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STRESZCZENIE

Stwardnienie guzowate (ang. Tuberous Sclerosis Complex, TSC), to rzadka, genetyczna
choroba, objawiajaca si¢ licznymi, niezto$liwymi guzami w wielu narzadach ciata, w tym w obrebie
mozgu. Ze strony uktadu nerwowego objawami sg lekooporne napady padaczkowe, niepelnosprawnosé
intelektualna czy zaburzenia ze spektrum autyzmu. Genetycznym podiozem choroby sa mutacje w
genach TSC1 lub TSC2, kodujacych biatka tworzace kompleks bedacy inhibitorem kinazy mTOR (ang.
Mammalian Target of Rapamycin), co skutkuje jej nadmierng aktywacja. Na poziomie pojedynczego
neuronu objawia si¢ to min. znacznym zwigkszeniem ciata komorki, jak i niekontrolowanym rozrostem
drzewka dendrytycznego. Jako, ze stosowanie w leczeniu choroby klasycznych inhibitorow mTOR
takich jak rapamycyna, wigze si¢ z licznymi skutkami ubocznymi, wcigz konieczne jest poszukiwanie
nowych celow terapeutycznych, w czym pomdc moze lepsze zrozumienie proceséOw zachodzacych
zaburzonych komorkach. Jednym z takich procesow, dotad stabo poznanych w kontek$cie nadaktywacji
mTOR jest transport mikrotubularny, ktory w neuronie ze wzglgdu na jego charakterystyczng budowe
z dhugimi dendrytami oraz aksonem odbywa si¢ na wyjatkowo dalekie odleglosci. Za transport ten
odpowiadajg dwie grupy biatek — dyneina-dynaktyna oraz kinezyny. Weczeéniejsze badania prowadzone
w Laboratorium Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej wykazaty pewne powiazania pomiedzy
MTOR, aregulacja transportu pelnionego przez dyneing. Natomiast nie s znane tego typu odzialywania
dla kinezyn. Tym samym, gtownym celem niniejszej pracy byto zbadanie, czy ktorekolwiek z biatek
nalezacych do rodziny kinezyn, jest konieczne do obserwowanego nadmiernego wzrostu neuronu w
modelu TSC, skutkujacym nadaktywacja mTOR. W wyniku przeprowadzonych badan przesiewowych,
wykazano, ze KIF11, KIF12, KIF13A, KIF13B, KIF14, KIF15, KIF16B, KIF18A, KIF18B, KIF19,
KIF1A, KIF1B, KIF20A, KIF21A, KIF21B, KIF22, KIF23, KIF24, KIF26A, KIF26B, KIF27, KIF2A,
KIF2B, KIF2C, KIF3A, KIF3B, KIF3C, KIF4A, KIF5A, KIF5C, KIF6, KIF7, KIFC1, KIFC2, KIFC3
moga by¢ konieczne dla nadmiernego wzrostu neuronu spowodowanego aktywacja Sciezki mTOR przez
kinaze 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K), natomiast: KIF3A, KIF3C, KIF21B oraz KIF26B mogg by¢
zaangazowane w nadmierny wzrost neuronu spowodowany wyciszeniem TSC2.

W drugiej czgsci pracy podjeto probe odnalezienia potencjalnych mechanizmoéow, w ktorych
funkcje pelnione przez kinezyny sa kluczowe dla zmian obserwowanych przy nadmiernej aktywacji
mTOR, zaré6wno w komodrkach neuronalnych, jak i linii szczurzych fibroblastow. W efekcie
przeprowadzonych eksperymentéw, wykazano pewien udzial KIF3A oraz KIF3C w regulacji
powstawania i rozwoju pierwotnych rzgsek, zaburzonego w modelu TSC, cho¢ doktadna natura tego

odziatywania pozostaje niejasna.



SUMMARY

Tuberous sclerosis complex (TSC) is a rare, genetic disorder characterized by the development
of numerous benign tumors in various organs, including the brain. Neurological symptoms include drug-
resistant seizures, intellectual disability, and autism spectrum disorder. The genetic basis of the disease
lies in mutations in the TSC1 or TSC2 genes, which encode a protein complex that normally inhibits the
mMTOR kinase, resulting in its excessive activation. At the level of a single neuron, this manifests in a
significant increase in cell size and uncontrolled growth of the dendritic tree. Since the use of classical
mTOR inhibitors such as rapamycin in treating the disease, is associated with numerous side effects, it
is desirable to develop new therapeutic targets, which could be aided by a better understanding of the
processes occurring in affected cells. One such process, which is poorly understood in the context of
MTOR hyperactivation, is microtubule transport. In neurons, due to their unique structure with long
dendrites and axons, this process occurs over exceptionally long distances. This transport is carried out
by two groups of proteins — dynein and kinesins. Previous research conducted in the Laboratory of
Molecular and Cellular Neurobiology revealed some connections between mTOR and the regulation of
dynein-mediated transport, but no such interactions are known for kinesins. Therefore, the main goal of
this study was to determine whether any of the proteins belonging to the kinesin family, are necessary
for the observed excessive neuronal growth in the TSC model, resulting from mTOR hyperactivation.
Through screening studies, it was shown that KIF11, KIF12, KIF13A, KIF13B, KIF14, KIF15, KIF16B,
KIF18A, KIF18B, KIF19, KIF1A, KIF1B, KIF20A, KIF21A, KIF21B, KIF22, KIF23, KIF24, KIF26A,
KIF26B, KIF27, KIF2A, KIF2B, KIF2C, KIF3A, KIF3B, KIF3C, KIF4A, KIF5A, KIF5C, KIF6, KIF7,
KIFC1, KIFC2, and KIFC3 may be necessary for the excessive neuronal growth caused by activation
of the mTOR pathway through phosphoinositide 3-kinase (PI3K), while KIF3A, KIF3C, KIF21B, and
KIF26B may be involved in excessive neuronal growth resulting from TSC2 silencing.

In the second part of the study, an attempt was made to identify potential mechanisms by which
the functions of kinesins are crucial for the changes observed in the context of excessive mTOR
activation, both in neuronal cells and in rat fibroblast cell lines. The experiments demonstrated some
involvement of KIF3A and KIF3C in the regulation of the formation and development of primary cilia,

which is disrupted in the TSC model, although the exact nature of this interaction remains unclear.
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WYKAZ SKROTOW

+TIP
4E-BP

ADP
AMPA

AMPK
AMPAR

AP2
ATP
BDNF

B-gal

BSA
CaMK

CAP-Gly
cC
CAAX

cDNA
CHAPS
Deptor

DIV
DMEM
DMSO
DNA
DCV
EDTA
ER

ang. plus-end tracking proteins, biatka §ledzace plus koniec mikrotubul

ang. eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein, biatko

wigzgce eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E

adenozyno-5'-difosforan

ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, kwas a-amino-3-
hydroksy-5-metylo-4-isoksazolopropinowy

ang. AMP-activated protein kinase, kinaza biatkowa regulowana przez AMP

ang. AMPA receptor, receptor dla glutaminianu selektywnie aktywowany przez
AMPA

ang. adaptor complex 2, kompleks adaptorowy 2

adenozyno-5'-trifosforan

ang. Brain-derived neurotrophic factor, neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego

5 -galaktozydaza

ang. bovine serum albumin, albumina surowicy wotowej
ang. Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase, kinaza aktywowana wapniem i

kalmoduling

ang. Glycine-rich cytoskeleton-associated protein

ang. coiled coil, domena zwinigtej cewki

cysteina, dwa aminkowasy alifatyczne oraz dowolny aminokwas. Sekwencja
sygnatowa farnezylacji.

ang. complementary DNA, komplementarny DNA

ang. 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate

ang. DEP domain-containing mTOR interacting protein, biatko oddziatujace z kinaza
mTOR, zawierajace domeng DEP

ang. day in vitro, dzien w hodowli in vitro

ang. Dulbecco ‘s Modified Eagle’s Medium

ang. dimethyl sulfoxide, dimetylosulfotlenek

ang. deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy

ang. dense core vesicles, pecherzyki o gestym rdzeniu

ang. ethylenediaminetetraacetic acid, kwas wersenowy

ang. endoplasmic reticulum, siateczka $rédplazmatyczna
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ERK

FBS

GAP
GEF
GFP
GTP
HBSS
HEPES
HRP
Hh

IFT
khc
KIF
klc

ktrl
MAPK
MIP
mTOR

mTORC
NMDA
NMDAR

oD
PB
PBS
PDL
PFA
PI3K
PLL
P-S6

PSD

ang. extracellular signal-regulated kinases, kinazy regulowane sygnatem
zewnatrzkomorkowym

ang. fetal bovine albumin, ptodowa surowica wotowa

ang. g-force, nadwazko$¢, rownowaznik sity grawitavcji

ang. GTPase-activating protein, biatko aktywujace GTPaze

ang. guanine nucleotide exchange factor, aktywator wymiany nukleotydu

ang. green fluorescent protein, biatko zielonej fluorescencji

ang. guanosine-5'-triphosphate, guanozyno-5'-trifosforan

ang. Hank's balanced salt solution

kwas N-2hydroksyetylo-piperazyno-N“-2-etanosulfonowy

ang. horseradish peroxidase, peroksydaza chrzanowa

ang. Hedgehog

ang. immunofluorescence, immunofluorescencja

ang. intraflagellar transport, transport wewnatrzrzgskowy

ang. kinesin heavy chain, fancuch ciezki kinezyny

ang. kinesin superfamily protein, biatko z rodziny kinezyn

ang. kinesin light chain, tancuch lekki kinezyny

kontrola

ang. mitogen-activated protein kinase, kinaza aktywowana mitogenami

ang. maximum intensity projection, projekcja maksymalnej intensywnos$ci

ang. mammalian/mechanistic target of rapamycin, ssaczy/mechanistyczny cel
rapamycyny

ang. mammalian/mechanistic target of rapamycin complex, kompleks kinazy mTOR
ang. N-methyl-D-aspartic acid, kwas N-metylo-D-asparaginowy

ang. NMDA receptor, receptor dla glutaminianu selektywnie aktywowany przez
NMDA

ang. optical density, gestos¢ optyczna

ang. phosphate buffer, bufor fosforanowy

ang. phosphate buffered saline, sol fizjologiczna buforowana fosforanem
poli-D-lizyna

ang. paraformaldehyde, paraformaldehyd

ang. phosphoinositide 3-kinase, kinaza 3-fosfofatydyloinozytolu

poli-L-lizyna

ang. phosphorylated ribosomal S6 protein, ufosforylowana forma rybosomalnego
biatka S6

ang. post-synaptic density, zageszczenie postsynaptyczne
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px
pz
Raptor

Rictor

RNA
S6
S6K
SDS
SEM
SEGA

shRNA
Shh
TBS
TEMED
TRIS
TrkB
TSC
TSC1
TSC2
WB

ang. pixel, piksel

pary zasad

ang. regulator-associated protein of mTOR, biatko regulatorowe zwigzane z mTOR
ang. rapamycin-insensitive companion of mTOR, biatko towarzyszace mTOR,
niewrazliwe na rapamycyne

ang. ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy

ang. ribosomal protein S6, biatko rybosomalne S6

ang. ribosomal protein S6 kinase, kinaza biatka rybosomalnego S6

ang. sodium dodecyl sulfate, dodecylosiarczan sodu

ang. standard error of the mean, btad standardowy $rednie;j

ang. supependymal giant cell astrocytomas, gwiazdziaki podwysciotkowe
olbrzymiokomoérkowe

ang. small hairpin RNA, maty RNA o ksztalcie spinki do wtosow

ang. Sonic hedgehog

ang. tris buffered saline, roztwor soli fizjologicznerj buforowany tris

ang. tetramethylethylenediamine, N'-tetrametyloetylenodiamina
2-amino-2-hydroksymetylo-propanodiol

ang. tropomyosin receptor kinase B, kinaza receptora tropomiozyny B

ang. tuberous sclerosis complex, stwardnienie guzowate

ang. tuberous sclerosis protein 1, hamartyna

ang. tuberous sclerosis protein 2, tuberyna

ang. Western blot
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1. WSTEP

1.1 Komorka nerwowa

Pelnienie przez komorki nerwowe funkcji przekazywania sygnatdow na znaczne odleglosci, jest
mozliwe przede wszystkim dzigki ich specjalnej budowie. W ogdlnym ujegciu neuron sktada si¢ z ciata
komorki (nazywanego rowniez perykarionem) oraz licznych wypustek zbiorczo okre§lanych neurytami,
wsrdd ktorych mozna wyrdzni¢ dendryty oraz akson. Akson odpowiada za propagacje sygnatu, ktory
odbierany jest przez dendryty innych komorek nerwowych, tworzac z nimi polaczenia w formie
wyspecjalizowanych struktur nazywanych synapsami. Najdluzsze aksony w ciele cztowieka posiadaja
neurony tworzace nerw kulszowy i moga osiaga¢ dtugos¢ 1 m (Muzio i Cascella 2023). Podczas gdy
aksony komorek nerwowych tworzacych centralny uktad nerwowy sa znacznie krotsze, osiagajac
typowo dlugosci kilku centymetrow, w skali molekularnej wciaz sa to znaczne odleglosci. Tym samym
efektywne przewodnictwo nerwowe, jak réwniez samo utrzymanie neurytdow oraz synaps, wymaga
skoordynowania procesow, takich jak usuwanie produktéw metabolizmu i uszkodzonych organelli, czy

transport substancji odzywczych i sktadnikéw budujacych komorke, w obrgbie duzych odlegtosci.

1.1.1 Cytoszkielet neuronu

Termin cytoszkielet jest powszechnie stosowany do opisania biatkowych struktur nadajacych
komoérkom, pewng sztywno$é, ksztatt oraz tworzacych wraz z btonami przedziaty komorkowe. W
rzeczywistosci, cytoszkielet komorki nie jest jednorodng struktura, a raczej konstrukcja sktadajaca sie z
kilku roznigcych si¢ budowa elementow: neurofilamentow (w przypadku komorek nerwowych),
mikrofilamentéw oraz mikrotubul.

Te pierwsze naleza do szerszej rodziny posrednich, w ktorej sktad wchodza min. keratynowe
filamenty nabtonka czy laminy tworzace ostonke jadrowa. Neurofilamenty sktadajg si¢ z dlugich
wiokien o $rednicy okoto 10 nm, w formie a-helikalnych zwinigtych cewek zbudowanych z tripletu
biatek: NFH, NFM i NFL. Jednakze, zaleznie od lokalizacji oraz wieku neuronu, mogg zawiera¢
dodatkowe biatka takie jak a-interneksyna, nestyna oraz peryferyna (Kirkpatrick i Brady 1999).

Mikrofilamenty zbudowane sa z dwoch helikalnie skreconych widkien biatka F-aktyny
(filamentowej), te za$§ skladaja si¢ z monomeréw G-aktyny (globularnej). W strukturze
mikrofilamentow aktynowych mozna wyr6zni¢ dwa odmienne konce, koniec ,,+” zwany koncem ostrym
oraz ,,-” zwany koncem kolczastym (Rgdowicz 2018). Proces wydluzania wtdkien, zachodzi znacznie
wydajniej na koncu ostrym, w tym czasie koniec kolczasty czgsto ulega degradacji. Prowadzi to do
zjawiska przesuwania si¢ catego filamentu w stron¢ konca plus, co przypomina ruch biezni (ang.

treadmilling). Dodatkowo istnieje grupa biatek wspomagajacych selektywne wydtuzanie konca ,,plus”,
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z ktorych najlepiej opisano Arp2/3. Kontrolowane wydtuzanie i skracanie widkien aktynowych, jest
podstawa ameboidalnego ruch wielu typow komorek eukariotycznych (Campellone i Welch 2010).

Ostatnia wymieniong grupa sg mikrotubule. Sktadaja si¢ one z 12-14 (zazwyczaj 13)
protofilamentéw, zbudowanych z dimeroéw naprzemiennie utozonych biatek, a i B-tubuliny. W genomie
cztowieka zidentyfikowano dziewig¢ gendw (izoform) kodujacych zaré6wno a jak i B tubuline, z czego
przynajmniej pie¢ ulega ekspresji w neuronach (Roll-Mecak 2020). Protofilamenty tacza si¢ razem
tworzac dhlugie, cylindryczne, puste w $rodku wtdkna o $rednicy okoto 25 nm. Poniewaz tworzace owe
wldkna protofilamenty uktadaja si¢ razem w statej orientacji, podobnie jak w przypadku aktyny, w
mikrotubulach mozna wyrézni¢ konce ,,+” oraz ,,-”. Podczas gdy mikrotubule moga rosna¢ na obu
koncach, zmiany na koncu ,,+” zachodza znacznie bardziej wydajnie 1 z wigksza czgstotliwoscig. Co
wigcej, w wigkszosci komorek nieneuronalnych, koniec ,,-” pozostaje zwigzany z kompleksem
nazywanym y-TuRC (np. w obrgbie centrosomu), co catkowicie blokuje jego dynamike. Wydtuzanie
mikrotubul odbywa si¢ poprzez dotgczanie nowych dimeréw a oraz B-tubuliny, co mozliwe jest jedynie,
gdy zwigzane sg one z GTP, co zapewnia ich odpowiednig konformacje. Jednoczesnie w krotkim czasie
po wiaczeniu do protofilamentu, GTP ulega hydrolizie do GDP. Nastepuje to, jednakze jedynie w
obrebie B-tubuliny, a-tubulina pozostaje za§ zwigzana z GTP niezaleznie od zachodzacych przemian
(Alushin i in. 2014). Tym samym mikrotubula na og6t zawiera zwigzang z GTP B-tubuling tylko w
poblizu rosnacego konca, co bywa nazywane ,,czapeczkag GTP” (ang. GTP cap). Utrata ,,czapeczki” np.
na skutek hydrolizy GTP w catej wlaczonej B-tubulinie przy jednoczesnym braku dostepnosci nowych
zwigzanych z GTP komplekséw o i B-tubuliny, skutkuje gwaltownym odigczaniem dimeréw od
rosnacego konca powodujac nagle skracanie si¢ catej mikrotubuli. Zjawisko to jest nazywane katastrofa
(ang. catastrophe). Jednoczesnie, o ile tylko wystepuje dostatek GTP, odtaczone dimery moga ulegac
sprawnej wymianie nukleotydu wracajac do stanu poczatkowego. Wspomniane skracanie moze zostaé¢
zatem przerwane w kazdym momencie, przez dotaczenie nowych dimerow GTP-tubuliny, co stanowi
Lratunek” (ang. rescue). Takie cykle katastrofa-ratunek wystepuja w rosngcych mikrotubulach z duza
czestotliwoscia, co w literaturze bywa okre$lane dynamiczng niestabilnoscia lub po prostu dynamika
(Ryc. 1.1). Proces ten umozliwia mikrotubulom penetracj¢ waskich kompartmentéw jak neuryty
rosnacej komorki nerwowej, jak i dopasowywanie ksztattu do poruszajacej si¢ lub wzrastajacej komorki
(Akhmanova i Steinmetz 2008). Warty uwagi jest fakt istnienia catej grupy biatek wigzgcych si¢ do
rosngcego ,,+” konca mikrotubul (ang. plus end tracking proteins, biatka $ledzace plus koniec, +TIP).
Laczac si¢ z rosngcym koncem, moga wpltywa¢ nie tylko na jego stabilno$¢, zmniejszajac
prawdopodobienstwo katastrofy, ale rowniez wplywac na kierunek polimeryzacji, co ma duze znaczenie
np. w nawigacji rosngcego aksonu. Odlaczajg si¢ one jednak natychmiast w momencie katastrofy. Ta
wlasciwos$¢ sprawia, ze po sprzezeniu z fluorescencyjng metkg czesto wykorzystywane sg jako marker
dynamiki mikrotubul. Do najbardziej znanych przyktadow mozna zaliczy¢: EB1, EB3 czy Clip-170
(Jaworski 2018).
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Ryc. 1.1. Dynamiczna niestabilno$¢ mikrotubul. W przypadku dostgpnos$ci dimeréw tubuliny
zwigzanych z GTP dochodzi do efektywnego wydluzania mikrotubuli, jednoczes$nie u dotaczonych
dimeréw dochodzi do hydrolizy GTP do GDP. W momencie braku dostepnych nowych dimeréw
zwigzanych z GTP, dochodzi do naglego rozpadu mikrotubuli (katastrofa). Proces ten moze zosta¢ w
kazdej chwili przerwany, przez pojawienie si¢ nowej GTP-tubuliny co skutkuje ponownym wzrostem

Charakterystyczng cecha mikrotubul, szczegodlnie tych budujacych neurony, sg ich modyfikacje
potranslacyjne. Nowo powstale monomery a-tubuliny zawierajg reszt¢ tyrozyny na koncu
karboksylowym. Aminokwas ten moze zosta¢ usunigty przez karboksypeptydazg, ale tylko jezeli dana
o-tubulina stanowi juz czg$¢ mikrotubuli. Co wigcej, wolna detyrozynowana a-tubulina z duza
wydajnoscia ulega ponownej tyrozynacji przez ligazg tubuliny-tyrozyny. Tym samym modyfikacja ta
jest silnie powigzana z dynamikg mikrotubul. W generalnym ujeciu, starsze, dluzej spolimeryzowane
mikrotubule beda zawieraly wigcej detyrozynowanej tubuliny niz nowe, ulegajace bardziej
dynamicznym przemianom (Wehland i Weber 1987; Kirkpatrick i Brady 1999). Druga najlepiej zbadang
modyfikacja potranslacyjng tubuliny jest acetylacja na lizyny-40 a-tubuliny przez acetylotransferaze a-
TATI1. Podobnie jak detyrozynacja, zachodzi ona dopiero na a-tubulinie wlaczonej juz w sktad
makrostruktury. Co ciekawe, sama modyfikacja wprowadzona jest wewnatrz $wiatla cylindra
mikrotubuli, nie za$ jak pozostale na zewnatrz. (Janke i Montagnac 2017). Acetylacja mikrotubul silnie
koreluje z ich stabilno$ciag w modelach in vitro, bedac charakterystycznym markerem dtugo zyjacych
mikrotubul (Szyk i in. 2014). Jednym z proponowanych wyjasnien, moze by¢ ich wigksza odpornosé¢
mechaniczna. Na skutek acetylacji mialoby dochodzi¢ do ostabienia odziatywan pomigdzy

sasiadujacymi podjednostkami tubuliny wewnatrz protofilamentu, co zwigkszatoby ich elastycznos¢ a
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w konsekwencji i odporno$¢ na pekanie (Portran i in. 2017). Jednakze badania in vitro nie wykazaty,
aby sama acetylacja wystarczyta do zapobiegania katastrofom mikrotubul, co oznacza, Ze jest to raczej
modyfikacja, ktorej z czasem ulegaja dlugo zyjace mikrotubule, niz bezposrednia przyczyna ich
stabilnosci (Janke i Kneussel 2010). Powodami, dla ktorych niektore mikrotubule pozostaja bardziej
stabilne niz inne, moze by¢ aktywnos$¢ biatek z rodziny MAP (ang. microtubule assosiacted protein,
biatka zwigzane z mikrotubulami) np. MAP6 (Kapitein i Hoogenraad 2015), specjalna rodzina biatek
STOP (ang. stable tubulin-only-protein) (Guillaud i in. 1998), oraz specyficzne modyfikacje, takie jak
poliaminacja (Song i in. 2013), ktore zmniejszaja prawdopodobienstwo katastrofy. Jednakze
zapobieganie rozpadowi nie jest jedynym sposobem w jaki biatka te mogg wptywac na stabilno$¢
mikrotubul. Dobrze znany jest fakt ochronnego wplywu biatka tau na aksonalne mikrotubule przed
pocigciem przez kataning (Qiang i in. 2006). Trzeciag modyfikacjg potranslacyjng, o ktérej warto
wspomnie¢ w kontekscie neuronu, jest poli-glutaminacja polegajaca na dodaniu reszt glutaminy do C-
konca, zar6wno a jak i B-tubuliny. W neuronalnych mikrotubulach zazwyczaj dotaczane jest 3-6
aminokwasow, w niektorych przypadkach jednak odnotowywano ich nawet 21 (Schneider i in. 1998).
Modyfikacja ta zmienia wlasciwosci fizyczne mikrotubuli dodajac dodatkowe ujemnie natadowane
reszty aminokwasowe. Ma to prawdopodobnie wptyw na ulatwione wigzanie si¢ do mikrotubul r6znych
biatek, w tym wspomnianych MAP (Mitchell 2010). Opisane modyfikacje potranslacyjne, w potaczniu
z obecnoscig izoform o i  tubuliny tworzg tzw. ,,kod tubulinowy”, (ang. tubulin code), odpowiadajacy

za rdznice pomig¢dzy pozornie podobnymi widknami (Roll-Mecak 2020).

1.1.2 Budowa i rozw6j neuronu

Neurony tworzgce centralny uktad nerwowy ssakdéw biorg swéj poczatek od macierzystych
komorek neuralnych (ang. neural stem cells, NSCs), wywodzacych si¢ z neuroepitelium cewy nerwowe;j
(Kintner 2002). W rozwoju embrionalnym, pula komoérek macierzystych zostaje utrzymana przez
podziaty asymetryczne. W ich wyniku, jedna z komdrek potomnych pozostaje zdolna do dalszych
podziatow, podczas gdy druga wchodzi na drogg réznicowania stajac si¢ komorka neuroprogenitorows.
Ztozona, wielowarstwowa budowa wielu obszar6w mozgu mozliwa jest dzigki zjawisku migracji
neuroprogenitorow przez dojrzewajacg tkanke, niekiedy na znaczng odlegtos¢ od miejsca proliferacji w
niszy neurogennej. Sztandarowym tego przykladem jest rozwdj kory moézgowej, w czasie ktorego
radialne komorki glejowe stanowig swego rodzaju ,,rusztowanie” umozliwiajgce podréz komorkom
progenitorowym przez kolejne warstwy, az do osiagnigcia ostatecznej lokalizacji (Allen i Lyons 2018).
Typowo u progenitorow korowych, proces polaryzacji rozpoczyna si¢ juz w czasie migracji, kiedy
»Wspinajaca si¢” wzdluz warstw kory komorka wytwarza wyrazne bieguny - prowadzacy oraz tylny.
Wydhuzanie bieguna prowadzacego i wycofywanie tylnego, za co odpowiada dynamiczna rearanzacja
cytoszkieletu, umozliwia jej ruch (Cooper 2013). Generalnie, polaryzacja komorki nerwowej,

rozumiana jako podzial na akson oraz dendryty zalezy w duzej mierze od gradientu stezen czasteczek
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sygnatowych w otoczeniu. Jednakze, przynajmniej w niektorych przypadkach, to z ktoérego bieguna
powstanie akson, a z ktorego drzewko dendrytyczne, moze zosta¢ zdeterminowane juz na etapie
komorki progenitorowej, przez jej podstawno-wierzchotkowa (ang. basal-apical) orientacj¢ (Polleux i
Snider 2010), co wspomaga prawidtowe utozenie nowego neuronu w przestrzeni rozwijajacej si¢ kory
mozgowej. Jednakze same intensywne zmiany morfologiczne, nadajace neuronowi jego unikalny
ksztalt, z pojedynczym aksonem i wieloma dendrytami, rozpoczynaja si¢ dopiero po dotarciu do
ostatecznej lokalizaciji.

Rowniez w przypadku hodowli neuronalnych in vitro, zazwyczaj wyrdznia si¢ pigé
charakterystycznych etapow rozwoju (Dotti, Sullivan, i Banker 1988). Niemal zaraz po przytwierdzeniu
do podtoza hodowlanego, komoérka wytwarza wiele krotkich wypustek zbudowanych z aktyny —
lamellipodii. Po niedlugim czasie, daja one poczatek kilku dhluzszym projekcjom, nazywanym
neurytami. W ciggu nastepnej doby, jeden z neurytow zaczyna gwattownie rosngé dajac poczatek
aksonowi, podczas gdy rozwdj pozostatych ulega =zatrzymaniu. W nastepnym etapie, po
wyspecjalizowaniu si¢ aksonu, pozostate wypustki zaczynajg ponownie rosnac stajac si¢ dendrytami
(Bradke i Dotti 2000). Co ciekawe, w przypadku neuronéw w hodowli in vitro, to ktory neuryt stanie
si¢ aksonem zdaje si¢ by¢ determinowane losowo. Kazdy z nich konkuruje niejako z sasiadami o
przezwyciezenie wydzielanych przez nie czasteczek zatrzymujacych wzrost, az jednemu uda sig¢
spontanicznie przetamaé symetric (Andersen i Bi 2000). Co do zasady neuryt, ktory ostatecznie
rozpocznie specjalizacje do aksonu, jest w stanie skutecznie zatrzymaé ten proces u pozostatych, co
powoduje, iz staja si¢ dendrytami. Warto jednak doda¢, ze w przypadku mechanicznego zniszczenia
aksonu (aksotomia), jeden z istniejacych dendrytow przejmie jego role i wyspecjalizuje si¢ wtornie do
aksonu (Dotti i Banker 1987). W procesie budowy i wydluzania rosngcych neurytow, ogromne
znaczenie majg rOwniez zewnetrzne czasteczki sygnatowe, oraz ,,czynniki prowadzace” (ang. guidance
cues) umozliwiajgce rosnagcym aksonom sprawng nawigacje do pozadanego celu, takie jak: netryny,
semaforyny i efryny (W. S. Lee i in. 2019). Natomiast na poziomie wewnatrzkomorkowym kluczowsg
rol¢ odgrywaja tu biatka z rodziny GTPaz Rho (Rac, Cdc42) (Nobes i Hall 1995).

Na poziomie molekularnym, determinacja losu danego neurytu zalezy, nie tylko od
wspomnianych czasteczek sygnatowych, ale rowniez od lokalnej translacji i degradacji biatek oraz
aranzacji cytoszkieletu. Charakterystyczng cechg zwiastujaca specjalizacje jednej z pierwotnych
wypustek w akson, jest wicksza dynamika i niestabilno$¢ aktyny w tzw. stozku wzrostu (and. growth
cone). Juz sam fakt dodania do pozywki w malym stezeniu czynnikoéw depolimeryzujacych aktyne jak
cytochalazyna D lub latrunkulina B, skutkuje rozwojem wielu aksonow (Andersen i Bi 2000).
Podejrzewa si¢, ze depolimeryzacja filamentow aktynowych, prowadzi do silniejszej polimeryzacji
drugiego podstawowego budulca cytoszkieletu — mikrotubul, stanowigcych gtéwne ,,rusztowanie”,
biegnace wzdtuz aksonu. W dojrzewajacych neurytach gesto usieciowane filamenty aktyny stanowig
blokade utrudniajagcg wzrost mikrotubul. Tym samym wigksza dynamika mikrotubul oraz

depolimeryzacja aktyny moze sprzyjaé sprawniejszemu wydtuzaniu tych pierwszych. To z kolei moze
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thumaczy¢ kilkukrotnie szybszy wzrost aksonu wzgledem dendrytéw, obserwowany w poczatkowe;j
fazie dojrzewania neuronu. Jednak oprocz mechanicznej regulacji tego procesu, inne czynniki réwniez
zdaja sie petnié istotng role. Mozna tu wymieni¢ migdzy innymi wspominane wcze$niej biatka zwigzane
z mikrotubulami, przede wszystkim tau oraz MAP1B, ktorych rozmieszczenie oraz gradient fosforylacji
wplywa na promowanie oraz regulacj¢ wzrostu mikrotubul (Bradke i Dotti 2000).

W ssaczych neuronach, charakterystyczna cecha aksonu, jest uporzadkowane utozenie
mikrorubul ustawionych konicem ,,plus” w kierunku wierzchotka. Mimo, ze §rednia dtugo$¢ pojedyncze;j
mikrotubuli to tylko okoto 4 um (Yogev i in. 2016) ich wiazki moga ciagna¢ si¢ przez cata dtugosc
aksonu. Jednocze$nie, dominuje tu acetylowana, detyrozynowana forma tubuliny. Prostopadle do
mikrotubul, wystgpuja rozlokowane w rownych odstgpach, co okoto 180 - 190 nm, zbudowane z aktyny
struktury przypominajace pierscien i okrazajace $rednicg aksonu. Potgczone sg one spektryng i stanowia
dodatkowe, poprzeczne ,,rusztowanie”, mogace zwickszaé jego odpornos¢ mechaniczng (Xu, Zhong, i
Zhuang 2013). W przypadku dendrytow, orientacja mikrotubul jest mieszana w poczatkowych ich
odcinkach, jednak wraz z kolejnymi rozgal¢zieniami i odlegtoscia od ciata komorki zaczyna
przypominac te aksonalng (Baas i Lin 2011). Tym co dodatkowo odr6znia mikrotubule zlokalizowane
w dendrytach od tych aksonalnych, sa modyfikacje potranslacyjne. W dendrytach dominujg dynamiczne
mikrotubule, zawierajace tyrozynowang o-tubuling. W obrebie dendrytow rowniez stwierdzono
wystepowanie podobnych pierscieni aktyny jak te w aksonach, jednak czestotliwos$¢ ich wystepowania
jak i rozpowszechnienie w dalszych odcinkach dendrytow pozostaje tematem debaty (B. Han i in. 2017).
Aktyna jest rowniez budulcem kolcéw dendrytycznych (ang. dendritic spines), bedacych krotkimi,
silnie dynamicznymi wypustkami dendrytow, stanowigcymi miejsce lokalizacji synaps pobudzajacych

(Chidambaram i in. 2019).

1.1.3 Pierwotne rzeski komorki nerwowej

Rzeski sg organellami blisko spokrewnionym z wiciami. Typowe rzgski osiggaja dlugosé¢ 4-5
um, i sg otoczone btong komorkowg zawierajacg specyficzny sktad fosfolipidow. Cytoszkielet rzeski
tworzy 9 koncentrycznie utozonych par mikrotubul, ktoére sktadaja si¢ ze standardowego 13-
protofilamentowego witokna A, oraz niekompletnego, zazwyczaj 10-protofilamentowego wtokna B.
Opisany kompleks mikrotubul nazywany jest aksonemg i bierze poczatek od struktury wywodzacej si¢
z centrioli nazywanej ciatkiem podstawnym (ang. basal body). Tubulina tworzaca rzgske typowo jest
silnie acetylowana, stad przeciwciato rozpoznajace te forme tubuliny, bywa uzywane jako specyficzny,
rzgskowy marker, za$ jej wtokna podobnie jak w aksonie ustawione sg koncami ,,+” na zewnatrz.
Rozrozniane sag dwa rodzaje rzgsek — ruchowe oraz pierwotne. Ich gtowna réznica objawia si¢ w
budowie. Rzgski ruchowe posrodku okregu wspomnianych 9 dubletow mikrotubul, posiadaja
dodatkowg parg (budowa 9 + 2), polaczong z zewnetrznym pierscieniem strukturami nazywanymi

promieniami taczacymi (ang. radial spokes). Dodatkowo rzeski ruchowe zawierajg rozpigte pomigdzy
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wioknami A i B sasiadujacych par mikrotubul kompleksy biatka motorycznego — dyneiny. Ruch dynein
wokot sgsiadujacych wiokien mikrotubul powoduje obrét aksonemy, a w efekcie calej rzeski.
Mechanizm ten jest wspdlny dla rzgsek i wici i stanowi podstawe ruchu niektérych komorek
eukariotycznych np. plemnikow. Rzeski pierwotne natomiast, nie posiadaja centralnej pary mikrotubul
(budowa 9 + 0), ani dynein wewnatrz aksonemy, tym samym pozostaja nieruchome (Avasthi i Marshall

2012). Uproszczony schemat budowy rzeski przedstawiono na ryc. 1.2.

aksonema
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widkna przejsciowe mikrotubul

\‘\
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Ryec. 1.2. Budowa rzesek komoérek eukariotycznych. Cytoszkielet rzgski tworzy zbudowana
z dziewigciu par mikrotubul struktura nazywana aksonema. W rzgskach ruchowych wewnatrz aksonemy
wystepuje dodatkowa para mikrotubul (budowa ,,9+2”), za§ pomigdzy mikrotubulami rozpigte sg
kompleksy dyneiny. Rzeski pierwotne nie zawieraja centralnej pary mikrotubul, ani dynein (budowa

Pierwotne rzeski wystepuja w wigkszosci typow komorek (Anvarian i in. 2019), rowniez u
dojrzatych neuronéw (Lepanto, Badano, i Zolessi 2016). Jednakze przez dtugi czas ich doktadna rola
pozostawata zagadkowa. Jednakze, ostatnia dekada przyniosta rewolucje w rozumieniu funkcji tego
organellum, ujawniajgc jego kluczowy udzial w wielu procesach komodrkowych. Istotnos¢ rzesek
w prawidtowym funkcjonowaniu organizmu podkresla fakt wystepowania specyficznej grupy chordb
rozwojowych — ciliopatii, zwigzanych bezposrednio z zaburzeniami rozwoju rzesek. (Lee i Gleeson
2010). Jako przyktad mozna wymieni¢ wielotorbielowato$¢ nerek (ang. polycystic kidney disease,
PDK), gdzie kluczowa jest pelniona przez rzeske funkcja mechanoreceptora, reagujacego na przeptyw
ptynéw w bezposrednim otoczeniu. Jest to mozliwe dzigki posiadaniu przez rzeski biatek kanatu
kationowego, policystyny-2 (TRPP2, opisywany tez pod nazwa PKD?2), ktore reguluja przeptyw jonow
wapnia w nastepstwie bodzca ruchowego. (Daigneault i Miller 2021). Inng konsekwencja zaburzen
dziatania tego mechanoreceptora jest czgsto opisywane w ciliopatiach zjawisko losowej determinacji
osi prawo-lewo (fac. situs inversus), skutkujace mi¢dzy innymi nieprawidlowym utoZeniem organow

(Handel i Kennedy 1984)
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Pierwotne rzgski to organella, ktérych wystgpowanie jest silnie powigzane z cyklem
komoérkowym. Najcze$ciej zaczynaja rosna¢ w fazie G1, wystepuja najliczniej u komorek w fazie GO,
natomiast zazwyczaj ulegaja degradacji u komorek wchodzacych w mitoze. Wiaze sie to z miejscem ich
wystepowania. U wiekszosci zwierzecych komorek, aby skutecznie przej$¢ przez cykl komoérkowy,
ciatko podstawne z ktorego rzeski biora swoj poczatek, musi ulec przemianie z powrotem do centrioli,
ktorych para tworzy centrosom bedacy miejscem organizacji wrzeciona podziatowego. Stwierdzono
jednak, ze obecnos¢ centrioli nie jest konieczna do przejécia przez cykl komérkowy u muszki owocowe;j
(Basto i in. 2006), oraz w niektorych liniach komoérkowych, jak np. HeLa. (Holland i in. 2012). Dla
wielu komorek jednak, bezposrednia konsekwencja uniemozliwienia degradacji rzgski, jest zatrzymanie
cyklu, najprawdopodobniej przez dziatanie biatka p53 (Srsen i in. 2006). Fakt kontroli podziatu przez
obecno$¢ rzeski, zostal dobrze przebadany w przypadku komodrek neuroprogenitorowych. Jak
wspomniano wczesniej, podczas rozwoju uktadu nerwowego komorki te przechodza podziaty
asymetryczne, czesciowo zachowujac populacje niezroznicowanych komoérek zdolnych do podziatu.
Badania wykazaly, ze sam fakt zatrzymania maszynerii potrzebnej do roztozenia rzeski, skutkowat nie
tylko zatrzymaniem podziatu, ale réwniez roéznicowaniem si¢ komorki progenitorowej w neuron
(Gabriel i in. 2016). W tym kontekscie, rzeski zdajg si¢ petnié jeszcze jedng role. W momencie podziatu
komorki, centrosom rowniez ulega duplikacji, po czym, po jednej parze centriol zajmie miejsce na
przeciwnych biegunach komorki i trafi do komoérek potomnych. Udowodniono, ze fragmenty btony
aksonemy rzgski, moga przed podziatem ulec endocytozie i pozosta¢ w obrgbie jednej z centriol. W
takim wypadku, zostanie ona przekazana jednej z komoérek potomnych, podczas gdy druga otrzyma
centrosom nie zawierajacy elementéw ciatka podstawnego (Paridaen, Wilsch-Brauninger, i Huttner
2013). Na skutek tego, nowopowstate komorki moga r6zni¢ si¢ zdolnoscig do wyksztalcenia rzesek, a
tym samym prawdopodobienstwem kontynuowania cyklu komorkowego lub roznicowania (Anderson i
Stearns 2009). Moze to stanowi¢ jeden z mechanizméw stojacych za asymetrycznym podziatem
(Tylkowski i in. 2015).

Oprocz funkcji mechanoreceptora i regulacji cyklu komorkowego, pierwotna rzgska zostata
opisana jako istotne centrum sygnatowe komorki. Wzdtuz rzgsek lokalizuje si¢ wiele kanatow
jonowych, receptorow zwigzanych z biatkiem G (GPCR, ang. G protein coupled receptors), receptorow
kinaz tyrozynowych, czy innych biatek transbtonowych petnigcych role receptorow dla specyficznych
substratow. W przypadku neuronalnych rzg¢sek, mozna tu wymieni¢ min. receptor somatostatyny typu
3, receptor hormonu zaggszczajacego melanine typu 1 (Berbari i in. 2008), receptor serotoninowy 6
(ang. 5-hydroxytryptamine receptor 6, SHT6R) (Wang i in. 2019), czy Ptc (ang. Patched) bedacy
negatywnym regulatorem w $ciezce Sonic Hedgehog (Shh). (Kim i in. 2015). Warto doda¢, ze konkretny
zestaw receptordw obecnych na rzgsce neuronu, rozni si¢ zaleznie od regionu moézgu, a w niektoérych
przypadkach receptory te mogg wystepowac jedynie na tym organellum. Wyjatkowy stosunek
powierzchni do objetosci rzeski, sprawia, ze mozliwe staje si¢ tatwe uzyskanie duzego stezenia czynnika

efektorowego w obrgbie matej przestrzeni, co ulatwia transdukcje sygnatu (Truong i in. 2021).
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Glownym efektorem rzgskowych GPCR w neuronach jest cyklaza adenylylowa 3 (ang. adenylyl cyclase
3, AC3), produkujaca cykliczne AMP bedace elementem transdukcji sygnalu w wielu $ciezkach
sygnatowych komorki, ale do bezposrednich efektorow naleza rowniez kinazy fosfofatydyloinozytolu-
3 (ang. phosphoinositide 3-kinase, PI3K) bedace aktywatorami $ciezki Akt/mTOR (opisanej w punkcie
1.3.5) (J. Guo i in. 2019).

W przypadku ciliopatii dotyczacych uktadu nerwowego, najbardziej znany jest zesp6t Joubert,
objawiajacy przede wszystkim nieprawidtowa budowa mdzdzku, a co za tym idzie ataksja, niskim
napieciem mig$niowym i zaburzeniami rytmu oddychania. Jednocze$nie zespot ten charakteryzuje sig
bardzo szerokim spektrum objawow i zostal powigzany z mutacjami w przynajmniej 40 genach, z
ktorych wszystkie skutkuja zaburzeniem funkcjonowania rzesek pierwotnych (Gana, Serpieri, i Valente
2022). Nie tylko jednak sam fakt obecno$ci rzeski, ale rowniez sktad jej receptordw ma znaczenie w
funkcjonowaniu uktadu nerwowego. Nieprawidlowa, pozarzeskowa lokalizacja receptora
melanokortyny 4 w neuronach wzgdrza, zostala powigzana z zaburzeniami odczuwania glodu
i predyspozycja do otytosci (Siljee i in. 2018). Rzgski petnig rowniez role w utrzymaniu prawidtowych
potaczen w starszych neuronach. W badaniu Guo i wsp. selektywne usuni¢cie w interneuronach matej
GTPazy - biatka podobnego do czynnika ADP-rybozylacji 13B (ang. ADP-ribosylation factor-like
protein 13B, ARL13B), bedacego jednym z kluczowych biatek dla funkcjonowania rzgsek, skutkowato
skroceniem ditugoséci neurytow i zmniejszeniem liczby synaps w preparatach z mysich mozgow
pobranych 60 dni po urodzeniu, ale nie po 30 (J. Guo i in. 2017). Wykazano réwniez, ze w mysim
modelu choroby Alzheimera, obecnos$¢ agregatow B-amyloidu koreluje z krétszymi rzeskami, a same
agregaty lokalizujg si¢ rowniez w ich wnetrzu (Chakravarthy i in. 2012). Rzeski zdajg si¢ rowniez
regulowacé aktywnos$¢ neurondéw. Nadprodukcja wystepujacego gtownie w rzeskach receptora dla
serotoniny H5T6R skutkowata obnizong pobudliwoscia w modelu mysich neuronéw hipokampalnych,
korelujac rowniez ze zmianami morfologii rzgsek (B. Wang i in. 2019). Inne badanie sugeruje wrecz
istnienie struktur przypominajacych synapsy pomiedzy rzgska a poczatkowym segmentem aksonu,
ktorych aktywnos$¢ przektada si¢ na zmiany w transkrypcji wptywajace na aktywno$¢ neuronu (Sheu i
in. 2023).

Jednakze, rzeska stanowi wigcej niz tylko ,,anten¢” odbierajaca sygnaty. W niektorych
Sciezkach sygnalowych pelni rolg istotnego przedzialu, w obrebie, ktorego zachodza przemiany
substratow. We wspomnianej §ciezce Shh, translokacja do rzgski efektorowych biatek palca cynkowego
z rodziny GLI (ang. Zinc finger protein family GLI) GLI2 oraz GLI3 jest istotng cze$cia ich procesu
aktywacji (Sasai i Briscoe 2012). Podobnie wykazano roéwniez lokalizowanie sie do rzeski kinazy
receptora tropomiozyny B (ang. tropomyosin receptor kinase B, TrkB) w obecnosci jego ligandu czyli
neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor, BDNF)
(Leitch i Zaghloul 2014). Wsrod innych waznych $ciezek sygnatowych, ktorych regulacje powigzano

Z rzgskami pierwotnymi mozna wymieni¢ rowniez Sciezki Wnt (May-Simera i Kelley 2012) czy
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ptytkopochodnego czynnika wzrostu (ang. platelet-derived growth factor, PDGF) (Y.-C. Tsai i in.
2023).

1.1.4 Transport wewnatrzkomoérkowy w neuronie

Jedna z cech budowy komorek umozliwiajaca im prowadzenie jednoczes$nie tak wielu procesow
metabolicznych, niekiedy wzajemnie antagonistycznych, jest podziat na wyspecjalizowane przedziaty
(kompartmenty). Skutkuje to jednak nieustanng koniecznos$cig transportu réznego rodzaju
molekularnych tadunkow pomiedzy tymi przedziatami. Na niewielkie odleglosci moze do tego celu
wystarczy¢ prosta lub wspomagana dyfuzja, jednak niejednokrotnie konieczne jest pokonanie
znacznych w skali molekularnej odlegtosci. Jako przyktady mozna wymienié: transport mRNA do
rybosoméw, nowopowstatych biatek do miejsca przeznaczenia, czasteczek sygnalowych czy wrecz
catych fragmentow bton. W tym przypadku konieczny jest tzw. transport aktywny. Jest on zapewniany
w komorce, przez specjalne biatka poruszajace si¢ wzdtuz elementow cytoszkieletu. Biatka te nazywane
sa motorycznymi, ze wzgledu na swoja zdolnos¢ do aktywnego ruchu na skutek hydrolizy ATP. Do
biatek tych zalicza si¢ kinezyny i dyneiny poruszajace si¢ po mikrotubulach, oraz miozyny,
transportujace tadunki wzdtuz filamentow aktynowych (Sweeney i Holzbaur 2018).

Jak juz wspomniano na poczatku tego rozdziatu, szczegolna budowa neuronu sprawia, ze ciato
komorki a koncowe odcinki jego dtugich wypustek dzielg ogromne jak na skale molekularng odlegtosci.
Tym samym w szczegolnym stopniu musi on polega¢ na sprawnym transporcie wewnatrz
komoérkowym. Jak opisano w punkcie 1.1.1 gtéwnym ,,rusztowaniem” ciggnacym si¢ rownolegle przez
catg dhugos¢ dendrytow i aksonu sa mikrotubule. Oprocz nadawania sztywnosci i odpornosci
mechanicznej, stanowig one rowniez podtoze transportu przez calg t¢ drogg. Jak juz wspomniano,
mikrotubule posiadaja koniec ,,minus” oraz bardziej dynamiczny koniec ,,plus”, za$ ich orientacja
w aksonie jest uporzadkowana, koncem plus na zewnatrz. Ma to takze kluczowe znaczenie dla
transportu, jako ze kazde z bialek motorycznych moze poruszaé¢ si¢ wzdluz mikrotubul tylko w
okreslonym kierunku. Tak wiec za transport w kierunku ,,plus”, do zakonczenia aksonu, nazywany
postegpowym (ang. anterograde), odpowiadaja kinezyny za$ za ruch w przeciwnym kierunku, do ciata
komorki, nazywany wstecznym (ang. retrograde), przede wszystkim dyneina, aczkolwiek istnieje
réwniez rodzina kinezyn poruszajaca si¢ w tym kierunku (wigcej opisano w podrozdziale 1.2).

Pomimo, ze w aksonie wystepuja rybosomy oraz zachodzi translacja (Holt, Martin, i Schuman
2019), transkrypcja odbywa w jadrze, zatem mRNA musi zosta¢ do nich dostarczone. Co wigcej,
wspomniana lokalna translacja, zachodzi na zbyt malg skalg by pokry¢ w petni zapotrzebowanie aksonu,
w ktorym aktywno$¢ metaboliczna pozostaje na wysokim poziomie. Stad rowniez znaczna liczba biatek
wyprodukowanych w obrebie ciata komorki musi zosta¢ tam dostarczona. Nalezg do nich zaréwno np.

elementy synaps i receptorow, jak 1 cate fragmenty cytoszkieletu, tgcznie z czeSciowo juz
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spolimeryzowanymi odcinkami mikrotubul. Oprécz biatek transportowane sg cate organella, jak
wspomniane rybosomy, mitochondria czy fragmenty aparatu Golgiego, oraz liczne pecherzyki np.
zawierajace neuroprzekazniki i sktadniki do budowy bton (Maday i in. 2014). W druga strong
przenoszone sg nie tylko uszkodzone organella i zagregowane biatka w celu degradacji, ale rowniez
receptory, ktore ulegaja internalizacji po zwiazaniu z ligandem i do petnej aktywno$ci wymagaja
transportu do ciata komorki. Jako przyktad mozna wymieni¢ TrkB, po zwigzaniu z BDNF (Kononenko
i in. 2017). Co istotne, do tego samego tadunku moze wigzac si¢ jednocze$nie wiele motorow, w tym
rowniez poruszajace si¢ w przeciwnych kierunkach. Z jednej strony zjawisko to, umozliwia ich
prawidtowe pozycjonowanie (np. mitochondriow), z drugiej moze skutkowaé obnizong predkoscia
transportu, na skutek mechanizmu ,,przeciggania liny” (ang. tug of war) pomigdzy poruszajagcymi si¢
w przeciwnych kierunkach motorami, skutkujgc licznymi przerwami w trakcie ruchu (Hancock 2014).

W dendrytach, transportowany jest bardzo podobny zestaw fadunkow, co w aksonie, jednakze
ich nawigacja jest znacznie bardziej skomplikowana. Wynika to z wspomnianego mieszanego utozenia
koncami plus/minus mikrotubul tworzacych cytoszkielet dendrytu, szczegodlnie w najblizszych
(proksymalnych) ciatu komorki odcinkach (Kapitein i in. 2010). Mimo tego, podobnie jak w aksonie,
transport dendrytyczny pozostaje rowniez wydajny. Wynika to w gtdéwnej mierze z faktu wigzania si¢
do tadunku wielu biatek motorycznych naraz, a tym samym mozliwos$ci prowadzenia go naprzemiennie
po kilku mikrotubulach (lwanski i Kapitein 2023). Co wigcej, badania wskazujg, ze wtdkna utozone
koncem ,,+” w stron¢ zakonczenia dendrytu rozlokowane sg peryferyjnie, blizej blon, zas wtokna
zorientowane ,,+” koncem w strone ciata komorki, centralnie (Tas i in. 2017).

Jak wspomniano wcze$niej, za transport mikrotubularny, odpowiadaja dwie grupy biatek.
Pierwsza z nich sa dyneiny. Rozrézniane sa tylko dwie ich odmiany — aksonemalna (odpowiadajaca za
ruch rzesek i wici patrz punkt 1.1.3) oraz cytoplazmatyczna, ktora jest ta zaangazowang w transport
mikrotubularny. Dyneina funkcjonuje jako duzy (1,5 MDa) kompleks 12 biatek. Za jej ruch odpowiadaja
dwa tancuchy ciezkie z domena motoryczna, filogenetycznie wywodzaca si¢ z rodziny ATPaz AAA
(ang. ATPases associated with diverse cellular activities, ATPazy zwigzane z roznymi funkcjami
komoérkowymi). Dyneina zazwyczaj pelni funkcje transportowe zwigzana z drugim duzym
kompleksem, dynaktyna (okoto 1 MDa), ktora stuzy za adaptor wigzacy wiele réznych tadunkow oraz
zwigkszajacy procesywno$¢ dyneiny. Druga grupg bialek odpowiedzialnych =za transport

mikrotubularny sg natomiast kinezyny, ktorym poswigcono kolejny podrozdziat.
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Ryc. 1.4. Transport mikrotubularny w neuronie. Dyneina odpowiada za transport wsteczny
(retogradowy) w aksonie, gdzie mikrotubule utozone sa jednorodnie, koncem ,plus” w strone
wierzchotka, w strong ktdrego za$ poruszaja si¢ kinezyny (transport postgpowy). Mimo, ze w bliskich
ciatu komorki odcinkach dendrytow, orientacja mikrotubul jest mieszana, tylko niektore z kinezyn sg w
stanie aktywnie wprowadza¢ do nich tadunki, a za wieksza cze$¢ transportu odpowiada dyneina. Im
dalej od ciata komorki, tym bardziej organizacja tubuliny zaczyna przypominaé t¢ aksonalng, a w

1.2 Kinezyny

W poréwnaniu do dynein, rodzina kinezyn jest znacznie wigksza. W genomie cztowieka
zidentyfikowano 45 genow kodujacych tancuchy cigzkie (KIF), w obrebie ktorych znajduje si¢ domena
ATPazy umozliwiajaca ruch. Ma ona zupelie inne pochodzenie ewolucyjne od odpowiadajace;j
domeny dyneiny, za$ kinezyny zdaja si¢ by¢ blizej spokrewnione z miozynami (Kull, Vale, i Fletterick
1998). Kinezyny sg bialkami intensywnie badanymi ze wzgledu na swoj kluczowy udzial w organizacji
i rozdziale wilokna kariokinetycznego, przez co budza zainteresowanie jako potencjalny cel
terapeutyczny w wielu nowotworach (Welburn 2013). Jednakze dalsza czg$¢ tego rozdzialu bedzie

skupiona wokot ich funkcji transportowych oraz niekanonicznych w komoérce nerwowe;.
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Ryc. 1.3 Budowa kinezyn na przykladzie kinezyny-1. Zmodyfikowano wg Vale 2003.

