1-TSC2, ale niezaleznie od aktywnosci mTORC1 (Catlett i wsp. 2021).
Biatka efektorowe RACL i RHOA $cisle wspotregulujg wzrost i rozwoj aksondéw w sposob
przeciwstawny, dlatego zaburzenia w jednym ze szlakow mogg generowac nieprawidtowosci
w drugim. Podsumowujac w modelu stwardnienia guzowatego w danio prggowanym WyKryto
zaburzenia tacznos$ci istoty biatej mézgu, ktére naleza do neuropatologicznych objawdw
stwardnienia guzowatego u ludzi. Modelowanie tego typu zmian w danio prggowanym
umozliwia tatwiejsze badanie ich podtoza molekularnego. Dzigki zewnetrznemu rozwojowi
oraz transparentno$ci larw mozna obserwowaé poczatkowe etapy powstawania wybranych
potaczen nerwowych za pomocg nieinwazyjnych technik przyzyciowych, co daje przewage nad
modelami ssaczymi, w ktorych eksperymenty inutero wigzg si¢ ze stosowaniem

skomplikowanych metod badawczych.
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5.1.2.4 Zaburzenia poziomu bialek i poziomu mRNA komponentéw szlaku zwiazanego
Z neurotransmisja hamujaca w modelu stwardnienia guzowatego w danio

pregowanym

Zaburzenia w rownowadze transmisji synaptycznej pobudzajacej 1 hamujacej
zaobserwowano zarowno w modelach zwierzecych, jak i1 w tkankach nerwowych
pochodzacych od pacjentéw ze stwardnieniem guzowatym (Lozovaya i wsp. 2014; Talos i wsp.
2012; Bateup i wsp. 2013). W sérodowisku naukowym istnieje hipoteza, ze obnizona
neurotransmisja hamujgca i nasilona neurotransmisja pobudzajgca w stwardnieniu guzowatym
przyczyniaja si¢ do inicjacji napadéw padaczkowych w tej chorobie (Ruffolo i wsp. 2016; Fu i
wsp. 2012). Uwaza sig, ze istota obserwowanych zmian jest niedojrzato$¢ sieci neuronalnej,
czego dowodza badania przeprowadzone na guzach korowych pozyskanych od pacjentow ze
stwardnieniem guzowatym, gdzie wykazano m.in. obnizong ekspresj¢ genoéw dla podjednostek
receptorow jonotropowych GABAa, czy tez zwigkszony stosunek Kkotransporterow
chlorkowych NKCC1 do KCC2, ktory powoduje, ze neuroprzekaznik GABA ma dziatanie
pobudzajace zamiast hamujgcego. Taki stan uniemozliwia efektywng neurotransmisjg

hamujaca (Ben-Ari 2014; Talos i wsp. 2012; Ruffolo i wsp. 2016).

GABA jest podstawowym neuroprzekaznikiem hamujacym w mozgu (Bloom i Iversen
1971). Syntetyzowany jest z glutaminianu poprzez dziatanie enzyméw dekarboksylazy
glutaminianu, wsrod ktorych wyrdznia si¢ dwie glowne izoformy: GAD65 i GAD67. Bialka te
sg zlokalizowane glownie W zakonczeniach presynaptycznych aksondéw oraz W ciele komorki,
a ich ekspresja oraz aktywno$¢ SciSle koreluja z poziomem neuroprzekaznika GABA,
a w dalszej kolejnosci z neurotransmisjg hamujacg. Uzyskane w tej pracy doktorskiej wyniki
badan wykazaly, ze réwniez w modelu stwardnienia guzowatego w danio prggowanym
obserwuje si¢ zmiany molekularne w GABAergicznym szlaku sygnalowym, widoczne
W postaci obnizonego poziomu bialek Gad65/67 w rejonie pallium w mozgach mutantéw tsc2°
I oraz nieprawidtowos$ci w poziomie mRNA genéw zwiazanych z ta $ciezka. Analiza
mikroskopowa wykazata, ze zmiany w poziomie Gad65/67 u mutantéw homozygotycznych
postepuja wraz z rozwojem. Liczne badania pokazuja, ze szlak GABAergiczny pelni istotng
role w procesach neurogenezy, a jego Scista regulacja jest niezbgdna dla prawidtowego rozwoju
sieci neuronalnych i plastyczno$ci synaptycznej (Wu i Sun 2015; Sernagor i wsp. 2010). Jest
wigc prawdopodobne, ze obserwowane w badanym przeze mnie modelu zmiany w poziomie
Gad65/67 wraz ze stwierdzong nadmierng pobudliwo$cig sieci neuronéw moga mied

