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Streszczenie

Czynnik odpowiedzi na surowic¢ (SRF, ang. Serum Response Factor) jest glownym
czynnikiem transkrypcyjnym, ktory reguluje ekspresje genéw w odpowiedzi na pobudzenie
neuronalne w dorostym moézgu. Bialtko SRF i jego koaktywatory - biatka z rodziny MKL
(biataczki megakarioblastycznej, ang. megakaryoblastic leukemia), sa zaangazowane
w regulacj¢ proceséw zwigzanych z wczesnym rozwojem komorek nerwowych. Badania
przeprowadzone w ostatnich latach wskazujg na zwigzek mi¢dzy wystepowaniem zmian
pojedynczych nukleotydow w genach kodujacych koaktywatory MKL1 1 MKL2 u ludzi,
a zwigkszonym ryzykiem wystapienia chorob neurorozwojowych, takich jak schizofrenia czy
zaburzenia ze spektrum autyzmu. Choroby te czesto wigza sie¢ z nieprawidlowosciami
w procesie dojrzewania neurondéw, jednak wpltyw czynnika SRF oraz jego koaktywatorow
MKL1 i MKL2 na powstawanie i dojrzewanie drzew dendrytycznych oraz kolcow
dendrytycznych w neuronach pozostaje wcigz stabo zbadany. Wyniki przedstawione
W niniejszej pracy wykazuja, ze usunigcie biatka SRF na wczesnych etapach rozwoju
postnatalnego mysich neuronéw in vitro prowadzi do zmniejszenia liczby oraz catkowitej
dhugosci dendrytow, a takze spadku ztozonos$ci drzewa dendrytycznego. Ponadto, w neuronach
pozbawionych SRF zaobserwowano obnizong ggstos¢ kolcoéw dendrytycznych oraz
zwigkszong liczbe kolcoOw niedojrzatych. Zbadano takze wplyw zmiany pojedynczych
nukleotydéw w genach kodujacych MKL1 i MKL2 na funkcje tych biatek w neuronach in vitro.
Przeanalizowano ich subkomoérkows lokalizacje, zdolno$¢ do aktywacji transkrypcji zaleznej
od SRF oraz wptyw na dojrzewanie drzewa dendrytycznego. Przeprowadzone doswiadczenia
pokazaty, ze nadprodukcja biatka MKL1 lub MKL2 aktywuje transkrypcj¢ zalezng od SRF,
indukowang przez BDNF, oraz powoduje wzrost ztozonosci drzewa dendrytycznego in vitro.
Ponadto, zidentyfikowano zmiany pojedynczych nukleotydow w MKL1 lub MKL2, ktore
powodowaty zaburzenia funkcji badanych koaktywatorow. W pracy zbadano rowniez wptyw
wyciszenia SRF na rozwoj ludzkich komorek nerwowych wyprowadzonych z indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSC), pochodzacych z fibroblastow. Neurony
powstajace z neuralnych komoérek macierzystych, w ktéorych wyciszono SRF z uzyciem
ShRNA, wykazywaly wzrost liczby dendrytéw podstawnych, skutkujacy wzrostem liczby
rozgalezien w porownaniu do komorek kontrolnych.

Podsumowujac, obnizenie poziomu biatka SRF oraz zamiany pojedynczych

nukleotydow w domenach funkcjonalnych koaktywatorow MKL1 lub MKL2 prowadzi do



zaburzen struktury neuronéw podczas rozwoju in vitro. Podobne zmiany w budowie neuronéw

s czesto obserwowane w zwierzecych modelach choréb neurorozwojowych.



Abstract

Serum Response Factor (SRF) is a key transcription factor that regulates gene
expression in the adult brain in response to neuronal stimulation. Recent findings reveal
the involvement of SRF and its MKL (megakaryoblast leukemia) family coactivators in
prenatal neuronal cell development. Despite this knowledge, the role of SRF and MKL proteins
in postnatal neuronal development remains poorly understood. Studies indicate a link between
single nucleotide changes in genes encoding MKL1 and MKL2 coactivators and an elevated
risk of neurodevelopmental diseases like schizophrenia and autism spectrum disorders in
humans. These diseases are often associated with abnormalities in the process of neuronal
maturation.

However, the influence of SRF and its coactivators MKL1 and MKL2 on the formation
and maturation of dendritic trees and dendritic spines in neurons is still poorly studied.
The results presented in this thesis show that deletion of the SRF protein during early postnatal
development in vitro decreases the number and total length of dendrites and reduces dendritic
tree complexity. Neurons lacking SRF also exhibit a lower density of dendritic spines and an
increased number of immature spines.

Additionally, the study investigated the influence of single nucleotide changes in MKL1
and MKL2 genes, identified in humans, on their protein function in neurons in vitro. The
subcellular localization of the proteins, their ability to activate SRF-dependent transcription,
and their effect on dendritic tree maturation were analyzed. Results demonstrate that
overexpression of MKL1 and MKL2 proteins, influenced by BDNF, alters their neuronal
localization, activates SRF-dependent transcription, and increases the complexity of the
dendritic tree in vitro. Moreover, we identified single nucleotide changes occurring in MKL1
or MKL2 that disrupted their function.

The study was extended with the analysis of the development of human neuronal cells
obtained by differentiation from induced pluripotent stem cells (iPSCs) derived from
fibroblasts. Neurons arising from neural stem cells where SRF was silenced using shRNA
exhibited an increase in the number of basal dendrites, resulting in increased branching
compared to control cells.

In conclusion, downregulation of the SRF protein and single nucleotide substitutions in

the functional domains of MKL1 or MKL2 coactivators contribute to abnormalities in neuronal



structure during development in vitro. These morphological changes are often observed in

animal models of neurodevelopmental diseases.
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B/MAL16
MRNA

Mytll

N2

N2B27

NCBI

bufor stosowany do utrzymania fizjologicznego pH podloza do
hodowli komoérkowych

barwnik fluorescencyjny kwasu nukleinowego

(ang. Horse Serum) surowica konska

(ang. immediate early genes) geny odpowiedzi wczesnej

linia komodrek macierzystych wyprowadzona z fibroblastow 10-cio
letniej kobiety

linia komorek macierzystych wyprowadzona z fibroblastoéw 30-sto
letniej kobiety

(ang. iNeurons) indukowane neurony

(ang. induced Pluripotent Stem Cells) indukowane pluripotencjalne
komorki macierzyste

gen wczesnej odpowiedzi

gen pluripotencji, czynnik podobny do Kriippela 4

pozywka bogata w skladniki odzywcze potrzebne do wzrostu
i utrzymania czystych kultur rekombinowanego szczepu E. coli
pozywka hodowlana stosowana do hodowli bakterii E. coli
inhibitor $ciezki sygnalowej receptora BMP typu |

(ang. lysophosphatic acid) kwas lizofosfatydowy

(ang. lipopolisaccharide) lipopolisacharyd

(ang. Long-Term Depression) dtugotrwate ostabienie synaptyczne
(ang. Long-Term Potentiation) dtugotrwate wzmocnienie
lentiwirus stosowany jako kontrola w procesie wyciszania SRF
lentiwirus stosowany do wyciszania SRF w NSC

domena dimeryzacji

(ang. Agamous, Deficiens, and SRF) region odpowiedzialny za
wigzanie biatka do DNA

(ang. microtubule-associated protein 2) biatko towarzyszace
mikrotubulom 2

biatko wigzace metylo CpG 2
(ang. Mouse Embryonic
fibroblasty

(ang. MEM Non-Essential Amino Acids Solution) mieszanina
endogennych aminokwasow

(ang. Minimum Essential Medium)

(ang. miniature ) miniaturowe pobudzajace prady postsynaptyczne
baza danych mikro RNA

mikroRNA

(ang. megakaryoblastic leukemia) biataczka megakarioblastyczna
(ang. Megakaryoblastic leukemia 1)

biataczka megakarioblastyczna 1

(ang. Megakaryoblastic leukemia 2)

biataczka megakarioblastyczna 2

matrycowe RNA

czynnik transkrypcji mieliny 1

komercyjnie dostepny sktadnik pozywki hodowlanej

pozywka do rdéznicowania komorek macierzystych w neuralne
komorki macierzyste

(ang. National Center for Biotechnology Information) Narodowe
Centrum Informacji Biotechnologicznej

Fibroblasts) mysie embrionalne
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NES
Neurobasal-A
NeuroD1
NGF

Ngn2

NGS

NLS

NMDA
NOS1AP
Npas4

NSC
OCT4
ONPG

P
p3XFLAG-MKL1/2
pAAV-CamKII-Cre
pAAV-CamKII-GFP
PBS

pcDNA3.1

PCR

PFA

pH

pLKO.1 - TRC
cloning vector
pLKO.1 - TRC
control

pMD2

pMD2.G

pPAX

PSD

PSD-95

psPAX2
pTRIP-PGK-GFP

PVDF
REF
RIPA
RNA
ROCK
ROUT
RPEL
RS
RT-qPCR
S.0.C.

SAM

pozywka do hodowli neuralnych komoérek macierzystych

pozywka do hodowli komoérek neuronowych

czynnik transkrypcyjny réznicowania neuronow 1

(ang. Nerve Growth Factor) czynnik wzrostu nerwow
neurogenina 2

(ang. Normal Goat Serum) surowica kozia

(ang. Nuclear Localization Signals) sygnat lokalizacji jadrowe;j
kwas N-metylo-D-asparaginowy

biatka adaptera syntazy tlenku azotu 1

czynnik transkrypcyjny neuronalnej domeny PAS 4, gen
odpowiedzi wczesnej

(ang. Neural Stem Cells) neuralne komoérki macierzyste

czynnik transkrypcyjny wigzania oktameru 4

(ang. ortho-Nitrophenyl-g-galactoside) orto-nitrofenylo-f3-
galaktozyd- substrat do wykrywania aktywnos$ci B-galaktozydazy
(ang. postnatal day) dzien postnatalny

plazmid z nadekspresja MKL1

plazmid pod promotorem CaMKII zawierajacy wstawke Cre
plazmid pod promotorem CaMKII zawierajacy GFP

(ang. Phosphate Buffer Saline) zbuforowany fosforanem roztwor
soli fizjologicznej

wektor ekspresyjny ssakow

(ang. Polymeraze Chain Reaction) reakcja tancuchowa polimerazy
paraformaldehyd

skala kwasowosci 1 zasadowosci roztworow

wektor do klonowania i ekspresji nowych sekwencji ShRNA

wektor kontrolny do klonowania

plazmid do produkcji wektoréw lentiwirusowych

plazmid otoczki lentiwirusowej

plazmid pakujacy stosowany do produkcji lentiwiruséw

(ang. postsynaptic density) gestos¢ postsynaptyczna

(ang. postsynaptic density protein 95) biatko gestosci
postsynaptycznej 95

plazmid pakujacy do produkcji wektoréw lentiwirusowych
plazmid uzyty do wprowadzania GFP do ludzkich neuralnych
komorek macierzystych

polifluorek winylidenu

(ang. Rat Embryonic Fibroblasts) szczurze embrionalne fibroblasty
bufor do izolacji biatek

(ang. ribonucleic acid) kwas rybonukleinowy

kinaza biatkowa zawierajacej Rho

metoda statystyczna

miejsce wigzania G-aktyny

(ang. Rett Syndrome) zespot Retta

ilosciowa fancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang. Super Optimal Catabolite repression) pozywka do hodowli
bakterii bogata w sktadniki odzywcze, zawiera glukozg

(ang. Sterile Alpha Moitif)
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https://www.addgene.org/16075/

SAP
SAP-1
SAP-2
SB431542
SDS
SGCE
shCTR
SshRNA

shSRF
SMAD

SNP

SOX2

SRF
SRFf/f
SRF-MKL
SRM

STEMCCA

STR
SIFT

TAD
TBE

TBST

TCF
TEMED
TIFF

TNFa

TPA
TRIP-GFP
U

uv

Y-27632/
dihydrochloride
z-step
BFGF/FGF-2

miejsce wigzania DNA i aktywacji genow

biatko z rodziny TCF

biatko z rodziny TCF

inhibitor $ciezki sygnatowej TGFf3

siarczan dodecylu sodu

gen g-sarkoglikanu

nazwa lentiwirusa kodujacego shCTR

(ang. short hairpin RNA) krotkie RNA o strukturze spinki do
wlosow

nazwa lentiwirusa kodujacego shRNA

biatka o charakterze represorow lub aktywatoréw, ktore sa
niezbedne do regulacji genéw

(ang. Single Nucleotide Polimorphism) polimorfizm pojedynczego
nukleotydu

gen pluripotencji w komoérkach iPS, region Y determinujacy pteé
(ang. Serum Response Factor) czynnik odpowiedzi na surowice
szczep transgenicznych myszy laboratoryjnych

kompleks SRF-MKL

pozywka do rdéznicowania komorek macierzystych w neuralne
komorki macierzyste

nazwa lentiwirusa uzytego do przeprogramowywania ludzkich
fibroblastow

(ang. Short Tandem Repeats) krotkie tandemowe powtdrzenia
narzedzie oparte na homologii  sekwencji, ktore pozwala
przewidzie¢, czy podstawienie aminokwasu wptynie na funkcje
biatka

domena aktywacji transkrypcji

(ang. Tris-Borate-EDTA) bufor stosowany do elektorforezy
agarozowej

bufor stosowany do wykrywania biatek metoda Western blotting
(ang. Ternary Complex Factor) trojsktadnikowy czynnik ztozony
N,N,N',N'- tetrametyloetylenodiamina

format zapisu plikow

(ang. Tumor Necrosis Factor «) czynnik martwicy nowotworow
estry forbolu

nazwa lentiwirusa uzytego do wprowadzania GFP do NSC

(ang. unit) jednostka

promieniowanie ultrafioletowe

inhibitor kinazy biatkowej zawierajacej Rho

réwnomierne odstepy w osi Z

(ang. Basic Fibroblasts Growth Factor) podstawowy czynnik
wzrostu fibroblastow

14



1. Wstep
1.1. Budowa i funkcje neuronow

Przetom XIX i XX wieku przyniost olbrzymi postep w zrozumieniu etapow rozwoju
I funkcji mozgu. Podstawag do badan nad budowa komoérek nerwowych bylo opracowanie
metody barwienia neuronow przez wloskiego naukowca Camillo Golgiego (de Castro i in.,
2007). Odkrycie to umozliwito zobrazowanie pojedynczych komorek nerwowych i stato sie
podwaling tzw. doktryny neuronowej stanowiacej, iz pojedyncze neurony stanowia strukturalng
i funkcjonalng jednostke organizacyjng osrodkowego uktadu nerwowego (Bentivoglio i in.,
2019; De Carlos i Borrell, 2007; Ghosh, 2020; Ramoén y Cajal, 1933; Torres-Fernandez, 2007).
Wykorzystujac pionierskie badania Golgiego, hiszpanski naukowiec Santiago Ramon y Cajal
udokumentowat zaobserwowane cechy struktury uktadu nerwowego réznych struktur mézgu.
Za powyzsze odkrycia badacze zostali wyrdznieni Nagrodg Nobla w 1906 roku (De Carlos
i Borrell, 2007; de Castro i in., 2007; Glickstein, 2006).

dendryty neuron

synapsa

Rycina 1. Schemat budowy neuronu z synapsa chemiczna zaznaczona w czerwonym
kwadracie. Czerwonymi strzatkami zaznaczono dendryty. Rycina zmodyfikowana na
podstawie artykutu Huang (A. Huang i in., 2017).

Neurony to elektrycznie pobudliwe komorki, ktére stanowig podstawowa jednostke
strukturalng o$rodkowego uktadu nerwowego. Cechuje je ogromna ré6znorodnos¢ funkcji oraz
ksztattow (Peng i in., 2021). Odpowiadajg one za odbieranie, przetwarzanie i przekazywanie
informacji w odpowiedzi na bodzce (Biga i in., 2019). Neurony zbudowane sg z ciata komorki
(perikarionu), aksonu i dendrytow (Alberts i in., 2002). W ciele komorki znajduje si¢ jadro
komorkowe oraz inne organelle niezbedne do jej funkcjonowania. Z ciala odchodzi wiele
rozgalezionych wypustek zwanych dendrytami oraz jeden akson (Rycina 1). Dendryty
odpowiadajg za odbieranie, przetwarzanie sygnatéw elektrochemicznych z otoczenia. Ich
rozgalezienia tworza zlozong strukture¢ zwang drzewem dendrytycznym. Na powierzchni

dendrytéw znajduja si¢ blonowe wypustki — tzw. kolce dendrytyczne, na ktorych tworzy si¢
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wigkszos¢ synaps pobudzajacych w mozgu (Craig i Banker, 1994). Kolce dendrytyczne
stanowig miejsce przekazywania sygnatu w komorce nerwowej i odpowiadaja za komunikacje
miedzy neuronami. Z ciala neuronu odchodzi pojedyncza wypustka-akson, ktory odpowiada za
przenoszenie sygnatow do innych komoérek nerwowych poprzez zakonczenia presynaptyczne.
W zakonczeniach aksonow znajduja si¢ neuroprzekazniki, ktorych zalezne od pobudzenia
neuronu uwolnienie do szczeliny synaptycznej odpowiada za konwersje bodzca z impulsu

elektrycznego na sygnat chemiczny (DeFelipe, 2015).

1.2. Budowa, rozwdoj i funkcje drzewa dendrytycznego

Rozgalgzienia dendrytéw tworzag struktury zwane drzewami dendrytycznymi.
Zapewniaja one prawidlowa komunikacje w ukladzie nerwowym. Ksztalt drzewa
dendrytycznego jest ztozony i zalezy od rodzaju komoérki nerwowej. Zmiany w rozwoju
i morfologii drzewa dendrytycznego leza u podstaw prawidtowego funkcjonowania mozgu,
aich zaburzenia sg przyczyna rozwoju wielu choréb neurologicznych (Kaufmann i Moser,
2000).

e

lammelipodia formowanie roznicowanie formowanie dojrzewanie neuronu
neurytow aksonu i wzrost
dendrytéw

Rycina 2. Schemat rozwoju komorki nerwowej in vitro uwzgledniajacy poszczegélne etapy
formowania si¢ drzewa dendrytycznego. Rycina z pracy Banker (Banker, 2018)

Rozwoj komorek nerwowych to ztozony i dynamiczny proces obejmujacy formowanie
i rozgal¢zianie si¢ dendrytow, a takze powstawanie kolcow dendrytycznych (Rycina 2).
Wyrdznia si¢ pie¢ etapow ksztattowania komorki nerwowej w hodowli in vitro. W pierwszym
etapie tego procesu formowane sa lammelipodia - bogate w aktyng, cienkie wypustki blony,
znajdujace si¢ na przedniej krawedzi komorki. Inicjuja one migracje komorek (Ballestrem i in.,
2000; Mitchison i Cramer, 1996). Nast¢pnie nowo powstate wypustki tgczac sie ze sobg
tworzac neuryty (Innocenti, 2018). Jeden z powstatych neurytow ulega znacznemu wydtuzeniu,
a na jego koncu tworzy si¢ dynamiczna struktura zwana stozkiem wzrostu. Taka wypustka da

poczatek aksonowi. Z pozostatych neurytow formujg si¢ rozgatg¢ziajace si¢ dendryty, na ktdrych
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w Kkolejnych fazach rozwoju pojawiaja si¢ synapsy (Banker, 2018; Craig i Banker, 1994).
Proces rozgateziania si¢ dendrytow wymaga zmian w strukturze aktyny i mikrotubul. Podczas
destabilizacji filamentow aktynowych i rozciggania si¢ filopodiow (na ktore oddziatujg takze
mikrotubule) powstajg dendryty (Jaworski i in., 2009; Kulkarni i Firestein, 2012a).
W koncowym etapie procesu przeksztatcania neurytow w dendryty, pomiedzy komorkami
zaczynaja tworzy¢ si¢ polaczenia synaptyczne oraz dochodzi do stabilizacji drzewa
dendrytycznego. Tworzenie i dojrzewanie drzewa dendrytycznego to proces diugotrwaty,
ktéremu towarzyszy pojawianie si¢ i zanikanie rozgat¢zien (Banker, 2018; Craig i Banker,
1994). Ksztalt drzewa dendrytycznego oraz liczba rozgalgzien sa bezposrednio zwigzane
z liczba sygnalow, ktore odbiera i przetwarza neuron (Kulkarni i Firestein, 2012). Na przyktad
aktywnos$¢ receptora dla glutaminianu NMDA (N-metylo-D-asparaginowy) zwigksza
tworzenie si¢ rozgatezien dendrytycznych, a tworzenie synaps aktywnie utrzymuje nowo
powstale rozgalezienia (Cline, 2001). Architektura drzewa dendrytycznego moze mie¢ istotny
wplyw na funkcje neuronéw takie jak ich zdolno$¢ do odbierania i integrowania sygnatow

z innych komorek nerwowych (Cervantes i in., 2019).

1.3. Rozwdj budowa i funkcje kolcow dendrytycznych

Wigkszo$¢ synaps pobudzajacych w uktadzie nerwowym zlokalizowana jest na kolcach
dendrytycznych. Kolce dendrytyczne to mate, dynamiczne, bogate w aktyng wypustki btonowe
zlokalizowane na dendrytach neurondw w gestosci 1-10 kolcow na jeden mikrometr dtugosci
dendrytu (u myszy) (Tada i Sheng, 2006). Kolce dendrytyczne zbudowane sa z gestych sieci
bialek cytoszkieletu i transbtonowych oraz licznych receptorow powierzchniowych. W kolcach
dendrytycznych znajduja si¢ wyspecjalizowane organelle niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania synaps takie jak mitochondria, rybosomy i siateczka $rodplazmatyczna.
Ksztatt kolcow dendrytycznych zalezy przede wszystkim od tworzacego je cytoszkieletu
aktynowego (Noguchi i in., 2011), ktorego przebudowa regulowana jest m.in. przez aktywnos¢
GTPazy z rodziny biatek Rho i Ras (Chidambaram i in., 2019). Aktywno$¢ neuronalna wptywa
na dynamiczne zmiany ksztattu i/lub liczby tych matych blonowych wypustek (Nakahata
I Yasuda, 2018; Pchitskaya i Bezprozvanny, 2020). Co wigcej uwaza si¢, iz zmiany w budowie
kolcow dendrytycznych koreluja z sita dzialania synaps pobudzajacych, a ich ksztalt
bezposrednio odzwierciedla funkcje wypustek (Bellot i in., 2014). Wykazano, ze zar6wno
czynniki zewng¢trzne, jak i wewnetrzne, odpowiadajg za powstawanie nowych kolcow (Yuste

I Bonhoeffer, 2001).
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N N e B

filopodia cienkie przysadziste grzybkowate

Rycina 3. Schemat przedstawiajacy ksztalty kolcéw dendrytycznych. Rycina na podstawie
pracy Bonilla-Quintana i Rangamani (Bonilla-Quintana i Rangamani, 2022).

Kolce dendrytyczne zgodnie z ich ksztaltem i rozmiarem mozna zaklasyfikowac do
czterech kategorii: (i) filopodia (ang. filopodia) oraz kolce (ii) cienkie (ang. thin spines),
(iii) przysadziste (ang. stubby spines) i (iv) grzybkowate (ang. mushroom spines) (Hering
i Sheng, 2001; Peters i Kaiserman-Abramof, 1970; Runge i in., 2020). Filopodia to posta¢
kolcow dendrytycznych obecna w duzej liczbie we wczesnych etapach rozwoju. W modzgu
dorostych osobnikow stanowig one zaledwie 10 % wypustek (Harris, 1999; Harris i in., 1992).
Filopodialne wypustki charakteryzuja si¢ obecnosciag dtugiej i cienkiej szyjki bez wyraznie
zarysowane] gtowki oraz brakiem bialek przestrzeni postsynaptycznej (PSD, ang. post synaptic
density) (Berry i Nedivi, 2017). Ten rodzaj kolcow dendrytycznych cechuje najwigksza
dynamika, poniewaz w ciggu zaledwie 10 minut potrafig pojawi¢ si¢ i znikna¢ (Ziv i Smith,
1996). Zgodnie z jedna z teorii uznaje si¢, ze wypustki filopodialne sg prekursorami dojrzatych
kolcow dendrytycznych (Harris, 1999; Ziv i Smith, 1996). Wypustki filopodialne potrafig
réwniez zanika¢ pozostawiajac dendryty ,,gladkimi” (Wang i in., 2007). Nastepng kategorig
kolcoéw dendrytycznych sg tzw. kolce cienkie. Posiadajg one matg gtowke, na ktoérej znajduje
si¢ niewiele receptorow. Sa oddzielone od dendrytu przez cienka szyjke. Czestotliwose
wystepowania tego rodzaju kolcow zmniejsza si¢ wraz z wiekiem 1 pogorszeniem si¢ funkcji
poznawczych (Morrison i Baxter, 2012). Za najbardziej stabilng forma kolcow dendrytycznych,
uwaza si¢ kolce o grzybkowatym ksztatcie. Odznaczajg si¢ one duzg i wyraznie wyodrgbniong
glowa oraz krotka szyjka. Kolce o tym ksztalcie uwaza si¢ za dojrzate i w peini funkcjonalne
(Grutzendler i in., 2002). Gtowki kolcow grzybkowatych zawieraja komplet biatek PSD oraz
receptorow dla glutaminianu, dzigki temu sg w stanie tworzy¢ funkcjonalng synaps¢ (Bourne
i Harris, 2008; Zito i in., 2009). W korze mézgowej oraz hipokampie okoto 25% kolcow ma
ksztalt grzybkowaty (Harris i in., 1992; Peters i Kaiserman-Abramof, 1970). Kolejna grupa
kolcow dendrytycznych sg kolce przysadziste. Charakteryzuje je brak wyrdzniajacej si¢ szyjki
oraz glowki (Harris i in., 1992). Pomimo faktu, iz ich obecnos$¢ zostata opisana w badaniach

z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej uwaza si¢, iz wystepuja one stosunkowo rzadko.
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W rzeczywistosci kolce przysadziste sa kolcami grzybkowatymi o bardzo krotkiej szyjce, ktora
cigzko zobrazowa¢ ze wzgledu na ograniczona rozdzielczo$¢ mikroskopow S$wietlnych
(Tennesen 1 in., 2014). Zarowno kolce dendrytyczne przysadziste, grzybkowate, jak i cienkie,
sg mniej dynamicznymi strukturami niz filopodia i mogg utrzymywac si¢ nawet przez kilka dni

(Holtmaat i in., 2005).

a) filopodialny

R ——

grzybkowaty

v PSD =
O L _J
——
plastycznos¢

wzrost i wydluzanie dojrzewanie dojrzaty kolec dendrytyczny

przysadzisty

\/

4

b)

przysadzisty

\

cienki

grzybkowaty

Rycina 4. Schemat rozwoju i dojrzewania kolcow dendrytycznych. Niebieskimi strzatkami
zaznaczono kategorie ksztalttow kolcow dendrytycznych: przysadziste, filopodialne, cienkie
I grzybkowate (a). Przyktadowe zdjecie z pierwotnej hodowli neuronéw hipokampa wraz
z kolcami dendrytycznymi. Skala: 10 um (b). PSD - gesto$¢ postsynaptyczna (ang. postsynaptic
density).
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1.4. Budowa synaps. Plastycznos¢ funkcjonalna i strukturalna
kolcow dendrytycznych

Synapsy stanowig centralng o§ komunikacji, przetwarzania i przechowywaniu
informacji pomigdzy komoérkami nerwowymi oraz odgrywaja rolg¢ w tworzeniu si¢ pamigci
(Bellot i in., 2014; Lynch, 2004; Mayford i in., 2012; Raine, 1999; Stidhof i Malenka, 2008).
Jednym z rodzajow synaps sa synapsy chemiczne, zbudowane z cz¢éci presynaptycznej
I postsynaptycznej, ktore oddziela szczeling synaptyczng. Powstaja na styku zakonczen
presynaptycznych aksonoéw z zakonczeniami dendrytoéw. Przekazywanie sygnatu pomigdzy
neuronami polega na uwalnianiu neuroprzekaznikow z pecherzykéw synaptycznych do
szczeliny synaptycznej, ktore nastgpnie tacza si¢ z receptorami w czes$ci postsynaptyczne;.
Wyrdznia si¢ dwa gltéwne typy synaps: glutaminergiczne i GABA-ergiczne pelnigce przeciwne
role: odpowiednio pobudzajaca i hamujaca. Synapsy pobudzajace w mozgu ssakow znajduja
si¢ gtownie na kolcach dendrytycznych, natomiast hamujace powstaja na trzonie dendrytu.
Najpowszechniej obecnym neuroprzekaznikiem jest glutaminian, ktéry dziata na receptory
jonotropowe AMPA (a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy) i NMDA (kwas
N-metylo-D-asparaginowy) znajdujace si¢ na powierzchni kolcow dendrytycznych. Na
glowkach kolcow dendrytycznych obecne s3a rowniez receptory metabotropowe dla
glutaminianu (Hanse i in., 2013; Lissin i in., 1998). Glutaminian uwalniany jest
z presynaptycznego zakonczenia i oddzialuje na postsynaptyczne receptory AMPA i NMDA.
Nastepnie dochodzi do otwarcia kanalow jonowych, naptywu jonéw Ca?* oraz depolaryzacji
neuronu (Sheng i Hoogenraad, 2007). W obrebie kolca dendrytycznego wystepuje grupa okoto
200 biatek, ktore tworza tak zwang gestos¢ postsynaptyczna (PSD). Najliczniej wystepujacym
biatkiem gestosci postsynaptycznej jest biatko o gestosci postsynaptycznej-95. PSD-95 to
glowny regulator dojrzewania synaptycznego (Coley i Gao, 2018). PSD dynamicznie zmienia
swoja strukturg i sktad w odpowiedzi na aktywnos¢ synaptyczng (Sheng i Hoogenraad, 2007).
W kolcu, poza zakotwiczonymi w btonie receptorami dla glutaminianu i kanatami jonowymi,
znajdujg si¢ ponadto kinazy i fosfataz, elementy cytoszkieletu, biatka sterujace procesami egzo-
1 endocytozy oraz czasteczki sygnalowe odpowiedzialne za przekazywanie sygnalu
w synapsach (Bell i in., 2016; Gipson i Olive, 2017; Lippman i Dunaevsky, 2005; Pchitskaya
i Bezprozvanny, 2020; Sheng i Hoogenraad, 2007). Cechg charakterystyczng dojrzatych synaps
pobudzajacych jest obecnos$¢ receptorow powierzchniowych AMPA 1 NMDA oraz bialek
gestosci postsynaptycznej PSD-95 (Pchitskaya i Bezprozvanny, 2020). Synapsy hamujace
(symetryczne) nie majg widocznego PSD (Sheng i Hoogenraad, 2007).
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Zalezne od aktywnos$ci komorki nerwowej dynamiczne zmiany liczby i sity potaczen
synaptycznych stanowig podstawe plastycznosci synaptycznej (Gipson i Olive, 2017; Mateos-
Aparicio i Rodriguez-Moreno, 2019; von Bernhardi i in., 2017). Wyrazem plastycznosci
synaptycznej sg zarOwno zmiany funkcjonalne, jak i strukturalne kolcéw dendrytycznych
(Malenka 1 Bear, 2004). Prawidlowa transmisja synaptyczna zalezy od lokalizacji
I rozmieszczenia specyficznych bialek po obu stronach synapsy. Eksperymentalnym modelem
plastycznosci synaptycznej jest dlugotrwate wzmocnienie (ang. Long-Term Potentiation - LTP)
i dlugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. Long-Term Depression - LTD) (Bliss i Lomo,
1973). Jednym z rodzajéow LTP jest LTP zalezne od aktywacji receptorow NMDA. Do jego
wywolania niezbgdna jest aktywnos¢ receptorow NMDA, co powoduje naptyw jondw wapnia
do wnetrza komorki. Prowadzi to do aktywacji kinazy zaleznej od wapnia i kalmoduliny
(kinazy wapniowej I, CamKIl, ang. Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase II),
wbudowania receptorow AMPA do czeSci postsynaptycznej oraz wzrostu ilo$¢ receptorow
AMPA z podjednostka GluR1 (Chater i Goda, 2014; Das i in., 2008). Indukcja LTP powoduje
zwigkszenie gestosci kolcow dendrytycznych i $rednicy ich gtowek (Bourne i Harris, 2008;
Ultanir i in., 2007). Zjawisko dtugotrwatego wzmocnienia Synaptycznego jest najczesciej
badane w synapsach neurondéw piramidowych hipokampa, w regionach CA1 oraz CA3 (P. Das
iin., 2008). LTP moze trwac¢ kilka godzin, dni, a nawet miesiecy (Abraham, 2003; Smolen i in.,
2019). Dlugotrwale ostabienie synaptyczne powstaje na synapsach miedzy witdknami
rownolegltymi i komérkami Purkinjego kory moézdzku (Hirano, 2013). W przypadku LTD
aktywacja receptora NMDA jest stabsza, co powoduje usuwanie receptorow AMPA z czesci
postsynaptycznej synapsy (Malenka i Bear, 2004; Malinow i Malenka, 2002). Ostabienie sity
potaczen synaptycznych wywotane przez LTD skutkuje kurczeniem i zanikaniem kolcow na
dendrytach (Bourne i Harris, 2008; Fiala i in., 2002; Hirano, 2013).