1.2.1 Podzial i budowa kinezyn

Zgodnie z wspotczesng, ustandaryzowang nomenklaturg (Lawrence i in. 2004), ludzkie geny
kinezyn oraz ich homologi u innych gatunkéw pogrupowane sa w 14 rodzin (kinezynyl-14), cho¢
niektorzy autorzy dzielg rodzing 14 dodatkowo na 14A oraz 14B (Hirokawa i Tanaka 2015). Pojawiajace
si¢ w dalszej czesci wstepu okreslenia kinezyny poprzez rodzing, jak np. kinezyna-1 beda si¢ odnosi¢
do dowolnego, lub nieokreslonego doktadnie cztonka danej rodziny. Wynika to bezposrednio z czestego
braku rozréznienia pomi¢dzy danymi cztonkami w literaturze, aczkolwiek czgsto przedstawiciele dane;j
rodziny mogg pelni¢ wymiennie opisywane w konkretnej publikacji funkcje. Oprocz rodzin, biatka te
mozna podzieli¢ na podgrupy na podstawie lokalizacji domeny motorycznej. Wiekszos$¢ z nich to tzw.
N-kinezyny (rodzina 1-12), posiadajace domen¢ motoryczng na koncu aminowym i poruszajace si¢ w
kierunku ,,plus” mikrotubul. Druga grup¢ stanowig M-kinezyny, gdzie domena motoryczna znalazta si¢
mniej wiecej posrodku sekwencji (rodzina-13). Sg one nieruchome, ale majg zdolnos$¢ depolimeryzacji
mikrotubul. Trzecig grupe stanowia C-kinezyny (rodzina 14, A i B), u ktéorych domena motoryczna
znajduje sie na koncu karboksylowym. Poruszaja si¢ one w strone konca ,,minus” mikrorubul, zatem
w te sama co dyneina (Hirokawa i in. 2009).

Typowo, budowa kinezyn omawiana jest na przykladzie kinezyny-1, nazywanej rowniez
konwencjonalng, jako ze zostala opisana jako pierwsza. W strukturze tancuchow cigzkich (KIF5A,
KIF5B oraz KIF5C), mozna wyr6zni¢ zlokalizowang na koncu aminowym, zawierajacg domene
motoryczng glowe (ang. head), konczaca si¢ krotkim (zwykle 15 aminokwasow) tacznikiem (ang.
linker), po ktorym nastepuje fragment nazywany szyja (ang. neck) i dtugi zbudowany ze zwinigtych
cewek trzon (ang. stalk), zas w poblizu konca karboksylowego ogon (ang. tail), bedagcy miejscem
wigzania tancuchow lekkich. Lancuchy te uczestnicza w odziatywaniach z fadunkami, ale nie sg
kluczowe dla ruchu. Co wigcej, nie wszystkie kinezyny lacza si¢ z tancuchami lekkimi. Wiekszos¢
kinezyn funkcjonuje jako homodimery, gdzie dwa tancuchy cigzkie, splataja si¢ trzonami, tworzac
struktur¢ z dwiema glowami, mogacymi niezaleznie wigza¢ si¢ do mikrotubul. Struktura domeny
motorycznej jest silnie konserwowana w obrebie calej rodziny, a tym samym réwniez mechanizm ruchu.
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Zwigzana z ADP domena glowy, dzigki dodatnio natadowanym aminokwasom wykazuje si¢ stabym
elektrostatycznym wigzaniem do ujemnych tadunkéw na powierzchni mikrotubul, wystarczy to jednak
do nawigzania pierwszego kontaktu. Na skutek wymiany nukleotydu na ATP jednak, wigzanie to staje
si¢ wielokrotnie silniejsze. Jednoczesnie skutkuje ono zmiang konformacyjna, ktorej efektem jest
napiecie tacznika znajdujacego si¢ na koncu domeny motorycznej, powodujace obrot calego biatka i
wyrzucenie drugiej gtowy naprzéd, w kierunku konca ,,plus” mikrotubuli. Zmiana ta powoduje rowniez
hydrolizg ATP, a tym samym ponowne poluzowanie tacznika jak i calego wigzania glowy do
mikrotubuli. Poniewaz niemal w tym samym czasie, na drugiej gtowie odbywa si¢ wymiana ADP na
ATP, nastepuje obrot w druga strong i tym razem to pierwsza glowa zostaje wyrzucona naprzod. Taki
pojedynczy ,.krok” wynosi 8 nm i odpowiada odlegtosci pomig¢dzy dimerami tubulin (Clancy i in. 2011).
Przy odpowiedniej dostgpnosci ATP kinezyna moze tak ,kroczy¢” przed siebie, w statym,
procesywnym tempie. W przypadku kinezyny-1 moze to by¢ nawet 100 cykli zanim odtgczy si¢ ona od
tubuliny, cho¢ inne kinezyny moga by¢ mniej lub bardziej procesywne. Dla przyktadu biatka z rodziny
kinezyn-3 moga wykonaé¢ nawet 500 ,,krokdw” bez odlaczania, co wynika z ich znacznie silniejszego
wigzania do mikrotubul (Guedes-Dias i in. 2019). Co wazne, podobienstwo domeny motorycznej jest
zachowane rowniez w przypadku rodziny-14, a za ich ruch w przeciwnym kierunku odpowiada sam fakt
jej lokalizacji po przeciwnej stronie tancucha polipeptydowego, a co za tym idzie odwrotna orientacja
tacznika, ktorego napigcie w tym przypadku bedzie obracato biatkiem w strone konca ,,minus” (Endres
i in. 2006).

Pomimo, iz wigkszo$¢ kinezyn funkcjonuje jako dimery, istnieja wyjatki. Biatka z rodziny-3:
KIF1A, oraz KIF1B w stanie wolnym egzystujg jako monomery (Okada i in. 1995; Nangaku i in. 1994)
jednak moga dimeryzowa¢ na skutek zwigzania z tadunkiem (Rashid i in. 2005). Nalezacy do rodziny
kinezyn-5 KIF11 (znany rowniez jako eg5) z kolei, tworzy homotetramery. Sktadaja si¢ one z dwoch
dimeréw ztaczonych antyréwnolegle, sekwencjami ogonowymi. Z tego wzgledu moze on oddzialywac
z dwoma naprzeciwlegtymi wtoknami mikrotubul jednocze$nie, co umozliwia min. ich przesuwanie
wzgledem siebie (X. Guo i in. 2022). Jego nietypowa budowa, pozwolita rowniez na opracowanie
specyficznego inhibitora — monastrolu. Ze wzgledu na fakt, iz KIF11 jest jedng z kinezyn
zaangazowanych w mitoze, lek ten bywa stosowany w terapii niektorych odmian nowotworéw (Cochran
i in. 2005). Biatka nalezace do kinezyn-2, a konkretnie KIF3A, KIF3B oraz KIF3C tworza z kolei
heterotrimery. KIF3A moze dimeryzowa¢ z KIF3B lub KIF3C, tworzac biatko motoryczne zbudowane
z dwoch roznych tancuchow ciezkich. Trzecim elementem kompleksu, jest biatko zwigzane
z kinezynami 3 (KAP3, ang. kinesin associated protein 3), stabilizujace kompleks i stuzagce jako adaptor
dla tadunkéw (Hirokawa 2000). Jednakze, nowe badania sugerujg rowniez wystepowanie dimerow
KIF3A-KIF3C bez koniecznosci wigzania z KAP3. Mozliwe jest wiec, ze funkcja stabilizacji jest
konieczna jedynie dla KIF3A-KIF3B (Quinn i in. 2020).

Charakterystyczng cechg wielu kinezyn jest mozliwo$¢ wchodzenia w stan autoinhibicji (Ryec.

1.5). Odbywa si¢ to poprzez odzialywanie domeny ogona z motoryczng gltowa, na skutek czego
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kinezyna ulega ,,zwinigciu” i traci mozliwos¢ ruchu (Kaan, Hackney, i Kozielski 2011). W generalnym
ujeciu stan autoinhibicji moze zosta¢ przerwany przez zwigzanie tadunku lub adaptora, jednakze
przynajmniej w niektorych wypadkach sama obecno$¢ tadunku jest niewystarczajaca i konieczny jest
najpierw posrednik z tzw. aktywatorem, ktorego przyktadem jest biatko 3 oddzialujace z kinaza INK
(ang. JNK-interacting protein 3, JIP3) (Fu i Holzbaur 2014).

relaksacja stanu inhibicji

stan autoinhibicji

Ryc. 1.5. Przechodzenie pomie¢dzy stanem aktywnym a autoinhibicji na przykladzie kinezyny-

Tabela 1.1. Przedstawiciele rodziny kinezyn w genomie czlowieka.

Rodzina Przedstawiciele Charakterystyka
N-kinezyny

Kinezyny-1 KIF5A Konwencjonalne kinezyny; Kluczowe w transporcie
KIF5B aksonalnym; odpowiedzialne réwniez za przesuwanie
KIF5C fragmentéw mikrotubul wzgledem siebie

Kinezyny-2 KIF3A Tworza heterodimery w formie: KIF3A-3B oraz
KIF3B KIF3A-3C, czesto razem biatkiem KAP3; kluczowe w
KIF3C transporcie rzeskowym; KIF3A/3B istotne w $ciezce
KIF17 Hedgehog (Hh)
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Kinezyny-3 KIF1A KIF1A-C w formie wolnej wystepuja jako monomery;
KIF1B biatko KBP dziata jako ich inhibitor; wazne w
KIF1C transporcie aksonalnym;
KIF13A
KIF13B
KIF14
KIF16A
KIF16B
Kinezyny-4 KIF4A KIF4A =zaangazowane W organizacj¢ wrzeciona
KIF4B podziatowego, istotne w dojrzewaniu neurondéw;
KIF7 KIF21A oraz KIF21B zaangazowane w transport
KIF21A aksonalny i dendrytyczny; KIF7 podobnie jak
KIF21B KIF3A/3B istotne w aktywacji $ciezk Hedgehog (Hh);
KIF27
Kinezyny-5 KIF11 (eg5) Tworzy antyrownolegle heterotetramery; wrazliwe na
monastrol; wspomaga poprawng utrzymanie orientacji
mikrotubul w aksonie i dendrytach; ,hamulec”
spowalniajacy wydtuzanie mikrotubul;
Kinezyny-6 KIF20A KIF20A (Rabkinesin-6) jest specyficznym motorem
KIF20B pecherzykéw zwigzanych z Rab6;
KIF23
Kinezyny-7 KIF10 Znany tez jako biatko E zwigzane z centrosomem
(CENP-E, ang. Centromere-associated protein E);
kluczowe przy organizacji wrzeciona podzialowego;
Kinezyny-8 KIF18A Organizacja wrzeciona podziatowego;
KIF18B depolimeryzacja mikrotubul na ,,+” koncu (KIF8A);
KIF19A
KIF19B
Kinezyny-9 KIF6 Utrzymanie prawidtowej budowy rzesek;
KIF9
Kinezyny-10 KIF22 Organizacja wrzeciona podziatowego;

pozycjonowanie chromosomow;
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Kinezyny-11 KIF26A Prawdopodobnie nieruchome; Istotne w S$ciezce
KIF26B sygnatowej Wnt; Onkogeny w wielu typach
NOWOtworow;
Kinezyny-12 KIF12 Organizacja wrzeciona podzialowego; regulacja
KIF15 dynamiki i sieciowania mikrotubul;
M-Kkinezyny
Kinezyny-13 KIF2A Brak mozliwosci ruchu; Charakterystyczng cecha jest
KIF2B zdolnos$¢ do aktywnej depolimeryzacji mikrotubul
KIF2C
KIF24
C-kinezyny
Kinezyny-14A KIFC1 Poruszaja si¢ w kierunku konca ,,-°” mikrotubul,;
Kinezyny-148 KIEC2 organizacja wrzeciona podziatowego
KIFC3
KIF25
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Ryc. 1.6. Réznice w budowie kinezyn nalezacych do roéznych rodzin. Rodzina kinezyn-1
(konwencjonalna) sktada si¢ z dwoch tancuchdéw ciezkich, oraz zazwyczaj dwdch tancuchow lekkich



uczestniczacych w wigzaniu tadunkow, jednak niekoniecznych do ruchu. W sktad rodziny Kinezyny-2
wchodzg zarowno heterodimeryczne KIF3A/3B/3C, jak i homodimeryczna KIF17. Kinezyny-3 moga
funkcjonowac zarowno jako monomery, jak i homodimery. Przedstawiciel kinezyn-5, KIF11 tworzy
homotetramer, mogacy jednoczesnie oddzialywa¢ z dwiema naprzeciwlegle utozonymi mikrotubulami.
Kinezyny-13 posiadaja domeng¢ motoryczng zlokalizowang posrodku sekwencji, co uniemozliwia im
ruch, ale stato si¢ podstawg ich zdolno$ci do depolimeryzacji mikrotubul. W przeciwienstwie do
pozostalych kinezyn, przedstawiciele rodziny-14 posiadaja domen¢ motoryczng zlokalizowang na
koncu karboksylowym, co skutkuje odwrotnym kierunkiem ich ruchu (do ,,-*> konca mikrotubuli) w

1.2.2 Kinezyny w transporcie aksonalnym

Jak juz wspomniano, caty transport mikrotubularny w kierunku ,,plus” konca odbywa si¢ za
posrednictwem kinezyn. W przypadku aksonu, gdzie mikrotubule utozone sa w statej orientacji,
kinezyny odpowiadaja za transport od ciata komorki do kolbki presynaptycznej (ang. synaptic button)
na koncu aksonu. Na moment pisania tej pracy, tylko biatka nalezace do czterech pierwszych rodzin
kinezyn (kinezyny-1 do 4) zostaty zidentyfikowane jako petnigce funkcje transportowe w aksonie
(Guedes-Dias i Holzbaur 2019). Transport aksonalny, jest tradycyjne w literaturze dzielony na szybki
(50 — 200 mm / dzien), ktory dotyczy tadunkow zwigzanych z btonami pecherzykow oraz wolny (0,2 —
10 mm / dzien) odpowiedzialny za transport rozpuszczalnych biatek i elementéw cytoszkieletu (Roy
2014). Przyktadami tadunkéw przenoszonych na drodze wolnego transportu sg elementy cytoszkieletu.
KIF5A (kinezyny-1) odpowiada za dostarczenie rosngcemu aksonowi neurofilamentoéw (Xia i in. 2003).

Innym przyktadem wolnego transportu jest postgpowy transport krotkich fragmentéw mikrotubul,

krotkie mikrotubule umozliwiajac ich umieszczenie we wzgorku aksonu (Jolly i in. 2010).

W przypadku transportu szybkiego, najszerzej w literaturze opisany jest transport aksonalny
zalezny od biatek rodzin kinezyn-1 oraz kinezyn-3. Z tej pierwszej glownie dotyczy to KIF5SA oraz
KIF5B, za$ z drugiej KIF1A i KIF1B. Funkcje transportowe prowadzone przez obie te rodziny sa w
duzej mierze zbiezne, §wiadczac na pozér o nadmiarowosci w transporcie aksonalnym. Jednakze
cztonkowie obu rodzin ro6znig si¢ preferencjami co do mikrotubul oraz mechanizmami regulacji. Jak
wspomniano juz w poprzednim podrozdziale, kinezyny-3 cechuja si¢ znacznie wigkszym (nawet 250-
krotnym, (Atherton i in. 2014) powinowactwem do mikrotubul, co umozliwia im dtuzszy ruch bez
przerw. Jednakze kinezyny-3 sg wrazliwe na inhibicj¢ na skutek wigzania z biatko wigzace kinezyny
(KBP, ang. kinesin binding protein,), podczas gdy kinezyny-1 nie (Kevenaar i in. 2016). Czgsto
opisywany w literaturze jest tez fakt, preferencji bialek z rodziny kinezyn-1 do wigzania si¢ z stabilna,
acetylowang tubuling, podczas gdy kinezyny-3 nie wykazuja takich r6znic (D. Cai i in. 2009). Réwniez
interpretacja ,,kodu” biatek MAP moze by¢ Zzrodtem precyzyjnej kontroli ruchu. Podczas gdy biatko tau
stanowi przeszkode skutkujacg odlgczeniem sie wszystkich kinezyn (Dixit i in. 2008), MAP7 utrudnia
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wigzanie kinezyn-3 jednocze$nie promujac przylaczanie kinezyn-1 (Monroy i in. 2018), zas MAP9
odwrotnie — sprzyja wigzaniu kinezyn-3 (Monroy i in. 2020). Co cieckawe, rowniez obecnos¢ GTP-f3-
tubuliny w protofilamentach moze selektywnie wplywac¢ na powinowactwo kinezyn. KIF1 A wykazuje
si¢ znacznie stabszym wigzaniem do takiej formy, co skutkuje jego tatwiejszym odtagczaniem po dotarciu
do kranca mikrotubuli, gdzie czesto znajduje si¢ czapeczka-GTP (Guedes-Dias i in. 2019). Tym samym
prowadzenie tych samych tadunkéw przez réznie kontrolowane motory, moze stanowic istotng czgsé
selektywnego transportu. Jednocze$nie jednak tego typu roznice przyczyniaja si¢ do pewnej
nadmiarowo$ci w obrebie rodziny kinezyn, gdzie pomimo zaistnienia warunkow niekorzystnych dla
efektywnosci jeden rodziny np. zmiany modyfikacji mikrotubul, inna rodzina jest w stanie przejac jej
funkcje. Stanowi tez to pewne wyzwanie w badaniach nad ta grupa biatek, gdyz nawet catkowite
wyeliminowanie jednego z motoré6w moze nie wptyngé na zmiang fenotypu (Goldstein 1991; Kalantari
i Filges 2020).

Do tadunkoéw transportowanych przez rodziny kinezyn-1 oraz kinezyn-3 naleza migdzy innymi
prekursory pgcherzykow synaptycznych (ang. synaptic vesicle precursor, SVPs) (Okada i in. 1995), (Q.
Cai, Pan, i Sheng 2007) zawierajace sktadniki konieczne do utrzymania funkcjonalnosci synaps. Dla
kinezyn-3 zidentyfikowanymi adaptorami tych tadunkéw sa lipryna-a (Miller i in. 2005) oraz
DENN/MADD (ang. MAP kinase-activating death domain protein) dla pecherzykéw zwigzanych z
Rab3 (Niwa, Tanaka, i Hirokawa 2008). Innym fadunkiem sg geste pecherzyki (DCV, ang. dense-core
vesicles) bedacych nosnikami monoamin, neuropeptyddéw sygnatowych oraz miRNA. W ich transporcie
dobrze udokumentowana jest rola KIF1A (kinezyny-3) (Lo i in. 2011), ale powigzano z nimi rowniez
kinezyny-1 (Lim, Rechtsteiner, i Saxton 2017). Warto w tym miejscu nadmienic¢, ze w niektorych typach
neuronéw oprocz synaps obecnych na koncach rozgalezien aksonu, kolbki synaptyczne moga sie
rowniez tworzy¢ na jego dtugosci, takie synapsy nazywa si¢ en passant (Parato i Bartolini 2021), co
sprawia, ze tadunek niesiony przez kinezyny niekiedy musi zosta¢ odtaczony przed dotarciem do
wierzchotka aksonu (Guedes-Dias i Holzbaur 2019).

Ze wzgledu na duza aktywno$¢ metaboliczng szczegélnie w rejonie synapsy, w aksonie
konieczna jest obecnos$¢ sprawnych mitochondriow. Okoto potowa z nich obecna jest w przestrzeni
presynaptycznej, gdzie zostajg zakotwiczone przez biatko syntafiling (Chen i Sheng 2013). Transport
tych organelli z ciata komorki odbywa sig¢ preferencyjnie przez kinezyny-1 (van Spronsen i in. 2013).
Istniejg przestanki o zaangazowaniu rowniez KIF1B w ten proces, aczkolwiek, nawet jezeli bialka z
rodziny kinezyn-3 moga transportowa¢ mitochondria, ich rola nie jest niezbedna w tym procesie (Zhao
i in. 2001). Wigzanie si¢ kinezyn do mitochondriow zachodzi dzigki silnie konserwowanemu w
krolestwie zwierzat mechanizmowi tworzonemu przez dwa biatka adaptorowe, TRAK (znany réwniez
jako Milton) oraz Miro (van Spronsen i in. 2013). TRAK dziata jako adaptor wigzacy si¢ bezposrednio
z tancuchem ciezkim kinezyny oraz Miro, ktore z kolei zakotwicza si¢ w btonie mitochondrium.
Jednoczesnie Miro jest roOwniez wrazliwe na obecno$¢ jonéw wapnia, ktorych zwigzanie skutkuje

zmiang konformacyjng i zatrzymaniem transportu (X. Wang i Schwarz 2009).
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Kolejnym istotnym tadunkiem podroézujacym postgpowo wzdtuz aksonu, sg lizosomy/pdzne
endosomy, ktorych wspolnym markerem jest biatko zwigzane z btong lizosomalng 1 (ang. lysosomal-
associated membrane protein 1, LAMP1) (Ferguson 2018). Ma to kluczowe znaczenie w procesie
degradacji i recyclingu zuzytych fragmentow synaps, jako ze lizosomy wychodza niejako ,,naprzeciw”
powstajagcym w dalszych koncach autofagosomom. W momencie kontaktu moze doj$¢ do fuzji tych
dwodch organelli i utworzenia autofagolizosomu, ktdry nastgpnie zostaje przetransportowany przez
dyneing z powrotem do ciata komoérki dojrzewajac w trakcie tej podrozy (Maday, Wallace, i Holzbaur
2012). Zdaja si¢ to potwierdza¢ badania wskazujace, na niska kolokalizacj¢ markeréw lizosomalnych,
takich jak LAMP1 oraz zabarwienia przez LysoTracker™ pecherzykéw znajdujgcych sie¢ w poblizu
przestrzeni presynaptycznej. Natomiast gestos¢ pecherzykow pozytywnych dla obu tych sygnatow,
rosnie w miarg¢ zblizania si¢ do ciata komorki (Maday, Wallace, i Holzbaur 2012). W literaturze mozna
znalez¢ liczne doniesienia o zaangazowaniu kinezyn-1 w dostarczanie lizosoméw do dalszych
fragmentéw aksonu, czemu najprawdopodobniej posredniczy kompleks (Rosa-Ferreira i Munro 2011;
W. Du i in. 2016). Jednoczesnie pojawiaja si¢ rowniez doniesienia o petnieniu tej funkcji przez
kinezyny-2 (doktadniej KIF3A, KIF3B, KIF3C), jednakze ich rola jest duzo stabiej poznana (Hendricks
i in. 2010; Brown i in. 2005). Co ciekawe, mimo wypadkowego ruchu autofagosomow w kierunku ciata
komorki, w ich transport zaangazowane sg rowniez kinezyny-1. Objawia si¢ to licznymi przerwami w
podrézy autofagosomow wzdtuz aksonu i okazjonalnymi ruchami z powrotem w kierunku ,,plus” konca.
Z jednej strony moze to by¢ przejaw ,,przeciggania liny” pomi¢dzy dyneinami i kinezynami, z drugiej
moze za$ odpowiada¢ za precyzyjny mechanizm ich poprawnego ustawienia na mikrotubulach.
Kluczowg role w tym procesie zdaje si¢ odgrywac biatko adaptorowe JIP1, ktorego aktywacja skutkuje
inhibicjg kinezyny-1 i zwigkszeniem transportu do ciata komorki. Eksperymentalnie potwierdza to
wynik, w ktorym zablokowanie syntezy JIP1 skutkowalo utrudnieniem opuszczania przez
autofagosomy wierzchotkéw aksonow (Fu, Nirschl, i Holzbaur 2014). Nalezy tu dodaé, ze samo
dostarczenie swojego konkurenta w postaci dyneiny do koncowych odcinkéw aksonu jest jedng z
funkcji kinezyny-1 (Twelvetrees i in. 2016).

Jak opisano w poprzednim podrozdziale, MRNA przeznaczone do lokalnej translacji, musi
zosta¢ dostarczone do odleglych obszar6w aksonu. Jest ono rowniez transportowane przez kinezyny-1
wewnatrz specjalnych granul, zawierajacych oprocz RNA wiele wspomagajgcych biatek (Kanali,
Dohmae, i Hirokawa 2004). Dodatkowo wykazano réwniez transport niektorych biatek samego
rybosomu przez KIF4A (kinezyny-4) w aksonie (Bisbal i in. 2009).

Transport zalezny od kinezyn ma réwniez znaczenie dla dojrzewania aksonu. Nalezace do
kinezyn-3 KIF13B (nazywany dawniej GAKIN) zostato opisane jako odpowiedzialny za transport PIPs.
Przytoczone badanie sugeruje rowniez, ze jego dostarczenie do wierzchotka najdtuzszego neurytu w
dojrzewajgcym neuronie, ma udziat w specjalizacji do aksonu (Horiguchi i in. 2006). Podobnie KIF3A
(kinezyny-2) odpowiada za akumulacj¢ PAR-3 na koncu rosnacego aksonu, co roOwniez odgrywa istotna

role w polaryzacji neuronu (Nishimura i in. 2004). Natomiast KIF4A, przedstawiciel kinezyn-4,
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transportuje integryn¢ f1 do mtodego aksonu, ktorej obecnos$¢ jest istotna dla jego odzialywania z
obecng w macierzy zewnatrzkomorkowej lamining i w konsekwencji sprawnego wydtuzania (Heintz i
in. 2014). Podobnie ta sama kinezyna zostata powigzana z transportem pg¢cherzykow zawierajacych
transbtonowe biatko L1, bedace jednym z kluczowych czynnikéw adhezji, koniecznym dla

prawidlowego prowadzenia aksonu (Peretti i in. 2000).

1.2.3 Kinezyny w transporcie dendrytycznym

Ze wzgledu na bardziej ztozony uktad mikrotubul, badanie transportu w dendrytach stanowi
znacznie wigksze wyzwanie niz aksonalnego. Jednocze$nie warto podkreslic, ze opisana
skomplikowana nawigacja w mieszanej orientacji mikrotubul, dotyczy ssaczych neuronéw. W innych
szeroko stosowanych w biologii molekularnej modelach, jak muszka owocowa czy nicienie C. elegans
utozenie mikrotubul w dendrytach odbiega od tego u krggowcow (Tempes i in. 2020), stad badania
nawet wysoce homologicznych kinezyn, w ré6znych modelach, mogg dawa¢ niespdjne rezultaty. Przez
dlugi czas pozostawalo niejasne, ktore kinezyny aktywnie lokalizuja si¢ do dendrytéw w ssaczych
neuronach, a ktore sa jedynie biernie transportowane przez inne motory, w tym rowniez dyneine, ktora
w poczatkowych odcinkach dendrytéw moze prowadzi¢ transport postepowy (Kapitein i in. 2010).
Badania Lipki i wsp. rzucily na te kwesti¢ $wiatto, wskazujac jedynie niektérych przedstawicieli
kinezyn-3 (KIF1A, KIF3B, KIFC) oraz kinezyn-4 (KIF21A, KIF21B) jako zdolnych do aktywnego
transportu do dendrytow (Lipka i in. 2016). We wspomnianym badaniu wykorzystano jednoczesng
produkcje fuzyjnego biatka PEX-RFP-FKBP, zawierajacego sekwencje kierujacg do peroksysomow
(PEX), biatko czerwonej fluorescencji (RFP) oraz domeng FKBP12 (ang. FK506 binding protein), wraz
ze zmodyfikowanymi kinezynami zawierajacymi domen¢ FRB (ang. FKBP12-rapamycin binding
domain). Po dodaniu rapalogu, domeny FRB oraz FKBP12 ulegaja zwigzaniu, umozliwiajac $ledzenie
wymienionych kinezyn zwraca uwage brak gtdwnego motoru odpowiedzialnego za aktywny transport
w aksonach, czyli konwencjonalnej kinezyny-1. Moze to by¢ zwigzane z preferencjg tego motoru do
acetylowanej tubuliny, ktora jest ubogo reprezentowana w dendrytach. W cytowanym badaniu jednak,
wykorzystano skrocone formy kinezyn, w celu unikniecia zjawiska autoinhibicji. Konsekwencja jest ich
niezdolnos¢ do wigzania fadunkéw. Tym samym o ile wydaje sig, Zze sama domena motoryczna kinezyn-
1 unika lokalizacji do dendrytow, inne badania sugeruja, ze po zwigzaniu z odpowiednim tadunkiem
kinezyny-1 sa zdolne do transportu do tego przedziatu (Setou i in. 2002). Jednocze$nie wiele doniesien
na temat transportu dendrytycznego przez kinezyny-1 cytowanych w literaturze przegladowej, pochodzi
z badan nad bezkrggowcami, a nie ssakami (Kelliher i in. 2018; Yan i in. 2013; Hoerndli i in. 2013).

W jaki doktadnie sposob kinezyny odrdzniaja, ktore tadunki majg trafic do aksonu, a ktore do
dendrytow pozostaje intensywnie badanym tematem. Oprocz wspomnianych modyfikacji

potranslacyjnych samej tubuliny, duze znaczenie w sterowaniu ruchem motoré6w zdajg sie mie¢ biatka
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MAP, jak np. DCLK1 (ang. doublecortin like kinase 1) zaangazowane w kierowanie kinezyn-3 do
dendrytow (Lipka i in. 2016). Za mechanizm rozpoznawania biatek zwigzanych z mikrotubulami przez
kinezyny, przynajmniej czgsciowo moga odpowiadaé réznice w budowie domeny motorycznej. Huang
1 wsp. wykazali, ze podmiana metodami inzynierii genetycznej 12-stej petli z KIFSA na analogiczng z
KIF1A skutkuje utrata przez te pierwsza preferencji wzglgdem aksonu (C. Huang i Banker 2012).
Wypadkowo za regulacje transportu odpowiadaja zarowno modyfikacje mikrotubul oraz zwiazane z
nimi biatka, jak i same tadunki kinezyn i ich adaptory (Nabb, Frank, i Bentley 2020).

Cze$¢ transportowanych w dendrytach tadunkéw pokrywa sie z tymi aksonalnymi, wliczajac
mitochondria (Zinsmaier, Babic, i Russo 2009), DSV (Lipka i in. 2016) czy mRNA (Hirokawa 2006).
Inne jednak, sa $cisle zwigzane z funkcja dendrytdw jako miejsca odbierania sygnalow i sg sktadnikami
synapsy. Do najwazniejszych naleza liczne podjednostki receptorow wigzacych chemiczne sygnaty w

synapsach. Te najlepiej opisane wymieniono w Tabeli 2.2.

Tabela 1.2. Przyklady podjednostek receptoréow transportowanych przez kinezyny w dendrytach.

Kinezyna Receptor Adaptor (je$li znany) | Zroédlo

KIF17 (kinezyny-2) Podjednostka N2RB | - (Yiniin. 2011)
receptora NMDA

KIF21B (kinezyny-4) Podjednostka y2 receptora | TRIM3 (Labonté, Thies,
GABA i Kneussel 2014)

KIF5A oraz KIF5C | AMPA protrudyna (Brachet i in.

(kinezyny-1) 2021)

KIF13A (kinezyny-3) AMPA centauryna-al (Gutiérrez i in.

2021)

Kinezyny-2 sg rowniez odpowiedzialne za transport kadheryn (Teng i in. 2005) oraz B-kateniny (Liang
i in. 2020) - biatek majacych kluczowe znaczenie w adhezji komorek, ich odziatywan pomig¢dzy sobg
oraz rozwoju drzewka dendrytycznego. (Tan i in. 2010). Jednakze na moment pisania tej pracy nie
wykazano bezposredniego transportu kadheryn przez KIF3 w dendrytach.

Z kolei badania Ghiretti i wsp. powigzaty KIF21B (kinezyny-4) z transportem sygnatowych
endosomow zawierajacych receptor TrkB po zwigzaniu z BDNF w kierunku ciata komorki (Ghiretti i
in. 2016). Niedawno inna grupa réwniez potwierdzita to zjawisko (Ganchala i in. 2023). Jest to o tyle
interesujgce, ze taki model transportu dla tego tadunku zostat opisany wielokrotnie jako pelniony przez
dyneing (Liotiin.2013; Ayloo iin. 2017). Moze to by¢ jednak zrozumiate biorac pod uwage mieszana
orientacj¢ mikrotubul w dendrytach. W cytowanej pracy Ghiretti i wsp. sugeruja wspotprace tych dwoch
motoréw w nawigowaniu w skomplikowanym srodowisku dendrytu. Co wigcej autorzy sugeruja, ze to

dyneina jest wiodagcym motorem w tym ruchu, jako ze pecherzyki TrkB/BDNF poruszaja si¢ szybciej

36



niz KIF21B w jakichkolwiek innych warunkach (Ghiretti i in. 2016). Stanowitoby to ciekawy przyktad
wspotpracy dwoch odwrotnie zorientowanych motorow, w prowadzeniu tadunku we wspolnym

kierunku.

1.2.4 Wybrane niekanoniczne funkcje kinezyn

Obszernos¢ rodziny kinezyn, z ktorych wigkszo$¢ powstata na skutek duplikacji istniejagcych
gendw (paralogi) pozwolita na silng specjalizacje poszczegdlnych jej cztonkow (Wickstead, Gull, i
Richards 2010). Podczas gdy w wielu sytuacjach te same fadunki mogg by¢ transportowane przez rézne
motory (punkt 1.2.2 oraz 1.2.3), w innych interakcja wymaga na tyle specyficznych odziatywan, ze
moga je pelic tylko wyspecjalizowane biatka. Co wigcej, specjalizacja niektorych kinezyn zaszta tak
daleko, ze oprocz udzialu w transporcie komérkowym, nabyly one nowe funkcje, niezwigzane
bezposrednio z przenoszeniem tadunku wzdluz mikrotubul, stad bywaja one okreslane mianem
niekanonicznych. Niektore z nich petnione sg przez nie réwnolegle ze swoja rola w transporcie (KIF3A,
KIF21B), za$ w przypadku innych kinezyn sg ich wiodacag aktywnoscia (KIF2C, KIF11). W niniejszym

podrozdziale zostaty opisane wybrane z nich.
Kinezyny-1

Konwencjonalne kinezyny z rodziny pierwszej, oprocz licznych opisanych w poprzednich
podrozdziatach funkcji transportowych, pelnig réwniez dodatkowsa role w organizacji cytoszkieletu.
Wynika to z faktu, ze oprocz domeny motorycznej, rowniez domena ogona na koncu karboksylowym
jest w stanie wigza¢ si¢ do mikrotubul. Taki uklad, umozliwia kinezynie-1 przesuwanie dwoch
mikrotubul wzgledem siebie, wigzac sie do kazdej przeciwnym koncem (Jolly i Gelfand 2010).
Zjawisko to zostato wskazane jako istotne zarowno w rozwoju aksonu, jak i w jego regeneracji na skutek
uszkodzen, jednakze wigkszo$¢ wynikow na ten temat pochodzi z badan w modelach bezkregowcow

takich jak muszka owocowa ; He i in., 2020).
Kinezyny-2

W obrgbie rodziny kinezyn-2, mozna rozrézni¢ te tworzace heterodimery KIF3A, KIF3B i
KIF3C (co zostato opisane w punkcie 1.2.1.) oraz homodimer KIF17. Rodzina ta, jest szeroko
opisywana w literaturze ze wzglgdu na swoja role w rozwoju i utrzymaniu rzgsek. Jak opisano w punkcie
1.1.3, wzdtuz catej rzeski rozlokowane sa liczne receptory i kanaty jonowe, ktére musza zosta¢ tam
dostarczone, oraz wymagaja wymiany na nowe w miar¢ zuzycia. Podobnie nowe dimery o i B-tubuliny
wydhuzajace ,,plus” koniec w trakcie wzrostu. Co wigcej, biatka efektorowe niektorych szlakow
sygnatowych potrzebuja translokacji do rzegski w celu aktywacji. Jednoczesénie, przy granicy blony
komorki i blony rzgski, wystepuje tzw. strefa przejSciowa (ang. transition zone) zawierajaca sktadajace
si¢ z szeregu biatek, gesto upakowane wtokna, ktore utrudniaja swobodna dyfuzje w obu kierunkach

(Gongalves i Pelletier 2017). Tym samym, za wprowadzanie, wyprowadzanie tadunkéw z rzeski jak i
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utrzymanie samych mikrotubul odpowiada tzw. transport wewnatrzrzgskowy (ang. intraflagellar
transport, IFT). Pomimo pewnych podobienstw, transport ten jest jednak w znacznym stopniu
odmiennym od aksonalnego czy dendrytycznego. Ladunki wewnatrz rzeski transportowane sg w postaci
duzych kompleksow biatkowych nazywanych powszechnie w literaturze ,,pociagami IFT” (ang. IFT
trains). Owe ,,pociagi” zbudowane sg z dwoch duzych kompleksow biatek: IFT-A oraz IFT-B, do
ktorych wigza si¢ tadunki. Za ich transport w kierunku ciata komorki odpowiada dyneina za
posrednictwem adaptora TULP3 (ang. Tubby-related protein 3), za$§ do czubka rzeski przenosza je
wiasnie kinezyny-2. Uczestniczg w tym zaréwno hetereodimeryczne KIF3A/KIF3B, KIF3A/KIF3C, jak
i homodimery KIF17. Co wazne, mimo iz kompleksy transportowane w obie strony sktadajg si¢ z tego
samego zestawu biatek, ich struktura i utozenie wzglgdem siebie jest rozne, zaleznie czy transportowane
sg postepowo czy wstecznie (Webb, Mukhopadhyay, i Roberts 2020). Co wigcej, transport rzgskowy
zdaje si¢ by¢ precyzyjnie zorganizowany. Nie wystepuje tu ,,przeciaganie liny” pomiedzy odwrotnie
zorientowanymi motorami, jak ma to miejsce w dendrytach i aksonie (Mul, Mitra, i Peterman 2022).
,Pociagi” IFT tworza si¢ U podstawy rzeski, gdzie nastepnie przekraczajg strefe przejsciowa
transportowane przez kinezyny, podczas gdy dyneina pozostaje z nimi zwigzana jako bierny tadunek.
Po dotarciu do wierzchotka, nastgpuje przebudowanie kompleksow i to Kinezyny staja si¢ biernym
tadunkiem dla dyneiny. Doktadny mechanizm reorganizacji kompleksow i zmiany motorow wciaz
pozostaje tematem intensywnych badan, jednak pewien udziat moga w tym mie¢ kinazy, jak CILK1
(ang. ciliogenesis associated kinase), ktora po dotarciu do czubka rzeski fosforyluje kinezyny (Chaya i
in. 2014). Inni autorzy natomiast donosza, jakoby fakt dotarcia do konca mikrotubul byt wystarczajacy
do rearanzacji transportu (Nievergelt i in. 2022). Kluczowe znaczenie kinezyn jak i samego transportu
dla utrzymania rzeski, potwierdzaja eksperymenty, w ktérych pozbawienie komorek ekspresji genu
KIF3A skutkuje ich calkowitym zanikiem. Indukowanie takiego fenotypu jest czesto wykorzystywane
jako model badania ciliopatii (Quinlan, Tobin, i Beales 2008). KIF17 pozostajac zaangazowane w
transport, zdaje si¢ nie by¢ kluczowe dla samego rozwoju i obecnosci rzeski (Funabashi i in. 2017).
Oprocz utrzymania rzgsek, kinezyny odpowiadaja rowniez za transport tadunkéw koniecznych dla
peienia przez nie funkcji sygnatowych. Jako przyktad mozna wymieni¢ transport opsyn w rzgsce
fotoreceptoréw siatkowki (Marszalek i in. 2000), czy wspomnianych juz biatek efektorowych GLI w
$ciezce Shh (Carpenter i in. 2015).
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Ryec. 1.7. Transport wewnatrzrzeskowy (IFT). Zar6wno rozpuszczalne (np. fragmenty mikrotubul),
jak i nierozpuszczalne (np. biatka transbtonowe) tadunki sg transportowane w postaci dlugich
»pociagow” zbudowanych z biatkowych kompleksow IFT-A oraz IFT-B. Formuja si¢ one przy
podstawie rzeski, skad przechodzac przez strefe przejéciowa. transportowane sg przez kinezyny-2 do
Wierzcholka Po dotarciu do celu, nastepuje reorganizacj a kompleksow, a tadunki przeznaczone do ciata

Kinezyny-4

KIF4A nalezaca do kinezyn-4, oprocz transportu, pelni réwniez funkcje zaleznej od aktywnosci
neuronalnej kontroli apoptozy mtodych neuronéw w dojrzewajagcym moézgu. Odbywa si¢ to poprzez
czynnik transkrypcyjny poli-[ADP-rybozo] polimeraza (PARP1, ang. Poly [ADP-ribose] polymerase,),
ktorego aktywacja m.in. chroni komorki przed wej$ciem w apoptoze. Znajdujacy si¢ rowniez w jadrze
KIF4A taczy si¢ z PARP1 przy pomocy domeny na koncu karboksylowym, a w efekcie hamuje jego
dzialanie. Na skutek aktywno$¢ neuronalnej, kiedy dochodzi do pojawienia si¢ jonéw wapnia, kinaza
zalezna od kalmoduliny-2 (CaMKII) inicjuje odtgczenie KIF4A od PARPI1, co przywraca jego
funkcjonalnos¢. Co wiecej, rozbicie kompleksu, skutkuje opuszczeniem przez KIF4A jadra
komoérkowego, a nastgpnie oddaleniem si¢ wzdluz mikrotbul do neurytéw, co zapobiega jego
ponownemu zwigzaniu z PARP1 (Midorikawa, Takei, i Hirokawa 2006). Szeroko cytowane w
literaturze sa rowniez prace opisujace zdolnos¢ Xklpl (ang. Xenopus kinesin-like protein 1) bedacego
homologiem KIF4 u Xenopus laevis do hamowania dynamiki mikrotubul, rozumianej jako zmniejszanie
zaro6wno tempa wzrostu, jak i liczby katastrof (Bieling, Telley, i Surrey 2010) (Bringmann i in. 2004).
Roéwniez inni przedstawiciele rodziny kinezyn-4 oprocz funkcji transportowych zdaja si¢ regulowac
dynamike mikrotubul. KIF21A zostala opisana jako kinezyna wigzaca si¢ do koncow i analogicznie jak
Xklp1 hamujaca ich przemiany (van der Vaart i in. 2013). Blisko z nig spokrewniona kinezyna KIF21B,
zostata juz wspomniana w poprzednim podrozdziale jako kluczowy motor dendrytyczny. Jednoczesnie
i ona posiada wplyw na dynamike mikotubul, jednakze w przeciwienstwie do siostrzanej KIF21A

zamiast blokowaé¢ zarowno wzrost, jak i skracanie, jej obecnos¢ na ,,plus” koncu mikrotubuli zdaje si¢
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indukowac¢ katastrofy. Sugerowany mechanizm polega na hamowaniu wzrostu jedynie pojedynczych
protofilamentéw, co skutkowatoby zaburzeniem budowy na koncu mikrotubuli, a w konsekwencji jej
rozpadem. Co cickawe, za t¢ aktywnos$¢ odpowiada nie domena motoryczna, a zlokalizowana na drugim
koncu tancucha polipeptydowego domena zawierajaca powtorzenia WD40. (van Riel i in. 2017). Warto
wspomnie¢, ze istnieja badania, ktore sugeruja, ze to aktywno$¢ neuronalna odpowiada za
»przetaczanie” pomiedzy funkcjami transportowymi KIF21B, a tymi regulujacymi dynamike
mikrotubul (Ghiretti i in. 2016). Dodatkowo Muhia i wsp. wykazali, ze brak KIF21B skutkuje
zaburzeniem rozwoju kolcéw dendrytycznych (Muhia i in. 2016). Mozliwe, ze jest to zwigzane z jego
rolg w regulacji dynamiki mikrotubul. Mimo iz kolce dendrytyczne buduje aktyna, to do zmian ich
morfologii zwigzanych z aktywnoS$cig neuronalng konieczna jest przej§ciowa penetracja przez rosnace
mikrotubule (Jaworski i in. 2009).

Co ciekawe KIF7 begdace rowniez przedstawicielem rodziny-4 jest podobnie jak cztonkowie
rodziny-2 (KIF3A, KIF3B) zaangazowane w aktywacj¢ $ciezki Shh. KIF7 gromadzi si¢ w koncoéwce
rzeski, gdzie jego obecno$¢ wydaje si¢ kluczowa dla aktywacji biatek GLI, aczkolwiek doktadny
mechanizm tej aktywacji pozostaje niejasny (Yue i in. 2022). Jest to o tyle interesujace, ze KIF7
powszechnie jest uwazane za niezdolne do aktywnego ruchu po mikrotubulach (Yue i in. 2018; M. He

i in. 2014). By¢ moze wiec, zostaje przetransportowane do czubka rzeski przez inne motory.
Kinezyny-5

Kolejna kinezyna szeroko badang ze wzgledu na swoje niekanoniczne funkcje jest nalezaca do
rodziny 5, KIF11 (eg5). Zostata ona wspomniana w punkcie 1.2.1 ze wzgledu na swoja nietypowa
budowe w postaci homotetrameru, z dwiema parami domen motorycznych ustawionych
antyrownolegle. Podczas gdy KIF11 jest zdolny do ruchu wzdluz mikrotubul, jest bardzo wolnym
motorem, (nawet okoto 100 wolniejszym od dyneiny) w efekcie spowalniajac inne kinezyny zwigzane
do tego samego tadunku. Jego specyficzna budowa natomiast, umozliwia odziatywanie z dwiema
mikrotubulami jednocze$nie, a w konsekwencji przesuwanie ich wzglgdem siebie (Kapitein i in. 2005).
Odgrywa to istotng rol¢ w rozwoju neuronu. Badania Meyers 1 wsp. wykazaty, ze KIF11 jest kluczowy
dla prawidtowego rozwoju aksonu, jednakze jego zahamowanie nie skutkuje inhibicja tego procesu jak
wiekszos¢ przytoczonych wczesniej przyktadéw, a jego przys$pieszeniem. Aksony neurondéw
pozbawionych KIF11 zdaja si¢ takze nie ulega¢ skracaniu (retrakcji) oraz nie reaguja na zewnetrzne
czgsteczki sygnalowe. Tworzy to w ogdlnym ujeciu obraz utraty kontroli nad jego rozwojem. Podstawa
tego mechanizmu, zdaje si¢ by¢ aktywnos¢ KIF11 jako ,.hamulca” transportu dtuzszych fragmentow
mikrotubul do aksonu przez inne motory, co pozwala na doktadniejszg regulacje (Myers i Baas 2007).
Jego aktywnos$¢ ma réwniez wplyw na migracje neuroprogenitoréw. W tym przypadku rowniez, jego
hamujace dziatanie na rozwoj cytoszkieletu zapewnia prawidtowe umiejscowienie komorek, za$ jego
nadprodukcja skutkuje spowolnieniem migracji (Falnikar, Tole, i Baas 2011).

Kinezyny-13
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Jak opisano w punkcie 1.2.1 rodzina kinezyn-13 nie posiada zdolno$ci ruchu, na skutek
umiejscowienia domeny motorycznej posrodku tancucha polipeptydowego. Zamiast tego, jej
charakterystyczng cechg jest zdolno$¢ do depolimeryzacji mikrotubul (Desai i in. 1999) (Howard i
Hyman 2007). Najszerzej opisanym przedstawicielem tej rodziny jest KIF2C znany roéwniez jako
MCAK (ang. mitotic centromere-associated kinesin, mitotyczna kinezyna zwigzana z centromerem)
(Friel i Howard 2011). Co ciekawe, KIF2C wykazuje aktywno$¢ na obu koncach mikrotubul. Dodatnie
reszty aminokwasow zawarte w domenie szyi umozliwiaja wstepne zwigzanie z mikrotubulg. W tym
stanie, kinezyna moze przesuwac si¢ w ktorgkolwiek strone, az dotrze do jednego z koncow mikrotubuli.
Po dotarciu tam, wigzanie staje si¢ znacznie silniejsze, a w konsekwencji domena motoryczna powoduje
wygiecie protofilamentow, co ulatwia ich pekniecie. Hydroliza ATP jest konieczna w tym procesie,
zaréwno do aktywacji samego biatka, jak i uwalniania kinezyny od §wiezo usunigtych dimeréw tubuliny
(Ritter i in. 2016). Co wazne, do jednego konca moze si¢ zwigzac¢ jednoczesnie wiecej niz jedno biatko
KIF2C, tym samym potegujac efekt (Oguchi i in. 2011). W neuronach aktywnos¢ ta jest kluczowa dla
regulowania dlugosci mikrotubul. Ma to réwniez znaczenie dla neuroplastycznosci i w konsekwencji

zdolnosci uczenia si¢ (Zheng i in. 2022).

Ryc. 1.8. Przykladowe funkcje pelnione przez kinezyny w neuronie. A. Transport
aksonalny/dendrytyczny w kierunku ,,+” kofica mikrotubul petniony przede wszystkim przez kinezyny-
1 oraz kinezyny-2. B. Transport w kierunku ,,-’ konca mikrotubul, unikalny dla rodziny kinezyn-14. C.
Aktywna depolimeryzacja mikrotubul, wspomagana przez kinezyny-13. D. Transport fragmentow
mikrotubul  ustawionych jedynie w odpowiedniej orientacji przez kinezyny-5. E.

2020.
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1.2.5 Wzajemna regulacja kinezyn i elementéw $ciezek sygnalowych

Ze wzgledu na istotng rolg transportu mikrotubularnego w funkcjonowaniu komorki, oraz liczne
dodatkowe funkcje pelnione przez kinezyny, nie jest zaskakujace, ze sa one regulowane przez wiele
sciezek sygnatowych. Jednoczesnie, regulacja ta bywa niekiedy dwukierunkowa. Mozna tu wymieni¢
cho¢by rodzing kinezyn-2 (KIF3A, KIF3B), i ich istotng role w transporcie rzgskowym, co jest
potrzebne do wspomnianej w punkcie 1.2.3 aktywacji biatek GLI2 i GLI3 w $ciezce Shh. Podobnie
sciezka PDGF zdaje si¢ polegaé na transporcie rzeskowym, cho¢ bezposrednia rola kinezyn (Schneider
i in. 2010; Umberger i Caspary 2015). Oprocz tego kinezyny zostaty powiazane ze Sciezkami: kinazy
syntazy glikogenu (GSK3)(G. Morfini i in. 2004; Rathgeber i in. 2015), kaskadzie sygnatowej MAPK
(Liang i Yang 2019) czy Wnt (Wei i in. 2021; Li i in. 2022, 23; Puri i in. 2021)

Jako ze, efektorami wielu $ciezek sygnalowych sa kinazy, jednym z mechanizméw regulacji
kinezyn moze by¢ ich fosforylacja. Jednoczesnie modyfikacja ta moze wptywac na aktywnos¢ kinezyn
wielorako (Tempes i in. 2020). Z jednej strony badania na muszce owocowej wykazaty, ze fosforylacja
kinezyny-1 na reszcie serynowej 181 oraz 182 moze promowac wyjscie kinezyny ze stanu autoinhibicji
(Kelliher i in. 2018), z drugiej, fosforylacja reszty serynonwej 175 skutkowata z kolei ustabilizowaniem
autoinhibicji i zmniejszeniem sity, (ang. stall force) z jaka kinezyna moze transportowaé tadunek
(DeBerg i in. 2013). Podobnie Morfini i wsp. wykazali, ze u myszy fosforylacja reszty serynowej 176
kinezyny-1 przez JNK3 skutkuje zmniejszonym powinowactwem do mikrotubul, a w konsekwencji
mniejsza procesywnoscig (G. A. Morfini i in. 2009). Mechanizmy te zdaja si¢ by¢ istotne m.in. dla
regulowania miejsca dostarczenia tfadunku. Ich zaburzenie, na przyktad poprzez wykorzystanie mutacji
fosfomimetycznej (imitujgcej stan permanentnej fosforylacji), moze skutkowa¢ dostarczeniem tadunku
przeznaczonego do dendrytow do aksonu (Kelliher i in. 2018). Mechanizm dezaktywacji poprzez
fosforylacje wykazano rowniez dla innych kinezyn, np. KIF11 (kinezyny-5) moze by¢ fosforylowany
na reszcie treoninowej 926 przez CDKL1, co skutkuje jej utrata funkcji do wigzania mikrotubul.
Wystepowanie tej modyfikacji zdaje sie zaleze¢ od fazy cyklu komérkowego (Blangy i in. 1995). Co
wigcej, praca Kahn i wsp. donosi jakoby ta sama pozycja KIF11 byta fosforylowana w neuronach przez
CDKS5, za$ dodanie reszty fosforanowej korelowato z obecnoscia biatka w dendrytach, za$ jej brak —w
aksonie. Sugeruje to mozliwy mechanizm regulacji miejsca przeznaczenia. (Kahn i in. 2015). CDK5
fosforyluje rowniez innego przedstawiciela kinezyn — KIF2A (depolimeryzujaca mikrotubule rodzina
13). Rownolegta fosforylacja przez CDKS i PAK1(ang. p21-activated kinase 1) odpowiednio treoniny
474 i seryny 503 biatka KIF2A skutkuje zmniejszeniem jego powinowactwa do mikrotubul, a w
konsekwencji ostabieniem ich depolimeryzacji. Jednocze$nie w tej samej pracy autorzy wskazali, ze
fosforylacja reszty treoninowej 482 tej samej kinezyny przez ROCK?2 (ang. Rho associated coiled-coil
containing protein kinase 2) , skutkuje z kolei jej aktywacja i nasileniem depolimeryzacji mikrotubul
(Ogawa i Hirokawa 2015).
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Bardzo istotng ze wzgledu na swoja role w komorce jest rowniez kinaza mTOR. Jest ona
kluczowym elementem szlaku sygnatowego PI3K/Akt/mTOR zaangazowanego w szereg procesOw
istotnych dla funkcjonowania komorki, przede wszystkim zwigzanych ze wzrostem i proliferacja.
Badania prowadzone w Laboratorium Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej w duzym stopniu
koncentruja si¢ wokot roli mTOR w rozwoju i patologii komoérki nerwowej. Jednocze$nie mimo
uzasadnienia podejrzenia zwigzku tak istotnej §ciezki z kinezynami, w literarurze wciaz jest niewiele
informacji na ten temat. Nastgpny rozdzial stanowi charakterystyke procesow komorkowych
regulowanych przez mTOR oraz probg podsumowania wiadomosci dostepnych w literaturze na moment

pisania pracy, na temat relacji mTOR i kinezyn.

