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Abstract

Glycogen Synthase Kinase-3p (GSK-3 B) was discovered for its role in the regulation
of glycogen metabolism. Activity of this kinase is observed in all tissues and it is involved in
regulation of multiple proteins and metabolic pathways. Studies on mouse models showed that
GSK-3B is important during development of central nervous system and in the adult brain.
Transgenic mouse model with overexpression of the constitutively active form of
GSK-3B[S9A] in the brain is characterized by behavioral changes such as memory deficits and
hyperactivity. In adult mice, structural changes including decreased brain volume and increased
thin spines fraction (considered as immature) in granule cells of dentate gyrus (DG) have been
observed. These changes reflect abnormalities observed in psychiatric disorders such as
schizophrenia or bipolar disorder (BD). Accordingly, increased activity of GSK-3f has been

observed in schizophrenia and BD.

Mechanisms underlying abnormal activity of GSK-3f in synaptic function are not fully
understood. To this end, we analyzed how constitutively active GSK-3p influences morphology
of dendritic spines and excitatory synaptic transmission in granular cells of DG in young
(3-week-old) transgenic mice. Microscopic analysis showed that increased activity of GSK-3p
led to elongation of dendritic spines without changes of spine density. Next, using whole-cell
path-clamp method, we observed increased inter-event intervals of miniature excitatory
postsynaptic currents (MEPSCs) while the event amplitude was not changed. Lack of changes
in total spine density together with lower frequency of excitatory events suggested lower
number of functional synapses. Therefore, in the next step, we analyzed the presence of silent
synapses. Silent synapses are non-functional excitatory synapses, where N-methylo-D-asparate
acid (NMDA) receptor is present with lack of functional a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid (AMPA) receptor. We observed an increase of silent synapse fraction
in GSK-3B[S9A] mice. These results suggest that increased activity of GSK-33 decreases

the stability of AMPA receptors in postsynaptic compartment and inhibits synapse maturation.

The second aim of this study was to identify whether the abnormal activity of GSK-3f3
can regulate the expression level of microRNAs (miRNAs) in neurons. MiRNAs (small, non-
coding RNAs) are key molecules for proper function of CNS. Dysregulation of miRNA

expression levels has been reported in neurodegenerative and psychiatric disorders in which



GSK-3p was also shown to play a role. Additionally, GSK-3f can regulate the expression level
of microRNAs in cancer cells. Such a link has not been reported in neurons. Therefore, we
analyzed miRNA expression in GSK-3B[S9A] mice hippocampus using next generation
sequencing (NGS) by Illumina MiniSeq system. Dysregulation of 24 mature and 71 precursor
miRNAs in RNA samples was observed. We chose 4 miRNAs for validation by quantitative
polymerase chainreaction (PCR). In transgenic mice, miR-221-5p (miR-221*) expression level
was significantly downregulated. Next, to define a role of miR-221* in synaptic plasticity we
used primary hippocampal cell culture. Neurons were transfected with miR-221* inhibitor, and
imagining for dendritic spine analysis and mEPSCs recordings were performed. Changes of
dendritic spine shape and density were not observed. We found an increase in the peak
amplitude of mEPSCs, without changes of inter-event intervals after the application of
miR-221* inhibitor. Our results indicate that the downregulation of miR-221* enhances

excitatory synaptic transmission in hippocampal neurons.

Altogether, overactivity of GSK-3f leads to a reduction of functional synapses in
hippocampal granular cells of young mice. Moreover, GSK-3f3 can regulate miRNA expression
level in neurons. In GSK-3B[S9A] mice, the expression level of miR-221* is significantly
downregulated and the inhibition of miR-221* in primary hippocampal cell culture leads to
changes in excitatory synaptic transmission. Altogether, abnormal activity of GSK-33 might in

turn drive aberrant synaptic plasticity.



Streszczenie

Kinaza syntazy glikogenu-3p (GSK-3B) zostata odkryta w badaniach nad regulacja
metabolizmu glikogenu. Obecnie wiadomo, ze jest Kinazag powszechnie wystepujaca
w tkankach, zaangazowana w regulacj¢ aktywnos$ci wielu biatek i szlakow metabolicznych.
Dotychczasowe badania wskazuja, ze GSK-3p jest wazna zar6wno w czasie rozwoju
osrodkowego uktadu nerwowego, jak i w dojrzatym mézgu. W transgenicznym modelu mysim,
u ktérego w mozgu ulega ekspresji konstytutywnie aktywna forma GSK-3B[S9A],
zaobserwowano zmiany behawioralne, takie jak zaburzenia pamigci I wzmozona aktywno$¢
ruchowa. Ponadto, model ten charakteryzuja zmiany strukturalne obejmujgce zmniejszenie
objetosci mozgu. W komorkach ziarnistych zakretu zebatego hipokampa u dorostych
osobnikow myszy GSK-3B[S9A] zaobserwowano zwigkszenie liczby dlugich kolcow
dendrytycznych (uwazanych za niedojrzate). Podobne zmiany obserwuje si¢ w zaburzeniach
psychicznych, takich jak schizofrenia czy choroba afektywna dwubiegunowa (CHAD).
Co wigcej, zaobserwowano wzrost aktywnosci GSK-3f zarowno w schizofrenii jak i podczas

epizodu maniakalnego w CHAD.

Mechanizmy lezace u podstaw zaburzen funkcjonowania synaps pod wplywem
wzmozonej aktywnosci GSK-3f nie zostaly dokladnie poznane. W pierwszej czesci pracy
skupiono si¢ na badaniu wplywu konstytutywnej aktywnos$ci tego enzymu na morfologie
kolcow dendrytycznych oraz na pobudzajace przekaznictwo synaptyczne w komorkach
ziarnistych zakretu zebatego hipokampa u mtodych (3 tygodniowych) myszy transgenicznych
GSK-3B[S9A]. Badania mikroskopowe wykazaly, ze pod wptywem wzmozonej aktywnosci
GSK-3p kolce stajg sie wydtuzone, a ich gestos¢ nie ulega zmianie. Wykorzystujac technike
rejestracji elektrofizjologicznej z pojedynczych neuronow, wykazano zmiany w pobudzajgcej
transmisji synaptycznej w preparatach mozgowych, polegajace na zwigkszeniu dlugosci
interwalow miedzy zdarzeniami miniaturowych pobudzajacych pradéw postsynaptycznych
(MEPSCs), przy braku zmian w amplitudzie zdarzen. Wyniki elektrofizjologiczne wskazywaty
na zmniejszenie liczby funkcjonalnych synaps, pomimo braku zmian w gestosci kolcow
dendrytycznych. Kolejnym etapem wyjasnienia tych zmian byta analiza ,,milczacych” synaps.
»Milczace” synapsy sa niefunkcjonalng (lub niedojrzatg) formg synaps pobudzajacych,
posiadaja receptory NMDA (kwasu N-metylo-D-asparaginowego), ale nie zawieraja
receptorow AMPA (kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego) lub sg

one niestabilnie umiejscowione w blonie. Prezentowane w niniejszej pracy wyniki wskazujg na
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wzrost procentowy populacji ,,milczacych” synaps u myszy GSK-3B[S9A]. Powyzsze
obserwacje sugerujg, ze wzmozona aktywno$¢ GSK-3B zmniejsza stabilno$¢ receptorow

AMPA w btonie i/lub hamuje dojrzewanie potagczen synaptycznych.

Drugim celem pracy byto wskazanie czy zaburzona aktywno$¢ GSK-3 moze wplywaé
na poziom ekspresji mikroRNA (miRNA) w neuronach. Dane literaturowe wskazuja, ze
miRNA nalezagce do krotkich niekodujacych bialek RNA, sg istotne dla prawidlowego
funkcjonowania OUN. Choroby neurodegeneracyjne 1 psychiatryczne, zwigzane
z zaburzeniami w aktywno$ci GSK-3p charakteryzuja si¢ zmianami w poziomie ekspresji
miRNA. Co wigcej, wykazano, ze GSK-38 moze regulowa¢ poziom ekspresji miRNA
w komoérkach nowotworowych. W celu sprawdzenia, czy mechanizm taki zachodzi
w komoérkach nerwowych wykorzystano technike sekwencjonowania nowej generacji (NGS).
Zbadano zmiany w poziomie ekspresji miRNA w hipokampie myszy GSK-3B[S9A].
Zaobserwowano roznice w poziomie ekspresji 24 dojrzatych oraz 71 prekursorowych miRNA.
Wytypowano 4 dojrzale miRNA o najsilniejszych zmianach w poziomie ekspresji celem
walidacji za pomocg ilosciowej reakcji tancuchowa polimerazy. Potwierdzono, ze miR-221-5p
(miR-221%*) ma obnizony poziom ekspresji u transgenicznych myszy GSK-3B[S9A]. Wplyw
mMIiR-221%* na strukture i funkcjonowanie synaps sprawdzono na pierwotnej hodowli komorek
nerwowych hipokampa wykonanej z komorek pochodzacych od myszy typu dzikiego. Po
transfekcji inhibitorem miR-221* hodowle obrazowano w celu wizualizacji kolcow
dendrytycznych oraz przeprowadzono rejestracje mEPSCs. Nie wykazano zmian w ksztalcie,
ani w gestosci kolcow dendrytycznych. Zaobserwowano zwigkszona amplitude zdarzen
mEPSC, bez zmian w dlugosci interwaléw miedzy zdarzeniami. Wyniki wskazuja, ze
zmniejszenie ekspresji miR-221* wzmacnia pobudzajace przekaznictwo synaptyczne

w neuronach hipokampalnych.

Podsumowujac, wzrost aktywnosci GSK-3B prowadzi do zmniejszenia puli
funkcjonalnych synaps w komorkach ziarnistych zakrgtu zebatego hipokampa u mtodych
myszy. Zaobserwowane zmiany w morfologii i funkcjonowaniu synaps pod wpltywem
wzmozonej aktywnosci GSK-33 moga by¢ podtozem zaburzonej plastycznos$ci synaptyczne;.
U transgenicznych myszy ze wzmozong aktywnosciag GSK-3 wykazano obnizenie poziomu
miR-221%*, a zahamowanie aktywnosci tego miRNA prowadzi do zmian w pobudzajacym

przekaznictwie synaptycznym.



1. Wykaz skrotow

aCSF
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3’-UTR

CaMKIil

CUMS
DIC

Dil

DIV

DMEM
DNA

ERK
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FDR

Receptor
GABAA

GSK-3
HBSS

HPA

Sztuczny plyn mézgowo-rdzeniowy (ang. artificial cerebrospinal fluid)

Kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy (ang. Amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic)

Rejon 3’ nieulegajacy translacji (ang. 3’-untranslated region)

Kinaza biatkowa II zalezna od Ca?*/kalmoduliny (ang. Ca%*/calmodulin-

dependent protein kinase I1)
Chroniczny umiarkowany stres (ang. chronic unpredictable mild stress)
Kontrast interferencyjno-rézniczkowy (ang. differential interference contrast)

Barwnik lipofilny 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine

Perchlorate
Dzien in vitro
Pozywka do hodowli komoérek (ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

Kinaza regulowana zewngtrzkomorkowo (ang. extracellular signal-regulated

kinases)
Réznica krotnosci zmiany (ang. Fold change)

Wskaznik okreslajacy prawdopodobienstwo popelnienia btgdu typu I (ang.
false discovery ratio)

Receptor kwasu y-aminomastowego (ang. y-aminobutric acid receptor)

Kinaza syntazy glikogenu -3 (ang. glycogen syntase kinase-3)
Zrownowazony roztwor soli Hanka (ang. Hank's Balanced Salt Solution)

Os$ podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang. hypothalamic—pituitary—adrenal

axis)



LTD

LTP

mEPSC

miRNA
MRNA

MTT

NBA

NGS

NMDA
OUN

PBS

PCR

PFA
PKA
PKB

PSD

PSD-95

RIN

RNA

SCN

SEM

Dhugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. Long term depression)
Dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne (ang. Long term potentiation)

Miniaturowe pobudzajace prady postsynaptyczne (ang. Miniature excitatory

postsynaptic currents)
MikroRNA
Matrycowe RNA

Bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu (ang. thiazolyl blue

tetrazolium bromide)

Pozywka do hodowli komoérek nerwowych (ang. Neurobasal-A medium)
Sekwencjonowanie nowej generacji (ang. Next generation sequencing)

Kwas N-metylo-D-asparaginowy
Osrodkowy uktad nerwowy

Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered saline)
Reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Polymeraze Chain Reaction)

Paraformaldehyd

Kinaza biatkowa A (ang. Protein kinase A)

Kinaza biatkowa B (ang. Protein kinase B)

Gesto$¢ postsynaptyczna (ang. Postsynaptic density)

Biatko rusztowania w pobudzajacej gegstosci postsynaptycznej (ang.
Postsynaptic density-95)

Integralnos¢ probki RNA (ang. RNA integrity numer)

Kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

Jadro nadskrzyzowaniowe (ang. suprachiasmatic nucleus)

Btad standardowy $redniej (ang. standard error of the mean)



SynGAP

Thy-1

TPKI
TTX

WT

GTPaza synaptycznego biatka Ras (ang. Synaptic Ras GTPase-activating

protein)

Gen antygenu dyferencji tymocytéw (ang. Thymocyte differentiation

antigen 1)
Kinaza biatka tau (ang. Tau protein kinase I)
Tetodotoksyna (ang. Tetrodotoxin)

Zwierzgta bez mutacji genetycznej, typu dziekiego (ang. wild type)



2.  Wprowadzenie

2.1. Plastyczno$é¢ synaptyczna

Plastyczno$¢ synaptyczna jest zdolnoscig ukladu nerwowego pozwalajaca na zmiany
strukturalne i funkcjonalne w sieci neuronalnej. Zmiany te pojawiaja si¢ juz podczas rozwoju,
a w dojrzatym uktadzie nerwowym mozna je zaobserwowac w procesie uczenia si¢, a takze
w odpowiedzi na jego uszkodzenia. Plastyczno$¢ obejmuje zmiany w czesci presynaptycznej
I postsynaptycznej w wyniku zmieniajacej si¢ aktywnos$ci neuronalnej w czasie pojawienia si¢
istotnej dla zwierzecia stymulacji. W przypadku synaps pobudzajacych zmiany te obejmuja
mechanizmy uwalniania neurotransmitera z czgs$ci presynaptycznej oraz zmiany w gestosci
postsynaptycznej (PSD), ktora okresla liczbe i charakterystyke receptorow dla glutaminianu,
kanatéw jonowych, a takze elementow cytoszkieletu i czasteczek sygnatowych (Sumi i Harada,
2020; Whitlock 1 wsp., 2006). Wyrdzniamy dwa rodzaje plastycznosci synaptycznej:
plastyczno$¢ Hebbowska, w przypadku ktorej podstawa reorganizacji potaczen synaptycznych
s3 zmiany wagi tych potaczen (Hebb, 1949) oraz plastycznos¢ homeostatyczng, utrzymujaca
rownowage miedzy pobudzaniem, a hamowaniem sieci neuronalnej (Burrone i Murthy, 2003;

Turrigiano i wsp., 1998).

Odkrycie mechanizmu dtugotrwatego wzmocnienia (LTP) (Bliss i Lomo, 1973) oraz
dlugotrwatego ostabienia synaptycznego (LTD) (Ito i Kano, 1982), bedacych modelami
plastycznosci hebbowskiej zapoczatkowato intensywne badania skupione na molekularnych
i funkcjonalnych zmianach w obrebie synapsy. Mechanizm LTP opiera si¢ na kaskadzie
sygnalu spowodowanej intensywna aktywacja receptora NMDA, ktora wywotuje naptyw Ca?*
do wngetrza komorki. Powoduje to aktywacj¢ kinazy wapniowej II (CaMKII). Skutkiem tego
procesu jest wbudowywanie receptorow AMPA w czg¢sci postsynaptycznej synapsy. Proces ten

moze zachodzi¢ dwojako:

— Poprzez przetransportowanie receptorow AMPA z btony pozasynaptycznej do cz¢sci
postsynaptycznej. Ich zakotwiczenie w btonie jest mozliwe dzieki wczesniejszej

fosforylacji kinazy guanylanowej przez CaMKII.



— Dostarczenie pecherzykow z zakotwiczonym nowozsyntetyzowanym receptorem
AMPA, w wyniku dzialania kaskady sygnatowej CaMKII, SynGAP, ERK (Lisman,
2017)

W przypadku LTD stabsza i dlugotrwata aktywacja receptora NMDA prowadzi do

usuwania receptorow AMPA z czesci postsynaptycznej (Malinow i Malenka, 2002).

LTP odgrywa istotng role w powstawaniu nowych synaps na wczesnym etapie rozwoju.
Podczas synaptogenezy, w czgSci postsynaptycznej jako pierwsze zostaja wbudowane
receptory NMDA, podczas gdy receptory AMPA nie sa jeszcze obecne (Kanold iwsp., 2019).
Synapsy te nazwano milczacymi synapsami (ang. silent synapses) poniewaz nie sg w stanie
przekazywac sygnalu w odpowiedzi na pojawiajacy si¢ bodziec (Kerchner i Nicoll, 2008).
Po okresie synaptogenezy, milczace synapsy charakteryzujg si¢ tym, ze receptor AMPA nie jest
zakotwiczony w blonie lub jest niestabilny. W milczacych synapsach, glutaminian nie aktywuje
receptora NMDA, poniewaz jest on receptorem jonotropowym, bramkowanym jednoczesnie
przez ligand i depolaryzacje blony komoérkowej. W stanie spoczynkowym blony, kanat
receptora NMDA jest blokowany przez jon magnezu (Gosek i wsp., 2012). Po przylaczeniu
glutaminianu do receptora AMPA nastepuje depolaryzacja btony komoérkowej, co umozliwia
usuni¢cie jonu magnezowego i aktywacje receptora NMDA (Kerchner i Nicoll, 2008).
Milczace synapsy moga by¢ strukturalnie zdefiniowane jako synapsy, nie sa jednak
funkcjonalne, poniewaz nie mozna wywola¢ w nich pobudzajagcego potencjatu
postsynaptycznego (Atwood i Wojtowicz, 1999). Obecnos¢ milczacych synaps wykazano
w wielu obszarach mézgu i rdzenia kreggowego, na roznych etapach rozwoju (Kerchner i Nicoll,
2008). Stymulacja wywotujaca LTP we wezesnym etapie rozwoju pozwala na wbudowywanie
receptorow AMPA do czeSci postsynaptycznej w milczacych synapsach, co pozwala na zmiang
tych synaps na w petli funkcjonalng form¢ (Hanse i wsp., 2013). W dorostym mozgu,
eksternalizacja receptorow AMPA do milczacych synaps jest mozliwa po depolaryzacji blony
komoérkowej w wyniku pobudzenia sgsiednich synaps w czasie specyficznej stymulacji

zwigzanej z wywolywaniem zmian plastycznych (Kossut, 2018; podrgcznik dla studentow).

W dorostym mézgu milczace synapsy moga pojawiac si¢ w wyniku zmian plastycznych
w odpowiedzi na uzaleznienia (Hanse i wsp., 2013). Wzrost populacji milczacych synaps
zaobserwowano zaro6wno w mysim modelu uzaleznienia od kokainy (Koya i wsp., 2012;
Lee i wsp., 2013; Singh i wsp., 1996; Wang i wsp., 2021), jak i alkoholu (Beroun i wsp., 2018).

Pojawiajace si¢ milczace synapsy moga skutkowa¢ zanikaniem sSynaps, a tym samym
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prowadzi¢ do zmian behawioralnych charakteryzujacych uzaleznienia, takich jak poszukiwanie
i potrzeba zazycia kokainy lub alkoholu (Brown i wsp., 2011; Graziane i wsp., 2016;
Lee i wsp., 2013; Stefaniuk i wsp., 2017). Populacja milczacych synaps wzrasta rowniez
w chorobach neurorozwojowych: w zespole famliwego chromosomu X (Harlow i wsp., 2010)
oraz spektrum autyzmu (Ran i wsp., 2013). Natomiast w chorobie Alzheimera za potencjalng
przyczyne utraty stabilno$ci receptorow AMPA, uwaza si¢ akumulacje amyloidu p.
Akumulacja amyloidu  wyzwala LTD poprzez wpltyw na receptory NMDA. W ten sposob,
poprzez wyciszanie synaps (ang. synaptic silencing) powstaja milczace synapsy, CO

w konsekwencji prowadzi do degradacji synaps (Hsieh i wsp., 2006; Kessels i wsp., 2013).

2.1.1. Kolce dendrytyczne

Synapsy glutaminergiczne sg zlokalizowane na kolcach dendrytycznych — wypustkach
na dendrycie, tworzacych czg¢$¢ presynaptyczng. Kolce dendrytyczne podlegaja dynamicznym
zmianom, ktore wptywaja na site potgczen synaptycznych (Lisman, 2017). Molekularny
mechanizm zmian w strukturze kolcow dendrytycznych nie jest doktadnie poznany, jednak jest
zwigzany z interakcjami mi¢dzy mikrotubulami i filamentami aktynowymi, regulowanymi
m.in. aktywnos$cig kinaz (Pedraza i wsp., 2014). Ponadto, w kolcach dendrytycznych
zlokalizowane sa mitochondria, siateczka $rodplazmatyczna i endosomy, ktoére sa niezbedne

dla prawidtowego funkcjonowania synaps (Li i wsp., 2004).