Plastyczno$¢ strukturalna jest zwigzana ze zmiang liczby i ksztaltu kolcow
dendrytycznych zar6wno spontanicznag, jak i w odpowiedzi na stymulacje (Holtmaat i in., 2005;
Trachtenberg i in., 2002). Plastycznos¢ strukturalna kolcow dendrytycznych obserwowana jest
takze na poziomie molekularnym. Dotyczy ona przebudowy cytoszkieletu aktynowego, zmiany
wielkosci PSD czy liczby receptorow dla glutaminianu (Borczyk i in., 2019; Bosch i in., 2014;
Meyer i in., 2014). Zaréwno zmiany strukturalne kolcéw dendrytycznych, jak i funkcjonalne
lezg u podstaw tworzenia $§ladow pamigci (Kasai i in., 2010; Sala i Segal, 2014).
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1.5. Choroby zwiqzane 7 zaburzeniami rozwoju drzewa
dendrytycznego i kolcow dendrytycznych

Dendryty oraz kolce dendrytyczne sg gtdéwnymi strukturami neuronalnymi otrzymujacymi
informacje od innych neuronéw, zatem ich liczba i budowa to jedne z kluczowych czynnikoéw
decydujacych o integracji sygnatow docierajacych do komoérki nerwowej (Martinez-Cerdefio,
2017). Nieprawidtowosci w budowie neuronow czesto koreluja z wystepowaniem chorob
neurorozwojowych, neuropsychicznych i neurodegeneracyjnych (Herms i Dorostkar, 2016;
Penzes i in., 2011; Urbanska i in., 2008). Zmiany w ksztalcie drzewa dendrytycznego
i modyfikacje liczby oraz ksztattu kolcéw dendrytycznych opisano migdzy innymi w korze
mozgowej i hipokampie ludzi chorych na schizofreni¢ (Broadbelt i in., 2002; Garey, 2010),
zespot Downa (L. Becker i in., 1991; Elston, 2003), u 0s6b z zespotem tamliwego chromosomu
X (Rudelliiin., 1985), zespotem Retta (Armstrong i in., 1998) oraz w zaburzeniach ze spektrum
autyzmu (Phillips i Pozzo-Miller, 2015) czy chorobg dwubiegunowa (Kulkarni i Firestein,
2012).

1.5.1 Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ASD, ang. Autism Spectrum Disorder)

ASD jest to zaburzenie neurorozwojowe o nie do konca poznanej etiologii, w ktoérym
obserwuje si¢ deficyty w komunikacji, interakcjach spotecznych oraz nasilenie zachowan
powtarzalnych 1 obsesyjnych. U o0s6b z diagnoza spektrum autyzmu zaobserwowano
zmniejszenie liczby rozgatezien dendrytow w polach CA1 i CA4 (Raymond i in., 1995) oraz
spadek ich liczby w grzbietowo-bocznej korze przedczotowej (Mukaetova-Ladinska i in.,
2004). Co ciekawe, zauwazono zwigkszenie gestosci kolcow dendrytycznych w réznych
regionach mdzgu u pacjentow w porownaniu do populacji ogélnej (Hutsler i Zhang, 2010),
comoze by¢ zwigzane z zaburzonymi procesami powstawania i eliminacji kolcow
dendrytycznych podczas rozwoju. Zauwazono, ze zmiany w gestosci kolcow dendrytycznych
zwigzane mogg by¢ z wystepowaniem u pacjentow z ASD roznych chordb psychicznych

(schizofrenia, depresja), czy z wiekiem pacjenta (Lu i Hsueh, 2022; Martinez-Cerdefo, 2017).

1.5.2 Zespoét lamliwego chromosomu X (FXS, ang. Fragile X Syndrome)

Zesp6t tamliwego chromosomu X to neurorozwojowa choroba genetyczna, w ktorej
dochodzi do dynamicznej mutacji w genie FMR1, co prowadzi do zahamowania jego ekspresji
i braku syntezy biatka FMRP. FMRP jest regulatorem biosyntezy biatek, w tym takze reguluje
ich lokalng syntez¢ W synapsie (Bleuzé i in., 2021; Krichevsky i Kosik, 2001; Okray i in., 2015).

Do objawow choroby zaliczy¢ mozna niepelnosprawno$¢ intelektualng, autyzm
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I nadpobudliwo$¢ (Saldarriaga i in., 2014). W mozgach osob chorych na FXS zauwazono
wzrost gestosci kolcow dendrytycznych w koncowych odcinkach dendrytow wierzchotkowych
1 podstawnych, oraz zwigkszong czgstotliwos¢ wystepowania niedojrzatych, dtugich i cienkich
kolcow dendrytycznych (Bangash i in., 2011; Hinton i in., 1991; Huttenlocher, 1970; Kulkarni
I Firestein, 2012; Penzes i in., 2011; Purpura, 1974; Thomas i in., 2012; Waung i in., 2008).

1.5.3 Zespot Retta (RS, ang. Rett Syndrome)

Zespot Retta to choroba genetyczna, w ktdrej dochodzi do mutacji genu MECP2, ktory jest
regulatorem transkrypcji metylowanego DNA (Jones i in., 1998; Nan i in., 1998; Pejhan
i Rastegar, 2021; Shah i Bird, 2017). U chorych obserwuje si¢ miedzy innymi utrat¢ nabytych
wczesniej umiejetnosci, stereotypie ruchowe oraz objawy przypominajace autyzm takie jak
utrata zainteresowania otoczeniem czy problemy z interakcjami spolecznymi. Na poziomie
morfologicznym zauwazono zmniejszong dtugosc¢ i liczbe rozgalezien dendrytow (Armstrong
i in., 1995) oraz redukcje gestosci i regionalng utrate kolcéw dendrytycznych w neuronach kory
I hipokampa (Belichenko i in., 1994; Martinez-Cerdefio, 2017). Ponadto, mozgi 0osob chorych
cierpigcych na syndrom Retta majg zmniejszong mase (Jellinger i Seitelberger, 1986).

1.5.4 Schizofrenia

Schizofrenia nalezy do chor6b neurorozwojowych, mimo iz jest to zaburzenie najczesciej
diagnozowane w okresie wczesnej mtodosci (Insel, 2010). U chorych na schizofreni¢ wystepuja
objawy pozytywne mie¢dzy innymi halucynacje i1 urojenia oraz objawy negatywne takie jak
wycofanie spoteczne. Na poziomie strukturalnym obserwuje si¢ zmniejszong objetos¢ kory
mozgu, bez utraty neuronow (Harvey i in., 1993; Kulkarni i Firestein, 2012; Suddath i in., 1989;
Zipursky i in., 1992). W przebiegu schizofrenii obserwuje si¢ rowniez mniejsza ztozono$é
drzewa dendrytycznego, zredukowang liczb¢ dendrytow i synaps (Kolomeets i in., 2005;
Kulkarni i Firestein, 2012) oraz spadek ggstosci kolcow dendrytycznych (Bellot i in., 2014;
Garey, 2010; Penzes i in., 2011).

1.5.5 Zaburzenia dwubiegunowe (ang. Bipolar Disorsder)

Zaburzenia dwubiegunowe takze naleza do grupy choréb neurorozwojowych, w ktorych
obserwuje si¢ nieprawidlowosci w budowie neurondéw. Choroba ta charakteryzuje si¢
gwaltownymi zmianami nastroju mi¢edzy mania, a depresja. U 0sob z chorobg dwubiegunowa

zaobserwowaé mozna zmniejszong liczbe dendrytow oraz gestos¢ kolcow w hipokampie
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(Kulkarni i Firestein, 2012). Zmiany te moga by¢ powstrzymane dziataniem lekow
przeciwdepresyjnych (Laifenfeld i in., 2002).

1.6.  Zalezna od aktywnosci neuronalnej ekspresja genow:
czynnik transkrypcyjny SRF

Jednym z mechanizméw modulujacych dojrzewanie neurondw jest, zalezna od
aktywno$ci neuronalnej, regulacja ekspresji genow. Aktywacja programow transkrypcyjnych
obejmuje regulacje gendéw odpowiedzi wczesnej (IEG, ang. immediate early genes), ktore
gléwnie koduja czynniki transkrypcyjne, a nastepnie poprzez geny docelowe wptywaja na
rozwdj i tworzenie si¢ potaczen neuronalnych (Pumo i in., 2022; Yap i Greenberg, 2018).
U podstaw wielu chorob neurorozwojowych lezy zaburzona regulacja ekspresji genéw. Czesta
jej przyczyna sa mutacje prowadzace do utraty funkcji w genach kodujacych czynniki
transkrypcyjne lub ich koaktywatorach. Zaburzenia w regulacji ekspresji genow spowodowane
moga by¢ réwniez zmianami w elementach regulatorowych genow lub czasteczkach RNA
niekodujacych bialek (miedzy innymi miRNA). Zatem, identyfikacja czynnikow
transkrypcyjnych, ktére biorg udziat w aktywacji genow plastycznosci neuronalnej, jest
Kluczowa dla lepszego zrozumienia tego procesu. Badania nad regulacja transkrypcji jednego
z genow odpowiedzi wczesnej c-fos, bedacego markerem pobudzenia neuronalnego,
doprowadzity do identyfikacji dwoch gtownych czynnikow transkrypcyjnych takich jak CREB-
biatko wigzace element odpowiedzi na CAMP (ang. CAMP Response Element-Binding Protein)
i SRF - czynnik odpowiedzi na surowice (ang. Serum Response Factor) (Knoll i Nordheim,
2009; Olson i Nordheim, 2010; Posern i Treisman, 2006). Poniewaz biatko CREB jest
czynnikiem odgrywajacym kluczowg role w przezywaniu neurondw, interpretacja wynikow
dotyczacych jego roli w plastycznosci neuronalnej jest utrudniona (del Blanco i in., 2019).
W przeciwienstwie do duzej liczby badan przeprowadzonych nad biatkiem CREB, mato
wiadomo o roli SRF i genow od niego zaleznych w rozwoju uktadu nerwowego i procesach

plastyczno$ci neuronalne;j.

SRF zaangazowany jest w regulacje wielu proceséw zachodzacych w komorce, takich
jak wzrost i r6znicowanie, a takze rozwoj miesni szkieletowych (Li i in., 2005), czy regulacja
funkcji neuronéw (Miano, 2010). SRF to czynnik transkrypcyjny, ktory ulega ekspresji we
wszystkich tkankach organizmu, m.in. w moézgu, mig$niach, naczyniach krwiono$nych
(Arsenian 1 in., 1998; Cooper i in., 2007; Kndéll i in., 2006; Miano i in., 2004; Parlakian i in.,

2005). Transkrypcja zalezna od SRF moze by¢ aktywowana przez wiele roznych czynnikow,
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takich jak surowica, czynniki wzrostowe, LPA (ang. lysophosphatic acid), LPS
(ang. lipopolisaccharide), TPA (estry forbolu), cytokiny, TNFa, jak rowniez poprzez
podniesienie poziomu wewngtrzkoméorkowego wapnia, czy zmiany w dynamice aktyny (Chai
i Tarnawski, 2002). SRF wigze si¢ ze specyficzng sekwencjag w DNA - CArG box
(CC(A/T)sGG, SRE), bogata w nukleotydy adeninowe i tymidynowe (Messenguy i Dubois,
2003; Parenicova i in., 2003). Elementy SRE (ang. Serum Response Element) sa obecne
zarowno w obszarach promotorowych genow, jak i W tzw. obszarach wzmacniajgcych
(ang. enhancers) (Li i in., 2013; Miano, 2003). SRF reguluje ekspresje wielu genéw m. in
gendw odpowiedzi wezesnej (IEGs: c-fos, egrl czy JunB), regulatorow wzrostu (Ctgf, Bdnf,
Ngf), genow kodujacych biatka cytoszkieletu aktynowego (Actb, Actc, Actg, Acta) oraz genow
specyficznych dla komorek migéniowych i nerwowych (Knéll, 2011; Kuzniewska i in., 2016;
Nader i in., 2019).

N MADS SRF SAM C
| | | ||

domena N-koncowa domena MADS domena SAM domena C-koncowa

Rycina 5. Schemat budowy bialka SRF z zaznaczonymi domenami funkcjonalnymi.
Opracowano na podstawie (Nam i in., 2004).

SRF nalezy do rodziny bialek zawierajacych domen¢e MADS (ang. Agamous, Deficiens,
and SRF; Rycina 5). Region ten jest odpowiedzialny za wigzanie biatka do DNA oraz zawiera
domeng dimeryzacji DMD (ang. dimerization domain) warunkujaca tworzenie dimerow SRF
(Chai i Tarnawski, 2002) (Rycina 5). Przed domeng MADS zlokalizowany jest fragment
N-koncowy zawierajacy reszty serynowe, ktorych fosforylacja moze zwigksza¢ wigzanie SRF
do DNA (Molkentin i in., 1996). Ponadto, w domenie MADS, obecny jest rowniez region
lokalizacji jadrowej NLS (ang. Nuclear Localization Signals) (Gauthier-Rouviére i in., 1995).
Kolejna, za domeng MADS, jest domena SAM (ang. Sterile Alpha Motif), ktora odpowiada za
oddziatywanie biatko-biatko (Schultz i in., 1997). W rejonie C-koncowym biatka SRF
usytuowana jest domena aktywujaca transkrypcje TAD (ang. transactivation domain). Gen Srf
sktada si¢ z 7 eksonow (Chai i Tarnawski, 2002; Kemp i Metcalfe, 2000), a samo biatko
zbudowane jest 508 aminokwaséw. W wyniku alternatywnego skladania eksonéw
(ang. splicingu) mogg powstawa¢ krotsze izoformy biatka SRF. Delecje w domenie
aktywujacej prowadza do powstawania wariantow hamujacych ekspresje gendéw

aktywowanych przez produkt o pelnej dtugosci (Szafron i in., 2009).
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1.7. Koaktywatory z rodziny MKL: MKL1 i MKL2

Istnieja dwa gltéwne mechanizmy aktywacji transkrypcji z udziatem czynnika SRF.
Pierwszy opiera si¢ na oddziatywaniu SRF z biatkami z rodziny TCF (ang. Ternary Complex
Factor, biatka Elk-1, SAP-1 oraz SAP-2), drugi za$ z biatlkami z rodziny MKL (MRTF,
ang. Myocardin-Related Transcription Factor; MKL, ang. Megakaryoblastic Leukemia, biatka
MAL/MKL1/MRTF-A/BSAC, MKL2/MRTF-B/MAL16 oraz miokardyna). Koaktywatory
TCF aktywowane sa przez kaskade kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami po
stymulacji surowicg i czynnikami wzrostu (Kno6ll, 2011). Natomiast aktywacja z udziatem
MKL zalezy od dynamiki aktyny lub fosforylacji koaktywatorow przez czynniki wzrostu (Ctgf,
Bdnf) (Knéll, 2011; Panayiotou i in., 2016; Sidorenko i Vartiainen, 2019).

W mojej dysertacji skupitam si¢ na mechanizmie aktywacji transkrypcji zaleznej od
SRF z udzialem biatek z rodziny MKL. Istnieja trzy homologiczne biatka MKL: miokardyna,
MKL1 i MKL2. Podczas gdy miokardyna ulega ekspresji gléwnie w komoérkach migsnia
sercowego i komoérkach mieséni gtadkich, MKL1 oraz MKL2 wystgpuja w wielu organach,
miedzy innymi w mozgu i migéniach szkieletowych (Huang i in., 2008, 2009; Sidorenko
i Vartiainen, 2019a).

Ludzkie biatko MKLI sktada si¢ z 931 aminokwasoéw, a MKL2 z 1080 aminokwasow
(Ceniin., 2003; Nakagawa i Kuzumaki, 2005; Ramos i in., 2014). Biatka te, podobnie jak SRF,
majg budowe domenows (Rycina 6). Sktadajg si¢ z domeny bogatej w glutamine (+Q)
niezbednej do wigzania z czynnikiem transkrypcyjnym SRF, domeny aktywacji transkrypcji
(TAD) waznej dla regulowania aktywnos$ci SRF, oraz z wysoce konserwatywnej domeny
(SAP) potrzebnej do aktywacji gendéw docelowych, przebudowy chromatyny i wigzania DNA
(Cen i in., 2003, 2004; Sasazuki i in., 2002). Na N-koncu biatek MKL znajduja si¢ serie
motywow RPEL. Sa to miejsca konieczne do wigzania niespolimeryzowanej aktyny. Biatka
posiadajace domen¢ RPEL moga modyfikowaé ksztalt komorek i odgrywaja wazna role
w regulacji ekspresji genow zaleznej od zmian w cytoszkielecie aktynowym (Favot i in., 2005;
Miralles i in., 2003). Domena podstawowa 1 (B1) i 2 (B2) sg wymagane do importu MKL do
jadra. Usunigcie obydwu domen hamuje translokacje jadrowa biatka. Z kolei usunigcie domeny
aktywacji transkrypcji (TAD) na C-koncu prowadzi do zahamowania procesu transkrypcji
(Miralles i in., 2003), natomiast usuniecie domeny N-koncowej w MKLI zwigksza jego
aktywnos¢ transkrypceyjna (Cen i in., 2003). MKL2 i MKL1 wykazujg 42 % identyczno$¢

sekwencji z N-koncowymi domenami wigzacymi aktyng, domeng leucynowa i domenami SAP.
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To oznacza, ze te dwa biatka maja pewne podobienstwo w swoich strukturach i moga miec
podobne funkcje lub interakcje z tymi samymi biatkami. Jednak réznice w sekwencji sugeruja

rowniez, ze moga rézni¢ si¢ w niektorych aspektach swojej funkcji lub regulacji genowe;j

RPEL +Q  SAP LZ TAD
MKL1/ 931aa
MTRF-A
B2 Bl
RPEL +Q SAP LZ TAD
MKL2/ 1080aa
MTRF-B ‘
B2 BI

Rycina 6. Schemat budowy bialek MKL1 i MKL2. RPEL- miejsce wigzania G-aktyny; B1,
B2 - domena podstawowa wymagane do importu MKL1/MRTFA do jadra; +Q - domena
oddziatujaca z SRF; SAP - miejsce wigzania DNA i aktywacji genéw; LZ - domena leucynowa;
TAD - domena transaktywacyjna. Opracowano na podstawie (Swérd i in., 2016).

1.8. Regulacja transkrypcji genow z udzialem koaktywatorow

MKL

Regulacja transkrypcji z udziatem biatek MKL1 i MKL2 zalezy od aktywacji $ciezki
przekazywania sygnatu od receptorow transbtonowych zwiazanych z biatkami G, od zaleznych
od GTPaz biatek z rodziny Rho oraz kinaz regulowanych sygnatem zewnatrzkomérkowym
(Cen i in., 2004). Biatko MKL1 zlokalizowane jest glownie w cytoplazmie, gdzie pozostaje
zwigzane z wolng aktyna (G-aktyng) (Olson i Nordheim, 2010). Wiaczenie G-aktyny
do filamentu F-aktyny powoduje uwolnienie MKL i jego translokacje z cytoplazmy do jadra
komorkowego, dzigki uwolnieniu sekwencji NLS. W jadrze MKL oddziatujac z czynnikiem
transkrypcyjnym SRF prowadzi do aktywacji ekspresji genow docelowych (Rycina 7)
(Kalita i in., 2012; Miralles i in., 2003; Olson i Nordheim, 2010; Posern i Treisman, 2006).
Biatka MKL nie wiaza si¢ specyficznie z DNA, lecz oddziatuja z hydrofobowa kieszenig na
powierzchni SRF (czgscig domeny MADS). Utworzenie na DNA kompleksu MKL1/SRF jest
zalezne od zagigcia DNA przez SRF (Zaromytidou i in., 2006). Co ciekawe, MKL moze takze
tworzy¢ kompleksy z jadrowa G-aktyng. Wzrost poziomu jadrowej G-aktyny obniza
transkrypcje za posrednictwem MKL i stymuluje eksport biatka do cytoplazmy (Olson
i Nordheim, 2010b).
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Rycina 7. Schemat regulacji transkrypcji genow z udzialem koaktywatorow MKL.
Ekspresja genoéw zalezna od czynnika transkrypcyjnego SRF regulowana jest przez
oddziatywanie czynnika odpowiedzi na surowic¢ z koaktywatorami MKL. Translokacja biatek
MRTF z cytoplazmy do jadra powoduje powstanie kompleksu SRF-MKL1/2, co prowadzi do
aktywacji transkrypcji genéw docelowych. Opracowano na podstawie (Olson i Nordheim,
2010). Utworzona przy uzyciu narzgdzia do tworzenia figur BioRender.com.

Kompleks SRF/MKL reguluje ekspresje genow aktyny oraz genow odpowiedzi wczesnej
(IEG), takich jak cFos, Egrl, Npas4 i Arc (Kalita i in., 2012; Kuchler i in., b.d.; Olson
i Nordheim, 2010; Posern i Treisman, 2006; Sidorenko i Vartiainen, 2019). Oprocz zmian
W polimeryzacji aktyny aktywno$s¢ MKL1 w neuronach moze by¢ regulowana rowniez przez
jego fosforylacje. Wykazano, ze czynnik neurotroficzny pochodzenia moézgowego BDNF
(ang. brain derived neurotrophic factor) indukuje zalezng od kinaz ERK1/2 fosforylacje¢
MKLI1, co prowadzi do aktywacji transkrypcji zaleznej od SRF (Kalita i in., 2006, 2012).
Co wiecej, odpowiedz transkrypcyjna kompleksu SRF/MKL wywotana zmianami w dynamice
aktyny moze by¢ indukowana nie tylko przez sygnaly biochemiczne, ale takze mechaniczne.
Wykazano, ze szlaki polimeryzacji aktyny sa regulowane przez mate GTPazy i aktywowane

w odpowiedzi na bodzce mechaniczne (Sidorenko i Vartiainen, 2019).
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1.9. Potranskrypcyjna regulacji ekspresji genow z udzialem
mikroRNA

Regulacja ekspresji genéw moze zachodzi¢c na etapie potranskrypcyjnym, za
posrednictwem mikroRNA (miRNA). miRNA mogg wigza¢ si¢ z docelowym mRNA
powodujac represje translacji lub degradacj¢ samego mRNA (Filip, 2007). Udzial miRNA
w regulacji ekspresji genow wykazano migedzy innymi w procesie neurogenezy, ré6znicowania
neuroné6w, w mechanizmach plastycznosci synaptycznej oraz w regulacji szlakow
neuroprzekaznikow (Rogaev, 2005; Sempere i in., 2004; Wang i in., 2014). Najcze¢sciej
wystepujace miRNA w moézgu to miR-124, ktére jest regulatorem neurogenezy. Ekspresja
mMiR-124 wzrasta wraz z rozpoczeciem procesu roznicowania neurondw, a najwyzszy poziom
uzyskuje w dojrzatych komoérkach nerwowych (Krichevsky i in., 2006; Makeyev i in., 2007).
Do dobrze poznanych regulator6w wzrostu neurytow nalezy rowniez miR-132/miR-212, ktory
moduluje ksztatt drzewa dendrytycznego niedojrzatych neuronow kory i hipokampa (Vo i in.,
2005; Wayman i in., 2008). Dane uzyskane z analiz bioinformatycznych pokazuja, ze ponad 40
miRNA w swoim regionie promotorowym zawiera sekwencje docelowe dla SRF, co sugeruje,
ze SRF moze regulowac te miRNA (Zhang i in., 2011). Wykazano, ze czynnik odpowiedzi na
surowice reguluje takze ekspresje miRNA kluczowych dla przebiegu kardiogenezy i kontroli

przerostu migsnia sercowego: miR-1 i miR-133 (Tritsch i in., 2009).

1.10. Rola SRF w neuronach

Pierwsze zwierzeta pozbawione genu Srf otrzymano w 1998 roku (Arsenian i in., 1998).
Myszy transgeniczne rozwijaty si¢ prawidtowo do dnia E8.5 (E — ang. embryonic), po czym
umieraly na skutek probleméw z tworzeniem mezodermy (Arsenian i in., 1998). Dopiero
stworzenie nowego modelu zwierzat, z warunkowg delecjg genu Srf, ograniczong tylko do
neuronow, umozliwito podjgcie badan nad rolg i mechanizmem jego dziatania w mozgu (Knoll
I Nordheim, 2009b). Usunigcie Srf w poznym okresie rozwoju prenatalnego skutkuje cigzkimi
zaburzeniami neurologicznymi takimi jak ataksja, wodogltowie oraz utrata masy ciata, co
prowadzi do $mierci zwierzat okoto dnia 21 po urodzeniu (Alberti i in., 2005; Knéll i in., 2006).
Uzywajac powyzszego modelu pokazano, ze SRF kontroluje migracj¢ neurondéw, wzrost
neurytow, oraz tworzenie projekcji wiokien mszystych podczas rozwoju moézgu (Knoll
I Nordheim, 2009; Scandaglia i in., 2015). Ponadto, wczesna postnatalna inaktywacja Srf
prowadzi do zaburzen w dlugotrwalym wzmocnieniu synaptycznym - LTP (Ramanan i in.,

2005) i dlugotrwatym ostabieniu synaptycznym - LTD (Etkin i in., 2006).
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Usunigcie SRF w neuronach przodomoézgowia u dorostych osobnikéw wzmaga proces
epileptogenezy w mysich modelach epilepsji (Kuzniewska i in., 2016; Losing i in., 2017),
zaburza odpowiedz na stres (Zimprich i in., 2017) oraz powoduje zmiany w tworzeniu pamieci
bezposredniej (Etkin i in., 2006; Nader i in., 2019). Ponadto delecja Srf w neuronach prowadzi
do nadpobudliwosci u zwierzat (Parkitna i in., 2010), zaburzen interakcji spotecznych
(Roszkowska i in., 2022) oraz zwigkszonej $miertelnosci w wyniku pourazowego uszkodzenia
mozgu (Forstner 1 Knoll, 2020). Najnowsze badania wykazaty réwniez udziat SRF w regulacji
plastycznosci strukturalnej u dorostych zwierzat, poprzez wplyw na ksztalt kolcow
dendrytycznych in vivo, ale nie na ich liczbe (Nader i in., 2019). Usuni¢ecie SRF w mysich
neuronach hipokampa na wczesnych etapach rozwoju in vitro ma wptyw na budowg i funkcje
neuronéw. Opublikowane przez naszg grupe badania, ktore sa czgscig tej dysertacji, pokazuja,
ze brak SRF prowadzi do zwigkszenia liczy niedojrzatych kolcoéw dendrytycznych, ktére sa
postsynaptyczng czgscig Synaps pobudzajacych w mézgu. Ponadto, obserwuje si¢ zmniejszenie
liczby funkcjonalnych synaps oraz obnizenie ekspresji podjednostek AMPAR GluAl i GluA2
(Roszkowska i in., 2022). Poza tym, SRF jest glownym czynnikiem transkrypcyjnym w mozgu
odpowiedzialnym za zalezng od aktywnosci neuronalnej ekspresje genoéw, ktore odgrywaja
znaczgce role w procesach plastycznosci neuronalnej (Esnault 1 in., 2014; Knoll 1 Nordheim,

2009; Kuzniewska i in., 2016; Losing i in., 2017; Parkitna 1 in., 2010; Roszkowska 1 in., 2022).
1.11. Rola MKL w neuronach

Biatka MKL1 i MKL2 ulegaja ekspresji w mozgu, a ich poziom zmienia si¢ W trakcie
rozwoju (Tabuchi i Ihara, 2021). Najwyzszy poziom biatka MKL1 i MKL2 zaobserwowano
w hipokampie i korze mézgowej, a MKL2 obecne jest takze w prazkowiu (Shiota i in., 2006;
Tabuchi i lhara, 2021). Na poziomie komdérkowym oba bialka zlokalizowane sg w ciele
komorki 1 dendrytach, za§ ich obecno$¢ potwierdzono réwniez w kolcach dendrytycznych

(Kaneda i in., 2018).

Myszy pozbawione ekspresji MKL1 majg defekty w roznicowaniu komorek
epitelialnych sutka, ale poza tym nie wykazujag widocznych deficytow (Sun i in., 2006).
Podczas, gdy myszy pozbawione globalnej ekspresji biatka MKL2, podobnie jak myszy
pozbawione SRF umierajg w okresie prenatalnym ok. E13,5 — E14,5 (Li i in., 2005; Oh i in.,
2005). Dopiero stworzeniec modelu podwodjnego indukowalnego knock-out genéw MKL1
i MKL2 w komodrkach GFAP-pozytywnych pozwolito pokazaé, ze podobnie jak w przypadku

SRF, brak ekspresji aktywatoréw powoduje zmniejszong ekspresje gendéw docelowych,

30



zaburzong migracje neurondw, nieprawidlowy wzrost neurytéw, skutkujace $miertelnoscia
myszy miedzy 16 a 21 dniem rozwoju po urodzeniu (Mokalled i in., 2010). Ponadto
zaobserwowano zmniejszony poziom i aktywno$¢ aktyny oraz biatek z nig zwigzanych:
gelsoliny i kofiliny. Co ciekawe, wystgpowanie pojedynczego allelu MKL?2 jest wystarczajace
do wspierania normalnego rozwoju mozgu in vivo. Zmiany w ksztalcie drzewa dendrytycznego,
polegajace na zmniejszeniu jego ztozono$ci, obserwowano takze w neuronach, w ktorych
usuni¢to lub zablokowano funkcje MKL1 lub MKL2 in vitro (Ishikawa i in., 2010; Knéll i in.,
2006; O’Sullivan i in., 2010; Shiota i in., 2006). Wykazano takze, ze oba koaktywatory MKL
sg zaangazowane w dojrzewanie kolcoOw dendrytycznych in vitro (Kalita et al., 2012; Kaneda
etal., 2018).

1.12.  Zmiany pojedynczych nukleotydow w genach kodujgcych
biatka MKL1 i MKL?2 u ludzi

Zaburzenia w ekspresji genow podczas rozwoju moézgu moga wplywaé na liczbe
I budowe synaps oraz sit¢ transmisji synaptycznej. Zmiany takie sa wspdlng cechg rdéznych
chorob neurorozwojowych. Badania asocjacyjne calego genomu (GWAS, ang. Genome-Wide
Association Studies) oraz badania genetyczne pokazuja rosnaca liczbe zidentyfikowanych
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (SNP, ang. Single Nucleotide Polimorphism)
powigzanych z wystepowaniem choréb takich jak zaburzenia ze spektrum autyzmu (Golovina
I in., 2021) i schizofrenia (Li i in., 2017; Ripke i in., 2014). Polimorfizmy pojedynczych
nukleotydéw, moga by¢ zlokalizowane we fragmencie kodujacym genu, W miejscach
wigzacych czynnik transkrypcyjny lub w ich poblizu, wptywajac na ekspresj¢ gendw poprzez
zmian¢ wlasciwosci wigzania czynnikow transkrypcyjnych do DNA, tak jak to zostato

pokazane w przypadku miejsc wigzania czynnika SRF (Miano i in., 2007).

Analiza wielkoskalowych badan na kohortach o0s6b chorych na schizofreni¢
zidentyfikowala miejsce na chromosomie 22ql3.1 zwigzane z ryzykiem wystgpienia tej
choroby. Pokazano, ze az siedem SNP w genie MKL1 mialo zwigzek ze zwigkszonym
ryzykiem pojawienia si¢ zaburzen psychicznych (Luo i in., 2015). W tym wypadku, zmiany
W sekwencji zostaty znalezione w intronie, a nie w regionie kodujagcym genu MKL1/MRTFA
(Luo i in., 2015). W rejonie DNA kodujacym biatko MKL1 wykryto takze substytucje, ktore
mogg prowadzi¢ do zmiany lub utraty funkcji biatka, ktore takze byly zwigzane ze

zwigkszonym ryzykiem schizofrenii (Neale i in., 2012).
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Wykazano ponadto asocjacj¢ zmian pojedynczego nukleotydu w genie MKL2
z zaburzeniami ze spektrum autyzmu (ASD, ang. Autism Spectrum Disorder) (Holt i in., 2010)
oraz mutacj¢, ktora spowodowata substytucje aminokwasowa u pacjenta z ASD (Neale i in.,
2012). Ponadto zmiany w rejonie kodujgcym biatko wykryto u pacjentdéw ze schizofrenig
(McCarthy i in., 2014) oraz w grupie 0sob z autyzmem (Zhou i in., 2022). Co wigcej, mutacja
typu zmiany sensu w genie MKL2 zostala znaleziona w rodzinie niemowlat z mikrocefalig oraz

Z niepelnym rozwojem mozgu (Ramos i in., 2014).