1.3 Kinaza mTOR

Kinaza mTOR (ang. mammalian/mechanistic target of rapamycin, ssaczy/mechanistyczny cel
rapamycny) odgrywa kluczowa role we wzros$cie i dojrzewaniu wszystkich typéw ssaczych komorek.
Funkcjonuje ona w dwoch, duzych (~ 1 MDa) kompleksach nazywanych kompleksem I mTOR
(mTORC1) oraz kompleksem Il mTOR (mTORC?2). R6znig si¢ one sktadem zwigzanych bialek, z czego
unikalne dla mTORCI1 sg Raptor oraz PRAS40, zas dla mTORC?2 - Rictor, mSinl oraz Protor. Oprocz
tego, oba kompleksy zawieraja ten sam zestaw biatek w postaci: mMLST8, Deptor, Ttil oraz Tel2 (Switon
i in. 2017). Co istotne, oba kompleksy funkcjonuja jako dimery. Specyficznym inhibitorem mTORCI1
jest rapamycyna (sirolimus). Wigze si¢ ona z opiekunczym biatkiem FKPBI12, z ktérym bedac w
kompleksie cechuje si¢ silnym powinowactwem do domeny FRB mTOR, blokujac jej aktywnos¢
katalityczng. Kompleks mTORC2 uchodzi za niewrazliwy na rapamycyng, jednakze jej przewlekte
podawanie skutkuje obnizeniem jego aktywnosci, by¢ moze przez ograniczenie dostgpnosci biatka
MTOR (Sarbassov i in. 2006). Natomiast szeroko stosowanymi inhibitorami obu komplekséw mTOR,
sg INK-128 (Sapanisertib) (H. Jiang i Zeng 2015) oraz AZD-8055 (Chresta i in. 2010). Aktywacja
zarowno mTORCI, jak i mTORC2 prowadzi do calej kaskady zdarzen, ktorych wspolnym
mianownikiem jest wzrost komorki, oraz w wielu przypadkach rowniez proliferacja. Trudno znalez¢
proces zwigzany ze wzrostem komorki, w ktorym wspomniane kompleksy nie odgrywatyby
przynajmniej posredniej roli. W generalnym ujeciu, aktywacja mTOR nastgpuje w wyniku dostatecznej
dostepnosci substancji odzywczych oraz na skutek zewnatrzkomorkowych sygnatow pobudzajacych do
wzrostu, czynige mTOR gltéwnym czynnikiem promujagcym wzrost, W sprzyjajacych dla komorki
warunkach. Jednoczesnie funkcje i regulacja obu kompleksoéw pozostajag w znacznym stopniu odmienne,
przy czym dla kompleksu pierwszego sg one znacznie lepiej poznane. Podczas gdy oba kompleksy
aktywowane sg za posrednictwem PI3K przez czynniki wzrostu i hormony, w przypadku kompleksu
pierwszego dobrze poznano szereg specyficznych mechanizmow regulacji. Do najwazniejszych nalezg
te zalezne od dostgpno$ci aminokwasow oraz stanu energetycznego, komorki (wyrazonego jako

stosuneck AMP do ATP). W biologii molekularnej, najczesciej stosowanym markerem aktywnosci
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mTORCI jest fosforylowana forma rybosomalnego biatka S6 (seryny 242/244 lub 235/236), za$ dla
MTORC2 fosforylowana kinaza Akt (seryna 473) (Switon i in. 2017).

+  TSC1-TSC2

*  rapamycyna
+ aminokwasy +  wysoki stosunek AMPATP
*  glukoza

J + czynniki wzrostu GSK-3p
* aktywnosc neuronalna J

‘ mTORC1 \;

autofagia o
«  franskrypcja *+  wzrost komorki
* franslacja *  proliferacja B
+  wzrost komorki *  promowanie przezycia
+  proliferacja * dynamika aktyny

Ryc. 1.9. Uproszczony schemat kompleksow mTOR, ich regulacji i funkcji.

1.3.1 Kontrola translacji przez mTOR

Pozytywna kontrola translacji jest najczesciej opisywanym dziataniem kompleksu mTORCI.
Odbywa sie ona przede wszystkim poprze fosforylacje dwoch substratow Pierwszym z nich jest biatko
wigzace czynnik inicjacji translacji 4E 1(4E-BP1, ang. eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein 1,), co umozliwia uwolnienie i aktywacjg eukariotycznego czynnika elongacji translacji
4E (elF4E, ang. eukaryotic translation initiation factor 4E,) bedgcego zasadniczym czynnikiem
promujacym translacje zalezng od czapeczki mRNA. Druga Sciezka, jest fosforylacja kinazy p70S6
(S6K1), co prowadzi do jej aktywacji, czego konsekwencja jest m.in. fosforylacja biatka S6 bedacego
sktadnikiem podjednostki 40S rybosomu, 0 czym wspomniano w punkcie 1.3 (G. Y. Liu i Sabatini
2020). Jednakze, fosforylacja tego ostatniego okazuje si¢ nie by¢ kluczowa w procesie translacji
zaleznej od mTORCI1. Badania udowodnily, Ze usunigcie W sekwencji S6 wszystkich pigciu seryn
mogacych by¢ celem S6K1 nie skutkuje zablokowaniem translacji (Ruvinsky i in. 2005), jakkolwiek
moze mie¢ wplyw na powstawanie nowych rybosomoéow (Chauvin i in. 2014). Samo S6K1 réwniez
stymuluje ekspresje rybosomalnego RNA (Hannan i in. 2003). Jednak prawdopodobnie, najwazniejsza
dla stymulacji translacji przez S6K1, jest aktywacja elF4B (ang. eukaryotic translation initiation factor
4B) (Holz i in. 2005) oraz degradacja PDCD4 (ang. programmed cell death protein 4), bedacego z kolei
inhibitorem elF4A (ang. eukaryotic translation initiation factor 4A1) (Holz i in. 2005). Oba wymienione
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czynniki (elF4B oraz elF4A) naleza, podobnie jak wspomniany wczesniej elF4E, do kluczowych
komponentow kompleksu inicjacji translacji, wspomagajacego wigzanie mMRNA do rybosomu (Mishra,
Datey, i Hussain 2020).

Jak juz wspomniano w punkcie 1.1.4, oprocz typowej translacji odbywajacej si¢ w ciele
komorki, w neuronach w pewnym stopniu zachodzi ona roéwniez lokalnie, w dendrytach i aksonie.
Zaleznie od regionu, z ktorego pochodza komodrki nerwowe, badania wskazuja na 1200 — 2000 ré6znych
MRNA ulegajacych translacji w aksonie (Ostroff i in. 2019; Shigeoka i in. 2018), co wigcej
udowodniono, ze sam MTOR rowniez ulega lokalnej syntezie (Terenzio i in. 2018). Waznym
czynnikiem stymulujagcym lokalng translacj¢ w obrgbie synaps po stronie dendrytow jest BDNF. Do
najwazniejszych biatek, ktorych produkcja na skutek stymulacji BDNF zostaje zwigkszona w
dendrytach, mozna zaliczy¢: CamKIIa, GIuUAL (ang. glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit
1), Homer2, oraz DLG2 (ang. disks large homolog 2). Jednoczesnie rapamycyna hamuje zalezng od
BDNF lokalng translacj¢ GluAl oraz Homer2, co sugeruje mozliwe zaangazowanie mTOR (Schratt i
in. 2004). Podobnie badania Lee i wsp. wykazaty udziat mTOR w lokalnej translacji PSD95 (ang. post
synaptic density protein 95, biatko gestosci postsynaptycznej 95) w dendrytach na skutek stymulacji
insuling (C.-C. Lee i in. 2005). Istotno$¢ precyzyjnej regulacji translacji w dojrzewajacym neuronie
podkresla fakt, ze w pracy Lin i wsp. produkcja konstytutywnie aktywnej formy 4EBP1 wystarczyta
aby zniwelowac cze$¢ negatywnych skutkow hiperaktywnego mTORCI (T. V. Lin i in. 2016).

1.3.2 Regulacja transkrypcji przez mTOR

Kinaza mTOR zostala réwniez powigzana z regulacjg aktywnosci lub lokalizacji wielu
czynnikow transkrypcyjnych, wptywajac na funkcje wszystkich polimeraz RNA (Mayer i Grummt
2006), jak i rowniez regulacji syntezy miRNA poprzez stymulowanie degradacji niezbednego do ich
powstawania enzymu Drosha (Ye i in. 2015). Wsrod najlepiej opisanych czynnikow transkrypcyjnych,
mozna wyr6zni¢: Hifla, bedacy kluczowym w odpowiedzi na niedotlenienie (Land i Tee 2007),
SREBP1 kontrolujacy geny zaangazowane w metabolizm lipidéw i dostarczanie elementéw blon
komoérkowych (Porstmann i in. 2008), Mafl, sam w sobie regulujacy transkrypcj¢ zalezng od polimerazy
Il (Shor i in. 2010) czy TFEB, pod ktorego kontrola pozostaja kluczowe geny zaangazowane w
autofagie (Pefia-Llopis i in. 2011). Rowniez badania prowadzone w Laboratorium Neurobiologii
Molekularnej i Komorkowej opisuja zmiany transkrypcyjne powiazane z mTOR. Blazejczyk i wsp.
wykazali, ze w modelu epilepsji polegajacym na stymulowaniu neuronéw kwasem kainowym, dochodzi
do zwigkszonej ekspresji EImol, bedacego modulatorem dynamiki aktyny, za$ rapamycyna niweluje
ten efekt (Blazejczyk i in. 2017). Z kolei, praca Malik i wsp. wskazuje, ze ekspresja Ccnl, kodujacego
biatko Cyr61 jest konieczna dla stymulowanego przez mTOR wzrostu drzewka dendrytycznego (Malik
i in. 2013).
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1.3.3 mTOR i autofagia

Termin autofagia okresla zbiorczo szereg zjawisk polegajacych na kontrolowanym rozktadzie
przez komorke wilasnych elementow sktadowych, takich jak biatka, fragmenty blon, czy organella.
Wyréznia si¢ min. mikroautofagie, makroautofagi¢ czy autofagie zalezna od biatek opiekunczych (T.
Nie, Zhu, i Yang 2021). Ze wzgledu na tematyke projektu, w dalszej czgsci pracy omawiana bedzie
jedynie makroautofagia, nazywana odtad dla uproszczenia autofagig. Jest to proces degradacji
agregatow nieprawidlowo zwinietych lub uszkodzonych bialek, jak i catych organelli, poprzez
zamkniecie ich w otoczonym podwdjna blong pecherzyku zwanym autofagosomem, a nastgpnie fuzje z
lizosomem zawierajacym liczne enzymy proteolityczne (Griffey i Yamamoto 2022). Dodatkowo
rozroznia si¢ autoafgie selektywna, zalezng od trawionego substratu, w tym: mitofagia (mitochondria),
ERfagia (elementy siateczki $rod plazmatycznej, ang. endoplasmic reticulu, ER) czy agrefagia (agregaty
biatek). W warunkach niedoboru substancji odzywczych, autofagia odpowiada rowniez za uzyskiwanie
energii kosztem skladnikow komoérki. Tak pojmowany proces nazywany rowniez bywa autofagia
nieselektywna Za autofagie nieselektywna, jak i selektywna odpowiada ta sama maszyneria, jednakze
w tym drugim przypadku rozpoznanie, substratu przeznaczonego do degradacji, odbywa si¢ przez
specjalne receptory, wérod ktorych mozna wymieni¢ biatko p62/SQSTMI1, wigzace ubikwitynowane
agregaty biatek (Pankiv i in. 2007), czy FUNDCL1 (ang. FUN14 domain containing 1) rozpoznajacy
uszkodzone mitochondria (M. Chen i in. 2016). W obu podanych przyktadach, receptor wiaze
wspomniany substrat do autofagosomu poprzez zawarte w jego btonie biatko LC3 (ang. microtubule-
associated proteins 1A/1B light chain 3B, znane rowniez jako MAP1LC3B). Co wazne, proces ten petni
szczegolng role w neuronach, gdzie bazowy poziom autofagii selektywnej pozostaje wysoki, niezaleznie
od dostgpnosci substancji odzywczych. Rozwdj i wydluzanie neurytdw, jak i dziatanie synaps, wymaga
czestej wymiany zawartych w nich organelli jak i fragmentow bton (Boland i in. 2008). Najwiecej
autofagosomdéw powstaje na koncach aksonow (jeden co okoto 20 min. w neuronach hipokampalnych).
Nastepnie sg z duzg wydajnoscia transportowane do ciala komoérki w celu dojrzewania i degradacji.
Tworzenie autofagosomow zachodzi rowniez obrebie denrytow i ciala komorki, cho¢ ze znacznie
mniejsza czestotliwoscig (Maday i Holzbaur 2014). W ostatnich latach coraz wigcej doniesien w
literaturze podkresla istotng role autofagii w procesie neuroplastycznosci i ochrony przed chorobami
neurodegeneracyjnymi (Fleming i Rubinsztein 2020; Stacchiotti i Corsetti 2020).

Poniewaz w generalnym ujeciu, autofagia jest procesem zwigzanym z oszczgdzaniem energii, i
zatrzymaniem wzrostu, stymulacja proliferacji i rozowju komorki musi si¢ wigzac z jej zatrzymaniem.
Kompleks kinazy mTOR dokonuje tego poprzez fosforylowanie kilku istotnych sktadnikow tej Sciezki:
ULK1 (ang. unc-51-like kinase 1), Atgl3 (ang. autophagy-related protein 13) oraz AMBRAL (ang.
autophagy and beclin 1 regulator 1) (Ganley i in. 2009; Nazio i Cecconi 2013). Jednocze$nie dobrze

znanym skutkiem stosowania rapamycny jest efekt odwrotny, czyli nasilenie autofagii.
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1.3.4 Wplyw mTOR na cytoszkielet

Pomimo, ze doniesienia o wplywie kinazy mTOR na cytoszkielet pojawiaja si¢ wielokrotnie w
literaturze, doktadny mechanizm tej interakcji jest stabo poznany (Switon i in. 2017). Do najlepiej
opisanych nalezy wplyw mTORC?2 na organizacj¢ aktyny, oddziatujgc min. na rodzing matych GTP-az
Rho (Jacinto i in. 2004; Sarbassov i in. 2006). Badania przeprowadzane przez Huang i wsp. wykazaty,
ze warunkowe usunigcie biatka Rictor, bedacego kluczowym elementem mTORC2 skutkuje
zablokowaniem polimeryzacji aktyny i zwigzanej z nig plastyczno$ci synaptycznej w mysich neuronach
(W. Huang i in. 2013). Podobnie, inne badania wskazuja na posrednig rolg mTORC2 w regulacji
polimeryzacji aktyny poprzez fosforylacje kinazy biatkowej C (PKC, ang protein kinase C), ktora
nastgpstwie kolei kontroluje aktywnos¢ czynnikow promujacych wydhuzanie filamentéw aktynowych,
czyli MARCKS (ang. myristoylated alanine-rich C-kinase substrate,) oraz GAP-43 (ang. growth
assosciated protein 43) (Angliker i Riiegg 2013).

Wplyw mTOR na mikrotubule jest znacznie stabiej poznany. Jednym z substratow mTORCI
potencjalnie zaangazowanym w regulacje dynamiki mikrotubul lub ich oddziatywan biatkowych jest
biatko $ledzace plus konce mikrotubul - Clip-170 (J. H. Choi i in. 2002; Swiech i in. 2011). Choi i wsp.
wykazali, iz zablokowanie fosforylacji Clip-170 przez mTOR przy uzyciu rapamycyny skutkuje
dysocjacja CLIP-170 od ,+” koncéw mikrotubul i zmniejszeniem stabilno$ci mikrotubul. Jednak
wynikow tych nie potwierdzily prace prowadzone w naszym laboratorium (Tempes i in. 2024).
Natomiast Swiech i wsp (2011) wykazali, iz fosforylacja Clip-170 przez mTOR wptywa na jego
interakcje z biatkiem IQGAPL. Interakcja ta, ma kluczowe znaczenie w odzialywaniu mikrotubul z F-
aktyna, a w konsekwencji prawidtowa morfologi¢ dendrytéw (Swiech i in. 2011). W koncu praca Jiang
i Yeung wskazuje na role CLIP-170 w deregulacji dynamiki cytoszkieletu i penetracji mikrotubul do
korteksu korowego w komoérkach pozbawionych TSC2, charakteryzujacych si¢ nadmierng aktywoscia
mTORCL1 (X. Jiang i Yeung 2006).

Interesujaca jest natomiast relacja kinazy mTOR z pierwotnymi rz¢skami. Dobrze znany w
literaturze jest fakt korelacji dtugosci rzeski z poziomem autofagii. U komoérek hodowanych in vitro
najdiuzsze rzeski mozna zanotowac po osiggnieciu przez nie konfluencji, co jest zgodne z opisanym w
punkcie 1.1.3 mechanizmem powigzania rzeski z zatrzymaniem cyklu komorkowego. Podobnie
glodzenie, jest czynnikiem sprzyjajacym obecnosci i dtugosci rzeski (Kiprilov i in. 2008). Badania
prowadzone przez Park i wsp. dowodza, ze mysie fibroblasty ze zmutowana, nadaktywng formag mTOR
cechuja sie krotszymi rzgskami i uposledzeniem samego procesu ich powstawania. Jednocze$nie
fenotyp ten ulega odwrdceniu po zastosowaniu rapamycny (Park i in. 2018). Jak opisano w punkcie
1.3.3, jedna z najlepiej opisanych funkcji mTORCI jest zahamowanie autofagii. Jednoczesnie relacja
pomiedzy autofagia, a wzrostem rzeski jest ztozona i zdaje si¢ by¢ sprzezona w obu kierunkach. Z jednej

strony rzgska promuje autofagi¢ (Orhon i in. 2016), zgodnie z tym Pampliega i wsp. wykazali, ze

47



komorki bez funkcjonalnych rzgsek cechuja obnizonym jej poziomem. Jednakze, w tej samej pracy
autorzy sugeruja, ze aktywna autofagia skutkuje skracaniem rzgsek na skutek ograniczenia dostepnos$ci
czynnikow potrzebnych do jej wzrostu (Pampliega i in. 2013). Z drugiej strony inne badania donosza,
ze w procesie autofagii dochodzi min. do degradacji biatka OFD1 bedacego inhibitorem rozwoju rzgski
z okolic centrioli (Z. Tang i in. 2013), co promuje jej wzrost. Z literatury wytania si¢ zatem ztozony
obraz, wskazujacy, ze doktadna relacja miedzy autofagia, a pierwotna rzeska nie pozwala na proste

przewidywania na temat jej wzrostu.

1.3.5 Regulacja kinazy mTOR

Ze wzgledu na szerokie spektrum dziatania oraz pobudzanie wzrostu komorek, oba kompleksy
kinazy mTOR podlegaja skomplikowanej sieci regulacji. W klasycznym ujeciu, aktywno$§¢ mTOR
zalezy od dostgpnos$ci substancji odzywczych, tym samym bedac ,,centrum decyzyjnym” promujacym
wzrost komorki w sytuacji ich dostatecznej ilosci. Bezposrednim aktywatorem mTORCI1 jest mata
GTPaza Rheb (ang. Ras homolog enriched in brain), ktéra w formie zwiazanej z GTP jest w stanie
aktywowa¢ mTOR, najpewniej powodujac zmiane konformacyjng. Jednocze$nie gldwnym inhibitorem
aktywno$ci mTORCI jest kompleks tworzony przez trzy biatka: hamartyne (TSC1), tuberyne (TSC2)
oraz towarzyszace im TBC1D7. W aktywnej formie kompleksu, TSC2 indukuje hydrolizg zwiazanego
z Rheb GTP do GDP, co skutkuje zahamowaniem jego aktywnosci, a w konsekwencji rowniez
mTORCI1. TSC1 natomiast min. zapobiega degradacji TSC2, chronigc je przed ubikwitynacja (Chong-
Kopera i in. 2006).

Najbardziej kanonicznym mechanizmem aktywacji mTORCI jest ten zalezny od dostgpnosci
aminokwasow. Kluczowg role w tym procesie odgrywa system nazywany Ragulator-Rag. Pierwsza
cze$¢ to sktadajacy sie z pieciu biatek Lamtor (Lamtorl-5) kompleks Ragulator (Yonehara i in. 2017).
Lamtorl zakotwicza caly kompleks w blonie lizosomu, gdzie znajduje si¢ réwniez wspomniana
wcze$niej GTPaza Rheb. Drugim sktadnikiem tego systemu, sg cztery biatka Rag, (RagA-RagD,
wystepujace zawsze jako heterodimery. W sytuacji dostgpnosci aminokwasow, dimery Rag wigzg sig
do mTORCI1 poprzez biatko Raptor, a nastgpnie promujg translokacj¢ catego kompleksu do blony
lizosomu, gdzie wigza si¢ do Ragulatora. W konsekwencji mTORC1 moze zosta¢ aktywowany przez
Rheb. Jak wspomniano wcze$niej, kompleks TSC1-TSC2 stanowi inhibitor tego procesu, jednakze w
sytuacji dostepnosci substancji odzywczych, kinaza Akt fosforyluje TSC2 dezaktywujac caty kompleks
i umozliwiajac Rheb pozostanie w formie zwigzanej z GTP (Inoki i in. 2003). Jest to takze punkt
sprzezenia miedzy oboma kompleksami mTOR, jako ze jednym z aktywatorow Akt jest mTORC2 (M.
Urbanska i in. 2012, 1; Baffi i in. 2021).

Drugg istotng $ciezkg aktywacji mTORCI jest aktywacja receptorow btonowych na skutek
dziatania hormonow (np. leptyny lub insuliny) oraz czynnikéw wzrostu takich jak naskorkowy czynnik

wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor,) (T i in. 2006), czynnik wzrostu nerwéw (NGF, ang. nerve
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growth factor,) (Z.-G. Wang i in. 2016) oraz BDNF (Skalecka i in. 2016) . Proces ten rozpoczyna si¢
przez zwiazanie si¢ przez nie z odpowiednim receptorem z rodziny RTK (ang. receptor tyrosine kinase,
receptory o aktywnos$ci kinaz tyrozynowych). Zwiazanie ligandu skutkuje zmiang konformacyjna
receptora, oraz najczesciej autofsforylacjg i dimeryzacja (Z. Du i Lovly 2018), a w nastgpstwie
rozpoczeciem dalszych kaskad sygnatowych. Jedna z nich, jest zwiazanie poprzez domene SH2, a w
konsekwencji aktywacje kinazy fosfofatydyloinozytolu-3 (ang. phosphoinositide 3-kinase, PI3K).
Skutkiem aktywnej PI3K jest kataliza produkcji PIP3 (fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu). PIP3
nastgpnie rekrutuje do blony kinaze Akt, co jest mozliwe dzieki obecnosci u tej drugiej domeny PH
(ang. pleckstrin homology domain, domena homologiczna do plekstryny). Po dotarciu do btony, Thr
308 Akt ulega fosforylacji  przez PDKI1 (kinazg zalezng od fosfofatydyloinozytolu). Nast¢pnie
fosforylacji Ser —473 Akt, co moze by¢ katalizowane przez rézne kinazy m.in. mTORC2 (Chua i in.
2009). Jak wspomniano wczesniej, aktywna kinaza Akt fosforyluje tuberyne, tym samym inaktywujac
kompleks TSC1-TSC2, umozliwiajac aktywacje mTOR (Ersahin, Tuncbag, i Cetin-Atalay 2015).
Jednoczesnie, na skutek dziatania receptorow RTK dochodzi do aktywacji Sciezki MAPK (ang. mitogen
activated protein kinase, kinazy aktywowanaa mitogenami). Jedng z jej konsekwencji jest rowniez
inaktywujaca fosforylacja TSC2, w tym przypadku przez ERK (ang. extracellular signal-regulated
kinase, kinaz¢ regulowang czynnikami zewnatrzkomérkowymi) (Ma i in. 2005). W neuronach,
aktywacja mTOR zachodzi rowniez na skutek sygnatéw specyficznych dla uktadu nerwowego. Takie
dzialanie ma np..BDNF (za posrednictwem $ciezki PI3K) wydzielany min. na skutek aktywnos$ci
neuronalnej (Takei i in. 2004), ale rowniez neuroprzekazniki takie jak glutaminian (Lenz i Avruch 2005)
czy dopamina (Schicknick i in. 2008).

Kolejnym kluczowym mechanizmem regulacji aktywnosci mTOR, jest stan energetyczny
komorki, wyrazony jako stosunek AMP do ATP. Za wykrycie tego stanu odpowiedzialna jest kinaza
aktywowana 5’AMP (ang. 5'AMP-activated protein kinase, AMPK). W momencie braku dostgpno$ci
sktadnikow odzywczych, dochodzi do wzrostu stezenia AMP, za$ kinaza ta ulega aktywacji, w
konsekwencji fosforylujac TSC2. Jednak w przeciwienstwie do fosforylacji przez Akt czy ERK, ta
modyfikacja skutkuje wzrostem aktywnosci kompleksu TSC1-TSC2 a tym samym inhibicja mTORC1
(Inoki, Zhu, i Guan 2003). Co wigcej, oprocz aktywacji gtdéwnego inhibitora, AMPK fosforyluje rowniez
Raptor, co skutkuje zwigzaniem si¢ do niego biatka z rodziny 14-3-3, a w konsekwencji inhibicje
catego kompleksu (Gwinn i in. 2008).

Jak opisano w punkcie 1.2.4, mTOR ma pewien udowodniony wptyw na regulacje rozwoju
rzesek. Relacja ta moze by¢ jednak dwukierunkowa. Jak sugerujg badania Boehlke i wsp., mechaniczne
pobudzenie rzgski w mysich komorkach nerki przez przeplyw plynow skutkuje obnizeniem aktywnosci
mTOR. Za mechanizm ten, zdaje si¢ odpowiada¢ zwickszona fosforylacja AMPK poprzez biatko Lkb1
(ang. liver kinase B1), gromadzace si¢ w ciatku podstawnym na skutek bodzca mechanicznego.
Jednoczesnie komorki pozbawione rzesek cechowaty sie¢ wigkszym rozmiarem przyczyniajac si¢ do

powstawania torbieli, przy czym stosowanie rapamycyny niwelowato ten efekt. (Boehlke i in. 2010a).
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W przeciwienstwie do mTORCI, regulacja mTORC?2 jest duzo stabiej poznana. Podobnie jak
kompleks pierwszy, mTORC2 ulega aktywacji na skutek dziatania czynnikow sygnalowych
stymulujacych PI3-kinaze (np. EGF, insulina) (M. Urbanska i in. 2012) oraz aktywnos$ci neuronalnej
(W. Huang i in. 2013). Innym opisanym mechanizmem kontroli jest fosforylacja biatka Rictor przez
GSK-3B w konsekwencji stresu zwigzanego z siateczka srodplazmatyczng (ang. ER stress). Fosforylacja
ta zaburza wigzanie substratow przez caty kompleks mTORC?2, skutecznie blokujac jego aktywnos¢ (C.-
H. Cheniin. 2011).

1.3.6 Kinaza mTOR w rozwoju neuronu

Jak wspomniano w poprzednich rozdziatach, mTOR odgrywa kluczowa role w dojrzewaniu i
wzroscie wszystkich typéw komorek. Mutacja powodujaca brak aktywnosci domeny kinazowej w genie
MTOR u myszy skutkuje $miercig embrionu (Murakami i in. 2004). Podobnie, $miertelny jest brak
kluczowych komponentow tworzacych kompleksy mTORC1 oraz mTORC2, czyli biatek Raptor i
Rictor (Guertin i in. 2006). Wykorzystanie techniki warunkowego wyciszenia w mdzgu przy uzyciu
rekombinazy CRE, wykazato, ze komponenty kompleksow mTOR odgrywaja réwniez kluczowa role w
rozwoju ukladu nerwowego. Usuni¢gcie w moézgu myszy biatka Raptor (kompleks mTORC1)
skutkowato $mierciag zwierzecia niedtugo po urodzeniu, jednocze$nie stwierdzono mikrocefalig i
znacznie zmniejszong liczbe komorek (Cloétta i in. 2013). Usuniecie Rictor (kompleks mTORC?2)
rowniez skutkowato mikrocefalia, ale fagodniejsza niz w przypadku braku kompleksu pierwszego, za$
myszy byly w stanie przetrwac jaki$ czas po urodzeniu (Thomanetz i in. 2013). Jednoczesnie w obu
przypadkach, komorki nerwowe byly znacznie mniejsze niz u zwierzat kontrolnych, a drzewka
dendrytyczne uproszczone (Skalecka i in. 2016; Thomanetz i in. 2013).

Obserwowana mikrocefalia i znaczne zmniejszenie liczby komoérek wskazuje, ze mTOR
konieczny jest juz na etapie neurogenezy. lIstotnie, badania na myszach wskazujg, ze brak
funkcjonalnego mTORCT skutkuje nie tylko wydtuzeniem cyklu komorkowego i zmnigjszeniem liczby
podziatow neuroprogenitorow, ale rowniez ich czestszg apoptoza (Cloétta i in. 2013). Podobnie dobrze
znana jest funkcja mTORC2 w promowaniu przezywalnosci (Hung i in. 2012). Roéwniez poprawna
migracja dojrzewajacych neuronow, jest zalezna od wlasciwego dziatania $ciezki mTOR. Cho¢ w tym
wypadku, w literaturze najlepiej opisano zaburzenia zwigzane z jej nadmierng aktywacja (Magri i in.
2013; 2011; Tarkowski i in. 2019), skutkujace szeregiem patologicznych zmian w mézgu, CO Szerzej
opisano w kolejnym rozdziale.

Rowniez specjalizacja i wydluzanie aksonu sg regulowane przez mTOR. Jak wspomniano w
punkcie 1.2 rosnacy akson potrzebuje do prawidtowej nawigacji w przestrzeni zewnetrznych czgsteczek
sygnatowych. Cze$¢ z nich dziala ,przyciagajaco” (chemoatraktanty, np. netryna-1), za$ inne
,»odpychajaco” (chemorepelenty, np. semaforyna 3A, Slit) (Stoeckli 2018). Wykazano, ze dodanie

rapamycyny uposledza odpowiedz aksonu na wspomniane czasteczki sygnatowe (Holt i in., 2006). Ma
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to najprawdopodobniej zwigzek z obnizeniem lokalnej translacji w stozku wzrostu, co okazuje si¢ by¢
kluczowe dla prawidtowej nawigacji aksonu (Campbell i Holt 2001). Znana jest rowniez rola mTOR w
regeneracji aksonu w nastepstwie uszkodzen (Williams i in. 2020; Miao i in. 2016).

Stosunkowo dobrze opisanym w literaturze zjawiskiem, jest wptyw mTOR na rozwoj drzewka
dendrytycznego (Jaworski i in. 2005; Kumar i in. 2005; Skalecka i in. 2016; Jossin i Goffinet 2007).
Traktowanie rapamycyna skutkuje uproszczeniem drzewka dendrytycznego w neuronach hodowanych
in vitro, nawet w przypadku ich jednoczesnej stymulacji BDNF czy insuling (Jaworski i wsp., 2005;
Kumar i wsp., 2005; Urbanska i wsp., 2012). Podobny efekt mozna zaobserwowac wyciszajac ekspresje
genow Mtor i Rptor poprzez interferencje RNA lub knock-out (Jaworski i wsp., 2005; Urbanska i wsp.,
2012; Skalecka i in. 2016). Skalecka i wsp. wykazali rowniez ten efekt in vivo dla neurondw ziarnistych
powstajacych w opuszce wechowej myszy. Jednoczesnie wptyw mTORCI1 na rozwdj drzewka
dendrytycznego jest wielokierunkowy i wynika bezposrednio z jego roli w regulacji wielu procesow
komoérkowych, opisanych w poprzednich rozdziatach. W tym, wptywu na translacj¢, min. GluA
(Koscielny i in. 2017), modyfikacj¢ cytoszkieletu (Swiech i in. 2011), transkrypcje (Malik i in. 2013)
oraz autofagi¢ (Blazejczyk, Tkaczyk, Mlostek, Kisielewska i in., w przygotowaniu). Jednocze$nie nie
tylko mTORCI, ale rowniez mTORC?2 jest istotny w tym procesie, jako ze wyciszenie genu kodujgcego
biatko Rictor rowniez skutkuje uproszczeniem drzewka dendrytycznego (Urbanska i in. 2012; Skatecka
i in., 2016, Urbanska i wsp., 2017), co moze by¢ w pewnym stopniu powigzane z jego aktywnoscig w
regulowaniu dynamiki aktyny (Thomanetz i in. 2013; W. Huang i in. 2013) ale réwniez z kontrolg nad
$ciezkg mTORCI1 (Urbanska i in. 2012) oraz transportem dendrytycznym mRNA zaleznym od ZBP1
(ang. Z-DNA-binding protein 1) (Urbanska i wsp., 2017).

1.3.7 Rola mTOR w patologii stwardnienia guzowatego

Ze wzgledu na tak istotny udziat w regulacji licznych proceséw komoérkowych, zaburzenia w
aktywno$ci mTOR sg przyczyng wielu chorob. Wérdd nich mozna wymienic liczne nowotwory (Pépulo,
Lopes, i Soares 2012), choroby neurodegeneracyjne (Perluigi, Di Domenico, i Butterfield 2015),
otytos¢, cukrzyce lub wspomniang juz wielotorbielowatos¢ nerek (Laplante i Sabatini 2012). Choroba,
ktoérej podtoze jest od wielu lat badane w Laboratorium Neurobiologii Molekularnej i Komodrkowe;j jest
stwardnienie guzowate (ang. tuberous sclerosis complex, TSC). Bezposrednig przyczyna choroby sa
mutacje w genach TSC1 badz TSC2, kodujacych odpowiednio hamartyne oraz tuberyne, tworzacych tak
jak opisano w punkcie 1.2.5 kluczowy kompleks hamujacy mTORC1, co skutkuje jego hiperaktywacja
(Switon i in. 2016). Jednoczesnie mutacje w TSC2 uwazane sa za powazniejsze w skutkach (Sancak i
in. 2005). Powszechnie w literaturze pojawia opinia, ze stwardnienie guzowate wpisuje si¢ w model
,,dwoch uderzen” (ang. two hits) Knudsona. Zgodnie z nim, chorzy rodza si¢ z jednym uszkodzonym
allelem odziedziczonym od rodzicow badz powstalym w wyniku mutacji w rozwoju zarodkowym, a

zmiany patologicznie tworzg si¢ na skutek proliferacji komorek, w ktorych doszto do nabytej mutacji w
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drugim allelu (utrata heterozygotycznosci) (Knudson 2001; Feliciano i in. 2013). Wystgpowanie TSC
szacuje si¢ miedzy 1:6000 a 1:10000 zywych urodzen. U pacjentdw choroba objawia si¢ przede
wszystkim licznymi, niezto§liwymi guzami (okre§lanymi jako hamartoma) w wielu narzadach ciala, w
tym nerkach, skorze, ptucach oraz w mézgu. Wsréd zmian w obrebie tego ostatniego wyr6ézni¢ mozna:
podwyscidtkowe guzki okotokomorowe (SEN; ang. subependymal nodules,), guzy korowo-podkorowe
(ang. crotical/subcortical tubers) oraz olbrzymiokomoérkowe gwiazdziaki podwysciotkowe (SEGA,
ang. supependymal giant cell astrocytomas). Typowo, u chorych wystgpuje epilepsja (85% pacjentow)
(Paolo Curatolo, Bombardieri, i Jozwiak 2008), ktorej napady rozpoczynaja si¢ czgsto przed pierwszym
rokiem zycia. U niemowlat przybieraja one najczgséciej postac ,,spazmow niemowlecych” (ang. infantile
spasms) (Uysal i Sahin 2020). Jednocze$nie napady bywaja bardzo czeste (nawet do 100 dziennie) oraz
lekooporne, co sprawia, ze stosowane jest rowniez leczenie chirurgiczne (K. Zhang i in. 2013). Oprocz
epilepsji, stwardnieniu guzowatemu zazwyczaj towarzyszy zespot objawdw neurologicznych nazywany
TANDs (ang. TSC associated neuropsychiatric disorders, zaburzenia neuropsychiatryczne
towarzyszace TSC), do ktorych zaliczy¢é mozna niepelnosprawnos$¢ intelektualng zaburzenia ze
spektrum autyzmu, deficyty uwagi czy zaburzenia lgkowe (de Vriesi in. 2015). W przesztos$ci uwazano,
ze objawy ze strony uktadu nerwowego wynikajg bezposrednio z obecnos$ci w mdzgu zmian takich jak
guzki korowe, jednakze nowsze badania na modelach zwierzgcych, wykazaly wystepowanie zarowno
epilepsji, jak i TANDs nawet bez obecnosci widocznych guzéw w mozgu (Lozovaya i in. 2014). Warto
jednak nadmieni¢, iz u ludzi istnieje silna korelacja miedzy epilepsja i wystepowaniem zmian
anatomicznych w korze mozgowej, w szczegdlnosci guzkow korowych, ktorych otoczenie czgsto jest
zrodtem aktywnosci epileptogennej a ich chirurgiczne usunigcie bywa jednym ratunkiem dla pacjentow
z lekooporna padaczka. Z drugiej strony brakuje silnej korelacji pomigdzy wystepowaniem guzkow czy
SEGA a takimi objawami neuropsychiatrycznymi jak spektrum autyzmu czy podwyzszony poziom
leku. Tym samym za te patologiczne objawy TSC prawdopodobnie w gldwnej mierze odpowiadaja:
zaburzenia $ciezek sygnalowych na poziomie komérkowym i nieprawidlowe tworzenie potaczen
miedzy neuronami (J. M. Han i Sahin 2011; V. Tsai i in. 2014), nieprawidtowosci w strukturze warstw
kory wynikajace z zaburzonej migracji neuroprogenitorow (Feliciano 2020) oraz nieprawidtowa
rOwnowaga neurotransmisji pobudzajacej (transmisjaglutamatergiczna) do hamujacej (transmisja
GABAergiczna) (Sarlo i Holton 2021). Warto doda¢, ze nasilenie objawdéw cechuje sie bardzo duza
réznorodnos$cig pomiedzy pacjentami, co w duzej mierze zalezy od charakteru mutacji (catkowita lub
czg¢sciowa utrata funkcji; mutacja w TSC2 vs. TSC1). W niektérych wypadkach diagnoza moze dotyczyé
jedynie zmian skornych, bez objawow ze strony uktadu nerwowego (Henske 1 in. 2016; Uysal i Sahin
2020).

W leczeniu stosuje si¢ inhibitory mTOR jak wspomniana wielokrotnie w pracy rapamycyna
(sirolimus), oraz jej pochodne nazywane ogo6lnie rapalogami. Ich dtugotrwate stosowanie jest skuteczne
w tagodzeniu objawow choroby, jednakze wigze si¢ z licznymi efektami niepozgdanymi. Do

najwazniejszych nalezg konsekwencje uposledzenia uktadu odpornosciowego, czyli zwigkszona
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zapadalno$¢ na infekcje oraz ostabienie gojenia ran. Jednoczesnie przerwanie terapii, skutkuje szybkim
nawrotem patologicznych zmian. Natomiast w zapobieganiu napadom padaczkowych, szczegolnie u
dzieci, najlepsze efekty daje wigabatryna. Jej mechanizm dziatania wigze sie z zwiekszeniem stezenia
GABA w centralnym uktadzie nerwowym, co jest w zgodzie z teorig o przyczynie epilepsji w TSC
zwigzanej z zaburzeniem balansu miedzy sygnalami hamujacymi i pobudzajacymi w mozgu (P.
Curatolo, Verdecchia, i Bombardieri 2001). Co wigcej, jak sugeruje Zhang i wsp. dziatanie wigabatryny

moze wynikac z jej bezposredniego odziatywania na samg $ciezke mTOR (B. Zhang i in. 2013).

1.3.8 Nadmierny wzrost neuronu w stwardnieniu guzowatym

Na poziomie pojedynczego neuronu, hiperaktywacja mTORC1 objawia sie przede wszystkim
nadmiernym wzrostem catej komorki, jak 1 niekontrolowanym, rozgalezieniem drzewka
dendrytycznego, co efektywnie mozna modelowaé wykorzystujac neurony hodowane in vitro (Jaworski
i in. 2005; Malik i in., 2015). Zgodnie z przewidywaniami, taki sam fenotyp mozna zaobserwowac
w przypadku mutacji z utratg funkcji w genach TSC1 lub TSC2 in vivo (Feliciano 2020). Podobnie
wyciszanie ekspresji wspomnianych genow np. przez interferencje RNA rowniez skutkuje fenotypem
nadmiernego wzrostu (Malik 1 wsp., 2015). Jak wykazaly badania nad mutantami TSC2
0 zrdznicowanym poziomie ekspresji, wystarczy by spadia ona do okoto 30 % naturalnego poziomu, by
wywotaé¢ hiperaktywacj¢ mTOR (Yuan i in. 2012). Jednocze$nie rapamycyna powoduje zatrzymanie
patalogicznego fenotypu zaréwno in vitro jak i in vivo, co stanowi bezposredni dowod na kluczowsg
funkcjg¢ mTORC1 w rozwoju choroby (Switon i in. 2016). Natomiast rola kompleksu mTORC2
w fenotypie stwardnienia guzowatego pozostaje niejasna, aczkolwiek wigkszo$¢ literatury donosi
0 obnizeniu jego aktywno$ci w przypadku TSC (J. Huang i in. 2008). Jak opisano w poprzednich
punktach tego rozdziatu, kinaza mTOR kontroluje niemal wszystkie procesy zwigzane z wzrostem
komorki, tym samym jej wplyw na nadmierny rozrost neuronu jest wielokierunkowy. W dalszej czesci
tego podrozdziatu podsumowano funkcje mogace odpowiadac za te zaleznos¢.

Zjawiskiem, ktore moze przyczyniac sie¢ do obserwowanego, nadmiernego wzrostu komorki przy
hiperaktywacji mTOR jest zahamowanie autofagii (opisana w punkcie 1.3.3). Sprawia to, ze komorki
rosng nawet przy ograniczonej dostepnosci substancji odzywczych, co zostalo zaobserwowane
w guzach obecnych w TSC (Parkhitko i in. 2011; Reis i in. 2021). Jednak obnizenie autofagii ma jeszcze
jedng konsekwencj¢. Prawidtowy rozwoj neuronu wigze si¢ z eliminacja niektorych synaps (ang.
synapse pruning), co jest istotne w procesie dojrzewania mozgu. Autofagia odgrywa w tym zasadnicza
rolg, umozliwiajac degradacje elementéw nadmiarowych synaps. Hiperaktywacja mTOR skutkuje
uposledzeniem tego procesu, co zostalo powigzane z rozwojem zaburzen ze spektrum autyzmu,
wystepujacych rowniez w stwardnieniu guzowatym. Jednocze$nie rapamycyna zdaje si¢ lagodzi¢ te

objawy w mysim modelu TSC (G. Tang i in. 2014).
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Jak wspomniano, nadmierny wzrost drzewka dendrytycznego jest charakterystyczna cecha
neuronéw pochodzacych z hodowli komoérkowych w modelu TSC. Jednakze w przypadku preparatow
pochodzacych od pacjentow, stopien zmiany ztozonosci drzewka dendrytycznego w TSC jest rézny
i zalezy od badanego rejonu moézgu (Mlostek i in. 2023). Niewatpliwie jednak, cytoarchitektura
neuronow ulega zaburzeniu, rOwniez poza obszarem guzoéw (Marcotte i in. 2012), za$ nieprawidtowosci
w rozwoju drzewka dendrytycznego przyczyniaja si¢ do objawow epilepsji (Kumari i Brewster 2023).
Wsroéd mozliwych efektoréw tego procesu, mozna wymieni¢ biatko HIFla (ang. hypoxia-inducible
factor 1a), ktorego obecnos¢ okazywata si¢ kluczowa dla rozwoju dendrytow powodowanym brakiem
Tscl (Land i Tee 2007), oraz biatko macierzy Cyr61 (ang. cysteine-rich angiogenic inducer 61), ktore
ulga zwigkszonej produkcji w przypadku wyciszenia Tsc2, a nadekspresja samego genu Cyr61 jest
wystarczajaca to uzyskania fenotypu rozro$nictego drzewka dendrytycznego (Malik i in. 2013).

Oprocz nadmiernego wzrostu dendrytdow, rOwniez nawigacja aksonu pozostaje zaburzona.
Hiperaktywacja mTORCI na skutek obnizenia poziomu Tsc1/Tsc2 powoduje nadmierny wzrost aksonu,
zar6wno in vitro, jak in vivo, skutkujac nieprawidtowo umiejscowionymi (ektopowymi) aksonami (Y-
J. Choi i in. 2008). Pewng role pelnig tu spowodowane nadmierng aktywnoscia mTOR zaburzenia
translacji, szczeg6lnie lokalnej w stozku wzrostu aksonu (Takei i in. 2004; Kelleher i Bear 2008). Inne
badanie wskazuje na zaburzenia w prawidtowej nawigacji aksonu na skutek obnizonej odpowiedzi na
efryny w neuronach o obnizonej ekspresji Tsc2 (D. Nie i in. 2010).

Istotnym procesem we wzros$cie neuronu, jest organizacja cytoszkieletu, w ktorej jak opisano
w punkcie 1.3.4, w pewnym stopniu uczestniczag oba kompleksy mTORC. Jednakze, ich rola
W zaburzeniach obserwowanych w TSC pozostaje niejasna. Niemniej, w preparatach z tkanki guzoéw
mozgu pacjentow cierpigcych na TSC, wykazano nieprawidlowe funkcjonowanie mikrotubul,
objawiajace si¢ min. wystgpowaniem licznych komoérek o dwoch jadrach. Zmiany te powigzano
z zaburzeniami $ciezki Rock2, a w efekcie matej GTP-azy Rho, bedacej min. regulatorem dynamiki
mikrotubul (Ferrer i in. 2014). Podobnie, w mysim modelu o obnizonej ekspresji Tsc2, wykazano
nieprawidlowa strukture mikrotubul oraz nadmierng fosforylacje biatka Tau min. w hipokampie
(Gassowska-Dobrowolska i in. 2023). Rowniez organizacja aktyny wydaje si¢ by¢ nieprawidlowa w
TSC. W modelu szczurzych neuronéw hipokampalnych, wykazano, Zze obnizenie ekspresji Tsc2
prowadzi, do zwigkszenia objetosci, ale zmniejszenia liczby kolcow dendrytycznych. Autorzy badania
sugerujg zwigzek ze zwickszona aktywnos$cia kofiliny, bedacej istotnym biatkiem depolimeryzujacym
aktyne. Co ciekawe, kompleks TSC1/TSC2 zdaje si¢ rowniez wptywac na cytoszkielet aktynowy na
drodze niezaleznej od mTOR, poprzez regulacje Racl (ang. ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)
(Goncharova i in. 2004).

Nieoczywisty jest natomiast los pierwotnych rzesek w fenotypie stwardnienia guzowatego.
Cytowana uprzednio praca Park i wsp. opisuje, ze mysie linie komorkowe z mutacjg p.Cys1483Tyr
w genie Mtor, ktora skutkuje jego nadmierng aktywno$cig cechujg sie zaburzonym rozwojem rzesek.

Co wazne, autorzy donoszg rowniez, ze zaobserwowali podobny fenotyp na preparatach z mozgoéw
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pacjentow z mutacja w Tsc2 (Park i in. 2018). Jednakze wptyw hamartyny oraz tuberyny na rzgski zdaje
si¢ by¢ duzo bardziej ztozony. Niektore badania na mysich embrionalnych fibroblastach (MEF) sugeruja
wrecz, ze wyciszenie, ktorejkolwiek z nich skutkuje dtuzszymi rzeskami (Hartman i in. 2009), lub ze
brak TSC2 wplywa na skrocenie rzesek, zas TSCI na ich wydtuzenie (Rosengren i in. 2018). Oba
artykuty donosza jednak o lokalizowaniu si¢ hamartyny w cialku podstawnym. W drugim ze
wspomnianych badan, autorzy bezposrednio sugeruja, ze oprocz regulacji mTORCI1 biatka TSC1 oraz
TSC2 pelnia inne, niezalezne od siebie funkcje. W przypadku braku TSC1 miato doj$¢ do wzrostu
autofagii pomimo jednoczesnej zmierzonej wickszej aktywnosci mTORCI, co moze by¢ powigzane
Z zaangazowaniem tego pierwszego w $ciezke sygnatowa Hh. Podobnie, jak opisano w punkcie 1.2.4,
wplyw autofagii na rzeski, jest ztozony, a w literaturze brak jest konsensusu na ten temat. Tym samym
ostateczny fenotyp dluzszych/krotszych rzesek moze zaleze¢ w wigkszym stopniu od innych

czynnikow, niz zahamowania autofagii przez mTOR (Rosengren i in. 2018).

1.3.9 Wzajemna regulacja mTOR i kinezyn w transporcie wewnatrzkomérkowym

Jak przedstawiono w niniejszym rozdziale, aktywny mTOR pobudza szereg procesow
zwigzanych ze wzrostem komorki. Tym samym, uzasadnione jest podejrzenie, ze jednym z nich moze
by¢ transport wewnatrzkomorkowy. Wezesniejsze badania prowadzone w Laboratorium Neurobiologii
Molekularnej i Komoérkowej wykazaty wigzanie si¢ amfisomow do dyneiny przez kompleks AP2 jako
adaptor (Kononenko i in. 2017). Co wigcej, nowe wyniki badan sugeruja, ze liczba kompleksow
dyneiny-dynaktyny-AP2 zwigksza si¢ po dodaniu rapamycny, sugerujagc mozliwy udziat mTORCI
(Tempes i in. 2023). Jednocze$nie w ciggu ostatnich kilku lat, w literaturze pojawia si¢ coraz wigcej
doniesien na temat powiazania kinezyn ze $ciezkg sygnatowa mTOR, cho¢ w przewazajacej wigkszosci
dotycza one komorek nieneuronalnych i pochodza z badan nad nowotworami. Tym samym na moment
pisania tej pracy watek ten wciaz pozostaje stabo poznany. W niniejszym podrozdziale, zebrano niektore
z dostepnych informacji na ten temat.

Jak wynika z badan Urbanskiej i wsp. zalezna od mTORC?2 fosforylacja ZBP1 na serynie 181,
jest kluczowa dla jej mobilno$ci i prawidtowej lokalizacji w punktach rozgateziania dendrytéw. Jako
motor odpowiedzialny za transport zidentyfikowano KIF5A (kinezyny-1). Co ciekawe, zastosowanie
mutacji uniemozliwiajacej fosforylacje ZBP1, powoduje jej zwigkszone odziatywanie z kinezyna,
wigksza predkos¢ transportu, oraz mniejszg liczbg przerw w ruchu. Prowadzi to jednak do zaburzenia
lokalizacji ZBP1 a w konsekwencji zaburzen lokalnej syntezy biatek i uproszczenia drzewka
dendrytycznego (A. S. Urbanska i in. 2017).

KIF1B bedaca przedstawicielem kinezyn-3 i jednoczes$nie kluczowym biatkiem zar6wno w
transporcie aksonalnym jak i dendrytycznym, zostala réwniez powigzana z transportem mRNA
kodujacego zasadowe biatko mieliny (ang. myelin basic protein, MBP) w oligodendrocytach. Rolg tej

kinezyny miatby by¢ transport mRNA do peryferyjnych wypustek, zas obnizenie ekspres;ji genu KIF1B
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mialoby skutkowa¢ nieprawidlowg lokalizacjg translacji MBP w cytoplazmie i w efekcie zaburzeniem
mielinizacji komoérek nerwowych (Lyons i in. 2009). Niedawno Muhia i wsp. opublikowali badanie, w
ktérym wskazujg na istotng role mTOR w regulacji cytoszkieletu oligodendrocytow, co jest kluczowym
krokiem w procesie mielinizacji. Co wigcej, autorzy wskazuja na bezposrednig stymulacje ekspres;ji
genu KIF1B przez mTOR, a w efekcie sprawniejszy transport mRNA kodujacego MBP (Musah i in.
2020).

Jak opisano w punkcie 1.3.5 jednym z podstawowych mechanizméw regulacji mTORCI, jest
jego aktywacja na blonie lizosomu w czym posredniczy kompleks Ragulator-Rag. Jednakze w stanie
niedoboru aminokwaséw, mTORC1 powinien opusci¢ blone lizosomu i pozosta¢ w znacznej mierze
rozproszony w cytoplazmie. Niedawne badania na muszce owocowej opublikowane przez Jang i wsp.
sugeruja, ze za translokacje TORCI1 z lizosomu odpowiada transport mikrotubularny oraz Klp61F
(kinezyny-5) bedaca homologiem KIF11 (Jang i in. 2020). Co wigcej, autorzy wykazali podobny
mechanizm rowniez w ludzkiej linii komérkowej HEK293E, wskazujac bezposrednie wigzanie przez
domene motoryczng KIF11 komponentu mTORC1 w postaci biatka mLST8. Warto tu przypomniec, ze
KIF11 funkcjonuje jako homotetramer posiadajacy po dwie pary domen motorycznych po przeciwnych
stronach. Zaréwno zaburzenie mikrotubul poprzez traktowanie komorek kolchicyng jak i wyciszenie
KIF11 majg skutkowa¢ brakiem inhibicji mTORCI1 w stanie niedoboru aminokwasow. Co wazne, efekt
ten jest jednostronny, jako ze ponowna stymulacja mTOR przez dostgpnos¢ aminokwaséw zachodzi
nawet w pozbawionych KIF11 komorkach (Jang i in. 2020).