Kolce dendrytyczne moga mie¢ rdzne ksztalty, na podstawie ktorych zostaty podzielone

na 3 gtowne grupy (Pchitskaya and Bezprozvanny, 2020):

— grzybkowate (ang. mushrooms) posiadajace wyrazng gtowke i krotka szyjke,
— dhlugie (ang. thin) charakteryzujagce si¢ malg glowka lub bez wyraznej gltowki,
0 wydtuzonym ksztalcie,

— przysadziste (ang. stubby) pozbawione szyjki.

Uwaza si¢, ze kolce grzybkowate tworza w pelni funkcjonalng synapse, poniewaz
gléwka posiada bogata ggstos¢ postsynaptyczng. Kolce dlugie ,,poszukuja” czesci
presynaptycznej, a ich gtdwka miesci niewiele receptoréw, w zwigzku z czym nie sg zdolne do
tworzenia w pelni dojrzatej synapsy (Harris i Stevens, 1989; Yuste i Bonhoeffer, 2004). Kolce

przysadziste nie s liczne w dojrzatych neuronach, uwaza sig, ze powstaja w wyniku zanikania
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kolcow grzybkowatych (Pchitskaya i Bezprozvanny, 2020). Wykazano, ze morfologia kolcow
dendrytycznych jest $cisle zwigzana z funkcjonowaniem synaps (Arellano i wsp., 2007).
Co wigcej, zauwazono powigkszanie si¢ kolcow dendrytycznych i ich gtowek pod wptywem
LTP, podczas gdy LTD powodowato ich kurczenie si¢ badZ zanikanie (Borczyk i wsp., 2019;
Bosch i Hayashi, 2012; Kim i wsp., 2013).

2.2. Kinaza syntazy glikogenu-3

Kinaza syntazy glikogenu-3 (GSK-3) jest serynowo-treoninowa kinaza biatkows, ktora
odkryto jako kluczowa kinaz¢ zaangazowana w metabolizm glikogenu (Embi i wsp., 1980).
GSK-3 wystepuje w dwoch formach: a i B, kodowanych przez niezalezne geny. Izozymy te
wykazuja 85% podobienstwo ogolnej sekwencji biatkowej (Woodgett, 1990), w domenie
katalitycznej podobienstwo jest znacznie wyzsze, sigga az 93%. Lokalizacja GSK-3a
w ludzkim genomie to 19913.2, a masa molekularna 51kDa, natomiast lokalizacja GSK-3f3
to 3913.3, a jej masa molekularna wynosi 47kDa (Shaw i wsp., 1998; Woodgett, 1990). Obie
formy wystepuja we wszystkich typach komorek ssakow. Delecja GSK-3 u myszy jest letalna
na etapie rozwoju embrionalnego, w odroznieniu od delecji GSK-3a (Kerkela i wsp., 2008a),
co wskazuje na istotng role formy B w rozwoju embrionalnym. Ishiguro i wsp. (1993)
zaobserwowali, ze sekwencja aminokwasowa kinazy biatka tau I (TPKI) jest identyczna
z sekwencja GSK-3B (Ishiguro i wsp., 1993). Odkrycie to bylo pierwszym dowodem, ze
GSK-3 jest zwigzana z choroba Alzheimera (Hanger i wsp., 1992).

GSK-3p jest powszechnie obecna w komorkach, a jej aktywacja zachodzi poprzez
fosforylacj¢ tyrozyny-216 (Tyr-216) w wyniku autofosforylacji (przez GSK-3p) lub przez
kinazy tyrozynowe (Hughes i wsp., 1993; Kim i Lisman, 1999; Lochhead i wsp., 2006).
Inaktywacja GSK-3B zachodzi poprzez fosforylacje seryny w pozycji 9 w N- koncu (S-9)
(Ryc. 1) (Sutherland i wsp., 1993). Wykazano, ze fosforylacja ta moze by¢ regulowana poprzez
wiele kinaz: kinaze biatkowa A (PKA) (Krishnankutty et al., 2017), kinazg biatkowa B (PKB,
nazywang rowniez serynowo-treoninowa kinazag Akt) (Cross 1 wsp.,, 1995;
Sutherland i wsp., 1993). Fosforylacja S9 powoduje utworzenie si¢ tak zwanego
pseudosubstratu, ktéry taczac si¢ z domeng katalityczng, uniemozliwia przytaczenie si¢ innych
substratow. Regulacja aktywnosci GSK-3 zachodzi rdwniez poprzez szlak sygnatowy Wnt,

w ktorym inaktywacja GSK-3 (poprzez mechanizm niezalezny od fosforylacji S9) pozwala na
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stabilizacje B-kateniny, bedacej koaktywatorem transkrypcji, utatwiajac tym samym ekspresje

genow przez czynniki transkrypcyjne (Taelman i wsp., 2010).

Aktywna forma Inaktywacja
S9

§ ',}

Fosforylacja

Rycina 1. Inaktywacja GSK-3 B przez fosforylacje w pozycji Seryny 9.

Substraty GSK-3f3 pelnig liczne funkcje, takie jak inicjacja transkrypcji i translacji.
Substratami tej kinazy sa tez bialka specyficzne dla komoérek nerwowych (Ali et al., 2001),
takie jak neuronalne czynniki wzrostu (Taniuchi i wsp., 1986), zasadowe biatka mielinowe
(Yang, 1986), mikrotubule (Singh i wsp., 1996) i neuroflilamenty (Grimes i Jope, 2001).
W bazie Uniprot (Consortium, 2019) wyszczeg6lniono szereg procesOw zwigzanych
zrozwojem i funkcjonowaniem uktadu nerwowego, w ktérych GSK-38 odgrywa istotng role,
takich jak: rozw¢j dendrytéw i aksonow, rozwoj hipokampa, regulacja szlakoéw sygnatowych
neuroprzekaznikdw oraz wptyw na pobudzajace przekaznictwo synaptyczne, a takze regulacja
rytméw okotodobowych. W zaleznosci od wieku zmienia si¢ poziom ekspresji GSK-3p.
U mlodych szczuréw zaobserwowano wysoki poziom ekspresji GSK-3f, zjednoczesnym
wysokim poziomem fosforylacji biatka Tau, natomiast u dorostych osobnikow aktywnos$¢
GSK-3p spada (Takahashi i wsp., 1995).

2.2.1. Rola GSK-3p w plastycznos$ci synaptycznej

GSK-3pB fosforyluje wiele bialek, zwiazanych m.in. z transkrypcja, metabolizmem,
dynamikg cytoszkieletu i btony lipidowej, czy apoptoza. Co wigcej, zaobserwowano obecnos¢
GSK-38 w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN), gdzie szczegélnie silng ekspresje
wykazano w hipokampie (Leroy i Brion, 1999). Aktywnos$¢ GSK-33 wykazano w komorkach
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nerwowych, w tym w kolcach dendrytycznych w hodowli hipokampalnej (Peineau
i wsp., 2007) oraz w synaptoneurosomach i synaptosomach bgdacych izolatami odpowiednio

cze$ci presynaptycznej i postsynaptycznej (Hooper i wsp., 2007; Peineau i wsp., 2007).

Regulacja aktywnosci GSK-3f odgrywa istotng rol¢ w okresleniu kierunku
plastycznosci zaleznej od receptora NMDA regulujac mechanizmy LTP i LTD. Podczas LTP
aktywacja receptorow NMDA prowadzi do stymulacji szlaku PI3K-Akt, w wyniku czego
dochodzi do fosforylacji i w konsekwencji do zahamowania aktywnosci GSK-3. Jednoczesnie
zahamowanie aktywnosci GSK-3 zapobiega indukcji LTD (Hooper i wsp., 2007;
Peineau i wsp., 2007). Podczas LTD nastepuje aktywacja fosfatazy biatkowej 1, w wyniku
czego dochodzi do aktywacji GSK-3p na skutek defosforylacji seryny 9. Co cickawe,
potwierdzono ostabienie LTP oraz pozytywny wplyw na LTD w przypadku dwoch modeli
transgenicznych myszy ze zwigkszong ekspresja GSK-3p (Dewachter i wsp., 2009;
Hooper i wsp., 2007).

W celu zbadania fizjologicznej roli GSK-3B w mozgu powstato wiele modeli mysich
(Kaidanovich-Beilin i wsp., 2011). Poniewaz catkowite wytaczenie ekspresji (ang. knock-out)
GSK-3p powodowato smier¢ embrionow (Hoeflich i wsp., 2000; Kerkela i wsp., 2008b) oraz
obnizenie poziomu GSK-3 przez wylaczenie ekspresji tylko jednego allelu GSK3p
powodowato powazne zaburzenia pamigci u heterozygot +/- mysich (Kimura i wsp., 2008),
badacze zdecydowali si¢ na wykorzystanie promotorow uruchamianych pourodzeniowo
wylacznie w neuronach. Jednym z nich jest promotor thy-1 (Moechars i wsp., 1999, 1996).
Mysz transgeniczna linii GSK-3B[S9A] posiadajaca modyfikowany gen GSK-3/ pod kontrolg
promotora thy-1 (Spittaels i wsp., 2002, 2000) zostatla wykorzystana w przedstawianej
dysertacji. Tutaj mutacja genu polega na zastgpieniu seryny 9 alaning, co uniemozliwia
fosforylacj¢ i zapobiega hamowaniu aktywnosci GSK-3f (Prickaerts i wsp., 2006;
Spittaels i wsp., 2002, 2000). W modelu tym wykazano wzmozong aktywno$¢ ruchowsg
| zaburzenia zywienia U myszy. Objawy te sg charakterystyczne dla epizodu maniakalnego
w zaburzeniu afektywnym dwubiegunowym, ADHD i schizofrenii u ludzi. Podobne zmiany
wystepuja w innych modelach mysich z nadekspresja GSK-3f3, gdzie obserwowano zaburzenia
behawioralne, redukcj¢ objetoSci mdzgu, a takze zmiany na poziomie funkcjonowania,
morfologii 1 przezywania neuronéw (Hernandez i wsp., 2002; Lucas i wsp., 2001;
Spittaels i wsp., 2002).
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2.2.2. GSK-3p w zaburzeniach psychicznych

Zmiany w plastycznosci synaptycznej sa kluczowe dla powstawania wielu zaburzen
psychicznych, takich jak zaburzenia afektywne czy schizofrenia. Zaburzenia afektywne
obejmuja zmiang¢ afektu w kierunku jego obnizenia (depresji) lub w kierunku jego wzmozenia
(hipomania, mania). Dzielimy je na chorobg afektywna jednobiegunowa (CHAJ), ktéra dotyczy
17% populacji ogoélnej (Craddock i Forty, 2006), oraz chorobg afektywng dwubiegunowa
(CHAD), dotyczaca 2.8 — 6,5% populacji ogélnej (Bauer i Pfennig, 2005). Wedtug Swiatowej
Organizacji Zdrowia CHAJ charakteryzuje si¢ wystepowaniem epizodow obnizenia nastroju —
depresji (utrzymujgcym si¢ przez co najmniej dwa tygodnie). CHAD cechuje si¢ okresowo
wystepujacymi epizodami depresji i mani/hipomanii. Schizofrenia jest choroba psychiczna,
charakteryzujacg si¢ wystegpowaniem objawow pozytywnych, do ktorych naleza halucynacje
i omamy oraz objawow negatywnych: zaburzenia emocji i zachowania oraz kognitywne
zaburzenia pamigci. Wykazano wspdlne podtoze genetyczne CHAD oraz schizofrenii (Bramon

i Sham, 2001).

Badania na modelach zwierzgcych wymienionych zaburzen psychicznych jak rowniez
na pacjentach wykazaty zmiany w aktywnos$ci GSK-3B. Najczesciej wykorzystywanym
modelem zwierzgcym epizodu depresyjnego, wystepujacego zarowno w CHAJ jak i CHAD jest
model chronicznego umiarkowanego stresu (CUMS). CUMS wywoluje zmiany w osi
podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA), ktorej aktywno$¢ jest zaburzona u pacjentéw
z zaburzeniami afektywnymi. Nieprawidlowosci w funkcjonowania osi HPA powoduja
wzmozenie aktywnosci GSK-3f (Higuchi i wsp., 2016; Mao i wsp., 2017; Silva i wsp., 2008).
Dodatkowo, deficyty kognitywne indukowane przez CUMS byly redukowane poprzez
podawanie litu i specyficznych inhibitoréw GSK-33 (Higuchi i wsp., 2016; Mao i wsp., 2017;
Silva i wsp., 2008), co podkresla role GSK-3B w reakcji na zaburzenia w funkcjonowaniu osi
HPA.

Wykazano, ze stabilizatory nastroju wykorzystywane w terapii CHAD spelniaja swoja
funkcje poprzez regulacje aktywnosci GSK-3B8 (Jope i Roh, 2006). Odkrycie roli litu,
popularnego leku normotymicznego, jako bezposredniego inhibitora GSK-3 bylo pierwsza
przestanka, dzieki ktorej powigzano zmiany w aktywnosci GSK-38 z CHAD
(Klein i Melton, 1996). Dlugotrwate leczenie litem prowadzi do zwigkszenia poziomu
fosforylacji GSK-3B w pozycji Seryny-9 w mysim moézgu, co skutkuje hamowaniem

aktywnosci kinazy (De Sarno i wsp., 2002). Inny lek stabilizujacy nastrdj — kwas walproinowy
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wykorzystywany w terapii CHAD réwniez wptywa hamujaco na aktywnos$¢ GSK-3p (Chen
i wsp., 1999; Kim i wsp., 2005).

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze zmieniona aktywno$¢ GSK-3 moze by¢
zwigzana z objawami schizofrenii (Lovestone i wsp., 2007). W korze przedczotowej post
mortem pacjentéw ze zdiagnozowang schizofrenig zaobserwowano znaczne obnizenie poziomu
i aktywnosci GSK-3p (Kozlovsky i wsp., 2005), natomiast Ferreria i wsp. wykazali wzrost
aktywnosci GSK-3 w ptytkach krwi (Ferreira i wsp., 2015). Na uwage zastuguje tez zwigzek
uktadow neuroprzekaznikéw, ktérych zaburzone funkcjonowanie powoduje objawy
schizofrenii. Jednym z przyktadow sg zaburzenia w sygnalizacji dopaminergicznej. Podawanie
agonisty receptora dopaminy DI hamowato aktywnos¢ GSK-38 w korze przedczolowej

i hipokampie krolikow (Gil 1 wsp., 2003).

2.3. MikroRNA

MikroRNA (miRNA) to krotkie, niekodujace biatek sekwencje RNA, petnigce funkcje
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw. Obecnos¢ miIRNA wykazano we wszystkich
tkankach (Lee 1 wsp., 2008). Dlugos¢ sekwencji miRNA miesci sie¢ w przedziale
18-25 nukleotydow (nt). Regulacja ekspresji gendw za posrednictwem miRNA zachodzi
poprzez wigzanie miRNA z docelowym mRNA, w wyniku czego dochodzi do represji translacji
lub mRNA ulega degradacji (Filip, 2007). Geny kodujace miRNA moga by¢ zlokalizowane
zaréwno w intronach i eksonach gendéw kodujacych bialka jak i w sekwencjach pozagenowych

(Kim i Nam, 2006).

2.3.1. Biogeneza miRNA i mechanizm dzialania

Transkrypcja wigkszosci prekursorow miRNA rozpoczyna si¢ dzigki dziataniu
polimerazy II (rzadziej III), w wyniku ktorej powstaje pri-miRNA o dhugosci kilku tysiecy nt.
Czasteczka pri-miRNA na koncu 5’ posiada ,,czapeczke” (ang. cap) natomiast na koncu 3’
,ogon” poliadenylowy (ang. poly(A) tail). W obrgbie jadra komérkowego dziatanie enzymu
Drosha pozwala na odcigcie czapeczki oraz ogona poliadenylowego w wyniku czego powstaje
pre-miRNA. Pre-miRNA sa dlugosci okoto 70 nt i posiadajg strukture szpilki do wlosow
(ang. harpin). Opuszczenie jadra komorkowego przez pre-miRNA odbywa sie dzieki
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aktywnos$ci Eksportyny 5. Enzym Dicer obecny w cytoplazmie tnie pre-miRNA do postaci
krotkich, 18-24 nt dwuniciowych czasteczek (dupleksow miRNA), sktadajacych si¢ z nici
wiodacej 1 pasazerskiej (oznaczanej gwiazdka: *). Dupleksy rozdzielaja si¢, wchodzac w sktad
kompleksu RISC zawierajacy biatka Ago. Zaréwno ni¢ wiodaca jak i pasazerska moze brac
udziat w regulacji ekspresji genoéw, jednak najczesciej te funkcje spetnia ni¢ wiodaca
(Budzynski i wsp., 2014; Filip, 2007). W kompleksie RISC to ni¢ miRNA jest odpowiedzialna
za rozpoznawanie sekwencji docelowej rejonu nieulegajacego translacji 3°-UTR
(ang. 3’ untranslated region) mRNA. W przypadku pelnej komplementarnosci tych sekwencji,
pofaczenie kompleksu RISC powoduje przecigcie mRNA przez rybonukleaze, prowadzac do
degradacji (Pasquinelli i wsp., 2005). W przypadku niepetnej komplementarnosci (ktora jest
czesta w komorkach zwierzecych) dochodzi do zahamowania translacji, jednak transkrypt
nie ulega zniszczeniu (Yang i wsp., 2005). Cechg charakterystyczng dla miRNA jest ich
dziatanie plejotropowe — jedno miRNA moze regulowaé translacje wielu mRNA
(Krek i wsp., 2005). Uwaza si¢, ze miRNA mogg regulowac¢ poziom mRNA dla nawet 60%
ludzkich biatek (Friedman i wsp., 2009).

2.3.2. MikroRNA w plastyczno$ci synaptycznej

Wykrycie obecno$ci miRNA w tkance nerwowej zapoczatkowato poszukiwanie ich
funkcji w mechanizmach plastycznos$ci synaptycznej (Sempere i wsp., 2004). Wykazano udziat
miRNA m.in. w neurogenezie, roéznicowaniu neurondw oraz jako regulator szlakow
neuroprzekaznikéw (Rogaev, 2005; Wang i wsp., 2014). Poziom ekspresji poszczegdlnych
miRNA jest r6zny zarowno dla odrgbnych struktur w moézgu (Olsen 1 wsp., 2009) jak 1 dla
poszczegdlnych czesci neuronu, co sugeruje ich funkcje w modulowaniu aktywnos$ci neurondw
(Chiui wsp., 2014). Co ciekawe, wykazano, ze miR-26a kontroluje wzrost aksonow poprzez

hamowanie aktywnosci GSK-3f (Lucci i wsp., 2020).

Pierwsze badania, pokazujace zwigzek miRNA z zachowaniem zwierzat zwigzane byly
z cyklem okotodobowym (Cheng i wsp., 2007). Wykazano istotng role miR-219 oraz miR-132
w procesie synchronizacji cyklu okotodobowego, poprzez regulacj¢ aktywnos$ci genow z nim
zwigzanych (Kinoshita i wsp., 2020). Gtowng strukturg w mozgu odpowiedzialng za regulacje
cyklu okotodobowego jest jadro nadskrzyzowaniowe (SCN) (Hastings i wsp., 2018).
Podstawowymi genami, ktorych produkty odpowiedzialne sg za regulacje¢ zegara biologicznego
sg geny Period (Perl, Per2 i Per3), produkt genu TIM: biatko TIMLESS oraz geny CLOCK
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(Dmitrzak-Weglarz i Pawlak, 2010). Wiele badan wskazuje, ze ekspresja gendw zwigzanych
z cyklem okotodobowym takich jak geny Period sg regulowane przez mMIRNA
(Kinoshita i wsp., 2020). Wykazano rowniez, ze gen Clock moze regulowaé poziom ekspresji
wielu miRNA (Wang i wsp., 2018). W SCN poziom ekspresji miR-219 ulega cyklicznym
zmianom, a jego nokaut powoduje wydtuzenie rytméw behawioralnych (Cheng i wsp., 2007).
Nalezy tutaj podkresli¢, ze regulacja ekspresji gendw zegara biologicznego jest rOwniez zalezna

od aktywnosci GSK-3f (Besing i wsp., 2015).

Zmiany w poziomie ekspresji miRNA moga wywola¢ zmiany w behawiorze zwierzat
(Chiu 1 wsp., 2014). Ciekawym przyktadem jest miR-690, ktorego zwickszony poziom
ekspresji w korze przedczotowej ograniczat reakcje na stres oceniang na podstawie zmian
behawioralnych. Myszy kontrolne, poddawane takim samym czynnikom stresowym miaty
mniejsza preferencj¢ spozycia sacharozy oraz dhuzszy czas bezruchu (Park i wsp., 2021).
Wykazano rowniez, ze miRNA sa istotnym elementem molekularnych mechanizmow uczenia
si¢ i pamigci (Konopka i wsp., 2010). Biorg udziat w powstawaniu nowych synaps, formowaniu
si¢ kolcow dendrytycznych i odgrywaja rolg w transmisji synaptycznej (Kiltschewskij i Cairns,
2019). Indukcja LTP powoduje zmiany w poziomie ekspresji miRNA w zakregcie zgbatym
hipokampa (Wibrand i wsp., 2010). Wykazano rowniez, ze miRNA moga regulowac translacje
gendéw zwigzanych z LTP, w tym podjednostek receptorow AMPA i NMDA oraz czynnikéw
transkrypcyjnych (Ryan i wsp., 2015).