Jesli polimorfizmy zlokalizowane sg w ewolucyjnie konserwowanych domenach biatek
MKL moga istotnie wptywac na ich funkcje (Asparuhova i in., 2011; Cen i in., 2003; Miralles
I in., 2003; Selvaraj i Prywes, 2003). W Tabeli 1 przedstawiono warianty zidentyfikowane
w regionie kodujacym biatka MKL1 1 MKL2, ktére moga potencjalnie zmienia¢ funkcj¢ obu
koaktywatorow SRF (wynik na podstawie przewidywan z uzyciem narzedzia SIFT) (Sim i in.,
2012; Vaser i in.,, 2016). W przedstawionej rozprawie zbadano wplyw polimorfizmu
pojedynczych nukleotydow zidentyfikowanych w rejonach kodujacych genow MKL1/2 na ich

funkcje oraz wptyw na rozwoj neuronoéw.

SNP w MKL1 choroba
rs780048257 P2L schizofrenia  (Purcell i in., 2014; Sebat i in., 2009)
rs769458301 R31H  schizofrenia  (Purcell i in., 2014; Sebat i in., 2009)
rs760762238 P244L  schizofrenia  (Purcell i in., 2014; Sebat i in., 2009)
rs142647978 P344L  schizofrenia  (Purcell i in., 2014; Sebat i in., 2009)
rs201308820  D522N  schizofrenia  (Purcell i in., 2014; Sebat i in., 2009)

SNP w MKL2 choroba
rs75963814 H288Q mikrocefalia  (Sebat i in., 2009)
rs372293193 R299W ASD (Neale i in., 2012)

rs753178172 Q313L  schizofrenia  (Purcell i in., 2014; Sebat i in., 2009)
rs201311229 C647R  schizofrenia  (Purcell i in., 2014; Sebat i in., 2009)
rs138570159 D1043E schizofrenia  (Purcell i in., 2014; Sebat i in., 2009)

Tabela 1. Lista SNP zwigzanych z chorobami neurorozwojowymi, zidentyfikowanych
W obszarach kodujacych ludzkich genéw MKL1 i MKL2.
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1.13. Modele wuzywane do badania zaburzen rozwoju
| dojrzewania neuronow

1.13.1 Modele oparte na hodowlach pierwotnych neuronéw myszy lub szczura

Pierwotne hodowle neuronéw z hipokampa lub kory mézgu gryzoni sg jednym z modeli
szeroko stosowanych we wspotczesnej neurobiologii. Neurony w hodowli in vitro sg dobrze
scharakteryzowanym uktadem do§wiadczalnym. Znany jest doktadnie czas, kiedy ksztattuja si¢
neuryty, powstaje drzewo dendrytyczne i kolce dendrytyczne. Pozwala to na manipulacje
genetyczne na konkretnych etapach rozwoju hodowli, co umozliwia doktadne zbadanie wptywu
badanego czynnika na rozwoj drzewa dendrytycznego lub synaps. Neurony w warunkach in
Vitro osiaggaja dojrzatosc¢ strukturalng i elektrofizjologiczng w ciggu 2-3 tygodni. Majg wyraznie
widoczne aksony, dendryty i kolce dendrytyczne (Papa i in., 1995). Hodowle prowadzone
w warunkach in vitro sa takze doskonalym narzedziem do wstepnej analizy wptywu
okreslonych substancji na komorki ze wzgledu na mozliwos¢ S$cistego kontrolowania

warunkoéw doswiadczalnych (Stasiak i Sznitowska, 2010).

1.13.2 Wykorzystanie komorek macierzystych do badania zaburzen rozwoju
i dojrzewania neuronow

Badanie procesu rozwoju czy dojrzewania neuronow jest kluczowe dla petnego
zrozumienia molekularnych podstaw zaburzen neurologicznych, takich jak zaburzenie ze
spektrum autyzmu (Brito i in., 2018; Vitrac i Cloéz-Tayarani, 2018), schizofrenia (Rasdnen
i in., 2022) czy choroba Alzheimera (Barak i in., 2022). Ze wzgledu na ograniczong dostepnos¢
tkanki ludzkiego mozgu, badania nad chorobami neurorozojowymi prowadzone sg na tkankach
juz zmienionych chorobowo, reprezentujacych zaawansowane, koncowe stadium schorzen
(np. guzy po resekcji) lub tkankach pobranych posmiertnie (post mortem). Utrudnia to
zrozumienie ztozonej etiologii oraz mechanizmow rozwoju schorzen, ktore najczgsciej maja
sw0j poczatek na bardzo wczesnych etapach rozwoju moézgu. Jedng z nowoczesnych technik,
pozwalajacych na badanie mozgu na poziomie molekularnym i komodrkowym, jest
reprogramowanie komoérek somatycznych do indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych - iPSC (komorki iPS ang. induced Pluripotent Stem Cells). Zastosowanie
komorek iPS otwiera mozliwo$¢ modelowania zaburzen neurorozwojowych w warunkach
in vitro, co umozliwia szczegoétowe zbadanie molekularnych i komorkowych mechanizmow
prowadzacych do powstawania tych schorzen, jak rowniez identyfikacje¢ potencjalnych celow

terapeutycznych (Lu i in., 2022; Reubinoff i in., 2001; Zhang i in., 2001). Indukowane
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pluripotencjalne komorki macierzyste sa niezwykle przydatne w badaniu chordb, ktére sa
trudne do zrozumienia jedynie na podstawie obserwacji objawow u pacjentow. W skrocie,
proces modelowania choréb z wykorzystaniem komorek macierzystych polega na
wprowadzeniu czynnikéw transkrypcyjnych do komorek somatycznych (np. fibroblastow
skory) pozyskanych od pacjentéw dotknigtych dang choroba, a nastepnie prowadzeniu hodowli
w pozywce o $ci$le zdefiniowanym sktadzie. To pozwala uzyska¢ komoérki macierzyste, ktore
moga by¢ w kolejnym etapie zroznicowane w okreslony typ komorek, na przyktad neurony lub

astrocyty (Barak i in., 2022; Park i in., 2020; Takahashi i Yamanaka, 2006).

W badaniach nad komérkami macierzystymi, ktore rozpoczety si¢ na przetlomie XX
I XX1 wieku, kluczowa rolg odegrat profesor Yamanaka (Takahashi i Yamanaka, 2006). Jego
prace wykazaly, ze predestynacja zréoznicowanych komorek nie jest ostatecznie ustalona i moze
by¢ modyfikowana (Fazzari 1 in., 2021). To odkrycie zaowocowalo stworzeniem
indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSC) - sztucznie wytworzonych
komorek o zdolnosci do réznicowania si¢ w rdzne typy komorek organizmu. Proces tworzenia
1PSC rozpoczyna si¢ od reprogramowania dojrzatych, jadrzastych komorek somatycznych. Ten
etap obejmuje wprowadzenie czynnikow transkrypcyjnych, takich jak Oct3/4, Sox2, c-Myc
I KIf4 do komorki. Czynniki te kontroluja ekspresje genow zwigzanych z utrzymaniem
pluripotencji oraz podziatami komorkowymi (Park, Zhao i in., 2008; Takahashi i in., 2007).
Zrédtami komérek somatycznych u ludzi moga by¢ miedzy innymi fibroblasty skory, krew
obwodowa zawierajaca: limfocyty T i B (Seki i in., 2010), hematopoetyczne komorki
macierzyste (Loh i in., 2009), komorki szpiku kostnego, jak rowniez keratynocyty izolowane
z mieszkéw wlosowych (Maherali i in., 2008), czy komorki nabtonka nerek pozyskane z moczu
(Adami i Bottai, 2019; Zhu i in., 2010). Ponadto, linie komoérek iPS mozna uzyskaé
z mezenchymalnych komorek macierzystych zebow i tkanki ttuszczowej (Sun i in., 2009),
komorek watroby i zotadka (Tricot i in., 2022), melanocytow (Utikal i in., 2009), oraz tkanki
zarodkowej i pozazarodkowej (Cai i in., 2010; Scesa i in., 2021). Do wprowadzania genéw
przeprogramowujgcych stosowane sg rézne systemy: adenowirusowe (Zhou i Freed, 2009),
lentiwirusowe (Takahashi i in., 2007), retrowirusowe (Steichen i in., 2014), nieintegrujace
plazmidy episomalnego DNA (Yu i in., 2009), nieintegrujace wirusy RNA (wirus Sendai)
(Fusaki i in., 2009) oraz syntetyczne samoreplikujace si¢ RNA (Kantor i Chiba-Falek, 2021,
Scesa i in., 2021; Warren i in., 2010). Do najskuteczniejszych metod przeprogramowania
komoérek naleza metody wykorzystujace samoreplikujace si¢ RNA, nastgpnie te

z zastosowaniem wirusa Sendai oraz systemy lentiwirusowe (Scesa i in., 2021; Takahashi

34



I Yamanaka, 2006b; Yoshioka i in., 2013; Zhu i in., 2010). W procesie przeprogramowania
ludzkich komérek somatycznych, jako komoérki odzywcze, wspomagajace caty proces, moga
by¢ stosowane zarowno mysie (MEF, ang. Mouse Embryonic Fibroblasts), jak i szczurze
embrionalne fibroblasty (REF, ang. Rat Embryonic Fibroblasts) (K. Hu, 2021; Linta i in.,
2012). Obecnie wykorzystywanie komoérek iPS daje mozliwo$¢ modelowania ludzkich chorob
neurorozwojowych, zaréwno tych spowodowanych jednogenowymi mutacjami, jak i tych
0 bardziej ztozonej etiologii. W procesie modelowania konkretnych schorzen iPSC pacjentow
sg roznicowane w zmienione chorobowo komorki, w oparciu o obraz kliniczny danego
schorzenia. Potwierdzenie specyficznego dla zaburzenia fenotypu komorek uzyskanych z iPSC
pacjentdw jest kluczowe samego jej modelowania. Powstate w procesie indukcji, identyczne
pod wzgledem genetycznym (izogenne) pluripotencjalnie komodrki macierzyste s pozadane ze
wzgledu na perspektywe lepszego zrozumienia zlozonosci chordéb oraz ich potencjalnego
zastosowania terapeutycznego np. w konteks$cie przeszczepdw, gdzie wigze si¢ to z nizszym
ryzykiem odrzutu immunologicznego (Chailangkarn i in., 2012). Poza modelowaniem chorob,
komorki macierzyste wykorzystywane moga by¢ do testowania lekow. Niestety zastosowanie
1PSC wiaze si¢ rOwniez z istnieniem czynnikow ryzyka, ktore moga dotyczy¢ nieprawidtowego
roznicowania 1 funkcjonowania komorek, wystgpowania u pacjentow reakcji
immunologicznych, w odpowiedzi na wprowadzenie komorek iPS, czy pojawienia si¢ zmian
| mutacji genetycznych powstatych w procesie reprogramowania komorek (Blokzijl i in., 2016;

Doss i Sachinidis, 2019; Kuijk i in., 2020).
1.13.3 Metody pozyskiwania ludzkich neuronéw

Pozyskiwanie ludzkich neuroné6w moze odbywac si¢ z wykorzystaniem posredniej
I bezposredniej metody konwersji. Metoda bezposredniego przeprogramowywania opiera si¢
na wprowadzeniu do komoérek somatycznych genow kodujacych czynniki transkrypcyjne, ktore
determinujg powstawanie indukowanych neuronow (iN, ang. iNeurons). Do czynnikow
transkrypcyjnych okreslajacych tozsamo$¢ neuronowa nalezg NeuroD1 czy Ngn2 (Vierbuchen
i in., 2010; Zhang i in., 2013). Proces ten jest rOwniez kontrolowany za pomoca dodatkowych
czynnikdw wzrostu i morfogenetycznych, ktére sa niezbgdne do prawidlowego rozwoju
komorek nerwowych. Nadekspresja cDNA neurogeniny-2 (Ngn2) lub NeuroD1 prowadzi do
szybkiego uzyskania neuronéw z embrionalnych komoérek macierzystych lub komorek iPS.
Badania pokazuja, ze w ciggu zaledwie trzech tygodni, iPSC mogg zosta¢ zréznicowane w peini

funkcjonalne komoérki nerwowe (Zhang i in., 2013). Ograniczeniem tej metody jest jej niska
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efektywno$¢, heterogeniczno$¢ uzyskanych komorek oraz generowanie populacji

postmitotycznych iN (Lee-Kubli i Lu, 2015).

Druga z metod otrzymywania komorek nerwowych jest metoda posrednia. Opiera si¢
ona na pozyskaniu indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych z komoérek
somatycznych, a nastgpnie zroznicowaniu iPSC do neuralnych komoérek macierzystych
(NSCs), ktéore w nastgpnym etapie sa réznicowane do neurondéw. Metoda ta bazuje na
podwdjnej inhibicji biatek SMAD i umozliwia wygenerowanie linii NSC z pominigciem etapu
formowania kul zarodkowych (Chavali i in., 2020; Galiakberova i Dashinimaev, 2020a).
Protokot szybkiego i efektywnego roznicowania iPSC w populacje neuralnych komorek
macierzystych opiera si¢ na hamowaniu dwoéch szlakow sygnatowych za pomocg inhibitorow:
biatek morfogenetycznych kosci — BMP przy pomocy inhibitora sygnalizacji BMP- czynnika
LDN193189/Noggin, oraz transformujacego czynnika wzrostu B - Lefty/Aktywina/TGE
z zastosowaniem  SB431542,  ktory  blokuje  fosforylacj¢  receptorow  kinazy
serynowo/treoninowej typu | ALK4, ALKS5 i ALK7 (Chambers i in., 2009; Chavali i in., 2020).
W uzyskanych komorkach wykrywane sa biatka nestyna i PAX6, ktore sa markerami
neuralnych komorek macierzystych. Nastepnie, NSC mogg zosta¢ zroznicowane do komorek
nerwowych poprzez hodowlg w pozywce réznicujacej z dodatkiem czynnikoéw wzrostu np.
BDNF, GDBF, NT3 (Cortés i in., 2017; G. Li i in., 2021; Pansri i in., 2021) lub wykorzystujac
warstwe odzywczg szczurzych neurondow (Kang i in., 2017). Wymienione czynniki wzrostu
maja zdolno$¢ do regulowania réznych procesow komoérkowych, takich jak proliferacja,
roznicowanie i dojrzewanie komorek nerwowych. Ich dodatek do pozywki hodowlanej pomaga
w promowaniu réznicowania komorek NSC w okreslone linie neuronalne lub glejowe (Cortés
i in.,, 2017; G. Li i in., 2021; Pansri i in., 2021). Ograniczeniem tej metody jest dtugi czas
trwania calej procedury, natomiast do niewatpliwych zalet mozna zaliczy¢ wysoka wydajno$¢
konwersji (80 %), oraz mozliwo$¢ kontroli przebiegu procesu przeksztalcania w neurony na

poszczegolnych jego etapach (Galiakberova i Dashinimaev, 2020).

Niestety, roznice w technikach hodowli, czy wplyw czynnikow $rodowiskowych
(zmiany temperatury, stezenie skladnikow odzywczych, pH) moga prowadzi¢ do rdéznic
w uzyskanych fenotypach komorek. Jednoczesnie, brak jednolitych standardow i metodologii
utrudnia uzyskiwanie poréwnywalnych i powtarzalnych wynikéw badan pomiedzy ré6znymi

laboratoriami.

W niniejszej rozprawie do uzyskania neurondéw z iPSC wykorzystano metode posrednia,

czyli ro6znicowanie komoérek iPS do NSC, a nastepnie réznicowanie NSC do neuronéw.
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1.14 Modelowanie chorob neurologicznych 7 wykorzystaniem
komorek pochodzgcych 7 iPSC

W celu lepszego zrozumienia mechanizmu choroby stosuje si¢ modele eksperymentalne
odtwarzajace podtoze genetyczne schorzen pacjentow i umozliwiajgce badanie patologii na
poziomie komorkowym. Zastosowanie ludzkich komoérek iPS pozwala na badanie wplywu
okreslonych genow na rozwdj i funkcjonowanie wielu ukladow 1 tkanek, testowane
skuteczno$ci potencjalnych lekow i terapii oraz identyfikacj¢ biomarkeréw choréb (Brooks
iin.,, 2022; Liu i in., 2018). Wykazano, ze zastosowanie ludzkich iPSC pochodzacych od
pacjentow do modelowania schorzen, dobrze odzwierciedla fenotypy réznych choréb, takich
jak choroba Alzheimera (Israel i in., 2012; Xu i in., 2013), stwardnienie zanikowe boczne
(Burkhardt i in., 2013; Chen i in., 2014; Dimos i in., 2008; Kiskinis i in., 2014), choroba
Huntingtona (Nekrasov i in., 2016; Park, Arora, i in., 2008), choroba Parkinsona (Dettmer i in.,
2015; Ryan i in., 2013; Shi i in., 2017), zaburzenia ze spektrum autyzmu (Grunwald i in., 2019;
Marchetto i in., 2010), zespot Retta (Marchetto i in., 2010), czy zesp6t tamliwego chromosomu
X (Doers i in., 2014; M. Kaufmann i in., 2015).

1.14.1 Zespol lamliwego chromosomu X

Modele zwierzece utworzone przez nokaut genu FMR1 nie s3 w stanie wyjasni¢
mechanizmu wyciszania FMR1 ani potencjalnych mechanizméw regulacyjnych, ktore moga
odgrywac¢ role podczas rozwoju neuronéw (Brouwer i in., 2007). Specyficzne dla gatunku
roznice w molekularnych 1 neurorozwojowych aspektach FXS powodujg koniecznos$¢
stworzenia ludzkiego modelu FXS. W celu doktadnego odzwierciedlenia fenotypu choroby,
mutacje ludzka zbadano w konteks$cie rozwoju neurondéw cztowieka (Doers i in., 2014).
Analizie poddano komorki iPS pochodzenia fibroblastycznego (Sheridan i in., 2011). Uzyskane
przez zespot Doers dane sugerujg wystepowanie zaburzen w wydtuzaniu neurytow w ludzkich

neuronach przodomozgowia pochodzacych z FXS iPSC (Doers i in., 2014).

1.14.2 Autyzm i schizofrenia

Komorki iPS do modelowania zaburzen ze spektrum autyzmu i schizofrenii zostaty
uzyskane z biopsji skory. Obnizona ekspresja PSD-95 u 0s6b cierpigcych na schizofrenie i ASD
jest glownym powodem wystepowania dysfunkcji synaptycznych (Catts i in., 2015).
U pacjentdw zaobserwowano rowniez zaburzenia wzrostu neurytow. Modelowanie ASD

i schizofrenii pozwolito na wykrycie specyficznych wzorcow sygnatéw wapniowych
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odrézniajacych zdrowe osoby od pacjentow ze schizofrenig i autyzmem oraz pacjentow
z autyzmem od tych cierpigcych na schizofreni¢. W zwigzku z powyzszym analiza sygnatéw
wapnia wydaje si¢ by¢ obiecujgcym markerem do rozrézniania tych choréb (Grunwald i in.,

2019).

1.14.3 Zespol Retta

Neurony oso6b z zespolem Retta uzyskano z iPSC pochodzenia fibroblatycznego.
Wyniki przeprowadzonych przez zesp6t Marchetto badan sugeruja, ze neurony uzyskane
ziPSC o0s0b z zespotem Retta wykazuja istotne roznice strukturalne i funkcjonalne
W poréwnaniu z komoérkami oséb zdrowych. Zmniejszona liczba synaps 1 kolcow
dendrytycznych wskazuje na zaburzenia w procesach synaptycznych i komunikacji miedzy
neuronami. Obserwowany spadek czestotliwosci i1 amplitudy spontanicznych pradéw
synaptycznych moze wskazywac na defekty w transmisji sygnalow migdzy neuronami. Zmiany
te zostaly zaobserwowane przed wystgpieniem objawow klinicznych, co sugeruje, ze mogg one
stanowi¢ potencjalne biomarkery wczesnego rozpoznawania zespotu Retta. Przeprowadzone
badania sugerujg rowniez, ze istnieje nierOwnowaga w sieciach neuronowych 0sob z zespotem
Retta, co moze przyczynia¢ si¢ do wystepowania objawdéw neurologicznych zwigzanych z ta
chorobg. Zrozumienie tych zmian i ich wptywu na funkcjonowanie mozgu osoéb z zespotem
Retta moze pomoc w opracowaniu nowych terapii i strategii interwencyjnych, ktére moga

poprawic¢ jako$¢ zycia pacjentow (Marchetto i in., 2010).
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2. Cele pracy

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie roli czynnika transkrypcyjnego SRF i jego
koaktywatorow MKL1 i MKL2 w regulacji rozwoju mysich i szczurzych neuronow w hodowli
in vitro. Dodatkowo zbadano, jak wyciszenie SRF wptywa na budowg ludzkich neuronéw

wyprowadzonych z komorek iPS.

Gtowny cel pracy zostal osiggnigty poprzez realizacj¢ celow szczegdtowych:

1. Zbadanie wplywu czynnika transkrypcyjnego SRF na dojrzewanie drzewa
dendrytycznego i kolcoéw dendrytycznych w mysich neuronach in vitro.

2. Weryfikacja udzialu mikroRNA-132 w regulacji ksztattu kolcow
dendrytycznych neurondw pozbawionych SRF.

3. Analiza wplywu zmiany pojedynczych nukleotydéw zidentyfikowanych
w ludzkich genach kodujacych koaktywatory MKL1 1 MKL2 na ich funkcje
W neuronach.

4. Zbadanie wptywu czynnika transkrypcyjnego SRF na proces ksztaltowania
drzewa dendrytycznego w ludzkich neuronach in vitro wyprowadzonych
Z komorek iPSC.
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3. Materialy i metody

3.1.  Materialy i ich pochodzenie
3.1.1 Odczynniki do hodowli komérkowych

Spis odczynnikoéw do hodowli komercyjnie dostepnych linii komorkowych:

e pozywka DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco, 11995073)

e surowica ptodowa bydlgca - FBS - Fetal Bovine Serum (Gibco)

e Antybiotyki: Penicylina-Streptopycyna, 100 x (Gibco, 10378016)

e PBS - Phosphate-Buffered Saline, buforowana fosforanem sél fizjologiczna, 1 x (Gibco,
10010023)

e 0,25 % trypsyna-EDTA (Sigma, T4674)

Spis odczynnikéw do hodowli i stymulacji pierwotnych komoérek nerwowych pochodzenia

mysiego oraz szczurzego:

e kwas azotowy 65 % (Chempur, 425296031)

e laminina (Roche, 11243217001)

e poli-D-lizyna (Sigma, AOO3E)

e kwas boranowy (POCh, 531360115)

e czteroboran sodu - Na2B4O7 (Sigma, 221732)

e chlorek sodu- NaCl (POCh, 794121422)

e cysteina (Sigma, C7352)

e kwas etylenodiaminotetraoctowy - EDTA, 50 mM (Bioshop, EDT001)

e papaina (Worthington Biochemical Corporation, LS003126)

e chlorek wapnia - CaClz, 100 mM (POCh, 739740161)

e albumina (BSA) (Sigma, A9418)

¢ inhibitor trypsyny (Sigma, T9253)

e pozywka DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco, 11995073)
e HBSS - Hanks’ Balanced Salt Solution (Sigma, H6648)

e pozywka DMEM+GlutaMAX (Gibco, 10569010)

e surowica ptodowa bydleca - FBS - Fetal Bovine Serum (Gibco, 10500064)
e antybiotyki: Penicylina-Streptomycyna, 100 x (Gibco, 10378016)

e pozywka Neurobasal-A Medium (Gibco, 10888022)
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e roztwér GlutaMAX, 100 x (Gibco, 35050038)

e B27 Supplement (Gibco, 17504044)

e arabinozyd cytozyny - araC (Sigma, C1768)

e pozywka MEM- Minimum Essential Medium (Gibco, 51200046)

e MEM mieszanina endogennych aminokwaséw (MEM Non-Essential Amino Acids
Solution), 100 x (Gibco, M7145)

e D-(+)-Glucose, 45 % roztwor (Sigma, G8769)

e pirogronian sodu (Sigma, S8636)

e wodoroweglan sodu - NaOH, 1 M (POCh, 810942161)

e siarczan sodu - Na2SO4, 1 M (POCh, 807870111)

e siarczan potasu - K2SO4, 0,5 M (POCh, 2319155)

e chlorek magnezu - MgClz, 1 M (POCh, 6120500110)

e HEPES, 1 M (Sigma, H0887)

e reckombinowane biatko ludzkie BDNF (czynnik neurotroficzny pochodzenia
mozgowego) (Alomone Labs, B-250)

e mMIiRCURY LNA miRNA Inhibitor Control A (5 nmol) Negative Control (Qiagen,
Y100199006-ADA)

e mMIiRCURY LNA miRNA mmu-miR-132-3p (15 nmol)
(UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG) Qiagen, Y104102731-AFA)

Spis odczynnikéw do hodowli linii komorkowych pochodzenia ludzkiego:

e Matrigel (Corning, 354277)

o Geltrex (Gibco, A1413202)

e pozywka DMEM/F12 (1:1) (Gibco, 11320033)

e pozywka DMEM (Gibco, 11995073)

e pozywka Neurobasal-A Medium (Gibco, 10888022)

e Y-27632 dihydrochloride, Rho kinase inhibitor (Abcam, ab120129)

e DPBS - Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, buforowana fosforanem 56l
fizjologiczna bez soli wapnia i magnezu (Gibco, 14190136)

e roztwor EDTA do dysocjacji komorek Versene 1:5000 (Gibco, 15040066)

e roztwor do dysocjacji komorek Accutase (Sigma, A6964)

e pozywka Essential 8 Medium (Gibco, A1517001)

e pozywka Essential 6 Medium (Gibco, A1516401)
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PVA - alkohol poliwinylowy (Sigma, 341584)

B27 Supplement, 50 x (Gibco, 17504044)

N2 Supplement 100 x (Gibco, 17502001)

podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow BFGF (Alomone Lab, F-170)
epidermalny/naskorkowy czynnik wzrostu EGF (Alomone Lab, E-100)
inhibitor receptorow kinaz podobnych do receptoréw aktywiny - SB431542 (StemCell
Technologies, 72234)

inhibitor szlaku BMP - LDN193189 (StemCell Technologies, 72147)
GlutaMAX, 100 x (Gibco, 35050038)

antybiotyki: Penicylina-Streptopycyna, 100 x (Gibco, 10378016)
roztwor do mrozenia komorek BAMBANKER (Nippon Genetics, BBO1)
DMSO- dimetylosulfonotlenek (Sigma, 472301)

L-glutamina (Gibco, 25030024)

pirogronian sodu (Sigma, S8636)

laminina (Roche, 11243217001)

roztwor do dysocjacji komorek: 0,25 % trypsyna (Sigma, T4674)
B-merkaptoetanol (Gibco, 21985023)

puromycyna (Invivogen, A1113803)

3.1.2 Materialy do hodowli bakteryjnych

Bakterie chemokompetentne:

Escherichia coli: Stbl3 (Invitrogen, C737303), 5-alpha F’Iq (New England BioLabs, C2992,
C3040), XL10-Gold (Agilent, 200518)

Podtoza hodowlane 1 antybiotyki:

LB Broth (Sigma, 71753-M)

LB Broth with agar (Miller) (Sigma, L3147)
S.0.C. Medium (Invitrogen, 15544034)
ampicylina, 100 pg/ul (Sigma, A9393)
kanamycyna, 100 pg/ul (Sigma, K1377)

3.1.3 Wektory plazmidowe

p3XFLAG-MKL1 (Addgene, 11978)
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p3XFLAG-MKL2 (Addgene, 27175)

psPAX2 (Addgene, 12260)

pMD2.G (Addgene, 12259)

pLKO.1 - TRC cloning vector (Addgene, 10878)

pLKO.1 - TRC control (Addgene, 10879)

pTRIP-PGK-GFP (Addgene, 183505)

pcDNA3.1 (Addgene, 16075)

pAAV-CamKII-GFP (Addgene, 64545)

pAAV-CamKIlI-Cre (Pracownia Neurobiologii, praca doktorska Anny Krysiak)
EF1a-STEMCCA (OKSM) (Pracownia Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowe;j,

Migdzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej 1 Komoérkowej w Warszawie)

3.1.4 Enzymy restrykcyjne

EcoRI FastDigest (Thermo Scientific, FD0275)

BshTI FastDigest (Agel) (Thermo Scientific, FD1464)

BamHI FastDigest (Thermo Scientific, FD0054)

Pstl FastDigest (Thermo Scientific, FD0614)

ligaza DNA pochodzaca z faga T4 (New England BioLabs, M0202)

3.1.5 Odczynniki do pracy z bialkami -metoda Western blotting

bufor do lizy RIPA (Sigma, R0278)

bufor do lizy SDS (1 % SDS, 50 mM Tris-HCI)

4 x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, 1610747)

B-merkaptoetanol (Gibco, 21985023)

10 % nadsiarczan amonu- APS (Sigma, A3678)

TEMED- N,N,N',N'- Tetrametyloetylenodiamina (Bioshop, TEMO001)

marker biatkowy (Protein MW Marker, Ladder, Prestained, 10-170 kD Marker;
MyBioSource, MBS657624)

Any kD Mini-PROTEAN TGX Precast Protein Gels (Bio-Rad, 4569033)

Trans-Blot Turbo Mini 0.2 um PVDF Transfer Packs (Bio-Rad, 1704156)

bufor do elektroforezy, 10 x (0,25 M Tris-HCI, 1,92 M glicyna, 0,03 M SDS)

TBST, 1 x (Bioshop, TBS005)

Amersham ECL Prime Western blotting Detection Reagent (GE Healthcare, RPN2236)
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Amersham ECL Western blotting Detection Reagents (GE Healthcare, RPN2134)
alkohol metylowy (Chempur, 363-116219904)

membrana 0,2 um PVDF (Amersham, 10600021)

klisze rentgenowskie Hyperfilm (Amersham, 28906844)

3.1.6 Odczynniki do pracy z DNA

agaroza (BioShop, AGA001)

bufor TBE, 10 x (Bioshop, TBE444)

Midori Green Advance DNA Stain (NIPPON Genetics, MG04)
GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo Scientific, SM0333)
DNA Gel Loading Dye (6 x) (Thermo Scientific, R0611)

3.1.7 Odczynniki stosowane do transfekcji komérek

TurboFect Transfection Reagent (Thermo Scientific, R0533)
Lipofectamine 2000 Transfection Reagent (Thermo Scientific, 11668019)
Rat Neuron Nucleofector™ Kit (Lonza, VPG-1003)

3.1.8 Odczynniki do izolowania RNA i ilo§ciowego pomiaru poziomu mRNA
i mikroRNA metoda qRT-PCR
RNeasy Mini Kit (Qiagen, 74106)
RNase-Free DNase Set (Qiagen, 79254)
miRNeasy Micro Kit (Qiagen, 217084)
SuperScript IV First-Strand Synthesis System (Invitrogen, 18091050)
TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems, A28007)
TagMan Fast Advanced Master Mix (Thermo Scientific, 4444557)
Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem, 4385612)
ptytki do RT-gPCR (Applied Biosystem, N8010560)
sondy TagMan Advanced (Thermo Scientific):
*  mmu-miR-125b-5p (#mmu480907_mir)
*  mmu-miR-132-3p (#mmu480919_mir)
*  mmu-miR-139-5p (#mmu480930_mir)
*  mmu-miR-212-3p (#mmu478318_mir)
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3.1.9 Odczynniki stosowane do pomiaru bioluminescencji

e zestaw do oceny aktywnosci lucyferazowej Luciferase Assay System (Promega, E1501)
e B-galaktozydaza (Roche, 10105031001)
e 2 x Assay Buffer (1,33 mg/ml ONPG, 200 mM fosforan sodu (pH = 7,3), 2 mM MgCly,

100 mM B-merkaptoetanol)