Jak zostato juz opisane w podrozdziale dotyczacym rzesek pierwotnych, wzrost autofagii
pozytywnie koreluje z ich dtugoscia i vice versa. Jak sugeruja Wang i wsp. inhibicja autofagii przez
aktywny mTOR, skutkuje degradacja KIF3A przez ubikwitynacje¢ i degradacj¢ w proteasomie, co
przynajmniej czesciowo przeklada si¢ na skrocenie rzesek (Lai i Jiang 2020). Jednoczesnie jak
wspomniano w punkcie 1.3.5 rzgski maja funkcjonalne hamujacy wptyw na mTORCI1 poprzez Lkbl i
AMPK (Boehlke i in. 2010a), tym samym ujawniajac mechanizm sprzezenia zwrotnego pomiedzy
KIF3A i mTOR. Inne biatko z rodziny kinezyn-2, KIF3C zostato z kolei wymienione przez Gao i wsp.
jako petnigce rolg w patologii glejaka wielopostaciowego. Autorzy donosza, ze nadprodukcja KIF3C
jest zwigzana z silniejszg proliferacja jak i inwazyjnoscig komorek nowotworowych, za$ jej wyciszenie
ze ztagodzeniem fenotypu. Miatoby si¢ to odbywaé poprzez aktywacje $ciezki PI3K/Akt, ktorej mTOR
jest jednym z efektoréw, cho¢ cytowane badanie nie Wykazuje bezposrednio odziatywania z tym
ostatnim (Gao i in. 2020).

Bardzo podobny efekt do tego opisanego dla KIF3C zostal wykazany rowniez dla KIF21B
(Kinezyny-4) w komorkach kostniakomiesaka. Analogicznie jak w przypadku kinezyny-2, wieksza
ekspresja genu KIF21B wigzata si¢ z bardziej inwazyjnym charakterem choroby, jednoczes$nie korelujac
z wigksza aktywacja Sciezki PI3K/Akt. Co wigcej, zastosowanie agonisty §ciezki Akt w postaci IGF-1
na komoérkach bez KIF21B daje bardzo podobny efekt co jego nadekspresja, sugerujac wspolny

mechanizm dziatania. (Ni i in. 2021) Podobnie jednak jak w badaniu Gao i wsp. autorzy nie wymieniaja
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bezposrednio mTOR. Warto w tym miejscu rowniez doda¢, ze KIF21B zostata w wielu badaniach
powigzana z patologia choroby Alzheimera oraz stwardnienia rozsianego (Kreft i in. 2014), aczkolwiek
wymienione przyktady nie dotycza zwiazku ze $ciezka mTOR.

Co ciekawe, w ostatnich latach powiazanie zwigckszonej ekspresji genu z aktywacja $ciezki
PI3K/Akt w przebiegu réznych nowotworéw zostato opisane dla wielu innych cztonkéow rodziny
kinezyn. Mozna tu oprocz wczesniej wymienionych, doda¢ rowniez: KIFC3 (kinezyny-13) w raku
watrobokomoérkowym (S. Lu i in. 2023), KIF23 (kinezyny-6) w chtoniaku (Gong i in. 2022), KIF18B
(kinezyny-8) w gruczotowym raku ptuc (Ji i in. 2019). Moze to sugerowac istnienie glgbszej zaleznos$ci
migdzy tymi biatkami motorycznymi, a szlakami kontrolujacymi wzrost i proliferacje komorek,
jednakze na ten moment dane literaturowe sg fragmentaryczne i skape, jezeli chodzi o wyjasnianie
potencjalnego mechanizmu, zas w komoérkach nerwowych doniesien tych nie ma prawie wcale.

Tym samym uzasadnione wydaje si¢ poszukiwanie zaleznosci mi¢dzy aktywacjg kinazy mTOR

a rodzing kinezyn, szczeg6lnie w kontekscie chorob takich jak stwardnienie guzowate.
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2. CELE PRACY

Stwardnienie guzowate jest rzadka, genetyczng choroba ktorej przyczyng jest mutacja w genach
TSC1 lub TSC2, co prowadzi do hiperaktywacji $ciezki mTOR. Skutkuje to licznymi guzami w wielu
narzadach ciata w tym mozgu, w ktorym réwniez stwierdza si¢ nieprawidtowo$ci w organizacji struktur
takich jak kora moézgowa. Objawia si¢ to czgstymi i lekoopornymi napadami padaczkowymi,
op6znieniem umyslowym czy zaburzeniami ze spektrum autyzmu. W terapii stosuje si¢ inhibitory
mTORCI takie jak rapamycyna, jednakze ich stosowanie wigzg si¢ ze skutkami ubocznymi, a
odstawienie natychmiastowym nawrotem objawow. Tym samym dokladniejsze poznanie
mechanizméw stojacych za patologia choroby jest konieczne dla opracowania nowych form leczenia.
Na poziomie pojedynczego neuronu, hiperaktywacja mTOR skutkuje nadmiernym rozrostem ciata
komoérki oraz niekontrolowanym rozgatezieniem drzewka dendrytycznego. Fenotyp ten mozna
modelowac¢ przy uzyciu pierwotnych hodowli neuronalnych, np. poprzez nadprodukcje aktywnej formy
P13-kinazy bedacej silnym aktywatorem $ciezki mTOR, albo wyciszenie ekspresji genow TSC1 lub
TSC2. Jednoczesnie specyficzna budowa neuronu z dtugimi dendrytami oraz aksonem, sprawia, ze
komorka nerwowa potrzebuje dostarczania sktadnikow odzywczych, biatek czy calych organelli na
znaczne odleglosci. Role te, w gldéwnym stopniu petnig biatka motoryczne poruszajace si¢ wzdhuz
mikrotubul: kinezyny oraz dyneina. O ile w przypadku dyneiny istniejg przestanki o jej powigzaniu ze
$ciezkg mTOR, w literaturze brakuje informacji na temat udziatu kinezyn w hipetrofii neuronow
uwarunkowanej nadmierng aktywno$cia mTORC. Tym samym celem niniejszej pracy, bylo
sprawdzenie czy ktoras z kinezyn, moze by¢ istotna dla nadmiernego wzrostu neuronu w modelu

TSC. Aby go zrealizowaé, wyznaczono podane cele szczegélowe:
1. Identyfikacja kinezyn istotnych dla patologii TSC:

a) Przeprowadzenie badania przesiewowego w celu wyltonienia gendéw kinezyn, ktorych ekspresja jest
konieczna do wzrostu neuronéw transfekowanych konstytutywnie aktywng forma PI13-kinazy.
b) Sprawdzenie czy wytonione kinezyny sa konieczne réwniez dla wzrostu neuronu z wyciszona

ekspresjg TSC2, co stanowi model choroby.
2. Poznanie mechanizmu stojgcego za powigzaniem zidentyfikowanych kinezyn z patologig TSC:

a) Sprawdzenie, czy wybrane funkcje kinezyn zaangazowanych W patologiczny wzrost komorek
nerwowych w TSC sg zaburzone w komorkach z obnizonym poziomem TSC2.
b) Sprawdzenie, czy jednoczesne wyciszenie ekspresji wybranych kinezyn, skutkuje unormowaniem

ewentualnych zaburzen wybranych funkcji w komoérkach z obnizong ekspresjg TSC2.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Najczesciej stosowane materialy i odczynniki
3.1.1. Najczesciej stosowane odczynniki w metodach biologii molekularnej
Enzymy:

e nukleazy (enzymy restrykcyjne): Sall, Pstl, Snabl FastDigest™: Ecorl, Xhol, Bglll, Hindlll
(Thermo Fisher Scientific)

e modyfikujace DNA: ligaza T4 (5U/ul) (Thermo Fisher Scientific Scientific)

e polimerazy: Q5 High Fidelity Polymerase (Thermo Fisher Scientific Scientific), Polimeraza
RUN (A&A Biotechnology)

Wzorce wielkosci DNA i masy bialek:

o PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Themo Fisher Scientific)
e Perfect Plus™ 1kb, 100bp DNA Ladder (EURX)

Zestawy i odczynniki do pracy z kwasami nukleinowymi:

e Plasmid Mini (A&A Biotechnology)
e Plasmid Mini Plus KIT (Qiagen)
e Clean-Up Concentrator (A&A Biotechnology)
e GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific)
o RNeasy® Protect Mini Kit (Qiagen)
¢ High-Capacity cDNA Transcription Kit (Applied Biosystems)
o TagMan™ Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)
e Plytki 96-dotkowe do prowadzenia reakcji RT-QPCR
SimplySafe™ (EURX)
e Deoksynukleotydy (ANTPs) (Thermo Fisher Scientific)

e Sondy TagMan™ (Applied Biosystems; Tabela 3.1)

Tabela 3.1. Sondy TagMan wykorzystane w pracy:

Gen Numer referencyjny
KIF3A Rn01463898_m1
KIF3C Rn00585148 m1
KIF21B Rn01483144 ml
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KIF27 Rn01448658_m1
KIF11 Rn01479336_m1
KIFC2 Rn00495161_m1
KIF4A Rn01419484_m1l
KIF5A Rn01505197_m1
KIF26B Rn01411851_ml
KIF20A Rn01761062_m1
TSC2 Rn00562086_m1
GAPDH Rn01775763_g1

Wszystkie sondy wymienione w Tabeli 3.1 byty sprzezone z barwnikiem FAM i rozpoznawaly

sekwencje pochodzenia szczurzego.

Materialy, zestawy i odczynniki do pracy z bialkami:

e Btona nitrocelulozowa (VWR)

o Filmy $wiatloczute (Foma)

e Plytki 96-dotkowe do pomiaru biatka w lizatach komoérkowych (Nerbe plus GmbH)
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)

o Akryloamid/bis-akryloamid (30%; Sigma-Aldrich)

e N'-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich)

3.1.2. Odczynniki stosowane w metodach cytochemicznych

Falloidyna sprzezona z Alexa Fluor™ 647 (ang. Phalloidin AF647; Thermo Fisher Scientific
Scientific)

Barwnik Hoechst 33258 (Thermo Fisher Scientific)

ProLong™ Gold (Invitrogen)

Odczynnik do znakowania przeciwciat Mix-n-Stain™ CF640™ (Biotum)
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3.1.3. Roztwory

Do przygotowania roztworow uzywano wody 0Czyszczonej przez odwrocong osmozg i filtracje

przez filtry Mili-Q Plus (Milipore). Podstawowe odczynniki pochodzity z firm Sigma-Aldrich, Bioshop

i POCh. W Tabeli 3.2 wymieniono najczesciej stosowane roztwory i ich sktad.

Tabela 3.2. Najczesciej stosowane roztwory.

Nazwa

Sklad

Bufory do pracy z kwasami nukleinowymi

6 X roztwor obcigzajacy do DNA

60% glicerol; 0,25% blgkit bromofenolowy;
0,25% biekit ksylenowy

10 x TBE (ang. Tris-boran-EDTA, bufor do
elektroforezy DNA)

0,315 M Tris-HCI pH 6,8; 50% 61ethanol; 10%
SDS; 25% (v/v) B-merkaptoetanol; 0,0125%
bigkit bromofenolowy

Bufory do pracy z bialkami

roztwor soli buforowany Tris (ang. Tris-buffered
saline, TBS)

0,5 mM Tris-HCI pH 7,5; 1,5 mM NaCl

10 x Tris-glicyna (bufor do elektroforezy
biatek)

0,25 M Tris-HCI pH 8,4; 2 M glicyna; 10%
SDS

bufor Towbina (bufor do transferu biatek)

25 mM Tris-HCI pH 8,5; 20% etanol; 0,192
M glicyna

TBST 0,1% Tween-20 w TBS
TBST-M 5% mleko odtluszczone w TBST
TBST-BSA 5% roztwor BSA w TBST

Bufor do chemiluminescencji (ECL)

100 mM Tris pH 8,5; 1,25 mM 3-
aminoftalhydrazyd; 200 uM kwas kumarowy;
0,01% nadtlenek wodoru

Roztwér czerwieni Ponceau S

40% metanol; 15% kwas octowy; 0,25%

Bufory do immunocytochemii

10 x PBS (ang. Phosphate buffered saline)

1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 80 mM Na;HPO4;14 mM
KH2POg4; pH 7,4

PB (bufor fosforanowy)

10 mM: 81% NayHPO4 i 19% NaH:PO,

PFA (bufor utrwalajacy)

4% PFA; 4% sacharoza w 5 mM PB; pH 7,4

PFA-Triton (bufor ekstrahujaco-utrwalajacy)

PFA, 0,2% Triton-X, 60 mM PIPES, 25mM HEPES, 10

mM EGTA, 2 mM MgCI2, 0,15% aldehyd glutarowy

GDB (bufor do barwien

immunocytochemicznych)

0,1% zelatyna, 0,3% Triton-X, 450 mM NacCl, 15 mM PB

Pozostale bufory
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Bufor boranowy

40 mM kwas borowy; 10 mM tetraboran sodu; pH 8,5

HBSS (ang. Hank’s Balanced Salt Solution)

1 x bufor Hanksa; 10 mM HEPES pH 7,3;
0,01% penicylina-streptomycyna

TBS-K (bufor do zbierania komorek)

25 mM Tris-HCI pH 7,5; 100 mM NaCl

3.1.4. Przeciwciala

Tabela 3.3. Przeciwciala pierwszorzedowe stosowane w pracy.

Antygen Pochodzenie Stosowane Producent i numer
rozcienczenie katalogowy

a-Tubulina Mysz WB 1:10000 Sigma-Aldrich, #T5168

Tyrozynowana-Tubulina | Szczur IF: 1:500 Millipore, #MAB1864

GFP Mysz IF: 1:500 Invitrogen, #33-2600

KIF3A Krolik IF: 1:300 Abcam, #ab11259

KIF3C Krolik IF: 1:300 Proteintech, #14333-1-AP

KIF21B Krolik IF: 1:300 Sigma-Aldrich, #HPA027274

Neurofascyna Mysz Obrazowania Antibodies Incorporated
przyzyciowe 1:100 #75-172

Acetylowana-tubulina Mysz IF: 1:500 GeneTex GTX16292

AC3 Krolik IF: 1:300 Abcam, #ab125093

ARL13b Krolik IF: 1:300 Proteintech, #17711-1-AP

fosfo-S6 (S235/236; P- Krolik IF: 1:300 Cell Signaling Technology,

S6) WB 1: 1000 #4858L

TSC2 Krolik IF: 1:300 Cell Signaling Technology,
WB: 1:1000 #4308

Skroty stosowane w Tabeli 3.3: WB - Western Blot, IF - immunofluorescencja

Tabela 3.4. Przeciwciala drugorzedowe stosowane w pracy.

Przeciwcialo

Antygen

Stosowane
rozcienczenie

Producent i numer
katalogowy

horseradish peroxidase)

Kozie przeciwciato sprze¢zone z
peroksydaza chrzanowa (HRP, ang.

krolicze IgG | WB 1:10000

Jackson Immuno Research
#111-035-003

Kozie przeciwcialo sprz¢zone z HRP

mysie 1gG WB 1:10000

Jackson Immuno Research
#115-035-003
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Kozie przeciwciato sprz¢zone z HRP szczurze 1I9G | WB 1:10000 Jackson Immuno Research
#112-005-003

Osle przeciwciato sprzgzone z krolicze IgG IF 1:500 Invitrogen #A31573
barwnikiem Alexa Fluor™ 647

Osle przeciwciato sprzgzone z krolicze IgG IF 1:500 Invitrogen #A10042
barwnikiem Alexa Fluor™ 568

Osle przeciwciato sprzgzone z krolicze IgG IF 1:500 Invitrogen #A21206
barwnikiem Alexa Fluor™ 488

Osle przeciwciato sprzgzone z mysie 1gG IF 1:500 Invitrogen #A31571
barwnikiem Alexa Fluor™ 647

Osle przeciwciato sprzgzone z mysie 1gG IF 1:500 Invitrogen #A10037
barwnikiem Alexa Fluor™ 568

Osle przeciwciato sprzezone z mysie 1gG IF 1:500 Invitrogen # A21202

barwnikiem Alexa Fluor™ 488

Skroty stosowane w Tabeli 3.4: WB- Western Blot, IF — immunofluorescencja

3.1.5. Wektory plazmidowe

Biblioteka sekwencji ShRNA

W pracy wykorzystano biblioteke sShRNA wyciszajacych geny kinezyn, opracowang przez dr
Joanne Lipke. Wszystkie ShRNA zostaly zaprojektowane na podstawie dostepnych sekwencji
szczurzych gendéw, a nastgpnie umieszczone pod kontrolg promotora H1 w wektorze pSUPER
(OligoEngine, Brummelkampi wsp., 2002) umozliwiajacym wydajng ekspresje ShRNA. W Tabeli 3.5

wymieniono wszystkie uzyte sekwencje ShRNA wraz z numerami referencyjnymi genéw na podstawie,

ktérych zostaly opracowane.

Tabela 3.5. Sekwencje siRNA uzyte do stworzenia biblioteki shRNA przeciw szczurzym

przeciw kinezynom:

kinezynom.

Kinezyna Nr Sekwencja siRNA Numer referencyjny genu
shRNA
1 GCTGGTATAATTCCACGTA

KIF11 2 CCACGTACTCTTCATCAGA NM_001169112
3 GCAGAGTTATTTACGGATA
1 GCCAATAGCATTAACCGCA

KIF12 2 CTTCACCTGGCTATTAGAT NM_001012102.2
3 GAAGCTTTGATGGAACTAT
1 CGTACCTTATCGAGATTCA

KIF13A 2 GAACCAGTTAGACGTGTCT NM_001107462
3 GCTCATTAAACGACGGGAA

KIF13B 1 GAAGCCGACAAACGTTGAA
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF12

GACGAGAAATTGACTTACA

GGATGATGCTGACCGAGAG

NM_213626.1

KIF14

CATAAACAGCACTTATGTT

CATCCCGATATGAAACAAA

CGCTCTCATTCCGTTTTCA

NM_001108345.1

KIF15

GGCTATTGCTCGACTAGAA

CCTACGATAACTTACAAGA

GGAAATTGATAGGTCATCA

NM_181635.2

KIF18A

GCAGCTACTAGACAATGGA

TTTGTAGAAGGCACAAATA

GACACATATAACACTCTTA

NM_001137642.1

KIF18B

CCTATGAGGATACTTACAA

AGATCTTTGTGAAGCAGCA

TGACCACCATGGAACTGTA

NM_001039019.1

KIF19

GCAATGACATGGAATATGA

CCAAGTGTATCTCCGTGAA

CGGGAGAAGTCATACCTCT

XM_221082

KIF1A

CAGGATGACCGGACCTTCT

GACCGGACCTTCTACCAGT

GTCATCAGGATACGTCCAT

XM_343630.4

KIF1B

GGGCTAAACATTTCGTTGT

GCAACGCTGTTATCAATGA

CTGGATCTAATGCGAGAGA

NM_057200.1

KIF20A

CGGCAATCCTTACGTGAAA

CTTCGAATCAGACCGTTCT

GCATCTACATATGACGAAA

NM_001108426.2

KIF21A

CACGCACTGTGAATACAGA

CCGCGAACATAGATTACAT

GCAAACATCACGTGCGAAA

NM_001106790

KIF21B

GACGCTCACTGCTAAGTTC

CCCTCGTTGAGATCAAAGA

CTCACTATGACGGTATCGA

NM_001105990

KIF22

GAGAGCGAATGGTACTCAT

GCTTAAGATGAAGCAAAAA

GGAATTCGGCTAAAAGAGA

NM_001009645

KIF23

GGAGAAACGACATCGCTTA

GAAGTGGTCAATAGTACAA

CCTTGTTAGAACGGCAGAA

NM_001108155.1

KIF24

R Wl N P W N P W N P W N P W N P W NP W NP W N R W N R W N R W N R W N R W

GGATAGAGCTGGTTATGGT
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF15
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF21B
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GTGCTTAGAATCAGACTCT

CAGTCGGAATCAGACATCT

XM_232902.5

KIF26A

GCGGTTTCGATAACTCAGA

GGAGTGTATAGATGGCAGT

AGATCAAGGTGTATGAGAT

NM_001170348

KIF26B

GCTCAACCGTTACAATGCT

GTGACCGACAACATTAGGA

CCTACACCATGATCGGAAG

NM_001109079

KIF27

GGTGATAAATTTGCGAGAA

CGTATAGGGATGCGAAGAT

GGACCTTCACATCCGAGAA

NM_198050

KIF2A

GTTGTTTACTTTCCACGAA

GATCGGGATTTACGTGGAA

GAACTGACTGTGGATCCAA

XM_345150.4

KIF2B

GAAAGAAGATTGAACTGGA

CACAATGGGTGGAGCCTTT

GGCAATACAAATTCGGAAA

XM_001074241.2

KIF2C

CAACGCAGCAATGGGTTAA

GTGACGTTCTTCGAGATCT

GCCAATATAAGCACGGTGA

NM_001085369.1

KIF3A

GTGCGACCAATATGAACGA

CGTATCGGAACTCTAAACT

GTTGGTGCGACCAATATGA

NM_053377.1

KIF3B

GGATACAAGAGACCACTGA

GGTCAGGGCATCTTACTTA

GGGCATCTTACTTAGAGAT

NM_001106529.1

KIF3C

ATACAGGGCTGAAAATATA

GGAATTTTCTCATGACCAA

CCACGTCTAAAGTGCGAAA

NM_053486

KIF4A

CTAATGTGCTCAGACGTAA

CCCAAACCTTTCCGTATTA

CCTTCGCTATGCTGACAGA

XM_001058828.2

KIF4B

GAAGTCTAGAATCGGAAGT

CAAGCGGTTATCCATCTAT

GGTTATCCATCTATCAGAT

XM_234487.4

KIF5A

GGACACCAGCGAAAACGGA

GCTGGTACGTGACAATGCA

GAGACCAATAACGAATGCA

NM_212523.1

KIF5B

R Wl N P W N P W N P W N P W N P W NP W NP W N R W N R W N R W N R W N R W

GGTTATGCAAGACAGACGA
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF26A
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF26B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF27
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF2A
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF2B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF2C
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF3A
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF3B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF3C
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF4A
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GGAATATGAATTGCTTAGT

NM_057202.1

GCCTTATGCATTTGATCGT

KIF5C

GGATCGCACACGATATTTT

CAATGCCTGTGCGAAGCAG

NM_001107730.1

GCTGTCAATTACGACCAGA

KIF6

CAGACGGATTCGTAAACAA

CCGACATGCTAAGCTTCAT

XM_343524.4

CGTACACATATCCCTTACA

KIF7

GGTCGACACATGTGGATAA

GAGCAAGGTATTATCCCAA

XM_218828.5

GGATAAACCAGGAGCTCAA

KIF9

GCAATGACATGGAATATGA

GTTAGACGAAACGCTATCT

NM_001192000.1

CGGGAGAAGTCATACCTCT

KIFC1

CCAGTTACGTAGAGATCTA

CTGTCACCAATGCACGATA

NM_001005878.1

CACGTGCCTTACCGAAATA

KIFC2

CACACTGGGACGTACCTAA

GGCACCACTGCAGTTTTAT

NM_198752.1

CGCCCTAATTACGCTGACT

KIFC3

CGAGAACCCAGGCATTAAT

CAGCTCCGGGACAGGTTAT

NM_001103352.1

W N | W N P W N P WO N | W N | W N P W N P W N

CCACCTGTTAAGTATGTCA

Tabela 3.6. Pozostale wektory plazmidowe otrzymane od innych badaczy lub zakupione.

(Addgene #24130)

Nazwa Zrodlo Opis
B-actin GFP Prof. J. Jaworski Plazmid zawierajacy gen kodujacy biatko
(Jaworski i wsp., 2005) zielonej fluorescencji pod promotorem (-
aktyny. Zawiera gen opornosci na
ampicyline.
ULTRA Prof. M. Moore Plazmid lentiwirusowy trzeciej generacji
P (Addgene #24129) pozwalajacy na jednoczesna produkcje
GFP oraz wybranego shRNA. Zawiera gen
opornosci na ampicyling
oULTRA-Chili Prof. M. Moore Plazmid lentiwirusowy trzeciej generacji

pozwalajacy na jednoczesng produkcje
tdTomato oraz wybranego shRNA. Zawiera
gen oporno$ci na ampicyling
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=KIF5C
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Prof. M. Hetman

Plazmid kodujacy p-galaktozydaz¢ pod

EF-p-gal (Konopka i wsp., 2005) promotorem EFla. Zawiera gen opornosci
na ampicyling.
EB3-GFP Prof. C. Hoogenraad Plazmid kodujacy biatko $ledzace ,,+”
(Stepanova i in. 2003) konce  rosnacych  mikrotubul  EB3
sprzezone z GFP. Zawiera gen opornosci na
kanamycyne
P110-CAAX Prof. J. Jaworski Plazmid kodujacy konstytutywnie aktywna
(Jaworski i wsp. 2005) podjednostke pl10a biatka PI3-kinazy,
wraz z kotwica blonows. Zawiera gen
opornosci na ampicyling
oMD2.G dr D. Trono Plazmid lentiwirusowy drugiej generacji,
(Addgene#12259) kodujacy biatko otoczki VSVG. Zawiera
gen opornos$ci na ampicyling.
DPAX dr D.Trono Pakujacy plazmid lentiwirusowy drugiej
(Addgene#12260) generacji niosacy sekwencje Gag, Pol i
Rev. Zawiera gen opornosci na ampicyling.
0SUPER-ShTSC1 dr A. Malik Plazmid pSUPER kodujacy shRNA
przeciw szczurzej hamartynie (TSC1).
Zawiera gen opornosci na ampicyling.
Sekwencja spinki:
GAAGAAGCTGCGATATCTA
dr A. Malik Plazmid pSUPER kodujacy shRNA

PSUPER-shTSC2#2

(Malik i wsp. 2015)

przeciw szczurzej tuberynie (TSC2).
Zawiera gen opornos$ci na ampicyling.
Sekwencja spinki:
GGTGAAGAGAGCCGTATCACA

pLKO-shTSC2#2

dr E. Liszewska

Wektor lentiwisrusowy, kodujacy shRNA
przeciw sekwencji szczurzej tuberyny.
Zawiera geny oporno$ci na ampicyling i
puromycyng.

pLKO.1-TRC dr D. Root Wektor lentiwirusowy drugiej generacji,
' (Addgene#10878) umozliwiajacy produkcje shRNA. Zawiera
geny opornosci na ampicyling i

puromycyng.
pLKO.1-TRC-control dr D. Root Kontrolny wektor lentiwirusowy kodujacy
' (Addgene#10879) sekwencje RNA nie tworzaca spinki
Zawiera geny opornos$ci na ampicyling i

puromycyng.
dr J. Lipka Plazmid  kodujacy  skrécong  (ang.

B-actin KIF21Bruncated GFp

(Lipka i wsp. 2016)

truncated) wersje biatka KIF21B w fuzji z
biatkiem GFP pod promotorem B-aktyny.
Zawiera gen opornosci na ampicyling.

B-actin KIF22tuncated_GFp

dr J. Lipka
(Lipka i wsp. 2016)

Plazmid  kodujacy  skrocona  (ang.
truncated) wersje biatka KIF22 w fuzji z
biatkiem GFP pod promotorem B-aktyny.
Zawiera gen opornosci na ampicyling.
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Tabela 3.7. Wektory plazmidowe kodujace shRNA stworzone na potrzeby pracy.

Nazwa Wektor Sekwencja shRNA Opis plazmidu docelowego
wyjSciowy

PULTRA-shTSC2#2 | pULTRA GTGAAGAGAGCCGTATCACA Plazmid ~ —  lentiwirusowy
umozliwiajacy  jednoczesna
produkcje GFP oraz shTSC2#2

PULTRA-Chili- | pULTRA-Chili | GTGAAGAGAGCCGTATCACA | lazmid ~~  lentiwirusowy

ShTSC2#2 umozliwiajacy  jednoczesna
produkcje¢  tdTomato  oraz
shTSC2#2

pULTRA-Chili- PULTRA-Chili | CTCACTATGACGGTATCGA Plazmid ~ lentiwirusowy

ShKIE21B umozliwiajacy  jednoczesna
produkcje  tdTomato  oraz
shKIF21B#3

pULTRA-Chili- PULTRA-Chili | GCATCTACATATGACGAAA Plazmid ~~lentiwirusowy

ShKIE20A umozliwiajacy  jednoczesna
produkcje  tdTomato  oraz
ShKIF20A#3

pULTRA-Chili- PULTRA-Chili | GGTGATAAATTTGCGAGAA Plazmid ~ ~lentiwirusowy

ShKIF27 umozliwiajacy  jednoczesna
produkcje  tdTomato  oraz
shKIF27#1

PULTRA-Chili- | pULTRA-Chili | CACACTGGGACGTACCTAA Plazmid ~  lenttwirusowy

ShKIEC? umozliwiajacy  jednoczesna
produkcje  tdTomato  oraz
shKIFC2#1

PULTRA-Chili- | pULTRA-Chili | GTGACCGACAACATTAGGA Plazmid  lentiwirusawy

ShKIE26B umozliwiajacy  jednoczesna
produkcje  tdTomato  oraz
shKIF26B#2

pULTRA-Chili- PULTRA-Chili | GCTGGTACGTGACAATGCA Plazmid ~ —lentiwirusowy

ShKIESA umozliwiajacy  jednoczesna
produkcje  tdTomato  oraz
ShKIF5A#2

pULTRA-Chili- PULTRA-Chili | GCTGGTATAATTCCACGTA Plazmid ~ —lentiwirusowy

ShKIE11 umozliwiajacy  jednoczesna
produkcje  tdTomato  oraz
shKIF11#1

PULTRA-Chili- PULTRA-Chili | GTTGGTGCGACCAATATGA Plazmid ~ ~ lentiwirusowy

ShKIE3A umozliwiajacy  jednoczesng
produkcje tdTomato oraz
ShKIF3A#3

PULTRA-Chili- PULTRA-Chili | GGAATTTTCTCATGACCAA Plazmid ~ — lentiwirusowy

ShKIE3C umozliwiajacy  jednoczesng
produkcje tdTomato oraz
shKIF3C#2

PULTRA-Chili- PULTRA-Chili | CCTTCGCTATGCTGACAGA Plazmid ~ —lentiwirusowy

ShKIFAA umozliwiajacy  jednoczesng
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produkcje  tdTomato
shKIF4A#3

oraz

3.1.6. Materialy stosowane w hodowlach bakteryjnych

Szczepy bakterii:

e Echericha coli DH5a (Thermo Fisher Scientific)

Podloza i odczynniki wykorzystywane do hodowli bakteryjnych:

e LB (ang. Lysogeny Broth) (Bioshop)

e LB-Agar. Podloze LB zawierajace 1,5% agaru (Bioshop)

Antybiotyki

e Ampicylina (stezenie koncowe: 100 pg/ml; Sigma-Aldrich)

e Kanamycyna (stezenie koncowe 50 pg/ml; Sigma-Aldrich)

3.1.7. Materialy stosowane w hodowli komérek ssaczych

Linie komorkowe zakupione lub uzyskane od innych badaczy:

e Rat2 — szczurze ptodowe fibroblasty (American Type Culture Collection; ATCC).

e HEK293T — ludzkie embrionalne komorki nerki ze zmutowanym antygenem T wirusa SV40

(ATCC)

Linie komorkowe stworzone na potrzeby prac:

Transgeniczne linie komoérek Rat2 zostaly uzyskane poprzez transdukcje linii Zrédtowych

zgodnie z protokotem opisanym w rozdziatach 3.5.4 oraz 3.5.5. W Tabeli 3.8 opisano uzyskane linie

Rat2 wraz z wektorami lentiwirusowymi uzytymi do ich produkcji.

Tabela 3.8. Stabilne linie komorek Rat2 stworzone na potrzeby pracy

Nazwa Transdukcja 1 Transdukcja 2 Opis
Rat2-Ctrl pLKO.1 TRC control | - Linia kontrolna (kodujaca sekwencj¢ nietworzaca
spinki) komorek Rat2 oporna na puromycyne
Rat2-shTSC2 PLKO-shTSC2#1 - Linia komorek Rat2 oporna na puromycyneg, z
czeSciowym wyciszeniem ekspresji genu TSC2
Rat2-ctrl-chili pLKO.1-TRC PULTRA-Chili Linia kontrolna komorek Rat2 oporna na
control puromycyng i produkujaca TdTomato
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Rat2-shTSC2- pLKO-shTSC2#1 pULTRA-Chili Linia komorek Rat2 oporna na puromycyng, z

chili czgéciowym wyciszeniem genu TSC2,
produkujaca TdTomato

Rat2-Ctrl- pLKO.1-TRC PULTRA-Chili- Linia komorek Rat2 oporna na puromycyne, z

shKIF3A control shKIF3A czgsciowym wyciszeniem genu KIF3A,
produkujaca TdTomato

Rat2-Ctrl- pLKO.1-TRC PULTRA-Chili- Linia komorek Rat2 oporna na puromycyne, z

shKIF3C control shKIF3C czgsciowym wyciszeniem genu KIF3C,
produkujaca TdTomato

Rat2-shTSC2- pLKO-shTSC2#1 pULTRA-Chili- Linia komoérek Rat2 oporna na puromycyne, z

shKIF3A ShKIF3A czgéciowym wyciszeniem gendéw TSC2 oraz
KIF3A, produkujaca TdTomato

Rat2-shTSC2- pLKO-shTSC2#1 pULTRA-Chili- Linia komorek Rat2 oporna na puromycyng, z

shKIF3C shKIF3C czgsciowym wyciszeniem gendéw TSC2 oraz
KIF3C, produkujaca TdTomato

Pierwotne hodowle komorek nerwowych:

Pierwotne hodowle szczurzych komodrek nerwowych, wzbogacona w neurony hipokampalne
lub korowe, wyprowadzone z embrionow szczurzych rasy WISTAR w 19-nastym dniu rozwoju.

Zwierzeta pochodzity z Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego

PAN.

Pozywki hodowlane:

DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) z dodatkiem 2 mM L-glutaminy i D-
glukozy (4500 mg/ml; Sigma-Aldrich)

DMEM/F-12 (Invitrogen)

Neurobasal™ (Invitrogen)

OptiMEM™ (Invitrogen)

Dodatkowe odczynniki i materialy uzywane do hodowli komoérek ssaczych:

Supplement B27 (Invitrogen)

DMSO (ang. dimethyl sulfoxide, dimetylosulfotlenek) (Sigma-Aldrich)

FBS (ang. fetal bovine serum, bydleca surowica ptodowa) inaktywowana przez 30-minutowsa
inkubacje w 55°C (Sigma-Aldrich)

GlutaMax™ Supplement (Invitrogen)

HBSS (ang. Hank's Balanced Salt Solution), 10 x stezony (Sigma-Aldrich)
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e HEPES, kwas N-2hydroksyetylo-piperazyno-N“-2-etanosulfonowy (Sigma-Aldrich)

e Kwas glutaminowy (Sigma-Aldrich)

e Laminina (Roche)

e L-glutmina (Sigma-Aldrich)

e Lipofectamine2000™ (Invitrogen)

e P/S (Mieszanina antybiotykéw Penicyliny (10 000 jednostek na 1 ml) oraz Streptomycyny (10
000 pg/ml) (Sigma-Aldrich)

e Poli-L-lizyna (PLL) (Sigma-Aldrich)

e Szalki hodowlane plastikowe 10 cm (VWR International)

o Szalki hodowlane plastikowe 6, 12, 24 i 96-$cio dotkowe (VWR International)

e Szkietka nakrywkowe 13 mm i 18 mm (VWR International)

e Trypsyna 2,5% do hodowli neuronalnych (Invitrogen)

e Trypsyna-EDTA 0,05% (Sigma-Aldrich)

Zwiazki farmakologiczne:

e Rapamycyna (Calbiochem)

e Dichlorowodorek puromycyny (Sigma-Aldrich)

Tabela 3.9. Pelny sklad pozywek do hodowli komorek ssaczych stosowanych w pracy.

Sklad pozywki hodowlanej Przeznaczenie Hodowane komorki

DMEM, 10% FBS, 1% P/S Standardowa hodowla komorek | Linie komorkowe: Rat2,

ssaczych HEK293T
Neurobasal, 2% B27, 0,5 mM | Utrzymanie pierwotnej Pierwotne hodowle
glutaminy, 12,5uM hodowli komérek szczurzych neuronéw
glutaminianu i 1% P/S neuronalnych. korowych oraz hodowle

wzbogacone w neurony
hipokampalne.

DMEM/F12, 2% B27, 1% Produkcja wektorow HEK?293T po transfekcji
GLUTAMAX, 1% P/S lentiwirusowych w komoérkach | wektorami

HEK293T, przeznaczonych do | lentiwirusowymi.
transdukcji neuronow.

FBS 90%, DMSO 10% Mrozenie komorek w celu Linie komoérkowe: Rat2,
przechowywania linii. HEK?293T.
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3.2. Metody pracy z kwasami nukleinowymi
3.2.1. Izolacja plazmidowego DNA

Plazmidowe DNA uzywane do klonowania, analizy restrykcyjnej oraz sekwencjonowania
oczyszczano z 5 ml hodowli bakteryjnych za pomoca zestawu Plasmid Mini (A&A Biotechnology)
zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.

Plazmidowe DNA do transfekcji komorek eukariotycznych oczyszczano z 50 ml hodowli
bakteryjnych za pomoca zestawu Plasmid Midi Plus Kit (Qiagen) zgodnie z protokotem dostarczonym

przez producenta.

3.2.2. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

DNA plazmidowe trawiono przy uzyciu enzymow restrykcyjnych, najczeséciej w stosunku 1 U
enzymu na 1 ug DNA. Reakcje prowadzono w buforze dostarczonym przez producenta, przez 1 godz.

w 37°C, w koncowej objetosci 30 pl. Do trawien analitycznych uzywano 0,3 U enzymu na 1 pg DNA.

3.2.3. Ligacja fragmentow DNA

Do przeprowadzenia ligacji fragmentéw DNA wykorzystywano ligaze faga T4 a reakcje
prowadzono w buforze dostarczonym przez producenta. W przypadku taczenia fragmentéw
zakonczonych tgpymi koncami, do mieszaniny dodawano dodatkowo 50% glikol polietylenowy. Do
standardowej reakcji uzywano 75 ng plazmidu, natomiast ilo$¢ wstawianego fragmentu wyliczano
wedtug wzoru:

wielko$¢ wstawki (pz)
wielko$¢ wektora (pz)

Ilo$¢ wstawki (ng) = 3 *

Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl. W przypadku lepkich koncow taczonych
fragmentéw DNA, reakcje prowadzono przez 15 min w temperaturze pokojowej, za$ przy tepych

koncach 1 godz.

3.2.4. Reakcja lancuchowa polimerazy PCR

Reakcje PCR prowadzono przy uzyciu buforu i odczynnikéw dostarczonych przez producenta

uzywanej polimerazy. Warunki reakcji byty zalezne od polimerazy i zostaty opisano w Tabeli 3.10.

Tabela 3.10. Warunki prowadzenia reakcji PCR zaleznie od uzytej polimerazy

Polimeraza RUN Polimeraza Q5
Zastosowanie Weryfikacja klonowania Namnazanie sekwencji kodujacej biatko
Stezenie ANTP 200 uM 250 uM
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Stezenie starteréw | 200 nM 625 nM
Objetos¢ koncowa | 20 pl 25 ul
94°C — 3 min. 98°C — 30 sek.
Program reakcji 94°C — 30 sek. 98°C — 10 sek.
55— 72°C — 30 sek. 30x | 50 —72°C — 30 sek. 30x
72°C — 1 min. na 1000 pz. 72°C — 30 sek. na 1000 pz.
72°C — 2 min. 72°C — 2 min.
4°C -0 4°C- 0

3.2.5. Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym.

Fragmenty DNA rozdzielano w zelach agarozowych w buforze 1x TBE z dodatkiem
SimplySafe™ (EURX) dla umozliwienia wizualizacji rozdzielanego DNA. Zawarto$¢ agarozy (0,5% -
2%) zalezata od wielkosci spodziewanych fragmentéw. Przed nalozeniem prébki mieszano z 6 x
stezonym buforem obcigzajacym w proporcji 1:5. Rozdzial prowadzono przy stalym napieciu 90 V.
Zaleznie od rozdzielanych fragmentow jako wzorzec wielkosci stosowano Perfect™ 100 bp lub

Perfect™ 1 kbp (EURX).

3.2.6. Oczyszczanie fragmentow DNA po reakcjach enzymatycznych

W celu izolacji fragmentu DNA rozdzielonego w zelu agarozowym, wycinano z zelu
odpowiedni fragment DNA, a nastepnie oczyszczano przy pomocy zestawu GeneJET Gel Extraction
Kit™ (Themo Fisher Scientific) zgodnie z protokotem producenta. W celu usuniecia zanieczyszczen po
reakcjach enzymatycznych bez rozdziatu elektroforetycznego, stosowano zestaw Clean-Up

Concentrator (A&A Biotechnology).

3.2.7. Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie plazmidowego DNA byto wykonywane przez firm¢ Genomed. Otrzymane
wyniki analizowane byly przy uzyciu programu ApE (Davis i Jorgensen 2022), natomiast sekwencje
byly porownywane z dostgpnymi bazami danych przy uzyciu narzedzia BLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.2.8. Izolacja RNA z hodowli komoérkowych
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Do izolacji catkowitego RNA pochodzacego z hodowanych komoérek uzywano zestawu RNeasy
Mini Kit (Qiagen). W celu lizy dodawano bezposrednio na komorki bufor RLT z 1% -
merkaptoetanolem, a nastgpnie przechowywano w -80°C do czasu izolacji, ktéra wykonywano zgodnie

z protokotem producenta. Uzyskane probki RNA przechowywano w -80°C do czasu dalszych analiz.

3.2.9. Synteza cDNA na bazie RNA

Synteze cDNA na bazie uzyskanego RNA przeprowadzano przy uzyciu zestawu High-Capacity
cDNA Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z protokotem producenta. Uzyskane cDNA

przechowywano w -20°C do czasu dalszych analiz.

3.2.10. OKkreslanie stezenia i czystosci preparatow DNA i RNA

Czystos¢ 1 stezenie uzyskanych probek DNA i RNA mierzono przy uzyciu spektrofotometru
NanoDrop NM-100 (Thermo Fisher Scientific). Stgzenie okreslano poprzez pomiar absorbancji przy
dhugosci fali 260 nm, a czysto$¢ poprzez stosunek absorbancji 260 nm / 280 nm. Dla DNA za

zadowalajacy uwazany byl stosunek pomiedzy 1,8 — 2, za§ dla RNA jak najblizszy wartosci 2.

3.2.11. Tlosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym (QRT-PCR)

Ilosciowe reakcje PCR w czasie rzeczywistym prowadzono na ptytce 96-dotkowej w objetosci
10 pl. Do jeden reakcji wykorzystywano 0,5 ul sondy TagMan™ (wykorzystane sondy opisano w Tabeli
3.1) znakowanych barwnikiem FAM, 5 ul buforu TagMan™ Gene Expression Master Mix oraz 1 ul
cDNA uzyskanego w punkcie 3.2.9. Reakcje prowadzono w termocyklerze LightCycler 96 (Roche)
zgodnie z programem opisanym w Tabeli 3.11.
Po zakonczeniu reakcji analizowano wartosci metodg AAC:. Cr (ang. threshold cycle, cykl progowy),
czyli numer cyklu, w ktérym fluorescencja sondy zwigzanej do produktu zaczela przekracza¢ wartos¢
tla. Na podstawie tej warto$ci wyliczano:
e  Warto$¢ ACr czyli réznice pomiedzy Cr dla badanego genu, a genu referencyjnego (GAPDH)
e  Wartos¢ AACr, czyli réznice migdzy warto$§ciami ACt otrzymanymi dla probki badanej i
kontroli

e Warto$¢ 224¢, czyli krotno$¢ zmiany ekspresji genu w badanej probee wzgledem kontroli

Tabela 3.11. Program reakcji qRT-PCR

Krok Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna inkubacja I 50°C 2 min. 1
Wstepna inkubacja 11 96°C 10 min. 1
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Denaturacja 95°C 15 sek. 40

Amplifikacja 60°C 1 min. 40

3.3. Hodowle komérek bakteryjnych

3.3.1. Warunki hodowli bakteryjnych

W celu izolacji pojedynczych kolonii, bakterie byty hodowane na podtozu statym LB-Agar z
dodatkiem odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego. Hodowle byty prowadzone przez noc w 37°C. W
celu izolacji plazmidowego DNA, odpowiednia objetos¢ pozywki ptynnej LB (50 ml zestaw ,,midi”, 5
ml zestaw ,,mini”) byla zaszczepiana pojedyncza kolonig i wytrzasana (135 obrotow/min.) przez noc w
37°C.

3.3.2. Przygotowanie bakterii chemokompetentnych

Pojedyncza kolonig bakterii szczepu DHS5o zaszczepiano 5 ml pozywki plynnej LB i
pozostawiano do nocnej hodowli w 37°C, z wytrzasaniem (135 obrotow/min.). Nastgpnego dnia
hodowle odmtadzano poprzez dodanie 2 ml nocnej hodowli do 100 ml $wiezej pozywki LB i hodowano
do osiagniecia ODsgo okoto 0,6. Nastepnie hodowle przenoszono do schtodzonych 50 ml probowek i
wirowano przez 10 min. w 4°C z przyspieszeniem 4000 x g. Osad bakteryjny zawieszano w 10 ml
zimnego 0,1 M roztworu CaCl, i inkubowano 30 min. na lodzie. Nastepnie zawiesing ponownie
wirowano w 4°C przez 10 min. przy 4000 x g, a otrzymany osad zawieszano w 4 ml 0,1 M CaCl, z 15%

glicerolem. Tak przygotowane komorki byly porcjowane po 100 ul i zamrazane w -80°C.

3.3.3. Transformacja bakterii chemokompetentnych

Dla pojedynczej transformacji dodawano okoto 100 ng DNA do 30 pl bakterii kompetentnych
i inkubowano na lodzie przez 30 min. Nastepnie przeprowadzano szok cieplny w 42°C przez 90 sek. i
natychmiast ponownie schtadzano bakterie na lodzie przez kolejng minutg. Do zawiesiny bakterii
dodawano 800 pl pozywki LB bez antybiotykow i inkubowano 40 min w 37°C z wytrzasaniem (350
obrotéw/min.). Nastepnie, jesli do transformacji uzyto oczyszczonego DNA plazmidowego, wysiewano
150 pl zawiesiny komoérek na podtoze state LB-agar z odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym. W
przypadku transformacji mieszaning ligacyjng, bakterie byty najpierw wirowane 5 min. przy 3500 x g,
a nastepnie uzyskany osad byt zawieszany w 150 pl $wiezej pozywki i wysiewany w cato$ci na podtoze.

Woysiane bakterie hodowano przez noc w 37°C, a nastgpnie przechowywano w 4°C.
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3.4. Hodowle komorek ssaczych
3.4.1. Hodowle pierwotne szczurzych neuronéow korowych i hipokampalnych
Przygotowanie szkielek hodowoli

Szkietka nakrywkowe (13 mm oraz 18 mm) umieszczano w 68% kwasie azotowym na 48 godz.,
a nastepnie ptukano je co godzing w pieciu zmianach wody dejonizowanej, suszono i sterylizowano w
piecu przez 3 godz. w 180°C. Dwa dni przed hodowla szkietka nakrywkowe umieszczano w plastikowe;j
szalce (13 mm w 24-dotkowej, zas 18 mm w 12-dotkowej) i pokrywano mieszaning lamininy (2,5 pg/ml)
z poli-L-lizyna (37,5 pg/ml) w buforze boranowym. Nastepnego dnia szkietka pigciokrotnie ptukano

sterylng woda dejonizowana, a po koncowym ptukaniu wod¢ wymieniano na pozywke hodowlana.
Przygotowanie pierwotnych hodowli neuronalnych

Hodowle pierwotne neuronalne wzbogacone w neurony hipokampalne lub korowe
przygotowywano zgodnie z protokotem stosowanym w Laboratorium Neurobiologii Molekularnej i
Komorkowej (opisanym w pracy Swiech i in., 2011). Procedura ta byla prowadzona zgodnie z
wytycznymi ll-giej Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w Warszawie. Samice
szczura szczepu Wistar w 19 dniu cigzy usypiano w komorze do eutanazji wypetnionej dwutlenkiem
wegla. Nastepnie zwierzeta usmiercano poprzez przerwanie rdzenia krggowego. W kolejnym kroku z
jamy brzusznej samicy wydobywano embriony, ktérych glowy umieszczano w zlewce z zimnym
roztworem HBSS trzymanym na lodzie. M6zgi izolowano z gléw na szalce Petriego wypelnionej lodem
i pokrytej parafilmem. Kolejne etapy wykonywano w szalce wypetnionej zimnym roztworem HBSS
przy pomocy peset i binokularu. Potkule oczyszczano z opon moézgowych, odcinano od pnia mozgu i
oddzielano od siebie. Nastepnie z kazdej potkuli usuwano wzgorze, wycinano hipokamp oraz kore i
umieszczano je w osobnych probowkach z zimnym HBSS. Wyizolowane tkanki plukano zimnym HBSS
(hipokampy 3 razy po 10 ml, kory 3 razy po 20 ml). Po ostatnim ptukaniu hipokampy zawieszano w 4
ml HBSS i dodawano 2,5% trypsyng¢ (10 pl/hipokamp), za$ kory w 8 ml i dodawano 20 pl trypsyny na
fragment tkanki. Nastgpnie tkanki inkubowano w 37°C przez 15 min. Po trypsynizacji ptukano
roztworem HBSS ogrzanym do 37 °C (3 razy po 10 ml hipokampy, 20 ml kory), a nast¢pnie
dysocjowano w §wiezej porcji ogrzanego HBSS przy uzyciu pipety. Rozdysocjowane komorki liczono
przy uzyciu komory Biirkera. Komorki wysiewano na szalke 12 lub 24-dotkowa z przygotowanymi
wezesniej szkietkami pokrytymi PLL i lamining, oraz wypetniong pozywka do hodowli neuronalnych.
Na ptytce 12-dotkowej wysiewano 100 tys. komoérek hipokampalnych lub 200 tys. korowych w 1 ml
pozywki na dotek, za$ na ptytce 24-dotkowej 55 tys. komorek hipokampalnych lub 100 tys. korowych
w 0,5 ml pozywki na dotek. Komorki neuronalne hodowano w temperaturze 37°C, w atmosferze 5%

Co2.

3.4.2. Hodowle ssaczych linii komérkowych
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Rozmrazanie przechowywanych linii komérkowych

Linie komoérkowe przechowywane w -80°C lub cieklym azocie, rozmrazano przez szybkie
ogrzanie w temperaturze 37°C. Po rozmrozeniu zawiesing komorek przenoszono do probowki 15 ml i
dodawano powoli 10 ml cieptej pozywki hodowlanej. Nastepnie odwirowywano 5 min przy 800 x g w
celu usunigcia DM SO zawartego w pozywce do mrozenia. Osad komdrkowy zawieszano w 1 ml §wiezej

pozywki hodowlanej i przenoszono do 9 ml pozywki w 10 cm szalce hodowlane;j.
Hodowla i pasaz linii komérkowych

Komorki linii Rat2 i HEK293T hodowano na szalkach 10 cm w pozywce hodowlanej (Tabela
3.9) w 37°C przy 5% stgzeniu CO,. Po osiggnieciu konfluencji, komoérki ptukano jeden raz buforem
PBS, po czym dodawano 1 ml roztworu trypsyna-EDTA na szalke 10 cm i inkubowano 5 min. w 37°C
w celu strawienia macierzy zewnatrzkomorkowej. Po tym czasie dodawano 1 ml §wiezej pozywki,
komorki zawieszano i w celu dalszej hodowli przenoszono na nowg szalke z 10 ml pozywki hodowlane;j

w stosunku 1:10.
Zamrazanie komoérek w celu przechowywania dlugoterminowego

W celu dlugoterminowego przechowywania w tzw. banku komoérkowym, linie traktowano
podobnie jak przy pasazu, po czym zawieszano w 10 ml pozywki, liczono i wirowano 5 min 300 x g.
Nastepnie osad zawieszano w pozywce do mrozenia (FBS z 10% DMSO), w takiej objetosci, aby
uzyskac 1,5 mln komorek/ml. Zawiesing po 1 ml przenoszono do krioprobowek, ktore umieszczano w
pojemniku mrozeniowym (Nalgene) wypetnionym izopropanolem. Pojemnik przechowywano w -80°C,

a po 48 h krioprobowki przenoszono do naczynia Dewara z ciektym azotem.

3.5. Wprowadzanie plazmidéw ekspresyjnych do komorek ssaczych hodowanych in vitro

3.5.1. Transfekcje neuronéw hipokampalnych przy uzyciu liposomoéw kationowych

Transfekcje neurondéw hipokampalnych zaleznie od eksperymentu przeprowadzano w
pierwszym, czwartym lub o6smym dniu hodowli. Do transfekcji uzywano odczynnika
Lipofectamine2000™. W przypadku transfekcji na ptytce 24-dotkowej na jeden dolek stosowano 0,9
ug DNA i 1,67 ul Lipofectamine2000™, za$ na 12-dotkowej 2 nug DNA oraz 3,34 pul
Lipofectamine2000™. Mieszaniny DNA i Lipofectamine2000™ przygotowywano w osobnych
proboéwkach, poprzez dodanie wspomnianych odczynnikow do pozywki Neurobasal (50 ul w
przeliczeniu na dotek dla ptytki 24-dotkowej i 100 ul dla 12-dotkowej). Po 5 min inkubacji w
temperaturze pokojowej, probki mieszano (uzyskujac 100 mieszaniny dla ptytki 24-dotkowej i 200 ul
dla 12-dotkowej) i inkubowano przez kolejne 30 min. W miedzyczasie przygotowywano nowa pozywke

neuronalng (Tabela 3.9) pozbawiong kwasu glutaminowego. Nowg pozywke dodawano do szalki
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hodowlanej w proporcji 1:1 do pozywki juz obecnej na szalce, po czym potowe odbierano do nowe;j
préboéwki uzyskujac pozywke wzbogaconag w metabolity. Pozywke pozostata na szalce zastepowano
ogrzang pozywka Neurobasal bez dodatku suplementow. Po zakonczeniu inkubacji mieszaniny DNA z
Lipofecctamine2000™, dodawano jg do komérek po 100 ul na dotek na plytce 24-dotkowej lub 200 pl
na 12-dotkowe;j. Szalke pozostawiano na dwie godziny w 37°C. Po tym czasie komorki ptukano 1 raz
pozywka Neurobasal bez dodatku suplementéw, a nastgpnie dodawano przygotowang wcze$niej
pozywke wzbogacong o metabolity.

W Tabelach 3.12 — 3.15 przedstawiono doktadne sktady mieszanin DNA uzytych w

eksperymentach prowadzonych na neuronach hipokampalnych.