przetozenie na procesy neurotransmisji synaptycznej, a w konsekwencji na obserwowane
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problemy behawioralne (Kedra i wsp. 2020). Co wigcej, istnieje szereg badan
przeprowadzonych na heterozygotycznych myszach Gad67 oraz warunkowych, komorkowo-
specyficznych nokautach Gad67 lub nokautach Gad65, w ktorych niedobor tych biatek
powigzano z wystepowaniem deficytow w neurotransmisji hamujacej oraz rozwojem depresji,
czy zaburzen lekowych (Miyata i wsp. 2019; Lazarus, Krishnan, i Huang 2015; Lau i Murthy
2012; Stork i wsp. 2000; Stork i wsp. 2003). Podobnie w stwardnieniu guzowatym, uznaje sie,
ze problemy neuropsychiatryczne wynikaja potencjalnie z deregulacji neuroprzekaznictwa

synaptycznego (Curatolo, Moavero, i de Vries 2015; Ehninger, de Vries, i Silva 2009).

W przeciwienstwie do poziomu bialek Gad65/67 w konkretnych regionach moézgu,
poziom mRNA dla genéw gad65 i gad67 byl istotnie podwyzszony u mutantow
homozygotycznych tsc2”". Przyczyng takiej rozbieznoéci moze by¢ efekt kompensacyjny na
poziomie transkrypcji, wwyniku ktorego organizm probuje zwigkszy¢é syntezg
neuroprzekaznika GABA poprzez zwigkszenie ekspresji genow enzymoé6w odpowiedzialnych
za ten proces. Ponadto nalezy pami¢taé, ze powstanie ostatecznego produktu biatkowego zalezy
od wielu modyfikacji post-transkrypcyjnych oraz potranslacyjnych. Z drugiej strony, podobne
wyniki uzyskano w pracy Alsagati i wsp. (2020), gdzie badano neurony roznicowane
z indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych pochodzacych od pacjenta ze
stwardnieniem guzowatym oraz stwierdzonym spektrum autyzmu. Wykryto podwyzszony
poziom mRNA w stosunku do neuronéw, dla genéw GADG65 i GAD67, a takze genow
wybranych podjednostek receptorow GABAA (Alsagati, Heine, i Harwood 2020). Z kolei w
sekcjach guzkow korowych pacjentdéw ze stwardnieniem guzowatym zaobserwowano
obnizony poziom mRNA dla genu GAD65 oraz niektorych podjednostek receptoréw GABAA,
co sugeruje, ze zmiany te sg zalezne od profilu klinicznego lub od rodzaju badanych komoérek
(np. komorki z guzkoéw korowych vs. zroznicowane neurony pozbawione TSC2) (R. White i
wsp. 2001).

Wykonana w pracy Kedra i wsp. (2020) przyzyciowa analiza aktywnos$ci neuronalne;j
W mozgu oraz wyniki Scheldeman 1 wsp. (2017) dotyczace zmian w LFP dostarczyly dowodow
na nadmierne pobudzenie neuronéw w moézgu mutantdw tsc2”, co sugeruje, ze istotnie
W badanym przeze mnie modelu wystgpuje niedostateczne hamowanie synaptyczne. Jednakze,
aby jednoznacznie rozstrzygnac¢, czy rownowaga pomigdzy wzbudzaniem i hamowaniem jest
zaburzona w modelu stwardnienia guzowatego w danio prggowanym, nalezatoby wykonaé
pomiary elektrofizjologiczne pojedynczych neurondéw in vivo metodg patch-clamp.

Zastosowanie tej techniki moze stanowi¢ wyzwanie ze wzgledu na niewielkie rozmiary
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neurond0w w mozgu larw danio pregowanego, jednak tego typu pomiary byly juz

z powodzeniem wykonywane w innych laboratoriach (Wei i wsp. 2012; Zhang i Du 2016).

5.1.3 Przewidywalnos¢ strategii terapeutycznych w modelu stwardnienia guzowatego

tsc2”-w danio pregowanym

Ostatnie kryterium oceny przydatno$ci modelu zwierzecego dotyczy przewidywalnosci
efektywnosci strategii terapeutycznych, a wiec odpowiedzi na standardowe kliniczne leczenie,
ktore jest stosowane u czlowieka, a takze mozliwosci odkrywania nowych celow

terapeutycznych, ktére beda skuteczne w leczeniu klinicznym.