3.1.10 Odczynniki stosowane do wykrywania bialek metodami

immunofluorescencyjnymi

e BSA - surowicza albumina wotowa (Sigma, A8531)

e surowica kozia (NGS- Normal Goat Serum; Sigma, NS02L)

e PBS - Phosphate-Buffered Saline, buforowana fosforanem s6l fizjologiczna 1 x (Gibco,

10010023)

e 2 x GBD bufor (30 mM PBS, 0,2 % zelatyny, 0,6 % Triton-X, 0,9 M NaCl)

3.1.11 Przeciwciala

Przeciwciata pierwszorzedowe stosowane do wykrywania bialek metodg Western blotting

przeciwcialo gospodarz rozcienczenie producent
anty-CamKaI|I mysz 1:1000 Invitrogen, MA1-048
anty-GAPDH krolik 1:2000 Sigma, G9545
anty-GluR1 krolik 1:5000 Merck, ABN241
anty-GluR2 mysz 1:1000 Merck, MAB397
anty-B-aktyna mysz 1:2000 Sigma, A2228
anty-NR1 mysz 1:1000 BD Biosciences, 556308
anty-PSD95 mysz 1:5000 Merck, MAB1598
anty-SRF H300 krolik 1:300 Santa Cruz Biotechnology, 13029
anty-SOX2 mysz 1:200 Sigma, MAB4423
anty-OCT4 mysz 1:100 Sigma, MAB4419
anty-NANOG mysz 1:200 Santa Cruz Biotechnology, sc-293121
Przeciwciata  pierwszorzegdowe  stosowane do  wykrywania  bialek = metodami
immunofluorescencyjnymi
przeciwcialo gospodarz rozcienczenie producent
anty-Tral-60 mysz 1:100 Invitrogen, 41-1000
anty-Tral-81 mysz 1:100 Invitrogen, 41-1100
anty-SOX2 mysz 1:100 Sigma, MAB4423
anty-OCT4 mysz 1:100 Sigma, MAB4419
anty-NANOG mysz 1:50 Santa Cruz Biotechnology, sc-293121
anty-SSEA4 mysz 1:100 Invitrogen, 41-4000
anty- MAP2 mysz 1:200 Sigma, M1406
anty-GFP kurczak 1:400 Aves Labs, GFP-1020
anty-SRF H300 krolik 1:300 Santa Cruz Biotechnology, 13029
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Przeciwciata drugorzedowe wykorzystywane do detekcji biatek

przeciwcialo rozcienczenie producent
przeciwciala kozie znakowane | 1:500 - 1:1000 | Invitrogen: A11041, A11039, A21437,
barwnikiem fluorescencyjnym A21428, A21247, A21449, A21235,
AlexaFluor: 405, 488, 555, 647 A21201, A31553, A31556, A32727
przeciwciala sprzezone z 1:10 000 VECTOR: PI-1000, P1-2000, P1-9500
peroksydazg chrzanowa (HRP)

3.1.12 Gotowe zestawy stosowane w technikach biologii molekularnej

e Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, 23225)

e Plasmid Mini, Midi AX (AiA Biotechnology, 020-250, 895-20)

¢ QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen, 15165)

e Gelout, Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, D4002)

e DNeasy Blood i Tissue Kit (Qiagen, 69504)

¢ QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, 200518)

e Human Three Germ Layer 3-Color Immunocytochemistry Kit (RiD Systems, SC022)
e Calcium phosphate transfection kit (Takara, 631312)

3.1.13 Zwierzeta doswiadczalne

e szczury szczepu Wistar, oseski do 24 godzin od narodzin (Zwierzetarnia Instytutu
Biologii Doswiadczalnej)

e myszy szczepu C57BL/6J, oseski do 24 godzin od narodzin (Zwierz¢tarnia Instytutu
Biologii Doswiadczalnej)

e myszy szczepu SRFMMox (SRF. B6.129S6-SrftmIRmn/J, #:006658, Jackson’s
Laboratories), oseski do 24 godzin od narodzin (Zwierzgtarnia Instytutu Biologii

Doswiadczalnej)

Doswiadczenia wykonywane na zwierz¢tach nie wymagaty zgody Lokalnej Komis;ji
Etycznej na podstawie obowigzujacych przepisow prawa (Ustawa z dnia 15 stycznia 2015 r.

o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych).
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3.2. Metody

3.2.1 Mutageneza ukierunkowana

W celu wprowadzenia polimorfizméw pojedynczych nukleotydéow (SNP) do plazmidow
kodujacych geny MKL1 i MKL2 wykorzystano zestaw firmy Agilent- QuikChange Site-
Directed Mutagenesis Kit zgodnie z protokotem producenta. Oligonukleotydy zawierajace
zmienione nukleotydy zostaty zaprojektowane zgodnie z zaleceniami producenta z uzyciem
oprogramowania dost¢gpnego na stronie firmy Agilent. Sekwencje wraz z zaznaczonym
polimorfizmem pojedynczego nukleotydu SNP (pokazane jako tekst pogrubiony) sa
umieszczone w tabeli (Tabela 2). Do przeprowadzenie reakcji uzyto 2 pg matrycy (dsDNA) -
plazmidu pod promotorem EF1[]: p3XFLAG-MKL1 i p3XFLAG-MKL2, 125 ng starterow
oraz polimeraz¢ DNA o wysokiej wiernosci PfuUltra High-Fidelity. Jako kontrole
wykorzystano plazmid pWhitescript znajdujacy si¢ w zestawie. Reakcje PCR przeprowadzono
zgodnie z zaleceniami producenta. Powstate produkty poddano trawieniu enzymem
restrykcyjnym Dpnl (10 U/ul) w celu usunigcia macierzystego (niezmutowanego)
superzwinietego dSDNA. Nastepnie przeprowadzono transformacj¢ bakterii kompetentnych

XL10-Gold.

Chemokompetentne bakterie XL10-Gold rozmrozono na lodzie i dodano 2 pl
B-merkaptoetanolu w celu zwigkszenia wydajnosci transformacji poprzez inaktywacje
powierzchniowych nukleaz. Do komoérek dodano 2 pl produktu PCR po trawieniu enzymem
Dpnl i inkubowano 30 minut na lodzie, po czym przeprowadzono szok cieplny w temperaturze
42°C przez 30 s. Nastgpnie komorki inkubowano na lodzie przez 2 minuty. Po tym czasie do
bakterii dodano ogrzang do 42°C pozywke do regeneracji komorek. Calos¢ wytrzgsano
w temperaturze 37°C przy 250 obrotach na minutg przez 1 godzing. Bakterie wysiewano na
szalki Petriego z LB agarem z ampicyling (0,1 mg/ml). Szalki umieszczono w cieplarce
o temperaturze 37°C i inkubowano przez noc. Z szalek wybrano pojedyncze kolonie,
namnozono przez noc w cieplarce z wytrzgsaniem, w temperaturze 37°C, w pozywce LB
Z dodatkiem ampicyliny (1 mg/ml). Pobrano i zbankowano po 0,5 ml catonocnej zawiesiny
bakteryjnej w 50 % roztworze glicerolu. Z pozostatej hodowli wyizolowano plazmidowe DNA
uzywajac zestawu firmy AiA Biotechnology- Plasmid Mini, Midi AX, zgodnie z protokotem
producenta. W celu uzyskania potwierdzenia wprowadzonych zmian, material wystano do

sekwencjonowania. Material sekwencjonowano w Genomed (Warszawa). Plazmidy
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0 pozadanych mutacjach namnozono przy pomocy zestawu firmy Qiagen- Plasmid Maxi Kit.

Pomiar stezenia plazmidowego DNA wykonano na Nanodropie 2000 (Thermo Fisher).

gen mutacja  nazwa sekwencja Forward/Reverse (5'-3')
MKL1 rs7800482  P2L GCCGCGAATTCGATGCTGCCTTTGAAAAGTCCA/
57 (CIT) TGGACTTTTCAAAGGCAGCATCGAATTCGCGGC
rs7694583 R31H CTATCTCAAACGGAAGATTCATTCCCGGCCGGAG/
01 (GIA) CTCCGGCCGGGAATGAATCTTCCGTTTGAGATAG
rs7607622 P244L CCAGTACATCCCCCTGGACCAGAAGCAGG/
38 (CIT) CCTGCTTCTGGTCCAGGGGGATGTACTGG
rs1426479 P344L GGGAGCCCTGCTGGCCAACCTGG/
78 (CIT) CCAGGTTGGCCAGCAGGGCTCCC
MKL2 rs7596381 H288Q CCATCCCAAGAATCCAAATGACAAACAACGTAGC
4 (CIA) AAAAAGTG/
CACTTTTTGCTACGITGTTTGTCATTTGGATTCTTG
GGATGG
rs3722931 R299W CAAAAAGTGCAAAGATCCCAAACCATGGGTAAAG
93 (CIT) AAGTTAAAGTA/
TACTTTAACTTCTTTACCCATGGTTTGGGATCTTTG
CACTTTTTG
rs7531781 Q313L CAATACATTCCACCAGATCTGAAGGGTGAGAAGA
72 (A/T) ATGAG/
CTCATTCTTCTCACCCTTCAGATCTGGTGGAATGT
ATTG
rs1199474  S501F CCCGTGTGGAAAATGTTCATTTCCCTCTGCCCA/
915 (CIT) TGGGCAGAGGGAAATGAACATTTTCCACACGGG
rs2013112 C647R CTCACTCCCTGACCGCTCCAGCTCCAG/
29 (T/C) CTGGAGCTGGAGCGGTCAGGGAGTGAG
rs1385701 D1093 CTAGACCCACAGGAGCTACCGCTGCCATG/
59 E CATGGCAGCGGTAGCTCCTGTGGGTCTAG
(CIG)

Tabela 2. Sekwencje starterow z wprowadzonymi mutacjami w genach MKL1 i MKL2.
Pogubiong czcionka zaznaczono miejsce zamiany na nici matrycowej, a podkre§leniem
zmieniony nukleotyd na nici komplementarnej.

3.2.2 Konstrukcja wektorow lentiwirusowych kodujacych shRNA

Do skonstruowania plazmidu kodujacego sekwencje shRNA dla genu Srf: shSRF1 (Yin
i in., 2006) i shSRF2 (Medjkane i in., 2009) uzyto plazmidu pLKO pod promotorem RNA
polimerazy 111 dla ludzkiego genu U6 snRNA (pLKO.1- TRC cloning vector Addgene, 10878)

oraz par oligonukleotydéw zamieszczonych w tabeli ponizej (Tabela 3). Uzyty plazmid posiada

gen opornosci na puromycyne, co umozliwia selekcje komoérek z wyciszeniem Srf po

transfekcji. Kontrole dla eksperymentu (shCTR) stanowit plazmid pLKO- TCR control
(Addgene, 10879), ktory byt prezentem od laboratorium Davida Root (Moffat i in., 2006).

48



nazwa sekwencja Forward/Reverse (5'-3')
oligonukleotydu

CCGGAGAGAATGAGTGCCACTGGCTGCAGCCAGTGGCACTCATT
CTCTTTTTTG/
AATTCAAAAAAGAGAATGAGTGCCACTGGCTGCAGCCAGTGGC
ACTCATTCTCT

shSRF1

CCGGCTGCAGCCCATGATCACCACTGCAGTGGTGATCATGGGCT
GCAGTTTTTG/
AATTCAAAAACTGCAGCCCATGATCACCACTGCAGTGGTGATCA
TGGGCTGCAG

shSRF2

Tabela 3. Sekwencje oligonukleotydow uzyte do skonstruowania plazmidu kodujgcego shRNA
dla genu Srf.

Plazmid pLKO.1- TRC cloning vector trawiono enzymem restrykcyjnym BshTI (Agel)
w temperaturze 37°C przez 15 minut. Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy
przeprowadzona w 0,8 % zelu agarozowym w obecnosci barwnika kwaséw nukleinowych
Midori Green przy statym napieciu 120 V przez 35 minut. Detekcje produktéw prowadzono
w transiluminatorze w §wietle UV. Produkt reakcji, widoczny jako pojedynczy prazek na zelu,
wycigto, a nastepnie oczyszczono przy uzyciu zestawu do izolacji DNA Gelout, Gel DNA
Recovery Kit (Zymo Research). DNA eluowano w 30 pl ultraczystej wody. Tak wyizolowane
plazmidowe DNA trawiono enzymem EcoRI1 FD przez 15 minut w temperaturze 37°C. Plazmid
pLKO.1-TRC o wielkosci 8,9 kb, zostal przeciety przez EcoRI. Nastepnie przeprowadzono
rozdzial elektroforetyczny otrzymanego produktu wg powyzszego protokolu. Fragment
odpowiadajacy przecigtemu plazmidowi przez enzym EcoRI 0 wielkosci 7 kb wycigto z zelu
i wyizolowano DNA. Hybrydyzacje oligonukleotydow zawierajacych sekwencje shSRF1
i shSRF2 przeprowadzono w obecnosci buforu do hybrydyzacji (0,1 M Tris-HCI, 1 M NacCl,
100 mM EDTA) z wykorzystaniem starteréw o stezeniu 100 mM w temperaturze 65°C przez
10 minut. Reakcje ligacji prowadzono dla 100 ng plazmidowego DNA przecigtego enzymami
restrykcyjnymi. Do mieszaniny reakcyjnej dodano 3 pl zhybrydyzowanych oligonukleotydéw
oraz ligaz¢ DNA pochodzacg z faga T4. Ligacje przeprowadzono W temperaturze 22°C przez
90 minut. Transformacje bakterii wykonano zgodnie z metodyka opisang w podrozdziale 3.2.1.
Do transformacji uzyto szczepu 5-alpha F’Iq bakterii kompetentnych E.coli. Wybrano
pojedyncze kolonie, z ktorych po namnozeniu izolowano plazmidowe DNA, przy uzyciu
komercyjnie dostepnego zestawu Plasmid Mini Kit. Uzyskane DNA poddano trawieniu
enzymami BamHI 1 Pstl w celu identyfikacji klonow z pozadang wstawka (shRNA).

Wyselekcjonowane, pozytywne klony namnazano za pomocg zestawu do izolacji
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plazmidowego DNA-Plasmid Maxi Kit. Tak uzyskane plazmidy wykorzystano do produkcji

wektorow lentiwirusowych shSRF.

3.2.3 Produkcja wektorow lentiwirusowych wykorzystanych w do$wiadczeniach

Do produkcji wektorow lentiwirusowych wykorzystano komorki linii HEK293T oraz
komercyjnie dostepny zestaw Calcium phosphate transfection kit (Takara), zgodnie
zZ protokotem producenta. Dobe przed transfekcja komorki linii HEK293T wysiano na szalke
Petriego o $rednicy 10 cm w gestosci 2 x 10® kom/cm? w DMEM z 10 % FBS i antybiotykami
(1 x). Przed transfekcja komorki przeptukano pozywka bez surowicy i antybiotykow,
a nastgpnie pozostawiono w niewzbogacanej pozywce DMEM. W kolejnym etapie
przygotowano mieszaniny reakcyjne zawierajace odpowiednie ilosci plazmidow (15 pg pPAX,
6 ug pMD2 oraz 20 pg plazmidu z konstruktem), wody oraz 2 M CaCl2 (62,5 ul) we wskazane;j
kolejno$ci dodawania 1 objgtosci koncowej 500 pl. Nastepnie do probowek typu Falcon
0 objetosci 15 ml wprowadzono po 500 ul 2 x HEPES. Probowke umieszczono na worteksie,
nieustannie mieszajac roztwor na niskich obrotach, dodawano matymi kroplami wcze$niej
przygotowang mieszaning¢ plazmidéw. Mieszaning inkubowano w ciemnosci przez 20 minut po
czym wprowadzono kroplami do szalki zawierajacej komorki. Komorki inkubowano przez
5-6 godzin w inkubatorze w temperaturze 37°C w 5 % atmosferze dwutlenku wegla oraz 95 %
wilgotnos$ci. Nastepnie zmieniono pozywke na DMEM wzbogacone 10 % FBS oraz 1 raz
stezonymi antybiotykami (penicylina/ streptomycyna). Komorki hodowano przez kolejne 2 dni,
po czym pozywke znad komorek zebrano 1 przefiltrowano (0,45 um). Uzyskane w ten sposob
wirusy przechowywano w -80°C lub bezposrednio uzyto do dalszych do$wiadczen. Wirusy
STEMCCA (uzyte do przeprogramowywania fibroblastow) oraz TRIP-GFP zawierajacy biatko
zielonej fluorescencji GFP wyprodukowano w Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowe;j

w zespole prof. Jaworskiego.

nazwa wirusa plazmidy uzyte do produkcji zastosowanie wirusow
lentiwirusow
pPAX, pMD2, EF1la- lentiwirus uzyty do przeprogramowania
STEMCCA STEMCCA ludzkich fibroblastow
pPAX, pMD2, pTRIP-PGK-  lentiwirus uzyty do wprowadzania GFP do
TRIP-GFP GFP ludzkich neuralnych komoérek
macierzystych
pPAX, pMD2, pLKO.1-TRC lentiwirus kodujacy shCTR
shCTR
control
shSRF pPAX, pMD2, shSRF lentwirus kodujacy shSRF

Tabela 4. Wykaz plazmidow zastosowanych do produkcji lentiwirusow.
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3.2.4 Pierwotne hodowle neuronow

Do hodowli pierwotnych neuronéw uzywano szklane szkietka o $rednicy 18 mm. Szkietka
odtluszczano przez umieszczenie ich na 24 - 48 godzin w stezonym kwasie azotowym. Po tym
czasie przeprowadzono 8 - krotne plukanic w wodzie destylowanej, kazde po 15 minut. Tak
przygotowane szkietka wyprazano w piecu termicznym w temperaturze 180°C przez 3 godziny.
Po wystygnigciu szkietka umieszczano pod komorg laminarng i sterylizowano promieniami
UV. Przed rozpoczeciem hodowli szkietka umieszczano w 12-dotkowych ptytkach
I pokrywano przez naniesienie bezposrednio na szkietko 250 pl kropli przygotowanego
uprzednio roztworu lamininy (10 pg/ml) i poli-D-lizyny (0,1 ug/ml) w buforze boranowym
(0,2 M kwas boranowy; 0,075 M NaCl; 0,025 M czteroboran sodu). Szalki ze szkietkami
pozostawiano w temperaturze pokojowej pod komora laminarng. Po uptywie 24 godzin ptytki
ze szkietkami ptukano 3 razy sterylng woda (milliQ), po czym pozostawiano do catkowitego

wyschnigcia.

e Roztwory stosowane do hodowli neuronéw mysich:

Roztwor do trawienia enzymatycznego tkanki Roztwor inhibitora
na 10ml stezenie na 10 ml
koncowe
0,74 M cysteina 22 pl (4,5 mg/50 ul) albumina 25 mg
100 mM CaClz 0,1 ml 10 mM inhibitor trypsyny 25 mg
50 mM EDTA 0,1 ml smM 10 % FBS w 10 ml
DMEM
DMEM 10 ml
papaina 200-250 U
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e Roztwory stosowane do hodowli neuronéow szczurzych:

Roztwor do dysocjacji (DM)

na 250 ml stezenie koncowe

1 M Na2SOq4 20,45 ml 81,8 mM

0,5 M K250+ 15 ml 30 mM

1 M MgCl2 1,45 ml 5,8 mM
100 mM CaCl: 0,63 ml 0,25 mM

1 M HEPES 0,25 ml 1 mM

2,5 M glukoza 2mi 20 mM
0,5 % czerwien fenolowa 0,5 mi 0,001 %

0,1 M NaOH 0,5ml (pH =7,4)
H20 209,22 ml

Roztwor do trawienia enzymatycznego tkanki

cysteina 4,5 mg/50 pl

DM-Ky/Mg 9,7 ml

1M NaOH 25 pl (doprowadzi¢ roztwor do pH= 7,4)
papaina 100 U

Roztwor inhibitora

na 10 ml

albumina 25 mg

inhibitor trypsyny 25 mg

10 % FBS w MEM 10 ml

W celu uzyskania hodowli pierwotnych neuronow, oseski PO (postantal day 0) myszy lub
szczura hibernowano na lodzie, a nast¢pnie dekapitowano. Z mdzgu izolowano hipokamp lub
kore mozgowa. Tkanke trawiono enzymatycznie w roztworze papainy przez 30 minut.
Dziatanie enzymu hamowano przy pomocy roztworu inhibitora trypsyny, alouminy (BSA) oraz
10 % surowicy ptodowej bydlecej (FBS) w pozywce DMEM (dla hodowli mysich neuronow)
lub MEM (dla hodowli szczurzych neurondéw) przez 5 minut. Wyizolowane struktury mozgu
ptukano 3 razy DMEM/MEM 1z 10 % zawartoscia FBS i1 0,1 x stgzonymi antybiotykami
(dodatkowo pozywke do hodowli szczurzych suplementowano: 1 X MEM mieszaning

endogennych aminokwasow, 1 x GlutaMAX, 1 x pirogronian sodu, 0,8 x 45 % glukoza). Po
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ostatnim ptukaniu odebrano pozywke¢ i zdysocjowano tkanki koncéwka o objetosci 1 ml.
W celu usunigcia sedymentujacych resztek tkankowych, przenoszono nadsacz komorkowy (dla
mysich hodowli) lub supernatant (dla szczurzych hodowli) do nowej probowki typu Falcon
0 objetosci 15 ml. Gestos¢ komoérek obliczano przy uzyciu komory Biirkera lub
automatycznego licznika komorek model R1 firmy Olympus (Automated Cell Counter
Olympus R1). Zawiesing komorkowa rozcienczano do odpowiedniej gestosci i nanoszono na
przygotowane wczesniej plytki hodowlane. Hodowle neurondow wysiewano w gestosci
1,2 x 10° kom/ml przez naniesienie 250 pl kropli roztworu DMEM/MEM z 10 % zawarto$cia
FBS 10,1 x stezonymi antybiotykami bezpo$rednio na szkietko umieszczone w plytce
hodowlanej 12-dotkowej. Po przyklejeniu si¢ komoérek do podloza pozywke zmieniano na
Neurobasal A z B27 (stgzonym 1 x), GlutaMAX (1 x) i antybiotykami (0,2 x). Po 48 - 72
godzinach od zatozenia hodowli dodawano 5 uM AraC (arabinozyd cytozyny- w celu
ograniczenia namnazania si¢ fibroblastow i komorek glejowych w hodowlach neuronalnych).
Neurony hodowano w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5 % stgzeniu COz i 95 % wilgotnosci

przez okoto 21 dni.

3.2.5 Transfekcja neuronéow w hodowli

Mysie hodowle hipokampalne transfekowano plazmidowym DNA w dniu 5-7 in vitro
(DIV 5-7 - day in vitro) przy uzyciu odczynnika Lipofectaminy 2000. Rozcienczenia
plazmidowego DNA 1 Lipofectaminy 2000, o odpowiednich stezeniach, przygotowano
W pozywce hodowlanej Neurobasal A suplementowanej GlutaMAX (1:100). Mieszaniny
inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Z plytki hodowlanej znad neuronow
odebrano pozywke i umieszczano na czas transfekcji w 37°C. Pozywke zastapiono pozywka
Neurobasal A z GlutaMAX. Transfekcj¢ przeprowadzono przez dodanie mieszaniny DNA
i lipofectaminy w proporcji 1:10 do kazdego dotka ptytki hodowlanej. Po 45 minutach inkubacji
w temperaturze 37°C (5 % stezeniu CO2 i 95 % wilgotnosci), pozywke z lipofektaming
usuwano i zastepowano zachowang wczesniej pozywka. Neurony hodowano w inkubatorze

W podanych wyzej warunkach.

Nukleofekcje DNA do neuronéow PO przeprowadzono z uzyciem zestawu Rat Neuron
Nucleofector™ Kit (Lonza). Do probowki typu Eppendorf o objetosci 1,5 ml dodano po 0,5 pg
DNA konstruktow plazmidowych wariantow dla MKL1 lub MKL2. Nastepnie wyizolowane
szczurze pierwotne neurony korowe rozdzielono po 4 x 10° komérek do nowych probowek
typu Eppendorf. Komoérki zwirowano przez 2 minuty przy 80 g. Nadsgcz usunigto.

Przygotowano mieszaning do nukleofekcji w proporcji 9:2 (Nucleofector Solution: Supplement

53



1), po 100 pl/elektroporacja. Osad komorkowy rozbito przez pipetowanie 100 pl mieszaniny
do nukleofekcji. Calo$¢ przeniesiono do probowek z odmierzonym wczesniej DNA,
wymieszano 1 wprowadzono do kuwety z zestawu firmy Lonza. Elektroporacje
przeprowadzono z uzyciem programu do transfekcji szczurzych neuronéw hipokampa (O-003).
Zawarto$¢ kuwety pobrano przy pomocy dostarczonej przez producenta pipety pasterowskiej
z cienka, mocno zwe¢zong koncowka i wprowadzono do nowej proboéwki. Dodano 0,5 ml
ogrzanej wezesniej pozywki hodowlanej Neurobasal A z B27 (st¢zonym 1 x), GlutaMAX (1 x)
i antybiotykami (0,2 x). Komoérki wysiewano po 0,5 x 10° kom/dotek na ptytce 24-dotkowe;.
Inkubowano 2 godziny w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% COz2, 95 % wilgotnos¢. Po tym
czasie pozywke hodowlang (NB-A) wymieniono na $wiezg. Hodowle prowadzono przez

kolejne 5 dni, a nastgpnie uzyto do dalszych eksperymentow.
3.2.6 Transdukcja neuronéw wektorami wirusowymi AAV

Wirusy wyprodukowane zostaly w Pracowni Modeli Zwierzecych Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Transdukcje z uzyciem czasteczek wirusa
przeprowadzano stosujac wirusy zwigzane z adenowirusami (AAV) o mianie 10, rozcienczone
do ilosci 100 m.o.1 (czasteczek wektora wirusowego) na komorke. Transdukcje prowadzono
w 5-7 dniu po zatozeniu hodowli, w pozywce Neurobasal A. Do ptytki hodowlanej dodano
zawiesing odpowiedniego wektora wirusowego AAV-CaMKIla-mCherry (CTR) lub
AAYV - CaMKlIla-CRE (CRE). Hodowle neuronéw prowadzono w inkubatorze w temperaturze
37°C i 5 % stezeniu CO do dnia 21.

3.2.7 Wyprowadzanie i hodowla ludzkich komérek iPS

Indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste uzyte do badan wyprowadzono
W Instytucie Biologii Molekularnej 1 Komérkowej w Warszawie w zespole prof. Jaworskiego.
Biopsje skory wlasciwej, z ktorych wyizolowano fibroblasty, pobrano od zdrowych kobiet
w wieku 10 i 30 lat (IIMCBIi001-A/ELE10/3.4. i 1IMCBIi002-A/ELE30/3.2., odpowiednio)
W Instytucie ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”, w Klinice Neurologii 1 Epidemiologii.
Uzyskane fibroblasty przeprogramowano przy uzyciu wektora lentiwirusowego STEMCCA
dostarczajacego OCT4, KLF4, SOX2 i C-MYC.

Komorki iPS wysiewano w pozywce Essential 8 na ptytki 6-dotkowe pokryte macierza
zewnatrzkomoérkowg (Matrigel) w obecnosci 10 uM inhibitora kinazy biatkowej zwigzanej
z Rho (ROCK), blokujgcego apoptoze zdysocjowanych komorek oraz zwigkszajgcego ich
przezywalnos$¢. Po 24 godzinach komoérki hodowano w pozywce bez dodatku inhibitora ROCK.
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Pozywke zmieniano co 24 godziny do osiggnigcia 70-80 % konfluencji, jednocze$nie
kontrolujac czy formowane na plytce kolonie nie taczg si¢ ze sobg. Komorki hodowano
w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5 % CO2 i 95 % wilgotnosci. Komorki iPS pasazowano
co 3-4 dni w stosunku 1:6 — 1:8, przy pomocy nieenzymatycznego odczynnika do dysocjacji
komorek roztworu EDTA - Versene. Komoérki bankowano przy uzyciu pozywki do mrozenia
Bambanker (Lyphotec) z dodatkiem inhibitora ROCK, a rozmrazano przez szybkie ogrzanie
W tazni wodnej, a nast¢gpnie zwirowanie komorek (400g, 5 minut), odciggnigcie pozywki

krioprotekcyjnej i wysianie w pozywce hodowlanej Essential 8 z ROCK inhibitorem.

Hodowle komorek iPS regularnie testowano na obecno$¢ mykoplazmy za pomoca metody
PCR. Znad 48 godzinnej hodowli komorek iPS pobrano pozywke. Inkubowano w temperaturze
95°C przez 5 minut, a nastgpnie wirowano przy predkosci 16 000g, 5 minut. Nadsacz
przeniesiono do nowych probdwek typu eppendorf. Do reakcji PCR uzyto 2 ul pozywki znad
komorek oraz specyficznych starterow do wykrywania mykoplazmy. Uzyskany w pierwszej
reakcji PCR produkt rozcienczono 10 x i uzyto jako matryce do przeprowadzenia drugiej
reakcji PCR.

nazwa startera sekwencja Forward/Reverse (5'-3')
Mycoplasma testing PCR1 ACACCATGGGAGGTGGTAAT/
CTTCATCGACTTTCAGACCCA

Mycoplasma testing PCR2 GGGAGCAAACAGGATTAGAT/
TGCACCATCTGTCACTCTGTT

Tabela 5. Sekwencje starterow wykorzystanych w reakcji PCR sprawdzajacej obecnos$¢
mykoplazmy w komorkach.

3.2.8 Metoda formowania kul zarodkowych

Formowanie kul zarodkowych przeprowadzono zgodnie z protokotem Lin i Chen (2014).
Ludzkie komérki iPS wysiewano w gestosci 6 x 10° komérek/dotek na okraglodenng ptytke
96-dotkowg w pozywce Essential 6 z inhibitorem ROCK oraz w obecnosci alkoholu
poliwinylowego (PVA), aby zapobiec adhezji komorek do Scianek plytki. Naczynie hodowlane
zwirowano przy predkosci 100g przez 3 minuty, a nastgpnie umieszczono w inkubatorze
w temperaturze 37°C, 5 % zawartosci CO2 1 95 % wilgotnosci. Po 24 godzinach pozywke
zmieniono na Essential 6. Pozywke zmieniano co 2-3 dni przez kolejne 11 dni. Nastepnie czes¢
sferycznych kolonii utrwalono przez 10 minut 4 % PFA z 4 % sacharoza w roztworze PBS, po
czym przeptukano 3 razy roztworem PBS. Z pozostatej reszty kul zarodkowych wyizolowano

RNA, ktore przechowywano do dalszych doswiadczen.
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3.2.9 Analiza krétkich tandemowych powtorzen (STR)

W celu potwierdzenia zgodnosci profilu wykorzystywanych do badan komoérek iPS
Z fibroblastami, z ktérych pochodza przeprowadzono analiz¢ krétkich tandemowych
powtorzen. Badania przeprowadzono w Matopolskim Centrum Biotechnologii w grupie
prof. Wojciecha Branickiego. Genomowe DNA wyizolowane z fibroblastow oraz komoérek iPS
za pomoca komercyjnie dostgpnego zestawu DNeasy Blood i Tissue Kit (Qiagen) poddano
amplifikacji markeréw mikrosatelitarnych (STR) z zastosowaniem zestawu GenePrint® 10
System (Promega). Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono w aparacie 3500 Genetic
Analyzer firmy Life Technologies. Wyniki genotypowania analizowano z zastosowaniem
programu GeneMapper v 5.0 (Life Technologies) oraz bazy danych DSMZ. Zbadano 10 loci:
D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, VWA, THO01, Amelogenin, TPOX, CSF1PO, D21S11.