Tabela 3.12. Sklad mieszanin DNA uzytych do pierwszorzedowego badania przesiewowego (punkt
4.1.1).

Prébka Plazmid 1 Plazmid 2 Plazmid 3
Ktrl-1 Bactin-GFP (300 ng) B-Gal (300 ng) | pSUPER (pusty) (300 ng)
Ktrl-2 Bactin-GFP (300 ng) PI3K (300 ng) | pSUPER (pusty) (300 ng)

Probka badawcza | Pactin-GFP (300 ng) | PI3K (300 ng) | pSUPER-shKIF#1 (100 ng)
PSUPER-shKIF#2 (100 ng)
PSUPER-shKIF#3 (100 ng)

Tabela 3.13. Sklad mieszanin DNA uzytych do eksperymentu majacego na celu ustalenie
warunkow drugorzedowego badania przesiewowego (punkt 4.1.4.1).

Probka Plazmid 1 Plazmid 2 Plazmid 3

Ktrl B-actin-GFP 300 ng pSUPER (pusty) 600 ng -

shTSC1 B -actin-GFP 300 ng pSUPER-shTSC1 300ng | pSUPER (pusty) 300
ng

shTSC2 B -actin-GFP 300 ng pSUPER-shTSC2 300 ng | pPSUPER (pusty) 300
ng

PI3K B -actin-GFP 300 ng P13K 300 ng pSUPER (pusty) 300
ng
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Tabela 3.14. Sklad mieszanin DNA uzytych do drugorzedowego badania przesiewowego (punkt

4.1.4.2).
Prébka Plazmid 1 Plazmid 2 Plazmid 3
Ktrl-1 B -actin-GFP 300 ng pSUPER 600 ng -
Ktrl-2 B -actin-GFP 300 ng shTSC2 300 ng pSUPER 300 ng
shTSC2 + shKIF B -actin-GFP 300 ng shTSC2 300 ng 100 ng shKIF#1

100 ng shKIF#2
100 ng shKIF#3

Tabela 3.15. Sklad mieszanin DNA uzytych do badania wplywu wyciszania kinezyn na rozwdj

rzesek w neuronach hipokampalnych 8-11DIV (punkt 4.2.3.1).

Wariant

Plazmid 1

Plazmid 2

Plazmid 3

PSUPER-Kitrl

PSUPER (300 ng)

PSUPER (300 ng)

Bactin-GFP (300 ng)

PSUPER-shTSC1

pSUPER (300 ng)

shTSC1 (300 ng)

Bactin-GFP (300 ng)

PSUPER-ShTSC2

pSUPER (300 ng)

shTSC2 (300 ng)

Bactin-GFP (300 ng)

shKIF3A-Ktrl

mieszanka ShKIF3A#1-3
(po 100 ng)

pSUPER (300 ng)

Bactin-GFP (300 ng)

ShKIF3A-shTSC1

mieszanka shKIF3A#1-3
(po 100 ng)

shTSC1 (300 ng)

Bactin-GFP (300 ng)

ShKIF3A-shTSC2

mieszanka ShKIF3A#1-3
(po 100 ng)

shTSC2 (300 ng)

Bactin-GFP (300 ng)

shKIF3C-Kitrl

mieszanka shKIF3C#1-3
(po 100 ng)

pSUPER (300 ng)

Bactin-GFP (300 ng)

ShKIF3C-shTSC1

mieszanka shKIF3C#1-3
(po 100 ng)

shTSC1 (300 ng)

Bactin-GFP (300 ng)

ShKIF3C-shTSC2

mieszanka shKIF3C#1-3
(po 100 ng)

shTSC2 (300 ng)

Bactin-GFP (300 ng)
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3.5.2. Nukleofekcja komdérek ssaczych przy uzyciu elektroporacji

Komorki poddawano nukleofekcji z uzyciem elektroporatora NEPA21 (Nepagene). W
przypadku komoérek Rat2 na jeden wariant eksperymentu stosowano 1 mln komoérek oraz 10 pg DNA,
za$ w przypadku komorek wyizolowanych ze szczurzej embrionalnej kory moézgowej, 5 mln wraz 10
pg DNA. Komorki Rat2 najpierw trypsynizowano zgodnie z opisem w pkt 3.4.2 i zawieszano w
pozywce. Nastepnie zarowno komorki Rat2, jak i pochodzace z kory mozgowej liczono i wirowano 5
min. 1000 obrotow/min. Osad zawieszano w 10 ml pozywki OptiMEM™, po czym ponownie
wirowano. Nastepnie osad zawieszono w takiej objetosci OptiMEM ™, aby stezenie komorek wynosito
10 min/ml dla Rat2, lub 50 min/ml dla komoérek wyizolowanych ze szczurzej, embrionalnej kory
mozgowej. W kolejnym kroku 100 pl zawiesiny mieszano z przygotowanym wczesniej DNA, a
uzyskang mieszaning przenoszono do kuwety elektroporacyjnej. Nukleofekcje przeprowadzano zgodnie
z ustawieniami opisanym w Tabeli 3.15. Po zakonczeniu programu, do kuwety dodawano 1 ml pozywki
hodowlanej bez antybiotykow, a nastepnie przenoszono do dotkow na ptytce 12-dotkowej w stosunku
1:4, zawierajacych rowniez pozywke bez antybiotykow. Nastepnego dnia pozywke zmieniano na petna.

W Tabelach 3.16 — 3.17 zawarto doktadny sktad mieszanin DNA uzytych do nukleofekcji

komorek w przeprowadzonych eksperymentach.

Tabela 3.16. Ustawienia elektroporatora NEPA21 uzywane w celu nukleofekcji komorek.

Parametr Puls I (ang. poring pulse) Puls 11 (ang. transfer pulse)
Napigcie 150V 20V

Czas trwania pulsu 2,5ms 50 ms

Interwat miedzy pulsami 50 ms 50 ms

Liczba pulsow 6 5

Szybkos¢ opadania pulsu 10 % 40%

Biegunowos¢ +/- +/-

Tabela 3.17. Sklad mieszanin uzytych do nuekleofekcji komorek korowych w DIV 0.

Wariant Plazmid 1 Plazmid 2 Plazmid 3
Ktrl EB3-GFP (3,3 pug) pSUPER (6,6 pg) -
shTSC2 EB3-GFP (3,3 ug) PSUPER-shTSC2#2 (3,3 ug) pSUPER (3,3 pg)

shTSC2 + shKIF21B | EB3-GFP (3,3 pg) PSUPER-ShTSC2#2 (3,3 pg) shKIF21B#3 (3,3 pg)
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3.5.3. Transfekcja linii komérkowej HEK293T przy uzyciu chlorku wapnia w celu produkcji

wektorow lentiwirusowych

Procedure produkcji wektorow lentiwirusowych wykonywano w Zakladzie Inzynierii
Genetycznej w pomieszczeniu przystosowanym do pracy z GMM Kkat. 1l, zgodnie z odpowiednim
zezwoleniem Ministerstwa Srodowiska. Komoérki HEK293T (nie starsze niz 10 pasaz) wysiewano na
24 godz. przed planowang transfekcjg na szalki plastikowe 10 cm w liczbie 6 min na szalk¢. DNA
przygotowywano poprzez zmieszanie dwoch plazmidéw pakujacych (pMD2.G oraz psPAX2) wraz z
plazmidem. kodujacym rekombinowane biatko lub ShRNA. Doktadne proporcje opisano w Tabeli 3.18.
Do przygotowanej mieszaniny DNA dodawano 62,5 ul 2M CaCl; i uzupetniano wodg dejonizowang do
500 pl. Nastepnie mieszaning dodawano bardzo powoli, kroplami do 2 x HBS (TAKARA), jednoczes$nie
mieszajac poprzez utrzymywanie roztworu na wytrzasarce typu vortex. Po dodaniu catosci, roztwor
inkubowano bez dostgpu $wiatta przez 20 min., a nastgpnie dodawano do komérek HEK293T, ktorym
uprzednio zmieniono pozywke na 10 ml DMEM bez dodatku FBS. Nastgpnie komorki inkubowano
przez 6 godz., po czym zmieniano pozywke na 6 ml docelowej do produkcji wiruséw (opisana w Tabeli
3.9). Po 48 godz. od transfekcji, zbierano pozywke znad komoérek. Nastepnie wirowano 5 min 1000 x ¢
i filtrowano przez filtr strzykawkowy (@ 0,45 pum). Tak uzyskany roztwor porcjowano po 1 ml i

zamrazano w -80°C w celu przechowywania.

Tabela 3.18. Proporcje plazmidow uzywanych do produkcji wektoréow lentiwirusowych (system

drugiej generacji).

Plazmid Ilo$¢ na jedna szalke 10 cm
psPAX2 15 pg

pmD2.G 6 ug

Plazmid kodujacy biatko lub shRNA | 20 ug

3.5.4. Transdukcja komorek ssaczych przy uzyciu wektoréw lentiwirusowych

W celu uzyskania wigkszej liczby zmodyfikowanych komorek niz w przypadku transfekcji
liposomami, komorki transdukowano wektorami lentiwirusowymi na bazie systemu pULTRA. Oprocz
wyciszenia badanego genu, transdukowane komorki dodatkowo produkowaty biatko reporterowe,
odpowiednio GFP (dla plazmidu pULTRA) lub TdTomato (dla plazmidu pULTRA-Chili). Proces

produkcji wektorow lentiwisrusowych opisano w punkcie 3.5.3.
Linie komoérkowe

Transdukcja linii komérkowych odbywata si¢ poprzez dodanie do swiezo zebranych za pomoca

trypsyny komorek, supernatantu zawierajacego wektory lentiwirusowe (pkt. 3.5.3) w stosunku 1 min
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komorek na 0,5 ml supernatantu. Nastgpnie mieszaning inkubowano 40 min. w 37°C, po czym

wysiewano na odpowiednia szalke.
Pierwotne hodowle neuronalne

W przypadku pierwotnych hodowli neuronalnych korowych, komorki $wiezo wyizolowane z
tkanki tak jak opisano w punkcie 3.5.1 mieszano z supernatantem zawierajacym wektory lentiwirusowe
(pkt. 3.5.3) w stosunku 2 mln komorek na 0,5 ml supernatantu. Nastgpnie mieszaniny inkubowano w
37°C przez 20 min. po czym wysiewano w pelnej pozywce neuronalnej na odpowiednie szalki.

W przypadku hodowli neuronalnych wzbogacanych o neurony hipokampalne, transdukcje
przeprowadzano nie wczesniej niz jeden dzien po wysianiu. W tym przypadku, z komorek rosngcych na
szalce odbierano potowe pozywki, ktorg zastgpowano supernatantem zawierajacym wektory wirusowe.

Komorki inkubowano 40 min. w 37°C, po czym cata pozywke znad komoérek zmieniano na nowa.

3.5.5. Selekcja komérkowych linii stabilnych
Linie stabilne Rat2 z wyciszong ekspresja Tsc2

Komorki Rat2 transdukowano zgodnie z protokotem opisanym w punkcie 3.5.4 wektorem
lentiwirusowym pLKO-shTSC2#2 (opisane w Tabeli 3.7) lub kontrolnym pLKO-TRC-control
kodujacym sekwencj¢ RNA nie tworzaca struktury spinki. Jako kontrole selekcji stosowano komorki
transdukowane wektorem nieniosagcym opornosci na puromycyne (najczesciej pULTRA). Po 48 godz.
od transdukcji, rozpoczynano selekcje poprzez przesianie komorek do pozywki zawierajacej
puromycyne w stezeniu 2 ug/ml Po kolejnych 48 godz. oceniano skutecznos$¢ selekcji poprzez
porownanie do kontroli negatywnej i w razie sukcesu, komorki ponownie przesiewano tym razem do
pozywki z puromycyng w stezeniu 4 pg/ml. Skuteczno$¢ selekcji i wyciszenie ekspresji tuberyny
sprawdzano technika Western blot. Uzyskane linie zamrazano w celu dlugoterminowego

przechowywania zgodnie z opisem z punktu 3.4.2.
Linie stabilne z wyciszona ekspresja genow wybranych kinezyn

W celu jednoczesnego wyciszenia ekspresji Tsc2, jak i wybranych kinezyn, linie Rat2 uzyskane
zgodnie z opisem w poprzednim punkcie, transdukowano wektorami lentiwirusowymi kodujacymi
SshRNA przeciwko wybranym kinezynom. Jako kontroli uzyto pULTRA-Chili bez sekwencji kodujace;j
SshRNA. Po 48 godz. sprawdzono transdukowane komorki na obecnos¢ fluorescencji biatka TdTomato,
a nastepnie zebrane komorki w formie zawiesiny przekazano do wykonania sortowania dr Katarzynie
Misztal z Pracowni Mikroskopii MIBMiK. Uzyskane po sortowaniu linie pasazowano w celu uzyskania
wickszej liczby komorek, po czym zamrazano w celu przechowania zgodnie z punktem 3.4.2. Wszystkie

linie wytworzone na potrzeby pracy opisano w Tabeli 3.8.

82



3.6. Metody pracy z bialkami
3.6.1. Przygotowywanie lizatow bialkowych z hodowli komérkowych

Komorki lizowano bezposrednio na szalce poprzez odebranie pozywki i dodanie 1 x stezonego
buforu Laemmliego. Otrzymany lizat zbierano, a nastepnie denaturowano w przez ogrzewanie w 96°C
przez 10 min. W przypadku dluzszego przechowywania probki mrozono w -20°C, a po rozmrozeniu

ponownie podgrzewano przez 10 min. w 96°C.

3.6.2. Elektroforeza bialek w warunkach denaturujacych

Do elektroforezy biatek w poliakryloamidowym zelu denaturujacym SDS-PAGE (ang. Soium
Dodecyl sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) uzywano systemu Mini-Protean Il (BioRad).
Przygotowywano dwuwarstwowe zele poliakrylamidowe o 0,1 % zawartosci SDS. Gorng warstwe
stanowit zel zaggszczajacy o dlugosci okoto 1,5 cm zawierajacy 5% mieszaniny
akryloamidu/bisakryloamidu i 0,125 M Tris-HCI (pH 6,8), natomiast druga — zel rozdzielajacy
zawierajacy 8-12% mieszanine akryloamidu/bis-akryloamidu i 0,375 M Tris-HCI (pH 8,8). Stosowane
stezenia mieszaniny akryloamidu/bis-akryloamidu w zelu rozdzielajacym zalezaly od masy
czasteczkowej badanych biatek. Polimeryzacja zeli byta indukowana przez dodanie nadsiarczanu amonu
i katalizatora TEMED do st¢zen odpowiednio 0,05% 1 0,1%. Elektroforeze prowadzono w buforze 1 x
Tris-Glicyna. Poczatkowo rozdziat prowadzono przy napigciu 90 V, a po przejéciu czota barwnika przez
granice zelu rozdzielajacego i zageszczajacego, napigcie zmieniano na 130 V. Jako wzorzec mas

czagsteczkowych biatek stosowano PageRuler Plus Protein Ladder Prestained (Thermo Fisher Scientific).

3.6.3. Technika Western Blot
Transfer na blone nitrocelulozowg

Biatka rozdzielone w Zelu przenoszono na membrane nitrocelulozowa (VWR) metoda mokrego
elektrotransferu w buforze Towbina (Towbin, Staehelin i Gordon, 1979). W tym celu uzywano aparatu
firmy BioRad, stosujac prad o staltym natgzeniu 400 mA przez 90 min. w temperaturze 4°C. W celu
oceny skuteczno$ci transferu membrany barwiono roztworem czerwieni Ponceau S, a nastgpnie barwnik
odptukiwano woda dejonizowang. Membrane blokowano przez 1 godz. w temperaturze pokojowej w
buforze TBST-M.

Inkubacja z przeciwcialami

Po blokowaniu membrang inkubowano przez noc w 4°C z przeciwcialem pierwszorzedowym
odpowiednio rozcienczonym w buforze TBST-M lub TBST-BSA zaleznie od zalecen producenta
przeciwciata. Po catonocnej inkubacji membrang ptukano 3 razy po 10 min. buforem TBST, a nastepnie

inkubowano przez 1 godz. w temperaturze pokojowej z odpowiednim przeciwcialem drugorzedowym
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sprzezonym z peroksydaza chrzanowa rozcienczonym w buforze TBST-M. Po zakonczeniu inkubacji

membrane ponownie ptukano TBST (3 x 10 min.).
Obrazowanie wynikéw

Whyniki obrazowano poprzez reakcje chemiluminescencji (ECL, ang. enhanced
chemiluminescence) w ciemni fotograficznej. W tym celu bezposrednio na membrane dodawano 10 ml
bufor do ECL wraz z dodatkiem 5 pl 30 % nadtlenku wodoru i inkubowano 1 min. w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji, usuwano nadmiar buforu, a na btone przyktadano klisz¢ rentgenowska. Czas
naswietlania dobierano kazdorazowo do eksperymentu. Klisze wywotywano przy uzyciu maszyny do

zdje¢ rentgenowskich.

3.7. Barwienie preparatéow komorkowych technikami immunocytotchemicznymi

3.7.1. Utrwalanie komorek

Linie komorkowe oraz pierwotne szczurze neurony hodowane na szkietkach utrwalano,
najczgsciej poprzez dodanie bezposrednio na komorki PFA w temperaturze pokojowej. W przypadku,
gdy celem bylo zachowanie jak najlepiej elementéw cytoszkieletu, do utrwalania stosowany byt
schtodzony do -20 ° C metanol z 2 mM EGTA lub roztwor Triton-PFA. Utrwalanie prowadzono przez
10 min., po tym czasie komoérki ptukano 3 x PBS. Uzyskane preparaty zaklejano poprzez umieszczanie
na kropli odczynnika ProLong Gold (Thermo Fisher Scientific) na powierzchni szkietka podstawowego,

lub barwiono immunofluorescencyjnie zgodnie z punktem 3.7.2.

3.7.2. Barwienie komorek przy uzyciu przeciwcial

Utrwalone komorki poddawano w pierwszej kolejnosci blokowaniu w buforze GDB z 5 %
surowicg os$la przez 1 godz. w temperaturze pokojowej. Nastepnie szkietka ptukano 1 x PBS i
umieszczano w komorze wilgotnej z przeciwciatami pierwszorzegdowymi rozcieficzonymi w buforze
GDB z 5 % 05la surowica. Inkubacje prowadzono przez noc w 4°C. Nastepnego dnia szkietka ptukano
3 x PBS, a nastgpnie inkubowano w komorze z roztworem przeciwcial drugorzedowych sprzezonych z
barwnikiem fluorescencyjnym Alexa Fluor™ przez 1 godz. w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
ptukano komorki 3 x PBS, przy czym do drugiego ptukania uzywano roztworu barwnika Hoechst 33258
(Thermo Fisher Scientific) w PBS o stezeniu 1 pg/ml. Po zakonczeniu ptukania, kazde szkietko
zanurzano w wodzie dejonizowanej, suszono przez krotki kontakt z rgcznikiem papierowym po czym
umieszczano na kropli preparatu ProLong Gold (Thermo Fisher Scientific) na powierzchni szkietka
podstawowego. Preparaty do czasu obrazowania przechowywano w 4°C, a w przypadku dtugotrwatego

przechowywania w -20°C.
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3.8. Rejestracja obrazow mikroskopowych

3.8.1. Mikroskopia fluorescencyjna

Obrazowanie komorek nerwowych wykazujacych fluorescencje na skutek nadporodukcji GFP,
wykonywano przy uzyciu mikroskopu Nikon Eclipse 80i. Zdjecia zbierano wykorzystujac obiektyw 40x
przy czasie naswietlania wynoszacym 200 ms. O ile nie napisano inaczej, w miar¢ mozliwo$ci zbierano

po 10 zdje¢ z jednego preparatu co przy dwoch powtorzeniach technicznych dawato 20 zdje¢ na wariant.

3.8.2. Mikroskopia konfokalna

Obrazy z preparatdow wymagajacych bardziej ztozonych analiz, rejestrowano przy uzyciu
systemu mikroskopowego Carl Zeiss LSM800. Uzywano obiektywow 40x oraz 63x z immersjg olejowa.
W obrebie eksperymentu sygnat zbierano przy identycznych ustawieniach mocy lasera i parametrach
czutosci fotopowielacza przy rozdzielczosci 1024 x 1024 pikseli. O ile nie napisano inaczej, zbierano w
miare mozliwosci po 10 zdje¢ z jednego preparatu, co przy dwoch powtoérzeniach technicznych dawato
20 zdjg¢ na wariant. Obrazy uzyskiwano w formie tzw. ,,z-stack” czyli serii zdje¢ wykonanych
w réznych odlegtosciach ogniskowych. Uzyskane serie zdje¢ opracowywano w programie ImageJ.
Zaleznie od potrzeb wykonywano projekcje maksymalnej intensywnosci (ang. max intensity projection,
MIP), lub tworzono filmy poklatkowe przedstawiajgce obrot wygenerowanego przez program modelu

trojwymiarowego wzdtuz osi Y.

3.8.3. Obrazowanie przyzyciowe

Do obrazowania przyzyciowego komorek uzywano mikroskopu konfokalnego z wirujagcym
dyskiem (ang. spinning disc) Andor Revolutions XD. System mikroskopowy byl wyposazony w
komorg, umozliwiajacg inkubacj¢ obserwowanych komorek w statej temperaturze 37°C 1 5% stezeniu
CO, Komorki obserwowano z uzyciem obiektywu 63x, a w przypadku niektorych eksperymentow
rowniez ustawiajac Optovar (wydtuzajacy ogniskowa obiektywu) na 1,6, co skutkowato ostatecznym
powickszeniem 100,8x. Obraz zbierano w formie filmu poklatkowego (ang. timelapse), najczesciej
przez 3 min. z interwatem 0,3 sek. pomigdzy klatkami i czasem naswietlania 200 ms, co skutkowato
zebraniem 600 klatek. Uzyskane obrazy miaty rozdzielczo$¢ 1004 x 1002 pikseli.

W przypadku koniecznosci identyfikacji aksonu w obserwowanych przyzyciowo neuronach,
przygotowywano przeciwcialo rozpoznajace neurofascyng, poprzez zmieszanie z odczynnikiem Mix-n-
Stain™ CF640™ (Biotum) zgodnie z protokotem producenta. Umozliwialo to wyznakowanie
przeciwciata z metka fluorescencyjng CF640. Nastepnie tak przygotowane przeciwciato dodawano do
pozywki z obrazowanymi komoérkami na 30 min. Po tym czasie pozywke zmieniano, a akson

obrazowano przy uzyciu lasera o dtugosci fali 640 nm.
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3.9. Analiza obrazéw mikroskopowych

Wszystkie analizy prowadzone byly w programie Image] w dystrybucji Fiji
(https://imagej.net/software/fiji/).

3.9.1. Pomiary morfometryczne komorek

Pomiary morfometryczne neuronéw odbywaly si¢ poprzez obrysowanie i zmierzenie ciata
komorki, oraz zaleznie od eksperymentu réwniez zliczenie wszystkich widocznych zakonczen
dendrytycznych. Pomiaru rzgsek dokonywano poprzez wyodrebnienie obiektu zidentyfikowanego jako
rzeska, utworzeniu maski binarnej, a nast¢pnie funkcje analizy czasteczek (ang. analyze particles).
Dhugos¢ rzegski mierzono jako s$rednice Fereta. Zaleznie od eksperymentu mierzono rowniez
intensywnos¢ fluorescencji w danym kanale, wyrazong jako usredniona warto$¢ poziomu szarosci (ang.
mean grey value, mgv) w obrebie komorki badZz wydzielonego jej fragmentu.

W przypadku analiz rzgsek na modelach trojwymiarowych, w pierwszej kolejno$ci tworzono
projekcje trojwymiarowe (3D, ang. 3D projection) w pelnym obrocie o 360 stopni z krokiem, co jeden
stopien i interpolacja. Nastgpnie mierzone obiekty byly izolowane z reszty obrazu i zamieniane w maski
binarne. Dlugos¢ tak uzyskanych modeli byta mierzona na kazdej klatce filmu przedstawiajacego obrot,

a nastepnie najwicksza uzyskana warto$¢ traktowana jako pomiar dlugosci rzeski.

3.9.2. Analiza filméw poklatkowych

Analiza przy uzyciu rozszerzenia TrackMate

Filmy poklatkowe rejestrowane podczas eksperymentéw przyzyciowych, na ktorych liczono
wszystkie obiekty obecne w polu widzenia byty analizowane przy pomocy oprogramowania ImageJ z
rozszerzeniem ,, TrackMate” (Tinevez i in. 2017). Poruszajace si¢ obiekty wykrywano przy progu
jakos$ci sygnatu (ang. threshold) rownym 0,5 i $rednicy wykrywanego obiektu ustawionej na 20 pikseli,
chyba Ze zaznaczono inaczej. Uzyskane w ten sposob dane analizowano na dwa sposoby. W przypadku,
kiedy zbierano dane o wszystkich ruchach, ale bez rozréznienia ich kierunku wykorzystywano
informacje o szlakach pokonanych przez mierzone obiekty (ang. track statistics) i na ich podstawie
okreslano: srednig przebyta droge, czas trwania ruchu oraz szybko$¢ uzyskana przez mierzone obiekty.
W przypadku eksperymentow, gdzie znaczenie miat kierunek ruchu, wykorzystywano informacje o
pojedynczych obiektach (ang. spots) i ich lokalizacji w plaszczyznie zdjecia. Na podstawie
zaznaczonego uprzednio punktu odniesienia (najcze$ciej $rodka komorki, chyba, ze zaznaczono
inaczej), okreslano odlegtos¢ danego punktu na danej klatce. Nastgpnie, aby okresli¢c wypadkowy
kierunek, liczono korelacj¢ Pearsona pomig¢dzy dystansem od punktu odniesienia, a czasem w postaci
numeru klatki. Korelacja w zakresie 0,5 — 1 uznawana byta za rosnacg, a poniewaz dystans do punktu
odniesienia rost, kierunek byt okreslany jako ,,na zewnatrz”. Analogicznie w przypadku korelacji w

zakresie od -1 do -0,5, dystans malat, a tym samym kierunek oznaczano jako ,,do $rodka”. Wartosci
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pomiedzy, interpretowane byly jako ruchy ,,0scylujace” bez okreslonego kierunku. Dalsze pomiary
catkowitej przebytej drogi, predkosci lub czasu utrwalania wyliczane byly juz w oparciu na podziat

wedtug kierunku ruchu. Wspomnianych obliczen dokonywano w srodowisku RStudio.

Analiza przy uzyciu rozszerzenia KymographClear

W przypadku filméw poklatkowych, na ktorych kluczowe znaczenie miata analiza obiektow
poruszajacych sie wzdtuz konkretnej $ciezki (np. dendrytu komorki nerwowej) wykorzystywano
rozszerzenie KymoGraph clear do programu ImagelJ (Mangeol, Prevo, i Peterman 2016). W pierwszej
kolejnosci zaznaczano interesujacy dendryt badz akson. Nastepnie uzyskiwano Kimogram bedacy
dwuwymiarowa reprezentacja ruchu, gdzie o§ pozioma odpowiada pozycji obiektu na wczesnie
wyznaczonej jednowymiarowej drodze, zas 0§ pionowa oznaczona klatke filmu a tym samym punkt
w czasie Na Ryc. 3.1 przedstawiono schemat przyktadowego kimogramu.. Analizy dokonywano

recznie, uwzgledniajac catkowita pokonang drogg, szybko$¢, jak i liczbe przerw.

obiekt #1 obiekt #2

ruch obiektu

N

\ ruch obiektu

czas

A4

potozenie

Ryc. 3.1. Schemat objasniajacy analize kimogramu. Kimogram stanowi wykres jasnos$ci pikseli na
jednowymiarowej drodze (0$ x) w czasie (0§ y). Poruszajace sie ja$niejsze obiekty, tworzg na wykresie
charakterystyczny wzor. Na zalaczonym przyktadzie, poczatkowo nieruchomy obiekt #1 wykonat w
zmierzonym czasie dwa krotkie ruchy zakoficzone postojem. Obiekt #2 przez caly czas filmu
poklatkowego pozostawal nieruchomy.
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3.10. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej oraz graficznych prezentacji wynikow, uzywano $rodowiska
programistycznego ,,R” (CRAN) oraz aplikacji RStudio (Posit). Analizowane dane testowano na
zgodno$¢ z rozktadem normalnym poprzez test Shapiro-Wilka. Dla danych o rozktadzie zblizonym do
normalnego, uzywano testow parametrycznych. O ile nie napisano inaczej, dla dwoch porownywanych
grup byt to test t studenta, za§ w przypadku poszukiwania efektu w obrebie wickszej liczby grup
stosowang jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA, oraz test Tukeya typu post-hoc dla zmierzenia
istotno$ci roznic miedzy konkretnymi grupami. W przypadku danych o rozkladzie réznym od
normalnego, stosowano testy nieparametryczne. W przypadku pojedynczych poréwnan obserwacji do
kontroli test Manna-Whitneya, zas w przypadku poszukiwania efektu w obrgbie wigkszej liczy grup
Kruskala-Wallisa z testem post-hoc Dunn. O ile nie napisano inaczej stupki bledow prezentowane na
wykresach prezentujg standardowy btad sredniej (SEM, ang. standard error of the mean). Szczegdtowe
informacje o zastosowanych testach i liczbie powtdrzen zawarto w opisach poszczegoélnych rycin i
rozdziatach opisujacych wyniki. Jezeli pod rycing nie wskazano liczby powtorzen (N), oznacza to, ze

dane zostaty zebrane z jednego eksperymentu.
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4. WYNIKI

Jak opisano we wstgpie, zarowno rozwdj komodrki nerwowej, jak i jej funkcjonowanie po
osiggnigciu dojrzatosci, wymagaja wlasciwego poziomu aktywnos$ci kinazy mTOR oraz sprawnego
transportu mikrotubularnego, za ktoéry odpowiadaja dwie grupy biatek — dyneiny oraz kinezyny.
Weczesniejsze badania prowadzone w Laboratorium Biologii Molekularnej i Komoérkowej w ramach
pracy doktorskiej dr Aleksandry Tempes wykazaly, ze wlasciwy poziom aktywno$ci mTORCI reguluje
efektywno$¢ transportu wybranych tadunkow dyneiny (np. endosomow i lizosoméw) w aksonach, oraz
zwigksza liczbe odziatywan dyneiny-dynaktyny z kompleksem AP2 (Tempes, Bogusz, Brzozowska,
Weslawski et al., 2024), stuzacym jako adaptor w aksonalnym transporcie amfisomow. Jednak do
momentu rozpoczgcia opisywanych w niniejszej rozprawie badan, w literaturze brakowato informacji
na temat udzialu kinazy mTOR w regulacji funkcji kinezyn, w szczegdlnosci w warunkach
nadaktywnosci tej kinazy, charakteryzujacych m.in. stwardnienie guzowate. W zwigzku z tym celem
opisanej tu pracy byto sprawdzenie, czy istnieje zalezno$¢ pomigdzy mTOR i ktoras$ z licznych kinezyn,
oraz czy istnieja kinezyny istotne dla niekontrolowanego wzrostu neuronu w modelu in vitro

stwardnienia guzowatego.

4.1 Poszukiwanie kinezyn kluczowych dla nadmiernego wzrostu neuronu, w fenotypie

nadaktywnego mTOR.
4.1.1 Pierwszorzedowe badanie przesiewowe

W celu identyfikacji kinezyn istotnych dla patologicznego rozwoju neuronu wynikajacego z
hiperaktywacji $ciezki sygnatowej mTOR, wykorzystano rutynowo stosowany w Laboratorium
Neurobiologii Molekularnej i Komérkowej model szczurzych, embrionalnych hodowli neuronalnych
wzbogaconych o neurony hipokampalne (J. Jaworski 2005; Swiech i in. 2011; M. Urbanska i in. 2012),
w dalszej cze$ci pracy nazywany hodowlami neuronéw hipokampalnych.

Do pierwszorzgdowego badania przesiewowego postanowiono wykorzysta¢ plazmid kodujacy
rekombinowane biatko p110-CAAX, bedace konstytutywnie aktywna podjednostka PI3-kinazy,
w dalszej cze$ci pracy okreslany jako PI3K. Bialko to jest silnym aktywatorem $ciezki mTOR i ma
znaczny, dobrze opisany wplyw na morfologi¢ neuronu (J. Jaworski 2005). Wyboér tak silnego
aktywatora $ciezki mTOR wynikat z jednej strony z potrzeby sprawdzenia zatozonego modelu, ale
rowniez przy tak licznej rodzinie biatek jak kinezyny, mial uprosci¢ wstepng selekcje, jako ze
spodziewana zmiana fenotypu powinna by¢ tatwo zauwazalna. Istotnie, juz wstepne eksperymenty
wykazaly, iz transfekcja tym plazmidem neuronéw hipokampalnych skutkuje 60 % wzrostem
powierzchni ciata komorki oraz 40 % wigksza liczbg zakonczen dendrytycznych wzgledem kontroli
w ciggu pieciu dni. (Ryc. 4.1). Aby sprawdzi¢, ktore z kinezyn moga by¢ istotne w tym procesie,
wykorzystano biblioteke shRNA (ang. small hairpin RNA) przeciwko mRNA kodujacym kinezyny,
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opracowang przez dr Joanne Lipke¢ na bazie plazmidu pSUPER. W banku znalazty si¢ po 3 plazmidy
pSUPER kodujace sekwencje shRNA skierowane przeciwko szczurzym homologom 38-$miu z 45
znanych ludzkich genow kodujacych tancuchy cigzkie kinezyn. W momencie tworzenia banku, nie
wszystkie ludzkie geny kinezyn, posiadaty w bazach danych, znane sekwencje szczurzych homologdw.
Tym samym do brakujacych w banku i zarazem nie sprawdzonych w niniejszej pracy, naleza: KIF1C,
KIF10, KIF17, KIF19A, KIF19B KIF20B oraz KIF25. Wszystkie wykorzystane sekwencje zostaty

zawarte w Tabeli 3.5.

Kontrola (B-Gal) - PI3K

(vy)
O

w w
=) &

)
1

o
-

zmiana wielko$ci clala komdérki wzgledem kontroli
5
» »
>
A VREE
[% ’.i. s IS
liczba zakonczen dendrytycznych wzgledem kontroli
5 8
>
»

e
&

' . 0.0 : ,
Kontrola (B-gal) PI3K Kontrola (B-gal) PI3K

Ryc. 4.1. Wplyw nadprodukcji aktywnej formy PI3K w rozwijajacych si¢ neuronach na ich
morfologie. A. Przyktadowe obrazy mikroskopowe ukazujace morfologie 15-dniowych komorek
nerwowych transfekowanych w 8-mym dniu hodowli plazmidem kodujacym aktywna forme¢ PI3K
(PI3K), lub B-gal (Kontrola), oraz GFP. Skala = 10 um. B. Wynik analizy powierzchni ciata komorki
transfekowanych jak w A. C. Wynik analizy liczby zakonczen dendrytycznych neuronow
transfekowanych jak w A. Dane przedstawiono jako srednie wartosci, stupki bledow oznaczaja SEM.
Szarymi punktami oznaczono pojedyncze pomiary, normalizowane przez podzielenie przez $rednig
warto$¢ kontroli z danego eksperymentu. ****p < 0,001 (test Manna-Whitneya). Przedstawiono
zbiorcze dane z 18 ptytek eksperymentalnych (N = 18). Catkowita liczba pomiaréw (n): Kontrola (-
gal) — 349, PI3K — 351.
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Zaprojektowane mieszaniny DNA do transfekcji neurondw, zawieraly plazmidy pSUPER
kodujace trzy sekwencje shRNA przeciwko wybranej kinezynie, oraz plazmid kodujacy PI3K. W
eksperymencie zastosowano réwniez dwie kontrole — negatywna nazywang Ktrl-1, oraz pozytywna
okreslang jako Ktrl-2. Kontrola negatywna zawierata plazmid pSUPER, niekodujacy shRNA oraz
plazmid kodujacy [-galaktozyadaze zamiast PI3K. Kontrola pozytywna za$, zawierala PI3K
analogicznie do probki badawczej, jednak podobnie jak w Ktrl-1 w sktad mieszaniny transfekcyjnej
wchodzit plazmid pSUPER. Do wszystkich probek dodatkowo dodawano plazmid B-actin-GFP
kodujacy biatko zielonej fluorescencji, aby umozliwi¢ wizualizacje stransfekowanych komorek.
Catkowita masa plazmidéw kodujacych shRNA na dotek na ptytce 24-dotkowej wynosita 300 ng, za$
suma catego DNA 900 ng, co stanowi optymalna ilo$¢ na podstawie wcze$niejszych eksperymentow
przeprowadzanych w laboratorium (Malik i in. 2015; Perycz i in. 2011). Doktadny sktad mieszanin
transfekcyjnych uzytych w eksperymencie znajduje si¢ w Tabeli 3.12

Transfekcji szczurzych neuronow hipokampalnych dokonywano w 6smym dniu hodowli,
zgodnie z protokolem opisanym w punkcie 3.5.1. Dla kazdego wariantu eksperymentalnego oraz obu
kontroli, wykonywano dwa powtorzenia na jednej ptytce 24-dotkowej. Komorki utrwalano w dniu
trzynastym. Uzyskane preparaty obrazowano przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej zgodnie z
punktem 3.8.1. Przyktadowe mikrofotografie neuronow dla kazdego wariantu przedstawiono na Rycinie
4.2. Uzyskane obrazy analizowano pod katem wielkosci ciala komorki oraz liczby zakonczen
dendrytycznych. Dla kazdej mieszaniny shRNA skierowanych przeciwko mRNA danej kinezyny
wykonano trzy powtorzenia biologiczne, za kazdym razem z niezaleznymi kontrolami na szalce. Aby
zminimalizowaé réznice wynikajace ze naturalnej zmiennosci pierwotnych hodowli neuronalnych,
wszystkie pomiary byly normalizowane poprzez podzielenie przez $rednie wartosci Ktrl-1 z danej
plytki.

Otrzymane wyniki przedstawiono na trzy sposoby. Na Rycinie 4.3.1-4.3.37 znajduja si¢
pojedyncze wykresy obrazujace bezposrednie porownanie pomiarow neuronoéw transfekowanych PI3K
oraz shRNA przeciwko danej kinezynie do Ktrl-1 (B-gal) oraz Ktrl-2 (PI3K). Na rycinie 4.4 natomiast
dla tatwiejszego zobrazowania roznic, przedstawiono zebrane razem wyniki dla wszystkich badanych
kinezyn, za$§ poziomy istotnosci statystycznej odnosza si¢ do poréwnan z Kontrolg-2. Ryc. 4.5
natomiast, przedstawia wykres punktowy, ilustrujacy wyniki pomiarow wzgledem Ktrl-1,
wykorzystujac 0§ X do wskazania $redniej liczby zakonczen dendrytycznych zas o§ Y do wskazania
sredniej powierzchni ciata komorki, gdzie warto$ci 1 to $rednie uzyskane z pomiaréw Ktrl-1. W
przypadku tej analizy, jezeli w danym powtdrzeniu nie byto zywych neuronéw, do $redniej wliczano 0.

Dla wigkszos$ci badanych probek udato si¢ zebra¢ liczbe zdje¢ zblizong do zaktadanych 60 z
trzech powtorzen. Wyjatkami byty preparaty dla KIF12 oraz KIF15, dla ktorych zebrano odpowiednio
11 oraz 19 obrazow. W tych dwdch przypadkach, na zdjeciach mikroskopowych przewazaty komorki
na réznych stadiach apoptozy. Mogto to wynika¢ zaréwno z toksycznosci samego stosowanego shRNA

przeciwko KIF12 oraz KIF15, jak i z kluczowej roli, ktorg wyciszane geny pelnig w komorce.
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We wszystkich eksperymentach, zarowno ciato komorki, jak i liczba zakonczen dendrytycznych
neuronéw w Ktrl-2 okazywaly si¢ istotnie wigksze niz u tych z Ktrl-1. W przypadku wariantow
z wyciszeniem kinezyn dla zakonczen dendrytycznych wykazano znaczaca roznice dla niemal
wszystkich wariantow eksperymentalnych z wyjatkiem wyciszenia KIF9, KIF4B oraz KIF5B (ryciny
4.3.1 — 4.3.38 panel A oraz 4.4 panel A). Z kolei, dla pomiaréw ciata komorki r6znic nie wykazano dla:
KIF23, KIF7, KIF24, KIF18B, KIF1B, KIF26A, KIF1A, KIF4B, KIF5B, KIF13A, KIF4A, KIF6A, w
pozostatych przypadkach notujac istotny statystycznie spadek wzgledem Ktrl-2 (ryciny 4.3.1 — 4.3.38
panel B oraz Ryc. 4.4 panel B).
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Kontrola 1 (B-Gal) Kontrola 2 (PI3K) PI3K + shKIF1A PI3K + shKIF1B PI3K + shKIF2A

PI3K + shKIF2B PI3K + shKIF2C PI3K + shKIF3A PI3K + shKIF3B PI3K + shKIF3C

PI3K + shKIF4A PI3K + shKIF4B PI3K + shKIF5A PI3K + shKIF5B PI3K + shKIF5C

PI3k + shKIF6 PI3K + shKIF7 PI3K + shKIF9 PI3K + shKIF11 PI3K + shKIF12

PI3K + shKIF12A PI3K + shKIF12B PI3K + shKIF14 PI3K + shKIF15 PI3K + shKIF16B

PI3K + shKIF18A PI3K + shKIF18B PI3K + shKIF19 PI3K + shKIF20A PI3K + shKIF21A

PI3K + shKIF21B PI3K + shKIF22 PI3K + shKIF23 PI3K + shKIF24 PI3K + shKIF26A

PI3K + shKIF26B PI3K + shKIF27 PI3K + shKIFC1 PI3K + shKIFC2 PI3K + shKIFC3
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Ryc. 4.2. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe neuronéw uzyskane w pierwszorzedowym
badaniu przesiewowym. Neurony hipokampalne transfekowano w 8-mym dniu hodowli mieszankami
shRNA przeciwko mRNA wybranych kinezyn, aktywna forma PI3K oraz GFP. Ktrl-1 zamiast PI3K
zawierata plazmid kodujacy B-gal, a zamiast pPSUPER-shRNA, plazmid pSUPER bez wstawki. Ktrl-2
réwniez nie zawierata pPSUPER-shRNA, jednak byta tam obecna PI3K. Komorki utrwalane w dniu 13-
nastym. Skala 10 pm.
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Ryiny 4.3.1 — 4.3.37 Analiza wplywu wyciszenia ekspresji gen6w wybranych kinezyn, na wzrost
neuronu indukowany PI3K.

A. Wyniki pomiaréw liczby zakonczen dendrytycznych, neuronéw transfekowanych plazmidami
kodujacymi PI3K oraz trzy shRNA przeciwko wybranym kinezynom. B. Wyniki pomiar6w powierzchni
ciata komorki, neuronow transfekowanych jak w A. Poréwnanie do Ktrl-1 (B-gal zamiast PI3K,
pSUPER zamiast shRNA) oraz Kitrl-2 (pSUPER zamiast shRNA). Wszystkie pomiary zostaty
znormalizowane przez podzielenie przez Srednig wartos¢ Ktrl-1 z danego eksperymentu. Dla obu
kontroli, na pojedynczym wykresie przedstawiono jedynie pomiary z plytek, na ktorych znajdowaty si¢
probki z badang kinezyng. Wykresy stupkowe przedstawiajg $rednia, za$ stupkami btgdow oznaczono
SEM. Pomiar istotno$ci statystycznej testem Kruskala-Wallisa z testem post-hoc Dunn i poprawka
Holma. * p < 0,05; **p < 0,001, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Liczba powtorzen (N): 3 dla kazdej
kinezyny. Doktadna liczba pomiaréw (n): Ktrl-1 (60), Ktrl-2 (60), shKIF11 (56), shKIF12 (11),
shKIF13A (60), shKIF13B (40), shKIF14 (50), shKIF15 (19), shKIF16B (48), shKIF18A (61),
shKIF18B (60), shKIF19 (60), shKIF1A (60), shKIF1B (60), shKIF20A (50), shKIF21A (40),
shKIF21B (54), shKIF22 (60), shKIF23 (50), shKIF24 (61), shKIF26A (60), shKIF26B (54), shKIF27
(46), shKIF2A (60), shKIF2B (51), shKIF2C (60), shKIF3A (51), shKIF3B (60), shKIF3C (60),
shKIF4A (60), shKIF4B (60), shKIF5A (50), shKIF5B (60), shKIF5C (50), shKIF6 (60), shKIF7 (60),
shKIF9 (60), shKIFC1 (60), shKIFC2 (60), shKIFC3 (55).
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Ryc. 4.4. Wyniki pierwszorzedowego badania przesiewowego przedstawione razem. Wykres
przedstawia zebrane razem wyniki z ryc. 4.3.1-4.3.37 A. Pomiary liczby zakonczen dendrytycznych. B.
Pomiary powierzchni ciata komoérki. Wszystkie pomiary zostaty znormalizowane poprzez podzielenie
przez §rednie warto$ci Ktrl-1 (3-gal) z danych eksperymentéw. Wykresy przedstawiaja $rednie wartosci,
shupki btedow wyznaczaja SEM. Istotnosci statystyczne wyliczono przez niezalezne poréwnania z Ktrl-
2 (PI3K) jako modelem nadmiernie aktywnego mTOR. Zastosowano test Manna-Whitneya z poprawka
Bonferroni’ego dla wielokrotnych poréwnan. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001. Dla kazdej knezyny
wykonano trzy niezalezne powtorzenia (N = 3). Dokladna liczba obserwacji (n) to: Ktrl-1 (60), Ktrl-2
(60), shKIF11 (56), shKIF12 (11), shKIF13A (60), shKIF13B (40), shKIF14 (50), shKIF15 (19),
shKIF16B (48), shKIF18A (61), shKIF18B (60), shKIF19 (60), shKIF1A (60), shKIF1B (60),
shKIF20A (50), shKIF21A (40), shKIF21B (54), shKIF22 (60), shKIF23 (50), shKIF24 (61), shKIF26A
(60), shKIF26B (54), shKIF27 (46), shKIF2A (60), shKIF2B (51), shKIF2C (60), shKIF3A (51),
shKIF3B (60), shKIF3C (60), shKIF4A (60), shKIF4B (60), shKIF5A (50), shKIF5B (60), shKIF5C
(50), shKIF6 (60), shKIF7 (60), shKIF9 (60), shKIFCL1 (60), shKIFC2 (60), shKIFC3 (55)
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Ryec. 4.5. Wykres punktowy przedstawiajacy wyniki pierwszorzedowego badania przesiewowego
wzgledem Ktrl-1. Punkty prezentuja zebrane wyniki pomiaréw neuronow transfekowanych w dniu 8-
mym PI3K, mieszanami shRNA przeciwko wybranym kinezynom oraz GFP. Kitrl-1 zamiast PI3K
zawierata plazmid kodujacy B-gal, oraz pusty plazmiod pSUPER. Kitrl-2 zawierata PI3K, oraz pusty
plazmid pSUPER. Komorki utrwalano w dniu 13-nastym. Umiejscowienie na osi X zalezy od $redniej
liczby zakonczen dendrytycznych wzgledem Kitrl-1 (1), zas na osi Y od $redniej powierzchni ciata
komorki wzgledem Kitrl-1 (1). Liczba niezaleznych powtorzen dla kazdej kinezyny (N) wynosita 3. W
przypadku braku zywych neuronéw w danym powtorzeniu, do $redniej wliczano 0.

4.1.2 Wybér kinezyn do dalszych badan

Wyboru kinezyn do dalszej pracy, dokonano poprzez poszukiwanie w wynikach uzyskanych z
pierwszorzedowego badania przesiewowego wariantow, w ktorych zard6wno wielko$¢ ciata komorki
(Ryc.4.3. B oraz Ryc. 4.4 B), jak i liczba zakonczen dendrytycznych (Ryc. 4.3 panel A oraz Ryc. 4.4
panel A) bylaby zblizona do Ktrl-1 (B-gal), pomimo jednoczesnej transfekcji plazmidem kodujacym
PI3K. Jednoczes$nie wybor poparto danymi literaturowymi, poszukujgc dostepnych informacji zarowno

na temat wptywu kinezyn na rozwdj neuronu, jak réwniez ich relacji ze $ciezkg mTOR. Tym samym
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do dalszej pracy wybrano: KIFC2, KIF3A, KIF3C, KIF5A, KIF11, KIF20A, KIF21B, KIF26B oraz
KIF27. Przy czym zastosowanie shRNA przeciwko KIF11 i KIF27 w najwickszym stopniu zblizaty
liczbe zakonczen dendrytycznych, za§ shRNA przeciwko KIFC2, KIF11, KIF26B, KIF5A oraz KIF20A
powierzchnig ciata komorki do Ktrl-1. Zaobserwowano jednocze$nie, ze wszystkie probki zawierajace
shRNA powodowaty spadek liczby zakonczen dendrytycznych wzgledem Ktrl-2 (P13K).

Wybrane kinezyny wraz z kroétkim opisem zawarto w Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Kinezyny wybrane do dalszej pracy po pierwszorzedowym badaniu przesiewowym.

Kinezyna | Rodzina Charakterystyka

KIF5A Kinezyny-1 | Lancuch cigzki tzw. konwencjonalnej kinezyny, istotnej w
transporcie aksonalnym (Nakajima i in. 2012).

KIF26B Kinezyny-11 | Istotna w rozwoju wielu nowotworow. Prawdopodobnie ma wptyw
na aktywacj¢ $ciezki PI3K/AKT (Y. Liu i in. 2022).

KIFC2 Kinezyny- C-kinezyna, porusza si¢ w kierunku konca ,,-** mikrotubul,
14B podaobnie jak dyneina. (Hanlon, Yang, i Goldstein 1997)

KIF3A Kinezyny-2 | Tworzy heterotrimer razem z KIF3C oraz biatkiem KAP3.
Kluczowa dla rozwoju pierwotnych rzesek oraz transportu
wewnatrz-rzgskowego (F. Lin i in. 2003).

KIF3C Kinezyny-2 | Tworzy heterotrimer razem z KIF3A lub KIF3B oraz biatkiem
KAP3. Kluczowa dla rozwoju pierwotnych rzgsek oraz transportu
wewnatrz-rzeskowego (Quinn i in. 2020).

KIF27 Kinezyny-4 | Regulacja wzrostu mikrotubul (Yue i in. 2018). Zaangazowana w
ruch rzgsek. Powigzana ze $ciezka Sonic hedgehog (Shh) (Rink i in.
2009).

KIF21B Kinezyny-4 | Bardzo procesywna kinezyna odpowiedzialna za transport
dendrytyczny i aksonalny, (Asselin i in. 2020a), jednoczes$nie
istotna w regulacji dynamiki mikrotubul i tworzeniu synaps (Muhia

i in. 2016).
KIF11 Kinezyny-5 | Kinezyna o budowie homotetrameru, z dwoma parami potaczonych
(Eg5) anty-rownolegle domen wiazgcych mikrotubule. Odpowiada za

przesuwanie fragmentéw mikrotubul wzgledem siebie (Ostergaard i
in. 2012).

KIF20A Kinezyny-6 | Transport pecherzykdéw zawierajacych Rab6. (Miserey-Lenkei i in.
2017); udziat w asymetrycznym podziale neuroprogenitorow (Geng
I in. 2018).
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4.1.3 Badanie wplywu wyciszenia wybranych kinezyn na rozwo6j neuronu w warunkach

bazowej aktywnosci $ciezki PI3K-mTOR.

Przeprowadzone pierwszorzgdowe badanie przesiewowe pozwolito wybraé z poczatkowych 38-
miu bialek, dziewie¢ potencjalnie interesujacych z punktu widzenia zagadnienia badawczego. Jednakze
zaobserwowany efekt uzytych shRNA przeciwko kinezynom na ograniczenie fenotypu spowodowanego
transfekcja PI3K, mogt wynikac nie tyle z zatrzymania efektow nadaktywnej $ciezki PI3K, co raczej z
zaburzenia kluczowych funkcji jakie kinezyny pelnia w komorce. Aby wykluczy¢ taka mozliwose,
zaprojektowano kolejne badanie, w ktorym uzyto shRNA przeciwko 9 wybranym w poprzednim etapie
kinezynom, tym razem w komodrkach z bazowsg aktywnoscig PI3K (nie transfekowanych jej
konstytutywnie aktywna forma). W tym celu, podobnie jak w poprzednim eksperymencie (punkt 4.1.)
neurony w 8-mym dniu hodowli transfekowano mieszaning trzech plazmidow pSUPER kodujacych
ShRNA przeciwko sekwencjom mRNA wybranych kinezyn (po 100 ng), plazmidem kodujacym GFP
(300 ng) oraz aby odwzorowa¢ warunki Ktrl-1 z poprzedniego badania rowniez plazmidem kodujgcym
B-gal (300 ng). Podane wartosci w nanogramach dotyczg ilosci DNA w przeliczeniu na jeden dotek na
ptytce 24-dolkowej. Neurony utrwalano w dniu 13-nastym, a nastepnie rejestrowano obrazy przy uzyciu
mikroskopii $wietlnej zgodnie z opisem w punkcie 3.8.1. Na uzyskanych obrazach mierzono
powierzchnig ciala komorki oraz liczbe zakonczen dendrytycznych.