2.3.3. Rola miRNA w zaburzeniach psychicznych

Istnieje szereg badan wykazujacych réznice w poziomie ekspresji miRNA
w zaburzeniach psychicznych (Camkurt i wsp., 2019; Issler i Chen, 2015; Luoni i Riva, 2016;
Narahari 1 wsp., 2017). Materiatem wyjsciowym do analiz, oprécz tkanki moézgowej

post mortem byty rowniez krew obwodowa 1 osocze, jako potencjalne zrodto biomarkerow.

Pierwszym dowodem, potwierdzajagcym istotng rolg potranskrypcyjnej regulacji
ekspresji gendw przez miRNA w CHAJ byly badania nad inhibitorem wychwytu zwrotnego
serotoniny — fluoksetyng. Zaobserwowano zwigkszenie poziomu ekspresji miR-16 po iniekcji
fluoksetyny do jadra szwu (ang. Raphe nuclei) myszy (Baudry i wsp., 2010). Ten sam zespo6t
badawczy wykazal, ze miR-16 posredniczy w neurogenezie w hipokampie dorostych myszy

(Launay i wsp., 2011). Analiza poziomu ekspresji miRNA w mdzgach post mortem pacjentow
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CHAJ wykazata obnizenie poziomu ekspresji wielu miIRNA (Smalheiser i wsp., 2012).
Zaobserwowano przy tym zwigkszenie ekspresji miR-139, miR-320 oraz miR-34, dla ktorych
potencjalnym targetem sa geny dla biatek SAT1 1 SMOX, ktérych obnizenie poziomu
obserwowano u samobdjcoOw z diagnozag CHAJ (Lopez i wsp., 2014). Zwiagzek CHAD ze
zmiang poziomu ekspresji miRNA potwierdzono po raz pierwszy po 16 dniach leczenia solami
litu pacjentéw, u ktorych zmienit si¢ poziom ekspresji czterech z trzynastu analizowanych
miRNA wzgledem kontroli (zdrowego rodzenstwa) (Chen i wsp., 2009). Obnizenie poziomu
ekspresji trzech miRNA: miR-499, miR-708 oraz miR-1908 zaobserwowano u pacjentow
CHAD w epizodzie depresyjnym wzgledem remisji (poprawy) (Banach i wsp., 2017).
W epizodzie manii, wykazano obnizenie ekspresji miR-134 w osoczu. U pacjentow, u ktorych
leczenie litem okazalo si¢ skuteczne, poziom ekspresji tego miRNA zwickszyt sie
(Rong i wsp., 2011). W materiale pobranym z kory przedczotowej post mortem od pacjentow
z CHAD 1 schizofrenig zaobserwowano zwigkszong ekspresje miR-137 wzgledem zdrowe;j
kontroli. Zaprezentowane dane stanowia jedynie czg$¢ danych literaturowych, wskazujgcych
na zwigzek zmienionej ekspresji miRNA z zaburzeniami psychicznymi takimi jak CHAIJ,
CHAD 1 schizofrenia, ktore sa szczegétowo opisane w wielu pracach przegladowych
(Camkurt i wsp., 2017; Geaghan i Cairns, 2015; Issler i Chen, 2015; Narahari i wsp., 2017;
Roy i wsp., 2020; Van Den Berg i wsp., 2020).

Zaprezentowane dane literaturowe wskazuja zarowno na wplyw aktywnosci GSK-33
jak i na zmiany w poziomie ekspresji miRNA w zaburzeniach psychicznych. Przestanki te byty
podstawa do szukania zwigzku miedzy zmianami w aktywnosci GSK-3 w modzgu oraz jej

wplywem na poziom ekspresji miRNA.
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3.

Hipotezy i cele

Hipotezy badawcze:

1. Wzmozona aktywno$¢ GSK-38 w komoérkach nerwowych hipokampa zaburza strukture

I funkcjonowanie synaps pobudzajacych.

. Wzmozona aktywno$¢ GSK-3B w komorkach nerwowych hipokampa wptywa na

ekspresje miRNA.

. Zmieniona ekspresja miR-221* wpltywa na strukture i funkcje synaps pobudzajgcych

w hipokampie.

Dalekosigznym celem pracy jest wyjasnienie roli GSK-3B w plastycznosci

synaptycznej. Pierwszym celem pracy byto zbadanie wptywu zwiekszonej aktywnosci GSK-33

na strukturg 1 funkcjonowanie neurondw. Drugim celem pracy byto wykazanie, ze molekularny

mechanizm dziatania GSK-3[3 opiera si¢ m.in. na regulacji ekspresji miRNA w neuronach.

W badaniach wykorzystano szereg metod badawczych: analizy mikroskopowe,

elektrofizjologiczne, sekwencjonowania nowej generacji oraz ilosciowej reakcji tancuchowej

polimerazy.

Cele szczegdlowe:

1. Okreslenie wptywu wzmozonej aktywnosci GSK-3B na strukture i funkcje synaps

pobudzajacych komoérek ziarnistych w zakrecie zebatym u mtodych, transgenicznych
myszy ze wzmozong aktywnoscig GSK-33 poprzez:
a) Analize morfologii kolcow dendrytycznych.

b) Analiz¢ pobudzajacego przekaznictwa synaptycznego (miniaturowych
pobudzajacych pradéw postsynaptycznych).

C) Analize obecno$ci milczacych synaps w szlaku drogi przeszywajacej do

komorek ziarnistych.

. Zbadanie wptywu wzmozonej aktywnosci GSK-3 na ekspresje miRNA w komoérkach

nerwowych hipokampa.

Okreslenie wplywu obnizonej ekspresji miR-221* na morfologi¢ kolcow
dendrytycznych 1 pobudzajace przekaznictwo synaptyczne w pierwotnej hodowli
hipokampalnej uzyskanej z myszy typu dzikiego, poniewaz obnizenie ekspresji tego

miRNA zaobserwowano u myszy ze wzmozong aktywnoscia GSK-3f3.
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4.  Materialy i metody

4.1. Odczynniki

Nazwa

1,2 pm czastki wolframu

Agaroza

Arabinozyd cytozyny (AraC)

Barwnik blonowy Dil (Nadchloran 1,1'- dioktadecylo-3,3,3',3'-
tetrametyloindokarbocyjaniny ('Dil"; DilC18(3)))

Barwnik interkalujacy: Midori Green

Boraks

Bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-
tetrazoliowy

Buforowana fosforanem sdl fizjologiczna (PBS) w tabletkach
Cysteina

Dimetylosulfotlenek DMSO

Etanol

GlutaMax, 100x

Kwas azotowy 65% czda

Kwas borowy

Kwas DL-2-amino-5-fosfonopentanowy (APV)
Laminina

Lipofektamina RNAIMAX

Marker wielkosci DNA: Benchtop 100 bp DNA ladder
Metanol

Odczynnik do zamykania preparatow mikroskopowych:
Fluoromount-G

Odczynniki do pomiaru ilosci 1 jakosci DNA: D1000
ScreenTape, D1000 Reagents
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Producent

ASI

BioShop Canada Inc.
Sigma-Aldrich

Invitrogen

Nippon Genetics Europe
GmbH

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

POCH S.A.

Gibco

Pol-aura

Pol-aura

Sigma-Aldrich

Roche

Thermo Fisher Scientific
Promega

POCH S.A.

SouthernBiotech

Agilent



Odczynniki do pomiaru ilosci i jakosci RNA: RNA ScreenTape,
RNA ScreenTape Ladder, RNA ScreenTape Sample Buffer

Papaina

Paraformaldehyd

Penicylina-streptomycyna (10,000 U/ml), 100x

Pikrotoksyna

Ptodowa surowica bydleca (FBS)

Poli-D-lizyna

Pozywka hodowalna: DMEM, high glucose, GlutaMAX™

Supplement, pyruvate

Pozywka hodowlana: Neurobasal A medium, minus phenol red

Roztwor D-(+)-glukozy 45% w H-0O, sterylny, do hodowli

komorkowych

Sacharoza >99.5%Sigma-Aldrich

Suplement B-27 (50x), bez surowicy

Srodek do usuwania Rnaz z powierzchni: RNaseZap® RNase
Decontamination Solution

Zréwnowazony roztwor soli Hanka (HBSS)

4.2. Komercyjne zestawy odczynnikow

Nazwa

Genomic Mini 250 izolacji

GoTaq® Master Mixes

MiniSeq High Output Reagent Kit (75-cycles)

PhiX Control v3
Rneasy Mini Kit

T4 RNA Ligase 2, Deletion Mutant

Agilent

Worthington Biochemical
Corp

BioChemica Panreac
AppliChem

Gibco

Sigma Aldrich

Gibco

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Gibco
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Gibco

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich

Producent
A&A
Biotechnology
Promega
[llumina
[llumina
QIAGEN

Lucigen



TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher Scientific
TagMan™ Fast Advanced Mastermix Thermo Fisher Scientific
TruSeq Small RNA Library Prep Kit -Set B (24 rxns) (Set B: [llumina

indexes 13-24)

4.3. Roztwory

Roztwor inkubacyjny

tzw. sztuczny ptyn mozgowo-rdzeniowy (aCSF) w mM: NaCl 125; KCI 2,5; NaH2POs 1,2;
CaCly 2,3; MgCl, 1,3; NaHCO3 25,9; glukoza 20; pH (7,3-7,4) utrzymywano poprzez

napowietrzanie karbogenem (mieszanina 95% Oz — 5% CO3).

Roztwory elektrodowe (ang. Internal solution) w mM

1. Do rejestracji  miniaturowych  postsynaptycznych  pradéw  pobudzajacych:
Cs-methanesulphonate 125; CsCl 10; EGTA 0,3; HEPES 10; MgATP 2; NaGTP 0,3
[mMM], pH =7,3; osmolarnos¢: 280-290 mOsm (Brown and Haas, 1999; Dietrich et al.,
2002).

2. Do badania obecnosci milczacych synaps: Cs-gluconate 130; HEPES 20; TEA-CI 3;
EGTA 0,4; Na;ATP 4; NaGTP 0,3; QX-314CIl 4 [mM], pH="7,0-7,1, osmolarno$¢:
290-295 mOsm (Beroun et al., 2018).
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4.4. Plan eksperymentow

Opisane w rozdziale metody zostaly wykorzystane do przeprowadzenia eksperymentow

zgodnie z zalozonym schematem (Ryc. 2).

Plan eksperymentow

Rola GSK-3B w dziataniu synaps

WT GSK3B[S9A]

Analiza ksztattu
kolcoéw dendrytycznych

Analiza elektrofizjologiczna
pobudzajacego przekaznictwa
synaptycznego

Myszy GSK-3B[S9A]
Komdrki ziarniste zakretu zebatego
Wiek: 3 tygodnie

Czesc I

Sekwencjonowanie dojrzalych i
prekursorowych miRNA
(System lllumina MiniSeq)

Wplyw wytypowanego miRNA na
strukture kolcoéw dendrytycznych i

Myszy GSK-3B[S9A] przekaznictwo synaptyczne
|zolacja RNA (hipokamp) Model: hipokampalna hodowla
Wiek: 5 miesiecy pierwotna

Rycina 2. Plan eksperymentow. Etapy realizacji celi szczegdtowych pracy.
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4.5. Zwierzeta

Wszystkie do§wiadczenia z wykorzystaniem zwierzat zostaly przeprowadzone zgodnie
z regulacjami i za zgoda 1 Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doswiadczen na Zwierzgtach
w Warszawie. Zwierzeta byly trzymane z dostgpem do wody i jedzenia ad libitum

w 12 godzinnym cyklu dnia i nocy.

4.5.1. Myszy transgeniczne GSK-3B[S9A]

Myszy transgenicznej linii GSK-33[S9A] szczepu FVB/N posiadajg modyfikowany gen
GSK-3B. Ekspresja tego konstruktu jest regulowana promotorem mysiego genu thy-1,
specyficznego dla neuronow i rozpoczyna si¢ 7 dnia po urodzeniu (Spittaels i wsp., 2002,
2000). Heterozygotyczne, transgeniczne samice myszy byly poréwnywane do samic myszy
Ztego samego miotu bedacych zwierzetami bez mutacji genetycznej, kontrolnymi, typu
dzikiego (WT).

Okreslenie genotypu myszy

DNA izolowano z fragmentow ogonow z wykorzystaniem zestawu do izolacji
genomowego DNA (A&A Biotechnology) zgodnie z instrukcja producenta. Tkanke
inkubowano w 50 °C/12h z proteinazag K w obecnosci buforu lizujagcego LT oraz buforu Tris.
Nastepnie korzystajac z kolumienek ze zlozem krzemionkowym dolaczonych do zestawu

oczyszczano DNA zgodnie z nastepujagcymi krokami:

1. Tkank¢ po nocnej inkubacji z proteinazg K worteksowano i wirowano przez 3 min
w 1300x g.

2. Supernatant naniesiono na kolumienki, wirowano przez 30 s w 1300x g.

3. Na kolumng dodano 400 ul buforu ptuczacego Al, wirowano przez 30 s w 1300x g.

4. Przesacz z probowki zbierajacej wylano, a na kolumng¢ dodano 350 ul buforu
pluczacego Al, wirowano przez 2 min w 1300x g.

5. Kolumny przeniesiono do nowych, wolnych od DNaz probowek typu eppendorf
0 objetosci 1,5 ml i natozono na nie 35 ul H,O wolnej od rybonukleaz, inkubowano
5 min w temperaturze pokojowej i wirowano przez 30 s w 1300x g.

6. Stezenie i czysto§¢ DNA zmierzono z wykorzystaniem spektofotometru NanoDrop

2000 (Thermo Fisher Scientific).
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Myszy genotypowano wykorzystujac metode reakcji tancuchowej polimerazy (PCR)
z wykorzystaniem starterow — przedni: 5'- CCACCACAGAATCCAAGTCG -3' oraz
wsteczny: 5 CTGCCGTCCTTGTCTCTGC 3’ oraz gotowej mieszaniny GoTag MasterMix

(Promega) w objetosci koncowej 25 pl. Profil temperaturowy reakcji:

1. Denaturacja wstepna: temp. 95°C, 10 min.
2. 30 cykli:
— Denaturacja: 95°C/6 s;
— Przylaczanie starterow: 61°C/16 s;
— Wydhuzanie tancucha: 72°C/30 s.
3. Koncowe wydtuzanie: 72°C/7 min.

Produkt reakcji poddano elektroforezie w 1% zelu agarozowym (Ryc. 10 Rozdziat 4.1).

4.6. Analiza morfologii kelcow dendrytycznych

4.6.1. Przygotowanie preparatow ze skrawkow moézgu

Zwierzgta usypiano poprzez dootrzewnowa iniekcje morbitalu (200 mg na 1 kg masy
ciala), i poddawano perfuzji transkardialnej roztworem soli fizjologicznej, a nastepnie 1,5%
roztworem paraformaldehydu. Mozgi wypreparowywano z czaszki 1 umieszczono
w 1,5% roztworze paraformaldehydu na 20 min, nastgpnie przektadano do lodowatego
roztworu soli fizjologicznej. Prawa potkule krojono w przekroju grzbietowym w zmrozonym
roztworze soli fizjologicznej na skrawki grubosci 130 pum, nastepnie wybarwiano skrawki
barwnikiem lipofilnym Dil z wykorzystaniem systemu GeneGun. Skrawki inkubowano przez

noc w 4% roztworze paraformaldehydu, nastgpnie przygotowano preparaty mikroskopowe.

4.6.2. Obrazowanie

Preparaty obrazowano przy pomocy mikroskopu konfokalnego LSM800 (Zeiss).
Uzywano obiektywu immersyjnego o powigkszeniu 63X z wykorzystaniem $wiatta lasera
0 dlugosci 561 nm dla barwnika Dil oraz 488 nm dla wyznakowanego fluorescencyjnie FAM
inhibitora miR-221* (Metody, 3.10.5). Uzyskano zdjecia w formacie tiff o rozdzielczosci
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1024x1024 pikseli. Wykonywano serie zdje¢ w osi z, oddalonych o 0,6 um, z koncowa

rozdzielczoscig 0,07 pm na piksel.

Parametry kolcow zostaly zmierzone przy uzyciu potautomatycznego skryptu
SpineMagic! (Ruszczycki i wsp., 2012). Skrypt ten pozwala na pomiar parametroéw takich jak
dhugo$¢, szerokos¢ 1 powierzchnia, zarowno dla catego kolca jak i dla poszczegdlnych jego
elementow (gtowka, szyjka; Ryc. 3). Nast¢pnie kolce zostalty podzielone na trzy kategorie:
grzybkowate, dtugie oraz przysadziste z wykorzystaniem skryptu napisanego w jezyku Python
(Jasinska i wsp., 2016).

W skrawkach analizowany byt rozklad procentowy kolcow wedlug ich ksztattu
w komorkach ziarnistych zakrgtu zebatego hipokampa miedzy dwoma grupami: myszy
transgeniczne z nadekspresja GSK-3B[S9A] oraz myszy bez mutacji genetycznej (grupa
kontrolna - rodzenstwo). Z kazdego skrawka wybrano jedng komorke, aby unikngé
analizowania dendrytow pochodzacych z tych samych neuronow. Tabela 1 przedstawia liczbe

analizowanych myszy, komorek oraz kolcoéw dendrytycznych.

Tabela 1. Liczba analizowanych osobnikow, komodrek oraz kolcoOw dendrytycznych
w do$wiadczeniu. Grupa kontrolna to zwierzeta bez mutacji genetycznej, uzyskane z tych

samych miotow co osobniki transgeniczne. Analizowano od 2-4 komoérek w jednym osobniku.

Grupa Liczba osobnikow Liczba komoérek Liczba kolcow
(N) (n)

Myszy GSK-3B[S9A] 6 21 1537

Grupa kontrolna 9 34 3165
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® ' Spine Magick! =

Rycina 3. Zdjecie prezentuje analize dendrytu w programie SpineMagicl. Do analiz
przygotowano zdjecia o wartosci piksela = 0,07 um — dendryt; niebieska linia —
kontury kolcow dendrytycznych; fioletowa linia — dlugos¢ kolcow dendrytycznych;

— gtowka kolca dendrytycznego; — podstawa kolca dendrytycznego.

4.7. Rejestracja technika whole-cell patch-clamp

W celu analizy zmian funkcjonalnych na poziomie przekaZnictwa synaptycznego
zastosowano technike rejestracji  elektrofizjologicznej =z pojedynczych neurondéw
(ang. whole-cell patch-clamp) w hodowlach komérkowych lub w preparatach mozgowych

utrzymywanych przyzyciowo in vitro.
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4.7.1. Przygotowanie preparatu mézgowego utrzymywanego przyzyciowo

Do anestezji myszy wykorzystano podany wziewnie izofluran w dawce 2-5%
i uSmiercano przez dekapitacje po utracie przytomno$ci. Nastepnie otwierano czaszke
I wyjmowano mézg. Mozg natychmiast cigto na skrawki o grubosci 350 um przy pomocy
mikrotomu z wibrujacym ostrzem (Leica). Mozg krojono w dwoch plaszczyznach, w celu
rejestracji mEPSC przygotowano preparaty w przekroju czotowym (Ryc. 4A) natomiast do
badania obecno$ci milczacych synaps przygotowano preparaty w przekroju strzatkowym
(Ryc. 4B). Tak przygotowane preparaty inkubowano w aCSF w temperaturze 32°C. Do

doswiadczen wybierano preparaty z dobrze widocznym zakrgtem zgbatym.

A B
Anterior Dorsal

Ventral <—I—b Dorsal .y Anterior <—I—> Posterior
Posterior Ventral

Rycina 4. Schemat plaszczyzn cigcia mozgu do doswiadczen elektrofizjologicznych.
A. Plaszczyzna cigcia w przekroju czotowym wykorzystana do rejestracji mEPSC.
B. Plaszczyzna cigcia w przekroju strzatkowym wykorzystana do rejestracji milczacych

synaps.
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4.7.2. Rejestracja elektrofizjologiczna z pojedynczych neuronow technika whole-cell

patch-clamp

Do rejestracji wykorzystywano szklane elektrody, o oporze 3-5 MQ wypetnione
odpowiednim roztworem elektrodowym. Do analizy mEPSCs uzyto roztworu (1) oraz do badan
obecno$ci milczacych synaps uzyto roztworu (2), szczegotowy sktad opisano w podrozdziale
3.3. Roztwory. Sktad roztworow wybrano na podstawie danych literaturowych
(Beroun i wsp., 2018; Brown i Haas, 1999; Dietrich i wsp., 2002). Szklang elektrode
umieszczano na powierzchni neuronu pod kontrolg wzrokowa i doprowadzano do powstania

ztacza wysokooporowego (ang. gigaseal), a nastgpnie btong neuronu przerywano.

Nagrania zostaty przeprowadzone przy uzyciu wzmacniacza Axon Multiclamp 700B,
sygnat analogowy zostat przepisany na cyfrowy z wykorzystaniem 1550B Digidata oraz
oprogramowania Clampex. Sygnal byt filtrowany z czgstotliwoscia 2 kHz 1 probkowany
z czestotliwoscig 20 kHz. Do analizy wybierano rejestracje, ktorych opdr dostepowy Racc
(ang. access resistance) byt stabilny i wynosit ponizej 20 MQ. Nagrania analizowano

w programie Clampfit.