3.2.10 Analiza integracji wirusa z genomem iPSC

W celu sprawdzenia ekspresji transgenu wirusowego, ktory zostal zastosowany do
przeprogramowania komorek iPS, oraz analizy, czy zachodzi ekspresja endogennych
czynnikow pluripotencji, przeprowadzono izolacj¢ RNA z ustabilizowanych linii komoérek iPS
przy wykorzystaniu komercyjnego zestawu RNeasy Mini Kit. Nastgpnie przepisano je na
cDNA (SuperScript 1V First-Strand Synthesis System) zgodnie z zalecaniami producenta.
Kontrolg pozytywna stanowity fibroblasty 48 godzin po transdukcji lentiwirusem do
przeprogramowywania STEMCCA oraz plazmid EF1a-STEMCCA uzyty do produkcji wirusa
STEMCCA. Negatywna kontrola byly fibroblasty nietransdukowane wirusem.
Przeprowadzono amplifikacie c¢DNA metoda PCR stosujac specyficzne startery
zaprojektowane do sekwencji wystepujacych w analizowanych wirusie. Do analizy czynnikow
pluripotencji wykorzystano startery do sekwencji 3’UTR genow OCT4 i SOX2, a takze genow
REX1 i DNMT3B, ktore nie byty czescia kasety przeprogramowujacej wirusa. Elektroforeze
otrzymanych produktéow przeprowadzono w 2 % zelu agarozowym w obecno$ci barwnika
kwasow nukleinowych Midori Green przy stalym napigciu 120V 1 czasie 35 minut. Detekcje

produktow prowadzono w swietle UV.
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nazwa startera sekwencja Forward/Reverse (5'-3')
STEMCCA cMYC FR/ GGAACTCTTGTGCGTAAGTCGATAG/
STEMCCA WPRE REV GGAGGCGGCCCAAAGGGAGATCCG
AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG/

OCT4_3UTR ACTTCACCTTCCCTCCAACC
Sox2 3 UTR GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG/
= TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG
I CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAAT/
GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA
ONMT3E TGCTGCTCACAGGGCCCGATACTTC/
TCCTTTCGAGCTCAGTGCACCACAAAAC
CAPDH GTGAAGGTCGGAGTCAACG/

GGTGGAATCATATTGGAACATG

Tabela 6. Sekwencje starterow uzyte do analizy ekspresji transgenu wirusowego oraz
czynnikoéw pluripotencji w komorkach iPS.

3.2.11 Réznicowanie komoérek iPS w neurony

Réznicowanie komorek iPS do neuralnych komoérek macierzystych (NSC)
przeprowadzono z uzyciem metody podwojnego hamowania biatek SMAD (ang. dual SMAD
inhibition). Ludzkie komorki iPS hodowano na ptytkach 6-dotkowych do momentu uzyskania
70-80 % konfluencji, a nastepnie pasazowano roztworem akutazy i wysiewano w gestosci
2 x 10° kom/cm? na ptytke 12-dotkowa oplaszczong macierza zewnatrzkomérkowa (Matrigel)
w pozywce Essential 8 z ROCK inhibitorem. Po 24 godzinach i osiagnigciu 90-95 %
konfluencji komorki réznicowano wg schematu zamieszczonego ponizej. Sktad zastosowanych

pozywek hodowlanych przedstawiono w tabelach ponize;j.

SB431542
LDN193189
N2B27
SRM
E8 pozywka NES
pasaz
L 1 Il V4 Y ]
I U I L/ !
DO D1 D5 D10 D13-14
iPSC NSC

Fig.8. Schemat roznicowania komorek iPS do neuralnych komoérek macierzystych metoda
podwdjnego hamowania SMAD. E8- pozywka Essential 8; SRM, N2B27 - pozywka do
réznicowania komorek; NES- pozywka do hodowli neuralnych komoérek macierzystych;
SB431542, LDN193189 - inhibitory $ciezek sygnatowych TGFp i BMP; D0, D1, D5, D10,
D13-14 - poszczegodlne dni procesu roznicowania.
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SRM N2B27

na 50 ml na 50 ml
DMEM/F12 38 ml DMEM/F12 23,75 ml
KnockOut Serum Replacement 10 mi Neurobasal 23,75 ml
100 x GlutaMAX 0,5 mi 100 x GlutaMAX 0,5 ml
100 x NNEA 0,5 mi 100 x antybiotyki: Pen/Strep 0,5 ml
100 x antybiotyki: Pen/Strep 0,5ml N2 Supplement 0,5ml
200 mM pirogronian sodu 0,5ml B27 Supplement bez wit.A 1ml
55 mM B-merkaptoetanol 90 ul
NES
na 50 ml
DMEM/F12 48 mi
100 x GlutaMAX 0,5ml
100 x antybiotyki: Pen/Strep 0,5ml
N2 Supplement 0,5ml
B27 Supplement 0,5ml
100 ng/ul EGF 10 pl
100 ng/ul BFGF 10 pl

Przygotowane na 12-dotkowej ptytce hodowlanej, konfluentne komorki iPS,
réznicowano przez 10 dni. Pierwszego dnia pozywke hodowlang Essential 8§ zmieniono na
pozywke SRM (100 %). Nastepnie przez 2 dni do komorek dodawano codziennie mieszaning
pozywek 75 % SRM 1 25 % N2B27. Dnia 4 1 5 r6znicujacym komoérkom zmieniano pozywke
na 50 % SRM i 50 % N2B27. Kolejne 2 doby dodawano 25 % SRM i 75 % N2B27,a 819 dnia
hodowli zmieniono pozywke na 100 % N2B27. Pozywki lub ich mieszaniny suplementowano
inhibitorem szlaku BMP (200 nM LDN193189) przez caty czas r6znicowania. Inhibitor szlaku
TGFB (10 uM SB431542) dodawano do hodowli przez pierwsze 5 dni. 10 dnia hodowlg
pasazowano roztworem EDTA-Versene w stosunku 1:2 i wysiewano na plytki optaszczone
macierzg zewnatrzkomérkowa w pozywce hodowlanej NES z dodatkiem inhibitora ROCK. Po
24 godzinach komoérki hodowano w pozywce bez dodatku inhibitora ROCK. Uzyskane

neuralne komorki macierzyste pasazowano w stosunku 1:3 - 1:4 co 3-4 dni przy uzyciu akutazy.
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NSC po trzecim pasazu réznicowano w neurony. Hodowle prowadzono w inkubatorze

w temperaturze 37°C, 5 % CO2, 95 % wilgotnosci.

NSC ro6znicowano do neurondéw na warstwie odzywczej szczurzych, pierwotnych
neurondw. W celu rozroznienia neurondéw ludzkich od szczurzych, NSC transdukowano
wirusem TRIP-PGK-GFP. GFP pozytywne, ludzkie komorki NSC odklejano od podioza
akutaza i wysiewano w pozywce do hodowli neuronow w gestosci 2 x 10 kom/cm? na szkietka
z siedmiodniowymi szczurzymi hodowlami neuronalnymi. Hodowl¢ prowadzono przez trzy
tygodnie w atmosferze 37°C, 5 % COz2, 95 % wilgotnosci. Po tym czasie komodrki utrwalono

roztworem 4 % PFA w PBS przez 10 minut.
3.2.12 Metody wyciszania genu Srf w neuronach mysich i ludzkich

W celu wyciszenia SRF in vitro uzyto mysie neurony hipokampa uzyskane z myszy
transgenicznych, u ktérych gen Srf otoczony jest miejscami loxP (SRF"; B6.129S6-
Srftm1Rmn/J). W 5 dniu hodowli neurony transfekowano plazmidem kodujacym Cre
rekombinaze pod kontrolg promotora CaMKlla, lub plazmidem kontrolnym kodujacym GFP
(wariant CRE: CaMKII-Cre (0,025 pg) i CaMKII-GFP (0,1 pg) oraz wariant kontrolny:
CaMKII-GFP (0,125 pg)). W wariancie do§wiadczen, w ktorych stosowano nadprodukcje
miRNA, dodatkowo do komoérek wprowadzano mikroRNA-132 (Qiagen, Y104102731-AFA)
oraz kontrol¢ negatywng dla miR-132 (mimic negative, (Qiagen, Y100199006-ADA)
w stezeniu 5 pM. Kontrola negatywna w >70 % nie wykazywata homologii z jakakolwiek
sekwencjg, w jakimkolwiek organizmie, zgodnie z bazami danych NCBI i miRBase. Do
transfekcji uzyto Lipofectaming 2000 (Thermo Scientific, 11668019), zgodnie z zaleceniami
producenta. Po osiggnigciu przez neurony dojrzatosci, w 21 dniu hodowli, komorki utrwalono.
W przypadku badan biochemicznych, 5 dnia hodowli, neurony byty transdukowane wirusami
AAV- CaMKII-Cre i AAV-CaMKII-mCherry. W dniu 21 hodowli z komoérek izolowano RNA

do dalszych analiz.

W hodowlach NES wyciszenie SRF przeprowadzono z uzyciem shRNA
wprowadzonego do komorek za pomoca wektorow lentiwirusowych (opisane w rozdziale
3.2.3). Komorki inkubowano z wirusem LV- pLKO-shCTR lub LV- pLKO-shSRF (o mianie
> 1 x 10°%) przez 2 godziny, a nastepnie zmieniono na §wieza pozywke NES. Drugiego dnia po
transdukcji przeprowadzono 24-godzinng selekcje antybiotykowa komorek przy zastosowaniu

puromycyny (1 pg/ml).
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nazwa zastosowanie
pCaMKII-GFP kontrola
pCaMKII-Cre+ pCaMKII-GFP wyciszenie SRF w neuronach z myszy SRF™
LV- pLKO-shCTR kontrola
LV- pLKO-shSRF wyciszenie SRF w neuralnych komoérkach
macierzystych

Tabela 7. Plazmidy stosowane do wyciszania genu Srf oraz ich zastosowanie.

3.2.13 Barwienia immunofluorescencyjne

W celu wykrycia bialek metodg immunofluorescencyjng komorki utrwalano przez 10 minut
w roztworze 4 % paraformaldehydu (PFA) z 4 % sacharozag w PBS w temperaturze 37°C.
Nastepnie komorki ptukano trzy razy roztworem PBS. Permeabilizacje blon komoérkowych
przeprowadzono z uzyciem od 0,1 % do 0,3 % Tritonu X-100 w PBS przez 10 min w zaleznosci
od uzytego przeciwciala. W celu zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwciatl,
neurony inkubowano przez godzing w 10 % roztworze surowicy konskiej (HS) w PBS lub przez
30 minut w 5 % roztworze BSA w przypadku komoérek iPSC. Komorki inkubowano
Z przeciwciatami pierwszorzedowymi i drugorzedowymi rozcienczonymi w 5 % roztworze HS
lub 3 % roztworze BSA. W przypadku ludzkich neurondéw inkubacje z przeciwciatami pierwszo
i drugorzedowymi prowadzono w roztworze 1 x GDB (30 mM PBS, 0,6 % Triton X-100, 0,2 %
zelatyna, 0,9 M NaCl). Jadra komorkowe barwiono DAPI lub Hoechst 33342. Preparaty
obrazowano w mikroskopie konfokalnym Leica SP8 lub w mikroskopie fluorescencyjnym

Leica AF7000. Pomiary intensywnosci fluorescencji komorek wykonano w programie Fiji.

3.2.14 Pomiar aktywnosci transkrypcyjnej

Wpltyw wariantow MKL1 lub MKL2 na aktywnos$¢ fragmentu promotora zwierajacego
miejsca wigzania dla czynnika transkrypcyjnego SRF okreslono badajac pomiar aktywnosci
lucyferazy i B-galaktozydazy. Do pomiaréw wykorzystano komercyjnie dostgpne zestawy
firmy Promega: Luciferase Assay System, 5 x Reporter Lysis Buffer, zgodnie z zaleceniami
producenta, oraz przygotowany wczesniej bufor dla enzymu B-galaktozydazy - 2 x Assay
Buffer (1,33 mg/ml ONPG, 200 mM fosforan sodu (pH = 7,3), 2 mM MgClz, 100
mM  B-merkaptoetanol). Szczurze neurony korowe poddano nukleofekcji plazmidem
zawierajagcym gen B-galaktozydazy pod kontrola promotora EFla (warunkujacy ekspresje na
statym poziomie, w celu okreslenia wydajno$ci procesu transfekcji) oraz plazmidem
reporterowym, w ktoérym gen lucyferazy jest pod kontrolg promotora zwierajagcego miejsca

wigzania SRF (5 x SRE) oraz plazmidami zawierajacymi warianty MKL1 lub MKL2. Pigtego
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dnia po elektroporacji neurony stymulowano rekombinowanym czynnikiem neurotroficznym
pochodzenia mézgowego (BDNF) 10 ng/ml w 0,1 % roztworze albuminy bydlecej (BSA)
W PBS przez 6 godzin. Komodrki kontrolne traktowano 0,1 % roztworem BSA w PBS.
Aktywnos$¢ lucyferazy i P-galaktozydazy oznaczono za pomocg pomiaru luminescencji.
Metodg kolorymetryczng zmierzono aktywnos$¢ [-galaktozydazy. Pomiaru absorbancji
dokonano w czytniku mikroptytek Sunrise firmy Tecan, przy dtugosci fali 420 nm, w stosunku
lizatu do buforu 1:1. Luminescencj¢ zmierzono przy uzyciu czytnika Infinite M200 (Tecan),
dodajac przed pomiarem do lizatéw komorkowych substrat dla lucyferazy w stosunku 1:5.
Pomiaru dokonywano przez 2000 ms/dotek. Aktywnos$¢ transkrypcyjna promotora obliczono
jako stosunek luminescencji do absorbancji. Wyniki znormalizowano wzgledem komorek

niestymulowanych BDNF.

3.2.15 lIzolacja RNA

Do izolacji catkowitego RNA zastosowano zestaw firmy Qiagen: RNeasy Mini Kit. W celu
usuni¢cia genomowego DNA preparaty trawiono DNazg. Procedure izolacji przeprowadzono
zgodnie z protokolem producenta, z drobnymi modyfikacjami. Do lizy hodowli neuronéw
uzyto potowe zalecanej objetosci buforu RLT (175 ul/ 3,8 cm?). Do izolacji catkowitego RNA
z zachowanym miRNA uzyto komercyjnie dostgpnego zestawu firmy Qiagen: miRNeasy
Micro Kit. RNA izolowano przez ekstrakcje roztworem fenolu i tiocyjanianu guanidyny
zgodnie z zaleceniami producenta. St¢zenie RNA mierzono spektrofotometrycznie. Probe Slepa

stanowila woda wolna od RNaz.

3.2.16 Odwrotna transkrypcja, iloSciowa lancuchowa reakcja polimerazy w
czasie rzeczywistym (RT-qPCR) oraz lancuchowa reakcja polimerazy z odwrotna
transkrypcja (RT-PCR)

Wyizolowane RNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji uzywajac zestawu Advanced
MIRNA cDNA Synthesis Kit lub SuperScript 1V First-Strand Synthesis System zgodnie
z zaleceniami producenta. Do badania poziomu miRNA wykorzystano komercyjnie dostepne
sondy miRNA TagMan, umozlwiajagce kwantyfikacje dojrzaltych form miRNA oraz TagMan
Fast Advanced Master Mix. Referencyjne miRNA zostaly wybrane na podstawie wynikow
analizy mikromacierzy miRNA pochodzacego z hodowli pierwotnej neuronéw hipokampa
z wyciszong ekspresjag Srf wykonanych w Pracowni Neurobiologii. Profilowanie miRNA
zostato wykonane przez firme EXIQON na macierzy miRCURY ™ LNA. Probki znakowano
przy uzyciu zestawu miRCURY LNA™ microRNA Hi-Power Labeling Kit, Hy3™/Hy5™
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i hybrydyzowano z wykorzystaniem zestawu miRCURY LNA™ microRNA Array (7" Gen).
Wyniki RT-qPCR, przedstawiajace ilosciowa analiz¢ poziomu miRNA, normalizowano
wzglegdem miRNA referencyjnych (mikroRNA-125 oraz mikroRNA-139). W przypadku
ilosciowego badania poziomu mRNA w komorkach uzywano fluorochromu Fast SYBR Green
Master Mix oraz starterow rozpoznajacych badane geny (Tabela 8). Reakcje RT-gPCR
przeprowadzono z uzyciem StepOne Real-Time PCR System. Wyniki normalizowano
wzgledem genu referencyjnego, endogennej kontroli GAPDH. Zmiany w poziomie mRNA
i MiIRNA obliczano przy zastosowaniu metody relatywnej (komparatywnej) 244t Wyniki
przedstawiono jako roznice zmiany poziomu ekspresji miRNA docelowych w stosunku do

miRNA referencyjnych.

Reakcje RT-PCR przeprowadzano uzywajac polimerazy DNA (GoTaq G2) oraz
specyficznych starterow (Tabela 9), z uzyciem termocyklera (Mastercycler 5332 firmy
Eppendorf). Otrzymane produkty syntezy analizowano w 2 % zelu agarozowym w obecnosci
barwnika kwasow nukleinowych Midori Green przy statym napigciu 120V 1 czasie 35 minut.

Detekcje produktéw prowadzono w transiluminatorze w swietle UV.

nazwa startera sekwencja Forward/Reverse (5'-3')

NANOG CCAACATCCTGAACCTCAGC/
TGCGTCACACCATTGCTATT
0CT4 GGAGGAAGCTGACAACAATGAAA/
GGCCTGCACGAGGGTTT
SOX?2 TGGCGAACCATCTCTGTGGT/
CCAACGGTGTCAACCTGCAT
GAPDH GTGGACCTGACCTGCCGTCT/
GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT

Tabela 8. Lista starterow MRNA uzytych w reakcji RT-qPCR z wykorzystaniem barwnika
SYBR Green.
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nazwa startera sekwencja Forward/Reverse (5'-3')
TGTAATCACTTTAACGAATGAGTGG/

©

£ SOX1 AGTTTAATGAGAACCGAATTCAGC

g AP CAGGTGGCGGACGTGTGAAAATTGAGAGTG/

% CACGCTGGATCTGCCTGGGGACTGTG

S Brachyury GCCCTCTCCCTCCCCTCCACGCACAG

5 CGGCGCCGTTGCTCACAGACCACAGG

= ANDL TGCCTGAGAAAGAGAACCAG/

2 ATGGCAGGATGAACAAACAC

< SoxXL7 CGCTTTCATGGTGTGGGCTAAGGACG

5 TAGTTGGGGTGGTCCTGCATGTGCTG

3 oA TGGGAGCGGTGAAGATGGAAGGGCAC/

S TCATGCCAGCGCCCACGTACGACGAC
CAPDH GTGAAGGTCGGAGTCAACG/

GGTGGAATCATATTGGAACATG
Tabela 9. Sekwencje starterow uzyte w metodzie RT-PCR.
3.2.17 1zolowanie biatek i metoda Western blotting

Pierwotne hodowle neuronow lizowano buforem zawierajagcym 1 % SDS z inhibitorami
proteaz oraz fosfataz. Lizaty komodrkowe inkubowano przez 30 min na lodzie. Nastepnie
wirowano 15000g przez 15 min w celu usunigcia pozostatosci komorkowych. Probki

przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

Komorki 1PS, przed izolacjg biatek, przepasazowano w stosunku 1:8 na ptytke
6-dotkowa pokryta macierzg zewnatrzkomorkowa (Matrigel) i hodowano do 70 - 80 %
konfluencji. Materiat zbierano przy uzyciu nieenzymatyczny odczynnik do dysocjacji komorek
(Versene), wirowano z predkoscig 400g przez 5 min w 4°C. Osad komoérkowy przeptukano
2 razy zimnym roztworem DPBS. Do lizy uzyto zimnego buforu RIPA z inhibitorami proteaz
oraz fosfataz. Stezenie biatka oznaczano metoda BCA stosujac komercyjnie dostepny zestaw
firmy Thermo Scientific- Pierce BCA Protein Assay Kit zgodnie z zaleceniami producenta.

Probki przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

W celu elektroforetycznego rozdziatu bialek w warunkach denaturujgcych metoda
Laemmliego (SDS-PAGE) przygotowano probki zawierajace jednakows ilos¢ biatka (20 pg).
Biatka denaturowano w obecnosci buforu 4 x Laemmli Sample Buffer przez 5 min
w temperaturze 98°C. Bialka rozdzielano w zelu poliakrylamidowym niecigglym lub
W komercyjnie dostgpnym zelu firmy Bio-Rad: Any kD Mini-PROTEAN TGX Precast Protein
Gels. Elektroforeze prowadzono w buforze Tris-glicyna- SDS przy napieciu 90 V przez 20 min
dla zelu zageszczajacego oraz 120 V dla zelu rozdzielajacego (8-12 %). Po elektroforezie biatka

przeniesiono na membran¢g PVDF aktywowana metanolem przy zastosowaniu poétsuchego
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elektrotransferu. Transfer prowadzono w buforze do transferu (25 mM Tris, 192 mM glicyna,
0,05 % SDS, 20 % metanol), przy natezeniu 5 mA/cm? zelu przez 45 minut. Dla zestawu Bio-
Rad, rozdzielone biatka przeniesiono na gotowg do uzycia membrang Trans-Blot Turbo Mini
0,2 um PVDF Transfer Packs (Bio-Rad), kompatybilng z urzadzeniem do szybkiego
potsuchego transferu Trans Blot Turbo Transfer System (BioRad). Zastosowano program Mix
Weight (7 min; 2,5 A). Po zakonczeniu transferu, membrang zawierajacg biatka umieszczano
w 10 % roztworze odtluszczonego mleka w buforze TBST (1x) lub 5 % roztworze BSA
w TBST (dla komorek iPS). Blong PVDF blokowano przez godzine w temperaturze pokojowej,
aby zapobiec niespecyficznej adsorpcji przeciwcial. W kolejnym kroku zablokowang
membrang PVDV inkubowano w temperaturze 4°C przez noc w 5 % roztworze odtluszczonego
mleka lub BSA w TBST z wybranym przeciwciatlem pierwszorzedowym o odpowiednim
st¢zeniu. Nastepnego dnia membran¢ przeptukano 4 razy po 5 minut w roztworze TBS-T
i umieszczano w roztworze przeciwcial drugorzegdowych sprzezonych z peroksydaza
chrzanowg na 1 godzing w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, btong PVDF ptukano 4 razy
po 5 min w roztworze TBS-T. Detekcj¢ biatek przeprowadzono przy uzyciu zestawu ECL lub
ECL Prime (Amersham) na kliszy rentgenowskiej. Czas ekspozycji byt uzalezniony od rodzaju
zastosowanego substratu dla peroksydazy chrzanowej i identyfikowanego biatka. Wyniki
analizowano densytometrycznie i normalizowano wzgledem poziomu biatka GAPDH
(hodowle pierwotne) lub B-aktyny (komorki iPS) 1 przedstawiono jako réznice poziomu syntezy

badanych biatek migdzy probami badanymi, a proba kontrolna.
3.2.18 Analiza struktury oraz gestosci kolcow dendrytycznych

Do okreslenia morfologii 1 ggstosci kolcow dendrytycznych hodowle pierwotne neurondw
hipokampa wyizolowane z myszy SRF" oraz ze szczuréw Wistar wysiewano w gestosci
1,2 x 10° kom/cm? kom/cm?. W celu identyfikacji pojedynczych komorek wprowadzano za
pomoca transfekeji lub transdukcji wirusowej konstrukty kodujace biatko zielonej fluorescencji
(GFP). Utrwalone neurony obrazowano przy pomocy mikroskopu konfokalnego Leica SP8.
Obrazy stanowity $rednig arytmetyczng z sumy wartosci pikseli dla 4 skandéw kazdej linii
zdjecia, ktorg uzywano jako miare ogdlnego nasycenia kolorow i jasnosci obrazu. Wielkos¢
piksela wynosita 70 nm, a zdjecia zbierano w réwnomiernych odstgpach, co 0,29 pm (z-step).
Do analizy morfologii kolcow dendrytycznych wykorzystano obrazy w formacie tiff. GFP
pozytywne neurony, wybierane byly losowo, po 3-5 komoérki o piramidalnym ksztatcie
z kazdego szkietka (Nwt =5, Nko = 7). Analizie poddano maksymalnie 100 kolcoéw

dendrytycznych, znajdujacych si¢ na dendrytach II-rzgdowych, dla kazdego neuronu. Budowa
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oraz gestos¢ okresSlana byla za pomocg poOtautomatycznego programu SpineMagick!
(Ruszczycki i in., 2012) oraz skryptu napisanego w programie Python (Jasinska i in., 2016).
Kolce dendrytyczne dzielono na 4 grupy: filopodialne, dtugie, przysadziste oraz grzybkowate.
Skrypt uwzglednial nastgpujace parametry: dlugos¢, stosunek wielkosci do szerokosci szyjki,
stosunek dlugosci do szerokosci szyjki, powierzchni¢ oraz gestos¢ (liczba/10 um). Uzyskane
wyniki skorygowano rgcznie w oparciu o wizualne porownanie usrednionego ksztattu kolcow.

Eksperyment powtorzono dla trzech niezaleznych hodowli komérkowych.

3.2.19 Analiza ksztaltu drzewa dendrytycznego

W analizie drzewa dendrytycznego neuronéw uwzgledniono trzy parametry: liczbe
zakonczen dendrytycznych, sume dtugosci wszystkich dendrytow analizowanego drzewa oraz
analiz¢ Sholla, czyli ilo$¢ przecig¢ dendrytow z wspolcentrycznymi okregami o zwigkszajacych
si¢ $rednicach, a majacych swoj poczatek w srodku ciata analizowanej komorki (Sholl, 1953).
Do analiz zastosowano skrypty: NeuronJ (Meijering i in., 2004) i Sholl Analysis (opracowany
w pracowni prof. Jaworskiego). Naktadka NeuronJ pozwala na pétautomatyczne okreslanie
przebiegu dendrytéw oraz wyodrebnienie maski. Tak przygotowane obrazy poddawane byly
automatycznej analizie dlugo$ci zaznaczonych dendrytéw, a nastgpnie analizie Sholla.
Maksymalna analizowana odleglos¢ od ciata komorki wynosita 500 pm. Srednice kolejnych
wspotcentrycznych okregow zwigkszaty si¢ co 10 um. Na zamieszczonym ponizej schemacie
przedstawiono sposob przeprowadzania analizy (Rycina 9). Utrwalone neurony z ekspresja
GFP mysie lub ludzkie obrazowano w mikroskopie fluorescencyjnym Leica AF7000 przy

uzyciu oprogramowania Las AF.
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Rycina 9. Schemat obrobki zdje¢ wykonany w celu przeprowadzenia analizy drzewa
dendrytycznego.

3.2.20 Metody analizy statystycznej i opracowania wynikow wykorzystane w
pracy
Przedstawione w rozprawie wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych powtorzen
biologicznych eksperymentow i przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe $redniej
(SEM). Dla wszystkich wynikow sprawdzono normalno$¢ rozkladu z zastosowaniem testow:
Anderson-Darling, D’Agostino i Pearson, Shapiro-Wilk oraz Kolmogorov-Smirnov. Na ich
podstawie wybrano odpowiednig metod¢ analizy wynikéw. W celu identyfikacji wartosci
odstajacych wykorzystano metode ROUT, ktora pozwala identyfikowa¢ wiecej niz jedng
wartos¢ odstajaca bazujac na wspotczynniku falszywego wykrywania (FDR). Dla danych
Z wigcej niz 2 grup zastosowano jednoczynnikowg analize¢ wariancji (ANOVA) z post testem

Dunnett’a i 95 % przedziatem ufnosci. W przypadku analizy wynikéw dla dwoch grup i braku
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rozktadu normalnego zastosowano test Mann‘a-Whitney‘a. Gdy dane miaty rozktad normalny
dwie grupy porownywano za pomocg t-testu. Analiz¢ Sholla dla danych z wigcej niz 2 grup
wykonano za pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA z korekta
Bonferroniego. Pole powierzchni pod krzywa obliczono za pomocg analizy AUC. Pomiary
densytometryczne wykonano w programie GelQuantNET. Analiz¢ statystyczng wynikow
przygotowano w programie GraphPad Prism ver. 8.0.2. Warto$¢ p uznano za istotng
statystycznie dla p < 0,05 (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). Do graficznej prezentacji
wynikoOw w postaci paneli wykorzystano program Adobe Photoshop ver. CC. Przedstawione

zdjecia nie zostaty poddane modyfikacjom.
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4 Wyniki

4.1 Charakterystyka dojrzewania mysich neuronéw hipokampa
w hodowli in vitro: analiza poziomu wybranych biatek
synaptycznych

W ramach przedstawionej pracy skoncentrowano si¢ na zbadaniu wptywu SRF, na proces
dojrzewania neuronow in vitro. Pierwszym krokiem w przeprowadzonych badaniach bylo
ustalenie tempa dojrzewania mysich neuronéw w hodowli. W tym celu, poczawszy od dnia
pierwszego po wysianiu DIV1 (ang. day in vitro), az do DIV23, co dwa dni komorki lizowano,
a nastepnie izolowano biatka. Zebrany material zostal poddany analizie przy uzyciu techniki
Western blottingu, przy zastosowaniu specyficznych przeciwcial, ktore pozwolity na
identyfikacj¢ biatek GIUAL i GluA2- podjednostek receptorow AMPA, NR1, podjednostki
receptora NMDA, oraz innych bialek charakterystycznych dla dojrzatych neuronéow. Wyniki
badan pokazuja, ze miedzy piatym a siodmym dniem hodowli, pojawia si¢ ekspresja kinazy
CaMKIlla, a po jedenastym dniu hodowli stwierdzono obecnos¢ biatka PSD-95. Receptory dla
glutaminianu zaczynaja pojawiajg si¢ w hodowli od dnia 7 (Rycina 10). Jako kontrole ilo$ci
naniesionych probek zastosowano endogenne biatko GAPDH (dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego), ktore ulega ekspresji na wysokim poziomie w neuronach. Uzyskane
wyniki pozwolity pozna¢ kinetyke dojrzewania neurondw w hodowli i pomogty okresli¢

odpowiedni moment na przeprowadzenie modyfikacji genetycznych komorek.
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Rycina 10. Poziom ekspresji bialek neuronalnych w hodowlach pierwotnych neuronow
hipokampa myszy in vitro. Analiza Western blotting wykazata wzrost poziomu biatek
charakterystycznych dla dojrzatych neuronow w kolejnych dniach hodowli. Kontrole poziomu
biatka w badanych probkach przeprowadzono przy uzyciu przeciwciala rozpoznajacego
GAPDH.

4.2 Okreslenie czasu formowania si¢ kolcow dendrytycznych in
vitro

W celu zbadania dynamiki dojrzewania kolcow dendrytycznych in vitro, neurony
hipokampa w pierwszym dniu hodowli in vitro, zostaty poddane nukleofekcji. Do neuronéw
wprowadzono plazmid kodujacy biatko zielonej fluorescencji (GFP) pod kontrolg promotora
CMYV, co umozliwito wizualizacj¢ komoérek. Nastepnie, w roznych puntach czasowych (DIVS,
DIV7, DIV14, DIV21) komérki utrwalano. W celu wzmocnienia sygnatu pochodzacego
z biatka fluorescencyjnego, neurony dodatkowo barwiono immunofluorescencyjnie
z wykorzystaniem przeciwciata specyficznego dla GFP. Przyktadowe obrazy zebrane za
pomoca mikroskopu konfokalnego zostaly zaprezentowane na Rycinie 11. Wykazano,

ze proces formowania kolcoOw dendrytycznych rozpoczyna si¢ w 7 dniu hodowli. W kolejnych
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dniach obserwuje si¢ ich dojrzewanie, a w dniu 21 pojawiajg si¢ gtdéwnie kolce o ksztalcie
grzybkowatym (Rycina 11). Badania te umozliwily okreslenie odpowiedniego przedziatu
czasowego, w ktdrym mozna przeprowadzi¢ manipulacje genetyczne, w celu zbadania wptywu

biatka SRF na proces powstawania i dojrzewania kolcow dendrytycznych.

Rycina 11. Proces ksztaltowania drzewa dendrytycznego oraz formowania i dojrzewania
kolcow dendrytycznych w mysim modelu hodowli neuronéw hipokampa in vitro.
(a) Przyktadowe zdjgcia mikroskopowe neuronow hipokampa utrwalonych w roznych
punktach czasowych, przedstawiajgce proces rozwoju drzewa dendrytycznego oraz tworzenie
kolcow dendrytycznych. Skala: 10pum. (b) Zdjecie mikroskopowe mysiego, dojrzatego neuronu
hipokampa (DIV21). Czerwong ramkg zaznaczono powigkszony fragment dendrytu. Skala:
5 um (c) Czerwonymi strzalkami oznaczono kolce dendrytyczne na dendrycie w 21 dniu
hodowli. Skala: 5pm
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4.3 Inaktywacja genu SRF w neuronach mysich o genotypie
SRF.