Wyniki uzyskane dla 9 wybranych kinezyn przedstawiono na Ryc. 4.6. Sposrod zbadanych
kinezyn tylko wyciszenie KIF5A spowodowato statystycznie istotny spadek wielkosci ciata komorki
wzgledem Ktrl (Ryc. 4.6. B). W przypadku liczby zakonczen dendrytycznych, wyciszenie niemal
wszystkich badanych kinezyn z wyjatkiem KIF21B skutkowato spadkiem wzgledem Ktrl (Ryc. 4.6. A).
Obserwacja ta wskazuje na bazowy, obnizajacy efekt wyciszania kinezyn na drzewko dendrytyczne
W uzytym modelu. Poniewaz utrudniatoby to wnioskowanie na temat wptywu kinezyn na rozwdj

neuronu, w dalszej czesci pracy zdecydowano skupi¢ sie jedynie na wptywie na ciato komorki.
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Ryc. 4.6. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe neuronéw z bazowym poziomem aktywacji
MTOR, transfekowanych shRNA przeciwko wybranym kinezynom. Neurony hipokampalne
transfekowano w dniu 8-mym plazmidami kodujacymi B-gal, mieszanke trzech shRNA przeciwko
kinezynom oraz GFP. Kontrola (Ktrl) zamiast shRNA zawierata plazmid pSUPER bez wstawki.
Komoérki utrwalane w 13-nastym dniu hodowli. Skala 10 um.
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Ryc. 4.7. Analiza morfologii neuronéw transfekowanych shRNA przeciwko wybranym kinezynom
przy bazowym poziomie aktywacji mMTOR. Analiza liczby zakonczen dendrytycznych i powierzchni
ciala neuronéw, ktorych przyktadowe mikrofotografie przedstawiono na Ryc.4.6. A. Pomiar liczby
zakonczen dendrytycznych. B. Pomiar powierzchni ciala komorki. Szarymi punktami oznaczono
pojedyncze pomiary, ktore zostaly znormalizowane poprzez podzielenie przez srednig wartos¢ Ktrl z
danej plytki eksperymentalnej. Wykresy przedstawiajg srednia, shupki btedow oznaczajg SEM. Czarna,
przerywana, pozioma linia reprezentuje poziom Ktrl (1). Liczba powtdrzen dla kazdej kinezyny
wykonano trzy niezalezne powtorzenia (N = 3). Istotnosci statystyczne wyliczone poprzez niezalezne
poréwnanie kazdej probki z wyciszong kinezyna do pomiaréw Ktrl z tej samej ptytki eksperymentalne;j
za pomocg testu Manna-Whitneya uwzgledniajac poprawke Bonferroniego dla wielokrotnych
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porownan. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0,001. Laczna liczba obserwacji (n) przedstawiona na
wykresie: KIF11 (51), KIF20A (60), KIF21B (60), KIF26B (53), KIF27 (60), KIF3A (60), KIF3C (60),
KIF5A (60), KIFC2 (60), Ktrl (pSUPER) (120).

4.1.4 Drugorzedowe badanie przesiewowe

Uzycie w pierwszorzgdowym badaniu przesiewowym PI3K, bedacej silnym aktywatorem
$ciezki mTOR, skutkowalo znaczng zmiang fenotypu neuronu, co pozwolito wytoni¢ z obszernej
rodziny kinezyn kilka najbardziej obiecujacych biatek potencjalnie zaangazowanych w ten proces.
Jednakze aktywna forma PI3K oprocz $ciezki mTOR, wplywa réwniez na inne szlaki sygnatowe takie
jak cho¢by GSK3 czy NF-kB (Duda i in. 2020; Hoesel i Schmid 2013). Tym samym w kolejnym kroku,
na wylonionych kinezynach zaplanowano drugorzgdowe badanie przy wykorzystaniu bardziej
bezposredniego aktywatora mTOR. Do tego celu postanowiono wykorzysta¢ zjawisko interferencji
RNA, wyciszajac ekspresje genéw Tscl/Tsc2 w szczurzych neuronach hipokampalnych. Stanowi to
jednocze$nie model stwardnienia guzowatego, choroby intensywnie badanej w Laboratorium
Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej (opisane w punkcie 1.3.8). Warto zaznaczy¢ jednak,
w przypadku wyciszania Tscl lub Tsc2 oczekiwano znacznie subtelniejszego efektu na fenotyp komorki
niz w badaniu pierwszorzedowym, ktore zostato wykonane z bardziej ogdlnym aktywatorem (Malik i
in. 2015).

4.1.4.1 Ustalanie warunkow dla drugorzedowego badania przesiewowego

Pierwszym krokiem przy projektowaniu drugorzedowego badania przesiewowego, bylo
sprawdzenie, jak wyciszenie Tscl oraz Tsc2 wptynie na rozmiar ciata komoérki, w badanym modelu
szczurzych neuronow hipokampalnych, oraz efekt ktdrego z nich bedzie wigkszy. Do tego celu zostaty
wykorzystane plazmidy z kolekcji Laboratorium Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej: pSUPER-
shTSC1 nazywany dalej w pracy shTSC1 oraz pSUPER-shTSC2#2 (Malik i in. 2015) nazywany dalej
shTSC2. Sa to wektory kodujace shRNA przeciwko mRNA odpowiednio hamartyny i tuberyny. Uzyte
plazmidy opisano w Tabeli 3.6. Jednocze$nie, poniewaz jak wspomniano w punkcie 4.1.4 spodziewany
efekt wzrostu ciata komorki miat by¢ stabszy niz przy uzyciu PI3K, postanowiono znalez¢ optymalny
wiek hodowli i czas transfekcji, po ktorym réznica powierzchni ciata komorki wzgledem kontroli bytaby

najwigksza. Zaplanowane warunki hodowli opisano w Tabeli 4.2.
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Tabela 4.2. Warunki prowadzenia hodowli w celu znalezienia najsilniejszego fenotypu

Symbol Dzien transfekcji (DIV) | Dzien utrwalania (DIV) | Czas trwania
ekspresji ShRNA
4-7DIV dzien 4 dzien 7 3 dni
4-9DIV dzien 4 dzien 9 5 dni
6-9DIV dzien 6 dzien 9 3 dni
6-11DIV dzief 6 dzien 11 5 dni
8-11DIV dzien 8 dzien 11 3dni
8-13DIV dzien 8 dzief 13 5 dni

Neurony pochodzace z pierwotnych hodowli hipokampalnych transfekowano zgodnie z metoda
opisang w punkcie 3.5.2. Mieszaniny plazmidéw uzyte w doswiadczeniu przedstawiono w Tabeli 3.13.
Podobnie jak w przypadku pierwszorzedowego badania, uzyto 300 ng plazmidu kodujacego shRNA
w przeliczeniu na dotek na ptytce 24-dotkowej, zachowujac catkowitg sume uzytego DNA jako 900 ng.
Oprocz shRNA przeciwko mRNA gendow Tscl lub Tsc2, wykorzystano rowniez wariant z PI3K aby
umozliwi¢ poréwnanie z efektem zaobserwowanym w pierwszorzedowym badaniu przesiewowym.
Z tego samego powodu w mieszankach DNA znalazt si¢ rowniez plazmid kodujacy B-gal. Kontrola
(Ktrl) zamiast pPSUPER-shRNA zawierata plazmid pSUPER bez wstawki. Jak wspomniano powyzej,
sprawdzano rowniez wiek hodowli i wptyw czasu po transfekcji (Tabela 4.2). Zdjgcia preparatow uzyte
do analiz uzyskano przy pomocy mikroskopii fluorescencyjne;j.

Ryc. 4.8. przedstawia srednie wyniki pomiaréw powierzchni ciata komorki transfekowanych
neuronéw, zebrane z trzech powtdrzen. Zgodnie z oczekiwaniami, transfekcja PI3K skutkowata
podobnie jak w pierwszorzgdowym badaniu okoto 60 % wzrostem ciala komorki wzgledem kontroli,
Z niewielkimi wahaniami zaleznie od czasu hodowli. Zaréwno przypadku wyciszenia Tscl, jak i Tsc2
najwigkszy wzrost (okoto 18 % dla shTSC1 oraz 22 % dla shTSC2) wzgledem kontroli uzyskano
w przypadku transfekcji w dniu 6smym 1 utrwalania w dniu jedenastym. Co wazne jednak, stosowanie
shTSC1 wiazato si¢ z obecnoscia licznych komorek na réznych etapach apoptozy. Efekt ten nasilat si¢
wraz z wydtuzeniem czasu hodowli, w przypadku transfekcji w dniu 6smym i utrwalania w dniu 13-
nastym, zywe neurony udalo si¢ zebra¢ jedynie w jednym powtdrzeniu. W celu zobrazowania tego
zjawiska, na Ryc. 4.8. takie powtorzenia wliczono do $redniej jako 0.

Wysoka §miertelno$¢ neurondow w wariantach shTSC1 mogta wynika¢ zardwno z toksycznos$ci
samego shRNA przeciwko hamartynie, jak i efektow wyciszenia genu Tscl w badanym modelu.
Niemniej, bioragc pod uwage wspomniany efekt oraz fakt, ze to przy shTSC2 uzyskano najwigkszy
wzrost ciata komorki, zdecydowano si¢ na przeprowadzenie drugorzedowego badania z wyciszeniem
Tsc2, jako modelem hipertrofii obserwowanej w TSC w wyniku nadmiernej aktywnosci mTORCI.
Jednoczesnie warunki hodowli wybrane do do$wiadczenia to transfekcja dniu 6smym i utrwalanie

w dniu 11-nastym, jako ze w tych warunkach wzrost ciata komorki wzgledem kontroli byt najwigkszy.
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Ryc. 4.8. Poszukiwanie warunkow hodowli, w ktorych zmiana powierzchni ciala komérki neuronu
wzgledem kontroli, na skutek transfekcji plazmidami shTSC1 lub shTSC2 bylaby najwi¢ksza.
Szczurze neurony hipokampalne zostaly stransfekowane w 4, 6 lub 8-mym dniu hodowli plazmidami
shTSC1/shTSC2/ PI3K, lub plazmidem pSUPER bez wstawki jako Kontrola (Ktrl). Utrwalane
nastepowato po 3 lub 5-ciu dniach. Na wykresie przedstawiono $rednie pomiary ciala komorki, zaleznie
od transfekcji oraz czasu hodowli. Stupki bledow oznaczaja SEM. Pojedyncze pomiary byty
normalizowane poprzez podzielenie przez $rednig warto$¢ Ktrl z danej ptytki eksperymentalnej. Dane
zebrane z trzech powtorzen (N = 3). Czarne punkty wyznaczajg $rednig z pojedynczego powtdrzenia.
Do $redniej wliczano 0, w przypadku powtdérzenia, w ktérym nie zaobserwowano zywych komorek.
Doktadna liczba obserwacji (n) wyniosta:

Hodowle 4-7DIV: Ktrl (100), shTSC1 (70), shTSC2 (88), PI3K (70).

Hodowle 4-9DIV: Ktrl (106), shTSC1 (68), shTSC2 (91), PI3K (71).

Hodowle 6-9DIV: Kitrl (80), shTSC1 (80), shTSC2 (80), PI3K (74).

Hodowle 6-11DIV: Ktrl (60), shTSC1 (52), shTSC2 (60), PI3K (54).

Hodowle 8-11DIV: Ktrl (60), shTSC1 (59), shTSC2 (60), PI3K (51).

Hodowle 8-13DIV: Kirl (40), shTSC1 (10), shTSC2 (40), PI3K (27).
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4.1.4.2 Wplyw transfekcji shRNA przeciwko wybranym kinezynom, na powierzchni¢ ciala

komorki, neuronéw z wyciszong ekspresja Tsc2.

Dla kinezyn wybranych w pierwszorzedowym badaniu przesiewowym (punkt 4.1.2.), czyli:
KIFC2, KIF3A, KIF3C, KIF5A, KIF11, KIF20A, KIF21B, KIF26B oraz KIF27 zaprojektowano
drugorzgdowe badanie przesiewowe z uzyciem warunkow wytonionych w punkcie 4.1.4.1. W tym celu
neurony pochodzace z pierwotnych hodowli neuronéw hipokampalnych transfekowano mieszankami
trzech shRNA przeciwko wybranym kinezynom, jednocze$nie z shRNA przeciwko Tsc2 oraz
plazmidem kodujacym GFP. W przeliczeniu na dotek na ptytce 24-dotkowej stosowano po 100 ng
kazdego shRNA przeciw KIF, 300 ng shTSC2 oraz 300 ng GFP. Zastosowano dwie kontrole, Ktrl-1
zamiast ShRNA przeciwko kinezynom oraz shTSC2 zawierata plazmid pSUPER bez wstawki, oraz Ktrl-
2, w ktorej sktad wchodzito shTSC2, jednak byla pozbawiona shRNA przeciwko kinezynom.
Informacje o zawartos$ci mieszanek DNA zawarto w Tabeli 3.14. Komorki utrwalano w dniu 11-nastym,
czyli trzy dni po transfekcji, a nastepnie obrazowano przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej.
Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych powtorzeniach. Na Ryc. 4.9. na panelu A,
zaprezentowano przyktadowe obrazy mikroskopowe uzyskane w eksperymencie.

Panel B. Ryc. 4.9 przedstawia pomiary powierzchni ciata komorki neuronow w doswiadczeniu.
Zgodnie z oczekiwaniami, neurony pochodzace z Ktrl-2, w ktorej wyciszono ekspresje Tsc2 ale nie
uzyto shRNA przeciwko kinezynom, miaty $rednio o 20 % wigksza powierzchni¢ ciala komorki
w stosunku do Ktrl-1. We wszystkich wariantach, u ktorych zastosowano shRNA przeciwko kinezynom
razem z shTSC2, zaobserwowano zmniejszenie powierzchni ciata komorki ponizej poziomu Ktrl-2. Aby
wykazaé, ktore warianty roznity si¢ od Ktrl-2 w sposdb istotny statystycznie, porownywano wartosci
uzyskane dla danych kinezyn, z wartosciami Ktrl-2 z tych samych ptytek eksperymentalnych. Tym
samym dla shKIF21B, shKIF3C, shKIF26B oraz shKIF3A zmiana ta byla istotna statystycznie.
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Ryc. 4.9 Wyniki drugorzedowego badania przesiewowego dla wybranych wczesniej kinezynach.
A. Przyktadowe obrazy mikroskopowe neuronow uzyskanych w eksperymencie. Szczurze neurony
hipokampalne transfekowano mieszankami DNA opisanymi w Tabeli 3.14 w 6smym dniu hodowli, zas
utrwalano w dniu jedenastym. B. Wyniki pomiar6w powierzchni ciata komorki neuronow traktowanych
jak w A. Czarna, przerywana linia wyznacza $rednig warto$¢ Ktrl-1 (1), za$ przerywana, zlota linia -
srednig warto$¢ uzyskang w pomiarach Ktrl-2 (1,22 poziomu Kitrl-1). Wykres przedstawia srednie

warto$ci, za$ szarymi punktami oznaczono pojedyncze pomiary ze wszystkich eksperymentéw dla
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danego wariantu, znormalizowane poprzez podzielenie przez $rednig wartos¢ Ktrl-1 z danego
eksperymentu. Wskazane asteryskami poziomy istotnosci odnoszg si¢ do porownan z Ktrl-2 (shTSC2).
Stupki btedéow wyznaczaja SEM. *p < 0,05; ***p < 0,001. Test Manna—Whitneya z poprawka dla
wielokrotnych poréwnan Bonferroniego. Dla kazdego wariantu wykonano trzy niezalezne powtdrzenia
(N = 3). Doktadne liczby pomiaréw (n) przedstawione na rycinie wyniosty: KIF11 (60), KIF20A (60),
KIF21B (60), KIF26B (50), KIF27 (51), KIF3A (60), KIF3C (60), KIF4A (60), KIF5A (60), KIFC2
(60), Ktrl-1 (pSUPER) (120), Ktrl-2 (shTSC2) (120).

4.1.5. Wybor kinezyn do dalszej pracy i walidacja zalozonego modelu

Na podstawie dwoch wykonanych badan przesiewowych jako najbardziej obiecujace pod
wzgledem zatrzymania wzrostu neuronu powodowanego nadmierng aktywnoscia mTOR okazatly sie:
KIF3A, KIF3C, KIF21B oraz KIF26B. Poniewaz nastgpny zaplanowany cel pracy wiazal sie z
przebadaniem funkcji pelnionych przez wybrane motory w warunkach modelu stwardnienia
guzowatego, przeszukano literature w poszukiwaniu funkcji pelnionych przez te kinezyny w uktadzie
nerwowym. Podczas gdy zarowno dla tandemu KIF3A/KIF3C, jak i KIF21B znaleziono szereg
istotnych funkcji w neuronie (szeroko opisane w punktach 1.2.2, 1.2.3, 1.2.4 oraz podsumowane
w Tabeli 4.1), w literaturze nie znajdowato si¢ wiele informacji na temat KIF26B. Z tego powodu

w dalszej czeSci pracy zdecydowano si¢ zbadac jedynie: KIF3A, KIF3C oraz KIF21B.

4.1.5.1 Walidacja modelu obnizonej ekspresji TSC2 w neuronach hipokampalnych

Podczas gdy zastosowana w opisanych badaniach przesiewowych lipofekcja, jest skuteczng i
nieskomplikowang metoda wprowadzania DNA do komoérek nerwowych, jej wydajnos¢ w opisanych
eksperymentach byta niska. Pozostawala ona na zadowalajgcym poziomie do zastosowania
w przypadku technik mikroskopowych, gdzie mozliwa jest fatwa selekcja stransfekowanych komorek,
jednakze niewystarczajaca w przypadku technik biochemicznych, wrazliwych na obecno$¢ tla. Z tego
powodu zdecydowano si¢ na skonstruowanie wektorow lentiwirusowych niosacych geny kodujace
ShRNA przeciwko Tsc2 oraz wybranym kinezynom, zgodnie z protokotem zawartym w punkcie 3.5.3.

Uzyskane w ten sposob lentiwirusy zostaly wykorzystane w celu potwierdzenia, ze
zastosowanym modelu szczurzych pierwotnych hodowli neuronalnych, shRNA przeciwko TSC2
prowadzi do zmniejszenia produkcji tuberyny, a w konsekwencji rowniez do hiperaktywacji $ciezki
mTORC1. W tym celu neurony hipokampalne transdukowano wektorem lentiwirusowym pULTRA-
shTSC2 (okreslanym dalej jako shTSC2) oraz wektorem lentiwirusem niekodujagcym zadnego shRNA
(okreslanym dalej jako Ktrl). Jednocze$nie, lentiwirusy powstate na bazie plazmidu pULTRA pozwalaja
na tatwag ocene¢ skuteczno$ci transdukcji, dzigki jednoczesnej produkcji biatka GFP. Eksperyment

przeprowadzono w analogicznych punktach czasowych, jak w drugorzedowym badaniu przesiewowym.
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Tym samym transdukcja odbyta si¢ w dniu 6smym, za§ komorki zbierano po trzech dniach, w dniu 11-
nastym. Zgodnie z oczekiwaniami, transdukcja skutkowala znacznie wicksza wydajnoscia
W poroéwnaniu do lipofekceji, zaleznie od pola widzenia siggajac nawet 90 % (Ryc. 4.10 A).

Tak uzyskany material przebadano technika Western blot, uzywajac przeciwciat
rozpoznajacych tuberyne, oraz fosforylowane biatko rybosomalne S6 (P-S6, seryny 235/236). Jak
przedstawiono na Ryc. 4.10. w neuronach transdukowanych wirusem shTSC2, doszto do okoto 80 %
spadku poziomu tuberyny w porownaniu do komoérek transdukowanych wirusem kontrolnym.
Jednoczesnie, poziom P-S6, bedacy kanoniczng metoda badania aktywnosci mTORCL (Switon i in.
2017) ulegt zwigkszeniu o okoto 35% w wariancie shTSC2 wzglgdem kontroli.
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Ryc. 4.10. Analiza poziomu bialek TSC2 oraz P-S6 w neuronach transdukowanych
przygotowanymi wektorami lentiwirusowymi. A. Przyktadowy obraz z mikroskopii przyzyciowej
ilustrujacy wydajno$¢ transdukeji. Komorki wykazuja fluorescencje GFP na skutek zakazenia wirusem
pULTRA. B. Reprezentatywny wynik analizy Western blot. Pomiar poziomu biatek: tuberyny, P-S6
(ser. 235/236) oraz tubuliny, w neuronach hipokampalnych transdukowanych w 8-mym dniu hodowli
wirusem pULTRA-shTSC2 (shTSC2) lub pULTRA nie kodujacym shRNA (Ktrl) i utrwalanych w dniu
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11-tym. C. Wynik pomiaréw densytometrycznych, prazkow widocznych na B. Wykres przedstawia
$rednig intensywnos$¢ pikseli w obszarze odpowiadajacym prazkom odpowiednio dla TSC2 i P-S6. W
celu zniwelowania réznic wynikajacych z nieréwnej ilo§ci materiatu natozonego na zel, wartosci zostaty

znormalizowane poprzez podzielenie przez §rednia intensywnos¢ prazkéw tubuliny z danego wariantu.

4.1.5.2 Walidacja uzywanych sekwencji shRNA, oraz pomiar ekspresji genow kinezyn w modelu

komorek nerwowych shTSC2

Aby sprawdzi¢ czy zaobserwowany w poprzednich do$wiadczeniach efekt uzycia shRNA
przeciwko KIF3A/3C oraz KIF21B na wzrost ciata komérki w neuronach transfekowanych PI3K (Ryec.
4.4. panel B) oraz shTSC2 (Ryc. 4.9 panel B), wiaze si¢ rzeczywiscie z wyciszeniem wybranych gendw,
postanowiono zbada¢ ich ekspresje przy pomocy technika qPCR przy uzyciu sond TagMan.
Jednoczesénie, postawiono pytanie, czy w neuronach z wyciszong ekspresjg Tsc2 dochodzi do istotnej
zmiany ekspresji genow wybranych kinezyn.

W tym celu neurony hipokampalne w 8-mym dniu hodowli transdukowano wektorami
lentiwirusowymi kodujagcymi shRNA przeciwko jednej z trzech wybranych kinezyn, TSC2 lub
niezawierajacym zadnej sekwencji shRNA jako kontrolg (Ktrl). Nastgpnie po trzech dniach, w 11-
nastym dniu hodowli zbierano material, z ktorego izolowano RNA, syntetyzowano cDNA po czym
przeprowadzano reakcje RT-qPCR zgodnie z protokotem opisanym w punktach 3.2.8 — 3.2.11. Do
badania poziomu ekspresji genow wykorzystano sondy TagMan wykrywajace transkrypty: KIF3A,
KIF3C, KIF21B, TSC2 oraz GAPDH.
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Ryc. 4.11. Analiza efektywno$ci uzytych shRNA i pomiar ekspresji genow kinezyn w neuronach
8-11 DIV metoda RT-gPCR. Neurony transdukowano w 6smym dniu hodowli wektorami
lentiwirusowymi kodujacymi shRNA przeciwko wybranym kinezynom lub przeciwko TSC2. Jako
Kontrola (Ktrl) wykorzystano wektor lentiwirusowy niekodujacy shRNA. Materiat zbierany po 72 godz.
w dni 11-nastym. Na osi poziomej opisano z jakiego wariantu pochodzi materiat uzyty do analizy. Na
osi pionowej oznaczono poziom ekspresji mRNA obliczony metodg AACt, na podstawie sygnatu z sond
wykrywajacych transkrypty: A. KIF3A. B. KIF3C. C. KIF21B. D. TSC2. Eksperyment wykonano w
trzech niezaleznych powtorzeniach (N = 3), dodatkowo w kazdym stosujac trzy powtorzenia techniczne
(n =9). Pomiary w obrebie kazdego powtdrzenia zostaly znormalizowane poprzez podzielenie przez
poziom ekspresji badanego genu wzgledem poziomu GAPDH w probce Kontroli (Ktrl). Punktami
oznaczono znormalizowane wyniki z pojedynczego powtérzenia. W celu zobrazowania roznicy w
ekspresji badanych genéw wzglgdem kontroli, wszystkie pomiary dodatkowo podzielono przez warto$¢
Ktrl z danego eksperymentu. Pomiar istotnosci statystycznej wykonany przy pomocy testu t studenta
jednej proby, poprzez poréwnanie do 1. W przypadku braku istotnosci warto$¢ p podano nad wykresem,
w pozostatych przypadkach oznaczono gwiazdka, gdzie: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0.001.
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Jak wskazuja wyniki przedstawione na Ryc. 4.11. uzyte wektory lentiwirusowe kodujace shRNA
przeciwko mRNA KIF3A, KIF3B, KIF21B oraz TSC2 doprowadzity w badanych warunkach do spadku
poziomu mRNA, przeciwko ktorym zostaly zaprojektowane. Jednakze nalezy zaznaczy¢, ze
w przypadku shKIF3A wynik pozostal nieznacznie ponizej poziomu istotnosci statystyczne;j.
Jednoczesénie nie wykazano, aby w komoérkach z wyciszong ekspresja Tsc2 doszto do istotnej

zmiany w poziomie ekspresji, ktéregokolwiek z badanych genow kinezyn.

4.2. Poszukiwanie funkcji wybranych kinezyn, mogacych ulega¢ zaburzeniu w komérkowym

modelu stwardnienia guzowatego.

W opisanych do tej pory eksperymentach wykazano, ze obnizenie poziomu ekspresji niektorych
genow kinezyn, zdaje si¢ skutkowaé zatrzymaniem nadmiernego wzrostu ciata komorki neuronu w
modelu stwardnienia guzowatego. Jednoczes$nie, jak opisano we wstepie, kinezyny petiag w komorce
nerwowej szereg funkcji koniecznych dla jej rozwoju. Oprdocz kanonicznego transportu aksonalnego i
dendrytycznego, mozna wymieni¢ choé¢by regulowanie dynamiki cytoszkieletu, utrzymanie
pierwotnych rzesek, czy wplyw na $ciezki sygnatowe.

W zwiazku z tym, w drugiej czgsci pracy postanowiono zbada¢, czy zaobserwowang zmiang
w fenotypie komorki mozna powiazacé, z ktoras ze znanych funkcji petnionych przez kinezyny, oraz czy

wspomniane funkcje ulegaja zaburzeniu w modelu wyciszenia Tsc2.

4.2.1 Analiza mobilnosci wybranych kinezyn w komoérkach neuronalnych z wyciszona

ekspresja Tsc2

Pierwszym pytanie jakie zostato postawione w kontekscie funkcji wybranych kinezyn byto, czy
wyciszenie Tsc2 bedzie skutkowalo zmiang w efektywnos$ci lub predko$ci ich ruchu. W tym celu
wykorzystano plazmidy znajdujace si¢ w kolekcji laboratorium Neurobiologii Molekularnej
i Komorkowej: KIF21BMncad-GEP, KIF3AMcatd GEP graz KIF3C"@d-GFP nazywane dalej dla
uproszczenia: KIF21Bt-GFP, KIF3At-GFP i KIF3Ct-GFP. Plazmidy te koduja forme skrocong (ang.
truncated) tancuchéw cigzkich kinezyn, zawierajaca jedynie domeng motoryczng w fuzji biatkiem
zielonej fluorescencji. W ten sposob, niemozliwe staje si¢ wejscie przez te kinezyny w wystepujacy
naturalnie stan auto-inhibicji i pozostaja one w stanie aktywnym.

Jednym z wyzwan w projektowaniu opisanego eksperymentu byt fakt, ze potencjalnie
zaobserwowane zmiany w ruchu kinezyn, mogltyby wynikac nie tyle z ich specyficznego odziatywania
z mTOR, co by¢ objawem ogolnego wzrostu aktywno$ci metabolicznej wynikajacej z obnizenia
ekspresji Tsc2. Aby zaadresowac ten problem zdecydowano o wiaczeniu dodatkowej kontroli w postaci
konstruktu kinezyny, ktorej wyciszenie nie wydaje si¢ wpltywaé na rozwdj neuronu w modelu
nadaktywnego mTOR (zgodnie z obserwacjami z punktu 4.1.1). Do tego celu wybrano konstrukt
KIF22tuncated GEP (KIF22t-GFP)
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Dos$wiadczenie przeprowadzono transfekujac neurony hipokampalne w 6smym dniu hodowli
plazmidami KIF21Bt-GFP, KIF3At-GFP, KIF3Ct-GFP lub KIF22t-GFP wraz z pSUPER-shTSC2 lub
pSUPER nie kodujacym shRNA jako kontrola (Ktrl). Po trzech dniach od transfekcji, w dniu 11-nastym,
komorki obrazowano przezyciowo przy uzyciu systemu ANDOR spinning disc zgodnie z opisem
zawartym w punkcie 3.8.3. Analiza fluorescencji GFP wykazata skuteczna produkcje wszystkich
rekombinowanych biatek po transfekcji. Jednakze, tylko w przypadku KIF21Bt-GFP oraz KIF22t-GFP
mozliwe bylo zaobserwowanie wyraznych, ruchomych punktéow (Ryc. 4.12), umozliwiajacych dalsza
analize ich mobilnosci. Zdecydowano si¢ zatem analizowa¢ jedynie ruch KIF21Bt-GFP oraz KIF22t-
GFP. Dodatkowo, postanowiono przeprowadzi¢ analiz¢ mobilnos$ci jedynie w aksonach, ze wzgledu na
jednorodng orientacje mikrotubul, a co za tym idzie bardziej przewidywalny model ruchu bialek
motorycznych (opis w punkcie 1.2.2.). Aksony identyfikowano przyzyciowo, dodajac do pozywki przed
obrazowaniem przeciwcialo rozpoznajgce neurofascyneg, sprzezone z barwnikiem CF640R. Na
uzyskanych filmach, przy pomocy rozszerzenia KymographClear do oprogramowania ImageJ,
analizowano predkosc, czas trwania ruchu, liczbe przerw oraz srednig odlegtos¢ pokonang przez obiekty
poruszajace si¢ wzdhuz aksonu (zgodnie z opisem w punkcie 3.9.2). Przyktadowe filmy zawarto na
zatgczonej pamigci USB, oraz pod adresami internetowymi ponize;j:

Film 1. KIF21Bt-GFP: https.//youtu.be/Z8YHShEFiaA
Film 2. KIF22t-GFP: https://youtu.be/61gCMVI4TmE
Zaréwno w przypadku KIF21Bt-GFP jak i KIF22t-GFP w obrgbie aksonu zaobserwowano

liczne obiekty, dajace si¢ wyrdzni¢ jako pojedyncze punkty. Przy czym w przypadku KIF21Bt-GFP
znacznie wigksza cze$¢ mierzonych obiektow (okoto 60 %) cechowata si¢ mobilno$ciag w poréwnaniu
z KIF22t-GFP gdzie bylo to okoto 12 % w Ktrl. Podobnie, obiekty w wariantach Ktrl dla KIF21Bt-GFP
wykazywaly si¢ wiekszg predkoscia (Ryc. 4.13 F i G), pokonang odlegtoscig (Ryc. 4.13 D), jak rowniez
wieksza liczbg przerw w ruchu (Ryc. 4.13. H) w poréwnaniu dla analogicznych wariantow KIF22t-GFP.
Jednakze, sam czas trwania ruchu obiektow (Ryc. 4.13 C) byt podobny dla KIF21Bt-GFP (421 klatek)
i KIF22t-GFP (379 klatek). Jednoczesnie ani dla obiektow KIF21Bt-GFP, ani KIF22t-GFP nie
wykazano statystycznie istotnych roznic pomigdzy wariantami Ktrl, a tymi transfekowanymi shRNA
przeciwko Tsc2, w zadnym z badanych parametrow (Ryc. 4.13. C-H). Zaskakujaco, na wszystkich
zarejestrowanych filmach, w obrebie obszaru rozpoznanego jako akson, dzigki barwieniu przeciwciatem
rozpoznajacym neurofascyne, zaobserwowane obiekty GFP wypadkowo poruszaty si¢ w kierunku ciata
komorki. Jest to efekt przeciwny od spodziewanego dla konstruktow kinezyn, ktorych aktywny ruch

odbywa si¢ w kierunku wierzchotka aksonu. Mozliwe przyczyny omoéwiono w dyskusji.
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Pierwsza klatka Maksymalna projekcja B
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KIF21Bt-GFP

liczba ruchomych obiektow

KIF22t-GFP

KIF3At-GFP

KIF3Ct-GFP

Ryc. 4.12. Porownanie poziomu produkcji i mobilnosci konstruktéw kinezyn z metka GFP
nadprodukowanych w neuronach hipokampalnych. Szczurze neurony hipokampalne transfekowane
byly w 6smym dniu hodowli plazmidami kodujgcymi fuzyjne biatka w postaci skroconych form kinezyn
z metkg GFP. Obrazowanie prowadzone byto w dniu jedenastym przy uzyciu systemu ANDOR spinning
disc. A. Pierwsze klatki oraz projekcje maksymalnej intensywnosci z filmow poklatkowych. B. Liczba
ruchomych obiektow GFP wykrytych przez rozszerzenie ,,TrackMate” do oprogramowania Imagel,
przy progu wykrycia ustawionym na 1 i §rednicy obiektu 20 pikseli.
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Ryc. 4.13. Analiza mobilnos$ci konstruktéw kinezyn z metka GFP, w neuronach hipokampalnych
w warunkach wyciszenia TSC2. Neurony hipokampalne transfekowano w 8-mym dniu hodowli
plazmidami kodujacymi skrécone formy kinezyn KIF21B lub KIF22 w fuzji z GFP, wraz z shTSC2 lub
pSUPER (Ktrl). Obrazowane przy uzyciu systemu ANDOR spinning disc po trzech dniach, w 11-
nastym dniu hodowli. A. Pierwsza klatka z przyktadowych filméw poklatkowych. Akson zostat
uwidoczniony poprzez uzycie przeciwciata sprzgzonego z barwnikiem CF640R rozpoznajacego
neurofascyne. Skala — 10 pum B. Przyktadowe kymogramy powstate jako wizualizacja ruchu obiektow
kinezyna-GFP wzdtuz aksonu komorek transfekowanych jak w A. Ruch obiektow byl mierzony na
odcinku 23,66 pum, przez 3 min. (600 klatek). C. Sredni czas trwania ruchu obiektéw mierzony
w klatkach (jedna klatka = 0,3 sek.). Stupki bledéw wyznaczaja SEM. Istotno$ci statystyczne
wyznaczone testem Manna-Whitneya. D. Srednia odleglo$é pokonana przez obiekty mierzona w pm.
Stupki btedow oznaczaja SEM, istotnosci statystyczne wskazane na wykresie wyliczone testem Manna-
Whitneya. E. Procent ruchomych obiektow. ns — brak istotno$ci statystycznej. Liczone za pomoca
doktadnego testu Fishera. F. Srednia predko$é wszystkich obiektow w pum/klatke. Stupki bledoéw
wyznaczaja SEM. Istotnosci statystyczne wyznaczone testem Manna-Whitneya. G. Srednia predkosé
ruchomych obiektow w um/klatke. Stupki bledow wyznaczaja SEM. Istotnosci statystyczne
wyznaczone testem Mann’a-Whitneya. H. Srednia liczba przerw w ruchu obiektow. Stupki bledow
wyznaczajg SEM. Istotno$ci statystyczne wyznaczone testem Manna-Whitneya. Liczba obserwacji (n)
w grupach: KIF21Bt-GFP-Kitrl (6), KIF21Bt-GFP-shTSC2 (7), KIF22t-GFP-Ktrl (7), KIF22t-GFP-
shTSC2 (7).

4.2.2 Analiza wplywu obnizenia poziomu KIF21B na dynamike mikrotubul w komorkach

nerwowych o wyciszonej ekspresji Tsc2

Ze wzgledu na niesatysfakcjonujace dziatanie konstruktow kinezyn z metka GFP w zaktadanym
modelu (Ryc. 4.12, 4.13), w dalszej cze$ci pracy postanowiono skupi¢ si¢ na niezwigzanych
bezposrednio z transportem, a zatem niekanonicznych funkcjach kinezyn.

Jedng z wspomnianych niekanonicznych funkcji KIF21B, jest regulacja dynamiki mikrotubul
(opisane w punkcie 1.2.4.). Jednocze$nie, poprawna organizacja cytoszkieletu odgrywa zasadnicza role
we wzroscie neuronu. Tym samym postanowiono sprawdzi¢, czy w modelu komoérek nerwowych
0 ograniczonej ekspresji Tsc2 mozna zaobserwowaé réznice w dynamice mikrotubul, oraz czy
jednoczesne wyciszenie Kif21b wptynie na ten fenotyp. W tym celu wykorzystano plazmid kodujacy
biatko EB3 nalezace do biatek §ledzacych ,,+” koniec mikrotubul, w fuzji z GFP. Nadprodukcja
wspomnianego biatka, umozliwia $ledzenie na zywo mikrotubul w fazie wzrostu, co objawia si¢
charakterystycznym obrazem w trakcie mikroskopii przezyciowej, okre§lanym w literaturze jako
,komety” (Jaworski 2018). Jednoczesnie wczesniejsze doswiadczenia prowadzone przy okazji badan

do niniejszej pracy doktorskiej, wykazaly, ze dynamika ta jest trudna do obserwacji w starszych

136



neuronach. Z tego wzgledu zdecydowano, aby w doswiadczeniu wykorzysta¢ komoérki $wiezo
wyizolowane z mozgoéw embriondw szczurzych, uzyskiwane przy okazji zakladania standardowych
pierwotnych hodowli neuronalnych. Taki wybor pozwala na obserwacje dynamiki na wcze$niejszym
etapie rozwoju neurondw. Jednocze$nie, aby wprowadzi¢ rekombinowane DNA w jak
najwczesniejszym stadium wzrostu, zamiast transfekcji przy uzyciu Lipofektaminy 2000 zastosowano
technike nukleofekcji za pomocg elektroporacji (opisana w punkcie 3.5.2), co pozwolito na transfekcje¢
komorek jeszcze przed wysianiem na szkietka hodowlane. Ze wzgledu jednak na konieczno$¢ uzycia
znacznej liczby komoérek (5 min na wariant), zamiast komorek pochodzacych z hipokampu,
postanowiono uzy¢ komorek z kory moézgowej, ktore dostepne sa w znacznie wigkszej liczbie w
momencie zaktadania pierwotnej hodowli neuronalnej. Tym samym, w kontrascie do badan
przedstawionych w punktach 4.1.1 oraz 4.14., gdzie modelem byly 8-mio dniowe neurony
hipokampalne, w opisywanym tu eksperymencie wykorzystano neurony korowe w dniu ich izolacji, co
zostalo opisane jako dzien 0. Mieszaniny DNA uzywane do nukleofekcji przedstawiono w Tabeli 3.17.
Po 3 dniach od elektroporacji, w trzecim dniu hodowli, komodrki obrazowano przezyciowo
zgodnie z protokotem opisanym w punkcie 3.8.3. Na uzyskanych filmach poklatkowych, mozna byto
zauwazy¢ silne wypalenie sygnatu fluorescencyjnego (ang. photo-bleaching), szybko postepujace wraz
z przebiegiem nagrania, co utrudniato analiz¢. Z tego powodu zdecydowano si¢ nie analizowa¢ pelnej
dhugosci filmow, a jedynie ich potowe, czyli 300 klatek zebranych w czasie 90 sek. Obraz analizowano
przy pomocy rozszerzenia TrackMate do programu ImagelJ, zbierajac dane o dlugosci ruchow, predkosci
oraz liczbie ruchomych obiektow. Przykladowe filmy, przyspieszone 9-krotnie wzgledem prawdziwego
czasu, zawarto na zatgczonej pamigci USB, oraz pod podanymi adresami internetowymi:
Film 3: Ktrl https://youtu.be/CKSdLpNjL3E
Film 4: shTSC2 https://youtu.be/ESEfspl46aM
Film 5: shTSC2 + shKIF21B https://youtu.be/txpNcTe3fDE

W analizowanym materiale, “komety” rosnacych mikrotubul wykazywaty si¢ nieco dtuzsza
przebyta droga przed zaniknigciem w wariantach transfekowanych shTSC2 wzgledem Ktrl, przy czym
jedynie w przypadku wariantu shTSC2+shKIF21B roznica ta byta istotna statystycznie. Co wazne
jednak, pomiedzy wariantami shTSC2 a shTSC2+shKIF21B roznice nie wystgpowaly, a $rednia
odlegtos¢ byta niemal identyczna (Ryc. 4.14 B). Czas trwania wzrostu pojedynczych 4+’ koncow
mikrotubul, okazat si¢ réwniez by¢ nieco krétszy dla wariantow transfekowanych shTSC2 wzgledem
Ktrl (Ryc. 4.14 C), jednak ponownie, rownoczesna transfekcja shKIF21B zdaje si¢ nie mie¢ zadnego
wptywu. Co ciekawe, pomimo nieco dtuzszej zmierzonej odlegtoéci na jaka rosty pojedyncze
mikrotubule i krétszego czasu trwania tego zjawiska w wariantach shTSC2 wzgledem Ktrl, usrednione
réznice w predkosci okazaly si¢ nie istotne statystycznie (Ryc. 4.14 D). Rowniez zmierzona liczba
ruchomych obiektow w przeliczeniu na komorke wydaje si¢ nie r6zni¢ pomiedzy wariantami (Ryc. 4.14
E). Przeprowadzone eksperymenty nie wykazaly istotnego wptywu wyciszania Kif21lb na badane

procesy w komoérce nerwowej, niezaleznie od jednoczesnego wyciszania TSC2.
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Ryc. 4.14. Analiza dynamiki rosnacych mikrotubul, w neuronach korowych transfekowanych
EB3-GFP wraz z shTSC2 i shKIF21B. Zaraz po izolacji, komorki pochodzace ze szczurzej,
embrionalnej kory mézgowej zostaly poddane nukleofekcji, plazmidami EB3-GFP, oraz zaleznie od
wariantu pSUPER (Ktrl), shTSC2, shKIF21B lub ich kombinacja (opisane na osi poziomej), a nastepnie
obrazowano przyzyciowo po 3 dniach od nukleofekcji. A. Obrazy pochodzace z uzyskanych filmow
poklatkowych. W pierwszej kolumnie zaprezentowana pierwsza klatka z przyktadowego filmu. W
drugiej kolumnie klatka numer 150, ukazujaca postgp wypalenia sygnatu fluorescencyjnego. Trzecia
kolumna przedstawia wszystkie trajektorie obiektow znalezionych przez algorytm TrackMate na
przyktadowych filmach. Skala = 10 pm. B. Sredni dystans pokonany przez obiekty EB3-GFP przed
zaniknieciem. C. Czas trwania ruchu wykrytych obiektow EB3-GFP przed zaniknigciem. D. Srednia
predko$é znalezionych obiektow. E. Srednia liczba obiektow na filmie, zidentyfikowanych przez
TrackMate jako ruchome. Wszystkie przedstawione wykresy ukazujg $rednig, przy czym szarymi
punktami oznaczono usrednione wartosci dla pojedynczych komorek, za$ stupki btedow wyznaczaja
SEM. Poziom istotno$ci wyliczony przez test t studenta. *p < 0,5; ns — brak istotnosci. Doktadna liczba
obrazowanych komorek (n) wyniosta odpowiednio: Ktrl (9), shTSC2 (9), shTSC2 + shKIF21B (13).

4.2.3. Wplyw wyciszenia KIF3A oraz KIF3C na rozwdj rzesek, w neuronach o ograniczonej

ekspresji Tsc1/Tsc2

Jak wspomniano we wstepie (punkt 1.2.4) KIF3A wraz z KIF3C, pehia istotng role w
transporcie rzgskowym. Wigkszo$¢ badan opisuje kompleks KIF3A i KIF3C jako heterotrimer wraz z
biatkiem KAP3, cho¢ KIF3C moze rowniez funkcjonowaé jako homodimer (Quinn i in. 2020).
Jednoczesnie, pierwotne rzgski pelnig istotng rolg w rozwoju i kontrolowaniu $ciezek sygnatowych w
neuronie (Lepanto, Badano, i Zolessi 2016), zas w literaturze mozna znalez¢ liczne informacje o ich
powigzaniu ze $ciezkg mTOR (Lai i Jiang 2020; Boehlke i in. 2010b). Co wiecej, niektore badania
sugeruja wiasny, niekiedy réozny wptyw TSC1 oraz TSC2 na rozwdj rzesek, by¢ moze na skutek
mechanizmu niezaleznego od mTOR (Rosengren i in. 2018; Armour, Carson, i Ess 2012; DiBella, Park,
i Sun 2009). Przy czym praca Rosengren i wsp. (2018) sugeruje, ze brak TSCI1 skutkuje dhuzszymi
rzgskami, za§ brak TSC2 krotszymi. Z tego powodu postanowiono sprawdzi¢ po pierwsze, jak
wyciszenie zarowno badanego do tej pory Tsc2, jak i Tscl wptywa na dtugos¢ i obecnos¢ rzesek
W modelu neurondéw hipokampalnych, po drugie zas czy fenotyp ten ulega zmianie przy jednoczesnym

wyciszeniu ekspresji Kif3a lub Kif3c.

4.2.3.1 Wplyw wyciszenia KIF3A oraz KIF3C na rozwdj rzesek, w neuronach hipokampalnych o

ograniczonej ekspresji Tsc1/Tsc2 w dniach 8 - 11 hodowli.

Dla spdjnosci z wezesniej przeprowadzonymi eksperymentami, do§wiadczenie postanowiono
przeprowadzi¢ w przedziale czasowym odpowiadajacym drugorzgdowemu badaniu przesiewowemu
(punkt 4.1.4). Tym samym, neurony hipokampalne transfekowano w 8-mym dniu hodowli mieszankami
plazmidow przedstawionymi w Tabeli 3.15. za$ utrwalano je w dniu 11-nastym. Uzyskane preparaty

barwiono przy wykorzystaniu przeciwciata rozpoznajacego biatko cyklaze adenylowa 3 (ang. adenyly
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cyclase 3, AC3 bedace specyficznym markerem neuronalnych, pierwotnych rzesek. W planie
doswiadczenia zaktadano rowniez dotaczenie wariantdéw hodowanych w warunkach gtodzenia, przez
zmnigjszenie o 90 % stezenia B27 w pozywce, jako ze rzeski sa silnie regulowane przez autofagie (S.
Wang i in. 2015). W eksperymencie pilotazowym nie udato si¢ jednak uzyska¢ zywych neuronow
w tych warunkach, jako ze wszystkie ulegaly apoptozie.

Preparaty obrazowano przy uzyciu mikroskopii konfokalnej (opisane w punkcie 3.8.2) zbierajac
po 24 zdjecia w osi Z, w celu pelnego uwidocznienia rzesek, ktore mogty uktada¢ sie¢ w réznych
plaszczyznach wzgledem komorki. Jednoczesnie w trakcie zbierania stwierdzono, ze niektére z rzesek
mogg uktadac sie prostopadle do komorki, w orientacji ,,na sztorc”. W ten sposob ich petna dtugo$¢ nie
bytaby widoczna na rutynowo stosowanej projekcji maksymalnej intensywnosci (ang. maximum
intensity projection, MIP). Z tego powodu, wykorzystujac uzyskane serie zdje¢, wygenerowano modele
trojwymiarowe komorek, na ktorych nastgpnie mierzono dhugosé rzesek pod réznymi katami obracajgc
wzdtuz osi Y. Przyktadowe filmy ilustrujace obrdt uzyskanych modeli, ktore postuzyty do stworzenia
Ryec. 4.15 zawarto na dotaczonej pamieci USB, oraz pod adresami:

Film 6: Obrot projekcji 3D neuronu numer 1 https://youtu.be/DHVhLItEFGqg

Film 7: Obrot projekcji 3D neuronu numer 2 https://youtu.be/2C_tlwuJ26E

Jak przedstawiono na rycinie 4.15., zaleznie od kata pomiaru, dlugos$¢ rzgski ulegata
zmniejszeniu lub pozostawata zblizona do pomiaru wykonanego na dwuwymiarowej projekcji
maksymalnej intensywnosci. Tym samym, ze wzgledu na brak korzysci w postaci dodatkowych
informacji oraz duza czasochtonno$¢ przygotowywania modeli tréjwymiarowych, w eksperymencie
postanowiono wykonywac¢ pomiary na dwuwymiarowych projekcjach maksymalnej intensywnosci.

Whyniki eksperymentu przedstawiono na Ryc. 4.16. Zgodnie z oczekiwaniami, zastosowanie
SshRNA przeciwko Tsc2 jak i Tscl, skutkowato zwigkszeniem powierzchni ciata komorki wzgledem
kontroli transfekowanej pSUPER, cho¢ zmiany te okazaly si¢ nie istotne statystycznie. Jednoczesnie,
pomimo zastosowania podobnych warunkéw jak w eksperymencie opisanym w punkcie 4.1.4 zmiana
powodowana transfekcja shTSC2 byla wyraznie mniejsza. Co wazne jednak, jednoczesna transfekcja
zarowno shTSC1/shTSC2 razem z shRNA przeciwko kinezynom skutkowala mniejsza powierzchnig
ciata komorki niz w przypadku jedynie shRNA wyciszajacego Tscl lub Tsc2. Zmiana ta jednak okazata
si¢ istotna statystycznie jedynie dla shKIF3A (Ryc. 4.16 B). W przypadku pomiarow rzesek, transfekcja
samym SshRNA przeciwko Tscl jak i Tsc2 zdawata si¢ nie wptywaé na ich dlugos¢ w stosowanym
modelu. Co zaskakujace jednak, uzyskane pomiary sugeruja, ze zastosowanie zarowno shKIF3A, jak
i shKIF3C powoduje zwiekszenie dtugosci rzesek wzgledem kontroli, cho¢ nieistotne statystycznie.
Jednakze w przypadku shKIF3A, jednoczesna transfekcja z shTSC1 wydaje si¢ wzmacnia¢ ten efekt,
ktory osigga wtedy poziom istotnosci statystycznej. W wariancie shTSC2 dla tej kinezyny taki efekt nie
wystapit. W przypadku shKIF3C, jednoczesne wyciszanie Tscl wydaje si¢ mie¢ niewielki efekt na
skrocenie rzeski wzgledem samego wyciszania kinezyny, jednakze potaczenie z shTSC2 okazywato sig

skutkowac juz znacznie mniejszg dtugoscia rzgski, zarowno wzgledem transfekcji samym shKIF3C jak
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i samym shTSC2, niejako sugerujac mozliwe dziatanie synergiczne (Ryc. 4.16 C). Jak wynika z
pomiaréw przedstawionych na Ryc. 4.16 D, znaczna wigkszo$¢ badanych komodrek posiadata co
najmniej jedng rzeske (> 85%). Nie wykazano rowniez, aby w obrebie grup wystepowata roéznica

wzgledem proporcji komorek posiadajacych przynajmniej jedng rzeske, do nieposiadajacych.
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Ryc. 4.15. Porownanie pomiaréw rzesek prowadzonych na plaskiej projekcji maksymalnej
intensywnosci oraz modelach trojwymiarowych. Neurony transfekowane plazmidem kodujacym
GFP, z widocznymi rzgskami wybarwionymi immunoflurescencyjnie przeciwciatem anty-AC3. A.
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Przyktadowy neuron z rzgska pozornie utozong ptasko. Pierwszy obraz od lewej przedstawia projekcje
maksymalnej intensywno$ci stworzong z 42 zdje¢ zebranych w plaszczyznie osi Z. Ztotg linig
zaznaczono widoczna rzeske, wraz z pomiarem jej dlugosci (3,2 pm). Kolejne trzy obrazy przedstawiaja
odpowiednio obrot o 30, 60 oraz 90 stopni, projekcji trojwymiarowej uzyskanej z tego samego zestawu
zdjgé. B. Wykres przedstawiajacy pomiar dtugosci rzgski widocznej na A, zaleznie od stopnia obrotu
wzdhuz osi Y. C. Przyktadowy neuron z rzeska pozornie ustawiong prostopadle do ptaszczyzny zdjecia.
Obraz pierwszy od lewej przedstawia projekcje maksymalnej intensywnosci uzyskang z 42 zdjec¢
zebranych w plaszczyznie osi Z. Ztota linig oznaczono widoczng na zdjeciu rzeske, wraz z pomiarem
jej dtugosci (1,87 um). Kolejne obrazy przedstawiajg obrét projekcji trojwymiarowej, o odpowiednio:
30, 60 i 90 stopni. D. Wykres przedstawiajacy wynik pomiaru diugosci rzeski na projekcji
trojwymiarowej, zaleznie od obrotu wzdhuz osi Y.
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Ryc. 4.16. Analiza morfometryczna neuronéw transfekowanych kombinacjami shTSC1/shTSC2
oraz shKIF3A/shKIF3C. Neurony hipokampalne transfekowane w 8-mym dniu hodowli, za$
utrwalane w dniu 11-nastym. Barwienie na rzg¢ski przy pomocy przeciwciata rozpoznajacego AC3. A.
Przyktadowe obrazy neurondéw uzyskanych w doswiadczeniu. Rzeski wybarwione na czerwono przy

144



uzyciu przeciwciata rozpoznajacego AC3. Projekcja maksymalnej intensywnos$ci uzyskana z zebranych
24-zdje¢ w ptaszczyznie osi Z. Skala = 10 pm. B. Pomiary powierzchni ciata komorek, znormalizowane
poprzez podzielenie przez wartosci uzyskane dla Ktrl + pSUPER na danej ptytce eksperymentalnej. Dla
zwigkszenia czytelnosci rozdzielone na podstawie stosowanych shRNA. Wykresy przedstawia $rednig,
szarymi punktami oznaczono pojedyncze pomiary. Stupki btgdow przedstawiaja SEM. Analiza
statystyczna poprzez test Kruskala-Wallisa z testem post-hoc Dunn i poprawka Holma dla
wielokrotnych porownan. C. Pomiary dlugosci rzesek, wykonane na MIP i znormalizowane przez
podzielenie przez warto$ci uzyskane dla Krl + pSUPER z danej ptytki eksperymentalnej. Do obliczen
wykorzystano jedynie komorki posiadajace przynajmniej jedng rzeskg. Dla zwigkszenia czytelno$ci
rozdzielone na podstawie stosowanych shRNA Wykresy przedstawia $rednig, szarymi punktami
oznaczono pojedyncze pomiary. Shupki btedu przedstawiaja SEM. Grupy poréwnane mig¢dzy soba
testem Kruskalla-Wallisa wraz z testem post-hoc Dunn z poprawka Holma dla wielokrotnych poréwnan.
D. Procent komdrek z przynajmniej jednym obiektem rozpoznanym jako rzeska. Szarymi punktami
oznaczono wyniki z pojedynczych powtdrzen. Analiza statystyczna wykonana poprzez doktadny test
Fishera. Na panelach B, C oraz D oznaczono jedynie roznice, ktore byty statystycznie istotne. *p < 0,05;
**p < 0,01. Eksperyment wykonany w trzech niezaleznych powtorzeniach (N = 3). Dokladna liczba
obserwacji: Ktrl + pSUPER (50), Ktrl + shKIF3A (47), Ktrl + shKIF3C (60), shTSC1 + pSUPER (59),
shTSC1 + shKIF3A (45), shTSC1 + shKIF3C (50), shTSC2 + pSUPER (48), shTSC2 + shKIF3A (59),
shTSC2 + shKIF3C (60).

4.2.3.2 Wplyw wyciszenia Kif3a oraz Kif3c na rozwoj rzesek, w neuronach korowych o

ograniczonej ekspresji Tsc1/Tsc2 w dniach 0 - 4 hodowli.