4.7.3. Nagrania miniaturowych pradow postsynaptycznych

Miniaturowe pobudzajgce prady postsynaptyczne (mEPSC) w komorkach ziarnistych
zakretu zebatego nagrywano w trybie stabilizacji napiecia (ang. voltage-clamp) utrzymujac
potencjat blonowy komoérki w -70 mV. Rejestracje wykonywano w obecnosci tetrodotoksyny
(TTX, 1 uM) w celu zablokowania kanaléw sodowych i zapobiegnieciu powstawania
potencjaléw czynnosSciowych oraz w obecnosci pikrotoksyny (50 puM), ktéra blokuje
aktywno$¢ receptorow GABAAa. Analizowano dwa parametry: amplitude pojedynczych
zdarzeh MEPSC wywotanych spontanicznym uwolnieniem neuroprzekaznika oraz interwaty

czasowe migdzy zdarzeniami (Ryc. 5).
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Rejestracja

Rycina 5. Preparat moézgowy utrzymywany przyzyciowo w przekroju grzbietowym
z widocznym zakrgtem zgbatym. Ramka wskazuje na obszar umieszczania elektrody

rejestrujace;.

4.7.4. Nagrania milczacych synaps

Udziatl (%) milczacych synaps w transmisji synaptycznej miedzy droga przeszywajaca
(ang. perforant pathway), a komoérkami zgbatymi nagrywano w trybie voltage-clamp w
obecnosci pikrotoksyny (50 uM). Stymulowano wtokna presynaptyczne drogi przeszywajacej
zgodnie ze schematem przedstawionym na rycinie 6, wykorzystujac do tego celu szklang
elektrod¢ wypelniong aCSF. Zastosowano protok6ét minimalnej stymulacji, w ktorym
intensywno$¢ impulsu elektrycznego (czas trwania 0,2 ms) byla dopasowana tak, aby
uzyskiwac¢ zarowno odpowiedzi postsynaptyczne jak i brak odpowiedzi. W celu nagrania
odpowiedzi receptorow AMPA potencjat btonowy komorki utrzymywano w -60 mV, natomiast
dla odpowiedzi NMDA w +45 mV. Wykonano 20-40 powtorzen stymulacji W obu potencjatach

i dla kazdego potencjalu wyliczono tzw. wskaznik niepowodzen (ang. failure rates). Jest to
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stosunek liczby stymulacji, ktora nie wywotata odpowiedzi postsynaptycznej do calkowitej
liczby stymulacji. Procent (udziat) milczacych synaps w puli synaptycznej zostat obliczony

zgodnie ze wzorem:
% milczacych synaps = 1-InF.eomv/INF+a5mv,

gdzie Fesmv oOraz Fusmv sa  wskaznikami  niepowodzen (ang. failure rates)

w odpowiednio -60 mV oraz +45 mV (Beroun i wsp., 2018).

Stymulacja

Rejestracja
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Rycina 6. Schemat umieszczenia elektrod do rejestracji obecnosci milczacych synaps. Zdjgcie

przedstawia zakret zebaty hipokampa w trakcie rejestracji, strzatki wskazujg na zakonczenia

elektrod: stymulujacej i rejestrujacej. Na przyblizeniu 40x widzimy rejestrowang komorke.
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4.8. Sekwencjonowanie nowej generacji

Do analizy zmian w poziomie ekspresji miRNA pod wptywem wzmozonej aktywnosci
GSK-33 u myszy transgenicznych linii GSK-3B[S9A] wykorzystano metodg
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) na aparacie MiniSeq (Illumina) polegajaca na
sekwencjonowaniu przez synteze (ang. sequencing by synthesis) i obejmujaca dwa etapy:
przygotowanie bibliotek cDNA oraz sekwencjonowanie. Biblioteki przygotowano z uzyciem
zestawu TruSeq Small RNA, w ktérym materiat wyjsciowy (RN A) podlegat ligacji z adapterami
5’13’, nastepnie syntezie cDNA oraz dodaniu indekséw, umozliwiajacych identyfikacje probki
za pomocg PCR. Sekwencjonowanie odbyto si¢ przy uzyciu nukleotydu znakowanego
fluorescencyjnie (Ambardar i wsp., 2016). Rycina 7 prezentuje poszczegdlne etapy

sekwencjonowania.

Materiat RNA wyizolowany z mysich hipokampéw linii GSK-3B[S9A]:

Izolacja RNA
) osobniki o genotypie dzikim oraz transgenicznym.

Prztgczenie Adaptery pozwalajg na identyfikacje krétkoczgsteczkowych RNA i poddanie ich
adapterow odwrotnej transkrypciji.

Odwrotna Przepisaniu na cDNA ulegajg wytacznie czgsteczki RNA z przytaczonymi adapterami
transkrypcja na korficach 3'i 5.

Wstepna Wstepna amplifikacja otrzymanego cDNA w reakcji PCR.
amplifikacja Probki oznakowano za pomocg indeksow znakujacych.

Oczyszczanie Oczyszczenie cDNA z zanieczyszczen (diugie czasteczki RNA, ktére nie ulegty
cDNA odwrotnej transkrypcji) oraz zaggszczenie proby.

Nogirgﬁncl:tzeakqa Otrzymanie biblioteki o stezeniu 10 nM.

Dodanie Kontrola PhiX : gotowa, komercyjna kontrola jakosci bibliotek, wykorzystywana w
kontroli Phix sekwencjonowaniu.

Sekwencjo- Po zakonczeniu reakcji z aparatu MiniSeq pobrano dane FastQ oraz raporty
nowanie sekwencjonowania.

Analiza
danych

Analize danych pochodzgcych z sekwencjonowania przeprowadzono przy uzyciu
aplikacji: llumina BaseSpace App: Small RNA, Version 1.0.1.

Rycina 7. Etapy sekwencjonowania miRNA w mysim hipokampie. Sekwencjonowanie
przeprowadzone samodzielnie w Zakladzie Genetyki w Psychiatrii oraz Pracowni Badan

Molekularnych i Komoérkowych pod opieka prof. dr hab. n. med. Aleksandry Szczepankiewicz.
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4.8.1. 1zolacja RNA

RNA z hipokampow transgenicznych myszy GSK-3B[S9A] (N=3) oraz rodzenstwa
nietransgenicznego, WT (N=3) wyizolowano z wykorzystaniem zestawu RNeasy®Mini Kit
(QIAGEN) zgodnie z instrukcja producenta. Przed izolacja wszystkie powierzchnie zostaty
oczyszczone 70% etanolem oraz ptynem neutralizujacym dzialanie RNaz: RNaze Zap

(Sigma-Aldrich). Izolacja obejmowata nastepujgce etapy:

1. Homogenizacja hipokampa w 1 ml buforu lizujacego RLT w szklanym
homogenizatorze, uzyskany homogenat przelano do probowki o objetosci 2 ml typu
eppendorf, wirowano przez 3 min przy maksymalnej predkosci.

2. 800 pl supernatantu przelano do nowej probowki o objetosci 2 ml typu eppendorf,
i dodano 800 ul zmrozonego 70% etanolu, zmieszano. Mieszaning naniesiono na
kolumng RNeasy Mini spin umieszczong w proboéwce zbierajacej o objetosci 2 ml;
wirowano przez 15 s w 8000x g. Przesacz z probowki zbierajgcej wylano.

3. Na kolumn¢ RNeasy Mini spin natozono 700 ul buforu pluczacego RPE; wirowano
przez 15 s w 8000x g. Przesacz z probdwki zbierajacej wylano.

4. Na kolumng RNeasy Mini spin natozono 500 ul buforu pluczacego RW1; wirowano
przez 15 s w 8000x g. Przesacz z probowki zbierajacej wylano.

5. Na kolumng RNeasy Mini spin natozono 500 pl buforu pluczacego RW1; wirowano
przez 2 min w 8000x g.

6. Umieszczono kolumne RNeasy Mini spin w nowej probowce o objetosci 1,5 ml typu
eppendorf i dodano 35 pl wody wolnej od RNaz bezposrednio na membrang kolumny.

Wirowano przez 1 min w 8000x g.

Stezenie 1 czysto$¢ wyizolowanego RNA oceniono przy uzyciu spektrofotometru
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Preparaty zamrozono i przestano w suchym lodzie

do Zaktadu Genetyki w Psychiatrii w Poznaniu, do dalszej analizy.

4.8.2. Przygotowanie biblioteki

Analiza jakosciowa RNA

Przed reakcja sekwencjonowania okreslono integralno§¢ probek RNA wykorzystujac

metode automatycznej elektroforezy zelowej na bioanalizatorze TapeStation 2200 (Agilent).
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Technika ta pozwala na ocen¢ integralnosci probki RNA (RIN), przyjmujacego wartosci
od 0 do 10, gdzie 10 oznacza niezdegradowany RNA (Schroeder i wsp., 2006). Wartos¢
parametru RIN dla analizowanych probek miescita si¢ w przedziale RIN = 7-9. Do analizy
wykorzystano dedykowane odczynniki: RNA ScreenTape Sample Buffer (bufor do probek

RNA) oraz RNA ScreenTape Ladder, analiza przebiegata zgodnie z nastgpujacymi krokami:

1. Zmieszano 5 ul buforu do probek RNA z 1 pl markeru wielkosci (RNA ScreenTape
Ladder).

2. Zmieszano 5 pl buforu do probek RNA z 1 ul probek RNA.

3. Worteksowano i krétko wirowano.

4. Podgrzano roztwor zawierajacy marker wielkosci oraz probki w gotowych
mieszaninach w 72°C przez 3 min w celu denaturacji, a nastgpnie umieszczono na lodzie
na 2 min.

5. Prébki umieszczono w urzadzeniu 2200 TapeStation i przeprowadzono analizg

jakosciowa probek.

Analiza ilosciowa RNA

Stezenie RNA zostalo okreslone z wykorzystaniem fluorymetru Quantus (Promega)

z wykorzystaniem barwnika QuantiFluor dye zgodnie z instrukcjg producenta:

1. Rozcienczono 400 x barwnik fluorescencyjny QuantiFluor w buforze TE (bufor Tris-
EDTA, dotagczony do zestawu).

2. Rozpipetowano po 200 pl rozcienczonego barwnika QuantiFluor i dodano po 5 pl
standardéw o wysokim (high) i niskim (low) st¢zeniu, oraz po 1 pul probek; wymieszano
przez pipetowanie.

3. Inkubowano przez 5 min w ciemnosci.

4. Pomiary wykonano stosujac protokot ,,RNA” (protokotem pomiaru specyficzny dla
RNA w czytniku).

Do przygotowania biblioteki wykorzystano 1ug RNA w 5 ul H20.
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Przylaczanie adapterow

Pierwszym krokiem przygotowania biblioteki dla zestawu TrueSeq Small RNA Library
Prep Kit zgodnie z protokotem producenta byto przylaczanie adapterow do sekwencji RNA.
Adaptery te sa sekwencjami rozpoznawanymi w trakcie klastrowania krotkoczasteczkowych
RNA i poddanie ich odwrotnej transkrypcji. Ligacja odbywa si¢ kolejno dla adaptera 3’ oraz

5’ RNA. Przylaczanie przebiegato zgodnie ze schematem:

1. Do otrzymanego w poprzednim kroku roztworu RNA (1 pg/5 ul H20) dodano 1pl
Adaptera 3° RNA (RA3), mieszano przez pipetowanie i inkubowano w 70°C przez
2 min; probki umieszczono na lodzie.

2. Nastepnie przygotowano mieszanine reakcyjng sktadajaca si¢ z 2 pl buforu ligacyjnego,
1 pl inhibitora RNaz oraz 1 pl ligazy RNA T4 (Lucigen), ktora dodano do probek
zRNA i RA3 i inkubowano w 28°C przez 1h. Po tym czasie dodano do probek 1 ul
roztworu zatrzymujgcego reakcje Stop Solution i inkubowano w 28°C przez 15 min;
przetozono je na lod.

3. 1,1 x N prob [ul] Adaptera 5° RNA (RAS) inkubowano w 70°C przez 2 min, nastgpnie
umieszczono na lodzie.

4. Do RAS5 dodano 1,1 x N prob [ul] 10 mM ATP, zmieszano.

5. Dodano 1,1 x N prob [ul] Ligazy RNA T4 do mieszaniny RAS5 i ATP, zmieszano
i dodano po 3 pl do probowek z poszczegdlnymi probkami z punktu 2; zmieszano.

6. Inkubowano w 28°C przez 1h; umieszczono na lodzie.

Odwrotna transkrypcja

Probki RNA po przylaczeniu adapterow 3’ oraz 5° poddano reakcji odwrotnej
transkrypcji. Przepisaniu na cDNA ulegaja wylacznie czgsteczki RNA z przylaczonymi
adapterami na koncach 3’ i1 5°. Pierwszym krokiem bylo dodanie do 6 pul bibliotek RNA 1 ul
startera odwrotnej transkrypcji RNA RT Primer i inkubacja w 70°C przez 2 min. Po tym czasie
probki przelozono na 16d i dodano mieszaning reakcyjnej (Tab. 2). Tak przygotowane probki

inkubowano w 50°C przez 1h, a nast¢pnie przetozono je na 16d.
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Tabela 2. Sktadniki reakcji odwrotnej transkrypcji wchodzace w sktad gotowego zestawu od

producenta.
Odczynnik Objetos¢ [pl] na 1 reakceje
5x bufor: First Strand Buffer 2
12,5 mM mieszanina dNTP 0,5
100 nM DTT 1
Inhibitor RNaz 1
odwrotna transkryptaza 6,6

Wstepna amplifikacja bibliotek oraz przylaczanie indeksdéw roznicujacych probki

Przed sekwencjonowaniem otrzymany cDNA poddano amplifikacji w reakcji PCR,
by doda¢ sekwencje indeksow umozliwiajacych identyfikacj¢ poszczegélnych probek
z wykorzystaniem indekséw RPIX. Przygotowano mieszaning reakcyjng dla kazdej probki
osobno sktadajacej sie¢ z: wody (8,5 pul), gotowej mieszaniny PCR: PML(25 pl), starteru reakcji
PCR: RP1 (2 pl) oraz indeksow znakujacych RPIX (2 pl) i zmieszano z produktem odwrotnej
transkrypcji z poprzedniego etapu. Nastgpnie przeprowadzono reakcje w termocyklerze

o profilu termicznym:

— denaturacja wstepna: 95°C/30 s,

— amplifikacja w 11 cyklach: 95°C/10 s - 60°C/30 s - 72°C/15 s,
— 72°C/10 min,

— 4°C.
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4.8.3. Oczyszczenie biblioteki

Wycinanie bibliotek z zelu

Do przeprowadzenia reakcji sekwencjonowania z maksymalng wydajno$cig istotnym
krokiem jest oczyszczenie bibliotek cDNA z niespecyficznych fragmentow, powstatych po
amplifikacji np. dlugich czgsteczek RNA, ktore nie ulegty odwrotnej transkrypcji. W tym celu
wykorzystano komercyjny zestaw gotowych zeli agarozowych (Novex) oraz dedykowanego
buforu TBE (Novex). Do odpowiednich kieszeni naniesiono proby cDNA oraz markery
wielkosci Custom RNA Ladder (CRL) i High Resolution Ladder (HRL). Elektroforeze
przeprowadzono w warunkach 145 V przez 60 min. Po skonczonej elektroforezie zele wyjeto
z kaset i wybarwiono roztworem 10 mg/ml bromku etydyny (Invitrogen) rozcienczonego 2000x
w wodzie. Prazki na zelu wizualizowano korzystajac z transluminatora, w celu wyciecia z zelu
prazkéw o dlugosci 145-160 nt, odpowiadajacych bibliotekom cDNA specyficznym dla
dojrzaltych miRNA (Ryc. 16, Rozdziat 4.5.1).

Oczyszczanie cDNA z Zelu przebiegalo zgodnie z kolejnymi krokami:

1. Wyciete fragmenty zelu umieszczono w kolumnach do oczyszczania DNA z zelu: Gel
breaker, a te umieszczono w probowce 2 ml wolnej od DNaz i RNaz i wirowano
w 20 000x g przez 2 min w temperaturze pokojowej.

2. Po wirowaniu usunig¢to proboéwki Gel breaker, a do osadu w probéwce 2 ml pozostatego
po wirowaniu dodano 300 ul H>O i umieszczono w termobloku z wytrzasaniem w temp.
21°C na 2h przy 550 rpm.

3. Nastepnie probki przefiltrowano naktadajac je na filtr o porach $rednicy 5 pm i wirujac
przy 600x g przez 10 s.

4. Eluowano cDNA poprzez dodanie mieszaniny 2 pl glikogenu, 30 pul 3M NaOAc (octan
sodu) oraz 975 ul 100% etanolu. Probki wirowano w 20 000 x g przez 20 min w 4°C.

5. Usunigto supernatant i przemyto osad cDNA 500 ul 70% etanolem, nastgpnie wirowano
w 20 000x g przez 2 min w 4°C.

6. Usunieto supernatant i suszono osad cDNA w bloku termicznym nagrzanym do 37°C
przez 7 min.

7. Zawieszono osad cDNA w 10ul 10 mM roztworze Tris-HCI, pH = 8,5 (Teknova).

8. Po zawieszeniu osadu wytrzasano proby w bloku termicznym nagrzanym do 21°C przez

10 min przy 300 rpm.
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Analiza jakosci oczyszczonych bibliotek cDNA

Do oceny specyficznos$ci otrzymanych bibliotek cDNA wykorzystano bioanalizator
TapeStation HSD1000 (Agilent). Analiza pozwala ocenié, czy w oczyszczonej probie cDNA
znajduja si¢ miRNA oraz krotkoczasteczkowe RNA z przytaczonymi adapterami w formie
produktow odwrotnej transkrypcji na podstawie ich dlugosci. Ich obecnos$¢ jest widoczna
W postaci prazka na wysokosci ok. 145-160 nt (Ryc. 17, Rozdzial 4.5.1). Do analizy
wykorzystano zestawy odczynnikow: High Sensitivity D1000 ScreenTape oraz High Sensitivity
D1000 Reagents (w sktad ktérego wchodzi marker wielkosci DNA w zakresie 35-1000 nt oraz
bufor do rozcienczen). Przed pomiarem rozcienczono marker wielkos$ci oraz probki cDNA
za pomocg buforu High Sensitivity D1000 (1:1) otrzymujac objetos¢ koncowa 4 pl, zgodnie

z instrukcja producenta. Probki przed pomiarem worteksowano i krotko wirowano.

Pomiar ilosci oczyszczonych bibliotek cDNA z wykorzystaniem fluorymetru

Do wykonania pomiaru st¢zenia oczyszczonych bibliotek ¢cDNA wykorzystano
fluorymetr Quantus. Pomiaru dokonano zgodnie z instrukcja producenta rozcienczajac barwnik
QuantiFluor 1x TE (1:400), uzyskujac 200 ul objetosci koncowej do pomiaru dla jednej probki.
Do rozcienczonego barwnika dodano odpowiednio 2 ul standardow lub 1 pl analizowanej
probki. Wymieszano przez pipetowanie i inkubowano 5 min w ciemnosci. Pomiaru dokonano

korzystajac z parametréow fluorymetru dla dsDNA.

4.8.4. Przygotowanie znormalizowanych bibliotek do sekwencjonowania

Rozcienczenie 1 denaturacja bibliotek:

1. Przygotowano $wieze rozcienczenie 0,1 N NaOH
2. Rozcienczono biblioteki cDNA z wykorzystaniem buforu ETB, uwzgledniajac mase

molowa biblioteki, zgodnie z zatozeniem, Ze jedna zasada to 660 ng, uzywajac wzoru:

_ G nM)
xpl = 10 nM Sul,

gdzie:

X — objetos¢ buforu ETB, y — stezenie molowe biblioteki.
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Otrzymano biblioteki o stezeniu 10 nM.

3. Zmieszano 5 ul biblioteki kazdej z probek w nowej probowce 0,2 ml (ang. Pooling
library).

4. 5 pl mieszaniny bibliotek rozcienczono w 45 pl buforu EBT, worteksowano i wirowano
w 280x g przez 1 min. Otrzymano mieszaning bibliotek o stezeniu 1 nM.

5. Denaturacja: do 5 pul 1 nM mieszaniny bibliotek dodano 5 pl 0,1 N NaOH w nowej
probéwce typu eppendorf (1,5 ml), worteksowano i wirowano w 280x g przez 1 min.

6. Do zdenaturowanej biblioteki dodano 5 ul 200 mM buforu Tris-HCI, ph= 7,0;
worteksowano i wirowano w 280x g przez 1 min.

7. Dodano 985 ul buforu hybrydyzacyjnego HT1 (element zestawu MiniSeq) do
probowki z kroku 6, otrzymujac stezenie 5 pM (koncowa objetos¢ 1 ml),
worteksowano i wirowano w 280x g przez 1 min.