Jak opisano we Wstepie (Rozdzial 1.1.3 Kliniczne leczenie farmakologiczne
stwardnienia guzowatego) lekami powszechnie stosowanymi w stwardnieniu guzowatym
U pacjentow sg analogi rapamycyny oraz wigabatryna. Wigabatryna jest skutecznym lekiem
pierwszego rzutu w epilepsji, natomiast stosowane eksperymentalnie rapalogi powodujg istotng
redukcje napadow padaczkowych, co zwigzane jest prawdopodobnie z ich bezposrednim
wptywem na szlak mTORC1 (Nabbout i wsp. 2021). W niniejszej pracy wykazano, ze zarGwno
wigabatryna, jak i rapamycyna skutecznie poprawiajg fenotypy zwigzane z obnizong
aktywnos$cig lokomotoryczng u mutantow homozygotycznych, a takze potwierdzono
skuteczno$¢ dziatania rapamycyny na szlak kinazy mTORC1 w badanym przeze mnie modelu
doswiadczalnym. Niemniej jednak wigabatryna nie wptywata na poziom aktywno$ci mTORCI,
co sugeruje, ze w tym przypadku poprawa fenotypu byta zwigzana wytacznie z wtasciwosciami
wigabatryny, jako selektywnego inhibitora aminotransferazy GABA, niZz ze zmniejszeniem
aktywnos$ci kinazy mTORCI1. U pacjentow ze stwardnieniem guzowatym efekt
przeciwpadaczkowy wigabatryny opiera si¢ na zwigkszeniu neurotransmisji hamujacej
W mozgu poprzez zapobieganie rozktadowi gtownego neuroprzekaznika hamujacego tj. GABA
(Wang i wsp. 2008; Citraro i wsp. 2016; Ben-Menachem 2011). Obserwowany obnizony
poziom biatek Gad65/67 w moézgach mutantéw tsc2”- dodatkowo potwierdza koniecznosé
stosowania wigabatryny, ktora ma zdolno$¢ do przywrocenia rownowagi neuroprzekaznika
GABA. Wyniki te sa spojne z najnowszymi obserwacjami przeprowadzonymi na mysim
modelu stwardnienia guzowatego, gdzie wigabatryna poprawiala parametry zyciowe mutanta
oraz fenotyp zwigzany z padaczka, jednak nie wptywata na szlak sygnalowy mTORC1 (Koene
i wsp. 2019).

W niniejszej pracy zbadano réwniez wptyw wybranych zwiazkow farmakologicznych na

fenotypy zwigzane z legkiem w badanym przeze mnie modelu stwardnienia guzowatego. WyniKi
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przedstawione w niniejszej rozprawie dowiodty, ze zahamowanie szlaku kinazy mTORCI1
przez rapamycyne na wczesnych etapach rozwoju larw tsc2”- pozwala zapobiec wyksztatceniu
fenotypow zwigzanych z lgkiem obserwowanych w tescie w otwartym polu oraz w tescie
badajacym reakcje na naglte zmiany oswietlenia. Z kolei Tsai i wsp. (2012) udowodnili, ze
W modelu mysim z komorkowo specyficzng utratg Tscl w komoérkach Purkinjego mozdzku, za
pomoca rapamycyny, mozna poprawi¢ deficyty w zachowaniach socjalnych i procesach
uczenia si¢ odwrotnego (ang. reversal learning). Pozytywny wptyw rapalogéw na niektore
aspekty TANDs stwierdzono réwniez u ludzi w studium przypadku, w ktorym wzieto udziat
szeSciu pacjentow ze stwardnieniem guzowatym, ze wspotistniejagcymi objawami
neuropsychiatrycznymi (mediana wieku 16,5 lat). Wykazano tam, ze zastosowanie
analogu rapamycyny spowodowato poprawg hie tylko w kontroli epilepsji, ale réwniez
objawow emocjonalnych i behawioralnych (Kilincaslan i wsp. 2017). Natomiast zastosowanie
wigabatryny w badanym przeze mnie modelu do$wiadczalnym nie przyniosto pozytywnych
efektow w zadnym z testow badajacych lek. Wyniki te sugeruja, ze ostabienie neurotransmisji

GABAergicznej nie jest bezposrednia przyczyna obserwowanego zachowania mutantow tsc2™”".