Poznanie dynamiki rozwoju mysich neuronéw w hodowli umozliwito wyznaczenie
czasu rozpoczecia doswiadczen majacych na celu wyciszenie ekspresji SRF, aby zbada¢ jego
wplyw na dojrzewanie neuronow. Do doswiadczen uzyto komorki wyizolowane z hipokampow
oseskow myszy transgenicznych Srf (SRF” P0), w ktorych dochodzi do delecji genu Srf
W obecnosci rekombinazy Cre. W dniu 5-7 hodowli in vitro neurony zostaly poddane
transfekcji, z uzyciem lipofektaminy, plazmidami zwierajacymi gen Cre rekombinazy pod
promotorem CaMKII[] i CMV-GFP (grupa doswiadczalna) lub pustym plazmidem i CMV-
GFP (grupa kontrolna). Schemat przeprowadzanego doswiadczenia zostat przedstawiony na
Rycinie 12. Poziom wyciszenia biatka SRF w dojrzatych neuronach (DIV21) oceniano na
podstawie barwienia immunofluorescencyjnego z uzyciem specyficznych przeciwciat
rozpoznajacych biatko SRF oraz GFP, w celu identyfikacji komorek stransfekowanych.
W neuronach transfekowanych plazmidem zawierajacym Cre rekombinaze wykazano istotne
statystycznie zmniejszenie poziomu eckspresji biatka SRF wjadrze komorkowym

w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (Rycina 13).
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Rycina 12. Schemat doswiadczen przeprowadzonych w celu oceny wplywu obnizenia
poziomu bialka SRF na dojrzewanie neuronow. Hodowle neuronéow hipokamp (DIVO)
wyprowadzono z mysich oseskéw P0. W celu wyciszenia SRF neurony transfekowano Cre
rekombinazg lub plazmidem kontrolnym. Dojrzale komoérki (DIV21) zostaly poddane
immunofluorescencyjnemu barwieniu przeciwciatami skierowanymi przeciwko endogennemu
biatku SRF i wprowadzonemu na plazmidzie GFP. Nastepnie przeprowadzono analiz¢ budowy
kolcow dendrytycznych oraz drzewek dendrytycznych w neuronach hipokampa kontrolnych
oraz z obnizonym poziomem biatka SRF
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Rycina 13. Wyciszenie ekspresji genu Srf w neuronach hipokampa myszy w hodowli
pierwotnej transfekowanej Cre rekombinaza in vitro. (a) Przyktadowe zdjecia mysich
neuronéw hipokampa transfekowanych plazmidem kontrolnym lub plazmidem kodujacym Cre
rekombinaze. Neurony zostaly wybarwione przeciwcialem wykrywajacym endogenne biatko
SRF (kolor czerwony). Biale strzalki wskazuja Stransfekowane komorki. Skala: 10 um
(b) Analiza poziomu ekspresji biatka SRF w hodowli neuronéw z hipokampa myszy SRF"
transfekownych Cre rekombinaza lub plazmidem kontrolnym. Wykres przedstawia $rednig
intensywno$¢ fluorescencji wybarwionego immunofluorescencyjnie biatka SRF w komoérkach
kontrolnych lub w komorkach stransfekowanych plazmidem kodujagcym Cre rekombinaze.
Roéznice statystyczne obliczono za pomoca testu t-studenta. Dane przedstawiono jako $rednie
+ SEM. n = 10 komérek/ grupa, ** p < 0,01.

4.4 Analiza wplywu delecji genu Srf na plastycznosé strukturalng
kolcow dendrytycznych

Stworzenie modelu wyciszenia genu Srf w neuronach wyizolowanych z myszy o genotypie
SRF" pozwolito na zbadanie jego udziatu w dojrzewaniu neurondw in vitro. W pierwszym
etapie do$wiadczenia analizowano wplyw obnizenia poziomu SRF na budowe kolcoéw
dendrytycznych. W celu weryfikacji roli SRF w regulacji procesu dojrzewania kolcoéw
dendrytycznych, neurony DIV5-7 transfekowano plazmidem kontrolnym Iub kodujacym
rekombinaze Cre. Oba warianty eksperymentalne transfekowano takze plazmidem GFP, co
umozliwilo wizualizacje pojedynczych neuronow oraz doktadng analize ich ksztattu. W 21 dniu
hodowli neurony utrwalono i poddano barwieniu immunofluorescencyjnemu z przeciwciatlem
specyficznym dla biatka GFP, dla uzyskania lepszej jakoSci obrazu. Zdj¢cia z mikroskopu
konfokalnego analizowano z uzyciem programu SpineMagick!. Dla kazdego neuronu

zaznaczono ok. 200 kolcéw dendrytycznych. Wyniki przeprowadzonych analiz pokazaty
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istotny statystycznie spadek gestosci kolcow dendrytycznych w neuronach pozbawionych SRF
w poréwnaniu z grupg kontrolng (Rycina 14). Ponadto, zaobserwowano wzrost catkowitej
dhugosci kolcow dendrytycznych. W kolejnym etapie sprawdzono, czy brak ekspresji SRF
wplywa na ksztalt kolcow dendrytycznych, ktory jest powigzany ich dojrzatoscig. W tym celu,
kolce dendrytyczne zostaly podzielone na dwie grupy: kolce dojrzate o ksztatcie grzybkowatym
lub przysadzistym, oraz kolce niedojrzate o ksztalcie filopodialnym lub wydtuzonym (Jasinska
I in., 2016). Przeprowadzona analiza wykazata procentowy wzrost czestosci wystgpowania
kolcéw o niedojrzalej strukturze w neuronach z obnizonym poziomem SRF w poréwnaniu do
komorek kontrolnych. Podsumowujac, neurony pozbawione SRF charakteryzowatly sie
zmniejszong gestoscig kolcoOw dendrytycznych i procentowym spadkiem udziatu kolcow

dojrzatych, tj. grzybkowatych i przysadzistych.
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Rycina 14. Analiza budowy kolcéw dendrytycznych neuronéw w hodowli pierwotnej
hipokampa myszy z wyciszonym bialkiem SRF. (a) Przyktadowe zdj¢cia mysich neuronow
hipokampa transferowanych plazmidem Kkontrolnym lub plazmidem kodujagcym Cre
rekombinaze. Skala: 5 um (b) Wykres przedstawia $rednig gesto$¢ kolcow dendrytycznych
wyrazong jako liczba kolcéw na 1 [Im dlugosci dendrytu. Roznice statystyczne obliczono za
pomoca testu t-studenta. Dane przedstawiono jako $rednie £ SEM. nwt = 8 komorek, nko = 11
komorek, * p < 0,05. (c) Wykres przedstawia roznice w catkowitej dtugosci kolcow
dendrytycznych. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg t-testu. Dane przedstawiono
jako érednie + SEM. ** p < 0,01. (d) Wykres przedstawia procentowy udzialu kolcoOw
o ksztalcie filopodialnym 1 dlugim, oraz o ksztalcie grzybkowatym i przysadzistym
w neuronach z obnizonym poziomem SRF. Roznice statystyczne obliczono za pomocg testu
chi kwadrat (¥?) przeliczajac liczbe kolcow o konkretnym ksztalcie/neuron na procentowy ich
udziat na dendrytach. Dane przedstawiono jako $rednie £ SEM. nwt = 8 komorek, nko = 11
komorek, ** p <0,01.
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4.5 Analiza ekspresji mikroRNA w mysich hodowlach in vitro
Z obnizonym poziomem SRF oraz walidacja uzyskanych
wynikow

Biatko SRF jest czynnikiem transkrypcyjnym, regulujacym ekspresje wielu gendow
zwigzanych z plastycznoscig, w zwigzku z tym postanawiano zbada¢ ktére miRNA sg
regulowane przez SRF w rozwoju neurondéw in Vitro. Analiz¢ z uzyciem mikromacierzy
(EXIQON) przeprowadzono w Laboratorium Neurobiologii (dane dr hab. Katarzyna Kalita).
Porownywano poziom ekspresji miRNA w hodowlach neurondéw otrzymanych z hipokampa
myszy SRF"f transdukowanych wirusem AAV kontrolnym i wirusem AVV z Cre rekombinaza
(Rycina 15). Opublikowane dane naszego zespotu wykazaly, ze konstrukty AAV-shSRF
I AAV-Cre skutecznie zmniejszajg poziom SRF w neuronach in vitro (Roszkowska i in., 2022).

Zmiany poziomu ekspresji prezentowane s3 na zamieszczonej mapie ciepta, gdzie
porownywany jest poziom mIiRNA w neuronach z czterech niezaleznych hodowli. Na
podstawie otrzymanych wynikow, do dalszej analizy wybrano miR-132-3p oraz miR-212-3p,
ktorych poziom ulegat obnizeniu, po wyciszeniu SRF, we wszystkich czterech biologicznych

powtorzeniach doswiadczenia.
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Rycina 15. Analiza poziomu ekspresji mikroRNA w neuronach hipokampa w hodowli
pierwotnej z obnizonym poziomem biatka SRF in vitro. Neurony hipokampa z myszy SRFf
W pigtym dniu hodowli, infekowano wirusem zawierajacym Cre rekombinaze (KO) lub
wirusem kontrolnym mCherry (WT). RNA izolowano 21 dnia hodowli. Uzyskany materiat
zostal poddany analizie mikromacierzy (EXIQON). (a) Panel przedstawia profil ekspresji
MIRNA w neuronach z obnizonym poziomem SRF in vitro. Poszczegdlne kolumny
odpowiadajg wynikom uzyskanym dla powtorzen biologicznych (WT-kontrolne neurony, KO,
neurony z wyciszonym poziomem SRF). Poszczegdlne rzgdy odpowiadajg badanym miRNA.
Kolory reprezentuja znormalizowane wartoSci ekspresji. Zmiana w kierunku koloru
czerwonego oznaczaja spadek ekspresji, natomiast w kierunku koloru zielonego - wzrost
ekspresji. (b) Powigkszony fragment mapy cieplnej pokazuje poziom ekspresji wybranych
MIRNA: miR-132-3p i miR-212-3p.

Aby potwierdzi¢ wyniki uzyskane z uzyciem mikromacierzy, ekspresja wybranych

miRNA zostala zbadana przy uzyciu techniki qRT-PCR (Rycina 16). Poziom miRNA
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poréwnywano W probkach, ktore zostaty uzyte do przesiewowej analizy ekspresji miRNA
w hodowlach in vitro. Otrzymane wyniki potwierdzaja istotnie statystyczny spadek ekspresji
badanych miRNA w hodowlach z obnizonym poziomem SRF w poréownaniu do neurondéw
kontrolnych. Kontrolg w tych do§wiadczeniach byty miR-139-5p oraz miR-125b-5p, ktoérych

ekspresja nie ulegta zmianie po wyciszeniu SRF.
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Rycina 16. Analiza ekspresji miR-125-3p i miR-212-3p w neuronach hipokampa in vitro.
(a, b) Wykresy przedstawiaja zmiany w poziomie ekspresji miR-132-3p i miR-212-3p
w neuronach kontrolnych oraz neuronach z delecja biatka SRF, wykonane na podstawie
ilosciowej analizy RT-PCR (gRT-PCR). Uzyskane wyniki znormalizowano wzgledem
kontroli: miR-125b-5p (a) miR-139-5p (b). Roznice statystyczne w poziomach ekspresji
miR-125-3p i miR-212-3p potwierdzono za pomoca nieparametrycznego testu Mann'a-
Whitney'a. Dane przedstawiono jako $rednie £+ SEM, n = 4 powtodrzenia eksperymentu,
*p<0,05 **p<0,01.

4.6 Wptyw nadekspresji mikroRNA miR-132-3p na liczbe
i ksztalt kolcow dendrytycznych w neuronach z obnizonym
poziomem SRF

miR-132 wptywa na wzrost gestosci kolcow dendrytycznych (Jasinska i in., 2016;
Luikart i in., 2011). Postanowiono zatem zbadaé, czy jego nadprodukcja moze przywrocié
fenotyp w neuronach pozbawionych SRF. W tym celu wykorzystano komercyjnie dostepne,
chemicznie syntetyzowane czastki RNA - miRNA 132 mimic, ktére nasladowaly miR-132-3p.
W piatym dniu hodowli, neurony pochodzace od myszy SRF"", zostaly poddane transfekcji
plazmidem kontrolnym Iub Cre rekombinazg razem z miRNA (5 pM) mimic-132 lub (5 pM)
kontrolny mimic (miR-kontrola). We wszystkich wariantach eksperymentu komorki zostaty
dodatkowo transfekowane plazmidem z GFP. W 21 dniu hodowli, komorki utrwalono, poddano
barwieniu immunofluorescencyjnemu przy uzyciu przeciwciata rozpoznajgcego GFP,
a nastepnie obrazowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Analizie poddano 17-26 zdjec¢

dla kazdej badanej grupy. Na kazdym zdjeciu zaznaczono do 200 kolcow dendrytycznych przy
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uzyciu programu SpineMagick! Analizowano gestos¢ 1 ksztalt kolcow (Rozdzial 4.4).
W dos$wiadczeniu zastosowano kontrole negatywng — miRNA-kontrola, dla kazdego badanego
wariantu eksperymentalnego (WT i KO).
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Rycina 17. Wplyw miRNA miR-132-3p na liczbe i ksztalt kolcéw dendrytycznych in vitro
w neuronach Kkontrolnych i z obnizonym poziomem SRF. (a) Przyktadowe zdjecia
pokazujace fragmenty dendrytéw pochodzacych z neurondéw hipokampa transferowanych
plazmidem kontrolnym i miR-kontrolnym (miR-kontrola) lub plazmidem kodujacym Cre
rekombinaze i miR-132 (miR-132). Skala: 5 um (b, ¢) Wykresy przedstawiaja zmiany
w $redniej gestosci i dtugosci kolcow dendrytycznych dla wszystkich grup badanych. Roznice
statystyczne dla gestosci kolcow dendrytycznych obliczono za pomocg dwuczynnikowej
analizy wariancji Two-way ANOVA (test post-hoc Fishera). Dane przedstawiono jako $rednie
+ SEM, miR-kontrola: nwt = 26 komorek, nko = 18 komoérek, miR-132: nwt = 21 komorek,
Nko = 17 komorek, *p < 0,05. (d) Wykres przedstawia procentowy udziatu kolcow o ksztalcie
filopodialnym i dtugim oraz grzybkowatym i przysadzistym w neuronach kontrolnych lub
Z obnizonym poziomem SRF przy nadekspresji miR-132-3p. Roznice statystyczne obliczono
za pomoca testu chi kwadrat (y?) przeliczajac liczbe kolcow o konkretnym ksztatcie/neuron na
procentowy ich udziat na dendrytach,* p < 0,05, ** p <0,01; *** p < 0,001.

Nadprodukcja miR-132 (mimic-132) w neuronach kontrolnych oraz w komorkach
Z obnizonym poziomem SRF nie wptyneta na gestos¢ kolcow dendrytycznych (Rycina
17 aib). Nie zaobserwowano rowniez istotnych statystycznie roznic w dhugosci kolcow
dendrytycznych w neuronach pozbawionych SRF, zaréwno w przypadku nadekspresji miRNA-

kontrolnego, jak i miR-132 (Rycina 17 ¢). Nie wykazano takze istotnych zmian w procentowym
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udziale kolcoOw o poszczegdlnych ksztattach miedzy grupg komorek pozbawionych SRF, a tych
w ktorych obnizono poziom SRF i wprowadzono miR-132 (Rycina 17 d). Otrzymane wyniKi
nie potwierdzity hipotezy o udziale miR-132 w regulacji rozwoju i budowy kolcow
dendrytycznych w neuronach z wyciszonym poziomem SRF w komorkach. Nie wykazano

takze wptywu nadekspresji miR-132 na badane parametry w komorkach kontrolnych.

4.7 Przebudowa drzewa dendrytycznego w odpowiedzi na
wyciszenie SRF w hodowli neuronow in vitro

W nastepnym etapie badan sprawdzono, czy obnizenie poziomu SRF wptywa na proces
dojrzewania drzewa dendrytycznego in vitro. Neurony z myszy SRF”" poddano transfekcji
w 5 dniu hodowli in vitro, stosujac plazmid kontrolny lub plazmid kodujacy Cre rekombinazg.
W obu przypadkach wprowadzono takze plazmid kodujacy biatko GFP. W 21 dniu hodowli
neurony utrwalono, a nastgpnie barwiono immunofluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciata
specyficznego dla GFP. Zdjg¢cia neurondw zbierano za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego
(Leica), a nastgpnie analizowano ksztalt drzewa dendrytycznego komorek. Przyktadowe obrazy
neuronéw z grupy Kkontrolnej i neurondéw ze zmniejszonym poziomem SRF zostaty
przedstawione na Rycinie 18 a. W celu oceny wplywu deplecji SRF na budowe drzewa
dendrytycznego, analizowano nastgpujace parametry: liczba zakonczen dendrytycznych oraz
taczna dlugo$¢ dendrytow. Dodatkowo przeprowadzono analize Sholla, ktéra dostarcza
informacji na temat ztozonosci i ekspansywnosci drzewa dendrytycznego. R6znice w budowie
drzewa dendrytycznego w badanych grupach przedstawiono w postaci wykreséw
porownujacych liczbg przecie¢ okregu o zwigkszajacej si¢ srednicy w odlegtosci 0 - 500 um od
ciata komorki. Wyniki przeprowadzanych doswiadczen pokazuja, ze obnizenie poziomu SRF
w trakcie rozwoju neurondow spowodowato istotne zmiany w budowie drzewa dendrytycznego.
Analiza ksztattu wykazata znaczacy spadek liczby zakonczen dendrytycznych oraz catkowitej
dhugosci dendrytow w neuronach z wyciszonym SRF (Rycina 18 b i ¢). Przeprowadzona analiza
Sholla wykazata, ze obnizenie poziomu SRF podczas rozwoju postnatalnego neuronéw in vitro
skutkuje znaczagcym zmniejszeniem liczby dendrytow przecinajacych wspotcentryczne okregi
znajdujace si¢ w r6znych odlegtosciach od ciata neuronu (Rycina 18 d). Podsumowujac, drzewa
dendrytyczne utworzone przez komoérki z delecja SRF charakteryzuje mniejsza zlozono$¢

w poréwnaniu do komoérek kontrolnych.
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Rycina 18. Wplyw czynnika transkrypcyjnego SRF na dojrzewanie drzewa
dendrytycznego neuronéw hipokampa w hodowli in vitro. (a) Przyktadowe zdjecia, mysich
neuronow hipokampa z biatkiem GFP z grupy kontrolnej (WT) i z wyciszong ekspresja SRF
(KO) Skala: 100 um (b) Analiza ksztaltu drzewa dendrytycznego. WyKkres przedstawia liczbe
zakonczen dendrytdéw w neuronach kontrolnych oraz w neuronach z obnizonym poziomem
biatka SRF. Roéznice statystyczne obliczono za pomocg nieparametrycznego testu Mann'a-
Whitney a. Dane przedstawiono jako $rednie £ SEM. nwt = 75 komorek, nko = 40 komorek,
*** p < 0,001. (c) Wykres przedstawia tgczng dtugos¢ dendrytow w neuronach kontrolnych
oraz w neuronach z obnizonym poziomem biatka SRF. Réznice statystyczne obliczono za
pomocg nieparametrycznego testu Mann a-Whitney'a. Dane przedstawiono jako $rednie
+ SEM. nwrt = 75 komorek, nko = 40 komorek, ***p < 0,001. (d) Wykres z analiza Sholla, ktory
przedstawia roznice w budowie drzewa dendrytycznego w neuronach z obnizonym poziomem
biatka SRF. Liczba przecie¢ okregu o zwigkszajacej sie srednicy w odlegtosci 0 - 500 pm od
ciala komorki réznita si¢ istotnie statystycznie pomiedzy badanymi grupami. Roznice
statystyczne obliczono za pomoca wielokrotnego t- testu. Dane przedstawiono jako $rednie
+ SEM. nwt = 75 komorek, nko = 40 komoérek, * p < 0,05 dla odlegtosci 400 - 420 um,
**p < 0,01 dla odlegtosci 390 um, *** p < 0,001 dla odlegtosci 40 - 380 pm od ciata komorki.
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4.8 Analiza lokalizacji, aktywnosci transkrypcyjnej oraz wplywu na
budowe drzewa dendrytycznego bialek MKL1 i MKL2 oraz ich
wariantow

Wptyw polimorfizméw pojedynczych nukleotydow zidentyfikowanych w genach
MKL1 i MKL2 nie byt do tej pory badany w kontekscie regulacji rozwoju i funkcji neuronéw.
Aby zrozumie¢ ten problem, do plazmidéw kodujacych ludzkie cDNA genéw MKLI1-Flag
i MKL2-Flag wprowadzono mutacje punktowe za pomocg metody ukierunkowanej
mutagenezy. Poprawne wprowadzenie zmian pojedynczych nukleotydéw potwierdzono
sekwencjonowaniem metodg Sangera. Na Rycinie 19 przedstawiono lokalizacje¢ SNP

w analizowanych koaktywatorach.

P2L R31H P244L P344L
RPEL  +Q
MKL1/
B3B2 Bl SAP LZ TAD
R299W
H288Q Q313L, S501F |, C647R D1043E
RPEL
MKL2/ "
MTRF-B HH—14 B 108022
B3B2 BI+Q SAP LZ TAD

Rycina 19. Schemat lokalizacji badanych SNP w koaktywatorach MKL1 i MKL2. Szarymi
znacznikami oznaczono miejsca mutacji. RPEL- miejsce wigzania G-aktyny; B1, B2, B3-
domena podstawowa wymagana do importu MKLI/MRTFA do jadra; +Q- domena
oddziatlujaca z SRF; SAP- miejsce wigzania DNA i aktywacji genow; LZ- domena leucynowa;
TAD- domena transaktywacyjna. Rycina przygotowana na podstawie pracy Miralles (2003)
(Miralles i in., 2003).
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Rycina 20. Schemat przebiegu doswiadczen majacy na celu ocene wplywu nadekspresji
plazmidow kodujacych ludzkie biatka MKL1 i MKL2 oraz warianty z wprowadzonymi
zamianami w pojedynczych nukleotydach na rozwéj neuronow. Eksperymenty
przeprowadzono w hodowlach pierwotnych neuronéw kory szczura in vitro. Wyizolowane
neurony w dniu hodowli (DIV0) poddano elektroporacji z wykorzystaniem urzadzenia
AMAXA, co pozwolito na wprowadzenie plazmidéw kodujacych niezmienione cDNA MKL1
lub MKL2 (MKL1-WT i MKL2-WT odpowiednio), lub warianty z polimorfizmami
pojedynczych nukleotydow. Analizowano subkomoérkowg lokalizacje konstruktow, ich
wlasciwosci transkrypcyjne oraz wplyw na rozwdj drzewek dendrytycznych. W przypadku
badania lokalizacji bialek i aktywacji transkrypcji neurony stymulowano BDNF w DIV6 przez
2 godziny.

Rycina 20 przedstawia schemat przeprowadzonych doswiadczen. W celu oceny wptywu
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw na wlasciwosci biatek MKL1 1 MKL2,
W pierwszym etapie, poréwnywano subkomorkowa lokalizacj¢ produktow biatkowych
konstruktow MKL1- i MKL2-Flag niezmienionych oraz z wprowadzonymi modyfikacjami. Do
Swiezo wyizolowanych neurondow z kory szczura wprowadzono plazmidy MKL1 lub MKL2,
lub ich zmodyfikowane warianty wraz z plazmidem kodujagcym GFP. Nastepnie neurony
stymulowano w 6 dniu hodowli czynnikiem BDNF (10 ng/ml) przez dwie godziny.
Po utrwaleniu komorki wybarwiono metodg immunofluorescencyjng z zastosowaniem
przeciwcial rozpoznajacych Flag 1 GFP. Obrazy zbierano pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Subkomorkowg lokalizacj¢ biatek MKL1 lub MKL2 analizowano sprawdzajac lokalizacje
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wybarwionego biatka Flag, ktore odzwierciedla rozmieszczenie koaktywatorow w komorce
(Rycina 21). Liczono procent komorek z lokalizacja jadrowa 1 rozproszong oraz

cytoplazmatyczng w warunkach kontrolnych i po stymulacji BDNF.

FLAG DAPI DAPI+FLAG

JADROWA

CYTOPLAZMATYCZNA

ROZPROSZONA

Rycina 21. Analiza subkomorkowej lokalizacji konstruktu MKIL1-Flag w szczurzych
neuronach kory in vitro. Przykltadowe zdjgcia pokazujace subkomorkowa lokalizacje
konstruktu MKL1 ze znacznikiem Flag w neuronach. Przedstawiono trzy typy lokalizacji
subkomorkowej: jadrowa, cytoplazmatyczng i rozproszong. Jadra wyznakowano barwnikiem
fluorescencyjnym DAPI (kolor biaty), biatko Flag wybarwiono na czerwono. Skala: 10 um
Wigkszos¢  stransfekowanych komorek wykazata cytoplazmatyczng lokalizacje
koaktywatoréow MKL1 1 MKL2. Stymulacja BDNF powodowata wzrost liczby komodrek
z rozproszong i jadrowsa lokalizacjg biatek MKL1 i MKL2 w neuronach kory in vitro (Rycina
22). W przypadku MKL1 nie wykazano wptywu analizowanych modyfikacji w sekwencji na
zmiany lokalizacji biatka w poréwnaniu do konstruktu kontrolnego (Rycina 22 a). W MKL2
modyfikacje R299W, C647R 1 DI1093E spowodowaty istotnie statystyczny spadek liczby
komorek z lokalizacja jadrowa lub rozproszona w odpowiedzi na stymulacj¢ BDNF (Rycina 22

b).
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Rycina 22. Wplyw zamiany pojedynczych nukleotydéw na subkomorkows lokalizacje
bialek MKL1 i MKL2 w neuronach in vitro. Na wykresach przedstawiono procentowy udziat
neurondéw z cytoplazmatyczng i rozproszona/jadrows lokalizacja biatek MKL1 (a) i MKL2 (b),
oraz wariantow analizowanych koaktywatorow z modyfikacjami, w warunkach kontrolnych
oraz po stymulacji BDNF. Test zgodnos$ci Chi-kwadrat (¥?). Dane przedstawiono jako wartosci
procentowe. n = 3 eksperymenty, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

W kolejnym etapie doswiadczenia oceniano zdolnos¢ wariantéw MKL1 1 MKL2 do
aktywacji transkrypcji. W tym celu wykorzystano plazmid zawierajacy pigciokrotnie
powtorzong sekwencje SRE (5 x SRE), ktora reguluje transkrypcj¢ genu lucyferazy.
Aktywno$¢ lucyferazy odzwierciedla aktywacj¢ promotora. Do analiz uzyto neurony kory
szczura hodowlane in vitro. Neurony korowe (DIVO) transfekowano metoda elektroporacji
odpowiednim plazmidem reporterowym 5 x SRE oraz plazmidem kodujagcym MKLI1-WT lub
MKL2-WT lub konstruktami z wprowadzonymi mutacjami. Rownoczesnie do komorek
wprowadzano plazmid EFlalacZ (zawierajacy gen p-galaktozydazy) w celu okreSlenia
wydajnosci transfekcji. Poréwnywano zdolno$¢ aktywacji transkrypcji przez biatka MKLI1
i MKL2 oraz ich warianty z wprowadzonymi polimorfizmami w stanie podstawowym
I W odpowiedzi na stymulacjc BDNF przez 6 godzin w DIVS. Wyniki poréwnywano
Z niemodyfikowanymi konstruktami kontrolnymi. Aktywacj¢ transkrypcji oznaczano jako
stosunek aktywnosci lucyferazy do B-galaktozydazy. Stymulacja BDNF spowodowata zalezng
od SRF aktywacj¢ transkrypcji. Dodatkowo efekt ten zostal wzmocniony przez nadekspresje
konstruktu MKL1-Flag (Rycina 23 a) lub MKL2-Flag (Rycina 23 b). W przypadku MKL1
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zauwazono zmniejszenie aktywnosci transkrypcyjnej konstruktu MKL1 z zamieniong proling
na leucyng w pozycji 2 (MKLI1-P2L) oraz w pozycji 244 (MKL1-P244L) w porownaniu do
MKL1-WT (Rycina 23 a). W przypadku MKL2 spadek aktywnosci transkrypcyjnej
obserwowano jedynie w przypadku wariantu MKL2-C647R, z zamieniong cysteing na arginine

w pozycji 647. Zmiany te byly istotne statystycznie jedynie w obecno$ci BDNF (Rycina 23 b).
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Rycina 23. Wplyw zamiany pojedynczych nukleotydow na wlasciwosci transkrypcyjne
koaktywatorow MKIL1 (a) i MKL2 (b). Analiza poziomu transkrypcji zaleznej od SRE przy
uzyciu plazmidu reporterowego pSxSRE-Luc (gen lucyferazy pod kontrolg promotora
zawierajagcego pie¢ powtorzen sekwencji SRE specyficznie rozpoznawanej przez czynnik
transkrypcyjny SRF). Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) z post-hoc testem
Dunnett’a. Dane przedstawiono jako srednie = SEM. n = 3 eksperymenty; * p < 0,05,
**p<0,01; *** p<0,001.

W dalszej cze$ci pracy zbadano wptyw poszczegdlnych SNP w MKL1 i MKL2 na
ztozonos¢ 1 ekspansywno$¢ drzewka dendrytycznego. Do analiz wykorzystano zdjecia
szczurzych neurondéw hipokampa, do ktorych w DIVO wprowadzono plazmidy kodujace cDNA

MKL1 lub MKL2 (MKL1-WT i MKL2-WT) lub warianty z wprowadzonymi polimorfizmami
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pojedynczych nukleotydow razem z plazmidem kodujacym GFP. Komorki utrwalano
I wybarwiono przeciwcialem wykrywajagcym biatko GFP. Obrazy zbierano z uzyciem
mikroskopu fluorescencyjnego (Leica), a nastepnie analizowano ksztatt drzew dendrytycznych
w sposob analogiczny do opisanego w rozdziale dotyczagcym SRF (Rozdziat 4.7). Badano liczbe
zakonczen dendrytéw oraz taczna ich dtugos¢. Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ Sholla.
W doswiadczeniach z nadekspresja MKL1-WT i MKL2-WT kontrole stanowity komorki
transfekowane jedynie plazmidem kodujacym GFP (CTR). Natomiast, warianty
z wprowadzonymi polimorfizmami pojedynczych nukleotydow byly poréwnywane do
neuronow z nadekspresja konstruktow MKL1-WT lub MKL2-WT, odpowiednio. Uzyskane

wyniki zostaty przedstawione na Rycinach 24 - 30.

a) CTR b)  MKkLI-wT ¢ MKL2-WT

Rycina 24. Wplyw nadekspresji konstruktow MKL1 i MKL2 na ksztalt drzewa
dendrytycznego szczurzych neuronéw kory in vitro. Przyktadowe zdjecia neuronow
kontrolnych (a) oraz z nadekspresja MKL1-Flag (b) i MKL2-Flag (c). Skala: 50 pm
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Rycina 25. Wplyw nadekspresji MKL1 na ksztalt drzewa dendrytycznego szczurzych
neurondéw Kkory in vitro. Wykresy przedstawiaja wptyw nadekspresji konstruktu MKL1-Flag
na liczbe zakonczen dendrytycznych (@) oraz na caltkowitg dtugo$¢ dendrytow drzewa
dendrytycznego in vitro (b). Roznice statystyczne w liczbie zakonczen dendrytycznych
w neuronach  MKL1-WT oraz komoérkach kontrolnych obliczono za pomocag
nieparamatrycznego testu Mann a-Whitney'a. Zmiany w calkowitej dtugosci dendrytow
oceniono za pomocg t-testu. Dane przedstawiono jako $rednie £ SEM, n = 20 komorek.
**p<0,01, *** p <0,001.
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Rycina 26. Wplyw nadekspresji MKL2 na ksztalt drzewa dendrytycznego szczurzych
neuronéw kory in vitro. Wykresy przedstawiaja wptyw nadekspresji konstruktu MKL2-Flag
na liczbe zakonczen dendrytycznych (a) oraz na catkowitg dtugosci dendrytow in vitro (b).
Roznice statystyczne w liczbie zakonczen dendrytycznych w neuronach MKL2-WT oraz
komorkach kontrolnych obliczono za pomoca testu nieparametrycznego Mann a-Whitney a.
Zmiany w catkowitej dtugosci dendrytow oceniono za pomocg t-testu. Dane przedstawiono
jako $rednie = SEM, n = 20 komorek, ** p < 0,01.

Zaobserwowano wzrost liczby zakonczen dendrytycznych oraz catkowitej dtugosci
dendrytow w neuronach z nadekspresja MKLI-WT lub MKL2-WT w poréwnaniu do
neuronéw kontrolnych (Rycina 25 i Rycina 26). Wszystkie analizowane zmiany pojedynczych
nukleotydow wprowadzone do konstruktu MKL1 spowodowaty spadek catkowitej dlugosci
dendrytow w pordéwnaniu do nadekspresji niezmienionego konstruktu. Ponadto, zamiana
proliny w leucyne w pozycji 244 (P244L) spowodowala zmniejszenie liczby zakonczen
dendrytycznych w komoérkach w porownaniu do MKL1-WT (Rycina 27). W przypadku
nadekspresji wariantow MKL2 w neuronach, nie zaobserwowano ich wptywu na liczbe
zakonczen dendrytycznych. Zamiana histydyny na glutaming w pozycji 288 (H288Q) oraz
kwasu asparaginowego na kwas glutaminowy w pozycji 1043 (D1043E) spowodowala istotnie
statystyczny spadek catkowitej dtugosci dendrytéw w poréwnaniu do komoérek z nadekspresja
MKL2 (Rycina 28).