Denaturacja i rozcienczenie kontroli PhiX

Kontrola PhiX (ang. PhiX Control) (Illumina) jest to gotowa, komercyjna kontrola
jakosci na etapie tworzenia klastrow, sekwencjonowania i mapowania, wykorzystywana
w sekwencjonowaniu. Biblioteka pochodzi z matego, dobrze scharakteryzowanego genomu

bakteriofaga PhiX. Przygotowanie kontroli PhiX obejmowato nastepujace kroki:

1. Przygotowano 25 pl 4 nM rozcienczenia kontroli PhiX w buforze ETB, worteksowano
i krotko wirowano.

2. Denaturacja: w nowej probowce 1,5 ml zmieszano 5 pl 4 nM rozcienczenia kontroli
PhiX z 5 ul 0,1 N NaOH, worteksowano i krotko wirowano. Inkubowano
w temperaturze pokojowej 5 min.

3. Dodano 5 ul 200 mM buforu Tris-HCI, ph= 7,0, otrzymujac koncowa objetosé 15 pul.

4. Dodano 985 ul buforu hybrydyzacyjnego HT1 (element zestawu MiniSeq) do probowki
z kroku 3, otrzymujac stezenie 20 pM (koncowa objetos¢ 1 ml), worteksowano.

5. Rozcienczono zdenaturowang kontrole 20 pM PhiX w buforze hybrydyzacyjnym,
otrzymujac stezenie 1,8 pM w koncowej objetosci 500 pl. Wymieszano przez inwersje

i wirowano w 280 x g przez 1 min.
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4.8.5. Polaczenie biblioteki z kontrola PhiX

Do mieszaniny bibliotek cDNA dodano 10% objetosci kontroli PhiX, obj¢tosé koncowa
500 pl. Tak przygotowang biblioteke natozono do dedykowanego zestawu odczynnikow
w formie kasety z odczynnikami do sekwencjonowania — Reagent cartridge (Illumina). Kasetg
umieszczono w aparacie MiniSeq (Illumina) i rozpoczgto reakcje sekwencjonowania.
Po zakonczeniu reakcji z aparatu MiniSeq pobrano dane surowe w formacie FastQ oraz raport

sekwencjonowania.

4.8.6. Analiza danych z NGS

Analize danych pochodzacych z sekwencjonowania przeprowadzono przy uzyciu
aplikacji: lllumina BaseSpace App: Small RNA, Version 1.0.1. Wykorzystuje ona algorytm
Bowtie do mapowania odczytow do sekwencji referencyjnej oraz algorytm DESeq2 do analizy
roznic w poziomie ekspresji migdzy badanymi probami (Small RNA v1.0 BaseSpace App
Guide).

4.9. Analiza ilo$ci wybranych miRNA z wykorzystaniem ilosciowego PCR

4.9.1. Synteza cDNA wraz ze wstepna amplifikacja

Synteze cDNA przeprowadzono z uzyciem komercyjnego zestawu TagMan™
Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (LifeTechnologies) zgodnie z instrukcja producenta.
Zestaw wykorzystuje poliadenylacje konca 3’ oraz ligacje adaptora do konca 5° w celu
wydtuzenia obecnych w prébce dojrzatych miRNA na kazdym koncu przed odwrotng
transkrypcja. Startery wykorzystane w zestawie rozpoznaja t¢ sekwencje na przedtuzonych
koncach 3’ oraz 5’ dojrzatych miRNA. W ten sposob wszystkie dojrzate miRNA w probce
ulegaja odwrotnej transkrypcji. Otrzymane cDNA zostalo poddane wstgpnej amplifikacji

i rozcienczone w stosunku 1:10 przed reakcjg qPCR.

Przed reakcja odwrotnej transkrypcji przygotowano probki RNA w stezeniu 5 ng/pl.

Poszczegolne reakcje przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf).
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Etapy reakcji odwrotnej transkrypcji:

1. Poliadenylacja konca 3’

Do mieszaniny reakcyjnej w objetosci koncowej 3 pul dodano 2 pl rozcienczonego RNA.
Sktad mieszaniny przedstawia tabela 3. Reakcje poliadenylacji przeprowadzono
w termocyklerze z nastepujacym profilem czasowo/temperaturowym: poliadenylacja:
37°C/45 min; zatrzymanie reakcji 65°C/10 min. Probki utrzymywano w temperaturze 4°C do

momentu rozpoczecia kolejnego etapu.

Tabela 3. Sktadniki reakcji poliadenylacji.

Odczynnik Objetos¢ [ul] na 1 reakcje
10x bufor Poly(A) 0,5
ATP 0,5
Enzym: Poly(A) 0,3
Woda wolna od RNaz 1,7
2 3

2. Ligacja adaptora na koncu 5’

Przygotowano mieszaning do ligacji (tab. 4) i dodano po 10 ul do probowek po reakcji
poliadenylacji. Reakcje ligacji przeprowadzono w 16°C/60 min. Probki trzymano w 4°C do

momentu rozpoczecia kolejnego etapu.
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Tabela 4. Sktadniki reakcji ligacji adaptora.

Odczynnik Objetos¢ [ul] na 1 prébke
5x Bufor do ligazy DNA 3
50% PEG 8000 4,5
25x Adaptor 0,6
Ligaza RNA 1,5
Woda wolna od RNaz 0,4
5 10

3. Odwrotna transkrypcja

Przygotowano mieszaning reakcyjna do odwrotnej transkrypcji zgodnie z protokotem
producenta i dodano ja do probek po ligacji adapterow. Tabela 5 przedstawia warunki reakcji
odwrotnej transkrypcji na jedna reakcje oraz profil temperaturowy reakcji. Zostala ona

przeprowadzona w objetosci koncowej 30 ul w aparacie MasterCycler®ep (Eppendorf).
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Tabela 5. Sktadniki reakcji odwrotnej transkrypcji oraz profil temperaturowy.

Odczynnik Objetos¢ [ul] na 1 prébke
5x bufor do odwrotnej transkrypcji 6
Mieszanina dNTP 1,2
20x Uniwersalny starter do odwrotnej 1,5
transkrypcji
10x enzym do odwrotnej transkrypcji 3
Woda wolna od RNaz 3,3
2 15

Profil temperaturowy

Temperatura [°C] Czas [min]
42 15
85 5
4 ©

4. Wstepna amplifikacja

Reakcje wstepnej amplifikacji przeprowadzono w termocyklerze z nastepujacym
profilem czasowo/temperaturowym: aktywacja enzymu w 95°C/5 min, denaturacja w 95°C/3 s
oraz synteza w 60°C/30 s w 14 cyklach reakcyjnych. Inaktywacja enzymu odbyta si¢
w 99°C/10 min. Po zakonczeniu programu, probki byly przechowywane w -20°C do dalszych

analiz. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawia tabela 6.
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Tabela 6. Sktadniki reakcji wstepnej amplifikacji.

Odczynnik Objetos¢ [ul] na 1 prébke
2X miR-Amp Master Mix 25
20x miR-Amp Primer Mix 2,5
Woda wolna od RNaz 17,5
2 45

4.9.2. Analiza przyrostu produktu w czasie rzeczywistym.

W reakcji Real-time PCR zastosowano komercyjnie dostepne sondy TagMan™
Advanced miRNA Assay (LifeTechnologies):

— miR-221-5p (Sekwencja miRNA: ACCUGGCAUACAAUGUAGAUUUCUGU)
— miR-186-5p (Sekwencja miRNA: CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU)

— miR-129-1-3p (Sekwencja miRNA: AAGCCCUUACCCCAAAAAGUAU)

— miR-145a-5p (Sekwencja miRNA: GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU)

oraz mieszaning reakcyjng TagMan™ Fast Advanced Master Mix (LifeTechnologies)
dedykowang dla tego typu sond. Mieszaning reakcyjng przygotowano zgodnie z protokotem

producenta i dodano materiat cDNA po wstepnej amplifikacji rozcienczony w stosunku 1:10.

Reakcje przeprowadzono w 96-dotkowych ptytkach w objetosci koncowej 20 pl
w 3 powtdrzeniach dla kazdego analizowanego miRNA w termocyklerze StepOnePlus™

Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Profil czasowo/temperaturowy:

1. Aktywacja polimerazy 20 s/95°C,
2. 40 cykli reakcyjnych:

— denaturacja 95°C/1 s

— synteza 60°C/20 s.
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Eksperyment znormalizowano wzgledem $redniej geometrycznej z dwoch

referencyjnych miRNA wytypowanych z analizy NGS sposérod 3 kandydujacych miRNA:

— let-7d-5p 5p (Mature miRNA Sequence: AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU)
— let-7g-5p (Mature miRNA Sequence: UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU)
— miR-9-3p (Mature miRNA Sequence: AUAAAGCUAGAUAACCGAAAGU).

Analize¢ przyrostu produktu oceniano poprzez pomiar intensywnos$ci fluorescencji
sondy, natomiast do analizy ekspresji wybranych gendw uzyto metody komparatywnej 2-24¢T,
Wyniki przedstawiono jako rdznice poziomu ekspresji badanego miRNA miedzy probami

badanymi a probg referencyjna.

4.10. Pierwotna hodowla komorek nerwowych hipokampa

4.10.1 Przygotowanie szkielek

Szkietka nakrywkowe hodowlane o $rednicy 18 mm odtluszczono 72h kapiela w 65%
kwasie azotowym. Nastgpnie ptukano je woda destylowana 8-krotnie po 15 min i wyprazano
w piecu przez 3h w temperaturze 180°C. Przed wysianiem komorek szkietka umieszczano
w ptytce 12 dotkowej i pokryto poly-D-lizng w stezeniu 1mg/ml oraz lamining w st¢zeniu

2,59/ml rozpuszczone w buforze BB (kwas borowy i Boraks).

Procedura przygotowania hipokampalnej hodowli pierwotnej zostala wykonana na
podstawie protokotu (Kaech i Banker, 2006). Tkanka zostata pobrana z mysich oseskow WT
(szczep FVB) urodzonych w ciggu 24h poprzedzajacych moment zaktadania hodowli (Po,
Postnatal day 0). Wyizolowane mozgi zostaly umieszczone w HBSS — Hank’s Balanced Salt
Solution (Gibco) na szalce Petriego i wypreparowano z nich hipokampy. Do wyizolowanych
struktur dodano roztwor papainy (10 U) i trawiono w 37°C przez 25 min. Po usuni¢ciu roztworu
papainy inkubowano hipokampy w temperaturze pokojowej przez 5 min w roztworze
inaktywujacym zawierajacym inhibitor trypsyny oraz 10% FBS w pozywce DMEM. Kolejnym
krokiem bylo trzykrotne przeptukanie hipokampéw peina pozywka DMEM (10% FBS, 1x
antybiotyki: streptomycyna i penicylina). Ostatnim krokiem byla mechaniczna dysocjacja
komorek nerwowych w objetosci 1 ml pelnego DMEM. Komérki zostaty policzone przy uzyciu

automatycznego licznika komorek — Cell Counter model R1 (Olympus) i wysiane na
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przygotowane wczesniej plytki. Komorki wysiewane byly po 1,9 x10° komoérek na dotek. Po
1-1,5 h od wysiania pozywka DMEM zostata usunig¢ta i zmieniona na NBA z dodatkiem
suplementu B27. W dniu 3 in vitro (DIV3) do hodowli dodano arabinozyd cytozyny (AraC)
w stezeniu 5uM, bedacy inhibitorem proliferacji komérek (Moutin i wsp., 2020). Hodowle
invitro prowadzono w inkubatorze w temperaturze 37°C z 5% atmosfera CO2 i 95%

wilgotnoscia.

4.10.2. Transfekcja hodowli pierwotnej inhibitorem miR-221*

Hodowle prowadzono przez 19-20 dni, bez zmiany pozywki. W DIV16-17 dodano
inhibitor miR-221* (miR-221-5p) z wyznakowanym fluorescencyjnie barwnikiem FAMA488
(tab. 7) wstezeniu SpM przy uzyciu Lipofectamine RNAIMAX (Thermofisher) zgodnie
z instrukcjg producenta. Do dotkéw kontrolnych, nietransfekowanych inhibitorem, dodano
Lipofectamine RNAIMAX. Nastepnie, 48h po transfekcji, przygotowano szkietka z hodowlami
do analizy mikroskopowej (analiza kolcow dendrytycznych) lub wykonano rejestracje

elektrofizjologiczne (analiza mEPSCs) (Ryc.8).

Tabela 7. Inhibitor wykorzystany do transfekcji hodowli pierwotnej neuronéw (QIAGEN).

Grupa produktéw Nazwa Sekwencja 5°-3°

miRCURY LNA™  mmu-miR-221-5p /56-
miRNA inhibitor FAM/*ATCTACATTGTATGCCAGG

— Analiza kolcow

biv1 Div16-17 _ dendrytycznych
"‘\_)‘ "\7/.‘ J ’_,_/I
P t ie hodowli 48h
rzygotowanie hodowli o — Analiza mEPCS
pierwotnej z hipokampéw Podanl|e inhibitora
mysich oseskow Py miR-221*

Rycina 8. Schemat transfekcji hodowli inhibitorem miR-221*.
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4.10.3. Ocena aktywnosci metabolicznej komorek — test MTT

Inhibitor wykorzystany w do$wiadczeniu zgodnie z instrukcja producenta powinien by¢
podawany w zakresie stezen od 1-50 nM. Aby sprawdzi¢, czy dane stezenie inhibitora nie

wplywa na zywotnos¢ neuronéw wykonano test MTT pozwalajacy oceni¢ zywotnos$¢ komorek.

Komoérki wysiano w pelnej pozywce DMEM na transparentne ptytki 96-dotkowe
0 ptaskim dnie w gestosci 15 x 10% komorek/dotek. Po 1.5h pozywke zmieniono na Neurobasal
i utrzymano ja do DIV16, w ktorym komorki byty morfologicznie dojrzalymi neuronami.
Nastepnie pozywke hodowlang zebrano i dodano nowg pozywke zawierajace inhibitor
miR-221* wyznakowany fluorescencyjnie (FAM488) w stezeniach 5/25/50/100 nM. W grupie
kontrolnej dodano wylacznie reagent Lipofectamine RNAIMAX. Plytki pozostawiono
w inkubatorze przez 48h, po zakonczeniu czasu inkubacji do hodowli dodano 20 pl roztworu
MTT (s6l tetrazolowa) w stezeniu 5 mg/ml w PBS 1 ponownie umieszczono w inkubatorze na
okres 4h. Nastepnic medium delikatnie odciggnigto, a powstate krysztaly formazanu
rozpuszczono w objetosci 150 ul DMSO/dotek. Ptytki przeniesiono na wytrzasarke orbitalng
i pozostawiono na 3 min w ciemno$ci, az do momentu rozpuszczenia Kkrysztatow.
Spektrofotometrycznego pomiaru absorbancji dokonano przy uzyciu czytnika absorbancji
(Sunrise, Tecan) przy dlugosci fali 590 nm z uwzglednieniem fali referencyjnej o dlugosci
620 nm. Aktywno$¢ metaboliczna komorek zostata obliczona jako AA (A590 — A620). Wyniki
podano jako aktywno$¢ metaboliczng komorek w %, natomiast wartos¢ pomiaru dla grupy

kontrolnej przyjeto jako 100%.

4.10.4. Przygotowanie preparatéow z hodowli komérkowych i utrwalanie komoérek

Do wizualizacji komoérek hodowli pierwotnej wykorzystano krysztaly barwnika
blonowego Dil nakladane bezposrednio na szkietka z hodowlami (Cheng i wsp., 2014).
Po natoZeniu krysztatow barwnika, szkietka z hodowlami umieszczono wraz z pozywka na 3h

w inkubatorze hodowlanym.

Komorki utrwalono mieszaning paraformaldehydu (4%) i sacharozy (4%) w PBS przez
10 min w temperaturze pokojowej. Roztwor do utrwalania byt przechowywany w 20°C, a przed
uzyciem ogrzewany do 37°C. Szkietka nakrywkowe z komoérkami zostaly naniesione na

szkietka podstawowe na kropli Fluoromount-G i pozostawione na 2-3h pod przykryciem
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w temperaturze pokojowej do wyschniecia. Preparaty przechowywane byty w ciemnosci w4°C

do czasu obrazowania.

4.10.5. Analiza ksztaltu kolcow dendrytycznych w hodowli pierwotnej

W hodowlach komorkowych, analizowana byla gesto§¢ 1 morfologia kolcow
dendrytycznych tak, jak opisano to w rozdziale 3.6.2. (Metody). Analiza obejmowata komorki
piramidalne z pierwotnej hodowli hipokampalnej. Tabela 8 przedstawia liczbg analizowanych

komorek oraz kolcow dendrytycznych z 4 niezaleznych hodowli.

Tabela 8. Liczba analizowanych komorek oraz kolcow dendrytycznych w hodowlach po 48h
transfekcji inhibitorem miR-221*.

Grupa Liczba komérek (N) Liczba kolcow (n)
Inhibicja miR-221* 28 2027
Kontrola 17 1412

4.10.6. Analiza mEPSCs w hodowli pierwotnej

Po 48h od transfekcji przeniesiono szkietka z komérkami z inkubatora hodowlanego
I umieszczono je w komorze rejestracyjnej o stalym przeptywie aCSF. Do rejestracji

elektrofizjologicznych wybierano komorki posiadajagce barwnik fluorescencyjny FAM488
(Ryc. 9).
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FAM488

Rycina 9. Zdj¢cia przedstawiajace komorke piramidalng in vitro 48h po transfekcji inhibitorem
miR-221*. Po lewej: obraz w kontrascie interferencyjno-rézniczkowym (DIC). Po prawej: ta
sama komorka obrazowana we fluorescencji 48h po transfekcji inhibitorem miR-221*
z widocznym  wybarwieniem FAM488. Powigkszenie 40 x. DIC — Kontrast

interferencyjno-roézniczkowy.

4.11. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki przedstawiono jako $rednig + blad standardowy Sredniej (SEM).
Roznice statystyczne wynikow okreslono przy pomocy dwustronnego testu t-studenta dla
danych parametrycznych oraz Manna-Whitney’a dla danych nieparametrycznych oraz testu
Kotmogorowa-Smirnowa do analizy r6znic w rozktadzie dwéch prob. Rozktad ksztattu kolcow
oceniono za pomocg testu Pearsona (X?). W celu okre$lenia aktywno$ci metabolicznej komorek
po podaniu réznych stezen inhibitora miR-221* zostala wykorzystana jednoczynnikowa
ANOVA. Statystyczne zestawienie wynikOw oraz obliczenia przygotowano w programie
GraphPad Prism wersja 6.0. Wartos¢ p<0,05 uznano za istotng statystycznie (* p< 0,05;
**p<0,01; *** p< 0,001).

Graficzna prezentacja wynikow oraz panele pogladowe dokumentacji fotograficzne;j

zostaly wykonane w programie Powerpoint.
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5. Wyniki

5.1. Okreslenie genotypu myszy transgenicznych GSK-3B[S9A]

W celu okreslenia genotypu transgenicznych myszy wykorzystano metod¢ PCR.
Rycina 10 prezentuje wizualizacje wyniku genotypowania po elektroforezie na zelu
agarozowym Prazek na wysokos$ci 141 nt wskazuje, ze dany osobnik posiada wbudowany

modyfikowany gen GSK-3f3 pod promotorem.

Marker WT GSK3p
wielkosci [S9A]

-

500 Nt >  m—

200 nt —
100 nt —

Rycina 10. Przyktadowy zel, na ktorym uwidoczniony jest prazek na wysokos$ci 141 nt u myszy
transgenicznych z linii GSK-3B[S9A] oraz brak prazka u myszy typu dzikiego (WT). Marker
wielkosci: benchtop 100 bp DNA ladder (Promega).

5.2. Wzmozona aktywnos$¢ GSK-3p powoduje zmiany w strukturze kolcow

dendrytycznych u myszy z linii GSK-3B[S9A]

Pierwszym etapem prowadzonych badan byta analiza ksztattu kolcéw dendrytycznych
u milodych (3 tygodniowych) osobnikéw z linii GSK-3B[S9A] oraz WT. W tym celu
wykorzystano potautomatyczny skrypt SpineMagic (Ruszczycki i wsp., 2012) (Metody), ktory
pozwolit na wykonanie pomiaréw parametrow opisujacych ksztalt kolcow dendrytycznych,

okreslenie  gestosci  wystgpowania kolcow na  analizowanych dendrytach oraz
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przyporzadkowanie kolcow na podstawie ich ksztaltu do jednej z trzech kategorii: dlugie,
grzybkowate lub przysadziste (Ryc. 12A). Nie wykazano zmian w gestosci kolcow
dendrytycznych miedzy grupami (test t-studenta, p=0,6; Ryc. 11A). Kolce dendrytyczne
Umyszy transgenicznych ze wzmozona aktywnoscia GSK-3B, wykazaty wzrost wartosci
parametru okreslajacego stosunek dlugosci do szerokosci (test t-studenta z korekta Welcha
p=0,03; Ryc. 11B). Zaobserwowano procentowy wzrost dtugich kolcow u myszy
GSK-3B[S9A] (Nosobnikow=21, Nkolcow=1537) wzgledem myszy typu dzikiego (Nosobnikew=34,
Niolcsw =3165) [WT] (test t-studenta z korekta Welcha, p=0,03; Ryc. 12B). Dodatkowo rozktad
ksztaltu kolcow wykazal wzrost liczby kolcow dtugich u myszy GSK-3B[S9A] (test Pearsona
X2=30,41, df=1, p=0,0001; Ryc. 12C).