Oproécz klasycznych lekow stosowanych u pacjentow ze stwardnieniem guzowatym,
W niniejszej rozprawie, zastosowano rowniez antagoniste receptora TrkB — ANA-12. Szlak
sygnatlowy BDNF/TrkB petni istotne funkcje w rozwoju neurondéw, w plastycznosci
i funkcjonowaniu synaps, a zmiany w aktywno$ci tego szlaku sa opisywane zaréwno
W schorzeniach takich jak epilepsja czy autyzm, oraz innych zaburzeniach zwigzanych ze
stresem (lughetti i wsp. 2018; Lin i wsp. 2020; Correia i wsp. 2010). Ponadto, dr Justyna
Zmorzynska wykazata zwigkszong aktywno$¢ tego szlaku w badanym w niniejszej pracy
modelu stwardnienia guzowatego tsc2”, a takze potwierdzita skutecznos¢ ANA-12 w jej
hamowaniu. Udowodnita takze, ze ANA-12 poprawia zdolnosci lokomotoryczne mutantow
tsc2”", w tym nadmierna predko$é ruchu (Kedra i wsp. 2020). W do$wiadczeniach badajacych
poziom leku, zastosowanie ANA-12 istotnie poprawito eksploracje $rodka szalki u mutantow
homozygotycznych tsc2”- w tescie w otwartym polu oraz spowodowato niewielkie zmiany
w reakcji znieruchomienia. Rozna efektywnos$¢ dziatania ANA-12 w testach badajacych lek
moze byé zwigzana z tym, ze larwy tsc2”" maja problem z przetwarzaniem bodzcow $wietlnych
(brak preferencji $wietlnej w teScie jasnego-ciemnego pola, odpowiedz na $wiatlo w tescie
badajacym reakcje ucieczki). Spowodowatoby to, ze w teScie badajacym reakcje na nagte
zmiany o$wietlenia obserwowany fenotyp tsc2”" jest zwigzany nie tylko z lgkiem, ale takze z

nieprawidlowym przetwarzaniem bodzcow sensomotorycznych. Na te ostatnie zwigzki
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anksjolityczne nie mialtyby wpltywu. Innym wyja$nieniem moze by¢ to, ze ANA-12 nie
wykazuje silnych wlasciwosci anksjolitycznych w badanym przeze mnie modelu
doswiadczalnym, chociaz wydaje si¢ to mato prawdopodobne, poniewaz wykazywata
wilasciwos$ci przeciwlekowe w modelu mysim oraz szczurzym (Cazorla i wsp. 2011; Azogu i
Plamondon 2017). Aby jednoznacznie potwierdzi¢ wptyw ANA-12 na lek w badanym przeze
mnie modelu do§wiadczalnym nalezaloby zmierzy¢ poziom kortyzolu po zastosowaniu tego

zwigzku.

ANA-12 okazala si¢ takze skuteczna w poprawie morfologii spoidta przedniego
u mutantéw tsc2”", podobnie jak rapamycyna. Pozytywne efekty stosowania ANA-12 moga
wynikaé z funkcji szlaku BDNF/TrkB w regulacji wzrostu i polaryzacji neuronéw. Woo i wsp.
(2019) wykazali, ze lokalna aktywacja TrkB na koncu neurytu promuje jego specyfikacje
w akson poprzez regulacj¢ dynamiki aktyny i indukowanie formowania stozka wzrostu,
posredniczac w sygnalizacji szlaku Racl. Wyniki te wskazuja, ze nadmierna aktywnos$¢ szlaku
BDNF/TrkB, moze wigc bezposrednio wigzaé si¢ z zaburzeniami tgcznosci istoty bialej
w badanym przeze mnie modelu stwardnienia guzowatego. W przypadku rapamycyny, analiza
danych klinicznych z rezonansu magnetycznego wykazata, Ze ewerolimus poprawia
wlasciwoséci  struktury istoty bialej ciata modzelowatego (Peters 1 wsp. 2019).
Nieprawidlowosci w polaczeniach nerwowych mozgu moga wptywac¢ na funkcje poznawcze
oraz zachowania zwigzane z lgkiem, czy stresem jednak na cato$¢ obserwowanego fenotypu
behawioralnego sktadaja si¢ rowniez aktywnosci szlaku mTORC1 oraz szlaku

GABAergicznego.