Ksztatt drzewa dendrytycznego i pole powierzchni przez nie zajmowane zostaty
ocenione przy uzyciu analizy Sholla dla wszystkich badanych grup. Uzyskane wyniki wskazuja
na istotne statystycznie zmiany powierzchni zajmowanej przez drzewa dendrytyczne
utworzone przez neurony z nadprodukcja biatek MKL1 lub MKL2 (Rycina 29 i 30, Tabela 11).
Wszystkie powyzej przedstawione dane uzyskane z analiz polimorfizméw pojedynczych
nukleotydow w konstruktach MKL1 i MKL2 zaprezentowano w Tabeli 10. Nadprodukcja

wariantow odpowiadajacych polimorfizmom w genach MKL1 i MKL2 w neuronach
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spowodowata niewielkie, lecz istotne statystycznie, zmiany w powierzchni zajmowanej przez
drzewo dendrytyczne oraz w liczbie przecig¢ dendrytéw mierzonych w roznych odleglosciach
od ciata komorki, utworzonych przez wspotcentryczne okregi (Rycina 29 i 30). Co ciekawe
Zzauwazono zaréwno wzrost jak 1 spadek powierzchni zajmowanej przez drzewa dendrytyczne
powstajace wyniku nadprodukcji wariantow biatek w neuronach w poréwnaniu do MKL1-WT
I MKL2-WT. Dane uzyskane z analizy Sholla oraz zbiorczg analiz¢ statystyczng zamieszczono
w Tabeli 11.
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Rycina 27. Wplyw zamiany pojedynczych nukleotydéw w konstruktach MKL1 na ksztalt
drzewa dendrytycznego szczurzych neuronow kory in vitro. Wykresy przedstawiajg zmiany
w liczbie zakonczen dendrytycznych (@) oraz catkowitej dtugosci dendrytow (b) dla wszystkich
analizowanych konstruktow MKLI1. (a) Réznice w liczbie zakonczen dendrytycznych dla
konstruktow MKLI1 obliczono za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
Z post-hoc testem Dunnett’a. Dane przedstawiono jako $rednie = SEM, n = 20 komorek.
*p <0,05. Zmiany w catkowitej dlugosci dendrytéw oceniono za pomocg nieparametrycznego
testu Mann'a-Whitney'a dla konstruktow MKL1. Dane przedstawiono jako $rednie £ SEM,
n = 20 komoérek. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Rycina 28. Wplyw zamiany pojedynczych nukleotydéw w konstruktach MKL?2 na ksztalt
drzewa dendrytycznego w szczurzych neuronach kory in vitro. Wykresy przedstawiaja
zmiany w liczbie zakonczen dendrytycznych (a) oraz catkowitej dtugosci dendrytow (b) dla
wszystkich analizowanych konstruktow MKL2. (a) Roéznice w liczba zakonczen
dendrytycznych dla konstruktow MKL2 obliczono za pomoca jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z post-hoc testem Dunnett’a. Dane przedstawiono jako $rednie + SEM,
n= 20 komorek. (b) Zamiany w catkowitej dtugosci dendrytdw oceniono za pomocg
nieparametrycznego testu Mann'a-Whitney'a dla konstruktéw MKL2. Dane przedstawiono
jako $rednie = SEM, n = 20 komorek. ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Rycina 29. Analiza Sholla ksztaltu drzewa dendrytycznego neuronéw Kkory
z nadekspresja konstruktow MKL1. Wykresy przedstawiaja réznice w budowie drzewa
dendrytycznego w neuronach dla MKL1-WT oraz wariantow 2z wprowadzonymi
polimorfizmami pojedynczych nukleotydow. Roznice statystyczne obliczono za pomocag
dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA z korekta Bonferroniego. Dane
przedstawiono jako $rednie = SEM, n = 20 komorek. Istotnosci statystyczne przedstawiono
w Tabeli 11.
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Rycina 30. Analiza Sholla ksztaltu drzewa dendrytycznego neuronow kory z nadekspresja
konstruktow MKL2. Wykresy przedstawiaja roéznice w budowie drzewa dendrytycznego
w neuronach dla MKL2-WT oraz wariantow z wprowadzonymi polimorfizmami pojedynczych
nukleotydow. Rdznice statystyczne obliczono za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji
Two-way ANOVA z korektg Bonferroniego. Dane przedstawiono jako srednie = SEM, n = 20
komorek. Istotnos$ci statystyczne przedstawiono w Tabeli 11.
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lokalizacja |  aktywnos¢ _
gen | konstrukt styrr?t? lacji t:)%nssg/%ﬂfgéﬂa delnlgil;?éw d£;3%§:gw
BDNF BDNF
MKL1- k& w4 k4 ok 4
WT
~ P2L ns * ns A
< [ R3H ns ns ns T
P244L ns x| %1 o
P344L ns ns ns B
MKL2- k1 & w4 % 4 g
wWT
H288Q ns ns ns e
§ | R29OW | ** | j&r ns ns ns
< [ QamL ns ns ns ns
S501F ns ns ns ns
C64TR | * | j&r 1 ns ns
DIO43E | *, |j&r ns ns A

Tabela 10. Tabela przedstawiajaca zebrane wyniki analiz lokalizacji, aktywnosci
transkrypcyjnej koaktywatorow MKL oraz budowy neuronéw z nadekspresja konstruktow
MKL1 1 MKL2 oraz z konstruktow z wprowadzonymi mutacjami odpowiadajacymi
polimorfizmom pojedynczego nukleotydu w ludzkich genach MKL1 i MKL2. Roznice istotne
statystycznie zaznaczone sa w poréwnaniu do konstruktu kontrolnego CTR, MKL1-WT lub
MKL2-WT. 1- wzrost, |- spadek, j&r- lokalizacje jadrowe i rozproszone.
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pole powierzchni
gen | konstrukt analiza Sholl’a dzajmowanej przez
rzewo dendrytyczne
(um?)
*dla 10, 80, 170, 190, 250 pm
MKL1-WT | **dla 120, 150- 160 um 1647, 1
*** dla 50- 70, 90- 110, 130- 140, 220 um
=] P2L ns 1832, 1
¥ R31H * dla 50 pm 1658
= *dla 20, 90, 130, 150, 200- 210 um
P244L ** dla 80, 160- 170, 230 um 1670
*** dla 30- 70 um
P344L *** dla 50 um 1617
* dla 60 pm
MKL2-WT | **dla 70, 100, 200 pm 1576, 1
*** dla 90, 110- 190 um
*dla 150 um
H288Q ** dla 90, 120- 140, 160, 180- 200 um 1233, |
*** dla 170 um
* dla 40, 150, 170 um
~ R299W | **dla 20- 30, 160 um 1536
2I *** dla 50 pm
** dla 90 um
= Q313L | w414 20 um 1469, |
* dla 140, 220- 230 um
S501F ** dla 90, 150, 210 pm 2139, 1
*** dla 40- 80, 100- 130 um
C647R ns 1534
* dla 90, 150, 190- 200 um
D1043E | ** dla 140, 180 um 1348, |
*** dla 160- 170 um
CTR 1088

Tabela 11. Tabela przedstawia zbiorcza statystyke dotyczaca analizy Sholl'a. Roznice istotne
statystycznie zaznaczone sg w porownaniu do konstruktu kontrolnego CTR w przypadku
MKL1-WT i MKL2-WT, lub MKL1-WT lub MKL2-WT w przypadku analizowanych
wariantow. 1- wzrost, |- spadek
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4.9 Analiza  pluripotencji  wyprowadzonych  indukowanych
pluripotencjalnych komorek macierzystych (iPSC), ich
zdolnosci do roZnicowania w listki zarodkowe

Komorki macierzyste stanowia doskonalg alternatywe dla ludzkich neuronow do
modelowania choréb neurorozwojowych czy neurodegeneracyjnych. Trudnosci zwigzane
Z uzyskaniem tkanki moézgowej zmienionej na skutek choroby, a takze konieczno$¢
pozyskiwania jej gldwnie po $mierci sprawiaja, ze obecnie iPSC sa obiecujagcym narzedziem
do badania zmian na poziomie molekularnym i komdérkowym w roéznych schorzeniach

(Moradi i in., 2019; Zhao i Bhattacharyya, 2018).

W zwiagzku z powyzszym, do badan dotyczacych roli SRF w dojrzewaniu ludzkich
neuronéw zastosowano model wykorzystujacy indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste. Linie iPSC uzyskano przez przeprogramowanie ludzkich komorek skory,
fibroblastow, za pomoca czynnikow: OCT4, KLF4, SOX2 i C-MYC. Procedure
przeprowadzono w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowe;,
W laboratorium kierowanym przez prof. Jacka Jaworskiego, a uzyskane komorki zostaty

udostepnione w celu przeprowadzenia badan, ktére stanowia czg$¢ niniejszej rozprawy.

W pierwszym etapie badan z uzyciem ludzkich linii iPSC sprawdzono obecnos¢ genow
pluripotencji oraz zbadano zdolno$¢ komorek do réznicowania w trzy listki zarodkowe.
Eksperymenty przeprowadzono na 2 liniach komoérkowych: ELE10 i ELE30. Analizowano
markery pluripotencji, takie jak NANOG, OCT-4, TRA1-60, TRA1-81, SOX2, SSE4
Przeprowadzone barwienia immunofluorescencyjne wykazaly obecno$¢ wszystkich badanych
biatek Nanog, Oct-4, Tral-60, Tral-81, Sox2, SSEA4 w analizowanych liniach komoérkowych
(Rycina 31 a). Poziom mRNA Oct4, Sox2 i Nanog dodatkowo potwierdzono uzywajac techniki
gRT-PCR oraz Western blotting (Rycina 31 b, c). W obu linach iPSC (ELE10 i ELE30)
wykryto znacznie podwyzszony poziom mRNA dla genow pluripotencji w porownaniu do
komorek fibroblastow, z ktorych zostaly one wyprowadzone. Sprawdzono réwniez obecnos¢
mykoplazmy w liniach iPSC: ELE10 i ELE30. Za pomocg PCR polaczonego z elektroforeza

agarozowg wykazano, ze badane linie sag wolne do mykoplazmy.
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Rycina 31. Analiza ekspresji markerow pluripotencji w ludzkich liniach indukowanych
pluripotencjalnych komorek macierzystych: ELE10 i ELE30 wyprowadzonych
z fibroblastéow in vitro. (a) Przyktadowe zdjecia komorek iPS barwionych na obecnos¢
markeréw pluripotencji: NANOG, OCT-4, TRA1-60, TRA1-81 (kolor czerwony), SOX2,
SSEA4 (kolor zielony). Jadra komoérkowe wyznakowano barwnikiem fluorescencyjnym
Hoechst33342 (kolor niebieski). Skala: 100 um. (b) Analiza Western blotting przedstawia
obecnos¢ biatek pluripotencji w 1PSCs. B-aktyne zastosowano jako kontrole poziomu biatka
nalozonego na zel. Kontrol¢ negatywna (CTR) stanowila linia komérkowa ludzkich
embrionalnych komoérek nerki HEK293T. (¢) Analiza poziomu ekspresji genéow OCTA4,
NANOG 1 SOX2 w liniach iPSC metoda gqRT-PCR, normalizowana wzgledem genu
referencyjnego GAPDH. n= 3 powtérzenia
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W kolejnym etapie oceniono zdolno$¢ komorek iPSC do réznicowania w trzy listki
zarodkowe. W kulach zarodkowych utworzonych z komoérek iPSC linii ELE10 i ELE30
zidentyfikowano metoda barwienia immunofluorescencyjnego (Rycina 32 a) oraz RT-PCR
(Rycina 32 b) obecnos¢ markeréw ektodermy, takich jak SOX1, Otx2, MAP2, markeréw
mezodermy, w tym HANDI1, Brachyury, oraz markerow endodermy, takich jak GATA-4,
SOX17, FOXA2 (Rycina 32). Podsumowujac, uzyskane wyniki pokazujg, ze wyprowadzone
komorki sa pluripotencjalne, czyli maja zdolno$¢ do réznicowania w dowolny typ komorek
somatycznych, poza komoérkami trofoblastu.

a) EKTODERMA MEZODERMA ENDODERMA

Hoechst Otx2 Hoechst Hoechst Brachyury Hoechst Hoechst SOX17 Hoechst

ELE10

ELE30

ELE10 ELE30 ELE10 ELE30 ELE10 ELE30
SOX1 - Brachyury e e SOX17 -
MAP2 - - HANDI1 FOXA2 =
GAPDH = GAPDH — — GAPDH — —

Rycina 32. Analiza zdolnos$ci komorek iPS do réznicowania w trzy listki zarodkowe.
(a) Markery ektodermy: Sox1, Otx2; mezodermy: HAND1, Brachyury oraz endodermy:
GATA-4, SOX17 (kolor zielony i czerwony, odpowiednio) wykryte w kulach zarodkowych
utworzonych z iPSC: ELE10 1 ELE30. Jadra komorkowe wyznakowano Hoechst33342 (kolor
niebieski). Skala: 100um. (b) Ekspresja mRNA markeréw warstw zarodkowych w kulach
zarodkowych iPSC: ektodermy (SOX2, MAP2), mezodermy (Brachyury, HAND1)
I endodermy (SOX17, FOXA2) analizowana metodg RT-PCR. GAPDH zastosowano jako
kontrolg endogenna.

4.10  Analiza krotkich tandemowych powtorzen (STR)

Badanie krotkich tandemowych powtérzen (STR, ang. Short Tandem Repeat)
wykorzystywane jest w celu okreslenia pokrewienstwa lub pochodzenia danej osoby. Poniewaz
powtdrzenia sg dziedziczone, mozna porownywacé je pomigdzy ludzmi. W badaniach nad
komodrkami macierzystymi, analizie STR poddaje si¢ DNA wyizolowane z fibroblastow oraz
z komorek iPS. Uzyskane wyniki stuzg identyfikacji zgodno$¢ genetycznej uzyskanych od

pacjentow linii iPSC.
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DNA izolowano bezposrednio z fibroblastow oraz z linii komérkowych iPS: ELE10
i ELE30. DNA poddano analizie STR w 10 loci, ktorg wykonano w Matopolskim Centrum
Biotechnologii  Uniwersytetu  Jagiellonskiego. Badanie przeprowadzono zgodnie
Z rekomendacjami Miedzynarodowego Komitetu ds. Uwierzytelniania Linii Komérkowych
(ICLAC- International Cell Line Authentication Committee). Uzyskane wyniki wykazaly
100% zgodnos¢ profili DNA (badana linia komorkowa iPS — fibroblasty). W Tabeli 12
przedstawiono wyniki z analizy STR.

Fibroblasy ELE30

Marker D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 VWA THO Amelogenin  TPOX CSF1PO  D21S11
1

Allele 1113 12,15 8,10 11,11 16,16 6,6 X,X 8,8 11,11 30,32,2

iPSC ELE30

Marker D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 VWA THO Amelogenin TPOX CSF1IPO D21S11
1

Allele 11,13 12,15 8,10 11,11 16,16 66 X,X 8,8 11,11 30,322

Fibroblasty ELE10

Marker D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 VWA THO Amelogenin  TPOX CSF1PO  D21S11
1

Allele 10,12 10,11 8,9 11,12 1416 99 X,X 8,8 9,13 29, 30

iPSC ELE10

Marker D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 VWA THO Amelogenin  TPOX CSF1PO  D21S11
1

Allele 10,12 10,11 8,9 11,12 1416 99 X,X 8,8 9,13 29, 30

Tabela 12. Analiza krétkich tandemowych powtorzen (STR). Wyniki analizy loci: D5S818,
D13S317, D7S820, D16S539, VWA, THO1, Amelogenin, TPOX, CSF1PO, D21S11 z DNA
wyizolowanego z fibroblastow oraz iPSC linii ELE30 i ELE10.

411  Analiza ekspresji transgenu pochodzgcego 7z wirusa
uzytego do przeprogramowania oraz endogennych czynnikow
pluripotencji w iPSC

W procesie transdukcji, wirus wstrzykuje swoje RNA do komorki gospodarza, ktore jest
nastepnie przenoszone do jadra komorkowego. W jadrze RNA wirusa ulega odwrotnej
transkrypcji na komplementarny DNA (cDNA). cDNA wirusa moze nastgpnie zintegrowac si¢
z genomem gospodarza. W procesie roznicowania, wazne jest, zeby ekspresja genow
pluripotencji byta wyciszana (wytagczana lub hamowana) przez szlaki regulacyjne komorek

docelowych. Wyciszenie transgendéw lentiwirusowych jest niezbednym wymogiem do
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wykazania, ze komorki zostalty w pelni przeprogramowane i1 sg niezalezne od ekspresji

egzogennych genow.

Analiza ekspresji transgenu pochodzacego z wirusa przeprogramowujgcego zostala
przeprowadzona za pomocg reakcji RT-PCR. W reakcji wykorzystano startery zaprojektowane
do sekwencji zawartych w wirusie: sekwencji kodujacej gen cMYC (CDS - ang. coding DNA
sequence) oraz sekwencji regulatorowej WPRE (fragment cMYC-WPRE). W obu liniach:
ELE10 i ELE30 nie zaobserwowano ekspresji kasety przeprogramowujacej, co wskazuje na jej

wyciszenie w komorce (Rycina 33 a).

Kaseta przeprogramowujaca wirusa zawierata jedynie sekwencje kodujace gendéw
OCT4 1 SOX2. Sprawdzenie ekspresji tych gendw uzywajac starterow do sekwencji CDS nie
pozwoliloby na jednoznaczne okreslenie, czy s3a one pochodzenia wirusowego czy
endogennego. W zwigzku z tym do analizy poziomu ekspresji endogennych genéw OCT4,
SOX2 zastosowano reakcj¢ RT-PCR przy uzyciu starterow zaprojektowanych dla regionu
3'UTR tych genéw. Wykazano, ze w obu badanych liniach ELE10 i ELE30 zachodzi ekspresja
endogennych czynnikéw pluripotencji OCT4 (Rycina 33 b) i SOX2 (Rycina 33 ¢). Dodatkowo,
w iPSC potwierdzono obecno$¢ markeréw pluripotencji - REX1 i DNMT3B, ktore nie byty
zawarte w uzytej kasecie przeprogramowujacej (Rycina 33 c). Uzyskane wyniki potwierdzaja

skuteczno$¢ zastosowanej metody przeprogramowania fibroblastow do komorek iPS.
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Rycina 33. Analiza ekspresji transgenu wirusowego uzytego do przeprogramowania oraz
czynnikow pluripotencji w komérkach iPS (a) Analiza ekspresji transgenu lentiwirusowego
cMyc — WPRE w komorkach ELE10 i ELE30 metoda RT-PCR. (b) Analiza ekspresji
endogennego czynnika OCT4 w fibroblastach 48 godzin po transdukcji wirusowej, plazmidzie
uzytym do przeprogramowania komoérek oraz komorkach iPS ELE10 i ELE30. (c) Analiza
poziomu ekspresji SOX2, REX1, DNMT3B w fibroblastach i komorkach iPS metodag RT-PCR.

4,12 Rola SRF w powstawaniu i dojrzewaniu drzewa
dendrytycznego w ludzkich neuronach

Ludzkie neurony mozemy otrzymac réznicujac indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste do neuralnych komoérek macierzystych (NSC), a nastgpnie do neurondw.
Scharakteryzowane komorki iPS réznicowano przez 10 dni do NSC (Podrozdziat 3.2.11).

Nastepnie, transdukowano je, przygotowanymi wcze$niej (Podrozdziat 3.2.3), wektorami
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lentiwirusowymi z shRNA dla genu Srf (shSRF1 lub shSRF2) oraz wektorem kontrolnym
shCTR. Zastosowanie wektorow wirusowych z genem opornosci na puromycyng umozliwito
selekcje klonow zawierajacych shRNA dla SRF lub shRNA kontrolne. Do tak uzyskanych
komorek wprowadzono dodatkowo biatko zielonej fluorescencji (GFP) przy uzyciu wektora
lentiwirusowego. Wprowadzenie GFP do komoérek pozwolito na odroznienie komorek ludzkich
od szczurzych podczas kolejnych etapow doswiadczenia. Po 4 dniach od transdukcji
czasteczkami LV-shCTR i shSRF1 lub shSRF2 komorki lizowano lub utrwalano. Poziom
biatka SRF w NSC sprawdzano z uzyciem specyficznych przeciwcial. Zaobserwowano spadek
poziomu SRF w komodrkach z shSRF1 i shSRF2 barwionych immunofluorescencyjnie.
Ponadto, analiza Western blotting potwierdzita obnizenie poziomu biatka SRF w NSC
(Rycina 34).
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Rycina 34. Analiza poziomu bialka SRF w ludzkich neuralnych komérkach
macierzystych po wyciszeniu genu przy uzyciu shRNA. (a) Przyktadowe zdje¢cia ludzkich
neuralnych komorek macierzystych barwionych na obecno$¢ biatka SRF (kolor czerwony)
I GFP (kolor zielony). Jadra wyznakowano barwnikiem fluorescencyjnym DAPI (kolor
niebieski). Skala: 10 um (b) Analiza Western blotting przedstawia poziom biatka SRF w NSC
transdukowanych kontrolnym shRNA i ShRNA dla SRF. B-tubuling zastosowano jako kontrole
poziomu biatka nalozonego na zel.

Po potwierdzeniu wyciszenia SRF w neuralnych komodrkach macierzystych,

réznicowano je do neuronow. W tym celu, NSC wysiano na warstwe odzywcza szczurzych
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neurondéw (DIV7) 1 hodowano przez kolejne 21 dni. Wprowadzenie do NSC biatka GFP
umozliwito identyfikacje ludzkich neuronéw, dojrzewajacych razem ze szczurzymi komérkami
nerwowymi. Po 21 dniach hodowle utrwalano, a nastgpnie barwiono immunofluorescencyjnie
Z uzyciem specyficznych przeciwcial rozpoznajacych SRF, MAP2 1 GFP (Rycina 35). Obrazy
zbierano z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego (Leica). Kolokalizacja barwienia MAP2
z komorkami GFP pozytywnymi wskazuje, ze badane komorki sg neuronami. Nastepnie
analizowano wplyw wyciszenia SRF na ksztalt ludzkich neuronéw. Wyniki pomiarow
parametroOw drzewa dendrytycznego, liczba zakonczen dendrytow, tgczna dtugo$¢ dendrytow

oraz analiza Sholla, przedstawiono na Rycinach 36 i 37.
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Rycina 35. Ludzkie neurony otrzymane w wyniku roznicowania neuralnych komoérek
macierzystych. Przyktadowe zdjecia ludzkich neuronéw z ShRNA CTR i shRNA dla SRF
barwionych immunofluorescencyjnie na obecnosé¢ biatka GFP (kolor zielony), SRF (kolor
czerwony) i MAP2 (kolor z6tty) po 21 dniach wspothodowli ze szczurzymi neuronami. Jadra
wyznakowano barwnikiem fluorescencyjnym DAPI (kolor biaty). Grotem strzatki oznaczono
jadro komoérkowe. Strzatkami zaznaczono dendryty neuronéw. Skala 50 pm
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Rycina 36. Wplyw wyciszenia SRF na ksztalt drzewa dendrytycznego ludzkich neuronow
in vitro. Przyktadowe zdjecia neurondéw kontrolnych (a) oraz z shSRF1 (b) i shSRF2
(c) utrwalonych po 21 dniach. Skala 50 pm
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Rycina 37. Wplyw czynnika transkrypcyjnego SRF na dojrzewanie drzewa
dendrytycznego ludzkich neuronow in vitro. (a) Analiza ksztaltu drzewa dendrytycznego
neurondéw kontrolnych oraz neurondéw z obnizong ekspresja SRF. Wykres przedstawia liczbe
zakonczen dendrytow w neuronach badanych grup eksperymentalnych. Roznice statystyczne
obliczono za pomoca testu t-studenta. Dane przedstawiono jako $rednie = SEM. nshctr = 62
komorek, nshsrrz = 61 komorek, nshsrrr = 56 komorek, *** p < 0,001 (b) Wykres
przedstawiajacy taczng dlugo$¢ dendrytow w neuronach kontrolnych oraz w neuronach
z obnizonym poziomem biatka SRF. Test t-studenta. Dane przedstawiono jako $rednie + SEM.
NshcTr = 62 komorek, nshsrrr = 61 komorek, nshsrrr = 56 komorek, *p < 0,05. (c) Wykres
przedstawia analize Sholla obrazujaca roznice w budowie drzewa dendrytycznego w neuronach
z obnizonym poziomem biatka SRF. Rodznice statystyczne obliczono za pomoca
dwuczynnikowej analizy wariancji Two-way ANOVA z korekta Bonferroniego. Dane
przedstawiono jako $rednie = SEM. nshetr = 62 komorek, nshsrrr = 61 komoérek, nshsrrr = 56
komorek. Wyniki pochodzg z trzech niezaleznych eksperymentow.
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Wyniki przeprowadzanych do§wiadczen pokazuja, Zze obnizenie poziomu SRF w trakcie
rozwoju ludzkich neuronéw spowodowato zwigkszenie liczby dendrytow podstawnych
w neuronach (Rycina 36) prowadzac do wzrostu catkowitej dtugosci dendrytow w przypadku
shSRF1 oraz liczby ich rozgalezien po wyciszeniu SRF w przypadku obu zastosowanych
shRNA (Rycina 37). Dok}adniejszg charakterystyke ksztattu drzewa przeprowadzono uzywajac
analizy Sholla. Istotny statystycznie spadek liczby przecig¢ dendrytow w odlegtosci 110 um od
ciala komorki przez wspoélcentryczne okrggi otrzymano dla shSRF2 (p < 0,05).
Przeprowadzono takze analize pola powierzchni zajmowanego przez drzewa dendrytyczne. Dla
shCTR pole wynosito 867,2 pm?, dla shSRF1 832,7 um?, natomiast dla shSRF2 784,1 pm?
(analiza pola pod krzywa (AUC)). Uzyskane wyniki wskazuja, ze SRF moze odgrywacé istotng
role w regulacji rozwoju i wzrostu dendrytow, a obnizenie jego poziomu prowadzi do
powstawania dodatkowych krotkich odgatezien, przy jednoczesnym spadku pola powierzchni

zajmowanej przez drzewa dendrytyczne.
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5 Dyskusja

Glownym celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu czynnika transkrypcyjnego
SRF oraz jego koaktywatorow: biatek bialaczki MKL1 i MKL2 na proces dojrzewania

neuronow in Vvitro.

Otrzymane wyniki wykazaly, ze SRF jest niezbedny dla prawidtowego dojrzewania
drzew dendrytycznych w mysich neuronach in vitro oraz w neuronach pochodzacych z ludzkich
komorek iPS. Ponadto, pokazano udzial SRF w dojrzewaniu kolcoéw dendrytycznych w mysich
neuronach in vitro. W pracy zidentyfikowano takze polimorfizmy pojedynczych nukleotydow
(SNP) wystepujace w genach kodujacych koaktywatory MKL1 i MKL2 u ludzi, ktore wptywaja

na ich wlasciwosci transkrypcyjne i budowe drzew dendrytycznych.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze SRF i jego koaktywatory odgrywaja istotng role

w procesie dojrzewania neurondéw, takze tych pochodzacych od ludzi.

5.1 Model badawczy: wyciszenie ekspresji SRF w hodowlach
neuronow hipokampa myszy in vitro

Pierwotne hodowle neuronow in vitro stanowig model badawczy, dostarczajacy
informacji o budowie i funkcji komoérek w ukladzie nerwowym, oraz pozwalaja na

monitorowanie rozwoju neurondw W czasie (Amin i Pasca, 2018; Gordon i Geschwind, 2020).

W niniejszej pracy, w celu zbadania jak czynnik transkrypcyjny SRF wplywa na
dojrzewanie neuronow, Wwykorzystano neurony hipokampa pozyskane ze zwierzat
transgenicznych szczepu SRF, hodowane w warunkach in vitro. Uzyskane w ten sposob
hodowle charakteryzowaly si¢ duza homogennos$cia oraz umozliwiaty stosunkowo tatwe
i efektywne przeprowadzenie manipulacji genetycznych. W neuronach pochodzacych od
myszy SRF"" delecja genu otoczonego sekwencjami loxP jest zalezna od aktywnosci Cre
rekombinazy. Efekt wyciszenia SRF uzyskano przez wprowadzenie do komoérek genu
rekombinazy Cre pod kontrolg promotora podjednostki kinazy CaMKIla. Poniewaz celem
niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu SRF na rozwdj 1 dojrzewanie neuronéw, usunigcie SRF
przeprowadzono pomiedzy 5 a 7 dniem hodowli. Czas ten zostat wybrany na podstawie danych
literaturowych (Babikian i in., 2010) oraz wynikow uzyskanych z analizy ekspresji bialek
w rozwoju mysich neuronow. W mysich komérkach Purkiniego drzewo dendrytyczne zaczyna
si¢ ksztattowa¢ pomigdzy dniem 7 a 30 po narodzinach (Sadler i Berry, 1984). CaMKlIla

zaczyna ulegac¢ ekspresji w okresie postnatalnym, a jej wysoki poziom wykrywany jest przede
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wszystkim w hipokampie (Nicole i Pacary, 2020; Wang i in., 2013). Po zbadaniu poziomu
biatka CaMKIlo w hodowli pierwotnej neuronéw hipokampa wyizolowanych z oseskdw myszy
C57BL/6] w okresie pomigdzy 1 a 23 dniem rozwoju in vitro uzyskaliSmy wyniki zgodne
z przedstawionymi w literaturze. W badaniach przeprowadzonych przez Dragatsis i Zeitlin
(Dragatsis i Zeitlin, 2000), najwyzszy poziom rekombinazy Cre pod kontrolg promotora

CaMKlIla wykryto w tkankach mézgu mysich oseskow w piatym dniu od narodzin.

Na podstawie uzyskanych wynikéw uznali§my, ze opisany model hodowli neuronéw
hipokampa z myszy SRF”" z nadprodukcja rekombinazy Cre moze zostaé zastosowany do

badania wptywu czynnika SRF na postnatalny rozwdj neuronow.

5.2 Obnizenie poziomu SRF prowadzi do zaburzenia
dojrzewania kolcow dendrytycznych

Jednym z celow pracy bylo zbadanie wplywu SRF na proces dojrzewania kolcow
dendrytycznych. U gryzoni kolce dendrytyczne zaczynaja powstawac juz w pierwszych dniach
po narodzeniu, a dojrzatos¢ osiagaja po 21 dniu hodowli w warunkach in vitro (Cullen i in.,
2010; Moutaux i in., 2018; Raba i in., 2016; Schachtele i in., 2011). Okres najintensywniejszego
ich dojrzewania przypada na czas pomie¢dzy jej 9 a 16 dniem (Schachtele i in., 2011).
Modyfikacje wielkosci 1 ksztaltu kolcow dendrytycznych leza u podstaw plastycznos$ci
strukturalnej (Borczyk i in., 2019), a réznice w wymiarach gtéwki i szyjki tych wypustek
wplywaja na ich ruchliwo$¢ i stabilnos¢ (Nimchinsky i in., 2002). Co ciekawe, zmiany ggstosci
(Kulkarni i Firestein, 2012) i ksztaltu kolcéw dendrytycznych zaobserwowano w wielu

zaburzeniach neuropsychiatrycznych (Penzes i in., 2011; Phillips i Pozzo-Miller, 2015).