>
w
3
*

o
i

o))
b

- WT
_ GSK3p
[SOA]

N
i

Gestos¢ kolcow [um]
Czestos¢ skumulowana [%]
I
o

WT  GSK3p ’ 2 3 4
[S9A] Stosunek diugosci do szerokosci
Rycina 11. Analiza kolcow dendrytycznych za pomocg potautomatycznego skryptu
SpineMagic! (Ruszczycki i wsp. 2012). A. Brak réznic w gestosci kolcow; ns — nie istotne
statystycznie (test t-studenta, n.s., p>0,5). B. Wzrost stosunku dtugosci do szerokosci kolcow
Umyszy ze wzmozong aktywnoscia GSK-3B. Myszy bez mutacji genetycznej (WT,
Nosobnikew=34, Nkolcow=3165), myszy ze wzmozong aktywnoscia GSK-3B (GSK-3B[S9A],
Nosobnikéw=21, Nkoleow=1537) (test t-studenta z korekta Welcha, *p>0,05).
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Dlugie Grzybkowate

N ANNANARNTINEN

Przysadziste

I Y
C

B

m Diugie
. . Grzybkowate
Dtugie Grzybkowate Przysadziste | praysadziste
[%] * [%] [%] [%]  sewenen
204 50+ 501 100+ - .
15 40 404 80
30 30- 60
104
20 20- 40
> 10 10 20
0- 0- Q- [ ——
WT  GSK3p WT  GSK3p WT GSK3p WT GSK3b
[S9A] [S9A] [S9A] [S9A]

Rycina 12. Podziat kolcow dendrytycznych na 3 typy: dlugie, grzybkowate i przysadziste przy
pomocy skryptu SpineTools (Jasinska i wsp. 2016). A. Kategorie kolcow dendrytycznych.
B.Roznice w procentowym rozkladzie miedzy poszczegdlnymi typami  kolcow.
Zaobserwowano wigcej kolcow dtugich u myszy ze wzmozong aktywnoscig GSK-3 (GSK-
3B[S9A], Nosobnikew=21, Nkolcow=1537) w stosunku do rodzenstwa bez mutacji genetycznej (WT,
Nosobnikew=34, Nkolcow=3165; test t-studenta z korekta Welcha, *p>0,05). Nie zaobserwowano
roéznic w procentowym rozktadzie kolcow grzybkowatych i przysadzistych (test t-studenta, n.s.,
p>0,5) C. Analiza rozktadu typow kolcow pod wzgledem ksztattu pokazata procentowy wzrost
procentowy kolcow dtugich wzgledem grzybkowatych i przysadzistych u myszy ze wzmozona
aktywnoscig GSK-3 (test Pearsona X2, ****p<0,0001).

5.3. Analiza wlasnosci miniaturowych postsynaptycznych pradow

pobudzajacych

Aby zbada¢ wpltyw zwigkszonej ekspresji GSK-3B na funkcjonowanie synaps,
poréwnano pobudzajace przekaznictwo synaptyczne miedzy myszami WT a GSK-3B[S9A].
W tym celu zarejestrowano mEPSCs w komorkach ziarnistych zakretu zgbatego hipokampa

in vitro skupiajac si¢ na analizie amplitudy zdarzen i dtugosci interwalow miedzy zdarzeniami
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(Ryc. 13A). Amplituda zdarzen moze wskazywaé na zmiany iloéci glutaminianu w pegcherzyku
synaptycznym, badZ na zmiany liczby receptorow AMPA/NMDA w cze$ci postsynaptycznej
(O’Brien i wsp., 1998; Turrigiano i wsp., 1998). Natomiast dtugos¢ interwatow migdzy
zdarzeniami (odwrotnos$¢ czgstotliwosci) moze wskazywaé na zmiany w prawdopodobienstwie
uwalniania neuroprzekaznika w czeéci presynaptycznej (Bacci i wsp., 2001,
Wierenga i wsp., 2005) badz na zmiany w liczbie  funkcjonalnych  synaps
(Roszkowsk i wsp., 2016). W przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano roznic
w rozktadzie amplitudy zdarzen (test Kotmogorowa-Smirnowa, p=0,688; Ryc. 13B), jak
rowniez w $redniej amplitudzie zdarzen pomig¢dzy grupami myszy (test Mann-Whitney’a,
p=0,074; Ryc. 13D). Zaobserwowano rdéznice w rozkladzie dlugosci interwatéow miedzy
zdarzeniami mEPSCs pomiedzy grupami zwierzat typu dzikiego (Nosobniki=3, Nkomerki=10),
a myszami GSK-3B[S9A] (Nosobniki=5, Nkomsrki=14; Kolmogorov-Smirnov, p=0,019; Ryc. 13C),
z jednoczesnym wzrostem $redniej warto$ci interwatdéw miedzy zdarzeniami o ponad 2 s (test

Manna-Whitney’a, p=0,007; Ryc. 13E).
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Rycina 13. Analiza mEPSCs w komorkach ziarnistych zakretu zebatego hipokampa myszy ze
wzmozong aktywnoscig GSK-3B (GSK-3B[S9A], Nosobniki=9, Nkomérki=14) W porownaniu do
rodzenstwa bez mutacji genetycznej (WT, Nosobniki=3, Nkomsrki=10). A. Przyktadowe zapisy
aktywnosci spontanicznej neuronow, strzatkami zaznaczono pojedyncze zdarzenia EPSC.

Wykres skumulowanego prawdopodobienstwa dla B. amplitudy zdarzen (test Kotmogorowa-
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Smirnowa, n.s., p>0,05) i C. interwatow migedzy zdarzeniami (test Kotmogorowa-Smirnowa,
*p<0,05). Wykresy stupkowe dla D. $redniej amplitudy zdarzen (test Manna-Whitney’a, n.s.,
p>0,05,) i E. $redniej warto$ci interwatow miedzy zdarzeniami (test Manna-Whitney’a,
**p<0,01).

5.4. Analiza obecnosci milczacych synaps

Powyzsze wyniki pokazuja, ze wzmozona aktywno$¢ GSK-3f nie spowodowata zmian
w gestosci kolcow, jednak wplyneta na zmiane ich struktury. U myszy transgenicznych
zaobserwowano wiecej kolcow diugich, uwazanych za niedojrzata forme¢ tych struktur,
a badania elektrofizjologiczne pokazaty zmniejszong czestotliwos¢ mEPSCs. Wyniki
te sugerujg zmniejszenie si¢ puli funkcjonalnych synaps u myszy ze wzmozong aktywnoscia
GSK-3B. Dlatego w nastepnym kroku zbadano, czy u myszy transgenicznych wystepuje
zwigkszona liczba niedojrzatych (niefunkcjonalnych) synaps glutaminergicznych — milczacych
synaps (Ryc. 14A). Milczace synapsy posiadajg stabilnie zakotwiczone w czesci
postsynaptycznej receptory NMDA, podczas gdy receptorow AMPA nie ma lub sg niestabilne
(Beroun i wsp., 2018). U transgenicznych myszy GSK-3[S9A] zaobserwowano zwi¢kszong
obecno$¢ milczacych synaps, okoto 33% (WT Nosobniki=9, Nkomsrki=34; GSK-3B[S9A]
Nosobniki=6, Nkomsrki=21; test Manna Whitney’a, p=0,0000; Ryc. 14B).

A -60 (AMPA) +45 (NMDA) B
* k%%

= 401

Success Success S
Q 30
% 204
3

Failure hWMWMh'Q Failure § 10
s

J 5pA 0 WT GSK3p[S9A]

10ms

Rycina 14. Zwigkszony udziat (%) milczacych synaps u transgenicznych myszy
GSK-3B[S9A]. A. Przyktadowe odpowiedzi (ang. Success) lub ich brak (ang. Failure) na
minimalng stymulacje elektryczng w -60 mV oraz +45 mV. Liczba odpowiedzi oraz braku

odpowiedzi na minimalng stymulacj¢ elektryczng zostala wykorzystana do obliczenia %
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milczacych synaps. B. U myszy GSK 3B[S9A] (Nosobniki=6, Nkomsrki=21) zaobserwowano
znaczacy wzrost udziatu milczacych synaps w poréwnaniu do rodzenstwa WT (Nosobniki=9,

Nkomsrki=34; test Manna-Whitney’a, ****p<0,0001).

5.5. Analiza profilu ekspresji mikroRNA metoda sekwencjonowania

5.5.1. Analiza jakoS$ci probek na poszczegolnych etapach przed sekwencjonowaniem

Ocena integralno$ci RNA

Analiza parametru RIN dla analizowanych probek RNA wykorzystanych do

sekwencjonowania miescita si¢ w zakresie 7-8,5 €0 oznacza RNA dobrej jakosci (Ryc. 15).
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Rycina 15. Raport okreslajacy jakos$¢ analizowanych prob RNA z wykorzystaniem
TapeStation. 18S — mata podjednostki rybosomalnego RNA; 28S — duza podjednostka
rybosomalnego RNA.

Przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania

Przygotowane biblioteki poddano elektroforezie. Wycieto z zelu prazek zawierajacy
cDNA biblioteki odpowiadajgcy dojrzalym miRNA z przylagczonymi adapterami wielkos$ci
145-160 nt (Ryc. 16). Nastepnie oczyszczone z zelu cDNA poddano automatycznej
elektroforezie kapilarnej. Pozwala ona ocenié, czy w probce przewaza cDNA odpowiedniej

dlugosci oraz czy jego ilo$¢ jest wystarczajaca do reakcji sekwencjonowania (Ryc. 17AB).
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miRNA

Rycina 16. Przyktadowe zdjecie zelu dla analizowanych prob.
CRL: (ang. Custom RNA Ladder) oraz HRL (ang. High Resolution Ladder) — marker wielko$ci
(wnt). Numery odpowiadajg bibliotekom matych niekodujacych RNA poszczegdlnych

osobnikow.

A

A1 B1 C1 D1 E1 F1G1
1500 ' P

;ggo A1 2210 Marker wielkosci
500
400 B1 550 WT_1
300
200 C1 1360 GSK-3B[S9AL 1
190 D1 1080 GSK-3B[S9A] 2
A— E1 500 WT 2
25— - F 794 WT_3

G1 356 GSK-3B[S9A] 3

Rycina 17. Raport analizy jakosci przygotowanych bibliotek cONA. A. Elektroforeza kapilarna
analizowanego materiatu, prazek na wysokosci 100-200 nt prezentuje biblioteki matych

niekodujacych RNA. B. Tabela przedstawia st¢zenia analizowanych bibliotek.
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5.5.2. Wyniki sekwencjonowania nowej generacji

Analize danych FASTQC przeprowadzono w aplikacji Illumina BaseSpace App: Small
RNA, Version 1.0.1. Pozwala ona na ocen¢ jakosci analizowanych danych poprzez okre$lenie
liczby odczytow. Do analizy statystycznej nie brano pod uwage miRNA, ktorych liczba
odczytow byta ponizej 10 odczytow w kazdej z probek (ang. low-count filter<10 reads).
Aplikacja umozliwia pobranie raportu opisujgcego jako$¢ danych sekwencjonowania (Ryc.
18AC), a takze wynikow analizy DESeq?2 okreslajacych krotnos¢ zmiany w poziomie ekspresji
miedzy grupami (FC), ktore dla dojrzaltych miRNA zostaly przedstawione w tabeli 9.
Dodatkowo dojrzate miRNA z najwigksza i najsilniejsza réznica w poziomie ekspresji zostaly

przedstawione na mapie ciepta (Ryc. 19).
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A Small RNA Sequencing Report llumina

Sample Information

Sample ID | Sample Name | Total PF Reads
261 WT5M 2,037,996
260 WT5M 2,973,498
202 WT5M 1,349,592
267 TG35M 2,307,960
208 TG35M 2,093,333
207 TG35M 2,248,179

B Hits by Category

9 Abundant
Genome
Q miRNA
[o Other RNA
E Unaligned
©
wv)
" 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Summary
Known | Novel [ Total
Total miRNAs 3,563 0]3,563
Tested miRNAs 786 0 786
Differentially Expressed miRNAs 95 0 95

Tested miRNAs are miRNAs that pass the low-count filter and are tested for statistical significance. Novel
miRNA discovery is disabled.

Rycina 18. Fragment raportu sekwencjonowania uzyskanego po analizie aplikacja Illumina
BaseSpace App: Small RNA, Version 1.0.1. A. Tabela zawierajaca liczb¢ odczytow dla
poszczegblnych probek. B. % rozklad odczytow typéw RNA z podziatem na kategorie, na
zielono zaznaczono % odczytow miRNA. C. Tabela podsumowujaca sume wszystkich
odczytow miRNA w analizowanych probkach, liczbe porownywanych miRNA metoda
DESeq?2 oraz liczb¢ miRNA o zmienionej ekspresji migdzy probami.
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Tabela 9. Dojrzate miRNA z istotng réznicag w poziomie ekspresji miedzy modelem mysim
GSK3B[S9A], rodzenstwem nietransgenicznym (typu dzikiego, WT) rodzenstwem. FC:
wskaznik  krotno$ci zmiany; Warto§¢ q okresla FDR: wskaznik okres$lajacy

prawdopodobienstwo popetnienia biedu typu L.

dojrzale miRNA FC p q
mmu-miR-126a-5p 0,81 0,00 0,00
mmu-miR-128-1-5p 0,71 0,00 0,01
mmu-miR-129-1-3p -1,41 0,00 0,01
mmu-miR-129-2-3p -0,95 0,00 0,01
mmu-miR-145a-5p -1,49 0,00 0,01
mmu-miR-148b-3p -1,39 0,00 0,02

mmu-miR-16-5p -0,48 0,00 0,04
mmu-miR-185-3p 1,60 0,00 0,00
mmu-miR-186-5p -1,50 0,00 0,03
mmu-miR-191-5p -0,65 0,00 0,01
mmu-miR-221-3p -0,85 0,00 0,00
mmu-miR-221-5p -2,16 0,00 0,00
mmu-miR-23a-3p -0,88 0,00 0,03
mmu-miR-23b-3p -0,85 0,00 0,03
mmu-miR-26b-5p 0,89 0,00 0,00
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mmu-miR-298-5p -0,79 0,00 0,04
mmu-miR-3102-3p 0,81 0,01 0,05
mmu-miR-323-3p 0,81 0,00 0,03
mmu-miR-34b-3p 1,23 0,00 0,01
mmu-miR-369-3p 1,11 0,00 0,02
mmu-miR-434-5p -1,15 0,00 0,04
mmu-miR-541-5p -1,00 0,00 0,00
mmu-miR-9-5p -0,57 0,00 0,04
mmu-miR-99a-5p -0,80 0,00 0,02
prekursowe miRNA FC p q
16 TGTAAACATCCTTGACTGGAAGCT_mmu-mir-
30e -1,31 0,00 0,00
6_TCTACAGTGCACGTGTCTCC_mmu-mir-139 1,53 0,00 0,00
21_AGCTCGACTCATGGTTTGAACC_mmu-mir-434 -1,44 0,00 0,00
5 TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTTT_mmu-let-7i -1,07 0,00 0,00
13_AAGGGATTCTGATGTTGGTCACACTC_mmu-
mir-541 -1,18 0,00 0,00
11 TGTAAACATCCCCGACTGGAAGCT_mmu-mir-
30d -0,84 0,00 0,00
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13_AAGGGATTCTGATGTTGGTCACAC_mmu-mir-

541 -0,90 0,00 0,00
6_TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTTT_mmu-let-7b  -0,97 0,00 0,00
11 TGTAAACATCCCCGACTGGAAGC_mmu-mir-

30d -0,82 0,00 0,00
55_GGCTGCAGCGTGATCGCCTG_mmu-mir-666 1,16 0,00 0,00
48_AATAATACATGGTTGATCTT_mmu-mir-369 1,44 0,00 0,00
42_TGTCACTCGGCTCGGCCCACT_mmu-mir-668 1,00 0,00 0,00
59_AGCTACATTGTCTGCTGGGTTTCT_mmu-mir-

221 -0,89 0,00 0,00
6_CAAAGAATTCTCCTTTTGGGC_mmu-mir-186 -1,43 0,00 0,00
72_CAACTAGACTGTGAGCTTCT_mmu-mir-708 1,23 0,00 0,00
48 AGCTACATCTGGCTACTGGGTCTCT_mmu-

mir-222 -1,10 0,00 0,00
5_TGTAAACATCCTCGACTGGA_mmu-mir-30a -1,06 0,00 0,00
6_CACCCGTAGAACCGACCTTGCGA_mmu-mir-

99b -1,17 0,00 0,00
48_AGCTACATCTGGCTACTGGGTCT_mmu-mir-

222 -0,77 0,00 0,01
12_ TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTTT_mmu-let-7a-

1 -0,73 0,00 0,01
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14 TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTTT_mmu-let-7e  -0,73 0,00 0,01
21_AGCTCGACTCATGGTTTGAACCA_mmu-mir-

434 -1,52 0,00 0,01
45 _ATCACATTGCCAGGGATTACCACT_mmu-mir-

23b -1,06 0,00 0,01
6_CAAAGAATTCTCCTTTTGGGCTT_mmu-mir-186 -0,87 0,00 0,01
13_AACATTCAACGCTGTCGGTG_mmu-mir-181a-1 0,86 0,00 0,01
48_AGTATTACATGGCCAATCTCC_mmu-mir-496a -1,11 0,00 0,01
5 TGTAAACATCCTCGACTGGAAGCT_mmu-mir-

30a -0,77 0,00 0,01
14 CTCACAGCTCTGGTCCTTGG_mmu-mir-673 1,02 0,00 0,01
16_TGTAAACATCCTACACTCTCAGCT_mmu-mir-

30c-1 -0,46 0,00 0,01
43 TCACAGTGAACCGGTCTCTTTTT_mmu-mir-

128-1 -1,11 0,00 0,01
6_TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTAT_mmu-let-7b  -0,81 0,00 0,01
13_TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTTT_mmu-let-7c-

2 -0,57 0,00 0,01
13_AAGGGATTCTGATGTTGGTC_mmu-mir-541 0,85 0,00 0,02
4_TACCCTGTAGAACCGAATTTGT_mmu-mir-10b  -1,32 0,00 0,02
6_AACATTCAACGCTGTCGGTG_mmu-mir-181a-2 0,82 0,00 0,02
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15_TCCCTGAGGAGCCCTTTGAGCCTGT_mmu-

mir-351 -1,46 0,00 0,02
6_TCTACAGTGCACGTGTCTCCA_mmu-mir-139 0,95 0,00 0,02
45 ATCACATTGCCAGGGATTTCCA_mmu-mir-23a -1,14 0,00 0,02
13_TTCAAGTAATCCAGGATAGT_mmu-mir-26a-2 1,30 0,00 0,02
49 TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT_mmu-mir-92a-

1 0,55 0,00 0,02
11_AACATTCATTGCTGTCGGTG_mmu-mir-181b-1 0,80 0,00 0,02
13_AAGGGATTCTGATGTTGGTCACACTCT_mmu-

mir-541 -1,20 0,00 0,02
13_TGTAAACATCCTACACTCTCAGCT_mmu-mir-

30c-2 -0,54 0,00 0,02
15_TCCCTGAGGAGCCCTTTGAGCCT_mmu-mir-

351 -0,94 0,00 0,02
13_AAGGGATTCTGATGTTGGTCACA_mmu-mir-

541 -0,69 0,00 0,02
6_TCCCTGAGACCCTAACTTGTGAAA_mMmu-mir-

125b-2 -1,08 0,00 0,02
42_ACTGGACTTGGAGTCGGAAGGCT_mmu-mir-

378a -1,34 0,00 0,02
14 TCCCTGAGACCCTAACTTGTGAA_mmu-mir-

125b-1 -1,01 0,00 0,02
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5 TCTCCCAACCCTTGTACCAG._mmu-mir-150 0,88 0,00 0,02
46_AATCATTCACGGACAACACTTT mmu-mir-382 1,24 0,00 0,03
55 TCTGGCTGCTATGGCCCCCTCT_mmu-mir-

3085 1,02 0,00 0,03
14 TCCCTGAGACCCTAACTTGTGAAA mmu-mir-

125b-1 -1,06 0,00 0,03
54 ACGGGTTAGGCTCTTGGGAGC mmu-mir-

125b-1 11,37 000 0,03
6_TTTGGCAATGGTAGAACTCACACC mmu-mir-

182 -1,05 0,00 0,03
60_CTGGCCCTCTCTGCCCTTCC_mmu-mir-328 0,91 0,00 0,03
60_ TCTCACACAGAAATCGCACCCGTCT _mmu-

mir-342 1,26 0,00 0,03
6_TCCCTGAGACCCTAACTTGTGAA mmu-mir-

125p-2 -0,98 000 0,03
22 GCTCGACTCATGGTTTGAACC mmu-mir-434  -0,67 0,00 0,03
3 TCTGGCTCCGTGTCTTCACTCC_mmu-mir-149 0,72 000 0,03
17_GTAAACATCCTTGACTGGAAGCT mmu-mir-

30e -0,94 0,00 0,03
60_GAGAATTGTGGCTGGACATCTG_mmu-mir-

219a-2 1,15 0,00 0,04
59 TTTGAACCATCACTCGACTCC mmu-mir-434 0,82 0,00 0,04
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47_GCCTGCTGGGGTGGAACCTG_mmu-mir-370 0,98 0,00 0,04
15 AACATTCATTGCTGTCGGTGGA_ mmu-mir-

181b-2 -0,94 0,00 0,04
45_ATCACATTGCCAGGGATTACCAC_mmu-mir-

23b -0,73 0,00 0,04
21 TACCCTGTAGATCCGAATTTGT mmu-mir-10a  -1,24 0,00 0,04
11 AACATTCATTGCTGTCGGTGGA_mmu-mir-

181b-1 -0,97 0,00 0,04
47_AAAAGCTGGGTTGAGAGGGCGAAT mmu-

mir-320 -1,10 0,00 0,04
3 TCTGGCTCCGTGTCTTCACT mmu-mir-149 0,97 001 0,04
41 ATGTCACTCGGCTCGGCCCACT mmu-mir-668 0,74 001 005
24 TTGTGCTTGATCTAACCATG mmu-mir-218-2 0,81 001 005
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mmu-miR-99a-5p
mmu-miR-148b-3p
mmu-miR-23b-3p
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mmu-miR-434-5p
mmu-miR-298-5p

Rycina 19. Mapa cieplna przedstawiajagca wybrane, dojrzale miRNA z najwigkszg
I najsilniejsza statystycznie roéznica w poziomie ekspresji. Kolor zielony oznacza wzrost
poziomu ekspresji, kolor czerwony spadek poziomu ekspresji w myszach transgenicznych
W porownaniu z rodzenstwem WT. Kazda kolumna przedstawia poziom ekspresji dla jednego

osobnika.