Poniewaz pierwotna rzgska powstaje na etapie roznicowania si¢ neuronu (J. H. Lee i Gleeson
2010; Lepanto, Badano, i Zolessi 2016; Di Nardo i Sahin 2018), tym samym powstalo przypuszczenie,
ze nawet jezeli w warunkach badanych w punkcie 4.2.3.1, dochodzi do zaburzenia $ciezek sygnalowych
zwigzanych z rozwojem lub funkcjonowaniem rzgski, moze to nie objawiac si¢ w jej dtugosci. Z tego
powodu, postanowiono sprawdzi¢ wplyw wyciszenia wybranych kinezyn oraz Tsc2 na dtugo$é rzeski,
w mitodszych neuronach. W tym celu zdecydowano si¢ wykorzysta¢ stworzone przy okazji punktu
4.1.5.1 wektory lentiwirusowe, do transdukcji komorek $wiezo wyizolowanych z embrionalnej kory
moézgowej szczura. Podobnie jak w przypadku eksperymentu z punktu 4.2.3, uzyto materiatu
pochodzacego z kory mdzgowej, a nie hipokampa, ze wzgledu na konieczno$¢ uzycia znacznej liczby
komorek na jeden wariant. Tym samym jako dzien transdukcji przyjeto dzien 0, za$ zdecydowano si¢
utrwala¢ w dniu czwartym. Jednoczesénie z powodu braku wektora lentiwirusowego kodujacego shRNA
przeciwko Tscl, w tym eksperymencie sprawdzono jedynie wplyw wyciszania TsC2. Ze wzgledu na
uproszczenie procedury eksperymentalnej, zrezygnowano réwniez z wariantow, w ktorych wyciszano

jedynie kinezyny bez wyciszenia Tsc2.

4.2.3.2.1 Walidacja modelu transdukcji neuronéw w 0 - 4 DIV.

Aby upewni¢ si¢, ze w planowanym modelu neuronéw korowych, rzeczywiscie dochodzi do

wyciszenia badanych gendéw na skutek transdukcji uzytymi lentiwirusami, przeprowadzono walidacje
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modelu przy pomocy techniki RT-qPCR i sond TagMan podobnie jak w punkcie 4.1.5 dla neuronéw
hipokampalnych. Komoérki korowe zaraz po wyizolowaniu, transdukowano lentiwirusami: shTSC2,
shKIF3A, shKIF3C lub wirusem nie kodujacym shRNA (Ktrl). Nastepnie po 4 dniach hodowli, zbierano
material, z ktérego izolowano catkowite RNA zgodnie z protokotem opisanym w punkcie 3.2.8, ktore
nastgpnie analizowano zgodnie z procedura opisang w punktach 3.2.9 - 3.2.11. Jak przedstawia Ryc.
4.17 A-C, transdukcja wirusami niosgcymi shRNA zarowno przeciwko Tsc2 jak i kinezynom,
prowadzila do istotnego spadku ekspresji badanych genow testowanym modelu. Jednoczesnie na tym
samym materiale postanowiono sprawdzi¢ czy w przypadku komorek o wyciszonym Tsc2 dochodzi do

zmian ekspresji Kif3a lub Kif3c, jednakze nie stwierdzono statystycznie istotnych zmian.
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Ryc. 4.17. Pomiar poziomu mRNA badanych genéw w neuronach korowych transdukowanych
w dniu izolacji i zbieranych w dniu czwartym. Komoérki pochodzace ze szczurzej embrionalnej kory
moézgowej zostalty zaraz po izolacji poddane transdukcji wektorami lentiwirusowymi kodujagcymi
SshRNA przeciwko genom: Kif3a, Kif3c lub Tsc2, oraz wektorem lentiwirusowym na bazie plazmidu
pULTRA-Chili nie kodujacym shRNA jako kontrolg (Ktrl). Po czterech dniach od transdukcji, z
materiatu izolowano RNA, na ktérym przeprowadzono RT-qPCR przy wykorzystaniu sond TagMan.
A. Wyniki pomiaru materiatu sonda rozpoznajaca transkrypt Kif3a. B. Wyniki pomiaru materiatu sonda
rozpoznajacg transkrypt Kif3c. C. Wyniki pomiaru materiatu sondg rozpoznajaca transkrypt Tsc2. Dla
kazdej sondy wykonano trzy niezalezne powtorzenia (N = 3), w obrgbie ktérych wykonano po trzy
powtdrzenia techniczne (n = 9). Poziom ekspresji mierzony byl przy pomocy metody AACH,
wykorzystujac sonde GAPDH w celu normalizacji wynikow pomiaru ekspresji. Dla zniwelowania
znacznych roéznic pomiedzy powtdrzeniami, wyniki dodatkowo znormalizowano przez podzielenie
przez wartosci Ktrl, nadajac jej bazowa wartos¢ rowna 1 i badajac w ten sposob stosunek poziomu
sygnatu w probkach shRNA wzgledem Ktrl. Czarnymi punktami oznaczono wyniki pojedynczych

powtdrzen, stupki btedow wyznaczajag SEM. Pomiar istotnosci statystycznej przeprowadzony testem t
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studenta jednej proby, poréwnujac uzyskane pomiary do 1. **p < 0,01; ***p < 0,001; ns - brak

1stotnosci.

4.2.3.2.2 Pomiary powierzchni oraz dlugosci rzesek neuronéw korowych transdukowanych w

dniach 0-4 wektorami lentiwirusowymi: shTSC2, shKIF3a oraz shKIF3C

W celu uzyskania pomiarow rzesek w neuronach, u ktorych wyciszenie genéw nastepowatoby
jeszcze przed zrdznicowaniem, $wiezo wyizolowane komorki korowe transdukowano, mieszanka
dwoch wektorow lentiwirusowych, zgodnie z Tabelg 4.3. Utrwalanie nastgpowato po 4-ech dniach od
transdukcji. Nastepnie preparaty barwiono immunofluorescencyjnie przeciwko AC3, podobnie jak
w punkcie 4.2.3.1 i obrazowano przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. Poniewaz shTSC2 zostalo
wklonowane do wektora pULTRA kodujacego GFP, zas shKIF do wektora pULTRA-Chili kodujacego
tdTomato, mozliwa byta identyfikacja komorek, ktore uleglty podwojnej transdukcji. Tym samym do
analiz wybierano jednie neurony wykazujace jednoczesnie fluorescencj¢ GFP i tdTomato (panel A Ryc.
4.18). Jak mozna zaobserwowac na panelu B Ryc. 4.18, komorki transdukowane jedynie shRNA
przeciwko Tsc2 cechowaty si¢ okoto 16 % wigksza powierzchnig ciata komorki niz komorki kontrolne
(Ktrl). Natomiast jednoczesna transdukcja shTSC2 wraz z shRNA przeciwko KIF3A jak i KIF3C
zdawala si¢ niwelowac te roznice, skutkujac fenotypem zblizonym do Ktrl, co jest zgodne z wynikami
uzyskanymi w drugorzedowym badaniu przesiewowym opisanym w punkcie 4.14. Podobny trend
mozna zauwazy¢ w przypadku dtugosci rzesek, gdzie ich $rednia dtugos¢ w wariancie shTSC2 wydaje
si¢ by¢ wigksza niz w Ktrl, za§ podobna w komorkach transdukowanych jednoczesnie shRNA
przeciwko kinezynom (Ryc. 4.18 panel C). Jednak w przypadku dlugosci rzgsek, rozrzut wartosci
W obrgbie wariantu okazatl si¢ bardzo znaczny, a co za tym idzie r6éznice w dtugosci nie byly istotne
statystycznie. Co ciekawe, w przypadku tego modelu jedynie 35 — 40 % komorek posiadato rzeske, co
jest wynikiem znacznie nizszym niz w punkcie 4.2.3, gdzie obrazowano starsze neurony hipokampalne.
Jednoczes$nie proporcje komorek posiadajacych przynajmniej jedna rzgske, do nieposiadajacych nie
roznity sie pomigdzy wariantami jak zmierzono doktadnym testem Fishera (Ryc. 4.18 D). Poniewaz
wariant shTSC2 cechowat si¢ zarowno wigeksza powierzchnig komorki (Ryc. 4.18 B) jak i dluzszymi
rzeskami niz pozostate (Ryc. 4.18 C), postanowiono policzy¢ korelacje pomiedzy powierzchnig ciata
komorki a dhlugoscig rzeski dla wszystkich zbadanych komoérek posiadajgcych przynajmniej jedng
rzeske. Wykres punktowy przedstawiajacy to zestawienie umieszczono na Ryc. 4.18 E. Jak wykazata
analiza przy pomocy modelu regresji liniowej, pomiedzy dtugoscia rzeski a powierzchnig komorki
wystepuje mala, (zwigkszenie ciala komorki o 0,07 na kazde zwickszenie dlugosci rzeski o 1 przy R? =
0.0568 co oznacza, ze zastosowany model skutecznie przewiduje jedynie okoto 5,7% zaobserwowanych

pomiarow), ale statystycznie istotna zalezno$¢ (wartosé¢ p = 0,0237).
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Tabela 4.3. Wektory lentiwirusowe wykorzystane do transdukcji komorek korowych

Wariant Lentiwirus 1 (kodujacy GFP) Lentiwirus 2 (kodujacy
tdTomato)

Kitrl PULTRA pULTRA-Chili

shTSC2 pULTRA-shTSC2 pULTRA-Chili

ShTSC2 + shKIF3A

PULTRA-shTSC2

pULTRA-Chili-shKIF3A#2

ShTSC2 + shKIF3C

PULTRA-shTSC2

pPULTRA-Chili-shKIF3C#3
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Ryc. 4.18. Analiza morfometryczna neuronéw korowych, transdukowanych kombinacjami
wektoréw lentiwirusowych kodujacych shRNA przeciwko Tsc2 oraz wybranym kinezynom.
Swiezo wyizolowane (DIV0) komorki kory embrionalnej szczura, zostaly poddane podwéijnej
transdukcji, wektorami lentiwirusowymi, kodujacymi shRNA przeciwko Tsc2 wraz z biatkiem GFP
(shTSC2) oraz wektorami lentiwirusowymi kodujacymi shRNA przeciwko KIF3A, Iub shKIF3 wraz z
biatkiem tdTomato (shKIF3A/3C). Wariant kontrolny (Ktrl) transdukowano wektorami wirusowym
kodujacym jedynie biatka fluorescencyjne. Komorki utrwalano po 4 dniach, a uzyskane preparaty
barwiono immunofluorescencyjnie na obecno$¢ AC3. A. Projekcje maksymalnej intensywnosci,
przyktadowych obrazow mikroskopowych przedstawiajagcych podwojnie transdukowane komorki
korowe, z rozdzieleniem na pojedyncze kanaty. Skala = 10 pum. B. Srednie wyniki pomiaréw
powierzchni ciala komoérki, znormalizowane poprzez podzielenie przez wartosci uzyskane dla Ktrl z
danej ptytki eksperymentalnej. Wszystkie wartosci znormalizowane poprzez podzielenie przez srednie
wartosci Ktrl z danej ptytki eksperymentalnej. Szare punkty wyznaczaja pojedyncze wartosci. Stupki
btedéw oznaczaja SEM. Analiza statystyczna przeprowadzona testem Kruskala-Wallisa, z testem post-
hoc Dunn i poprawka Holma dla wielokrotnych poréwnan. Na wykresie oznaczono jedynie
statystycznie istotne poréwnania. **p < 0,01; ***p < 0,001. Doktadna liczba obserwacji (n): Ktrl (56),
shTSC2 (57), shTSC2 + shKIF3A (59), shTSC2 + shKIF3C (60). C. Srednie pomiary dhugosci rzeski,
znormalizowane poprzez podzielenie przez $rednig warto$¢ Ktrl z danej ptytki eksperymentalnej. W
wyliczeniach uwzgledniono jedynie komorki, ktore posiadaty przynajmniej jedng rzeske. Szare punkty
oznaczaja pojedyncze wartosci, stupki btedéw wyznaczaja SEM. Analiza statystyczna przy pomocy
testu Kruskala-Wallisa z testem post-hoc Dunn i poprawka Holma dla wielokrotnych porownan. Wynik
zadnego z porownan nie okazal si¢ istotny statystycznie. Liczba obserwacji (n): Ktrl (24), shTSC2 (25),
shTSC2 + shKIF3A (22), shTSC2 + shKIF3C (19). D. Procent komorek, u ktorych stwierdzono
obecno$¢ przynajmniej jednej rzeski. Pordwnanie grup, w celu oceny roznic w proporcji komorek
posiadajacych/nieposiadajacych rzeski, przeprowadzone dokladnym testem Fishera. Eksperyment
wykonano w trzech niezaleznych powtdrzeniach (N = 3). E.Wykres punktowy ilustrujacy korelacje
powierzchni ciata komorki i dugosci rzgski liczong jak w B i C. Do obliczen uzyto jedynie pomiaréw
z komorek, u ktorych obecna byta przynajmniej jedna rzeska. Na niebiesko zaznaczono linie trendu,
szare obszary odpowiadaja przedzialom ufnosci. Ksztalty punktow odpowiadaja wariantom
eksperymentalnym.

4.3 Analiza funkcji wybranych kinezyn w modelu TSC w komérkach nieneuronalnych.

Pomimo, ze pierwotne hodowle neuronalne stanowig dobrze opisany i zoptymalizowany model
w Laboratorium Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej, posiadaja pewne ograniczenia, przez ktore
obserwacja niektorych funkcji kinezyn jest utrudniona. Mozna tu wyrézni¢ trudno$¢ w uzyskaniu
dostatecznej jakosci sygnatu w nastgpstwie nadprodukcji biatka fluorescencyjnego w obrazowaniu
przyzyciowym (jak zaobserwowano w punkcie 4.2.3), czy problem z wykonaniem eksperymentow z
gtodzeniem, na ktore neurony sg szczegolnie wrazliwe. Z tego powodu zdecydowano si¢ przeprowadzié
badania rowniez na komoérkach nieneuronalnych. Do tego celu wybrano lini¢ uniesmiertelnionych,
szczurzych fibroblastow Rat2. Komorki te wybrano ze wzgledu na szybki wzrost oraz tatwosé

transfekcji, jak i hodowli. Dodatkowo, szczurze pochodzenie tej linii pozwolito na wykorzystanie tych
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samych sekwencji shRNA, ktore zostaty juz zweryfikowane w komodrkach nerwowych. Poniewaz

jednak kinezyna KIF21B, bedaca jednym z charakterystycznych motoréw uktadu nerwowego, nie ulega,

badz ulega bardzo stabej ekspresji w fibroblastach (https://www.proteinatlas.org/search/kif21b),

zdecydowano si¢ na kontynuacje badan jedynie nad kinezynami KIF3A oraz KIF3C.

4.3.1 Tworzenie i walidacja linii stabilnych komérek Rat2

Doktadng procedure uzyskiwania linii stabilnych opisano w punkcie 3.5.5. W pierwszym kroku
komorki linii Rat2 transdukowano wektorami lentiwirusowym stworzonym na bazie plazmidu pLKO-
shTSC2#2 (w dalszej czgéci pracy dla uproszczenia nazywanym shTSC2) lub pLKO.1-TRC nie
kodujacym shRNA, jako kontrola (w dalszej czeSci pracy nazywanym pLKO). Nastepnie
transdukowane komorki selekcjonowano poprzez hodowle w pozywce z puromycyna. Skutecznosé
wyciszenia zweryfikowano sprawdzajac poziom tuberyny metoda Western blot. Dodatkowo,
sprawdzono, czy wystepuja roznice w wielkosci komorek pomiedzy linig kontrolna, a linig o wyciszonej
ekspresji Tsc2. Poniewaz, w literaturze powszechny jest poglad, ze komorki z nadaktywna $ciezka
mTOR rosng w warunkach glodzenia szybciej, i efektywniej niz komorki typu dzikiego. Tym samym,
aby uwypukli¢ mozliwe réznice w powierzchni komorki, postanowiono obnizy¢ zawarto$¢ surowicy
w pozywce hodowlanej. Sprawdzono dwa stezenia 2 % oraz 0,2 %, bedace odpowiednio 5-krotnie oraz
50-krotnie mniejszymi niz stosowane rutynowo. Zaplanowano réwniez dwa punkty czasowe: 24 oraz
48 godz. od rozpoczecia hodowli, po ktorych utrwalano komorki. Miato to na celu znalezienie
optymalnych warunkéw dla przysztych eksperymentéw. Utrwalone preparaty barwiono falloidyna
sprzgzong z barwnikiem AlexaFluor 568, co pozwolito na wizualizacje¢ ksztattu komorek.

Jak przedstawia Ryc. 4.19 panel B, komorki linii shTSC2 cechowaty si¢ wigksza $rednig
powierzchnig niz komorki linii kontrolnej pLKO. Jednakze roznice te okazaty si¢ statystycznie istotne
jedynie w przypadku hodowli przez 48 godz. Uzyskane wyniki byly zblizone niezaleznie od
stosowanego stgzenia surowicy.

Jak wykazata analiza metoda Western blot, w komorkach linii shTSC2, produkcja tuberyny byta
wyraznie nizsza niz w linii pLKO, co pozwala sadzi¢, ze nastapito skuteczne wyciszenie ekspresji genu

Tsc2 (Ryc. 4.19. C).
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Ryec. 4.19. Wstepna charakterystyka otrzymanych linii pLKO i shTSC2. Komoérki uzyskanych linii
hodowane pozywce o obnizonej zawartosci FBS — 2 % oraz 0,2 %, utrwalane po 24 oraz 48 godz., i
barwione falloidyna sprzezong z AlexaFluor 592 w celu uwidocznienia ksztaltu komorki. A.
Reprezentatywne obrazy mikroskopowe komérek uzyskanych linii. Skala: 10 pum. B. Srednia
powierzchnia komorek, podzielone na osobne panele na podstawie stezenia surowicy w pozywce oraz
czasu utrwalania. Mierzono tylko obiekty dajace si¢ wyrdzni¢ jak pojedyncza komorka. Szare punkty
przedstawiaja pojedyncze pomiary, za$ stupki bledow SEM. Istotno$¢ statystyczna policzona zostala
testem Manna — Whitneya. *p <0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ns — brak istotno$ci. Dane zebrane z
trzech eksperymentow (N = 3). Liczba analizowanych komérek (n) wynosi, dla: FBS 2% 24 godz.:
pLKO (118), shTSC2 (130), FBS 2 %, 48 godz. pLKO (211), shTSC2 (160), FBS 0,2% 24 godz. pLKO

(152), shTSC2 (129), FBS 0,2 %, 48 godz. pLKO (167), shTSC2 (160). C. Skan kliszy fotograficznej

przedstawiajgcej wyniki pomiardw poziomu biatek tuberyny oraz tubuliny w liniach pLKO oraz
shTSC2 metoda Western blot.

pLKO

shTSC2

W nastepnym kroku, w celu uzyskania linii o zmniejszonej ekspresji genow wybranych kinezyn,

linie pLKO oraz shTSC2, poddano drugiej z kolei transdukcji wektorami lentiwirusowymi, tym razem
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na bazie plazmidow: pULTRA-Chili-shKIF3A, pULTRA-Chili-shKIF3C oraz pULTRA-Chili nie
kodujacym shRNA. Uzyskane linie przesortowano przy uzyciu cytometrii przeptywowej na podstawie
sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego z TdTomato. Przy okreslaniu progu sortowania, zdecydowano
o odrzuceniu komédrek o najwiekszej intensywnos$ci fluorescencji (Ryc. 4.20 panel A). Decyzja ta
wynikata z faktu, iz w systemie lentiwirusowym opartym o plazmid pULTRA, produkcja biatka
fluorescencyjnego oraz shRNA odbywa si¢ z osobnych promotoréw. Tym samym silna fluorescencja
nie gwarantuje skutecznego wyciszenia interesujacego genu, a moze $wiadczy¢ o wielokrotnym
wlaczeniu DNA wirusa do genomu komorki, co nie jest pozadane. Jednocze$nie zaobserwowano, ze
najsilniejsza fluorescencja cechuje si¢ linia kontrolna, zapewne w zwigzku z brakiem ekspresji ShRNA,
a w efekcie mniejszym stresem metabolicznym wywieranym na transdukowane komorki. Tym samym
prog odcigcia podczas sortowania zostal ustawiony na podstawie pozostatych linii. Spis stworzonych
linii znajduje si¢ w Tabeli 3.8. W celu potwierdzenia wyciszenia badanych genéw w stworzonych
liniach, wyizolowano z nich RNA, ktdre postuzyto jako materiat do badania technikag RT-qPCR (opisane
w punktach 3.2.8 — 3.2.11) przy uzyciu sond TagMan wykrywajacych transkrypty Kif3a, Kif3c oraz
Tsc2. Wykazano, ze w liniach pLKO-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3A ekspresja Kif3a wynosi okoto
50 % poziomu z linii pLKO-pULTRA-Chili. W przypadku ekspresji Kif3c, liniach pLKO-shKIF3C i
shTSC2-shKIF3C spadek wzgledem linii kontrolnej wyniost okoto 90 %. Jednocze$nie potwierdzono,
ze we wszystkich trzech liniach na bazie pierwotnej linii shTSC2, wystepuje spadek ekspresji genu

kodujacego tuberyne wzgledem kontrolnej linii pLKO-pULTRA-Chili (Ryc. 4.20. B).
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Ryc. 4.20. Pomiary intensywnosci fluorescencji podczas cytometrii przeplywowej oraz poziomu
mRNA w uzyskanych liniach komérkowych: pLKO-pULTRA-Chili, pLKO-shKIF3A, pLKO-
shKIF3C, shTSC2-pULTRA-Chili, shTSC2-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C A. Wykresy
punktowe uzyskane w trakcie cytometrii przeptywowej, przedstawiajace rozktad intensywnosci
fluorescencji TdTomato, w komodrkach uzyskanych linii. Pomaranczowa ramka wyznacza zakres w
obrebie, ktorego komorki zostaty przesortowane. B. Wyniki badania poziomu ekspresji genow Kif3a,
Kif3c oraz Tsc2 metodg RT-qPCR przy uzyciu sond TagMan w materiale pochodzacym z uzyskanych
linii. Analiza wykonana metodg AACt. Przedstawione wyniki zostaly znormalizowane, poprzez
podzielenie przez warto$¢ uzyskang dla linii pLKO-pULTRA-Chili przyjeta jako linia kontrolna. Dla
kazdej grupy wykonano trzy powtdrzenia techniczne (n = 3).

4.3.2 Analiza tempa podzialow komérkowych i powierzchni komérek uzyskanych linii.

W trakcie hodowli, zauwazono, ze komorki nalezace do niektorych z otrzymanych linii, ulegaja
podziatom wolniej od pozostatych jak, i cechuja si¢ mniejsza powierzchnia. Jako ze zardwno tempo
podziatow komorkowych i jak wzrostu powierzchni komorki sg procesami $cisle powigzanymi z
aktynoscig mTOR, postanowiono zbada¢ zaobserwowane roznice. W tym celu komorki wszystkich linii
wysiano w doktadnie wyliczonej, rownej liczbie 50 tys. na dotek, na ptytce 24-dotkowej. Komorki
utrwalano w nastepujacych punktach czasowych: 4 godz., 20 godz., 28 godz. oraz 48 godz. Na
zebranych zdjeciach analizowano pole widzenia zajete przez komorki oraz ich liczbe. Nastgpnie przy
uzyciu dwuczynnikowej analizy wariancji, zbadano czy pomiedzy liniami wystepuja statystycznie
istotne roznice uwzgledniajgc zmiang pomigdzy punktami czasowymi.

Z pomiardéw zmiany pola widzenia zajetego przez komorki w czasie, wynika, ze linie pLKO-
ShKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C cechowaly si¢ znacznie wolniejszym wzrostem od pozostatych, nie
roéznigc statystycznie jedynie od siebie nawzajem. (Ryc. 4.21. A, B), ze wzglgdu na duzg liczbe
poréwnan wyniki przedstawione na Ryc. 4.21 A, zostaly rowniez zawarte w Tabeli 4.4. Jednoczesnie
pomiedzy pozostatymi liniami nie stwierdzono roznic. W przypadku pomiaréw liczby komorek
W kolejnych punktach czasowych (Ryc. 4.21 C oraz D), jedyne statystycznie istotne réznice zanotowano
pomiedzy liniag pLKO-shKIF3A a pozostatymi dwiema liniami bez ekspresji shTSC2, czyli pLKO-
shKIF3C oraz kontrolng pLKO-pULTRA-Chili. Otrzymane wyniki sugeruja, ze podczas gdy komorki
linii pLKO-shKIF3A rosng istotnie wolniej od linii kontrolnych, komorki linii shTSC2-shKIF3C dzielg

si¢ w podobnym tempie, pozostaja jednak znacznie mniejsze.

Tabela 4.4. Wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji pomiaré6w powierzchni pola widzenia

zajmowanych przez linie.

Grupal Grupa 2 Wielkos¢ efektu Wartos$¢ p
(grupal — grupa 2)
pLKO-pULTRA-Chili pLKO-shKIF3A 22,44 <0,01
pLKO-pULTRA-Chili pLKO-shKIF3C -2,35 0,93
pLKO-pULTRA-Chili shTSC2-pULTRA-Chili -0,02 1
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pLKO-pULTRA-Chili shTSC2-shKIF3A -2,45 0,92
pLKO-pULTRA-Chili shTSC2-shKIF3C 16,57 <0,01
pLKO-shKIF3A pLKO-shKIF3C -24,79 <0,01
pLKO-shKIF3A shTSC2-pULTRA-Chili -22,46 <0,01
pLKO-shKIF3A shTSC2-shKIF3A -24,88 <0,01
pLKO-shKIF3A shTSC2-shKIF3C -5,87 0,17
pLKO-shKIF3C shTSC2-pULTRA-Chili 2,33 0,93
pLKO-shKIF3C shTSC2-shKIF3A -0,09 1
pLKO-shKIF3C shTSC2-shKIF3C 18,92 <0,01
ShTSC2-pULTRA-Chili shTSC2-shKIF3A -2,43 0,92
ShTSC2-pULTRA-Chili shTSC2-shKIF3C 16,59 <0,01
ShTSC2-shKIF3A shTSC2-shKIF3C 19,02 <0,01
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Ryc. 4.21. Analiza tempa wzrostu komérek Rat2 linii stabilnych pLKO-pULTRA-Chili, pLKO-
shKIF3A, pLKO-shKIF3C, shTSC2-pULTRA-Chili, shTSC2-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C.
Komorki wszystkich badanych linii zostaty wysiane w rownej liczbie, po czym utrwalane w czterech
punktach czasowych: 4, 20, 28 oraz 48 godz. A. Pomiary pola widzenia zajmowanego przez komorki,
przedstawione jako $rednia warto$ci procentowych. Stupki w roznych odcieniach szarosci oznaczaja
srednie pomiary w kolejnych punktach czasowych w obrebie jednej linii. Punktami oznaczono
pojedyncze pomiary, stupki btedow wyznaczaja SEM. Na wykresie oznaczono statystycznie istotne
roéznice pomiedzy liniami, wyliczone przy pomocy dwuczynnikowej analizy wariancji, uwzgledniajac
punkty czasowe w obrebie linii. ***p < 0,001. Wyniki tej analizy przedstawiono rowniez w Tabeli 4.4.
B. Wykres liniowy, wyliczony na podstawie tych samych pomiarow co w A. Punkty ukazuja pojedyncze
pomiary w danych punktach czasowych, ktore postuzyty do wyliczenia linii trendu. C. Srednia liczba
komorek widoczna w polu widzenia. Stupki w réznych odcieniach szarosci oznaczaja srednie pomiary
w obrebie jednej linii. Punktami oznaczono pojedyncze pomiary, stupki btedow wyznaczaja SEM. Na
wykresie oznaczono statystycznie istotne roznice pomigdzy liniami, wyliczone przy pomocy
dwuczynnikowej analizy wariancji, uwzgledniajac punkty czasowe w obrgbie linii. ***p < 0,001. D.
Wykres liniowy opracowany na podstawie tych samych danych co C. Punktami oznaczono pojedyncze
pomiary w danych punktach czasowych, ktore postuzyly do wyliczenia linii trendu. Liczba pomiaréw
(n) dla kazdej badanej grupy w kazdym punkcie czasowym byla réwna i wynosita 10.

4.3.3. Analiza powierzchni komérek oraz wystepowania i dlugosci rzesek w uzyskanych
liniach komérkowych pLKO-pULTRA-Chili, pLKO-shKIF3A, pLKO-shKIF3C, shTSC2-
PULTRA-Chili, shTSC2-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C.

Jak wspomniano we wstepie, w punkcie 1.2.4 oraz przy opisie wynikow z punktu 4.2.3, KIF3A
oraz KI3C petnig kluczowa role¢ w transporcie rzgskowym, a co za tym idzie prawidlowym
funkcjonowaniu pierwotnych rzesek. Pierwotne rzeski natomiast, petnig istotng role w autofagii, bedacej
jednym z procesow regulowanych przez kinaze mTOR (punkt 1.3.3). Z tego powodu postanowiono
sprawdzi¢ czy pomigdzy stworzonymi liniami mozna wykaza¢ roznice w wystgpowaniu, oraz dtugosci
rzesek, analogicznie do eksperymentéw przeprowadzonych na neuronach (punkt 4.2.3). Co wigcej,
zastosowanie nieneuronalnych linii komoérkowych umozliwia przeprowadzenie eksperymentow
w warunkach obnizonej zawarto$ci surowicy (nazywanej dalej warunkami glodzacymi), co okazato si¢
wczesniej niemozliwe w prowadzonych eksperymentach na hodowlach neuronalnych. Jednocze$nie
postanowiono sprawdzi¢ czy w badanych liniach, wystapia rowniez réznice w powierzchni komorek,
jako ze stymulacja wzrostu komorki, nawet przy ograniczonej dostgpnosci substancji odzywczych jest
jedna z charakterystycznych cech hiperaktywacji sciezki mTOR (Guertin i Sabatini 2007).

W tym celu, komorki wszystkich linii zostaty wysiane w dwoch wariantach hodowlanych,
w pozywce o standardowej (10 %) oraz obnizonej (2 %) zawarto$ci surowicy. Wybor tagodniejszych
warunkow glodzenia (2 % zamiast 0,2 % jak na Ryc. 4.19) wynikat z stabszego tempa wzrostu linii
shTSC2-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C (Ryc. 4.21). Po 48 godz. komorki zostaly utrwalone, a
nastepnie wybarwione immunofluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciala rozpoznajgcego biatko

ARL13B, bedace swoistym markerem pierwotnych rzgsek w fibroblastach, a nastgpnie obrazy komorek
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zebrano przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. Przyktadowe zdjecia przedstawiono na Ryc. 4.22. Na
zebranych fotografiach zmierzono powierzchnie, dtugos$¢ rzgsek oraz intensywnos¢ fluorescencji. Ze
wzgledu na znaczng liczbe pomiarow pojedynczych komorek (opis Ryc. 4.23), w celu
zminimalizowania ryzyka btedu I rodzaju, ktore ro$nie wraz z liczba obserwacji, na potrzeby obliczen
statystycznych zdecydowano si¢ na usrednienie warto$ci na pojedyncza komorke.

Jak zaprezentowano na Ryc. 4.23 A, warunki glodzenia nie wptynely znacznie na powierzchnie
komorki. W zadnym ze scenariuszy komorki linii shTSC2-pULTRA-Chili nie okazaly sie¢ wigksze w
porownaniu do kontrolnej linii pLKO-pULTRA-Chili. Jednocze$nie zard6wno w przypadku warunkoéw
glodzenia jak i standardowych, najwigksza powierzchnig cechowaty si¢ komoérki nalezace do linii
shTSC-KIF3A. Co interesujace, glodzenie zdawato si¢ wplynaé w najwigkszym stopniu na lini¢
shTSC2-shKIF3C, ktorej komorki w tych warunkach cechowaty si¢ najmniejsza powierzchnig.

W przypadku pomiaréow rzesek, nie stwierdzono istotnych réznic w ich dtugosci pomigdzy
wariantami, niezaleznie od glodzenia (ryc. 4.23 B). Jednakze, pomigdzy liniami wystapity znaczne
roéznice w proporcjach komorek posiadajacych rzeski do nie posiadajacych (Ryc. 4.23 C). W przypadku
hodowli w standardowej pozywce, okoto 30 % komorek zaréwno kontrolnej linii pLKO-pULTRA-
Chili, jakii linii pLKO-shKIF3A posiadato obiekt zidentyfikowany jako rzeska, to w przypadku linii
pLKO-shKIF3C byto to tylko 15 %. W przypadku linii shTSC2-pULTRA-Chili byto to az 47%, jednak
dla linii shTSC2-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C odpowiednio 22% i 25%. Sugeruje to mozliwy efekt
wyciszania Tsc2 na zwigkszenie liczby komorek z rzeska, ktory zdaje si¢ znosi¢ jednoczesne wyciszanie
zarowno Kif3a jak i Kif3c. W warunkach glodzacych, znacznie wigkszy procent (58,7 %) komorek linii
kontrolnej pLKO-pULTRA-Chili posiadat rzgske co jest obserwacja zgodng z danymi literaturowymi
(Pierce i Nachury 2013), w tym przypadku niemal zrownujac si¢ z linig shTSC2-pULTRA-Chili (59,5
%). Co ciekawe, w tych warunkach zaré6wno w liniach kontrolnych pLKO, jak i tych na bazie shTSC2
dodatkowe wyciszenie Kif3a, jak i Kif3c skutkowato znacznym zmniejszeniem proporcji komorek
z rzeska (20 — 30 %).
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A Niegtodzone (10% FBS)

pLKO pLKO pLKO shTSC2 shTSC2 shTSC2

pULTRA-Chili shKIF3A ShKIF3C pULTRA-Chili shKIF3A shKIF3C

Razem

tdTomato

Gtodzone (2 % FBS)
pLKO pLKO pLKO shTSC2 shTSC2 shTSC2
pULTRA-Chili shKIF3A shKIF3C pULTRA-Chili shKIF3A shKIF3C

Razem

tdTomato

Ryc. 4.22. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe komorek Rat2 linii: pLKO-pULTRA-Chili,
pLKO-shKIF3A, pLKO-shKIF3C, shTSC2-pULTRA-Chili, shTSC2-shKIF3A oraz shTSC2-
shKIF3C hodowanych w pozywce o standardowej oraz obniZonej zawartoS$ci surowicy. Komorki
linii Rat2 zostaty wysiane w pozywce o standardowej (10%) lub obnizonej (2%) zawarto$ci FBS. Po 48
godz. komorki utrwalono i barwiono immunofluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciata rozpoznajacego
ARL13B A. Przykladowe obraz mikroskopowe komoérek hodowanych w standardowej pozywce. B.
Przyktadowe obrazy mikroskopowe komoérek hodowanych w pozywce o obnizonej zawartosci FBS.
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Ryec. 4.23. Pomiary powierzchni oraz dlugosci rzesek u komorek Rat2 pochodzacych ze stabilnych
linii:  pLKO-pULTRA-Chili, pLKO-shKIF3A, pLKO-shKIF3C, shTSC2-pULTRA-Chili,
shTSC2-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C hodowanych w warunkach standardowych oraz
glodzenia. Komorki wszystkich linii byly hodowane w pozywce o standardowym (10 %) albo
obnizonym (2 %) stezeniu surowicy. A. Pomiar powierzchni komoérek. Wykresy przedstawiajg srednia,
stupki bledow oznaczajag SEM. Szarymi punktami zaznaczono u$rednione pomiary dla pojedynczych
zdjeé, na podstawie ktorych liczono tez statystyke. Poziom istotno$ci statystycznej wyliczono testem
Kruskala-Wallisa wraz z testem post-hoc Dunn i poprawka Holma dla wielokrotnych poroéwnan.
Zaznaczono jedynie statystycznie istotne porownania. *p <0,05; **p < 0,01; ***p <0,001. B. Pomiar
dtugosci rzeski. Wykresy przedstawiajg Srednia, stupki btedow oznaczaja SEM. Do obliczen brano
jedynie pod uwage komorki posiadajace przynajmniej jedng rzeskg. Szarymi punktami oznaczono
usrednione wartos$ci dla pojedynczych zdje¢, na podstawie ktérych liczono statystyke. Istotnosci
wyliczono poprzez test Kruskala-Wallisa wraz z testem post-hoc Dunn i poprawka Holma dla
wielokrotnych poréwnan. Zaznaczono jedynie statystycznie istotne poréwnania. *p <0,05; **p < 0,01,
***p <0,001; ****p <0,0001. C. Procent komorek z przynajmniej jedng rzeska. Porownania pomiedzy
grupami zostaly wyliczone doktadnym testem Fishera, zaznaczono jedynie statystycznie istotne
porownania. *p <0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001. Eksperyment wykonano w trzech,
niezaleznych powtorzeniach (N = 3). W przypadku, kiedy jako pojedynczy pomiar traktowano $rednia
wartos$¢ ze zdjecia (A oraz B) liczba doktadna liczba pomiaréw (n) wyniosta: Dla komoérek gltodzonych:
pLKO-pULTRA-Chili (30), pLKO-shKIF3A (30), pLKO-shKIF3C (30), shTSC2-pULTRA-Chili (30),
shTSC2-shKIF3A (30), shTSC2-shKIF3C (30). Dla komoérek niegtodzonych: pLKO-pULTRA-Chili
(32), pLKO-shKIF3A (30), pLKO-shKIF3C (29), shTSC2-pULTRA-Chili (28), shTSC2-shKIF3A
(28), shTSC2-shKIF3C (30). W przypadku C, gdzie pojedynczym pomiarem byta jedna komorka, liczba
pomiarow (n) wynosita dla komoérek glodzonych: pLKO-pULTRA-Chili: (356), pLKO-shKIF3A:
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(276), pLKO-shKIF3C: (373), shTSC2-pULTRA-Chili: (353), shTSC2-shKIF3A: (355), shTSC2-
shKIF3C: (436). Dla komoérek nieglodzonych: pLKO-pULTRA-Chili: (375), pLKO-shKIF3A: (348),
pLKO-shKIF3C: (389), shTSC2-pULTRA-Chili: (346), shTSC2-shKIF3A: (282), shTSC2-shKIF3C:
(385).

4.3.4 Analiza ruchu pecherzykow zawierajacych LAMP1-GFP w uzyskanych liniach Rat2
pLKO-pULTRA-Chili, pLKO-shKIF3A, pLKO-shKIF3C, shTSC2-pULTRA-Chili, shTSC2-
shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C.

Jak opisano we wstepie, w punkcie 1.3.3, autofagia jest jednym z najbardziej rozpoznawalnych
i najlepiej opisanych procesow kontrolowanych przez mTOR (Switon i in. 2017). Kluczowym
zjawiskiem w tym procesie jest transport pecherzykowy, ktorego przyktadem jest aktywny transport
wzdtuz mikrotubul lizosomoéw, ktorych charakterystycznym markerem jest biatko LAMPI.
Jednoczesnie wptyw Sciezki mTORCI na ruch wspomnianych pecherzykéw byt badany
w Laboratorium Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej w konteks$cie odziatywania dyneiny
z kompleksem AP2 (Tempes i in. 2024), za$ niektore badania sugeruja, ze kinezyny-2 mogg by¢
odpowiedzialne za ruch lizosoméw w strone¢ peryferii komorek (Brown i in. 2005). Jednoczesnie jak
wspomniano wczesniej, nalgzace do kinezyn-2 KIF3A oraz KIF3C, sg kluczowe dla funkcjonowania
pierwotnych rzeski, bedacych organellami silnie powigzanymi z regulacja autofagii. Z tego powodu
postanowiono sprawdzi¢, przy wykorzystaniu stworzonych linii komérkowych, czy wyciszenie Tsc2
wplynie na predko$¢ lub wydajnos$¢ ich transportu, oraz jak zmieni si¢ to przy jednoczesnym wyciszeniu
badanych kinezyn. W tym celu zaprojektowano doswiadczenie analogiczne do opisanego w (Tempes i
in. 2024), wykorzystujac plazmid kodujacy fuzyjne biatko LAMP1 z metka GFP. W celu
przeprowadzenia doswiadczenia, komorki wszystkich linii poddano nukleofekcji przy pomocy
elektroporacji (zgodnie z punktem 3.5.2) plazmidem LAMP1-GFP, nastepnie obrazowano przyzyciowo
zgodnie z 3.8.3. Ze wzgledu na silny sygnat fluorescencyjny obecny juz kilka godzin po transfekcji,
zdecydowano si¢ na obrazowanie przyzyciowe po 20 godz. Przykladowe filmy zawarto na zataczone;j
pamigci USB, oraz pod ponizszymi adresami internetowymi:
Film 8. LAMP1-GFP w pLKO-pULTRA-Chili: https://youtu.be/foBOk6SoW9U
Film 9. LAMP1-GFP w pLKO-shKIF3A: https://youtu.be/QsP_jQMHX5k
Film 10. LAMP1-GFP w pLKO-shKIF3C: https://youtu.be/47sQg6nnla4
Film 11. LAMP1-GFP w shTSC2-pULTRA-Chili: https://youtu.be/QQN6_sXGZ30
Film 12. LAMP1-GFP w shTSC2-shKIF3A: https://youtu.be/7CaN24uA9-U
Film 13. LAMP1-GFP w shTSC2-shKIF3C: https://youtu.be/TW_VysjgxX0

Na poklatkowych filmach zarejestrowanych podczas obserwacji komoérek, w ktorych doszto do
nadprodukcji LAMP1-GFP, mozna zaobserwowac, nagromadzenie si¢ wickszosci GFP-pozytywnych
pecherzykéw w poblizu jadra w formie duzych skupisk (Ryc. 4.24 A), co jest zgodne z danymi
literaturowymi  (Wong i in. 2008). Jednocze$nie wcigz wiele pojedynczych pecherzykoéw
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przemieszczato si¢ od centrum komorki w strone bton, jak i w przeciwnym kierunku. Ze wzglgdu na
trudno$¢ w obserwowaniu ruchu obiektoéw w rejonie wspomnianych skupisk, zdecydowano si¢ na
podzielenie znalezionych przez wtyczke TrackMate (proces opisany w 3.9.2) trajektorii ruchu na dwie
lokalizacje — centrum, oraz peryferia komorki. Podziatu dokonano na podstawie odleglosci od
centralnego punktu komorki. Trajektorie, ktorych odleglo$¢ od centralnego punktu byta wigksza niz
$rednia odlegto$ci wszystkich trajektorii, uznano za obecne na peryferiach komoérki, pozostale zas,
ktorych odleglo$¢ byla mniejsza, uznano za obecne w centrum i nie byly wiaczane do obliczen.
Przyktady takiego podziatu zaprezentowano na Ryc. 4.24 B. Natomiast wypadkowy kierunek ruchu
pecherzykdw (w strong centrum lub w strone blon), wyliczono na podstawie korelacji Pearsona zmiany
odleglosci od centrum w czasie. Przyktady oznaczania trajektorii, jak 1 opis klasyfikacji kierunku
przedstawia Ryc. 4.24 C.

Poniewaz mikrotubule w fibroblastach utozone sa ,,plus” koncem na zewnatrz od centrosomu,
podejrzewano, ze KIF3 A oraz KIF3C mogg odpowiada¢ za ruch pecherzykéw LAMP1-GFP w kierunku
od centrum komorki do blony komoérkowej (Ryc. 4.25 A). Tym samym w pierwszej kolejnosci
zmierzono catkowita droge pokonang przez pecherzyki (Ryc. 4.25 B). Jednoczes$nie, nawet posrod
pecherzykéw wypadkowo, sprawnie poruszajacych si¢ w kierunku btony, nastepujg okazjonalne ruchy
w kierunku przeciwnym. Moze to wynika¢ z mechanizmu ,,przeciggania liny” miedzy kinezynami
apolaczong z tymi samymi pecherzykami dyneing (Munoz i Klumpp 2022). Z tego powodu
sprawdzono, czy pomigdzy liniami mozna zauwazy¢ roéznice w efektywnos$ci ruchu, mierzonej jako
iloraz zmiany potozenia (rozumianej jako dystans migdzy pozycja poczatkowa a koncowa) i catkowitej
drogi przebytej przez obiekt (Ryc. 4.25 C). Oprocz tego zmierzono rowniez pr¢dkosé, wyrazong jako
droga przebyta przez pecherzyk w czasie, w ktorym byt widoczny (Ryc. 4.25 D). Dla zadnego ze
zmierzonych parametréw nie stwierdzono réznic pomie¢dzy analizowanymi liniami komorkowymi.

Nastepnie w podobny sposoéb przeanalizowano rowniez, jak wyciszenie wybranych kinezyn
oraz Tsc2 wptyneto na ruch pgcherzykow w kierunku od krawedzi komorki, do centrum (Ryc. 4.26 A).
Nie stwierdzono jednak réznic w dtugosci (Ryc. 4.26 B), efektywnosci (Ryc. 4.26 C) ani predkosci
ruchu obiektow LAMP1-GFP (Ryc. 4.26 D).

Podczas analizy uzyskanych filmow, oprocz duzego skupiska GFP w centrum komorki,
zaobserwowano tez mniejsze zaggszczenia na obrzezach. Poniewaz jak sugerujg niektore dane
z literatury, z tworzeniem sie takich skupisk moga by¢ powigzane kinezyny-2 (Brown i in. 2005),
postanowiono sprawdzi¢ czy pomiedzy uzyskanymi liniami wystepuja w tym wzgledzie réznice. W tym
celu przeanalizowano pierwsze klatki uzyskanych filméw, na ktorych obliczono intensywnosé
fluorescencji w obszarze poza centralnym skupiskiem (Ryc. 4.27 A). Jak pokazano na Ryc. 4.27 B,
w liniach o wyciszonej ekspresji Kif3a (pLKO-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3A), zaobserwowano
spadek fluorescencji na obszarze peryferii komorki, wzgledem odpowiadajacych im linii kontrolnych
(o okoto 30 % dla linii pLKO-shKIF3A, oraz 20 % dla shTSC2-shKIF3A). Réznice te nie byty jednak

istotne statystycznie.
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Ryc. 4.24. Schemat analizy ruchu pecherzykéow w komérkach linii pLKO-pULTRA-Chili, pLKO-
ShKIF3A, pLKO-shKIF3C, shTSC2-pULTRA-Chili, shTSC2-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C
transfekowanych plazmidem LAMP1-GFP. Komorki linii stabilnych Rat2 transfekowano plazmidem
kodujacym LAMPI-GFP, a po uptywie 20 godz. obrazowano przyzyciowo. A. Pierwsze klatki z
przyktadowych filmoéw poklatkowych uzyskanych w trakcie obserwacji. Czerwonym punktem
oznaczono manualnie wybrany punkt centralny, na podstawie ktérego wyznaczono granice centrum
komorki. B. Trajektorie ruchu pecherzykéw LAMPI1-GFP wyliczone przez program TrackMate.
Kolorami oznaczono przypisang trajektorii lokalizacjg, obliczona na podstawie odleglosci od
centralnego punktu komorki. Jezeli dla danej trajektorii odlegto$¢ byta mniejsza niz srednia wszystkich
odlegtosci trajektorii, oznaczono jg jako centrum (kolor czarny). Jezeli byta wieksza, przypisywano ja
do peryferiow (kolor niebieski). C. Trajektorie ruchu pgcherzykow LAMPI-GFP wyliczone przez
program TrackMate. Kolorami oznaczono wypadkowy kierunek ruchu. Jezeli odlegto$¢ od centralnego
punktu komorki rosta w czasie (korelacja Pearsona w zakresie od 0,5 do 1), to kierunek ruchu okreslano
jako do btony komoérkowej (kolor zielony). Jezeli odleglo$¢ od centrum malata w czasie (korelacja
Pearsona od -0,5 do -1), kierunek ruchu okreslano jako do centrum (kolor czerwony). Jezeli dla danego
punktu, wspotczynnik korelacji Pearsona dla zmiany odleglosci w czasie zawieral si¢ w przedziale od -
0,5 do 0,5, ruch okreslano jako oscylujacy i nie wiaczano do obliczen (kolor szary).
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Ryc. 4.25. Analiza ruchow obiektow LAMP1-GFP w obrebie peryferiow komorki, w Kierunku
blon. A. Naniesione na wykresy przykladowe trajektorie znalezione na reprezentatywnych komorkach
z badanych linii Do obliczen wtaczano jedynie obiekty poruszajace si¢ wypadkowo w strone granicy
btony komorki (na schemacie kolor zielony). Kolorem jasnoszarym oznaczono pozostale trajektorie w
obrebie peryferii komorki, za$ kolorem ciemnoszarym centralne skupisko GFP w poblizu centrum
komorki. B. Srednia z catkowitego dystansu pokonanego przez obiekty LAMP1-GFP, uwzgledniajac
ruchy wsteczne i oscylacje. C. Efektywnos$¢ ruchu obiektow LAMP1-GFP, liczona jako iloraz zmiany
dystansu na poczatku i na konicu filmu i catkowitej drogi. Wyrazony jako procent. D. Predko$¢ ruchu
obiektow LAMP1-GFP, obliczona jako iloraz catkowitej pokonanej drogi, i liczby klatek, na ktorej
obiekt byl widoczny. Na wszystkich wykresach szarymi punktami oznaczono usrednione pomiary z
pojedynczych komorek, stupki btedéw wyznaczajag SEM. Poréwnan miedzy grupami dokonywano
testem Kruskala-Wallisa, z testem post-hoc Dunn i poprawka Holma dla wielokrotnych poréwnan. Dane
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pochodza z dwoch (N = 2) niezaleznych eksperymentéw. Pojedyncza obserwacja (n) byla jedna
komorka. Doktadna liczba: pLKO-pULTRA-Chili (23), pLKO-shKIF3A (18), pLKO-shKIF3C (19),
shTSC2-pULTRA-Chili (19), shTSC2-shKIF3A (19), shTSC2-shKIF3C (18).
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Ryc. 4.26. Analiza ruchow obiektow LAMP1-GFP w obrebie peryferiow komorki, w Kierunku
centrum. A. Naniesione na wykresy przyktadowe trajektorie znalezione na reprezentatywnych
komoérkach z badanych linii. Do obliczen wiaczano jedynie obiekty poruszajace si¢ wypadkowo
w strone centrum (na wykresie kolor czerwony). Kolorem jasnoszarym oznaczono pozostate trajektorie
w obrebie peryferii komorki, za§ kolorem ciemnoszarym centralne skupisko GFP w poblizu centrum
komorki. B. Srednia z catkowitego dystansu pokonany przez obickty LAMP1-GFP, uwzgledniajac
ruchy wsteczne i oscylacje. C. Efektywnos$¢ ruchu obiektow LAMP1-GFP, obliczona jako iloraz zmiany
dystansu na poczatku i na konicu filmu i catkowitej drogi. Wyrazony jako procent. D. Predko$¢ ruchu
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obiektow LAMPI1-GFP, obliczona jako iloraz catkowitej pokonanej drogi, i liczby klatek, na ktorej
obiekt byt widoczny. Na wszystkich wykresach szarymi punktami oznaczono usrednione pomiary z
pojedynczych komorek, stupki btedow wyznaczaja SEM. Poréwnan migdzy grupami dokonywano
testem Kruskala-Wallisa, z testem post-hoc Dunn i poprawka Holma dla wielokrotnych poréwnan. Dane
pochodza z dwoch (N = 2) niezaleznych eksperymentéw, pojedyncza obserwacja (n) byla jedna
komorka. Doktadna liczba: pLKO-pULTRA-Chili (23), pLKO-shKIF3A (18), pLKO-shKIF3C (19),
shTSC2-pULTRA-Chili (19), shTSC2-shKIF3A (19), shTSC2-shKIF3C (18).
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Ryc. 4.27. Analiza intensywnoS$ci fluorescencji LAMP1-GFP na peryferiach komérki. Na
pierwszych klatkach filmoéw przedstawiajacych komorki linii stabilnych Rat2, transfekowane
plazmidem LAMP1-GFP, mierzono sygnal fluorescencyjny wyznaczony wyrazony jako mgv jedynie
w obszarze poza centralnym skupiskiem GFP. A. Schematyczne przedstawienie sposobu wykonania
pomiaru. Czerwonym kolorem zaznaczono obszar rozpoznany jako zaggszczone biatka w poblizu jadra
komorki, ktory nie byl brany do obliczen. Na zielono za$, pozostala czes¢ komorki uznawang za
peryferia. B. Pomiary $redniej intensywnosci fluorescencji GFP w obszarze komorki okreslanym jako
peryferia. Szarymi punktami oznaczono pojedyncze obserwacje, stupki btedow wyznaczaja SEM.
Poréwnan miedzy grupami dokonano testem Kruskala-Wallisa z testem post-hoc Dunn i poprawka
Holma dla wielokrotnych poréwnan. Dane pochodzg z dwoch niezaleznych eksperymentéw (N = 2).
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Doktadna liczba obserwacji (n): pLKO-pULTRA-Chili (23), pLKO-shKIF3A (18), pLKO-shKIF3C
(19), shTSC2-pULTRA-Chili (19), shTSC2-shKIF3A (19), shTSC2-shKIF3C (18).

Uzyskane wyniki pomiarow ruchu pecherzykow LAMPI1-GFP-pozytywnych w stabilnych
liniach Rat2, nie wykazaty, aby wyciszanie Kif3a lub Kif3c miato wpltyw na transport lizosomow
niezaleznie od jednoczesnego wyciszania ekspresji Tsc2, lub jej braku. Pomiedzy liniami wystepowaty
jednak pewne roznice w rozmieszczeniu skupisk LAMP1-GFP, cho¢ nie okazaly si¢ one statystycznie

istotne.
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5. DYSKUSJA

Wynikajacy z hiperaktywacji mTOR, nadmierny wzrost komorek nerwowych, jak i
niekontrolowane rozgatezienie drzewka dendrytycznego, przyczynia si¢ do objawow ze strony uktadu
nerwowego obserwowanych w stwardnieniu guzowatym, takich jak niepetnosprawnos¢ intelektualna i
epilepsja. Poniewaz stosowanie typowych inhibitoréw mTOR jak rapamycyna, wiaze si¢ z licznymi
skutkami ubocznymi, pozadane jest poszukiwanie nowych $rodkow terapeutycznych poprzez lepsze
zrozumienie zjawisk zachodzacych w zmienionych neuronach. Jednym z obiecujacych, lecz stabo
zbadanych w tym konteks$cie procesow, jest transport mikrotubularny. Tym samym, glownym celem
przedstawionej pracy, byto sprawdzenie czy ktorekolwiek z biatek motorycznych nalezacych do liczne;j
rodziny kinezyn, odgrywa istotng rol¢ w nadmiernym wzroScie neuronu, spowodowanym
hiperaktywacja mTOR, charakterystyczng dla stwardnienia guzowatego. W wyniku przeprowadzonych
doswiadczen wykazano, ze wyciszenie ekspresji genow: Kif3a, Kif3b oraz Kif21b wptywato na istotne
zmniejszenie powierzchni ciata komorki neuronu, pomimo jednoczesnego obnizenia ekspresji TSC2,
zastosowanego w celu modelowania TSC. Dodatkowo podjeto probe wyjasnienia zaobserwowanych
wynikow, zarowno w komorkach neuronalnych, jak i stworzonej specjalnie na potrzeby pracy liniach
komorek Rat2. W dalszej czesci rozdziatu, przedyskutowano uzyskane wyniki w kontekscie dostepne;j

wiedzy literaturowej.