W celu zbadania wptywu SRF na proces dojrzewania kolcow dendrytycznych, delecje
SRF przeprowadzono na wczesnym etapie rozwoju w hodowli in vitro. Analizy gestosci
i ksztattu kolcow dendrytycznych przeprowadzono na dojrzatych 21 dniowych neuronach.
W naszym modelu dos$wiadczalnym zaobserwowano zmniejszenie gestosci kolcow
dendrytycznych w neuronach z obnizonym poziomem SRF. Ponadto, wyciszenie SRF
spowodowato wzrost $§redniej dlugosci kolcow dendrytycznych oraz zwigkszenie liczby
niedojrzatych kolcow o ksztalcie filopodialnym i dlugim. Jednoczesnie usuniecie SRF
W neuronach prowadzito do spadku liczby dojrzalych kolcow dendrytycznych o ksztalcie
grzybkowatym. Otrzymane wyniki z hodowli mysich neuronow hipokampa z wyciszonym SRF
sg zbiezne z rezultatami uzyskanymi przez nasz zespot w szczurzych hodowlach pierwotnych

(Roszkowska, Krysiak i in., 2022) w ktorych obnizenie poziomu biatka SRF uzyskano za

106



pomoca krotkich sekwencji RNA o strukturze spinki do wloséw - ShRNA (Roszkowska,
Krysiak i in., 2022). Podobnie, wyciszenie SRF u dorostych myszy prowadzito do wzrostu
liczby kolcow dendrytycznych o ksztatcie dlugim i filopodialnym, przy jednoczesnym spadku
ilosci przysadzistych i grzybkowatych kolcow dendrytycznych w zakrecie zebatym hipokampa
ex vivo (Nader i in., 2019). Wptyw SRF na zmniejszenie liczby kolcoOw dendrytycznych
w mysim modelu zaobserwowano rowniez w badaniach przeprowadzonych przez Stritt i Knoll
(2010). Powyzsze dane oraz badania przeprowadzone w naszym zespole dowodza, ze SRF
odgrywa wazng role w regulacji powstawania i1 dojrzewania kolcéw dendrytycznych
(Roszkowskai in., 2022). SRF odpowiada roéwniez za utrzymanie ich dojrzatego fenotypu przez
caly okres zycia (Nader i in., 2019). Co wigcej, postnatalna delecja SRF w neuronach
przodomozgowia zwicksza odsetek niedojrzatych (filopodialnych) kolcow dendrytycznych,
co koreluje ze zmianami w zachowaniach spotecznych u myszy (Roszkowska i in., 2022).
Obnizenie poziomu SRF prowadzi do spadku poziomu receptorow AMPA oraz czestotliwosci
miniaturowych pobudzajacych pradéw postsynaptycznych (mEPSC) w neuronach in vitro, co
moze $wiadczy¢ o zmniejszeniu ilosci funkcjonalnych synaps w neuronach (Roszkowska i in.,
2022). Nasze dane wskazuja, ze SRF reguluje zaré6wno plastyczno$¢ strukturalna, jaki
i funkcjonalng (Roszkowska i in., 2022). U ludzi mutacje i delecje w genach kodujacych
podjednostki receptora AMPA sg zwigzane z wystgpowaniem chordb takich jak ASD (Salpietro
i in., 2019) czy uposledzenie umystowe (Hackmann i in., 2013).

5.3 Nadekspresja miRNA-132 w neuronach pozbawionych
SRF nie wplywa na morfologie kocow dendrytycznych

SRF moze wptywa¢ na proces formowania i dojrzewania kolcow dendrytycznych
poprzez regulacje ekspresji MRNA I miRNA, ktore sg niezb¢dne do prawidlowego rozwoju
i funkcjonowania mozgu (Davis i in., 2008; Stark i in., 2008). Liczne dane literaturowe
pokazuja, ze miRNA regulujg rozw6j neurondw i procesy plastyczne (Edbauer i in., 2010; Hu
i Li, 2017; Muddashetty i in., 2011; Siegel i in., 2011), a takze lokalng translacje wielu
dendrytycznych mRNA (Z. Hu i in., 2015).

Przeprowadzone w Laboratorium Neurobiologii Instytutu Nenckiego, w grupie dr hab.
Katarzyny Kality, globalne profilowanie ekspresji miRNA w neuronach mysich z wyciszong
ekspresja SRF, doprowadzito do identyfikacji miR-132-3p i miR-212-3p, jako potencjalnych
czasteczek od niego zaleznych. miR-132 jest regulatorem plastycznos$ci synaptycznej (Jasinska

i in., 2016), a jego ekspresja jest regulowana przez czynniki transkrypcyjne, takie jak CREB
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(Vo i in., 2005) czy MeCP2 (Klein i in., 2007). miR-132 wptywa na budow¢ dendrytéw
neuronow i formowanie synaps poprzez regulacje poziomu biatek takich jak kalbindyna, czy
p250GAP (Vo i in., 2005). Co wigcej, niedobor miR-132 wptywa na formowanie niedojrzatych
kolcow dendrytycznych (Mellios i in., 2011a). Wyciszenie miR-212/132 w mysich neuronach
hipokampa prowadzi do zmniejszenia gestosci kolcow dendrytycznych oraz dhugosci
dendrytow, a takze hamuje dojrzewania kolcow dendrytycznych (Magill i in., 2010; Mellios
iin., 2011). Usunigcie SRF w neuronach ma podobny wplyw na ksztalt kolcow
dendrytycznych, jak brak ekspresji miR-132. Co wigcej, nadekspresja miR-132 prowadzi do
zwigkszenia liczby i dhugosci kolcow dendrytycznych w modelach zwierzecych (Mellios i in.,
2011). W zwigzku z powyzszym, w niniejszej pracy postanowili§my sprawdzi¢ czy
nadprodukcja miR-132-3p w komoérkach pozbawionych SRF moze przywrdci¢ fenotyp

obserwowany w komorkach dzikich.

W tym celu sprawdzono, czy zwigkszenie poziomu ekspresji miR-132-3p, w neuronach
pozbawionych SRF, spowoduje wzrost gestosci kolcow dendrytycznych oraz wptynie na ich
dojrzewanie. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen sugeruja, ze nadprodukcja miR-132-3p
nie ma bezposredniego wptywu na dojrzewanie kolcow dendrytycznych w mysich neuronach
hipokampa z obnizonym poziomem SRF. Nadekspresja miR-132 nie wplyngta na zmiang

gestosci kolcow dendrytycznych ani na ich ksztatt.

SRF, jako czynnik transkrypcyjny reguluje ekspresje wielu genow (del Blanco i in.,
2019; Knoll i Nordheim, 2009; Miano, 2010; Roszkowska i in., 2022). Delecja SRF
w neuronach powoduje m.in. zmniejszenie poziomu mRNA Grial i Gria2, przez co moze on
regulowa¢ dojrzewanie kolcow dendrytycznych (Roszkowska i in., 2022). Dlatego tez
wprowadzenie do komorek jednego z gendw ktorego poziom zalezy od SRF, w tym wypadku
mMIRNA -132, moze by¢ nie wystarczajace, by przywroci¢ natywna strukture kolcow
dendrytycznych.

5.4 SRF requluje ksztalt drzewa dendrytycznego in vitro

Ksztalt drzewa dendrytycznego ma bezposredni wplyw na integracje synaptyczna
i pobudliwos¢ neurondw, czy generowanie potencjatu czynnosciowego (Kubota i in., 2011;
Mainen i Sejnowski, 1996; Schaefer i in., 2003). Co wigcej, rozgatezienia dendrytow tworza
drzewa dendrytyczne, bedace dynamicznymi strukturami, odgrywajacymi wazng role
W plastyczno$ci strukturalnej i funkcjonalnej mozgu (Cline, 2001; Dailey i Smith, 1996;

Niell i in., 2004). Zmiany w budowie dendrytow, czy zmniejszenie liczby ich rozgalezien sa
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powigzane z zaburzeniami neurologicznymi i neurorozwojowymi, takimi jak zesp6t Downa,
zespol Retta, FXS, czy opo6znienie rozwojowe (Kaufmann i Moser, 2000; Pfeiffer i Huber,
2007).

W niniejszej dysertacji zbadano wplyw SRF na rozwoj drzew dendrytycznych
w neuronach hipokampa in vitro. Wyciszenie SRF w mysich neuronach spowodowato
skrocenie dlugosci dendrytow oraz zmniejszenie ich liczby. Ponadto, zaobserwowano
zmniejszenie catkowitej powierzchni zajmowanej przed drzewo dendrytyczne. Uzyskane dane

potwierdzajg udziat SRF w regulacji dojrzewania drzew dendrytycznych in vitro.

Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej sa spojne z badaniami
przeprowadzonymi przez Strill i Knoll (2010), ktore wskazuja na role SRF w regulacji rozwoju
hipokampa. Badacze udowodnili, iz SRF moduluje liczbg rozgatgzien dendrytow, a jego brak
redukuje ztozonos¢ drzew dendrytycznych (zmniejszona dlugo$¢ i liczba rozgalgzien
dendrytow). Udzial SRF w regulacji dlugosci i rozgal¢ziania neurytdéw zostatl takze
potwierdzony w warunkach in vitro (Stritt i Knoll, 2010). Badania przeprowadzone przez
zespot Angela Barco pokazuja, ze zmiana aktywno$ci SRF wplywa na ksztalt neurondw i ich
przezywalnos¢, zarbwno warunkach in vitro, jak i in vivo (Scandaglia i in., 2015). Ekspresja
aktywnej formy SRF powodowata zwigkszenie dlugosci dendrytow neurondéw oraz ich
rozgaltezien. Dodatkowo na myszach z delecjg genu SRF wykazywaly zaburzenia w laminacji
hipokampa 1 kory moézgowej (Stritt 1 Knéll, 2010), co moze mie¢ wplyw na prawidlowe
funkcjonowanie tych struktur. Stwierdzono takze defekty w rozwoju twarzoczaszki zwigzane
z deficytami migracji komorek grzebienia nerwowego przy wyciszeniu SRF (Vasudevan
i Soriano, 2014). Wyniki tych badan sugeruja, ze czynnik odpowiedzi na surowic¢ odgrywa
istotng role w rozwoju 1 funkcjonowaniu neurondéw oraz tworzeniu obwodow neuronalnych
w mozgu (Scandaglia iin., 2015). Co wigcej, SRF odgrywa takze wazng role podczas
wczesnego rozwoju embrionalnego neurondéw in vivo oraz in vitro (Ramanan i in., 2005; Schratt
i in., 2004). Wykazano, ze catkowita delecja SRF u myszy in vivo prowadzi do $mieci zwierzat
na etapie embrionalnym spowodowanej defektem w tworzeniu mezodermy (Arsenian i in.,
1998). Co cickawe, rowniez koaktywatory SRF, biatka MKL, pobudzaja wzrost neurytow
(Knéll 1 in., 2006), jak rowniez moga stymulowa¢ wzrost liczby rozgatezien dendrytow

w neuronach mysich poprzez regulacje dynamiki aktyny (Stern i in., 2013).

Obok SRF, kompleks transkrypcyjny CREB z biatkiem CBP (biatko wigzgce CREB),
odgrywaja istotng role w regulacji ekspresji gendéw zwigzanych z dojrzewaniem neurondw.

Wykazano, ze wspoldziatanie CBP z SRF wptywa na wiele aspektow dojrzewania komorek
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nerwowych, takich jak tworzenie dendrytow, tworzenie synaps oraz zalezna od aktywnosci
przebudowa potaczen synaptycznych. Procesy te sa kluczowe dla formowania i modulowania

struktury neuronalnej podczas rozwoju (del Blanco i in., 2019).

55 Rola SRF w formowaniu i dojrzewaniu drzew
dendrytycznych w ludzkich neuronach wyprowadzonych
Z1IPSC

Trudnos$ci w pozyskiwaniu ludzkich komoérek nerwowych oraz stabe zrozumienie
mechanizmow zaburzen neurorozwojowych sktonity naukowcéw do intensywnych badan nad
wykorzystaniem komoérek macierzystych. Jednym z obiecujacych podej$¢ jest stosowanie
indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSC), ktore sa wyprowadzane
z komorek somatycznych pacjenta i moga by¢ réoznicowane w neurony lub inne typy komorek,
co zapewnia nieograniczone zroédto materialu do badan. To podejscie eliminuje réwniez
potencjalne dylematy etyczne zwigzane z wykorzystaniem ludzkich embrionalnych komorek
macierzystych do celow badawczych (Vadodaria i in., 2020; Zhao, 2023). Zastosowanie
komorek iPS pozwala na zrozumienie podstawowych mechanizméw powstawania oraz
modelowania réznych chordb neurologicznych. Dzigki temu mozliwe stato si¢ badanie zmian
funkcji i struktury neuronéw, czy identyfikacja czynnikow, ktore przyczyniajg si¢ do rozwoju
chorob (Ardhanareeswaran i in., 2017; Israel i in., 2012; Shi i in., 2017). Dostepne dane
jednoznacznie wskazuja na efektywne wykorzystanie protokotu réznicowania indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSC) w kierunku neuralnych komorek
macierzystych, a nast¢pnie do neuronow (Das i in., 2015; Galiakberova i Dashinimaev, 2020).
Uzyty przez nas model badawczy byl zastosowany z sukcesem przez innych badaczy
I umozliwil przeprowadzenie analizy ztozonosci drzew dendrytycznych w modelach chorob
neurologicznych takich jak ASD, FXS, schizofrenia, zespot Retta, padaczka, niedobor
hydroksylazy tyrozynowej (Doers i in., 2014; Grunwald i in., 2019; Marchetto i in., 2010;
Negraes i in., 2021; Tristan-Noguero i in., 2023). Zmiany w ksztalcie drzewa dendrytycznego
w komorkach MAP2-pozytywnych pochodzacych z iPSC analizowane byta takze przez Mehta
i wspotautorow (Mehta i1 in., 2018) w celu zrozumienia r6znic migdzy neuronami
pochodzacymi od pacjentow zdrowych, a neuronami pacjentéw dotknietych chorobami
neurologicznymi (Mehta i in., 2018). Zaobserwowano, ze neurony pacjentoéw dotknigtych
choroba Huntingtona miaty krétsze neuryty w porownaniu do grupy kontrolnej (Mehta i in.,

2018).
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Dhugi czas trwania procedury réznicowania komorek iPS do neurondow sklonit
naukowcoOw do opracowania metody transroznicowania fibroblastow do indukowanych
neuronow (iN) przy nadekspresji czynnikéw transkrypcyjnych takich jak Ngn2, NeuroD, Brn2,
Ascll i Mytll (Pang i in., 2011; Pfisterer i in., 2011; Qiang i in., 2011; Y. Zhang i in., 2013).
Jednak ta metoda jest mato wydajna 1 generuje niewielkg liczb¢ iN. Ponadto, zdolnos$¢
tworzenia synaps, przez wytworzone iN jest rowniez ograniczona. W procesie rozwoju mozgu
synapsy sa tworzone i stabilizowane w odpowiedzi na bodzce $rodowiskowe i1 sygnaty
biochemiczne. Obecne metody wytwarzania iN nie sg w stanie w pelni odwzorowac tego

ztozonego procesu.

SRF jest czynnikiem transkrypcyjnym (Leung i Miyamoto, 1989) regulujacym
ekspresje wielu genow przez wigzanie si¢ z sekwencjag CArG (Stepanek i in., 2007), lezaca
W poblizu miejsca startu transkrypcji docelowego genu (Q. Sun i in., 2006). Mutacje
w sekwencji CArG lub jej sasiedztwie powodujg zmiang ekspresji gendw 1 przyczyniaja si¢ do
rozwoju choréb u ludzi, takich jak choroba afektywna dwubiegunowa, stwardnienie zanikowe
boczne czy choroba Alzheimera (Benson i in., 2011). Poniewaz brak jest danych dotyczacych
wpltywu czynnika SRF na rozwoj ludzkich neuronéw, aby zrozumie¢ ten problem w dalszej
czg$ci pracy postanowiliSmy wykorzysta¢ metod¢ roznicowania ludzkich komoérek iPS do
komorek nerwowych. W tym celu wykorzystano indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste pochodzace z fibroblastow ludzkich, ktére poddano procesowi rdéznicowania
kierunku neuralnych. Procedura réznicowania zostala przeprowadzona za pomoca metody

podwojnego hamowania biatek SMAD.

Wyciszenie ekspresji SRF przeprowadzono w neuralnych komorkach macierzystych
z zastosowaniem techniki interferencji RNA wuzywajac konstruktow shSRF 1 shCTR
0 potwierdzonej skutecznosci (Moore i in., 2010; Weng i in., 2017). Do wprowadzenia ShRNA
zastosowano wektory lentiwirusowe z kaseta opornosci na puromycyng, ktore wbudowuja si¢
do genomu, co umozliwia przeprowadzenie selekcji klonéw pozytywnych. Nastepnie neuralne
komorki macierzyste z obnizonym poziomem SRF réznicowano do dojrzatych neuronow
z wykorzystaniem warstwy odzywczej szczurzych neurondéw hipokampalnych. Neurony
ludzkie, z wyciszonym SRF, charakteryzowaly si¢ wzrostem liczby bardzo krotkich zakonczen
dendrytycznych. Ponadto, w przypadku jednego z uzytych wariantow shRNA zaobserwowano
wzrost catkowitej dtugosci dendrytéw. Uzyskany wynik jest jednak sprzeczny z danymi
otrzymanymi w mysich neuronach in vitro, gdzie doszto do spadku tgcznej dtugosci dendrytow.

Co ciekawe neurony pochodzace z komorek iPSC wykazywaly niewielkie roznice
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W ekspansywnosci drzew dendrytycznych po obnizeniu poziomu SRF. Trend tej zmiany jest
zgodny z wynikami, ktére uzyskaliSmy w mysich neuronach. Roznica w ksztalcie drzewa
dendrytycznego po wyciszeniu SRF moze wynika¢ z rdznic gatunkowych. Specyficzne dla
gatunku tempo rozwoju komorek wystepuje miedzy innymi podczas dojrzewania neurondw
pochodzacych z indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (Barry i in., 2019).
Czas potrzebny na dojrzewanie neurondw u myszy jest okoto dziesi¢¢ razy krotszy niz
u cztowieka (Caviness i in., 1995). Natomiast roznice w tempie wczesnej embriogenezy sa
dwu-, trzykrotnie mniejsze w przypadku czlowicka w poréwnaniu z mysza. Liczne badania
wykazaty, ze ludzkie indukowane neurony osiagaja dojrzato$¢ po okoto 6-8 tygodniach
hodowli in vitro (Nieweg i in., 2015; Shi i in., 2012; Sun i in., 2016). Po tym czasie, neurony
wykazuja cechy typowe dla dojrzatych komorek nerwowych, takie jak formowanie synaps
(Suni in.,, 2016), wydzielanie neuroprzekaznikow i rozwéj dendrytow oraz aksonow
(Nieweg i in., 2015). Prawdopodobng przyczyna roznic we wptywie SRF na ksztalt drzewa
dendrytycznego wynika z braku osiggnigcia dojrzatosci przez ludzkie neurony spowodowanego

roznicg dtugosci cyklu rozwojowego w mysich, jak i ludzkich komorkach.

Zmiany w ksztalcie drzewa dendrytycznego obserwowane w ludzkich neuronach
wyprowadzonych z iPSC po wyciszeniu SRF przypominajg zmiany obserwowane post mortem
w mozgach pacjentow z Zespotem Downa (Becker i in., 1986; Takashima i in., 1981). W obu
badaniach stwierdzono wzrost liczby rozgatezien dendrytow ograniczony tylko do grupy
niemowlat, co sugeruje, ze jest to cecha charakterystyczna dla tego okresu rozwoju (Becker
i in., 1986; Takashima i in., 1981). Ponadto, u dzieci z zespotem Downa w wieku ponizej
czwartego miesigca zycia zaobserwowano zwiekszong liczbe dendrytéw podstawnych
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Takashima i in., 1981). Podobnych obserwacji dokonat
zespot Beckera, gdzie dzieci z zespotem Downa mialy bardziej rozbudowane drzewo
dendrytyczne niz zdrowe niemowlaki. Wydaje si¢, ze wzrost liczby rozgatezien dendrytéw
W okresie niemowlecym moze by¢ proba kompensacji moézgu w odpowiedzi na zmniejszong
liczbe kolcow dendrytycznych, ktére mogag wynika¢ z obecnosci dodatkowego chromosomu

U 0s6b z zespotem Downa.

Badania nad neuronami pochodzacymi z komorek iPS stanowig stosunkowo nowga
dziedzing, a obecna literatura naukowa dostarcza niewielu informacji dotyczacych procesu
ksztaltowania si¢ kolcow dendrytycznych na otrzymanych neuronach (Wilson i Newell-Litwa,
2018). Obecnie kilku grupom badawczym udato si¢ zaobserwowaé wypustki ksztalttem

zblizone do kolcow dendrytycznych w hodowlach dlugoterminowych (80- 100 dniowych)
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(Gouder i in., 2019; Kirwan i in., 2015) lub w organoidach (13-sto miesi¢gcznych) (Quadrato
I in., 2017). Jednakze, jedynie w nielicznych badaniach udato si¢ potwierdzi¢ funkcjonalnos¢
powstatych kolcéw dendrytycznych (Lin i in., 2023). W przeprowadzonych badaniach
przedstawionych w rozprawie hodowle neuronéw prowadzono przez 21 dni. W zwigzku
Z powyzszym nie analizowano formowania si¢ kolcow dendrytycznych ze wzgledu na zbyt

krétki czas trwania hodowli.

5.6 SNP zidentyfikowane w ludzkich genach MKL1 i MKL2
wplywajq na aktywnos¢ transkrypcyjng, lokalizacje
komorkowq biatek MKL oraz powodujg zmiany w rozwoju
drzewa dendrytycznego neuronow szczura

Rozwo6j metod sekwencjonowania genomu doprowadzit do zidentyfikowania zmian
pojedynczych nukleotydow w nowych genach potencjalnie zwigzanych z etiologia chordb
neurorozwojowych. W ostatnich latach pokazano, Zze wystgpowanie polimorfizmoéw
pojedynczych nukleotydow w genach MKL1 lub MKL2 moze by¢ zwigzany ze zwigkszong
predyspozycja do pojawienia si¢ chordb, takich jak schizofrenia, lub zaburzenia ze spektrum
autyzmu (Eising i in., 2019; Holt i in., 2010; Z. Li i in., 2017; Luo i in., 2015; D. Wang i in.,
2016). W zwigzku z powyzszym, w niniejszej pracy postanowiliSmy sprawdzi¢ czy
zidentyfikowane u ludzi polimorfizmy moga wptywac na funkcje koaktywatorow w neuronach
in vitro. PrzeprowadziliSmy analiz¢ wplywu wybranych polimorfizméow, ktore wystepuja
w sekwencji kodujacej genu, powodujac powstawanie biatka z mutacjami typu ,,missense”,
ktore mogg zmienia¢ jego funkcje (przewidywania wedtug programu SIFT (Vaser i in., 2016).
Zbadany zostat rowniez wpltyw mutacji na lokalizacj¢ biatek MKL1 i MKL2 w komoree,
regulacje transkrypcji oraz na ksztatt drzew dendrytycznego. W niniejszej pracy, do stymulacji
neuronow uzywaliSmy BDNF, ktory aktywuje $ciezke angazujaca koaktywaory MKL1/2
w regulacje transkrypcji zaleznej od SRF (Kalita i in., 2006; KuZniewska i in., 2013). Ponadto,
BDNF jest znany jako czynnik troficzny regulujacy dojrzewanie neurondéw i plastycznosé

synaptyczng (Castrén i Antila, 2017; Tyler i in., 2002).

Pokazalismy, ze stymulacja czynnikiem wzrostu BDNF powoduje zwigkszenie liczby
neuronéw wykazujacych jadrowa/rozporoszong lokalizacje konstruktéw MKL1 i MKL2.
Zaden z badanych polimorfizméw w obszarze kodujacym MKLI1 nie wptynat na zmiany

W rozmieszczeniu biatka w komoérce w poréwnaniu do wariantu niezmienionego. W przypadku
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MKL2 polimorfizmy znajdujace si¢ w domenach R299W- za domeng oddzialywania z SRF
(+Q), C647R - pomiedzy domeng leucynowa (LZ) a transaktywacyjnag (TAD), D1043E
w domenie transkaktywacyjnej —TAD, istotnie statystycznie zmniejszaty liczbe komorek
Z lokalizacja jadrowa i rozproszong. Mozna zatem przypuszczacé, ze mutacje te mogg zmieniacé
wiasciwosci transkrypcyjne koaktywatora MKL2. Nalezy przypomnie¢, ze translokacja
koaktywatorow MKL1/2 do jadra jest waznym regulatorem aktywnos$ci transkrypcyjnej
czynnika SRF (Kaneda i in., 2018; Miralles i in., 2003).

Oprécz zmian w lokalizacji wariantow konstruktow MKL1 i MKL2 pokazali$my, ze ich
nadprodukcja dodatkowo wzmacnia zalezng od SRF transkrypcje w obecnosci BDNF. Wyniki
te sa w zgodzie z wczesniej opublikowanymi danymi (Kalita i in., 2006), gdzie nadekspresja
MKLI1 zwigkszata transkrypcje zalezna od SRF. Ponadto pokazalismy, ze dwa SNP w MKL1
(P2L 1 P244L) 1 jeden SNP w MKL2 (C647R) istotnie obnizaty zdolnosci bialek do aktywacji
transkrypcji zaleznej od SRF. Co wigcej, zmniejszona aktywno$¢ transkrypcyjna jednego
z badanych wariantow MKL2 (C647R) powigzana byla takze ze spadkiem lokalizacji
jadrowej/rozproszonej po stymulacji BDNF. Zidentyfikowane zmiany pojedynczych
nukleotydow, wptywajace na zalezng od SRF transkrypcje, wystepowaly w rejonach:
odpowiedzialnych za regulacj¢ lokalizacji biatka MKL1- motyw RPEL (P2L), w domenie SAP
MKLI1 odpowiedzialnej za wigzanie DNA (P244L) oraz pomiedzy domeng dimeryzacji
1 aktywacji transkrypcji (TAD) w MKL2 (C647R). Powyzsze wyniki wskazujg na to, ze SNP
w koaktywatorach SRF moga wptywaé na ich zdolno$¢ do regulacji transkrypcji poprzez
zmiang lokalizacji subkomorkowej. Zmiany w rejonach odpowiedzialnych za umiejscowienie
biatka w komorce 1 jego wigzanie z DNA mogg przyczynia¢ si¢ do interakcji z innymi
czynnikami regulujacymi transkrypcje, co z kolei moze prowadzi¢ do zmiany ekspresji genow
zaleznych od SRF. Polimorfizmy w poszczeg6lnych domenach koaktywatoréw moga wptywaé
na efektywnos$¢ transkrypcji genow zaleznej od SRF i w ten sposob modulowaé procesy od

nich zalezne.

U myszy pozbawionych MKL1 i MKL2 w okresie prenatalnym zaobserwowano
nieprawidlowy wzrost neurytow (Mokalled i in., 2010). Podobne zmiany w strukturze
neuronéw pokazano w neuronach pozbawionych MKL1 lub MKL2 in vitro (Ishikawa i in.,
2010; Kndll 1 in., 2006; O’Sullivan i in., 2010; Shiota i in., 2006). W $wietle tych wynikéw
postanowiono sprawdzi¢, jak wprowadzenie SNP do konstruktéw MKLI1 lub MKL2 wpltywa
na rozw¢j drzew dendrytycznych neurondow. Liczbe dendrytéw i ich dlugos¢ oraz ksztatt

formowanych przez nie drzew dendrytycznych analizowano w hodowli szczurzych
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pierwotnych neuronéw korowych. Z wykorzystaniem metody elektroporacji, do komorek
wprowadzano konstrukty MKL1, MKL2 lub ich badane warianty. Nadprodukcja MKL1 lub
MKL2 powodowala wzrost powierzchni zajmowanej przez drzewa dendrytyczne i jednoczesne
wydluzenie dendrytow oraz zwigkszenie ich liczby w neuronach. Uzyskane wyniki moga
wskazywac na istotny udziat MKL1 i MKL2 w regulacji powstawania drzewa dendrytycznego.
Ponadto, w toku badan zidentyfikowano polimorfizmy pojedynczych nukleotydow, ktore
wplywaja na parametry ksztattu drzewa dendrytycznego. W przypadku wariantu MKL1
(P244L- konwersja proliny do leucyny w pozycji aminokwasowej 244) zaobserwowalismy
spadek liczby zakonczen dendrytycznych oraz catkowitej dtugosci dendrytow. Co ciekawe,
wszystkie analizowane warianty powodowaty skrocenie dendrytow. Ponadto, w dwoch
wariantach MKL2 (H288Q- konwersja histydyny na glutaming w pozycji 288 oraz
D1043E- kwasu asparaginowego na kwas glutaminowy w pozycji 1043) SNP zmienity liczby
zakonczen dendrytycznych, lecz wptynety na catkowita ich dtugos¢. Analiza ksztattu drzewa
dendrytycznego w MKL1: R31H, P244L, P344L wykazata, ze liczb¢ dendrytow w odleglosci
do 100 um od ciata komorki byta nizsza niz w komorkach kontrolnych. Przeciwny skutek
zaobserwowano dla MKL2 R299W przy formowaniu si¢ drzewa dendrytycznego w odleglosci
do 100 um od ciata komorki, ktore charakteryzowato si¢ wzrostem ekspansywnosci. Natomiast
neurony z nadprodukcja MKL1, MKL1 i MKL2 S501F wykazywaty wigksza liczbe dendrytow
w wigkszosci odlegtosci mierzonych od ciata neuronu. Z kolei liczba dendrytow w neuronach
z wprowadzonym wariantem MKL2 H288W, byta nizsza niz ta obserwowana w komoérkach
kontrolnych. Nasze dane wskazujg, ze SNP w MKL1 lub MKL2 mogg wptywa¢ na budowe
drzewa dendrytycznego.

Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze punktowe zmiany pojedynczych
nukleotydoéw zidentyfikowane w genach MKL1 i MKL2, powigzane z wystgpowaniem zaburzen
neurorozwojowych u ludzi, maja wptyw na ksztalt komorek nerwowych. Aby w pehi
zrozumie¢ zwigzek pomiedzy zidentyfikowanymi SNP-ami w genach MKL1 i MKL2,
a wystepowaniem  zaburzen neurorozowjowych, konieczne s3 dalsze badania,
Z wykorzystaniem modelu zwierzat transgenicznych. Przedstawione wyniki sugerujag mozliwy
wptyw SNP-6w na struktur¢ neuronéw, jednak dla doktadniejszego zrozumienia ich
rzeczywistego wplywu na funkcjonowanie komoérek nerwowych, niezbedne sa bardziej
szczegotowe badania. Stworzenie zwierzat transgenicznych, ktore posiadaja wprowadzone
zmiany genetyczne odpowiadajagce danym SNP-om, moze dostarczy¢ dodatkowych istotnych

informacji zarowno na poziomie komorkowym, jak i catego organizmu.

115



PODSUMOWANIE i WNIOSKI

Wyniki niniejszej pracy doktorskiej dotyczacej wptywu czynnika transkrypcyjnego

SRF oraz jego koaktywatorow: biatek biataczki MKL1 i MKL2 na proces dojrzewania

neuronow in vitro wskazuja, iz:

SRF jest regulatorem dojrzewania kolcow dendrytycznych w postnatalnych mysich
neuronach hipokama, a jego wyciszenie powoduje zwigkszenie liczby niedojrzatych
kolcow dendrytycznych, o ksztatcie dtugim i filopodialnym.

SRF wptywa na rozwdj i utrzymanie prawidtowej morfologii i zlozonosci drzew
dendrytycznych u myszy, utrata SRF skutkuje mniejsza liczba 1 dtugoscia dendrytow,
a takze zmniejszong ztozono$cig drzew dendrytycznych.

Wyciszenie SRF w ludzkich neuronach pochodzacych od iPSC powoduje wzrost liczby
kroétkich zakonczen dendrytycznych odchodzacych od dendrytow podstawnych.
Nadprodukcja biatek MKL1 lub MKL2 indukuje transkrypcje zalezng od SRF
W odpowiedzi na stymulacj¢ BDNF.

Nadprodukcja biatek MKL1 lub MKL2 powoduje wzrost dtugosci i liczby rozgatgzien
dendrytow.

Polimorfizmy pojedynczych nukleotydow wystepujace w genach MKL1 i MKL2
wpltywaja na wilasciwosci transkrypcyjne kokatywatorow 1 na ksztatlt drzewa

dendrytycznego.

W przeprowadzonych badaniach wykazano udziat czynnika transkrypcyjnego SRF

w regulacji gestos¢ 1 dojrzewania kolcow dendrytycznych oraz formowania drzew

dendrytycznych. Dodatkowo, udowodniono wpltyw polimorfizméw pojedynczych

nukleotydow w koaktywatorach MKL1 i MKL2 na zmiany budowy drzew dendrytycznych.

Uzyskane w pracy wyniki stanowig istotny wkiad w poszerzenie wiedzy na temat regulacji

rozwoju drzew i kolcow dendrytycznych, takze w ludzkich neuronach, a zaburzenia tych

procesow moga leze¢ u podstaw rozwoju choroéb neurorozwojowych.
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