5.6. Walidacja wynikow sekwencjonowania nowej generacji przy uzyciu

metody ilosciowego PCR

5.6.1. Wybor referencyjnych miRNA

Na podstawie wynikéw uzyskanych z analizy poziomu ekspresji miRNA metodg
sekwencjonowania nowej generacji wytypowano 3 miRNA, charakteryzujace si¢ wysokim
poziomem ekspresji w obu grupach (Tab. 10). Wyszukiwanie najbardziej stabilnego zestawu
referencyjnych miRNA —kontroli endogenne;j, niezbednej do normalizacji wynikéw qPCR byto
mozliwe dzigki rozszerzeniu do programu Excel, NormFinder (https://moma.dk/normfinder-

software), ktore pozwala oszacowaé catkowita zmienno$¢ ekspresji kandydujacych gendéw
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normalizacyjnych oraz zmienno$¢ pomiedzy i w obrebie porownywanych grup. Na podstawie
wynikoéw analizy programem NormFinder zdecydowano si¢ na wybranie kombinacji dwoch
miRNA: mmu-let-7g-5p oraz mmu-let-7d-5p jako kontroli endogennej do analizy relatywnej

ekspresji wybranych miRNA (Tab.11).

Tabela 10. Wstepnie wytypowane miRNA jako kontrola endogenna na podstawie wynikow

sekwencjonowania nowej generacji. Krotno$¢ zmiany w poziomie ekspresji miRNA.

mMiRNA krotno$¢ zmiany p q
mmu-let-7g-5p -0,3034 0.0567 0.2073
mmu-miR-9-3p -0,0079 0.9851 0.9892
mmu-let-7d-5p 0,0135 0.9421 0.9705

Tabela 11. Wynik analizy programem NormFinder, okreslajacy stabilnos¢ genow
referencyjnych w analizowanych probkach (ngskapisoaj=4 nwr=4) Nizsza warto$¢ oznacza

stabilniejsza ekspresje wzgledem pozostalych miRNA wytypowanych na kontrole endogenna.

Wartos$¢
MIRNA  stabilnosci Najlepszy gen let-7d
let-7d 0,003  Wartos$¢ stabilnosci 0,003
let-79 0,004
let-7d oraz let-
9-1-3p 0,011 Najlepsza kombinacja dwoch genow 79

Wartos¢ stabilnosci dla kombinacji dwoch

genow 0,003
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5.6.2. Analiza zmian w poziomie ekspresji wybranych miRNA

Analiza poziomu ekspresji miRNA dla wigkszej liczby osobnikow wykazata nizsza
ekspresje miR-221* (miR-221-5p) u myszy GSK-3B[S9A] (n=13) wzgledem WT (n=12; test
Manna-Whitney’a, p=0,0000; Ryc. 20). Do analizy wilaczono proby RNA, ktére zostaty
poddane sekwencjonowaniu nowej generacji. W przypadku pozostatych analizowanych

miRNA nie zauwazono istotnych zmian w poziomie ekspresji mi¢dzy grupami zwierzat.

mmu-miR-186-5p mmu-miR-221-5p mmu-miR-129-1-3p mmu-miR-145-5p
%1.5- A%w.s— bl B 15+ T 15+
4 o o 3
[o N [o% o [o N
£ 1.0 2 10 D 104 @ 10
L)) ('] [} L))
g g g 2
0.54 0.5 E 0.5 § 0.5
s s = kS
& 0.0 & 0.0- & 0.0- & 0.0-
WwT GSK3p WT GSK3p WT GSK3 wT GSKap
|seA] [seA] [SEA [S9A]

Rycina 20. Analiza poziomu ekspresji wybranych miRNA z wykorzystaniem metody gPCR.
Walidacja wynikéw metodg qPCR potwierdzita obnizenie ekspresji miR-221* u myszy
transgenicznych GSK-3B[S9A] (n=13); WT — kontrola, myszy bez mutacji genetycznej (n=12;
test Manna-Whitney’a, ****p<0,0001). Dla pozostalych miRNA nie wykazano rdznic

w poziomie ekspresji (test t-studenta, n.s., p>0,05).

5.7. Analiza roli miR-221* w funkcjonowaniu synaps pobudzajacych

Na podstawie wynikow qPCR wytypowano miR-221* do dalszych badan, majacych na
celu okreslenie wptywu tego miRNA na morfologi¢ i funkcjonowanie synaps pobudzajacych
w mysim hipokampie. W tym celu wybrano wyznakowany fluorescencyjnie inhibitor
miR-221%*, dzigki ktoremu mozliwe byto zahamowanie aktywno$ci miR-221* w hipokampalnej

hodowli pierwotnej z dzikich myszy szczepu FVB.
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5.7.1. Wybor stezenia inhibitora miR-221* do dalszych badan

Analiza aktywno$ci metabolicznej komérek w hodowli po podaniu réznych stezen
inhibitora miR-221* do transfekcji neuronow umozliwita wybor optymalnej dawki inhibitora

do dalszych badan. Zadne ze stezen nie wplyneto na aktywno$¢ metaboliczng neurondw
(Ryc. 21).

MTT
150 -

© B 0nM
C
N B 5nM
% 3;00- 25 nM
'E_\c 50 nM

[«}]
32 sof 100 NM
g_%
=
< 0- T

Rycina 21. Ocena aktywnoS$ci metabolicznej komérek w % z wykorzystaniem testu redukcji
soli tetrazolowej (MTT) Nie wykazano istotnych statystycznie roéznic w aktywnos$ci
metaboliczne] komoérek pod wplywem roéznych stezen podawanego inhibitora miR-221*

(jednoczynnikowa ANOVA, n.s., p>0.05).

Nastepnie oceniono mikroskopowo wnikanie inhibitora do komoérek. W przypadku
kazdego z testowanych stezen: 5, 25, 50 oraz 100 [pM] zaobserwowano sygnat znacznika
fluorescencyjnego FAM488 wewnatrz komodrek. Jednocze$nie wraz ze wzrostem stezenia
inhibitora obserwowano silniejszy sygnat poza komorkami. Moze to oznaczaé, ze wzrost
stezenia podawanego inhibitora nie wptywat na wnikanie inhibitora do komorek (Ryc. 22). Na
podstawie uzyskanych wynikow do dalszych eksperymentow wybrano najnizsze zalecane

przez producenta ste¢zenie, SpM (Ryc. 22).
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Kontrola

20 um

20 pm

Rycina 22. Komorki piramidalne z hipokampalnej hodowli pierwotnej. Komorki wybarwiono
barwnikiem lipofilnym Dil (czerwony). Widoczny sygnal znacznika fluorescencyjnego
(FAMA488) potaczonego z inhibitorem miR-221* (zielony), podany w zakresie stezen 0-100 pM

w DIV17. Komérki utrwalono 48h po podaniu inhibitora. Do komorek kontrolnych nie podano

inhibitora.
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5.7.2. Wplyw hamowania aktywnosci miR-221* na morfologi¢ kolcow dendrytycznych

W celu okreslenia wptywu hamowania aktywnosci miR-221* w hipokampalnej hodowli
pierwotnej zbadano ksztatt kolcow dendrytycznych 48h po transfekcji inhibitorem miR-221*
wyznakowanym fluorescencyjnie barwnikiem FAM488. Doswiadczenie przeprowadzono na
czterech niezaleznych hodowlach. Do analizy kolcow dendrytycznych wykorzystano
pétautomatyczny skrypt SpineMagic! (Ruszczycki i wsp., 2012) (Metody), skupiajac si¢ na
parametrach, ktére wczesniej byly analizowane w transgenicznych myszach linii
GSK-3B[S9A]. Nie wykazano zmian w gestosci kolcow dendrytycznych w hipokampalnej
hodowli pierwotnej 48h po transfekcji inhibitorem miR-221* (Nkoicow=2027), @ neuronami
kontrolnymi, do ktérych dodano Lipofectamine RNAIMAX (kontrola; nolcow=1412) (t-student,
p=0,11; Ryc. 23A). Analiza parametru okreslajacego stosunek dlugosci do szerokosci nie
wykazala istotnych statystycznie rd6znic miedzy grupami (test Mann Whitney’a, p=0,22; Ryc.
23B). Nie zaobserwowano roéznic miedzy poszczegdlnymi typami kolcow: diugie (test Mann
Whitney’a, p=0,78), grzybkowate (test Mann Whitney’a, p=0,35), przysadziste (test Mann
Whitney’a, p=0,85) (Ryc. 24AB). Nie wykazano zmiany w rozkladzie ksztaltu kolcow miedzy
komorkami kontrolnymi a transfekowanymi inhibitorem miR-221 (test Pearsona, X?=0,63,
df=1, p=0,43; Ryc. 24C).
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Rycina 23. Analiza kolcéw dendrytycznych za pomocg potautomatycznego skryptu
SpineMagic! (Ruszczycki i wsp. 2012). A. Brak roznic w gestosci kolcow (test t-studenta,

p>0,5). B. Brak r6znic w parametrze okreslajgcym stosunek dtugosci do szerokosci kolcow.

72



CTRL — komorki kontrolne (nkoicow=1412), INH_221 — komorki 48h po transfekcji inhibitorem
MIR-221*(Nkoicow=2027; test Mann Whitney’a, n.s., p>0,05).
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Rycina 24. Podziat kolcow dendrytycznych na 3 grupy: dlugie, grzybkowate i przysadziste
przy pomocy skryptu SpineTools (Jasinska i wsp. 2016). A. Kategorie kolcow dendrytycznych
B. Procentowy rozktad migdzy poszczegdlnymi typami kolcow. Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie roznic (test Mann-Whitney’a, n.s., p>0,05). C. Analiza rozktadu kolcow pod
wzgledem ksztattu nie wykazala zmian miedzy typami kolcow dendrytycznych (Pearsona, X?,
n.s., p>0,05). CTRL — komorki kontrolne (nkoicow=1412), INH_221 — komorki po transfekcji
inhibitorem mMiR-221* (Niotcow=2027).

5.7.3. Wplyw hamowania aktywnosci miR-221* na pobudzajace przekaznictwo

synaptyczne

Aby zbada¢ wptyw hamowania miR-221* na funkcjonowanie synaps, zbadano mEPSCs
(Ryc. 25A) w komérkach piramidowych hodowli kontrolnej (3.11 Metody) oraz po transfekcji
inhibitorem. Zaobserwowano roznice w rozktadzie amplitudy zdarzen (test Kotlmogorowa-
Smirnowa, p=0,01; Ryc. 25B). Srednia amplituda zdarzeh mEPSCs byta wicksza
w wyznakowanych fluorescencyjnie komoérkach poddanych transfekcji (test Mann-Whitney’a,

p=0,01) (Ryc. 25D). Nie zaobserwowano réznic migdzy badanymi grupami w rozkladzie
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dhlugosci interwalow miedzy zdarzeniami (test Kotmogorowa-Smirnowa, p=0,06; Ryc. 25C),

jak rowniez w ich $redniej wartosci (test Mann-Whitney’a, p=0,423) (Ryc. 25E).

A b

WT
Vb !
GSK3B
[S9A]
’ 20 pA
02s
B C
*
o o
B =
~5 i ‘8 1
= 0.8 1
8% g o9
e @]
o o
D_ 7 O <4
8 08 S 0.6
= o ]
m =
2 41 3 04
g 1 o 4
© [
S o ] — INH_221
2 0.2 3 02 — CTRL
£ — INH_221 =] ]
5 — CTRL E
X 3 J
n r T r T X T T 1
0 10 20 30 40 n 0 1 2 3
Amplituda zdarzen [pA] Interwaty miedzy zdarzeniami [s]
D E
* —
L. 1.01
= 5
S 20- S 0.8
' N
(] ©
G N 061 |
o
5
E 104 E 0.4+
g 3
§: z 0.24
O
=
0 0.0
CTRL INH 221 CTRL INH_221

74



Rycina 25. Analiza mEPSCs w komoérkach piramidalnych z hipokampalnej hodowli pierwotne;j
(INH_221 n=16, CTRL n=14). CTRL — komorki kontrolne, INH 221 — komorki po transfekcji
inhibitorem miR-221*. A. Przyktadowe rejestracje aktywnosci neurondw, strzatki wskazujg na
pojedyncze zdarzenia mEPSCs. B. Wykres skumulowanego prawdopodobienstwa dla
amplitudy zdarzen (test Kotmogorowa-Smirnowa, *p<0,05) i C. interwaléow migdzy
zdarzeniami (test Kolmogorowa-Smirnowa, n.s., p>0,05). D. Wykresy stupkowe dla $redniej
amplitudy zdarzen (test Mann-Whitney’a, *p<0,05) i E. $redniej wartosci interwatow miedzy

zdarzeniami (test Mann-Whitney’a, n.s., p>0,05).
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6. Dyskusja

6.1. Wplyw wzmozonej aktywnosci GSK-3p na strukture i funkcje synaps
pobudzajacych komorek ziarnistych zakretu z¢batego hipokampa

Nadpobudliwo$¢ ruchowa myszy transgenicznych GSK-3B[S9A], wykorzystanych
W powyzszej pracy byla jednym z powodow opisania ich jako zwierzecy model epizodu
maniakalnego w przebiegu CHAD (Prickaerts i wsp., 2006). Co wigcej, u pacjentow z CHAD
W czasie epizodu maniakalnego wykazano wzrost aktywnosci GSK-3f3, wyrazony stosunkiem
formy aktywnej do nieaktywnej (ufosforylowanej w pozycji S9) (Li i wsp., 2010). Po o$miu
tygodniach podawania pacjentom lekéw normotymicznych (litu, walproinianu lub atypowych
lekéw antypsychotycznych) i ustgpieniu objawdéw maniakalnych zaobserwowano zmniejszenie
aktywnos$ci GSK-3p. Pomimo stabilizacji nastroju catkowity poziom GSK-3B u pacjentow
CHAD wzgledem zdrowej kontroli pozostal zwigkszony. Obserwacje te wskazuja zar6wno na
silny zwigzek wzmozonej aktywnosci GSK-3 z objawami manii jak i zwigkszonej ekspresji

tej kinazy w CHAD.

Diagnoza pacjentow z CHAD stawiana jest czgsto ponizej 20 r.Z
(Gorostowicz i Siwek, 2018). Wystepowanie objawow u mtodych dorostych dajace mozliwosc¢
diagnozowania choroby sugeruje, ze szereg zmian w funkcjonowaniu uktadu nerwowego
zaczyna si¢ We wezesnych etapach rozwoju. W zwigzku z powyzszym zdecydowali$my si¢ na
analize morfologiczng ksztattu kolcow dendrytycznych komorek ziarnistych zakretu zebatego
U mtodych myszy linii GSK-3B[S9A]. SkupiliSmy si¢ na analizie zmian w zakrgcie zgbatym
hipokampa, ze wzgledu na zmiany w jego objetosci i funkcjonowaniu zaobserwowane
U pacjentéw z zaburzeniami osi HPA, takimi jak zaburzenia afektywne (Koch i wsp., 2020).
Analiza ksztaltu kolcow wykazala ich znaczne wydluzanie si¢ 1 wzrost frakcji (udzialu
procentowego) kolcow diugich u myszy transgenicznych wzglegdem myszy typu dzikiego.
Poprzednie badania naszego zespotu na tym samym transgenicznym modelu wykazaty wzrost
frakcji kolcow dlugich (Kondratiuk i wsp., 2017) w komoérkach ziarnistych zakretu zebatego u
zwierzat dorostych. W tym samym badaniu wykazano wzrost udziatu procentowego kolcow
przysadzistych oraz zmniejszenie gestosci kolcow dendrytycznych u nokautow GSK-3pn-/-.
Obserwacje te sugeruja, ze zardwno zwiekszenie, jak i zmniejszenie aktywnos$ci GSK-3f3

wplywa na strukturalng plastyczno$¢ synaptyczng. Wyniki przedstawione w niniejszej
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dysertacji wykazaty, ze zmiany strukturalne zaobserwowane u osobnikow dorostych ze
zwiekszong aktywno$cia GSK-3B wystepuja réwniez u mtodych dorostych (osobnikow
3 tygodniowych).

Wiele badan pokazato zmiany strukturalne w moézgu pacjentdw ze schizofrenia czy
z zaburzeniami afektywnymi (DeLisi i wsp., 2006; Karlsgodt i wsp., 2010; Strakowski i wsp.,
2005). Niezaleznie od grupy wiekowej zaobserwowano zmniejszenie objetosci ciata
migdatowatego (Blumberg i wsp., 2005). Co cieckawe, zaobserwowano rowniez zmniejszenie
prawego hipokampa podczas objetosciowego rezonansu magnetycznego bliZnigt
monozygotycznych z CHAD wzgledem zdrowego rodzenstwa (Noga 1 wsp., 2001).
Zmniejszenie hipokampa zaobserwowano rowniez u myszy linii  GSK-3B[S9A]
(Kondratiuk i wsp., 2013). W materiale post mortem uzyskanym od pacjentéw ze schizofrenia
oraz zaburzeniami afektywnymi wykazano zmniejszenie gestosci kolcow dendrytycznych
w komorkach piramidalnych podktadki (tac. Subiculum) hipokampa (Rosoklija i wsp., 2000).
Leki normotymiczne stosowane w zaburzeniach psychicznych mogg wptywac na przebudowe
aksonow, a tym samym na powstawanie synaps w rozwijajacych si¢ komorkach nerwowych

poprzez regulacje aktywnosci GSK-3p (Hall i wsp., 2002).

Bezposrednig przestanka do zbadania funkcjonowania synaps byly zaobserwowane
zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych w zakrecie zebatym hipokampa u myszy
GSK-3B[S9A]. Zmiany te wskazuja na wzrost frakcji dlugich kolcéw, uwazanych za
niedojrzale. Naszym celem bylo wykazanie, czy takie zmiany morfologii kolcoéw
dendrytycznych moga wywota¢ zmiany funkcjonalne na poziomie elektrofizjologicznym.
Zdecydowalismy si¢ zbada¢ pobudzajace przekaznictwo synaptyczne rejestrujgc miniaturowsg
aktywno$¢ spontaniczng (mEPSCs), ktora odzwierciedla spontaniczne uwalnianie pgcherzyka
z neurotransmiterem do przestrzeni synaptycznej. Zaobserwowane zwigkszenie si¢ interwalow
miedzy wydarzeniami sugeruje zmniejszenie liczby synaps w zakrecie zebatym
u transgenicznej linii GSK-3B[S9A] (Bacci i wsp., 2001; Wierenga i wsp., 2005). Jednak
analiza kolcow synaptycznych nie wskazywata na zmniejszenie si¢ liczby synaps, poniewaz
gestos¢ kolcoOw synaptycznych byta poréwnywalna u myszy transgenicznych i typu dzikiego.
Natomiast obserwowano zwickszenie si¢ udzialu (%) kolcoOw niedojrzatych, dlatego
w kolejnych doswiadczeniach zbadano, czy u zwierzat transgenicznych zwigksza si¢ udziat
procentowy milczacych synaps w sieci hipokampalnej. Badania elektrofizjologiczne wykazaty,
ze udzial milczacych synaps w puli synaptycznej wynosi okoto 7% u myszy dzikich i wzrasta
do ponad 33% u myszy transgenicznych, GSK-3B[S9A]. Uzyskane wyniki moga wyjasniac¢
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fakt, ze liczba funkcjonalnych synaps zmniejsza si¢, pomimo braku réznic w gestosci kolcow
dendrytycznych. Na tej podstawie wyciagneliSmy wniosek, ze kolce dlugie u myszy z linii
GSK-3B[S9A] nie tworza dojrzatej (funkcjonalnej) synapsy. Podsumowujgc, badania
mikroskopowe i elektrofizjologiczne wykazaly, ze wzmozona aktywno$¢ GSK-3B powoduje
zmiany strukturalne i funkcjonalne synaps pobudzajacych u mtodych osobnikow. Wzmozona
aktywno$¢ GSK-3p prowadzi do zwigkszenia udzialu niedojrzatych lub niefunkcjonalnych
synaps pobudzajacych w catkowitej puli synaptycznej w zakrecie zebatym hipokampa.
Obserwacje prezentowane w pracy potwierdzaja inne badania sugerujace, ze zwiekszona
aktywno$¢ GSK-3B prowadzi do zmniejszenia liczby funkcjonalnych synaps, natomiast
hamowanie jej aktywnos$ci wplywa pozytywnie na synaptogenez¢ (Cuesto i wsp., 2015).
W jednym z mysich modeli schizofrenii, wywotanej prenatalnie poprzez podanie octanu
metyloazoksymetanolu zaobserwowano deficyty w formowaniu si¢ kolcow dendrytycznych
i deficyty poznawcze przy jednoczesnym wzroscie aktywnosci GSK-3fB (Xing i wsp., 2016).
Zhu i wsp. (2010) wykazali, ze wzrost aktywnosci GSK -3 zmniejsza uwalnianie glutaminianu
do przestrzeni synaptycznej. Uwalnianie neurotransmitera zachodzi poprzez tworzenie
kompleksu SNARE (receptor biatka przyczepnosci czynnika wrazliwego na N-etylomaleimid).
Wzmozenie aktywnos$ci GSK-33 w szczurzej hipokampalnej hodowli pierwotnej wptyne¢to na
opoOznienie egzocytozy pecherzykow z czesci presynaptycznej. Autorzy sugeruja, ze negatywna
regulacja fuzji pecherzykow synaptycznych zachodzi prawdopodobnie poprzez zakldcanie
tworzenia kompleksu SNARE na drodze regulacji kanatow wapniowych zaleznych od napigcia.
Zaobserwowano, ze wzrost aktywno$ci GSK-3p prowadzi do fosforylacji kanatu Ca?* typu P/Q,
zatrzymujgc naptyw Ca?* do komorki, a tym samym hamujgc tworzenie kompleksu SNARE

(Zhu i wsp., 2010).