5.1 Rola kinezyn we wzro$cie neuronu spowodowanym aktywacja mTOR

W 2017 roku badania Kononenko i wsp. wykazaly, ze transport amifisoméw zawierajacych
zinternalizowany kompleks TrkB-BDNF przez kompleks dyneiny-dynaktyny jest zalezny od kompleksu
adaptorowego AP2. (Kononenko i in. 2017). Dalsze badania prowadzone w Laboratorium Neurobiolgii
Molekularnej i Komérkowej wykazaty za$, ze wigzanie AP2 do podjednostki p1509¢@ dynaktyny jest
nasilone w przypadku traktowania komorek rapamycyna, sugerujac przynajmniej posredni udziat
mTOR w regulowaniu tego procesu (Tempes i in. 2024). Jako ze dyneina jest biatkiem transportujacym
fadunki w kierunku ,,-°> konca mikrotubul, postawiono pytanie czy podobne powiazanie ze $ciezka
MTOR mozna zaobserwowa¢ rowniez dla drugiej grupy motorow mikrotubularnych, czyli
poruszajacych si¢ w wiekszosci w kierunku przeciwnym kinezyn. Jednoczesnie, poniewaz kinezyny
naleza do obszernej rodziny, zawierajacej przynajmniej 45 genéw u cztowieka (Konjikusic, Gray, i
Wallingford 2020), stad poszukiwanie potencjalnie interesujacych w kontekscie TSC rozpoczgto od

dwoch badan przesiewowych.

5.1.1 Pierwszorze¢dowe badanie przesiewowe

W pierwszorzedowym badaniu przesiewowym, wykorzystano PI3-kinaze, ktorej wpltyw na

nadmierny rozwdj neuronu, jak i aktywacje Sciezki mTOR jest dobrze opisany (Jaworski i in. 2005).
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Istotnie, w pilotazowym eksperymencie na komoérkach pochodzacych ze szczurzych hodowli
neuronalnych, wykazano, ze transfekcja konstytutywnie aktywna formg PI3K skutkowata okoto 60%
zwigkszeniem powierzchni ciata komorki i 40% wzrostem liczby zakonczen dendrytycznych (Ryc. 4.1).
Nastepnie zbadano, czy wyciszanie kinezyn poprzez uzycie shRNA przy jednoczesnej stymulacji P13-
kinaza bedzie skutkowato zmiang tego fenotypu, co przedstawiono na Ryc. 4.3.1 —4.3.37, oraz zbiorczo
na Ryc. 4.4 — 45. W przypadku liczby zakonczen dendrytycznych, spadek wzgledem Ktrl-2 nie
zawierajacej shRNA zanotowano dla wariantow: KIF11, KIF12, KIF13A, KIF13B, KIF14, KIF15,
KIF16B, KIF18A, KIF18B, KIF19, KIF1A, KIF1B, KIF20A, KIF21A, KIF21B, KIF22, KIF23, KIF24,
KIF26A, KIF26B, KIF27, KIF2A, KIF2B, KIF2C, KIF3A, KIF3B, KIF3C, KIF4A, KIF5A, KIF5C,
KIFe6, KIF7, KIFC1, KIFC2, KIFC3, czyli niemal wszystkich z wyjatkiem: KIF9, KIF4B oraz KIF5B.
Co wigcej, w wielu przypadkach liczba zakonczen spadata ponizej poziomu Ktrl-1, ktérg stanowity
neurony nie transfekowane aktywng formg PI3K (Ryc. 4.4 A). W przypadku powierzchni ciata komorki
istotnie statystyczny efekt odnotowano dla: KIF21A, KIF5C, KIF11, KIF12, KIF13B, KIF14, KIF15,
KIF16B, KIF18A, KIF19, KIF20A, KIF21B, KIF22, KIF26B, KIF27, KIF2A, KIF2B, KIF2C, KIF3A,
KIF3B, KIF3C, KIF5A, KIF9, KIFC1, KIFC2 oraz KIFC3. Jednoczesnie tylko dla KIF12 powierzchnia
ciata komorki spadla ponizej poziomu Ktrl-1 (Ryc. 4.4 B). Tym samym, w opisanym eksperymencie,
obnizajacy efekt na liczbe zakonczen dendrytycznych, wydaje si¢ by¢ wspolny dla wyciszania ekspresji
wigkszosci z genow kinezyn, za$ fakt, ze liczba ta spadata niejednokrotnie ponizej Ktrl-1, moze
sugerowa¢ rowniez efekt samego stosowanego SshRNA na drzewko dendrytyczne. W przypadku
powierzchni ciata komorki, wyciszanie wielu z badanych kinezyn powodowalo obnizenie powierzchni
do poziomu niemal rownego Ktrl-1 (z czego KIF11, KIF20A, KIF26B, KIF27, KIF5A, KIFC2 nie
wykazywaly istotnych statystycznie roznic), za$ jak wspomniano tylko dla KIF12 odnotowano spadek
ponizej tego poziomu. Warto jednak dodaé, ze wyciszanie ekspresji Kifl2 podobnie jak rowniez
nalezacego do tej samej rodziny (kinezyn-12) Kifl5, powodowato znaczng $miertelno$¢ wsrod
badanych neuronow. Z tego wzgledu, dla tych dwoch kinezyn, niemozliwe byto zebranie oczekiwanej
liczby zdje¢ mikroskopowych (opis do Ryc. 4.4). Moze to oznacza¢ zaréwno fakt, ze wyciszanie tych
kinezyn jest potencjalnie letalne dla komorek nerwowych, jak i toksycznosci zastosowanych sekwencji
shRNA. Jednoczes$nie jednak sprawia to, ze same pomiary komorek z wariantéw shKIF12 oraz shKIF15
obarczone sg duzym btedem, ze wzgledu na fakt, ze zdjecia ktore udato si¢ wykonaé¢ prawdopodobnie
obrazujg neurony, o nizszym poziomie transfekcji. Dla zilustrowania tego faktu, w danych uzytych do
stworzenia zbiorczej Ryc. 4.5 za kazde zdjecie brakujace do uzyskania liczby 60-ciu na wariant,
wliczano do $redniej 0, znacznie obnizajac uzyskany pomiar ciala komorki i liczby zakonczen
dendrytycznych. Sposrod gendw kinezyn, ktorych wyciszenie skutkowato istotng statystycznie zmiang
fenotypu wzgledem Ktrl-2, wybrano te, ktérych potencjalna rola we wzros$cie neuronu wydata si¢
najbardziej obiecujgca na podstawie dostepnej literatury. Tym samym do dalszej pracy wytoniono
KIF5A, KIF26B, KIFC2, KIF3A, KIF3C, KIF27, KIF21B, KIF11 oraz KIF20A. Ogoélny opis

wybranych kinezyn zawarto w Tabeli 4.1.
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5.1.2 Wplyw wyciszania wybranych genéw Kinezyn na neurony o bazowym poziomie

aktywnosci mTOR

Jak ilustruje Ryc. 4.5 w pierwszorzgdowym badaniu przesiewowym, nie wykazano
przypadkow, w ktorych dochodzitoby do zmniejszenia ciala komorki przy jednoczesnym zachowaniu
ztozonego drzewka dendrytycznego. Istotnie, eksperyment, w ktorym wyciszano jedynie ekspresje
kinezyn, bez transfekcji konstytutywnie aktywna form PI3K, wykazal, ze wszystkie zastosowane
shRNA przeciwko kinezynom powodowaly uproszczenie drzewka dendrytycznego, z czego jedynie dla
shKIF21B efekt ten nie byl statystycznie istotny (punkt 4.1.3, Ryc 4.7). Sugeruje to, ze w badanym
modelu, efekt samych shRNA przeciwko kinezynom mogt mie¢ wigkszy wplyw na rozwoj drzewka
dendrytycznego niz hamowanie dziatania PI3K. Interesujace jest, ze to brak KIF21B jako jedyny nie
powodowat statystycznie istotnego zmniejszenia drzewka dendrytycznego, jako, ze jest to kinezyna
opisana w literaturze jako czynnik hamujacy wzrost mikrotubul, bedacych podstawowym budulcem
dendrytow (van Riel i in. 2017; Hooikaas i in. 2020). Mozliwe zatem, ze w badanym modelu
wystepowaly przeciwstawne efekty - niespecyficzny, hamujacy na rozwoj drzewka dendrytycznego
przez samo zastosowanie shRNA, oraz promujacy na skutek zmniejszenia aktywnosci KIF21B.
Jednakze, w pierwszorzedowym badaniu przesiewowym, wyciszenie Kif21b z jednoczesng transfekcja
PI3K obnizato liczbe zakonczen ponizej Ktrl-1 (Ryc. 4.3.28), co wigcej Muhia i wsp. sugeruja, ze
catkowity brak KIF21B w mysich neuronach skutkuje znacznym uproszczeniem drzewka
dendrytycznego (Muhia i in. 2016). W przypadku powierzchni ciata komorki, jedynie dla shKIFSA
zanotowano istotny statystycznie spadek (~20 %) wzgledem kontroli, za§ w pozostatych wariantach
powierzchnia ta oscylowata wokot wartosci Ktl-1. Nie jest jasne dlaczego spos$rod 9 zbadanych kinezyn
tylko dla shKIF5A wykazano obnizajacy efekt na cialo komorki. KIF5A jest kluczowa kinezyna
W transporcie aksonalnym (punk 1.2.2), za§ mutacje w kodujacym to biatko genie powigzano z wieloma
chorobami (Cozzi i in. 2024), jednakze wptyw jego niedoboru na wielko$¢ komorki nie zostat zbadany.
Uzyskane wyniki pozwalaty jednak zalozy¢, ze poza wspomnianym shKIF5A, same shRNA przeciwko
kinezynom nie wplywatly na wielko$¢ ciata komorki przy bazowym poziomie mTOR. Tym samym, ze
wzgledu na prawdopodobnie niespecyficzny efekt shRNA na drzewko dendrytyczne w badanym
modelu, postanowiono zrezygnowa¢ =z badania liczby zakonczen dendrytycznych, za$

w drugorzedowym badaniu przesiewowym skupi¢ si¢ jedynie na powierzchni ciata komorki.

5.1.3 Drugorzedowe badanie przesiewowe

Zaplanowanie drugorzedowego badania ze uzyciem shRNA przeciwko Tscl lub Tsc2 w miejsce

PI3K, miato dwa powody: po pierwsze, stanowilo model stwardnienia guzowatego, ktorego badanie

stanowilo jedno z zatozen tej pracy, po drugie aktywna forma PI3-kinazy wptywa rowniez na aktywnos¢

innych $ciezek sygnatowych, co utrudniatloby powigzanie obserwowanych zmian w fenotypie

z dziataniem mTOR. Zgodnie z oczekiwaniami jednak, zastosowane shRNA przeciwko Tscl oraz Tsc2
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skutkowalo znacznie mniejszym wzrostem ciata komorki w porownaniu do PI3K. W najlepszym
wypadku (hodowla pomiedzy 8 — 11 dniem in vitro) okoto ~24 % wzrost wobec 60 % dla PI3K (Ryc.
4.8). Jednocze$nie jak opisano w punkcie 4.1.4.1 stosowanie shTSC1 wigzato si¢ z duzg $miertelnoscia
komorek, ktéra nasilata si¢ wraz z czasem hodowli. Nie jest to typowy efekt wyciszania Tscl, jako ze
w literaturze nie brakuje przeprowadzonych z sukcesem eksperymentéw polegajacych na zmniejszaniu
badz catkowitym pozbawieniu ekspresji Tscl w hodowlach neuronalnych, jak i eksperymentach na
zwierzetach (Malik i in. 2015; Feliciano i in. 2011). Mozliwe wigc, ze duza $miertelno$¢ wynikata z
dzialania uzytego do transfekcji plazmidu. Niemniej z tego wzgledu, w drugorzedowym badaniu
przesiewowym postanowiono zastosowa¢ shTSC2. W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw
(Ryc. 4.9), wykazano, ze rownoleglte wyciszenie wraz z Tsc2 genow kinezyn: Kif21b, Kif3c, Kifc2,
Kif26b, Kif5a, Kif20a, Kif11 oraz Kif27 skutkuje obnizeniem powierzchni ciata komorki wzgledem Ktrl-
2 (shTSC2 bez shKIF) srednio o 14 %. Jednakze jedynie dla KIF21B, KIF3A, KIF3C oraz KIF26B
efekt ten okazat si¢ statystycznie istotny, przy czym najwigkszy dla KIF21B (~22 %, niemal do poziomu
Ktrl-1). Jednoczesnie zadano pytanie, jakie moga by¢ przyczyny, dla ktorych obnizenie poziomu

badanych kinezyn skutkowato zmniejszeniem powierzchni neuronu mimo wyciszenia TSC2.

5.2 Rola badanych kinezyn w patologicznym wzroS$cie neuronu

W wyniku dwoch badan przesiewowych wytoniono KIF21B, KIF3A, KIF3C oraz KIF26B jako
kinezyny najbardziej obiecujace w kontekscie roli we wzro$cie neuronu w patologii TSC, jako ze ich
brak, skutkowal statystycznie istotnym zatrzymaniem wzrostu powierzchni ciata komorki, zaréwno u
neuronow transfekowanych PI3K, jak i shTSC2. W drugiej czesci pracy, podjeto probe znalezienia
mechanizmu odpowiadajacego za te zalezno$¢. Jak opisano w punkcie 4.1.5, o ile w momencie
projektowania dalszych eksperymentow, w literaturze mozna byto znalez¢ znaczng liczbe informacji na
temat roli KIF3A, KIF3B oraz KIF21B w rozwoju komorki nerwowej, dla KIF26B jedyng istotng
informacja byta publikacja o jego roli w transporcie Abi-1 (ang. Abelson interactor 1) bedacego jednym
z biatek gestosci postsynaptycznych (Heinrich i in. 2012). Z tego powodu zdecydowano si¢
przeprowadzi¢ jedynie eksperymenty badajace rol¢ KIF3A, KIF3C oraz KIF21B w modelu TSC,
ktorych wyniki przedyskutowano w nastgpnych podrozdziatach.

5.2.1 Walidacja zastosowanych sekwencji shRNA i badanie zmian w ekspresji genéw kinezyn
w komorkach shTSC2

Badanie przy pomocy sond TagMan technikg RT-PCR potwierdzito, Ze w stosowane sekwencje
shRNA przeciwko Tsc2, Kif3a, Kif3c oraz Kif2lb powodujg spadek poziomu mRNA kodujgcego
wybrane geny (Ryc 4.11) w komodrkach neuronalnych, w zalozonym czasie (72 godziny). W przypadku
shKIF3A, spadek ten byt nieco ponizej poziomu istotno$ci statystycznej (wartos¢ p = 0,06 dla testu t
studenta jednej proby), wynikato to jednak n najprawdopodobniej z duzego odchylenia jednego z
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powtorzen wzgledem pozostatych (Ryc. 4.11 panel A). Jednoczesnie jak ukazuje Ryc. 4.11 nie
wykazano, aby w neuronach o obnizonej ekspresji Tsc2 dochodzito do rownolegtej zmiany w poziomie
ekspresji genow badanych kinezyn. Mozna jednak zauwazy¢, ze w przypadku Kif21b, zanotowano
spadek w komorkach shTSC2 wzgledem kontroli, bedacy na granicy istotnosci statystycznej (warto$¢ p
=0,06).

5.2.2 Wybrane funkcje KIF21B w modelu TSC w neuronach

Fakt, ze w przypadku zmniejszenia ekspresji Kif21b nie zaobserwowano wzrostu powierzchni
ciata komorek, pomimo transfekcji PI3K/shTSC2, moze wynika¢ z dwoch powodow:

Po pierwsze KIF21B jest jedna z najlepiej opisanych kinezyn zaangazowanych w transport
zaro6wno aksonalny, jak i dendrytyczny (Lipka i in. 2016; Gromova i in. 2018; Asselin i in. 2020b).
Mimo iz, nie jest jasne w jaki dokladnie sposob zaburzenie transportu pelionego przez KIF21B
mogtoby wptynaé na powierzchni¢ ciala komorki, istnieja badania wigzace te kinezyne z transportem
BDNF-TrkB (Ghiretti i in. 2016). Tym samym ograniczenie transportu tego kompleksu, a by¢é moze
rowniez innych neurotrofin, mogloby skutkowa¢ spadkiem sygnatow stymulujacych do wzrostu.
Mogtoby to ttumaczy¢ réwniez, czemu w przypadku zastosowania shKIF21B nie zaobserwowano
spadku powierzchni ciata komorek w neuronach o bazowym poziomie mTOR (Ryc. 4.7 B). Mozliwe,
ze neurony pochodzace z hodowli, w 8 DIV osiagaja juz docelowy rozmiar ciata komodrki i bez
dodatkowych sygnatow stymulujacych nie beda zwigksza¢ powierzchni ponad ten poziom, jednakze
samo zaburzenie transportu zalezne od KIF21B nie wplywa na nie toksycznie. Poniewaz ruch
procesywnych Kkinezyn takich jak KIF21B, mozna z tatwoscig obserwowal przy uzyciu
rekombinowanych biatek z metkg GFP (Lipka i in. 2016), podeto probe przeprowadzenia eksperymentu
z pochodzaca z kolekcji LNMiK skrocong wersja KIF21B wraz z metka GFP (KIF21Bt-GFP). Jak
przedstawiono na Ryc. 4.13 okazata si¢ ona jednak niekonkluzywna. O ile mozna byto zaobserwowac
bardzo procesywne, GFP-pozytywne punkty, poruszaty si¢ one w aksonie, kierunku do ciata komorki,
czyli w przeciwnym od oczekiwanego dla KIF21B (Film 1). Moze to wynikaé po pierwsze, z faktu, ze
GFP-pozytywne biatka byly w istocie transportowane przez inny motor, poruszajacy si¢ w kierunku -
mikrotubul, np. dyneing. W sprawdzonym modelu, widoczne punkty GFP mogly nie by¢ nawet
funkcjonalnymi kinezynami, a jedynie skupiskami niepoprawnie zwinig¢tego biatka. Wystepowata
jednak znaczna réznica w ruchliwosci pomiedzy KIF21Bt-GFP, a kontrolng KIF22t-GFP (Ryc. 4.13 D),
co jest zgodne z badaniami Lipki i wsp. (Lipka i in. 2016). Sugeruje, to ze by¢ moze rekombinowane
biatka byly w istocie funkcjonalne, jednak transportowane biernie. Powodem odwrotnego od
spodziewanego kierunku ruchu mogt by¢ réwniez zaburzony, nieprawidlowy uktad mikrotubul w
neuronach uzyskanych z hodowli (mieszany, zamiast ustawionych ,,+” koncem do wierzchotka aksonu)
lub akumulacja neurofascyny poza aksonem, co doprowadzilo do jego nieprawidlowego oznaczenia.

Niemniej, poniewaz trudnosci te uniemozliwialyby wnioskowanie, zdecydowano o rezygnacji
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z kontynuacji tego eksperymentu. W celu dalszego zbadania tego zjawiska interesujace byloby
zmierzenie ruchu wyznakowanego fluorescencyjnie TrkB w neuronach o zmniejszonej ekspresji Kif21b
i Tsc2, przy jednoczesnej stymulacji BDNF, co ze wzgledu na ograniczenia czasowe nie znalazto si¢
w tej pracy.

Drugim powodem, dla ktérego KIF21B moze by¢ istotne w nadmiernym wzro$cie neuronu
obserwowanym na skutek aktywacji mTOR, jest jego wptyw na dynamike mikrotubul. Jak wspomniano
w punkcie 5.1.2 przy okazji dyskusji wynikow pierwszorzgdowego badania przesiewowego, KIF21B
jest kinezyng szeroko opisywana w literaturze, jako regulujaca dynamike mikrotobul (co opisano
rowniez w punkcie 1.2.4). Jak sugeruje Muhia i wsp. niedobor KIF2 1B jest powigzany ze zmniejszeniem
liczby katastrof, wolniejszym wzrostem oraz dluzszym dystansem, na jaki rosng dynamiczne konce
mikrotubul (Mubhia i in. 2016). Poniewaz sie¢ mikrotubul jest jednym z gtownych budulcéw komorki,
tego rodzaju zaburzenia moglyby wplywa¢ na zatrzymanie wzrostu neuronu spowodowanego
nadaktywnosciag mTOR. Podobnie jednak, jak oméwiony wptyw na transport, efekt ten musiatby by¢
na tyle delikatny, zeby nie wywola¢ spadku wielko$ci ciata komorki ponizej Ktrl w komoérkach
0 bazowym poziomie aktywnosci mTOR (Ryc. 4.7 B). Badanie dynamiki mikrotubul poprzez
zastosowanie rekombinowanego, sprzezonego z GFP biatka +TIP, takiego jak EB3-GFP, jest metoda
rutynowo stosowang w Laboratorium Neurobiologii Molekularnej i Komorkowej (Tempes i in. 2024).
Jednakze wspomniana publikacja Tempes i wsp., odnosi si¢ do badan w liniach komérkowych Rat2, w
ktorych mozliwe byto uzyskanie znacznego poziomu produkcji rekombinowanego biatka EB3-GFP, na
skutek elektroporacji komoérek znaczng (10 pg na 1 mln. Komoérek) iloscig plazmidu. Proby transfekcji
neuronow plazmidem EB3-GFP przy uzyciu lipofektaminy (nieopublikowane) nie wigzaty si¢ z
obecnoscig sygnatu GFP mozliwego do zaobserwowania w mikroskopii przyzyciowej. Z tego powodu
zdecydowano si¢ na probe elektroporacji $wiezo wyizolowanych komorek, z embrionalnej tkanki kory
mozgowej szczura (punkt 4.2.2). Pomimo skutecznej produkcji rekombinowanego biatka EB3-GFP w
rozwijajacych sie po transfekcji neuronach korowych, sygnat fluorescencyjny byl stosunkowo staby.
Ponadto ulegat on szybkiemu wypaleniu, wraz z postepem obrazowania (opisane w punkcie 4.2.2,
widoczne na Filmie 3 oraz Filmie 4). Wigzato si¢ to z duzg liczbg artefaktow na obrazie, oraz niskim
stosunkiem sygnalu do szumu (ang. signal to noise ratio). Z tego powodu, wykrywanie ruchu
dynamicznych koncoéw mikrotubul poprzez zastosowany algorytm TrackMate, obarczone bylo duzym
btedem. Niski poziom produkcji rekombinowanego biatka, wynikat najprawdopodobniej z wcigz stabej
wydajnosci transfekcji. Co wiegcej, elektroporacja jest wysoce inwazyjng technikg, zastosowang w tym
przypadku na pierwotnie wyizolowanych komorkach, ktore zostaly wczesniej poddane czasochtonne;j
procedurze izolacji ze zwierzat. Przy zastosowanych proporcjach 5 mln komorek na wariant, jedynie
okoto 50 — 70 tys. ulegato przyklejeniu do dna naczynia hodowlanego. Jednoczesnie mozliwe, ze
jedynymi komodrkami, ktore przezyly proces byly te, ktére ulegly stabszej transfekcji np. na skutek
mniejszych zaburzen cigglosci blon. Wyniki obserwacji skutecznie transfekowanych komorek

(Ryc.4.14), wykazaty jakoby warianty shTSC2 oraz shTSC2+shKIF21B cechowaly si¢ nieco dtuzszym
176



dystansem ruchu, oraz krotszym czasem jego trwania. Co istotne nie wykazano jednak roznic pomiedzy
samymi wariantami shTSC2 oraz shTSC2+shKIF21B. Mozliwe zatem, ze obserwowany rezultat
wynikal jedynie z wyciszenia Tsc2. W opisanym eksperymencie nie zastosowano jednak wariantu
komorek elektroporowanych jedynie shKIF21B, stad wniosek ten wymagalby dodatkowego
potwierdzenia. Jednocze$nie ze wzgledu na opisane trudnosci w czasochtonnym procesie nukleofekcji
przez elektroporacj¢, oraz matej wiarygodnos$ci uzyskanych filmow poklatkowych, nie zdecydowano

si¢ na kontynuacje eksperymentu podobnie jak w przypadku 4.2.1.

5.2.3 Wybrane funkcje KIF3A/KIF3C w modelu TSC w neuronach

Ze wzgledu na kilkukrotnie wspominany fakt, ze KIF3A oraz KIF3C tworza razem wspolny
kompleks (punkty 1.2.1 oraz 1.2.4) wszystkie eksperymenty dla tych kinezyn prowadzone byty razem.
Podobnie jak w przypadku KIF21B (5.2.2) badania rozpocz¢to od prob obserwacji ruchu
rekombinowanych biatek w neuronach. Jak jednak ukazano na Ryc. 4.12, w przeciwienstwie do
KIF21bt-GFP, nie wykazano dla KIF3At-GFP ani KIF3Ct-GFP zadnych wyraznych, pojedynczych
punktéw, ktore nadawalyby si¢ do obserwacji. Sadzac po znacznym, rownomiernym roztozeniu sygnatu
GFP w catej komorce, mozliwe jest, ze biatko to ulegato nadmiernej produkcji, lub tez ulegato zlepianiu
w wieksze, niefunkcjonalne struktury. Proby zastosowania mniejszego stezenia plazmidu do transfekcji,
skutkowaly jedynie mniejsza liczba podobnie stransfekowanych komoérek. Z tego wzgledu w dalszej
czesei, skupiono si¢ na najbardziej znanej roli kinezyn-2 czyli zaangazowaniu w rozwdj rzesek

pierwotnych.

5.2.3.1 Badanie wplywu wyciszenia KIF3A/KIF3C na rzeski w starszych neuronach (8-11 DIV)

Podczas planowania eksperymentow, nie wykazano jakoby pomiary rzesek na modelach 3D
uzyskanych z obrazéw z mikroskopii konfokalnej, wigzaly si¢ z réznicami wzgledem pomiarow
ptaskich projekcji (Ryc. 4.15). Wynika to najprawdopodobniej ze sposobu w jaki przygotowywano
preparaty, w ktorych na skutek dziatan mechanicznych rzgski ustawione na sztorc mogly w wiekszosci
ulega¢ ztamaniu. Stad mozliwe jest, ze najdluzsze zaobserwowane rzeski, to te ktore utozyly si¢ wzdtuz
neuronu. Z tego wzgledu jednak, zdecydowano si¢ na pomiary jedynie na ptaskich projekcjach
maksymalnej intensywnosci. Decyzja o wyborze warunkéw hodowli w DIV 8 — 11 (transfekcja —
utrwalanie) w pierwszym eksperymencie opisanym w 4.2.3.1, wynikata z checi zachowania ciggtosci z
drugorzedowym badaniem przesiewowym. Jednoczesnie zdecydowano si¢ na wilaczenie réwniez
wariantow z shTSC1 ze wzglgdu na interesujgce réoznice we wptywie hamarytny oraz tuberyny na rzeski
pierwotne, jak opisano w punkcie 1.3.8.

Jak zaobserwowano, neurony transfekowane jedynie shTSCI1, jak i shTSC2 cechowaty si¢
wigksza, $rednig powierzchnig ciata komorki niz kontrola (Ktrl) (o okoto 14%) jednakze efekty te nie
byly statystycznie istotne. Mozliwe jednak, ze wynikato to z duzego rozrzutu danych, co wida¢ na
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podstawie punktow reprezentujacych pojedyncze pomiary (Ryc. 4.16 B), oraz ze stosunkowo stabej
jakos$ci hodowli neuronalnych, uzyskanych w momencie prowadzenia eksperymentu. Z tych samych
powodéw moze wynika¢ obserwacja, ze spadek powierzchni komoérki wzgledem komorek
transfekowanych shTSC1/shTSC2 przy jednoczesnym wyciszaniu kinezyn byt istotny tylko dla KIF3A.
Interesujaca jest obserwacja, ze o ile sam fakt wyciszania TSC1/TSC2 w tych warunkach hodowli,
wydaje si¢ nie mie¢ znaczacego wptyw na dtugosc¢ rzgsek, to wyciszanie badanych kinezyn powoduje
juz pewne zwiekszenie ich $redniej dtugosci. Szczegdlnie wyraznie widac to dla shTSC1+shKIF3A oraz
Ktrl+shKIF3C (Ryc. 4.16. C). Jest to nieintuicyjne, biorac pod uwage ze zaréwno KIF3A jak i KIF3C
sa kinezynami kluczowymi dla transportu rzeskowego i ich brak jest taczony w literaturze ze spadkiem
wzrostu rzgsek. Mozliwe jest jednak zupetnie inne wytlumaczenie. Do obliczen przedstawionych na
Ryc. 4.16 C, aby unikng¢ wartosci ,,0” wliczanych do $redniej, wiaczano jedynie neurony, u ktérych
mozna byto wyrdézni¢ przynajmniej jeden obiekt przypominajacy rzgske. Tym samym mozliwy byltby
scenariusz, w ktorym neurony o wysokim poziomie ekspresji sShRNA przeciwko KIF3A/KIF3C traca w
ciggu badanych 72 godz. rzgske zupeknie, jezeli byta ona krotka, zas zachowuja, jezeli byta odpowiednio
dluga by mie¢ pewnag odpornos¢ na zaburzenia transportu. Jak pokazuje jednak Ryc. 4.16 D nie
wykazano, aby pomig¢dzy wariantami dochodzilo do réznic w liczbie neuronéw z rzeska. Przede
wszystkim jednak, z badan wytaniat si¢ obraz niewielkich zmian wzgledem dtugosci rzesek w badanych
warunkach, co powigzano z zaawansowanych stadium rozwoju komoérek. Prawdopodobne jest, ze
rzg¢ska jako organellum powstajace od nowa po podziale komoérkowym, w przypadku niedzielacych sig
komorek jak neurony, w 6smym dniu hodowli jest w matym stopniu podatne na zmiany zwigzane

z zastosowanym shRNA (Lepanto, Badano, i Zolessi 2016).

5.2.3.2 Badanie wplywu wyciszania KIF3A/KIF3C na rzeski w mlodych neuronach (0-4 DIV)

W celu zbadania rzesek u jak najmtodszych neuronow, zdecydowano si¢ na transdukcje swiezo
wyizolowanych komoérek korowych specjalnie do tego celu przygotowanymi wektorami
lentiwirusowymi (punkt 4.2.3.2). W przypadku tego modelu, po 4 dniach hodowli wykazano
statystycznie istotny wzrost powierzchni ciata komorki w komorkach transdukowanych wektorem
kodujagcym shTSC2, ktory nie wystapit, jezeli komorki dodatkowo transdukowano wirusami shKIF3A
lub shKIF3C (Ryc. 4.18). Jest to zgodne z wynikami otrzymanymi w drugorzedowym badaniu
przesiewowym (Ryc. 4.9) pomimo zastosowania innego modelu oraz sposobu wprowadzania ShRNA
do komorek (neurony korowe zamiast hipokampalnych oraz wektory lentiwirusowe zamiast transfekcji
lipofektaming). W przeciwienstwie do eksperymentu prowadzonego w 8 — 11 DIV ukazanego na Ryc.
4.16, w mtodszych neuronach dato si¢ zauwazy¢ znaczny wzrost $redniej dlugosci rzeski na skutek
wyciszenia Tsc2 wzgledem kontroli (Ryc. 4.18 C), nie okazat sie on jednak statystycznie istotny. Brak
istotnosci jednak, wynika najpewniej jednak z faktu, ze najwigksza grupa komorek we wszystkich

grupach posiada rzgske w przedziale 1 — 2 dlugosci sredniej wartosci kontroli. Warto zauwazy¢ jednak,
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ze jedyne w wariantach transdukowanych wektorem lentiwirusowym kodujacym shTSC2 zanotowano
rzgski o wartosci ponad 2 $rednich dlugosci kontroli (Ryc. 4.18 B, dodatkowo zilustrowane na Ryc.
5.1). Co istotne, podobnie jak w przypadku powierzchni komorki, jednoczesna transdukcja wraz
z shTSC2 wektorami lentiwirusowymi shKIF3A, jak i shKIF3C, zblizata dlugos¢ rzesek do tych
zaobserwowanych u kontroli. Co wigcej, u komoérek posiadajacych przynajmniej jedng rzeske, wzrost
dlugosci rzeski korelowat z wzrostem powierzchni ciala komorki (Ryc. 4.18 E). Tym samym,
prawdopodobna wydaje si¢ hipoteza jakoby zastosowanie SshRNA przeciwko Kif3a oraz Kif3c
skutkowalo zatrzymaniem wzrostu rz¢ski w neuronach o obnizonej ekspresji Tsc2, a w konsekwencji
rowniez zatrzymaniem wzrostu calej komorki. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia o zwigzku
pomiedzy zaburzeniem rozwoju rzesek na skutek niedoboru kinezyn, a rozmiarem komorki, na ogoét
donoszg one jednak o zwigkszeniu rozmiaru komorek, w przeciwienstwie do zaobserwowanego
spadku. Kluczowy moze by¢ tu jednak fakt, ze wspomniane badania odnosza si¢ do catkowitego
usunigcia aktywnosci KIF3A (Boehlke i in. 2010a; Snedeker i in. 2017), podczas gdy zastosowane
w eksperymencie shRNA cechowato si¢ znacznym (60 — 80 %), ale nie catkowitym spadkiem ekspresji
Kif3a, jak i Kif3c (Ryc. 4.17). Mozliwe zatem, Ze zaburzenia transportu wewnatrz-rzeskowego na skutek
zmniejszenia dostepnych KIF3A oraz KIF3C skutkujg zupehie innym efektem na rozmiar komorki niz
ich catkowity brak.

Pozostaje pytanie, dlaczego korelacje¢ t¢ zaobserwowano jedynie w milodszych neuronach,
podczas gdy spadek rozmiaru ciata komorki na skutek uzycia shKIF3A/shKIF3C zostal zauwazony
W pierwszo i drugorzedowych badaniach przesiewowych wykonanych w odpowiednio 8 — 13, oraz 8 -
11 DIV (Ryc. 4.4 oraz Ryc. 4.9). Moze to wynika¢ po pierwsze z faktu, ze jak wspomniano w punkcie
5.2.3.1, w starszych neuronach rzeska byla juz rozwinigta w momencie transfekcji i nawet jezeli
dochodzito do zmian lub zaburzen w IFT, nie objawialy si¢ one w jej dtugosci. Po drugie zas, na Ryc.
4.16 D sam wzrost ciata komorki na skutek transfekcji shTSC2 wzgledem kontroli byt nizszy niz na
Ryc. 4.9, mozliwe zatem, ze w tym eksperymencie skuteczno§¢ shRNA byta staba, prawdopodobnie ze
wzgledu na gorsza jakos¢ neuronéw pochodzacych z hodowli. Aby rozwiaé tego rodzaju watpliwosci
cenne byloby powtorne przeprowadzenie eksperymentu w neuronach 8 — 11 DIV z immunobarwieniem
na P-S6, aby zbada¢ powierzchnig¢ i dtugo$¢ rzesek jedynie u neurondw, u ktorych z pewnoscia doszto
do aktywacji mTORCI. Interesujace bytoby rowniez zbadanie rzgsek w neuronach, u ktérych wzrost
ciata komorki wynosit ponad 60% na skutek transfekcji PI3K jak w pierwszorzedowym badaniu
przesiewowym (Ryc. 4.4). Pewna dozg¢ informacji moglyby réwniez przynie$¢ eksperymenty z
obnizeniem st¢zenia substancji odzywczych w pozywce neuronalnej (glodzenie). Takie warunki nie
tylko zwickszylyby kontrast pomigdzy komoérkami u ktorych doszto do nadmiernej aktywacji mTOR a
kontrolg, ale dodatkowo doprowadzity do stymulacji autofagii, ktora promuje powstawanie rzesek.
Jednakze proby wykonania eksperymentdw z glodzeniem przeprowadzone przy okazji pisania pracy,

zakonczyly si¢ porazka na skutek wysokiej $miertelnosci hodowanych neurondéw (nieopublikowane).
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Ryc. 5.1 Histogram przedstawiajacy liczbe komorek w danym przedziale dlugosé rzeski dla
kazdego wariantu osobno. Dlugos¢ rzgski wyrazona jako iloczyn $redniej dtugosci rzeski w Kitrl.
Opracowane na podstawie danych uzytych do stworzenia Ryc. 4.18.

5.2.4. Wybrane funkcje KIF3A/KIF3C w modelu TSC w komdrkach nieneuronalnych

Opisane w poprzednich rozdziatach trudno$ci, szczegdlnie te zwigzane z obrazowaniem
przyzyciowym oraz eksperymentami zwigzanymi z gtodzeniem, zdecydowaty o wiaczeniu do rozprawy
drugiego modelu — komoérek nieneuronalnych (punkt 4.3). W pierwszym kroku, potwierdzono przy
pomocy techniki Western blot znaczny spadek produkcji tuberyny w liniach transdukowanych
wektorem lentiwirusowym kodujacym shTSC2 wzgledem linii kontrolnych (Ryc. 4.19 C). Jednocze$nie
w pilotazowym eksperymencie zaobserwowano, ze hodowane w pozywce o obnizonej zawartosci
surowicy, komorki linii shTSC2 cechujg si¢ wigkszg powierzchnig niz komorki kontrolne (Ryc. 4.19).
Do wyciszenia ekspresji kinezyn uzyto wktorow lentiwirusowych, ktore zostaty zwalidowane podczas
przeprowadzania eksperymentu opisanego w punkcie 4.2.3.2. Wykonano jednak dodatkowe, kontrolne
badanie technika RT-PCR, ktore potwierdzito spadek mMRNA gendéw kinezyn w liniach
transdukowanych shKIF3A/shKIF3C wzgledem linii kontrolnej pLKO-pULTRA.Chili (Ryc. 4.20 B).
Podobnie jak w przypadku Ryc. 4.11 nie wykazano jednocze$nie, aby sam fakt wyciszania TsSC2
wplywatl na ekspresje kinezyn (Ryc. 4.20 B). Uzyskane linie Rat2: pLKO-pULTRA-Chili, pLKO-
SshKIF3A, pLKO-shKIF3C, shTSC2-pULTRA-Chili, shTSC2-shKIF3A oraz shTSC2-shKIF3C
postuzyty do przeprowadzenia eksperymentow, ktorych wyniki poddano dyskusji w kolejnych

podrozdziatach.

5.2.4.1 Morfologia, tempo wzrostu i dlugos¢ rzesek komorek uzyskanych linii
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Podczas hodowli dato si¢ zauwazy¢, ze komorki uzyskanych linii nie rosty w identycznym
tempie. W przypadku pomiaru stopnia zapetniania dostepnej przestrzeni na naczyniu hodowlanym, linie
pLKO-shKIF3A oraz shTSC-shKIF3C, wyraznie ostawaly od pozostatych ($rednio 35 % zajetej
powierzchni po dwdch dniach w stosunku do $rednio okoto 85 % dla pozostatych linii), cechujac sig
znacznie wolniejszym wzrostem (Ryc. 4.21 A oraz B). Réwniez po przeliczeniu liczby komorek na pole
widzenia, najnizszy wynik w ostatnim punkcie czasowym, czyli po 48 godz. hodowli, odnotowano dla
linii pLKO-shKIF3A ($rednio 15 komorek wobec $redniej 22,7 dla pozostatych linii), co sugeruje, ze
linia ta cechowata si¢ najwolniej dzielagcymi si¢, najmniejszymi komorkami (Ryc. 4.21 C oraz D). Co
ciekawe, u komorek linii shTSC2-shKIF3A mozna byto zauwazy¢ szybkie tempo zajmowania pola
widzenia (83 % po 48 godz.), przy jednoczesnie stosunkowo matej liczbie komoérek (srednio 18,5 na
pole widzenia), wskazujac, ze komorki tej linii mogg cechowac si¢ wyjgtkowo duzym rozmiarem przy
jednoczesnie wolniejszym tempie podziatu (Ryc.4.21). Istotnie, jak pokazuje Ryc. 4.23 A, bezposrednie
pomiary komoérek nalezacych do uzyskanych linii wykazaty, ze linia shTSC2-shKIF3A cechowata si¢
wigkszym rozmiarem komorki, zar6wno w warunkach bazowych, jak i glodzenia. Najmniejsza
powierzchni¢ zaobserwowano u linii shTSC2-shKIF3C, co byto szczegélnie widoczne w warunkach
gtodzenia (Ryc. 4.23 A). Nie wykazano jednoczesnie, aby komorki linii shTSC2-pULTRA.Chili miaty
wigksza powierzchni¢ niz komorki linii pLKO-pULTRA.Chili.

Bezposrednie pomiary pierwotnych rzgsek na projekcjach maksymalnej intensywnosci,
powstatych ze zdje¢ komorek badanych linii, nie wykazaty r6znic w dhugos$ci rzeski pomiedzy liniami.
(Ryc. 4.23 B). Nie zaobserwowano réwniez, aby najdluzsze rzeski wystepowaty jedynie u komorek
transdukowanych wektorem lentiwirusowym kodujacym shTSC2, jak miato to miejsce w przypadku
neuronéw (Ryc. 4.18). Podobnie jednak jak w eksperymentach na neuronach (punkty 4.2.3.1 oraz
4.2.3.2), do pomiaréw wliczano jedynie komorki, u ktérych stwierdzono przynajmniej jeden obiekt
rozpoznany jako rzeska. Tymczasem pomiary stosunku komorek posiadajacych rzeske do
nieposiadajacych, ujawnity znaczne réznice migdzy liniami, nasilone jeszcze przez warunki glodzenia
heterogeniczna, cechujac sie roznym stopniem wyciszenia badanych genow. Mogloby to powodowac,
ze komorki o niskim stopniu ekspresji shRNA przeciwko kinezynom cechowaly sie obecnoscia rzeski
0 typowej dtugosci, podczas gdy u komorek o wigkszym poziomie ekspresji shRNA, dochodzitoby do
catkowitej utraty tego organellum. Jednoczesnie obserwacja, ze stosunek komorek z rzeska gwattownie
wzrasta w linii kontrolnej na skutek glodzenia, jest zgodny z szeroko opisywanym w literaturze
zjawiskiem promowania powstawania rz¢sek na skutek autofagii (Pampliega i in. 2013; Z. Tang i in.
2013; Yamamoto i Mizushima 2021). W komoérkach dzielagcych sie, jest to jeden z mechanizméw
odpowiadajacych za zatrzymanie cyklu komoérkowego przy niedostatecznej dostepnosci substancji
odzywczych. W wynikach przedstawionych na Ryc. 4.23 C, interesujgca jest natomiast obserwacja, iz
u komorek linii shTSC2-pULTRA.Chili liczba komorek z rzgskg pozostaje wysoka nawet podczas

hodowli ze standardowym stezeniem surowicy, ulegajac jeszcze nieznacznemu zwigkszeniu na skutek
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glodzenia. W przeciwienstwie do zmian oméwionych dla linii kontrolnej, w linii pLKO-shTSC2 wysoka
liczba komorek z rzeska najprawdopodobniej nie jest spowodowana procesem autofagii, jako ze
aktywacja mTOR na skutek wyciszenia Tsc2 powinna prowadzi¢ do ostabienia tego procesu (punkt
1.3.3). Jednym z mozliwych wyjasnien jest wspominany juz mechanizm obnizania aktywnosci mTOR
przez Lkb1 na skutek mechanicznego draznienia rzgski (Boehlke i in. 2010a). Istnieje mozliwos$¢, ze
wieksza liczba komorek z rzeska jest skutkiem dzialania sprzg¢zenia zwrotnego majgcego ograniczy¢
aktywno$¢ $ciezki mTOR nadmiernie aktywowanej na skutek wyciszenia Tsc2. Nie jest jasne, jaki
doktadnie mechanizm mogltby za to odpowiada¢. Jednakze argumentem na korzys¢ tej hipotezy, jest
obserwacja, ze roznica powierzchni komorek pomiedzy pLKO-shTSC2 a pLKO-pULTRA.Chili jest
niewielka, podczas gdy u komorek linii shTSC2-shKIF3 A nastepuje zaréwno spadek liczby komorek z
rzeska, jak i wzrost powierzchni komorki zarowno wzgledem pLKO-pULTRA-Chili, jak i shTSC2-
pULTRA.Chili. Efekt ten jest najbardziej widoczny u komoérek hodowanych w standardowej pozywce
(10 % FBS). Wydaje si¢ on wystepowac rowniez u komoérek hodowanych w pozywce z obnizonym
stezeniem surowicy, jednak duzo stabiej. Hipoteze t¢ podwaza jednak obserwacja, ze w przypadku
shTSC2-shKIF3C, zaobserwowano jedynie spadek liczby komoérek z rzeska, jednak juz nie wzrost
powierzchni. Mozliwe jednak, Zze niedobor KIF3C ma inne konsekwencj¢ na wzrost komorki,
szczegoblnie biorgc pod uwage, ze jak ukazano na Ryc. 4.21 B, shTSC2-shKIF3C pozostawala najstabie;j

rosnaca linig sposrod wariantdw o obnizonej ekspresji Tsc2.

5.2.4.2 Analiza ruchu pecherzykéw LAMP1-GFP pozytywnych w komoérkach uzyskanych linii.

W danych literaturowych mozna znalez¢ przestanki, jakoby KIF3A oraz KIF3C mogty by¢
motorami odpowiedzialnymi za transport lizosomow, w kierunku bton komorki, a tym samym
zaangazowane w proces autofagii (Brown i in. 2005; S. Wang i in. 2015). Byloby to interesujace w
kontekscie badanego zagadnienia, jako ze autofagia jest silnie powigzana z aktywno$cia mTOR, oraz
jest procesem istotnym w TSC. Z tego powodu postanowiono zbadaé, czy w komoérkach uzyskanych
linii beda wystepowaty rdéznice w ruchu pecherzykéw wyznakowanych poprzez bedace lizosomalnym
markerem biatko LAMP1 sprzezone z metka GFP (punkt 4.3.4), Podobny eksperyment opublikowano
juz wezesniej] w Tempes 1 wsp. dla komorek traktowanych rapamycyna, nie wykazujac jednak réznic
wzgledem kontroli w postaci DMSO (Tempes i in. 2024). Poniewaz produkcja rekombinowanego biatka
LAMP1-GFP w elektroporowanych komodrkach okazata si¢ by¢ bardzo wysoka, komorki obrazowano
juz po 20 godz., aby unikng¢ nadmiernego tlta zwigzanego ze zbyt duzym poziomem sygnatu GFP.
Jednoczesnie, w poblizu Srodka obserwowanych komorek, naokoto jadra, znajdowato si¢ duze skupisko
GFP-pozytywnych biatek (Ryc. 4.24). Obserwacja ta jest zgodna z danymi literaturowymi
wskazujacymi na gromadzenie si¢ lizosomow w poblizu centrosomu, dokad dostarczane sg przez
dyneine (Falcon-Pérez i in. 2005; Pu i in. 2016). Ze wzgledu jednak na duze nasilenie sygnalu GFP,

niemozliwe bylo rozrdznienie pojedynczych obiektéw w tym rejonie (Ryc. 4.24, Filmy 9-13). Z tego
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wzgledu, zdecydowano si¢ na obserwacje obiektow jedynie na zewngtrznym obszarze komorki,
nazywanym peryferiami.

Jak przedstawiono na Ryc. 4.25 nie wykazano, aby w dystansie pokonanym przez obiekty,
efektywnosci ani predkosci ruchu w kierunku bton komorki wystepowaly istotne statystycznie réznice
pomiedzy liniami. Jednocze$nie zmiana predkosci, dystansu lub efektywnosci ruchu w kierunku
przeciwnym (do centrum komorki) moglaby oznaczaé, ze przy niedoborze KIF3A i KIF3C, motory
transportujace pecherzyki w kierunku ,,-> kofica mikrotubul (min. dyneina) zyskuja na procesywnosci
na skutek braku konkurujacych biatek w procesie ,,przeciagania liny”. Jednak podobna analiza, tym
razem w kierunku centrum komorki, réwniez nie wykazata r6znic w zadnym z badanych parametrow
(Ryc. 4.26). Jak opisano w punkcie 4.3.4, w trakcie analizy filmow poklatkowych (przyktady na Filmach
9-13), zaobserwowano rowniez pewne skupiska sygnatu GFP na peryferiach komorki. Pomiary $redniej
jasnosci sygnatu fluorescencyjnego na obrzezach komorek wykazaty pewien spadek sygnatu dla linii o
obnizonej ekspresji Kif3a (pLKO-KIF3A oraz shTSC2-shKIF3A) wzgledem pozostatych. Mogloby to
$wiadczy¢ o mniejszej liczbie lizosomow dostarczanych na peryferia komorki ze wzgledu na brak
transportujacego je KIF3A. Wspomniane rdznice nie okazaly si¢ jednak istotne statystycznie. Co wigcej
nie wykazano zadnych roznic pomiedzy pLKO-pULTRA.Chili, a shTSC2-pULTRA.Chili, co

sprawialo, ze nie sg to interesujace wyniki w kontek$cie badanego zagadnienia (Ryc. 4.27).

5.3 Podsumowanie dyskusji

W niniejszej pracy wykazano potencjalnie istotng role biatek motorycznych nalezacych do
rodziny kinezyn w nadmiernym wzro$cie ciata komorki na skutek hiperaktywacji mTOR. W przypadku
silnego stymulatora jakim byta aktywna forma PI3-kinazy, az 35 z 45 sprawdzonych biatek skutkowato
obnizeniem powierzchni ciata komorki. W neuronalnym modelu TSC, zaprojektowanym jako
wyciszenie ekspresji Tsc2, jednoczesne obnizenie poziomu: KIF3A, KIF3C, KIF21B oraz KIF26B
skutkowalo zatrzymaniem nadmiernego wzrostu neuronu. Proby znalezienia mechanizmu KIF21B
poprzez badanie jego rél w transporcie dendrytycznym oraz regulowaniu dynamiki mikrotbul nie daty
konkluzywnych rezultatow. W przypadku dziatajacych zazwyczaj jako tandem KF3A/KIF3C, wystapity
pewne przestanki mogace laczy¢ ich role w transporcie wewnatrz rzgskowym z obserwowanym

wzrostem neuronu w modelu TSC. Dowiedzenie tej zaleznosci wymaga jednak dalszych badan.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Na podstawie wynikoéw przedstawionych w rozprawie, mozna wyciagna¢ nastepujace wnioski:

1. Obnizenie poziomu kinezyn: KIF21A, KIF5C, KIF11, KIF12, KIF13B, KIF14, KIF15, KIF16B,
KIF18A, KIF19, KIF20A, KIF21B, KIF22, KIF26B, KIF27, KIF2A, KIF2B, KIF2C, KIF3A,
KIF3B, KIF3C, KIF5A, KIF9, KIFC1, KIFC2 oraz KIFC3, skutkuje zatrzymaniem nadmiernego

wzrostu komorki nerwowej spowodowanego obecno$cia konstytutywnie aktywnej formy PI3K.

2. Obnizenie poziomu kinezyn: KIF3A, KIF3C, KIF21B oraz KIF26B skutkuje zatrzymaniem

nadmiernego wzrostu neuronu w modelu wyciszenia Tsc2.

3. Po transfekcji u mtodych (0 DIV), ale nie starszych (8 DIV) neuronéw shRNA przeciwko Tsc2 oraz
Kif3a lub Kif3c wystepuje korelacja migdzy dlugoscia rzeski a powierzchnig komorki.

4. Wyciszenie Tsc2 skutkuje zwigkszeniem liczby komorek posiadajacych rzeske w linii pochodzacej

od fibroblastow, ale nie w komoérkach neuronalnych.

5. Obnizenie poziomu KIF3A oraz KIF3C zmniejsza liczbe komorek z rzeskg w warunkach gtodzenia
w liniach komérek nieneuronalnych, zar6wno w komorkach kontrolnych, jak i tych o obnizonej

ekspresji Tsc2.

6. Ograniczenie ekspresji Tsc2, Kif3a ani Kif3c, nie wptywa istotnie na ruch pecherzykow
wyznakowanych LAMP1-GFP w komoérkach nieneuronalnych, jednakze obnizenie poziomu Kif3a

powodowato zmniejszenie jasno$ci skupisk na peryferiach komorki.
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9. SPIS FILMOW

Rozdzial | Film Opis Link
Analiza mobilnosci wybranych kinezyn w

422 Film 1 | neuronach - KIF21Bt-GFP https://youtu.be/Z8YHShEFiaA
Analiza mobilnosci wybranych kinezyn w

422 Film 2 | neuronach- KIF22t-GFP https://youtu.be/61gCMVI4TmE

4.2.3 Film 3 | Dynamika komet EB3-GFP w neuronach- Ktrl | https://youtu.be/CKSdLpNjL3E
Dynamika komet EB3-GFP w neuronach -

4.2.3 Film4 |shTSC2 https://youtu.be/ESEfspl46aM
Dynamika komet EB3-GFP w neuronach-

423 Film5 |shTSC2+shKIF21B https://youtu.be/txpNcTe3fDE
Modele 3D rzgsek - obrot projekcji 3D neuronu

4231 |Film6 |numerl https://youtu.be/DHVhLItEFGg
Modele 3D rzgsek - obrot projekcji 3D neuronu

4231 |Film7 [numer2 https://youtu.be/2C_tlwuJ26E

4.3.4 Film 8 | Ruch LAMP1-GFP w Rat2 - pLKO-pULTRA | https://youtu.be/foBOk6SoW9U

434 Film9 | Ruch LAMP1-GFP w Rat2 - pLKO-shKIF3A | https://youtu.be/QsP_jOMHX5k

434 Film 10 | Ruch LAMP1-GFP w Rat2 - pLKO-shKIF3C | https://youtu.be/47sQg6nnlad

434 Film 11 | Ruch LAMP1-GFP w Rat2- shTSC2-pULTRA | https://youtu.be/QON6_sXGZ30
Ruch LAMP1-GFP w Rat2 - shTSC2-

434 Film 12 | shKIF3A https://youtu.be/7CaN24uA9-U

4.3.4 Film 13 | Ruch LAMP1-GFP w Rat2- shTSC2-shKIF3C | https://youtu.be/TW_VysjgxX0
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