W niniejszej pracy udowodniono, ze w modelu stwardnienia guzowatego w danio
pregowanym rapamycyna oraz wigabatryna wywieraja pozytywne efekty na fenotypy
przypominajace padaczke u pacjentow, a takze wskazano potencjalny wptyw inhibitora TrkB,
ANA-12 na obserwowane patologie zwigzane z lgkiem i zaburzeniami struktury istoty biate;j.
Mimo, ze uzyskane dane nie sg wystarczajace, aby moc wnioskowac na temat potencjalnego
dzialania ANA-12 w leczeniu stwardnienia guzowatego u ludzi, sa one dobra baza do
kontynuacji badan nad rolg szlaku BDNF/TrkB w patogenezie stwardnienia guzowatego.
Podsumowujac model stwardnienia guzowatego w danio prggowanym spelnia kryterium
przewidywalnosci strategii terapeutycznych, pod wzgledem testowanych zwigzkow

farmakologicznych.
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5.2 Podsumowanie

Uzyskane w niniejszej pracy dane pozwolity na charakterystyke modelu stwardnienia
guzowatego w danio prggowanym oraz ocen¢ tego modelu pod katem trzech kryteridéw oceny
przydatnosci modeli zwierzecych w badaniach nad ludzkimi chorobami. Udowodniono, ze
model tsc2” odtwarza znane, genetyczne i biochemiczne mechanizmy powstawania
stwardnienia guzowatego. Ponadto, odzwierciedla wybrane fenotypy zwiazane
Z wystgpowaniem epilepsji, TANDs dotyczacych leku i funkcji poznawczych oraz przejawia
charakterystyczne dla pacjentow zmiany w strukturze istoty biatej. Co wigcej, w badanym
przeze mnie modelu stwardnienia guzowatego wskazano na prawdopodobne zaburzenia
réwnowagi w neurotransmisji synaptycznej, ktore obserwuje si¢ u pacjentow ze stwvardnieniem
guzowatym, a wigc wpisuje si¢ w kryterium podobienstwa objawow. Uzycie powszechnie
stosowanych w klinice lekow rapamycyny 1 wigabatryny pozwolilo na popraw¢ wybranych
patologii behawioralnych oraz anatomicznych, co wskazuje, Ze strategie terapeutyczne
stosowane u ludzi maja przetozenie w organizmie danio prggowanego. Zidentyfikowano
roéwniez nowa substancje, ANA-12, wywierajaca pozytywne efekty, w niektérych testach
badajacych lgk w modelu stwardnienia guzowatego w danio pregowanym. Niemniej jednak,
rola inhibitora TrkB, ANA-12 w poprawie fenotypow stwardnienia guzowatego w danio
pregowanym musi zosta¢ lepiej zbadana, a doktadny mechanizm dzialania odkryty, aby moc
wnioskowa¢ na temat potencjalnego =zastosowania tego zwigzku farmakologicznego

U pacjentdw ze stwardnieniem guzowatym.
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6. WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan wyciagnieto nastepujace wnioski:

1. Model stwardnienia guzowatego w danio pregowanym tsc2''242V4242 \wykazuje fenotypy
behawioralne podobne do epilepsji, zaburzen lekowych oraz zaburzen funkcji poznawczych,
ktore sa charakterystyczne dla patologii neurologicznych oraz TANDs obserwowanych

pacjentow ze stwardnieniem guzowatym.

2. W modelu stwardnienia guzowatego w danio pregowanym tsc2"'242i242 wyystepuja
nieprawidlowosci w morfologii spoidta przedniego mozgu oraz problemy z tworzeniem $cistej
wigzki aksonow laczacych przeciwlegle potkule w regionie posterior tuberculum, ktore jest
strukturg mézgu homologiczng do jader podstawnych u ssakow. Wynik ten wraz ze zmianami
poziomu mRNA dla genoéw szlaku Dock-EImo-Racl wskazuje na globalny problem
Z tacznoscig istoty bialej mdzgu, co odpowiada patologiom obserwowanym u pacjentow ze

stwardnieniem guzowatym.

3. W modelu stwardnienia guzowatego w danio pregowanym tsc2"242"242 stwierdzono zmiany
W poziomie biatek oraz mRNA glownych komponentéw $ciezki sygnalowej zwigzanej
Z neurotransmisjg hamujaca, co sugeruje zaburzenia w rownowadze tego procesu i koreluje z
wynikami badan przeprowadzonymi na modelach ssaczych oraz tkance nerwowej pochodzacej

od pacjentow.

4. Stosowane w leczeniu pacjentdbw ze stwardnieniem guzowatym rapamycyna oraz
wigabatryna poprawiaja wybrane patologie behawioralne i neuroanatomiczne, co wskazuje, ze
strategie terapeutyczne stosowane u ludzi majg przelozenie w modelu tej choroby w danio

pregowanym tggVu242ivuzaz.

5. Dotad niebadany w stwardnieniu guzowatym zwiazek — inhibitor TrkB ANA-12 dziatat
korzystnie na niektore patologie behawioralne oraz anatomiczne w modelu stwardnienia
guzowatego w danio pregowanym tsc2"42442 skazujac nowy potencjalny cel terapeutyczny

w tej chorobie.
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