Analizy prezentowane w pracy Wang i wsp. (2019) skupily si¢ na wptywie wzrostu
aktywnosci GSK-3 na cze$¢ postsynaptyczng, co potwierdza, ze kinaza ta wplywa zar6wno
na cze$¢ presynaptyczng jak i postsynaptyczng. Wykorzystali oni w swoich badaniach
transgeniczny model mysi, posiadajacy mutacj¢ Shank3b—/—. W modelu tym zaobserwowano
zwigkszenie poziomu fosforylacji GSK-3p, prowadzace do hamowania jej aktywnosci
w przedniej korze zakretu obreczy. Hamowanie GSK-3f spowodowato zmniejszenie
fosforylacji substratow GSK 33: PSD95 oraz podjednostki receptora AMPA (GIuR2), a takze
wywotalo zmiany na poziomie elektrofizjologicznym — zaobserwowano zmniejszenie
czestotliwosci mEPSCs. Dodatkowo, spadek aktywnosci GSK-33 spowodowal zmniejszenie

gestosci kolcow dendrytycznych. Wprowadzenie do analizowanego rejonu mozgu wektora
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wirusowego AAV z konstytutywnie aktywnym GSK-3B przywrocito prawidlowg ekspresje
podjednostki GluR2, a takze zwigkszyto gestosé kolcoOw dendrytycznych (Wang i wsp., 2019).

Badania sugeruja, ze GSK-33 moze wptywaé na zwiekszenie udziatu procentowego
milczacych synaps (Bradley i wsp., 2012). Zwigkszenie liczby (% udziatu w puli synaptycznej)
milczacych synaps w mysim modelu GSK-3B[S9A] moze by¢ zwigzane z wplywem
aktywnos$ci GSK-3f na ruch i ekspresje receptorow dla glutaminianu. Jako neuronalny efektor
dziatania GSK-3f zostata wskazana kinaza fosfatydyloinozytolu 4 typu II o (PI4KIla) (Amici
I wsp., 2020). Poczatkowo wykazano potencjalng role PI4KIlo w regulacji powierzchniowe;j
ekspresji receptorow AMPA. Zmniejszenie ekspresji lub fosforylacja PI4KIla wigzata si¢ ze
wzrostem ekspresji receptorow AMPA na powierzchni neuronéw hipokampa (Robinson i wsp.,
2014). Kolejne badania tego zespotu nie potwierdzity wplywu PI4Klla na liczb¢ AMPA
W czesci postsynaptycznej. Roznica ta mogla by¢ zwigzana ze zmiang metody analizy —
w pierwszym badaniu analizowany byl poziom receptorow AMPA na calej powierzchni
neuronu, natomiast w drugim badaniu skupiono si¢ na zawartos$ci receptorOw w czesci
postsynaptycznej. Wykazano redukcje transmisji synaptycznej zaleznej od receptorow NMDA
u mysich nokautow PI4Klla, tak jak w przypadku farmakologicznego hamowania aktywnosci
GSK-3p. Ta obserwacja sugeruje, ze PI4Klla za posrednictwem GSK-38 moze prowadzi¢ do
stabilizacji w btonie receptorow NMDA (Amici i wsp., 2020). Rui i wsp. (2013) wykazali, ze
zwiekszona aktywno$¢ GSK-3f uzyskana dzigki transfekcji hodowli pierwotnej plazmidami
GSK-3B[S9A] negatywnie reguluje prady hamujace poprzez zmniejszenie powierzchniowych
skupisk receptorow GABAa. W tym samym badaniu podanie do hodowli neuronalnych
konstruktow GSK-3B z ufosforylowang serynag w pozycji 9 (pS9-GSK-3B) spowodowato
kurczenie si¢ dendrytow oraz zmniejszenie amplitudy i czestotliwo$ci miniaturowych

hamujacych pradow postsynaptycznych (Rui i wsp., 2013).

Jak wspomniano wczesniej, wiele badan wskazuje na to, ze pozytywny wptyw lekow
normotymicznych wynika z negatywnej regulacji aktywnosci GSK-3B (Li i wsp., 2002;
LiiJope, 2010). Podanie chlorku litu zwierzetom poddanym okotoporodowej hipoks;ji-
ischemii wywotalo wzrost ekspresji biatek synaptycznych takich jak: synapsyna 1, PSD95,
GluR1 oraz biatka Tau. Wraz ze zmiang poziomu biatek zaobserwowano zwigkszenie
amplitudy i1 czestotliwosci mEPSCs (Xiong i wsp., 2018). W przypadku nieuszkodzonych
neurondw w hodowli pierwotnej, zar6wno podanie inhibitoréw GSK-3f jak i nokaut genowy
GSK-3p (poprzez podanie siRNA do hodowli) prowadzi do zmniejszenia amplitudy mEPSCs.
Mechanizm tych zmian opierat si¢ na zmniejszeniu liczby receptoréw AMPA (Gideons i wsp.,
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2017; Wei i wsp., 2010) oraz NMDA (Chen i wsp., 2007; Li i wsp., 2013) w synapsie, poprzez
zwiekszenie ich internalizacji z btony. W przypadku wczesnej poporodowej ekspozycji na
terapeutyczng dawke chlorku litu zaobserwowano zmniejszenie amplitudy mEPSCs, co moze
wyjasnia¢ zaburzenia kognitywne i nieprawidtowe funkcjonowanie OUN u noworodkéw matek
poddanych farmakoterapii litem (Ankolekar i Sikdar, 2015). Propozycja wyjasnienia
mechanizmu zmian zostata przedstawiona na modelu nokautow genowych GSK-3p.
Wykazano, ze zmniejszenie stabilnosci kolcow dendrytycznych i idgce za tym zmniejszenie
amplitudy i czestotliwosci mEPSC moze zachodzi¢ na drodze akumulacji 3-kateniny, jednego

z gtownych efektorow w szlaku Wnt (Ochs 1 wsp., 2015).

Prezentowane odkrycia identyfikuja zmiany w poziomie aktywnos$ci GSK-3p jako
istotny element w regulacji rozwoju dendrytow, formowaniu si¢ synaps glutaminergicznych

oraz w regulacji wlasnosci elektrofizjologicznych neuronéw w mysim hipokampie.

6.2. Wplyw wzmozonej aktywnosci GSK-3p na poziom ekspresji miRNA

w hipokampie

Dotychczasowe badania, wskazujace na regulacje poziomu ekspresji miRNA poprzez
zmieniong aktywno$¢ GSK-3f3 skupialy si¢ na komorkach nieneuronalnych, gldwnie na liniach
komoérkowych. Pokazano w nich, ze zar6wno miRNA moga regulowac poziom ekspresji GSK
3B (Kasiappan and Rajarajan, 2017), jak rowniez zmieniona aktywnos¢ GSK-33 wptywa na
zmiany w poziomie ekspresji miRNA, czego przyktadem jest miRNA let-7, nalezacy do grupy
supresorow nowotworowych (Guo et al., 2010). W badaniu przeprowadzonym na linii
komorkowej pochodzacej z komorek nowotworowych jajnika, Guo i wsp. (2010)
zaobserwowali zmniejszenie poziomu ekspresji miRNA let-7. Nastepnie wykazali, ze dodanie

inhibitora GSK-3f3 prowadzi do wzrostu poziomu ekspresji tego miRNA.

Role GSK-3p wykazano w regulacji biogenezy miRNA na poziomie regulacji
aktywnos$ci mikroprocesora. Jednym z modeli, na ktorym wykazano t¢ zalezno$¢ byly linie
komorkowe (HeLa, HEK293T, COS-1, LNCaP oraz PC3) traktowane specyficznym dla
GSK-3B inhibitorem (CT 99021 = CHIR 99021) lub poddane transfekcji dominujaca,
nicaktywng formg GSK-3p, GSK-3B[K85R]. W obu przypadkach efektem zmniejszania

aktywnosci GSK-3 byto zmniejszenie aktywnosci enzymu Drosha. Co ciekawe, w tym samym
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badaniu zwigkszenie aktywnosci GSK-3p poprzez transfekcje linii komérkowej HEK293T
konstruktem plazmidowym zawierajagcym konstytutywnie aktywng forme GSK-3[S9A] miato
odwrotny wplyw, zwigkszajac jednoczes$nie ekspresje kilku miRNA (miR-27a, miR-23a,
miR-24, miR 141 and miR-182) (Fletcher i wsp., 2016). Enzym Drosha, odpowiedzialny za
powstanie pre-miRNA wymaga fosforylacji w pozycjach S300 i S302 celem utrzymania
lokalizacji jadrowej. Wykazano, ze fosforylacja ta wymaga aktywnosci GSK-3 (Tang i wsp.,
2011). Podsumowujac zahamowanie aktywnosci GSK-3 powoduje zmniejszenie aktywnosci
enzymu Drosha, a tym samym obnizenie ekspresji wielu miRNA, natomiast wzrost aktywnosci
GSK-3B zwigksza aktywno$¢ enzymu Drosha i wplywa na akumulacje dojrzatego miRNA

(Fletcher i wsp., 2016; Ogorek i wsp., 2018).

Niniejsza praca dowodzi roli GSK-3B w regulacji ekspresji miRNA w neuronach.
Dodatkowo wyniki wskazuja, ze zwigkszona aktywno$¢ GSK-3B wptywa na poziom miRNA
w komorkach nerwowych. W hipokampie myszy linii GSK-3B(S9A) zaobserwowano zmiany
w poziomie ekspresji 24 dojrzatych miRNA oraz 71 prekursorowych miRNA. Zwickszenie
aktywnosci GSK-3B w komodrkach nerwowych doprowadzito do zmniejszenia ekspresji
wigkszosci mIRNA o zmienionym poziomie ekspresji. Zaobserwowany efekt jest odwrotny

W poréwnaniu do wczesniejszych badan prowadzonych na komorkach nieneuronalnych.

6.3. Wplyw miRNA-221*% na strukture i funkcje synaps pobudzajacych

w komorkach piramidalnych hipokampalnej hodowli pierwotne;j

Na podstawie wynikdw sekwencjonowania nowej generacji wytypowano 4 miRNA:
miR-186-5p, miR-221* (miR-221-5p), miR-129-1-3p oraz miR-145-5p 0 najsilniej obnizonej
ekspresji u badanych myszy transgenicznych. Zaobserwowane obnizenie poziomu ekspresji
miR-221*, wykazane zaréwno metoda NGS jak i metodg qPCR bylo przestankg do
sprawdzenia wplywu obnizenia tego miRNA na gesto$¢ i strukture kolcow dendrytycznych
oraz wlasnoséci elektrofizjologiczne neuronéw. W tym celu wykorzystano jako model
doswiadczalny mysig hipokampalng hodowl¢ pierwotng transfekowang wyznakowanym
fluorescencyjnie inhibitorem miR-221*. Ggstos¢ i1 ksztalt kolcow nie zmienity si¢ pod
wpltywem hamowania aktywno$ci miR-221*. Co ciekawe, zaobserwowano wzrost amplitudy
mEPSCs przy jednoczesnym braku roéznic w interwalach mie¢dzy zdarzeniami. Moze to

sugerowad, ze miR-221* zwigksza site odpowiedzi postsynaptycznych, poniewaz uwaza si¢, ze
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za wzrost amptitudy mEPSC odpowiada wzrost liczby receptorow dla glutaminianu (Hu i Li,
2017). Harraz i wsp. (2012) zaobserwowali neuroprotekcyjne dziatanie miR-223, ktorego
poziom ekspresji wzrastal wodpowiedzi na niedokrwienie moézgu spowodowane
uszkodzeniem. W badaniu tym pokazano, ze miR-223 bezposrednio reguluje ekspresje
podjednostek receptorow AMPA (GluR2) i NMDA (NR2B) poprzez celowanie w sekwencje
3’UTR. Nokaut miR-223 u myszy wywotywal zwigkszenie amplitudy zdarzen mEPSCs
(Harraz i wsp., 2012). Podobny mechanizm zaobserwowano po indukcji LTD, ktore
spowodowato wzrost poziomu miR-137. W wyniku zwigkszenia poziomu tego miRNA
zmniejszyla si¢ ekspresj¢ podjednostki receptora AMPA (GluAl) w synapsach
hipokampalnych. Obnizenie poziomu ekspresji miR-137 miato odwrotny skutek, a dodatkowo
bylo zwigzane ze wzrostem transmisji synaptycznej i przeksztatceniem milczacych synaps
w synapsy funkcjonalne (Olde Loohuis i wsp., 2015). Badania te sugeruja, ze zaobserwowany
wzrost amplitudy mEPSC po dodaniu inhibitora miR-221* moze by¢ zwigzany z jego rolg

w regulacji poziomu podjednostek receptorow AMPA i NMDA w cze$ci postsynaptyczne;.

Zdecydowana wigkszos$¢ dotychczasowych badan skupiata si¢ na miR-221-3p, ktore
jest jednym z najpowszechniejszych miRNA w ludzkim moézgu (Boudreau i wsp., 2014). Rola
miR-221-3p zostata wykazana w takich procesach jak proliferacja (Pandey i wsp., 2015) oraz
réznicowanie neuroné6w (Hamada i wsp., 2012) i komérek Schwanna (Yu i wsp., 2012).
Odgrywa ono rowniez role w odpowiedzi na stres oksydacyjny (Oh i wsp., 2018). Co wigcej,
miR-221-3p zostat zidentyfikowany jako potencjalny biomarker choroby Parkinsona (Ding
i wsp., 2016; Ma i wsp., 2016), zespotu tamliwego chromosomu X (Zongaro i wsp., 2013)
i CHAJ (Feng i wsp., 2019). Zwigzek miR-221-3p z depresja wynika z jego roli w regulacji
szlaku Wnt2/CREB/BDNF (Lian i wsp., 2018). Elementy tego szlaku sg rowniez regulowane
poprzez aktywnos$¢ GSK-3[3 (Mai i wsp., 2002; Okamoto i wsp., 2010; Xu i wsp., 2017).

Analiza proteomiczna somatycznych komoérek macierzystych z ludzkiej krwi
pepowinowej wykazata, ze miRN A pozwalaja na osiggnigcie wywazonej rownowagi (ang. fine-
tuning), na poszczegdlnych etapach rozwoju (Schira-Heinen i wsp., 2020). Role takiego
regulatora przypisano gléwnie miR-221*. Obnizenie poziomu ekspresji tego miRNA bylo
obserwowane z jednoczesnym zwigkszeniem poziomu ekspresji wielu bialek zaangazowanych
w réznicowanie komorek (Schira-Heinen i wsp., 2020). Dodatkowo wykazano, ze rodzina miR-
221 moze réwniez regulowac ekspresje innych miRNA (Alshalalfa, 2012). Pomimo tego, ze
mMiR-221* jest niezbgdne dla migracji, réznicowania i wzrostu komorek (Su i wsp., 2013), nie
wykazano wczesniej roli tego miRNA w funkcjonowaniu synaps i ich plastycznosci.
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Zainteresowanie funkcja miR-221* ograniczone jest gtownie do badan skupiajacych si¢
na mechanizmach i potencjalnej terapii nowotworow. Wykazano, ze zaburzony poziom
ekspresji miR-221* w linii komoérkowej nowotworu prostaty prowadzi do zmian w migracji,
réznicowaniu i ksztatltowaniu si¢ guzéw nowotworowych (Kiener i wsp., 2019; Shao i wsp.,
2018). Wykazano istotne statystycznie obnizenie poziomu ekspresji miR-221* w nowotworze
prostaty w odniesieniu do zdrowej tkanki (Kiener i wsp., 2019). Zwig¢kszony poziom ekspresji
miR-221* byt skorelowany ze spadkiem migracji i r6znicowania komorek in vitro, co
prowadzito do redukcji procesu nowotworowego (Shao i wsp., 2018). Ponadto wykazano
rowniez wplyw miR-221%* na regulacj¢ odpowiedzi zapalnej (Fang 1 wsp., 2015; Li 1 wsp.,
2020).

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sugeruja, ze miR-221%, ktorego poziom
ekspresji jest istotnie obnizony w hipokampie myszy transgenicznej linii GSK-33[S9A] moze
odgrywac rol¢ w transmisji synaptycznej. Przedstawione wyniki uzyskane z analizy pierwotnej
hodowli komorkowej uzyskanej z hipokampow myszy typu dzikiego sa badaniem
pilotazowym, wymagajacym szerszej analizy 1 dalszych badan. Rownoczes$nie sg przestanka
wskazujaca na istotny udzial miR-221* w zmianach wiasciwosci elektrofizjologicznych

Nneuronow.
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/. Podsumowanie wynikow i wnioski

1. W pracy wykazano, ze wzmozona aktywno$¢ GSK-33 wptywa na strukturg i funkcje
synaps pobudzajacych w zakrecie zgbatym u mtodych osobnikéw. Strukturalne
zaburzenia obejmowaly zmiany morfologii kolcow dendrytycznych, gdzie
zaobserwowano ich wydtuzenie oraz zwigkszenie liczby kolcow dtugich (uwazanych
za niedojrzale) wzgledem grzybkowatych (uwazanych za dojrzatg forme)
i przysadzistych (zanikajgce). Ponadto wykazano, ze zmiany strukturalne wigza si¢
jednoczesnie ze zmniejszeniem pobudzajacego przekaznictwa Synaptycznego.
Ostabienie aktywnoS$ci synaptycznej moze mie¢ zwigzek ze zwigkszeniem si¢ udziatu
milczacych (niedojrzatych, lub niefunkcjonalnych) synaps w zakrgcie zebatym
osobnikéw transgenicznych. Powyzsze wyniki sugeruja, ze wzrost aktywnosci GSK-3f3
zmniejsza stabilno$¢ receptorow AMPA w blonie i hamuje dojrzewanie polgczen

synaptycznych.

2. Wykazano, ze GSK-3p reguluje poziom ekspresji kilkudziesieciu dojrzatych
i niedojrzalych miRNA w hipokampie, obnizajgc poziom ich ekspresji. Potwierdzono

obnizenie poziomu ekspresji MiR-221* u myszy z nadekspresja GSK-3p.

3. Wykazano, ze obnizenie poziomu ekspresji miR-221* nie wplywa na strukture, ale
wplywa na funkcjonowanie synaps pobudzajacych w neuronach hipokampalnych
u myszy typu dzikiego. Nie zaobserwowano wptywu hamowania poziomu ekspresji
miR-221* na gesto§¢ 1 ksztalt kolcow dendrytycznych, ale zaobserwowano
wzmocnienie pobudzajacego przekaznictwa synaptycznego, prawdopodobnie poprzez

mechanizmy postsynaptyczne.

Podsumowujac, wzrost aktywnosci GSK-3B prowadzi do zmniejszenia puli
funkcjonalnych synaps w komorkach ziarnistych zakrgtu zebatego hipokampa u mtodych
myszy. U transgenicznych myszy ze wzmozona aktywno$cia GSK-33 wykazano obnizenie
poziomu miR-221* a zahamowanie aktywnosci tego miRNA prowadzi do zmian
w pobudzajagcym przekaznictwie synaptycznym. Zaobserwowane zmiany w morfologii
I funkcjonowaniu synaps pod wptywem wzmozonej aktywnosci GSK-3B moga by¢ podtozem

zaburzonej plastyczno$ci synaptyczne;.
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